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1 Einleitung

Vesikel sind synthetische Kompartimente, die sowohl Anwendung in der Biotechnologie,
Pharmazie und Medizin als auch als Modell fiir biologische Kompartimente finden [1].
Insbesondere Lipidvesikel (Liposomen) sind aus Membranen aufgebaut, die lebenden
Zellen strukturell sehr dhneln. Darum sind sie fiir Untersuchungen von Membranprozes-
sen sowie fiir die Simulation von grundlegenden zelluldren Vorgéngen &ufserst attraktiv.
Vesikel finden iiberdies bei der Konstruktion von so genannten Minimal- bzw. semi-
synthetischen Zellen Anwendung [2]. Solche Untersuchungen sollen zur Aufklarung der
wesentlichen Komponenten und Prinzipien zelluldren Lebens beitragen und bei der Iden-
tifizierung der (iiber)lebensnotwendigen, nicht-redundanten Ausstattung einer lebenden
Zelle helfen. Es wird letztenendes angestrebt, eine artifizielle (Minimal-)Zelle zu erzeu-
gen, die von einem einfachen, plausibel priabiotischen Anfangsstadium ausgehend alle
oder zumindest einzelne Eigenschaften von Leben, also Stoffwechsel, Reproduktion und
Anpassungsfiahigkeit, entwickelt [1]. Die Untersuchungen kénnen auch Hinweise auf die
Funktionsweise und Gestalt von einfachen Protozellen als mogliche Vorlaufer erster Zel-
len und somit ersten Lebens auf der Erde liefern.

Hierbei wird ein anderer Ansatz verfolgt als bei der vor kurzem publizierten Generierung
eines artifiziellen Bakteriums [3]. Dort wurde zunéchst computergestiitzt eine kiinstli-
chen DNS aus Bruchstiicken eines Bakteriengenoms erzeugt. Anschlieftend erfolgte die
Transplantation dieser DNS in eine Bakterienzelle ohne Erbinformation, jedoch mit kom-
pletter Zellausstattung. Bei diesem Experiment wurde allerdings nur Leben aus Leben
geschaffen und somit nicht im Sinne der semi-synthetischen Zelle die Entwicklung einer

nicht komplett ausgestatteten Protozelle untersucht.

1.1 Vesikel - Modelle fiir biologische Kompartimente
1.1.1 Eigenschaften und Anwendungen von Vesikeln

Vesikel sind zellahnliche Strukturen, bei denen ein wéssriges Tropfchen vollsténdig von
einer semipermeablen Membran eingeschlossen wird. Die Vesikelmembran wird von am-
phiphilen Molekiilen mit einer geeigneten Molekiilstruktur aufgebaut, die es ermdglicht,
dass sich die Molekiile unter bestimmten Bedingungen in geschlossenen Kompartimen-
ten mit einer Doppelschicht organisieren (s. Abb. 1). Es gibt verschiedene amphiphi-
le, vesikelbildende Molekiilklassen, z.B. Phospholipide (PL), langkettige Carbonséuren
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Abb. 1: links (a): Schematische Darstellung eines aus Phospholipidmolekiilen aufgebauten Li-

Phospholip
Molekiil

posoms (aus [4]) und rechts (b): Schematische Darstellung eines Polymersoms, das aus
einem Copolymer mit einer hydrophilen (blau) und einer hydrophoben (rot) Einheit
aufgebaut ist (aus [5])

(Fettsduren) und auch block-Copolymere. All diesen Molekiilen ist ein langkettiger hy-
drophober Teil und eine hydrophile bzw. geladene Kopfgruppe eigen. Fiir die Fahigkeit,
Vesikel zu bilden, ist das Grofenverhéltnis zwischen dem hydrophoben Teil und der
hydrophilen Kopfgruppe entscheidend. Dieses wird durch den so genannten Packungs-

parameter P beschrieben:
P=V.at. !

Dabei ist V' das Volumen des hydrophoben Teils, a der Flachenbedarf der hydrophi-
len Kopfgruppe und [ die Lénge der hydrophoben Kette als Normale zur Flache der
Kopfgruppe (vgl. Abb. 2a). Der Packungsparameter sowie die Wolbung der Grenzfla-
che zwischen hydrophilem und hydrophobem Teil bestimmen die geometrische Form
des einzelnen amphiphilen Molekiils und dirigieren damit die Anordnung vieler solcher
Molekiile in eine bestimmte selbstorganisierende Struktur [6]. Bei einem Packungspa-
rameter von % < P < 1 ordnen sich die Amphiphile in Doppelschichten an, was die
Bildung von Vesikeln ermdglicht. Die thermodynamisch treibende Kraft bei dem Pro-
zess der Selbstorganisation ist dabei die Verminderung der Grenzflachenenergie zwischen
dem hydrophoben Teil des isolierten Amphiphils und umgebendem Wasser [6]. Dieses
Phénomen ist auch unter dem Namen  hydrophober Effekt bekannt [7].

Fiir die Generierung von Vesikeln ist zudem die Temperatur von Bedeutung. So lassen

sich stabile Vesikel aus Phospholipiden nur oberhalb der so genannten ,,Phasentiibergangs-

temperatur” herstellen. Oberhalb dieser Temperatur befinden sich die Molekiile in der
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Abb. 2: links (a): Veranschaulichung des Packungsparameters P von amphiphilen Molekiilen
(aus [6]) und rechts (b): Strukturformel von POPC

Phospholipidmembran im fliissigkristallinen Zustand, der fiir eine hohere Beweglichkeit
der Molekiile und somit fiir die notwendige Flexibilitdt der Membran sorgt. Unterhalb
der Phaseniibergangstemperatur befinden sich PL im so genannten Gelzustand, in dem
die Molekiile in der Membran deutlich starrer und weniger beweglich sind.

Weitere wichtige Parameter sind, insbesondere fiir amphiphile Molekiile mit ionischer
Kopfgruppe, die Ionenstarke bzw. fiir protonierbare Lipide der pH-Wert. Je nach pKg-
/pKp-Wert der amphiphilen Molekiile bzw. deren funktionellen Gruppen konnen saure
Gruppen deprotoniert oder basische Gruppen pH-abhéngig protoniert werden. In Ab-
héngigkeit vom pH-Wert kann sich damit die Anordnung der amphiphilen Molekiile in
der Vesikelmembran und die Ausrichtung an der Membranoberfliche deutlich veran-
dern. Das unter anderem aus Eidotter oder Sojabohnen gewonnene POPC (1-Palmitoyl-
2-oleoyl-sn-glycero-phosphatidylcholin; Struktur s. Abb. 2b) besitzt beispielsweise eine
zwitterionische Kopfgruppe mit einer Phosphatgruppe und einem quartdren Ammoniu-
mion, deren Orientierung an der Membranoberflache sich pH-abhéngig verandern kann.
Daraus resultiert eine pH-abhéngige Membranpermeabilitdt und auch Stabilitdt von
POPC-Liposomen [8,9].

Fettsiuren wie z.B. Olsdure bilden Vesikel iiberhaupt nur in einem engen pH-Bereich
von ungefahr pH 7 - 9. Es wird angenommen, dass die Vesikel aus einem Gemisch von
deprotonierten und protonierten Fettsduremolekiilen aufgebaut sind [1]. Bei niedrige-
rem pH-Wert findet eine Phasentrennung der vollsténdig protoniert vorliegenden Séaure
statt, bei hohen pH-Werten bilden sich Mizellen aus der vollstdndig deprotonierten Fett-
saure. Zusatzlich wird die Vesikelbildung noch durch andere Faktoren wie Gegenionen,

Temperatur und Konzentration beeinflusst [1].
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1.1.2 Liposomen

Liposomen représentieren einen bedeutenden Typ von Vesikeln. Sie sind iiblicherweise
aus natiirlich vorkommenden Phospholipiden wie POPC, manchmal auch aus rein syn-
thetischen PL aufgebaut (s. Abb. la). Phospholipide kénnen aufgrund ihrer Struktur
und ihren amphiphilen Eigenschaften im wéssrigen spontan Vesikel in einem Grofsenbe-
reich von ca. 20 nm bis zu 10 pum bilden [8,10]. Da Liposomen meist aus natiirlichen PL
aufgebaut sind, die auch in zahlreichen Biomembranen vorkommen, dhneln sie struk-
turell in gewisser Weise Zellen, was ihre mannigfaltige Verwendung als Zellmodell be-
griindet (s. Kapitel 1.1.4). Liposomen konnen verschiedenste Materialien je nach deren
Loslichkeits-Eigenschaften im wéssrigen Inneren oder auch in der Membran einschliefien.
Aus diesem Grund finden Liposomen vielfiltige Anwendung, z.B. in der Verkapselung
und dem Transport von physiologisch relevanten Substanzen bzw. Arzneistoffen (drug
delivery) [11]. Zudem koénnen so genannte superparamagnetische, meist mit Magnetit-
Nanopartikeln (Magnetit-NP) beladene Liposomen als Rontgenkontrastmittel, Kontrast-
mittel in der Kernspintomographie oder auch als Anti-Tumor-Reagenz eingesetzt wer-
den [11-13]. In letzterem Fall reichern sich Liposomen nach der Verabreichung aufgrund
der erhohten Stoffwechselaktivitdt in den Krebszellen an. Mittels eines auf den Tumor
gerichteten Wechselmagnetfeldes konnen die Magnetit-Partikel dann erwérmt werden,
was den Tod umgebender Tumorzellen zur Folge hat [14]. Allerdings weisen Liposomen
im Allgemeinen eine nur moderate chemische und mechanische Stabilitdt auf und sind
auch nur sehr begrenzt lagerbar [5|. Diese Einschrankungen kénnen durch den Einsatz
anderer vesikuldrer Systeme wie Polymersomen (s. ndchstes Kapitel) verringert werden.
Liposomen sind durch eine Vielzahl von Methoden generierbar. So zéhlen u.a. die Erzeu-
gung in wassrigen Dispersionen von Phospholipiden mittels Ultraschall und die Hydra-
tisierung eines Phospholipidfilms mit einem wéssrigen Medium (Film-Hydratisierungs-
Methode) zu Standardmethoden. Des weiteren sind die Injektion einer alkoholischen
oder etherischen Losung des Phospholipids in ein wassriges Medium und die sogenannte
Reverse-Phase-Evaporation-Methode (RVE) (s.S. 22) neben vielen anderen Methoden
bekannt [15].

1.1.3 Polymersomen

Eine strukturell ganz andere vesikelbildende Substanzklasse stellen bestimmte amphi-

phile block-Copolymere dar, die so genannte Polymersomen bilden kénnen (s. Abb. 1b).
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Derartige Vesikel wurden erstmals 1995 beschrieben [16]. Polymersomen kénnen in ver-
gleichbaren Grofen wie Liposomen hergestellt werden, weisen im Vergleich zu Liposo-
men allerdings eine deutlich dickere Membran, bedingt durch die héheren Molmassen,
auf. Aufgrund der rein synthetischen Natur der Polymere konnen dabei Parameter wie
Molmasse und Zusammensetzung (z.B. Diblock-, Triblock- oder Multiblock-Copolymere
verschiedener Einheiten) innerhalb bestimmter Grenzen fiir die Vesikelbildung beliebig
variiert werden. So kénnen unter anderem durch das Einstellen der Molmasse die mecha-
nischen Eigenschaften der Membran und deren Permeabilitéit kontrolliert bzw. durch die
Art des verwendeten Polymers die Oberfliche der Polymersomen mit unterschiedlichsten
biochemisch relevanten funktionellen Gruppen versehen werden [5]. Auch Polymersomen
eignen sich analog zu Liposomen fiir den Einschluss von hydrophilen Substanzen im Ve-
sikelinneren und hydrophoben Substanzen in der Vesikelmembran. Zudem ist es durch
den Einbau von Gruppen, die auf dufiere Stimuli reagieren, moglich, Polymersomen ge-
zielt durch z.B. pH-Verédnderungen, UV-Licht oder Oxidationsmittel abzubauen. Dies
ist insbesondere fiir die gesteuerte Freisetzung von eingeschlossenen Substanzen inter-
essant [5].

Polymersomen sind prinzipiell analog den Herstellungsmethoden fiir Liposomen zugéng-
lich. Die Bildungsgeschwindigkeit der Vesikel ist jedoch, bedingt durch die Flexibilitat

der Polymerketten, meist niedriger.

1.1.4 Vesikel als Zellmodelle

Als sehr einfaches Zellmodell spielen Vesikel eine wichtige Rolle, da mit ihnen einzelne,
meist isolierte Prozesse aus der Fiille intrazelluldrer Vorgénge erforscht werden konnen.
Die Untersuchungen, bei denen aufgrund der Ahnlichkeit zu natiirlichen Membranen oft
Phospholipide (z.B. POPC) eingesetzt werden, sollen zur Verbesserung des Versténdnis-
ses von intrazelluldren biochemischen Reaktionen unter den besonderen Bedingungen der
Kompartimentierung, d.h. in einer abgeschlossenen Mikroumgebung, dienen. So wurden
in Vesikeln die DNS-Polymerase-Kettenreaktion, die enzymatische Synthese der amphi-
philen Membrankomponenten sowie in mehreren Féllen die Expression von Proteinen er-
folgreich durchgefiihrt (zusammengefasst in [1]). Trotz faszinierender Ergebnisse bei der
Simulation von einzelnen, zelluldren Vorgédngen sind diese Untersuchungen nur modell-
haft. Dies liegt u.a. in fehlenden Membrantransportméoglichkeiten zur Aufrechterhaltung

der Reaktionen begriindet. Als Konsequenz daraus kommen die erforschten intrazellu-
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laren Prozesse in der Regel schon nach kurzer Zeit zum Erliegen. Dieses Problem kann

durch den Einsatz von membranstédndigen Transportenzymen umgangen werden [17].

1.1.5 Vesikel mit Metallchalkogenid-Nanopartikeln

Neben den bereits in der Medizin Anwendung findenden Magnetit-haltigen Liposomen
(s. Kapitel 1.1.2) bietet die Kompartimentierung von photohalbleitenden Metallchalko-
geniden ein vieversprechendes Forschungsfeld. Ziel dabei ist der Einschluss eines elek-
troneniibertragenden Systems in einem Kompartiment, das als eine Art Mikroreaktor
angesehen werden kann.

Es wurden bereits von verschiedenen Gruppen die photokatalytisch aktiven Metallchal-
kogenide CdS [18-23] und TiO, [24] in Liposomen eingeschlossen. Die photokatalytische
Aktivitat von CdS und TiO, konnte anhand eines Elektronentransports bei Bestrahlung
von einem intravesikularen Elektronendonor zu einem extravesikuldren Elektronenak-
zeptor belegt werden [18-20,24|. Diese Untersuchungen sind auch fiir die generelle Mo-
dellierung von potenziellen Vorldufern von primordialen Protozellen (s. néchstes Kapitel)
von Relevanz. Das kompartimentierte elektroneniibertragende System konnte dabei zur
Aufrechterhaltung eines primitiven Metabolismus in einer Art Protozelle dienen. Dies
wird fiir das verkapselte TiO, vorgeschlagen, das als Modell fiir eine frithe Photosynthese
angesehen werden kann [24]. Hingegen fehlen bisher Untersuchungen zu kompartimen-
tierten mineralischen Systemen wie FeS, (x = 1,2) und Montmorillonit, die woméglich

ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Entstehung ersten Lebens spielten (s. Kapitel 1.2.3).

1.2 Hypothesen zur Chemischen Evolution und der Entwicklung

ersten Lebens

,Chemische Evolution“ wird als der Prozess der Synthese von biochemischen Bausteinen
wie z.B. Aminosduren, Fettsduren und Nucleinsdurebasen aus einfachen, auf der Urer-
de vorhandenen Molekiilen unter prabiotischen Bedingungen definiert [25]. Der Aufbau
von immer komplexeren, hochmolekularen Strukturen aus diesen Bausteinen durch eine
Vielzahl heute kaum mehr rekonstruierbarer Prozesse fiihrte schlieflich zur Entstehung
ersten Lebens (Biogenese) [26].

Die Beantwortung der Frage, wie und in welchen Stufen der Prozess der Biogenese auf
der Erde vor ca. 3,8 Milliarden Jahren erfolgte, stellt eine kaum zu bewaltigende Heraus-

forderung fiir die Naturwissenschaften dar. Schlieflich handelt es sich bei der Biogenese
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um ein Ereignis, das unter bisher nur ungeniigend bekannten Bedingungen ablief. So
kann die Zusammensetzung der Uratmosphére und die damit verbundenen Redoxbedin-
gungen auf der Urerde vor ca. 3,8 Milliarden Jahren nur grob extrapoliert werden [27],
die genaue Umgebung, in der sich erstes Leben entwickelte, ist unbekannt. Zudem exis-
tieren praktisch keinerlei geologische Riickstdnde aus dieser Zeit, die Hinweise auf friihe
Lebensformen und deren Vorlaufer geben kénnten. Damit ist jegliche Hypothese zur Ent-
stehung von Leben nicht falsifizierbare Spekulation. Verschiedene Hypothesen kénnen
ausschlieRlich hinsichtlich ihrer Plausibilitdt miteinander verglichen werden [26]. Nichts-
destotrotz wird die Frage nach dem Ursprung des Lebens heute zu den wichtigsten und

herausfordernsten Fragestellungen der Chemie gezéhlt [28].

1.2.1 ,Ursuppen‘-Hypothese

Als Erster versuchte Oparin 1924 mit seiner ,Ursuppen‘-Hypothese, den Prozess der
Biogenese in den naturwissenschaftlichen Diskurs einzubringen. Er postulierte, dass sich
in der reduzierenden Uratmosphére mit den Gasen CHy, NH3, Hy und H,O unter dem
Einfluss von UV-Strahlung und Blitzentladungen organische Materie bildete [25]. Diese
Materie habe sich dann in der Hydrosphére angereichert und eine Art ,yerdiinnter Sup-
pe gebildet, aus der dann spontan erstes Leben entstand [25].

Doch erst durch das ,Miller-Urey-Experiment* im Jahr 1953 [29], in dem die Bildung
biochemisch relevanter Bausteine wie z.B. mehrerer Aminosauren sowie kurzkettiger Hy-
droxyséduren in einer reduzierenden Atmosphére unter Blitzentladungen nachgewiesen
werden konnte, wurde aufgezeigt, dass das Biogenese-Problem experimentell zuging-
lich ist. Darum begannen in den nachfolgenden Jahrzehnten intensive experimentelle
Untersuchungen zur Bildung von biochemisch relevanten Molekiilen unter mutmaflich
préabiotischen Bedingungen [25]. Nach und nach gelang es, verschiedene biochemische
Bausteine wie Aminoséduren, kurzkettige Fettsduren und Nucleinsdurebasen, allerdings
nicht alle unter vergleichbaren Bedingungen, zu generieren [30]. Derartige Molekiilklassen
konnten zudem auf dem prominenten Murchison-Meteoriten entdeckt werden, so dass
die Verfiighbarkeit biochemischer Bausteine aus terrestrischen bzw. extraterrestrischen
Quellen auf der Urerde als gegeben angesehen wird [25]. Allerdings gelang es bislang
nicht, plausible Wege fiir den konvergenten Aufbau von hochmolekularen Systemen wie
Proteinen und informationstragenden Polymeren aus den Bausteinen zu finden. Eine

stringente Hypothese von der Bildung organischer Materie bis zur Ausbildung ersten
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Lebens kann die Ursuppen-Hypothese somit nicht liefern [30].

1.2.2 RNA-Welt-Hypothese

Einen anderen Ansatz hat die RNA-Welt-Hypothese, entsprechend der sich ein erstes
selbst-replizierendes und katalytisch aktives System auf Basis der RNA ausgebildet hat.
Die Annahme stiitzt sich auf die vielfdltigen Eigenschaften der RNA, welche sowohl die
Fahigkeit zur Informationsiibertragung besitzt als auch katalytische Eigenschaften auf-
weist [31]. Allerdings gilt es auch fiir die RNA plausible Mechanismen zum Aufbau eines
Polymers aus einzelnen Nukleotiden zu finden, da sich eine katalytische Aktivitét erst
bei der Verkniipfung von mindestens 20-30 Nukleotiden einstellt. Tatséchlich ist aber
noch kein préabiotisch plausibler Weg bekannt, Nukleotide iiberhaupt herzustellen, so
dass tiber eine Pra-RNA-Welt spekuliert wird [32]. Immerhin konnte bereits gezeigt wer-
den, dass RNA-Oligomere aus aktivierten Nukleotiden in speziellen kompartimentierten
Umgebungen wie entwasserten Lipiddoppelschichten bzw. im eutektischen Wasser-Eis-
Gemisch bei -18°C unter Katalyse von Metallionen aufgebaut werden konnen [33, 34].
Die Frage, wie hinreichend lange und stabile sowie rasch genug gebildete bzw. replizier-
te RNA-Sequenzen generiert werden konnen und wie tiberhaupt Nukleotide plausibel

préabiotisch entstehen kénnen, bleibt Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen [25].

1.2.3 Chemoautotropher Ursprung des Lebens

Natiirlich vorkommende Minerale wie Montmorillonit (Tonmineral) sowie Ubergangsme-
tallsulfide haben moglicherweise eine zentrale Rolle bei der Herausbildung von lebenden
Systemen gespielt, da sie in der Lage sind, an der Oberfliche angelagerte Molekiile
zu aktivieren und somit bestimmte Reaktionen gezielt zu katalysieren [35,36]. So ist
z.B. bekannt, dass eine Vielzahl von Mineralen in der Lage ist, die Umwandlung von
Fettsdure-Micellen in Vesikel zu beférdern [37].

Ende der 1980er wurden iiberdies zwei Hypothesen vorgestellt, welche die womdglich
zentrale Bedeutung von Eisensulfiden fiir die Entstehung ersten Lebens betonen. Ei-
senmonosulfid FeS ist oxidationsempfindlich gegeniiber Sauerstoff und kommt darum
nur in geringen Mengen auf der Erde, z.B. in der Umgebung so genannter ,Schwarzer
Raucher auf dem Meeresboden, vor [25]. Allerdings waren FeS und Pyrit (FeS,) auf
der Urerde in der sauerstofffreien Atmosphére vorhanden [25]. Plausibilitdt gewinnen

die Hypothesen durch die Tatsache, dass einfache Fe-S-Verbindungen wie [2Fe:2S]- und
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[4Fe:4S]-Cluster Redoxpotenziale mit einer grofen Bandbreite aufweisen und in einer
Vielzahl von Enzymen wirksam sind [38]. So bilden Eisen-Schwefel-Cluster u.a. die ak-
tiven Zentren in heutigen Enzymen, die Redoxreaktionen an Molekiilen wie Ny, Hy und
CO katalysieren [38|. Diese Molekiile waren hochstwahrscheinlich wichtige Bestandteile
der Uratmosphire [38].

Biogenese in FeS-Blasen

Diese von M. Russel und W. Martin mafsgeblich entwickelte Hypothese postuliert, dass
sich erstes Leben am Meeresboden in Eisensulfid-Kompartimenten entwickelte, die an
der Grenzfliche zwischen dem sulfidhaltigen Wasser von Hydrothermalquellen und dem
Fe?*-haltigen Wasser des Urozean gebildet wurden [39]. Die Triebkraft fiir den Auf-
bau organischer Materie aus COy lieferte ein Temperatur-, Redox- und pH-Gradient an
der ausgefillten Membran aus Eisensulfid zwischen dem warmen, alkalischen und Hs-
haltigen Hydrothermalwasser und dem kalten CO,-haltigen Wasser des Urozeans [40].
Die gebildeten FeS-Blasen werden als funktionelle Vorldufer von spéter entstehenden
Zellwéanden interpretiert. Durch sie konnten Reaktanden im Inneren der Kompartimente
hinreichend aufkonzentriert werden. Durch die vorherrschenden Gradienten sowie durch
die katalytische Wirkung von Metallsulfiden konnten komplexere organische Molekiile
unter Fixierung von CO, aufgebaut werden [40]. In den mineralischen Vorldufern entwi-
ckelten sich nach und nach zwei alternative Wege der Lipidsynthese und ein genetischer
Apparat, bis schliefslich erste Zellen ohne anorganische Hiille entstanden. Somit wére
fiir die Entstehung von Leben keinerlei biologische Kompartimentierung als Ausgangs-
voraussetzung notwendig gewesen, und ein genetischer Apparat wére erst nach dem
Metabolismus im FeS-Kompartiment entstanden [40].

Fiir die Hypothese gibt es einzelne geologische Belege. So wurden vor wenigen Jahren
tatsédchlich alkalische Hydrothermalquellen am Meeresboden entdeckt, die signifikante
Mengen an Hy und HS™-Ionen beinhalten [41]. Zudem sind Strukturen, die Komparti-
menten dhneln, aus fossilierten, vom Meeresboden stammenden Eisensulfidablagerungen
bekannt [42]. Berichte von experimentellen Untersuchungen, die das vorgeschlagene Sze-

nario unterstiitzen wiirden, fehlen indes vollig.
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Abb. 3: Mogliche Wege zur Herausbildung von zelluldren Strukturen im Eisen-Schwefel-Welt-

Szenario (aus [43])

Eisen-Schwefel-Welt-Hypothese

Diese von G. Wichtershduser entwickelte Hypothese postuliert, dass sich an der Ober-
fliche von Eisensulfiden ein erster so genannter ,Pionier-Organismus® entwickelte [44].
Dieser ist gekennzeichnet durch autokatalytische Kohlenstofffixierungs-Zyklen, die zur
Bildung einer organischen Uberstruktur auf einer anorganischen, metallsulfidischen Sub-
struktur fithren [44]. Die reduktive Kraft fiir die Bildung und den weiteren Aufbau von
niedermolekularen organischen Molekiilen mittels CO,-Fixierung liefert die oxidative
Pyritbildung (s. Reaktion 1) unter katalytischer Wirkung von anwesenden Ubergangs-

metallverbindungen [45].
FeS + HoS — FeSy + Hy ; AG = -38 KJ/mol (1)

Die durch Reduktion von CO4 gebildeten, negativ geladenen organischen Molekiile wer-
den in statu nascendi an die gebildete Pyritoberfliche gebunden, verweilen dort je
nach Bindungsstirke und kénnen in weiteren Reaktionen zum Aufbau von komplexe-
ren, hohermolekularen Verbindungen beitragen [45]. Es bildet sich nach und nach ein
Oberflichen-Reaktionsnetzwerk heraus, welches auch zur Bildung von einfachen Lipiden
fithrt [45]. Eine hinreichende Anreicherung von Lipiden an der Pyrit-Oberfliche kann
schlieklich zur Ausbildung von semi-zelluldren oder zelluldren Strukturen fithren, die
potenzielle Vorldufer erster Zellen sind (s. Abb. 3).

Experimentelle Untersuchungen zur Synthese von zumindest kurzkettigen Lipiden durch

das FeS/H,S-System wurden unldngst veroffentlicht. Es konnten kurzkettige a-Amino-
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und a-Hydroxycarbonsduren mit einer Kettenlénge von bis zu fiinf Kohlenstoffatomen
durch die Umsetzung von Cyanid, CO und Methylthiolat im alkalischen unter plausi-
blen geologischen Bedingungen in Gegenwart des FeS/H,S-Systems erzeugt werden [46].
Gleichwohl ist iber Untersuchungen zur Verkapselung von FeS- bzw. FeSy-Partikeln in
biologischen Kompartimenten wie Vesikeln bislang nichts bekannt. Solche Untersuchun-
gen sind vonndten, um die Funktionalitit des energieliefernden FeS/H,S-Systems auch
unter kompartimentierten Bedingungen, wie in Abb. 3b dargestellt, zu verifizieren.

Die postulierte Reduktionskraft des FeS/HyS-Systems im makroskopischen Mafstab
konnte schon in mehreren Untersuchungen nachgewiesen werden. So entstanden bei der
Reaktion von FeS/HsS mit COs Methylmercaptan (CH3SH), Schwefelkohlenstoff (CSs),
COS und kurzkettige Thiole [47]. Zudem konnte gezeigt werden, dass sich aus CO und
Methylmercaptan (CH3SH) in der Gegenwart des gemischten Sulfids (Ni,Fe)S Essigsdaure
bilden kann [48]. (Ni,Fe)S kann somit als funktioneller Vorldufer des aktiven Zentrums
der Acetyl-CoA-Synthase angesehen werden, die eine dhnliche Funktionalitéit beziiglich
der Kohlenstofffixierung aufweist [48]. Weitere Untersuchungen belegen die reduzieren-
den Eigenschaften des FeS/H,S-Systems unter plausiblen geologischen Bedingungen, wo-
bei insbesondere der Nachweis der Reduktion des reaktionstragen Stickstoff No zu NHj
bemerkenswert ist [49]. Die wenigen bislang vorliegenden Berichte zur reduzierenden
Wirkung des FeS/H,S-Systems [47-52] sind nur beispielhaft, so dass es weiterer Unter-

suchungen an anderen Modellverbindungen bedarf.
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1.3 Zielstellungen

Die Motivation fiir diese Arbeit liegt in der experimentellen Verifizierung der Redukti-
onskraft des FeS/HS-Systems als Energiequelle in der Eisen-Schwefel-Welt-Hypothese.
Zudem sollen, vom kompartimentierten Eisensulfid ausgehend, neuartige Systeme von
kompartimentierten Metallsulfiden generiert und charakterisiert werden.

In einem ersten Teil der Arbeit soll eine Methode etabliert werden, die Zugang zu intra-
vesikuldrem Eisensulfid (FeS) ermoglicht. Solche Vesikel stellen einen ersten Schritt zu
Modellen von moglichen Protozellen mit einem kompartimentierten, energieliefernden
System FeS/HyS dar (s. Abb. 4), wie er in der Eisen-Schwefel-Welt-Hypothese postu-
liert wird [45]. Es soll geklart werden, ob auch das kompartimentierte FeS/HyS-System
noch reduktive Eigenschaften aufweist. Bei einem positiven Resultat kdnnte eine zentra-
le Annahme der Eisen-Schwefel-Welt-Hypothese experimentell unterstiitzt werden, was
die Plausibilitat der Hypothese unterstiitzen wiirde. Die Untersuchungen sollen nicht
die Bildung von amphiphilen Molekiilen durch das FeS/H,S-System zum Gegenstand
haben. Vielmehr soll FeS im Inneren von Vesikeln unter inerten Bedingungen generiert
und die erhaltenen Vesikel auf ihre zeitliche und thermische Stabilitidt sowie Reaktivitét
hin untersucht werden. Dazu sollten verschiedene vesikelbildende Substanzklassen so-
wie bekannte Methoden zur Herstellung von Vesikeln hinsichtlich ihrer Eignung getestet

werden.

2H +2¢
+CO, \

prabiotische, metabolische
Reaktionen

Abb. 4: Prinzip eines kompartimentierten Pionier-Metabolismus (aus [53])
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Des Weiteren soll die Reduktionskraft des FeS/HS-Systems an der Modellsubstanz Di-
methylsulfoxid (DMSO) untersucht werden. Die Ergebnisse kénnen zur Erweiterung des
Verstéandnisses der reduzierenden Wirkung des FeS/HyS-Systems fiihren. Es ist zudem
zu kldren, ob sich das FeS/H,S-System als einfaches Modell fiir das Enzym DMSO-
Reduktase, das formal wie eine Oxotransferase wirkt, eignet. Dazu ist eine Methodik fiir
die Durchfiihrung der Reaktion unter inerten Bedingungen und eine zuverlissige Analy-
tik zu entwickeln. Das zu erwartende Reduktionsprodukt Dimethylsulfid besitzt sowohl
biologische als auch klimatische Relevanz insbesondere in der marinen Umgebung [54].
Aufbauend auf den Erfahrungen zur Herstellung von FeS-haltigen Vesikeln sollen in ver-
gleichenden Untersuchungen ebenfalls andere, nicht oxidationsempfindliche Metallsulfide
wie NiS und CdS in Vesikeln eingeschlossen werden. Diese vergleichenden Untersuchun-
gen konnen dazu beitragen, den Prozess der intravesikuldren Generierung von Metall-
sulfiden naher zu beleuchten.

Zudem ist es das Anliegen, Magnetit-haltige Vesikel mit neuen Methoden und vesikelbil-
denden Substanzklassen herzustellen und zu charakterisieren. Dabei kann auf die Ergeb-
nisse der Experimente zu kompartimentierten Metallsulfiden zuriickgegriffen werden. Es
soll eruiert werden, ob und unter welchen Bedingungen die neuartigen Magnetit-haltigen
Vesikel magnetophoretische Eigenschaften aufweisen, die fiir potenzielle medizinische
Anwendungen wie z.B. als Anti-Tumor-Agens (s. Kapitel 1.1.2) interessant sind.

Fiir die geplanten Untersuchungen sind begleitend synthetische Zugénge zu FeS-, NiS-
und Fe;O4-NP zu entwickeln. Die erhaltenen NP konnen zum einen auf ihre Eignung fiir
den Einschluss in Vesikeln getestet werden. Zum anderen koénnen sie, im Fall von FeS,

vergleichend zum amorph hergestellten Metallsulfid charakterisiert werden.
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2 Eisenhaltige Phospholipidvesikel (Liposomen)

2.1 Vorbemerkungen

Fiir das Einschliefsen von Eisenchalkogeniden in Vesikeln galt es zunéchst, geeignete
amphiphile Molekiile zu finden. Dabei mussten mogliche Wechselwirkungen der mem-
brankonstituierenden Molekiile mit sowohl Fe?- bzw. Fe3*-Ionen als auch mit den er-
wiinschten Zielverbindungen FeS und Fe3O, beriicksichtigt werden. Die hohe Oxidati-
onsempfindlichkeit von wissrigen Fe?t-Losungen und wiissrigen FeS-Suspensionen erfor-
derte zudem die Durchfithrung aller Praparationsschritte unter anaeroben Bedingungen.
Als erstes wurden Vesikel aus POPC auf ihre Eignung zum Einschluss von Eisenchal-
kogeniden hin untersucht. POPC und andere Phospholipide kamen bereits in vielen
Untersuchungen zu Zellmodellen (s. Kapitel 1.1.4) zum Einsatz, z.B. in verschiedenen
Ansétzen zur Modellierung einer so genannten ,Minimalzelle* [2]. Zudem sind Zugénge
zur Herstellung von intravesikuldren Metallchalkogeniden in Phospholipid-Vesikeln be-
kannt [18,21,55, 56].

Fiir den Einschluss von Eisenchalkogeniden in Vesikeln gibt es mehrere denkbare Her-
angehensweisen. Die naheliegendste Variante ist der Einschluss von zuvor hergestellten
stabilisierten Eisenchalkogenid-NP. Zum Einschluss von Eisenoxid-NP in Phospholipid-
Vesikeln existieren bereits Arbeiten [14, 57, 58]. Diese Methode ist prinzipiell auch auf
andere Metalloxid-NP, z.B. TiOq [24], iibertragbar. Zum Einschluss von Metallsulfid-NP
mit dieser Methode sind bisher keine Arbeiten bekannt.

Die Bildung von kompartimentierten Schwermetallsulfiden kann auf andere Weise erfol-
gen. Kationen diffundieren nur sehr langsam durch Doppellipidschichten, wahrend ins-
besondere ungeladene Spezies wie HyO, aber auch Anionen die Vesikelmembran deutlich
schneller durchdringen kénnen [59]. Diese Tatsache ausnutzend werden Metallionen im
Inneren von Vesikeln eingeschlossen und die erhaltene Vesikeldispersion zur Abtrennung
von externen Metallionen mittels Gelpermeationschromatographie (GPC) oder Dialyse
aufgereinigt. Schlieflich wird die erhaltene Vesikeldispersion mit einem geeigneten Fil-
lungsreagenz (meist HyS oder OH™ fiir die Erzeugung von Metallsulfiden und -oxiden)
inkubiert. Mit dieser Methode ist es moglich, kompartimentierte Metallsulfide wie CdS
und PbS [18,21] und Eisenoxide, meist Magnetit Fe3Oy, [56,60,61| zu generieren. Fiir
die Herstellung von Liposomen mit Eisensulfid wurde auf das Prinzip der fiir Schwerme-
tallsulfide bekannten Methode (s. Abb. 5) zuriickgegriffen.
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2.2 Einschluss von Fe**-Ionen in Liposomen

Abb. 5: Prinzip der Herstellung von FeS-haltigen Liposomen aus aufgereinigten, Fe?T-haltigen
Liposomen (aus [62])

Auf alternative Varianten zur Prédparation intravesikuldrer Metallsulfide wird im Kapi-

tel 3.4 eingegangen.

2.2 Einschluss von Fe?’*-lonen in Liposomen
2.2.1 Voriiberlegungen

Fiir die Herstellung von FeS-haltigen Liposomen galt es zunéchst, eine moglichst hohe
Konzentration an Fe?*-Ionen in Liposomen einzuschlieRen, um nachweisbare Mengen an
intravesikuldrem FeS zu erzeugen. Der 100%-ige Einschluss einer 100 mM Fe?*-Losung
in einem Vesikel mit einem Durchmesser von 30 nm bedeutet, dass sich durchschnittlich
insgesamt nur ca. 2000 Fe?-Tonen in einem Vesikel befinden [59]. Die daraus gebildeten
Eisensulfid- bzw. Eisenoxid-Partikel hétten selbst unter idealen Bedingungen bei Ein-
schluss und Ausfallung eine Gréfse von maximal 2 - 3 nm. Aufserdem musste fiir die

einzuschliefenden Fe?-Ionen ein schwacher Ligand gefunden werden, der
e Fe?*_Jonen auch bei pH-Werten bis 7,4 stabilisiert,
e gleichzeitig die Bildung von Fe(OH), verhindert,

e mogliche Wechselwirkungen von freien Fe*"-Ionen mit der zwitterionischen Kopf-

gruppe von POPC minimiert und

e die anndhernd quantitative Ausfillung von FeS aus dem gebildeten Komplex er-
laubt.
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Fiir eine quantitative Ausfallung von kompartimentiertem FeS ist es unabdingbar, bei
pH > 5 zu arbeiten, da FeS makroskopisch erst ab pH 4 (bei gesittigter HyS-Losung)
ausgeféllt werden kann [63]. Fiir die Ausfillung von FeS in Vesikeln dirfte die er-
reichbare intravesikuldre HyS-Konzentration deutlich unter der Sattigungskonzentration
von ca. 100 mM liegen. Somit kann FeS nur durch einen hoheren intravesikuldren pH-
Wert als pH 4 ausgeféllt werden. Die obere Grenze fiir den verwendeten pH-Wert wird
durch die Bildung von Fe(OH), bestimmt. Aufgrund des geringen Loslichkeitsprodukts
(K = 4,9-107Y7 %f’) fiallt Fe(OH), aus einer 50 mM Losung eines Fe?"-Salzes bereits
ab pH 6,5 aus. Durch Komplexbildung kann diese pH-Grenze allerdings zu héheren pH-
Werten verschoben werden.

Enorm wichtig in diesem Zusammenhang ist eine Arbeitsweise unter Sauerstoffaus-
schluss, da die Anwesenheit von eventuell gebildeten Fe?*"-Ionen bei diesem pH-Wert eine
Fillung von Fe(OH)3 bedingen wiirde. Zudem ist bekannt, dass Fe3*-Tonen in erheblich
groferem Ausmaf die Struktur von Phospholipid-Membranen stéren als Fe?™-Tonen [64].
Ein geeigneter Ligand sollte mit Fe?*-Ionen einen mifig stabilen Komplex bilden, der
eine Abschirmung der Fe?"-Ionen gegeniiber der zwitterionischen Kopfgruppe des POPC
bewirken sollte. Eine solche elektrostatische Abschirmung der Fe*"-Ionen kann zudem
die Einschlusseffizienz deutlich erhéhen [65]. Aus dem vom Liganden gebildeten Komplex
muss jedoch FeS ausfillbar sein, so dass starke Komplexbildner wie 1,10-Phenanthrolin
und Cyanid nicht infrage kamen. Um moglichen Wechselwirkungen mit bzw. Einlage-
rungen in der Vesikelmembran vorzubeugen, wurden auch keine ausgepréagt lipophilen
Liganden getestet.

Die notwendige anaerobe Arbeitsweise verringerte die Anzahl geeigneter Methoden fiir
die Herstellung Fe?"-haltiger Liposomen. So konnten die in der Literatur fiir genau diesen
Zweck beschriebenen Techniken fiir Pro-Liposomen und Mikrofluidisation [66] nicht an-
gewendet werden. Die an anderer Stelle [65] ebenfalls erwéhnten Methoden der Reverse-
Phase-Evaporation (RVE) sowie Film-Hydratisierung-Extrusion (FHE) zur Herstellung

von Fe?*-haltigen Liposomen wurden in modifizierter Form angewendet.

2.2.2 Untersuchungen zur Stabilisierung von Fe?*-lonen durch Komplexierung

Auf der Suche nach einem geeigneten Liganden fiir Fe?"-Ionen im Wissrigen wurden
verschiedene aromatische und aliphatische stickstofthaltige Verbindungen hinsichtlich

ihrer Komplexbildungseigenschaften getestet. Es zeigte sich, dass mit der Pyrazin-2,3-
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dicarbonsiure (PDC) ein Ligand vorliegt, der zusammen mit Fe*"-Tonen in verschiede-
nen Mischungsverhéltnissen einen intensiv roten Komplex mit einem Absorptionsma-
ximum bei Ay, = 475 nm bildet (s. Abb. 6a) [67,68|. Aus den tiefroten Losungen
scheidet sich ein kristalliner Feststoff mit einer 1:1-Stochiometrie ab [67,69]|, was durch
Rontgen-Einkristalluntersuchungen bestétigt wurde [70]. Gleichwohl beschreiben Sanyal
et al. [68], dass im Wiéssrigen im pH-Bereich von 5 - 6,5 Fe?"-Ionen und PDC selektiv
ein Komplexanion der Zusammensetzung Feo(PDC)3*~ bilden. Die Selektivitit der Kom-
plexbildung ist so hoch, dass man das Fey(PDC)3;? -Komplexanion unter Verwendung
eines mindestens 10-fachen Uberschusses an PDC zur quantitativen Eisenbestimmung
heranziehen kann [68|. Das Komplexanion ist wahrscheinlich doppelt negativ geladen,
da die pK,-Werte von PDC bei pK,; = 1,5 und pK, = 3,25 liegen |71], und somit bei
pH 5.5 beide Carboxylgruppen deprotoniert vorliegen.

Allerdings wird in der Literatur am Beispiel des Oxovanadium(IV)-Kations (VO?T) iiber
das pH-abhiingige Vorliegen von in diesem Fall (VO?T-PDC)-Spezies unterschiedlicher
Stochiometrie (1:1 bzw. 1:2) in eben diesem pH-Bereich berichtet [71]. Um zu kléren,
ob sich im gesamten relevanten pH-Bereich von 5 - 7,4 selektiv ein einheitlicher Fe?'-
PDC-Komplex oder ein Gemisch von Komplexen unterschiedlicher Stochiometrie bildet,
wurden mehrere Untersuchungen zur spektrophotometrischen Bestimmung der Kom-
plexzusammensetzung durchgefithrt. Dazu wurde zunéchst das Verhalten bei pH 74
untersucht, da Fe?"-Ionen bei diesem pH-Wert in Liposomen eingeschlossen werden soll-
ten.

Als erstes erfolgte eine Untersuchung mit der Methode der kontinuierlichen Variation
nach Job und Ostromisslenski [72|. Voraussetzung zum Anwenden dieser Methode ist,
dass Metall und Ligand selektiv nur einen Komplex definierter Zusammensetzung bilden,
der Licht einer bestimmten Wellenldnge absorbiert. Konkret werden Losungen gleicher
Konzentration von Ligand c¢; und Metall cj; hergestellt und in verschiedenen Verhalt-
nissen so gemischt, dass das Gesamtvolumen und die -konzentration stets gleich sind
(co = ¢ + ¢y = const.). Die Gleichgewichtskonzentration und damit die Absorption
des Komplexes ist somit bei dem Mischungsverhéltnis am grofiten, das genau der Kom-

plexzusammensetzung entspricht.

Es wurden fiinf Fe?™-PDC-Losungen in verschiedenen Mischungsverhéltnissen bei kon-
stanter Gesamtkonzentration von 2 mM in Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Puffer,
der mit HCl auf pH 7,4 eingestellt wurde (TRIS-HCI-Puffer), hergestellt und die jeweilige

17



2 Eisenhaltige Phospholipidvesikel (Liposomen)

& & 2+ .
Absorption von Fe”*-PDC-Lésungen in TRIS-HCI-Puffer Absorption verschiedener Fe” -PDC-Mischungen
0.75+
1.24 é []
"% E 0.70 4
.
104 -% c
c % 2 0.654
Lot <+ "
S o84 ¢ i I
= 2
S . &g 0.604
o 064 =
< ; c
. S 0554
04 ° s
£ ]
® 0.50
S o
0.24 <
T T T T T T 1 0.45 T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Wellenlange [nm] clc

Abb. 6: (a) Absorptionsspektren einer 0,8 mM Fey(PDC)327- (rot) und einer 1 mM Fe?*-
PDC-Losung (schwarz) in TRIS-HCl-Puffer (pH 7,4) und (b) graphische Ermittlung
der Fe?t-PDC-Komplexzusammensetzung in TRIS-HCIl-Puffer nach der Methode der
kontinuierlichen Variation; ¢y, - Ligandenkonzentration und c¢g - Summe der Konzen-

trationen von Ligand und Fe?*-Tonen

Absorption bei Ajpq, = 475 nm bestimmt (s.S. 159). Die aufgetragenen Werte (s. Abb. 6b)
kénnen nun zur graphischen Bestimmung des Maximums (aus dem Schnittpunkt zweier
Geraden ober- und unterhalb des Maximums) herangezogen werden. Hierbei wurde ein
Wert von ¢y /cq ~ 0,59 erhalten, der auf eine Fe?*-PDC-Komplexzusammensetzung von
2:3 hinweist. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit der von Sanyal et al. [68] beschrie-
benen Komplexzusammensetzung.

Zur Verifizerung dieses Ergebnisses erfolgte eine zusétzliche Untersuchung der Kom-
plexzusammensetzung mit der Methode der molaren Verhéltnisse [72]. Dabei wird die
Konzentration eines der komplexbildenden Komponenten (hier des Metallions) konstant
gehalten, wihrend die Konzentration des Liganden sukzessive erhoht wird. Bilden die
Metallionen tatsdchlich quantitativ einen definierten Komplex mit dem Liganden, soll-
te bei kontinuierlicher Vergroferung der Ligandenkonzentration ab einem bestimmten
Konzentrationsverhéltnis ¢y /c); ein Plateau in der Absorption erreicht werden. Eine
weitere Zugabe von Ligand dariiber hinaus bliebe ohne Effekt, da bereits alle Metallio-
nen vollstandig komplexiert vorliegen.

Es wurden erneut geeignete Losungen in TRIS-HCIl-Puffer hergestellt und UV /Vis-
spektroskopisch vermessen (s.S. 159). Dabei zeigte sich, dass die Absorption der erhalte-
nen Fe?t-PDC-Losungen bei steigender PDC-Konzentration kontinuierlich anstieg, auch

weit iiber den vermuteten Wert von cr,/cy = 1,5 in einem Fey(PDC);32~-Komplexanion
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Abb. 7: links (a): Versuch der Ermittlung der Fe?*-PDC-Komplexzusammensetzung in TRIS-
HCl-Puffer mit der Methode der molaren Verhéltnisse und rechts (b): Absorption
verschiedener Fe?T-PDC-Mischungen bei c¢(Fe**) = 0,2 mM = const.

hinaus. Zur genaueren Untersuchung wurden in einem weiteren Experiment Fe?*-PDC-
Losungen mit einem bei zu dreizehnfachen Uberschuss an PDC UV /Vis-spektroskopisch
vermessen (s. Abb. 7a). Eine Wiederholung dieses Experimentes in Acetatpuffer pH 5
ergab ein vergleichbares Ergebnis wie in TRIS-HCI-Puffer. Zudem zeigte sich, dass sich
das Maximum der Absorptionsbanden bei grofseren PDC-Konzentrationen von zunéchst
Amaz = 475 nm bathochrom bis A, = 485 nm verschiebt (Abb. 7b). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass bei pH 7,4 nicht nur ein Fe?*-PDC-Komplex mit definierter Zu-
sammensetzung sondern noch mindestens eine weitere Spezies existiert, die eine andere
Zusammensetzung und ein anderes Absorptionsmaximum aufweisen muss. Somit kann
das in der Literatur [68] beschriebene Fey(PDC)3% -Komplexanion in TRIS-HCI-Puffer
nicht die einzige vorliegende Komplexspezies sein. In Abbildung 7a ist deutlich zu er-
kennen, dass die Kurve einem Grenzwert zustrebt, diesen allerdings selbst bei einem
zehnfachen Uberschuss an PDC nicht erreicht. Denkbar ist auch das Vorliegen eines
Komplexbildungs-Gleichgewichts bei pH 7.4, das erst bei einem sehr groken Uberschuss
von PDC vollstéandig auf der Seite eines Komplexes definierter Zusammensetzung liegt.
In der Literatur finden sich indes keine Angaben zu einer Komplexbildungskonstante.
Auch bei Sanyal et al. wird ohne genauere Begriindung ein zehnfacher Uberschuss an
PDC zur Eisenquantifizierung verwendet [68]. Allerdings weisen die Ergebnisse bei pH
7.4 darauf hin, dass selbst ein so grofer Uberschuss an PDC nicht ausreicht, um Fe?*-
Tonen vollstédndig zu komplexieren.

Da mit den Untersuchungen zur Komplexzusammensetzung kein eindeutiges Ergebnis
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Abb. 8: Effekt von EDTA und H,S auf Fe?T-PDC-Komplex-Losungen: Fe?T-PDC-Komplex
6 mM in TRIS-HCI-Puffer ohne Zusétze (links), nach der Zugabe einer dquimolaren
Menge an EDTA (Mitte) und nach Inkubation mit gasformigem HaS (rechts)

erzielt werden konnte, wurde mit einem Verhiltnis von Fe?":PDC = 1:2 gearbeitet,
um die Bildung von kristallinem Fe**(PDC) sicher durch einen Uberschuss des Li-
ganden zu unterdriicken und um die Komplexierung eines moglichst hohen Anteils an
Fe**-Tonen zu gewihrleisten. Noch héhere Konzentrationen an PDC wurden nicht ver-
wendet, da sich eine hohe Ionenstirke ungiinstig auf die Einschlusseffizienz auswirken
kann [65]. Losungen mit einem Konzentrationsverhéltnis von Fe?™:PDC = 1:2 (fortan mit
Fe*T-PDC-Komplex bezeichnet) in TRIS-HCI-Puffer zeigten bis zu einer Konzentration
von 60 mM keinerlei Fe(OH)y-Niederschlag. In allen Experimenten mit dem Fe?T-PDC-
Komplex wurde eine maximale Fe?t-Konzentration von 60 mM eingesetzt, da oberhalb
dieser Konzentration die Bildung von roten Nadeln (kristallines Fe?T(PDC)) beobachtet
wurde. Die Inkubation von Losungen des Fe?t-PDC-Komplexes in TRIS-HCI-Puffer im
Konzentrationsbereich von 60 mM bis unter 0,5 mM mit H,S fithrte zur Bildung eines
dunklen FeS-Niederschlags, der belegt, dass sich aus dem Komplexgemisch FeS ausfillen
lisst (s. Abb. 8). Versetzt man Losungen des Fe?™-PDC-Komplexes hingegen mit ei-
ner aquimolaren Menge an EDTA (Dinatriumsalz der Ethylendiamintetraessigsaure), so
wird unter gleichen Bedingungen die FeS-Féllung durch Chelatisierung der Eisenionen
verhindert (s. Abb. 8, Mitte).

