Enzymkatalysierte Reaktion in Mikropartikeln

Angewandte

DOI: 10.1002/ange.201003244

Enzymreaktion in den Poren von CaCO;-Partikeln mit angelagerten,

mit Substrat gefullten Liposomen**

Alexey M. Yashchenok, Mihaela Delcea, Kristina Videnova, Elizabeth A. Jares-Erijman,
Thomas M. Jovin, Manfred Konrad, Helmuth Mohwald und Andre G. Skirtach*

Das Finschleusen von Biomolekiilen in Zellen und ihre
kontrollierte Freisetzung dort™ sind von besonderer Bedeu-
tung fiir Untersuchungen auf der Ebene einzelner Zellen, die
zu einem tieferen Verstdndnis grundlegender biologischer
Prozesse, z.B. der Aufnahme und des Transports von Bio-
molekiilen in Zellen, fithren sollten und schlieBlich neue
Wege fiir Tumortherapien weisen konnten. Dieser Ansatz ist
auch von Bedeutung fiir enzymkatalysierte Reaktionen und
die Herstellung von Mikrokapseln? durch Zusammenlage-
rung einzelner Polymerschichten (Layer by Layer, LbL)."!
Bei der In-vivo- und In-vitro-Untersuchung von Immunant-
worten wurden Mikrokapseln*® beispielsweise zur Freiset-
zung kleiner Peptide, die mit Molekiilen der MHC-Klasse 1
komplexieren, in Zellen genutzt.!"! Das Auftreten von Pepti-
den auf der Zelloberfliche, ein wichtiger immunolgischer
Prozess, wurde in Echtzeit beobachtet.l®)

Als Vorstufe fiir Anwendungen in Zellen eignet sich die
Untersuchung biologischer Reaktionen in Modellsystemen.
So bietet der Ablauf biochemischer Reaktionen in geschiitz-
ten Kompartimenten!”! die Moglichkeit, enzymatische Reak-
tionen ablaufen zu lassen und Aktivititen in lebenden Zellen
nachzuahmen. Aus mehreren konzentrisch angeordneten
Kompartimenten aufgebaute Mikrokapseln®™ oder kapsel-
dhnliche Kapsosomen!! kénnen verwendet werden, um Re-
aktionen im Mikroskop zu beobachten. Jedoch werden Mi-
krokapseln,!®! die aus biologisch nicht abbaubaren'” oder
abbaubaren Polymeren!'® bestehen, bei der Phagozytose
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durch Zellen verformt.'" Bei der Aufnahme von Mikro-
kapseln in nichtphagozytierende lebende Zellen! gelten
noch strengere Anforderungen an die mechanische Stabilitit.
Denn in diesem Fall ist der auftretende Druck hoher als bei
der Phagozytose, sodass herkommliche Kapseln unter der von
den Zellen! ausgeiibten mechanischen Beanspruchung!''?
aufbrechen und ihren Inhalt freisetzen. Hingegen widerste-
hen Mikrokapseln, die durch temperaturabhéngiges
Schrumpfen verkleinert wurden und dadurch erhohte me-
chanische Stabilitiit erlangten,'™ dem bei der Aufnahme in
Zellen auftretenden Druck.’! Das durch Erwirmen ausge-
16ste Schrumpfen der Kapseln ist jedoch kein allgemein an-
wendbares Verfahren, da die meisten Proteine bei hoheren
Temperaturen denaturieren. Auch ist das gemeinsame Ver-
packen und der Transport von mehreren, beispielsweise un-
terschiedlich grof3en Molekiilen dadurch erschwert, dass sich
die Anfordernisse fiir ihre Verkapselung erheblich unter-
scheiden. Dennoch besteht gro3es Interesse an mechanisch
robusten Systemen, die unterschiedliche Typen von Molekii-
len gleichzeitig transportieren und kontrolliert freisetzen
konnen. Zu den Schwierigkeiten bei der Entwicklung solcher
Tragerpartikel gehoren die unterschiedlichen Anforderungen
an die Kapselwénde und die Notwendigkeit, die Permeabili-
tit fir einen Molekiiltyp (im Allgemeinen den kleineren)
gezielt einzustellen, wihrend der andere Molekiiltyp (im
Allgemeinen der groBere) zuriickgehalten wird.

