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ZUSAMMENFASSUNG

Kiinstliche Zellmembranen aus Phospholipiden sind experimentell und theo-
retisch gut etablierte Systeme zur Erforschung der Physik biologischer Mem-
branen. Rapid Solvent Exchange (RSE) ist eine neuartige Herstellungsmetho-
de kiinstlicher Zellmembranen, bei der durch einen schlagartigen Austausch
des apolaren Losungsmittels durch ein polares Dispersionsmittel (Wasser,
Puffer) Lipidvesikel entstehen. Ziel der Arbeit war die Konstruktion bzw.
der Aufbau einer RSE Apparatur und die Optimierung der Ausbeute von
multilamellaren Vesikeln. Typischerweise liefert die RSE Methode unilamel-
lare Liposomen, sowie multilamellare Aggregate mit grofer externer Oberfla-
che, in unterschiedlicher Dimensionierung. Im Rahmen der experimentellen
Tatigkeit konnte gezeigt werden, dass in physiologisch relevanten, wéssri-
gen Puffersystemen insbesondere die dem System aufgeprigte Frequenz so-
wie der Energieeintrag und die Anzahl der chemischen Systemkomponenten
einen entscheidenden Einfluss auf die Grofsenverteilung und Lamellaritat der
Vesikel haben. So konnte bei Anwendung geringer Vortexfrequenz trotz ho-
her Anzahl von Systemkomponenten eine beinahe hundertprozentige Aus-
beute an multilamellaren Vesikeln erreicht werden. Als Qualitdtskontrolle
dienten dynamische Differenzkalorimetrie, Lichtstreuung, Mikroskopie sowie
Rontgenklein- und -weitwinkelstreuung.
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Kapitel 1

Motivation

Durch immer feinere und zugleich effizientere wissenschaftliche Methoden
sowie detailliertere Fragestellungen sind Biologie und Medizin in Bereiche
der Molekular- und Atomphysik vorgestofen. Die Biophysik gewinnt daher
in den letzten Jahren als interdisziplindrer naturwissenschaftlicher Bereich,
die Medizin, Biologie, Chemie und Physik umfassend, zunehmend an Bedeu-
tung. Um nun Erklarungen und Losungen fiir Fragestellungen in meso- und
nanoskaligen Dimensionen zu finden wird es ndétig, theoretische und expe-
rimentelle physikalische Methoden zusitzlich zu den gingigen biologischen
und chemischen Methoden einzufiihren und zu etablieren.

Die Lipidomik (siehe Kapitel [2)) als Teilbereich der Metabolomik ist ein sol-
ches interdisziplindres Gebiet, dessen Fortschritt in hohem Mafe auf der
Schaffung physikalischer Modellsysteme und Erschlieffung der sich durch Selbst-
assemblierung bildenden nanoskopischen Strukturen anhand physikalischer
Analysemethoden wie NMR, Rontgendiagnostik, Kalorimetrie, Spektrosko-
pie und Spektrometrie beruht.

Trotz Klassifizierung sowie Strukturbestimmung der zelluldren Entitidten und
molekularen Bestandteile bleiben die Funktionsweisen jedoch vielfach unklar.
So lassen sich beispielsweise Zusammenhinge zwischen Stoffwechselerkran-
kungen und Lipidzusammensetzungen von Zellen bzw. Organellen zwar qua-
litativ nachweisen, die physikochemischen Bindeglieder bleiben jedoch nach
wie vor im Dunkeln. Grofte Anstrengungen werden daher insbesondere dahin-
gehend unternommen, mittels Darstellung vorerst einfacher, liposomaler Ge-
bilde eine schrittweise komplexere Modellierung zellmembranahnlicher Sys-
teme zu erreichen, um in absehbarer Zukunft die gewonnenen Erkenntnisse
auf in vivo Modelle iibertragen zu konnen. Zu diesem Behufe wird stets nach
Methoden zur raschen und flexiblen Herstellung von Lipidvesikeln vielfalti-
ger chemischer Zusammensetzung gesucht. Das in dieser Arbeit beschriebe-
ne Rapid Solvent Exchange Verfahren verspricht eben jenen Anforderungen

1
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Geniige zu tun. Eine Adaptierung der Methode soll der Zellmembranstruk-
turforschung dazu dienen, neue Modellsysteme fiir die Untersuchung mittels
Rontgenstrukturanalyse in groler Menge zeitnah herstellen zu kénnen. Die
Einfiihrung und Adaptierung der RSE-Methode bildet das Herzstiick dieser
Arbeit.



Kapitel 2
Lipide

2.1 Lipide und Lipidomik

Lipide stellen neben Nukleinsduren, Polysacchariden und Proteinen eine der
wesentlichen Gruppen von Biomolekiilen dar. Sie sind kleine, nicht polymere
Einheiten mit einem Molekulargewicht unter 2000 Da, welche nicht genetisch
kodiert, sondern durch enzymatische Reaktionen generiert und metabolisiert
werden. Diese Reaktionen werden durch die Umgebung des ihnen zugrun-
deliegenden biologischen Systems, wie beispielsweise die Nahrung, chrono-
biologische Einflussfaktoren oder Temperatur, beeinflusst. Man schitzt die
Anzahl der biologisch aktiven Lipide auf 10.000 bis 100.000 - die Ursache fiir
die Vielzahl der chemischen Auspragungen bleibt vorerst im Dunkeln. [1]
Die Verwendung und Funktion von Lipiden im zelluldren Gewebe erstreckt
sich iiber eine Vielzahl von Bereichen.

Ein wohlbekannter Anwendungsbereich ist der Aufbau von Zellmembranen
und zelluliren Kompartiments wie Organellen und Lipidkorpern. Mittel-
punkt des Interesses ist hier seit jeher die strukturelle Beschaffenheit, sowie
Dynamik und Interaktion der Lipidmembran. Abbildung zeigt einerseits
die unterschiedliche Auspragung der zelluliren und intrazelluliren Lipid-
membran sowie einige charakteristische Baustoffe, andererseits Bestandteile
der Lipidkorper. |2]

Die Lipide wurden in diesem Zusammenhang jedoch lange als passive Elemen-
te betrachtet. Neuere Forschungen belegen au contraire, dass Membranlipide
auch als Vorlaufersubstanzen fiir 16sliche Botenstoffe dienen. Die durch Phos-
pholipase gesteuerte Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat fiithrt
zu Sekundéirbotenstoffen wie beispielsweise Arachidonsdure, welche wieder-

um Vorldufersubstanz von Eicosanoiden ist, die an Entziindungsprozessen
beteiligt sind (vergleiche Abbildung [2.1]). Abseits von ihrer Eigenschaft als
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Main classes of membrane lipid
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Abbildung 2.1: Lipidzusammensetzung von Zellmembranen sowie zelluldrer
Kompartiments und davon abgewandelten Metaboliten [1]

Links oben: Vertreter der wichtigsten Membranlipidklassen

Links unten: Erlduterung der Zusammensetzung von Organellmembranen
Rechts oben: Beispiele fiir Metaboliten von Membranlipiden

Rechts unten: Bestandteile von Lipidkoérpern

Mitte: Zelle mit Organellen

Prékursoren sind Membranlipide auch oftmals selbst als Signalstoffe tétig.
Sphingolipide sind an Entziindungsprozessen beteiligt, eine ihrer Untergrup-
pen, die Ceramide, dienen als Regulatoren fiir Zellwachstum und -tod. Phos-
phatidylinositol wiederum ist in einer Vielzahl von Zellmechanismen, wie der
Ca-Homoostase, dem Membranverkehr oder aber der Zytoskelett-Dynamik
involviert. |2]

Grofse Bedeutung kommt dem Lipidmetabolismus auch im Bereich der Ener-
giespeicherung und Energichomd&ostasis zu. Von der Zerlegung von Nahrungs-
fetten in Fettsduren, deren Aufnahme, dem Transport bis zur Fettsdure-
speicherung sind Lipidenzyme sowie Lipidbindungsproteine beteiligt. Lipi-
de miissen sich also als Teil der Energichomd&ostase stetiger dynamischer,
metabolischer Umwandlungen unterziehen - zur Ausbalancierung externer
Reize wie Nahrungsaufnahme oder aber schwankenden hormonellen Aktivi-
tiaten des Verdauungssystems. Sie {ibernehmen dabei einerseits die Rolle von
Metaboliten, andererseits die Rolle von Regulatoren. |2]

Auch die Bedeutung der enzymatischen Aktivitit von Lipiden ist in der Li-
pidmetabolikforschung mehr und mehr von Interesse. [1]

Fragestellungen rund um den Aufbau, die Kréfte und die Dynamik innerhalb
von Aggregaten wie Membranen sowie deren spezifische als auch unspezifische
Wechselwirkungen mit ihrer Umgebung bilden die Grundlage des physika-
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lischen Lipidforschungskanonen. Verdnderungen der Lipidzusammensetzung
der Membran, wie beispielsweise Einbau von membranmodulierden Cerami-
den, wirken sich nicht nur auf die physikalischen Parameter aus, sondern er-
zeugen auch Riickkopplungen mit der einbettenden Matrix und Botenstoffen.

Um sich der hohen Diversitdt und Komplexitit der Stoffklasse der Lipide an-
zunehmen, wurde vor wenigen Jahren ein neuer Ast der Metabolomik, die Li-
pidomik, aus der Wiege gehoben. In internationalen Projekten wie dem ame-
rikanischen ,Lipid Maps“El und dem européischen ,,ELIfe‘ﬂ versucht man, Li-
pide zu charakterisieren und klassifizieren, vereinheitlichte Nomenklaturen zu
schaffen, sowie Daten iiber Lipidzusammensetzungen, -mengen, -netzwerke,
-stoffwechselpfade und -strukturen zu sammeln. |3| Auferdem werden Infor-
mationen iiber die Zusammenhénge mit der Transkriptomik und Proteomik,
wie beispielsweise Lipidproteomeﬂ sowie iiber gingige Analyseverfahren zur
Verfiigung gestellt. [3| [4] Abbildung [2.2] zeigt die Verzahnung der einzelnen
Forschungsfelder und gibt die Zusammenhénge schematisch wieder. Im Rah-

. Amino Lipids

Metabolites

Phenotype/Function

Abbildung 2.2: Lipidomik in Zusammenhang mit der Interaktomik in einer
Zelle 3]

men dieses Forschungsnetzwerks wurde auch eine neue Definition fiir Lipide
geschaffen:

'Lipid Metabolites And Pathways Strategy
2European Lipidomics Initiative
3Proteine, welche am Lipidmetabolismus beteiligt sind
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,Lipide sind hydrophobe oder amphipathische, kleine Molekiile, welche zur
Génze oder teilweise durch carbanion-basierte Kondensation von Thioestern
(Fettacyle, Glycerolipide, Glycerophospholipide, Sphingolipide, Saccharolipi-
de, Polyketide) und/oder carbokation-basierte Kondensation von Isoprenein-
heiten (Prenollipide, Sterollipide) entstehen.* [5]

Trotz der grofen Anstrengungen die international unternommen werden,
steckt die Lipidomik, im Vergleich zu etablierten Gebieten wie der Genomik
oder Proteomik, noch in den Kinderschuhen (vergleiche Abbildung [2.3). [1]
Die urspriinglichen genetischen, zellbiologischen und biochemischen Analy-
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proteomics
23,?:"‘
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450,
/o

= ~270
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2000
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Abbildung 2.3: Entwicklung der Forschungstétigkeit im Bereich der Lipido-
mik [1]

severfahren, wie Chromatographie, boten nicht die nétige Effizienz um der
gewaltigen Mengen an Lipiden, welche in so unterschiedlichen Konzentra-
tionen intrazellulir vorkommen, in gebiihrlicher Zeit Herr zu werden. Erst
mit dem Einzug physikalischer Methoden wie hochauflésender Massenspek-
trometrie (wie dem MALDI-TOF-Verfahren [6], einer Kopplung von Matrix-
unterstiitzter Laser-Desorption /Ionisation sowie Massenspektrometrie mit Flug-
zeitanalyse) und Kernspinresonanzverfahren in die Lipidomik war die Grund-
lage fiir effiziente Forschung gelegt. Nur wenige Labors weltweit bedienen sich
jedoch bis jetzt dieser Techniken. Als bildgebendes Verfahren etabliert sich
mehr und mehr die kohdrente Anti-Stokes Ramanmikroskopie. |1, 7]

Die gesammelten Anstrengungen der Lipidomik miinden in dem Bestreben,
die Rolle der Lipide so gut zu verstehen, dass man Zusammenhinge mit
Pathologien im menschlichen Kérper herzustellen vermag.

Der Lipidhaushalt des Korpers wird ortlich und zeitlich streng reguliert. Ab-
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weichungen von der Norm sind mitverantwortlich fiir neurologische Krank-
heiten wie bipolare Stérungen oder Schizophrenie (viele Proteine in den Syn-
apsen binden direkt an Lipide), zelluldres Eindringen sowie Mimikry von
Pathogenen durch Verdnderung von Membranlipiden, immunologische Ver-
dnderungen und Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes oder Krebs. |1} 2

Wir wollen im Rahmen dieser Arbeit die grundlegenden Fragestellungen im
Bereich der Membranstrukturbildung fokussieren. Dazu verschaffen wir uns
in Kapitel zunéichst einen kurzen Uberblick hinsichtlich der unterschied-
lichen Lipidarten, insbesondere jener Lipide, welche fiir die Selbstassemblie-
rung von Membranen beim Menschen relevant sind.

2.2 Lipidklassifizierung

Die grofe Stoffgruppe der Lipide lisst sich geméfs Abbildung klassifizie-
ren. Im Rahmen dieser Arbeit wird auf die, fiir eukaryotische sowie kiinstliche
Zellmembranen besonders relevanten, amphiphilen Lipide aus der Gruppe

der Glycerophospho-, der Sphingo- und der Sterollipide ndher eingegangen.
Abbildung 2.5] zeigt schematisch den Aufbau jener Membranlipide.

2.2.1 Glycerophospholipide

Die Phosphoglyceride zdhlen zur Gruppe der Glycerolipide und bilden die
wichtigsten Phospholipide in der Mehrzahl tierischer Zellen. Thr Geriist wird,
wie in Abbildung ersichtlich, von dem Alkohol Glycerin gebildet.
Durch eine Veresterung zweier benachbarter Hydroxylgruppen des Glycerin
sind zwei Fettsduren an das Glycerin gebunden. Die iibliche Kohlenwasser-
stoffkettenldnge der Fettsduren, sowohl bei Tieren, Pflanzen als auch Bak-
terien, liegt zwischen 14 und 24 C-Atomen. In der Regel bestehen diese Li-
pide aus einer ungesattigten Fettsdurekette, welche eine oder mehrere cis-
Doppelbindungen aufweist, und einer gesattigten Kette. Die Doppelbindun-
gen bewirken, dass die ansonsten lineare Kettenstruktur durch kleine Knicke
unterbrochen wird. [9] Tabelle listet die natiirlich vorkommenden Fett-
sduren, welche fiir die Veresterung in Frage kommen. Die Durchnummerie-
rung der Kohlenstoffatome erfolgt von der Carboxylgruppe aus, die Position
der Doppelbindung wird durch ein A versinnbildlicht. Die gerade Anzahl an
Kohlenstoffatomen ist auf die Natur ihrer Biosynthese zuriickzufiihren. [10]
An der dritten Hydroxylgruppe des Glycerin hingt eine Phosphatgruppe,
welche ihrerseits wiederum unterschiedliche Alkoholreste bindet. Tabelle
listet wichtige Glycerolipidklassen und deren entsprechende Alkoholreste auf.