2.2.3 Experimente zur Herstellung Fe?*-haltiger Liposomen

Fe?t-PDC-Komplex-Losungen wurden mittels zweier verschiedener Ansitze, der so ge-
nannten Reverse-Phase-Evaporation- und der Film-Hydratisierungs-Extrusions-Methode
in POPC-Liposomen mit einer Lipidkonzentration von 10 mM eingeschlossen. Mittels
Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) kann der mittlere hydrodynamische Radius

der Liposomen in einer Vesikeldispersion bestimmt werden. Der zudem bestimmbare
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Polydispersitatsindex (PDI) ist ein ungefdhres Mak fiir die Verteilungsbreite der Vesi-
kelgrofien und hat einen Wert zwischen 0, fiir einheitlich monodisperse Partikel, und 1
fiir polydisperse Partikel. Durch die Extrusion von Vesikeldispersionen kénnen POPC-
Liposomen mit einem PDI von unter 0,1, d.h. mit einer sehr engen Verteilungsbreite der
Vesikelgrofsen, hergestellt werden.

Ergéanzend sollten elektronenmikroskopische Untersuchungen, z.B. Cryo-Transmissions-
Elektronenmikroskopie (Cryo-TEM) zur Analyse der Morphologie der Vesikel, zur Veri-
fizierung der PCS-Daten und zur Detektion von moglichen eisenhaltigen Niederschlagen
erfolgen. Insbesondere die Cryo-TEM bietet die Moglichkeit, Vesikel nahezu in ihrer nati-
ven Form wie in Losung abzubilden. Dazu miissen die Proben rasch durch das Eintauchen
in fliissiges Ethan auf ca. -190°C abgekiihlt und dann auch bei diesen Temperaturen im
Elektronenmikroskop untersucht werden, um die Eisbildung in der Probe zu verhindern.
Zudem musste zur Verifizierung der Einschlusseffizienz der verschiedenen Methoden und
Herstellungsbedingungen eine Methode zur Quantifizierung von intravesikuldrem Eisen
entwickelt werden.

Die Verwendung von Eppendorf-Mikroreaktionsgefafsen unter Argon-Atmosphére bzw.
in einem glove bag (deutlich reduzierte Os-Konzentration im Vergleich zum Arbeiten an
Luft) ermoglichten es, unter nahezu inerten Bedingungen mit sehr kleinen Volumina von

maximal 1000 pl pro Ansatz zu arbeiten.

2.2.4 Quantifizierung von intravesikularem Eisen

Es musste zunéchst eine geeignete Methode entwickelt werden, die hinreichend emp-
findlich fiir die zuverlassige Bestimmung der geringen Mengen an intravesikuldarem Ei-
sen ist. Als Reagenz fiir eine spektrophotometrische Bestimmung von Fe?*-Ionen ist
1,10-Phenanthrolin (phen) geeignet, welches mit Fe*"-Tonen im Bereich von pH 2 - 9

das stabile Komplexion Fe(phen)s;?* bildet. Dieses weist im Absorptionsmaximum von
I

auf.
mol-cm

Amaz = D08 nm einen Extinktionskoeffizienten von € = 11100
Um nun den Fe?t-Gehalt in aufgereinigten, Fe?*-haltigen Liposomen bestimmen zu kon-
nen, miissen die eingeschlossenen Fe?T-Ionen zuniichst freigesetzt werden. Ein Standard-
reagenz zum Auflosen von Liposomen ist das sogenannte TRITON X 100 (Struktur
s. Abb. 9), ein Detergenz, das mit Phospholipiden Micellen bildet. Nach dem Zusatz
eines Uberschusses an TRITON X 100 zu der Liposomendispersion kann der Gehalt

der in der micelliren Losung zuginglichen Fe?t-Ionen bestimmt werden. Ein dhnliches
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&

Abb. 9: Struktur von TRITON X 100

Vorgehen lasst sich auch in einer Publikation zur Eisenbestimmung in Fe;O,4-haltigen Li-
posomen finden [14]. Bei dieser Methode wird zudem noch Hydroxylamin-Hydrochlorid
als Reduktionsmittel zum Unterdriicken der Oxidation von Fe?*-Tonen zugesetzt. Da sich
bei der UV /Vis-spektroskopischen Untersuchung das Vorliegen der Micellen aus POPC
und TRITON X 100 als storend erwies, kam die Standard-Additions-Methode (zur Be-

stimmung von Analyten in Proben mit stark stérender Matrix) zum Einsatz (s.S. 162).

2.2.5 Fe’"-haltige Liposomen mittels Reverse-Phase-Evaporation (RVE)
Prinzip der RVE-Methode

Mit der RVE-Methode ist es moglich, unter bestimmten Bedingungen (geeignete Lipidzu-
sammensetzung, niedrige lonenstérke) wasserlosliche Substanzen mit vergleichsweise ho-
her Effizienz von bis zu iiber 50 % im Inneren von Liposomen einzuschliefen [65,73|. Zu-
néichst wird dabei das Phospholipid in einem organischen Losungsmittelgemisch (meist
Diethylether mit CHCl3 bzw. CH5Cly zur Erhéhung der Loslichkeit) gelost und an-
schlieffend mit einer wassrigen Pufferlosung mit der einzuschlieffenden, wasserloslichen
Substanz versetzt. Nach intensivem Mischen wird eine opaleszierende Emulsion erhal-
ten, aus der das organische Losungsmittelgemisch nun langsam abdestilliert wird, bis
sich schlieflich ein viskoses Gel bildet. Dieses kann durch intensives Schiitteln gebrochen
werden, wobei sich eine Liposomendispersion bildet. Die hohe Einschlusseffizienz der
Methode riihrt daher, dass in der erzeugten Wasser-in-Ol-Emulsion die wissrigen Tropf-
chen im Innern von inversen Micellen schon durch die Phospholipide ,yvorkoordiniert®
vorliegen (Abb. 10a) [73]. Beim Kollaps des erzeugten Gels setzt ein Teil der inversen
Micellen die eingeschlossene Losung frei. Die dabei freigesetzten Lipidmolekiile tragen
zur Ausbildung von vollstdndigen Doppelschichten um die noch vorhandenen inversen

Micellen bei [73]. Inverse Micellen werden somit in Vesikel umgewandelt (s. Abb. 10c,d).
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2.2 Einschluss von Fe**-Ionen in Liposomen

Abb. 10: Prinzip der Reverse-Phase-Evaporation (aus [73])

Durchfiihrung

Aus der unter inerten Bedingungen préaparierten Emulsion wurde am mit Argon gespiil-
ten Rotationsverdampfer das organische Losungsmittelgemisch bei vermindertem Druck
entfernt. Das erhaltene Gel konnte durch intensive Behandlung mittels Vortexer gebro-
chen werden, wobei sich eine Vesikeldispersion bildete (s. S. 160). PCS-Untersuchungen
ergaben, dass in der erhaltenen Dispersion die Vesikelgrofien eine grofte Verteilungsbrei-
te aufwiesen. Fiir die Studien zur Einschlusseffizienz wurde in einigen Experimenten die
erhaltene Liposomendispersion extrudiert, um eine einheitliche Liposomen-Grofte mit
einer engen Verteilungsbreite zu gewéhrleisten. Zur Aufreinigung wurde iiblicherweise
eine Dialyse durchgefiihrt, um die Liposomendispersion nicht zu verdiinnen. Die erhal-
tenen Liposomendispersionen wurden mittels PCS charakterisiert sowie der Eisengehalt
mit einer spektrophotometrischen Methode unter Verwendung von 1,10-Phenanthrolin
bestimmt (s.S. 162).

Eigenschaften von Fe?’"-haltigen RVE-Liposomen

Die mittels RVE-Methode hergestellten Liposomendispersionen wiesen schon nach ei-
nem Tag grokere Aggregate auf, die sich allerdings wieder redispergieren lieffen. PCS-
Untersuchungen zeigten, dass sich in einem typischen RVE-Ansatz Liposomen mit einer
mittleren Grofe von 200 - 300 nm sowie einem PDI von 0,3 - 0,5 bildeten. Solch grofse
Verteilungsbreiten der Vesikelgrofien kdnnen sich nachteilig auf die Stabilitat von Liposo-
mendispersionen auswirken, da dadurch eine grofse Variation in der Oberflichenspannung
der einzelnen Vesikel gegeben ist, was die Fusions- bzw. Aggregationstendenz foérdert.
In extrudierten, monodispersen Liposomenpopulationen hingegen weisen die einzelnen
Vesikel nur geringe Unterschiede hinsichtlich der Oberflachenspannung auf, was die Fu-

sionsneigung deutlich verringert.
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2 Eisenhaltige Phospholipidvesikel (Liposomen)

Cryo-TEM-Untersuchungen von an Luft mehrere Tage gelagerten, Fe?t-haltigen RVE-
Liposomen (s. Kapitel 2.4.2) zeigten, dass sich iiberwiegend unilamellare Vesikel mit
Grofen von 50 - 400 nm gebildet hatten. Der Anteil oligolamellarer Vesikel betrug le-
diglich ca. 10 %. Auffillig war die groke Verteilungsbreite der Vesikelgrofen, was in
Ubereinstimmung mit den PCS-Daten ist und auf die in diesem Fall nicht erfolgte Ex-

trusion zuriickgefiihrt werden kann.

Einschlusseffizienz von Fe?*-haltigen RVE-Liposomen

Die Einschlusseffizienz kann mittels verschiedener Ansétze ermittelt werden. Zum einen
kann eine theoretische Einschlusseffizienz (EE) direkt unter Verwendung der Lipidkon-
zentration und des hydrodynamischen Durchmessers sowie der Packungsparameter des
POPC berechnet werden [74]. Allerdings bildet diese theoretische EE nur den Anteil
des im Inneren von Vesikeln eingeschlossenen Volumens am Gesamtvolumen der Vesi-
keldispersion ab. Somit entspricht die theoretische Einschlusseffizienz nur dann der tat-
séchlichen EE; wenn die eingeschlossene Substanz wie z.B. Glucose nicht mit der Lipid-
membran wechselwirkt [75]. Fiir Substanzen wie K3[Fe(CN)g|, die mit der Lipidmembran
wechselwirken, kann die tatséchliche EE von der theoretisch berechneten abweichen [75].
In diesem Fall muss zusétzlich zur Berechnung des eingeschlossenen (internen) Volumens
der Gesamtgehalt der eingeschlossenen Substanz nach der Aufreinigung ermittelt wer-
den. Da fiir Fe?- und Fe?"-Ionen bekannt ist, dass sie aufgrund von Wechselwirkungen
mit Phospholipidmembranen deren Packungsstruktur verdndern [64|, musste hier die
modifizierte Variante zur Bestimmung der EE verwendet werden.

Zunéchst kann das interne Volumen V;,;..., schrittweise aus den erforderlichen Parame-
tern Z-Average, der den mittleren hydrodynamischen Durchmesser der Vesikelpopulation
angibt, sowie den Packungsparametern des POPC in der Liposomenmembran, d.h. die
Lange des POPC-Molekiils und die Flédche der Kopfgruppe, berechnet werden. Im An-
hang (Seite 182) ist eine Tabelle zur Berechnung des internen Volumens in Abhéngigkeit
vom Vesikeldurchmesser aufgefiihrt.

Zur Ermittlung der tatsiichlichen EE von Fe?*-Ionen in RVE-Liposomen unter verschie-
denen Bedingungen wurde von den hergestellten Liposomendispersionen nach der Auf-
reinigung spektrophotometrisch der Fe?T-Gehalt c¢gs,(Fe?™) sowie in PCS-Messungen
die mittlere Vesikelgrofe (Z-Average) bestimmt. Mithilfe des Z-Average kann das in-

terne Volumen Ve, ermittelt werden (s. Seite 182). Schlieflich wird unter Verwen-
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2.2 Einschluss von Fe**-Ionen in Liposomen

Tab. 1: Einschlusseffizienz (EE = %gfjﬂ) verschiedener Ansétze der RVE-Methode in
Abhéngigkeit von pH-Wert und mittlerer Vesikelgrofe (Z-Average) fiir dialysier-
te 10 mM POPC-Liposomendispersionen in 100 mM TRIS-HCI bzw. Acetatpuffer;
co(Fe?T) - Fe*T-Startkonzentration; Viptern - internes Volumen; cg;sp(Fe?t) - Fe?T-

Konzentration in der Liposomendispersion und c;ptern(Fe?t) - intravesikuldre Fe?*-

Konzentration
pH | co(Fe®™) | Z-Average | Vintern | Caisp(Fe*") | Cintern(Fe*T) | Einschluss-
(mM) (nm) (ul) (mM) (mM) effizienz (%)
7,4 60 148,2 36,7 2,53 52,4 87,3
7,4 60 173,0 43,5 2,39 41,8 69,6
7,4 30 206,4 52,7 0,97 13,9 46,5
5) 30 157,0 39,1 1,07 20,8 69,4
) 30 180,7 45,6 1,65 27,5 91,7

dung des Gesamtvolumens der Dispersion V 4, die mittlere interne Fe?t-Konzentration

Cintern(Fe?T) erhalten:
Cintern<F62+> = AL Cdisp(F62+)

Die tatséichliche EE gibt an, wie hoch die mittlere intravesikulire Fe?"-Konzentration
Cintern(Fe?T) im Vergleich zur Fe?*-Startkonzentration cy(Fe*") ist.

Es wurde der Einfluss verschiedener Faktoren auf die tatsichliche EE von Fe?*-Ionen
in RVE-Liposomen untersucht (s. Tabelle 1). Hierbei sind in der Tabelle 1 nur Ansét-
ze berticksichtigt, die vor der Aufreinigung extrudiert wurden, um eine definierte, enge
Vesikelgrofsenverteilung zu erzielen. Mit der RVE-Methode konnten generell sehr hohe
Einschlusseffizienzen von meist deutlich iiber 50% erzielt werden. Dies ist in Uberein-
stimmung mit Literaturangaben [65,73]. Da nur mit einer maximal 60 mM Lésung des
Fe?T-PDC-Komplexes gearbeitet werden kann, ist eine hohe EE im Hinblick auf die ge-
plante Ausfdallung von FeS eminent wichtig.

Es ist erkennbar, dass sowohl die mittlere Vesikelgrofe als auch der pH-Wert einen Ein-
fluss auf die Einschlusseffizienz hat. Mit der RVE hergestellte unextrudierte Liposomen
weisen mittlere Vesikelgréfsen von 300 - 400 nm mit einer grofen Verteilungsbreite auf.
Es ist bekannt, dass sich bei der RVE grofse sowohl uni- als auch oligolamellare Vesikel

bilden [73]. Extrudiert man nun gréfere oligolamellare Vesikel, so bildet sich eine grofere
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Anzahl kleiner, unilamellarer Vesikel. Dies ist eine mogliche Erklarung fiir die Zunahme
der Einschlusseffizienz bei pH 7,4 mit kleiner werdendem Z-Average. Generell nimmt bei
der Extrusion von groften unilamellaren Vesikeln die EE ab, da in den erzeugten kleinen
unilamellaren Vesikeln bei gleicher Gesamtoberflache (Anzahl der POPC-Molekiile) ein
kleineres Volumen eingeschlossen wird. Gleichwohl ist die Anzahl der Analysen zu ge-
ring, um einen zufélligen Trend vor dem Hintergrund der moderaten Reproduzierbarkeit
der RVE mit Sicherheit auszuschliefsen.

In Vergleichsexperimenten wurde untersucht, inwiefern sich das Absenken des pH-Werts
auf die Einschlussrate des Fe?*-PDC-Komplexes auswirkt. Dabei konnte nur mit ei-
ner 30 mM Losung des Fe?T-PDC-Komplexes gearbeitet werden, da sich bei hoheren
Konzentration kein Gel bildete. Es ist zu erkennen, dass in Acetat-gepufferten Losun-
gen (pH = 5) hohere Einschlusseffizienzen als in TRIS-HCl-Puffer realisierbar waren.
Dies kann u.U. am Einsatz von Acetatpuffer liegen, da Acetat ein schwacher Ligand fiir
Fe?*-Tonen ist. Der Einsatz eines schwach komplexierenden Puffers kann zur effektiveren
Abschirmung von Fe?*-Ionen und zugleich zur Stabilisierung von POPC-Liposomen in
deren Gegenwart fiithren [65].

Die RVE-Methode weist generell eine méfkige Reproduzierbarkeit aufgrund der schwer
kontrollierbaren Gelbildung auf. Zudem zeigten die mit RVE hergestellten Liposomendi-
spersionen schon nach einem Tag erste Aggregationen. Als Voraussetzung fiir die Herstel-
lung stabiler FeS-haltiger Liposomen sollten auch die dafiir notwendigen Fe?"-haltigen
Liposomen stabil sein. Darum wurde ergénzend zu der RVE-Methode auch die Eignung
der Filmhydratisierungs-Extrusionsmethode zur Herstellung stabiler Fe?*-haltiger Lipo-

somen untersucht.

2.2.6 Fe’"-haltige Liposomen mittels Filmhydratisierung-Extrusion (FHE)

Diese Standardmethode zur Herstellung von Liposomen wurde ebenfalls verwendet, da
man die einzelnen Schritte der Herstellung und Aufreinigung von Liposomen prinzipiell
unter inerten Bedingungen durchfithren kann. Mit dieser Methode sind EE von bis zu
10%, also deutlich niedriger als mit der RVE, zu erwarten [8].

Eine ausfiihrliche Beschreibung der Durchfithrung ist auf Seite 159 zu finden. Die wichtig-
sten Schritte beinhalten zunichst das Uberfithren einer definierten Menge einer POPC-
Stammlosung in CHCI; in einen 100 ml Einhalskolben. Nach Verdiinnen mit etwas CHCl;

wird dann das Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck voll-

26



2.2 Einschluss von Fe**-Ionen in Liposomen

Size Distribution by Intensity
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Abb. 11: Verfolgung der =zeitlichen Stabilitit von mittels FHE hergestellten und mit-
tels GPC aufgereinigten POPC-Liposomen mit Fe’t-PDC-Komplex mit PCS
(Ergebnis-Ausdruck) zum Herstellungszeitpunkt (roter Graph; Z-Average: 97,0 nm
mit PDI = 0,100) und nach 7 Tagen (griiner Graph; Z-Average: 97,7 nm mit
PDI = 0,121); Abszisse: logarithmische Darstellung der mittleren Vesikelgrofe

(in nm) und Ordinate: Intensitat (in %)

stdndig entfernt, bis ein diinner Film des Phospholipids an der Kolbenwand zuriickbleibt.
Auf diesen Film wird eine Fe?T-Losung gegeben und der Kolben intensiv geschiittelt, wo-
bei sich Liposomen bilden. Die erzeugte Liposomendispersion weist dabei iiblicherweise
eine grofse Verteilungsbreite der Vesikelgrofsen auf. Mittels Extrusion durch eine Poly-
carbonatfiltermembran mit definierter Porengrofse kénnen unilamellare Liposomen mit
einer fast einheitlichen Grofe (z.B. 100 nm) erzeugt werden. Mittels PCS kann zudem die
zeitliche Veranderung des PDI der erhaltenen Dispersion als Indikator fiir die Stabilitét
der Liposomendispersion ermittelt werden (s. Abb. 11). Zur Abtrennung von extrave-
sikuldren Fe?*-Ionen muss noch eine Aufreinigung durch Dialyse oder GPC erfolgen.
Hierbei wurde eine Dialyse bevorzugt, da so eine Verdiinnung der Liposomendispersion

vermieden werden kann.

Eigenschaften von Fe’"-haltigen FHE-Liposomen

Cryo-TEM-Aufnahmen von extrudierten, Fe?"-haltigen Liposomen zeigen, dass sich iiber-
wiegend oligolamellare Vesikel, meist 2 Vesikel ineinander, sowie irreguldre Strukturen
gebildet haben (s. Abb. 12). Zudem ist auf Abb. 12b zu erkennen, dass die Membra-
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Abb. 12: Cryo-TEM-Aufnahmen von extrudierten, Fe?T-PDC-Komplex-haltigen Liposomen,
die mittels FHE hergestellt wurden; links (a): hoher Anteil an oligolamellaren Lipo-
somen und rechts (b): viele Liposomen weisen keine regelméfig sphérischen Mem-

branen auf

nen einiger Vesikel nicht mehr sphérisch sind. Diese Membranstérungen kénnten durch
Wechselwirkungen zwischen dem eingesetzten Fe?T-PDC-Komplex und der zwitterioni-
schen Kopfgruppe des POPC verursacht sein.

Dennoch zeigten PCS-Studien von extrudierten, Fe?*-haltigen Liposomendispersionen,
dass solche Dispersionen mehr als 7 Tage ohne nennenswerte Verdnderung (Aggregatio-
nen) stabil sind (s. Abb. 11). Auch visuell konnten in diesem Zeitraum keine Aggregate

beobachtet werden.

Einschlusseffizienz von Fe?*-haltigen FHE-Liposomen

Analog zu den RVE-Liposomen wurden auch die mittels FHE hergestellten Liposomen
hinsichtlich der mittleren Vesikelgroffe und der Verteilungsbreite mittels PCS unter-
sucht. Zudem erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie bei der RVE die Quantifizierung
von intravesikuliren Fe?*-Ionen nach der Aufreinigung. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2
dargestellt.

Die EE der FHE-Methode ist wie erwartet generell deutlich niedriger als die der RVE.
Trotzdem liegt die EE bei zwei Ansétzen deutlich iiber dem Literaturwert von ca. 10%
[76]. Womdglich spielt hierbei eine anziehende Wechselwirkung des Fe*"-PDC-Komplexes
bzw. freier Fe?T-Ionen mit der POPC-Liposomenmembran eine Rolle, die zu einem er-

hohten Anteil an vesikuldr gebundenen Fe?*-Ionen fiihrt. Die Zunahme der EE bei auf
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Tab. 2: Einschlusseffizienz (EE = %&iﬁjﬂ) verschiedener Ansétze der Filmhydratisie-
rungsmethode in Abhéngigkeit von der mittleren Vesikelgrofie fiir dialysierte 10 mM
POPC-Liposomendispersionen in 100 mM TRIS; co(Fe?t) - Fe?*-Startkonzentration;
Vintern - internes Volumen; cg;sp(Fe?™) - Fe?t-Konzentration in der Liposomendisper-

sion und c;ptern (Fe?t) - intravesikulidre Fe?t-Konzentration

pH | co(Fe?T) | Z-Average | Vintern | Caisp(Fe*™) | Cintern(Fe*T) | Einschluss-
(mM) (nm) (pul) (mM) (mM) effizienz (%)

7,4 60 336,2 88,3 0,699 6,02 10,0

74| 60 2004 | 535 0,794 11,28 18,8

74| 30 98,2 23.0 0,240 7.95 26,5

kleinere Z-Averages extrudierten Liposomendispersionen kann analog zur RVE-Methode
erklart werden: Durch die vermehrte Erzeugung von kleinen, unilamellaren Vesikeln aus
zuvor oligolamellaren Vesikeln im Verlauf der Extrusion steigt die EE. Tatséachlich wei-
sen mittels FHE hergestellte Fe?t-PDC-Komplex-haltige Liposomendispersionen einen

hohen Anteil an oligolamellaren Vesikeln auf (s. Abb. 12a).

2.2.7 Diskussion - Einschluss von Fe?-lonen in Liposomen

Die beiden untersuchten Methoden der FHE und der RVE erwiesen sich als geeignet,
um Fe**-Tonen unter inerten Bedingungen in POPC-Liposomen einzuschliefen. Mit der
RVE liefen sich dabei deutlich hohere EE realisieren. Der Vergleich dieser Ergebnisse
mit denen von Xia et al. [65] zeigt, dass einige Trends bestétigt werden konnten. Xia
et al. [65] studierten den Einfluss verschiedener Faktoren auf den Einschluss von FeSO,
in Liposomen, verwendeten allerdings liposomale Formulierungen mit Anteilen von je
10 % Cholesterol und dem Tensid Tween 80 (Struktur s. Abb. 13). Gleichwohl wurden
auch in diesen Untersuchungen die hochsten Einschlusseffizienzen mit der RVE erzielt.
Uberdies wurde in Ubereinstimmung mit den eigenen Ergebnissen auch bei Xia et al. [65]
festgestellt, dass die EE stark vom verwendeten Puffersystem (vgl. Tab. 1) und von der
eingesetzten Fe?T-Konzentration (vgl. Tab. 2) abhéingig ist.

Keine Angaben finden sich indes iiber eine begrenzte zeitliche Stabilitdt der untersuch-
ten Liposomendispersionen in [65]. Allerdings zeigten die ohne weitere Zusétze mit-
tels RVE erzeugten POPC-Liposomendispersionen eine geringere zeitliche Stabilitét.

Die Stabilitdt konnte womoglich durch den Zusatz von membranstabilisierenden Sub-
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C7His

w+x+y+z=20

Abb. 13: Struktur von Tween 80 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monooleat)

stanzen wie Cholesterol verbessert werden. Die méfige Stabilitdt von RVE-Liposomen
und deren hohe Einschlusseffizienz lassen sich mit der grofsen Verteilungsbreite der Ve-
sikelgrofen in den RVE-Liposomendispersionen erkldren. Dieser Umstand fordert die
Fusions- und Aggregationstendenz von unterschiedlich grofen Liposomen. Ein erstaun-
liches Ergebnis der Cryo-TEM-Untersuchungen war, dass sich im Fall der FHE fast aus-
schlieklich oligolamellare Vesikel bildeten. Im Gegensatz dazu wiesen Fe?-haltige RVE-
Liposomendispersionen einen sehr hohen Anteil an unilamellaren Vesikeln auf. Auch
dieser Befund kann die héhere Einschlusseffizienz von RVE-Liposomen mit erkléren.

In den weiterfithrenden Experimenten zur Generierung von intravesikuldrem FeS wurden

aus Stabilitatsgriinden nur FHE-Liposomen untersucht.
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2.3 Fallung von FeS in Liposomen
2.3.1 Herstellung FeS-haltiger Liposomen

Zunichst erfolgte die Priparation von aufgereinigten, Fe?T-PDC-Komplex-haltigen Li-
posomendispersionen mit einer Startkonzentration von 60 mM. Zur Fallung von intrave-
sikuldrem FeS wurden diese Dispersionen mit HyS oder NaHS als Féallungsreagenz behan-
delt. Es wird angenommen, dass HyS das mafigebliche Fallungsreagenz zur Herstellung
von intravesikuldren Metallsulfiden ist [20], da es als ungeladenes Molekiil besonders
rasch durch eine Phospholipidmembran diffundieren kann [77]|. Dabei ist der geschwin-
digkeitsbestimmende Schritt der intravesikuldren Fallungsreaktion nicht die Permeation
von HsS durch die Vesikelmembran, sondern komplexere, bislang nicht bekannte Wech-
selwirkungen im Vesikelinneren [18]. Geladene Sulfidspezies wie HS™-Ionen sollten hin-
gegen nur sehr langsam durch die Membran wandern. Somit ist zur Inkubation mit
sulfidischen Spezies auch der extravesikuldre pH-Wert von entscheidender Bedeutung.
Der pKg1-Wert von H5S, der bei 6,9 liegt, impliziert eine Inkubation mit HsS bei pH < 7.
Da es sich als sehr schwierig erwies, die geringen Volumina der erhaltenen Liposomen-
dispersionen von V < 800 pl mit HsS zu begasen, wurden zudem mit HyS geséttigte
Losungen sowie NaHS-Losungen auf ihre Eignung zur Generierung von intravesikuldrem
FeS hin untersucht.

Unabhingig von der Aufreinigungsmethode verfirbten sich Fe?T-haltige Liposomendi-
spersionen bei der Inkubation mit einer 5 -10 mM NaHS-Losung in TRIS-HCIl-Puffer
grau. Diese Verfirbung der durch den Fe?"-PDC-Komplex rosa gefirbten Losung nach
grau trat innerhalb von einer Minute nach dem Mischen der beiden Losungen auf und
war fiir einige Stunden stabil. Gleichwohl verschwand die dunkle Verfarbung der inku-
bierten Dispersion wahrend der Lagerung iiber Nacht. Sowohl bei Lagerung an Luft als
auch unter Argonatmosphére wurde nach 15 Stunden wieder eine rosa geférbte Disper-
sion erhalten. Eine wiederholte Inkubation einer solchen Dispersion mit NaHS-Losung
bewirkte erneut eine dunkle Verfarbung. So behandelte Dispersionen zeigten eine star-
ke Tendenz zur Bildung groferer, sich absetzender Aggregate. Bei Einsatz einer héher
konzentrierten, 30 mM NaHS-Losung konnte die dunkle Verfarbung langer beobachtet
werden. Indes setzten sich auch in diesem Fall dunkle Aggregate ab, wiahrend die {iber-
stehende Losung rotlich gefdrbt war.

Bei der Inkubation mit 2,5 - 5 mM H,S in TRIS-HCI-Puffer verfirbten sich Fe?T-PDC-

Komplex-haltige Liposomendispersionen erst nach mehreren Minuten deutlich grau. Auch
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hier nahm die Intensitdat der Verfarbung innerhalb von 15 Stunden bei Lagerung unter
Argon deutlich ab.

2.3.2 Untersuchungen zur FeS-Fallung in Liposomen
UV /Vis-Untersuchungen zur intravesikuldren FeS-Fillung

Zur Verfolgung der Inkubation von aufgereinigten, Fe?*-haltigen Liposomendispersionen
mit HyS wurden UV /Vis-Untersuchungen tiber einen Zeitraum von mindestens 30 Mi-
nuten durchgefiihrt. Mittels UV /Vis-Spektroskopie sollte zum einen die Abnahme der
Absorptionsbande des Fe?"-PDC-Komplexes (s. Abb. 6a, S. 18) durch Ausfillung von
FeS und zum anderen die potenzielle Zunahme der Streuintensitdt in der Probe durch
die Bildung von FeS-NP verfolgt werden. Da bereits die Liposomendispersion einfallen-
des Licht stark streut und somit sonstige Absorptions- bzw. Streuvorgéinge iiberlagert
werden, wurde von den aufgenommenen UV /Vis-Spektren das Spektrum zum Start-
zeitpunkt (¢y = 0 s) subtrahiert. Die zeitliche Verdnderung der erhaltenen korrigierten
Absorptionen ist in Abb. 14a dargestellt. Zuséatzlich wurden in einem Kontrollexperi-
ment ,Jeere”, in TRIS-HCI-Puffer hergestellte Liposomen extern mit Fe?*-PDC-Komplex
versetzt und ebenfalls ihr Verhalten gegeniiber einer HyS-haltigen Pufferlésung charak-
terisiert (Abb. 14b).

In beiden untersuchten Proben ist eine stetige Abnahme der Absorption im Bereich der
Absorptionsbande des Fe?"-PDC-Komplexes (470 nm < A < 570 nm) zu beobachten.
Diese Abnahme ist auf die Ausfillung von Fe*"-Tonen aus dem Komplex und somit auf
die Abnahme der Komplex-Konzentration zurtickzufiithren. Im Falle des extern zugesetz-
ten Fe?"-PDC-Komplexes (Abb. 14b) ist dieser Prozess nach ca. 1 Stunde abgeschlossen.
Zudem kann bei dieser Probe bei Wellenlédngen von A < 430 nm eine starke Zunahme der
Absorption bzw. Streuung beobachtet werden. Diese Verdnderung wird wahrscheinlich
durch die Bildung von FeS-NP oder anderen liposomalen Aggregaten verursacht.
Deutlich komplexer ist das Ergebnis fiir die aufgereinigten Liposomen mit eingeschlos-
senem Fe?t-PDC-Komplex. Hier wird die Abnahme der Absorptionsbande des Fe?*-
PDC-Komplexes von anderen Prozessen deutlich tiberlagert. Zunéchst ist eine Zunahme
der Absorption bzw. Streuung iiber den gesamten vermessenen Wellenldngenbereich zu
verzeichnen (bis zum Zeitpunkt t = 480 s). Zu diesem Zeitpunkt war die Probe auch
visuell deutlich grau gefarbt. Bei der Untersuchung der Probe iiber diesen Zeitpunkt

hinaus zeigte sich eine Abnahme der Absorption bzw. Streuung iiber den gesamten
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Abb. 14: Verfolgung der korrigierten Absorptionsspektren (jeweils Ausgangsspekrum vom
Zeitpunkt to = 0 s subtrahiert) von Fe?T-PDC-Komplex-haltigen Liposomendisper-
sionen nach Inkubation mit einer 25 mM HS-Losung in TRIS-HCI-Puffer; links (a):
mittels GPC aufgereinigte, Fe?t-PDC-Komplex-haltige Liposomen (Abschitzung:
ca. 3 mM POPC-Liposomen und ca. 0,15 mM Fe?*-PDC-Komplex) und rechts (b):

leere, 1,5 mM Liposomen mit extern zugesetztem 1 mM Fe?T-PDC-Komplex

vermessenen Wellenldngenbereich. Das 30 Minuten nach der Inkubation aufgenommene
UV /Vis-Spektrum weist fast iiber den gesamten Mefsbereich eine geringere Absorption
bzw. Streuung als das nach 30 s aufgenommenen Spektrum auf (Abb. 14a). In der auf-
gereinigten Liposomenprobe scheint also ein reversibler Prozess abzulaufen, obwohl die
Probe visuell unverdndert grau erscheint. Lediglich die geringere Absorption im Bereich
der Absorptionsbande des Fe?t-Komplexes bleibt erhalten (s. Pfeil). Bemerkenswert da-
bei ist, dass die zunéchst beobachtete Zunahme der Absorption v.a. bei Wellenldngen
von A > 400 nm mit einem deutlichen Maximum bei A\ = 440 nm auftritt, wahrend
dieser Effekt bei der Vergleichsprobe mit externem Fe?"-Komplex bei kleineren Wellen-
langen (300 nm < A < 430 nm) auftritt. Dies kénnte auf die Lokalisierung der FeS-
Partikelbildung zuriickzufiihren sein. Extern gebildete, freie FeS-Partikel (Abb. 14b)
streuen einfallendes Licht umso stérker, je kiirzer die Wellenlénge des Lichtes ist. Hinge-
gen konnen intravesikular gebildete FeS-NP lediglich langerwelliges Licht streuen bzw.
absorbieren, da die Liposomenhiillen kiirzerwelliges Licht deutlich stéarker streuen und

vornehmlich langerwelliges Licht die Membran durchdringen kann.
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PCS-Untersuchungen von Liposomen nach FeS-Fillung

Die mit NaHS-Losung bzw. HsS-gesattigter Pufferlosung inkubierten, grau verfarbten
Liposomendispersionen wurde mittels PCS charakterisiert. Es zeigte sich, dass der Z-
Average und auch der PDI der Proben vor und nach der Inkubation fiir mehrere Tage
praktisch unverédndert waren. Typische Ergebnisse bei PCS-Messungen von auf 100 nm
extrudierten Liposomen waren Werte des Z-Average von 97 nm mit PDI < 0,15. Aller-
dings wurde jeweils nur der Uberstand der Liposomendispersionen, nicht die nach einem
Tag gebildeten Aggregate nach Homogenisieren der Probe, untersucht. Somit kann nur
die Stabilitdt der Liposomen, d.h. unverédnderter Z-Average und PDI, im visuell nicht
verfirbten Uberstand der inkubierten Liposomendispersion belegt werden.

Wie bereits erwéahnt, konnte in entfarbten Liposomendispersionen durch erneute Inku-
bation mit NaHS-Losung eine dunkle Verfarbung induziert werden (s. Kapitel 2.3.1). Die
PCS-Untersuchung einer solchen Probe zeigte das Auftreten grofser Aggregate und eine
deutliche Zunahme des PDI der Liposomendispersion und deutet auf eine Instabilitat

der inkubierten Liposomen unter diesen Bedingungen hin.

Cryo-TEM-Untersuchungen von Liposomen nach FeS-Fallung

Mithilfe der Cryo-TEM wurde untersucht, ob sich durch die Inkubation von aufgereinig-
ten Fe?™-PDC-Komplex-haltigen Liposomendispersionen mit HyS zum einen Verinde-
rungen hinsichtlich der Vesikel-Morphologie und zum anderen hinsichtlich der Bildung
von eisenhaltigen Aggregaten in Liposomen beobachten lassen. Solche Aggregate sollten
aufgrund der hoheren Ordnungszahl und damit Elektronendichte von Eisen einen stér-
keren Kontrast als die umgebenden vesikuldren Strukturen aufweisen.

Bei der Interpretation einiger Cryo-TEM-Aufnahmen storte indessen, dass sich auf vie-
len Aufnahmen durch die Beschaffenheit der Probe bzw. aus apparativen Griinden der
Hintergrundkontrast von einer Seite der Aufnahme zur anderen kontinuierlich verdndert.
Dadurch erscheinen die Membranen von Liposomen bei einem dunkleren Hintergrund
dunkler geférbt als bei einem hellen Hintergrund (s. Abb. 17b). Dies ist problematisch,
da bei diesen Untersuchungen nach eben solchen dunkler gefarbten Partikeln bzw. Mem-
branen als Indiz fiir die Bildung von FeS-Partikeln bzw. -Schichten gesucht wurde. Aus
diesem Grund wurden zur Auswertung der Untersuchungen nur solche Aufnahmen ver-
wendet, die einen annéhernd einheitlichen Hintergrund mit moglichst geringer Kornigkeit

aufweisen.
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Abb. 15: Cryo-TEM-Aufnahmen von mittels Dialyse aufgereinigten, Fe?*-PDC-Komplex-
haltigen Liposomen; links (a) ohne NaHS und rechts (b) nach Inkubation mit NaHS-

Losung

Beim Vergleich von Abb. 15a und 15b fillt auf, dass bereits ein kleiner Anteil Fe?*-
haltiger Liposomen (insgesamt < 10 %) dunkle Verfarbungen der Membran aufweisen,
die auf die Bildung von eisenhaltigen Niederschlagen hinweisen. Rein visuell ist in diesem
Fall kein deutlicher Unterschied zu der mit NaHS-Losung inkubierten Liposomendisper-
sion auszumachen. Im Vergleich konnten dunkle Aggregate an Liposomenmembranen
hingegen deutlich haufiger und charakteristischer bei der mit NaHS-Losung inkubierten
Probe beobachtet werden.

Abbildungen 16a und 16b zeigen ebenfalls Aufnahmen von mit NaHS-Losung inkubier-
ten Liposomen. Deutlich sind an der Liposomenmembran gebildete, dunkle Strukturen
sichtbar. Zum einen konnen in Abb. 16a schichtartige Ablagerungen an der Membran
beobachtet werden. Solche Strukturen wurden auch vielfach bei weiteren Cryo-TEM-
Aufnahmen detektiert. Allerdings tritt dieses Phédnomen auch bei nicht-inkubierten Li-
posomen sehr vereinzelt auf (s. Abb. 15a). Somit kann nicht mit Sicherheit zwischen vor
der Inkubation mit NaHS-Losung gebildeten, vermutlichen hydroxidischen Ablagerun-
gen und sulfidischen Ablagerungen nach der Inkubation mit NaHS-Losung unterschieden
werden. Zudem war das Erzeugen dieser Membranablagerungen in Folgeexperimenten
schwierig zu reproduzieren.

In Abb. 16b erkennt man vereinzelt membranstindige NP, die aufgrund ihres Kontrasts
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2 FEisenhaltige Phospholipidvesikel (Liposomen)

Abb. 16: Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten, Fe?r-PDC-Komplex-haltigen Liposomen
nach Inkubation mit NaHS-Losung; links (a) interne Membranablagerungen und

rechts (b) diskrete Partikel in wenigen Liposomen

vermutlich eisenhaltig sind. Eine konkrete Aussage tiber die Lokalisierung dieser Partikel
an der dufseren oder inneren Liposomenmembran ist leider nicht moglich. Vergleichbare
Ergebnisse mit je einem Partikel pro Liposom wurden auch bei CdS-NP in Liposomen
beobachtet [21]. Fiir die eisenhaltigen Liposomen war allerdings die Ausbildung von NP
nur bei sehr wenigen Liposomen (<10 %) zu beobachten. Charakteristischer war eher

die Bildung von Schichten feingranuldrer Partikel entlang der Membran.

Dennoch weisen auch viele Liposomen nach der Inkubation keinerlei dunkle Verfarbung
der Membran auf. Solche Spezies waren dominierend in Folgeexperimenten, in denen
hauptséchlich oligo- und multilamellare Vesikel ohne dunkle Ablagerungen auf der Mem-
bran beobachtet wurden (s. Abb. 17a).

In einem weiteren Experiment wurden aufgereinigte, Fe?t-PDC-Komplex-haltige Lipo-
somen extern mit einer FeS-Suspension versetzt und die Mischung ebenfalls mittels Cryo-
TEM analysiert. Da bei der Probenpréaparation generell grofsere Partikel entfernt werden,
konnten in der Probe nur an wenigen Stellen {iberhaupt FeS-Aggregate entdeckt werden.
Generell zeigen allerdings die mit der FeS-Suspension behandelten Liposomen deutliche
Membranstérungen (Abb. 18, rechts), die bei unbehandelten Liposomen nicht beobachtet
wurden und von Wechselwirkungen mit FeS-Partikeln herrithren kénnten. Zudem wurde
ebenfalls die Wechselwirkung von einzelnen Liposomen mit dunklen FeS-Aggregaten be-
obachtet (Abb. 18, links). Diese Ergebnisse deuten auf einen destabilisierenden Einfluss

von FeS auf die POPC-Liposomenmembran. Dies deckt sich mit den rein phdnomenolo-
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Abb. 17: Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten, Fe?t-PDC-Komplex-haltigen Liposomen
nach Inkubation mit NaHS-Losung; links (a) vor allem multilamellare Vesikel ohne
dunkle Ablagerungen beobachtbar und rechts (b) Einfluss des Hintergrundkontrasts

(der Kornigkeit) auf den Kontrast von Lipsomenmembranen

Abb. 18: Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten, Fe?t-PDC-Komplex-haltigen Liposomen

nach dem Mischen mit einer 5 mM FeS-Suspension in TRIS-Puffer; deutlich sind
Wechselwirkungen mit dunklen FeS-Aggregaten (links) bzw. Membranunregelmé-

fsigkeiten (rechts) zu erkennen
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gischen visuellen Beobachtungen (s. Kap. 2.3.1).

2.3.3 Diskussion - FeS in Liposomen

Die intravesikulire Fallung von FeS in aufgereinigten, Fe?T-haltigen Liposomen konn-
te mittels UV /Vis-Spektroskopie verfolgt werden. Mit dieser indirekten Methode zeigte
sich, dass nach der Inkubation mit HyS-Lésung anfangs eine rasche Zunahme der Absorp-
tion in einem Wellenléngenbereich von 300 nm < A < 650 nm, einhergehend mit einer
grauen Verfarbung der rosa gefarbten Probe, auftrat. Schon nach ca. 8 Minuten wurde
eine Verringerung der Absorption beobachtet. Nach ca. 30 Minuten wies die Dispersion
bereits eine geringere Absorption als 30 s nach Beginn der Inkubation auf. Lediglich die
Abnahme der Absorption im Bereich der Absorptionsbande des Fe?T-PDC-Komplexes
weist auf die Ausfillung von Fe?"-Ionen aus dem Komplex hin. Die beobachtete Rever-
sibilitdt der Absorptionsdnderung konnte durch Aggregationsprozesse verursacht sein
und ware folglich ein Indiz fiir eine mogliche Instabilitdt von Liposomen bei der in-
travesikuldren FeS-Bildung. Bilden sich wiahrend der Inkubation mit HyS Aggregate aus
Liposomen mit FeS-NP, so streuen diese weiterhin das einfallende Licht. Indes wiirde der
Gesamtquerschnitt aller mit dem einfallenden Licht wechselwirkenden Liposomen gerin-
ger werden. Durch die geringere Anzahl an isolierten Liposomen in der Dispersion konnte
wieder mehr Licht die Probe passieren und die Gesamtabsorption bzw. -streuung wieder
abnehmen. Dieses Phénomen ist auch unter dem Namen ,Shadow-Effekt* bekannt [78].
Die Bildung von Aggregaten bei hoheren HyS- bzw. HS™-Konzentrationen konnte ein-
deutig visuell belegt werden. Gleichwohl deuten die PCS-Untersuchungen darauf hin,
dass sich weiterhin gréffen- und aggregationsstabile Liposomen in inkubierten Proben
befinden. Allerdings wurde hierbei stets der Uberstand der Proben untersucht, so dass
keine Aussage iiber mogliche sedimentierten Aggregate maoglich ist. Dies ist in Uber-
einstimmung mit den Ergebnissen der Cryo-TEM-Untersuchungen, in denen ebenfalls
vorwiegend Liposomen mit einer Gréfse < 200 nm ohne sichtbare Aggregate beobachtet
wurden.

Das zu dieser Zeit ungeklarte Phénomen der raschen Entfarbung der inkubierten Lipo-
somendispersionen, sogar bei Lagerung unter Argon, erschwerte die Detektion moglicher
intravesikuldrer FeS-Partikel bzw. -Ablagerungen. Die Ausbildung von hauptséchlich
Schichten feingranulédrer eisenhaltiger Aggregate wurde nur vereinzelt beobachtet und

war nur schwer reproduzierbar. I.d.R. war kaum ein visueller Unterschied zwischen in-
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kubierter und nicht-inkubierter Probe festzustellen. Hierfiir konnte die Entfirbung der
inkubierten Proben, die vermutlich auf die Auflésung gebildeter FeS-Partikel zuriickzu-
fiihren ist, verantwortlich sein. In spéteren Experimenten mit FeS-haltigen Polymerso-
men wurde beobachtet, dass bei der Lagerung von mit HsS inkubierten Proben unter
HyS-Atmosphére keine Entfarbung der Probe auftrat. Dies deutet auf eine Reversibilitat
der FeS-Fallungsreaktion hin. Dieses Phénomen wird vermutlich auch durch die gerin-
gen Mengen an intravesikuldiren Fe?*-Ionen mit verursacht. Bilden sich nur wenige, sehr
kleine FeS-Aggregate, konnte sich diese womoglich wieder auflésen. Dies kénnte mit dem
Hinausdiffundieren von HyS aus dem Vesikelinneren und schliefslich aus der Liposomen-
dispersion wahrend der Lagerung erkléarbar sein, durch die das Fallungsgleichgewicht
wieder auf die Seite freier bzw. komplexierter Fe?*-Ionen verschoben wiirde.

Die Bestimmung der Anzahl an Fe?*-Ionen in einem einzelnen Liposom kann durch eine
einfache Berechnung erfolgen. Ein FHE-Liposom mit einem Durchmesser von 200 nm,
das in einer 60 mM Losung des Fe?t-PDC-Komplexes generiert wurde, weist nach der
Aufreinigung eine durchschnittliche interne Fe?T-Konzentration von ca. 8,6 mM auf
(s. Tab. 2, S. 29). Damit halten sich im Inneren dieses Liposoms lediglich 21700 Fe?*-
Tonen auf (vgl. [55]). Bildete sich aus all diesen Fe*"-Ionen ein einziger, kubusartiger
FeS-Kristall, so hétte dieser eine Kantenlénge von nur 13 nm. Da es auch moglich ist,
dass sich mehrere kleine Kristallite bilden, wére eine Detektion mittels Cryo-TEM (Auf-
l6sungsgrenze ca. 3 nm) fast unmoglich, da haufig auch der Hintergrund bei Cryo-TEM-
Aufnahmen sehr kornig erscheint. Wiirde sich das potenziell intravesikuléar gebildete FeS
als eine diinne Schicht auf der Innenseite der Vesikelmembran anlagern, so wére auch dies
kaum elektronenmikroskopisch zu erfassen. Die Abschétzung der Flache einer hypothe-
tischen FeS-Monoschicht auf der inneren Oberfliche des oben beschriebenen Liposoms
ergibt, dass die FeS-Monoschicht durchschnittlich lediglich 4,3 % der inneren Oberfla-
che des Liposoms bedecken wiirde. Je grofer die Liposomen sind, desto grofer wiirde
hingegen auch der Anteil der theoretisch bedeckten inneren Oberflache. Auch die Grofse
moglicher FeS-Partikel kdnnte mit zunehmender Vesikelgrdfse deutlich zunehmen, was
die Detektion mittels Cryo-TEM vereinfachen wiirde. Die unter Verwendung mittler-
er Konzentrationen vorgenommenen Abschiatzungen machen deutlich, wie schwierig die
Detektion der kleinen Mengen an intravesikuldren FeS-Aggregaten mittels Cryo-TEM
ist. Gleichwohl lasst sich visuell die FeS-Féallung belegen.

Aufgrund der beobachteten Membranstérungen von POPC-Liposomen in Gegenwart von

FeS wurden Membranstabilitdtsexperimente unter Verwendung des selbst-loschenden
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Fluoreszenzfarbstoffs Carboxyfluorescein von K. Riidel (Lehrstuhl fiir Pharmazeutische
Technologie) durchgefiihrt. Diese Experimente zeigten, dass POPC-Liposomen eine er-
hebliche Instabilitdt gegeniiber FeS aufweisen. Dies konnte in unabhéngigen Vesikelsta-
bilitdtstests bestatigt werden. Aufgrund dieser Befunde wurde eine andere amphiphile
Substanzklasse auf ihre Eignung zur Herstellung von stabilen, FeS-haltigen Vesikeln hin
untersucht: Statt des zwitterionischen POPC erfolgten Untersuchungen mit einem un-

geladenen block-Copolymer (s. Kapitel 3).

40



2.4 Magnetische Liposomen - Magnetoliposomen

2.4 Magnetische Liposomen - Magnetoliposomen
2.4.1 Motivation

Magnetische Liposomen sind schon seit gut 20 Jahren Forschungsgegenstand aufgrund
ihrer besonderen Eigenschaften [79] und vielversprechenden Anwendungsmaglichkeiten,
z.B. in der Anti-Tumor-Therapie oder als Rontgenkontrastmittel (s. Kapitel 1.1.2). Zur
Herstellung von eisenhaltigen Magnetoliposomen sind zwei verschiedene Verfahren be-
kannt. Entweder es werden zuvor préaparierte magnetische NP direkt in Liposomen einge-
schlossen [57,79,80] oder in einem mehrstufigen Prozess werden zuniichst Fe?™- und /oder
Fe?*-Tonen in Liposomen eingeschlossen und nach der Aufreinigung durch Zugabe einer
Base die intravesikulére Bildung von magnetischen Partikeln induziert [56,60,81]. Dieser
Vorgang ist durch eine gelbliche Verfiarbung der Dispersion gekennzeichnet [60]. Beim
Mischen einer wissrigen Losung mit stochiometrischen Mengen an Fe?t- und Fe3*-Ionen
mit einer starken Base bilden sich die entsprechenden Eisenhydroxide, die sehr rasch un-
ter Bildung von Magnetit Fe3O, altern [80].

Die etablierten Methoden zur Generierung von Fe*"-haltigen Liposomen (s. Kapitel 2.2)
sollten als Grundlage fiir die Herstellung von Magnetoliposomen mit dem oben beschrie-
benen mehrstufigen Verfahren dienen. Zudem erfolgten Untersuchungen zum Einschluss
von mit Triethylenglykol (TREG) stabilisierten Magnetit-NP in Liposomen analog zu
den PB-PEO-Polymersomen (vgl. Kapitel 3.5). Die Charakterisierung der hergestellten
Magnetoliposomen erfolgte hinsichtlich ihrer Morphologie (Cryo-TEM), Stabilitdt und

ihren magnetophoretischen Eigenschaften.

