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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Untersuchung dielektrischer

Eigenschaften von Blutzellen und deren Wechselwirkung mit Polymeren.

Im ersten Teil wurde die Elektrorotation von Glutaraldehyd-fixierten Erythrozyten im
Frequenzbereich von 16 Hz bis 33 MHz untersucht. Die Rotationsspektren wurden bei
unterschiedlichen &aufReren Leitfahigkeit (1,0 mS/m bis 18,5 mS/m) aufgenommen.
Zwischen 16 Hz und 1 kHz zeigten die fixierten Erythrozyten eine Rotation parallel zur
Feldrichtung mit einer maximalen Rotationsgeschwindigkeit zwischen 30 Hz und
70 Hz. Die Position war nahezu unabhangig von der lonenstéarke. Bei 3,5 mS/m erreicht
die Rotationsgeschwindigkeit ein Maximum. In einem weiteren Schritt erfolgte die
Aufnahme der Elektrorotationsspektren in Abh&ngigkeit von der Oberflachenladung.
Dazu wurden die Erythrozyten vor der Fixierung mit Neuraminidase behandelt. Die
Reduktion der Oberflachenladung ging mit einer deutlichen Reduktion der
Rotationsgeschwindigkeit einher, wobei die Frequenz maximaler Rotation unbeeinfluf3t
blieb. Diese experimentellen Resultate sind konsistent mit einer erst kdrzlich
entwickelten Theorie [58] und zeigen, dal3 die Elektrorotation im niederfrequenten

Bereich durch die Oberflachenladung und —leitfahigkeit bestimmt werden.

Von Formaldehyd-fixierten Thrombozyten wurden Elektrorotationsspektren im
Frequenzbereich von 16 Hz bis 33 Hz bei &ulReren Leitfahigkeiten zwischen 0,7 mS/m
und 16 mS/m aufgenommen. Ab einer externen Leitfahigkeit von 3,1 mS/m und
unterhalb von 1kHz konnte ebenfalls eine deutliche Rotation in Feldrichtung
beobachtet werden. Zur Interpretation der Daten wurde ein theoretisches Modell
weiterentwickelt, welches die innere vesikuldre Struktur der Thrombozyten
bertcksichtigt, und mit dem niederfrequenten Modell zur Elektrorotation superponiert.

Es konnte gezeigt werden, dald die Daten mit diesem Modell konsistent sind.

In Lésungen von Dextran unterschiedlicher Molekulargewichte und Konzentrationen
wurde sowohl die elektrophoretische Mobilitat als auch Elektrorotation von fixierten
Erythrozyten untersucht. Anhand der Mobilitditen konnten Dextran-Depletionschicht-

dicken zwischen 4,4 nm in Dextran mit 71 kDa und 18,2 nm mit 2400 kDa bestimmt
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werden. Die Elektrorotationsspektren zeigten im niederfrequenten Bereich in den
Loésungen mit hohermolekularem Dextran (464 kDa und 2400 kDa) eine relativ zur
Viskositat zu hohe Rotationsgeschwindigkeit. Ab einer Feldfrequenz um 100 kHz war
die Reduktion der Geschwindigkeit mit der erhdhten Viskositat wieder konsistent.
Dieses Verhalten bestatigt, da? im niederfrequenten Bereich die Elektrorotations-
spektren der Erythrozyten durch einen elektroosmotischen Beitrag zum Drehmoment
bestimmt werden. Gleichzeitig zeigen die Ergebnisse, dall es mdglich ist mit

Elektrorotation Depletion von Makromolektlen nachzuweisen.

Messungen der elektrophoretischen Mobilitdt von nativen Erythrozyten wurden in
Loésungen mit dem Polyelektrolyten Polystyrensulfonat in  Anhangigkeit vom
Molekulargewicht (40 kDa bis 2613 kDa) und der Salzkonzentration (15 mM bis
200 mM NaCl) durchgefihrt. Es zeigte sich, dafd das Polymer zum einen reversibel
adsorbiert und zum anderen einen deutlichen Depletioneffekt herbeifihrt. Die Mobilitat
scheint nahezu unabhangig von der Viskositat der Polystyrenesulfonat-Lésungen zu
sein. Gleichzeitig verdeutlichten die Ergebnisse die Mdglichkeit die Adsorption und

Depletion von Polyelektrolyten mit Elektrophorese zu quantifizieren.

Im letzten Teil der Arbeit wurde die konsekutive Adsorption von Polyektrolyten mit

entgegegesetzen Vorzeichen an fixierten Erythrozyten entwickelt. Durch anschlieRendes
Behandeln der beschichteten Erythrozyten mit einer proteinspaltenden Losung konnten
die Erythrozyten aufgeltst werden ohne die Polyelektrolytschicht zu zerstéren. Das

Resultat waren Polyelektrolytkapseln in Form von Erythrozyten.



1 Einflhrung

In elektromagnetischen Feldern erfahren Partikel in Abhéangigkeit von ihren

elektrischen und magnetischen Eigenschaften Krafte und Drehmomente. Auch die
Wechselwirkungen von Partikeln untereinander und mit Molekilen und Polymeren
werden von Parametern wie der Oberflachenladung und der Polarisation mitbestimmit.
Bei der Zell-Zell-Wechselwirkung spielen aber auch geloste Polymere und die
Wechselwirkung dieser mit den Zellen eine entscheidende Rolle. Insofern ist sowohl in
der Medizin, Biotechnologie als auch Kolloidchemie ein detailliertes Wissen Uber die
elektrischen Parameter von biologischen Zellen und Kolloiden als auch tber deren

Zusammenspiel mit Polymeren unerlaflich.

1.1  Elektrorotation und Alpha-Dispersion

Zur Untersuchung von biologischen Zellen und Kolloiden nutzen verschiedene
Messmethoden die Wechselwirkung von elektrischen und dielektrischen
Partikeleigenschaften mit elektromagnetischen Feldern aus. Bei der Elektrorotation
werden die zu messenden Partikel in ein rotierendes elektrisches Feld gebracht. In
Abhangigkeit von der Feldfrequenz rotieren die Partikel entgegen oder mit der
Feldrichtung. Normalerweise ist die Ursache fiur die Partikelrotation eine durch
Relaxationsprozesse hervorgerufene Phasendifferenz zwischen der durch das angelegte
Feld induzierten Polarisation und dem externen rotierenden Feld [2,51]. Diese Differenz
fuhrt zu einem Drehmoment, welches auf das Partikel wirkt. Die
Rotationsgeschwindigkeit hangt dabei von der GroRR3e des induzierten Dipolmomentes

sowie der hydrodynamischen Reibung ab.

In gleicher Weise ergeben sich die dielektrischen Dispersionsrelationen von
Partikelsuspensionen bei Impedanzmessungen aus dem frequenzabhangigen
Dipolmoment der Partikel [36]. Es laRt sich unmittelbar folgern, daf3

Elektrorotationsspektren und Impedanzmessungen in einer engen Wechselbeziehung
zueinander stehen [4,106]. In der Vergangenheit konnte dieser Zusammenhang in

zahlreichen Arbeiten bestatigt werden, zumindest fur Untersuchungen mit



8 1 Einfihrung

hoherfrequenten Wechselfeldern (oberhalb weniger kHz) [3,5,34,38,49,56,82,102].
Prinzipiell folgt aus der engen Verbindung zwischen Elektrorotation und
Impedanzmessung, dal3 die gleichen Zellparameter erfal3t bzw. bestimmt werden. Ein
Vorteil bei der Elektrorotation ist die Mdglichkeit, die dielektrischen Parameter von
einzelnen Zellen zu erfassen. Bei Impedanzmessungen wird hingegen uber viele Zellen

gemittelt.

Je nach Aufbau und Komplexitat der dielektrischen Struktur eines Partikels lassen sich
in einem Elektrorotationsspektrum verschiedene Minima und Maxima in Abhangigkeit
von der Frequenz beobachten. Jeder einzelne Extremwert kann einem bestimmten
Dispersionsprozeld zugeordnet werden. Insbesondere beim Studium dielektrischer
Eigenschaften von biologischen Zellmembranen und der inneren Zellstruktur hat sich
die Elektrorotation als aufschlul3reiche MeRmethode erwiesen [2,37,56,62,90,102,105].
Der Frequenzbereich, in dem ein Groliteil dieser Untersuchungen stattfinden, in dem
also die dielektrischen Eigenschaften der Zellkompartimente untersucht werden, liegt
im Bereich von einigen Kiloherz bis hin zu mehreren Megaherz dem sogen@anten
Dispersionsgebiet. Im wesentlichen spiegeln die Dispersionsrelationen die Polarisation
durch die Unterschiede sowohl der Leitfahigkeit als auch der Dielektrizitatskonstanten
zwischen dem Partikel und dem umgebenden Medium wieder. Zum Beispiel zeigen im
kHz-Bereich biologische Zellen in Losungen mit niedriger lonenstarke ein deutliches
Maximum der Elektrorotationsgeschwindigkeit entgegen der Feldrichtung. Dieses
Verhalten wird haufig als Pauly-Schwan Dispersion bezeichnet und zeigt den Beginn
einer kapazitiven Uberbriickung der isolierenden Zellmembran an [88]. Bei
Feldfrequenzen im MHz-Bereich erhalt man dagegen ein Rotationsmaximum parallel
zur Feldrichtung, welches die sogenannte Maxwell-Wagner Dispersion zeigt. Diese
wird durch Leitfahigkeitsunterschiede zwischen dem Zellinneren und der umgebenden
Lésung hervorgerufen [106]. In der Vergangenheit haben sich zahlreiche Arbeiten mit

den zu Grunde liegenden Mechanismen beschaftigt [47,51,63,88].

Jungere Elektrorotationsmessungen haben gezeigt, dald im niederfrequenten dozw. im
Dispersionsgebiet Dispersionsrelationen auftreten, die der Aquivalenz zwischen der
Elektrorotation und der Impedanz, wie man es fur die Pauly-Schwan und Maxwell-

Wagner Dispersion kennt, nicht mehr gehorchen [4,16,79,110]. Messungen der
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Impedanz im Bereich niederfrequenter dielektrischer Dispersion zeigen eine
abnehmende dielektrische Permititivitat mit zunehmender Frequenz [68,67,66].
Innerhalb des bisherigen Konzepts sollte dieses Verhalten eine zum auf3eren rotierenden
Feld antiparallele Rotation des Partikels zur Folge haben. Statt dessen wird héaufig eine

parallele Rotation beobachtet.

Theoretische Konzepte zur Beschreibung der Elektrorotation von geladenen Partikeln
im o-Dispersionsgebiet nehmen als Ursache eine Konzentrationspolarisation der
elektrischen Doppelschicht an [95]. Wenn ein geladenes Partikel in ein elektrisches Feld
gebracht wird, werden um den Partikel herum Abweichungen der
Elektrolytkonzentration vom Gleichgewichtszustand induziert. Diese Abweichungen
fuhren zu einem asymmetrischen Aufbau der elektrischen Doppelschicht. Auf dieser
Grundlage aufbauend wurden die dielektrischen Dispersionsrelationen unter der
Voraussetzung einer dunnen Doppelschicht berechnet [44,94,95]. Eine zusatzlich
Verallgemeinerung fir eine dicke Doppelschicht, die sich nicht im lokalen
Gleichgewicht befindet, wurde von DelLacey und White definiert [24]. Die
Relaxationszeiten der Konzentrationspolarisation sollten vergleichbar sein mit der
Diffusionszeit Uber eine Distanz, die im Bereich des Partikelradius liegt. Es zeigt sich,
dalR die so abgeschéatzten inversen Relaxationszeiten in der gleichen GroéRenordnung

liegen wie der Frequenzbereich, in demaliBispersion beobachtet wird.

Da die Konzentrationspolarisation die Verteilung der Polarisationsladungen beeinfluf3t,
beeinflul3t sie das gesamte induzierte Dipolmoment des Partikels und der
Doppelschicht. Theoretische Bemiuhungen, welche die Elektrorotation aim
Dispersionsgebiet auf diesen Grundlagen unter Bericksichtigung des gesamten
induzierten Dipolmomentes erklaren wollten, fihrten immer zu einer Rotation entgegen
der Drehrichtung des Feldes. Experimentelle Daten, die eine deutliche Rotation mit dem
Feld ima-Dispersionsgebiet zeigen, konnten nicht erklart werden. Erst kirzlich gelang
Grosse und Shilov [58] zum Verstandnis der Elektrorotation im niederfrequenten
Bereich ein signifikanter Fortschritt. Sie zeigen in ihrem Modell, dal’ die Rotation bei
niedrigen Feldfrequenzen nicht nur durch das Drehmoment hervorgerufen wird,
welches durch die Wechselwirkung zwischen dem externen Feld und dem induzierten

Dipolmoment entsteht, sondern auch durch Elektroosmose. Diese zusatzliche
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Komponente aul3ert sich in einer relativen Bewegung der auferen Doppelschicht zur
Partikeloberflache. Diese relative Bewegung wird durch Wirkung der
Tangentialkomponente des externen rotierenden Feldes auf die phasenverschobenen
Polarisationsladungen in der Doppelschicht verursacht. Die Folge sind raumliche Krafte
auf die Ladungsverteilungen innerhalb der Doppelschicht, welche zu einer Bewegung
der lonenwolken tangential zur Oberflache fuhren. Dieses Phanomen |4t sich am
besten als elektroosmotischer Schlupf des aul3eren Teils der Doppelschicht relativ zur
Oberflache des Partikels umschreiben. Unter bestimmten experimentellen Bedingungen
ist der Einflu3 dieses Effektes auf die Partikelrotation groRer als der Beitrag, den die
Wechselwirkung zwischen dem induzierten Dipolmoment und dem elektrischen Feld
liefert. Durch diesen Zusammenhang laf3t sich dann eine Rotation in Feldrichtung

erklaren. Naheres zu dieser Theorie wird im Kapitel 3.1.3 erlautert.

In der Vergangenheit wurde der Elektrorotationarispersionsgebiet nicht all zu viel
Aufmerksamkeit geschenkt, obwohl die Existenz sowohl fir lebende Zellen als auch
Kolloide hinreichend bekannt ist [4,6,57,61,87,107,109,108]. Das Kapitel 4 beschéftigt
sich im wesentlichen mit der Elektrorotation mDispersionsbereich von fixierten
Erythrozyten [52,84]. Die experimentellen Daten werden mit dem theoretischen Modell

nach Grosse und Shilov [58] verglichen.

1.2  Adsorption und Depletion von Polymeren an
Partikeloberflachen

Ein detailliertes Verstadndnis vom Verhalten von Polymeren an Grenzflachen hat sowonhl
in technologischen Bereichen als auch in der Grundlagenforschung eine grol3e
Bedeutung [46,83]. Sowohl die Adsorption als auch die Depletion von Polymeren an
Grenzflachen spielen eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung von Dispersionen. Vor
allem bei kleineren Polymerkonzentrationen kann die Adsorption eines Makromolekls
gleichzeitig an der Oberflache verschiedener Partikel erfolgen, sofern das
Molekulargewicht des Polymers genugend grof3 ist. Es kommt zur sogenannten
Uberbriickungsflockung. Wenn hingegen die Polymerkonzentration genligend grof ist,
kann dies zur Ausbildung von Polymerschichten auf den Oberflachen von Zellen oder

Kolloiden fiihren. Diese Schichten filhren zu einem bestimmten Mindestabstand
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(sterische Barriere) zwischen solchen beschichteten Partikeln und verhindern so

Aggregation und Koagulation [42].

Die Ausbildung von Depletionschichten durch Polymere an Grenzflachen zwischen
festen und flissigen Phasen findet statt, wenn die Abnahme der Konfigurationsentropie
der Polymere nahe der Grenzflache nicht durch eine positive Wechselwirkungsenergie
ausgeglichen wird [46]. Eine direkt abstoRende Wechselwirkung zwischen Oberflache
und Polymer ist nicht notig. Die Ausbildung einer Depletionschicht flhrt zu einer
Abnahme der Segmentdichte des Polymers mit abnehmender Distanz zur Oberflache.
Eine Konsequenz ist die ortsabhéangige Abnahme des osmotischen Druckes. Fur zwel
sich nédhernde Partikel kann dies zu einer attraktiven Depletionwechselwirkung fuhren,
die in einer reversiblen Koagulation resultiert [45,104]. Voraussetzung fir diese
Ausflockung ist, daR die Energie der osmotischen Anziehung durch die
Depletionschicht grol3er ist als der Verlust durch die Abnahme der
Konfigurationsenthalpie. Auch bei Erythrozyten spielt die Existenz von
Depletionschichten an der Zelloberflache eine wichtige Rolle. So wird z.B. bei der
Aggregation und Disaggregation von Erythrozyten in Dextranlésungen neben dem
Modell der Briickenbindung die attraktive Zellwechselwirkung auf der Grundlage einer
attraktiven Depletionwechselwirkung diskutiert [7,11]. In der Vergangenheit haben sich
zahlreiche Arbeiten mit der Ausdehnung und Struktur von Depletionschichten
beschaftigt [21,33,72,103].

1.2.1 Polymerdepletion

In Lésungen mit l6slichen und nicht adsorbierenden Polymeren konnen Partikel
unerwartet hohe elektrophoretische Mobilitaten aufweisen [14,15,96]. Dieser Effekt
kann durch eine geringere Viskositat an der Grenzflache des Partikels zur Losung
interpretiert werden, was durch einen Depletioneffekt hervorgerufen wird [7]. Die
Ursache fur die Sensitivitat dieser elektrokinetischen Untersuchungsmethode auf die
Viskositat im Nanometerbereich der Zelloberflache liegt daran, dal3 der
elektroosmotische FluRR aufRerhalb der elektrischen Doppelschicht exponentiell
abnimmt. Dies fuhrt dazu, dal3 die Mobilitdt im wesentlichen nur von der Viskositét

innerhalb der Doppelschicht abhangt. Durch Variation der lonenstarke lait sich die
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Ausdehnung der Doppelschicht variieren, ohne die Grof3e der Depletionschicht zu
verdndern. Auf diese Weise kann durch Variation der lonenstarke das Ausmald einer
Depletionschicht bestimmt werden. So lange die Doppelschicht deutlich kleiner ist als
die Depletionschicht wird auch die Mobilitdt deutlich Uber der nach Smoluchowski’'s
Formel vorhergesagten liegen. Wenn die Debye-Lange grof3er wird als die Ausdehnung
der Depletionschicht, ndhert sich die gemessene Mobilitat bzw-Eatential den nach

der Viskositat der Losung zu erwartenden Werten.

Fur den Fall einer glatten Oberflache 4Rt sich der Depletioneffekt theoretisch in einer
linearen Naherung beschreiben. Auf dieser Grundlage konnte die Dicke der
Depletionschicht sowie die Viskositat an der Zelloberflache durch die

elektrophoretischen Mobilitaten von Erythrozyten in Dextranldsungen bestimmt werden
[7,31,89]. Viele Oberflachen weisen jedoch keine glatte Struktur auf. Wie auch beim
Erythrozyten werden sie von einer Schicht umgeben, innerhalb derer ein
hydrodynamischer Flul? mdglich ist. Die elektrischen Oberflachenladungen verteilen
sich in dieser Schicht. Solche Oberflachen bezeichnet man als “haarige” oder “weiche”
[85] Oberflachen. Theoretische Modelle, welche die Hydrodynamik in der geladenen
Schicht berlcksichtigen, ermdglichen unter anderem nahere Angaben zur

Ladungsverteilung innerhalb dieser Schicht [10,27].

Ein  vergleichbarer = Zusammenhang wie zwischen der Mobilitat und
Polymerdepletionschichten ist auch bei der niederfrequenten Elektrorotation zu
erwarten. Nach der am Anfang diese Kapitels erwdhnten Theorie von Grosse und Shilov
[58] liegt die Ursache der Elektrorotation mmDispersionsbereich an einer Polarisation

der elektrischen Doppelschicht. Diese fuhrt in Wechselwirkung mit dem externen Feld
zu einem elektroosmotischen Flul3, welcher bei genigend niedrigen Frequenzen die
Partikelrotation induziert. Bei hohen Frequenzen laf3t sich hingegen dieses Phdnomen
nicht mehr beobachten. Sofern diese Theorieodigispersion richtig beschreibt, ist

also zu erwarten, dal3 im niederfrequenten Bereich Polymerdepletionschichten einen
vergleichbaren Einflud auf die Rotationsgeschwindigkeit haben wie bei der
Elektrophorese auf die Mobilitat. Im Gebiet @Dispersion sollte dagegen ein Einfluf

von Polymerdepletion auf die Rotation nicht zu beobachten sein.
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Die Untersuchung von Depletionschichten durch Elektrorotation stellt also auch eine
Moglichkeit zur Charakterisierung des zu Grunde liegenden Mechanismus-der
Dispersion dar. Im Kapitel 5 wird zu diesem Zweck die Elektrorotation von fixierten
Erythrozyten in Dextranldsungen untersucht [9]. Neben debispersionsgebiet wird

dabei auch auf den Ubergang zfrDispersionsgebiet eingegangen.

Auch die Wechselwirkung von Polyelektrolyten mit Zelloberflachen spielen in der
Biologie und der Medizin eine wichtige Rolle. So wird zum Beispiel die Aggregation
von Erythrozyten auch durch das negativ geladene Fibrinogen im Blutplasma verursacht

[41]. Unklar ist jedoch, ob dies von einer Adsorption des Makromolekils begleitet wird.

Bei der Adsorption und der Depletion von Polyelektrolyten sind die elektrostatischen
Kréafte von entscheidender Bedeutung. Zumal diese Krafte mit der Ladungsdichte von
Polymer und Partikeloberflache und der Salzkonzentration stark variieren, hangt die
absolute Adsorption und auch die Depletion von diesen beiden Gro3en ab. Oft wird bei
niedrigen Salzkonzentrationen nur eine geringe Adsorption bis hin zu gar keiner
beobachtet [46]. Bei Zugabe von Salz steigt der adsorbierte Betrag dagegen haufig an.
Dieses Verhalten liegt in der elektrostatischen Abschirmung begrindet, die mit der
Salzkonzentration zunimmt. Es wird aber auch genau das Gegenteil beobachtet, wenn
z.B. eine reine Elektrosorption vorliegt, d.h. die Ladungen vom Polymer und der

Oberflache entgegensetzte Vorzeichen haben.