7
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C-Atome | Doppel- Trivialname Systematischer Name Strukturformel Schmelzpunkt /°C
bindungen
12 0 Laurinsiure n-Dodecansiure CHs3(CH3)10COOH 44
14 0 Myristinsidure n-Tetradecansiure CH3(CH;y)12COOH 54
16 0 Palmitinsiure n-Hexadecanséure CHs3(CH3)14,COOH 63
18 0 Stearinsaure n-Octadecansédure CH3(CHy)16COOH 70
20 0 Arachininsdure | n-Eicosansiure CHs3(CH)1sCOOH 75
22 0 Beheninsiure n-Docosansiure CH3(CHy)0COOH 80
24 0 Lignocerinsdure | n-Tetracosansiure CHs3(CH3)22COOH 84
16 1 Palmitoleinsiure | cis—A%- Hexadecensiure | CHs(CHy)sCH= 0
CH(CH3);COOH
18 1 Oleinsaure cis —A%- Octadecensiure | CHs(C Hy)7CH= 13
CH(CH);COOH
18 2 Linoleinsiure cis, cis—AY A2 Octade- | CH3(C Hq)4(CH— -5
cadiensiure CHCH,)2(CHy)sCOOH
18 3 a-Linolensiure | all — cis — A% A2 AY_ | CH3(CH,)(CH= -11
Octadecatriensiure CHCH,)3(CHy)sCOOH
20 4 Arachidonséure | all—cis—A° A8 A AYM- | CH3(CH2),(CH= -49
Eicosatetraensiure CHCH,)4(CHy)sCOOH

Tabelle 2.1: Natiirlich vorkommende, fiir Membranlipide relevante, Fettsduren |6, |10
A ... Position der Doppelbindungen
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Von diesen wichtigen Verbindungen zdhlen jene mit Phosphatidylcholin- oder
Phosphatidylethanolaminresten zu den neutralen Phospholipiden, jene mit
Phosphatidsaure-, Phosphatidylglycerol-, Phosphatidylinositol- und Phospha-
tidylserinresten zu den sauren Vertretern. |6]

Abbildung [2.6] zeigt am Beispiel eines Phosphatidylcholinmolekiils die Struk-
tur eines typischen Phosphoglycerids. Die Kopfgruppe, bestehend aus dem
Alkohol Cholin, der Phosphatgruppe sowie dem Glycerolkérper, ist polar und
stellt somit den hydrophilen Teil des Lipids dar. Die langen Kohlenwasser-
stoffketten des Lipids sind apolar und somit hydrophob. [9]

2.2.2 Sphingolipide

Aus der Gruppe der Sphingolipide sind fiir die Membranphysik die Phospho-
sowie die Glycosphingoide von besonderer Bedeutung.

2.2.2.1 Phosphosphingoide

Phospholipide aus der Gruppe der Sphingolipide besitzen als Rumpfeinheit
Sphingosin, welches aus zwei Hydroxylgruppen sowie einer Acylkette mit ei-
ner Aminogruppe besteht. Wie Abbildung zeigt, ist das Sphingosin
an eine Phosphatgruppe als auch an eine Fettsdure (vergleiche Tabelle [2.1])
gebunden. Alkohole, welche als wichtige Bindungspartner fiir die Phosphat-
gruppe in Frage kommen sind, wie schon bei den Phosphoglyceriden, der
Tabelle zu entnehmen. Ein besonders wichtiger Vertreter der Sphingoli-
pide ist das Sphingomyelin. Dessen Phosphatgruppe bindet an Cholin. [9]

2.2.2.2 Glycosphingoide

Glycosphingolipide zeigen den gleichen Aufbau wie Phosphosphingoide (siehe
Abbildung [2.5(c)) mit Ausnahme ein oder mehrerer Kohlenhydrateinheiten,
welche die Stelle der Phosphatgruppe einnehmen. [10]

2.2.3 Sterollipide

Aus der Gruppe der Sterollipide ist fiir die Membranphysik das Cholesterol
von besonderer Bedeutung.

2.2.3.1 Cholesterin

Cholesterin zahlt zu der Lipidgruppe der Steroide. Das Geriist bilden hier
Sterane, welche, an eine OH-Gruppe gebunden, die Grundeinheit der Ste-
rine bilden. Wie Abbildung [2.5(d)| zeigt, wird aus Sterin, zusammen mit

9
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Klasse Kurzbezeichnung | Restbezeichnung | Reststruktur Ladung
Phosphatid- PA Wasserstoff sauer
saure
R—H
Phosphatidyl- PC Cholin neutral
cholin
HC  cH,
\/
A~
R \CH3
Phosphatidyl- PE Ethanolamin neutral
ethanolamin
HoH
\/
R/\/ \H
Phosphatidyl- PG Glycerol sauer
glycerol
R OH
/l:\
Phosphatidyl- PI Inositol sauer
inositol OH
R/O OH
HO OH
OH
Phosphatidyl- PS Serin sauer
serin
H H
\/
RY,
dAo

Tabelle 2.2: Ausgewihlte, wichtige Glycerolipidklassen und deren Alkohol-

reste [6]
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einer aliphatischen Gruppe, das Cholesterin gebildet. Die kompakte Struk-
tur des Cholesterins geht aus der Kalottendarstellung in Abbildung her-
vor. Die Hydroxylgruppe bildet einen besonders kleinen hydrophilen Kopf,
gefolgt von einem starren Steroidkérper. Der Kohlenwasserstoffschwanz ist
hydrophob. [9]

2.2.4 Schmelzpunkte von Membranlipiden
Der Schmelzpunkt von Lipiden wird durch folgende Faktoren bestimmt:

e pH-Wert der Umgebung: Je hcher der pH-Wert, desto niedriger ist der
Schmelzpunkt. Durch Ionisierung der polaren Kopfgruppe kann es zu
Abstofungstendenzen kommen. Dadurch gewinnen die Ketten mehr
Platz und schmelzen leichter. [11]

e Kohlenwasserstoftkettenldnge: Je kiirzer die Kohlenwasserstoffketten,
je niedriger also das Molekulargewicht, desto niedriger ist der Schmelz-
punkt. Dies ist auf die Van-der-Waals-Wechselwirkung zwischen den
Ketten zuriickzufiithren. |11]

e Sittigung der Fettsdureketten: Generell kann gesagt werden, dass der
Schmelzpunkt umso niedriger ist, je mehr Doppelbindungen vorhan-
den sind. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die linearen, geséttigten
Fettsdureketten durch Doppelbindungen geknickt werden und es nicht
mehr moglich ist, die Lipide eng zu packen. Dies fiihrt zur Abnahme
der Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Lipiden.
Ungeséttigte Fettsauren kénnen in cis- und trans-Verbindungen geglie-
dert werden. Die cis-Bindung fithrt zu einem Knick einer Fettsdurekette
um 30 Grad und schwécht so, durch sehr starke Verringerung der Van-
der-Waals-Wechselwirkung, den Schmelzpunkt in besonderem Mafe.
Auflerdem fithren cis-Doppelbindungen zu erhohter Flexibilitit. Bei
trans-Fettsduren ist der Knick in der Kette nicht sehr ausgeprigt, sie
sind steifer und weisen, im Vergleich zu cis-Fettsduren, héhere Schmelz-
punkte auf. [11]

e Groke der polaren Gruppe: Ist eine Kopfgruppe besonders grof, so
kann der Schmelzpunkt sinken. Grund dafiir ist die Tatsache, dass
die Kohlenwasserstoffketten durch das hohere Platzangebot friiher ihre
all — trans-Konformation verlassen kénnen. [11]

11
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Fettacyle Glycerolipide

o Freie Fettsduren

Fettester (Wachse)

Eicosanoide...

Glycerophospholipide Sphingolipide

=l Phosphosphingolipide

=l Glycosphingolipide

Ceramide...

Sterollipide

Steroide (Vitamin D...)

Sterole...

Prenollipide Saccharolipide Polyketide

Flavonoide...

Isoprenoide

o Quinone (Vitamin E,K...)

Polyprenale...

Abbildung 2.4: Familie der Lipide nach LIPID MAPS ﬁ
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Alkohol
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Abbildung 2.5: Struktur der wichtigsten Membranlipide
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2.3 Selbstassemblierung von Lipiden

2.3.1 Mesophasen

Unter Mesophasen versteht man Zustdnde zwischen fliissiger und fester Pha-
se. Zu diesen zdhlt unter anderem die Gruppe der fliissigkristallinen Stof-
fe, welche sich unterteilen lisst in einen thermotropen und einen lyotropen
Zweig. Thermotropd’] Fliissigkristalle entstehen durch Ausbildung von Meso-
phasen in der Schmelze reiner Substanzen in Abhangigkeit von der vorherr-
schenden Temperatur.ﬂ Lyotropelﬂ Fliissigkristalle bilden sich als Mesophasen
in Losungsmitteln in Abhéngigkeit von der Konzentration der gelosten Sub-
stanz. |14} |15]

Viele biologische Substanzen, wie auch die Lipide, zdhlen zur Klasse der lyo-
tropen Fliissigkristalle. Sie neigen dazu, bei Uberschreitung gewisser Schwell-
konzentrationen fliissigkristalline Phasen zu bilden. Diese apolaren Substan-
zen und Stoffe amphiphilen Charakters tendieren in polaren Lésungsmitteln
zu einer Entmischung in Folge der im Anschluss diskutierten energetischen
und geometrischen Uberlegungen.

2.3.2 Chemisches Potential und Freie Energie

Ein Gleichgewicht der Phasen stellt sich geméf [16] ein, wenn das chemische
Potential

kyT X
= pN =€x+ len (%) = const. (2.1)

(... Chemisches Potential der einzelnen Lipide

iy - .. Chemisches Potential der N-fachen Aggregate

en ...Freie Energie-Anderung wenn ein einzelnes Molekiil aus der Losung
genommen wird und in ein N-faches Aggregat gesetzt wird

ky ... Boltzmannkonstante

T ... Temperatur

N ... Anzahl der aggregierten Teilchen

Xy ... Volumsanteil von gelosten Molekiilen in Aggregat mit N Molekiilen

4Thermotrope Stoffe zeigen differenziertes Phasenverhalten bei unterschiedlichen Tem-
peraturen. [12]

5Man unterscheidet je nach Geometrie der phasenbildenden Stoffe zwischen nemati-
schen, smektischen und diskotischen Phasen.

8Lyotrope Stoffe und Phasen sind solche, deren Verhalten durch die Gegenwart und die
Eigenschaften von Losungsmitteln bestimmt wird. [13]
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der gelosten Molekiile mit dem Gesamtvolumsanteil ¢ = >~ Xy in allen Ag-
gregaten gleich ist. Aus dieser Uberlegung gewinnt man fiir den Volumsanteil
von Aggregaten mit N Molekiilen geméif [16] die Gleichung

Xy = N(Xpe ®r )V, (2.2)

Xj ... Volumsanteil von einzelnen gelosten Molekiilen
€1 ... Freie Energie eines einzelnen geldsten Molekiils

Die entscheidende Rolle hinsichtlich der Aggregatsbildung spielt die freie
Energie ¢, welche fiir biologische Systeme in der Regel in ein Minimum lauft.
Fiir den Fall dass ey kleiner ist als €;, werden sich also N-Aggregate bil-
den. |16]

2.3.3 Aggregation unpolarer Molekiile

Bei einfachen Molekiilen wie Neutrallipiden liegt das Minimum von ey bei
N — oo und es findet eine vollstéindige Phasenentmischung statt.
Fiir den Fall sphéirischer Aggregate ergibt sich fiir e geméf [16| die Form

4mryr?
EN = €00 T X[ =
+47w SNV 5
= €00 + — )
N 4T

€so ... Freie Energie-Anderung, wenn ein einzelnes Molekiil aus der Losung
genommen wird und in ein fiir N gegen unendlich laufendes Aggregat gesetzt
wird

V... Molekularvolumen

v... Oberflichenspannung

(2.3)

Im zweiten Term von Gleichung fliefst iiber den Radius des Oberflachen-
energieterms 47yr? das Molekularvolumen und die Anzahl der Aggregatteil-
nehmer ein. Dieser Term wird fiir sehr grofe N unbedeutend. Zusammenfas-
send ldsst sich nach [16] fiir ey

kyT
EN = €0 + @ bl (24)
N

3

as 2
akyT = 4y (%) 8
schreiben.
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Hinsichtlich der Entstehungswahrscheinlichkeit von N-Aggregaten gibt uns,
wie in [16] ersichtlich, die Gleichung geformt aus Gleichung 2.2 und
nahere Auskunft.

2
Xy = N(Xpe")Ve M ~ (2.5)
~ N(Xe*)N

Wiirde X in Gleichung grofker als eine bestimmte kritische Aggregations-
konzentration[| ¢. = e~%, so miisste der Volumsanteil X iiber 1 steigen. Dies
ist nicht moglich. Deshalb verbinden sich hinzugefiigte einzelne Teilchen mit
N-Aggregaten. Da € wie besprochen mit zunehmendem N monoton abnimmt,
wird eine Bildung des co-Aggregats einsetzen. [16]

2.3.4 Aggregation amphiphiler Molekiile

Welche Aggregate sich im Falle amphiphiler Molekiile bildet, héngt in hohem
Mafe von der Molekiilform und der freien Energie ab. Die Molekiilgeometrie
bestimmt die Struktur des Aggregats, das Minimum der freien Energie die
Grofse.

2.3.4.1 Aggregatform

Der wesentliche Formfaktor der beteiligten Molekiile ist geméf |[16] gegeben
durch

% < % (2.6a)
% < % < % (2.6b)
% ~1 (2.6¢)
% > 1. (2.6d)

V... Volumen der Fettsidureketten
a ... Flache der Lipidkopfgruppe
[... Lénge der Fettsdureketten

“CAC = critical aggregation concentration
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Micelle (Ly) | Hexagonal (Hy) | Lamellar Loy) I Inverse Hexagonal l'”z) | IMMM"!«'L)Y
Cubic (V4) Cubic (Vq) | Cubic(v,) ‘

Mirror Plane

Cubic (V,)

Abbildung 2.8: Einfluss der Geometrie amphiphiler Molekiile auf die Orga-
nisationsstruktur [14]

Im Falle von Gleichung bilden sich sphérische Mizellen, zylindrische
Mizellen entstehen unter der Bedingung [2.6b] die Werte in liefern Dop-
pelschichten. Fiir Geometrien geméf formen sich inverse Strukturen.
Dieser Sachverhalt wird in Abbildung dargestellt.

2.3.4.2 Aggregatgrofie

Gleichung aus Kapitel gilt auch fiir komplexere Molekiile, wie die
hier beschriebenen amphiphilen Lipide. Das Minimum der freien Energie fiir
ein N-Aggregat liegt nun jedoch nicht mehr bei N = oo, wie fiir neutrale
Lipide, sondern im Endlichen. [16]

Hinsichtlich der Entstehungsgrofe kann abhiangig von der Aggregatform fol-
gende Unterscheidung getroffen werden:

1. Fiir sphérische Mizellen gilt geméf [17] in Hinblick auf die Freie Energie
die Gleichung

4grr?
en = €oo + N”. (2.7)
Daraus lasst sich die Beziehung
akyT
EN = €oo + —. (2.8)
N3

ableiten.