2.4.2 Liposomen mit intravesikuldr generiertem Magnetit
Praparation

Mithilfe der RVE-Methode wurde der Fe?*-PDC-Komplex mit einer Ausgangskonzentra-
tion von 30 mM unter anaeroben Bedingungen in 10 mM POPC-Liposomen eingeschlos-
sen. Nach der Aufreinigung mittels Dialyse wurde die erhaltene, rosa gefiarbte Liposo-
mendispersion an Luft mit 10 V% 25 %-igem NHjz versetzt. Hierbei konnte eine gelbliche
Verfarbung beobachtet werden. Die so behandelte Dispersion mit potentiell Magnetit-
haltigen Liposomen wurde zur Verifizierung ihrer magnetophoretischen Eigenschaften an
einem NdsFe4B-Supermagnet unter nicht inerten Bedingungen gelagert. Dabei bildeten

sich im Verlauf weniger Stunden gelbliche Aggregate in der Ndhe des Supermagneten, die
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Abb. 19: Aufnahmen von Fe?t-haltigen RVE-Liposomen nach 24 h Lagerung an Luft an einem
Supermagnet (Pfeil, linke Aufnahme); Aggregationen auf der dem Magnet zugewand-
ten Seite (s. Ausrichtung des Eppendorf-Geféfes bei der Lagerung am Magnet und
Pfeile)

auf magnetophoretische Partikel oder Liposomen hinweisen (s. Abb. 19). Aufgereinigte
Liposomendispersionen wiesen auch ohne Zusatz von NHj3 bei mehrstiindiger Lagerung
an Luft kleine gelbliche Aggregationen in der Néhe eines Supermagneten auf. Diese konn-
ten auf die Oxidation von Fe?*-Ionen durch Luftsauerstoff und die damit verbundene
Ausfillung von Fe(OH)3 bei pH 7,4 zuriickzufiihren sein. Zur Kldrung der beobachteten
Phénomene wurden die potenziellen Einflussfaktoren bei der Bildung magnetophoreti-
scher Liposomen - pH-Wert, Anwesenheit von Luftsauerstoff und duferes Magnetfeld -
systematisch untersucht.

In Vergleichsuntersuchungen wurde mit der FHE-Methode ebenfalls eine 30 mM Losung
des Fe?"-PDC-Komplexes in 10 mM POPC-Liposomen eingeschlossen. Nach der Auf-
reinigung der Liposomendispersion erfolgte die Zugabe von 10 V% 25 %-igem NHj, die
allerdings zu keiner sichtbaren Farbanderung der zuvor farblosen Dispersion fiithrte. Auch
wahrend der mehrtéagigen Lagerung der mit NHj inkubierten Liposomendispersionen an

einem Supermagneten konnten keine Aggregationen beobachtet werden.
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Abb. 20: Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten RVE-Liposomen nach Inkubation mit

25 %-igem NH3 und zwei Tagen Lagerung an Luft; interne Aggregate in fast al-

len Liposomen zu erkennen (Pfeile)

Untersuchungen von Liposomen mit Fe;0,

In PCS-Untersuchungen erwiesen sich die hergestellten FHE- und RVE-Liposomen unab-
héngig von der Zugabe von NHj als stabil. Obgleich insbesondere die RVE-Liposomen
bereits nach der Herstellung einen PDI > 0,35 aufwiesen, verénderten sich die PCS-
Daten der inkubierten, homogenisierten Dispersionen im Verlauf von 8 Tagen nicht.
Indes konnte in weiteren PCS-Untersuchungen festgestellt werden, dass sich im klaren
Teil der am Supermagneten gelagerten Dispersion Vesikel mit einem kleineren Z-Average
und einem kleineren PDI befanden. Nach dem Homogenisieren der Probe wurde mittels
PCS wieder ein den Ausgangswerten vor der Inkubation entsprechender Z-Average und
PDI detektiert. Dies deutet darauf hin, dass sich kleinere Vesikel vergleichsweise lang-
samer oder gar nicht gerichtet im angelegten Magnetfeld bewegen. Fiir die Stirke der
Anziehung der Magnetoliposomen durch das angelegte Magnetfeld spielt wahrscheinlich
auch die Grofse intravesikuldrer Magnetit-Niederschlidge eine Rolle.

FHE-Liposomen mit einem mittleren Durchmesser von ca. 100 nm und einem PDI von
ca. 0,1 wurden ebenfalls mit 25 %-igem NHj inkubiert und anschliefend an Luft ge-

lagert. Dabei konnte keine Anderung des Z-Average iiber einen Zeitraum von 7 Tagen
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Abb. 21: Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten RVE-Liposomen nach Inkubation mit

25 %-igem NHj3 und zwei Tagen Lagerung an Luft; interne Aggregate bei Vesikeln

< 150 nm kaum zu erkennen (s. Pfeile)

detektiert werden. Lediglich der PDI erhohte sich in diesem Zeitraum geringfiigig, blieb

jedoch stets unter einem Wert von 0,2.

Zur Visualisierung der Morphologie der préparierten Liposomen erfolgten Cryo-TEM-
Untersuchungen, bei denen ebenfalls nach intravesikuldaren Magnetit-Partikeln gesucht
wurde. Es zeigte sich, dass RVE-Liposomen zum grofiten Teil unilamellar vorliegen.
Mehr als 90 % der RVE-Liposomen mit einem Durchmesser tiber 150 nm wiesen nach
der Inkubation mit NHj kleine, eindeutig intravesikuldre Aggregate auf (s. Abb. 20). Bei
kleineren RVE-Liposomen konnten interne Aggregate gar nicht oder nicht mit Sicher-
heit auf den elektronenmikroskopischen Aufnahmen identifiziert werden (s. Abb. 21).
RVE-Liposomen mit Gréfsen tiber 200 nm, die lediglich an Luft gelagert wurden, wiesen
ebenfalls in mehr als 50 % der Vesikel interne Niederschlage auf. Folglich ist die Anwe-
senheit von Luftsauerstoff fiir die Ausbildung interner Niederschlédge notwendig, denn in
inert gelagerten Proben konnten keine derartigen Niederschldge detektiert werden. Die
Inkubation mit NH3 bewirkt einen hoheren Anteil an intravesikuldren Niederschlagen.
Die Einwirkung eines dufteren Magnetfeldes scheint ohne Einfluss auf die Ausbildung in-

terner Niederschldge zu sein. Ein Magnetfeld bewirkt hingegen eine Separierung von ,be-
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Abb. 22: Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten RVE-Liposomen nach Inkubation mit

25 %-igem NHj und zwei Tagen Lagerung an Luft; links (a): feingranulérer, die
innere Membran deformierender Niederschlag und rechts (b): externe Aggregate ne-

ben Liposomen mit internen Aggregaten

ladenen“ und ,junbeladenen Vesikeln, was auch durch PCS-Daten von RVE-Liposomen
bestéatigt wird. Die beobachteten internen Aggregate bestehen aus vielen kleinen NP mit
einer Grofse von ca. 4 nm, die sich diffus an der inneren Vesikelmembran zusammenla-
gern (s. Abb. 22a). Bei den Cryo-TEM-Untersuchungen konnten ferner sehr vereinzelt
extravesikuldare dunkle Aggregate entdeckt werden (s. Abb. 22b), die womoglich durch
das Kollabieren von Liposomen freigesetzt wurden.

Ein ganz anderes Bild bot sich bei den Cryo-TEM-Untersuchungen von 100 nm FHE-
Liposomen. Selbst bei der Lagerung an Luftsauerstoff und Zusatz von NHj konnten
keine internen Préazipitate mit Sicherheit detektiert werden. Dies kann zum einen an der
geringen Grofe der Liposomen liegen, denn auch im Fall von kleineren RVE-Liposomen
konnten keine internen Aggregate sicher identifiziert werden. Zum anderen weisen die
Mikrographen der FHE-Liposomen einen stérenden Untergrund auf, der eine Identifi-
zierung von internen Aggregaten erschwert (s. Abb. 23a). Generell konnte eine Tendenz
der Vesikel zur Oligolamellaritéit beobachtet werden. Vereinzelt wurden zudem wie auch

bei den RVE-Liposomen dunkle extravesikuldre Aggregate detektiert.
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Abb. 23: Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten FHE-Liposomen nach Inkubation mit
25%-igem NHj und 12 Tagen Lagerung an Luft; links (a): keine vom Untergrund
deutlich zu unterscheidenden internen Aggregate und rechts (b): Anteil oligolamel-

larer FHE-Liposomen

2.4.3 Liposomen mit stabilisierten Magnetit-Nanopartikeln

POPC-Liposomen wurden auf ihre Eignung zum Einschluss von mit TREG stabilisierten
Magnetit-NP exemplarisch untersucht. Nach der erfolgreichen Herstellung von Magnetit-
NP mit einer Grofe von 4 - 8,5 nm erfolgten zundchst pH-abhéngige Stabilitétsunter-
suchungen von wassrigen Magnetit-NP-Suspensionen (s. Kapitel 3.6.2). Es zeigte sich,
dass solche Suspensionen in HoO bei pH 3 fiir mehrere Wochen stabil sind und keinerlei
Sedimentationstendenz aufweisen.

Eine so praparierte 0,1 mg/ml Magnetit-NP-Suspension kam bei der Hydratisierung ei-
nes POPC-Films nach der FHE-Methode (vgl. S. 159) zum Einsatz . Es wurde analog
zur Herstellung Fe?T-haltiger Liposomen ein POPC-Film erzeugt und mit der Magnetit-
Suspension intensiv geschiittelt. Die erhaltenen Liposomen wurden durch Extrusion auf
eine mittlere Grofe von 100 nm gebracht, wie mittels PCS-Messungen bestétigt wer-
den konnte. Zur Aufreinigung der Liposomen erfolgte eine Grofenausschlusschromato-
graphie [57,80]. Diese Aufreinigungsmethode hatte sich in vorangegangenen Tests zur
Abtrennung von nicht verkapselten Magnetit-NP als geeignet erwiesen.

Die Lagerung der aufgereinigten Liposomen an einem Supermagneten liefl visuell kei-
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nerlei Aggregation in der Ndahe des Magneten erkennen. In Cryo-TEM-Untersuchungen
solcher Dispersionen konnten unilamellare Liposomen detektiert werden, die jedoch aus-
nahmslos ohne assoziierte Magnetit-NP vorlagen.

Der Versuch, Magnetit-NP auf diesem Wege in FHE-Liposomen einzuschlieften, fiihrte
nicht zum gewiinschten Ergebnis. Modifikationen der FHE oder weitere, in der Literatur
beschriebene Methoden wie Einsatz von Ultraschall oder RVE kénnten in zukiinftigen

Experimenten zur erfolgreichen Verkapselung von Magnetit-NP in Liposomen fiihren.

2.4.4 Diskussion - Geeignete Zugange zu Magnetoliposomen

Von den beiden untersuchten Ansétzen zur Generierung von Magnetoliposomen erwies
sich nur die Methode des sukzessiven Einschlusses von Fe?T-Ionen und der anschlieRen-
den Ausfillung von FesO,4 als geeignet. Der Ansatz, TREG-stabilisierte Magnetit-NP
direkt in POPC-Liposomen mittels FHE einzuschlieffen, fiihrte nicht zum gewiinschten
Ergebnis. Dies konnte an dem fiir die Magnetit-NP verwendeten sterischen Stabilisator
TREG liegen, der einen Einschluss der NP in Liposomen verhindert. Schliefslich konnten
bereits Magnetit-NP in Liposomen eingeschlossen werden [57,80]. Jedoch wurde dabei
nicht die FHE-Methode sondern Ultraschall bzw. die RVE-Methode eingesetzt. Somit
konnte die FHE-Methode u.U. auch fiir diesen Zweck ungeeignet sein. Allerdings wurde
aus Griinden der Vergleichbarkeit zu den PB-PEO-Polymersomen nur die FHE auf ihre
Eignung hin untersucht. In Folgeexperimenten kénnten auch alternative Praparationsme-
thoden fiir Liposomen néher charakterisiert sowie alternative Zuginge zu Magnetit-NP
untersucht werden.

Die Erzeugung von Magnetoliposomen iiber den sukzessiven Einschluss von Fe?*-Ionen
mittels RVE und anschlieffender Ausfillung liefs sich auch visuell durch die Lagerung
an einem Supermagnet verfolgen. Es erwies sich als entscheidend, dass die Proben an
Luftsauerstoff gelagert wurden. Dies ist offensichtlich, da % der Fe?*-Ionen zu Fe3*-Ionen
oxidiert werden miissen, damit iiberhaupt Magnetit aus dem Gemisch von Fe(II)- und
Fe(III)-hydroxid entstehen kann. Die Einwirkung von Luftsauerstoff zur Bildung von
Magnetit ist in diesem Fall hinreichend, da die Préparationsbedingungen der Liposomen
einen internen pH-Wert von 7,4 erwarten lassen. Ein weiterer Faktor ist die Zugabe einer
Base, die die Bildung von Magnetit lediglich vorantreibt und zu einem héheren Anteil
an intravesikuldren Niederschldgen fiihrt. In vergleichbaren Studien erwies sich die Zu-

gabe einer Base zu Fe?*- /Fe3*-haltigen Liposomen hingegen als zwingend notwendig, da
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bei der Liposomenpréaparation eine saure Losung eingeschlossen wurde. Darum muss der
pH-Wert zur Hydroxid-Fallung durch Inkubation mit einer Base erhoht werden. Somit
ist der hier verwendete Ansatz des inerten Einschlusses von Fe?T-Ionen in Liposomen im
leicht alkalischen zwar aufwéndiger, indes kann die Bildung von intravesikularem Mag-
netit durch das blofse Lagern an Luft initiiert werden.

PCS-Untersuchungen zeigten zudem, dass die Lagerung von Liposomendispersionen an
einem Supermagneten prinzipiell zur Trennung von groferen, magnetophoretischen Ve-
sikeln von kleineren Vesikeln geeignet ist. Dies kann in Zusammenhang mit der Grofse
der intern gebildeten magnetischen Partikel gebracht werden. Je grofser die intravesiku-
laren Magnetit-Niederschlége sind, desto stérker werden sie vom Magnetfeld angezogen.
Damit diirfte eine gerichtete Bewegung grofserer Vesikel einhergehen, wihrend kleinere
Vesikel sich eher diffusionskontrolliert bewegen.

Eine weitere erstaunliche Erkenntnis war, dass sich bei 100 nm FHE-Liposomen in Cryo-
TEM-Untersuchungen keine intravesikuldren Aggregate visualisieren liefen. Dieser Be-
fund ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass auch bei RVE-Liposomen nur
Vesikel > 150 nm erkennbare interne Aggregate aufweisen. Eine plausible Erklarung fiir
diese Beobachtungen liefert die jeweilige Anzahl an eingeschlossenen Fe?'-Ionen. Die-
ser Wert kann mithilfe der Quantifizierung des internen Fe?"-Gehalts in den jeweiligen
Ansétzen ermittelt werden. Anhand eines Beispiels wird deutlich, wie unterschiedlich
die Anzahl interner Fe?'-Ionen sein kann: 100 nm FHE-Liposomen mit einer inter-
nen Konzentration von 8 mM enthalten durchschnittlich lediglich ca. 2500 Fe?*-Ionen.
200 nm RVE-Liposomen mit einer internen Fe?T-Konzentration von 14 mM enthalten im
Durchschnitt ca. 35300 Fe?*-Ionen, withrend 100 nm RVE-Liposomen desselben Ansat-
zes durchschnittlich nur ca. 4400 Fe?"-Ionen enthalten. Diese Abschitzung verdeutlicht,
warum grofsere Vesikel deutlich grofere interne Aggregate aufweisen konnen und die in-
ternen Aggregate von kleineren Vesikeln kaum nachweisbar sind. Dies hangt auch mit
der Auflésungsgrenze der Cryo-TEM zusammen, die bei ca. 3 nm liegt. Somit kénnen nur
grokere Aggregate von NP dieser Grofse (s. Abb. 22a) deutlich identifizierbar abgebildet

werden.
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3.1 Vorbemerkungen

Ausgehend von den Erfahrungen zur Herstellung Fe*'-haltiger Liposomen wurden in
analoger Herangehensweise auch Polymervesikel, so genannte Polymersomen, untersucht,
die aus dem amphiphilen block-Copolymer 1,2-Polybutadien-polyethylenoxid (fortan mit
PB-PEO bezeichnet) aufgebaut sind (s. Abb. 24). Fiir Vesikelmembranen des ungela-
denen PB-PEO kann, anders als fiir Membranen von zwitterionischen Phospholipiden
wie POPC [64], eine geringe elektrostatische Wechselwirkung mit Fe?**-Tonen bzw. dem
Fe?*-PDC-Komplex erwartet werden. Dies sollte zum einen die Stabilitit von Fe?t-
haltigen Polymersomen erhohen. Zum anderen geht der deutlich schwécher ausgeprigte
amphiphile Charakter des PB-PEO mit einer wesentlich geringeren elektrostatischen Ab-
stolsung der PB-PEO-Polymersomen untereinander einher. Aus diesem Grund kénnen
Polymersomen nur bei vergleichsweise geringen PB-PEO-Konzentrationen von maximal
1,6 mM (vgl. [82]) prapariert werden. Bei hoheren Konzentrationen treten Aggregatio-
nen auf. POPC-Liposomen kénnen hingegen mit Lipidkonzentrationen von iiber 10 mM

hergestellt werden [76].

01\/\
n m OH

Z n =33

m = 27

Abb. 24: Struktur des eingesetzten 1,2-Polybutadien-polyethylenoxid (PB-PEO) block-

Copolymers mit der Anzahl der Monomereinheiten des jeweiligen Polymerblocks

Analog zu den POPC-Liposomen wurden verschiedene Herstellungsmethoden hinsicht-
lich ihrer Eignung zur Erzeugung von PB-PEO-Polymersomen getestet. Dabei zeigte
sich, dass mittels RVE-Methode keine Polymersomen erzeugt werden konnten. Mittels
der FHE-Methode gelang es indes, Polymersomen zu préparieren, so dass ausschlieflich
die FHE-Methode bei der Herstellung von PB-PEO-Polymersomen zum Einsatz kam.
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3.2 Einschluss von Fe?’"-lonen in Polymersomen

In Analogie zu den Untersuchungen von Fe?*-haltigen Liposomen wurde in 1,6 mM PB-
PEO-Polymersomen eine 60 mM Losung des Fe?t-PDC-Komplexes in TRIS-HCI-Puffer
mittels FHE eingeschlossen. Die so praparierten Polymersomen konnten durch Extrusion
auf Grofsen von 100 - 200 nm eingestellt werden. Ohne Extrusion wiesen Polymersomen-
dispersionen eine sehr breite Grofsenverteilung von 60 nm bis zu einigen Mikrometern
auf. Folglich konnte die Lichtmikroskopie als zusétzliche Charakterisierungsmethode fiir
Polymersomen mit Groéfen iiber 1 pum zum FEinsatz kommen. Die Aufreinigung von
Fe?*-haltigen Polymersomen erfolgte iiblicherweise mittels Dialyse, wobei EDTA zur ef-
fektiven Abtrennung von Fe?*-Ionen zugesetzt wurde. Bei der Dialyse konnte auf einen
osmotischen Ausgleich durch NaCl verzichtet werden, da die Polymersomenmembranen
sich trotz des wirkenden osmotischen Drucks als hinreichend stabil erwiesen. Aufgereinig-
te Polymersomendispersionen waren schwach rosa gefarbt und wiesen bei mehrwdéchiger

inerter Lagerung keine Tendenz zur Bildung von Aggregaten auf.

3.2.1 Charakterisierung von Fe?*-haltigen Polymersomen
Dynamische Lichtstreuung

PCS-Untersuchungen von nicht extrudierten, Fe?T-haltigen Polymersomendispersionen
ergaben, dass Polymersomen mit einer grofsen Vesikelgrofen-Verteilungsbreite (PDI>0.,4)
vorliegen. Fe?*-haltige Polymersomen konnten hingegen bei sukzessiver Extrusion durch
zunachst eine 200 nm und dann eine 100 nm Porenfiltermembran reproduzierbar auf

einen Z-Average von 130 - 140 nm mit einem PDI < 0,17 eingestellt werden.

Licht- und Elektronenmikroskopie

Nicht extrudierte, aufgereinigte Fe?*-haltige Polymersomendispersionen wurden mit-
tels Lichtmikroskopie untersucht. Dabei konnten auf einer représentativen Aufnahme
(Abb. 25) Vesikel in einem Groéfenbereich von 1,2 - 2/1 um detektiert werden. Die licht-
mikroskopische Beobachtung der Polymersomendispersion belegt somit die Bildung von
stabilen Vesikeln mit Gréfsen von iiber einem Mikrometer. Genauere Aussagen iiber die
Morphologie und Lamellaritéat der Vesikel sind mit den lichtmikroskopischen Aufnahmen
nicht moglich.

Mittels Cryo-TEM kann hingegen die Morphologie von Polymersomen néaher untersucht
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3.2 Einschluss von Fe**-Ionen in Polymersomen

Abb. 25: Lichtmikroskopische Aufnahme (100-fache Vergroferung) einer mittels GPC aufge-
reinigten, Fe?*-haltigen Polymersomendispersion; Gréfe ausgewihlter Vesikel: 2 ym
(a), 2,1 pm (b) und 1,7 pm bzw. 1,2 ym (c)

Abb. 26: Cryo-TEM-Aufnahme von extrudierten Polymersomen mit eingeschlossenem TRIS-
Puffer
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werden. Hierzu eignen sich extrudierte Polymersomen, da mit der Cryo-TEM nur Struk-
turen < 500 nm untersucht werden kénnen. Auf einer reprasentativen Aufnahme ist zu
erkennen, dass extrudierte PB-PEO-Polymersomen als unilamellare Vesikel mit einer ca.
12 nm dicken Membran vorliegen (Abb. 26). Die Polymersomenmembran ist somit ca.

dreimal so dick wie die von unilamellaren POPC-Liposomen.

Bestimmung des Eisengehalts von Polymersomendispersionen

Zur Bestimmung des Gehalts von in Polymersomen eingeschlossenem Eisen wurde die
spektrophotometrische Bestimmung mittels 1,10-Phenanthrolin eingesetzt. Diese bereits
bei der Bestimmung des Eisengehalts in Liposomen etablierte Methode konnte auf die
Bestimmung des Eisengehalts in Polymersomen iibertragen werden. In einem ersten
Schritt muss die Polymersomenmembran aufgelést werden, um eingeschlossene Fe?*-
Ionen freizusetzen. Aufgrund des abweichenden amphiphilen Charakters des PB-PEO
konnen Polymersomen nicht wie Liposomen durch Zusatz von TRITON X 100 unter
Micellbildung aufgelost werden. Entsprechende Tests verliefen negativ. Hingegen wer-
den Polymersomen durch Zusatz von Tetrahydrofuran (THF') vollstandig zerstort, was
mikroskopische Untersuchungen belegten. Da nach dem Auflésen der Polymersomen die
in der Losung verbleibende Matrix bei der Eisenquantifizierung stort, erfolgte die Eisen-
bestimmung in Polymersomendispersionen mit der Standard-Additions-Methode. Diese
Methode, die auch schon Anwendung bei der Analyse eisenhaltiger Liposomen gefunden
hat, liefert Ergebnisse mit einer nur sehr geringen Verfahrensstandardabweichung von
unter 5 %.

Mit der FHE-Methode wurden mehrfach Polymersomendispersionen mit einer 60 mM
Fe?T-PDC-Losung in TRIS-HCl-Puffer hergestellt und nach der Aufreinigung mittels
Dialyse der Fe?T-Gehalt spektrophotometrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 27
dargestellt.

Es wurde ein mittlerer Fe?T-Gehalt von 0,35 mM in dialysierten Polymersomendisper-
sionen erhalten. Dieser Wert wurde auch durch eine unabhéngige Bestimmung mittels
Flammen-Atomabsorptionsspektrokopie (FAAS) bestétigt. Die FAAS, bei der zunéchst
eine Siebenpunkt-Kalibration mit einem Eisenstandard erfolgte, diente dabei zur Verifi-
zierung der Richtigkeit der spektrophotometrischen Methode.

Zu Vergleichszwecken wurde des Weiteren eine mittels GPC aufgereinigte, Fe?t-PDC-

haltige Polymersomendispersion untersucht. Bei dieser Untersuchung kann der 100%-
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FeZ*-Gehalt in aufgereinigten, Fe?*-PDC-haltigen
Polymersomendispersionen

0
Fe?*-Gehalt
[mmol/]

Abb. 27: Spektrophotometrisch ermittelter Fe?*-Gehalt in aufgereinigten, Fe?*-PDC-haltigen
Polymersomendispersionen mit einer Startkonzentration von 60 mM Fe?*-PDC-
Komplex in TRIS-HCI-Puffer; Einfluss von Aufreinigungsmethode (GPC), Extrusion
und eingesetzter Fe?T-Spezies auf den Fe?*-Gehalt aufgereinigter Polymersomendi-

spersionen; * - Eisenbestimmung mittels FAAS

Wert des Eiseneinschlusses direkt nach der Generierung der Vesikeldispersion bestimmt
werden, da die rasche Aufreinigung mittels GPC nur wenige Minuten dauert. Bei der
Dialyse hingegen, die mehrere Stunden dauert, kann ein Verlust von verkapseltem Fe?'-
PDC-Komplex aus Polymersomen mit undichter Membran auftreten. Die mittels GPC
aufgereinigte Polymersomendispersion wies einen Fe?T-Gehalt von 0,43 mM auf. Dieser
Wert liegt am oberen Ende des Ergebnisbereichs der dialysierten Polymersomendisper-
sionen, so dass der Verlust von verkapseltem Fe?T-PDC-Komplex aus Polymersomen
wéahrend der Dialyse gegen TRIS-HCI-Puffer vernachlédssigbar scheint.

Weiterhin wurde der Einfluss der Extrusion auf den Fe?*"-Gehalt von dialysierten Poly-
mersomendispersionen untersucht. Es ist deutlich zu erkennen, dass mit abnehmender
Grofe der Vesikel ein geringerer intravesikulirer Fe*-Gehalt resultiert. Interessant ist,
dass bei der Extrusion durch eine 200 nm Filtermembran, bei der Polymersomen mit
einer mittleren Grofe von 175 nm mit einem PDI = 0,161 erhalten wurden, nur ei-
ne geringe Abnahme des Fe?"-Gehalts zu beobachten ist. Hingegen halbiert sich der
Fe?T-Gehalt bei der anschlieRenden 100 nm Extrusion, bei der Polymersomen mit einer
mittleren Grofe von 140 nm (PDI = 0,138) generiert wurden. Dieser Trend kann da-

mit erklért werden, dass durch die Verkleinerung der Vesikel zwar die Gesamtoberfliche
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konstant bleibt, aber das eingeschlossene Volumen und damit die eingeschlossene Fe?*t-
Menge abnimmt.

Eine Startkonzentration von 60 mM resultiert in einem Fe?*-Gehalt von maximal 0,4 mM
nach der Aufreinigung. Dies bedeutet, dass 0,7 % der eingesetzten Fe?**-Ionen in Poly-
mersomen eingeschlossen werden. Mit dem ermittelten Fe?t-Gehalt in Polymersomen
kann indes keine praktische Einschlusseffizienz analog zu POPC-Liposomen berechnet
werden, da der Platzbedarf eines einzelnen PB-PEO-Molekiils in der Polymersomen-
membran nicht bekannt ist.

Berticksichtigt man die um den Faktor sieben geringere Konzentration des Amphiphils
PB-PEO (1,6 mM) im Vergleich zu 10 mM FHE-POPC-Liposomen, so sind die erziel-
ten Einschlussraten in Polymersomendispersionen deutlich héher als bei FHE-POPC-
Liposomen. Schlieflich kénnen in 10 mM FHE-POPC-Liposomen nur maximal 1,3 %

der eingesetzten Fe?'-Tonen eingeschlossen werden (s. S. 29). Dies spiegelt auch die

umolFet
pwmol Lipid

menge normierten Einschluss-Wert angibt. Fiir PB-PEO ergibt sich ein Einschluss von

0,25 Zzzgf;z und fiir POPC ein Einschluss von maximal lediglich 0,079 Zzgff;; Folg-

lich lassen sich in PB-PEO-Polymersomen Fe*"-Ionen effizienter als in POPC-Liposomen

Verwendung der Einschluss-Einheit wieder, die einen hinsichtlich der Lipid-

verkapseln, allerdings nur bei relativ geringen Lipidkonzentrationen.

In einem Vergleichsexperiment wurden Polymersomendispersionen mit einer 60 mM
FeCly-Losung hergestellt und mit zwei Dialyseschritten aufgereinigt. Solche Polymer-
somendispersionen wiesen einen Fe?t-Gehalt von maximal 0,36 mM (mit FAAS be-
stimmt) auf, was vergleichbar mit dem durchschnittlichen Wert fiir Ansétze mit 60 mM
Fe?T-PDC-Komplex (s. Abb. 27) ist. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Einschlussrate von
Fe?T-Tonen in PB-PEO-Polymersomen nicht durch den Einsatz des abschirmenden PDC-
Liganden beeinflusst wird.

In spéteren Experimenten wurden zudem Polymerfilme mit einer 500 mM FeCl,-Losung,
d.h. mit einer mehr als achtfach héheren Fe?*-Konzentration, in TRIS-HCI-Puffer hy-
dratisiert. Fiir REM-ESMA-Untersuchungen (ESMA - Elektronenstrahl-Mikroanalyse)
wurden diese Dispersionen mit mindestens zwei zuséatzlichen Dialyseschritten gegen HoO
aufgereinigt, um externes FeCly bzw. den Puffer vollstdndig abzutrennen. Durch den
hoheren osmotischen Druck, sowohl durch eine hohere interne Fe?t-Konzentration als
auch durch den Einsatz von H,O als Dialysemedium, kénnte ein groferer Anteil von
Polymervesikeln undicht werden. Darauf deuten zumindest die Ergebnisse der Eisen-

quantifizierung solcher Polymersomendispersionen hin. Diese wiesen nach einer Dialyse
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in nur zwei Schritten, bei der nur noch eine extravesikuldre Eisenkonzentration von ca.
0,06 mM vorliegt, einen im Vergleich achtfach hoheren Gehalt an Eisen von 2,3 £+ 0,3 mM
auf. Durch die zwei zusétzlichen Dialyseschritte gegen HoO sank der Eisengehalt in der
Polymersomendispersion deutlich auf lediglich 0,42 mM. Dieser Wert liegt nur noch ge-
ringfiigig iiber dem oben aufgefiihrten Wert fiir aufgereinigte Polymersomendispersionen

mit einer Startkonzentration von 60 mM FeCls,.

3.2.2 Diskussion - Fe?"-haltige Polymersomen

PB-PEO-Polymersomen eignen sich zum Einschluss von 60 mM FeCl,- bzw. Fe?™-PDC-
Komplex-Losungen. Die mittels FHE hergestellten 1,6 mM PB-PEO-Dispersionen wie-
sen Polymersomen bis zu einer Grofe von ca. 2 um auf, wie lichtmikroskopische Un-
tersuchungen zeigten. Obwohl unextrudierte Polymersomendispersionen eine sehr breite
Grofenverteilung aufwiesen, waren sie fiir mehrere Wochen stabil. Der Eisengehalt in
aufgereinigten, Fe?T-haltigen Polymersomendispersionen konnte mit 1,10-Phenanthrolin
analog zu POPC-Liposomen, allerdings mit einer modifizierten Variante, bestimmt wer-
den. Es wurden Fe?T-Gehalte von bis zu 0,4 mM bestimmt, was durch eine unabhingige
Eisenbestimmung mittels FAAS abgesichert werden konnte. Der ermittelte Einschluss
von ca. 0,7 % der eingesetzten Menge an Eisen ist vergleichbar mit den bekannten Wer-
ten fiir die FHE [76]. Durch zusétzliche Extrusion von Fe?*-haltigen Polymersomen auf
unter 200 nm sinkt der Eisengehalt nochmals deutlich.

PB-PEO-Polymersomen weisen zudem vergleichbare Einschlussraten fiir Fe**-Losungen
sowohl mit als auch ohne den Stabilisator PDC auf. Dies deutet auf eine geringe Wech-
selwirkung des ungeladenen PB-PEQO mit ionischen Spezies hin.

Der Einfluss des osmotischen Drucks wéhrend der Dialyse zeigte sich eindrucksvoll bei
der Aufreinigung von mit 500 mM FeCl,-Losung hydratisierten Polymersomendisper-
sionen. Die fiir die ESMA notwendige Abtrennung von externem Puffer durch Dialyse
gegen HyO reduzierte den Eisengehalt in den so aufgereinigten Vesikeldispersionen auf
lediglich ca. 0,4 mM. Die Dialyse weist also Nachteile fiir die Aufreinigung von Polymer-
somendispersionen mit einer so hohen internen Eisenkonzentration auf. Dennoch stellt
auch die GPC in diesem Fall aufgrund der auftretenden Verdiinnung der Polymersomen-

dispersionen keine brauchbare Alternative zur Dialyse dar.
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3.3 Fallung von FeS in Polymersomen
3.3.1 Herstellung und Stabilitdt von FeS-haltigen Polymersomen

Aufgereinigte, Fe?™-PDC-Komplex-haltige Polymersomendispersionen wurden zur Aus-
fallung von intravesikuldrem FeS mit HyS versetzt (s. Abb. 28). Eine Variante dafiir
ist die Zugabe eines HyS-gesittigten TRIS-HCI-Puffers. Alternativ kann H,S-Gas mit-
tels Argon-Strom in die Polymersomdispersion eingeleitet werden. Es konnte jeweils eine
deutlich erkennbare dunkle Verfiarbung der rosa gefiarbten Dispersionen insbesondere bei
Inkubation mit HyS-Gas innerhalb von 10 - 30 Sekunden beobachtet werden. Bei den er-
haltenen, grau gefdrbten Dispersionen liefs sich trotz inerter Lagerung schon nach einem
Tag ein deutlicher Riickgang der Verfarbung erkennen, und die Dispersionen wiesen wie-
der eine rosa Farbung auf. Mit einer 500 mM oder 1000 mM FeCl,-Losung hergestellte,
aufgereinigte Polymersomendispersionen verfarbten sich bei der Inkubation mit gasfor-
migem HyS zunéchst orange und dann rasch schwarz (s. Abb. 29). Solche Dispersionen

blieben bei inerter Lagerung bis zu fiinf Wochen lang dunkel verfarbt.

H,S H,S

H,S

H,S

H,S
H,S

Abb. 28: Prinzip der Generierung von FeS in aufgereinigten, Fe?t-haltigen Polymersomen

durch Inkubation mit HoS

In Polymersomendispersionen, die sich wiahrend der inerten Lagerung entfarbt hatten,
konnte unabhingig von der eingesetzten Fe?'-Konzentration durch erneute Inkubation
mit HyoS abermals eine dunkle Verfarbung induziert werden. Allerdings war auch diese
dunkle Verfarbung nur wenige Stunden bis zwei Tage stabil. Mogliche Ursachen fiir die
beobachtete Reversibilitat der FeS-Fallungsreaktion wurden in Folgeexperimenten noch
eingehender untersucht (s. Kapitel 3.3.4).

Des Weiteren wurde bei praktisch allen durch die Inkubation mit HsS anhaltend dunkel
verfarbten Polymersomendispersionen die Bildung geringer Mengen eines weifsen Riick-
stands nach 24 - 72 Stunden beobachtet. Bei Proben, die sich alsbald nach der dunklen
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Abb. 29: Verfarbung einer aufgereinigten, FeCly-haltigen Polymersomendispersion (Startkon-
zentration: 500 mM FeCly) im Verlauf der Begasung mit HoS von anfinglich farblos
(a) iiber orange (b) und grau (c) bis schwarz (d)

Verfarbung wieder entfirbt hatten, bildete sich kein solcher Riickstand. Zudem wurde
eine raschere Bildung des weifsen Riickstands bei Lagerung an Luft im Vergleich zu inert
gelagerten Proben beobachtet. Eine Analyse des mit HoO gewaschenen weifsen Riick-
stands mittels Massenspektrometrie (Elektrospray-Ionisation) und der Vergleich mit ei-
nem Referenz-Massenspektrum zeigten, dass sich eindeutig Schwefel Sg im Riickstand
befindet. Dies belegen der Molpeak bei m/z = 264 und das fiir Sg charakteristische
Fragmentierungsmuster (s. Abb. 71, S. 183 im Anhang). Die aufgenommenen Massen-
spektren geben indes keine Anhaltspunkte dafiir, dass sich auch PB-PEO, Zersetzungs-
produkte davon oder andere organische Substanzen in dem weiften Riickstand befinden.
Der Schwefel in der Probe ist hochstwahrscheinlich das Resultat einer Oxidation von
HsS in den préaparierten Dispersionen. Die Oxidation von HsS konnte durch nicht zu
eliminierende Spuren von Luftsauerstoff und Lagerung an Licht [83] oder aber durch
Fe?"-Tonen [84] erfolgen.

Die Stabilitdit von PB-PEO-Polymersomen gegeniiber FeS wurde analog zu POPC-
Liposomen in Vesikelstabilitétstests in Zusammenarbeit mit K. Riidel (Lehrstuhl fiir
Pharmazeutische Technologie) untersucht. Dazu wurde ein PB-PEO-Polymerfilm mit
TRIS-HCI-Puffer hydratisiert, die erhaltene Dispersion auf Partikel mit einem Durch-
messer von ca. 140 nm extrudiert und anschliefend mit einer 5 mM FeS-Suspension
in TRIS-HCI-Puffer versetzt. Die zeitliche Stabilitdt der PB-PEO-Polymersomen wurde
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mittels PCS verfolgt. Dabei zeigte sich, dass PB-PEO-Polymersomen mehr als 48 Stun-
den in Gegenwart von FeS-Partikeln stabil sind. Die PCS-Daten belegen, dass sich die
mittlere Grofse der Polymersomen praktisch nicht verdndert, wohingegen eine Zunahme
des PDI von 0,124 auf 0,242 zu beobachten ist. Begleitende Cryo-TEM-Untersuchungen
der Proben zeigten, dass sich PB-PEO-Polymersomen in Gegenwart von FeS-Partikeln
zwar leicht in der Form hin zu Ellipsoiden, hingegen nicht in der Grofe verdandern.

Erginzend zu diesen Untersuchungen wurde die Grofenstabilitit von mit 60 mM Fe?*-
PDC-Losung hergestellten, extrudierten Polymersomendispersionen nach der Inkubati-
on mit HsS untersucht. Nach der Aufreinigung wurden die Polymersomen (Z-Average:
138,4 nm mit PDI = 0,127) zum einen mit HyS-gesittigtem TRIS-HCl-Puffer und zum
anderen direkt mit H,S-Gas behandelt. Dabei verdnderte sich im ersten Fall der Z-
Average und PDI nach der Inkubation praktisch nicht, wihrend im Fall der Inkubation
mit gasformigem HsS zunéchst ein Anstieg des Z-Average auf 211,2 nm und des PDI
auf 0,229 gemessen wurde. Gleichwohl wies diese Dispersion bei PCS-Messungen nach
fiinf Tagen wieder vergleichbare Parameter wie vor der Inkubation auf. Auch die anders
inkubierte und die nicht inkubierte Dispersion wiesen nach 5 Tagen einen vergleichba-
ren Z-Average und PDI auf. Die reversible Verdnderung von Z-Average und PDI in der
mit gasformigem HsS inkubierten Probe konnte zum einen auf eine Reversibilitéat der
FeS-Fillung hindeuten (s. Kapitel 3.3.4). Andererseits ist es auch moglich, dass in der
Dispersion noch vorhandene kleine HyS-Gasblasen zunéchst die Messung beeinflussen.

Solche Gasblasen hétten sich indes nach mehreren Tagen vermutlich aufgel6st.

3.3.2 Spektroskopische Verfolgung der Bildung von FeS in Polymersomen

Zur spektroskopischen Verfolgung der Vorginge bei der Reaktion des intravesikuldren
Fe?T-PDC-Komplexes mit zugesetztem H,S erfolgten UV /Vis-Untersuchungen. Da bei
der Inkubation mit HyS-Gas schon nach weniger als 30 Sekunden keine Farbanderung
der Dispersion mehr erkennbar war, musste HoS in ,verdiinnter Form eingesetzt werden,
um den Prozess der FeS-Féllung zu verlangsamen und ihn angemessen mittels UV /Vis-
Spektrokopie verfolgen zu kénnen. Dies konnte durch den Einsatz einer 25 mM H,S-
Losung in TRIS-HCI-Puffer bewerkstelligt werden.

Da Polymersomen einfallendes Licht intensiv streuen, weist das UV /Vis-Spektrum von
aufgereinigten, Fe?"-PDC-Komplex-haltigen Polymersomendispersionen eine charakte-

ristische Streulichtkurve tiber den gesamten Messbereich auf. Die Streulichtkurve {iber-
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Abb. 30: (a): UV/Vis-Spektrum von aufgereinigten, Fe?*-PDC-haltigen Polymersomen und
(b): dessen zeitliche Verdnderung nach Inkubation mit 25 mM HsS-Lésung in TRIS-
HCI-Puffer (b); Indizierung der Absorptionbande des Fe?t-PDC-Komplex durch
Pfeile

lagert sich dabei mit der Absorptionsbande des Fe?T-PDC-Komplex, welche bei Wellen-
langen von 420 - 600 nm detektiert wird (s. Abb. 30a).

Der zeitliche Verlauf der Inkubation von aufgereinigten, Fe?T-PDC-Komplex-haltigen
Polymersomen mit einer TRIS-HCI-Pufferlésung mit 25 mM gelosten HyS wurde UV /Vis-
spektroskopisch verfolgt, beginnend beim frithestmoglichen Zeitpunkt tg, 120 Sekun-
den nach dem Mischen der Dispersionen. Um den stérenden Einfluss der Lichtstreuung
durch die Polymersomen zu eliminieren, wurde von den aufgenommenen Spektren das
Ausgangsspektrum zum Zeitpunkt tog subtrahiert (Abb. 30b). Die erhaltenen Graphen
zeigen deutlich, dass sich im Verlauf der Inkubation die Absorption genau im Bereich
der Absorptionsbande des Fe?T-PDC-Komplexes kontinuierlich verringert. Dies ist auf
die Verringerung der verfiigbaren Fe?*-Konzentration durch Ausfillung zuriickzufiihren.
Gleichzeitig steigt die Absorption im Wellenldngenbereich unter 400 nm. Dies kann der
Bildung von Partikeln bzw. Aggregaten zugeschrieben werden und ist ein Indiz fiir die
Bildung von FeS-Aggregaten. Die Beschreibung der auftretenden Effekte ist nur phé-
nomenologisch, da hier die FeS-Fallungsreaktion sichtbar verlangsamt im Vergleich zur
Inkubation mit HyS-Gas auftritt. Es wird diskutiert, dass die Geschwindigkeit der intra-
vesikuldren Metallsulfid-Fallungsreaktion abhéngig von der Menge des in die Dispersion
eingebrachten Fallungsreagenz HyS ist [20]. Allerdings zeigten neuere Untersuchungen,
dass die Permeation von HyS ins Vesikelinnere nicht der geschwindigkeitsbestimmende

Schritt der Fallungsreaktion ist [18]. Vielmehr scheint die Geschwindigkeit der intravesi-
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kuléren Bildung von Metallsulfiden, betrachtet am Beispiel von CdS, durch komplexere
Interaktionen von sulfidischen Spezies mit anderen Komponenten des Vesikelinneren

bzw. der -membran bestimmt zu sein [18].

3.3.3 Lokalisierung des FeS-Niederschlags in Polymersomen
Makroskopische Untersuchungen

Um abzusichern, dass der beobachtete Prozess der FeS-Fillung auch tatséchlich im Inne-
ren von Fe?*-haltigen Polymervesikeln abliuft, wurden geeignete Versuchsserien durch-
gefiihrt und photographisch dokumentiert (s. Abb. 31 und 32). In aufgereinigten, leicht
rosa gefirbten, Fe?T-PDC-Komplex-haltigen Polymersomendispersionen mit einem Fe?*-
Gehalt von ca. 0,35 mM geht die FeS-Fallung durch Inkubation mit HsS, selbst in Gegen-
wart eines 30-fachen Uberschusses (15 mM) an externem EDTA, vonstatten (s. Abb. 31).
Leere Polymersomen mit extern zugesetzter 0,5 mM Fe?T-PDC-Komplex-Losung verfir-
ben sich zwar bei Inkubation mit HyS ebenfalls dunkel (s. Abb. 32, links oben). Indes
verschwindet die rétliche Farbung der Dispersion bei Zusatz eines EDTA-Uberschusses
und eine dunkle Verfirbung bei Inkubation mit HyS kann nicht mehr beobachtet werden
(s. Abb. 32, links unten). Somit muss die beobachtete Féllungsreaktion in aufgereinig-
ten, Fe?*-haltigen Polymersomen intravesikulir ablaufen. Die inhibierende Wirkung von
EDTA auf die FeS-Fallung konnte auch in Abwesenheit von Vesikeln eindrucksvoll be-
legt werden (s. Abb. 32, rechts). Bereits die Zugabe einer d&quimolaren Menge an EDTA
geniigt, um die Fallung von FeS aus einer 0,5 mM Fe*"-PDC-Komplex-Losung durch
Inkubation mit HyS zu verhindern.

Durch Zusatz von THF werden Fe?*-haltige Polymersomen in der Dispersion zerstort. Ei-
ne, wenngleich deutlich abgeschwiéichte, farbliche Verédnderung der entstandenen Losung
bei der Inkubation mit HsS ist dennoch weiterhin zu beobachten (s. Abb. 31, rechts).
Wird vor dem Mischen mit THF eine beziiglich der Fe**-Ionen dquimolare Menge EDTA
zugesetzt, kann keine Verfarbung der Losung bei Inkubation mit HyS beobachtet werden.

Dies belegt zusétzlich, dass die FeS-Féllung innerhalb der Polymersomen abléuft.
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Polymersomen mit intravesikulirem Fe*-PDC-Komplex

H.S

N
®»
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Abb. 31: Versuchsschema zum Nachweis der intravesikuldren FeS-Fiallung in aufgereinigten,
Fe?*-PDC-Komplex-haltigen PB-PEO-Polymersomen bei Inkubation mit HyS-Gas
(oben); Startkonzentration: 60 mM Fe?*-PDC-Komplex; Kontrolle (links unten):
FeS-Fillung auch bei Gegenwart eines 30-fachen Uberschusses an externem EDTA
zu beobachten; unten rechts: Solubilisierung von Fe?*-haltigen Polymersomen mit

THF lisst eine Reaktion von Fe?*-Ionen mit HyS immer noch zu (nach [53])
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Polymersomen mit extra- - .
vesikularem Fe2:PDC- Fe™-PDC-L&sung (0,5 mM)
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Abb. 32: Versuchsschemata zur Verdeutlichung des inhibierenden Einflusses von EDTA auf
die FeS-Fillung; oben: FeS-Fillung aus einer 0,5 mM Fe?T-PDC-Komplex-Lsung
ohne (rechts) sowie in Gegenwart von 1,6 mM pufferhaltigen PB-PEO-Polymersomen
(links) in Abwesenheit von EDTA beobachtbar; unten links und Mitte: generelle
Inhibierung der FeS-Fillung aus einer Fe?T-PDC-Komplex-Losung bei Zusatz eines
EDTA-Uberschusses; unten rechts: Zusatz von THF zu einer 0,5 mM Fe?T-PDC-
Komplex-Losung verhindert FeS-Féllungsreaktion bei Inkubation mit HoS-Gas nicht
(nach [53])
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Abb. 33: Lichtmikroskopische Aufnahmen von aufgereinigten, Fe?T-PDC-haltigen Polymer-
somen vor (a) und nach (b) der Inkubation mit 25 mM HyS-Losung in TRIS-HCI-
Puffer; Fixierung der Vesikel auf dem Objekttrager mit Poly-L-Lysin

Lichtmikroskopische Untersuchungen

Ergédnzend zum makroskopischen Nachweis der intravesikuldren FeS-Fallung sollte in mi-
kroskopischen Untersuchungen die FeS-Fallung in diskreten Vesikeln visualisiert werden.
Da sich in unextrudierten Polymersomendispersionen auch Vesikel mit einem Durchmes-
ser im einstelligen Mikrometerbereich befinden, erfolgten zunéchst lichtmikroskopische
Untersuchungen. Fiir die Untersuchungen wurden aufgereinigte, Fe?"-PDC-Komplex-
haltige Polymersomendispersionen vor und nach der Inkubation mit HyS mittels Licht-
mikroskopie (Durchlicht) charakterisiert. Dazu wurden die Polymersomen auf einem Ob-
jekttriager mit Poly-L-Lysin fixiert.

Représentative Aufnahmen dieser Untersuchungen zeigen, dass sich vor der Inkubation
mit HyS nur Vesikel ohne erkennbare dunkle Schatten in der Probe befinden (Abb. 33a).
In der mit H,S inkubierten Probe weist indes eine Vielzahl von Vesikeln eindeutig er-
kennbare dunkle Niederschldge auf (Abb. 33b). Die genaue Lokalisierung der dunklen
Niederschldge kann gleichwohl nicht ermittelt werden, da die vesikuldren Strukturen
nicht mehr klar voneinander abgegrenzt vorliegen. Dennoch zeigen die dunklen Aggre-
gate eine mogliche Ursache fiir die dunkle Verfarbung von mit HyS inkubierten Polymer-

somendispersionen.
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Abb. 34: TEM-Aufnahmen einer eingetrockneten Probe aufgereinigter, Fe?t-PDC-haltiger

Polymersomen nach der Inkubation mit HoS

Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Ergénzend zu den lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden verschiedene elektro-
nenmikroskopische Methoden hinsichtlich ihrer Eignung zur Visualisierung und zum
Nachweis der intravesikuldren FeS-Fallung in diskreten Vesikeln getestet. Hierbei war
die Herausforderung grof, die Probenpréparation unter inerten Bedingungen zu bewerk-
stelligen. Dies ist von enormer Bedeutung, da die zu erwartenden FeS-Aggregate im
Nanometerbereich und aufgrund der groften Oberfliche besonders oxidationsempfindlich
sind [85]. Bei TEM-Untersuchungen sollten sich eisenhaltige Aggregate aufgrund der
héheren Ordnungszahl von Eisen im Vergleich zu den konstituierenden Elementen des
PB-PEO Kohlen-, Sauer- und Wasserstoff deutlich durch ihren dunklen Kontrast von

ihrer Umgebung abzeichnen.

TEM-Untersuchungen

In TEM-Untersuchungen wurden aufgereinigte, Fe?*-PDC-Komplex-haltige Polymerso-
men vor und nach der Inkubation mit HyS charakterisiert. Die Proben wurden auf ei-
nem Grid aufgetragen, eingetrocknet und nach einem ggf. notwendigen Waschschritt mit
H,0 untersucht. Mit dieser Methode wurden indes nur méafig aussagekraftige und zudem
schlecht reproduzierbare Ergebnisse erhalten. In mehreren Proben, die zuvor mit HyS

inkubiert wurden, konnten dunkel kontrastierte Vesikel als dominierende Spezies neben
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vereinzelt auffindbaren Vesikeln mit deutlich erkennbaren dunklen, vermutlich internen
Aggregaten beobachtet werden (s. Abb. 34). Dabei kann der dunkle Kontrast von grofen
Vesikeln auf das grofse interne Volumen zuriickgefiihrt werden, das den Elektronenstrahl
beim Durchgang stérker schwécht als der intravesikuldre Raum kleiner Vesikel (s. Abb. 34
links). Dieser Effekt bewirkt, das grofse Vesikel mit dunklerem Kontrast erscheinen als
kleinere Vesikel. Die beobachteten dunklen Aggregate scheinen intravesikuldr zu sein,
konnten aber im Verlauf der TEM-Untersuchungen nicht nidher charakterisiert werden.
Es fallt aufserdem auf, dass alle Vesikel < 100 nm keine erkennbaren intravesikuléren
Aggregate und auch grofsere Vesikel nur selten interne Aggregate aufweisen.