Im Kapitel 6.1 werden elektrophoretische Untersuchungen an nativen Erythrozyten in
Loésungen mit negativ geladenem Polystyrensulfonat vorgestellt. Die Versuche werden
hinsichtlich moglicher Rlckschlisse auf die Adsorption und die Depletion dieses

Polymers diskutiert.

1.2.2 Mehrschichtadsorption von Polymeren

Die Herstellung und Untersuchung dinner organischer Filme erweckt insbesondere
wegen der zahlreichen moéglichen Anwendungen sowohl in technologischen als auch
biotechnologischen Bereichen grol3es Interesse [43,75]. Eine Moéglichkeit zum Aufbau
dunner Filme auf geladenen Festkdrperoberflachen und Kolloiden ist die Verwendung
entgegengesetzt geladener Polyelektrolyte [23,29]. Bei dieser Methode werden die

Oberflachen abwechselnd mit Losungen aus entgegengesetzt geladenen Polymeren
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behandelt. Auf diese Weise lassen sich kontrolliert Schichten im Bereich von einigen
Nanometern Dicke konstruieren. Durch Verwendung unterschiedlicher Polyelektrolyte
kann der Aufbau im Prinzip beliebig komplex gestaltet werden. Durch den Einbau
anderer Materialien wie Proteine, Farbstoffe oder Nanopartikel kbnnen sie mit einer
Vielzahl von speziellen Eigenschaften konstruiert werden [20,71,74,78,91,100]. So
ermdglicht zum Beispiel der Einbau von Proteinen in Polyelektrolytschichten diese als
Biosensoren zu verwenden [22]. Mit unterschiedlichen Messmethoden wie
Ellipsometrie, Neutronenstreuung, Infrarot- und UV-VIS-Spektroskopie,
Rontgenreflexion und Quarzkristallmikrodifferenz-Gravimetry wurden solche Schichten
bereits untersucht [19,65,69,76,92,101]

Erst kirzlich wurde die konsekutive Adsorption von Polyelektrolyten an geladenen
Polystyren Latex Partikeln untersucht [18,29,64,98,99]. Durch die Verwendung von
|6slichen Partikeln gelang durch Auflosen des Kernes nach der Adsorption von
mehreren Schichten die Konstruktion von hohlen Polyelektrolytkapseln mit einem
Durchmesser zwischen 100 nm und 10 um [30]. Dazu wurden zunachst mehrere
Polymerschichten auf die Partikel gebracht und diese anschliel3end durch Senkung des
pH aufgeldst. Nach dieser Behandlung bleiben nur die Polyelektrolytschichten in Form
von Hullen dbrig. Kapseln in dieser Gré3enordnung sind sowohl von
wissenschaftlichem als auch technologischem Interesse. So werden zum Beispiel
Liposomen zum einen zur Modellierung biologischer Membranen verwendet und haben
aul3erdem in der Pharmazie als auch in der Kosmetik eine grof3e Bedeutung als

Transportmittel fir Arzneimittel erlangt [73].

Ein besonderes Merkmal der Polyelektrolytkapseln ist, daf3 sie sich sowohl in ihrer
Zusammensetzung als auch in ihrer Schichtdicke kontrolliert herstellen lassen.
Weiterhin haben diese Hullen im Gegensatz zu Liposomen [73] die Eigenschaft
durchlassig fur kleinere polare Molekile zu sein [18,69,70] und sind extrem stabil

gegen chemische und physikalische Einfllif3e.

In Rahmen dieser Arbeit wurde die Mdglichkeit untersucht, Polyelektrolythillen auf der
Grundlage von biologischen Zellen herzustellen. Dies ist insofern winschenswert, als
dal man monodisperse Kapseln in einer grof3en Vielgestaltigkeit Gber einen weiten

Grolenbereich fertigen konnte. Dazu wurde zunadchst ein Verfahren zur
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Mehrfachbeschichtung von Glutaraldehyd fixierten Erythrozyten entwickelt.

Anschlie3end folgte das Auflésen der Erythrozyten mit einer proteinspaltenden Losung.
Auf diese Weise gelang es Polyelektrolytkapseln in der Form und Grof3e von
Erythrozyten zu konstruieren. Die Resultate und die sich aus diesem Verfahren

ergebenden Moglichkeiten werden im Kapitel 6.2 vorgestellt.



2 Experimentelle Methoden

Dieses Kapitel dient zum einen der Erlauterung der verwendeten Mel3methoden, und
zum anderen sollen die einzelnen Schritte bei der Herstellung von Proben und

Mellosungen beschrieben werden.

2.1 MelRmethoden

2.1.1 Elektrorotation

Zur Aufnahme der Elektrorotationsspektren standen zwei Frequenzgeneratoren
(FOKUS, Giesenhorst) mit den Frequenzbereichen 10Hz-2,5kHz und 260Hz-33MHz
(Spannungsbereich von 2,5-13V) zur Verfugung, die Rechtecksignale liefern.
Gemessen wurde zum einen in einer Mikrokammer mit einem Elektrodenabstand von
200 pm und 250 um (siehe Bild 2.1). Weiterhin wurde eine Kammer mit einem
Elektrodenabstand von einen Millimeter eingesetzt. Das Volumen dieser Kammer
betrug etwa 850 pinwas die Leitfahigkeitsmessung nach der Aufnahme der Spektren
erlaubte. Wenn die Leitfahigkeit leicht angestiegen war, wurde dieser Wert angegeben

und flr theoretischen Berechnungen verwendet.

Sofern es bei den experimentellen Daten nicht anders angegeben wird, wurden fur jeden
Messpunkt die Rotationsgeschwindigkeiten von 3-8 Zellen gemessen. Bei Versuchen
mit Erythrozyten wurde die Rotation von absedimentierten Zellen um ihre kurze Achse

gemessen. Alle Versuche wurden bei Raumtemperatur ausgefuhrt (22°C).

Zur Bestimmung der charakteristischen Feldfrequenzen mit einem Maximum der
Rotationsgeschwindigkeit wurden die experimentellen Daten in eine Glockenkurve
gelegt [39]:

f

R = max

W e
Fn

m
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R, Rnax f und fhax stehen jeweils fur die Rotationsgeschwindigkeit, die maximale
Rotationsgeschwindigkeit, die Feldfrequenz und die Feldfrequenz mit maximaler
Rotation. Je nach Form des Spektrums wurden zur Abschétzung der Frequenz drei und
mehr Messpunkte berlcksichtigt. Um den oder die Nulldurchgénge berechnen,

wurde von der folgenden linearen Abschatzung ausgegangen [39]:

_Rlogf,-R,logf,
log f, = R-R (2.2)

Hier stehenf; und f, fir zwei Feldfrequenzen unterhalb und oberhalb des

Nulldurchganges mit den RotationsgeschwindigkeReundR..

L o 8 ©
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Bild 2.1: Mikroskopische Aufnahme einer Mikrokammer mit einem Elektrodenabstand von 200 pum,
welche mit einer Erythrozytensuspension gefullt ist.

2.1.2 Elektrophorese

Zur Messung der elektrophoretischen Mobilitatt wurde das kommerzielle
ElektrophoresegeraE LECTROPHOR der Firma HaSoTec verwendet [59]. Im

wesentlichen handelt sich dabei um eine Apparatur die auf einem
Echtzeitbildverarbeitungssystem sowie einer speziellen Tracking Prozedur beruht. Es
ermdglicht gleichzeitig die Messung der elektrophoretischen Mobilitat, der Gréf3e und

der Sedimentation von einzelnen Zellen.

Die Erfassung von Partikeln in der Elektrophoresekammer erfolgt tber ein Mikroskop
und eine Videokamera. Ein Computer mit einem Bilddigitalizierer erfaldt die Bewegung
und die Parameter der Partikel. Die Elektrophoresekammer ist durch semipermeable
Membranen von den Elektroden getrennt. Zwei separate Elektrolytkreislaufe an den

beiden Platinelektroden schitzen die Partikel vor Elektrolyseprodukten. Die
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Probenzufuhr erfolgt automatisch zwischen den einzelnen Messzyklen. Dies garantiert

die Erfassung unterschiedlicher Zellen in jedem Zyklus.

Zur Bestimmung einzelner Messpunkte wird in der Regel tUber mehrere hundert
einzelne Messwerte gemittelt. Bei der Angabe von Fehlern ist im Zusammenhang mit

der Elektrophorese immer die empirische Standardabweichung zu verstehen.

2.1.3 DurchfluRzytometer

Die DurchfluRzytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Suspension
auf der Grundlage der Streulicht- und Floureszenzeigenschaften. Sie ermdéglicht die
simultane Messung von der relativen Zellgré3e, der Granularitdt sowie zwei bis drei
verschiedener Floureszenzfarben an einzelnen Zellen. Zur Analyse wird eine
Zellsuspension iber ein Schlauchsytem mittels Uberdruck in den Messbereich gefiihrt.
Die Zellkonzentration liegt dabei um ®Bartikel/ml. Beim Durchtritt durch eine Diise
kommt es zur Beschleunigung des Zellflusses, zur Auftrennung von kleineren
Zellaggregaten und zur Hintereinanderreihung der Zellen (hydrodynamische
Fokussierung). Durch Variation der DusengrofR3e lassen sich Partikel mit einem
Durchmesser von 0,5-100um messen. Am Analysepunkt trifft ein monochromatischer
Laserstrahl auf die einzelnen vorbeistromenden Zellen. Die Streulicht und
Floureszenzsignale werden durch Photomultiplier erfat. Das verwendete
DurchfluzytometerFACScan (Becton Dickinson) arbeitet mit einem Argon-lonen-

Laser bei einer Wellenlange von 488nm.

2.1.4 Mikroskopische Verfahren

Kraftmikroskop (AFM)

Das Kraftmikroskop liefert die Mdglichkeit Oberflachen bis hin zu atomarer Auflésung

abzubilden. Das Grundprinzip ist dabei, dal3 eine Spitze an einem Cantilever so dicht
Uber einer Probe positioniert wird das es zu einer Wechselwirkung zwischen Probe und
Sonde kommt. Die Kraft zwischen Probe und Sonde spiegelt sich dann in der
Auslenkung des Cantilevers wieder. Der Abstand der Spitze zur Probe sowie die
Position in der Probenebene werden Uber Piezokristalle gesteuert. Um nun ein Abbild

der Probe zu erhalten unterscheidet man unterschiedliche Verfahren. Im Kontakt-Modus
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wird die Spitze quasi in Kontakt mit der Probe Uber diese gerastert. Entweder wird die
Auslenkung des Cantilevers gemessen oder die Auslenkung des Cantilevers (also die
Kraft bzw. der Sonden-Proben Abstand) wird konstant gehalten. Im zweiten Fall wird
die Topographie durch die Spannungsdifferenzen des Piezokristalles, der den Abstand
reguliert, wiedergegeben. Im sogenanntapping Modus oszilliert der Cantilever

(100 Hz — 1 MHz), so dal3 die Spitze nur flichtig in Kontakt mit der Probe kommt. Die

Anderungen der Spitzen-Oszillationen werden in ein Bild umgewandelt.

Fur die Aufnahmen mit dem AFM wurden die Proben getrocknet und anschlieRend am
Nanoscope Il vermessen. Die Messungen wurden von Ch. Durr vom Max Planck

Institut fur Kolloid und Grenzflachenforschung in Berlin durchgefuhrt.

Konfokales Laser Raster Mikroskop (CSLM)

Das konfokale Laser Mikroskop ist ein neueres mikroskopisches Verfahren, um hoch
aufgeloste dreidimensionale Aufnahmen von unterschiedlichen biologischen und
nichtbiologischen Objekten zu erhalten. Beim CSLM wird ein Laser durch ein
Linsenaufbau auf einen kleinen floureszenten Ausschnitt des zu untersuchenden
Objektes fokussiert. Das Streulicht und das Floureszenzlicht wird durch die gleiche
Optik auf einen Photodetektor fokussiert, wobei das Streulicht durch einen
dichroitischen Filter vom Floureszenzlicht getrennt wird. Ein Blende vor dem
Photomultiplier filtert das Floureszenzlicht von Bereichen, welche nicht im Fokus lagen
heraus. Mit dem Fokus des Lasers kann nun die Probe Punkt fir Punkt gerastert werden,
wodurch man die Floureszenzintensitaten in Abhangigkeit von den Raumkoordinaten

erhalt. Das Resultat ist eine dreidimensionale Intensitatsverteilung.

Die Messungen mittels konfokaler Mikroskopie wurden von P. Klein und C. Reichle
aus der Abteilung fir Membranphysiologie der Humboldt Universitat zu Berlin

durchgeflhrt.

Rasterelektronenmikroskp (SEM)

Fur die Aufnahmen mit einem Rasterelektronenmikroskop wurden die Proben zunéachst
getrocknet und anschliel3end mit Gold bedampft. Die Proben wurden anschlieRend mit

einem Zeiss DSM 40 bei einer Beschleunigungsspannung von 15 keV aufgenommen.
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Die SEM Messungen wurden von J. Hartmann und R. Pitschke vom Max Planck Institut

fur Kolloid und Grenzflachenforschung in Berlin durchgefihrt.

Transmissionselektronenmikroskop (TEM)

Fur die Aufnahmen mit einem Transmissionselektronenmikroskop wurden die Zellen
nach einer Standardprozedur fur biologische Objekte zubereitet. Die Schnitte wurden in
einem EM 906 der Firma Zeiss bei 80 kV betrachtet.

Die TEM Messungen wurden von G. Holland vom Institut fir Anatomie der Charité

durchgefuhrt.

2.2  Proben und Messlésungen

2.2.1 Messlosungen

Zur Zubereitung der Messlosungen wurde zweifach destilliertes Wasser verwendet. Die
erforderlichen lonenstarken wurden mit Natriumchlorid und zum Teil auch mit

Kaliumchlorid eingestellt (sofern im experimentellen Teil nichts anderes angegeben
wird). Sofern erforderlich wurde Phosphatpuffer zu den Lésungen hinzu gegeben, um
einen pH von 7,4 einzustellen. Bei nativen Blutzellen wurde bei geringen lonenstarken
die Osmolaritat durch Zugabe von Saccharose hergestellt. Die Viskositaten wurden mit

einem Kapillarviskosimeter bestimmt [8].

Polymere

Fur die Dextranlésungen (Kapitel 5) wurde 71 kDa, 464 kDa und 2400 kDa Dextran der

FirmaPharmaciaaus Schweden verwendet.

Fur die Untersuchungen in Ldsungen mit Polystyrenesulfonatnatriumsalz (PSS)
(Kapitel 6.1) wurde PSS mit einem mittleren Molekulargwidhy, =70 kDa und
Mw =1000 kDa vonSIGMA Aldrich sowie PSS miMy =48,6 kDa,Myw =350 kDa,

Mw =990 kDa undM, =2,61 kDa von Polymer Standards Service (Mainz) verwendet.

Bei den Experimenten zur Adsorption von Polymeren auf der Oberflache fixierter
Erythrozyten (Kapitel 6.2) wurde zum einen negativ geladenes R»S70 kDa) von
SIGMA und zum anderen positiv geladenes Polyallylaminehydrochlorid (PAH,
Mw =50-60 kDa) vorAldrich verwendet.
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2.2.2  Erythrozyten

EDTA-Vollblut von freiwiligen Spendern (mit schriftlicher Zustimmung) wurde
innerhalb von einer Stunde nach Abnahme mit Hilfe einer Zentrifuge (1400 g, 10 min)
separiert. Das Plasma sowie der Buffy-coat wurden abgenommen. Anschlie3end folgte
zweimaliges Waschen in einer isotonen mit Phosphatpuffer gepufferten Kochsalzlésung
(PBS) (Phosphatpuffer 5,8 mM mit pH 7,4, Kaliumchlorid 5,6 mM, Natriumchlorid
150 mM) im Verhéltnis 1:10.

Neuraminidase Vbrio cholerag von SIGMA wurde zum Abbau derN-
Acetylneuraminsaure von der Erythrozytenoberflache verwendet [40]. Dazu wurden
100 pl Erythrozytenkonzentrat in 900 ul Inkubationslésung (110 mM NaCl, 20 mM
CaCb) gegeben, die jeweils 0, 2, 5, 20 und 100 pl einer Einheit Neuraminidase
enthielten. Diese Proben wurden bei 37°C leicht agitiert. Nach einer Stunde wurde die
Behandlung durch Zugabe von jeweils 9 ml PBS (4°C) unterbrochen. Es folgte
dreimaliges Waschen in PBS (110 g, 5 min). Anschlie3end folgte die Fixierung (s.u.)

der behandelten und unbehandelten Zellen mit Glutaraldehyd.

Fixierung

Die Fixierung der Erythrozyten erfolgte mit Glutaraldehyd (GA). Dazu wurden zu 2ml
einer Erythrozytensuspension (Hamatokrit ca. 0,4) trépfchenweise mit einer isotonen
GA-L6sung (1 Teil GA: Grade I: 25% Aqueus vBigmaund 9 Teile PBS) aufgefillt

bis eine Endkonzentration von 2 % GA erreicht wurde. Nach einer Einwirkzeit von 60
Minuten bei 20°C wurde die Lo6sung abzentrifugiert (110g, 5min) und die

Erythrozyten viermal in zweifach destilliertem Wasser gewaschen (110 g, 5 min).

Um Echinozyten herzustellen, wurden Erythrozyten mit Acetylsalicylsdure behandelt.
Dazu wurde zunachst von frischem EDTA-Vollblut das Plasma sowie der Buffy-Coat
abzentrifugiert, gefolgt von zweimaligem Waschen in PBS (s.0.). Anschliel3end wurden
0,5 ml des Sediments mit 0,5 ml PBS aufgefillt. Diese Suspension wurde mit 1 ml
Aspisol (0,9 g DL-Lysinmono(acetylsalicyclat), entsprechend 0,5 g Acetylsalicylsaure,
und 0,1 g Aminoessigsaure in 5 mj®) aufgeflllt. Nach einer Einwirkzeit von 10min

bei 20°C erfolgte die Fixierung mit Glutaraldehyd (s.0.).
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2.2.3 Thrombozyten

1 ml  Thrombozytenkonzentrat von freiwilligen Spendern, welches durch
Thrombopherese gewonnen wurde, wurde in 5ml Zitronensaurepuffer (pH=6,5,
Zitonensaure 7,56 g/l, Glucose 0,9 g/l, HCI 0,37 g/l, NaCl 5,26 g/l, EDTA-Na 3,72 g/l)
gewaschen (450 g, 10 min). Nach der Entfernung des Uberstandes erfolgte erneutes

Waschen in isotoner Saccharoselésung (450 g, 10 min).

Fixierung

Zur Fixierung von Thrombozyten wurde 1ml einer gepufferten Formaldehydlésung
(10%) zu 5ml Thrombozytenkonzentrat gegeben, um eine endgiltige
Formaldehydkonzentration von knapp 1,7 Prozent zu erhalten. Nach einer Einwirkzeit
von 20 Minuten wurden die fixierten Thrombozyten abzentrifugiert und anschliel3end

dreimal in destilliertem Wasser gewaschen (jeweils 450 g, 10 min).

2.2.4 Polymeradsorption & Hullenpréparation

Die Beschichtung von fixierten Erythrozyten erfolgte mit positiv geladenem
Polyallylaminhydrochlorid (PAH) und negativ geladenem Na-Polystyrensulfonat (PSS).
Zur Adsorption des jeweiligen Polymers wurden 2-4 ml 0,5M NaCl-Lésung mit
0,5 g/dl PAH bzw. 0,5 M PSS verwendet. Die Volumenkonzentration der Erythrozyten
betrug ca. 2,5%. Nach einer Einwirkzeit von 10 Minuten bei 20°C wurden die
Erythrozyten zunachst abzentrifugiert und anschlieRend dreimal in einer 154 mM

Kochsalzlésung gewaschen (110 g, 5 min).

Zur Praparation von Erythrozytenhtllen wurden als erstes fixierte Zellen mehrmals mit

PAH und PSS beschichtet. Nach dem Aufbringen von insgesamt zehn Schichten folgte
die Behandlung mit einer LOsung zum Abbau der Proteine. Dazu wurden die

beschichteten fixierten Erythrozyten in eine Lésung mit 1,2 % NaOCI gegeben. Die

Einwirkzeit betrug ca. 20 Minuten bei 20°C. AnschlieBend wurden die

Erythrozytenhillen dreimal in einer 145 mM Natriumchloridlésung gewaschen.
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In diesem Kapitel werden zunachst die Grundlagen zur Elektrorotation imd im3-
Dispersionsgebiet vorgestellt. Fur d€hiDispersionsbereich wird dazu auf zwei
theoretische Modelle eingegangen. Zunachst wird das sogenannte Einschalen-Modell
beschrieben, welches unter anderem zur Interpretation von Erythrozytenspektren
verwendet wird. Anschlielend wird das kubisch strukturierte Modell erlautert. Das
kubisch strukturierte Modell stellt eine Erweiterung des Einschalen-Modells dar und
wird bei der Beschreibung von Thrombozytendaten Verwendung finden. Im
anschlielBenden Abschnitt folgt die Darstellung der erst kurzlich entwickelten Theorie
[58] zur Elektrorotation im Niederfrequenzbereich. Im zweiten Teil dieses Kapitels wird
der Einflud von Polymerdepletionschichten auf die elektrophoretsche Mobilitat von

Zellen und Kolloiden erlautert.