Das Minimum der freien Energie liegt im Endlichen mit einer Vertei-
lung dhnlich der Gauf’schen Verteilungsfunktion. Dadurch entstehen
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sphérische Mizellen. Es gilt nach [16]

2
Xy = N(Xe*)NVe V?

~ N(Xe*)N. 29)

Bilden sich kleine Mizellen, so kénnen die hydrophilen Kopfgruppen
die hydrophoben Molekiilteile nicht gegeniiber der polaren Fliissigkeit
abschirmen, sind die Aggregate zu grok, so werden polare Kopfgruppen
ins Innere der Mizelle gedriangt was wiederum zu einem energetisch
unvorteilhaften Zustand fiihrt. [16]

. Fiir zylindrische Formen spielt die Ausdehnung des Aggregats, im Ge-
gensatz zum Volumen bei der Sphére (siehe Gleichung , energetisch
keine entscheidende Rolle. Die wesentlichen Beitrage stammen, wie in
Gleichung ersichtlich, lediglich von den Enden des Zylinders, wo
energetisch ungiinstige Kriimmungsparameter zum Abschirmen der hy-
drophoben Molekiilteile vor dem polaren Losungsmittel notig sind bzw.
eine hundertprozentige Abschirmung erst gar nicht moglich ist. [16]

2EEnde
N

Aquivalent dazu lisst sich wie schon in Gleichung gemélk [16] schrei-
ben

€N = €00 + (2.10)

Oéka
N

Der Volumsanteil an gelosten Molekiilen in einem N-Aggregat ergibt
sich in diesem Falle nach [16] zu

Xy = N(Xe*)Ne ™ (2.12)

(2.11)

EN = €5 T+

Der im Vergleich zu Gleichung [2.5| zusdtzliche Exponentialterm e™® be-
dingt, dass sich im Gegensatz zu den sphéirischen Aggregaten hier eine
sehr breite Verteilung von N-Aggregaten bildet. Der Drang zur Mini-
mierung der Zylinderenden fiihrt zur Fusion der Tubuli, der Gewinn
an Entropie bedingt die Aufspaltung. Dadurch kommt es zu stetigen
Aufspaltungs- und Fusionsprozessen.

. Fiir Doppelschichtaggregate spielt die flichige Ausdehnung energetisch
ebenfalls keine entscheidende Rolle. Die wesentlichen Beitrdge stam-
men, wie in Gleichung ersichtlich, von den Réndern der Aggrega-
te, wo, wie schon bei den zylindrischen Formen, energetisch ungiinstige
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Krimmungsparameter zum Abschirmen der hydrophoben Molekiilteile
vor dem polaren Losungsmittel nétig sind bzw. vollstandige Abschir-
mung erst gar nicht moglich ist. [16]

E’r'and
N

€N = €0 T (2.13)

Aquivalent dazu ldsst sich wie schon in Gleichungsowie Gleichung

nach [16] schreiben

k
N = oo+ . (2.14)

2

Man beachte dabei die unterschiedlichen Exponenten des Terms N.
Der Volumsanteil an geldsten Molekiilen in einem N-Aggregat ergibt
sich gemédf |16] in diesem Falle zu
1
Xy = N(Xe*)Ne oN? ~

N (2.15)

Durch den Faktor Nz wird die Anzahl von endlich grofsen Doppel-
schichten exponentiell klein. Hier wird, ohne Beriicksichtigung der Mo6g-
lichkeit einer Vesikelbildung iiber der kritischen Aggregationskonzen-
tration die Bildung eines scheibenformigen oco-Aggregats einsetzen (ver-

gleiche Gleichung [2.5)).

2.3.4.3 Vesikelbildung amphiphiler Aggregate

Zieht man nun auch die Moglichkeit in Betracht, durch eine Kriimmung des
Doppelschichtaggregats die Randoberfliche und somit die Energie des Objek-
tes zu minimieren (vergleiche dazu Abbildung und in diesem Zuge sphé-
rische Objekte zu formen, so wird deren Entstehnung energetisch nach [16]
von 3 Komponenten abhingen:

e dem Energieaufwand bedingt durch die zu formende Kriimmung des
flichigen Aggregats

K.
Birurn = ¢ / [(J = Jo)? + rGKdA (2.16)
K. ...Biegefestigkeit
J ... Gesamtkriimmung

Jo ...Spontane Kriimmung
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ENERGETICALLY UNFAVORABLE

planar phospholipid bilayer
with edges exposed to water

sealed compartment
-} formed by phospholipid
bilayer

ENERGETICALLY FAVORABLE

Abbildung 2.9: Kriimmung einer planaren Lipiddoppelschicht zu einem Li-
pidvesikel [9]

kg -..Modul der Gauk’schen Kriimmung
K ...Gauf’sche Kriimmung

e dem Energiegewinn durch die Minimierung der Berandungsoberflichen
des Aggregats

k
Erand = _a i (217)
2
e dem Energiegewinn durch Translationsentropie der einzelnen, endlichen

Aggregate.

Diese spharischen Objekte werden ,normale Vesikel“lﬂ genannt. [18] In weite-
rer Folge werden wir synonym fiir Vesikel auch den Begriff Liposom]’] gebrau-
chen.

2.3.4.4 Langreichweitige Ordnung durch Interaktion amphiphiler
Aggregate bei hohen Konzentrationen

Wurde die kritische Aggregationskonzentration iiberschritten und wird die
Anzahl der sich in der Losung befindlichen Aggregate grofs genug, so begin-
nen diese zu interagieren. Ausschlaggebend dafiir sind unter anderen unspe-
zifische Krifte:

8Unter Vesikeln versteht man bestimmte polymolekulare Aggregate gewisser amphipa-
tischer Molekiile welche sich in wéssrigen Losungen bilden. Sie schliefsen kleine Volumina
der wéssrigen Losung ein und konnen aus einer oder mehreren Hiillen bestehen. [18]

%aus dem griechischen; lipos steht fiir ,Fett‘, soma fiir ,Kérper* [19]
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DLVO-Kriafte

e Van-der-Waals-Wechselwirkung:
Van-der Waals-Kréifte wirken zwischen allen Kérpern. Gewohnlich sind
sie anziehender Art, sie konnen aber auch abstofenden Charakter auf-
weisen.

Im klassischen Sinne liegt die Entstehung der van-der-Waals-Krifte
in Fluktuationen elektrischer Dipolmomente, welche bei Annadherung
von Teilchen zu korrelieren beginnen, begriindet. Man unterscheidet
die Kraft zwischen zwei permanenten Dipolen (Keesomkraft), zwischen
einem permanenten und einem induzierten Dipol (Debyekraft) und zwi-
schen zwei induzierten Dipolen (London Dispersionskrifte). Fir Ato-
me und Molekiile fillt die Van-der-Waals-Kraft mit zunehmendem Ab-

stand D sehr schnell ab (U = —Cyqw/D"), im Falle sphirischer, ma-
kroskopischer Gebilde ergibt sich laut Pargesian [20] eine Kraft
A [ RiR,
U=——%(——7F). 2.18
6D <31 n RQ> (2.18)

A ... Hamakerkonstante

Ry ...Radius Makrosphare 1

Ry ... Radius Makrosphére 2

D ... Abstand der Makrosphéren

Modernere Betrachtungsweisen gehen von den quantenmechanischen
Uberlegungen Plancks zu elektromagnetischen Moden in einem Hohl-
raum aus. Casimir fiihrte darauf basierend Uberlegungen zu freien
Energien von elektromagnetischen Moden zwischen leitenden Platten
aus. Die Anzahl der erlaubten Moden zwischen den Platten ist, im
Gegensatz zu den unendlich vielen moglichen Nullpunktfluktuationen
des elektromagnetischen Feldes im freien Raum rund um die Platten,
begrenzt. Durch diesen duferen Modeniiberschuss entsteht eine elek-
trodynamische Kraft auf die Platten. Lifshitz ergénzte Casimirs Ideen
dahingehend, dass er auch Penetration von elektromagnetischen Moden
in oberflichennahe Bereiche der beschriankenden Materialien zulies. So-
mit werden die vorherrschenden Kréfte mit elektromagnetischen Eigen-
schaften von Festképern in Verbindung gesetzt. Diese konnen durch das
elektromagnetische Absorptionsspektrum bestimmt werden und sind
von der Permittivitit e(w) und der magnetischen Suszeptibilitit p(w)
abhéngig. [20]

e Elektrostatische und Doppelschicht-Krafte:
Elektrostatische Krifte wirken zwischen geladenen Teilchen und kénnen
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abstofkender als auch anziehender Natur sein. Fiir Atome und Molekiile
gilt U = Cpge P, die Krafteinwirkung auf makrosphirische Gebilde
kann geschrieben werden als

R]_RQ —D
U= (812 ) go-sD 2.19
(Rl+RQ> ¢ (2.19)

7 ... Wechselwirkungskonstante
1/k ... Debyelinge

% wird als Debyeldnge bezeichnet und beschreibt die charakteristische
Abklingdistanz der Wechselwirkung. Im Falle von Losungen ist die De-
byeldnge abhéngig von der Art und der Konzentration der vorhandenen
Elektrolyte sowie von der Temperatur. [20] Man spricht dann von ab-
geschirmten ionischen Kriften. Letztere treten auf, wenn sich gemaf
der Debye-Theorie in kolloidalen Lésungen eine elektrochemische Dop-
pelschicht und eine Sternschicht um Partikel bilden.

Die DLVO-Theorie fiihrt die Konzepte der Van-der-Waals-Wechselwirkungen
und der Elektrostatik im Sinne der elektrochemischen Doppelschichten zu-
sammen und erklart das komplexe Verhalten kolloidaler Losungen im Nah-
bereich und im Fernbereich. Durch die unterschiedlichen Gesetzmékigkeiten
der Krifte (die Van-der-Waals-Wechselwirkung folgt einem Potenzgesetz, die
elektrostatischen Krifte einem Exponentialgesetz) ergibt sich ein komplexes
Wechselwirkungsenergie-Diagramm. Man vergleiche dazu Abbildung
Teilchen mit hoher Oberflichenladungsdichte o verspiiren ein priméres (es
findet Koagulierung statt, irreversibel) sowie sekundéres (es findet Flockung
statt, reversibel) Energieminimum. Je schwicher die Teilchen geladen sind,
desto mehr gleicht sich das Potential dem der Van-der-Waals-Wechselwirkung
an. |17, 20]

Strukturkrifte Kommen Fliissigkeiten mit Oberflichen in Beriihrung oder
werden sie mit eingeschriankten Geometrien konfrontiert, so wirken diese Um-
stinde auf die Fliissigkeitsteilchen strukturbildend. Nahern sich zwei Ober-
flichen bis auf etwa 10 Molekulardurchmesser an, so dndert sich der Charak-
ter der Van-der-Waals-Wechselwirkung dahingehend, dass sich eine Solvat-
ationskraft bildet. Im Falle von Wasser als Losungsmittel spricht man von
einer Hydratationskraft. Diese Kraft oszilliert bei starren Oberflichen mit
variierendem Abstand der Fliachen mit einer Periode, welche dem Molekular-
durchmesser o entspricht. Die Oszillation kommt durch die quasi-diskreten
Schichten der sich anordnenden Molekiile zustande. Beschrieben wird diese
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Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der DLVO-Theorie [17]
o ...Oberflichenladungsdichte

Repulsion i(b)
P (a) 5
o i
Energy, E 0 /:_\: _ )_’_'_‘_x_'___‘_‘_,.u._
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P
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b
1 1 |
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Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der Hydratationskrifte und der
hydrophoben Kraft |21

Kraft nach [21] durch das Potential

2rD
U(D) ~ —Eycos (L) e 7. (2.20)
o
Ey ...priméres Energieminimum

o ...charakteristische Abklinglange der Einhiillenden des cos-Terms

Abbildung zeigt die oszillierende Energie und das primire Energiemi-
nimum bei —Fj anhand von Graph (a). Liegt eine starke Bindung zwischen
Oberflache und Fliissigkeit vor, so entsteht eine Solvatationshiille entlang der
Oberflache und das primére Energieminimum verschiebt sich, wie Graph (b)

in Abbildung zeigt.

23



KAPITEL 2. Lipide

Zwischen hydrophoben Oberflichen (intert und unpolar) wird die Hydra-
tationskraft, wie man an Graph (c¢) in Abbildung erkennt, monoton
anziehend. Die hydrophobe Kraft lisst sich geméf [21] durch

D
)\ .

U(D) = —2ve (2.21)

v ...Oberflichenenergie
A ... Abklingléange

als Exponentialgesetz beschreiben. Sie wird kaum durch Art und Konzentrati-
on von Tonen in der Fliissigkeit beeinflusst, was auf einen nicht-elektrostatischen
Ursprung hinweist. Der Ursprung der hydrophoben Kraft bleibt vorerst noch
im Dunkeln. Eine mogliche Erklarung fiir, der hydrophoben Kraft zu Grunde
liegende, Faktoren ist die Bildung von Clathraten um hydrophobe Oberfli-
chen. Dadurch kommt es zur Abnahme von Entropie. Dieser Umstand fiihrt
dazu, dass hydrophobe Stoffe dazu tendieren, in polaren Fliissigkeiten zu
aggregieren.

Thermische Fluktuationskréifte Im Falle biegsamer Oberflichen treten
monoton abstofsende, sterische Krifte auf, welche auf thermische Fluktuatio-
nen zuriickzufiihren sind. Diese Krifte bilden ein stabilisierendes Gegenstiick
zu den Van-der-Waals-Wechselwirkungen in biologischen Systemen. Sie sind
der Hauptgrund, warum biologische Systeme wie Mizellen, Membranen oder
Emulsionstropfen nur sehr schwach aneinander haften. Fiir zwei eng beieinan-
der liegende Membranen, welche aus Lipiden mit hydrophilen Kopfgruppen
bestehen, kann die entropische Abstofung durch Protrusionen, wie in [21]
nachzulesen, abgeschitzt werden als

U(D) = +3TkTe . (2.22)

I' ... Oberflichendichte von protrudierten Molekiilen
Ao - .. Abklinglidnge, abhéngig von der hydrophoben Energie der Kohlenwas-
serstoffketten der Lipide

Im Falle von Membranen miissen die Protrusionskrafte von Ondulationskréif-
ten unterschieden werden. Erstere basieren auf den Bewegungen einzelner
Lipidmolekiile senkrecht zur Membranoberfliche, letztere auf den wellenar-
tigen Bewegungen der Membran selbst. Die Ondulationen entstehen, indem
durch Anndherung zweier biegsamer Oberflachen deren Freiheitsgrade stark
beschriankt werden und es zur Entropieerniedrigung kommt. Die wirkenden
Krifte werden nach 21| beschrieben durch
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g Protrusions
E §%§ f 9
ég‘ %-’% g:gg‘é’égﬁ? Bilayer
ahons
Abbildung 2.12: Schematische Darstellung der Ondulationen sowie Protru-

i
gk

T\’ 1 D
UD) =+ (Zb—ﬂ) EAﬂ exp M. (2.23)

.. Biegefestigkeit der Membran
Ay, Ay ... Membranfluktuationsparameter

Abbildung vermittelt einen Eindruck davon.

Verarmungskrifte Diese Krifte entstehen durch einen osmotischen Druck
zwischen dem Bulk-Wasser, welches beispielsweise ein Polymer der Konzen-
tration ¢ enthilt, und dem Raum zwischen zwei eng beieinanderliegenden
Oberflachen, der polymerfrei ist. Das Wasser in dieser sogenannten Verar-
mungszone wird nun ins Bulk-Wasser gedriickt, wodurch sich die Oberflichen
annihern. [21]

Sterische Krifte und Briickenkrifte durch polymerartige Bestand-
teile biologischer Membranen Es sei hier noch angemerkt, dass bei bio-
logischen Membranen, welche an ihren Oberflichen Protein- und Glucose-
komplexe tragen, abstofende, sterische Krifte sowie anziehende Briicken-
kriifte auftreten. [21]

Auswirkung der Krifte auf das Phasenverhalten Im Falle anziehen-
der Krifte entstehen ungeordnete, bei abstofsender Wechselwirkung geordne-
te Phasen. Da Vesikel, im Gegensatz zu Kolloiden, ihre Gréfe und Gestalt
den physikalischen Gegebenheiten anpassen kdnnen, entsteht eine Vielzahl
moglicher Organisationsmuster. [16]
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Betrachtet man nun Lipidsysteme bei hohen Konzentrationen, so unterteilt
Marsh [22] im Hinblick auf eine langreichweitige Ordnung Strukturen in

o [ ...