Um die auftretende FeS-Féllungsreaktion auch in diskreten Vesikeln nachweisen zu kon-
nen, missen die gebildeten Aggregate hinreichend grofs sein. Da dies bei den zuerst
praparierten Proben nicht der Fall war, konnte eine Erhohung der Menge an intra-
vesikuldren Fe?*-Tonen zur Bildung von potenziell groferen und damit detektierbaren
FeS-Niederschlédge fithren. Darum wurden in Folgeexperimenten zum einen Vesikel mit
einem Durchmesser im Mikrometerbereich mittels REM-EDX zur Detektion und zur
Elementanalyse von potenziellen FeS-Aggregaten untersucht. Zum anderen wurden Ve-
sikeldispersionen mit héheren Fe?T-Konzentrationen (500 mM FeCly) hergestellt und

nach Inkubation mit HyS mittels Cryo-TEM charakterisiert.

Cryo-TEM-Untersuchungen

Fiir hohere intravesikulare Eisengehalte wurden Polymersomen mit einer 500 mM FeCl,-
Losung hydratisiert und mittels Dialyse aufgereinigt. PDC kam als Stabilisator nicht zum
Einsatz, da PDC mit Fe?*-Ionen einen kristallinen Feststoff bei Fe?*-Konzentrationen
iiber 60 mM bildet. Ohne Stabilisator konnte die Bildung von Fe(OH),-Niederschlidgen
allerdings nicht ausgeschlossen werden, denn es wurde bei einem pH-Wert von 7,4 gear-
beitet (vgl. Kapitel 2.2). Die Bildung von Fe(OH),-Niederschlédgen ist jedoch unproble-
matisch aufgrund der Tatsache, dass sich aus Fe(OH), durch die Reaktion mit Schwefel-
wasserstoff FeS bildet, wie Vergleichsexperimente zeigten. Die Ursache dafiir liegt in den
unterschiedlichen Loslichkeitsprodukten von FeS und Fe(OH),, wobei FeS das niedrigere
Loslichkeitsprodukt aufweist [63].

FeCl,-haltige Polymersomen wurden nach der inerten Praparation mit HyS inkubiert,
wobei eine dunkle Verfarbung beobachtet werden konnte (s. Abb. 29). In anschliefen-

den Cryo-TEM-Untersuchungen wurden Proben vor sowie nach der Inkubation mit HsS
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Abb. 35: Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten, 500 mM FeCls-haltigen Polymersomen
vor (links) und nach (rechts) der Inkubation mit HoS

untersucht. Es zeigte sich, dass sich bei der Hydratisierung ausschlieflich unilamellare
Vesikel gebildet hatten. Zudem weisen deutlich tiber 50 % der Polymersomen in der nicht
inkubierten Probe eindeutig intravesikulidre Aggregate auf (s. Abb. 35 links). Der dunkle
Kontrast weist auf eisenhaltige Aggregate hin. Diese sind vermutlich Zusammenballun-
gen von Fe(OH),-Niederschldgen, da in dem Experiment kein stabilisierender Ligand wie
PDC eingesetzt wurde.

Durch die Inkubation mit HoS konnte eine dunkle Verfarbung der Dispersion makrosko-
pisch beobachtet werden. Indessen liefen sich bei den Cryo-TEM-Untersuchungen nur
in wenigen Féllen erkennbare intravesikuldre Aggregate detektieren. Die bei nicht in-
kubierten Proben beobachteten Aggregate waren komplett verschwunden. Dafiir wiesen
wenige Vesikel kompakte, membran-assoziierte dunkle Aggregate auf (s. Abb. 35 rechts).
Aufserdem konnte eine schwache, dunkle Verfarbung von Polymersomenmembranen be-
obachtet werden, die auf winzige FeS-Aggregate zuriickzufiihren sein konnte (s. Pfeile in
Abb. 35 rechts). Mehrere Polymersomen weisen aulerdem klar erkennbare Deformatio-
nen auf und sind tiberdies nicht mehr sphérisch (vgl. bb. 35 links). Polymersomen vor der
Inkubation mit HyS waren hingegen nahezu einheitlich sphérisch. Haufig waren zudem
fadenartige Strukturen zu erkennen, die auf eine Verdnderung der Polymermembran und
die Ausbildung anderer Packungsstrukturen des PB-PEO hindeuten (s. Abb. 35 rechts).

Solche Strukturen wurden in einigen Féllen auch in anderen Proben beobachtet, fiir die
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eine dltere PB-PEO-Charge verwendet wurde. Die Inkubation mit HyS veréndert also
offensichtlich bei einem Teil der Polymersomen die Form und hat auch einen gewissen
Einfluss auf die Stabilitdt des PB-PEO (Auftreten anderer Packungsstrukturen).
Durch die Erhohung des Eisengehalts in Polymersomen konnten somit zwar Hinweise
auf die Bildung von FeS-Aggregaten in Form kleiner, membranstandiger Aggregate ge-
funden werden. Gleichwohl scheinen sich keine diskreten FeS-Partikel zu bilden, die grofs
genug sind, um eindeutig mittels Cryo-TEM detektiert zu werden. Die Schwierigkeit, in-
travesikular gebildete Metallsulfide mittels Elektronenmikroskopie zu detektieren, wird
auch in der Literatur [19] beschrieben. Dort wird vermutet, dass sich die gebildeten
Metallsulfidpartikel von wenigen Nanometern Grofe als diinne Schicht an der inneren
Vesikeloberfléche ablagern [19].

REM-EDX-Untersuchungen eingetrockneter Proben

Zur Untersuchung von aufgereinigten, Fe?*-haltigen Polymersomen mit Grofen im Mi-
krometerbereich erfolgten rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen. Die Wechsel-
wirkung des Elektronstrahls mit der Probe fiihrt zur Freisetzung von Elektronen und von
Rontgenstrahlung aus der Probe. Diese freigesetzten Elektronen sowie charakteristische
Rontgenstrahlung aus der Probe konnen Aufschluss iiber die Art und die Lokalisierung
von Elementen in der Probe geben. Eine Auswahl der an der Probenoberfliche generier-
ten Elektronen und der elektromagntischen Strahlung samt der notwendigen Detektoren
zur Analyse derselben ist in Abb. 36 dargestellt. Der auf die eingetrocknete Probe tref-
fende Primarelektronenstrahl generiert bei ausreichender Leitfahigkeit der Probe u.a.
Sekundéarelektronen (SE), die aus einer Tiefe von ca. 1 - 10 nm unter der Probenober-
fléche stammen [86] und somit Auskunft iiber die Topographie der Probe geben konnen.
Zudem konnen so genannte Riickstreuelektronen (BSE), die aus einer Tiefe von ca. 10 -
1000 nm stammen [86] und somit eine Tiefeninformation geben, mit einem geeigneten
Detektor registriert werden. Schlieklich kénnen die in der Probe enthaltenen Elemente
anhand der charakteristischen Rontgenstrahlung, die bei der Wechselwirkung der Atome
mit priméren oder sekundéren Elektronen freigesetzt wird, mithilfe eines EDX-Detektors
identifiziert werden [86].

Zunachst musste eine geeignete Praparation fiir die REM-Untersuchungen gefunden wer-
den. Als optimal erwies sich die modifizierte Aufreinigung von Fe?-haltigen Polymer-

somendispersionen mit einem zusétzlichen Dialyseschritt gegen destilliertes HoO. Nach
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BSE-Detektor
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Abb. 36: Vereinfachte Darstellung der méglichen Detektionsmdoglichkeiten bei der Rasterelek-
tronenmikroskopie REM (links) und REM-Aufnahme (SE-Detektor) von aufgerei-
nigten, Fe?*-PDC-haltigen Polymersomen nach Inkubation mit HyS (rechts)

einer ggf. erfolgten Inkubation mit HyS wurden 10 pl der Probe auf einen Silizium-Wafer
aufgetragen. Nach dem Eintrocknen war kein zusétzlicher Waschschritt mit destilliertem
H50O zur Abtrennung von externem Puffer notwendig. Ein solcher Waschschritt erwies
sich als unpraktikabel. Eine REM-Aufnahme einer so préaparierten Polymersomenprobe
mit SE-Detektor ist in Abb. 36, rechts zu sehen. Es sind diskrete Vesikel mit einer Grofe
von einigen Hundert Nanometern zu erkennen.

Um Aussagen zur Lokalisierung des gebildeten FeS-Niederschlags in diskreten Vesikeln
zu erhalten, wurden aufgereinigte, Fe?*-haltige Polymersomendispersionen mit H,S in-
kubiert. Nach der Praparation auf einem Siliziumwafer wurden die Proben mit einem SE-
Detektor bei unterschiedlichen Anregungsenergien untersucht, um die Oberfliche bzw.
das Innere der préaparierten Polymersomen zu charakterisieren. ,Schwere” Elemente mit
hoherer Ordnungszahl wie Eisen weisen dabei einen helleren Kontrast im Vergleich zu

seichten” Elementen wie Kohlenstoff und Sauerstoff auf [86].

Bei niedrigen Anregungsenergien des Primérelektronenstrahls von 0,8 - 2 keV sind mit
dem SE-Detektor keine hellen Kontraste zu erkennen (Abb. 37a, b). Folglich sind keine
schweren Elemente, d.h. kein Eisen, in und auf der Membran vorhanden. Hingegen ist ei-
ne Art Ausbeulung der Vesikelmembran, die auf einen internen Niederschlag hinweist, in
Abb. 37a deutlich sichtbar. Bei einer htheren Anregungsenergie von 7 keV, bei der auch

ein Teil des Vesikelinneren mit angeregt wird [86], sind weifie Bereiche in einigen Vesi-
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Abb. 37: REM-Aufnahme (SE-Detektor) von aufgereinigten, Fe?*-PDC-haltigen Polymerso-
men nach Inkubation mit HaS bei Anregungsenergien von 0,8 keV (a), 2 keV (b) und
7 keV (c)

keln sichtbar (Abb. 37¢), die die Anwesenheit von Elementen mit hoherer Ordnungszahl
beweisen. Aufnahmen derselben Probe mit einem BSE-Detektor, der eine Information
iiber das Vesikelinnere liefert, zeigen vergleichbare helle Bereiche in Vesikeln.

Die Ergebnisse bei verschiedenen Anregungsenergien (SE-Detektor) und die Untersu-
chung mit BSE-Detektor weisen folglich auf eine intravesikuldre Bildung eines Nieder-
schlags mit einem schweren Element hin. Da Eisen das Element mit der mit Abstand
hochsten Ordnungszahl in der Probe ist, sollte der Niederschlag eisenhaltig sein.

Um die potenzielle Zusammensetzung des Niederschlags zu ermitteln, erfolgten an iden-
tisch priparierten Proben (einer aufgereinigten, Fe?*-haltigen Polymersomendispersi-
on nach Inkubation mit HoS) REM-EDX-Untersuchungen. Mittels REM-EDX konnen
die in einem definierten Probenareal vorliegenden Elemente anhand ihrer charakteris-
tischen Rontgenstrahlung identifiziert werden [86]. Es konnte eindeutig das Vesikel-
assoziierte Vorliegen von Fe und S anhand der K-Linien im EDX-Spektrum bestétigt
werden (Abb. 38, rote Linie). Bei Vergleichsmessungen in der Umgebung von diskreten
Vesikeln konnten weder Fe noch S detektiert werden (Abb. 38). Zudem konnten die in
der Probe ebenfalls vorliegenden Elemente C, O und Cl sowie Si vom Probentriager de-
tektiert werden.

Die vesikel-assoziierte Colokalisation von Fe und S ist ein weiterer Beleg fiir die intrave-
sikuldre FeS-Féllung, da in die Probe eingebrachtes HyS die einzige Schwefelquelle ist.
Indessen wiirde HyS, falls es keinen FeS-Niederschlag bildet, beim Eintrocknen aus der

Dispersion hinausdiffundieren und nicht mehr mit EDX nachweisbar sein.
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Abb. 38: REM-EDX-Spektrum von aufgereinigten, Fe?*-haltigen Polymersomen (Startkon-
zentration: 60 mM FeCly) nach Inkubation mit HsS (rot) und deren Umgebung
(griin); Zuordnung der Peaks zu K-Linien der Elemente (sowie zusétzlich L-Linien

von Fe) in der Probe und dem Probentréger

3.3.4 Reversibilitdt der FeS-Fallungsreaktion in Polymersomen

Die in aufgereinigten, Fe?*-haltigen Polymersomendispersionen beobachtete dunkle Ver-
farbung bei der Inkubation mit HsS erwies sich als zeitlich nicht stabil. Das Verschwinden
der dunklen Verfarbung kann verschiedene Ursachen haben. Eine erste Moglichkeit ist
die Oxidation der gebildeten, sehr oxidationsempfindlichen FeS-Partikel durch Luftsau-
erstoff. Diese Moglichkeit ist unwahrscheinlich, da begaste Proben unter inerten Be-
dingungen prapariert und gelagert wurden. Als zweites ist denkbar, dass Vesikel mit
intern gebildetem FeS wéahrend der Lagerung undicht werden und extern vorhandenes
EDTA in die Vesikel eindringt. Dies kénnte zur Auflésung von vorhandenen FeS-NP in
Polymersomen fithren. Auch diese Erklarung ist unwahrscheinlich, da eine wiederholte
Inkubation entfarbter Polymersomendispersionen mit HyS erneut eine dunkle Verfér-
bung induziert. Wiirden Fe?*-Ionen in Form eines EDTA-Komplexes vorliegen, wiirde
keine FeS-Féllung stattfinden. Eine dritte Erklarung erscheint plausibler. So kénnten sich
gebildete FeS-Partikel aufgrund abnehmender H,S- und damit S?~-Konzentration in der
Polymersomendispersion wieder auflosen, da das FeS-Fallungsgleichgewicht (s. Reakti-
on 2) wieder auf die linke Seite verschoben wird. Bei der Lagerung in Abwesenheit von

H,S konnte dies die Ursache fiir das Verschwinden der Verfarbung darstellen.
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Fe?* 4+ S*~ = FeS) (2)

Denn beim Einschluss einer 60 mM Fe?*-PDC-Komplex-Losung in Polymersomen er-
folgte der Riickgang der bei der HyS-Inkubation beobachteten dunklen Verfarbung schon
innerhalb von 24 Stunden. Der Riickgang wurde trotz Lagerung unter Argon beobach-
tet. Erfolgte hingegen nach der Inkubation mit HyS die Lagerung unter einer inerten
HsS-Atmosphére, blieb eine dunkle Verfarbung deutlich lénger bestehen. Unter diesen
Bedingungen blieben mit einer 60 mM FeCly-Losung hydratisierte und anschliefsend
aufgereinigte Polymersomen mehr als neun Wochen lang nach der Inkubation mit HsS
dunkel verfarbt.

Bei Einsatz von deutlich héheren Fe?*-Konzentrationen von 500 mM blieb die auftre-
tende dunkle Verfarbung auch bei Lagerung unter Argon deutlich ldnger fiir eine oder
mehrere Wochen bestehen. Eine mogliche Erklarung hierfiir kann die Bildung von mehr
oder auch groferen FeS-Partikeln sein.

In ergdnzenden Untersuchungen sollte geklirt werden, ob sich die phdnomenologisch be-
schriebene Reversibilitdt der FeS-Fallung auch mittels REM-EDX belegen lasst. Von der
Annahme ausgehend, dass sich gebildetes FeS bei abnehmender HyS-Konzentration in
der Vesikeldispersion wieder auflost, wurden in Vergleichsexperimenten CdS-haltige Po-
lymersomen unter analogen Bedingungen hergestellt. CdS weist ein im Vergleich zu FeS

um mehr als acht Grofenordnungen niedrigeres Loslichkeitsprodukt von K, = 10727 mlgl?

auf [63] und ist somit deutlich schwerldslicher als FeS. Darum sollten in Polymersomen
gebildete CdS-Partikel unter identischen Lagerungsbedingungen signifikant stabiler als
FeS-Partikel sein.

Als Analysenmethode zum Vergleich verschiedener Lagerungsbedingungen bot sich die
ESMA an. Mit dieser Methode kann der prozentuale Anteil aller vorhandenen Elemente
in dem untersuchten Bereich der Probe ermittelt werden. Aus den prozentualen Anteilen
der einzelnen Elemente konnen bei ausreichender Analytenmasse normierte Elementkon-
zentrationen von Fe, Cd und S bestimmt werden, die dann zum Vergleich verschiedener
Proben herangezogen werden kénnen. Um ausreichende Mengen der zu bestimmenden
Elemente fiir die ESMA zu gewahrleisten, wurden Polymersomenproben durch intensi-
ves Uberleiten von Argon zunichst eingeengt, um eine hohere Polymersomenkonzentra-
tion zu erreichen. Anschlieffend wurden die aufkonzentrierten Polymersomendispersio-
nen mit HyS inkubiert und dann unter Argon-haltiger HyS-Atmosphére, unter Argon-

Atmosphére sowie an Luft gelagert. Mit der Praparation wurden Polymerfilme, nicht
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Abb. 39: REM-ESMA von FeS-haltigen (links) und CdS-haltigen (rechts) Polymersomen
nach 24-stiindiger Lagerung unter verschiedenen Bedingungen (unter inerter HoS-
Atmosphére, unter Argon sowie an Luft (O2)): Darstellung der jeweiligen normierten

Elementkonzentration von S, Fe und Cd

diskrete Vesikel, auf dem Probentréager aufgebracht und untersucht, um eine ausreichen-
de Menge der Analyten fiir eine qualitative EDX-Analyse zu gewéhrleisten.

Ist die Verringerung der HsS-Konzentration in der Polymersomendispersion tatséchlich
die Ursache fiir das Auflésen von FeS-Partikeln, so sollte in der FeS-haltigen Polymer-
somendispersion die Konzentration von Schwefel (im Vergleich zur Fe-Konzentration)
bei Lagerung unter Argon bzw. an Luft deutlich geringer als bei der Lagerung unter
HsS sein. Fiir CdS-haltige Polymersomen hingegen sollten die Lagerungsbedingungen
wenig Einfluss auf die normierte S-Konzentration in den Proben haben. Die Ergebnisse
der REM-EDX-Untersuchungen fiir Polymersomen, die mit einer Startkonzentration von
60 mM FeCl, bzw. CdCl, hergestellt wurden und schlieklich nach der HyS-Inkubation 24
Stunden unter verschiedenen Bedingungen gelagert wurden, sind in Abb. 39 dargestellt.
Es ist zu erkennen, dass FeS-haltige Polymersomen unabhéngig von der Lagerung eine
nahezu konstante Fe-Konzentration aufweisen. Uberdies existiert eine starke Abhéngig-
keit der S-Konzentration von den Lagerungsbedingungen. So ist die S-Konzentration bei
Lagerung unter HyoS-Atmosphére mehr als doppelt so hoch wie bei Lagerung an Luft

und mehr als achtmal so hoch wie bei Lagerung unter Argon. Der hohere Schwefelge-
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halt bei Lagerung an O, im Vergleich zur Lagerung unter Argonatmosphére kann mit
der Oxidation von HsS zu elementarem Schwefel oder Sulfat durch Luftsauerstoff oder
durch unter diesen Bedingungen gebildeten Fe*™-Tonen [84] erkliirt werden. Die Bildung
von Sg aus FeS-haltigen Polymersomendispersionen bei Lagerung an Luft konnte mit-
tels MS belegt werden (s. Kapitel 3.3.1). Die Ergebnisse der REM-EDX fiir FeS-haltige
Polymersomen belegen somit eindeutig die Abnahme der S-Konzentration bei anderen
Lagerungsbedingungen als unter HyS-Atmosphére. Die Hypothese, dass die Abnahme
der S-Konzentration auch das Auflésen des FeS-Niederschlags zur Folge hat, wird durch
die Resultate der REM-EDX-Untersuchungen von CdS-haltigen Polymersomen gestiitzt.
Bei diesen werden bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen fast identische Konzen-
trationsverhéltnisse von Cd zu S erhalten. Lediglich bei der unter Argon gelagerten Probe
wurde eine geringfiigig niedrigere normierte Cd-Konzentration detektiert. Die Resultate
der REM-EDX-Untersuchungen belegen die Koinzidenz der Abnahme der Schwefelkon-
zentration (vermutlich in Form von S*~, HS™ und H,S) und dem Riickgang der dunklen
Verfarbung von FeS-haltigen Polymersomen bei Lagerung in Abwesenheit von H,S.

Die Erhchung der HyS-Konzentration in FeS-haltigen Polymersomendispersionen, die
sich wahrend der Lagerung entfirbt hatten, fithrte zu einer erneuten dunklen Verfarbung
solcher Proben. Diese Beobachtung und die Ergebnisse der REM-EDX-Untersuchungen
belegen, dass der mafigebliche Faktor fiir die Stabilitdt des intravesikuldr ausgefillten
FeS die HyS-Konzentration in der Polymersomendispersion ist.

Ein Einfluss der beiden anderen am Beginn des Kapitels angefiihrten méglichen Ursa-
chen auf die Entfirbung von mit HyS begasten, Fe?*-haltigen Polymersomendispersionen
konnte nicht bestétigt werden. Schliefslich konnte bei der Begasung entfarbter Proben
auch in Gegenwart eines Uberschusses an extravesikulirem EDTA eine Wiederholung der
FeS-Féllungsreaktion beobachtet werden. Folglich miissen die FeS-Fallungsreaktion, die
Entfarbung und auch die erneute FeS-Fallung intravesikuldre Vorgédnge sein, die durch
die HyS-Konzentration in der Probe bestimmt werden (vgl. Abb. 31, 32).

Frisch gefélltes, amorphes Eisensulfid weist eine deutlich hohere Reaktivitat auf als ge-
altertes FeS [50,87]. Von diesem Befund ausgehend wurde untersucht, ob sich die Lage-
rung von FeS-haltigen Polymersomendispersionen bei erhéhter Temperatur positiv auf
die Stabilitdt des FeS-Niederschlags auswirkt. Durch die erhéhte Temperatur werden
Kristallisationsprozesse ausgelost, wie sich in Vergleichsexperimenten zeigte. Die Tests
bei verschiedenen Temperaturen waren auch in Hinblick auf die Charakterisierung der

thermischen Stabilitdt von Polymersomen wichtig, da die Reaktion von FeS und HyS
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in Vesikeln bei erhohten Temperaturen untersucht werden sollte. Es zeigte sich, dass
FeS-haltige Polymersomendispersionen mehr als fiinf Stunden bei Temperaturen von
85°C unter HoS-Atmosphére stabil waren. Bei deutlich langeren Lagerungszeiten traten
grofsere Aggregate in der Dispersion auf. Im Verlauf der Lagerung bei 60°C wurde das
Auftreten von Aggregaten erst nach mehr als 24 Stunden beobachtet. Die Ergebnisse
zeigen, dass FeS-haltige Polymersomen nicht ausreichend stabil fiir die von Drobner et
al. [50] verwendeten Reaktionszeiten und -temperaturen (14 Tage bei 100°C) fiir die
Reaktion von FeS und H,S sind. Dennoch sollten die intravesikuldren FeS-Partikel auf-
grund des sehr grofen Oberflache-Volumen-Verhéltnisses eine hohe Reaktivitit aufwei-
sen (vgl. [88]). Somit kénnte auch schon bei 60 - 80 °C eine Umsetzung des gebildeten
FeS in Polymersomen mit HyS erfolgen.

Auch bei erhohter Temperatur von 60°C bis 85°C gelagerte FeS-haltige Polymersomen
konnten nach der Enfarbung durch erneute Inkubation mit HyS wieder dunkel verfarbt

werden.

3.3.5 Diskussion - FeS-haltige Polymersomen

Vesikelstabilitatstests von leeren, extrudierten Polymersomen in Gegenwart von FeS zeig-
ten, dass Polymersomen ldnger als 48 Stunden stabil gegeniiber FeS sind. Wiahrend der
mittlere Durchmesser konstant blieb, konnte eine Zunahme des PDI sowie in Cryo-TEM-
Untersuchungen eine Veranderung der Form der Polymersomen hin zu mehr ellipsoiden
Vesikeln beobachtet werden. Es wurden indes keine aggregierten Vesikel visuell oder bei
Cryo-TEM-Aufnahmen beobachtet. Bei der Generierung von FeS in extrudierten, Fe?*-
haltigen Polymersomen wurde zwar eine Grofenzunahme mittels PCS festgestellt. Aller-
dings wiesen die fraglichen Polymersomendispersionen nach fiinf Tagen wieder dieselbe
mittlere Vesikelgrofe wie vor der Inkubation mit HyS auf. Da unter den Lagerungsbe-
dingungen keinerlei Sedimentation beobachtet wurde, ist davon auszugehen, dass Poly-
mersomen auch mit intravesikuldrem FeS stabil sind. Die beobachtete Grofsenzunahme
kann auf die Anwesenheit von HyS-Gasblédschen zuriickzufiihren sein, die sich nach fiinf
Tagen aufgelost hatten.

Zur Ausfillung von intravesikuldrem FeS in aufgereinigten, Fe?*-haltigen Polymersomen
eignen sich sowohl eine HyS-haltige Pufferlosung als auch gastérmiges HyS. Letzteres be-
wirkt eine deutlich raschere und intensivere Dunkelfdarbung der inkubierten Proben. Dies

liegt u.a. daran, dass das ungeladene HyS-Molekiil die Spezies mit der hochsten Mem-
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branpermeabilitét [20] unter den ebenfalls im pH-abhéngigen Gleichgewicht vorliegenden
HS~- und S? -Ionen ist:

H,S = HS™ + HY = S* + 2 H* (3)

Bei der Begasung mit H,S erfolgt eine rasche Erhchung der HyS-Konzentration ohne Ver-
diinnung der Dispersion. Die beim Mischen einer Fe?T-haltigen Polymersomendispersion
mit HyS-haltiger Pufferlésung unvermeidliche Verdiinnung diirfte fiir die Verlangsamung
der FeS-Fallungsreaktion sowie eine visuell schwéachere Verfarbung verantwortlich sein.
Das intravesikulire Fillungsreagenz von Fe?'-Ionen ist dennoch das in einer deutlich
geringeren Konzentration vorliegende S?~-Ion, welches im pH-abhingigen Gleichgewicht
mit HyS steht (s. Reaktion 3). Bei dem im Inneren von Fe?™-haltigen Vesikeln vor-
liegenden pH 7,4 betrigt die HoS-Konzentration das 10°-fache der S*~-Konzentration.
Damit liegt im Gleichgewicht ein einziges S*>~-Ion neben ca. 100000 HyS-Molekiilen vor.
Dennoch sollte die Ausfillung von 99,9 % der Fe?*-Ionen als FeS bei diesem pH-Wert
theoretisch schon bei einer intravesikuldren HsS-Konzentrationen von 1 puM erfolgen.
Dieser Wert ist mithilfe der pKg-Werte von HyS sowie dem Loslichkeitsprodukt von FeS
von Kj, = 10718 %212 [63] ermittelbar. Die Quantifizierung von Eisen in aufgereinigten,
Fe?*-haltigen Polymersomendispersionen ergab einen Wert von 0,35 mM (Abb. 27). Da
dieser Wert die Fe?T-Gesamtkonzentration in der Vesikeldispersion angibt, das interne
Volumen aber nur einen Teil des Gesamtvolumens ausmacht, liegt die intravesikulére
Fe?T-Konzentration deutlich hoher.

Um mindestens 99 % der intravesikuliren Fe?*-Ionen als FeS auszufillen, muss die in-
terne Fe?t-Konzentration auf 3,5 uM sinken und gleichzeitig das Produkt der Fe?*- und
der S?>~-Konzentration héher als das Loslichkeitsprodukt von FeS sein. Folglich muss
die S?~-Konzentration > 2,9 - 1073 mM sein. Der Zusammenhang zwischen der S?~-
Konzentration und der HyS-Konzentration bei pH 7,4 ist in Abb. 40 dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass ab einer intravesikuldren HyS-Konzentration von 0,1 uM die Vorausset-
zung zur Ausfillung von mindestens 99 % der Fe?T-Ionen als FeS bei einer verbleibenden
Fe?T-Konzentration von unter 10=° mM gegeben sind.

Zur Veranschaulichung der besonderen Bedingungen im Inneren von Polymervesikeln
dient eine Kalkulation der Anzahl an S?>~-Ionen, die bei einer H,S-Konzentrationen von
1 mM und pH 74 in einem 1000 nm groffen Vesikel statistisch im Gleichgewicht vor-
liegen. Die Berechnung ergibt, dass durchschnittlich nur 2,6 S?>~-Ionen in einem Vesikel

vorliegen. Diese geringe Menge sollte allerdings theoretisch zur FeS-Fillung ausreichen,
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Abb. 40: Abhingigkeit der S?>~-Konzentration von der HS-Konzentration bei pH 7,4: Bei
einer intravesikuliren Fe?t-Konzentration von 0,35 mM und einer intravesikuléiren
HjS-Konzentration > 0,1 uM werden 99 % der internen Fe?*-Ionen als FeS ausgefillt,

da die S>~-Konzentration unter diesen Bedingungen noch > 2,9 - 1072 mM ist.

da S?*~-Tonen durch die Féllung aus dem pH-abhingigen Gleichgewicht (vgl. Reaktion 3)
entzogen werden und bei gepufferter Losung das Gleichgewicht auf die Seite der S?~-
Tonen verschoben wird (Prinzip von LeChatelier). Fe?*-Tonen liegen in einem deutlichen
Uberschuss im Vergleich zu den S?~-Ionen vor, da sich bei einem 1000 nm groken Vesikel
mit einer internen Fe?"-Konzentration von 3 mM ca. 950000 Fe?*"-Ionen bzw. mit einer
internen Fe?T-Konzentration von 0,3 mM ca. 95000 Fe?*-Ionen im Vesikelinneren be-
finden. Bei der Quantifizierung von aufgereinigten, Fe?"-haltigen Polymersomendisper-
sionen wurde ein Fe?t-Gesamtkonzentration der Dispersion von ca. 0,35 mM erhalten.
Die mittlere interne Fe?*-Konzentration liegt deutlich hoher, da die Polymersomen nur
einen Teil des Dispersionsvolumens einschlieffen. Da das Loslichkeitsprodukt von FeS
im Vesikelinneren schon bei einer HyS-Konzentration von 0,1 ¢M deutlich iiberschritten
wird, sollten durch die H,S-Inkubationsbedingungen mindestens 99 % der Fe?**-Ionen
im Vesikelinneren als FeS ausgefillt werden.

Verringert sich nach der Ausfiallung von FeS die HyS-Konzentration in der Losung wéh-
rend der Lagerung, so verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen H,S und S?~-Ionen
wieder auf die linke Seite. Eine Verringerung der Elementkonzentration von Schwefel in
FeS-haltigen Polymersomendispersionen bei Lagerung an Luft oder Argon im Vergleich
zur Lagerung unter HyS-Atmosphére konnte mittels REM-EDX bestéatigt werden. Diese

Abnahme ist vermutlich auf das Entweichen von HyS zurilickzufiihren, das in gepuffer-
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ter Losung mit der Abnahme der Konzentration freier HS™- und S?~-Ionen einhergehen
wiirde. Dadurch kénnten sich auch intravesikuldre FeS-Aggregate auflésen, wenn das
Produkt der Fe?*- und der S?~-Ionen unter das Loslichkeitsprodukt von FeS sinkt. Ein
solcher Vorgang ist nur fiir sehr kleine FeS-Aggregate, die ein sehr grofes Verhéltnis
von Oberflache zu Volumen aufweisen, unter den speziellen Bedingungen der Komparti-
mentierung denkbar. Fiir makroskopische FeS-Partikel ist eine solche Reversibilitéit der
Féallungsreaktion nicht bekannt.

Die optische Aufhellung von zuvor dunkel verfarbten, FeS-haltigen Polymersomen konnte
durch eine erneute Erhohung der HsS-Konzentration im Verlauf einer zweiten Inkuba-
tion mit HyS wieder riickgéngig gemacht werden. Diese wiederholte Ausfallung von FeS
konnte auch in Gegenwart eines Uberschusses an extravesikulirem EDTA stattfinden.
Dies beweist, dass die ablaufenden Prozesse von FeS-Féllung, -Auflésung und erneute
-Ausfillung im Vesikelinneren stattfinden.

Nur beim Einschluss von héheren Fe?*-Konzentrationen iiber 500 mM wird withrend der
Inkubation mit gasférmigem H,S kurzzeitig eine orange Verfarbung der Polymersomendi-
spersion beobachtet (s. Abb. 29). Dieser Effekt konnte auf die besonderen Bedingungen
der Sulfidrierung von kompartimentierten Fe(OH)o-Aggregaten, d.h. die Umwandlung
des Fe(II)-hydroxids in ein Eisensulfid, zuriickzufithren sein [89]. Bei dieser Reaktion
bilden sich FeS-Kristallisationskeime auf vorhandenen Fe(OH),-NP, wobei als Zwischen-
stufe FeS-Nanocluster mit besonderen optischen Eigenschaften gebildet werden konn-
ten. Derartige Eigenschaften sind von einer Vielzahl von nanopartikuldren Substanzen
bekannt [13]. Das Wachstum dieser Nanocluster im Verlauf der Reaktion fithrt dann
vermutlich zur Ausbildung von grofleren, grau-schwarzen FeS-Aggregaten.

Die bei der Inkubation von aufgereinigten Fe?**-PDC-Komplex-haltigen Polymersomen
mit HyS auftretende Ausfiallung von FeS konnte auch UV /Vis-spektroskopisch erfasst
werden (Abb. 30). Es ist eindeutig eine zeitliche Abnahme der Absorptionsbande des
Fe?"-PDC-Komplexes nach der Inkubation mit H,S zu beobachten. Gleichzeitig deutet
die Zunahme der Streuintensitit bei Wellenldngen unter 400 nm auf die Bildung von
Partikeln hin. Vergleichbare Vorginge wurden auch bei der UV /Vis-spektroskopischen
Verfolgung der Inkubation einer 1 mM Fe?"™-PDC-Lésung (in Gegenwart leerer POPC-
Liposomen) mit HyS beobachtet (s. Abb. 14, S. 33).

Der Nachweis der intravesikuldren Ausfallung von FeS in Polymersomen konnte indirekt
mithilfe mehrerer Kontrollen unter Verwendung von EDTA erbracht werden (Abb. 31, 32).

Ein direkter Nachweis bzw. eine Visualisierung von intravesikulér gebildetem FeS in dis-
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kreten Vesikeln gestaltete sich schwierig. Zwar deuten lichtmikrokopische Aufnahmen
auf die vesikelassoziierte Bildung von dunklen Aggregaten hin. Allerdings lieferten er-
génzende TEM- und Cryo-TEM-Untersuchungen keinen klaren Nachweis. Dies konnte
mit einer zu geringen Grofse der gebildeten FeS-Aggregate zusammenhédngen. Auch in
anderen Arbeiten wird von Schwierigkeiten bei der Visualisierung intravesikuldrer Me-
tallsulfide mittels TEM berichtet [19].

Durch die Erhohung der intravesikuliren Fe?*-Konzentration konnte zunichst die Bil-
dung von intravesikuldren, vermutlich hydroxidischen Niederschlagen in aufgereinigten,
Fe?*-haltigen Polymersomen bei Cryo-TEM-Untersuchungen beobachtet werden. Die
Bildung dieser Aggregate kann auf die hohe Fe?*-Konzentration sowie den fehlenden Ein-
satz eines stabilisierenden Komplexanden wie PDC bei dem vorliegenden pH-Wert von
7,4 zuriickgefiihrt werden. Die Sulfidierung des Niederschlags, d.h. die Umsetzung des
Hydroxids mit HsS [89], fiihrte zum Auflésen des Hydroxids, wie Cryo-TEM-Aufnahmen
belegen. Indes konnte nur bei wenigen Vesikeln die Bildung eines membran-assoziierten
Niederschlags beobachtet werden. Vielmehr wurde das Auftreten fadenartiger Struktu-
ren an oder in der Polymersomenmembran beobachtet. Ob es sich um eine andersartige
Struktur des verwendeten PB-PEO oder aber um winzige Aggregate von FeS handelt
konnte nicht mit Sicherheit geklért werden.

Gleichwohl konnten REM-Untersuchungen an diskreten Polymersomen die Bildung von
intravesikuldrem FeS untermauern. Die Aufnahmen mittels SE-Detektor bei verschiede-
nen Anregungsenergien belegen die Lokalisierung eines eisenhaltigen Niederschlags im
Vesikelinneren. Das sich im Inneren von solchen Vesikeln mittels EDX-Detektor die Ele-
mente Fisen und Schwefel nachweisen liefsen, unterstiitzt die Annahme, dass es sich bei
den visualisierten Niederschlagen um FeS handelt.

Bei der Lagerung von frisch praparierten, FeS-haltigen Polymersomen unter inerter HyS-
Atmosphére bei erhohten Temperaturen von 60 - 85 °C zeigte sich, dass Polymersomen
unter diesen Bedingungen zumindest einige Stunden bis einen Tag stabil sind. Damit
eignen sich Polymersomen zumindest prinzipiell fiir Untersuchungen zur Reaktion von
FeS und H,S (Berzelius-Reaktion) [84]. Hier sind zukiinftige Untersuchungen vonnéten,
die kldren konnen, ob die Reaktion von FeS mit HsS im Inneren von Polymersomen

unter den Stabilitdts-limitierenden Bedingungen von Polymersomen abléuft.
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3.4 Alternative Zugange zu metallsulfidhaltigen Polymersomen

Zusétzlich zu dem ausfiihrlich angewendeten Prinzip des schrittweisen Einschlusses von
Fe?*-Tonen in Vesikeln, deren Aufreinigung und die anschlieRende FeS-Ausfillung durch
Inkubation mit HsS gibt es noch weitere Moglichkeiten, intravesikuldre Metallsulfide
herzustellen.

Zum einen ist es fiir die Herstellung leichter 16slicher Metallsulfide wie Eisensulfid denk-
bar, zunichst bei niedrigem pH-Wert (pH < 3) Fe?*-Ionen gemeinsam mit gelostem
HyS in Vesikeln einzuschlieffen und dann nach einer schnellen Aufreinigung (mittels
GPC) extern eine Base (OH™-Ionen) zuzugeben. Durch die Diffusion der OH™-Ionen
durch die Vesikelmembran sollte es zu einem Anstieg des internen pH-Wertes und da-
mit zur internen Ausfallung von FeS kommen. Aufgrund eines Loslichkeitsproduktes von
Kp=10"18 %212 fallt FeS erst oberhalb von pH 4 aus [63].

Daneben bietet sich eine weitere Methode der homogenen, intravesikulédren Metallsulfid-
Féllung an. Dazu kann Thioacetamid zum Einsatz kommen, das als potenzieller H,S-
Produzent mit den meisten Ubergangsmetallsulfid-Kationen nicht direkt reagiert und
somit zusammen mit z.B. Fe?*-Ionen in Vesikel eingeschlossen werden kann. Thioacet-
amid zerfallt bei erhthten Temperaturen (60°C bis 85°C) durch Saurekatalyse unter
Bildung von H,S:

Die intravesikulire Generierung von H,S aus Thioacetamid sollte dann bei Uberschrei-
tung des FeS-Loslichkeitsprodukts zur Ausfallung von FeS fiihren.
Schliefslich sollte auch der direkte Einschluss von FeS-NP in Polymervesikeln untersucht

werden.

3.4.1 Polymervesikel mit Fe?*-lonen und H,S bei niedrigem pH-Wert

Es wurde eine Fe?"-Losung in einem mit H,S gesittigten Citratpuffer (pH 3) hergestellt
und dann zur Hydratisierung eines Polymerfilms verwendet. Nach der Aufreinigung kann
durch die extravesikuldre Zugabe einer Base die Diffusion von OH™-Ionen ins Innere in-
duziert werden. Durch den Anstieg des internen pH-Wertes sollte die intravesikuldre
Konzentration der S?~-Ionen so stark ansteigen, dass das Loslichkeitsprodukt von FeS
iiberschritten werden wird.

Zum Einschluss von Metallkationen und gelostem HsS in Vesikeln zur anschliefsenden
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Ausfallung von intravesikularen Metallsulfiden sind keine Arbeiten bekannt. Allerdings
gibt es Untersuchungen zur Permeabilitdt von HyS, die darauf hindeuten, dass HyS als
lipophiles Molekiil sehr rasch und fast ungehindert durch Lipiddoppelschichten diffundie-
ren kann [18,77,90|. Die besondere Herausforderung bei dieser Methode bestand darin,
aufgereinigte Vesikeldispersionen hinreichend rasch herzustellen, bevor signifikante Men-
gen intravesikuldren HoS durch die Vesikelmembran entweichen.

Dass das Prinzip der FeS-Generation iiber diesen Weg funktioniert, konnte in Losung
gezeigt werden. So kann eine 60 mM Fe?T-Losung in einem H,S-gesittigten Citratpuffer
(pH 3) ohne Probleme hergestellt werden. Die schwach gelbliche Losung verfarbt sich
bei Zugabe einer geringen Menge konzentrierten NH3 rasch dunkel, und ein schwarzer
Niederschlag fallt aus.

Ausgehend von diesem positiven Befund wurde unter inerten Bedingungen eine 60 mM
Fe?T-Losung in HyS-gesiittigtem Citratpuffer (pH 3) hergestellt. Mit dieser Lésung wurde
ein PB-PEO-Polymerfilm hydratisiert, so dass eine 1,6 mM PB-PEO-Dispersion resul-
tierte. Nach der Aufreinigung mittels Dialyse unter Verwendung von EDTA wurde eine
farblose Dispersion erhalten.

Durch den Zusatz von 10 pul konzentrierten NH3 zu 100 pl der erhaltenen Dispersion
stieg der pH-Wert der Dispersion auf >11. Nach 15 Minuten war eine gelblich-graue
Verfarbung der Dispersion erkennbar, die mehr als 24 Stunden bestehen blieb. In diesem
Zeitraum konnten keinerlei Aggregate in der Dispersion beobachtet werden, was darauf
hinweist, dass Polymersomen unter diesen Bedingungen stabil sind.

Die beobachtete dunkle Verfirbung deutet auf die Bildung von FeS hin. Uber diese phi-
nomenologischen Beobachtungen hinaus erfolgten keine weiteren Untersuchungen der
Vesikeldispersion. Dieser Ansatz wurde aufgrund der umfangreichen Freisetzung von

HyS wahrend der Dialyse nicht weiter verfolgt

3.4.2 Polymervesikel mit internem Thioacetamid und Metallsalzen
Vorbemerkungen

Thioacetamid (TAA) ist in der qualitativen Analyse von Bedeutung als Reagenz zur
Generierung von HsS, da es gegeniiber dem schwerer handhabbaren HyS den Vorteil be-
sitzt, dass schwerldsliche Metallsulfide direkt aus homogenen Losungen ausgefallt werden
kénnen [63]. Das dafiir notwendige HyS wird beim Zerfall von TAA bei héheren Tempe-
raturen durch Saurekatalyse gebildet (s. Reaktion 4), wobei die Zerfallsgeschwindigkeit
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des TAA mit steigender Temperatur zunimmt [91]. Die TAA-induzierte Metallsulfidfil-
lung im Sauren eignet sich insbesondere fiir schwerlosliche Metallsulfide wie PbS und
CdS, die bei pH 0 ausgefallt werden kénnen. Allerdings ist bekannt, dass die Féallungs-
reaktion meist verzogert und nicht ganz quantitativ erfolgt [63].

Die Ausfillung von FeS durch Reaktion von Fe?*-Ionen mit TAA wurde bisher lediglich
im Inneren eines porosen Silicats beschrieben [92]. Da FeS nur oberhalb von pH 4 quan-
titativ ausgeféllt werden kann, ist TAA als HyS-Bildner unter Séurekatalyse nicht zur
FeS-Fallung prédestiniert.

Immerhin ist eine intravesikulér induzierte CdS-Ausféillung durch Einsatz von TAA in
Phospholipidvesikeln bekannt [93]. Die dort beschriebene Fillungsreaktion findet gleich-
wohl bei Raumtemperatur und verzogert statt.

Ausgehend von den offensichtlichen Einschrankungen bei der Wahl der Reaktionsbedin-
gungen musste ein Puffersystem gefunden werden, das bei pH > 4 die Ausféillung von
FeS durch TAA ermoglicht. Davon ausgehend sollten das Konzentrationsverhéltnis von
Fe?"-Tonen zu TAA optimiert werden und die Geschwindigkeit der FeS-Fillungsreaktion
néher charakterisiert sowie Ausbeuten der Fallungsreaktion bestimmt werden. Da be-
kannt ist, dass selbst deutlich schwerloslichere Metallsulfide nicht quantitativ mit TAA
ausgefallt werden, konnte auch fiir FeS nicht mit einer quantitativen Ausfillung gerech-
net werden. Dennoch sollte autbauend auf den Erfahrungen der FeS-Fallung in Losung
die Moglichkeit einer FeS-Féllung unter den Bedingungen der Kompartimentierung in

PB-PEO-Polymersomen verifiziert werden.

Untersuchungen zur TAA-induzierten Metallsulfidfallung in Lésung

Zur TAA-induzierten Ausféllung von Metallsulfiden wurden die entsprechenden Losun-
gen im Wasserbad auf 85°C erhitzt. Es wurde mit einem fiinffachen Uberschuss an TAA
in Bezug auf die Konzentration des Metallsalzes gearbeitet. Dieses Konzentrationsver-
héltnis erwies sich als optimal beim Arbeiten mit einer 100 mM Metallsalzlsung.

Zunichst wurde iiberpriift, ob HyS aus TAA-Losungen mit einem pH-Wert im Bereich
von pH 2 - 7 beim Erhitzen freigesetzt wird. Dies konnte mittels Pb(NOjz)s-Papier be-
stitigt werden. Dennoch zeigte sich, dass sich beim Erhitzen einer 100 mM Fe?*-Losung
in 100 mM Citratpuffer in Gegenwart von 500 mM TAA im fraglichen pH-Bereich kein
schwarzer FeS-Niederschlag bildet. Dieser Befund wurde sowohl beim Arbeiten an Luft

als auch unter inerten Bedingungen erhalten. Vermutlich chelatisieren die als Puffer ver-
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wendeten Citrationen effektiv Fe?*-Ionen, was die FeS-Fillung bei pH 5 inhibiert.
Diese Vermutung konnte durch die Wahl eines alternativen Puffersystems bestétigt wer-
den. Aus einer in 100 mM Acetatpuffer (pH 5) hergestellten 100 mM Fe?*-Losung mit
einem fiinffachen Uberschuss an TAA fillt beim inerten Erhitzen ein schwarzer Nieder-
schlag aus. Beim Arbeiten an Luftsauerstoff wurde beim Erhitzen zunéchst die Bildung
eines rotbraunen Niederschlags (vermutlich Fe(OH)3) beobachtet, der sich nach und nach
schwarz farbte. Folglich ist FeS auch bei pH 5 durch TAA in der Hitze ausfillbar, al-
lerdings optimalerweise unter inerten Bedingungen und in Abwesenheit chelatisierender
Citrationen.

Weiterhin wurde untersucht, wie schnell und in welchem Umfang sich FeS durch TAA
aus einer Fe?"-Losung in 100 mM Acetatpuffer (pH 5) ausféllen lisst. Die zum Vergleich
untersuchte Ausfillung von PbS aus einer 100 mM Pb?T-Losung (pH 1) bei fiinffachem
TAA-Uberschuss lauft innerhalb von zwei Stunden ab. Im Gegensatz dazu ist die Aus-
fallung von FeS auch nach iiber fiinf Stunden nicht vollsténdig abgelaufen, worauf eine
erhebliche, noch in Losung verbliebene Fe?*-Menge hinweist.

Der Nachweis von Fe?t-Tonen konnte nur qualitativ als Turnbulls Blau unter Einsatz
von Kj3|Fe(CN)g] erfolgen. Die spektrophotometrische Fe?T-Quantifizierung mittels 1,10-
Phenanthrolin war aufgrund der storenden Reaktivitdt des nicht umgesetzten TAA in
der Losung nicht moglich. Indes konnte die Menge des nach fiinf Stunden gebildeten
schwarzen Niederschlags ermittelt werden. Dazu wurde der erhaltene schwarze Feststoff
mehrmals mit HyO gewaschen und anschlieffend vakuumgetrocknet. Es wurde eine Aus-
beute von 40 % nach 30-stiindigem Erhitzen auf 85°C ermittelt. Eine Behandlung einer
identischen Losung bei 70°C fiir 72 Stunden ergab eine Ausbeute an FeS von 7 %.

Der bei der Fallungsreaktion gebildete schwarze Feststoff wurde mittels Rontgenpul-
verdiffraktometrie charakterisiert. Es zeigte sich, dass es sich dabei hauptséchlich um
Mackinawit (FeS) handelt. Dies belegt, dass sich die Ausfillung von FeS durch TAA
bewerkstelligen ldsst, wobei die Reaktion erst bei Temperaturen von iiber 80°C mit

akzeptablen Ausbeuten ablauft.

TAA-induzierte FeS-Fillung in Polymersomen

Zur Verifizierung der Moglichkeit einer intravesikuldren, TA A-induzierten FeS-Féllung
wurden Polymersomen unter inerten Bedingungen mit einer 100 mM Fe?*-Loésung mit

500 mM TAA in Acetatpuffer (pH 5) hergestellt. Nach der Aufreinigung mittels Dialyse
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in zwei Schritten wurden 300 pl der erhaltenen Polymersomendispersionen nach Zusatz
von 100 pl destilliertem HyO auf 85°C erhitzt. Innerhalb von 15 Minuten bildeten sich in
der Dispersion farblose Aggregate, die vermutlich auf die Zerstérung der in Dispersion
befindlichen Polymersomen hindeuten. Die Dispersion verfarbte sich indes nicht dunkel.
Es konnte unter diesen Bedingungen auch keine Entwicklung von HyS detektiert werden,
weder olfaktorisch noch mittels Pb(NOj).-Papier.

In einem weiteren Experiment wurden Polymersomen mit einer 500 mM Fe?*-Losung
mit 500 mM TAA in Acetatpuffer (pH 5) hergestellt. Diese Dispersion wurde in drei
Schritten dialysiert, wobei im dritten Schritt eine Acetat-Pufferlésung mit 500 mM TAA
zum Einsatz kam. Dieser extravesikulire Zusatz von TAA sollte eine mdoglichst hohe in-
travesikulare TAA-Konzentration gewéhrleisten, indem die Diffusion von TAA aus den
Fe?*-haltigen Polymersomen heraus durch einen externen TAA-Uberschuss kompensiert
wurde. Die aufgereinigte, farblose Polymersomendispersion wurde nun auf 70°C bzw.
85°C unter inerten Bedingungen erhitzt. Bei beiden untersuchten Temperaturen bilde-
ten sich in der Polymersomendispersion farblose, sedimentierende Aggregate, die ver-
mutlich auf aggregierte Polymersomen zuriickzufithren sind. Daneben konnte die Ent-
stehung von schwarzen, schwebenden Flocken nach ldngerer Reaktionszeit (45 min bei
85°C bzw. mehrere Stunden bei 70°C) beobachtet werden. Das Auftreten eines schwar-
zen Feststoffs belegt die Bildung von FeS. Dass der schwarze Feststoff erst verzogert
im Vergleich zu den beobachteten farblosen Polymeraggregaten auftritt, konnte an der
vergleichsweise langsamen sauren Hydrolyse des TAA bei pH 5 liegen. Die FeS-Féllung
lauft hochstwahrscheinlich nicht intravesikulér ab, da ihr die Bildung von Polymerag-
gregaten vorausgeht. Vermutlich entweichen verkapselte Fe?*-Tonen aus kollabierenden
Polymersomen und kénnen dann mit dem nach und nach durch die saure Hydrolyse von
TAA freigesetztem H,S unter Bildung von feinen FeS-Niederschldgen reagieren. Die bei
erhohter Temperatur behandelten Polymersomendispersionen wurden mittels Lichtmi-
kroskopie auf das Vorhandensein von Vesikeln untersucht. Dabei zeigte sich, dass sich in
der auf 70°C erhitzten Probe, im Gegensatz zu der bei 85°C behandelten Probe, noch
eine Vielzahl an Vesikeln befindet. Diese sind vorwiegend langlich und nicht mehr sphé-
risch geformt und weisen keinerlei erkennbare interne Niederschlage auf.