3.1 Elektrorotation

Elektrorotation im Bereich deB-Dispersion wird durch die Relaxationszeit der durch
das externe Feld induzierten Polarisationsladungen bestimmt. Durch eine
frequenzabhangige Phasenverschiebgngwischen dem induzierten Dipolmoment

und dem auRReren Feldkommt es zu einer Wechselwirkung, die in einem Drehmoment
N resultiert (siehe Bild 3.1):

N=pxE (3.1)

Dieses Drehmoment fuhrt zu einer frequenzabhangigen Rotationsgeschwindigkeit der
Zelle oder des Partikels. Bei der Elektrorotation werden die Rotationsgeschwindigkeiten
wp der rotierenden Partikel im stationdren Zustand gemessen, also wenn sich ein
Gleichgewichtszustand zwischen dem feldinduzierten Drehmonhenund dem
Reibungsmomentlr eingestellt hataws ist im stationdren Zustand konstant. Bei kleinen
Rotationsgeschwindigkeiten gilt fir das Reibungsmoment einer Kugel mit dem Radius

ain einer Losung mit der Viskosit#t

N = 8ma’w, (3.2)
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Partikel

o,

Bild 3.1: Partikel in einem rotierendem elektrischen Felohit dem induzierten Dipolmomept w und
¢ stehen jeweils fir die Feldfrequenz und flr die Phasenverschiebung zwischen dem Feld und
dem Dipolmoment.

Um die Rotationspektren von Partikeln zu interpretieren, werden geeignete Modelle
bendétigt, die das frequenzabhangige Dipolmoment als Funktion der dielektrischen

Zellparameter berechnen.

3.1.1 Drehmoment von einschaligen Objekten

Zunachst wird von einer Zelle ausgegangen werden, dienaggharischen Zonen
besteht [50,51,86]. Die einzelnen Zonen sollen homogen sein mit der Leitfaligkeit

und der Dielektrizitatskonstanten Der Indexk gibt die Nummer der Zone an, wobei

von der innersten zur auf3ersten Zone gezahlt wird (k=1,2...n). Im Falle eines
homogenen elektrischen Feldes kann nun das Potential jeder Zone wie folgt ausgedrickt
werden:

B

boc = AT+ |r|3 (3.3)

Die KoeffizientenAy und By sind Vektoren und ist der Ortsvektor mit dem Ursprung

im Zentrum der Zelle. In der ersten Zone Bilt 0 und aul3erhalb der Zelle folgt:

- pr
¢0 - Eor + |r|3 (34)
An jeder Schnittstelle zwischen zwei Zonen mufl3 nun zum einen die Randbedingung

gelten, dafl3 die Potentiale kontinuierlich ineinander Ubergéend @,..n-1)
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ok = Poksa
¢On = ¢0 (3'5)
und aul3erdem, dal3 die Ladungen erhalten bleiber/¢ 1)
. 0 . 0P o1+
(Gy +iax) ¢r(_)k =G + Iwgkﬂ)%
3.6
(G, +iwe,) o = 5, +ice, ) e o

Ge und & sind jeweils die externe Leitfahigkeit und Dielektrizitatskonstante. Durch die
Gleichungen (3.5) und (3.6) gibt es num Gleichungen zu 2 Unbekannten, was die

Berechnung vop ermdglicht.

Relativ Ubersichtlich bleibt die Lésung der Gleichungen (3.5) und (3.6) fir einschalige
Objekte (Bild 3.2). In diesem Fall wird die Zelle durch eine Kugel mit dem Raglius
welche von einer Membran der Dickeeingeschlossen wird, beschrieben. Trotz dieser
stark vereinfachten Vorstellung hat sich herausgestellt, daf?3 sich mit diesem Modell die
Rotationsspektren von Erythrozyten und auch anderen Zellen recht gut beschreiben
lassen [39,51,55].

Cytoplasma
=]

Membran

Bild 3.2: Modell einer einschaligen Zell€s, ¢, a und h stehen jeweils fir die Leitfahigkeit, die
Dielektrizitatskonstante, den Zellradius und die Membrandicke. Die Indizes e, m und i
markieren das au3ere Medium, die Membran und den inneren Teil (Cytoplasma) der Zelle.

Fur das Drehmoment in einem rotierenden elektrischen Feld folgt aus der Losung der
Gleichungen (3.3) bis (3.6) und Einsetzen in Gleichung (3.1):

N = 4rE £ a3E2%— |mH012B23+a32ﬁ12p % .
e 0 Eb12023+2B12323p (3.7)
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Die Koeffizienten reprasentieren Funktionen aus den einzelnen elektrischen und

dielektrischen sowie den geometrischen Zellparametern (siehe Bild 3.2).

i
app, = go(gi + 2£m) _E(Gi + 2Gm)

i
Oy3 =& (E +26) - B(Gm +2G,)

IZ(Ge +2G,,) (3.8)

Biy = £(, —£m) —‘E(Gi ~Gp)

|
w

p= @'%hg (3.9)

Oy, =&, (E +28,) —

B23 = go(gm _ge) - (Gm _Ge)

& ist die elektrische Feldkonstante.

Prinzipiell lassen sich die Gleichungen fiir beliebig viele Zoneldsen. Weitere
Modelle, welche sich in der Vergangenheit bewéahrt haben, gehen von zwei oder drei
Zonen aus. Diese haben insbesondere bei der Untersuchung von Protoplasten mit einer
Vakuole oder bei Zellen, die einen grofRen Nukleus enthalten, Verwendung gefunden
[48,49,55,82]. In anderen Modellen werden z.B. Inhomogenitdten des elektrischen
Feldes oder komplexere Zellformen bericksichtigt [50,82]. Im folgenden Abschnitt
wird das kubisch strukturierte Modell beschrieben [32,37], welches eine Mdglichkeit

darstellt die innere Struktur von bestimmten Zellen zu berticksichtigen.

3.1.2 Das kubisch strukturierte Modell

Da biologische oder auch kolloide Systeme héufig eine innere Struktur haben, reicht das
Einschalen Modell zur Beschreibung von Elektrorotationsdaten haufig nicht mehr aus.
Mit dem kubisch strukturierten Modell werden Partikel erfal3t, die im Inneren eine

groRere Anzahl von kleineren Partikeln enthalten [32]. Vereinfachend wird diese

Innenstruktur durch kubisch gepackte Quader berticksichtigt (Bild 3.3). Jeder Quader
hat eine innere Phase, die vom AuBeren durch eine diinne Membran getrennt wird. Im
Bild 3.3 ist neben der Anordnung der Quader zueinander das Ersatzschaltbild eines

einzelnen bei der angegebenen Feldrichtung aufgezeichnet.
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a) c) |
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Bild 3.3: Schematische Darstellung des kubisch strukturierten Modells: a) Zelle mit kubischer
Innenstruktur in elektrischem Fel@&, b) Parameter der quaderférmigen Vesikel, c)
Ersatzschaltbild eines einzelnen Quaders.

Das im folgenden beschriebene Modell wurde gegentiber dem urspringlichen [32,37]
etwas verandert, um es auf beliebige Verhéltnisse zwischen dem Vesikeldurchmesser
und dem Vesikelabstand zu erweitern. Die einzelnen Widerstadnde und Kapazitaten

hangen wie folgt mit den Parametern der kubischen Vesikel zusammen:

L2
C. =gl —
m m h
h (3.10)
R = GL?
C,=¢nL
-1 (3.11)
2Ld +d?
C, =&, T d
L+d (3.12)

R G,(2Ld +d?)
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L2

ng :gg F
N (3.13)

[¢] GgLZ

Die gesamte Admittanz des Ersatzschaltbildes fur die einzelnen Zellen ergibt sich aus
der Summe der Admittanz des Spalgsind der kubischen Zell;:

A=A+ A (3.14)

Die Admittanz des Spaltes als Funktion der Winkelgeschwindigkeit wird durch die

komplexe Funktion

1
A :gﬂ“ﬁg (3.15)

wieder gegeben. Um die Admittanz der Zelle zu erhalten, missen die vier Widerstande

in Reihe geschaltet werden:

A=— R 1
3.16
i+iou(:rn i+icuC. i+iou(: ( )

R, Ry Rog

Aus der Summe der beiden Admittanzen lassen sich der effektive WideRstandl
somit die effektive LeitfahigkeiGes sowie die effektive Kapazitdfes und daraus die

effektive Dielektrizitatskonstantgs der kubischen Vesikel berechnen.

Im A

Co ==~ (3.17)
1

Ry =~ ReA (3.18)
1

" TR (319)
— Cef

1 Tad (3.20)

Um im Einschalen-Modell die innere Struktur erfassen zu kdnnen, missen die
Parameter fur die innere Leitfahigke® und die innere Dielektrizitatskonstange

gegen die effektiven Funktion&; und & ausgetauscht werden.
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3.1.3 Alpha — Dispersion

Die Theorie der niederfrequenten Elektrorotation ist relativ komplex [58]. Zuné&chst soll
ein eher qualitatives Bild geschaffen werden, um den Mechanismus der
Konzentrationspolarisation sowie die Natur der elektroosmotischen Komponente der

Rotation des Partikels zu verdeutlichen.

Im Bild 3.4a wird die Konzentrationspolarisation illustriert. Es wird eine negative und
immobile Oberflachenladung angenommen. Das &auf3ere Feld bewirkt eine Wanderung
der Kationen durch die elektrische Doppelschicht des Partikels. Dies fuhrt an einer Seite
des Partikels zu einem Uberschuf? an Kationen und an der gegeniiberliegenden zu einer
Verminderung. In der Nahe der Oberflache des Partikels fuhrt dies durch
Elektrodiffusion von Anionen zu Abweichungen der Elektrolytkonzentration relativ
zum Wert, der in der Losung herrscht. Die Folge ist, wie im Bild 3.4a dargestellt, die
Kompression der Doppelschicht an der oberen Halfte durch die Zunahme der
Elektrolytkonzentration. Aul3erdem vergroRRert sich die Ausdehnung der Doppelschicht
an der gegenuberliegenden Seite des Partikels durch eine Abnahme der
Elektrolytkonzentration. Die Differenz der Kationenkonzentraith gegeniiber dem

Zustand ohne Feld wird ebenfalls im Bild 3.4a dargestellt.

In Bild 3.4b wird die Verteilung der lonen um das Partikel im Gleichgewicht ohne
Einwirkung eines elektrischen Feldes dargestellt. Die Verteilung ist symmetrisch und
kann daher zu keiner Rotationsbewegung durch Wechselwirkung mit dem Feld fihren.
Um die Abweichung der lonenverteilung durch die Einwirkung des Feldes vom
Gleichgewicht zu finden, kann nun die Gleichgewichtsverteilung von jener, die im Feld
induziert wird, abgezogen werden. Im Bild 3.4c ist die Abweichung bzw. die
Komponente aus Bild 3.4a ohne den Gleichgewichtsanteil zu sehen. Am oberen und am
unteren Teil des Partikels (relativ zur Z-Achse aus Bild 3.4a) erkennt man eine
Aufspaltung der Debye — Atmosphare in jeweils zwei Schalen mit entgegengesetzten

Ladungen.
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Bild 3.4: Schematische Darstellung der Ladungs- und Konzentrationsvariationen eines negativ

geladenen Partikels in einem rotierendem elektrischem Feld. a) Ladungsverteilung um das
Partikel bei Einwirkung eines rotierenden elektrischen Feldes sowie die qualitativen
Differenzen der KationkonzentratiofC gegenliber dem Ruhezusta@dbezeichnet hier die
Achse, die in Phase mit den erzeugten Konzentrationsvariationen ist. Der Feld@vektater
Kreisfrequenzw I&Rt sich in eine parallele Komponeiigund eine orthogonale Komponente

Ep zerlegen. b) Ladungsverteilung ohne Einwirkung eines elektrischen Feldes. c¢) Abweichung
der Ladungsverteilung vom Gleichgewichtszustang., und F; stellen die zwei
elektroosmotischen Kréafte, die das Drehmoment erzeugen, dar.
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Der elektrische Feldvektor lait sich in zwei Komponenten teilen, wobei die eine in
Phase mit den Anderungen der Konzentratiofjsind die andere orthogonal zu dieser
steht E;(Bild 3.49. Wie im Bild 3.4c zu erkennen ist, greift an der aufgespalteten
Ladungsverteilung die orthogonale Feldkomponerfigan. Es werden zwei
entgegengesetzte aber gleich grof3e Krafte erzugind F;, die auf die rdumlichen
Ladungsverteilungen wirken und so einen elektroosomtischen Schlupf erzeugen.
AulRerdem wirkt auf das gesamte System, d.h. auf das Partikel und die Debye-
Atmosphéare noch ein Drehmoment entgegen der Feldrichtung, hervorgerufen durch die

Wechselwirkung des induzierten Dipolmomentes mit dem externen Feld.

Im folgenden wird die Grol3e sowie die Richtung des elektroosmotisch erzeugten
Drehmomentes mit dem durch das induzierte Dipolmoment hervorgerufene

Drehmoment verglichen. Das induzierte Dipolmoment fuhrt zum Drehmadgent
Ny =QAE, (3.21)

Q steht fur die absolute Ladung des Partikels im Gleichgewicht, also ohne Einfluf3
durch aulRRere elektrische Feldérist die Variation der Dicke der Doppelschicht im
elektrischen Feld. Unter der Annahme einer Stokeschen Reibung (Gleichung (3.2)) folgt
far die vom Dipolmoment hervorgerufene Gegenfeldrotation die
Rotationsgeschwindigkedty:

- Q%
sma’ (3.22)

Wy
Hier stehta fur den Partikelradius ung fir die Viskositat der L6sung, in der sich der
Partikel befindet.
Die Gro3e der beiden elektroosmotischen Drehmoniyt@dN; lautet
N, =Q(a+9)E, (3.23)
N, =Qak, (3.24)

Diese beiden entgegengesetzten Drehmomente kann man sich so vorstellen, dal3 sie an
zwei verschiedenen Schalen ansetzen, wobei eine den Radus eine den Radius

a+9d hat. Somit erhalt man fir die Roationsgeschwindigkegit,:
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O o) =S R S
osm I e 87'07&3 F (a+5)2H (325)
Wenn man noch bericksichtigt, daka ist, folgt
b = 2Q%E,
" grma’ (3.26)

Diese Abschatzung zeigt, dall die elektroosmotische Komponente der
Rotationsgeschwindigkeit grof3er ist als die, die durch die Wechselwirkung zwischen
dem induzierten Dipol und dem rotierenden Feld entsteht, solange die Bedihgaing

erfillt ist.

Im folgenden wird das Resultat der Theorie zur Elektrorotation im niederfrequenten
Bereich nach Grosse und Shilov [58] wiedergegeben. Den Ausgangspunkt fir diese
Theorie stellt das sogenannte Standardmodell der elektrischen Doppelschicht dar. Nach
diesem Modell wird ein gelOostes Partikel durch eine isolierende Sphare mit einem
Radiusa und einer gleichméRigen Oberflachenladunbeschrieben. Der umgebende
Elektrolyt hat eine Viskositap und eine Dielektrizitatskonstangg Die Losung soll aus

zwei lonensorten bestehen mit den Diffusionskonstan®n den identischen
Wertigkeiten z'= z= z und daher auf Grund der Elektroneutralitidt auch mit den
gleichen Konzentrationen weit entfernt vom Partik&lo)= C(x)= c. Unter diesen

Voraussetzungen wird der Debye-Hilckel-Paramgtédie inverse Debye-Langhk)

_ |2€’N, Z°c
X= £, KT (3.27)

Z == gsinh™ 9X E (328)

und dag-Potential zu:

NL , €, kund T stehen jeweils fir die Loschmidt-Konstante, die Elementarladung, die

Boltzmann-Konstante und die Temperatur.

Als Resultat fur die Elektrorotationsgeschwindigkeit folgt:

__&F? 1, e d, 0 3z(R"-R)AW?(W +1)
w=-F +Ztanh%§1 Ko Bo 2 AW B+ BN + 07 (3.29)
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Die beiden Summanden in der Klammer bestimmen die Anteile an der
Rotationsgeschwindigkeit durch die beiden berlcksichtigten Mechanismen. Der erste
SummandH gibt den Anteil der Rotation durch die Dipol-Feld-Wechselwirkung
wieder.H ist eine komplexe Funktion vogrPotential, den Diffusionskonstanten, den
lonenwertigkeiten und der Debye-Lange. Der zweite Term beschreibt den Anteil der

Elektroosmose an der Rotation.

Im folgenden werden die einzelnen Koeffizienten und Funktionen zur Gleichung
wiedergegeben.Des und A sind zwei durch die Diffusionskonstanten und die
lonenwertigkeiten definierte Grof3en:
_ D -D°
D'z+Dz
_ 2D'D”
ef D+ + D—

(3.30)

(3.31)

G, ist jeweils der Adsorptionskoeffizient fur die beiden lonen

. chmim
o =— & T —10 3.32
X 0 i (3.32)

W ist die durch die charakteristische Diffusionszeit skalierte dimensionslose Wurzel der
Feldfrequenz
Ceva

- T
=Gp 5 (3.33)

ef

Die Ubrigen Parameter sind mehr oder wenig komplexe Funktionen{:v@atential,

den Diffusionskonstanten, den lonenwertigkeiten und der Debye-Lange:
H = (R"-R)(A-Z2A)-U*"+U +zAU" +U")

A (3.34)

« R +R -2-7Z\(R"+R)
“ "R IR +4-ZA(R +R) (3.35)
B:(R++2)(R‘+2)—U+—U‘—(U R ;U R (3.36)

A=R"+R +4-zA(R" -R") (3.37)
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. 48m* z{e. [
u== Ingosh—=2
xa % 4kT H (3.38)
2G; O0G; z(e O
R =20 46migo—+ 20
zaN, %al\lL XakTE (3.39)
2, kT O
- + U 3.40
D" e (3.40)

Grosse und Shilov konnten zeigen, dal3 der Dipolanteil und der elektroosmotische
Anteil an der Elektrorotation immer entgegengesetzt zueinander sind. Fur niedrige
Werte des(-Potentials Uberwiegt der elektroosmotische Anteil und die resultierende
Rotation erfolgt in Feldrichtung. Bei groRerésPotential wird der elektroosmotische
Beitrag zur Rotation im Verhaltnis zur Dipol-Feld Wechselwirkung klein und es

resultiert eine Rotation entgegen der Feldrichtung (Bild 3.5).
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Bild 3.5: Theoretische Elektrorotationsspektren im-Dispersionsbereich mit unterschiedlichen
Oberflachenladungen o(Angaben in C/f) in  KCl Lésung (Leitfahigkeit 1mS/m,
Partikelradius 4pum, Feldstarke 5000V/m).
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Bild 3.6: Theoretische Abhéangigkeit der Rotationsgeschwindigkeit und der Pogitjotle§ Maximums
vom Partikelradius bei verschiedenen Leitfahigkeiten in KCI Lésung bei 5000V/m und
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Bild 3.7: Theoretische Abhangigkeit der Rotationsgeschwindigkeit und der Poéitloleg Maximums
von der Leitfahigkeit bei verschiedenen Oberflachenladungen in KCI L6sung bei 5000V/m und
einem Partikelradius von 4pum.
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Bild 3.8 Theoretische Abhangigkeit der Rotationsgeschwindigkeit und der Pogitjosle6 Maximums
von der Oberflachenladungsdichte bei verschiedenen Leitfahigkeiten in KCI Lésung bei
5000V/m und einem Partikelradius von 4pum.
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Im Bild 3.6 bis Bild 3.8 werden zur Veranschaulichung der Auswirkung cder
Dispersion die Abhéangigkeiten der Frequenz maximaler Rotafipnund der
RotationsgeschwindigkeitR.. bei dieser Frequenz von den Parametern Radius,
Oberflachenladung sowie Leitfahigkeit dargestellt. Bezudlictiallt im Bild 3.6 auf,

dal3 sie umgekehrt proportional zum Partikelradius ist. Dies liegt an der Proportionalitat
der charakteristischen Diffusionszeit zum Kehrwert des Partikelradiud, dan
wesentlichen durch diese bestimmt wird. Entsprechend gering fallt der Einflul3 von der
Leitfahigkeit und der Oberflachenladung auf aus (Bild 3.7 und Bild 3.8). Die
Richtung der Partikelrotation hdngt davon ab, ob die Dipol-Feld-Wechselwirkung oder
der elektroosmotische Beitrag Uberwiegt. Die Dipol-Feld-Wechselwirkung fihrt immer
zu einer Rotation antiparallel zur Feldrichtung und der elektroosmotische Beitrag immer
zu einer Rotation parallel zu Feldrichtung [58]. Fir klefrBotentiale Uberwiegt der
elektroosmotische Anteil und fur gro@ePotentiale wird er vernachlassigbar [58]. Die
Abhangigkeiten der Partikelrotation im Bild 3.7 und im Bild 3.8 spiegeln daher im
wesentlichen wieder, dall da&Potential mit zunehmender Ladung und mit

abnehmender Leitfahigkeit ansteigt

3.2  Elektrophorese

Theoretische Ansatze zur Berechnung der elekrophoretischen Mobilitat von Partikeln
unterscheiden zwischen haarigen und glatten Oberflachen. Bei Konzepten zur
Beschreibung von Partikeln mit haarigen Oberflachen wird bertcksichtigt, dal3 auch
unterhalb der &ufReren Grenze der haarigen Schicht ein konvektiver Flul3 auftritt.
Entsprechend unterscheiden sich auch die elektrophoretischen Mobilitdten von Partikeln
in Polymerldsungen, in denen sich eine Depletionschicht ausbildet in Abhangigkeit von

der Oberflachenstruktur.