P...

Q...
R...

eindimensionale Phasen (lamellar)
zweidimensionale Phasen (hexagonal)
zweidimensionale Phasen (schief oder zentriert)

dreidimensionale Phasen (kubisch)

(
dreidimensionale Phasen (rhomboedrisch)

e M ... ungeordnete Phasen (mizellir).

Entsprechend der Lage der Lipide in den Phasengebilden unterscheidet man

e Typ |... Lipid in Wasser

e Typ ||... Wasser in Lipid (invers).

2.3.4.5 Kurzreichweitige Ordnung von Lipidaggregaten

Gemék der kurzreichweitigen Ordnung von Lipiden klassifiziert man nach
|22] folgende Zusténde:

e « ... ungeordnet (fliissig)

e (... teilweise geordnet (gestreckt, ungekippt)

o (... teilweise geordnet (gestreckt, gekippt)

e J... teilweise geordnet (helikal)

e (... kristallin.

Abbildung stellt nun die soeben besprochenen Konzepte der kurz- und
langreichweitigen Ordnung von Lipidaggregaten in Abhingigkeit von der
Temperatur sowie der Konzentration fiir amphiphile Lipidklassen dar.
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increasing | increasing
temperature | temperature

/E\

water / water

HE //
o8
'7+ AT(-H,0)
\ J\ J
Y Y
single-chain, or short  long double-chain lipids

double-chain lipids

Abbildung 2.13: Temperatur- und Konzentrationsabhéngigkeit des Phasen-
verhaltens amphiphiler Lipide [22]

L. ... Lamellar kristalline Phase

L, ... Lamellar ungeordnete Phase (fliissig)

Lg ... Lamellar teilweise geordnete Phase, ungekippt
H,... Hexagonale Phase (Lipid in Wasser)

H) ... Invers hexagonale Phase, (Wasser in Lipid)

Q) - .. Kubische Phase (Lipid in Wasser)

Q)| - - - Invers kubische Phase (Wasser in Lipid)

M, ... Mizellare Phase (Lipid in Wasser)

M) ... Invers mizelldre Phase (Wasser in Lipid)
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Kapitel 3

Die Modellmembran

Biologische Systeme besitzen komplexe Membranstrukturen, welche sowohl
aus Lipiden als auch aus eingelagerten Proteinen bestehen. Der Transmem-
branproteinanteil kann dabei bis zu 15 Volumsprozent ausmachen und kann
das Membranverhalten stark beeinflussen. |23] Deshalb bedient man sich ein-
facher Modellsysteme, welche helfen sollen, ein tieferes Verstdndnis hinsicht-
lich des Verhaltens reiner Lipidmembranen zu erlangen.

In Kapitel wurde ausfiihrlich erortert, wie es durch langreichweitige Ord-
nung zur Bildung von lamellaren, liposomalen Phasengebilden, insbesondere
vesikularen Strukturen kommt. Nun soll beleuchtet werden, welche Unter-
scheidungen bei Lipiddoppelschichten in Hinblick auf kurz- und langreichwei-
tige Ordnung getroffen werden konnen und welche Mechanismen molekularer
Dynamik in einer Membran zu finden sind.

3.1 Krafteverteilung innerhalb der Membran

Das laterale Druckprofil der Lipiddoppelschicht ldsst sich anhand des struk-
turellen Lipidaufbaus erkliren. Die Lipidstrukturen ergeben sich durch eine
Kompromisslosung hinsichtlich der freien Energien der hydrophilen und hy-
drophoben Lipidbestandteile. |24]

Die hydrophoben Kohlenwasserstoffketten im Inneren der Membran liegen
durch die eingeschrankten Freiheitsgrade gestreckter und geordneter vor, als
sie es als Einzelmolekiile tun wiirden. Der damit einhergehende Verlust an
Entropie fiithrt zu erheblichem lateralen Druck, der von der Kettenlinge, ihrer
Struktur und ihrem Sattigungsgrad bestimmt wird. [24]

An der Grenzschicht zwischen hydrophobem und hydrophilem Lipidteil herrscht
eine hohe Grenzflichenspannung auf Grund des Bestrebens der hydrophilen
Kopfgruppen, die freie Energie moglichst gering zu halten indem die neu-
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Abbildung 3.1: Druckprofil einer Lipiddoppelschicht, berechnet durch ato-
mistische Molekulardynamiksimulation [25]

Blauer Bereich ... Wasser

Roter Bereich ... Polare Lipidkopfgruppen

Grauer Bereich ... Apolare Kohlenwasserstoffketten

tralen Ketten von den polaren Wassermolekiilen getrennt werden. [24] An
der Grenzfliche zwischen dem polaren und dem apolaren Lipidteil herrschen
dadurch Druckdifferenzen von mehreren hundert bar [23].

Die Lipidkopfgruppen werden einerseits durch entropische Krafte bewegt.
Durch den Druck an der Grenzschicht werden sie eng aneinandergepresst [24].
Gleichzeitig besteht das Bestreben, moglichst wenig Wassermolekiile bzw. ge-
16ste Stoffe an der Membranoberfliche, sprich den Kopfgruppen, zu binden
und sie hierdurch mancher ihrer Freiheitsgrade zu berauben [23]. Andererseits
wirken zwischen den Kopfgruppen abstofende, sterische als auch elektrosta-
tische Krafte [24].

Das sich durch obige Uberlegungen ergebende Druckprofil ist in Abbildung
schematisch dargestellt. Im Falle symmetrischer Doppelschichten gilt als Sta-
bilitdtskriterium gemé&f [14]

dy/2
/0 p(z)dz = 0. (3.1)

0 ...Mitte der Membran

dy . .. Doppelschichtdicke

p... Druck

z ... Achse des Doppelschichtquerschnitts

3.2 Molekulare Dynamik der Membran

Lipide in wéssriger Losung zeigen fliissigkristallines Verhalten und koénnen
nach [14] Liposomen mit einer Vielzahl moglicher Freiheitsgrade fiir einzelne
Lipidmolekiile bilden:
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Abbildung 3.2: Freiheitsgrade der in Membranen eingebetteten Lipide [26]
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Abbildung gibt die Freiheitsgrade schematisch wieder.

Zusétzlich zu den oben erwidhnten Bewegungen kann es auch zu transversaler
Diffusion zwischen den 2 Membranschichten kommen, sogenannten flip-flops.
Dieser Vorgang ist energetisch ungiinstig und vollzieht sich sehr langsam,
kann jedoch bei Molekiilen wie Cholesterol, welche besonders kleine pola-
re Kopfgruppen besitzen, durchaus Geschwindigkeiten im Sekundenbereich
annehmen. [27]

3.3 Thermodynamik der Membran
Im Sinne der experimentellen Zugénglichkeit von thermodynamischen Gro-

fsen wollen wir in aller Kiirze auf die Warmekapazitit sowie die Kompressi-
bilitdt von Modellsystemen eingehen.
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3.3.1 Warmekapazitat

Die innere Energie eines Systems ist geméaf [28] durch den ersten Hauptsatz
der Thermodynamik gegeben als
dU = d@Q + dW. (3.2)

dU ... Anderung der inneren Energie
dQ ... Anderung der Warme
dW ... Arbeit die am System verrichtet wird

Wie in [28] ersichtlich erhélt man mit der Relation

dQ
dsS = — .
5= (3.3)

dS ... Anderung der Entropie
T ... Temperatur
fiir die Enthalpie reversibler Systeme

dH = dU + d(pV') = TdS + Vdp. (3.4)
H ...Enthalpie
p ...Druck
V ... Volumen

Die Enthalpie umfasst sowohl die innere Energie des Systems als auch die
Arbeit welche nétig ist, um dem System in seiner Umgebung Platz zu schaf-
fen. Experimentell zugénglich wird nach 28| die Enthalpie sowie die Entropie
iiber Messungen der Warmekapazitat

(%) .

¢p - .. Warmekapazitét

Die Warmekapazitdat gibt an, wieviel Warme das Lipidsystem bei kleinen
Temperaturanderungen und konstantem Druck aufnimmt. Fiir konstanten

Druck lésst sich Gleichung [3.5] zusammen mit den Gleichungen und

laut [28] schreiben als
dH
Cp = (ﬁ)p . (36)
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und is
o, =T <d_T> : (3.7)
p
woraus folgt
Ty
AH = cpdT (3.8)
To
T,
AS = 2ar (3.9)
n T

Kapitel fiihrt obige Uberlegungen weiter aus und steuert einen Abriss der
experimentellen Vorgangsweise zur Erlangung der Warmekapazitdten bei.

3.3.2 Kompressibilitiat

Die Volumskompressibilitéat

1 /dV
VvV
= —— | — 1
mr V (dP)T (3 0)

kY. ... Volumskompressibilitiit

beschreibt geméh [28] die Anderung des spezifischen Volumens des Lipidsys-
tems, wenn bei konstanter Temperatur kleine Druckiinderungen stattfinden.
Die Flachenkompressibilitit

a__1(d4
=7 ), (3.11)

K4 ... Flichenkompressibilitit
IT .. .lateraler Druck

beschreibt nach [28] die Anderung der spezifischen Fliche des Lipidsystems
wenn bei konstanter Temperatur kleine laterale Druckdnderungen stattfin-
den.

3.3.3 Systemfluktuationen

Sowohl fiir die Warmekapazitit als auch fiir die Kompressibilitit existieren
enge Zusammenh#nge in Hinblick auf Lipidsystemfluktuationen, man denke
dabei in erster Linie an Fluktuationen welche nahe an Phaseniibergingen
auftreten.

32



KAPITEL 3. Die Modellmembran

Die Wirmekapazitit steht laut [28] in Verbindung mit Enthalpiefluktuatio-
nen geméaf
(H*) — (H)*

e (3.12)

Cp:

R ... Universelle Gaskonstante

Die Kompressibilititen sind geméf [28| verkniipft mit Fluktuationen des Vo-
lumens bzw. der Oberflache.

Ky = % (3.13)
Ky = %;R;? (3.14)

Die Anderung von ¢, ist nahe dem Schmelziibergang proportional zu Ande-
rungen der Volums- und Flichenkompressibilitdt. Da Ac, an Phaseniiber-
gingen sehr grofs werden kann, sind Membranen nahe dem Schmelziibergang
stark komprimierbar und weich, die Biegeelastizitit und somit die Kriim-
mungsfluktuationen sind sehr hoch. [28]

Die Fluktuationen der Enthalpie, der Fliche und des Volumens sind beson-
ders an Doménengrenzen stark ausgepragt. Dies bedingt, dass an Grenzfla-
chen welche beispielsweise durch Lipid /Protein-Komplexe oder aber Gel /Fluid-
Phasen gebildet werden, die physikalischen Eigenschaften von Membranen
zum Teil stark von denen des iibrigen Systems abweichen konnen. [28]

Die Grenzflichen kdnnen auf Grund genannter Eigenschaften Urspriinge star-
ker Verformungen von Lipidvesikeln sein [2§].

3.4 Thermotropes Phasenverhalten der Mem-
bran

Die Eigenschaften von Membranlipiden sind in hohem Mafe von den vorherr-
schenden Temperaturverhéltnissen des biologischen Systems abhéngig. Tem-
peraturverdnderungen induzieren Phaseniibergénge in Lipidsystemen, welche
fiir die meisten, aus biologischen Membranen extrahierten, Lipide zwischen
-20 °C bis 60 °C liegen.|28]

In weiterer Folge wollen wir uns mit diesen Phaseniibergingen néher be-
schéftigen und uns dabei auf jene Phasen konzentrieren, welche in Hinblick

auf Strukturuntersuchungen von Doppelschichtaggregaten von besonderem
Interesse sind. Abbildung stellt diese Lipidphasen schematisch dar.
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Abbildung 3.3: Phasen von Lipiddoppelschichten am Beispiel eines
Phosphatidylcholin-Wasser-Gemisches [29)]

Querschnitt durch eine Modellmembran:

. Lamellenabstand

. Subgelphase L.

. Gelphase Lg, ungekippte Ketten

. Gelphase Lg/, gekippte Ketten

.. Rippelphase Py

. Fluide Phase L,

. Interdigitierte Gelphase L7

. Teilweise interdigitierte Gelphase

. Gemischt interdigitierte Gelphase

Aufsmht auf Modellmembran - Einige gingige Anordnungen der Kohlenwas-
serstoffketten in der Gelphase:

I ... orthorhombisch

J ... quasi-hexagonal

K ... hexagonal

IQW@UOUUD>_Q~
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3.4.1 Einfaches Phaseniibergangsmodell in zwei Dimen-
sionen

Betrachtet man die Membran als starre zweidimensionale Matrix in einem
dreidimensionalen Raum so kénnen wir fiir unsere rudimentéiren Uberlegun-
gen die Moglichkeit von Membranondulationen in der dritten Dimension bei-
seiteschieben und uns auf den zweidimensionalen Raum beschrianken.

3.4.1.1 Tieftemperaturphasen

In niederen Temperaturbereichen findet man die Lipide zunédchst in einem
Tieftemperaturdquilibrium wieder, welches in die Subgelphase L, iibergeht. [29]

3.4.1.2 Subgelphase L.

Die Kohlenwasserstoffketten liegen in der Subgelphase gestreckt und parallel
zur Membranebene ausgerichtet in der energetisch bevorzugten all — trans-
Konformation vor. [30] Die Packungsdichte der Ketten ist sehr hoch, die Ro-
tationsmoglichkeiten der Lipide entlang ihrer Langsachse durch starke Van-
der-Waals-Wechselwirkungen und sterische Einschrankungen begrenzt. [31]
Gemih Katsaras und Raghunathan [32] ldsst sich aus Rontgendaten zu den
vorliegenden Kettenanordnungen ein Kopfgruppengitter konstruieren. Die
Kopfgruppen liegen also geordnet vor, die genaue Packung ldsst sich je-
doch aus den Daten nicht ableiten. Der sogenannte Subiibergang um 7.,
hin zur Gelphase, verlduft in 2 Schritten. [29] Zunéichst findet bei Erwir-
mung eine Umordnung der Kohlenwasserstoffketten statt. Dabei werden die
Van-der-Waals- sowie die sterischen Wechselwirkungen durch zunehmende,
thermisch angeregte Rotationsbewegungen der Kohlenwasserstoffketten ver-
mindert. Danach erfolgt ein Verlust der Gitterordnung der Kopfgruppen und
eine Zunahme der Hydratation. [29, 31]

3.4.1.3 Gelphasen Lg und Lg

In der lamellaren Gelphase, auch solid-ordered Phase S, genannt, besitzen
die Lipidkopfgruppen, geméf [32|, wie oben beschrieben, kein Gitter. Es be-
steht lediglich eine Nahordnung mit hohem NMR-Ordnungsparameter. Die
Fettsdureketten sind gestreckt und parallel ausgerichtet, hohe Packungsdich-
ten werden erzielt. Wie auch in der Subgelphase liegt hier eine all — trans-
Konformation vor. Man unterscheidet zwischen der Phase Lg{l} welche sich
durch Neigung der Ketten in Relation zur Membranoberfliche auszeichnet,