Die Untersuchungen zeigen, dass die TAA-induzierte FeS-Féllung in Gegenwart von
Polymersomen ablaufen kann. Die moderate Temperaturstabilitdt der Polymersomen
erwies sich als entscheidendes Hindernis fiir die intravesikuldre, TAA-induzierte FeS-

Ausféllung, welche mit steigender Temperatur beschleunigt wird und mit héheren Aus-
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beuten ablauft. Die Diffusion des nur schwach polaren TAA durch die Polymersomen-
membran kénnte ebenfalls zu Verlusten an TAA wéhrend der Aufreinigung und damit
zu nicht ausreichenden Mengen an HsS wihrend des Erhitzens fiir die FeS-Féllung fiih-
ren. Die FeS-Fallungsreaktion konnte {iberhaupt nur bei Verwendung eines sehr hohen
Fe?T-Gehalts sowie einer hohen TAA-Konzentration intra- wie extravesikulir beobachtet
werden. Dies bestétigt die bereits gewonnene Erkenntnis, dass die Ausbeuten der TAA-
induzierten FeS-Fillungsreaktion nur gering sind. So werden Fe?*-Ionen in Acetatpuffer
(pH 5) selbst bei einem fiinffachen Uberschuss an TAA bei 70°C nur zu 7 % sowie bei
85°C nur zu 40 % als FeS ausgefillt. Eine geringe Ausbeute bei der TAA-induzierten
FeS-Fillung entspricht Literaturhinweisen, nach denen schwer 16sliche Metallsulfide mit

TAA in der Hitze u.U. nicht quantitativ ausgeféllt werden konnen [63].

3.4.3 Polymervesikel mit FeS-Nanopartikeln

Generell ist bei der Art der Verkapselung von NP in Vesikeln zwischen hydrophoben und
hydrophilen NP zu unterscheiden. Hydrophobe NP lagern sich bevorzugt im hydropho-
ben Inneren der Vesikelmembran ein, wiahrend hydrophile NP vorwiegend im wéssrigen
Inneren von Vesikeln lokalisiert sind [94]. Da FeS-NP hydrophil sind, sollte es moglich
sein, diese im wassrigen Inneren von Polymersomen einzuschlieften.

Von der erfolgreichen Einbettung hydrophiler Au- und hydrophober CdSe-NP in PB-
PEO-Vesikel wurde bereits berichtet [94]. Dort wurden geringe Mengen hydrophiler Au-
NP mit einer Gréfse von 12 nm in einer Suspension zur Hydratisierung eines PB-PEO-
Polymerfilms eingesetzt. Bei der Bildung der Polymersomen konnte ein Teil der Au-NP
im Inneren der Polymersomen eingeschlossen werden.

Hydrophile FeS-NP, die in einer Mikroemulsion hergestellt wurden (s. Kapitel 166),
wurden nun auf ihre Eignung zum Einschluss in PB-PEO-Polymersomen untersucht.
Es zeigte sich, dass sich durch die Hydratisierung von PB-PEO-Polymerfilmen mit ei-
ner FeS-NP-Suspension kein Einschluss von FeS in Polymersomen bewerkstelligen l&sst.
Vielmehr bildeten sich leere Polymersomen mit externen FeS-NP.

Die Behandlung eines PB-PEO-Polymerfilms mit einer wassrigen Suspension von frisch
gefélltem FeS ergab dasselbe Resultat. Ein direkter Einschluss von vorgeformten FeS-NP
bzw. FeS-Aggregaten in Polymersomen war nicht realisierbar.

Vermutlich ist das entscheidende Problem, dass die untersuchten FeS-NP im Wiéssrigen

keine hinreichend stabile Suspension bilden. Durch die auftretende Sedimentation bzw.
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Aggregation der FeS-NP kann die Hydratisierung eines Polymerfilms nicht bewerkstel-
ligt werden. Auch im Fall des frisch geféllten FeS ist wahrscheinlich die Ausbildung von
zu grofen Aggregaten das entscheidende Hindernis, um FeS-Partikel in Vesikeln einzu-

schliefen.
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3.5 Eisenoxidhaltige Polymervesikel
3.5.1 Motivation

Die Herstellung und Charakterisierung magnetischer Liposomen wurde bereits in einer
Vielzahl von Studien beschrieben (s. auch Kapitel 2.4). Dennoch ist die Einbettung von
magnetischen NP in Liposomen eine Herausforderung, da die NP meist deutlich grofser
sind, als eine Liposomenmembran dick ist (3 - 4 nm), was zu Stabilitétsproblemen bei
den hergestellten Magnetosomen fithren kann [82]. Eine Alternative zur Herstellung von
stabileren magnetischen Vesikeln ist darum der Einsatz von block-Copolymer-Vesikeln,
die deutlich dickere Membranen aufweisen. Dafiir kénnen u.a. block-Copolymere mit ei-
ner biokompatiblen Polyethylenoxid-Hiille zum Einsatz kommen.

Der Einschluss von hydrophoben Eisenoxid-NP in Polymervesikel wurde bereits mehr-
fach beschrieben [82,95,96|. Die verwendeten Eisenoxid-NP wurden dabei im hydro-
phoben Inneren der Polymersomenmembran eingeschlossen und fiithrten zur Ausbildung
von oligolamellaren Vesikeln [82]. Die erhaltenen Polymersomen wiesen eine magneto-
phoretische Mobilitét auf [82] bzw. konnten durch das Anlegen verschiedener externer
Magnetfelder deformiert werden [95].

Allerdings sind bislang keine Studien bekannt, die den Einschluss hydrophiler Magnetit-
NP im wéssrigen Inneren von Polymersomen beschreiben. Solche Polymersomen wiirden
sich, im Gegensatz zu Polymersomen mit hydrophoben Eisenoxid-Partikeln im Inneren
der Membran, nicht in einem &duferlich angelegten Magnetfeld deformieren lassen und
waren dadurch potenziell stabiler. Darum sollte untersucht werden, ob sich hydrophile
Magnetit-NP, die eine Art Ferrofluid bilden, im Inneren von Polymersomen einschliefsen
lassen und welche Eigenschaften solche Polymersomen aufweisen.

In einem anderen Ansatz sollten in Analogie zu den Untersuchungen zu magnetophore-
tischen Liposomen (s. Kapitel 2.4) ebenfalls schrittweise zunichst Fe?T-Ionen in Poly-
mersomen eingeschlossen und diese dann aufreinigt werden. Durch Zugabe von NH3 und
Lagerung an Luft sollte die intravesikulidre Ausfillung von Eisen(IL,III)-oxid induziert
werden, denn beim Mischen einer wassrigen Losung mit stochiometrischen Mengen an
Fe?*- und Fe?T-Ionen mit einer starken Base bilden sich die entsprechenden Eisenhy-
droxide, die sehr rasch unter Bildung von Magnetit (Fe3O,) altern [80]. Dieser Ansatz,
der bislang nur fiir die Herstellung von Eisen(II,III)-oxid-haltigen Liposomen beschrie-
ben wurde [60], eréffnet einen weiteren, bislang nicht untersuchten Zugang zu stabileren,

potenziell magnetophoretischen Vesikeln. Da das eingesetzte PB-PEO-block-Copolymer
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eine biokompatible PEO-Hiille aufweist, ist es auch fiir das breite Anwendungsspektrum
von Magnetit-haltigen Vesikeln als z.B. Rontgenkontrastmittel oder Anti-Tumor-Agenz

aulerst interessant.

3.5.2 Polymersomen mit intravesikuldr gebildeten Magnetit-Nanopartikeln

Ein alternativer Zugang zu Polymersomen mit intravesikuldren Magnetit-NP stellt der
sukzessive Einschluss von Fe?*-Ionen in Polymersomen und die nach der Aufreinigung
erfolgende Inkubation mit NH3 an Luft dar. Es konnte bereits gezeigt werden, dass auf
diesem Weg magnetophoretische, Eisenoxid-haltige Vesikel (Liposomen) hergestellt wer-
den konnen (s. Kapitel 2.4.2).

Ausgehend von diesem Prinzip wurde zunéchst ein PB-PEO-Polymerfilm mit einer
60 mM Fe?"-PDC-Komplex-Losung hydratisiert. Die erhaltene Polymersomendispersion
wurde in zwei Schritten sukzessive auf 100 nm extrudiert und anschlieffend mittels Dialy-
se in zwei Schritten unter Verwendung von EDTA aufgereinigt. Eine PCS-Untersuchung
der erhaltenen, intensiv rosa gefiarbten Dispersion ergab einen Z-Average von 146 nm
(PDI = 0,247).

Zur Generierung von intravesikularem Magnetit wurden 80 ul der Polymersomendisper-
sion mit 17 pl konzentriertem NHj versetzt. Dabei trat eine sofortige Aufhellung der
Dispersion auf, und die rétliche Farbung verschwand. Die erhaltene, schwach gelbliche
Dispersion wurde 18 Stunden an Luft an einem Supermagneten gelagert. In diesem Zeit-
raum konnten keine Aggregationsprozesse am Supermagneten beobachtet werden.

Eine derart praparierte Dispersion wurde zusétzlich mittels Cryo-TEM untersucht, um
zu verifizieren, ob sich intravesikulare Eisenoxid-NP gebildet hatten. Es zeigte sich, dass
ausschlieflich unilamellare Vesikel in der Dispersion vorliegen. Fast alle Vesikel mit einer
Grofe > 150 nm wiesen in der Tat diffuse dunkle, interne Aggregate mit einer Ausdeh-
nung von 8 - 25 nm auf (s. Abb. 41). Vesikel ohne NH3-Zugabe wiesen keine internen
Aggregate auf. Der dunkle Kontrast der beobachteten Aggregate, die aus kleineren Par-
tikeln im einstelligen Nanometerbereich bestehen (s. Abb. 41, rechts), ist ein starkes
Indiz dafiir, dass es sich um eisenhaltige Aggregate handelt. Vergleichbare diffuse Aggre-
gate konnten auch im Inneren von mittels RVE hergestellten, Fe?*-haltigen Liposomen
nach Zugabe von NH3 und Lagerung an Luft, nicht jedoch im Inneren von mittels FHE
hergestellten, extrudierten Liposomen nach identischer Behandlung beobachtet werden
(s. Kapitel 2.4.2).
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Abb. 41: Cryo-TEM-Aufnahmen von PB-PEO-Polymersomen nach Inkubation mit NH3 und
Lagerung an Luft; diffuse, intravesikuldre Aggregate durch Pfeile indiziert; rechts:
Vergrofserung eines 260 nm grofen Polymersoms mit intravesikuldr aggregierten

Eisenoxid-NP (indiziert durch roten Kreis)

In der untersuchten Probe wurden weder visuell noch in der Cryo-TEM-Untersuchung
Hinweise auf kollabierte Polymersomen gefunden, was die Stabilitdt von Polymersomen
unter diesen stark alkalischen Bedingungen belegt. Die Lagerung der mit NHj inkubier-
ten Polymersomendispersion an einem Supermagneten bewirkte keine visuell erkennbare
Aggregatbildung in der Ndhe des Magneten. Dies kann darauf zuriickzufiihren sein, dass
die intravesikuldren Magnetit-NP zu klein sind. Damit wére die gerichtete, attraktive
Wirkung des Supermagneten auf die Magnetit-NP zu gering im Vergleich zur ungerich-

teten Diffusionsbewegung der Polymersomen in der homogenen Dispersion.

3.5.3 Polymersomen mit stabilisierten Magnetit-Nanopartikeln

Fiir die Untersuchungen kamen zuvor hergestellte, mittels Triethylenglykol (TREG) sta-
bilisierte Magnetit-NP zum Einsatz, die in einer wéassrigen, HCl-sauren Losung bei pH 3
eine fiir mehrere Wochen stabile Suspension bilden (vgl. Kapitel 3.6.2). Die Magnetit-NP

weisen eine Grofe im Bereich von 4 - 8.5 nm auf.
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Mit verschiedenen Verfahren wurde versucht, TREG-stabilisierte, hydrophile Magnetit-
NP in PB-PEO-Polymersomen einzuschlieften. Dafiir kam eine Suspension von Magnetit-
NP in salzsaurem HyO von 0,1 mg/ml zum Einsatz. Diese wurde zur Hydratisierung eines
PB-PEO-Polymerfilms zur Herstellung einer 1,6 mM PB-PEO-Polymersomendispersion
verwendet.

Zuséatzlich wurde die Méglichkeit eines Einschlusses von Magnetit-NP in Polymersomen
mittels THF- bzw. Ethanol-Injektion verifiziert. Dazu wurden je 5 mg PB-PEO in 100u1
THF bzw. Ethanol gelost und dann rasch iiber eine Kaniile in 900 ul einer Magnetit-NP-
Suspension injiziert. Die verwendete Menge an Magnetit-NP betrug dabei 0,1 mg/ml.
Gleichwohl zeigten PCS- und UV /Vis-Untersuchungen der PB-PEO-haltigen Dispersio-
nen, dass lediglich bei der Filmhydratisierungsmethode Vesikel gebildet wurden. Die
beiden untersuchten Injektionsmethoden fiihrten nicht zur Bildung von Polymersomen-
dispersionen. Auch bei Einsatz einer geringeren Menge von Magnetit-NP von 0,05 mg/ml
in einer wéssrigen Suspension konnte weder bei der THF- noch bei der Ethanol-Injektion
die Bildung von Vesikeln beobachtet werden.

Die iiber die FHE-Methode hergestellte, magnetithaltige Polymersomendispersion wur-
de durch GPC aufgereinigt, wobei zur Eluierung eine wéssrige, HCl-saure Losung (pH 3)
verwendet wurde. Wahrend Polymersomen rasch auf der Sédule wandern, verblieben die
Magnetit-NP auf der Sdule. Eine Probe der aufgereinigten Polymersomendispersion so-
wie die verwendete Magnetit-NP-Suspension wurden mittels Cryo-TEM untersucht, um
zu testen, ob Magnetit-NP im Inneren von Polymersomen eingeschlossen werden kénnen.
Die bei der Herstellung der Polymersomen eingesetzten Magnetit-NP weisen iiberwie-
gend Grofen im Bereich von 4 - 85 nm auf und sind deutlich anhand ihres dunklen
Kontrasts zu erkennen (s. Abb. 42a). Bei der Cryo-TEM-Untersuchung von aufgerei-
nigten, potenziell magnetithaltigen Polymersomen wurden ausschlieflich unilamellare
Vesikel gefunden, von denen ein Grofteil leicht defomiert ist (s. Abb. 42b). Weniger als
5 % der Vesikel auf den Cryo-TEM-Aufnahmen weisen iiberhaupt dunkle Magnetit-NP
auf, die membranassoziert sind. Ein Beispiel dafiir ist in Abb. 42¢ zu erkennen. Isolierte
oder aggregierte Magnetit-NP wurden bei der Untersuchung nicht gefunden.

Der Einschluss von Magnetit-NP in Polymersomen mittels Filmhydratisierung gelingt
also nur zu einem sehr geringen Anteil. Die wenigen beobachteten Magnetit-NP liegen
hochstwahrscheinlich intravesikulér vor, da nach der GPC keinerlei externe Magnetit-NP
in der aufgereinigten Polymersomendispersion gefunden wurden. Des Weiteren weisen die

hergestellten Polymersomen deutliche Deformationen auf, die auf eine mogliche Wechsel-
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Abb. 42: Cryo-TEM-Aufnahmen von (a) Magnetit-Nanopartikeln und (b), (c) Polymersomen
mit Magnetit-Nanopartikeln nach Aufreinigung mittels GPC

wirkung mit TREG-stabilisierten Magnetit-NP hinweisen. Der Stabilisator Triethylen-
glykol ist ebenso aus Ethylenoxid-Einheiten aufgebaut wie der PEO-Teil des PB-PEO,
was Interaktionen wahrscheinlich macht.

Um Belege fiir solche Wechselwirkungen zu finden, wurden auch nicht-aufgereinigte, po-
tenziell magnetithaltige Polymersomen mittels Cryo-TEM untersucht. Repréisentative

Aufnahmen einer solchen Probe sind in Abb. 43 zu sehen.

Es zeigte sich, dass ca. 30 % der Polymersomen auf den Cryo-TEM-Aufnahmen diskrete
Magnetit-NP, der Rest keine NP aufweist. Die Magnetit-NP liegen vorwiegend als isolier-
te Aggregate bzw. auf den Stegen des Grids vor. Zudem sind schlauchférmige Strukturen
des PB-PEO zu erkennen, die auf eine andere Packungsform des PB-PEO zuriickzufiih-
ren sind. Solche Strukturen weisen auf ein vermutlich wahrend der Lagerung chemisch
verandertes PB-PEO hin, das damit auch andere amphiphile Eigenschaften aufweist.

Die Membran einzelner Polymersomen ist an der Kontaktfliche zu assoziierten Magnetit-
NP deutlich deformiert bzw. gestort (s. Abb. 44). Folglich liegen diese Magnetit-NP wie
eingesunken in der Membran vor und sind nicht im Inneren der Polymersomen einge-
schlossen. Ob sich in der Probe auch Polymersomen mit internen Magnetit-NP befinden,

kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 43: Cryo-TEM-Aufnahmen von PB-PEO-Polymersomen, die mit einer Magnetit-
Nanopartikel-Suspension hergestellt wurden; membranassoziierte Magnetit-NP mit

Pfeilen indiziert

Abb. 44: Ausschnitt von Cryo-TEM-Aufnahmen von PB-PEO-Polymersomen mit Membran-

deformierenden Magnetit-Nanopartikeln
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3.5.4 Diskussion - Zugdnge zu magnetithaltigen Polymersomen

Die zwei untersuchten Zugéinge zu magnetithaltigen Polymersomen fiihrten zu sehr un-
terschiedlichen Resultaten. Die beabsichtigte intravesikulére Generierung von Magnetit-
NP in aufgereinigten Fe?*-haltigen Polymersomen durch Zugabe von NH; und Lagerung
an Luft gelang nachweislich. So belegen Cryo-TEM-Aufnahmen eindeutig die Bildung
von dunklen intravesikuldren Aggregaten mit einer Ausdehnung von 8 - 25 nm. Diese
konnen in Vesikeln mit Gréfsen > 150 nm beobachtet werden. Es wurden keinerlei Poly-
meraggregate in solchen Polymersomendispersionen beobachtet.

Gleichwohl zeigten Polymersomen mit intern generierten Aggregaten von Magnetit-NP
keine visuell erkennbare Mobilitdt (Magnetophorese) im Magnetfeld eines Supermagne-
ten. Die magnetische Wechselwirkung der Magnetit-Partikel mit dem angelegten Ma-
gnetfeld ist also zu gering, um eine beobachtbare, gerichtete Bewegung der Polymerso-
men zu induzieren. Dies konnte an einer zu geringen Grofe der Magnetit-NP liegen. Die
Erhohung der Fe?*-Startkonzentration ist eine Moglichkeit, um eine hohere intravesi-
kulidre Fe?t-Konzentration zu erreichen. Dies konnte zur Ausbildung groferer, interner
Magnetit-NP fiihren, die die Magnetophorese von Polymersomen ermdoglichen.
Dennoch ist bemerkenswert, dass iiberhaupt interne Aggregate mittels Cryo-TEM zu
detektieren waren, da dies im Fall von Liposomen, die unter vergleichbaren Bedingun-
gen mittels FHE hergestellt wurden, nicht der Fall war.

Ganz anders stellen sich die Ergebnisse der Experimente zum Einschluss von vorgeform-
ten hydrophilen Magnetit-NP in Polymersomen dar. Nur die FHE-Methode erwies sich
als geeignet, Polymersomen in einer Suspension von Magnetit-NP zu erzeugen. Eine
Cryo-TEM-Untersuchung der aufgereinigten Polymersomendispersion zeigte indes, dass
sich vorwiegend leicht deformierte Polymersomen gebildet hatten. Polymersomen mit
Magnetit-NP fanden sich nur zu einem Anteil von < 5 % in der Probe. Eine mégliche
Ursache ist, dass Magnetit-NP in der verwendeten Suspension aggregieren und somit
zu grofs fiir den Einschluss in Polymersomen sind. Gréfere Aggregate von Magnetit-NP
wurden zwar bei Cryo-TEM-Untersuchungen einer nicht aufgereinigten Polymersomen-
dispersion mit Magnetit-NP gefunden, allerdings befand sich eine deutlich grofere An-
zahl isolierter Magnetit-NP als Polymersomen in der Probe.

Eine weitere mogliche Erklarung fiir den in meinen Arbeiten selten beobachteten Ein-
schluss von Magnetit-NP in Polymersomen koénnte eine zu starke Wechselwirkung der

Magnetit-NP mit der Polymersomenmembran sein. Indizien dafiir lieferte die Cryo-TEM-
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Untersuchung einer nicht aufgereinigten, potenziell magnetithaltigen Polymersomendi-
spersion. Dort konnte bei mehreren Polymersomen die Deformation der ca. 12 nm dicken
Membran durch angelagerte Magnetit-NP beobachtet werden. Diese starke Deformati-
on erscheint angesichts der Rigiditat und Dicke der Polymersomenmembran erstaunlich.
Allerdings kann dieser Effekt mit einer starken Wechselwirkung zwischen Triethylengly-
kol, dem Stabilisator der Magnetit-NP, und den Ethylenoxid-Einheiten des PEO-Teils
der Polymersomenmembran erklart werden, da diese beiden Komponenten strukturell
identische Einheiten aufweisen. Dies ist eine plausible Erklarung fiir die beobachtete Ein-
buchtung der Polymersomenmembran durch Magnetit-NP (s. Abb. 44, Pfeile). Die damit
verbundene starke Deformation eines Membransegments geht bei einigen Polymersomen
sogar mit der Ausbildung schlauchférmiger Strukturen aus der Polymersomenmembran
und damit der Zerstérung des Polymersoms einher (s. Abb. 43).

Die Vermutung, dass Polymersomenmembranen gegeniiber Magnetit-NP stabiler als Li-
posomenmembranen sind, kann fiir den Einschluss von TREG-stabilisierten, hydrophilen
Magnetit-NP nicht untermauert werden. Die Ursache dafiir liegt héchstwahrscheinlich
in der starken Wechselwirkung des Stabilisators TREG mit den PEO-Gruppen der Poly-
mersomenmembran. Der Einsatz eines anderen Stabilisators fiir Magnetit-NP konnte die
Wechselwirkungen mit der Polymersomenmembran reduzieren. Damit wére eine héhere
Stabilitéit der Polymersomen und ein effektiver Einschluss von Magnetit-NP in Polymer-

somen moglich.
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3.6 Exkurs: Magnetit-Nanopartikel
3.6.1 Motivation

Die Intention der Untersuchungen lag in der Herstellung einer stabilen, wéssrigen Sus-
pension von Magnetit-NP, die zur Verkapselung von hydrophilen Magnetit-NP in Ve-
sikeln eingesetzt werden sollte. Dazu mussten zunéchst Magnetit-NP hergestellt und
charakterisiert werden. In einem zweiten Schritt stand die Entwicklung einer Methode
zur Generierung einer stabilen, homogenen Suspension von Magnetit-NP in einem wéss-
rigen Losungsmittel, einer Art ,ferrofluid”, im Vordergrund.

Magnetit-NP sind aufgrund ihrer besonderen magnetischen Eigenschaften vielfaltig an-
wendbar, z.B. in der medizinischen Diagnostik oder Therapie (s. Kap. 1.1.2). Fiir die Her-
stellung von stabilisierten Magnetit-NP sind verschiedene Verfahren etabliert. So wird
u.a. die Féllung von Magnetit aus einer wéassrigen Losung eines 2:1-Gemischs von FeCls
und FeCl, durch die Zugabe von NHj beschrieben [97]. Die entstandenen Magnetit-NP
werden durch den anschliekenden Zusatz des Tensids Tetramethylammoniumhydoxid in
einer wéssrigen Suspension stabilisiert [97].

Zudem sind unterschiedliche solvothermische Verfahren zur Generierung von Magnetit-
NP bekannt. Ein Beispiel hierfiir ist die Bildung von Magnetit-NP durch die thermi-
sche Zersetzung von Fe(III)-acetylacetonat Fe(acac)s in einer Triethylenglykol-Losung
(TREG), iiber die eine stabile wéssrige Suspension von Magnetit-NP zugénglich ist
[98,99].

Hier wurde die Methode der solvothermischen Herstellung in TREG aufgrund des gut

nachvollziehbaren Verfahrens ausgewahlt.

3.6.2 Solvothermische Herstellung von Magnetit-Nanopartikeln

Die untersuchte solvothermische Herstellungsmethode von Magnetit-NP basiert auf der
thermischen Zersetzung von Fe(acac);. Dazu wird TREG mit einem Siedepunkt von
287°C verwendet, das gleichzeitig drei Funktionen ausiibt. Es wirkt als Losungmittel,
teilweise als Reduktionsmittel zur Generierung von Fe?*-Ionen aus Fe(acac)s sowie als
Stabilisator der gebildeten Magnetit-NP [98|. Dazu wurde zunéchst eine geeignete Me-
thode entwickelt, um die Reaktion bei solch hohen Temperaturen unter einer Argon-
Atmosphére durchfiithren zu konnen. Beim Erhitzen einer Losung von Fe(acac)s in TREG
iiber ein definiertes Temperaturprogramm bis zum Riickfluss fallt aus der tiefroten Lo-

sung ein schwarzer Feststoff aus. Dieser kann durch eine Ultrazentrifugation abgetrennt,
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Abb. 45: Pulver-Rontgendiffraktogramm von Magnetit-NP, Peaklagen von Magnetit (FesOy)

bzw. FeoOg indiziert

durch mehrmaliges Waschen gereinigt und anschlieffend getrocknet werden.

3.6.3 Charakterisierung von Magnetit-Nanopartikeln
Zusammensetzung

Der schwarze Feststoff wurde mittels PXRD charakterisiert, um abzusichern, dass es
sich tatsdchlich um Magnetit handelt. Das Diffraktogramm ist in Abb. 45 dargestellt.
Es ist zu erkennen, das die intensivsten Reflexe denen von Magnetit zugeordnet werden
konnen. Dabei ist die Breite der gemessenen Reflexe ein gutes Indiz dafiir, dass diese von
sehr kleinen Partikeln (oder, weniger wahrscheinlich, von amorphen Anteilen) herriihren.
Das Diffraktogramm deutet darauf hin, dass sich geringe Anteile an Fe;O3 als Neben-
produkt in der Probe befinden. Die hergestellten NP bestehen folglich hauptséchlich aus
Magnetit.

Grollenverteilung der Magnetit-Nanopartikel

Zur Ermittlung der Grofe und der Grokenverteilung der hergestellten Magnetit-NP wur-
den TEM-Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die NP mehrheitlich
nahezu sphérisch geformt sind (s. Abb. 46). Die Analyse mehrerer TEM-Aufnahmen
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50 P et et :

Abb. 46: TEM-Aufnahme von Magnetit-NP

hinsichtlich der Grofse der abgebildeten NP ergab, dass diese Grofen im Bereich von
3 - 14 nm aufweisen, wobei 90 % der NP einen Durchmesser zwischen 4 und 8,5 nm
haben. Die NP liegen in losen Aggregaten vor, was auf das Eintrocknen der stabilen

Suspension zuriickzufiihren ist.

Dispergierbarkeit im wassrigen Milieu

Da das Ziel der Arbeiten die Herstellung einer stabilen homogenen Suspension von
Magnetit-NP war, wurde untersucht, wie sich Magnetit-NP im Wassrigen verhalten.
Laut [98] bilden TREG-stabilisierte Magnetit-NP eine stabile wéssrige Suspension. Da
in [98] weitere Angaben iiber die Art der verwendeten wissrigen Losung fehlen, musste
ermittelt werden, bei welchem pH-Wert stabile Suspensionen von Magnetit-NP gebildet
werden. Dazu wurden Suspensionen von 0,1 mg Magnetit-NP je Milliliter wassriger Lo-
sung hergestellt und deren Stabilitdt mittels PCS verifiziert.

Es zeigte sich, dass Magnetit-NP eine mehrere Wochen stabile, braune Suspension in
HCl-saurem HyO (pH 3) bilden, wie PCS-Messungen ergaben. Hingegen lassen sich
Magnetit-NP in destilliertem HyO (pH 6) bzw. in mit NaOH auf pH 9 gebrachtem
H50O nicht ldnger als 24 h suspendieren.
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Ergénzend wurde getestet, ob sich Magnetit-NP zur besseren pH-Kontrolle ebenfalls in
100 mM Citratpuffer (pH 3) suspendieren lassen. Es konnte indes beobachtet werden,
dass sich die urspriinglich braun gefarbte Magnetit-NP-Suspension bereits nach einem
Tag gelb verfarbt hatte. In der gelben Losung konnten keine Magnetit-NP mehr mittels
Lichtstreuung detektiert werden. Vermutlich werden die Magnetit-NP durch Komplexie-
rung der Fe3*-Tonen durch Citratanionen aufgeldst.

Bei der Lagerung einer stabilen Suspension von Magnetit-NP an einem Supermagneten
aggregieren braunlich gefarbte Schlieren am Supermagneten. Dies kann auf die Magne-

tophorese von Magnetit-NP zuriickgefiihrt werden.

3.6.4 Diskussion

Mit dem gewahlten solvothermischen Ansatz konnten tatséchlich erfolgreich Magnetit-
NP hergestellt werden. Mittels PXRD wurde abgesichert, dass es sich bei den generierten
NP tatséchlich {iberwiegend um Magnetit-NP handelt. Die hergestellten Magnetit-NP
weisen zu 90 % eine Groke von 4 - 8,5 nm auf und sind damit deutlich kleiner als in
der Literatur beschrieben [98], wo eine mittlere Grofte von 11 nm angegeben wird. Dort
fehlt allerdings eine genauere Charakterisierung der Partikelgrofenverteilung.

Es zeigte sich, dass sich die aufgereinigten NP fiir mehrere Wochen in einer schwach
HCl-sauren Losung bei pH 3 stabilisieren lassen. Bei héheren pH-Werten sind die her-
gestellten NP-Suspensionen lediglich etliche Stunden stabil. Diese Beobachtungen legen
die Vermutung nahe, dass im wéssrigen Milieu eine elektrostatische Stabilisierung der
Magnetit-NP vorliegt, wobei niedrigere pH-Werte vorteilhaft sind. Vermutlich weisen
die TREG-stabilisierten Magnetit-NP eine positive Oberflichenladung auf, so dass sie
im sauren Milieu besser stabilisiert werden als im neutralen oder alkalischen Milieu
(vel. [100]).

Magnetit-NP in einer HCl-sauren, wéssrigen Suspension zeigen wie erwartet Magneto-
phorese und eignen sich somit prinzipiell zur Herstellung von Magnetit-NP-haltigen,

magnetophoretischen Vesikeln (s. Kapitel 2.4.3 und 3.5.3).
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4 Einschluss weiterer Ubergangsmetalle in

Polymersomen

4.1 Motivation

Zusitzlich zum Einschluss von FeS in Polymersomen sollten Nanopartikel der Ubergangs-
metallsulfide NiS, CdS und CuS in Polymersomen ausgefallt werden, um den Prozess der
Generierung intravesikuldrer Metallsulfide intensiver zu beleuchten. Zudem koénnen die
Erkenntnisse dieser Untersuchungen zum Vergleich und zum besseren Verstandnis der
Ergebnisse, die bei der Herstellung FeS-haltiger Polymersomen erhalten wurden, dienen.

Die zusitzlich zu charakterisierenden Ubergangsmetallsulfide eignen sich insbesondere,
da

e sie deutlich schwerer 16slich sind als FeS und somit schon bei niedrigerem pH-Wert

sowie bei gleichem pH-Wert mit hoherem Umsatz im Vergleich zu FeS ausfallen.

e sie aufgrund der geringeren Loslichkeit im Vergleich zu FeS nach der Ausfillung

stabiler sein sollten.

e im Gegensatz zu Fe?T-Ionen sowie FeS weder die zur Herstellung eingesetzten zwei-

wertigen Kationen noch die gebildeten Metallsulfide oxidationsempfindlich sind.

e der Nachweis in Polymersomen erleichtert wird, da insbesondere Cd einen deut-
lich starkeren Kontrast bei Cryo-TEM-Untersuchungen aufweist und somit besser

detektiert werden kann.

Ausgehend von den Ansétzen zur Herstellung von FeS-haltigen Polymersomen wurden
mit der FHE-Methode ebenfalls Metallchloride der Ubergangsmetalle Nickel, Kupfer und
Cadmium in Polymersomen eingeschlossen. Nach der Aufreinigung wurden entsprechend
der Herstellung von intravesikuldrem FeS durch Inkubation mit HyS die jeweiligen Me-
tallsulfide im Inneren von Polymersomen ausgefillt.

Die geplanten Untersuchungen mussten nicht unter Luftausschluss durchgefiihrt wer-
den, da die verwendeten Metallsalze der zweiwertigen Ionen von Nickel (in Form von
NiCl, - 6 Hy0), Cadmium (CdCly) und Kupfer (in Form von CuCl, - 2 HyO) nicht oxi-
dationsempfindlich sind. Von den Metallsulfiden dieser Elemente ist nur eine Oxidation
von NiS zu NiySs an Luft bekannt.
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Das Loslichkeitsprodukt von FeS (K (FeS) = 10718 %212 [63]) ist grofer als das der an-
deren untersuchten Ubergangsmetalle. So ist das Loslichkeitsprodukt von NiS um zwei
Grofenordnungen, das von CdS und CuS um neun bzw. 19 Grofenordnungen kleiner
als das von FeS [63]. Darum sollten die gebildeten Metallsulfide im Vergleich zu FeS,
welches zudem auch noch oxidationsempfindlich gegeniiber Luftsauerstoff ist, nach der
Ausfallung deutlich stabiler und damit auch besser charakterisierbar sein. Der Einsatz
nicht-inerter Arbeitstechniken erleichterte die experimentelle Durchfithrung der Arbei-

ten.

4.2 Nickelhaltige Polymersomen
4.2.1 Vorbemerkungen

Nickel ist von den drei untersuchten Ubergangsmetallen dem Eisen chemisch am #hn-
lichsten. Die zweiwertigen Ionen beider Metalle gehoren zur Ammoniumsulfidgruppe
beim Kationentrennungsgang in der qualitativen Analyse [63|, bei dem unter inerten
Bedingungen auch FeS statt Fe(OH)s ausfallen wiirde. NiS bzw. NiyS3 und FeS sind
schwarze Feststoffe. Nickelhaltige Polymersomen wurden darum analog den eisenhalti-

gen Polymersomen umfassend charakterisiert.

4.2.2 Entwicklung einer Methode zur Quantifzierung von Ni**-lonen

Analog zur Analyse eisenhaltiger Polymersomen sollte eine hinreichend empfindliche
spektrophotometrische Methode zur Bestimmung von Ni?*-Ionen gefunden und fiir die
Quantifizierung von intravesikuliren Ni?T-Ionen optimiert werden. Zunichst wurde ge-
testet, ob Ni*"-Tonen mittels Dimethylglyoxim (dimegly) quantifiziert werden kénnen.
Ni?*-Tonen und dimegly bilden im alkalischen den neutralen Komplex [Ni(dimegly)s]
(s. Abb. 47a), der intensiv rosa gefarbt und zudem schwerldslich ist. Er eignet sich indes
nicht nur zur gravimetrischen Bestimmung, sondern auch zur spektrophotometrischen
Quantifizierung von Nickel. Es wurden zwei in der Literatur beschriebene Vorschrif-
ten [101] zur Bestimmung von Ni*T mit dimegly hinsichtlich ihrer Eignung getestet. Es
erwies sich als entscheidend, ein genaues Zeitregime bei der Préaparation der zu vermes-
senden Losungen einzuhalten, da sich die Absorption beim Absorptionsmaximum des
Komplexes bei A, = 460 nm nach der Préaparation der Losungen verdnderte. Dies ist

auf die langsame Oxidation der komplexierten Ni?*-Ionen zu Ni**-Ionen zuriickzufiihren,
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die zu Folgereaktionen am komplexierten dimegly-Liganden fithrt und damit zur Bildung
anderer Komplexspezies mit verdnderten Absorptionseigenschaften fithrt [101]. Um diese
storende Reaktivitdt zu unterdriicken, erfolgte die Zugabe eines Oxidationsmittels zur
quantitativen Oxidation von Ni?**- zu Ni**-Ionen bei der Herstellung der Komplexlo-
sungen. Es zeigte sich, dass sich nur beim Einsatz von Bromwasser im Rahmen einer
modifizierten Variante nach [102| die Generierung eines Nickel-dimegly-Komplexes mit
zeitlich konstanter Absorption realisieren liefs. Auf diesem Weg konnten reproduzierbare
Ergebnisse erzielt werden. Mit dieser Bestimmungsmethode von Ni**-Tonen (s. S. 162)
wiesen die [Ni(dimegly)s|-Komplexlosungen fiir mehr als 60 Minuten eine konstante Ab-
sorption im Absorptionsmaximum auf. Zudem konnten Ni?*-Ionen auch in hinreichend
geringen Mengen fiir die Analyse von Ni**-haltigen Polymersomen quantifiziert werden.
Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde der Einfluss von THF und von PB-PEO auf
die Empfindlichkeit und die Reproduzierbarkeit der Ni**-Bestimmungsmethode unter-
sucht. Es zeigte sich, dass analog zur Eisenbestimmung Nickel ausschlieflich mit der
Standard-Additions-Methode quantifiziert werden konnte, da vorhandenes PB-PEO den
Blindwert deutlich beeinflusst.

4.2.3 Herstellung und Charakterisierung Ni**-haltiger Polymersomen

Alle Praparationsschritte erfolgten an Luft. Es wurden analog zur Herstellung von ei-
senhaltigen Polymersomen mit der Filmmethode (s.S. 160) NiCl,-Losungen unterschied-
licher Konzentration in TRIS-HCI-Puffer bei unterschiedlichen pH-Werten in 1,6 mM
PB-PEO-Polymersomen eingeschlossen. Eine Extrusion der hergestellten Ni?T-haltigen
Polymersomen erfolgte nicht. Nach der Aufreinigung mittels Dialyse wurden farblose Di-
spersionen erhalten, die eine grofse Verteilungsbreite der Vesikeldurchmesser aufwiesen.
Zur Bestimmung des Nickelgehalts in aufgereinigten Polymersomendispersionen kam die
zuvor optimierte Methode zur Quantifizierung von intravesikuliren Ni?T-Ionen zum Ein-
satz. Dazu wurden die Polymersomen zunichst mit einem Uberschuss an THF aufgeldst.
Daran anschlieftend erfolgte die spektrophotometrische Bestimmung von Nickel mittels
Standardaddition. Die Ergebnisse der Nickel-Bestimmung fiir verschiedene Ansétze sind
in Abb. 47b dargestellt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass bei einer Startkonzentration von 500 mM NiCl, stark
unterschiedliche Werte fiir den Ni**-Gehalt nach der Aufreinigung ermittelt wurden. Die

Spannbreite geht von Ni?*-Konzentrationen von 0,3 mM bis zu 0,9 mM. Dabei scheint
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/H._.. a b
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Abb. 47: (a): Struktur von [Ni(dimegly)s] und (b): Spektrophotometrisch ermittelter Ni?*-
Gehalt in aufgereinigten, Ni?T-haltigen Polymersomendispersionen bei unterschied-

lichen pH-Werten und verschiedenen Ni?*-Startkonzentrationen

auch der pH-Wert einen Einfluss zu haben. Bei niedrigeren pH-Werten konnte ein ho-
herer Nickelgehalt realisiert werden. Bei Einsatz einer Startkonzentration von 60 mM
NiCly wiesen die aufgereinigten Polymersomendispersionen jeweils einen vergleichbaren
Ni?*-Gehalt von ca. 0,28 mM auf. Interessanterweise entspricht dieser Ni?*-Gehalt auch
in etwa dem mittleren Fe?"-Gehalt von 0,35 mM von aufgereinigten Fe?*-haltigen Po-
lymersomendispersionen. Die Schwankungen der ermittelten Ni**-Gehalte konnten auf
die in manchen Experimenten nicht vollstandige Hydratisierung des Polymerfilms nach
16-stiindigem Schiitteln zuriickzufithren sein.

Zur Verifizierung der Ergebnisse der spektrophotometrischen Ni**-Bestimmung wurde
von aufgereinigten Ni?T-haltigen Polymersomendispersionen der Nickelgehalt zusitzlich
mittels FAAS bestimmt. Dazu wurde zunéchst eine Fiinfpunkt-Kalibration im Kon-
zentrationsbereich von 0,1 mg/l - 1,0 mg/1 mit einem Nickel-Standard vorgenommen.
Anschliefsend wurden die Proben mit konzentrierter HNOj aufgeschlossen und nach de-
finierter Verdiinnung vermessen.

Dabei zeigte sich, dass fiir PB-PEO-Polymersomen, die in einer 60 mM NiCl,-Losung
hergestellt wurden, teils vergleichbare, teils um bis zu 50 % geringere Werte gefunden
wurden. Auch in mit 500 mM NiCl,-Losung hergestellten Polymersomendispersionen
wurden nur 50 % der Ergebnisse der UV /Vis-Methode gefunden. Die abweichenden
Ergebnisse konnen moglicherweise mit einem unvollstdndigen Aufschluss der Polymerso-

mendispersionen vor der FAAS-Bestimmung erklért werden. Zum Aufschluss der Proben
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fiir die FAAS wurde anstelle von THF konzentrierte HNO3 verwendet, um ein wéssriges
System fiir die FAAS-Untersuchung zu gewéhrleisten. Bei der Préaparation von Polymer-
somenproben fiir andere FAAS-Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass sich bei
Einsatz zu geringer Mengen an HNOj3 zum Aufschluss von Vesikeldisperisionen inhomo-

gene Dispersionen bildeten.

4.2.4 Herstellung und Charakterisierung NiS-haltiger Polymersomen

Zum Ausfillen von intravesikuldrem NiS wurden aufgereinigte, Ni?*-haltige Polymerso-
mendispersionen mit gasformigem HyS oder mit einer geséittigten wéassrigen HoS-Losung
versetzt. Dabei trat eine dunkle Verfarbung der zuvor farblosen Dispersionen auf, die auf
die Bildung von schwarzem NiS hindeutet. Durch mehrere Kontrollexperimente konnte
gezeigt werden, dass die beobachtete NiS-Fallung intravesikuldr ist (Abb. 48).

Lost man aufgereinigte, Ni**-haltige Polymersomen durch einen Uberschuss an THF
auf, kann dennoch eine schwarze Verfarbung der Dispersion bei Inkubation mit HsS be-
obachtet werden (Abb. 48 A). Dieser 16st sich auch bei Zugabe eines Uberschusses an
EDTA nicht mehr auf (A). Wird allerdings ein Uberschuss an EDTA zu der mit THF
versetzten Polymersomendispersion gegeben und diese anschlieffend mit HsS inkubiert,
tritt keine dunkle Verfiarbung der Losung auf (B). Die NiS-Fallung wird durch die Kom-
plexierung der aus den Polymersomen freigesetzten Ni?*-Ionen verhindert. Dies konnte
auch in einem Vergleichsexperiment gezeigt werden. Eine griin gefirbte Ni*T-Losung,
die mit einem Uberschuss an EDTA versetzt wurde, firbte sich bei der Inkubation mit
HsS nur geringfiigig dunkler.

In intakten, aufgereinigten Ni?*-haltigen Polymersomen kann NiS durch Inkubation mit
H,S ausgefillt werden (Abb. 48 C). Die Zugabe eines externen Uberschusses an EDTA
hat keinen Einfluss auf die Ausfillung von NiS in intakten Polymersomen (D). Das bei
diesem pH-Wert als Dianion vorliegende EDTA kann praktisch nicht durch die Poly-
mersomenmembran ins Innere der Polymersomen diffundieren und folglich auch keine
Ni?*-Tonen im Inneren maskieren kann.

Da die Inhibierung der NiS-Féllung nur beim Zerstéren der Vesikel mit THF beob-
achtet wurde, muss die beim Zusatz von EDTA zu intakten Vesikeln beobachtete NiS-
Féallungsreaktion intravesikular sein. Einmal gebildetes NiS 16st sich nicht mehr bei An-

wesenheit eines Uberschusses an EDTA auf.
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100 pl .
Ni#-Vesikel
+
100 pl THF
+1,1mg EDTA

. +EDTA
200 pl
Ni**-Vesikel

1.1,1 mg EDTA, 2. + H,S

Abb. 48: Verwendung einer aufgereinigten, Ni>-haltigen Polymersomendispersion (Startkon-

zentration: 500 mM NiCly; pH 4) fiir die Kontrollexperimente: NiS-Féllung bei In-

kubation mit HoS auch nach Zerstérung der Polymersomen durch Zusatz von THF
moglich (A); Zusatz eines Uberschusses an EDTA (15 mM) zu (durch Zusatz von
THEF) solubilisierten Polymersomen inhibiert NiS-Féllung bei Inkubation mit HaS

(B); Bildung von schwarzem NiS bei Inkubation von intakten Polymersomen mit

H,S (C); Auftreten der NiS-Fillung auch bei Zugabe eines externen Uberschusses
an EDTA (15mM) (D)
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UV /Vis-spektroskopische Verfolgung der NiS-Fallung

Die Kinetik der Fallung von NiS in Polymersomen wurde UV /Vis-spektroskopisch ver-
folgt. Dazu wurden aufgereinigte, Ni?*-haltige Polymersomen mit einer gesittigten H,S-
Losung (cp,s =~ 100 mM) versetzt und die Absorption der erhaltenen Dispersion im
Verlauf von 30 min gemessen. Die Spektren wurden dabei um die Lichtstreuung der Po-
lymersomendispersion korrigiert, indem das UV /Vis-Spektrum der unbehandelten Po-
lymersomendispersion subtrahiert wurde. Die erhaltenen korrigierten Spektren, die in
Abb. 49a dargestellt sind, zeigen die nach der Inkubation mit HyS-Losung auftreten-
den Verdnderungen des Absorptionsspekrums der Probe. Das Auftragen der um die
Partikelstreuung korrigierten, relativen optischen Dichte fiir verschiedene Wellenldngen
veranschaulicht, dass nach 120 s die optische Dichte iiber einen breiten Wellenldngen-
bereich bereits iiber 80 % des Endwerts erreicht hat (s. Abb. 49b). Die intravesikulére
NiS-Fallung lauft also bei einer externen HyS-Konzentration von ca. 66 mM sehr rasch
ab. Zudem ist zu erkennen, dass sich die relative optische Dichte praktisch wellenlange-
nunabhéngig verindert (s. Abb. 49b).

Da NiS ebenso wie FeS als schwarzer Feststoff ausfillt, konnten keine spezifischen Ab-
sorptionsbanden im Verlauf der Messung detektiert werden. Vielmehr ist eine Zunahme
der Absorption iiber den gesamten vermessenen Wellenléngenbereich zu beobachten, wo-
bei fiir kleinere Wellenléngen eine stérkere Zunahme auftritt. Dies deutet vermutlich auf
die Bildung von NiS-Partikeln hin, die Licht umso stérker streuen, je kiirzer dessen Wel-
lenlénge ist (vgl. Abb. 30, S. 59 fiir die Fallung von FeS in Polymersomen).

Die charakteristische griine Farbe von Ni?*-Losungen kann bei aufgereinigten, Ni?t-
haltigen Polymersomendispersionen nicht mehr beobachtet werden. Dies kann auf die
starke Lichtstreuung durch die Polymersomen und den geringen Ni?**-Gehalt von durch-
schnittlich ca. 0,28 mM in der Polymersomendispersion zuriickzufiihren sein. Aus die-
sem Grund ist es, anders als beim rétlich gefirbten Fe?t-PDC-Komplex, nicht moglich,
die Verinderung einer fiir Ni?*-Ionen charakteristischen Absorptionsbande wihrend der

NiS-Fillung mittels UV /Vis-Spektroskopie zu verfolgen.

Cryo-TEM-Untersuchungen von NiS-haltigen Polymersomen

Zur Visualisierung von intravesikuliren NiS-Aggregaten wurden aufgereinigte, Ni?*-
haltige Polymersomen vor und nach der Inkubation mit HyS mittels Cryo-TEM un-

tersucht. Hierbei kam eine Polymersomendispersion 45 Tage nach der Herstellung zum
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Abb. 49: UV /Vis-spektroskopische Verfolgung der Inkubation einer aufgereinigten, Ni%*-
haltigen Polymersomendispersion (Startkonzentration: 500 mM NiCly; pH 4) mit
dem doppelten Volumen einer geséttigten wissrigen HoS-Losung; Darstellung der
korrigierten Absorptionsspektren (a) sowie der Verdnderung der korrigierten, relati-

ven optischen Dichte bei verschiedenen Wellenldngen (b)

Einsatz. Es zeigte sich, dass Ni?**-haltige Polymersomen praktisch ausschlieRlich als uni-
lamellare Vesikel vorliegen (s. Abb. 50a).

Cryo-TEM-Aufnahmen von mit HsS inkubierten und verfarbten Polymersomendisper-
sionen zeigen, dass viele Polymersomen kleine dunkle Aggregate aufweisen, die membra-
nassoziert vorliegen (Abb. 50b, 51). Diese sind teilweise auch deutlich erkennbar an der
dufkeren Vesikelmembran angelagert (Abb. 50b). Zudem zeigen Vesikel auf einigen Auf-
nahmen diffuse Aggregate mit dunklem Kontrast (schwarze Pfeile auf Abb. 51a,b), bei
denen es sich vermutlich um Aggregate von NiS-NP handelt, da Polymersomen solche
Aggregate vor der Inkubation mit HyS nicht aufwiesen.

Weitere beobachtete Strukturen in derselben Abbildung sind kompakte Partikel mit ei-
ner Groke zwischen 11 nm und 24 nm (durch rote Pfeile indiziert). Ahnliche Partikel
konnten auch auf anderen Aufnahmen beobachtet werden. Aufgrund ihres Kontrastes
sollte es sich dabei ebenfalls um NiS handeln, da solche Aggregate bei Proben ohne H,S-
Inkubation nicht beobachtet wurden. Allerdings sind solche dunklen, kompakten Partikel
auch in einigen Féllen extravesikulér erkennbar. Solch extravesikuldre Partikel rithren
womoglich von kollabierten Polymersomen her. Es war nicht moglich, eine Kippserie zur
Verifizierung der Lokalisierung solcher membranassoziierten Partikel aufzunehmen.