Im folgenden soll ein spezielles Modell zur Beschreibung der elektrophoretischen
Mobilitat bei vorhandener Depletionschicht an einer glatten Oberflache also ohne einen
elektroosmotischen Flu3 durch die geladene Oberflache beschrieben werden[10]. In
dem nach Smoluchowski vereinfachten Fall eines grof3en glatten Partikels hafgt das

Potential wie folgt von der Mobilitgt ab:
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¢ = Hn
£z, (3.41)

Fur glatte Oberflachen kann aus défRotential nach der Gouy-Chapmann Gleichung

die Oberflachenladung berechnet werden:

_ 28, XKT . el
o= o S|nh2k_|_ (3.42)

(o]

Wenn man nun von dem nach Smoluchowski vereinfachten Fall eines glatten grol3en
Partikels ausgeht wird die Navier-Stokes Gleichung, die das elektroosmotischen
Geschwindigkeitsprofilv(x) senkrecht zur Oberflache des Partikels beschreibt, unter

Bericksichtigung der ortsabhéangigen Viskosiig), zu:
d d O
- Ep(X) = — H(X)— V(X
P09 = 4 A0 L VOO (3.43)

Hierbei ist xdie Abstandskoordinate parallel zur Oberflache (mit dem Ursprung auf
dieser), Edie elektrische Feldstarke unm(x) die raumliche Ladungsverteilung. Die
Randbedingungen fir das elektroosmotische Profil sind

V() = begrenzt

V(x%,) =0 (3.44)

X ist die Position der Scherebene. Um die elektrophoretische Mohil#étberechnen
wird die Poisson Gleichung
d’ __P(X

ad T T, (3.45)
in Gleichung (3.43) eingesetzt und integrié¥(x) ist das elektrische Potential,die
Permittivitatszahl undy die elektrische Feldkonstante.

0
_ V() _ es dw

H=""¢ me565 (3.46)

W(xo) entspricht dent - Potential. Falls eine Depletionschicht durch Makromolekile
vorhanden ist, wird die Viskositat kleiner als in der Losung sein. Die GroRe der
Mobilitat hangt dann insbesondere vom AusmaR des Uberlapp der Depletion- und der

Doppelschicht ab. Ein mdglicher Lésungsansatz ist die Annahme eines exponentiellen
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Viskositatsprofils [97] als Annédherung an das Viskositatsverhalten nahe der Oberflache
des Partikels [7]:

nex) =——1
1+ % -1%1 (3.47)

np und ns sind jeweils die Viskositat in der Losung und an der Partikeloberfiéche

steht als Parameter fiir die effektive Dicke der Depletionschicht.

Mit dem exponentiellen Ansatz fur die Viskositat (Gleichung (3.47)) ist es mdglich,
eine analytische Losung der Navier-Stokes Gleichung zusammen mit der linearisierten
Poisson-Boltzmann Gleichung zu erhalten. Diese vereinfachte theoretische Behandlung
ermoglichte eine quantitative Interpretation des Verhaltens von Erythrozyten in der

Anwesenheit von Dextran [10].

Wenn die Depletionschicht grof3 ist im Verhaltnis zur Dicke der Doppelschicht, erhalt

man durch weitere Linearisierung [7]:

Hs _ Ny 10
i
He  1s O Ag (3.48)

Hier stehenus undy, jeweils fir die Mobilitat in Abwesenheit und in Anwesenheit von
Polymerenrsist die Viskositat des Losungsmittels. Gleichung (3.48) wird im Kapitel 5

zur Bestimmung vor sowie der Viskositaf), an der Grenzflache verwendet werden.

Abschlie3end sollen noch einmal die Konsequenzen einer Polymerdepletionschicht auf
die elektrophoretische Mobilitdt und die sich daraus ergebenden Mdoglichkeiten

verdeutlicht werden.

Als ein Resultat der geringeren Viskositat in der Depletionschicht Uberschreitet die
elektrophoretische Mobilitat die nach Smouluchowskis Gleichung vorhergesagte.
Dieser Unterschied kann sehr gro3 werden. Wenn die Debye-Ladnge zunimmt bzw. bei
lonenstarke abnimmt, nahert sich das theoretische Verhaltnis der Partikel-Mobilitaten
im Losungsmittel und der Polymerldsupgp, allmahlich dem umgekehrten Verhaltnis

der Viskositaten ny/ns. Dieser Sachverhalt resultiert aus der Ausdehnung der
Doppelschicht in den Bereich auRerhalb der Depletionschicht mit der entsprechend

hoheren Viskositat. In Gleichung (3.47) aufert sich dieser Zusammenhang darin, dal3
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fur groBer werdende Oberflachenabstdnde die Viskositat gegen den Wert der

Polymerlésungne lauft.

In dem Falle, in dem ein Mobilitatsverhaltpigp,, beobachtet wird, welches kleiner ist
als das Viskositatsverhaltnig)/ns, kann man folglich von einer Depletionschicht
ausgehen. Die umgekehrte Situation, wesip, groRer als das Viskositatsverhaltnis ist,
lankt sich ebenfalls beobachten. Dies kann durch Polymere nahe der Grenzflache
hervorgerufen werden, welche eine zusatzliche hydrodynamische Abschirmung der

Oberflachenladungen verursachen, z.B. durch Polymeradsorption.

Zusammenfassend lal3t sich sagen, dal} die Bestimmung der elektrophoretischen
Mobilitdt von Partikeln in Abhangigkeit von der lonenstarke in Anwesenheit und in
Abwesenheit von Polymeren eine Untersuchungsmethode darstellt. Sie gibt Aufschlul3

Uber das Verhalten von Polymeren an der Grenzflache zwischen Zelle und Lésung.



4 Elektrorotation im Niederfrequenzbereich

In diesem Kapitel werden experimentelle Ergebnisse zur Elektrorotatiora-im
Dispersionsgebiet vorgestellt und mit dem theoretischen Modell von Grosse und Shilov
[58] verglichen. Der erste Teil beschaftigt sich mit der Elektrorotation von
Glutaraldehyd fixierten Erythrozyten im niederfrequenten Bereich (Kapitel 4.1). Im
darauffolgenden Teil (Kapitel 4.2) werden Elektrorotationspektren von Formaldehyd
fixierten Thrombozyten unter Bericksichtigung des und (B-Dispersionsgebietes
diskutiert. Im abschlieBenden Kapitel 4.3 werden dann die gewonnenen Resultate noch

einmal zusammengefalit.

4.1  Fixierte Erythrozyten

Bei den Untersuchungen zorDispersion wurden Erythrozyten verwendet, die zuvor
mit Glutaraldehyd fixiert wurden (GA-fixiert). Durch die Fixierung mit Glutaraldehyd
werden zum grof3ten Teil die positiven Aminogruppen von der Oberflache entfernt, was
zu einem hohen negativefrPotential auch bei niedrigen lonenstarken fuhrt [27].
Weiterhin zerstort das Glutaraldehyd die Lipidmembran und vernetzt die Proteine [60].
Die Folge ist ein stabiles Partikel, welches im Gegensatz zu nativen Erythrozyten nicht
mehr hamolysieren kann und dessen Struktur und Aufbau weitestgehend bekannt ist.
Durch die Behandlung der Erythrozyten mit Neuraminidase vor der GA-Fixierung laf3t
sich aufRerdem die Oberflachenladung reduzieren, ohne andere Zellparameter zu
beeinflussen [77,81]. Eine Gegebenheit, welche die GA-fixierten Erythrozyten als
Modellpartikel mit sich bringen, ist die Verteilung der Oberflachenladungen in einer
Schicht, die einige Nanometer dick ist. Im Standardmodell einer elektrischen
Doppelschicht, welches auch Ausgangspunkt fur die Theorie zur Elektrorotatimn im
Dispersionsgebiet ist (Kapitel 3.1.3), wird von einer zweidimensionalen

Ladungsverteilung ausgegangen.

Im Bild 4.1 ist ein Vergleich zwischen Elektrorotationsspektren von GA-fixierten und
nativen Erythrozyten bei ahnlichen externen Leitfahigkeiten zu sehen. Das Spektrum

der GA-fixierten Erythrozyten wurde bei einer Leitfahigkeit von 2,0 mS/m und das der
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nativen bei 2,6 mS/m aufgenommen. Da fir die Messung der nativen Erythrozyten die
geringe lonenstarke durch Zugabe von Saccharose ausgeglichen wurde, ist die
Viskositat um einen Faktor 1,22 hoher. Die Feldstarke die bei den GA-fixierten Zellen
angelegt wurde, war doppelt so hoch. Dies ist insofern von Bedeutung, da das
Drehmoment, welches auf das induzierte Dipolmoment wirkt, proportional zum Quadrat

der Feldstarke ist.
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Bild 4.1: Vergleich des Elektrorotationsspektrum von nativen Erythrozyten mit dem von GA-fixierten
Erythrozyten zwischen 260 Hz und 16 MHz. Das Spektrum der nativen Erythrozyten wurde in
isotoner gepufferter NaCl-Lésung mit Sacharose bei einer Leitfahigkeit von 2,6 mS/m und
einer Feldstarke von 7,5°0/m aufgenommen. Das Spektrum der GA-fixierten Erythrozyten
wurde in gepufferter NaCl-Losung bei einer Leitfahigkeit von 2,0 mS/m und einer Feldstérke
von 15:16 V/m aufgenommen. Die durchgezogene Linie ist ein theoretisches Spektrum
(unabhéngig von der Feldstarke und Viskositat) fur die nativen Zellen unter Verwendung des
Einschalen Modells (s.a.: Kp.3.1.1) mit folgenden Parametern=50, £1=6, £c=80,

Gij=60 mS/m, G=0.01 uS/m, h =8 nm und R=3.3 um.

Die nativen Zellen zeigen oberhalb von 1 kHz ein Rotationsverhalten, wie es bei
niedrigen lonenstarken auch fur andere biologische Zellen beobachtet wird [39,82]. Bei
1 kHz beginnend steigt zundchst die Rotationsgeschwindigkeit entgegen der
Feldrichtung an, bis sie ein Maximum noch unterhalbo von 1 MHz erreicht.

Anschlie3end kehrt sich die Rotation um und lauft oberhalb von 1 MHz abermals in ein
Maximum. Unterhalb von 1 kHz zeigen die nativen Erythrozyten eine geringe Rotation

parallel zur Feldrotation.
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Mit dem Einschalen Modell wurde ein theoretisches Spektrum fir den Verlauf oberhalb
von 1 kHz berechnet (durchgezogene Linie im Bild 4.1). Fir dieses theoretische
Spektrum mul3te eine innere Leitfahigkeit der Erythrozyten von 60 mS/m angenommen
werden. Elektrorotationsmessungen von Erythrozyten bei physiologischen lonenstarken
ergeben hingegen eine Leitfahigkeit des Cytoplasmas von 0,4 S/m [56]. Diesbeziiglich
erscheint der Wert zunachst recht gering. Auf Grund der geringen Leitfahigkeit in der
das Spektrum aufgenommen wurde, war diese Abnahme zu erwarten. Bei nativen
Erythrozyten kann es zu einem Flux von lonen aus der Zelle heraus kommen, wenn sie

in Losungen mit geringen lonenstarken gebracht werden [35].

Die Rotation parallel zur Feldrichtung unterhalb von 1kHz a3t sich mit dem Einschalen
Modell bzw. mit dem Konzept df-Dispersion nicht erklaren. Im Bild 4.2 sind zwei
Elektrorotationsspektren von nativen Erythrozyten im Frequenzbereich zwischen 64Hz
und 3kHz zu sehen. Die beiden Spektren wurden bei einer externen Leitfahigkeit von
jeweils 3,2mS/m und 22,6mS/m aufgenommen. Mit abnehmender Feldfrequenz kehrt
sich die Rotationsrichtung bei 1kHz um. Im weiteren Verlauf steigt die
Rotationsgeschwindigkeit monoton bis zum letzten MeRwert bei 64Hz an, wobei dieser
Anstieg bei niedriger Leitfahigkeit deutlich steiler ist. Die charakteristische Frequenz
for, bei der sich die Rotationsrichtung umkehrt, weist keine Abhangigkeit von der
Leitfahigkeit auf. Bei anderen Messungen von nativen Erythrozyten zwischen 2mS/m
und 22,6mS/m wurd&; immer im Bereich von 600Hz bis 1,2kHz bestimmt. Diese
Variation vonfy; konnte nicht den experimentellen Bedingungen zugeordnet werden.
Ihr Ursprung wird wohl eher in der biologischen Vielfalt der Zellen liegen. So kdnnte
zum Beispiel die Ursache dieser Bandbreite an leicht unterschiedliche Zellradien und -

formen oder auch an Unterschieden der Oberflachenladungen und -strukturen liegen.
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Bild 4.2: Elektrorotationsspektren im Bereich des ersten Nulldurchganges von nativen Erythrozyten der
gleichen Population bei zwei verschiedenen externen Leitfahigkeiten. Bei den Spektren handelt
es sich um Mittelwerte aus 2-4 Einzelwerten. Fur Fedlfrequenzen oberhalb von 100 Hz ist die
absolute Varianz der Messpunkte <0,025 rad/sec. Die Spektren wurden bei einer Feldstéarke
von 13,8-18V/m aufgenommen.

Das Spektrum der GA-fixierten Erythrozyten zeigt bei vergleichbarer externer
Leitfahigkeit keine Gegenfeldrotation. Im Gegensatz zu den nativen Erythrozyten ist
eine wesentlich ausgepragtere Rotation mit dem Feld im Bereich niedriger Frequenzen
zu erkennen. Das Rotationsmaximum zwischen 100 kHz und 1 MHz deutet darauf hin,
dal3 auch hier eine Maxwell-Wagner Dispersion vorliegt. Diese ist jedoch geringer als
bei den nativen Erythrozyten. Bevor weiter unten @idispersionsbereich der GA-
fixierten Erythrozyten néher beschrieben wird, soll zunachst auf die Elektrorotation im

niederfrequenten Bereich eingegangen werden.

Im Bild 4.3 sind mehrere Elektrorotationsspektren arDispersionsgebiet von GA-
fixierten Erythrozyten bei unterschiedlichen Leitfahigkeiten des Elektrolyten zu sehen.
Die Leitfahigkeit wurde zwischen 1,0 mS/m und 18,5 mS/m variiert. Bei allen
Leitfahigkeiten fallt auf, dafl3 die Partikel eine maximale Rotationsgeschwindigkeit bei
50 Hz haben. Die Position des Maximums scheint nur sehr gering von der Leitfahigkeit
abzuhangen. Die Rotationsrichtung ist parallel zur Feldrotation. Weiterhin erkennt man,
dal3 die Rotationsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der auf3eren Leitfahigkeit ein

Maximum bei 3.5 mS/m hat.



4.1 Fixierte Erythrozyten 47

----A----1.0 mS/m
0,8 .- 3---3.5mS/m
----®----8.0mS/m
L b - X----12.0 mS/m
----18.5 mS/m
0,6 :
0 L
e
s
‘=04 - |
§e)
T L
E .
e .
02 r ~Og ]
. ) Q".X\ =
. e.7; )
i o g
g
O Ll Ll Ll L N
1 10 100 1000 10000

Feldfrequenz [Hz]

Bild 4.3: Vergleich theoretischer und experimenteller Elektrorotationsspektren von GA-fixierten
Erythrozyten bei unterschiedlichen externen Leitfahigkeiten. Die Feldstéarke betrug bei allen
Messungen 5-£0//m. Die einzelnen Messpunkte reprasentieren jeweils einen Mittelwert der
Rotationsgeschwindigkeit von 3 bis 8 einzelnen Zellen. Fur die theoretischen Spektren, die
durchgezogenen Linien, wurde eine Oberflachenladungsdichte von 0,038 uGtmein
Zellradius von 3,92 um angenommen. Die entsprechenden Leitfahigk&tersind:
a=1,0 mS/m, b=3,5mS/m, ¢=8,0 mS/m, d=12,0 mS/m und e=18.5 mS/m. Die mittleren
Standardabweichungen betrugen 14-18%.

Die theoretischen Kurven im Bild 4.3 wurden mit dem Modell der Elektrorotation bei
niedrigen Frequenzen (Kapitel 3.1.3) berechnet. Dabei wurde eine Oberflachenladung
von 0,038 C/h und ein Erythrozytenradius von 3,92 pm [53] angenommen. Die
Konzentrationen des Elektrolyten, welche ebenfalls flr die Berechnung der
theoretischen Spektren benétigt werden, wurden aus den gemessenen Leitfahigkeiten
und den Mobilitaten von Chlor- und Kaliumionen [25] abgeleitet. Die grundsatzliche
Ubereinstimmung zwischen den theoretischen und experimentellen Daten |aRt sich gut
erkennen. Sowohl die Geschwindigkeit und die Richtung der Zellrotation als auch die
Abfolge der Maxima der Rotationsgeschwindigkeit zeigen eine gute Ubereinstimmung.
Dennoch liegen die Positionen der theoretischen Rotationsmaxima nicht genau bei der
Feldfrequenz, bei der das experimentelle Maximum liegt (s.a. Tabelle 4.1). Bei allen
gemessenen Leitfahigkeiten lalt sich eine systematische Verschiebung der
theoretischen Daten hin zu hoheren Frequenzen erkennen. Ein Vergleich der
Rotationsgeschwindigkeiten in Bild 4.3 oberhalb einer Feldfrequenz von 100 Hz zeigt,

dal3 sich das Spektrum der Rotationsgeschwindigkeit bei einer Leitfahigkeit von
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1,0 mS/m, also der niedrigsten gemessenen lonenstarke, zu gréReren Frequenzen hin
verbreitert. Bei den theoretischen Spektren scheint sich dieses Verhalten indirekt
wiederzuspiegeln. Die theoretische Position des Maximums ist bei einer Leitfahigkeit
von 1,0 mS/m bei einer Frequenz von 150 Hz zu finden, dagegen bewegt sich dieses bei

hdherer lonenstarke zwischen 109 Hz und 88 Hz.

Tabelle 4.1: Experimentelle (ex) und theoretische (th) Werte zum BildR4.8ndf,_ stehen jeweils fur
die maximale Rotationsgeschwindigkeit und die dazugehdrige Feldfrequenz.

Ge [mS/m] 1,0 3,5 8,0 12,0 18,5
fol-ex[HZ] 43 49 48 52 71
Rel-ex [rad s 0,37 0,72 0,54 0,33 0,21
foth [HZ] 150 109 95 90 88
ReL.th [rad §1] 0,33 0,67 0,47 0,35 0,25

Ein moglicher Grund fir die beobachteten Abweichungen der experimentellen Daten
von den theoretischen kdnnen die Vereinfachungen sein, die in dem theoretischen
Modell angenommen werden. Insbesondere sollte in diesem Zusammenhang nochmals
darauf hingewiesen werden, dafld in dem theoretischen Modell von einem sphérischen
Partikel mit einer glatten Oberflache ausgegangen wird [58]. Der Erythrozyt hat jedoch
eher eine diskoide Form und eine haarige Oberflache. Innerhalb der haarigen
Oberflache kann es zu einer Verringerung der effektiven Diffusionskonstanten kommen
[26,27], was die Relaxationszeit der Konzentrationspolarisation entsprechend
verlangert. Diese Verlangerung konnte die geringere Frequenz maximaler Rotation

erklaren.

Die Oberflachenladung, welche fir die theoretischen Spektren angenommen werden
mul3te, war etwas hoher als erwartet. Nach der Fixierung mit Glutaraldehyd sollten die
roten Blutkdrperchen eine Oberflachenladung von 0.02% Gaben [27]. Statt dessen
wurde bei den Anpassungen in Bild 4.3 von 0.038°Glusgegangen. Moglicherweise

liegt hierflr die Ursache in der rdumlichen Anordnung der Oberflachenladungen. Das
theoretische Modell geht von einer flachen bzw. zweidimensionalen Ladungsverteilung
aus. Im Falle einer raumlichen Ladungsverteilung ist die Oberflachenleitfahigkeit

groRer, als wenn die gleiche Ladung in einer Flache verteilt ware. Dies liegt an dem
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grofReren konvektiven Beitrag des endlichen elektrolytischen Flusses in der geladenen

Oberflache zu der Oberflachenleitfahigkeit.

Rotation [rad s'l]
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Bild 4.4: Die Geschwindigkeit der Zellrotation in Abh&ngigkeit von der externen Leitfahigkeit bei einer
Feldfrequenz von 32 Hz (bzgl. der experimentellen und theoretischen Parameter siehe
Bild 4.3).

Das Bild 4.4 zeigt die Rotationsgeschwindigkeit bei einer festen Feldfrequenz von
32 Hz in Abhéangigkeit von der &ul3eren Leitfahigkeit. Es wurden die gleichen Parameter
zur Anpassung der theoretischen an die experimentellen Werte wie im Bild 4.3
verwendet. Deutlich wird in diesem Bild nochmals die Ubereinstimmung der
Abhangigkeit der Rotationsgeschwindigkeit von der Leifahigkeit der Messldsung.
Beginnend bei 1 mS/m steigt diese zunéchst an und fallt nach dem Erreichen eines
Maximums kontinuierlich ab. Das Maximum der theoretischen Kurve liegt bei 3 mS/m.
Im theoretischen Verlauf ist noch zu erkennen, dal3 es unterhalb von 1 mS/m bei
ungefahr 0,65 mS/m zu einer Richtungsumkehr der Zellrotation kommen sollte. Dieser

Wechsel konnte bei den GA-fixierten Erythrozyten nicht gefunden werden.

Um den EinfluR der Oberflachenladungsdichte auf die Elektrorotationsspektren im
niederfrequenten Bereich zu untersuchen, wurden die Oberflachenladungen des
Erythrozyten teilweise durch Neuraminidase abgebaut. Dazu wurden zunachst native
Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Neuraminidase behandelt (s.a.
Kapitel 2.2.2). AnschlieRend folgte die Fixierung der Erythrozyten mit Glutaraldehyd.
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Die Folgen der Behandlung wurden durch Messung der elektrophoretischen Mobilitat
Uberwacht. Es ergab sich eine Reduktion um 70-80 % verglichen mit den unbehandelten
Kontrollzellen (Bild 4.6). Im Bild 4.5 werden die experimentellen und theoretischen
Elektrorotationsspektren der GA-fixierten Erythrozyten mit unterschiedlichen
Oberflachenladungen dargestellt. An den experimentellen Daten erkennt man, daf3 bei
der verwendeten Leitfahigkeit um 2,3 mS/m die Rotationsgeschwindigkeit der Zellen
mit abnehmender Oberflachenladung ebenfalls abnahm. Im Bild 4.6 wird diese
Abhangigkeit noch einmal verdeutlicht. Neben den relativen Mobilitaten sind hier die
Mittelwerte aus den Verhéltnissen der Rotationsgeschwindigkeit relativ zu den
Kontrollzellen aufgetragen. Die Position des Maximums im Bild 4.5 weist keine

Abhangigkeit von der Oberflachenladung auf.