'Die Lg-Phase besteht eigentlich aus drei unterscheidbaren Phasen. [32]
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Abbildung 3.4: Mogliche Rotationen von Kohlenwasserstoffketten am Beispiel
von Butan; Absolutes Enthalpieminimum fiir ¢trans-Konfiguration, Nebenmi-
nima fiir gauche™ und gauche™- Konfiguration [28]

und der Lg-Phase, deren Ketten keine Neigung aufweisen. Der Grad der Ket-
tenverkippung ist unter anderem abhéngig von der Art der Lipidkopfgrup-
pen und der Starke ihrer Hydratation sowie den Gegenionen in der Fliissig-
keit. [27] Grofe Kopfgruppen bzw. grofere Absténde zwischen den Kopfgrup-
pen lassen den Ketten mehr Raum als sie bevorzugen. Diese tendieren daher
dazu, das freie Volumen durch Verkippung auszufiillen. [33] Man vergleiche
dazu Abbildung

Erhoht man die Temperatur, so wachsen die Lateral- bzw. Rotationsbewe-
gungen entlang der Langsachse der Lipide an. Bei der Temperatur 7;,, findet
der Ubergang in die fluide Phase L, statt. Die Lage der Temperatur T}, ist
hauptsachlich von der Linge und Sattigung der hydrophoben Kohlenwasser-
stoffketten abhingig. (vergleiche dazu Kapitel 2.2 bzw. Tabelle 2.1)). [34] Die-
ser Ubergang ist ein hochkooperativer. DSC-Messungen an DPP(P}Lipiden
zeigen Ubergangshalbwertsbreiten AT} s2 von 0.067 °C und Cooperativity
Units (CU) (siehe Kapitel jenseits von 1000 Lipidmolekiilen. [29)]

3.4.1.4 Fliissige Phase (Fluide Phase) L,

Beim Phaseniibergang hin zur fluiden Phase vollziehen die Ketten, welche
in der Gelphase ausschlieklich in trans-Konfiguration vorliegen, eine trans —
gauche Isomerisierung (siehe Abbildung. Dies fiihrt zu einer Zustandsmi-
schung aus trans, gauche™ und gauche™ Zustdnden und einer Verringerung
der Kettenlénge. Lateral- sowie Rotationsdiffusion nehmen zu. [27] Hand in
Hand damit geht eine laterale Fxpansion der Doppelschicht durch die er-
hohte Kettenmobilitdt und eine gleichzeitige Abnahme der Doppelschichtdi-
cke. |35] [31]

In der fluiden Phase L, sind grundsitzlich die liquid-disordered Phase L,

21,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
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. gel lipid
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Abbildung 3.5: Gitterverdnderungen beim Schmelzen der Kohlenwasserstoff-
ketten in der Rippelphase [36]

und die liquid-ordered Phase L, zu unterscheiden. Man vergleiche dazu Ka-

pitel sowie Abbildung [3.12]

3.4.2 Dreidimensionale Phasen

Wirken sich die strukturellen Verdnderungen der Membran auch auf die dritte
Dimension aus, so konnen Zwischenphasen, wie beispielsweise die Rippelpha-
se, entstehen. 28]

3.4.2.1 Rippelgelphase Py

Bei manchen Lipiden bildet sich zwischen der Gel- und Fluidphase im Tempe-
raturbereich von 7), (Voriibergang) bis T,,, (Hauptiibergang) eine sogenannte
Rippelphase Py aus.

Eine mogliche Erklarung fiir die Entstehnung der Rippelphase liefert Heim-
burg in [36]: Beim Schmelzen der Lipidketten dndert sich die Lipidfiiche
um bis zu 24 %. Dadurch entstehen nulldimensionale Defekte, sogenannte
Punktdefekte, welche die Ordnung in grofser Menge zerstoren wiirden. Daher
scheint es naheliegend, dass diese Defekte nicht isoliert auftreten, sondern
gekoppelt eindimensionale Liniendefekte bilden. Dieser Sachverhalt wird in
Abbildung [3.5] dargestellt. Auf Grund des engen Kontakts der beiden Schich-
ten der Membran korrelieren deren Defektanordnungen. Dies fiihrt zu lokalen
Biegungen der Membran. Geometrische Randbedingungen fiihren sodann zu
periodischen Mustern von Gel- und Fluidphase welche als sogenannte Rippel
sichtbar werden. |28|

Katsaras und Raghunathan [32] sowie Sengupta et al. [33] merken jedoch
an, dass dieses Modell fiir die Rippelphase den Membranzustand nur unge-
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Abbildung 3.6: Karte der Elektronendichte einer Rippelphase sowie die skiz-
zierte Lage der Lipidmolekiile in Relation zur Membranebene [33]

niigend zu beschreiben und erklidren vermag. Es ist auferdem anzumerken,
dass Heimburg [36] von einer hohen Fernordnung der Kopfgruppen in der
Gelphase ausgeht, welche im Widerspruch zu Literaturangaben wie bei [32]
oder [33] steht. Sengupta et al. [33| fithren die Rippelphase auf eine Ver-
kippung der Lipidketten entlang des Rippelwellenvektors zuriick. Im langen
Rippelarm weicht die Kettenneigung kaum vom Normalvektor der Doppel-
schichtebene ab, im kurzen Arm betrigt die Abweichung etwa 30° bis 35°.
Man vergleiche dazu Abbildung Dies kann darauf zuriickzufiihren sein,
dass im langen Arm entweder die Kopfgruppen in kleinerem Abstand zuein-
ander liegen und somit den Ketten weniger Platz zur Verfiigung steht sodass
sie sich senkrecht zur Membranebene ausrichten miissen, oder aber dass sich
nicht alle Ketten in der trans-Konformation befinden und somit mehr Platz
bendtigen. [33]

Zeitaufgeloste Rontgenanalysen zeigen, dass die L, Phase beim Abkiihlen
nicht mehr in die urspriingliche Pg Phase, sondern in eine langlebige, meta-
stabile Phase Pg** iibergeht. |29

3.4.3 Thermodynamisch komplexe Phaseniibergiange

Zumeist sind die Phaseniibergénge von Lipiden deutlich komplexer als soeben
erortert. Die Zunahme der Komplexitét ist zuriickzufiihren auf Verdnderun-
gen der gesamten Vesikelstruktur. [2§]

3.4.3.1 Ubergangsverbreiterung

Die Verbreiterung der Ubergangstemperatur liisst sich auf die Kriimmung der
Membran zuriickfiihren. Abhéngig von positiver oder negativer Krimmung
entsteht an der Doppelschicht Dehnung oder Kompression. Die Dehnung
veranlasst Lipide dazu, bei niedrigeren Temperaturen in die Fliissigphase
iiberzugehen, die Kompression fijhrt zu einer Erhéhung der Ubergangstem-
peratur. [28| Abbildung stellt den Sachverhalt graphisch dar. Je nach
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Abbildung 3.7: Kriimmung triggert Schmelziibergang von Membranlipiden;
A: Freie Membran mit Krimmungsfluktuationen, B: Membran auf flacher
Oberfliche, C: Membran auf gekriimmter Oberfléche [37]

Grofe der Lipidvesikel herrschen unterschiedliche Kriimmungsverhéltnisse.
Diese bestimmen sodann die Breite des Phaseniibergangs. Kleine Vesikel mit
hoher Kriimmung weisen breite Ubergéinge auf, groke Vesikel schmale. [28]
Einen weiteren Einflussfaktor fiir die Ubergangsverbreiterung stellt die La-
mellaritdt der Lipidvesikel dar. Multilamellare Vesikel bestehen aus bedeu-
tend mehr Lipidmolekiilen als unilamellare Liposomen. Die einzelnen Lipid-
doppelschichten wechselwirken miteinander und verhalten sich daher beim
Phaseniibergang kooperativ. Abbildungen zeigt anhand eines Thermo-
gramms von DPPC typische Verldufe der Warmekapazitat fiir multilamel-
lare sowie grofse unilamellare Vesikel. Wie zu erwarten ist der Phaseniiber-
gang multilamellarer Vesikel besonders scharf ausgeprégt, grofe unilamellare
Vesikel zeigen auf Grund der geringeren Kooperativitit einen verbreiterten
Ubergang. Abbildung vergleicht das Thermogramm multilamellarer Ve-
sikel mit dem grofer und kleiner unilamellarer Vesikel. Kleine unilamellare
Vesikel besitzen auf Grund ihrer hohen Kriimmung in Verbindung mit nied-
riger Kooperativitdt einen besonders breiten Phaseniibergang. Man beachte
die unterschiedlichen Skalierungen. |36, 38|

3.4.3.2 Ubergangsverschiebung

Bei sehr kleinen Lipidvesikeln wirkt sich die Kriimmung stark auf die Packung
der Molekiile aus. Geringere Orientierungsordnung, grofere Bewegungsfrei-
heiten der Kohlenwasserstoffketten und unterschiedliche Molekiilanordnun-
gen der Innen- sowie Aukenlipidschicht sind die Folge. [31] Kleine Anderun-
gen der Vesikelgroke gehen mit grofen Verdanderungen der Packungsanord-
nung einher. Dies hat zur Folge, dass die Ubergangstemperatur bei kleinen
Liposomen stark variiert. Fiir groke, unilamellare Vesikel, spielt die Ande-
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Abbildung 3.8: Thermogramme von DPPC; Vergleich der Hauptiibergéinge
von MLVs, extrudierten LUVs sowie sonifizierten LUVs |36]
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Abbildung 3.9: Thermogramme von DPPC, Gegeniiberstellung von DPPC-
Dispersionen bestehend aus MLVs, LUVs sowie SUVs; die SUV Dispersion
beinhaltet auch LUVs deren Beitrag zum Thermogramm grau hinterlegt wur-
de [37]

HWHH ... Halbwertsbreite

wyf - .. Wechselwirkungsparameter, bestimmt die Kooperativitét des Systems
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Abbildung 3.10: Komplexe Warmekapazitatsprofile von DMPC und DMPG;
links: Multilamellare DMPC Vesikel mit Vor- und Hauptiibergang, mittig:
Extrudierte DMPC LUVs mit Voriibergang und aufgespaltenem Hauptiiber-
gang, rechts: Ubergang von DMPG bei niedriger Ionenstéirke der wissrigen
Losung [28]

rung der Kriimmung mit der Grofe nur noch eine untergeordnete Rolle, die
Ubergangstemperatur bleibt konstant. [39]

3.4.3.3 Ubergangsaufspaltung

Geometrieverdnderungen von Vesikeln rufen in Phaseniibergiingen teils kom-
plexe Ausbildungen von mehreren Warmekapazitdtsmaxima hervor. Entschei-
dende Einflussfaktoren in Hinblick auf Strukturverdnderungen der Vesikeln
sind

e Jonenkonzentration bzw. pH-Wert der Lésung

e Kettenldnge (je kiirzer die Kette desto eher erfolgt GeometrieAnderung)
e Temperatur

e Kopfgruppe. 28|

Abbildung zeigt das Verhalten von DMPCE] mit zwitterionischer (neu-
traler) und DMPG mit geladener Kopfgruppe an Phaseniibergéngen.
DMPC MLVs zeigen die charakteristische Zweiteilung in Vor- und Haupt-
iibergang. Extrudierte DMPC LUVs weisen eine Aufspaltung des Haupt-
iibergangs aus. Man vermutet, dass im Bereich zwischen den 2 Peaks eine
andere Vesikelgeometrie vorliegt.

Das geladene DMPG zeigt in wissriger Losung mit niedriger lonenkonzen-
tration einen komplexen Phaseniibergang mit erhohter Viskositidt der Di-
spersion. Dies deutet laut Heimburg [28| auf die Existenz eines komplexen

31,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
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Doppelschichtnetzwerkes wihrend des Ubergangs hin. Die Ionenkonzentrati-
on in wissriger Losung spielt bei geladenen Lipiden eine entscheidende Rolle
bei der Vesikelbildung und beim Verhalten von Lipidvesikeln. So betrégt bei
einer Tonenstirke von 100 mM die Abschirmlinge des elektromagnetischen
Potentials der Kopfgruppen 0,9 nm, bei einer Ionenstirke von 1 mM etwa
9 nm. Da letztere Abschirmlinge deutlich grofser ist als der durchschnittli-
che Abstand von Doppelschichten multilamellarer Vesikel, formen geladene
Lipide in Losungen niedriger Ionenkonzentration kaum MLVs. 28|

3.4.4 Interdigitierte Phasen

Je nach Ausprigung der Lipidkohlenwasserstoffketten konnen sich unter-
schiedliche interdigitierte Phasen manifestieren, welche in Abbildung|3.3|sche-
matisch dargestellt sind. [29]

3.4.5 Kooperative Phaseniibergiange der Membran

Nahert sich eine sich erwédrmende Gelphase dem Gel-Fluid Phaseniibergang,
so setzen im Lipidsystem kooperative Umordnungen ein. Dies bedeutet, dass
die Bewegungen der einzelnen Lipide in Wechselwirkung mit den Bewegungen
der Lipide in unmittelbarer Umgebung stehen. Je ndher man dem Phasen-
iibergang kommt, desto stirker ist dieses Phinomen ausgeprigt. Knapp vor
dem Phaseniibergang kénnen sich Lg-Inseln mit besonders hoher Kooperati-
vitét bilden. Die Groke der Inseln wird durch die Cooperativity Unit (CU)
zum Ausdruck gebracht. Je grofer die Kooperativitit einer Doppelschicht vor
dem Ubergang, desto abrupter der Phaseniibergang. Auf Grund der hohen
Kooperativitit der Lipiddoppelschichtkomponenten beim Hauptiibergang 7T;,,
von multilamellaren Vesikeln, handelt es sich bei solchen Systemen auf den
ersten Blick um Phaseniibergdnge 1. Ordnung. Phaseniiberginge 1. Ordnung
zeichnen sich dadurch aus, dass sich die Enthalpie und das Volumen schlagar-
tig andern. Da es jedoch keine hundertprozentige Kooperativitat geben kann,
kommt es zu Verbreiterungen des Ubergangs bzw. zu Voriibergangseffekten
(beispielsweise Rippelphase), welche die Enthalpie- und Konfigurationsinde-
rungen zeitlich ausdehnen. [38|

Es handelt sich also bei Phaseniibergingen von Lipiden um sogenannte schwa-
che Ubergéinge erster Ordnung. Abbildung stellt Phaseniibergangsent-
halpien dar, welche mit unterschiedlichen Kooperativitdtszahlen n errechnet
wurden. Die Simulation zeigt, dass sich erst ab einer CU von rund 1000
experimentelle Ubergangsdaten von DPPC MLVs erkliren lassen. [28]
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Abbildung 3.11: Berechnung der Halbwertsbreite von Phaseniibergangsent-
halpien mit unterschiedlichen Kooperativitétszahlen n [28]

3.5 Rafts in der Membran

Es wird heutzutage vermutet, dass biologische Membranen aus einer Lg4-
Phase bestehen, in der L,-Phasen-Doménen, sogenannte Rafts, eingebettet
sind. Diese sind reich an Cholesterol bzw. Sphingomyelin. [40]

Die Fettsaureketten der Ls-Phase sind véllig ungeordnet, der NMR-Ordnungs-
parameter ist geringer als der des Gelzustands S,. Die Ls-Phase selbst ist arm
an Cholesterin und besteht {iberwiegend aus ungeséttigten Lipiden mit nied-
rigem Schmelzpunkt. [34] Als Beispiele fiir ungeséttigte Lipide seien Vertre-
ter aus der Gruppe der Glycophospholipide zu nennen, welche in biologischen
Membranen zumeist mit ungesittigten Ketten an der sn-2 Position des Gly-
cerin vorliegen. Die Doppelbindungen in cis-Konfiguration fiihren, wie schon
erortert, zu einem Knick der Fettsdurekette und verhindern somit eine dichte,
geordnete Packung der Molekiile. |27]