Eine weiteres, sehr interessantes Phianomen war das beobachtete Auftreten einer dunklen
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Abb. 50: Cryo-TEM-Aufnahme von aufgereinigten, Ni2*-haltigen Polymersomen; vor (a) und
nach (b) Inkubation mit HoS

Ablagerung an der inneren Polymersomenmembran (Abb. 51b, schwarzer Pfeil). Das
fragliche Polymersom ist zweifelsohne nicht mehr vollstdndig geschlossen. Das Platzen
des Polymersoms kénnte durch den Einfluss des internen Niederschlags verursacht sein,
da ansonsten nur intakte Vesikel in der Probe gefunden wurden. Alternativ konnte auch
der interne Niederschlag erst durch das Offnen des Polymersoms entstanden sein. Dies
ist jedoch unwahrscheinlich, da extern vorhandenes EDTA durch das Eindringen in ein
geplatztes Vesikel eine Fillung von NiS verhindern wiirde.

Schlieklich weisen die untersuchten Ni?*-haltigen Polymersomendispersionen unabhén-
gig von der Inkubation mit HyS extravesikuldre faden- bzw. schlauchférmige Strukturen
(z.B. Abb. 51b) auf, die durch eine andere Packungsanordnung der PB-PEO-Molekiile
bewirkt wird. Dieser Effekt konnte durch die lange Lagerungsdauer bedingt sein und auf

eine chemische Verdnderung des PB-PEO hindeuten.

Die Resultate der Cryo-TEM-Untersuchungen von Ni**-haltigen Polymersomendisper-
sionen nach der Inkubation mit H,S belegen eindeutig die Bildung von dunklen Nie-
derschlagen. Diese treten in Form von diffusen Aggregaten, einer Ablagerung auf der
inneren Membran von Polymersomen sowie als Partikel bzw. Aggregate mit Grofen bis
zu 24 nm auf. Der Kontrast der Niederschldge und die Tatsache, dass diese nicht in Pro-
ben vor der HyS-Inkubation beobachtet werden konnten, beweist, dass es sich um NiS

handelt. Die Lokalisierung der beobachteten dunklen Aggregate mittels einer Kippserie

106



4.2 Nickelhaltige Polymersomen

Abb. 51: Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten, Ni?*-haltigen Polymersomen nach In-

kubation mit HoS; Hinweise auf NiS-Fallung in Form von diffusen Aggregaten bzw.

einer Membranablagerung (schwarze Pfeile) sowie als kompakte Partikel (rote Pfeile)
konnte nicht erfolgen. Einige Aggregate liegen erkennbar extern vor, insbesondere grofe-

re Aggregate. Trotzdem deuten die Cryo-TEM-Aufnahmen darauf hin, dass die diffusen

Aggregate und insbesondere die Membranablagerungen intravesikulér sind.
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4.3 Cadmiumhaltige Polymersomen
4.3.1 Vorbemerkungen

Der Einschluss des photohalbleitenden und als Photokatalysator einsetzbaren CdS im
Inneren von PB-PEO-Polymersomen ermdoglicht es, photokatalysierte Reaktion unter
den speziellen Bedingungen der Kompartimentierung zu untersuchen. Die Verwendung
von Polymersomen als vesikuldres System mit internem CdS wurde bislang noch nicht
beschrieben, obwohl diese aufgrund der dickeren Membran im Vergleich zu Liposomen
ein stabileres System darstellen sollten. Bislang wurde hingegen nur von der Herstellung
und Charakterisierung von CdS in Liposomen [18-23| sowie in kationisch-anionischen
Tensidvesikeln [103] berichtet.

Zur Herstellung von CdS-haltigen Polymersomen wurde dieselbe Herangehensweise wie
im Fall von FeS- und NiS-haltigen Polymersomen angewendet: Zunéchst erfolgte die
Herstellung und Aufreinigung Cd?**-haltiger Polymersomen, in derem Inneren dann die
CdS-Fillungsreaktion induziert wurde. CdS fillt aus Cd?"-haltigen Losungen bei der
Inkubation mit HsS bei pH > 0 als gelber Feststoff aus, da es ein Loslichkeitsprodukt
von Kz (CdS) = 10727 =9 aufweist [83).
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Abb. 52: Wellenldange der CdS-Absorptionskante Apes als Funktion der Partikelgrofe (in A);
rechte Ordinate: Energie der Bandliicke; jeweilige Energie der Bandliicke fiir die

makrokristalline Verbindung ist in Klammern angegeben (aus [104])

CdS-Partikel mit Grofen iiber 8 nm absorbieren Licht mit einer Wellenldngen von
A < 515 nm, was fiir die gelbe Farbe von CdS verantwortlich ist [104]. CdS-NP mit

Grofsen unter 8 nm weisen hingegen auf Quanteneffekten beruhende optische Eigen-
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schaften auf [104]. Diese bewirken, dass sich die Wellenlénge der Absorptionskante mit
abnehmender Partikelgrofse verringert (s. Abb. 52). Denn je kleiner CdS-Partikel sind,
desto grofer ist die fiir das Anheben eines Elektrons auf ein hoheres Energieniveau
notwendige Energie, da die entsprechenden Energieniveaus hoher liegen als im makro-
skopischen Kristall. Dieser Effekt kann auch als Vergroferung der Energieliicke von CdS
mit abnehmender Partikelgrofte beschrieben werden [104]. Der Zusammenhang zwischen
der Grofe von CdS-NP und der Lage der CdS-Absorptionskante konnte experimentell
und theoretisch verifiziert und quantifiziert werden [104, 105].

Dieser Zusammenhang kann auch zur Bestimmung der Grofse von in Vesikeln gebildeten
CdS-NP ausgenutzt werden. Dazu wird die Ausfiallung von CdS in Liposomen UV /Vis-
spektrokopisch verfolgt und die Grofe der intravesikulér gebildeten CdS-NP zu einem
beliebigen Zeitpunkt graphisch aus dem jeweiligen Absorptionsspektrum mithilfe von
Vergleichsdaten ermittelt [18,103].

4.3.2 Herstellung und Charakterisierung Cd**-haltiger Polymersomen

Mit der Filmhydratisierungsmethode wurden in 1,6 mM PB-PEO-Polymersomen 100
bzw. 300 mM CdCl,-Losungen bei unterschiedlichen pH-Werten eingeschlossen. Die Mo-
difikation dieser Parameter diente zur Verifizierung moglicher Einflussfaktoren auf die
Einschlussrate von Cd?"-Ionen in Polymersomen sowie auf die CdS-Ausfillung im In-
neren von Polymersomen. Als Pufferlosungen kamen dabei jeweils 100 mM Losungen
cines Citrat- (pH 2), Acetat- (pH 4-5) oder TRIS-HCI-Puffers (pH 7) zum Einsatz. Die
ohne Extrusion erhaltenen, aufgereinigten Polymersomendispersionen waren farblos und
polydispers.

Der Cd?*-Gehalt aufgereinigter Polymersomendispersionen wurde in ausgewihlten Pro-
ben exemplarisch mittels FAAS bestimmt. Dazu wurde eine Fiinfpunkt-Kalibration im
Konzentrationsbereich von 0,1 - 1,0 mg/ml mit einem Cd-Standard vorgenommen. Die zu
vermessenden Proben wurden mit konzentrierter HNOj3 aufgeschlossenen, auf definierte
Volumina verdiinnt und anschliefsend vermessen. Die Ergebnisse dieser Bestimmungen
sind in Abb. 53 dargestellt.

Es ist zu erkennen, dass im sauren Milieu bei pH 2 ein geringerer Cd?*-Gehalt in Po-
lymersomen realisiert werden konnte als im schwach sauren bzw. neutralen Milieu. So
wurde bei Einsatz einer 100 mM CdCl,-Losung in Citratpuffer (pH 2) ein Cd*T-Gehalt
von 0,042 4+ 0,016 mM erzielt. Hingegen konnte bei den untersuchten hoéheren pH-
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Abb. 53: Mittels FAAS bestimmter Cd?*-Gehalt in aufgereinigten, Cd?*-haltigen Polymerso-
mendispersionen bei unterschiedlichen pH-Werten und einer Startkonzentration von

100 mM CdCly; * - Startkonzentration 300 mM CdCl,

Werten jeweils ein Cd*"-Gehalt von ca. 0,1 mM realisiert werden. Bei pH 4-5 wurde
ein Cd-Gehalt von 0,100 + 0,033 mM und bei pH 7 von 0,103 £ 0,048 mM gefunden.
Zudem wird bei einer Verdreifung der CdCly-Startkonzentration auf 300 mM auch ein
annihernd dreifacher Cd?*-Gehalt von 0,278 £ 0,039 mM in der aufgereinigten Poly-
mersomendispersion realisiert. Gleichwohl sind die absoluten Werte des Cd?*-Gehalts
deutlich niedriger als die Werte von aufgereinigten Fe?*- oder Ni?*-haltigen Polymerso-
mendispersionen (vgl. Abb. 27 und 47). Dies kénnte an einer nicht vollstdndigen Hydra-
tisierung des Polymerfilms und damit einer verringerten PB-PEO-Konzentration in der

Polymersomendispersion liegen.

4.3.3 Herstellung und Charakterisierung CdS-haltiger Polymersomen

Zur Ausfillung von intravesikulirem CdS in aufgereinigten, Cd?*-haltigen Polymerso-
men wurde die Polymersomendispersion mit einer gesattigten wassrigen HoS-Losung
gemischt. Dabei konnte eine rasche gelbliche Verfarbung der zuvor farblosen Dispersion

beobachtet werden.
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Abb. 54: Graphische Ermittlung der CdS-Absorptionskante bei Ajpres = 500 nm aus dem
UV /Vis-Spektrum von Cd?*-haltigen Polymersomen (Startkonzentration 300 mM
CdCly in Acetatpuffer) 30 min nach der Inkubation mit dem doppelten Volumen

einer wassrigen HoS-Losung

UV /Vis-spektroskopische Verfolgung der CdS-Fillung

Der zeitliche Verlauf der Absorption von aufgereinigten, Cd?*-haltigen Polymersomen-
dispersionen nach Inkubation mit HyS wurde mittels UV /Vis-Spektroskopie verfolgt.
Dabei wurde systematisch der Einfluss der Parameter interner pH-Wert, intravesikulére
Cd?"-Konzentration sowie die zugesetzte Menge an H,S untersucht. Zur Gewihrleis-
tung einer moglichst guten Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit aller Messungen
kam dabei eine geséttigte wassrige HpS-Losung (cp,s ~ 100 mM) zum FEinsatz, die
in bestimmten Volumen-Verhiltnissen mit der Cd?*-haltigen Polymersomendispersion
gemischt wurde. Die intravesikuldre CdS-Fallungsreaktion wurde insgesamt iiber einen
Zeitraum von maximal 30 min verfolgt. Uber diesen Zeitraum hinaus fand keine de-
tektierbare Veranderung des UV /Vis-Spektrums der Proben mehr statt. Aufgrund der
intensiven Streuung von einfallendem Licht durch die Polymersomendispersionen wur-
den jeweils um die Vesikelstreuung korrigierte UV /Vis-Spektren dargestellt und ausge-
wertet. Dazu wurde von allen Spektren jeweils das UV /Vis-Spektrum der im gleichen
Mischungsverhaltnis mit HoO verdiinnten Polymersomendispersion subtrahiert. Die La-
ge der Absorptionskante der CdS-Partikel-Absorption wurde wie in [103] beschrieben
graphisch im jeweiligen UV /Vis-Spektrum als Schnittpunkt der Basislinie mit der Tan-
gente an die Schulter der CdS-Absorptionsbande bestimmt. Ein Beispiel der graphischen
Ermittlung der CdS-Absorptionskante ist in Abb. 54 dargestellt.

111



4 Einschluss weiterer Ubergangsmetalle in Polymersomen

a e b

1,4
S [ 30s st § 0’9-
5 . 60s H,S o . J
S 4 120sH,S § . I
Q
< v 300sH;S f, 0,6+ 4 120sHS
o)
o < 1200s H,S © ¢ 600sHS
K3} 2 ’
=) ke <« 1800sH S
g £ 03- :
g s v

010 L] L v L) v 0.'0 v L) x L)

300 400 500 600 700 800 300 500 600 800
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abb. 55: Zeitliche Verfolgung der CdS-Féllung mittels UV /Vis-Spektroskopie; links (a): In-
kubation einer aufgereinigten, Cd?*-haltigen Polymersomendispersion (Startkonzen-
tration 300 mM CdCly in TRIS-Puffer) mit dem doppelten Volumen einer geséttigten
wiissrigen HaS-Losung; rechts (b): Inkubation einer 0,8 mM Cd?*-Losung in TRIS-

Puffer mit dem doppelten Volumen einer wéssrigen HoS-Losung

In Abb. 55 ist das Ergebnis der UV /Vis-spektroskopischen Verfolgung der Fillungsre-
aktion von CdS im Inneren von Polymersomen (Abb. 55a) sowie als Vergleich in einer
0,8 mM CdCly-Losung (Abb. 55b) dargestellt. In beiden untersuchten Systemen ist ein
starker Anstieg der Absorption bei Wellenldngen von A < 500 nm, iiberlagert von der
Schulter einer Absorptionsbande, zu erkennen. Aus der Lage der Absorptionskante die-
ser Schulter A\, kann die jeweilige Grofe der Licht absorbierenden CdS-NP und das
Wachstum derselben abgeschétzt werden [18]. Laut Referenzdaten aus [105] entspricht
die fiir die intravesikuldre CdS-Féllung ermittelte Absorptionskante nach 30 s Reakti-
onszeit bei Apres & 480 nm einer Partikelgrofe von 4,9 nm. Nach Abschluss der Fal-
lungsreaktion nach 20 min liegt die Absorptionskante bei Ao &~ 490 nm, was einer
CdS-Partikelgrofe von 5,6 nm entspricht. Es tritt also eine Zunahme der Partikelgrofe
im Verlauf der Untersuchung auf.

Fallt man CdS hingegen aus einer 0,8 mM CdCly-Losung, so liegt der erste ermittel-
bare Wert der Absorptionskante bei Aqes =~ 495 nm. Dies entspricht einer Partikel-
grofse von 59 nm. Die nach 30 min ermittelte Wellenldnge der Absorptionskante von
Athres = 510 nm entspricht einer Partikelgrofe von ca. 8,4 nm. Gleichwohl liegt die Wel-
lenlange der Absorptionskante sehr nah an dem Wert von Ay,..s = 515 nm fiir bulk
CdS [104]. Dies konnte auf den fehlenden, das Partikelwachstum begrenzenden Einfluss

der Kompartimentierung oder auch auf die hohere Cd*"-Konzentration in Losung zu-
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riickgefiihrt werden.

Die CdS-Partikelgrofse in Losung ist schon zu Beginn der Féllungsreaktion deutlich gro-
fser als die der kompartimentierten Partikel in Polymersomen. So liegt die Absorpti-
onskante der gebildeten CdS-Partikel in Losung bereits nach fiinf Sekunden bei einem
hoheren Wert als fiir die kompartimentierte Féallung nach 20 min. Nach einer vergleich-
baren Reaktionszeit weisen die in Losung gebildeten CdS-Partikel bereits eine Absorp-
tionskante auf, die nahezu der von makroskopischem CdS entspricht. Dies diirfte auf
Aggregationsprozesse oder Ostwald-Reifung, d.h. grofe Kristallisationskeime wachsen
auf Kosten kleinerer Keime, in der resultierenden Suspension zuriickzufiihren sein, da
die entstandenen Kristallisationskeime nicht durch Stabilisatoren oder durch Komparti-

mentierung raumlich voneinander getrennt vorliegen.

Einflussfaktoren auf die GrolRe gebildeter CdS-Partikel

Zusatzlich zur rein phinomenologischen Charakterisierung der CdS-Féllung im Inneren
von Polymersomen und in Losung erfolgten systematische Untersuchungen zur Verifizie-
rung des Einflusses von Faktoren wie pH-Wert, CdCl,-Startkonzentration und der zu-
gesetzten HyS-Konzentration auf die Grofe der gebildeten CdS-Partikel. Dazu wurde in
den jeweiligen UV /Vis-Spektren die Lage der CdS-Absorptionskante graphisch bestimmt
und dann anhand von Referenzdaten aus [104] die dazugehorige CdS-Partikelgrofe er-
mittelt.

Der mégliche Einfluss des pH-Wertes wurde anhand von drei Ansétzen mit einer kon-
stanten CdCl,-Startkonzentration von 300 mM in drei unterschiedlichen Puffersystemen
untersucht. Polymersomendispersionen wurden in Citratpuffer (pH 2), Acetatpuffer (pH
4-5) sowie TRIS-HCI-Puffer (pH 7) hergestellt und mittels Dialyse aufgereinigt. Die er-
haltenen Dispersionen wurden mit dem doppelten Volumen einer geséattigten HoS-Losung
gemischt und UV /Vis-Spektren iiber einen Zeitraum von maximal 30 min aufgenommen.
Dabei zeigte sich, dass die erhaltenen UV /Vis-Spektren nach 20 min Messzeit konstant
blieben. Die aus der Lage der Absorptionskante jeweils ermittelten Partikelgrofsen sind
in Abb. 56 dargestellt.

Es ist eindeutig zu erkennen, dass in allen betrachteten Fillen die Partikelgréfe mit der
Inkubationszeit zunimmt. Zudem ist als klarer Trend zu erkennen, dass die maximale
Partikelgrofte mit zunehmendem pH-Wert abnimmt. Bei pH 2 liegt die Absorptionskan-

te nach 20 min Inkubationszeit schon bei Aj.es = 515 nm, dem Wert von bulk CdS.
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Abb. 56: aus der Lage der CdS-Absorptionskante graphisch ermittelte pH-Abhéngigkeit der
maximalen Partikelgrofe von in Polymersomen (Startkonzentration: 300 mM CdCly)
gebildetem CdS 30s und 20 min nach der Inkubation mit dem doppelten Volumen
einer gesittigten wéssrigen HoS-Losung; Partikelgrofe > 8,5 nm durch schraffiertes

Kéastchen indiziert

Die einzige Aussage iiber die maximale Partikelgrofse ist in diesem Fall, dass diese bei
> 8,5 nm liegt. Folglich werden bei der Inkubation mit einer HyS-Losung bei Vorlie-
gen eines intravesikuldren sauren Milieus (pH 2) grofere CdS-Partikel gebildet als bei
hoheren pH-Werten. Da die Absorptionskante nur Information iiber die Grofke der grof-
ten nicht aber iiber die Anzahl an gebildeten CdS-Partikeln gibt, konnte der Befund
dadurch erklart werden, dass sich mit steigendem pH-Wert eher eine grofsere Anzahl
kleiner CdS-Partikel (statt weniger grofer CdS-Partikel) bildet.

Des weiteren wurde untersucht, ob die Menge der zu aufgereinigten, Cd**-haltigen Poly-
mersomen zugesetzten gesattigten HoS-Losung einen Einfluss auf die Grofie der gebilde-
ten intravesikuliren CdS-Partikel hat. Es erfolgten UV /Vis-Untersuchungen einer Cd**-
haltigen Polymersomendispersion (Startkonzentration: 300 mM CdCly in Acetatpuffer),
zu der 100, 200 und 300 V% einer gesittigten wéssrigen HyS-Losung (cp,s ~ 100 mM)
zugesetzt wurden. Folglich wurde in den jeweiligen Polymersomendispersionen eine ex-
terne HyS-Konzentration von ca. 50 mM (bei Zusatz von 100 V% HS-Losung), 66 mM
(Zusatz von 200 V% H,S-Losung) sowie 75 mM (Zusatz von 300 V% H,S-Losung) ein-
gestellt.
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Abb. 57: aus der Lage der CdS-Absorptionskante graphisch ermittelte Abhéingigkeit der ma-
ximalen Partikelgrofe von in Polymersomen gebildetem CdS 30 s und 30 min nach
der Inkubation mit einer geséttigten wéssrigen HoS-Losung (¢, ~ 100 mM) in un-
terschiedlichen Mischungsverhiltnissen; Cd?*-Gehalt der Polymersomendispersion

ca. 0,3 mM (Startkonzentration: 300 mM CdCl;, in Acetatpuffer)

Es zeigte sich, dass sich die Lage der Absorptionskante nach gleichen Inkubationszeitriu-
men nur minimal mit Zunahme der HyS-Konzentration zu hoheren Wellenléngen ver-
schiebt. Dies bedeutet, dass die maximale Grofe der gebildeten CdS-Partikel mit zuneh-
mender HyS-Konzentration leicht zunimmt und zwar von 5,2 nm (Agpres &~ 485 nm) auf
5,6 nm (Agpres = 490 nm) nach 30 s Inkubationszeit und von 5,6 nm (Ajpres &~ 490 nm)
auf 6,6 nm (Ajpres &~ 500 nm) nach 30 min Inkubationszeit (s. Abb. 57). Folglich hat die
Erhohung der HyS-Konzentration im System iiber einen Wert von ca. 50 mM (bei einer
1:1-Mischung) nur einen geringen Einfluss auf die Grofe der gebildeten CdS-Partikel.
Dies diirfte am groken Uberschuss des H,S liegen, da der Cd?*-Gehalt der verwende-
ten Polymersomendispersion bei ca. 0,3 mM liegt. Die mittlere, intravesikulire Cd?*-
Konzentration liegt deutlich hoher, da nur ein geringer Teil des Gesamtvolumens der

Dispersion im Inneren von Polymersomen eingeschlossen wird.

Als dritter Parameter wurde der Einfluss der CdCly-Startkonzentration auf die maxima-
le Grofse der gebildeten CdS-Partikel untersucht. Bei der Quantifizierung konnte gezeigt
werden, dass sich ein deutlich hoherer Cd?T-Gehalt bei der Verdreifachung der Startkon-
zentration realisieren lief (s. Abb. 53). Es wurden bei drei verschiedenen pH-Werten von

pH 2, 4-5 sowie 7 jeweils mit einer 100 mM bzw. 300 mM CdCl,-Lésung Polymersomen-
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Abb. 58: aus der Lage der CdS-Absorptionskante graphisch ermittelte maximale Partikelgrofe
von in Polymersomen gebildetem CdS 30 s und 30 min nach der Inkubation mit dem
doppelten Volumen einer geséttigten wassrigen HoS-Losung in (a) Citratpuffer pH 2
und (b) in Acetatpuffer pH 4-5 fiir verschiedene CdCly-Startkonzentrationen; fiir
Werte bei pH 7 s. Abb. 56; Partikelgrofe > 8,5 nm durch schraffiertes Késtchen

indiziert

dispersionen hergestellt und nach der Aufreinigung mit einer geséattigten HoS-Losung
versetzt. Der zeitliche Verlauf der UV/Vis-Spektren wurde aufgezeichnet und aus den
aufgenommenen Spektren 30 s und 30 min nach der Inkubation die Absorptionskante der
CdS-Partikel bestimmt. Dabei konnte bei den Untersuchungen bei pH 7 kein Unterschied
der Partikelgrofe fiir die unterschiedlichen CdCly-Konzentrationen festgestellt werden.
Fiir in Citratpuffer (pH 2) erhaltene Polymersomen ist die aus der Lage der Absorptions-
kante jeweils ermittelte maximale Partikelgrofse in Abb. 58a dargestellt. Es ist erkennbar,
dass bei einer hoheren Startkonzentration die anfingliche maximale CdS-Partikelgrofse
grofer ist. Nach 30 min liegt die Absorptionskante beider untersuchter Dispersionen bei
Athres A 515 nm, so dass die maximale Partikelgrofse bei > 8.5 nm liegen muss. Bei hohe-
rer intravesikuldrer CdS-Konzentration tritt folglich zu Beginn der CdS-Ausfillung eine
raschere Zunahme der Partikelgrofse auf. Allerdings ist nach 30 min keinerlei Unterschied
zwischen den Vesikeldispersionen unterschiedlicher Cd?*-Konzentration zu detektieren.
Dies deutet darauf hin, dass die Féllungsreaktion nach diesem Zeitintervall abgeschlos-
sen ist.

Die Untersuchung bei pH 4-5 ergab indes, dass bei einer CdCly-Startkonzentration von

100 mM ein rascheres Partikelwachstum als bei einer Startkonzentration von 300 mM
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Abb. 59: Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten, Cd?*-haltigen Polymersomen; Startkon-
zentration: 300 mM CdCly in TRIS-HCI-Puffer

auftrat (s. Abb. 58b). Auch am Ende der CdS-Fillungsreaktion nach 30 min lagen bei
einer Startkonzentration von 100 mM CdCl, groftere Partikel als fiir Polymersomen mit
einer Startkonzentration von 300 mM CdCl; vor. Die Ursache dafiir ist unklar.

In der Literatur finden sich indes keine einheitlichen Angaben iiber den Einfluss der
CdCl,-Startkonzentration auf die maximale Partikelgrofe von in Vesikeln ausgefilltem
CdS. So wurde bei der vergleichenden Untersuchung von Lecithin-Vesikeldispersionen,
die mit einer 100 mM bzw. einer 300 mM CdCly-Lésung hergestellt wurden, keinerlei
Unterschied der anfinglichen und der finalen CdS-Partikelgrofse im Verlauf der intra-
vesikuldren Ausfillung beobachtet [18] . Gleichwohl wird in [21] von einer Korrelation
zwischen der finalen CdS-Partikelgrofie in Liposomen und der intravesikuldren CdCls,-
Konzentration berichtet. Allerdings wird nicht angefiihrt, in welchem Konzentrationsbe-
reich von CdCl, gearbeitet wurde, so dass diese Ergebnisse womdglich nicht im Wider-

spruch zu dem zuerst aufgefiihrten Bericht stehen.

Cryo-TEM von CdS-haltigen Polymersomen

Zur Visualisierung von aufgereinigten, Cd?*-haltigen Polymersomen sowie potenzieller
CdS-Niederschldge nach der Inkubation mit einer geséttigten wéssrigen HoS-Losung er-
folgten Cryo-TEM-Untersuchungen. Neben der Visualisierung von CdS-Niederschlagen
im Allgemeinen sollte eine Bestimmung der Grofe der gebildeten CdS-Partikel zur Ve-

rifizierung der Ergebnisse der UV /Vis-Untersuchungen erfolgen. Zunéchst wurden mit
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Abb. 60: (a),(b): Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten, Cd?*-haltigen Polymersomen
(Startkonzentration: 300 mM CdCly in TRIS-HCI-Puffer) nach Inkubation mit einer
gesittigten wissrigen HoS-Losung; kleinere Aggregate (schwarze Pfeile) und grofere

Aggregate (rote Pfeile) in Polymersomen mit einer Gréfe iiber 100 nm

einer 300 mM CdCly-Lésung in TRIS-HCI-Puffer hydratisierte Polymersomen nach der
Aufreinigung untersucht. Zwei reprasentative Aufnahmen sind in Abb. 59 dargestellt.
Es sind ausschlieflich unilamellare Vesikel zu erkennen, wobei die Mehrzahl der Vesikel
mit Grofen unter 150 nm auf den Kohlenstoffstegen des Grids lokalisiert sind. Grofsere
Vesikel sind in einigen Féllen nicht ideal sphérisch und weisen zudem Deformationen
auf. Bei den Untersuchungen wurden keinerlei Vesikel gefunden, die dunkle Aggregate

aufweisen.

Eine Probe dieser aufgereinigten, Cd?*-haltigen Vesikeldispersion wurde mit demselben
Volumen einer geséttigten HyS-Losung versetzt und anschliefend mittels Cryo-TEM un-
tersucht. Dabei konnten bei mehr als 75 % der Polymersomen mit einer Grofe von iiber
100 nm eindeutig dunkle Aggregate visualisiert werden. Dabei kann zwischen sehr klei-
nen Aggregaten (jeweils durch schwarze Pfeile indiziert) im Bereich von 1,5 - 3 nm sowie
groferen Aggregaten (jeweils durch rote Pfeile indiziert) mit einer Grofe zwischen 6 nm
und 9 nm unterschieden werden. Die Aggregate liegen nur in Ausnahmeféllen erkennbar
extern vor (z.B. auf Abb. 60b, s. roter Kreis). Die aufgenommenen Abbildungen wei-

sen indes darauf hin, dass sich die vesikelassoziierten Aggregate praktisch ausschliefllich
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Abb. 61: Cryo-TEM-Aufnahmen von aufgereinigten, Cd?*-haltigen Polymersomen (Startkon-
zentration: 300 mM CdCly in TRIS-HCI-Puffer) nach Inkubation mit einer geséttig-
ten wassrigen HoS-Losung; (a): kleinere (schwarze Pfeile) und grofere CdS-Aggregate
(rote Pfeile) in Polymersomen erkennbar; (b): Vergroferung des bei (a) unten abge-
bildeten Polymersoms; Abweichung von der ideal sphérischen Form durch internen
CdS-Niederschlag

innerhalb der Polymersomen befinden. Dies konnte zum einen anhand einer Kippserie
eindeutig bewiesen werden. Zum anderen zeigt die Vergroferung eines Polymersoms in
Abb. 61b, dass dessen Form von der ideal sphérischen Form erkennbar abweicht und eine
geringere Kriimmung in dem Bereich der grofen CdS-Aggregate aufweist (vgl. Form des
roten Kreises). Dies ist hochstwahrscheinlich auf eine Membrandeformation durch die
Anlagerung des ausgedehnten internen CdS-Niederschlags zuriickzufiihren.

Auch in Abb. 60 sind Polymersomen mit einer Gréfe iiber 200 nm zu erkennen, die nicht
mehr ideal sphérisch sind. Auch bei diesen kénnte die Wechselwirkung der Membran mit
dem internen CdS-Niederschlag die Ursache fiir die Deformation sein. Allerdings wiesen
Polymersomen mit dieser Grofe bereits vor der Inkubation mit HyS Deformationen auf
(s. Abb. 59), welche in jenem Fall womoglich durch die Probenvobereitung fiir die Cryo-
TEM bedingt sind.

Die CdS-Partikel konnen nicht scharf voneinander abgegrenzt visualisiert werden, da die
zur Realisierung einer so hohen Auflésung notwendige Energie des Elektronenstrahls die

Vesikel zerstoren wiirden. Somit kann nicht mit Sicherheit zwischen einzelnen grofsen
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Partikeln und Aggregaten kleinerer Partikel unterschieden werden. Dennoch liegt die
Grofe der Partikel auf den Cryo-TEM-Aufnahmen ungefdhr in dem Bereich, der auch
bei der Auswertung der UV /Vis-Spektren ermittelt wurde.

4.3.4 Diskussion - CdS-haltige Polymersomen

Sowohl die visuell erkennbare gelbe Verfirbung, die zeitliche Anderung der UV/Vis-
Spektren, als auch Cryo-TEM-Aufnahmen belegen die Bildung von CdS-Niederschlagen
bei der Inkubation von aufgereinigten, Cd?*-haltigen Polymersomen mit einer gesittig-
ten HyS-Losung. Mittels Cryo-TEM konnte gezeigt werden, dass die gebildeten CdS-
NP fast ausnahmslos intravesikulédr vorliegen. Die Lokalisierung konnte dabei eindeutig
anhand einer Kippserie iiber einen Bereich von 60° belegt werden. Zudem konnte ex-
emplarisch anhand eines Polymersoms mit CdS-Niederschlédgen eine Veranderung der
Membrankriimmung in Nachbarschaft zu den CdS-Aggregaten nachgewiesen werden,
was ebenfalls die Annahme der internen Lokalisierung von CdS-Niederschligen unter-
mauert.

Trotz Limitierung konnte die Gréfe der gebildeten CdS-Aggregate aus den Cryo-TEM-
Aufnahmen abgeschétzt werden und liegt in einem Bereich von 1,5 - 9 nm. Somit stim-
men die elektronenmikroskopisch ermittelten Gréfen sehr gut mit dem Bereich der iiber
die UV /Vis-Messungen ermittelten maximalen Grofe der CdS-Aggregate iiberein. In
der Literatur sind nur zwei Beispiele bekannt, bei denen ebenfalls CdS-NP unter ver-
gleichbaren Bedingungen in und an Liposomen generiert und dann mittels Cryo-TEM
visualisiert werden konnten [21,22|. Auf den dort gezeigten Aufnahmen weisen alle Lipo-
somen mit einer Gréfse von ca. 70 nm selektiv nur ein einziges CdS-NP mit einer von der
CdCly-Konzentration abhéngigen Grofe von 2,2 - 5,9 nm auf [21,22]. Grofere interne
Aggregate von CdS-NP, wie sie im Fall der deutlich groferen Polymersomen beobachtet
wurden, sind nicht zu erkennen. Die beobachteten groferen CdS-Aggregate im Inneren
der Polymersomen kénnen auf eine vergleichsweise grofere Vesikelgrofe und/oder auf
eine hohere interne Cd**-Konzentration zuriickzufiithren sein. Eine grofere Anzahl an
internen Cd?*-Ionen bildet auch grofere CdS-Partikel bzw. -Aggregate.

Die aus den UV /Vis-Spektren iiber die Lage der Absorptionskante von CdS-Partikeln
bestimmten maximalen Partikelgrofsen lagen in einem Bereich von 5 nm bis iiber 8,5 nm.
Folglich fiihrt die CdS-Fallungsreaktion nach der Inkubation von aufgereinigten, Cd?*-

haltigen Polymersomendispersionen mit einer gesattigten HyS-Losung zu einer raschen
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Bildung von CdS-Partikeln schon innerhalb von 30 Sekunden. Spéatestens nach 30 min ist
in keiner der untersuchten Dispersionen mehr eine Anderung der Lage der Absorptions-
kante zu beobachten. Teilweise verschob sich die CdS-Absorptionskante in weniger als
30 min bis zur ,Grenze* von bulk CdS mit einer Absorptionskante bei Aj,.es = 515 nm.
Auch bei [18] war die CdS-Fillungsreaktion in 30 nm grofen aufgereinigten, Cd?**-
haltigen Liposomen (bei identischer CdCly-Startkonzentration) nach 20 min abgeschlos-
sen. Gleichwohl wurden dort nur Partikel bis zu einer maximalen Grofe von 6 nm aus-
geféllt [18]. Dies kann auf die dort durch Ultraschall hergestellten, deutlich kleineren Ve-
sikel zuriickgefiihrt werden, die bei vergleichbaren Cd?*-Gehalt eine geringe Anzahl an
Cd*"-Tonen als die groReren Polymersomen aufweisen. Vergleichbare UV /Vis-Spektren
aufgrund der Bildung vergleichbar grofter, vesikuldrer CdS-Partikel sind auch in [21] zu
finden.

Interessante und unerwartete Ergebnisse forderte die Untersuchung der Einflussfaktoren
auf die Lage der CdS-Absorptionskante und damit der maximalen Partikelgrofe nach
einheitlichen Messzeiten von 30 Sekunden sowie 30 min zu Tage. So zeigte sich, dass
umso grofkere Partikel gebildet werden, je niedriger der intra- und extravesikuldre pH
ist (Abb. 56). Dabei war der externe pH-Wert durch entsprechende Dialysemedien stets
gleich dem internen pH-Wert. Allerdings sollte der externe pH-Wert mit Ausnahme des
TRIS-HCI-Puffers ohne groften Einfluss sein, da dieser stets < 7 war. Somit wiirde nur in
externem TRIS-HCI-Puffer ein Teil des zugesetzten HyS in HS™Ionen umgewandelt. Von
der Abnahme der Partikelgrofe bei zunehmendem externem pH-Wert einer zugesetzten
NayS-Losung wird auch in [18] berichtet. Dort erfolgten die Untersuchungen jedoch im
Bereich von pH 7-10.

Die rasche HyS-Permeation ins Innere von Vesikeln ist nicht der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt der CdS-Fallung, sondern vielmehr ein komplexerer intravesikuldrer Pro-
zess, der noch nicht genauer charakterisiert wurde [18|. Darum kann angenommen wer-
den, dass das pH-abhéngige Verhaltnis von Keimbildungs- zur Keimwachstumsgeschwin-
digkeit im Vesikelinneren entscheidend fiir die resultierende maximale CdS-Partikelgrofse
ist. In das Vesikelinnere eindiffundierende HsS-Molekiile stehen mit abnehmendem pH-
Wert mit einem immer marginaleren Anteil an S*>~-Tonen, dem mafgeblichen Reagenz fiir
die Bildung von CdS, im Gleichgewicht (vgl. Diskussion im Kapitel 3.3.5). Folglich bilden
sich im Fall des Citratpuffers (pH 2) aufgrund der geringen Gleichgewichtskonzentration
von S%~-Tonen nur vergleichsweise wenige CdS-Kristallisationskeime, wihrend bei hohe-

rem pH, d.h. héherer S?>~-Ionenkonzentration, rascher viele kleine CdS-Keime entstehen.
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Aufgrund der verbleibenden hohen intravesikulidren Cd?*-Konzentration bei pH 2 spielt
somit wahrscheinlich das CdS-Keimwachstum eine gewichtigere Rolle und fiihrt zur Bil-
dung groferer Partikel als bei pH 4-5 sowie pH 7. Bei diesen héheren pH-Werten verur-
sachen vermutlich die vielen, rasch gebildeten kleinen CdS-Keime eine starke Abnahme
der intravesikuliren Cd?*-Konzentration, so dass das Keimwachstum nicht mehr zu ei-
ner wesentlichen Gréfsenzunahme der CdS-Partikel fiihren kann. Zudem scheinen méog-
liche Aggregationsprozesse im Zeitfenster der UV /Vis-Messungen die geringere Grofse
der Keime nicht mafsgeblich zu verdndern. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung
untermauert, dass auf Cryo-TEM-Aufnahmen von bei pH 7 hergestellten, CdS-haltigen
Polymersomen tatséchlich eine Vielzahl von Polymersomen viele sehr kleine CdS-NP mit
einer Grofe unter 3 nm aufweisen (Abb. 60b und 61a,b; indiziert schwarze Pfeile). Dies
ist ein Indiz fiir die postulierte Bildung einer Vielzahl von CdS-Kristallisationskeimen
bei pH 7.

Eine pH-abhéngige Kristallbildungs- sowie -wachstumsgeschwindigkeit kénnte auch die
Bildung grofterer CdS-Partikel bei abnehmendem pH trotz gleichzeitig abnehmender
Cd?"-Konzentration in Einklang bringen. Schlieflich ergab die Quantifizierung von Cad-
mium in aufgereinigten Polymersomendispersionen (Abb. 53), dass in Citratpuffer (pH 2)
ein geringerer Cd?>*-Gehalt vorlag als in Acetat- und TRIS-HCI-Puffer. Dennoch konnte
zumindest fiir die CdCly-Startkonzentration kein eindeutig erkennbarer Trend des Ein-
flusses auf die CdS-Partikelgrofe festgestellt werden. Auch bei Vassiltsova et al., die
dieselben CdCly-Startkonzentrationen (100 mM und 300 mM) wie im Fall der Polymer-
somen verwendeten, konnte keine Abhéngigkeit der CdS-Partikelgrofie von der jeweiligen
Cd*"-Startkonzentration in Liposomen festgestellt werden [18].

Eine Erhohung der Menge an zugesetztem HsS fiihrte zu einer, wenn auch geringen Zu-
nahme der Wellenlénge der Absorptionskante und somit zu groferen CdS-Partikeln. Dies

ist in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Yu et al. [103].
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4.4 Kupferhaltige Polymersomen
4.4.1 Vorbemerkungen

Cu?"-haltige Liposomen sind von besonderem pharmakologischen Interesse, da geeignete
Arzneistoffe wie z.B. Mitoxantrone in vorgeformten, Cu?*-haltigen Liposomen mittels
des so genannten active loading verkapselt werden kénnen [106]. Die Triebkraft fiir den
mit hohen Ausbeuten realisierbaren Einschluss liegt in der intravesikularen Komplexie-
rung des permeablen Arzneistoffs durch Metallionen wie Cu?-Ionen. Als Metallkomplex
kann der Arzneistoff nicht mehr durch die Membran diffundieren und verbleibt somit
dauerhaft im Vesikelinneren.

Cu?*-haltigen Polymersomen, die bislang noch nicht beschrieben wurden, konnten hier
vergleichend zu Cd?**- und CdS-haltigen Polymersomen hergestellt und zur intravesiku-
liren CuS-Fallung mit einer gesattigten HyS-Losung versetzt wurden. CuS besitzt ein
noch niedrigeres Loslichkeitsprodukt als CdS und fallt darum ebenfalls schon bei pH < 1
aus Cu?"-haltigen Losungen bei Inkubation mit HyS als schwarzer Feststoff aus [83].
Von der Synthese intravesikuldrer CuS-NP in Liposomen wurde bereits berichtet [19,20].
Aufgrund der Reaktionskinetik der Fallungsreaktion in Liposomen postulieren Igume-
nova et al., dass sich in Liposomen nicht-stochiometrische CuS,-NP bilden kénnen, die
eine tiberraschend hohe photokatalytische Aktivitéit aufweisen [19]. Diese Aktivitéat wird
auf eine katalytische Oxidation von anwesenden S?>~-Ionen durch Cu?"- bzw. Cu*-Ionen

bei der Bestrahlung zuriickgefiihrt [19].

4.4.2 Herstellung und Charakterisierung Cu?*-haltiger Polymersomen

Es wurden Polymersomen mit einer 100 mM bzw. 500 mM CuCly-Lésung bei pH 2 (Ci-
tratpuffer) sowie pH 4-5 (Acetatpuffer) mit der Filmhydratisierungsmethode hergestellt.
Das Arbeiten bei noch hoheren pH-Werten ist aufgrund der damit verbundenen Ausfél-
lung von Cu(OH); nicht méglich. Die erhaltenen Cu?*-haltigen Polymersomen wurden
mittels Dialyse in drei Schritten unter Verwendung von EDTA aufgereinigt. Es wurden
farblose, polydisperse Vesikeldispersionen erhalten.

Der Cu-Gehalt aufgereinigter Polymersomendispersionen wurde mittels FAAS bestimmt.
Dazu erfolgte eine Fiinfpunkt-Kalibration im Konzentrationsbereich von 0,1 - 1,0 mg/ml
mit einem Kupfer-Standard. Die aufgereinigten Polymersomendispersionen wurden mit
konzentrierter HNOj3 aufgeschlossen, auf ein definiertes Volumen gebracht und anschlie-

fsend vermessen. Die Ergebnisse der Kupfer-Bestimmung sind in Abb. 62 dargestellt.
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Abb. 62: Mittels FAAS bestimmter Cu?t-Gehalt in aufgereinigten, Cu?*-haltigen Polymerso-

mendispersionen bei unterschiedlichen pH-Werten und CuCls-Startkonzentrationen

Die Ergebnisse der Quantifizierung zeigen, dass sowohl der pH-Wert als auch die CuCls-
Startkonzentration den Cu?*-Gehalt von aufgereinigten Polymersomendispersionen be-
einflussen. Dabei geht der Einsatz von Acetatpuffer (pH 4-5) im Vergleich zu Citratpuf-
fer (pH 2) bei beiden untersuchten CuCly-Startkonzentrationen mit einem mindestens
doppelt so hohen Cu?T-Gehalt einher. Der deutlich héhere Cu?*-Gehalt in Acetatpuf-
fer konnte mit der Ausbildung geringer Mengen von Cu(OH)s-Aggregaten zusammen-
hiangen. Unter Verwendung des Loslichkeitsprodukts von Cu(OH), ergibt sich, dass in
einer 100 mM Cu?*-Losung oberhalb von pH 4,8 Cu(OH), gebildet wird. Auftreten-
de Cu(OH),-Aggregate konnten durch die damit verbundene lokale Aufkonzentrierung
beim Einschluss in Polymersomen zu einer héheren Einschlussrate von Kupfer fiihren.
Dennoch wirkt auch der eingesetzte Acetatpuffer als schwacher Ligand stabilisierend.

Die Verfiinffachung der CuCly-Startkonzentration auf 500 mM fiihrt in aufgereinigten
Polymersomendispersionen zum 2,6-fachen Cu?*-Gehalt bei Verwendung von Citratpuf-
fer (pH 2) bzw. zum 1,9-fachen Cu*"-Gehalt beim Arbeiten in Acetatpuffer (pH 4-5).
Dass der Cu?"-Gehalt in aufgereinigten Polymersomendispersionen sich nicht um den
gleichen Faktor wie die Startkonzentration verindert, konnte an der deutlich hoheren

Ionenstérke im System liegen.
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Abb. 63: UV /Vis-spektroskopische Verfolgung der CuS-Fillung nach Zugabe des doppelten
Volumens einer gesittigten HyS-Losung (a) zu einer aufgereinigten Cu?*-haltigen
Polymersomendispersion (Startkonzentration 100 mM CuCly bei pH 4-5) und (b) zu
einer 0,8 mM CuCly-Losung (pH 4-5)

4.4.3 Herstellung und Charakterisierung CuS-haltiger Polymersomen

Aufgereinigte, Cu?T-haltige Polymersomendispersionen wurde analog zu Cd?*-haltigen
Polymersomen mit einer geséttigten wéssrigen HyoS-Losung (cpy,s ~ 100 mM) versetzt,
um intravesikular CuS auszufillen. Makroskopisch konnte dabei keine Verfarbung beob-
achtet werden, was womoglich auf die starke Lichtsstreuung der Polymersomen zuriick-
zufithren ist.

Die zeitliche Verinderung der Absorption von aufgereinigten, Cu?*-haltigen Polymer-
somendispersionen nach der Inkubation mit dem doppelten Volumen einer geséttigten
H,S-Losung wurde mittels UV /Vis-Spektroskopie verfolgt. Aufgrund der Lichtstreuung
der Polymersomen wurde hierbei von den erhaltenen UV /Vis-Spektren jeweils als Refe-
renz das Spektrum der mit derselben Menge HyO verdiinnten Polymersomendispersion
subtrahiert.

Da CuS schwarz ist, kdnnen, anders als bei der Bildung von CdS-NP, keinerlei spezi-
fische Absorptionsbanden bei der Entstehung von CuS-NP beobachtet werden. Somit
lassen die erhaltenen UV /Vis-Spektren nur eine qualitative Aussage iiber die Bildung
von CuS-Keimen und den damit verbundenen Anstieg der Absorption bzw. Streuung zu.
Die zeitliche Verdnderung des UV /Vis-Spektrums einer aufgereinigten, Cu®*-haltigen
Polymersomendispersion sowie als Vergleich fiir eine 0,8 mM CuCly-Losung nach In-

kubation mit einer geséttigten HyS-Losung ist in Abb. 63 dargestellt. Die Inkubation
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fiihrt in beiden Féllen zu einer sehr raschen Zunahme der Absorption, insbesondere
bei Wellenldngen unter 600 nm. Diese Zunahme ist wahrscheinlich auf die Bildung von
CuS-NP zuriickzufiihren, die fiir die Herausbildung einer Streulichtkurve sorgen. Im Fall
der CuCl,-Losung (Abb. 63b) ist die CuS-Fallungsreaktion bereits eine Minute nach
der Inkubation mit der HyS-Losung praktisch abgeschlossen und keine Veranderung des
UV /Vis-Spektrums bis nach 10 min mehr detektierbar. Die nach 30 min beobachtete ge-
ringfiigige Zunahme der Absorption kann durch Aggregationsprozesse der entstandenen
CuS-NP verursacht sein. Die Ausfallung von kompartimentiertem CuS in Polymersomen
(Abb. 63a) fiihrt ebenfalls zu einer anfanglich raschen Zunahme der Absorption aufgrund
der Bildung von CuS-Keimen. Im weiteren Verlauf der Messung kann nur noch eine ge-
ringe Erhohung der Absorption bzw. Streuung bei Wellenldngen unter 600 nm detektiert
werden. Das Wachstum von CuS-Keimen bzw. deren Aggregation scheint deutlich lang-
samer als die anfangliche CuS-Keimbildung abzulaufen.

Weitere Untersuchungen der Kinetik der intravesikuldren CuS-Féallung mittels UV /Vis-
Absorption ergaben, dass bei unterschiedlichen pH-Werten (pH 2 und 4-5) sowie ei-
ner Cu?*-Startkonzentrationen von 500 mM bzw. 100 mM jeweils eine sehr rasche Zu-
nahme der Absorption nach der Inkubation mit einer geséttigten HoS-Losung auftrat
(vgl. Abb. 63a). Die Absorption aufgereinigter, Cu*"-haltiger Polymersomendispersio-
nen nahm jeweils schon innerhalb der ersten 30 s nach der HyS-Inkubation sehr stark
zu und blieb dann im Verlauf der weiteren 30 min nahezu unverandert. Diese weiteren
Ergebnisse bestitigen den Befund, dass im Inneren der Cu?*-haltigen Polymersomen ei-
ne rasche CuS-Keimbildung gefolgt von einem nur noch langsamen CuS-Keimwachstum
auftritt.
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4.5 Diskussion - Ubergangsmetallhaltige Polymersomen

Die eingehende Charakterisierung iibergangsmetallhaltiger Polymersomen bestétigte ei-
nige Erkenntnisse, die bei der Untersuchung eisenhaltiger Polymersomen gefunden wur-
den, lieferte aber auch einige neue und unerwartete Einsichten. Insbesondere fiir die
Untersuchung von CdS-haltigen Polymersomen standen aufgrund der photohalbleiten-
den Eigenschaften des CdS ganz neue Analysemdoglichkeiten zur Verfolgung der Metall-
sulfidbildung in Polymersomen zur Verfiigung. Zudem erméglichten die Ergebnisse von
Cryo-TEM-Untersuchungen NiS- und CdS-haltiger Polymersomen einen differenzierte-
ren Blick auf die Bildung intravesikuldrer Metallsulfid-NP und deren Stabilisierung in
Vesikeln.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zu nickelhaltigen Polymersomen waren im wesentli-
chen mit denen von eisenhaltigen Polymersomen vergleichbar. Dies wurde aufgrund der
chemischen Verwandschaft von Eisen und Nickel auch erwartet. So wurden vergleichbare
Einschlussraten von Ni?*-Ionen in Polymersomen wie fiir Fe?*-Ionen gefunden. Auch bei
der Ausfillung von NiS in Ni**-haltigen Polymersomen lief sich anhand von Kontrollen
belegen, dass es sich um eine intravesikuldre Fallungsreaktion handelt. Die Verfolgung
der intravesikuldren NiS-Fallungsreaktion mittels UV /Vis-Spektroskopie zeigte, dass ei-
ne deutliche Zunahme der Lichtstreuung bzw. -absorption bei Wellenldngen A < 500 nm
auftrat. Ein solcher Effekt wurde ebenfalls bei der intravesikuldren Ausfiallung von FeS
beobachtet und kann auf die Bildung von Metallsulfid-NP zuriickgefiihrt werden, die
einfallendes Licht mit abnehmender Wellenldnge starker streuen.

Die Ausfillung von NiS in Polymersomen konnte durch Cryo-TEM-Untersuchungen
deutlicher belegt werden als es fiir FeS der Fall war. So konnte die Bildung von intrave-
sikuldren Aggregaten von NiS-NP mit Grofen im einstelligen Nanometer-Bereich sowie
groferer Aggregaten bis zu 24 nm Grofe beobachtet werden. Bei der Untersuchung auf-
gereinigter, Fe?*-haltiger Polymersomendispersionen, die sich nach der Inkubation mit
HsS dunkel verfarbt hatten, konnten solche Aggregate nicht beobachtet werden. Ver-
gleichbar hingegen sind die bei der Untersuchung von sowohl FeS- als auch NiS-haltigen
Polymersomendispersionen vereinzelt beobachteten dunklen Membranablagerungen an
der inneren Membran von Polymersomen.