Wir stellen hier ein Verfahren vor, das von mal3ge-
schneiderten, aus mehreren Schichten bestehenden, pordsen
CaCO;-Mikropartikeln? als Alternative zu Mikrokapseln
ausgeht. In den Poren der Mikropartikel konnen unter-
schiedliche Substanzen, darunter auch Proteine, unterge-
bracht werden. Hierbei sorgt der aus CaCO; bestehende
innere Kern fiir bessere mechanische Eigenschaften und er-
fullt somit die Bedingung fiir ein erfolgreiches Einbringen
insbesondere in nichtphagozytierende Zellen.""'Y Das Kon-
zept der Erzeugung mehrerer Kompartimente wurde durch
das Anheften kleinerer Nanobehilter (NBs) an Mikroparti-
kel von Mikrometergrofle iiberpriift. Wir verwendeten ver-
schiedene NBs in unterschiedlichen Konzentrationen, um aus
mehreren Kompartimenten aufgebaute Transporteinheiten
herzustellen, die in ihrem Innern porése CaCOj;-Partikel
enthielten (Hintergrundinformationen, Abschnitt 1). Mit
diesen Untersuchungen sollten Fragen der Schichtdicke und
des Aggregationsverhaltens beantwortet werden, die insbe-
sondere fiir In-vivo-Anwendungen von Bedeutung sind. Zur
Funktionalisierung der Oberflichen der CaCO;-Mikroparti-
kel und NBs wurde die Selbstorganisation mithilfe der LbL-
Technik genutzt.
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In Abbildung 1a ist schematisch der NB-Aufbau durch
Adsorption dargestellt. In Abbildung 1b und c sind konfo-
kalmikroskopische Aufnahmen eines experimentellen Sys-
tems aus einem CaCOs;-Kern von Mikrometergrofie und
darauf sitzenden NBs von Nanometer- oder Submikromet-
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Abbildung 1. Herstellung von Transportbehiltern mit mehreren Kom-
partimenten (a). Konfokalfluoreszenzmikroskopische Aufnahme von
Multikompartimentbehiltern, die bei niedriger Konzentration von Poly-
styrol (8:1; b) oder hoher Konzentration von Silica-Nanobehiltern
(1:58; c) erhalten wurden (in beiden Fillen sind die Gewichtsverhilt-
nisse von inneren:dufleren Subkompartimentpartikeln angegeben;
siehe Hintergrundinformationen, Abschnitt 1). d) Konfokaldurchlicht-
mikroskopische Aufnahme eines Multikompartiments, das dem in (c)
gezeigten dhnlich ist. Die Farben resultieren von TRITC (rot), FITC
(gruin) bzw. der Kombination von TRITC und FITC (gelb).

ergrole zu sehen. Die Multikompartimente wurden mit
TRITC-Dextran (innerer Kern) und FITC-PAH (duBere
NBs) markiert (TRITC = Tetramethylrhodaminisothiocya-
nat, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, PAH = Polyallylamin-
hydrochlorid). Strukturen, die sich bei niedrigen NB-Kon-
zentrationen bilden (Abbildung 1b), enthalten die NBs (griin
gefdrbt) nur an der AuBenzone des inneren Kompartiments,
das deshalb seine rote Farbe und die Kugelform beibehilt.
Bei hoheren Konzentrationen (Abbildung 1¢) integrieren
sich die NBs in den inneren Kern, was zu einer Mischfarbe
(gelb) fiihrt. Die transmissionselektronenmikroskopische
Analyse bestétigte die Anlagerung von Silica-NBs an die
CaCOs;-Partikel (siche Hintergrundinformationen). Die Ge-
samtgrole der Multibehilter entsprach dem anfidnglichen
Durchmesser des inneren Subkompartiments, denn die an
dessen Oberfliche gebundenen NBs beeinflussen die Ge-
samtgrofe nur wenig.

Es ist anzumerken, dass die Bindung kleiner Kolloide an
die Oberfliche grofer Partikel nicht nur durch ihre An-
fangskonzentration, sondern auch durch die Salzkonzentra-
tion und die Zusammensetzung der Tragerpolyelektrolyte
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gesteuert werden kann. Wir fanden, dass die Zahl an NBs, die
sich an das innere Subkompartiment anlagerten, um 30 %
hoher war, wenn dieses mit Polyelektrolytpolymeren in 0.5M
NacCl statt in 0.15M NaCl hergestellt wurde (Hintergrundin-
formationen, Abschnitt 2). Wir fithren diesen Unterschied auf
die Bildung einer dickeren Polymerschicht auf den kolloida-
len Partikeln zuriick, d. h., die Polymere dndern ihre Struktur
von einer gestreckten Konformation im Medium niedriger
Tonenstirke zu einer dichten, kollabierten Konformation bei
hoher Tonenstirke."™ Die Adsorption von NBs kann auch mit
Methoden erreicht werden, die den fiir Nanopartikel entwi-
ckelten dhnlich sind."™ In unseren Untersuchungen stellten
wir fest, dass a) abnehmende Konzentrationen der inneren
und duBeren Subkompartimente die Aggregation von Mi-
kropartikeln verringern, b) bei anndhernd gleichen relativen
Konzentrationen der &ufleren und inneren Subkomparti-
mente sich die Belegungsdichte des inneren Subkomparti-
ments einstellen ldsst und c) die Porositidt von Mikropartikeln
fur die Adsorption von Materialien von Vorteil ist, jedoch
eine stirkere Aggregation der Mikropartikel auslost (Hin-
tergrundinformationen, Abschnitte 1 und 2).