In der L,-Phase werden die Fettsaurereste durch Cholesterin bzw. Sphingo-
lipide geordnet, sodass in dieser Hinsicht ein Zustand zwischen L, und S, ent-
steht. [34] In Bezug auf die Kopfgruppen findet man NMR-Ordnungsparameter,
deren Werte jenen der S,-Phase entsprechen. Sphingolipide tragen durch ihre
langen, gesittigten Fettsdureketten, Cholesterin durch seine kleine Kopfgrup-
pe zur Ordnung der L,-Phase bei. [27] Man betrachte dazu Abbildung [3.12]
Die Grofe und Form der Rafts ist einerseits von der Linienspannung der
Phasengrenze und vom ,hydrophobic mismatch“, hervorgerufen durch die
unterschiedliche Lénge der beteiligten Lipide, andererseits von entropischen
Einflussfaktoren abhingig. Durch den hohen Energieaufwand fiir die Phasen-
grenze und isotrope Linienspannung entstehen in kiinstlichen Vesikeln vor-
ziiglich groke, kreisformige Rafts. [40] Abbildung zeigt zwei kiinstliche
Lipidvesikel. Das linke Vesikel besteht aus Phosphatidylcholin sowie Sphin-
gomyelin und weist keinerlei Phasenseparation auf. Das auf der rechten Sei-
te abgebildete Vesikel besteht aus Phosphatidylcholin, Sphingomyelin und
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Abbildung 3.12: Phasenverhalten von Lipiddoppelschichten [27]
So ... fester, geordneter S-Zustand (solid-ordered) = Lg, Ly

Ly ... fliissiger ungeordneter a-Zustand (liquid-disordered) = L,
L, ... flissiger geordneter a-Zustand (liquid-ordered)

10pm

Abbildung 3.13: Zwei kiinstliche Lipidvesikel, (A): Vesikel aus Phosphatidyl-
cholin sowie Sphingomyelin ohne Phasenseparation, (B): Vesikel aus Phos-
phatidylcholin, Sphingomyelin und Cholesterin mit Phasenseparation [9]
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Abbildung 3.14: Lyotropes (und thermotropes) Phasenverhalten eines
DPPC-Wasser-Gemisches [30]

Cholesterin. Ganz klar sind 2 scharf abgegrenzte Phasen zu erkennen. [9]
In Zellmembranen sind Rafts bedeutend kleiner als in kiinstlich hergestell-
ten Modellmembranen. Man vermutet, dass sie zur Konzentrierung sowie
Separierung von eingebetteten Molekiilen wie beispielsweise Proteinen bei-
tragen. [40] Wiewohl die Existenz von L,- und L,-Phasen in biomimetischen
Membranen unbestritten ist, so ist der oben beschriebene Formungsmecha-
nismus in Hinblick auf biologische Membranen umstritten und wird mehr und
mehr angezweifelt. Alternative Erkldarungen fiir die Entstehung der lateralen
Submikrometerinhomogenitéiten reichen von Proteinwechselwirkungen iiber
dynamische Fluktuationen bis hin zu heterogenen Lipidmischungen. [27]

3.6 Lyotropes Phasenverhalten der Membran

Membranbildende Lipide liegen auf Grund ihres hygroskopischen Charak-
ters im getrockneten Zustand als Monohydratdoppelschichten vor. Wird nun
Wasser zugefiihrt, so kommt es nach und nach zur Séttigung der polaren
Lipidkopfgruppen. Erreicht der Wasseranteil der Dispersion zwischen 10 und
40 Gewichtsprozent (abhingig von der Temperatur), so entstehen lamellare
Phasen voll hydratisierter, parallel angeordneter Lipiddoppelschichten, wel-
che durch wissrige Phasen getrennt werden. Steigt der Wasseranteil weiter
an, so bilden sich nach und nach Lipidvesikel. [30] Dieser Vorgang ist in
Abbildung am Beispiel eines DPPC-Wasser-Gemisches grob skizziert.
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3.7 Symmetrie der Membran

Es soll an dieser Stelle nur erwihnt werden, dass in biologischen Systemen die
beiden Schichten einer Membran unterschiedliche Zusammensetzungen besit-
zen. Im Falle einfacher Modellmembranen, wie sie in dieser Arbeit dargestellt
werden sollen, herrschen jedoch symmetrische Zusammensetzungen.

3.8 Permeabilitat von Membranen

Diffusion durch eine synthetische Lipiddoppelschicht ist eine Funktion der
Lipidbeschaffenheit sowie der zur Verfiigung stehenden Zeit. Je grofer ein
Molekiil ist, desto geringer die Wahrscheinlichkeit, dass eine Diffusion statt-
findet, da es sich nicht zwischen die polaren Kopfgruppen zu zwingen vermag.
Je apolarer das Molekiil, desto leichter dringt es durch die Membran, da es
leichter durch das Membraninnere gelangt. Kleine, apolare Molekiile wie O,
oder C'Oy sind daher fiir Diffusion prédestiniert. Kleine, polare Molekiile wie
Wasser oder Harnstoff dringen ebenfalls relativ einfach durch die Doppel-
schicht. Fiir geladene Teilchen sowie Molekiile jeglicher Grofe hingegen stellt
die Doppelschicht eine schier uniiberwindliche Grenze dar. Sowohl die Ladung
als auch die Hydratationshiille um die Molekiile verhindern das Diffundieren
in die Kohlenwasserstoffschicht. Abbildung skizziert die Permeabili-
tiat der unterschiedlichen Molekiilklassen, Abbildung vermittelt ein
Gefiihl fiir die aulierordentlich hohe Bandbreite an Permeabilitétskoeffizien-
ten. In Zellmembranen sind Membranproteine als Pumpen und Kanéle fiir
den Transport von geladenen Molekiilen sowie Ionen zustéandig. [9]
Heimburg [28] merkt jedoch an, dass reine Lipidmembranen an Schmelz-
iibergdngen sehr wohl ausgeprigte Leitfahigkeit fiir lonen zeigen. Es wurden
quantisierte Strome beobachtet. Diese werden auf die bereits erwihnten An-
derungen der lateralen Kompressibilitit und die damit verbundenen Fluk-
tuationen der Flache zuriickgefiihrt. Dies deckt sich mit Beobachtungen von
Mathai et al. [41]. Man vermutet, dass sich stabile Poren bilden. Die Bildung
der Poren ist abhéngig von der Temperatur, dem Druck, der angelegten Span-
nung, dem pH-Wert, der Ionenkonzentration und vielem mehr. [28|

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fiir die selektive Permeabilitat der Mem-
bran liefert Pollack [42] anhand von sogenannten ,Exclusion Zones".

3.9 Arten von Lipidvesikeln

Vesikel miissen insbesondere hinsichtlich ihrer Grofe und Lamellaritit unter-
schieden werden. In Bezug auf die Lamellaritit lassen sich
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Abbildung 3.15: Diffusion durch synthetische Lipidmembran [@I
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LUV
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Abbildung 3.16: Geometrie von LUVs, SUVs, MLVs und MV Vs [44]

ULV (Unilamellare Vesikel)

OLV (Oligolamellare Vesikel) (100 bis 1000 nm)
e MLV (Multilamellare Vesikel) (> 500 nm)
e MVV (Multivesikulare Vesikel) (> 1000 nm)

unterscheiden. Unilamellare Vesikel bestehen aus einer Lipiddoppelschicht,
oligolamellare aus einigen wenigen und multilamellare Vesikel aus vielen
Doppelschichten. Multivesikuldre Vesikel bestehen aus mehreren Vesikeln die
nicht konzentrischen Ursprungs sind. [43] Genaue und einheitliche Abgren-
zungen hinsichtlich Lamellaritdt und Grofe von Vesikeln existieren in der
Literatur nicht.

Unilamellare Vesikel wiederum lassen sich unterteilen in

e SUV[| (Kleine unilamellare Vesikel) (20 - 100 nm)
o LUVP| (Grofe unilamellare Vesikel) (100 - 1000 nm)
e GUV[| (Riesige unilamellar Vesicles) (> 1000 nm). [43]

Abbildung zeigt schematisch die Geometrie von LUVs, SUVs, MLVs und
MV Vs.

Vesikelsuspensionen werden unter anderem charakterisiert durch

4Small Unilamellar Vesicles
5Large Unilamellar Vesicles
6Giant Unilamellar Vesicles
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e Homogenitit der Vesikel im Sinne der chemischen Zusammensetzung,

Durchschnittsgrofe der Vesikel,

durchschnittliche Lamellaritat der Vesikel und

das von Vesikeln eingeschlossene Volumen der wéssrigen Losung.

Vesikel in wissriger Losung stellen meist Dispersionen weit entfernt vom
thermodynamischen Gleichgewicht dar. Die Lipide befinden sich in einem
metastabilen, kinetisch gefangenen Zustand. Dies bedeutet, dass es mit der
Zeit zu Alterungsprozessen wie Fusion oder Aggregation von Einzellipiden
kommt. [18]

3.10 Interaktionen von Membranen

Findet man in Dispersionen nun multilamellare Vesikel vor, so muss man sich
zwangsldufig die Frage nach der Interaktion der einzelnen Doppelschichtla-
mellen untereinander stellen. Sowohl fiir neutrale, als auch geladene Lipide
gilt, dass sich die Lamellen durch ein Wechselspiel aus abstofenden und anzie-
henden Kréften in einer Gleichgewichtslage anordnen werden, getrennt durch
einen Dispersionsmittelfilm. Die freie Wechselwirkungsenergie pro Einheits-
fliche lédsst sich geméf [45] darstellen als

f(dwaT) = fvdW + fhyd + fund + felec =

H (1 2 1 N
o 122r \ 2 (de+d)? (dy +2dp)? (3.15)
_dw kT 2 1 _dw
+ Py, exp ih + (b_> —Apexp M+ felee.
2w K

foaw - ..Freie Energie der Van-der-Waals-Kréfte
frya - - . Freie Energie der Hydratationskréfte
fund - - - Freie Energie der Ondulationskrafte
fetee - - - Freie Energie der elektrostatischen Krifte
H ... Hamakerkoeffizient

d; ... Membrandicke

dy ...Dicke der interlamellaren Wasserschicht
Py, ... Hydratationsdruckkonstante

An ... Hydratationsliange

k ...Biegefestigkeit der Membran

Ag, A ... Membranfluktuationsparameter
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Abbildung 3.17: Logarithmischer Druck II zwischen Membranen in Abhén-
gigkeit von der Dicke der Intermembranwasserschicht d,,

Neutrale Membranen verspiiren kurzreichweitige, abstofende Hydratations-
krafte welche auf die Strukturierung des Wassers an den Lipidgrenzflaichen
zuriickzufiihren sind und zu einer freien Hydratationsenergie fj,q fithren so-
wie abstofsende entropische Kréfte, hervorgerufen durch Undulationsbewe-
gungen der Membran, welche zu einer freien Energie der Undulationskrafte
funa fiithren. Diesen Kriften wirkt die ebenfalls kurzreichweitige, jedoch an-
ziehende, Van-der-Waals-Wechselwirkung entgegen, welche wiederum ihren
Beitrag f,qw zur freien Energie leistet.

Bei geladenen Membranen miissen aufserdem die langreichweitigen elektro-
statischen Krifte (abhidngig von der Tonenstirke, dem pH-Wert und den di-
elektrischen Eigenschaften der beteiligten Phasen) und deren Anteil f... an
der freien Gesamtenergie beriicksichtigt werden. [45]

Abbildung zeigt einen typischen logarithmischen Druckverlauf zwischen
zwei Membranen in Abhéngigkeit von der Dicke der Intermembranwasser-
schicht. Die rote Kurve zeigt die Summe der abstofenden Krifte, die grii-
ne reprasentiert die anziehende Van-der-Waals-Wechselwirkung. Blau einge-
zeichnet ist die Summe dieser Kriifte. Der Nahbereich bis etwa 0,5 A wird
von sterischen Kriften beherrscht, im Abstand von zwei bis drei A gesel-
len sich Hydratationskrifte hinzu. Ab etwa 3 A miissen auch Ondulatio-
nen und elektrostatische Krifte beriicksichtigt werden. Die Van-der-Waals-
Wechselwirkung fillt proportional zu —1/d? ab.
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COZ < SO < HPO; < F~ < CI" < Br” <17 < CIO; < SCN
Salting-out Salting-in

N(CH3); < NH} < Cs" < Rb* < K* < Na* < Li* < Mg? < Ca**

Abbildung 3.18: Hofmeister-Serie fiir Kationen und Anionen [46|

3.10.1 Stabilisierung durch geloste Ionen

Ionen in wissriger Losung neigen geméif Schwierz et al. [46] dazu, sowohl
an hydrophilen als auch hydrophoben Oberflichen abhéngig von ihrer Grofe
und Ladung mehr oder minder stark zu adsorbieren. Damit beeinflussen sie
die Loslichkeitseigenschaften von Materie in wéssriger Phase. Die Hofmeister-
Serie ordnet lonen und ionische Verbindungen nach ihren Fallungseigenschaf-
ten von Proteinen (vergleiche Abbildung [3.18). Dies gilt generell auch fiir
ionen-spezifische Wechselwirkungen in kolloidalen Systemen.

Die Ausprigung der Wechselwirkungen von Lipiddoppelschichten ist daher
in hohem Mafe auch von der Anlagerung von Ionen an die polaren Lipid-
kopfgruppen abhingig.

3.11 Das Membranlipid DPPC

Préaparationen mittels der RSE-Apparatur, wie sie in dieser Arbeit in weiterer
Folge niher erértert werden, wurden mit dem Lipid DPP({| durchgefiihrt.
Abbildung stellt das einzelne Molekiil DPPC modellhaft dar.
Abbildung veranschaulicht die Ladungsverteilung innerhalb der einzel-
nen chemischen Gruppen des DPPC-Molekiils. Klar zu erkennen sind der
zwitterionische, beinah neutrale Kopfteil mit den Cholin-, Phosphat- und
Carbonylgruppen sowie die neutralen, gesittigten Kohlenwasserstoftketten
der veresterten Palmitinsduren. Die Ladungen in Klammern beziehen sich
auf Wasserstoffatome, o345 bezeichnen Torsionswinkel. Lésst man DPPC-
Molekiile Selbstassemblieren, so formen sich Lipiddoppelschichten. Die Dy-
namik sowie Aggregationsart solcher Molekiilensembles, eingebettet in das
Dispersionsmittel Wasser, ldsst sich mittels All-Atom Force Field Moleku-
lardynamiksimulationen darstellen. Die Abbildung zeigt das Verhalten
der DPPC-Molekiile, insbesondere der Kohlenwasserstoftketten, bei 293 (Lg,
linkes Bild), 323 (L, mittleres Bild) und 353 (L,, rechtes Bild) Kelvin. Mit
zunehmender Temperatur ist ein Anstieg der Unordnung der Kohlenwasser-
stoffketten verbunden. [48]

71,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
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Abbildung 3.19: Darstellung von DPPC
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Abbildung 3.20: Ladungsverteilung innerhalb eines DPPC-Molekiils berech-
net mittels der RESP-Methode [48,
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Abbildung 3.21: DPPC-Doppelschicht bei unterschiedlichen Temperaturen;
293 K (Lg, linkes Bild), 323 K (L,, mittleres Bild) und 353 K (L,, rechtes
Bild) [48]

In Tabelle werden einige wichtige Parameter des DPPC-Molekiils zusam-
mengefasst.
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Name DPPC

Synonym 16:0 PC
Dipalmitoylphosphatidylcholin
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
PC (16:0/16:0)

Molekulargewicht 734,039 g/mol

Subiibergangstemperatur (18,8 + 3,1) °C

LC — LB

Subiibergangsenthalpie (3,4 = 1,1) kecal/mol

Lc — Lﬁ

Voriibergangstemperatur (34,4 + 2,5) °C

Lﬁ — Pﬁ

Voriibergangsenthalpie (1,1 £+ 1,0) kcal/mol

Lﬁ — Pﬁ

Hauptiibergangstemperatur | (41,3 + 1,8) °C

Pﬁ — La

Hauptiibergangsenthalpie (8,2 &+ 1,4) kcal/mol

Pg — L,

Summenformel CioHgoNOg P

CMC 0,46 nM

Tabelle 3.1: Eckdaten von DPPC |29, 47|
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Kapitel 4

Herstellung von Liposomen

4.1 Einleitung

Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat sich das Anforderungs- sowie Anwen-
dungsspektrum fiir liposomale Vesikel stets erweitert. Um den unterschied-
lichen Bediirfnissen in Hinblick auf Form und Zustand der Vesikel gerecht
werden zu konnen, wurde eine Vielzahl an Herstellungsmethoden fiir die Li-
pidvesikeldarstellung entwickelt. Im Folgenden wird auf jene Verfahren Bezug
genommen, welche der Praparation der in dieser Schrift behandelten Proben
dienten bzw. diesen Methoden verwandt sind oder aber diese erganzen.