Fur das theoretische Spektrum der Kontrollzellen wurde wieder von einer
Oberflachenladung von 0,038 C/rausgegangen. Zwei weitere theoretische Kurven,
welche die experimentellen Daten der mit Neuraminidase behandelten Zellen mehr oder
weniger einhillen, gehen von 0,01 und 0,008 C#us. Weiterhin mufite noch ein
Reibungsfaktor von 2,05 angenommen werden. Geringe Variationen in Form, Groél3e
und Oberflachenladung der Erythrozyten dirften ein wesentlicher Grund sein fur die
unterschiedlichen Reibungsfaktoren (die normalerweise zwischen eins und zwei lagen).
Hinsichtlich der Oberflachenladung sollte in diesem Zusammenhang noch erwahnt
werden, dal3 es keinen direkten Zusammenhang zwischen der elektrophoretischen
Mobilitdt und der Oberflachenladung gibt. Dies liegt vor allem an der rdumlichen
Verteilung der Oberflachenladung, dem dynamischen Verhalten der Ladungsanordnung
in sich andernden elektrischen Potentialen und an dem EinfluR der
Oberflachenleitfahigkeit auf die elektrophoretische Mobilitat im Bereich niedriger
lonenstarken. Die theoretischen Oberflachenladungen lassen sich aber nach dem
Standardmodell fir einen spharischen glatten Partikel unter Bertcksichtigung der
niedrigen lonenstéarke in die entsprechendidtotentiale umrechnen. Bezogen auf die
Kontrolle ergibt sich dann jeweils eine Abnahme auf 72 % und 60 %. Diese Werte sind
nur geringflgig kleiner als es nach den elektrophoretischen Daten zu erwarten ware. Da
die Spektren an sedimentierten Zellen aufgenommen wurden, ist aber auch ein Einflu3

von der Oberflachenladung auf den Reibungsfaktor zu erwarten. Die experimentellen
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und theoretischen Werte der H6he und Position der Maxima in den Spektren werden

nochmals in Tabelle 4.2 zusammengefal3t.
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Bild 4.5: Experimentelle und theoretische Rotationsspektrea-Dispersionsbereich von GA-fixierten
Erythrozyten mit unterschiedlichen Oberflachenladungen. Die Feldstarke betrug bei allen
Messungen 8-£0//m und die Leitfahigkeit 2,% 0,1 mS/m. Die mittlere Standardabweichung
betrug 19 % bei 20 pl ND sonst lag sie bei 11-15 %. In der Legende werden die verwendeten
Neuraminidase (ND)- Konzentrationen angegeben (s.a. Bild 4.6). Die durchgezogenen Linien
stellen theoretische Spektren fiir verschiedene Oberflachenladungsdichten?imlaE/nEs
muf3te ein Reibungsfaktor von 2,05 bei einem Zellradius von 3, 92 pm angenommen werden.
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Bild 4.6: Mobilitaten der mit Neuraminidase behandelten und anschlieRend GA-fixierten Erythrozyten
relativ zu den unbehandelten GA-fixierten Erythrozyten (mittlere Mobilitat der Kontrollzellen
wurde gleich eins gesetzt) sowie die mittlere relative Rotation bezliglich der Kontrollzellen.

Tabelle 4.2: Experimentelle (ex) und theoretische (th) Werte zum BildR4.5ndf,_ stehen jeweils fur
die maximale Rotationsgeschwindigkeit und die dazugehdrige FeldfrequeDz.
kennzeichnet die verwendete Neuraminidasekonzentration bei der Praparation (siehe
Kp.2.2.2) undg, die Oberflachenladung in den theoretischen Spektren.

ND 0 ul 2 ul 5 ul 20 pl 100 pl
foL-ex[HZ] 118 127 143 114 93
ReL-ex [rad s'] 0,87 0,60 0,52 0,52 0,56
g,[C m? 0,038 0,013 0,008
feLtn [HZ] 90 75 7?2
ReLth [rad s 0,80 0,59 0,41

Eine weitere Beobachtung, die Aufschlul3 Uber die Kréafte gibt, welchea-im
Dispersionsgebiet wirken, ist im Bild 4.7 illustriert. Zu sehen ist der 6fters beobachtete
Fall eines Paares von Zellen. Beide Erythrozyten ziehen sich gegenseitig durch
Polarisationskrafte an, liegen also dicht beieinander. Dennoch rotieren sie unabhangig
voneinander in der gleichen Richtung wie das rotierende Feld. Die Geschwindigkeit der
Zellen unterscheidet sich dabei nicht von der einer einzelnen Zelle. Zusétzlich kann das
Paar gemeinsam langsam in die entgegengesetzte Feldrichtung rotieren. Offensichtlich
gibt es, trotz des geringen Zellabstandes, zwischen den GA-fixierten Erythrozyten keine
deutliche hydrodynamische Wechselwirkung. Diese Beobachtung kann man durch die

Existenz eines an die Rotation gekoppelten Flusses verstehen, welcher eine geringere
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Reichweite hat als die Spalte zwischen den Zellen. Solch ein Fluld ist charakteristisch
fur den elektroosmotischen Beitrag zur Elektrorotation. Dies resultiert aus der Tatsache,
dald die Rotation von einem elektroosmotischen Flul3 auf3erhalb der elektrischen
Doppelschicht null ist. Solch ein Flufl3 1413t keine hydrodynamische Wechselwirkung
zwischen Teilchen zu, wenn diese deutlich weiter auseinander liegen als die Debye-
Lange [7,28]. Somit kann das im Bild 4.7 beschriebene Verhalten als weiterer deutlicher
Hinweis fur die elektroosmotische Natur der Elektrorotatiom#mispersionsgebiet der
GA-fixierten Erythrozyten verstanden werden. Im Kapitel 5 wird dieser Sachverhalt an
Hand des Depletioneffektes von Dextran bei GA-fixierten Erythrozyten nochmals

untermauert.

N@

Bild 4.7: Schematische Darstellung des Rotationsverhaltens von zwei eng benachbarten GA-fixierten
Erythrozyten ina- Dispersionsbereich.

Nach dem theoretischen Konzept zur Elektrorotation im niederfrequenten Bereich ist
die Rotationsgeschwindigkeit proportional zum Quadrat der Feldstarke. Eine
Voraussetzung fir dieses Modell ist, da? die Anderung der lonenkonzentration im Feld
uberall wesentlich kleiner ist als die Gleichgewichtskonzentration. Fur Partikel in der
GroRRenordnung von Erythrozyten setzt dies fur die angelegten Felder eine Feldstarke
voraus, die wesentlich kleiner ist als*Y0m [58]. Die meisten Versuche wurden in
einem Feldstarkebereich zwischen 3\n und 8-16V/m durchgefiihrt. Bis zu einer
Feldstarke von 1,2-2®/m konnte keine Abweichung von der linearen Abh&ngigkeit
beobachtet werden. Im Bild 4.8 wird die experimentelle Feldstarkeabhangigkeit

zwischen 3-1v/m und 12-18V/m bei einer Feldfrequenz von 32 Hz dargestellt.
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Bild 4.8: Feldstarkeabhangigkeit der Rotationsgeschwindigkeit GA-fixierter Erythrozyten bei einer
Feldfrequenz von 32 Hz. Der Elektrodenabstand betrug 1mm und die externe Leitféahigkeit
1,5 mS/m.

Abschlie3end soll auf die Elektrorotation von GA-fixierten Erythrozyten im Gebiet der
B-Dispersion eingegangen werden. Im Bild 4.9 sind drei Spektren in einem
Frequenzbereich zwischen 2 kHz und 16 MHz bei drei verschiedenen Leitfahigkeiten zu
sehen. Die Spektren zeigen eine maximale Rotation zwischen 300 kHz und 1,5 MHz.
Bei niedrigen lonenkonzentrationen ist die Rotation parallel zur Feldrichtung und wird
bei Erhohung der externen Leitfahigkeit antiparallel. Die Position der Rotationsmaxima

wandert mit steigender Leitfahigkeit zu héheren Frequenzen.

Um die experimentellen Daten zu interpretieren wurde auf das Einschalen Modell
zurtckgegriffen  (Kapitel 3.1.1). Der Vergleich der theoretischen mit den

experimentellen Daten zeigt, dal3 sich GA-fixierte Erythrozyten wie leicht leitende
Partikel verhalten. Es stimmt mit dem theoretischen Modell einer schwach leitenden
Kugel umgeben von einer leitenden Schale Uberein. Fur den Fall der Rotation in
Feldrichtung muld die Leitfahigkeit der Kugel grb3er sein als die der umgebenden
Lésung. Die Rotation entgegen der Feldrichtung ist mit einer inneren Leitfahigkeit

konsistent, die etwas geringer ist als die &ul3ere Leitfahigkeit.

Die Dielektrizitatskonstante wurde in den theoretischen Spektren sowohl fur die Schale

als auch fur die Kugel gleich 78 gesetzt. Bei externen Leitfahigkeiten von 3,0 mS/m und
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4,5 mS/m ergaben sich nach diesem Modell etwas hohere Leitfahigkeiten der Schale
von jeweils 4,7 mS/m und 5,6 mS/m. Die inneren Leitfahigkeiten waren ebenfalls zur
aulReren Leitfahigkeit mit jeweils 3,4 mS/m und 4,63mS/m leicht erh6ht. Bei einer
hoheren aulReren Leitfahigkeit von 15,0 mS/m zeigt dann das theoretische Spektrum
eine etwas geringere innere Leitfahigkeit von 14,7 mS/m. Die Leitfahigkeit der Schale

betragt hier 16,0 mS/m
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Bild 4.9: Vergleich von theoretischen und experimentellen Elektrorotationsspektren im hochfrequenten
Bereich bei unterschiedlichen Leitfahigkeiten. Die Feldstarke betrug M0 Fir die
theoretischen Spektren (durchgezogene Linien) wurde das Modell fir einschalige Objekte
verwendet. Es wurden leitende Spharen mit einer Leitfahigkeit von (a) 3,4 mS/m, (b)
4,63 mS/m und (c) 14,7 mS/m und leitende Schalen mit (a) 4,7 mS/m (b) 5,6 mS/m und (c)
16,0 mS/m. Die Dielekrizitdtskonstante fur den Partikel und das externe Medium betrug 78.

Durch Elektrorotationsdaten von nativen Erythrozyten ist bekannt, dal} die innere
Dielektrizitatskonstante bei 50 liegen sollte (s.a. Bild 4.1). Um die Elektrorotationsdaten
der GA-fixierten Erythrozyten im hoherfrequenten Bereich zu interpretieren war es
notwendig eine Dielektrizitatskonstante von 78 anzunehmen. Dies kann ein Resultat des
durch das Glutaraldehyd induzierten Vernetzen der Proteine sein sowie der drastische
Erhéhung der Membranleitfahigkeit. Eine Folge kénnte dann die Zunahme der inneren
Dielektrizitatskonstante sein [12]. In diesem Zusammenhang ist auch noch interessant,
dal3 die Elektrorotationsspektren im Bild 4.9 keinerlei Hinweis auf die Existenz einer

Membran liefern.
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Obwohl sich die Daten prinzipiell mit dem Modell eines kugelférmigen Partikels
interpretieren lassen, sind exakte theoretische Beschreibungen der Maxima nicht
maoglich. Ein Grund neben der Vereinfachung der Erythrozytenform konnte auch an
einem EinfluR liegen den de-Dispersion auch in diesem hohen Frequenzbereich noch
hat.

4.2  Fixierte Thrombozyten

Im Zusammenhang mit den Untersuchungen adDispersion der GA-fixierten

Erythrozyten haben sich fixierte Thrombozyten ebenfalls als Untersuchungsobjekt
angeboten. Thrombozyten stellen insofern ein weiteres interessantes Modellpartikel dar,
als ihr Durchmesser nur knapp ein Drittel bis Viertel von dem der Erythrozyten betragt.
Im a-Dispersionsbereich hangt die Frequenz des Rotationsmaximums insbesondere

vom Radius des Partikels ab (s.a. Kapitel 3.1.3).

Im Bild 4.10 werden die Elektrorotationsspektren von nativen und mit Formaldehyd
fixierten Thrombozyten (FA-fixiert) bei einer externen Leitfahigkeit um 3 mS/m
verglichen. Die nativen Zellen zeigen qualitativ ein ahnliches Spektrum wie die nativen
Erythrozyten. Oberhalb von 1 kHz steigt die Rotationsgeschwindigkeit entgegen der
Feldrichtung zunachst an, bis bei 70 kHz ein Maximum erreicht wird. Knapp unterhalb
von einem MHz kehrt sich die Drehrichtung um. Die darauf folgende Maxwell-Wagner
Dispersion konnte innerhalb des Mel3bereiches nicht mehr vollstandig erfal3t werden.
Unterhalb von 1 kHz zeigen die Thrombozyten eine geringe Rotation parallel zur
Feldrichtung. Im Verhdltnis zu den Rotationsgeschwindigkeiten, die [@m
Dispersionsgebiet erreicht werden, ist diispersion &hnlich gering ausgepragt wie

bei den nativen Erythrozyten. Die durchgezogene Linie im Bild 4.10 zeigt ein
theoretisches Spektrum nach dem Einschalen Modell (Kapitel 3.1.1). Die
entsprechenden Parameter sind in der Legende zu finden. Das Spektrum der mit FA-
fixierten Thromboyten zeigt bei vergleichbarer externer Leitfahigkeit eine relatf-zur
Dispersion wesentlich ausgepragtar®ispersion. Aul3erdem ist das zweite Maximum
deutlich Zu niedrigeren Feldfrequenzen gewandert. Die absolute
Rotationsgeschwindigkeit hat abgesehen vonadBispersion durch die Fixierung der

Zellen signifikant abgenommen.
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Bild 4.10: Vergleich der Elektrorotationsspektren von nativen und FA-fixierten Thrombozyten. Das
Spektrum der nativen Zellen wurde in isotoner gepufferter NaCl-Losung mit Sacharose bei
einer Feldstarke von 12-49/m aufgenommen. Das Spektrum der FA-fixierten Zellen wurde
in KCI-Lésung bei einer Feldstarke von 12, ¥0m aufgenommen. Die durchgezogene Linie
ist ein theoretisches Spektrum (unabhangig von der Feldstéarke und Viskositat) fir die nativen
Zellen unter Verwendung des Einschalen Modells (s.a.: Kp.3.1.1) mit folgenden Paragetern:
=50,em=10,€e=78, G=0,25 S/m, =4 uS/m, h =5 nm und R=1 pum.
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Bild 4.11: Elektrorotationsspektren von FA-fixierten Thrombozyten bei verschiedenen Leitfahigkeiten.
Die Feldstarke betrudge=10 V/m fir f<2 kHz und E=12,1 V/m fiur f>2 kHz. Fir die
theoretischen Spektren wurden die des kubisch strukturierte Modells (CSM) und des
Niederfrequenz Modells (LFDD) addiert.
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Bild 4.12: Effektive Dielektrizitdtskonstantes (s. Kp. 3.1.3) und effektive innere Leitfahigké&t; in
Abhéngigkeit von der Feldfrequenz. Die Parameter werden in Tabelle 4.3 wiedergegeben und
die entsprechenden Elektrorotationsspektren in Bild 4.11.

Im Bild 4.11 sind Elektrorotationsspektren FA-fixierter Thrombozyten bei vier
verschiedenen &auf3eren Leitfahigkeiten zwischen 0,7 mS/m und 16,0 mS/m im
Frequenzbereich von 32 Hz bis 8 MHz zu sehen. Bei allen Leitfahigkeiten erkennt man
oberhalb von 1 kHz zunachst ein Maximum der Rotation entgegen der Feldrichtung und
bei steigender Feldfrequenz ein weiteres Rotationsmaximum parallel zur Feldrichtung.
Die Position dieser Maxima wandert mit steigender Leitfahigkeit zu hdheren
Frequenzen. Gleichzeitig nimmt die Rotationsgeschwindigkeit des zweiten Maximums
ab. Die Geschwindigkeit der Gegenfeldrotation weist hingegen keine signifikante
Abhangigkeit von der Leitfahigkeit auf. Im niederfrequenten Bereich erkennt man ab
einer Leitfahigkeit von 3,1 mS/m eine Rotation parallel zum Feld. Insbesondere die

Leitfahigkeitsabhéngigkeit der Rotation parallel zur Feldrichtung im oberen kHz— bis



60 4 Elektrorotation im Niederfrequenzbereich

MHz-Bereiches zeigt, da? durch die Fixierung der Thrombozyten die Durchlassigkeit

der Membran stark zugenommen hat.

Um die Elektrorotationsspektren zu interpretieren, wurde eine modifizierte Form des
kubisch strukturierten Modells (Kapitel 3.1.2) [32,37] mit der TheorienzDispersion
(Kapitel 3.1.3) superponiert. Die innere Struktur von Thrombozyten ist dadurch
gekennzeichnet, dalR sie verschiedene Vesikel enthalten, wie zum Beispiel
Exocytosevesikel. Diese Inhomogenitat des Innenraumes kann im kubisch strukturierten
Modell naherungsweise durch Quader, die von einer Membran umgeben sind,
beriicksichtigt werden. Diese Quader haben einem festen Durchmesser und festen

Abstand zueinander.

Die theoretischen Spektren im Bild 4.11 zeigen im Bereicld@ispersion eine recht

gute Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten. Die theoretischen Parameter
werden in Tabelle 4.3 wiedergegeben. Die Leitfahigkeit der &uReren Membran wurde
gleich der externen Leitfahigkeit gesetzt. Die Leitfahigkeit der Vesikelzwischenraume
lag immer geringfiigig Uber der aul3eren Leitfahigkeit. Die Innenleitfahigkeit der
InnenvesikelG;,’ lag immer deutlich tber der Leitfahigkeit der Losu@g.’ weist eine
deutliche Abhéngigkeit von der dul3eren Leitfahigigiauf. Mit abnehmender externer
Leitfahigkeit nimmt auch die Innenleitfahigkeit der Vesikel ab. Die
MembranleitfahigkeitG,,’ der Innenvesikel muRte dagegen bei allen Leitfahigkeiten
wesentlich geringer gewahlt werden, nimmt aber auch mit der auf3eren Leitfahigkeit ab.
Fur die Dielektrizitatskonstanten wurde sowohl bei der Membran der Innenvagikel

als auch beim Innenraum der Innenvesikg! ein Wert von 50 angenommen. Die
Dielektrizitatskonstante fur den tbrigen Zellzwischenraggmnd die Zellmembrais,

wurde gleich 78 gesetzt. Fur die geometrischen Parameter der Innenvesikel folgte bei
einem Durchmesser (bzw. Seitenlange der Quader).\=(3 um ein mehr als doppelt

so grofRer Abstand vai=0,65 pum.
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Tabelle 4.3: Parameter die fir die theoretischen Elektrorotationsspektren aus Bild 4.11 variiert wurden
(Ge: externe LeitfahigkeitG,,": Leitfahigkeit der Vesikelmembrai@;,": Leitfahigkeit des
Vesikelinneren; 0. Oberflachenladungsdichte der Zelle). Folgende Parameter wurden
konstant gehalterVesikelparameterMembrandickeh’ =5nm, Dielektrizitatskonstante der
Membran g," =50 und des Inneres;,,’ =50 sowie der Durchmessér =0,3 um;
Zellparameter  Membranleitfahigkeit G,=G,,  Spaltdurchmesser d= 0,65 pm,
Dielektrizitatskonstante der Membrag = 78 und des Spalteg= 78.

Ge [MS/m] 0,7 3,1 8,7 16,0
G’ [mS/m] 11 15 25 45

Gy [mS/m] 0,815 3,33 9,0 16,7
Gn’ [US/m] 0,5 14 65 150
o [C/m? 0,5-10° 1,5-10° 3,4.10° 3,6:10°

Tabelle 4.4: Charakteristische Frequenzen der experimentellen (ex) und theoretischen (th) Spektren der
FA-fixierten Thrombozyten. cL, cl und c2 stehen jeweils fir das Maximumoim
Dispersionsbereich sowie das erste und zweite Maximufiispersionsbereich.

Ge [MS/m]

0,7 3,1 8,7 16,0
forox [HZ] 122 120

forn [HZ] 379 864 1120 1130
forex[KHZ] 1,43 26,1 58 108

forn[kHZ] 4,52 22,6 69 127

feoox [MHZ] 0,273 1,22 3,8

foon [MHZ] 0,178 1,01 3,01 6,48

An Hand dieses Modells lalt sich vermuten, dal3 die Fixierung mit Formaldehyd
vergleichbare Auswirkungen auf die dielektrischen Zellparameter von Thrombozyten
hat wie die Fixierung der Erythrozyten mit Glutaraldehyd. Zunéchst deuten die
Spektren eine erhdhte Durchlassigkeit der auf3eren Lipidmembran an. Dies fuhrt zu
einer drastischen Abnahme der Volumenleitfahigk&it welche im wesentlichen die
Hohe des zweiten Maximums parallel zur Feldrichtung festlegt. Dieses Maximum wird
noch durch die deutlich hohere Innenleitfahigkeit von einigen Innenves&gin
verbreitert. Diese weisen auch eine deutlich geringere Membranleitfahigkeauf,
welche zu einer Rotation entgegen der Feldrichtung bei etwas niedrigeren
Feldfrequenzen fihrt. Aus der Inhomogenitat des Innenraumes der Thrombozyten kann
man die effektive und frequenzabhéngige Innenleitfahigk€iy sowie die
Dielektrizitatskonstantesss berechnen (S. 30 Gleichung (3.19) und (3.20)). Die
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entsprechenden Funktionen zu den theoretischen Spektren aus Bild 4.11 werden im Bild
4.12 dargestellt.