Die Herstellung eines Mehrfachkompartiments, wie es als
Beispiel fiir ein auf NBs beruhendes Mikropartikelsystem
gezeigt wurde, ist von besonderem Interesse fiir Enzyme und
enzymkatalysierte Reaktionen.'” Um ein solches System zu
erhalten, schlossen wir das Substrat in Liposomen ein und
lagerten diese als duflere Kompartimente an ein CaCOs;-
Partikel (das innere Subkompartiment) an, welches das
Enzym Peroxidase enthielt. Wir konnten die Freisetzung
eines kleinen Substratmolekiils auslosen, wiahrend ein gro-
Beres Molekiil, das Enzym, im begrenzten und geschiitzten
Innern der Mikropartikel verblieb. Die katalytische Aktivitét
des Enzyms als wichtiges Kriterium fiir seine Funktionali-
tatl% wurde experimentell iiberpriift, indem die Kinetik der
Enzymreaktion im Innern der pordsen Mikropartikel mit der
verglichen wurde, die in polymeren, mit dem Enzym gefiillten
Mikrokapseln abléuft.

Um Untersuchungen an Multikompartimentbehéltern,
die von NBs abgeleitet sind, mit solchen zu verbinden, die
Liposomen enthalten, adsorbierten wir lipidbeschichtete Si-
licapartikel an polyelektrolytbedeckte CaCO;-Kerne. Die
Adsorption von POPC- und DOPC-Lipiden (POPC =Phos-
phatidyloleoylcholin, DOPC =1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin) an Silicapartikel war zuvor NMR-spektro-
skopisch untersucht worden.’?! In unseren Untersuchungen
beobachteten wir eine betragsmifBige Abnahme des Z-Po-
tentials der Silicapartikel von —50 auf —8 mV. Die Adsorp-
tion von Liposomen an polyelektrolytbeschichtete Partikel ist
in Einklang mit Ergebnissen, tiber die von anderen Arbeits-
gruppen berichtet wurde.’*'” Obwohl eine Mischung von
sauren und zwitterionischen Lipiden eine bessere Doppel-
schicht ergab als die einzelnen Lipide, wurde eine schwache
Wechselwirkung zwischen Liposomen beobachtet, die aus
zwitterionischen Lipiden zusammengesetzt sind.'7*Y Gela-
dene Lipidgruppen tragen zu stirkerer Wechselwirkung mit
geladenen Oberflichen bei' Durch Anpassung der
Ladung und Zusammensetzung der Liposomen lassen sich
sowohl die Liposomenadsorption als auch das Belegen von
Polyelektrolyt-Multischichten mit Lipiden steuern.!
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Liposomen gelten wegen ihrer geringen Grofe und ihrer
Fiahigkeit, kleine Molekiile einzuschlieBen, als vielverspre-
chende Trigerpartikel.'¥ Die Adsorption von Liposomen an
CaCO;-Partikel wurde durch konfokale Fluoreszenzmikro-
skopie verfolgt (Hintergrundinformationen). Im Falle von
polyelektrolytbeladenen Partikeln stimmten die Ergebnisse
mit jenen iberein, die unter Verwendung von Kapseln ge-
wonnen wurden.”) Wir wihlten Ultraschall™?! als eine von
zahlreichen Methoden,” welche die Freisetzung von Sub-
stanzen auslosen und damit die Enzymreaktion in Gang
setzen konnen. Beim Aufbrechen von Liposomen wurde das
Substrat frei und diffundierte in das innere, das Enzym ent-
haltende Subkompartiment. Der zeitliche Verlauf der Reak-
tion wurde in einem Mikroskop beobachtet (Abbildung 2).