4.2 Lipiddiinnfilmhydratationsmethode

4.2.1 Herstellung von MLVs

Die klassische Herstellungsart von multilamellaren Vesikeln sowie der erste
Schritt zur Gewinnung unilamellarer Liposomen ist die Lipiddiinnfilmhydra-
tationsmethode. Dazu wird das Pulver eines Lipids bzw. einer Lipidmischung
in eine organische, apolare Losung eingebracht und gut gemischt, sodass ei-
ne klare Fliissigkeit entsteht. Danach wird die Losung in einem Wasserbad
erhitzt und mit Stickstoff umflutet ] Nach und nach verdampft das Lésungs-
mittel, zuriick bleibt ein multilamellarer Lipidfilm, der anschliefiend im Vaku-
umtrockenschrank gelagert wird, um letzte Reste des Losungsmittels zu eli-
minieren. [50] Wahlweise kann auch eine Lyophilisierung erfolgen. Dazu wird
der Lipidfilm gefroren und in einer Vakuumkammer gelagert. Der Vorteil der
Gefriertrocknung besteht darin, dass die Eiskristalle (unter Umgehung der
fliissigen Phase) direkt in die Gasphase iibergehen und somit eine schonende

I Alternativ konnen Rotationsverdampfer verwendet werden.
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Abbildung 4.1: Entstehung multilamellarer Vesikel [50]

Trocknung stattfindet. [51] Ist die Trockenphase abgeschlossen, so findet die
Hydratation des Films statt. Es ist dabei darauf zu achten, dass sich der Pro-
zess bei Temperaturen abspielt, die etwa 10 °C' iiber der Schmelztemperatur
der beteiligten Lipide liegen. Ein ausgiebiges Schiitteln oder Riihren {iber
einen langeren Zeitraum bzw. in bestimmten Intervallen wird empfohlen.
Beim Loésen hydratisierter Teile der Lipidschichten bilden sich multilamella-
re Vesikel. Die Lamellenzwischenrdume der MLVs sind mit Wasser gefiillt, die
Abstédnde der Schichten stark abhéingig von der Art und Ladung der Kopf-
gruppen. [50] Abbildung [4.1]zeigt schematisch die Entstehung der MLVs. Die
Lipidfilmdicke, Geometrie und Oberflichenbeschaffenheit des Praparations-
geféfies, als auch die Dauer der mechanischen Agitation der Proben beein-
flussen die Eigenschaften der MLVs ganz entscheidend. In Bezug auf Grofe
und Lamellaritit sind die mittels Filmmethode hergestellten MLVs in der
Regel sehr heterogen. [18] Aufierdem kann sich ein osmotischer Druck zwi-
schen dem Dispersionsmittel auferhalb von MLVs und dem interlamellaren
Dispersionsmittelanteil einstellen. Dies ist bedingt durch eine geringere Kon-
zentration geloster Ionen im Inneren des Vesikels. [52] Gruner et al. [52] sehen
eine mogliche Erklarung darin, dass bei der Bildung der dufsersten Lipidhiille
der MLVs die Hydratisierung im Inneren noch nicht abgeschlossen ist. Da die
Lipiddoppelschicht fiir Wassermolekiile, im Gegensatz zu den gelosten Ionen,
durchlissig ist, wird reines Wasser ins Innere des Vesikels gezogen, bis die Hy-
dratation vollstandig abgeschlossen ist.ﬁ Gruner differenziert daher zwischen
MTLVs, welche herstellungsseitig iiber einen osmotischen Druck verfiigen, und

2Die Permeabilitit der Membran in Hinblick auf Wassermolekiile ist dabei hauptséich-
lich von der pro Lipid eingenommenen Fliche abhingig. [41]
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SPLV] welche keinen osmotischen Gradienten aufweisen.

4.2.2 Herstellung von SPLVs

Die Herstellung von SPLVs erfolgt bei Gruner et al. [52] auf 2 unterschiedliche
Arten:

e Ein klassisch hergestellter Lipidfilm wird in Ethylether gelost. Nach Zu-
gabe von wassriger Losung wird die Fliissigkeit in einem Ultraschallbad
mit Stickstoff umflutet bis der Ether verdampft ist. Zuriick bleibt eine
Dispersion von SPLVs.

e Ein klassisch hergestellter Lipidfilm wird in Ethanol gelost und wéssrige
Lésung beigefiigt. Die Fliissigkeit wird in einem Rotationsverdampfer
verdampft. Die Loslichkeit von Ethanol in Wasser fiihrt dazu, dass sich
geloste Tonen - im Gegensatz zur klassischen Filmmethode - auch im
interlamellaren Bereich absetzen. Bei der anschliefsenden Rehydratation
entstehen wiederum SPLVs.

Methoden zur Weiterverarbeitung der heterogenen Lipidvesikel werden in
Kapitel [4.§] diskutiert.

4.2.3 Sanfte Lipiddiinnfilmhydratationsmethode

Die sanfte Lipiddiinnfilmhydratationsmethode (auch Gentle Hydration Me-
thod) unterscheidet sich von der klassischen Lipiddiinnfilmhydratationsme-
thode dadurch, dass die Rehydratation des Films iiber einen Zeitraum von
einigen Stunden ohne Einwirkung von Vortexern oder Rotationsverdampfern
geschieht. Dadurch entstehen iiberwiegend GUVs. [53]

4.3 Rapid Solvent Exchange Methode

Die klassische RSE-Methode, von Buboltz und Feigenson in [54] vorgestellt,
basiert darauf, dass ein unpolares Losungsmittel und darin geloste Lipide
in eine evakuierte Kammer, welche gevortext wird, eingespritzt werden. So-
bald das Losungsmittel die Spritze verlasst, verdampft es durch den plotz-
lichen Druckabfall. Das durch das Vortexen an der Gefifinnenwand einen
diinnen Film bildende Dispersionsmittel nimmt die verdampfenden Lésungs-
mitteltrépfchen auf und gibt Wéarme an sie ab, was zum vollstdndigen Ver-
dampfen der restlichen apolaren Fliissigkeit fiihrt. Die Lipide formen Vesikel

3Stabile plurilamellare Vesikel
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Vacuum <—— Salvent Vapor A2 solvent Vapor  — Vacuum

Lipids Rapidly
Precipitated in
Aqueous Buffer

Abbildung 4.2: Klassischer RSE-Prozess wie von Buboltz und Feigenson
in [54] beschrieben

und gehen in Dispersion iiber. Abbildung zeigt schematisch den Uber-
gangsprozess des Lipids von apolarer zu polarer Phase. [54]

Eine iiberarbeitete, im Sinne einer Zeitersparnis prozessoptimierte Varian-
te des RSE-Prozesses, wurde von Buboltz in [55] vorgestellt. Dafiir werden
polares Dispersionsmittel sowie apolares Losungsmittel mit darin gelosten
Lipiden zusammengemischt und gevortext um eine hohe Fliissigkeitsoberfla-
che zu gewéhrleisten. Durch Absenken des Umgebungsdruckes zwischen den
Dampfdruck des Dispersionsmittels und den des verwendeten organischen
Losungsmittels verdampft die organische Phase schlagartig und die Lipide
gehen selbstassemblierend in das Dispersionsmittel iiber. Bei diesem Uber-
gang erfolgt die Bildung multilamellarer Vesikel in Gréfenordnungen von 0.1
bis 1 pm. [55]

Fiir die RSE-Methode spricht, dass die Lipide nicht, wie bei der Filmablage-
rung oder Lyophilisierung [56|, eine feste Phase durchlaufen miissen. Wih-
rend dieses festen, lamellaren Zustands sind die Lipide hoch geordnet und
es kann zur Entmischung der Lipidkomponenten kommen. Dies kann sich in
weiterer Folge negativ auf das Phasenverhalten der Lipide in Doppelschichten
auswirken. Insbesondere Cholesterol neigt zu Entmischung und kristallisiert
in Form von Cholesterin-Monohydraten aus. Der Grund fiir die Kristalli-
sation von Cholesterin liegt darin, dass feste Mischungen (Filme) leichter
phasenseparieren als Fliissigkeiten. Da man bei der Filmmethode mit ge-
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Tabelle 4.1: Externe Oberfliche und eingeschlossenes Volumen von Liposo-
men in Abhéngigkeit von der Priaparationsmethode [54]

Praparationsmethode Anteil externer Oberfla- | Eingeschlossenes  Volu-
che [%] men [pl/pmol]

Filmmethode - 0.25 (£0.04)

Filmmethode/Extrudiert | 47.1 (£3.9) -

Filmmethode/Gefrier- 13.4 (£2.5) 4.07 (£0.06)

Tau-Verfahren

RSE-Methode 33.1 (£1.6) 4.50 (£0.09)

trockneten Lipidfilmen arbeitet liegt der Schluss nahe, dass gerade in diesem
trockenen Zustand Cholesterinkristalle entstehen. [54] Andererseits besagt
nach Huang und Feigenson [57] die Schirmtheorie, dass der Cholesterinkor-
per durch polare Kopfgruppen der anderen Lipide (mit schlankem Korper)
von wassriger Phase mit abgeschirmt wird, da die eigene Kopfgruppe zu klein
fiir die Abschirmung ist. Ist nun der Cholesterinanteil der Mischung zu hoch,
so kann eine vollstdndige Abschirmung nicht mehr stattfinden und es kommt
zum Ausfall von Cholesterinﬁ Diese beiden Tatsachen bewirken, dass die
Reproduktion der Loslichkeitsgrenze von mit klassischen Methoden eingear-
beitetem Cholesterin mit verschiedenen Detektions- bzw. Analysemethoden
nicht moglich ist. Die klassischen Praparationsmethoden sind also fiir die
Herstellung solcher homogenen Proben nur begrenzt einsetzbar. |54]
Dariiber hinaus bietet RSE gegeniiber Methoden, bei welchen wasserlosliche
organische Losungsmittel Verwendung finden, den Vorteil, dass Riickstén-
de von organischen Losungsmitteln schnell und vollstindig entfernt werden
konnen. [58]

Gemék Buboltz und Feigenson [54] entstehen bei der RSE Préparation mul-
tilamellare Vesikel mit groflem Anteil externer Oberfliche wie man es von
Extrusionsmethoden kennt(vergleiche Kapitel [£.8.3)). Dies spricht fiir das
Auftreten multilamellarer Vesikel mit einer geringen Anzahl von Schichten.
Das Einschlussvolumen der Vesikel ist dem von Liposomen, welche mittels
Gefrier-Tau-Verfahren (vergleiche Kapitel pripariert werden, dhnlich.
Tabelle fiihrt die genauen Grofenverhiltnisse an.

Es ist anzunehmen, dass die RSE-Methode stabile plurilamellare Vesikel
(SPLVs) hervorbringt. Das RSE-Verfahren dhnelt jenen Methoden, welche
in Kapitel zur Herstellung von SPLVs erértert werden. Zwar wird die
Préparation eines anfinglichen Lipidfilms umgangen, wihrend der Synthese

4Baykal-Caglar et al. |58| berichten beispielsweise, dass bei klassischen Synthesemetho-
den die Standardabweichung der GUV-Lipidzusammensetzung im Vergleich zu RSE steigt
und der Molanteil des Cholesterins in GUVs sinkt.
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der Vesikel liegt jedoch durch das Vortexen eine Emulsion vor, welche die
Bildung von SPLVs begiinstigen sollte.

Die wichtigsten Vorteile der RSE-Methode lassen sich wie folgt zusammen-
fassen [54]:

e Schnelligkeit

e Homogene Verteilung der Lipide iiber die Lamellen

Niedrige durchschnittliche Lamellaritat

Grofke Einschlussvolumina der Vesikel

Keine feste Zwischenphase

4.4 FElektroformation

Die Elektroformation von Vesikeln ist eine Methode, die es erlaubt, mittels
elektrischen Feldern GUVs in der Gréfsenordnung von 5 bis 200 pm herzu-
stellen. [18]

4.4.1 Herstellung von GUVs mittels Lipiddiinnfilmhy-
dratationsmethode

Hierbei werden die Platindraht-Elektroden mit einem getrockneten Lipid-
film mittels der oben beschriebenen Filmmethode {iberzogen, anschliefsend
hydratisiert und danach eine Wechselspannung von etwa einem Volt im Be-
reich von 1 bis 10 Hz angelegt. Es entstehen - abhiingig von der Lipidstruk-
tur - GUVs zwischen 5 und 200 um, deren Lipidzusammensetzung relativ
inhomogen ist, da man auf die Methode der Filmablagerung zuriickgreifen
muss, ganz im Gegensatz zur Herstellung von GUVs unter Zuhilfenahme von
RSE. [18, [58] Der zugrundeliegende Entstehungsprozess ist nicht zur Génze
verstanden, es wird jedoch vermutet, dass die elektroosmotische Bewegung
der Wassermolekiile fiir die Trennung und das Aufschwellen der Doppel-
schichten an den Elektroden verantwortlich ist. Im Hinblick auf Homogenitat
der GUV-Grofkenverteilung, Ausbeute, Unilamellaritdt und Defektdichte ist
die Elektroformation alternativen Methoden wie der ,Gentle Hydration Me-
thod“ bzw. der ,Solvent Evaporation Method“ iiberlegen. [59] Wenn es dar-
um geht, Proben mit hohen Konzentrationen geladener Lipide bzw. hohen
Ionenanteilen in wissriger Losung herzustellen, so ist die ,Gentile Hydration
Method“ vorzuziehen. [60] Alternative Elektrodenformen wie beispielsweise
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ITO-beschichtete planare bzw. interdigitierte Elektroden erlauben dank er-
héhter Anzahl variierbarer Parameter eine bessere Kontrolle hinsichtlich der
Auspriagung der Vesikeleigenschaften. [61]

4.4.2 Herstellung von GUVs mittels RSE

Es werden hierzu zunéchst Vesikel unter Zuhilfenahme der RSE-Methode her-
gestellt. Danach wird die Losung auf ITO-beschichtetef] Trigerplittchen auf-
gebracht. Nun muss in einem ganz bestimmten Zeitfenster getrocknet werden.
Zu kurze Trocknung fiihrt nicht in gewiinschtem Ausmaf zu GUVs, zu lange
Trocknung kann wie bei Filmablagerung zu unerwiinschten Entmischungsef-
fekten fiihren. Danach wird der Film hydratisiert und eine Wechselspannung
von etwa einem Volt im Bereich von 1 bis 10 Hz angelegt. [58] Der Vorteil der
RSE-Methode liegt auch hier darin begriindet, dass es nicht zu ungewiinsch-
ten Entmischungseffekten bei der Praparation kommt. Dies ist insbesondere
fiir Mikroskopieuntersuchungen der riesigen Liposomen von hoher Relevanz.