Im Bereich dera-Dispersion zeigen die theoretischen Spektren im Bild 4.11 eine
deutliche Verschiebung des Maximums zu hoheren Feldfrequenzen. Um hier die
theoretischen Verlaufe an die experimentellen Daten anzugleichen, wurde, abgesehen
von dem EinfluR de3-Dispersion, nur die Oberflachenladung der Thrombozyten
variiert. Ab einer Leitfahigkeit von 3,1 mS/m geschah dies durch angleichen der
maximalen experimentellen Rotationsgeschwindigkeiten an die theoretischen. Wie in
Tabelle 4.3 zu sehen nimmt die Oberflachenladungsdichte kontinuierlich von
1,5 mC/nf bei 3,1 mS/m bis auf 3,6 mChhei 16 mS/m zu. Bei einer Leitfahigkeit von

0,7 mS/m wird unter der Annahme einer weiteren kontinuierlichen Abnahme der
Oberflachenladungsdichte mit abnehmender lonenstarke von 0,5’raGsgegangen,

um im theoretischen Spektrum die-Dispersion nicht zu vernachlassigen.
Elektrophoretische Messungen an nativen Thrombozyten zeigten bereits, daf} die
Oberflachenladung mit der lonenstarke abnimmt [10]. Die Ursache flr dieses Verhalten
liegt darin, dal3 Oberflachenstruktur und -ladung auf Veranderungen der lonenstarke
reagiert. Bei abnehmender lonenstarke wird das negative Oberflachenpotential durch
die geringere elektrostatische Abschirmung zunéchst zunehmen. Dieser Prozel3 fihrt
aber gleichzeitig zu einem anwachsen des pH an der Zelloberflache. Wenn nun der pK
dieser Polyelektrolytstruktur im Bereich des pH der Losung liegt, folgt eine geringere
Dissoziation. Insgesamt nimmt die gemessene effektive Oberflachenladung ab. Auch
bei FA-fixierten Thrombozyten konnte mit Elektrophorese ein &hnlicher
Zusammenhang festgestellt werden. Wenn vereinfachend ein glatter spharischer Partikel
angenommen wird, fallt bei FA-fixierten Thrombozyten die Oberflachenladung
zwischen 46 mS/m und 0,3 mS/m von 6,2 mtauf 0,8 mC/m Diese Werte liegen in

dem Bereich, wie die in den theoretischen Spektren verwendeten Werte (siehe Tabelle
4.3).

Die Uberlagerung dem-Dispersion und de-Dispersion durch Addition der Spektren
zeigt eine recht gute Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten. Es fallt auf, daR
die Innenvesikel im theoretischen Ansatz einen recht grof3en Abstand zueinander haben.

Nach elektronenmikroskopischen Aufnahmen (z.B. in [37]) ist ein wesentlich geringerer
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Vesikelabstand und demzufolge eine hdhere Vesikelkonzentration zu erwarten. Da im
kubisch strukturierten Modell nur von einem Vesikeltyp ausgegangen wird, ist zu
vermuten, dall die FA-Fixierung die unterschiedlichen Vesikel nicht einheitlich

hinsichtlich ihrer Struktur verandert. Die berechneten Werte kdnnen somit nur Gber alle

Eigenschaften gemittelte effektive Parameter der Vesikel sein.

Im niederfrequenten Dispersionsgebiet fallt die systematische Verschiebung der
Position des theoretischen Maximums zu héheren Frequenzen auf. Die Position der
experimentellen Maxima bei 3,1 mS/m und 8,7 mS/m im Bild 4.11 entsprechen
ungefahr der, wie sie fur ein knapp viermal so grol3es Partikel zu erwarten wére. Ein
maoglicher Grund kénnte in der Struktur und der Gréf3e der Trombozyten liegen. In dem
Modell zur a-Dispersion wird zum einen von einem glatten Partikel ausgegangen und
zum anderen von einem Partikelradius der wesentlich grof3er ist als die Debye-Lange.
Eventuell macht sich hier die Verletzung dieser beiden Voraussetzungen bemerkbar.
Eine haarige Oberflache, wie sie Thrombozyten haben, wird sicherlich zu einer
Verringerung der lonendiffusionszeiten fuhren. Ein weiteres Problem, welches genauso
fur die B-Dispersion gilt, ist, da die Superposition eine zu grobe Vereinfachung
darstellen kann. Bei der Addition der theoretischen Spektren wird nicht die Mdglichkeit

eines gegenseitigen Einflusses berticksichtigt.

4.3  Zusammenfassung und Schluf3folgerung

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels konnte gezeigt werden, dal3 mit Glutaraldehyd
fixierte Erythrozyten in dem Frequenzbereich zwischen 10 Hz und 1 kHz eine deutliche
Elektrorotation parallel zur Feldrichtung aufweisen. Die experimentellen Spektren sind
mit dem theoretischen Modell (Kapitel 3.1.3) zur Elektrorotation im niederfrequenten
Bereich konsistent. Im Bereich d@rDispersion wird die Elektrorotation durch die
Leitfahigkeiten und die Dielektrizitdtskonstanten von Membran und den Ubrigen
Zellkompartimenten bestimmt. Im Gegensatz dazu wird im Gebiet-@espersion die
Elektrorotation durch die Oberflachenleitfahigkeit und die Oberflachenladung
bestimmt. Die im Bereich de3-Dispersion bekannte Aquivalenz von Elektrorotation
und Impedanzmessung geht als Folge des elektroosmotischen Anteils der

niederfrequenten Elektrorotation verloren.
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Im zweiten Teil wurden experimentelle Elektrorotationsspektren FA-fixierter
Thrombozyten imo- und 3-Dispersionsbereich untersucht. Die experimentellen Daten
wurden mit einer Kombination aus dem kubisch strukturieren Modell und dem Modell
zur a-Dispersion verglichen. Beim kubisch strukturierten Modell wurde eine etwas
modifizierter Ansatz des urspringlichen Modells verwendet [32]. Die Erweiterung
bestand in der Ausdehnung auf beliebige Vesikelkonzentrationen und —abstande. Das
herkdbmmliche Modell ist auf kleine Vesikelabstdnde im Verhaltnis zum

Vesikeldurchmesser beschréankt.

Die experimentellen Spektren der FA-fixierten Thrombozyten (S. 58 Bild 4.11) zeigten
gerade im Bereich def-Dispersion eine sehr gute Ubereinstimmung mit den
theoretisch berechneten Verlaufen. Um die Zuverlassigkeit dieses Modells abschlie3end
beurteilen zu kénnen, bedarf es in Zukunft weiterer Untersuchungen an z.B. Aggregaten
oder Partikeln, die durch entsprechende Innenstrukturen auffallen. Im niederfrequenten
Bereich stellten sich groRere Abweichungen zwischen Experiment und Theorie ein.
Hier lag die theoretische Frequenz maximaler Rotation immer bei deutlich héheren

Frequenzen als im Experiment.

Die Theorie zur niederfrequenten Elektrorotation beschreibt nur das Standardmodell
einer elektrischen Doppelschicht um ein kugelférmiges Partikel. Weitere theoretische
Ansatze werden noétig sein, um diese Theorie auf beliebige Partikel anwenden zu
kénnen. So mul3 zum einen der Einflul von haarigen Oberflachenstrukturen geklart
werden, zumal zahlreiche biologische und nicht biologische Partikel tGber solch eine
Struktur verfiigen (z.B. Erythrozyten). Au3erdem muf3 die Theorie fur den Fall beliebig

groBer Debye-Langen im Verhaltnis zum Partikelradius erweitert werden. Da sich die
a-Dispersion nur bei geringen aul3eren Leitfahigkeiten beobachten lafit, muld man
zwangslaufig mit relativ gro3en Debye-Langen arbeiten. Dies konnte auch die Ursache
fur die Abweichungen zwischen Theorie und Experiment bei den Untersuchungen der

FA-fixierten Thrombozyten ina-Dispersionsbereich sein.



5 Erfassung von Polymer-Depletionschichten im
Alpha-Dispersionsbereich

Ziel dieses Kapitels ist den Einflul3 von Depletionschichten auf die Elektrorotation im
a-Dispersionsgebiet darzustellen. Ausgehend von der Schluf3folgerung des letzten
Kapitels, dal3 die Elektrorotation inm-Dispersionsbereich durch Elektroosmose
wesentlich beeinflu®t wird, sollten sich makromolekulare Depletionschichten mit Hilfe
von Elektrorotation detektieren lassen. Dazu werden zundchst im Kapitel 5.1
elektrophoretische Untersuchungen in Dextranlésungen vorgestellt. Dies dient in erster
Linie der Quantifizierung des Depletioneffektes bei den verwendeten Konzentrationen
und Molekulargewichten von Dextran. Auf dieser Grundlage folgen im zweiten Teil die
Untersuchung und Interpretation der Elektrorotation von fixierten Erythrozyten im

niederfrequenten Bereich in Anwesenheit von Dextrandepletionschichten.

5.1 Depletion in Dextranldsungen

Im Bild 5.1 werden die Verhaltnisse der elektrophoretischen Mobilitdt von fixierten
Erythrozyten in Natriumchloridldsungys zu den in Dextranlésungy, flr
unterschiedliche Debye-Langen dargestellt. Die Debye-Lange wurde bei den Versuchen
durch die Variation der Konzentration von Natriumchlorid erreicht. Fur die Messungen
wurde Dextran mit den Molekulargewichten 71 kDa, 464 kDa und 2400 kDa
verwendet. Die Konzentration betrug immer 2 g/dl. Das Viskositatsverhaltnis der
Dextranldsungen zu den Kochsalzlosunggins betrug jeweils 1,73 fiur 71 kDa
Dextran, 2,46 fur 464 kDa Dextran und 3,61 fur 2400 kDa Dextran.

Das Verhaltnigud/, zeigte fur die Losungen mit Dextran von einem Molekulargewicht
von 464 kDa und von 2400 kDa Uber den gesamten Messbereich eine lineare
Abhangigkeit von der Debye-Lange. Aul3erdem war es immer kleiner als das
entsprechende Viskositatsverhaltmg/ns. Bei Verwendung von Dextran mit einem
Molekulargewicht von 71kD war diese Abhangigkeit nur bis zu einer Debye-Lange von
ungefahr 5 nm linear. Bis zu diesem Wert war die Mobilitat auch noch gréf3er als nach

der Viskositat zu erwarten. Oberhalb dieser Lange erreichte dann das
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Mobilitatsverhéltnis das Viskositatsverhaltnis. In  keinem Fall (berstieg das
Mobilitatsverhaltnis signifikant das Viskositatsverhaltnis. Auffallig war noch das etwas
groRere Mobilitatsverhaltnis der fixierten Erythrozyten in der Losung mit 464 kDa
Dextran gegentber der mit 2400 kDa Dextran im gesamten Messbereich. Nur bei einer
Debye-Lange um 7,5 nm Uberstieg das Mobilitdatsverhaltnis der 2400 kDa Losung
geringfugig den Wert, der in der 454 kDa Losung erreicht wurde. Die Viskositéat der
2400 kDa Losung war dagegen deutlich gréf3er.

4 ‘ ‘ ‘ — o~ 71kDa
— O 464kDa

I — & 2400 kDa

_2400KDa_____
T ~35 | ]
8 & I ]
I3 3t |
©n [yl 3
Yo | |
2 g 71 kDa Dx
S £25  44Kpa <
g > 464 kDa DX
2
£3 2+
5L
o n @ T T e e e e == T _ 4
= >

15 |
1 1
0 5 10 15 20 25

Debye-Lange [nm]

Bild 5.1: Verhéaltnis der elektrophoretischen Mobilitéflpyx von fixierten Erythrozyten in gepufferten
Losungen (pH = 7.4) mit unterschiedlichen Natriumchloridkonzentrationen ohne zusétzliches
Dextran ps und mit 2 g/dl Dextran gpx unterschiedlicher Molekularmassen. Die
durchgezogenen Linien sind theoretische Abhangigkeiten nach Gleichung (3.48) auf Seite 40.
Die verwendeten theoretischen Parameter und das Verhdltnis der Viskositdten werden in
Tabelle 5.1 zusammengefal3t.

Neben den experimentellen Daten wird im Bild 5.1 auch die lineare theoretische
Abhangigkeit dargestellt, wie sie néherungsweise fur Depletionschichten gilt, die
deutlich groRRer sind als Dicke der Doppelschicht (S. 40 GI. (3.48)). Die beiden freien
ParameterA sowie die Viskositatr), an der Oberflache der haarigen Schicht des

Erythrozyten wurden durch Angleichen der linearisierten Gleichung an die

experimentell bestimmten Mobilitdtsverhaltnisse festgelegt. Beide Parameter
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bestimmen unterschiedliche Eigenschaften des Mobilitatsverhaltpigpggs Das Mal3
fur die SchichtdickeA legt die Steigung in Abhangigkeit von der Debye-Lange fest,
wahrend die Viskositat den absoluten Wert wgiipx bestimmt. In Tabelle 5.1 werden

die ermittelten Werte zusammengefal3t.

Der Langenparameter lag in der gleichen GréRenordnungen wie der Gyrationsradius
der Dextran-Molekile [96]. Auffallig ist die etwas hohere Viskositi@gt an der
Zelloberflache verglichen mit der des Losungsmittels. Diese Viskositdtszunahme ist auf
an der Erythrozytenoberflache immobilisierte Dextranmolekile zurlckzufihren.
Inwieweit die Dextranmolektile adsorbiert sind oder auch nur eine hydrodynamische
Wechselwirkung mit der Zelloberflache eingehen, laflt sich durch Elektrophorese nicht
entscheiden [10].

Tabelle 5.1: Zusammenstellung der theoretische Viskositatsverhaltpigsé€no: an der Zelloberflache,

siehe Kapitel 3.2), Viskositatsverhéltnis der Dextranlésung zu den Salzl6sgsgerund
die Dicke der Depletionschicht fiir fixierte Erythrozyten in unterschiedlichen Dextran

Losungen.
Dextran [kD] Dextran [g/dl] Nox/ Ns no/ns A [nm]
71 2 1,73 1,11 4,4
71 4 2,64 1,23 2,9
464 2 2,46 1,11 13,0
464 3 3,72 1,22 11,9
2.400 2 3,61 1,11 18,2

Im Bild 5.2 werden die Verlaufe der Viskositaten in Abhangigkeit vom Abstand zur
Zelloberflache fur verschiedene Dextranlésungen dargestellt. Die Berechnung der
Profile erfolgte unter der Annahme des exponentiellen Viskositatsverlaufes, wie er in
der Gleichung (3.47) auf Seite 40 beschrieben wird. In diese Gleichung wurden die
theoretischen und experimentellen Werte aus Tabelle 5.1 eingesetzt. Zu sehen sind die
Profile von Dextranlésungen mit 2 und 4 g/dl 71 kDa Dextran, 2 und 3 g/dl 464 kDa
Dextran und 2 g/dl 2400 kDa Dextran. Nur bei den Ldsungen mit 71 kDa Dextran
wurde anndhernd der Viskositatswert der Losungen in einem Abstand erreicht, der

geringer war als die Debye-La&nge bei der niedrigsten verwendeten lonenstarke.

! Werte aus [10] tibernommen
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Bei einem Vergleich der unterschiedlichen Losungen mit gleicher Konzentration aber
unterschiedlichen  Molekulargewichten fallt im Bild 5.2 fir niedrige
Oberflachenabstande auf, dall beim geringsten Molekulargewicht von 71kD die
Viskositat am gro3ten war. Der Vergleich zwischen dem 464kD und dem 2400kD
lieferte einen etwas grol3eren Viskositatswert des 464kD Dextran bis zu einer Distanz
von ca. 13nm. Bei gréReren Abstdnden zur Oberflache kehrte sich diese Reihenfolge
um. Dann wurde die groRRere Viskositdt der hohermolekularen Dextranlosungen
entscheidend. Bei geringen Oberflachenabstanden machte sich dagegen der steilere

Viskositatszuwachs der Dextranldsungen mit niedrigerem Molekulargewicht

bemerkbar.
3 T T T T T T T
| 3g/dl 464 kDa |
25 1 4g/dl 71 kDa 1
) 2g/dl 2400 kDa |
& 2
e
f§ 2g/dl 464 kDa |
3
<15 2g/dl 71 kDa |
2
1 i
0,5
0 5 10 15 20 25

Abstand zur Zelloberflache [nm]

Bild 5.2: Viskositatsprofile als Funktion des Abstandes von der Partikeloberflache fiir unterschiedliche
Dextrankonzentrationen und Molekulargewichte nach Gleichung (3.47) auf Seite 40. Die
verwendeten Parameter sind in Tabelle 5.1 zu finden.

Die experimentell ermittelten Mobilitatsverhaltnisse in Bild 5.1 spiegeln die in Bild 5.2
berechneten Viskositatsprofile wieder. Nach den Viskositatsprofilen sollten die
fixierten Erythrozyten bis zu einer Debye-Ldnge von 11 nm in der 71kDa
Dextranlésung (2 g/dl) eine geringere Mobilitdt haben als in den Lésungen mit 464 kDa
und 2400 kDa Dextran. Bei groRerer Debye-Lange miflten dagegen die
Mobilitatsverhaltnisse, die in der 71 kDa Lésung gemessen wurden, kleiner werden als

die in den 464 kDa und 2400 kDa Lésungen. Der Unterschied zwischen den
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Viskositatsprofilen des 464 kDa und 2400 kDa Dextran ist bis zu einem

Oberflachenabstand von 25 nm nicht allzu gravierend. Bis zu einer Debye-Ladnge um
15 nm ist eine etwas grof3ere Mobilitat in der 464 kDa L6sung zu erwarten. Oberhalb
dieses Wertes sollte die Mobilitat etwas unterhalb der Mobilitat in der 2400 kDa Lésung

zu finden sein.

Die elektrophoretischen Mobilitatsverhéltnisse im Bild 5.1 stimmen mit den obigen
Deutungen der Viskositatsprofile gut Uberein. Bei einer Debye-Lange um 14 nm
schneiden die Mobilitatsverhaltnisse der fixierten Erythrozyten in der 71 kDa Lésung
die in den 464 kDa und 2400 kDa LoOsungen. Bei niedrigen lonenstarken liegt die
Mobilitéat im 71 kDa Dextran dann deutlich Gber den Verhaltnissen wie sie bei 464 kDa
und 2400kDa zu finden sind. Bei der niedrigsten lonenstarken ist das
Mobilitatsverhaltnis in der 464 kDa Losung etwas grol3er als in der 2400 kDa Losung,
obwohl nach den Viskositatsprofilen das Gegenteil eintreten sollte. Die nach den

Viskositatsprofilen zu erwartenden Unterschiede sind auch nur gering.

5.2  Elektrorotation in Dextranlésungen

Als erstes soll der EinfluR des Molekulargewichtes des verwendeten Dextran auf die
Elektrorotation ima-Dispersionsbereich untersucht werden. Dazu werden im Bild 5.3

Elektrorotationsspektren von fixierten Erythrozyten bei einer Leitfahigkeit von

2,1 mS/m im Frequenzbereich zwischen 32 Hz und 2 kHz dargestellt. Wie bereits im
Kapitel 4 beschrieben, lal3t sich in diesem Frequenzbereich bei fixierten Erythrozyten
nur eine Rotation parallel zur Feldrotation beobachten. Die Spektren wurden jeweils in
Loésungen mit 71 kDa Dextran bei einer Konzentration von 4 g/dl, 464 kDa Dextran bei
einer Konzentration von 3 g/dl, 2400 kDa Dextran bei einer Konzentration von 2 g/dl
sowie in einer Kontrollésung ohne Dextran aufgenommen. Die unterschiedlichen
Konzentrationen wurden gewahlt, um alle Spektren bei vergleichbarer Viskositéat

aufzunehmen.

Die Viskositat betrug jeweils 2,3 mPas fur 71 kDa Dextran, 3,4 mPas fur 464 kDa
Dextran und 3,5 mPas fur 2400 kDa Dextran. Bei kleinen Rotationsgeschwindigkeiten
soll diese normalerweise proportional zum Kehrwert der Viskositat sein. Dennoch war

die Rotationsgeschwindigkeit in der Losung mit 2400 kDa groR3er als in den Ubrigen
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Dextranldésungen. Auch der Vergleich zwischen den Spektren im 464 kDa Dextran und
im 71 kDa Dextran widersprach der zu erwartenden Proportionalitat. Um die Spektren
in den Dextranldsungen quantitativ mit dem Kontrollspektrum zu vergleichen, sind im
Bild 5.4 die Verhdltnisse der Rotationsgeschwindigkeiten in der Kontrollésung zu
denen in den Dextranldsung in Abh&ngigkeit von der Feldfrequenz aufgetragen. Zum
Vergleich wurden in der Abbildung auch die Viskositatsverhaltnisse dargestellt. Das
Verhaltnis in der 2400 kDa L6sung lagen uber den gesamten Frequenzbereich deutlich
unter dem Verhdltnis der Viskositaten. Beim 464 kDa Dextran war dieses ebenfalls
immer unterhalb zu finden, allerdings ist der Unterschied bei Frequenzen kleiner als
100 Hz nicht mehr so signifikant. Beim 71 kDa Dextran war die
Rotationsgeschwindigkeit unterhalb von 100 Hz sogar langsamer als eigentlich zu
erwarten ware und oberhalb wie bei den anderen Losungen schneller, wenn auch bei
weitem nicht so deutlich wie beim hohermolekularen Dextran. Dieses
Rotationsverhalten lait sich auf der Grundlage der Viskositatsprofile (Bild 5.2), die sich
durch einen Depletioneffekt ausbilden, sowie dem elektroosmotischen Konzept der

Dispersion interpretieren.