Substrat in
a Liposomen

Amplex Red

25 um

Abbildung 2. Ablauf einer enzymkatalysierten Reaktion in porésen Mi-
kropartikeln (a). Konfokaldurchlichtmikroskopische (obere Reihe) und
-fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (untere Reihe) von Mikroparti-
keln nach 1 (b), 10 (c) und 15 min (d) Ultraschallbehandlung und
Zugabe von H,0,. Die Fluoreszenzprofile in den Einschiiben wurden
entlang den roten Linien in der unteren Reihe erhalten. Das rot ge-
zeichnete Profil entspricht der Emission nach 1 min, das gelbe der
nach 10 min und das weif3e der nach 15 min Ultraschallbehandlung
(Hintergrundinformationen, Abschnitt 3).

Das Substrat Amplex Red reagiert in Gegenwart von Per-
oxidase mit H,O, zu dem rot fluoreszierenden Produkt Re-
sorufin [Gl. (1)]. Die Abbildungen 2b-d belegen, dass die
Fluoreszenzintensitidten der Kapsel (roter Kanal) mit der Zeit
zunehmen. Nach 15 min erreichte das Signal seinen hochsten
Wert (weiBe Kurve in Abbildung 2d).

H,0, + Amplex Red + H" — H,0O + Resorufin + CH;COOH (1)

Porose Nanopartikel zeichnen sich dadurch aus, dass der
zeitliche Verlauf der Peroxidase-Reaktion durch die Zusam-
mensetzung des inneren Kerns und die Konzentration des
Elektronendonors beeinflusst werden kann. Im Gegensatz zu
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den aus mehreren Kompartimenten aufgebauten Mikrokap-
seln®®’! erhoht der partikeldhnliche innere Kern solcher
Transportfiahren die mechanische Stabilitdt des Behilters. Es
ist jedoch anzumerken, dass die enzymkatalysierte Reaktion
in Partikeln bedeutend langsamer ablduft als in Polyelektro-
lyt-Mikrokapseln!® (Abbildung 3). Dieser Unterschied kann
mit der Annahme erkldrt werden, dass in CaCOs-Partikeln
nur der an der Oberfliche sitzende Anteil der Enzymmole-
kiile aktiv ist.
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Abbildung 3. Kinetik der enzymkatalysierten Reaktion in Mikrokapseln
(graue Quadrate) und porésen Mikropartikeln (schwarze Kreise) nach
Aufbrechen der an die Polyelektrolytschale angelagerten Liposomen.
Der Verlauf der Reaktion ohne Ultraschallbehandlung ist ebenfalls ge-
zeigt (offene Kreise). Die Enzymmenge in Partikeln und Kapseln wurde
als dhnlich angenommen, da bei der Herstellung der Mikrokapseln
kein Verlust an Protein beobachtet wurde.