Es kommen verschiedene Ursachen fiir die grofsen Schwierigkeiten, die Bildung von FeS-
NP in Polymersomen elektronenmikroskopisch nachzuweisen, infrage. Entweder sind die

intravesikuldren Bedingungen fiir eine Ausféllung von FeS-NP nicht gegeben. Oder die
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gebildeten FeS-NP 16sen sich wiahrend der Lagerung bzw. wihrend der Probenprépa-
ration fiir die Cryo-TEM aufgrund der Oxidationsempfindlichkeit von FeS oder einer
hinreichend stark abnehmenden HoS-Konzentration (vgl. Kapitel 3.3.4) wieder auf. Eine
weitere mogliche Erklarung ist, dass die gebildeten FeS-NP einen zu geringen Kontrast
fiir die Visualisierung auf Cryo-TEM-Aufnahmen aufweisen.

Dass eine intravesikuldre Ausfiallung von FeS stattfindet, konnte anhand von Kontroll-
experimenten eindeutig belegt werden. Hingegen hatte es sich als schwierig erwiesen,
intravesikuldre FeS-NP mittels Cryo-TEM zu visualisieren. Aufgrund der fast identi-
schen Ordnungszahl sollten Eisen(sulfid) und Nickel(sulfid) im TEM einen praktisch
identischen Kontrast aufweisen. Dennoch kann eine zu geringe Grofe und damit ein zu
geringer Kontrast von intravesikuldren FeS-NP als Ursache fiir die Schwierigkeiten beim
Nachweis mittels Cryo-TEM nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden. NiS weist ein
um zwei Grofenordnungen geringeres Loslichkeitsprodukt als FeS auf. Somit wiirde bei
einem nur geringfiigig {iberschrittenen Loslichkeitsprodukt im Inneren von Polymerso-
men die Ausfiallung von NiS im Vergleich zu FeS in weitaus grofserem Umfang ablaufen
und folglich grofere Metallsulfid-NP gebildet werden.

Am wahrscheinlichsten ist indes die Hypothese, dass zunéchst gebildete FeS-NP sich
deshalb nicht bei Cryo-TEM-Untersuchungen visualisieren lassen, da sie sich wahrend
der Lagerung (beobachtete Entfarbung!) oder wihrend der Probenpraparation an Luft
wieder auflosen. Dies ist aufgrund der im Fall von NiS-haltigen Polymersomen beobach-
teten geringen Grofle gebildeter NiS-NP sehr gut vorstellbar. FeS-NP derselben Grofse
wiirden eine sehr grofe Oberfliche und damit eine hohe Reaktivitit bzw. Empfindlich-
keit aufweisen.

Kupfer- und cadmiumhaltige Polymersomen ergéanzten die vergleichenden Untersuchun-
gen zu eisenhaltigen Polymersomen. Da beide Metalle zur Schwefelwasserstoffgruppe im
Kationen-Trennungsgang der qualitativen Analyse gehoren [63], sollten diese beiden Me-
talle miteinander vergleichbar sein. Ein Vergleich ist zumindest im Fall der Einschluss-
raten moglich. Dabei zeigte sich, dass mit einer 100 mM CdCl,- bzw. CuCls-Losung
hydratisierte Polymersomendispersionen nach der Aufreinigung deutlich verschiedene
Einschlussraten aufwiesen. So wurde unabhingig vom pH-Wert fiir Cu?*-haltige Poly-
mersomendispersionen eine mindestens viermal so hohe Einschlussrate wie fiir Cd?*-
haltige Polymersomendispersionen in FAAS-Untersuchungen detektiert. Die Einschluss-
rate war in beiden Féllen in Citratpuffer (pH 2) ungefihr um den Faktor zwei geringer

als in Acetatpuffer (pH 4-5). Dieser Effekt konnte zumindest im Fall von Cu®-haltigen
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Polymersomen mit der Bildung von Cu(OH),-Hydroxid-Aggregaten erklart werden. Als
Ursache fiir diesen pH-abhéngige Einschlusseffizienz ist auch der Einfluss des als Puffer
verwendeten Citrats, welches ein deutlich stérkerer (Chelat-)Komplexbildner ist als Ace-
tationen oder TRIS. Es wurde bereits berichtet, dass das verwendete Puffersystem die
Einschlussrate von Metallionen in Liposomen beeinflussen kann [65]. Die Einschlussrate
von Cd*"-Tonen lag auch in TRIS-HCI-Puffer (pH 7) deutlich unter der von Fe?*-Tonen.
Fiir diese wurden bei Verwendung einer 60 mM L&sung eine hohere Einschlussrate erzielt
als fiir Cd**-haltige Polymersomen mit 100 mM CdCl,-Startkonzentration. Eine mogli-
che Erklarung ist eine nicht vollstandige Hydratisierung des PB-PEO-Polymerfilms auch
nach 16 Stunden Riitteln. Dies wurde mehrfach bei der Herstellung Cd?*-haltige Poly-
mersomendispersionen beobachtet.

Aus aufgereinigten, Cu?*-haltigen Polymersomendispersionen konnte durch die Inkuba-
tion mit einer HyS-Losung intravesikuléres CuS ausgefillt werden. Dieser Prozess konnte
mittels UV /Vis-Spektroskopie verfolgt werden. Die kompartimentierte Ausfallung von
CuS, das makroskopisch ein schwarzer Feststoff ist, fiihrt dabei zu vergleichbaren Er-
gebnissen wie NiS. Auch bei der intravesikuldren Bildung von CuS wird eine starke
Zunahme der Lichtstreuung bzw. -absorption bei Wellenldngen A < 500 nm beobachtet.
Die Zunahme der Lichtstreuung bzw. -absorption erfolgt dabei sehr rasch. Schon nach
30 s wird in drei von vier untersuchten Systemen bereits eine Absorption detektiert, die
nahezu identisch ist mit der nach 30 min. Die intravesikuldre Ausféillung von CuS ist
folglich ein sehr rascher Prozess.

Die Inkubation aufgereinigter, Cd*>*-haltiger Polymersomendispersionen mit einer gesiit-
tigten HyS-Losung fiihrte zur Ausféllung von gelbem CdS, was auch visuell erkennbar
war. Die zeitliche Verfolgung der intravesikuldren Bildung von CdS-NP mittels UV /Vis-
Spektroskopie konnte sogar zur Abschéatzung der Grofse gebildeter NP genutzt werden.
Dies liegt an den besonderen photohalbleitenden Eigenschaften von CdS und deren Gro-
fenabhéngigkeit fiir CdS-Partikel mit Durchmessern unter 8 nm [104]. So ist fiir CdS-NP
die Energieliicke und damit die Absorptionskante grofenabhéngig [104]. Unter Verwen-
dung der CdS-Absorptionskante, die den UV /Vis-Spektren entnommen werden kann,
kann die Grofke der CdS-NP abgeschitzt werden. Damit liefen sich potenzielle Ein-
flussfaktoren auf die Geschwindigkeit der CdS-Keimbildung und des -wachstums néaher
verifizieren.

Es konnte gezeigt werden, dass sich umso grofsere CdS-Partikel bilden, je niedriger der in-

travesikulare pH-Wert ist. Vergleichbare Aussagen sind auch schon fiir liposomale Syste-
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Abb. 64: Verfolgung des Fallungskinetik iiber Verdnderungen der korrigierten, relativen op-
tischen Dichte bei verschiedenen Wellenliingen fiir aufgereinigte (a) Cd?*- und (b)
Cu?*-haltige Polymersomen (jeweils 100 mM Startkonzentration von CdCly bzw.
CuCl; bei pH 4-5) nach Inkubation mit der doppelten Menge einer geséttigten HoS-

Losung

me, allerdings fiir einen Bereich von pH 7-10, bekannt [18]. Zudem fiihrte die Inkubation
mit zunehmenden Mengen einer HyS-Losung zur Zunahme der Partikelgréfte von intra-
vesikuldr gebildeten CdS-NP. Die Variation der CdCl,-Startkonzentration beeinflusste
zwar die Grofe der CdS-Partikel, allerdings wurden bei verschiedenen pH-Werten auch
verschiedene Auspriagungen dieses Parameters beobachtet. Fiir liposomale Systeme wur-
de im verwendeten Bereich der CdCly-Startkonzentration kein Einfluss auf die Grofie der
ausgeféllten CdS-Partikel gefunden [18].

Die Kinetik der intravesikuldren Bildung von Metallsulfiden kann anhand der zeitli-
chen Verdnderung der optischen Dichte bei verschiedenen Wellenldngen verfolgt wer-
den [19]. Dabei werden die ermittelten UV /Vis-Spektren durch Subtraktion des UV /Vis-
Spektrums der jeweiligen aufgereinigten Polymersomendispersion um den Betrag der
Lichtstreuung durch die Polymersomen korrigiert. Da die intravesikuldre Metallsulfid-
Fallungsreaktion jeweils spétestens nach 30 min abgeschlossen war, wurde das nach
30 min aufgenommene UV /Vis-Spektrum als Referenz (100%-Wert) verwendet. Fiir die
zuvor aufgenommenen UV /Vis-Spektren wurde die auf den jeweiligen Wert nach 30 min
bezogene relative optische Dichte bei verschiedenen Wellenldngen ermittelt. Das Ergebnis
der UV /Vis-spektroskopischen Verfolgung der Inkubation von vergleichbaren aufgerei-

nigten, Cu?*- bzw. Cd?-haltigen Polymersomendispersionen mit einer HyS-Losung ist
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in Abb. 64 dargestellt.

Es ist erkennbar, dass in beiden Féllen ein sehr starker Anstieg der optische Dichte im
Vergleich zum Ausgangswert schon nach 30 s erfolgt. Auch bei der intravesikuldren Aus-
fallung von CuS und CdS in Phospholipidvesikeln konnte eine anfanglich sehr hohe und
dann kontinuierlich abnehmende Reaktionsgeschwindigkeit beobachtet werden [19].

Die Beobachtung einer anfinglich sehr raschen Reaktion ist auch in Ubereinstimmung
mit der aus der CdS-Absorptionskante desselben UV /Vis-Spektrums nach 30 s Inku-
bationszeit ermittelten CdS-Partikelgrofe. Die Lage der CdS-Absorptionskante wies auf
die Bildung von CdS-Partikeln mit einer Gréfe von ca. 8 nm hin. Im Zeitraum zwischen
30 s und 30 min ist fiir die cadmiumhaltigen Polymersomen eine, wenn auch nur geringe
lineare Zunahme der optischen Dichte zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass bei der
CdS-Fallungsreaktion zunéchst eine sehr rasche Bildung von CdS-Partikeln erfolgt, an
die sich ein deutlich langsamerer Prozess des CdS-Partikelwachstums anschliefst.

Fiir die kupferhaltigen Polymersomen hingegen ist im Zeitraum zwischen 30 s und 30 min
kein einheitlicher Verlauf zu erkennen. Die optische Dichte bei A = 315 nm nimmt konti-
nuierlich zu, wahrend bei A = 400 nm und A = 470 nm bereits nach 15 min ein Maximum
erreicht wird. Dies deutet darauf hin, dass die CuS-Féllungsreaktion bereits nach 15 min
praktisch abgeschlossen ist.

In Cryo-TEM-Untersuchungen von CdS-haltigen Polymersomendispersionen konnten
CdS-NP mit verschiedenen Gréfen visualisiert werden, die intravesikulér vorlagen. Auf-
grund der deutlich héheren Ordnungszahl von Cadmium im Vergleich zu Eisen weisen
CdS-Partikel auf TEM-Aufnahmen einen sehr dunklen Kontrast auf. Somit konnten si-
cher zwei verschiedene CdS-Partikelpopulation bei pH 7 unterschieden werden. Zum
einen konnten in vielen Polymersomen CdS-NP mit einer Gréfte unter 3 nm beobachtet
werden. Diese Beobachtung unterstiitzt die Hypothese, dass sich bei hoheren pH-Werten
viele, sehr kleine CdS-Partikel im Verlauf der HyS-Inkubation bilden (vgl. Kapitel 4.3.4).
Zum anderen konnten grofere CdS-Partikel mit einer Grofe von 6 nm bi 9 nm detek-
tiert werden, die teilweise in grofere Aggregaten vorliegen. Die Deformation von Poly-
mersomenmembranen durch solche internen CdS-Aggregate konnte ebenfalls beobachtet
werden.

Die Cryo-TEM-Aufnahmen CdS-haltiger Polymersomen liefern wertvolle Hinweise zum
Verstandnis des Prinzips der Bildung intravesikularer Metallsulfide, welche die Untersu-
chungen NiS- und insbesondere FeS-haltiger Polymersomen nicht liefern konnten. CdS-

Partikel lassen sich aufgrund des erheblich niedrigeren Loslichkeitsprodukts und des
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intensiveren Kontrasts auf TEM-Aufnahmen erheblich besser detektieren. Sollten sich
bei pH 7,4 ebenfalls intravesikuldre FeS-Partikel mit einer Grofe von maximal 3 nm
bilden, so wéren diese aufgrund des deutlich geringeren Kontrasts im Gegensatz zu
CdS nicht mit Sicherheit detektierbar. Zudem konnten sich solch kleine FeS-Partikel,
anders als unter diesen Bedingungen stabile CdS-Partikel derselben Grofe, im Verlauf
der Praparation fiir Cryo-TEM-Untersuchungen infolge von Oxidation oder abnehmen-
der HyS-Systemkonzentration leicht auflésen. Intravesikuléres FeS konnte vermutlich aus
diesen Griinden nur in deutlich gréfseren Polymersomen im Mikrometerbereich mittels
REM-EDX sicher visualisiert und nachgewiesen werden konnte. Somit ergénzen die Cryo-
TEM-Untersuchungen von CdS-haltigen Polymersomen sehr gut die mit derselben Me-
thode erhaltenen, nur unzulénglichen Ergebnisse fiir FeS-haltige Polymersomen, indem
der prinzipiell identische Vorgang der intravesikuldren Ausfillung eines Metallsulfids
in zuvor aufgereinigten Polymersomendispersionen sehr anschaulich beobachtet werden

kann.
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5.1 Motivation

Inspiriert durch die zentrale Rolle, die Eisensulfide in der Eisen-Schwefel-Welt-Hypothese
zur Entstehung eines ersten Pionier-Organismus gespielt haben kénnten [44], sollten die-
se naher charakterisiert sowie deren Reaktivitdt an einer Modellverbindung untersucht
werden. Das Redoxpaar FeS/HyS wird als Energiequelle und FeS bzw. das gebildete
FeS, gleichzeitig als katalytisch wirksame Oberflichen zur Reduktion von CO, und den
Aufbau organischer Verbindungen angesehen [45]. Die reduzierende Kraft des Systems
FeS/H,S konnte bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden [47-52|. Die exem-
plarischen Untersuchungen zum Versténdnis der Reduktionskraft des FeS/HyS-Systems
sollten hier anhand von Untersuchungen an DMSO ergénzt werden. Es sollte geklart wer-
den, ob sich das FeS/H,S-System als Modell fiir eine Art primitive DMSO-Reduktase
eignet. Diese vielfdltige Enzymklasse, deren aktives Zentrum eine Wolfram- oder ein
Molybdéan-Schwefel-Spezies ist, findet sich u.a. in marinem Phytoplankton und ist in der
Lage, DMSO zu Dimethylsulfid (DMS) zu reduzieren [107]. Marines DMS besitzt als
Quelle von Kondensationskeimen fiir die Wolkenbildung Relevanz fiir das globale Kli-
ma |54, 108].

Zunachst war es erforderlich, amorph gefélltes FeS, das bei den Untersuchungen verwen-
det wurde, hinsichtlich seiner Beschaffenheit und Reaktivitat zu charakterisieren. Zudem
sollte als Vergleich FeS, auf einem alternativen Weg hergestellt und ndher charakteri-
siert werden. Zur Charakterisierung von mineralischen und synthetischen Eisensulfiden
mittels BET-Bestimmung (BET - Brunauer-Emmett-Teller) der spezifischen Oberfld-
che [109], Elektronenmikroskopie [110] und spektroskopischen Methoden [111,112] exis-
tieren bereits Vorarbeiten, die sich zu Referenzzwecken eignen.

Zusatzlich zu diesen Voruntersuchungen erfolgten Tests zur Bildung von Hs, nach der
,Berzelius-Reaktion* (Reaktion 5) in Abwesenheit eines Elektronenakzeptors. Diese Ex-
perimente dienten zur Optimierung der Reaktionsfithrung bei Verwendung des FeS/H,S-
Systems und damit als Vorbereitung fiir die Untersuchungen zur Reduktion von DMSO.
Zudem sollte verifiziert werden, ob tatsdchlich ein Einschluss von Hy in dem bei der

Reaktion gebildeten Pyrit erfolgt, wie bereits zuvor postuliert [113].

FeS + st(aq) — FeS, + Hg(g) (5)
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5.2 Herstellung und Charakterisierung von amorphem FeS

Natiirliche FeS-Minerale, die kommerziell erhéltlich sind, eignen sich u.a. fiir die reduk-
tive Dehalogenierung chlororganischer Verbindungen [114]. In meinen Untersuchungen
wurde indes frisch gefélltes FeS fiir die Untersuchungen bevorzugt, da es amorph ist und
aufgrund seiner Struktur eine erhohte Reaktivitdt im Vergleich zu kommerziell erwerbli-
chem (gealtertem) FeS aufweist [50,87]. FeS kann durch Féllung aus einer Fe?*-haltigen
Losung mit einer NayS-Losung unter inerten Bedingungen erhalten werden. Zur Aufrei-
nigung wird das ausgefillte FeS mehrmals mit H,O gewaschen und dann ggf. iiber Nacht
unter inerten Bedingungen lyophilisiert. Dabei wird ein schwarzes Pulver erhalten.

Die Analyse einer derart praparierten Probe mit Réntgenpulverdiffraktometrie (PXRD)
zeigte, dass die Probe kaum kristalline Anteile aufwies. Zur Absicherung, dass es sich
bei der amorphen Substanz tatsédchlich um FeS handelt, wurde eine frisch gefillte Probe
zwei Wochen bei 65°C gelagert, um Kristallisationsprozesse zu induzieren. Nach einer
identischen Aufreinigungsprozedur wurde ebenfalls eine PXRD des erhaltenen schwarzen
Pulvers durchgefiihrt. Diese ergab, dass in der bei 65°C gelagerten Probe hauptséichlich
Mackinawit Fe; .S vorliegt. Dies deckt sich mit vorherigen Berichten zur Charakterisie-
rung von frisch gefdlltem FeS, in denen ebenfalls Mackinawit als dominante Kristallphase
identifiziert wurde [109,110].

Ein wichtiger, die Reaktivitat mitbestimmender Parameter ist die spezifische Oberflache
einer Substanz. Fiir das amorph geféllte, aufgereinigte und lyophilisierte FeS wurde in
BET-Untersuchungen eine spezifische Oberfliche von 35,4 %2 ermittelt.
TEM-Untersuchungen zeigten, dass es sich bei dem ausgeféllten FeS um grofere Aggre-
gate von Partikeln mit einer Groke von ca. 30 - 50 nm handelt. Wahrend der TEM-
Untersuchung begannen sich die FeS-Partikel bei hoheren Elektronenenergien (Vergro-
ferung tiber 30000-fach) umzustrukturieren, so dass lediglich ein Uberblick iiber die
Probenbeschaffenheit gewonnen werden konnte.

Die ermittelten Werte der Partikelgréfe und spezifischen Oberfliche sind in guter Uber-
einstimmung mit Literaturangaben, in denen fiir amorph gefélltes FeS eine spezifische
Oberflache von 36,5 %2 sowie eine mittlere FeS-Partikelgrofse von 10 - 35 nm angegeben
werden [109].
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5.3 Herstellung und Charakterisierung von Pyrit FeS,

Das Mineral Pyrit (FeSs) ist schon seit tiber 2000 Jahren bekannt und wurde u.a. be-
reits von Archimedes erwihnt [115]. Der Name kommt vom griechischen Wort fiir Feuer
mup, da Pyrit Funken spriiht, wenn auf das Mineral geschlagen wird [115]. Es ist die am
héufigsten an der Erdoberfliche vorkommende Eisensulfid-Phase und thermodynamisch
stabil [84].

Obwohl in der Natur reichlich vorkommend, ist die gezielte Herstellung von Pyrit im
wassrigen unter genau kontrollierbaren Bedingungen nicht einfach zu bewerkstelligen.
Darum existieren eine Vielzahl verschiedener Berichte zur Herstellung von Pyrit, das
indes meist in Mischungen mit anderen Eisensulfid-Phasen erhalten wird (zusammenge-
fasst in [84]).

Aus der Vielzahl der Herstellungsmethoden wurden zwei verschiedene Ansétze auf ihre
Eignung zur Herstellung von moglichst reinen Pyritpartikeln getestet. Zum einen wurde
die von Wei et al. beschriebene Herstellung von Pyrit-Mikropartikeln durch die Reak-
tion von FeCls mit NaHS im wéssrigen bei pH < 4 getestet [116]. Zum anderen wurde
die in [117] beschriebene Umsetzung von frisch gefilltem FeS mit elementarem Schwefel
(Sg) im wiéssrigen Milieu bei pH > 6 und bei einer Temperatur von 65°C unter inerten
Bedingungen getestet.

Das bei der ersten Methode entstandene schwarze Reaktionprodukt wurde mittels PXRD
charakterisiert. Es zeigte sich, dass Pyrit nur als Nebenprodukt gebildet wurde, wéah-
rend andere Eisensulfidphasen wie Mackinawit, Smythit (FegS;;) und Greigit (FesSy)
als Hauptprodukte iiberwogen.

Im Gegensatz dazu fiihrte der zweite untersuchte Reaktionsweg tatsdchlich zur Bil-
dung von Pyrit. Dafiir wurde das nach fiinf Tagen Reaktionszeit erhaltene grauschwar-
ze Reaktionsprodukt noch mit 5 M HCI zur Auflésung von magnetischen Mackinawit-
Riickstdnden (vgl. [50]) und dann mit Cyclohexan zum Herauslosen von verbliebenem
Schwefel behandelt. Eine Analyse des gereinigten Produkts mittels PXRD-Analyse zeig-
te, dass es hauptsdchlich aus Pyrit besteht (s. Abb. 65). In dem gemessenen Diffrak-
togramm lassen sich die neun intensivsten Reflexe den bekannten Reflexen von Pyrit
zuordnen. Weitere Reflexe anderer Eisensulfidphasen kénnen nur Greigit (Fe3Sy) zu-
geordnet werden. Diese geringe Verunreinigung ist nicht iiberraschend, da der in [117]
postulierte Reaktionsweg Greigit als eine Zwischenstufe bei der Pyritbildung einschlieft.

In [84] wird allerdings darauf hingewiesen, dass Greigit keine notwendige Zwischenstu-
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Abb. 65: Rontgenpulverdiffraktogramm von aufgereinigtem Pyrit, hergestellt iiber die Reak-

tion von FeS und Sg; Peaklagen von Pyrit durch Sterne indiziert

fe bei der Pyritbildung darstellt, sondern lediglich in einer konkurrierenden Reaktion
gebildet wird.

Fiir zukiinftige Oberflichenstudien wurde die spezifische Oberfliche des hergestellten

Pyrits mittels BET-Methode zu 42,5 %2 ermittelt. Dieser Wert liegt ca. 20 % tiber dem
Wert von amorphem FeS.
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5.4 Untersuchungen zur Reaktion von FeS und H,S
5.4.1 Vorbemerkungen

Die unter dem Namen Berzelius-Reaktion bekannte Reaktion von FeS und HsS (s. Reak-
tion 5) wurde bereits intensiv untersucht [84]. So wurde die Reaktion bei Temperaturen
von bis zu 160°C [118] sowie bei 100°C [50] im wéssrigen Milieu beschrieben. Rickard et
al. fithrten Untersuchungen zur Aufklédrung des Mechanismus der Reaktion durch [113].
Dort wird postuliert, dass HyS als Elektronenakzeptor und FeS als Elektronendonor
in der Reaktion fungieren. Bei Untersuchungen der Reaktion bei Temperaturen unter
125°C konnte indes nur ein Teil des Hy, das in stéchiometrischen Mengen gebildet wird,
detektiert werden [50,113|. Es wird angenommen, dass der bei der Reaktion gebildete
Wasserstoff mit den sich herausbildenden Pyrit-Oberflachen wechselwirkt und dadurch
teilweise in wachsenden Pyritpartikeln eingeschlossen wird [113,119].

Eine intensive Studie zur Kinetik der Berzelius-Reaktion ergab, dass die Reaktion relativ
rasch ablduft und schon nach einem Tag bis zu 50 % Umsatz zu verzeichnen sind [109].
Da die Geschwindigkeit der Reaktion direkt von der Konzentration gelosten HyS ab-
héngt, ergibt sich auch eine pH-Abhéngigkeit der Reaktion.

Im Hinblick auf die geplanten Untersuchungen zur Reduktion von DMSO dienten die hier
durchgefiihrten Untersuchungen dazu, eine Methode zur inerten Reaktionsfiihrung sowie
eine geeignete Nachweismethode fiir den bei der Reaktion von FeS mit HsS gebildeten

H, mittels GC zu etablieren.

5.4.2 Durchfithrung und Analyse der Reaktionsprodukte

Die praktische Durchfiihrung der Berzelius-Reaktion orientierte sich an den Angaben von
Rickard [109]. Eine wéssrige FeS-Suspension wurde unter inerten Bedingungen in einer
H,S-Argon-Atmosphére bei pH 6 fiir fiinf Tage auf 90°C erhitzt. In einzelnen Reaktionen
konnte dabei die Bildung einer silbrig glanzenden Schicht auf der Losungsoberfliche oder
an der Glaswand des Reaktionskolbens beobachtet werden. Dieser optische Effekt konnte
durch sehr diinne Schichten von FeS oder FeSs verursacht werden und wurde bereits
beschrieben [47].

Eine Probe aus der Gasphase des Reaktionsgeféifies wurde nach Beendigung der Reaktion
mittels GC untersucht. Dabei zeigte sich, dass der Gasraum des Reaktionskolbens geringe
Mengen an H, aufwies. In Kontrollexperimenten unter denselben Bedingungen, bei denen

entweder kein FeS oder kein HsS verwendet wurden, konnte nach fiinf Tagen Lagerung
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Tab. 3: Ergebnis der Reaktion von FeS und HsS sowie von Kontrollexperimenten; Bestimmung

von Hs mittels GC und von FeSs mittels Rontgenpulverdiffraktometrie

Ausgangsstoffe Reaktionsprodukte

FeS H,S H, FeS,
- + - -
— - - +
- T - -

bei 90°C kein Hy in GC-Untersuchungen gefunden werden (s. Tab. 3). Dies belegt, dass
Hs nur bei der Anwesenheit von beiden Reaktionspartnern, HoS und FeS,; gebildet wird.
Der feste Riickstand nach Beendigung der Reaktion wurde abgetrennt und getrocknet.
Eine Analyse mittels PXRD ergab, dass dieser als Hauptbestandteil Pyrit enthélt. Im
Kontrollexperiment ohne Einsatz von HsS wurde indes ebenfalls Pyrit und nicht FeS
als Hauptprodukt mittels PXRD identifiziert. Eine mogliche Erklarung dafiir konnte
sein, dass bei der Préparation der Reaktionssuspension ein Oxidationsmittel wie z.B.

Luftsauerstoff in das Reaktionsgefift eingedrungen ist.

5.4.3 Untersuchungen zum H,-Einschluss in Pyrit in der Berzelius-Reaktion

Motivation fiir die Untersuchungen war die kontrovers diskutierte Hypothese, ob sich
bei der Berzelius-Reaktion entstehender Hs, in den wachsenden Pyritpartikeln einla-
gert [113,119]. Die Ursache dafiir konnte eine im Moment der Produktbildung von FeS,
und H, auftretende Wechselwirkung zwischen dem HOMO des FeS,, dessen Elektronen-
dichte vorwiegend auf dem S,?~-Ion lokalisiert ist, und dem LUMO (o7) des entstehenden
H, sein [113]. Diese Wechselwirkung konnte die Adsorption von Hy auf einer Pyritober-
fléche ermoglichen [113].

Konkreter Anlass zu dieser Hypothese war die Beobachtung, dass bei der Analyse der
Reaktionsprodukte keine stochiometrischen Mengen an Hy im Vergleich zum entstande-
nen Pyrit gefunden werden konnten [50,109]. Erst durch die CrCly-Reduktion des Pyrit
nach Canfield et al. [120], die den Schwefel zu HyS reduziert, zur Auflésung des Pyrit
und zur Freisetzung von eingeschlossenem Hj fithrt, konnte Rickard die erwartete, sto-
chiometrische Menge an Hy nachweisen [109]. Rickard verweist dabei auf unpublizierte
Daten. Allerdings fehlt in der Literatur eine spétere, genaue Darstellung seiner Ergeb-

nisse.
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Aufgrund dieses nicht abschliefsend geklarten Standes der Forschung wurde eine Pro-
be des bei der Berzelius-Reaktion erhaltenen festen Reaktionsprodukts sowie mehrere
Kontrollproben analog der Beschreibung in [109] unter inerten Bedingungen und Kiih-
lung mit einer salzsauren, 0,5 M CrCly-Losung in einem abgeschlossenen Probengefafs
behandelt. Nach mehr als drei Stunden wurde mit einer gasdichten Spritze aus dem
Gasraum iiber der jeweils mit CrCly behandelten Substanz eine Probe genommen und
100 pl davon mittels GC auf Hy untersucht. Die dabei ermittelte Ho-Menge lésst nur
qualitative Aussagen iiber die Menge freigesetzten Hy zu, da die Probenmassen nicht
exakt bestimmbar waren.

Es zeigte sich, dass beim Auflésen von Pyrit erhebliche Mengen an Hy entstehen. Die
Flache des Hy-Signals im Gaschromatogramm ist dabei stets deutlich grofser als die
des als Schutzatmosphire verwendeten Argons. Ahnliche Mengen an H, konnten in al-
len untersuchten Pyritproben detektiert werden, unabhéngig davon, ob diese durch die
Berzelius-Reaktion oder durch die Reaktion von FeS und Sg (s.0.) hergestellt wurden.
Amorphes FeS setzt bei der Behandlung mit CrCl,-Lésung nur Spuren an Hy frei, wah-
rend im Gasraum iiber der verwendeten CrCly-Losung nach mehreren Stunden inerter

Lagerung kein Hy mittels GC gefunden wurde.

5.4.4 Diskussion

Die Untersuchungen zeigten, dass die Berzelius-Reaktion unter den gewéhlten Reakti-
onsbedingungen abléduft. Dies konnte anhand des qualitativen Nachweises von Hy mittels
GC sowie FeSy mittels PXRD belegt werden. Ein silbriges Reaktionsprodukt, das dann
als Pyrit identifiziert wurde, ist schon in fritheren Untersuchungen zur Reduktionskraft
des FeS/H,S-Systems beschrieben worden [47].

Unklar ist, warum sich im Kontrollexperiment ohne HsS ebenfalls Pyrit gebildet hat-
te, der zudem laut PXRD-Untersuchung einen grofieren kristallinen Anteil als der in der
Berzelius-Reaktion entstandene aufwies. Da bei diesem Kontrollexperiment aber kein Ho
gebildet wurde, muss der Pyrit auf einem alternativen Reaktionsweg entstanden sein.
Moglich ist, dass durch einen unbeabsichtigten Eintrag von Luftsauerstoff in das Reak-
tionsgefaR Fe?'- zu Fe3*-Ionen oxidiert wurden. Da Fe3*-Ionen mit Sulfidionen unter
Schwefelbildung reagieren [84|, konnte es zu der im Kapitel 5.3 beschriebenen Reaktion
von FeS mit elementarem Schwefel gekommen sein, die zur Bildung von Pyrit fiihrt.

Die Analyse des festen Reaktionsproduktes sowie mehrerer Kontrollen zeigte, dass beim
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reduktiven Auflosen aller Pyritproben mit CrCly, Wasserstoff freigesetzt wird. D.h., auch
Pyrit, in dem gar kein Hs eingeschlossen sein sollte, generiert Hy bei der Reaktion mit
CrCly. Die Ursache dafiir konnte in einer Eisen-katalysierten Reduktion von Protonen
durch Cr?*T-Ionen sein, die zur Ho-Entwicklung fiihrt. Dafiir spricht weiterhin, dass in
einer entgasten CrCly-Losung kein Hy entwickelt wird. Bei der Beschreibung der CrCls-
Methode wird iiber keine mit dem Auflésen von Pyrit verbundene Ho-Bildung, sondern
nur von der quantitativen Freisetzung von HyS aus Pyrit berichtet [120].

Folglich ist die Methode nicht geeignet, um die Hypothese von in Pyrit eingeschlossenem
Hy experimentell zu untersuchen. Dieser Befund kénnte die Ursache dafiir sein, dass der
von Rickard nur verbal gefithrte Nachweis des Einschlusses von Hy in Pyrit mit dieser
Methode in [109] bis heute nicht mit genauen Ergebnissen publiziert ist.

Die zur Durchfiihrung der Berzelius-Reaktion entwickelte Reaktionsfiihrung und der
GC-Nachweis von Hs, stellen erfolgreiche Vorarbeiten dar. Darauf aufbauend konnten
die Untersuchungen zur Reduktion von DMSO durch das FeS/H,S-System durchgefiihrt
werden. Zudem sind die Vorarbeiten wertvoll fiir die geplante Durchfithrung und Analyse

der Berzelius-Reaktion in einem Kompartiment, z.B. in einem Vesikel.
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5.5 Untersuchungen zur Reduktion von DMSQO durch das
FeS/H,S-System

5.5.1 Vorbemerkungen

Vor dem Hintergrund der postulierten zentralen Rolle des FeS/H,S-System als poten-
zielle prabiotische Energiequelle im Eisen-Schwefel-Welt-Szenario wurde die Redukti-
on DMSO zu DMS untersucht. Das FeS/HS-System mit einem Standardpotenzial von
E° = -620 mV [45] sollte prinzipiell in der Lage sein, das milde Oxidationsmittel DMSO
mit einem Standardpotenzial von E°(DMS/DMSO) = +160 mV [121] zu reduzieren.
Konkret sollte untersucht werden, ob und unter welchen Bedingungen eine Reaktion
nach Reaktion 6 ablauft:

FeS + HQS -+ H3CS(O)CH3 — S(CHg)Q + FGSQ + HQO (6)

Die Reduktionskraft des FeS/H,S-Systems an der Modellverbindung DMSO wurde vor
dem Hintergrund von Vorarbeiten von der Gruppe um Kldui zur Reduktion von aroma-
tischen und benzylischen Sulfoxiden durch FeS/H,S getestet. DMSO wurde im Hinblick
auf seine grofere primordiale Relevanz im Vergleich zu aromatischen Sulfoxiden einge-
setzt.

Im aktiven Zentrum moderner DMSO-Reduktasen befindet sich ein Mo- bzw. W-Atom,
das durch Schwefelliganden komplexiert und stabilisiert wird [119,122]. Mo und W eig-
nen sich als aktive Zentren besonders gut, da sie hohe Oxidationsstufen bis +6 aufweisen
konnen und somit die Funktionalitdt von DMSO-Reduktasen als eine Art Oxotransfera-
se, d.h. als formaler Ubertriiger eines O-Atoms, gewihrleisten konnen [123]. Durch die
Wirkung der DMSO-Reduktase gebildetes DMS hat beim Entweichen in die Atmosphére
klimatische Bedeutung als Quelle von Wolkenkondensationskeimen [54, 108|.

5.5.2 Durchfithrung und Beobachtungen

Es sollte gezeigt werden, ob und in welchem Umfang DMSO durch FeS/H,S zu Di-
methylsulfid (DMS) reduziert werden kann. Dazu wurden dquimolare Mengen (jeweils
2 mmol) der Reaktanden FeS/HyS und DMSO verwendet.

Die Experimente wurden in verschlossenen Schlenkgefafsen unter inerten Bedingungen
bei 95°C iiber einen Zeitraum von bis zu 14 Tagen durchgefiihrt. FeS wurde dafiir frisch
geféllt (durch Zugabe einer NayS-Losung zu einer intensiv geriihrten FeCly-Losung) und

anschliefsend entgastes DMSO zugegeben. Der experimentell schwierigste Schritt, die
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Dosierung von HsS im Reaktionsgefaf, erfolgte mittels Injektionsspritzen. Dabei wurde
H,S iiber ein Septum in den Schlenkkolben, in dem zuvor der Druck reduziert wurde,
injiziert.

Im Verlauf der Reaktion bildeten sich bei einigen Experimenten schon nach einem Tag
graue Partikel auf der Oberflache der Suspension und nach mehreren Tagen silbrig glan-
zende Partikel. Im Falle des Kontrollexperiments mit HoS und DMSO in Abwesenheit
von FeS wurde die Bildung eines hellgelben Feststoffs an der Losungs-Oberfliache schon
nach einem Tag beobachtet. Das Kontrollexperiment ohne Injektion von HyS zeigte im
Reaktionsverlauf keine nennenswerten Veranderungen. Die Suspension verdnderte ihr
Aussehen im Verlauf von zwei Wochen bei 90°C nicht. Bei allen durchgefiihrten Reak-
tionen wurde der charakteristische Geruch von DMS beim Offnen des Reaktionsgefifes

nach Beendigung der Reaktion wahrgenommen.

5.5.3 Quantitative Bestimmung des DMS-Gehaltes mittels GC
Methodenentwicklung

Ausgehend von dem olfaktorischen Befund der Bildung von DMS musste eine geeignete
Methode zur Analyse des Reaktionsgemisches und zur Bestimmung der Ausbeute an
gebildetem DMS entwickelt werden. Hierbei mussten der niedrige Siedepunkt von DMS
(37°C) und der hohe Dampfdruck von 53 kPa schon bei 20°C beriicksichtigt werden.
Die Loslichkeit von DMS in H,O liegt bei 20 ¢ [124]. Die maximale Loslichkeit in HyO
liegt somit deutlich unter der Konzentration von DMS in der Reaktionslosung, die bei
vollstindigem Umsatz zu erwarten ist. Allerdings musste auch der hohe Dampfdruck
des DMS, der zu einer Verteilung des DMS sowohl in der Fliissigkeits- als auch in der
Gasphase fiihrt, mit beriicksichtigt werden. Es bot sich die Entwicklung einer Methode
zur Extraktion des DMS aus dem Reaktionsgemisch bei tiefen Temperaturen und dessen
Quantifizierung mittels Gaschromatographie (GC) an.

Hierzu wurden zunéchst verschiedene organische Loésungsmittel auf ihre Eignung zur
Extraktion hin untersucht. Toluen erwies sich dabei als geeignet, da es sowohl eine
effektive Extraktion von DMS ermoglicht als auch aufgrund seiner deutlich ldngeren
Retentionszeit bei der GC nicht die Bestimmung von DMS beeintrachtigt. Als interner
Standard fiir die GC-Untersuchungen kam n-Hexan zum Einsatz.

Die Extraktion von DMS aus einer Probe der Reaktionslosung erfolgt in einem GC-
Probengefif (s. Abb. 66a). Dabei wurden 500 ul der Toluenlésung mit 15 ™4 n-Hexan

ml
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Abb. 66: (a) Schematische Darstellung der Extraktion von DMS aus einer Probe der Re-
aktionslosung in einem GC-vial und (b) Beispiel-Gaschromatogramm von DMS in
Toluen mit n-Hexan als internem Standard; zusétzlich detektierte, kleine Peaks (als

y2unknown® in Tabelle aufgefiihrt) von Hexan-Isomeren

als internem Standard vorgelegt und dann 3,6 ml des klaren Uberstands der Reaktions-
suspension dazugegeben. Nach dem Verschliefsen erfolgte bei 0°C ein intensives Durch-
mischen der beiden Phasen, um einen méoglichst vollstdndigen Transfer des DMS in die
Toluenphase zu gewahrleisten. Der Vorteil des GC-Probengeféfses besteht darin, dass es
relativ dicht zu verschlieffen ist und nur einen kleinen Gasraum iiber der Toluenphase
aufweist.

Nach der Extraktion des DMS in die organische Phase wurden ca. 2,5 ul der organischen
Phase entnommen und mittels GC (mit Flammenionisationsdetektor - FID) untersucht.
Ein Beispiel fiir ein Gaschromatogramm einer solchen Messung ist in Abb. 66b darge-
stellt. Es ist zu erkennen, dass DMS, n-Hexan und Toluen mit Retentionszeiten von
2,13 Minuten (DMS), 2,36 Minuten (n-Hexan) und ca. 3,6 Minuten (Toluen) deutlich
voneinander getrennt detektiert werden konnen. Die weiteren, sehr kleinen detektier-
ten Signale stammen von den drei Isomeren des Hexan. Die Zuordnung der jeweiligen
GC-Signale zu den Verbindungen DMS, n-Hexan und Toluen wurde mittels GC-MS
abgesichert. Die GC-Methode ist demnach fiir die Bestimmung von DMS geeignet.
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Kalibration zur quantitativen Bestimmung von DMS mittels GC

Um eine quantitative Bestimmung des DMS-Gehalts in der Reaktionslosung zu ermog-
lichen, wurde zunéchst eine Kalibration unter moglichst authentischen Bedingungen
durchgefiihrt, wie sie auch Anwendung fiir die Analyse der Reaktionslosungen fanden.
Dies sollte dazu dienen, den Fehler durch das bei der Extraktion nicht erfasste DMS in
der Gasphase der Reaktionsgeféife zu minimieren. Folglich wurden die gleichen Schlenk-
geféfe wie bei den Experimenten und ein identisches Volumen an NaCl-Losung bei der
DMS-Kalibration verwendet. DMS wurde in den Schlenkgefafien eingewogen und equi-
libriert, bevor die Probennahme analog zu den Reaktionsgeféfen erfolgte.

Als interner Standard wurden 15 74 n-Hexan in Toluen verwendet, um mdoglichst ver-
gleichbare Flachengréften der Signale von DMS und Hexan im Gaschromatogramm zu
gewahrleisten. Durch den internen Standard war es moglich, einem Verhaltnis der Fla-
chen von DMS und Hexan im Gaschromatogramm jeweils eine entsprechende Menge an
DMS in der Probe zuzuordnen.

Fiir eine Kalibration wurden die Quotienten aus dem Flidchenverhéltnis von DMS und
Hexan fiir neun verschiedene, definierte DMS-Mengen im Bereich von 6,2 mg (0,1 mmol)
bis 235,4 mg (3,8 mmol) in einem Schlenkgefifs bestimmt. Die aufgenommene Kalibra-
tion eignet sich fiir die Bestimmung des DMS-Gehalts in Proben von Reaktionssuspen-
sionen. Allerdings weisen aufgrund der Streuung von Kalibrationspunkten bei héherem
DMS-Gehalt die ermittelten DMS-Ausbeuten der Reduktionsreaktion von DMSO einen
erhebliche Fehlerbereich auf (vgl. Abb. 67).

Quantifizierung des bei der Reduktion von DMSO gebildeten DMS

Die Reduktion von DMSO zu DMS mit dem FeS/H,S-System wurde bei 95°C fiir unter-
schiedliche Reaktionszeiten untersucht. In Kontrollexperimenten mit einer Reaktionszeit
von 14 Tagen wurde zudem untersucht, ob FeS ohne HsS oder ob HyS ohne FeS eben-
falls in der Lage sind, DMSO zu DMS zu reduzieren. Des weiteren wurde untersucht, ob
DMSO in wéssriger NaCl-Losung unter identischen Reaktionsbedingungen, allerdings in
Abwesenheit von FeS und HyS, DMS generiert.

Es zeigte sich, dass beim Erhitzen von DMSO unter den gleichen Bedingungen keiner-
lei DMS gebildet wurde. Bei allen anderen Experimenten konnte die Bildung von DMS
festgestellt werden. Die auf das eingesetzte DMSO bezogenen Ausbeuten an DMS in

einzelnen Experimenten fiir verschiedene Reaktionszeiten fiir das FeS/HyS-System sowie

144



5.5 Untersuchungen zur Reduktion von DMSO durch das FeS/H,S-System

100 -

223
o
1

2]
o
1

DMS-Ausbeute [%)]
B
o

N
o
1

6-7 14 14
H.S
Reaktionszeit[d]

Abb. 67: DMS-Ausbeute einzelner Experimente der Reduktionsreaktion von DMSO durch
FeS/HaS bzw. nur HsS fiir verschiedene Reaktionszeiten; Ermittlung der Werte samt

zugehoriger Unsicherheit iiber Kalibration

fiir HyS (in Abwesenheit von FeS) sind in Abb. 67 dargestellt.
Es ist erkennbar, dass bei der DMSO-Reduktion durch das FeS/H,S-System schon nach

sechs bis sieben Tagen vergleichbare DMS-Ausbeuten wie nach 14 Tagen Reaktionszeit
realisierbar sind. Die erzielten DMS-Ausbeuten liegen bei mehr als der Hélfte der Ex-
perimente in einem Bereich von etwa 40 - 50 %. In zwei Experimenten wurden sogar
DMS-Ausbeuten von iiber 60 % realisiert.

Uberraschend hoch sind auch die DMS-Ausbeuten bei der DMSO-Reduktion durch HsS.
Hierbei wurden nach 14 Tagen Reaktionszeit Werte von ca. 30 - 40 % ermittelt. Dies
belegt, dass auch HsS ein effektives Reduktionsmittel fiir DMSO ist.

Die Ausbeute bei der Reduktion durch FeS (in Abwesenheit von HyS) lag unterhalb
der Bestimmungsgrenze und kann darum nur abgeschétzt werden. Es wurde eine DMS-
Ausbeute von ca. 10 % bezogen auf das eingesetzte DMSO ermittelt. Dies konnte auf
den 10 %-igen Uberschuss an Natriumsulfid-Losung zur Gewihrleistung einer vollstin-
digen Fillung von Fe?*-Ionen als FeS zuriickzufiihren sein. In der Reaktionssuspension
verbliebene HS™-Tonen sollten genauso reaktiv sein wie im Wassrigen bei pH 7 protoly-
siertes HoS im Kontrollexperiment.

Die Reduktion von DMSO durch das FeS/H,S-System fiihrt zu etwas hoheren Ausbeu-
ten als mit H,S in Abwesenheit von FeS. Der Vergleich der Ausbeuten lisst offen, ob
im Fall des FeS/H,S-Systems lediglich HoS und FeS unabhéngig voneinander DMSO
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zu DMS reduzieren, oder ob DMS durch eine ,pyrite-pulled reaction®, d.h., durch das
FeS/H,S-System unter Pyritbildung entstanden ist. Dies kann nur durch eine Analyse
des erhaltenen, festen Reaktionsproduktes mittels z.B. PXRD oder MS geklart werden.

5.5.4 Analyse der festen Reaktionsprodukte

Die erhaltenen grau-schwarzen Reaktionsriickstdnde wurden nach der Beendigung der
Reaktionen und der Probennahme fiir die DMS-Bestimmung unter inerten Bedingungen
zentrifugiert, mit HoO gewaschen und in vacuo getrocknet. Der im Kontrollexperiment in

Abwesenheit von FeS erhaltene gelbe Feststoff wurde abgetrennt und an Luft getrocknet.

PXRD-Analyse

Die gereinigten, getrockneten Niederschlédge, die bei den DMSO-Reduktionsexperimenten
in Anwesenheit von FeS/HyS bzw. FeS entstanden, wurden mittels PXRD charakteri-
siert. Es konnte gezeigt werden, dass FeSy als Pyrit bzw. Markasit das Hauptprodukt
der DMSO-Reduktion durch FeS/H,S ist (s. Abb. 68, unteres Diffraktogramm). Die vier
intensivsten Reflexe im Diffraktogramm koénnen Pyrit und Markasit zugeordnet werden.
Dies belegt, dass das FeS/H,S-System konzertiert die Reduktion von DMSO bewirkt.
Mackinawit (Fe;,,S), das auf nicht reagiertes FeS zuriickgefiihrt werden kann, liegt als
Nebenprodukt vor. Es fanden sich nur sehr intensitétsschwache Reflexe, die auf elemen-
taren Schwefel Sg hinweisen, so dass dieser vermutlich nur als Nebenprodukt in geringen
Mengen bei der Reaktion entstanden ist.

Im Kontrollexperiment mit FeS ohne HyS, bei dem ebenfalls die Bildung geringer Men-
gen DMS nachgewiesen wurde, ergab die PXRD-Analyse, dass sich kein Pyrit gebildet
hat (s. Abb. 68, oberes Diffraktogramm). Vielmehr ist Mackinawit (Fe;,,S) das Haupt-
produkt, da diesem die drei intensivsten Reflexe im Diffraktogramm zugeordnet werden
konnten. Mackinawit wurde auch schon in vorangegangenen Experimenten als Alterungs-
produkt von amorph gefélltem FeS identifiziert (s. Kapitel 5.2).

Der Vergleich der Diffraktogramme beider Proben (s. Abb. 68) zeigt einen deutlichen
Unterschied. Die Bildung von Pyrit beim Einsatz von FeS/HsS belegt, dass DMSO kon-
zertiert reduziert wurde. Die mogliche Konkurrenzreaktion, die Reduktion von DMSO
durch H,S, spielt in Gegenwart von FeS nur eine untergeordnete Rolle. Gleichwohl kann
mittels PXRD-Analyse keine Aussage zum Anteil potenziell entstandenem, elementarem

Schwefel im festen Reaktionsriickstand gemacht werden.
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Abb. 68: PXRD-Diffraktogramm der Reaktionsprodukte der DMSO-Reduktion mit FeS
(oben) sowie mit FeS/HoS (unten); Zuordnung der Reflexe der Hauptprodukte bei
der Reaktion mit FeS (Mackinawit) bzw. mit FeS/HsS (Pyrit und Markasit)

Massenspektrometrie

Die entstandenen festen Reaktionsprodukte der Reaktion von FeS/H,S mit DMSO sowie
die festen Reaktionsriickstinde der Kontrollexperimente mit FeS bzw. mit HoS wurden
mittels Massenspektrometrie (MS) untersucht. Dazu wurde jeweils eine Probe der gewa-
schenen und getrockneten Reaktionsriickstdnde in einen MS-Tiegel gegeben und dieser
mit einem definierten Temperaturprogramm mittels MS untersucht.

Der beim Kontrollexperiment mit HyS entstandene, hellgelbe Feststoff konnte eindeutig
als Schwefel (Sg) identifiziert werden. HyS reduziert DMSO folglich auch in Abwesenheit
von FeS und dies mit einer erstaunlich hohen Ausbeute von 30 - 40% (vgl. Abb. 67).
Dabei oxidiert DMSO offensichtlich HyS zu elementarem Schwefel (s. reaktion 7).

HQS + H3CS(O)CH3 — é Sg + S(CH3)2 + HQO (7)

Die ermittelte DMS-Ausbeute entspricht auch in etwa der erzielten Ausbeute an ent-
standenem elementarem Schwefel in der Reaktion.

Allerdings wurde auch bei der Untersuchung des schwarzen Reaktionsprodukts der Re-
aktion von FeS/HsS mit DMSO mittels MS elementarer Schwefel anhand des typi-
schen Fragmentierungsmusters identifiziert. Die aufgenommenen Massenspektren zei-
gen, dass elementarer Schwefel beim Aufheizen nur bei Temperaturen bis 200°C aus
dem schwarzen Reaktionsprodukt freigesetzt wird. Hingegen konnte kein DMS bei die-

ser MS-Untersuchung detektiert werden.
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei der Reaktion von DMSO mit dem FeS/H,S-
System zwei konkurrierende Reaktionen ablaufen: die direkte Reduktion durch H,S unter
Bildung von elementarem Schwefel sowie die konzertierte Reduktion durch FeS/HyS un-
ter Bildung von Pyrit FeSs. Ein quantitativer Vergleich der Ausbeuten an Sg und FeS,
als jeweilige Oxidationsprodukte beider Reaktionswege mittels MS ist nicht moglich. Zu-
dem ist zu beriicksichtigen, dass Pyrit beim Erhitzen unter Vakuumbedingungen in FeS
und elementaren Schwefel zerfillt [83]. Da in der Literatur Angaben iiber eine untere
Temperaturgrenze des Zerfalls von Pyrit fehlen, kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen
werden, dass der mittels MS detektierte Schwefel in der Pyritprobe aus eben demselben
stammt.