Die Viskositaten der Losung mit 464 kDa Dextran sowie die mit 2400 kDa Dextran
weichen nur geringfligig voneinander ab. Innerhalb der Depletionschicht unterscheiden
sich die Viskositatsprofile jedoch erheblich (Bild 5.2). Durch die schmalere
Depletionschicht bei der 464 kDa Dextran-Lésung wird die Volumenviskositat bereits
bei kleineren Oberflachenabstanden erreicht. Bei einer Konzentration von 2 g/dl betrug
der experimentell ermittelte Paramederder die effektive Dicke der Depletionschicht
beschreibt, bei einem Molekulargewicht von 2400 kDa 18,2 nm und bei 464 kDa nur
13,0 nm (siehe Tabelle 5.1). Unter den gewdahlten experimentellen Bedingungen lag die
Debyelange bei 23 nm. Wegen der Unterschiede in der Dicke der Depletionschicht
erfahrt der elektroosmotische Flul3 in den Lésungen mit héhermolekularen Dextran
einen geringeren Widerstand. So ist zum Beispiel der Reibungswiderstand in der
Loésung mit dem 2400 kDa Dextran geringer als in der 464 kDa Lésung, weil die
Depletionschicht in der hohermolekularen LOsung weiter in die elektrische
Doppelschicht vordringt. Analog laf3t sich die Rotationsgeschwindigkeit beim 71 kDa

Dextran im Bild 5.3 verstehen. Die L6sung des 71 kDa Dextran hatte bei einer
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Konzentration von 4 g/dl einen Depletionparamateon 2,9 nm, was nur knapp einem
Achtel der Debyeldnge entspricht. Dies erklart die geringe aber noch sichtbare

Auswirkung des Depletioneffektes auf die Rotation zwischen 200 Hz und 2 kHz.

—x— Kontrolle
i —o— 2400 kDa (2g/d) | |
08 - —O— 464 kDa (3g/dl) |/
’ —A— 71 kDa (4g/dl)
5 n=3,5 mPas n=0,9 mPas
J0.6 P T N
g
IEI L
i)
BOA - XN
A n=3,4 mPas
02 - T TR TN
n=2,3 mPas
O Lol I B B T
10 100 1000 10000

Feldfrequenz [Hz]

Bild 5.3: Vergleich von Elektorotationsspektren fixierter Erythrozyten in Natriumchlorid- und
Dextranlésungen. Molekulargewichte und Konzentrationen werden in der Legende angegeben.
Alle Rotationsspektren wurden bei einer Feldstérke vor®8/4a und einer Leitfahigkeit von
2,1 mS/m aufgenommen. Die Standardabweichung lag zwischen 8 und 16 Prozent.

Auffallig ist im Bild 5.4, dal’ die Rotationsverhaltnisse unterhalb von 100 Hz in den
Loésungen mit 71 kDa und 464 kDa Dextran deutlich grol3er waren. Beim 71 kDa
Dextran wurde sogar das Viskositatsverhaltnis Uberschritten, d.h. die Rotation war
langsamer als mit der erhdhten Viskositat klassisch zu erwarten ware. Trotz dieses
Widerspruches erkennt man deutlich den EinfluR des Depletioneffektes auf die
Rotationsverhaltnisse im Bereich a@eDispersion. Auch die in den elektrophoretischen
Daten ermittelte Abh&ngigkeit von den Molekulargewichten [&3t sich in der gleichen

Reihenfolge im Bild 5.4 wiedererkennen.
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Bild 5.4: Verhaltnisse der Rotationsgeschwindigkeiten aus Bild 5.3 in Dextranldsung zur Kontrolle. Die
gestrichelten Linien geben die entsprechenden Viskositatsverhaltnisse an.
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Bild 5.5: Vergleich von Elektorotationsspektren fixierter Erythrozyten in Natriumchloridlésung und
Dextranlésung mit unterschiedlichen Konzentrationen von 2400 kDa Dextran. Die
Rotationsspektren wurden bei einer Feldstéarke von*8/f und bei einer Leitfahigkeit von
3,9 mS/m aufgenommen.
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In Bild 5.5 sind Elektrorotationsspektren im niederfrequenten Bereich zu sehen, bei
denen die Konzentration von 2400 kDa Dextran variiert wurde. Die Spektren wurden
bei einer Leitfahigkeit um 4.0 mS/m aufgenommen. Trotz einer fast vierfachen
Viskositat der Losung mit 2 g/dl Dextran gegentber der Kontrollésung und einer mehr
als siebenfachen mit 4 g/dl Dextran sind die Rotationsgeschwindigkeiten im
Durchschnitt Uber den gemessenen Frequenzbereich nur um einen Faktor von 1,8
(2 g/dl) und 3,2 (4 g/dl) reduziert. Im Bild 5.6 werden zur Verdeutlichung noch die
relativen Rotationsspektren im Vergleich zu den Viskositaten der Lésungen dargestellt.

Bei der verwendeten lonenstérke betragt die Debyeldnge ungefahr 16nm.

[ —o—4 g/di (2.400 kDa)
—o— 2 g/dl (2.400 kDa)

(e}

N

relative Rotation

N

0 Lo Lo L

100 1000 10000
Feldfrequenz [Hz]

Bild 5.6: Verhéltnisse der Elektrorotationsspektren aus Bild 5.5 in 2400 kDa Dextranlésung zur
Kontrolle. Die gestrichelten Linien geben die entsprechenden Viskositatsverhaltnisse an.

Im Bild 5.6 fallt auRerdem der monotone Anstieg des Rotationsverhaltnisses bei einer
Konzentration von 4 g/dl mit zunehmender Feldfrequenz auf. Der Einflul3 einer
Depletionschicht beim Ubergang vam zum -Dispersionsbereich wird im Bild 5.7 in
einem Frequenzbereich von 64 Hz bis 2 MHz dargestellt. Zu sehen ist das Verhaltnis
der Rotationsgeschwindigkeiten  von  fixierten  Erythrozyten in  einer
Natriumchloridliésung zu dem in einer 2400 kDa Dextranldsung mit einer
Konzentration von 2 g/dl. Die Spektren wurden bei einer externen Leitfahigkeit von
2,1 mS/m aufgenommen. Deutlich zu erkennen ist die Zunahme des

Rotationsverhaltnisses mit steigender Feldfrequenz bis in den Bereich von 10-100kHz
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hinein. Von hier an rotieren die Erythrozyten innerhalb der Fehlergrenzen mit der nach
der Viskositat zu erwartenden Geschwindigkeit. Diese Beobachtungen untermauern
zum einen die Unabhangigkeit dgDispersion vom Depletioneffekt und zum anderen

den deutlichen Zusammenhang zwischen der Depletionschicht und der Elektrorotation

im a-Dispersionbereich.

L n(DxX)/n(Ko) 2g/dl

relative Rotation
w

O Lol Ll Lol Ll Ll Ll
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
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Bild 5.7: Verhaltnis der Rotationsgeschwindigkeiten von fixierten Erythrozyten in Natriumchloridlésung
zu denen in 2 g/dl Dextran 2400 kDa Lésung in Abhangigkeit von der externen Feldfrequenz.
Die gestrichelte dicke Linie entspricht dem Viskositatsverhdltnis. Die Daten wurden bei einer
Leitfahigkeit von 2,1 mS/m und einer Feldstérke von 8vith aufgenommen.

Um die Aussagekraft dieser Ergebnisse zu verdeutlichen, soll zum Abschluf3 noch
qualitativ die Energiedissipation von hydrodynamischen und elektroosmotischen
Stromungen verglichen werden. Elektrokinetische Wechselwirkungen treten im
Nanometerbereich auf. Im Gegensatz dazu reichen die hydrodynamischen Krafte, die
zum Beispiel durch die Wechselwirkung eines externen elektrischen Feldes auf den
induzierten Dipol eines in einer Losung befindlichen Partikels wirken, wesentlich
weiter. Im Bild 5.8 wird dieser Sachverhalt an Hand zweier Geschwindigkeitsprofile
dargestellt. Dazu wird von einer Oberflache ausgegangen, an der die Geschwindigkeit
null ist und von dort beginnend mit dem senkrechtem Abstand zunimmt. Beim
elektroosmotischen Profil wird der Grenzwert der Geschwindigkeit bei einem Abstand

erreicht, der in der Grél3enordnung der Debye-L&nge liegt. Das hydrodynamische Profil
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nahert sich dagegen unabhangig von der Debye-Lange allmahlich dem endgultigen

Wert, welcher erst bei wesentlich gréReren Abstanden erreicht wird.

Im Bild 5.8 wird auch noch der Einflu3 des verwendeten Polymers und der lonenstéarke
der Losung illustriert. Zu diesem Zweck sind qualitativ die GroéRen von zwei

Depletionschichten und eine Debye-Lange eingezeichnet. Man erkennt fur die
illustrierten Falle zum einen den EinfluR der GroRe der Depletionschicht und zum
anderen den Einflul3 einer gro3er werdenden Debye-Lange. Im Falle der Elektrorotation
im o - Dispersionsbereich fuhrt so eine Debye-Lange, die gréRer als die
Depletionschicht ist, zu einem groBeren EinfluR der Losungsviskositat auf die

Rotationsgeschwindigkeit.

Ll ¢ A2400 kDa
LT N elektroosmotisches Profil
E AR
S | '/ 4 Debye-Lange
_'g .
= L
S L
205 [«
o 4—— \1kpa
L hydrodynamisches Profil
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O 1

Oberflachenabstand

Bild 5.8: Qualitativer  Vergleich eines elektroosmotischen und eines hydrodynamischen
Geschwindigkeitsprofils in Abhangigkeit vom Abstand zur Oberfladhggop und A71p
markieren die Dicke der Depletionschicht flur unterschiedliche Molekuargewichte des
verwendeten Polymers.

5.3 Zusammenfassung und Schluf3folgerung

Die experimentellen und theoretischen Resultate zeigen deutlich den Einflu3, den die
Dextrandepletionschicht auf die Elektrorotation im Niederfrequenzbereich bei fixierten
Erythrozyten hat. Im Gegensatz dazu existiert im Bereich hoherer Frequenzen bzw. der

3 - Dispersion nur ein geringer oder gar kein Einflul3 von Dextrandepletionschichten auf
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das Elektrorotationsverhalten. Die experimentellen Ergebnisse dieses Kapitels
bestdtigen also die Vermutung, dald ein wesentlicher Anteil der Kréaftex-im
Dispersionsbereich elektroosmotischer Natur sein muf3 [58]. Besonders deutlich wird

dies auch beim Ubergang zu héheren Frequenzen.

Ein weiterer Einflul3, der vorerst hier nicht berticksichtigt wurde, ist die Adsorption von
Polymeren. Sicher wird auch dies Einflu3 auf die Diffusionszeiten der lonen und somit
auf den Verlauf der Spektren haben. Damit die Elektrorotation aber zu einem
geeigneten Instrument beim Untersuchen von Polymerdepletion und -—adsorption
werden kann, missen noch theoretische Hindernisse genommen werden. Zum einen
wird eine Verallgemeinerung auf haarige Oberflachen bendétigt, die auch den Einflul3
ortsabhangiger Viskositatsprofile bertcksichtigt. Mit einem derartigen Modell ware eine
quantitative Interpretation der dargestellten Erythrozytenspektren in Dextranldsungen
maoglich. Aul3erdem muld geklart werden, inwieweit sich @lieund B-Dispersion

beeinflussen und in einer Theorie vereinigt werden kénnen.

Die Elektrorotation konnte gegeniber der Elektrophorese erhebliche experimentelle
Vorteile fur die Bestimmung von Depletioneffekten aufweisen. Bei der Elektrophorese
mufl3 die Debye-Lange variiert werden, um die Ausmal3e der Depletionschicht zu
bestimmen. Bei der Rotation konnte hingegen die Variation der Feldfrequenz
ausreichen, um z.B. beim Ubergang voem zum B-Gebiet die AusmaRe und das

Viskositatsprofil einer Depletionschicht zu bestimmen.



6 Polyelektrolytdepletion und -adsorption bei
Erythrozyten

Dieses Kapitel beschaftigt sich im wesentlichen mit der Wechselwirkung zwischen
Polyelektrolyten und der Erythrozytenmembran. Im ersten Abschnitt werden
elektrophoretische Daten von nativen Erythrozyten in  unterschiedlichen
Polystyrensulfonat (PSS) Lésungen vorgestellt, die Ruckschlisse auf das Adsorptions-
und Verdrangungsverhalten dieser Polymere zulassen. Der zweite Teil widmet sich der
Adsorption von Polyelektrolyten an fixierten Erythrozyten und der Madoglichkeit

Polyelekrolytkapseln mit biologischen Templaten herzustellen.

6.1  Depletion und Adsorption von PSS an nativen Erythrozyten

Im Bild 6.1 sind die elektrophoretischen Mobilitaten nativer Erythrozyten in PSS
Lésungen mit  unterschiedlichen Molekulargwichten zu sehen. Die
Polymerkonzentration betrug immer 1 g/dl und die lonenstarke 150 mM. In den PSS
Losungen wurde die lonenstarke durch angleichen der Leitfahigkeit an die der
Kontrollésung ohne PSS durch Zugabe von NaCl erreicht. Die Angaben der
Salzkonzentrationen in den PSS-LOsungen stellen insofern durch den Beitrag der PSS-
Molektle zur Leitfahigkeit nur angenahert die NaCl Konzentration dar. Als erstes
erkennt man, dal3 mit zunehmendem Molekulargewicht auch die Mobilitdt zunahm. Wie
in Tabelle 6.1 zu sehen, ist mit dem Molekulargewicht der Polymere auch die Viskositét
gewachsen. Bei einem Molekulargewicht von 48,7 kDa lag diese mit 0,97 mPas nur
geringfugig Uber der Kontrollésung ohne PSS und erreichte bei 2613 kDa 14,5 mPas.
Zunéchst wurde von dem linearen Zusammenhang zwischen dem Produkt aus der
Mobilitdt und der Viskositdt mit dem(-Potential ausgegangen, wie es nach
Smoluchowski zu erwarten ist. Im Bild 6.1 sind diese theoretis¢RRatentiale in
Abhangigkeit vom Molekulargewicht eingetragen. Man erkennt einen dramatischen
Zuwachs mit zunehmendem Molekulargewicht. Im Vergleich zum Kontrollwert ist das
(-Potential in der Losung mit 1 g/dl des 2613 kDa PSS von 13,1 mV auf 618 mV

angewachsen. Die extrem hohen theoretischen Werté-Betentials legen nahe, dal3
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die Versuche auf3erhalb des Gultigkeitsbereiches der Gleichung von Smoluchowski
lagen. An dem Mobilitatszuwachs den die Erythrozyten in den PSS-Lésungen erfahren,
lakt sich vermuten, dal3 eine Adsorption der negativ geladenen PSS-Molekile
stattfindet.

In Lésungen mit Polyelektrolyten konnen sich wie bei neutralen Polymeren
Depletionschichten ausbilden. Bei neutralen Polymeren fuhrt die Abnahme der
Konfigurationsentropie der Polymere nahe der Grenzflache zur Ausbildung einer
Depletionschicht, wenn sie nicht durch eine positive Wechselwirkungsenergie
ausgeglichen wird. Als zusatzlicher Faktor tritt bei geladenen Polymeren noch die
elektrostatische Wechselwirkung hinzu [13,46]. Wie bereits im Kapitel 3.2 erlautert
kann ein Polymerdepletioneffekt zu einer reduzierten Viskositat innerhalb der
Doppelschicht fihren, wodurch der lineare Zusammenhang zwischen der
Losungsviskositat und derg-Potential verloren geht. Die vorliegenden Ergebnisse

sprechen deutlich fur einen Depletioneffekt.

Interessant ist auch, daf3 mit zunehmendem Molekulargewicht offensichtlich mehr
Ladungen an die Oberflache des Erythrozyten gebunden werden, obwohl die
Monomerkonzentration in den Losungen konstant bleibt. Die Adsorption von PSS war
vollig reversibel und die Molekile konnten ohne Probleme durch Waschen der

Erythrozyten in gepufferter isotoner NaCl Losung wieder entfernt werden.
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Bild 6.1: Elektrophoretische Mobilitat (EPM) von menschlichen Erythrozyten in PSS-Ldsungen bei
einer lonenstarke von 150mM (pH=7,4) und einer PSS Konzentration von 1g/dl in

Abhéangigkeit vom Molekulargewicht des Polymers sowie die dazugehdfdententiale
(nach Smulochowski).

Tabelle 6.1: Zusammenfassung der Parameter zum Bild M,1 fhittleres Molekulargewicht;u:
Mobilitét; n: Viskositat;¢: {-Potential (nhach Smulochowski).

M,, [kDa] 0 48,6 70 350 990 2613
1 [108mAVv s 1,13 1,31 1,38 1,86 2,34 3,31
n [mPs] 0,9 0,97 1,21 2,0 4,95 14,5
Z [mV] 13,1 16,4 21,5 48 149 618
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Bild 6.2: Elektrophoretische Mobilitat von nativen Erythrozyten in isotonen PSS-Ldsungen mit
unterschiedlichen lonenstarken (Angabe in der Legende in mM NaCl, pH=7,4) und
Molekulargewichten in Abhangigkeit von der Konzentration. Die Standardabweichung lag bei
5-15 %. Im unteren Bild sind die Viskositaten aufgetragen.

Im Bild 6.2 ist die Abhéngigkeit der Mobilitat von nativen Erythrozyten von der PSS
Konzentration und der verwendeten lonenstarke zu sehen. Im unteren Teil werden die
Viskositaten dargestellt. Es wurden PSS Losungen mit 70 kDa und 1000 kDa
verwendet. Die lonenstarke betrug jeweils 15 mM und 150 mM NaCl. Obwohl die
Viskositaten der PSS-Losungen mit der Konzentration anstiegen, nahmen gleichzeitig
die Mobilitaten deutlich zu. AuRer der insgesamt etwas hdheren Mobilitat bei niedrigen
lonenstérken scheint die Zunahme im wesentlichen linear von der PSS Konzentration
abzuhangen. Die lonenstarke scheint keinen allzu grof3en Einflul3 auf den absoluten
Zuwachs zu haben. Dies ist insofern bemerkenswert, als die Viskositat bei geringerer

NaCl Konzentration nochmals signifikant angestiegen war.
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Bild 6.3: Absolute Ladungszunahme an der Zelloberflache nativer Erythrozyten in PSS Ldsungen in
Abhangigkeit von der PSS Konzentration, dem Molekulargewicht sowie der lonenstéarke. Zur
Berechnung wird von einem glatten spharischen Partikel ausgegangen und die Viskositat der
Lésungen vernachlassigt (siehe Gleichung (3.42)). Ohne PSS betragt die Oberflachenladung
bei 150 mM NaCl und 15 mM NaCl jeweils 12,6 m&tmd 8,7 mC/rh

Um die Adsorptionsisothermen von PSS an der Erythrozytenoberflache zu diskutieren,
wird im folgenden davon ausgegangen, dal® die Ausmalie der Depletionschicht die der
Doppelschicht Gberschreiten. Die Viskositat innerhalb der Doppelschicht wurde gleich
der Kontrollésung gesetzt. Im Bild 6.4 und Bild 6.3 ist jeweils die Zunahme der
Oberflachenladundo der Erythrozyten in den PSS Lésungen aus Bild 6.1 und Bild 6.2
dargestellt. Zur Berechnung der Ladungen wurde von einer Kugel mit einer glatten
Oberflache ausgegangen, die Struktur der Erythrozytenoberflache also nicht
berticksichtigt. Die angegebenen Ladungen lassen daher keine Ruckschlisse auf die
absolute Adsorption zu. Vielmehr handelt es sich um effektive Ladungszunahmen, die

sich untereinander vergleichen lassen.

Wie nach den Mobilitaten aus Bild 6.2 zu erwarten, nahmen die Oberflachenladungen
in allen Lésungen (Bild 6.3) stetig mit der Konzentration zu, wobei der Zuwachs in den

Loésungen mit dem 1 MDa PSS noch deutlich grol3er war. Beim héhermolekularen PSS
war bei geringeren Konzentrationen noch ein etwas steilerer Anstieg zu beobachten.
Sowohl beim 70 kDa als auch beim 1 MDa lagen die Oberflachenladungen in den

Losungen grolerer lonenstarke immer etwas hoher. Geringere lonenstarken fihrten
allerdings in den PSS-LOsungen zu grof3eren Viskositaten (Bild 6.2) und die Debye-

Lange ist von knapp 0,8 nm bei 150 mM auf 2,5 nm bei 15 mM angewachsen. Folglich
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mul3 es sich bei gro3eren lonenstarken nicht um eine hohere adsorbierte Ladungsmenge
und somit um eine von der lonenstarke abhangige Adsorption handeln. Eine andere
Moglichkeit ware auch, dal3 sich bei niedrigen lonenstarken doch noch ein starkerer

EinfluR der Viskositat auf die Mobilitat bemerkbar macht.
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Bild 6.4: Absolute Ladungszunahme an der Zelloberflache nativer Erythrozyten in PSS Ldsungen in
Abhéngigkeit vom Molekulargewicht. Zur Berechnung wird von einem glatten sphéarischen
Partikel ausgegangen und die Viskositat der Lésungen vernachlassigt. Ohne PSS betragt die
Oberflachenladung in 13,2 mCIm

In den Loésungen mit 1 MDa PSS fiel auf, dal3 bei geringer Konzentration die

Ladungszunahmen noch identisch sind und erst ab 0,3g/dl auseinander laufen. Mit
zunehmender Polymerkonzentration nimmt aber auch die Depletionlange ab. Auch dies
konnte eine Ursache fur eine geringere Mobilitat und den scheinbar geringeren

Ladungszuwachs erklaren. Andererseits wachst das Viskositatsverhéltnis der 15mM
Losung zur 150mM Losung von der kleinsten verwendeten Konzentration 0,01g/dl bis

zur groRten 0,9g/dl von 1,23 auf 3,9. Ein EinfluR der Viskositat sollte sich daher bei

hoheren Konzentrationen deutlicher bemerkbar machen. Beziglich der gro3eren Debye-
Lange bei niedrigen lonenstarken muf3 auch darauf hingewiesen werden, dal bei
geladenen Polymeren mit abnehmender lonenstéarke auch die Depletionlange zunimmt
[46]. Dies liegt an den repulsiven elektrostatischen Krafte zwischen den geladenen
Polymeren, die mit abnehmender lonenstarke zunehmen, weil die Ladungen weniger
stark abgeschirmt werden. Im vorliegenden Fall wird dieser Prozel3 gewissermal3en der
Zunahme der Debye-Lange entgegenwirken. Bezlglich der Ladungszuwachse bei
geringen Konzentrationen mufl3 auch darauf hingewiesen werden, dal? diese im Bereich

der Standardabweichung liegen und daher keine eindeutigen Schlisse zulassen.
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Wie im Kapitel 5 demonstriert, kann eine Depletionschicht, die durch neutrale
Polymerere verursacht wird, durch Variation der Debye-Lange vermessen werden. Bei
geladenen Polymeren ist dies nicht mehr mdglich, weil die lonenstarke auch die

Depletionschichtdicke beeinfluf3t.