Um weitere Einblicke in den Mechanismus der Liposo-
menauflosung zu gewinnen, behandelten wir Liposomen, die
das Substrat nicht in Assoziation mit Mikropartikeln ent-
hielten, mit Ultraschall unter Bedingungen, die identisch
waren mit jenen, die fiir die enzymkatalysierte Reaktion in
einzelnen Mikropartikeln verwendet wurden, und mischten
anschlieBend die Suspension mit Mikropartikeln, die das
Enzym enthielten. Unter diesen Bedingungen wurde keine
Reaktion beobachtet, was darauf hindeutet, dass die Ultra-
schallintensitét, die zum Aufbrechen der nicht mit Nanopar-
tikeln assoziierten Liposomen verwendet wurde, unter dem
Schwellenwert der Freisetzung lag (ca. 2 Wem™2).2% Wurden
hingegen Mikropartikel, die das Enzym in ihren Poren ent-
hielten und an ihrer Oberflache mit substratgefiillten Lipo-
somen besetzt waren, unter den gleichen Bedingungen mit
Ultraschall behandelt, lief die Enzymreaktion wieder ab.
Dieses Experiment bestétigte, dass sich die Liposomen dort
offnen, wo sie an die Mikropartikel assoziiert sind; dieses
Ergebnis wurde erwartet, da Ultraschall auf den Dichtegra-
dienten wirkt, der an solchen Ubergangsstellen auftritt. Im
Gegensatz dazu bildet sich an Lipidhiillen von Liposomen,
die frei in Losung suspendiert sind, kein ausreichend starker
Dichtegradient aus, um die Liposomen durchléssig zu
machen. Die Absorption von Ultraschall durch Partikel ist
bei den hier verwendeten niedrigen Frequenzen sehr gering
(fiir Silicapartikel < 0.1 dBem ™' MHz '), aber die hohere
Partikeldichte in der Néahe der Liposomen ist fiir das Auf-
brechen der Lipidmembran ausreichend. Beim Transport
durch die Lipidmembran scheint die Bildung von transienten
hydrophilen oder hydrophoben Poren eine Rolle zu spie-
len.”™! Eine Verbesserung des Offnens durch Ultraschall
sollte durch Variierung der Lipidart moglich sein, z. B. durch
Verwendung von Lipiden, die nahe an ihrem Phaseniibergang
beschallt werden konnen.
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Unser experimenteller Ansatz zeichnet sich insbesondere
dadurch aus, dass wir Enzyme und Substrate gleichzeitig in
ein und demselben Transportbehélter erhohter mechanischer
Stabilitdt bereitstellen. Frither beschriebene Methoden, die
vornehmlich fiir die In-situ-Untersuchung von Reaktionen
entwickelt wurden, lieferten Transportfihren, die nur Pro-
teine enthielten. So wurde in einem Fall das Substrat zu einer
Losung gegeben, die Mikrokapseln enthielt,™”! wihrend in
einem anderen Fall das Enzym an die Oberfliche von Mi-
krokapseln®™® oder Nanopartikeln™®! gebunden war oder zur
Beobachtung gekoppelter Enzymreaktionen verwendet
wurde.*! Eine weitere wichtige Eigenschaft des hier vorge-
stellten Systems ist die Moglichkeit, eine enzymkatalysierte
Reaktion durch Ultraschall auszulosen; die Energie, bei der
die Liposomen aufgebrochen wurden (50 mW cm~?), war er-
heblich niedriger als jene, die zuvor fiir das Offnen von Li-
posomen genannt worden war.”®l Tatsichlich liegt die in
unseren Experimenten verwendete Ultraschallstarke in dem
Bereich, der fiir medizinische Ultraschallbehandlungen in
Frage kommt (0.08-8 Wcm2).%! Dariiber hinaus sind die
hier beschriebenen Methoden fiir das gleichzeitige Einbrin-
gen mehrerer Molekiile in Zellen von Bedeutung und kénn-
ten potenziell auch in vivo verwendet werden.

Wir haben hier das Auslosen einer enzymkatalysierten
Reaktion in einem aus mehreren Kompartimenten beste-
henden, porosen CaCOs-Partikel beschrieben und die Reak-
tion mit jener verglichen, die in Mikrokapseln ablief, welche
aus mehreren Polyelektrolytschichten zusammengesetzt
waren. Die Subkompartimentierung wurde erreicht, indem
ein groBerer Mikrobehilter mit kleineren Subkompartimen-
ten (Liposomen) besetzt wurde. Wir identifizierten Eigen-
schaften wie Porositét, Ionenstidrke und Partikelkonzentrati-
on als kritische Faktoren, welche die Adsorption von Nano-
behiltern und Liposomen an den grof3eren inneren Kern des
Behilters kontrollieren. Die hier vorgestellte Strategie er-
moglicht das gleichzeitige Einbringen grofler und kleiner
Molekiile, beispielsweise eines Enzyms und seiner Substrate,
in das gleiche Partikel oder in eine Mikrokapsel, wodurch sich
eine spezifische biochemische Reaktion in einer definierten
dreidimensionalen Umgebung in Gang setzen ldsst. Unser
System zeichnet sich durch eine erhohte mechanische Stabi-
litat der Partikel aus. Nach dem Aufbrechen der dufleren
Subkompartimente lief eine Enzym-Substrat-Reaktion zwi-
schen dem freigesetzten Substrat und dem im begrenzten und
geschiitzten Innern der Mikropartikel oder Mikrokapseln
zuriickgehaltenen Enzym ab. Das Aufbrechen gelang mit
Ultraschall unter Bedingungen, die den bei medizinischen
Behandlungen verwendeten nahekommen; als wichtigster
Parameter kann der Dichtegradient um die Lipidmembran
gelten. Die Reaktion in einem Mikropartikel ist allerdings um
mehr als eine GroBBenordnung langsamer als die in einer mit
dem Enzym gefiillten, hohlen Polymermikrokapsel. Wir er-
warten, dass sich das von uns vorgestellte System im Zu-
sammenspiel mit verschiedenen Typen®! von Kapseln als
sehr niitzlich fiir das gleichzeitige Einbringen und Aktivieren
von Molekiilen verschiedener Gro3e erweisen wird, und zwar
auf so weit auseinanderliegenden Gebieten wie Biomedi-
zin,*! Sensoren®®! und Korrosionsschutz.?>!
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