Bei der Reaktion von FeS mit DMSO wird offensichtlich kein Schwefel gebildet, wie MS-
Untersuchungen des schwarzen Reaktionsriickstands zeigten. Andererseits konnte bei
der MS-Untersuchung die Anwesenheit von DMS eindeutig anhand des Peaks bei m/z
= 62 und dem dazugehorigen Fragmentierungsmuster nachgewiesen werden. Dennoch
wurde DMS bei der MS-Untersuchung der anderen festen Reaktionsriickstiande (FeSy
bzw. Sg) nicht detektiert. Da der Reaktionsriickstand der Reaktion von FeS/H,S analog
aufgearbeitet wurde, deutet dieser Befund darauf hin, dass DMS insbesondere mit der
reaktiveren FeS-Oberflache, nicht jedoch mit einer FeS,-Oberfldche, wechselwirkt oder
dort sogar adsorbiert wird. Solch ein Adsorptionseffekt wurde zumindest in einem wei-
teren Vergleichsexperiment, beim Erhitzen von DMS in einer NaCl-Losung bzw. in einer
Suspension aus amorph gefilltem FeS, nachgewiesen. Eine Adsorption von DMS an der
Oberfliche des festen Reaktionsproduktes FeS kénnte zur Verfilschung beim Ermitteln
der DMS-Ausbeute iiber die Extraktion aus der Reaktionslosung fithren.

5.5.5 Diskussion und Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass sich das FeS/HsS-System tatséchlich als Modell fiir eine
primitive DMSO-Reduktase eignet, da es dquimolare Mengen an DMSO mit Ausbeu-
ten von 40 % bis zu 65 % reduzieren kann. Als Konkurrenzreaktion tritt die Reduktion
von DMSO durch HsS auf, bei der beim Einsatz dquimolarer Mengen der Reaktanden
DMS-Ausbeuten von bis zu 40 % detektiert wurden. Allerdings spielt diese Reaktion
in Gegenwart von amorphem FeS, d.h. bei Verwendung des FeS/H,S-Systems, wahr-
scheinlich nur eine untergeordnete Rolle, da die Bildung von Pyrit bzw. Markasit als

dominierende Spezies im festen Reaktionsprodukt mittels PXRD nachgewiesen werden
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konnte. Hingegen gab es nur schwache Anhaltspunkte fiir die Anwesenheit von elemen-
tarem Schwefel Sg, da diesem im Diffraktogramm nur sehr intensitdtsschwache Reflexe
zugeordnet werden konnten. Dass Sg bei der Reaktion von DMSO mit dem FeS/H,S-
System entsteht, konnte mittels MS belegt werden. HsS reagiert also auch in Gegenwart
von FeS teilweise direkt mit DMSO.

FeS ohne HyS kann DMSO nur in geringem Ausmafs (max. 10 %) reduzieren, ist aber
in der Lage, DMS stérker an der Oberfliche zu binden. Da die Bestimmung von DMS
aus dem Uberstand der Reaktionssuspension erfolgte, konnte adsorbiertes DMS zu einer
systematisch zu gering bestimmten DMS-Ausbeute fithren. Hier konnte das Auflésen von
FeS, z.B. durch KHSO,, vor der Probennahme fiir die DMS-Extraktion Abhilfe schaffen.
Die Untersuchungen zur Reduktion von DMSO zeigten ferner, dass unter den verwen-
deten Reaktionsbedingungen von 95°C und pH 7 eine rasche Reaktion erfolgt, da das
Oxidationsprodukt (Schwefel bzw. graues Pyrit) des jeweiligen Reduktionssystems schon
nach einem Tag beobachtbar sind. Vergleicht man die Ausbeuten der Experimente fiir
das FeS/H,S-System nach 7 Tagen und 14 Tagen, so zeigt sich, dass bereits nach einer
Woche die DMS-Ausbeute nahezu konstant bleibt.

Eine Erklarung fiir die unerwartete Reduktion von DMSO durch H,S liefert ein Vergleich
der Standardpotenziale. So weist das Redoxpaar DMS/DMSO ein Standardpotenzial von
E°(DMS/DMSO) = 4160 mV auf [121], wihrend das Redoxpaar HyS/S ein Standardpo-
tenzial von E°(HyS/S) = +142 mV besitzt. Aufgrund des niedrigeren Standardpotenzials
wirkt HyS bei der Reaktion mit DMSO als Reduktionsmittel.

Von der Reduktion von DMSO und weiterer einfacher Alkylsulfoxide durch eingebrachtes
H,S-Gas bei Temperaturen von 20 - 50°C wurde bereits berichtet [125]. Die Untersuchun-
gen fanden indes nicht im wéassrigen Milieu sondern im jeweiligen Alkylsulfoxid statt,
das somit gleichzeitig als Losungsmittel und als Reaktand fungierte.

Aufierst interessant in diesem Zusammenhang ist, dass Kldui et al. beobachteten, dass
Diphenyl- und Dibenzylsulfoxid (DPSO und DBSO) nicht von HyS reduziert werden.
Da Alkylsulfoxide wie DMSO hingegen von HyS reduziert werden, liegt die Vermutung
nahe, dass die Standardpotenziale von DPSO und DBSO niedriger als das von DMSO
und sogar niedriger als das von HsS sind, so dass HyS nicht mehr oxidiert werden kann.
Ein niedrigeres Redoxpotenzial konnte durch die stark elektronenschiebenden, aroma-
tischen Reste in DPSO und DBSO verursacht werden, die die positive Partialladung
am Sulfoxid-Schwefelatom stabilisieren und damit dessen Oxidationskraft entscheidend

verringern.
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Der Vergleich der Reaktion von FeS/HsS bzw. von HsS mit DMSO zeigt, das die ther-
modynamisch mogliche Reduktion von DMSO in beiden Féllen mit DMS-Ausbeuten
von tiber 30 % ablduft. Dabei konnte fiir das FeS/HyS-System eine nur wenig hohere
DMS-Ausbeute realisiert werden, obwohl die thermodynamische Triebkraft mit einem
Standardpotenzial des FeS/HyS-Systems von E° = -620 mV [45] deutlich grofer ist als fiir
H,S. Die Frage, in welchem Umfang DMSO bei der Reaktion mit dem FeS/HyS-System
direkt durch HsyS reduziert wird, ldsst sich aus den Analyseergebnis der PXRD ungefiahr
abschétzen. FeS, ist eindeutig das Hauptprodukt der Reaktion, wahrend Sg als Produkt
der direkten Reaktion von HyS mit DMSO nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Aufklarung kénnen zukiinftige Untersuchungen der Reaktionskinetik (Aktivierungsener-
gie und Geschwindigkeitskonstante) zur Abschéitzung der Geschwindigkeit der Bildung
von Sg (aus HaS) bzw. Pyrit (aus FeS/H,S) durch das jeweilige Reduktionsmittel liefern.
In diesem Zusammenhang kann zudem geklart werden, ob die Reduktion von DMSO un-

ter den untersuchten Bedingungen u.U. bereits in weniger als sieben Tagen erfolgt.
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Eisenhaltige Phospholipid- und Polymervesikel

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnten erstmals FeS-haltige Vesikel hergestellt werden.
Dieses Ergebnis ist ein bedeutsamer Schritt auf dem Weg zur Kompartimentierung des
potenziell energieliefernden FeS/HyS-Systems in einer Art Protozelle, was eine wichtige
Vorhersage der Eisen-Schwefel-Welt-Hypothese darstellt.

Der Herstellungsweg FeS-haltiger Vesikel beinhaltete zunéacht den Einschluss komplexier-
ter Fe?T-Ionen in Vesikeln. Nach der anschliefenden Aufreinigung der Vesikeldispersion
konnte durch die Inkubation mit HsS intravesikulér FeS ausgefallt werden. Dieses konnte
iiber mehrere Kontrollexperimente fiir die Vesikeldispersion sowie mittels REM-ESMA
fiir diskrete Vesikel (s. Abb. 69a) nachgewiesen werden.

Es wurden vesikuldre Systeme auf Basis von 1-Palmitoyl-2-oleoyl-glycero-phosphatidyl-
cholin (POPC) sowie dem block-Copolymer 1,2-Polybutadien-polyethylenoxid (PB-PEO)
auf ihre Eignung hin untersucht. Beide Systeme erwiesen sich tauglich fiir den Ein-
schluss von komplexierten Fe?*-Ionen mittels Filmhydratisierungs-Extrusions-Methode.
Die dabei erzielten Einschlussraten von Fe?*-Ionen konnten anhand einer dafiir entwi-
ckelten spektrophotometrischen Quantifizierungsmethode bestimmt werden. Bei einer
Fe?T-Startkonzentration von 60 mM wurde ein mittlerer Eisengehalt von 0,65 mM in
einer 10 mM POPC-Liposomendispersion und von 0,30 mM in einer 1,6 mM PB-PEO-
Polymersomendispersion ermittelt. Fiir PB-PEO ergibt sich somit ein Einschluss von

0,19 ﬁzggff;; und fiir POPC ein Einschluss von 0,065 Zﬁgéff;; Folglich lassen sich

Fe?T-Tonen effizienter in PB-PEO-Polymersomen als in POPC-Liposomen verkapseln,
allerdings nur bei vergleichsweise geringen Lipidkonzentrationen.

Fiir die intravesikuldre Bildung von FeS wiesen nur Polymervesikel eine hinreichen-
de Stabilitit auf. Allerdings konnte eine vorher noch nicht beschriebene Reversibili-
tit der FeS-Féllungsreaktion in Polymersomen beobachtet werden. Anhand von REM-
ESMA-Untersuchungen konnte bewiesen werden, dass dies auf eine abnehmende HyS-
Konzentration in der Polymersomendispersion wihrend der Lagerung zuriickzufiihren ist
und durch einen Uberschuss an HyS unterdriickt werden kann.

POPC-Liposomen eignen sich nicht zur intravesikularen Ausfillung von FeS, da sie ei-
ne ausgepragte Instabilitit gegeniiber FeS aufweisen, wie Membran- und Vesikelstabi-

litatsuntersuchungen ergaben. Gleichwohl ist es mdglich, im Inneren von Fe?*-haltigen
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Abb. 69: (a) REM-Aufnahme von FeS-haltigen Polymersomen, (b) Cryo-TEM-Aufnahme von
Liposomen mit Magnetit-Nanopartikeln und (c¢) Cryo-TEM-Aufnahme eines CdS-

haltigen Polymersoms

POPC-Liposomen, die mittels Reverse-Phase-Evaporation-Methode hergestellt wurden,
Aggregate von Magnetit-Nanopartikeln (Magnetit-NP) zu generieren (s. Abb. 69b). Dies
kann durch das Lagern der Vesikeldispersion an Luftsauerstoff induziert sowie durch Zu-
gabe eine Base beschleunigt werden. Die derart hergestellten Liposomen sind mehrere
Wochen stabil und zeigen einen magnetophoretischen Effekt in einem dufseren Magnet-
feld, wobei die Mobilitat mit der Groke der Liposomen (und damit der Grofse interner
Magnetit-Niederschldge) korreliert.

Auch im Inneren von Fe?*-haltigen Polymersomen konnten mit derselben Methode in-
travesikuldre Aggregate von Magnetit-NP erzeugt und mittels Cryo-TEM nachgewiesen
werden.

Weiterhin konnten mit Triethylenglykol stabilisierte Magnetit-NP mit Durchmessern
von 4 - 85 nm hergestellt und optimale Bedingungen zur Generierung einer homogenen
und stabilen wassrigen Suspension gefunden werden. Das erhaltene ferrofluid“ erwies
sich als geeignet, um geringe Mengen von Magnetit-NP in die Membran von PB-PEO-

Polymersomen einzubetten.

Weitere iibergangsmetallhaltige Polymersomen

Zum besseren Verstdndnis der intravesikuldren Ausféllung von Metallsulfiden wurden
zudem Metallsulfide von Nickel, Cadmium und Kupfer in Polymervesikeln iiber dasselbe
Verfahren wie fiir FeS hergestellt und charakterisiert. Die in Polymersomen hergestellten,

photohalbleitenden CdS-NP stellen ein vielversprechendes System fiir intravesikulére,
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photokatalytische Reaktionen analog zu [18,19] dar.

Im Fall von Nickel zeigte sich, dass die erzielten Einschlussraten von Ni**-Ionen in
Polymersomen vergleichbar mit denen von Fe*'-Ionen sind, was auf die chemische Ver-
wandschaft der beiden Metalle zuriickgefiihrt werden kann. Anhand von Kontrollexperi-
menten konnte auch fiir aufgereinigte Ni?*t-haltige Polymersomen gezeigt werden, dass
bei der Inkubation mit einer HyS-haltigen Losung intravesikuldres NiS gebildet wird,
welches in Form von diffusen Aggregaten sowie Membranablagerungen in Cryo-TEM-
Untersuchungen detektiert werden konnte.

CdS-NP konnten in Cd?*-haltigen Polymersomen durch Inkubation mit H,S ausgefillt
werden. Die UV /Vis-spektroskopische Verfolgung der Fallungsreaktion erméglichte die
Ermittlung der jeweiligen CdS-Absorptionskante und damit eine Abschétzung der Grofe
intravesikuldr generierter CdS-NP. Dies ist auf Quantisierungseffekte des photohalblei-
tenden CdS zuriickzufiihren. Es zeigte sich, dass v.a. der pH-Wert die Grofe der entste-
henden NP mafigeblich beeinflusst. Mit zunehmendem pH-Wert entstehen dabei kleinere
CdS-Partikel.

Cryo-TEM-Untersuchungen von CdS-haltigen Polymersomen bewiesen, dass die beob-
achteten CdS-Niederschlége intravesikuléar vorliegen. Durch die hohe Ordnungszahl und
den daraus resultierenden intensiven Kontrast konnten auch CdS-NP mit einem Durch-
messer von 1,5 - 3 nm neben grofseren NP mit Durchmessern im Bereich von 6 - 9 nm
detektiert werden (s. Abb. 69¢). Diese wichtige Beobachtung zeigt, dass ein Teil der aus-
gefillten Metallsulfid-NP einen Durchmesser < 5 nm aufweist. FeS- und NiS-NP dieser
Grofe sind hochstwahrscheinlich aufgrund des deutlich geringeren Kontrastes im Ver-
gleich zu CdS-NP nicht mittels Cryo-TEM detektierbar.

Auch Cu?"-Tonen konnten mittels Filmhydratisierungs-Methode in Polymersomen einge-
schlossen werden. Nach der Aufreinigung wurden diese Polymersomendispersionen zur
Ausfallung von CuS mit einer HyS-Losung inkubiert. Die Kinetik dieser Metallsulfid-
Fallungsreaktion wurde anhand der Verédnderung der optischen Dichte fiir CuS sowie
zusétzlich fiir CdS und NiS verfolgt. Fiir alle drei untersuchten Systeme zeigte sich, dass
eine sehr rasche Umsetzung von ca. 80 % innerhalb der ersten 120 s nach der Inkubation
mit H,S stattfindet. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit Berichten zur Féllung
von CuS und CdS in Phospholipidvesikeln [19].
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6 Zusammenfassung

Reaktivitdt des FeS/H;S-Systems

Die Reduktionskraft des potenziell energieliefernden FeS/H,S-Systems entsprechend der
Eisen-Schwefel-Welt-Hypothese konnte durch Untersuchungen zur Reduktion von DMSO
an einem weiteren bedeutsamen Beispiel demonstriert werden. Die Ergebnisse sind ein
weiterer Beleg fiir die Reaktivitéit des FeS/H,S-Systems im Sinne eines primordialen En-
zyms. Die Untersuchungen wurden nicht mit dem kompartimentierten FeS/H,S-System,
d.h. nicht im Inneren von Liposomen oder Polymersomen durchgefiihrt, sondern stellen
eine notwendige Grundlage fiir derartige zukiinftige Versuche in Vesikeln dar.

Zunachst wurde die Reaktivitdat des bei den Untersuchungen verwendeten amorphen FeS
nédher charakterisiert. Dieses kann mit einer spezifischen Oberflache von ca. 35 %2 durch
Ausfillung aus einer Fe?T-haltigen Losung hergestellt werden. Es eignet sich zum einen
zur selektiven Herstellung von Pyrit (FeS,) iiber die Reaktion mit elementarem Schwefel
eignet. Zum anderen konnte nachgewiesen werden, dass amorphes FeS mit H,S unter
Bildung von Hy und Pyrit reagiert (Berzelius-Reaktion). In weiteren Untersuchungen
des dabei erhaltenen Pyrits konnte der in der Literatur diskutierte Einschluss von Hy im
Inneren von Pyritpartikeln nicht bestétigt werden.

Weiterhin wurde untersucht, ob das FeS/H,S-System im Sinne einer primitiven DMSO-
Reduktase DMSO zu Dimethylsulfid (DMS) reduzieren kann. Dafiir wurde erfolgreich
eine Methode zur Durchfiihrung der Reaktion unter inerten Bedingungen bei 95°C so-
wie eine geeignete Analysenmethode zum quantitativen Nachweis von DMS mittels GC
entwickelt. Die Reaktion von DMSO mit dem FeS/H,S-System lieferte DMS-Ausbeuten
im Bereich von 40 - 65 % schon nach einer Reaktionszeit von sieben Tagen. Eine PXRD-
Analyse des festen Reaktionsprodukts zeigte, dass dieses vorwiegend aus FeSy besteht.
Elementarer Schwefel konnte nicht detektiert werden.

H,S ist ebenfalls in der Lage, DMSO zu ca. 30 - 40 % zu DMS zu reduzieren. Bei dieser
Reaktion wird HyS durch DMSO zu elementarem Schwefel oxidiert. Die Reaktion ist
thermodynamisch begiinstigt, da die Oxidationskraft von DMSO geringfiigig hoher als
die von Schwefel ist.

Die PXRD-Analyse des Produkts der Reaktion von FeS/H,S mit DMSO zeigt, dass die
potenzielle Konkurrenzreaktion einer unmittelbaren Reduktion von DMSO durch HyS
in Gegenwart von FeS nicht ablauft, da kein Schwefel gebildet wurde. Die Ergebnisse
belegen, dass das FeS/HyS-System eine Reaktivitéit im Sinne einer primitiven DMSO-

Reduktase aufweist.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Chemikalien und Methoden

Eingesetzte Chemikalien

Das eingesetzte Phospholipid 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-phosphatidylcholin wurde
von der Firma Genzyme bezogen. Das block-Copolymer 1,2-PB33-PEOy; wurde von
der Arbeitsgruppe von Prof. Forster (Universitdt Hamburg) zur Verfiigung gestellt.
Die verwendeten Chemikalien Hydroxylamin Hydrochlorid, Zitronenséure, Pyrazin-2,3-
dicarbonséure, (NHy)oFe(SOy)s - 6 HoO, FeCly - 4 HyO, NiCly - 6 HyO, CuCl, - 2 HyO,
CdCl,, TiCls-Losung, CHCl3, CHCl,, DMSO, Triethylenglykol, Ethylacetat, Thioacet-
amid, Natriumsulfid Hydrat (NaoS - 9 HyO), Tris(hydroxmethyl)-aminomethan, Natri-
umacetat Trihydrat, EDTA, 1,10-Phenanthrolin, Linolsédure, Dimethylsulfid, Dimethyl-
glyoxim und TRITON X 100 wurden von den Firmen Acros, Alfa Aesar, Avocado, BASF,
Fluka, Merck, Roth und Sigma Aldrich bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet.
Nach Literaturvorschrift im Praktikum hergestelltes, kristallines Fe(acac); wurde wie
vorgefunden eingesetzt. Fiir die GC von DMSO wurden spektralreines Hexan und To-
luen von der Firma Merck eingesetzt. Das verwendete glove bag aus Polyethylen wurde

von der Firma Roth erworben.

Entgasung und Trocknung der Losungsmittel

Deionisiertes Wasser wurde unter Riihren bei 80°C zwei Stunden durch Durchleiten von
Argon entgast. In Ethanol, Cyclohexan und Hexan wurde zum Entfernen von Luft-
sauerstoff maximal zwei Stunden lang unter Riihren Argon eingeleitet. Das Trocknen
von Diethylether und Tetrahydrofuran erfolgte mit Natrium nach bekannten Vorschrif-
ten [126].

UV /Vis-Spektroskopie

Die UV /Vis-Messungen wurden mit einem SPECORD S 600 UV VIS der Firma Analytik

Jena unter Verwendung des Programms WinAspect durchgefiihrt.
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Atomabsorptionsspektrometrie

Die zu untersuchenden Proben wurden vor der Messung mit dem doppelten Volumen
an konzentrierter HNOj3 aufgeschlossen, quantitativ in einen Mafskolben iiberfiihrt und
auf ein definiertes Volumen gebracht. Fiir die Messungen wurde ein Atomabsorptions-
spektrometer des Modells Perkin-FElmer 3110 mit Flammentechnik verwendet. Mit dem
eingesetzten Gasgemisch Acetylen-Luft erfolgte mit einer jeweils geeignete Lampe die
Bestimmung von Eisen (Messwellenlénge Ap. = 248,3 nm), Nickel (Ay; = 231,6 nm),
Kupfer (Acy, = 324,7 nm) und Cadmium (A¢y = 228,8 nm).

PCS

Die PCS-Messungen wurden mit dem Gerédt Zetasizer Nano ZS der Firma Malvern
durchgefiihrt. Der zur Verdiinnung der Proben jeweils verwendete Puffer wurde zuvor

durch Celluloseacetatfilter der Firma Maillipore mit einer Porengrofse von 0,22 pm filtriert.

Cryo-TEM

3 pul der Vesikeldispersionen wurden auf ein Kupfer-Grid gegeben, und der Uberschuss an
Fliissigkeit wurde automatisch fiir 3 Sekunden mit Hilfe zweier Filterpapiere abgenom-
men. Anschlieflend wurden die Proben sehr schnell in fliissiges Ethan (ca. -180 °C) in
einer Cryobox der Firma Zeiss getaucht. Der Uberschuss an Ethan wurde ebenfalls mit
einem Filterpapier entfernt. Die Proben wurden in der Cryo-Transfereinheit Gatan 626-
DH in das mit fliissigem Ny gekiihlte Transmissionselektronenmikroskop Philips CM 120
der Firma Philips iiberfiihrt. Die Bilder wurden mit einer 1 K CCD Kamera FastScan
F114 der Firma TVIPS aufgenommen.

Rasterelektronenmikroskopie und ESMA

Fir die Elektronenstrahl-Mikroanalyse (ESMA) von diskreten Polymersomen wurden
Siliziumwafer der Firma Plano verwendet, welche zunédchst nacheinander mit Aceton,
Isopropanol und HyO (destilliert und filtriert) behandelt wurden. Anschlieflend wurden
10 pl der Vesikeldispersion (zuvor gegen HoO dialysiert) auf den Wafer aufgetragen.
Nach einer Einwirkzeit von 1 Minute wurde der Uberstand abgenommen und der ent-
sprechende Wafer unter Argon-Atmosphére gelagert.

Fiir die Aufnahme von Elektronenmikrographen wurde das Rasterelektronenmikroskop
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LEO-1530 Gemini der Firma Zeiss eingesetzt. Mit denselben Proben konnte eine ESMA
mit einem Philips SEM 515 der Firma Philips ausgeriistet mit einem DX-/ Detektor
durchgefiihrt werden. Dabei wurde eine Elektronenenergie von 25 keV zur Anregung des
Fe-K,-Peaks verwendet.

Zur Untersuchung von fiinffach aufkonzentrierten FeS- und CdS-haltigen Polymersomen-
proben mittels REM-ESMA wurden jeweils dreimal 3 ul der dickfliissigen Vesikeldisper-
sion auf ein Kohlenstoff-beschichtetes Kupfer-Grid gegeben und dort zum Eintrocknen

belassen.

TEM-Untersuchungen von Magnetit-NP

10u] einer wéssrigen Suspension von Magnetit-NP wurden auf ein Kupfer-Grid aufge-
tragen. Nach einer Einwirkungszeit von 60 s wurde das Grid mit Filterpapier abgesaugt
und anschlieffend in das Transmissionselektronenmikroskop Philips CM 120 der Firma
Philips eingeschleust. Die Bilder wurden mit einer 1 K CCD Kamera FastScan F11/ der

Firma TVIPS aufgenommen.

Lichtmikroskopie

Fiir lichtmikroskopische Untersuchungen wurde das Mikroskop Leica DM RXP einge-
setzt. Zur Visualisierung von Polymersomen wurde mit einer 100-fachen Vergroferung

gearbeitet.

Oberflachenmessungen

Die Messungen der Oberflache und des Porenvolumens wurden an einem automatischen,
volumetrischen Sorptionsautomaten des Typs Autosorb 1 der Firma Quanta Chrome
durchgefiihrt. Vor der Messung wurden die Proben unter Vakuum fiir mindestens zwei
Stunden bei 250°C ausgeheizt. Die Messungen erfolgten im Anschlufs daran bei -196°C,

der Siedetemperatur von Stickstoff.

Differenzthermoanalyse (DTA) und Thermogravimetrie (TG)

Die kombinierten DTA- und TG-Messungen erfolgten an dem Gerdt STA 429 fiir simul-

tane Thermoanalyse der Firma Netzsch Gerdtebau Selb.
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Roéntgenpulverdiffraktometrie

Alle Messungen erfolgten mit einer Eisen-Anode der Geréte ID 3000 und HZG4 von der

Firma Seifert.

Zentrifugation

Eppendorf-Gefife wurde mit einer Biofuge 13 der Firma Heraeus Sepatech zentrifu-
giert.

Die Ultrazentrifugation wurde mit einer Ultrazentrifuge des Typs XL-80 der Firma
Beckman mit einem SW T% 55 Rotor bei 55000 Umdrehungen pro Minute (entspricht
ca. 286000 g) durchgefiihrt. Dabei wurden Polyallomer-Zentrifugengefifse mit einem Vo-
lumen von 3,5 ml verwendet.

85 ml Schlenkgeféifie wurde mit einer Cryofuge 6000i der Firma Heraeus bei einer Dreh-
zahl von 700 U/min fiir 10-40 Minuten zentrifugiert.

Gaschromatographie (GC), Massenspektrometrie (MS) und GC-MS

Die gaschromatographischen Bestimmungen von Dimethylsulfid (DMS) erfolgten mit
dem Gaschromatograph CP 9000 der Firma Chrompack mit einer 25 m Methylsilicon-
saule vom Typ CP SiL. 5CB und Flammen-Ionisations-Detektor (FID). Als Trigergas

kam H, mit einer Flufrate von 2 -7

min

zum Einsatz. Die Injektionstemperatur betrug
250°C. Die Ausgangstemperatur des Saulenofens lag bei 30°C. Nach 2.6 min wurde
dann gleichméfig innerhalb von 9 min auf 300°C aufgeheizt. Vorhandenes DMS wurde
nach 2.12 min detektiert.

Die Identifizierung von DMS erfolgte mittels GC-MS unter anndhernd denselben Messbe-
dingungen, d.h. gleicher Saulentyp und gleiches Temperaturprogramm, mit einem Gas-
chromatograph der Firma Varian und einem Massenspektrometer des Typs Finnigan

SSQ) 710. Mit demselben Massenspektrometer erfolgten auch die MS-Untersuchungen.
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7.2 Vorschriften

7.2 Vorschriften

Bestimmung der Fe?"-PDC-Komplexzusammensetzung mit der Methode der

kontinuierlichen Variation

Die Vorbereitung der Losungen erfolgt unter inerten Bedingungen. In einem 50 ml Maf-
kolben wird eine 2 mM PDC-Lésung (16,8 mg Pyrazin-2,3-dicarbonséure versetzt mit
40 pl 5 M NaOH, entspricht zwei Aquivalenten Natriumhydroxid) in entgastem TRIS-
HCl-Puffer hergestellt. In einem zweiten Mafkolben wird eine 2 mM Fe?-Lésung in
entgastem TRIS-HCI-Puffer hergestellt (z.B. mit 39,2 mg (NHy)2Fe(SOy4)s - 6 HyO).
Nun werden mehrere 10 ml Mafkolben mit genau abgemessenen Volumina der 2 mM
PDC-Losung und der 2 mM Fe?"-Lésung in unterschiedlichen ganzzahligen Verhiltnis-
sen befiillt (immer mit insgesamt genau 10 ml) und homogenisiert. Anschlieftend erfolgt
zeitnah die UV /Vis-spektroskopische Vermessung, wobei zur Auswertung die Absorption

am Absorptionsmaximum von \,,., = 475 nm verwendet wird.

Bestimmung der Fe?"-PDC-Komplexzusammensetzung mit der Methode der

molaren Verhaltnisse

Unter inerten Bedingungen werden 1000 pl einer 50 mM Fe?T-Losung in entgastem
100 mM TRIS-HCI-Puffer mit 19,6 mg (NHy)Fe(SOy4)s - 6 HoO hergestellt. Zudem
erfolgt die Préparation von 1000 ul einer 100 mM PDC-Losung (16,8 mg PDC ver-
setzt mit 960 pl TRIS-HCI-Puffer und 40 pl 5 M NaOH). In neun 10 ml Mafkolben
werden nun stets 40 ul der 50 mM Fe?™-Losung (Endkonzentration 0,2 mM) sowie un-
terschiedliche Volumina (10 pl - 260 pl) der 100 mM PDC-Losung gegeben, mit entgas-
tem TRIS-HCI-Puffer aufgefiillt und homogenisiert. Zeitnah erfolgt dann die UV /Vis-
spektroskopische Vermessung, wobei zur Auswertung die Absorption im Absorptions-

maximum bei A, = 475 nm verwendet wird.

Eisenhaltige Liposomen mit Filmhydratisierung und Extrusion

In einen 100 ml Rundkolben werden 10 pmol POPC in Form einer Stammlosung in
CHCIl3 gegeben und mit etwa zwei Milliliter CHCl3 verdiinnt. Die POPC-Losung wird
nun am Rotationsverdampfer bei 38°C schrittweise eingeengt, bis praktisch alles CHCl3
abdestilliert ist. Der erhaltene Film wird nun noch 30 Minuten an einer Hochvakuum-

pumpe getrocknet. Nach dem Spiilen des Kolbens mit Argon werden 1000 ul einer zuvor
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im glove bag hergestellten, sauerstofffreien Fe?"-Losung auf den Film gegeben und unter
kriftigem Vortexen (und ggf. Ultraschall) der Film hydratisiert. Die erhaltenen Liposo-
men kénnen nun ggf. extrudiert bzw. direkt mittels Dialyse oder Gelpermeationschro-

matographie aufgereinigt werden.

Eisenhaltige Liposomen mit Reverse-Evaporation-Methode

In einem sekurierten Reagenzglas-Schlenkgefaft werden 5 ml ketylierter Diethylether so-
wie 5 ml Dichlormethan gemischt. Anschliefsend erfolgt die Zugabe von 10 pmol POPC
in Form einer Stammlésung in CH,Cl, zu dem organischen Losungsmittelgemisch. Nach
dem Vortexen der Losung werden nun 1000 pl einer zuvor im glove bag hergestellten,
sauerstofffreien Fe?t-Losung mit einer Spritze in die POPC-Losung rasch injiziert, an-
schlieffend das Gemisch eine Minute intensiv gevortext und dann drei Minuten im Ultra-
schallbad behandelt. Die dabei entstandene homogene Emulsion wird nun am sekurierten
Rotationsverdampfer bei 38°C mittels Wasserstrahlpumpe schrittweise eingeengt, bis ein
festes Gel entsteht. Das erhaltene Gel wird nun durch intensives Vortexen gebrochen,
wobei eine Liposomendispersion entsteht. Abschlieffend werden noch letzte Reste des
organischen Losungsmittels bei ca. 50 mbar entfernt. Die erhaltene Dispersion kann nun

mittels Dialyse oder Gelpermeationschromatographie aufgereinigt werden.

Eisenhaltige Polymersomen mit Filmhydratisierungsmethode

In einen 100 ml Einhalskolben wird die gewiinschte Menge Polymer (hier 4.9 mg) ein-
gewogen bzw. eine definierte Menge einer PBPEO-Stammlésung in CHCl3 zugegeben.
Nach dem Lésen in ca. 2 ml Chloroform wird das Losungsmittel bei 38°C schrittweise am
Rotationsverdampfer abdestilliert. Anschlieffend wird der Kolben nach einer schnellen
Uberfithrung noch eine Stunde mit einer Hochvakuumpumpe getrocknet. Unter Argonat-
mosphére werden nun 1000 pl einer frisch hergestellten, entgasten Fe?T-haltigen Losung
in den Filmkolben gegeben und dieser nach dem Verschliefsen zum Hydratisieren min-
destens 15 Stunden lang mit einer Riittelmaschine IKA-VIBRAX-VXR der Firma IKA
(Regler: 1000) geschiittelt. Die erhaltene Dispersion kann nun extrudiert bzw. mittels

Dialyse oder Gelpermeationschromatographie aufgereinigt werden.
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Extrusion von Vesikeldispersionen

Zur Herstellung von kleinen, unilamellaren Vesikeln werden die jeweiligen Vesikeldisper-
sionen mittels Porenfiltermembran-Extrusion auf eine Grofse von 200 nm bzw. 100 nm
mechanisch eingestellt. Dafiir wird der Extrusionsprozess sukzessive 21mal durch eine
200 nm und dann eine 100 nm Polycarbonatmembran unter Verwendung eines LiposoFast-

Basic Extruders der Firma Avestin (Ottawa, Canada) wiederholt.

Dialyse von Liposomen- bzw. Polymersomendispersionen

Die erhaltenen, bei Einschluss des Fe?t-PDC-Komplexes tiefroten Vesikeldispersionen
werden im glove bag der Firma Roth dialysiert. Dazu wird eine Dialysezelle des Typs
Mini Lipoprep Dialyser mit einer zuvor in der Pufferlosung eingeweichten Cellulose-
Membran (cut-off 10000 Da) bespannt und zunéchst in der Pufferlosung belassen. Nach
der Uberfithrung dieser Zelle in das glove bag wird dieses sekuriert und dann die hydra-
tisierte Vesikeldispersion (ca. 900 ul) in die Dialysezelle eingefiillt. Es wird in zwei bzw.
drei Schritten je nach Eisen-Startkonzentration mit einem Puffervolumen von mindes-
tens 200 ml dialysiert. Dabei kommt ein 100 mM TRIS-HCl-Puffer zum Einsatz, der 2 h
unter Riithren entgast wurde. Zur effektiven Abtrennung der Metallionen wird im ersten
Dialyseschritt EDTA mit einer Konzentration von 6 mM und im zweiten Dialyseschritt
1 mM EDTA zugesetzt. Bei der Dialyse von Liposomendispersionen muss aufgrund des
notwendigen osmotischen Ausgleichs eine isoosmotische Menge an NaySO, im Dialyse-
puffer vorhanden sein. Nach dem Ende der Dialyse wird die erhaltene Vesikeldispersion

aus der Dialysezelle entnommen und inert gelagert.

Gelpermeationschromatographie von Liposomen- bzw.

Polymersomendispersionen

Zum Abtrennen von externem Eisen konnen Vesikeldispersionen iiber eine Sephadex
PD10 G 25 M-Saule aufgereinigt werden. Dazu wird eine solche Séule zunéchst mit
dem fiinfachen Volumen des verwendeten Puffers gespiilt. Anschliefsend wird ein der
Trennleistung der Séiule angemessenes Volumen der Vesikeldispersion (je nach Lipid-
konzentration 50-200 ul) aufgetragen und mit gentigend Puffer vollstandig eluiert. Die
gesammelten Fraktionen kénnen nun mittels PCS bzw. UV /Vis-Spektroskopie auf das

Vorhandensein von Vesikeln tiberpriift werden.

161



7 Experimenteller Teil

Bestimmung von intravesikuldrem Eisen mittels 1,10-Phenanthrolin (phen)

Die Bestimmung von Fe?"-Tonen erfolgt aufgrund der stérenden Matrix (amphiphile Sub-
stanzen) jeweils mit der Standard-Additions-Methode. Der intensiv rot gefiarbte Komplex
[Fe(phen)s)*> dient dabei zur spektrophotometrischen Quantifizierung von Eisen.

Zunachst wird unter inerten Bedingungen eine 125 =4 Fe?*-Standardlésung frisch her-

gestellt. Dann werden fiir die Bestimmung von Eisen in dialysierten

A) Liposomen 4 Aliquote (80-150 ul) der Liposomendispersion mit dem doppelten Vo-
lumen einer 10%-igen Triton X 100-Losung zur Zerstorung der Liposomen versetzt.
Nach dem Homogenisieren werden die erhaltenen Losungen jeweils quantitativ in
einen 25 ml Mafkolben {iberfiihrt.

B) Polymersomen 4 Aliquote (mindestens 80 pul) der Polymersomendispersion mit je-
weils 150 pul THF versetzt und so lange geschiittelt, bis die Probe homogen und
klar ist. Anschliefsend werden die Losungen jeweils quantitativ in einen 25 ml Maf-
kolben {iberfiihrt.

Nun wird in allen Féllen eine zusétzliche Blindprobe in einem weiteren 25 ml Mafskolben
mit demselben Volumen des jeweiligen Reagenzes zum Auflésen der Vesikel prépariert
(A: 10%-iges TRITON X 100 bzw. B: THF). Anschliefend werden 3 der 4 Aliquoten-
Losungen in den Mafskolben mit der erforderlichen Menge (20 ul, 40 ul sowie 100 pl)
der 125 7 Fe*"-Standardlosung versetzt. Nun werden in alle Makkolben nacheinander
jeweils 500 pl einer wissrigen Losung von 80 £ NH,OH - HCI, dann 5 ml einer wiss-
rigen Losung von 1 ¢ 1,10-Phenanthrolin sowie schlieflich 6 ml einer 1,2 M wissrigen
Natriumacetat-Losung gegeben. Abschlieffend werden alle Mafskolben bis zum Eichstrich
aufgefiillt und homogenisiert. Nach weiteren 10 Minuten werden die Losungen nochmals
durch Schiitteln homogenisiert und dann mit einem UV /Vis-Spektrometer vermessen,

wobei zur Auswertung die Absorbanz bei A = 508 nm herangezogen wird.

Bestimmung von in Polymersomen eingeschlossenem Nickel

Die Bestimmung von Nickel erfolgt analog der Eisenbestimmung aufgrund der stérenden
Matrix jeweils mit der Standard-Additions-Methode. Als spektrophotometrisches Rea-
genz kommt Dimethylglyoxim (dimegly) zum Einsatz, das mit Ni*T einen intensiv rosa

gefiarbten, miRig 16slichen Komplex [Ni*T(dimegly)s| bildet.
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Zunachst werden fiinf 80 ul Aliquote der Vesikeldispersion mit der doppelten Menge an
THF versetzt und in je einen 25 ml Mafkolben mit 10 ml 0,5 M HCI iiberfiihrt. Anschlie-
fend erfolgt die Zugabe von 25, 50, 125 und 250 pl einer 100 Ni%*-Standardlésung zu
vier der Losungen. Nun werden mehrere (mindestens 4) Tropfen Bromwasser zugegeben,
so dass sich die Losung deutlich gelb farbt. Es wird etwa 30 Sekunden gewartet und
danach 0,6 ml 25%-iger NH3 zugegeben. Beim Homogenisieren entfarbt sich die Losung
und es bilden sich Rauchschwaden. Nun wird nochmals 1 ml 25%-iger NH3 sowie 1 ml
einer 1%-igen Dimethylglyoxim-Losung zugesetzt, wobei sich die Losung orange farbt.
Abschliefsend wird mit Wasser auf 25 ml aufgefiillt und nach 5 Minuten die Losung in
einer 5 cm Kiivette UV /Vis-spektroskopisch vermessen. Zuséatzlich wird der Blindwert
einer Losung bestimmt, die nur 150 pl THF enthalt und genauso wie die Vesikelproben

prapariert wird.

Inkubation von Vesikeldispersionen mit gasféormigem H,S

In einem 100 ml Dreihalskolben mit zwei Hahnschliffen werden 4,8 g NasS - 9 HyO
(20 mmol) eingewogen und anschliefend sekuriert. Danach erfolgt zum Auflésen des
NayS die Zugabe von 15 ml entgastem H,O iiber ein Septum. Nun wird unter Riihren
und Kiihlung tropfenweise halbkonzentrierte HoSO, auf die NayS-Losung gegeben und
das generierte HoS mit einem schwachem Argonstrom durch einen Schlauch mit Pas-
teurpipette direkt in die zu inkubierende Dispersion geleitet. Zur Gewahrleitung inerter

Bedingungen erfolgt die Inkubation in einem kontinuierlich mit Argon gespiilten Eimer.

Polymersomen mit Magnetit-Nanopartikeln

196 pl einer 25,5 ¢ PB-PEO-Stammlosung in CHCl3 werden mit 3 ml CHCl3 in ei-
nem 100 ml Einhalskolben gemischt. Anschliefend wird am Rotationsverdampfer bei
38°C das CHCl3 unter vermindertem Durck vollsténdig entfernt. Anschliefend erfolgt
das Trocknen des erhaltenen Polymerfilms fiir 4 h an einer Hochvakuumpumpe. Die
Magnetit-NP werden mit einer Konzentration von 0,1 24 mittels Ultraschallbad in Was-
ser suspendiert, das zuvor mit 0,5 M HCI auf pH 3 eingestellt wurde. 1000 ul dieser
Suspension werden nun auf den Polymerfilm gegeben und der Kolben iiber Nacht an
einer Rittelmaschine IKA-VIBRAX-VXR (Regler: 1000) zum Hydratisieren des Films
geschiittelt. Die erhaltene, hellbraune Dispersion kann nun noch mittels Gelpermeati-

onschromatographie (s. S. 161) aufgereinigt werden. Dabei bleiben die Magnetit-NP auf

163
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der Saule liegen und kénnen somit von den Polymersomen abgetrennt werden.

Ausfillung und Aufreinigung von amorphem FeS

636 mg (1,62 mmol) (NHy)2Fe(SOy)2 - 6 HyO werden in einem Schlenkkolben eingewo-
gen, anschliefend sekuriert und dann 15 ml entgastes HoO zugesetzt. Nun werden unter
kréaftigem Riithren mit einer Eppendorfpipette langsam 3,24 ml (1,62 mmol) einer ent-
gasten 0,5 M NayS-Losung zugetropft, wobei schwarzes FeS ausfallt. Nach 30 Minuten
Rithren wird zentrifugiert und der erhaltene Feststoff zweimal, zuerst mit 15 ml und
dann mit 6 ml entgastem HyO gewaschen. Anschliefend wird der schwarze Feststoff in
6 ml HyO suspendiert und unter inerten Bedingungen iiber Nacht lyophilisiert. Es wird

ein schwarzes Pulver erhalten.

Pyrit FeS, aus amorphem FeS und Schwefel

588 mg (1,5 mmol) (NHy)2Fe(SOy)s - 6 HoO werden in ein 40 ml Zentrifugen-Schlenkgeféfs
eingewogen. Nach dem Sekurieren wird das Salz in 17 ml entgastem HyO gelost. An-
schlieffend werden unter kréftigem Rithren 3 ml (1,5 mmol) einer sauerstofffreien 0,5 M
NayS-Losung mit einer Eppendorf-Pipette zur Fallung des FeS zugetropft und noch zehn
Minuten geriihrt. Die Suspension weist nun pH = 6 auf. Nun werden 75 mg elementa-
ren Schwefels (2,3 mmol) zu der Suspension gegeben und noch zehn Minuten geriihrt.
Schlieklich wird das Schlenkgeféf mit der Reaktionssuspension fiir fiinf Tage bei 65°C
in einem Trockenschrank gelagert.

Zur Aufarbeitung werden an der Oberfliche der Reaktionslosung schwebende Schwefel-
partikel entfernt und die iiberstehende Losung abgenommen. Zum Auflésen von nicht
reagiertem FeS werden nun 5 ml einer entgasten 5 M HCI auf den Feststoff gegeben
und unter Riihren und Durchleiten von Argon entstehendes H,S ausgetrieben. Nach
Beendigung der H,S-Entwicklung wird zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der
erhaltene Feststoff wird zweimal mit insgesamt 10 ml Wasser, zweimal mit je 5 ml ent-
gastem Ethanol und zur Entfernung von verbliebendem Schwefel noch zweimal mit je
5 ml entgastem Cyclohexan gewaschen. Abschlieffend wird in vacuo getrocknet, wobei

ein grau-schwarzer Feststoff erhalten wird.
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Reaktion von FeS und H,S

Zum Abdichten des Reaktions-Schlenkgefifies wird KWS-Fett verwendet, das erst bei
120°C fliissig wird. In einem sekurierten Schlenkgeféf mit einem Volumen von ca. 50 ml
werden ca. 40 mg lyophilisiertes FeS unter inerten Bedingungen gegeben und anschlie-
fsend in 5 ml entgastem Citratpuffer (200 mM, pH 6) suspendiert. Anschliefend werden
0,5 ml einer entgasten TiCls-Losung zugegeben, die zuvor aus einer mit NayCO3 neu-
tralisierten Mischung von 10 ml entgastem Citratpuffer (200 mM, pH 6) und 1 ml einer
15 %-igen, HCl-sauren TiCls-Losung hergestellt wurde. Nun wird der Druck im Gasraum
des Schlenkgefifses vermindert und dann der Gasraum iiber ein Septum mit HyS gefiillt.
Das Schlenkgefaft wird nun fiir mindestens fiinf Tage bei 90°C in einem Trockenschrank
gelagert. Zur Analyse des Gasraums auf Hy erfolgte eine GC-Untersuchung. Dazu werden
mit einer gasdichten Hamilton-Spritze 100 ul direkt aus dem Gasraum des Reaktionsge-
fifes entnommen und ins GC eingespritzt. Der erhaltene Feststoff wird abzentrifugiert

und in vacuo getrocknet.

Reaktion von FeS und H,S mit DMSO

In einem 85 ml Schlenkkolben werden 398 mg FeCly, - 4HO (2 mmol) eingewogen.
Nach dem Sekurieren wird die Substanz in 20 ml entgastem HyO gelost und dann unter
kriftigem Riihren langsam 4,2 ml einer 0,5 M entgasten NayS-Losung (2,1 mmol) zur
vollstandigen Fallung von FeS zugetropft. Anschlieflend werden 142 pl (2 mmol) ent-
gastes DMSO zugegeben. Nach zehn Minuten Riihren wird der Druck im Schlenkkolben
reduziert und 45 ml gasformiges H,S, das zuvor aus einer HyS-Gasflasche entnommen
wurde, mit Spritzen iiber ein Septum zugegeben. Abschliefend wird noch ein leichter
Argon-Uberdruck im Schlenkkolben angelegt, der Schlenkkolben dann verschlossen und
im Olbad unter Riihren fiir mehrere Tage auf 95°C (Olbadtemperatur) erhitzt. Nach Be-
endigung der Reaktion wird die Reaktionsmischung auf 0°C gekiihlt, dann mit einer 5 ml
Einwegspritze 3,6 ml der Reaktionslosung abgenommen und in ein gekiihltes GC-vial mit
500 pl Toluen (mit 15 ™4 Hexan als internem Standard) gegeben. Nach 20 Minuten in-
tensivem Mischen werden aus der Toluenphase ca. 2,5 pl mit einer Hamilton-Spritze
entnommen und damit der Gehalt an Dimethylsulfid mittels GC-FID bestimmt.
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Kalibration zur Bestimmung des Gehalts an DMS in der Reaktionslosung

Zur Bestimmung des DMS-Gehalts in der Reaktionslosung wird eine Kalibration un-
ter moglichst vergleichbaren Bedingungen wie bei der Analyse der Reaktionslosungen
durchgefiihrt. Dazu werden die bei den Experimenten verwendeten Schlenkgeféifie mit
demselben Volumen einer NaCl-Losung (4 mmol NaCl auf 25 ml HoO wie auch bei der
Reaktion) gefiillt und anschliefsend definierte Mengen an DMS in den Schlenkgeféfien ein-
gewogen. Bei 0°C erfolgt die Homogenisierung durch mehrmaliges Vortexen im Verlauf
von 30 Minuten. Anschliefsend werden jeweils 3,6 ml aus den Schlenkgeféfien entnom-
men und in ein GC-vial mit 500 pl Toluen (mit 15 ™4 Hexan als internem Standard) bei
0°C gegeben. Nach 20 Minuten mit mehrmaligem intensiven Vortexen bei 0°C werden
2,5 pul aus der organischen Phase mit einer Hamiltonspritze entnommen und ins GC zur

Vermessung eingespritzt.

Metallsulfid-Nanopartikel in Mikroemulsionen

54 mg (1,35 mmol) Natriumhydroxid werden in einem 85 ml Zentrifugen-Schlenkgefifs
eingewogen und dieses sekuriert. Im Argon-Gegenstrom werden nun (in dieser Reihenfol-
ge) 2,7 ml entgastes HyO, 4,1 ml entgastes Ethanol, 1 ml entgaste Linolsiure und 540 pl
entgastes n-Hexan zugegeben. Unter kréaftigem Riihren wird dann das in <1000 ul ent-
gastem HoO geloste Metallsalz (0,135 mmol), (NHy)oFe(SOy)s - 6 HoO zur Herstellung
von FeS bzw. NiSO, - 6 H,O zur Herstellung von NiS, zugegeben. Anschliefsend erfolgt
die tropfenweise Zugabe von 270 pl 0,5 M entgaster Natriumsulfidlésung (0,135 mmol).
Nach einer Stunde unter Rithren werden 4 ml entgastes n-Hexan zugegeben, um eine Pha-
sentrennung zu bewirken. Anschliefsend wird zentrifugiert und die {iberstehende Losung
im Argongegenstrom abgenommen. Der erhaltene Riickstand wird mit zweimal 10 ml
Ethanol und einmal 10 ml Hexan gewaschen und abschliefslend zwei Stunden in vacuo

getrocknet.

Herstellung von Magnetit-Nanopartikeln

In einem 250 ml Einhalskolben (mit einem 15 cm langen Hals) werden 706 mg Eisen(I1I)-
acetylacetonat Fe(acac)s (2 mmol) eingewogen und in 25 ml Triethylenglykol (TREG)
gelost. Mittels eines T-Stiicks wird nun die Apparatur 20 Minuten mit Argon gespiilt
und anschliefsend unter Riihren fiir eine Stunde auf 120-130°C erhitzt und danach 2 h un-
ter Riickfluss (ca. 280°C) gekocht. Dabei verfiarbt sich die Losung von rot nach schwarz.
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Nach dem Beenden der Reaktion ldasst man auf Raumtemperatur abkiihlen und lagert die
Suspension iiber Nacht im Kiihlschrank. Zur Aufarbeitung werden 5 ml der schwarzen
Suspension entnommen und mit 5 ml einer Waschlosung aus Ethanol und Ethylacetat im
Verhiltnis 1:2 versetzt. Die erhaltene Suspension wird nun in zwei 3,5 ml Polyallomer-
Zentrifugationsgefife der Ultrazentrifuge gegeben und anschliefsend 3 h bei 55000 U/min
zentrifugiert. Dabei setzt sich der schwarze Feststoff vollstdndig ab und der leicht bréun-
liche Uberstand kann abgenommen werden. Der erhaltene Feststoff wird noch zweimal
mit je 3 ml der Waschlosung gewaschen. Hierbei kann die Abtrennung des Feststoffs
mittels einer Biofuge bei 13000 U /min erfolgen. Es wird ein schwarzer, magnetisierbarer

Feststoff erhalten.
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