Im Bild 6.4 ist die absolute Ladungszunahme in Abhangigkeit vom Molekulargewicht
zu sehen. Wie bereits nach den Mobilitdten in Bild 6.1 zu erwarten, wachst die

adsorbierte Ladungsmenge deutlich mit dem Molekulargewicht.
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Bild 6.5: Absolute Ladungszunahme an der Zelloberflache nativer Erythrozyten in PSS Lésungen in
Abhéngigkeit von der lonenstéarke bei zwei 1 MDa PSS Konzentrationen . Zur Berechnung
wird von einem glatten sphéarischen Partikel ausgegangen und die Viskositat der Losungen
vernachlassigt. Ohne PSS betragt die Oberflichenladung: 13,7mi@m 200 mM,

12,6 mC/nfi bei 150 mM NaCl und 8,7 mC/nbei 15 mM NaCl.

Im Bild 6.5 ist fur zwei Polyelektrolytkonzentrationen (1 MDa PSS) die Abhangigkeit
der (vermeintlichepAdsorption an der Erythrozytenoberflache von der lonenstarke zu
sehen. Wie oben beschrieben wurden zur Berechnung die Viskositat und die haarige
Oberflachenstruktur vernachlassigt. Deutlich zu erkennen ist die mit zunehmender

lonenstarke zunehmende Ladungdifferenz.

Insgesamt |ai3t sich festhalten, dal3 die Desorption der Polymere eine eher schwache
Physisorption durch van der Waals Kréfte nahe legt. Dies ware auch im Einklang mit
der Konzentrationsabh&ngigkeit. Die Abhangigkeit der Adsorption von der lonenstarke
wird dann in der starkeren repulsiven Wechselwirkung zwischen den Polyelektrolyten
untereinander bei geringeren lonenstarken begrindet liegen [46]. Bei sehr geringen PSS

Konzentrationen kénnte diese Wechselwirkung dann keine Rolle mehr spielen, wie es
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in den Losungen mit 1 MDa PSS beobachtet wurde (Bild 6.3). Hier war die

Ladungszunahme anfangs unabhangig von der lonenstarke.
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Bild 6.6: Mobilitat von fixierten Erythrozyten und mit mehreren Polyelektrolytschichten beschichteten
Erythrozyten (siehe Abschnitt 6.2) in gepufferter NaCl (150 mM) Losung (PBS) und mit
jeweils 1 g/dl 70 kDa und 1 g/dl 1 MDa PSS.

Im Bild 6.6 werden die Mobilitaten von fixierten Erythrozyten und von fixierten

Erythrozyten mit mehreren Schichten aus konsekutiv adsorbierten Polyelektrolyten
dargestellt, wobei die letzte Schicht aus 70 kDa PSS bestand. Auf die Beschichtung
wird detailliert in Abschnitt 6.2 eingegangen. Fiur das vorliegende Problem ist nur
entscheidend, daf} die beschichteten Erythrozyten in der Kontrolldsung und in den
beiden PSS Ldsungen (jeweils 1 g/dl 70 kDa und 1 MDa) ungefahr die gleiche
Mobilitat hatten. Dies legt zum einen die Vermutung nahe, daf3 kein weiteres PSS mehr
an die Oberflache gebunden wird. AulBerdem bestétigt sich die Annahme einer

Polymerdepletionschicht, die von ihren Ausmal3en deutlich die Debye-Lange
Uberschreitet.

6.2  Erythrozyten als Template zur Herstellung von
Polyelektrolytkapseln

Der erste Schritt bei der Herstellung von Polyelektrolytkapseln auf der Grundlage von
fixierten Erythrozyten ist die konsekutive Adsorption von entgegengestzt geladenen
Polyelektrolyten. Da das Oberflachenpotential von fixierten Erythrozyten negativ ist,

wird bei der konsekutiven  Beschichtung mit positiv  geladenem
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Polyallylaminehydochlorid (PAH) begonnen, gefolgt von negativ geladenem
Polystyrensulfonat (PSS). Im Bild 6.7 ist die elektrophoretische Mobilitat von fixierten
Erythrozyten in Abh&ngigkeit von der Anzahl der adsorbierten Polyelektrolytschichten
dargestellt. Nach der ersten PAH Schicht ist die Mobilitat der Erythrozyten noch
negativ und nur um ca. ein Drittel geringer als bei den Kontrollzellen. Erst ab der
zweiten PAH Schicht ([PAH/PS$AH) wird die Mobilitat positiv, kehrt sich also
durch die adsorbierten PAH Polymere um. Ab der dritten PAH-Schicht
([PAH/PSS}PAH) werden die Mobilitdten nahezu unabhéngig von der Anzahl der
darunterliegenden Schichten. Bei der PSS-Adsorption ist die Ausbildung der negativen
Schichten von Anfang an wesentlich deutlicher zu erkennen. Verglichen mit den
Kontrollzellen fihrt die erste PSS-Schicht ([PAH/P$S einer doppelt so hohen
negativen elektrophoretischen Mobilitat. Ahnlich wie bei den PAH-Schichten lauft die

Mobilitat in eine Sattigung, die aber bis zur flunften PSS-Schicht ([PAH{PSS]
scheinbar nicht ganz erreicht wird.

Mobilitat [10°m*V's™]
i

Schichtanzahl

Bild 6.7: Elektrophoretische Mobilitdt von fixierten Erythrozyten mit konsekutiven PAH- und PSS-
Schichten in einer gepufferten NaCl-Lésung (PBS). Eine ungerade Schichtanzahl bedeutet, dal3

die auRerste Schicht PAH ist ([PAH/PFSAH) und eine gerade Anzahl heildt, dal3 die letzte
Schicht PSS ist ([PAH/PSS]

Bei der Adsorption der gleichen Polyelektrolyte auf geladenen Latexpartikeln [29]
wurde dagegen festgestellt, dal3 mit jeder Schicht ein Vorzeichenwechsel der Mobilitat
bzw. des{-Potentials unabhangig von der Anzahl der Schichten stattfindet. Dieser

Unterschied wird an der komplizierteren Oberflachenstruktur der Erythrozyten liegen.
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Bei Erythrozyten sind die Oberflachenladungen in einer Schicht von mehreren
Nanometern Dicke verteilt [26,27,93]. Vermutlich werden diese nach den ersten

Schichten noch nicht vollig abgedeckt.

Um sicher zu gehen, dal3 es sich um ein Schichtwachstum handelt ohne den Austausch
oder Verlust von Polyelektrolyten wurden noch Floreszenzmessungen durchgefihrt.
Dazu wurden auf die beschichteten Erythrozyten nach der zehnten Schicht noch weitere
mit floreszenzmarkiertem (FITC) PAH (mPAH) aufgebracht. Diese Zellen wurden
anschlieBend mit einem DurchfluBzytometer untersucht. Im Bild 6.8 sind die
Intensitatssignale  von  Zellen mit 12 ([PAH/PEBIPAH/PSS]), 14
([PAH/PSS}mPAH/PSS}) und 16 ([PAH/PSSIMmPAH/PSS}) Schichten zu sehen.

Die Zunahme des Floreszenzsignales ist nahezu proportional zur Anzahl der Schichten
aus FITC markiertem PAH.
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Bild 6.8: Intensitatsverteilung des Floreszenzsignales aufgenommen mit einem Flowcytometer. Zu sehen
sind die Signale von drei aufeinander folgenden FITC markierten PAH-Schichten (mPAH), die
auf fixierte Erythrozyten mit bereits 10 Schichten [PAH/RSSfgebracht wurden.
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R R

Bild 6.9: SEM-Aufnahme eines fixierten Erythrozyten mit 10 Polyelektrolytschichten ([PAHPSS]

Im Bild 6.9 ist eine Aufnahme mit einem Rasterelektronenmikroskop (SEM) von einem

fixierten Erythrozyten mit 10 Polyelektrolytschichen zu sehen. Die regelmalRigen

Deformationen sind Préparationsartefakte aufgrund der notwendigen Trocknung des
Praparates. Die Erythrozyten schrumpfen dabei starker als die Polyelektrolythillen.
Dieser Prozel3 macht dann die wenige Nanometer dinnen Polyelektrolytschichten in
dem SEM Bild Uberhaupt erst sichtbar.

Im Bild 6.10 wird die Herstellung von Polyelektrolytkapseln noch einmal schematisch
dargestellt. Nach der Adsorption einer ausreichenden Anzahl von Schichten erfolgt die
Behandlung mit einer NaOCI-Lésung zum Zersetzten der Proteine. Die zerstdrten
Proteine koénnen aus den Polyelektrolytkapseln heraus diffundieren. Durch
anschlieBendes Waschen der Suspension werden die Kapseln von den Proteinresten

getrennt.
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Bild 6.10: Schematische Darstellung der konsekutiven Beschichtung mit Polyelektrolyten sowie der

anschlieBenden Auflésung von fixierten Erythrozyten bei der Verwendung als Templat fir die
Herstellung von Polyelektrolytkapseln.

Im Bild 6.11 ist eine Folge von Aufnahmen eines Transmissionselektronenmikroskopes
(TEM) zu sehen. Im ersten Bild (a) wird der Schnitt durch Erythrozyten dargestellt und
im zweiten (b) durch Erythrozyten mit 10 Polyelektrolytschichten. Das letzte Bild (c)
zeigt den Schnitt durch eine Polyelektrolythillle, wie sie nach dem Auflésen der
Proteine von beschichteten Erythrozyten Ubrig bleibt. Beim Vergleich der beschichteten
Zellen mit den unbeschichteten erkennt man deutlich die Polyelektrolytschicht.
Auffallig an der Polyelektrolytkapsel im Bild 6.11c ist, dal} sie keinerlei Hinweis auf
Lécher oder Risse liefert. Im Rahmen der Auflésung erscheinen die Schichtdicken in b)
und c¢) sehr gleichmalig. Weiterhin fallt bei der Polyelektrolythille noch auf, daf3 sie in
ihrer Form nicht allzu sehr von der eines Erythrozyten abweicht. Die Hulle zeigt
aufgrund der Einbettung bei der Zubereitung des Préparates fur die TEM-Messungen
eine vom ursprunglichen Erythrozyten abweichende Form, da wéhrend dieses Prozesses
starke mechanische Kréfte auf die Hillen einwirken. So waren die Schnitte der Kapseln

zum Teil recht stark deformiert, allerdings ohne Risse oder &hnliches aufzuweisen.
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Bild 6.11: TEM-Aufnahmen a) fixierter Erythrozyten, b) fixierter Erythrozyten mit 10
Polyelektrolytschichten und c) einer Polyelektrolythiillle (10 Schichten) nach dem Zersetzten
der Zelle. Die Balken entsprechen jeweils 1 pm.
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Im Bild 6.12 ist eine SEM Aufnahme von beschichteten Echinozyten zu sehen. Um
Echinozyten zu fixieren, wurden Erythrozyten unmittelbar vor der Fixierung mit
Acetylsalicylsdure behandelt (Kapitel 2.2.2). Die Beschichtung mit Polyelektrolyten
konnte dann genauso erfolgen wie bei den Discozyten. In der SEM Aufnahme laR3t sich
noch kein Hinweis auf die adsorbierten Polyelektrolytschichten erkennen. Im Bild 6.13
und im Bild 6.14 sind Aufnahmen mit einem Kraftmikroskop (AFM) von durch
Trocknung zusamengefallenen Polyelektrolytkapseln zu sehen. Im Bild 6.13 dienten
Discozyten als Templat und im Bild 6.14 Echinozyten. Bei den Discozyten sind nur
recht wenige Falten und Unregelméafigkeiten zu erkennen. Die Kapseln die mit
Echinozyten hergestellt wurden, weisen dagegen wesentlich deutlichere Strukturen auf,

die sich eindeutig auf die Spitzen der Echinozyten zuriickfihren lassen.
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Bild 6.13: AFM-Aufnahmen (10up10pm) von Polyelektrolytschalen mit Erythrozyten als Vorlage (10
Schichten): a) Ho6henprofil bei konstantem Sonden-Oberflichen-Abstand (0-100nm), b)
Spannungsprofil bei konstanter AmplitudgJ=0,2V).

Bild 6.14: AFM-Aufnahmen (10p#10um) von Polyelektrolytschalen mit Echinozyten als Vorlage (10

Schichten): a) Hohenprofil bei konstantem Sonden-Oberflaichen-Abstand (0-150nm), b)
Spannungsprofil bei konstanter AmplitudgJ=0,2V).

Wesentlich besser lassen sich die Formen der Hullen mit Hilfe der konfokalen
Mikroskopie darstellen. Die Auflosung ist zwar deutlich geringer, aber die Hullen
lassen sich in wassrigen Losungen betrachten. Auf diese Weise wird die mechanische
Beanspruchung wesentlich geringer gehalten und ein Zusammenfallen der Kapseln
vermieden. Im Bild 6.15 ist eine Folge von konfokalen Aufnahmen von
Polyelektrolytschalen mit der Form von Echinozyten zu sehen. Um die Hillen sichtbar
zu machen, besteht die &uBerste Schicht aus FITC markiertem PAH
([PAH/PSS}mPAH). Die Schnittebenen liegen 1 um auseinander. Die Form der Hullen

spiegelt im Rahmen der Auflésung ohne Einschrankung die der Echinozyten wieder.
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Bild 6.15: Konfokale Rasteraufnahmen (16 M6 pm) einer Polyelektrolytschale aus 11 Schichten, die
aus Echinozyten hergestellt wurde. Die auf3erste Schicht besteht aus FITC markiertem PAH.
Der Abstand der Scanebenen betragt 1 pm.

6.3  Aussichten und Zusammenfassung

Im ersten Teil dieses Kapitels wurden Ergebnisse von nativen Erythrozyten in
verschiedenen PSS-Losungen vorgestellt. Es zeigte sich, dal3 PSS zum einen reversibel
adsorbiert und zum anderen einen deutlichen Depletioneffekt herbeiftihrt. Mit den
elektrophoretischen Messungen war es madglich das Adsorptionsverhalten von
geladenen Polymeren in Anwesenheit dieser Polymere an Partikeloberflachen zu
untersuchen. Bei der Interpretation der vorliegenden Untersuchungen wurde von einer
glatten Sphare ausgegangen. Weiterhin wurde ein Einflul3 der Polymere auf die
Viskositat in der Doppelschicht vernachlassigt. Die experimentellen Ergebnisse legen
diese zweite Vereinfachung durch die zum Teil extrem hohen Viskositaten bei
gleichzeitig extrem hohen Mobilitaten nahe. Um allerdings zu quantitativen Aussagen
zur Adsorption zu gelangen, wird in Zukunft an weiteren theoretischen Ansatzen
gearbeitet werden mussen. So muf3 in der Theorie sowohl ein Depletioneffekt inklusive
der elektrostatischen Wechselwirkungen innerhalb der Polymere beriicksichtigt werden,

als auch die haarige Struktur der Zelloberflache, wie sie bei Erythrozyten vorliegt.

Im zweiten Teil dieses Kapitels wurde die Mdglichkeit vorgestellt, Schichten aus
Polyelektrolyten auf die Oberflache fixierter Erythrozyten aufzubringen. Anschlie3end
wurden die Zelle aufgel6ést, wodurch die Herstellung von Polyelektrolytkapseln mit
Erythrozyten als Vorlage gelang. Die Hullen wiesen mehr oder weniger die gleichen
Formen und GrolRen wie ihre Template auf. Eine Aussicht, den diese Technik fir die
nahe Zukunft liefert, ist die Mdglichkeit auf der Grundlage anderer biologischer Zellen,

Polyelektrolytkapseln in geradezu unbegrenzter Formenvielfalt herzustellen. So zeigte
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sich auch bei der Herstellung von Polyelektrolytkapseln auf der Grundlage von
Echinocyten, dal? sich diese wesentlich komplexere Form auf die Kapseln Ubertragen
|aft.

a)

Bild 6.16: Konfokale Rasteraufnahmen von Polyelektrolytschalen (Erythrozyten als Templat) in 100 pM
6-CF Losung: a) 10 Schichten (11,4 ¥m1,4 um), b) 10 Schichten plus eine zusatzliche
Schicht DPPA (18 prit 18 pum).

Mogliche Anwendungen fir diese Polyelektrolythillen werden insbesondere in der
Verwendung als Kapseln im Mikro- und Nanometerbereich in sowohl technologischen
als pharmazeutischen Bereichen liegen. Eine Voraussetzung ist dabei die Permeabilitat
der Schalen zu kontrollieren. Durch die Polyelektrolytschichten kénnen kleinere
Molektle ungehindert durchdringen, wie es bereits durch das Auflésen der Proteine
beim Herstellungsprozel3 zu erkennen war. Durch das Aufbringen von Lipiden auf die
AulRenseite der Erythrozytenhillen ist es kirzlich gelungen, die Permebilitat drastisch
zu reduziereh Im Bild 6.16 sind zwei konfokale mikroskopische Aufnahmen von
Polyelektrolytschalen zu sehen. In beiden Fallen wurde als Floureszenzmarker 6-
Carboxyfluorescin (6-CF) in die Losungen gegeben. Im Bild 6.16a sind
Polyelektrolytschalen zu sehen. Offensichtlich kann 6-CF ungehindert in das Innere der
Schalen eindringen. Im Bild 6.16b wurde auf die Schalen zuvor eine Lipidschicht
gebracht (hier: Dipalmitoylphosphatidsaure (DPPA)). Es ist deutlich zu erkennen das 6-
CF nicht mehr in die Partikel eindringen kann. Es zeigte sich, dal3 selbst eine

Inkubationszeit von 20h nicht ausreichte, um die innere 6-CF Konzentration an die

2 Donath et al., bisher unveroffentlichte Resultate
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aulRere anzugleichen. Die Verbindung von Polyelektrolytschalen mit Lipidschichten

ermdglicht es so die Permeabilitat dieser Partikel zu kontrollieren.

Eine weitere interessante Anwendung stellt die gezielte Prazipitation von organischen
und anorganischen Materialen in diesen Kapseln dar [1,80]. Im Bild 6.17 ist hierfir als
Beispiel eine Polyelektrolytschale zu sehen, in der 6-CF auskristallistertnisBild

6.17a ist eine lichtmikroskopische Aufnahme der mit 6-CF geflllten Hullen zu sehen,
die hier vollig lichtundurchlassig erscheinen. Bild 6.17b zeigt eine konfokale
Aufnahme, in der die Floureszensz der 6-CF gefllten Hlle deutlich zu erkennen ist. Es
lassen sich also Materialien in diesen Kapseln prazipitieren, wobei die Form und Groéle
durch die der Kapseln vorgegeben sind. Somit erméglichen die Hullen die Herstellung
von Kolloiden mit ausgezeichneten monodispersiven Eigenschaften in quasi beliebiger

Formenvielfalt.

a

Bild 6.17: Mikroskopische Aufnahmen (12 pnl2 um) von Polyelektrolytschalen (Erythrozyten als
Templat, 10 Schichten) in denen 6-CF prézipitiert wurde: a) Durchlichtaufnahme, b) konfokale
Rasteraufnahme.

Neben diesen Gestaltungsmdoglichkeiten, welche die Polyelektrolythillen liefern, kénnte
auch das gezielte Aufbringen von Polyelektrolytschichten auf native Zellen eine

interessante Mdoglichkeit im Bereich der Bioeinkapselung darstellen. Untersuchungen
werden auch in diesem Feld nétig sein, um eventuell vorhandene Vorteile gegenuber
anderen Methoden abzustecken. Die mechanische Stabilitat und auch die Mdglichkeit

die Permeabilitat der Polyelektrolytkapseln zu steuern, lassen auf ein enormes Potential

3 Donath et al., bisher unveroffentlichte Resultate
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hoffen. So kdnnten Polyelektrolytfilme auf Zellen diese gegen mechanische, chemische

und auch biologische Bedrohung schiitzen.
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Leitfahigkeit im Vesikelzwischenraum (CSM)
Innenleitfahigkeit (SSM)

Innenleitfahigkeit der Innenvesikel (CSM)
Membranleitfahigkeit

Membranleitfahigkeit der Innenvesikel (CSM)

Membrandicke

Boltzmann-Konstante

Kantenlange der Vesikel (CSM)

Debye-Lange
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Abkurzungen und Symbole

mPAH FITC markiertes PAH

N

NL
Ng

p
PAH
PSS
SEM
SSM

TEM

Drehmoment

Loschmidt-Konstante

Reibungsdrehmoment

Dipolmoment

Poly(allylamine)hydrochlorid
Poly(styrensulfonat)natriumsalz
Rasterelektronenmikroskogc@nning electron microscope
Einschalen Modelk{ngle shell modél

Temperatur

Transmissionselektronenmikroskop

Kehrwert der Debye-Lé&nge

Externe Dilektrizitatskonstante

Effektive innere frequenzabhéangige Dilektrizitatskonstante (CSM)
Innere Dilektrizitatskonstante (SSM)
Dilektrizitatskonstante der Innenvesikel (CSM)
Dilektrizitatskonstante der Membran (SSM)
Dilektrizitatskonstante der Membran der Innenvesikel (CSM)
elektrische Feldkonstante

Viskositat

Viskositat an Partikeloberflache

Viskositat in Polymerlésung

Viskositat in Salzlésung (bzw. Kontrolldsung)
Depletionschichtdicken-Parameter

elektrophoretische Mobilitat

elektrophoretische Mobilitat in Dextranldsung
elektrophoretische Mobilitat in Kontrollésung
Oberflachenladungsdichte

Kreisfrequenz des rotierenden elekrischen Feldes

Kreisfrequenz der Partikel-/Zellrotation
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