4.5 Ethanol-Injektionsmethode

Die Lipide fiir die Ethanol-Injektionsmethode werden zunichst in Ethanol
gelost. Danach wird die Losung bei einer Temperatur iiber 7}, schnell in ei-
ne wassrige Losung eingebracht. Dabei 16sen sich die Alkoholmolekiile auf
Grund der Loslichkeit von Ethanol in Wasser von den Lipiden, es kommt
zu einer spontanen Entstehung von Vesikeln. Die Homogenitdt der Liposo-
men in Bezug auf die Grofse und Lamellaritdt héngt insbesondere von der
Lipidkonzentration im Ethanol ab, welche auf Grund der stark limitierten
Loslichkeit von Lipiden im Alkohol relativ gering ist. Wahlweise kann auch
Wasser einer Ethanol-Lipidlésung beigemengt und hernach das Ethanol in
einem Verdampfer der Mischung entzogen werden. [18]

4.6 Reverse Phase Evaporation Methode

Die Reverse Phase Evaporation Methode erfolgt durch Mischung von apo-
larem Losungsmittel mit niedrigem Siedepunkt, Dispersionsmittel und ge-
wiinschtem Lipid. Die Losung wird gevortext und mit Ultraschall behandelt,
sodass eine feine Emulsion von Wassertropfchen in der apolaren Phase ent-
steht. Hernach wird das organische Losungsmittel bei erniedrigtem Druck
und Temperaturen iiber 7,, ausgedampft. Grofkenverteilungen von 200 bis

Indiumzinnoxid, findet Verwendung beim Aufbau transparenter Elektroden [62]

61



KAPITEL 4. Herstellung von Liposomen

1000 nm werden beobachtet. [18] Entscheidend fiir die Entstehung uni- oder
aber multilamellarer Vesikel ist das Verhiltnis von Lipid zu wéssriger Losung.
Ubersteigt der Lipidanteil in der Emulsion die notige Menge, um alle emul-
gierten Wassertropfchen mit einer Lipidschicht zu iiberziehen, so entstehen

tiberwiegend MLVs. (63|

4.7 Organisch-wissriges-Zweiphasensystem Me-
thode

Eine schnelle Methode zur Herstellung von GUVs beinhaltet die Zubereitung
einer Lipidlosung in einer Chloroform-Methanol-Mischung, die vorsichtige
Beimengung von wéssriger Phase und anschliefende Entfernung des Losungs-
mittels bei erhéhter Temperatur und erniedrigtem Druck in einem Rotations-
verdampfer. [18| |64] Die Methode dhnelt - bis auf die Herstellung der feinen
Emulsion - der Reverse Phase Evaporation Methode.

4.8 Nachbearbeitungsverfahren

4.8.1 Ultraschallverfahren

Ultraschall kann eingesetzt werden, um aus MLVs kleine unilamellare Vesikel
zu erzeugen. Die Beschallung erfolgt oberhalb der Schmelztemperatur der
Lipide. Restliche, grofie Vesikel kénnen mittels Zentrifugieren rasch entfernt
werden. [50|

4.8.2 Gefrier-Tau-Verfahren

Die unter der Bezeichnung ,Freeze and thaw* bekannte Methode basiert
darauf, die Dispersion mehrmals hintereinander mittels fliilssigem Stickstoff
schockzufrieren und wieder aufzutauen. Dabei entstehen grofie, unilamellare
Vesikel. Die Methode hat ebenfalls oberhalb der Lipidschmelztemperatur zu
erfolgen. [65]

4.8.3 Extrusionsverfahren

Beim Extrudieren werden die Vesikel durch eine Membran mit angepasstem
Porendurchmesser gepresst. Dadurch erhéalt man SUVs bzw. LUVs mit relativ
schmaler Grofenverteilung. [50]
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Kapitel 5

Analyse von Liposomen

5.1 Einleitung

Die Membranbiophysik verfiigt iiber ein breites Spektrum von Analysever-
fahren, welches sich sowohl aus chemischen als auch physikalischen Methoden
zusammensetzt. Wir wollen uns in diesem Kapitel lediglich auf die von uns
verwendeten Verfahren beschrinken und einen kurzen Uberblick der Techni-
ken und Technologien vermitteln.

5.2 Rontgenkleinwinkelstreuung

Die Rontgenkleinwinkelstreuung, im Englischen kurz SAXSY findet ihre An-
wendung bei der Analyse von kolloiden und makromolekularen Objekten
unter Zuhilfenahme von Strahlung im Rontgenbereich. Sie liefert im Falle
von Membranuntersuchungen wertvolle Informationen iiber

e Elektronendichten,

Schichtdicken,

Wiederholungsabstédnde von Lamellen und Lagen,

Anzahl von Lagen und

Flexibilitit. [66]

!Small Angle X-ray Scattering
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5.2.1 Aufbau und physikalische Grundlagen
Eine SAXS Apparatur besteht aus

e einer Rontgenquelle

e cinem kollimierenden Linsen- und Blendensystem (hier: Kratky-Optik)
e ciner Probenhalterung mit Probe

e ecinem Beamstop und

e cinem Detektionssystem.

Die Rontgenquelle stellt einen mdglichst monochromatischen Photonenstrahl
zur Verfiigung, welcher durch das Linsen- und Blendensystem so weit kolli-
miert werden muss, dass eine Detektion der Photonen der Kleinwinkelstreu-
ung, welche mit einem Streuwinkel zwischen 0.1° und 10° sehr nahe am Pri-
marstrahl liegen, moglich wird. Den geringen Streuwinkel verdankt die An-
lage dem Umstand, dass mit grofer werdenden streurelevanten Dimensionen
des Probeninhalts in Relation zu einer bestimmten Lichtquellenwellenlénge
die Beugungswinkel kleiner werden. Dies bedeutet, dass man sich im Falle
von membranartigen Strukturen im Kleinwinkelbereich bewegt. [66] In der
Probe interagiert der Rontgenstrahl auf unterschiedliche Art und Weise. Ab-
sorption von Photonen durch Elektronen ist eine Moglichkeit. Sie stellt jedoch
im Falle von SAXS einen unerwiinschten Nebeneffekt dar, genauso wie die
inelastische Comptonstreuung. Dabei geben Photonen einen Teil ihrer Ener-
gie an Elektronen ab, es kommt zu einer inkohédrenten Streustrahlung ohne
feste Phasenbeziehung und somit auch ohne Interferenzméglichkeit. Entschei-
dend fiir SAXS ist die elastische Rayleigh- oder Thomsonstreuung. Hierbei
wird ein Photon von einem Elektronen absorbiert. Das oszillierende Elektron
strahlt mit einer bestimmten statistischen Verteilung ein neues Photon glei-
cher Energie aus. Die ausgesandten Photonen benachbarter Atome besitzen
dabei ein festes Phasenverhiltnis, die Strahlung ist also kohédrent und inter-
ferenzfahig. Somit kann sie Informationen iiber den strukturellen Aufbau der
Probe liefern. [67]

5.2.2 Streuung an Lipiddoppelschichtstapeln

Abbildung zeigt einen Stapel von Lipiddoppelschichten mit der Wieder-
holdistanz D, Abbildung skizziert vereinfacht dargestellt die Thomson-
streuung an eben zwei solchen planaren Strukturen. |28|

Die Phasendifferenz der einlaufenden und gestreuten Welle ist geméif [28|
gegeben durch
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Abbildung 5.1: Stapel von Lipiddoppelschichten [28]
D ... Wiederholdistanz
Dy,o ... Intermembranwasserschichtdicke

Abbildung 5.2: Streuung an zwei planaren Ebenen mit der Wiederholdistanz
D

k; ... Wellenvektor der einlaufenden Welle

k, ... Wellenvektor der auslaufenden Welle

r ... Abstandsvektor der Streupunkte

260 ... Streuwinkel

A ... Wellenldnge k = %
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A =2mr(ks — k;) = 21rR, (5.1)
die der zwei gestreuten Wellen durch
2s1nf
|R| = o (5.2)

Man erkennt, dass R proportional zum Winkel 6 ist. Fiir Braggbeugung an
den 2 Ebenen muss die Bedingung
sinf
n...1,23,..
r|=D

gelten. 28] Die Intensitét des Streusignals, welches man bei der Messung von
Lipiddoppelschichtstapeln, gemittelt iiber alle Orientierungen im dreidimen-
sionalen Raum, erhilt, ldsst sich laut 28] schreiben als

2
q)”s5\q

1) o @S0 5
q

q ...27R, Betrag des Streuvektors

f ... Formfaktor

s ...Strukturfaktor

Der Formfaktor beschreibt die Fouriertransformierte eines Elektronendichte-
profils des Querschnitts einer Lipiddoppelschicht. Der Strukturfaktor spiegelt
die quasikristalline bzw. kristalline Struktur des Gitters des Lipiddoppel-
schichtstapels wieder. [28]

Eine Mittelung der Doppelschichtfluktuationen ist moglich unter der Annah-
me, dass die Fluktuationen in der Doppelschicht unabhingig von denen der
Gitterpunkte sind. Somit ldsst sich die Intensitét geméfs [28] darstellen als

[(F(a))*(s(a)) + NI (@)*) = [(F (@) (5.5)

q2

I(q)

N ... Gesamtanzahl der Lipiddoppelschichten

Der erste Term von Gleichung[5.5]beschreibt die Streuung an multilamellaren
Vesikeln, der zweite Term beriicksichtigt die diffuse Streuung an unilamella-
ren Strukturen. Der zweite Term kann fiir Auswertungen von Bragg-Peaks
vernachléssigt werden. |68, 69|
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In diesem Falle kann der Formfaktor F als konstant in jedem Bragg-Peak
Intervall angenommen werden und die Intensitét ldsst sich, wie z.B. in [69)],
schreiben als

1(q) |<fh(q;Z\28(q)
_1B@PSi(a) )
= " ,
h ...Ordnung der Reflexionen
5.2.2.1 Formfaktor
Wir definieren nun, wie beispielsweise in 70|, die Streuamplitude
F(q) = Ax fxe™. (5.7)

A ... Amplitude
f ... Streukraft

Treten nun k Streuvorfille ein, so lasst sich die Interferenz von k Sekundér-
wellen als Superposition von Streuamplituden darstellen.

k
A(q) = Z Ax f, x4 (5.8)
n=1

Da die summierten Streukrifte an den Orten 7, experimentell und rechne-
risch nicht handhabbar sind, geht man iiber zu einer Elektronendichtevertei-
lung p(r) und erhélt somit laut [70] fiir die Streuamplitude (sei A = 1)

A(q) = /p('r) * e dr. (5.9)
p ...Elektronendichteverteilung
Da die Elektronendichte der Lipiddoppelschichten in zwei Dimensionen (par-

allel zur Membranoberfliche) beinah homogen erscheint, ldsst sich auch nach 70|
schreiben

Aq) = /p(z) * edz. (5.10)
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Uber eine Fouriertransformation ist somit die Streuamplitude im reziproken
Raum mit der Elektronendichteverteilung im Ortsraum verkniipft und es gilt
gemaf [70]

p(z) = /A(q) * e "*dgq. (5.11)

q
Fiir multilamellare Vesikel mit einer Doppelschichtwiederholdistanz p(z +
nD) = p(z) erhélt man schlieklich, wie in 28] nachzulesen ist,

Aq) = (Z eian> / . p(z) % e*dz. (5.12)

N ... Gesamtanzahl der Doppelschichten

wobei der Summenterm Interferenzfunktion G(q), der Integralterm Formfak-
tor F(q) mit

F(q) = / p(z) * e*dz. (5.13)

=0
genannt wird. Experimentell zugénglich ist nach [28| lediglich die gemessene
Intensitat

1=|F(q)P. (5.14)

die Phaseninformation geht verloren. Fiir eine symmetrische Membran lasst
sich jedoch der Formfaktor, entsprechend [28], weiters schreiben als

D/2
F@:/ p(z)edz =
b (5.15)

= /_D/2 p(z)cos(zq)dz + i /D/2 p(z)sin(zq)dz.

D/2 —-D/2

Da sin(x)—-sin(-x) verschwindet der Imaginérteil und man erhilt, wie in [28]
ausgefiihrt,

D/2
F(q) = /_D/2 p(z)cos(zq)dz. (5.16)

Wissend, dass der Sinusterm verschwinden muss, kann man nun laut [28] den
Formfaktor auch als

F(q) = [F(q)|e’” = |F(q)[cos() + i| F(q) |sin(). (5.17)
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anschreiben und sich iiberlegen, wann i|F(q)|sin(¢) Null wird. Dies ist of-
fensichtlich dann der Fall wenn gilt ¢ = nn. Dadurch ergibt sich fiir den
Formfaktor geméf [28]

F(q) = £[F(q)]- (5.18)

Fiir eine zentrosymmetrische Struktur ldsst sich die Elektronendichte somit
laut Pabst et al. [68] schreiben als

hmaI
= Z +F), cos(gnz). (5.19)
h=1
qp - . - %

5.2.2.2 Strukturfaktor

Der Strukturfaktor beschreibt, wie schon erwéhnt, die quasikristalline bzw.
kristalline Struktur des Gitters des Lipiddoppelschichtstapels und lisst sich
fiir ein perfekt ausgerichtetes, eindimensionales Gitter nach [69] schreiben als

S(q) =N +2 Z(N — k)cos(kqD) (5.20)
N ... Anzahl der positionell korrigierten Gitterpunkte

In der Kristallographie existiert theoretisch eine perfekte, langreichweitige
Ordnung und somit haben die Brechungspeaks alle dieselbe Intensitdt. Im
Falle von Lipiddoppelschichten muss man jedoch den Einfluss von Stérungen
beriicksichtigen. Einen wesentlichen Einflussfaktor stellen thermische Sto-
rungen dar, kleine Fluktuationen um eine fixe Doppelschichtposition, welche
geméf [69] durch

N-1
> (N = k)cos(kqD) (5.21)
k=1

zum Ausdruck gebracht werden. Beim vorliegenden Exponentialterm han-
delt es sich um den Debye-Waller Temperaturfaktor mit A als Symbol fiir
die durchschnittlichen quadratischen Fluktuationen der Doppelschicht. Des
weiteren beriicksichtigt man kleine Abweichungen der Doppelschichtabstande
durch eine Ableitung aus der parakristallinen Theorie laut [69] mit

—¢2A
STD(q) = N—|— 2e 2

Spr(q N—l—QZ Jeos(kqD)e e (5.22)
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Abbildung 5.3: Beugungspeaks unter Storeinfluss; A: Einfluss thermaler Sto-
rungen, B: Einfluss der Gitterstérungen, C: Einfluss von Biegefluktuatio-
nen [69]

Biegefluktuationen, wie sie im Speziellen in der Fluidphase auftreten, werden,
wie in [69] beschrieben, anhand der modifizierten Caillée-Theorie erklért:

N—-1
Suer(q) = N +2 Z(N — k;)cos(qu)e<%) “nyHin(rh) (5.23)
k=1
v ... Eulerkonstante
7 ...Caillé Parameter

Abbildung zeigt den Einfluss der soeben besprochenen Stérungseinfliisse
auf das Beugungsmuster des Lipiddoppelschichtsystems. Auf der linken Sei-
te sind die Abweichungen von der idealen Gitterstruktur skizziert, auf der
rechten Seite wird der zugehorige Strukturfaktor S(q) dargestellt.

5.2.2.3 Streuintensitit

Meist wird, iiber Inverse Fouriertransformation abgeleitet, aus einer model-
lierten Elektronendichteverteilung ein passender Formfaktor fiir das zu un-
tersuchende Modellsystem gefunden. Abbildung zeigt exemplarisch auf
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Abbildung 5.4: Links: Aufenthaltswahrscheinlichkeiten von Molekiilbestand-
teilen des Lipids SOPC sowie von Wasser; rechts: Elektronendichten von
Molekiilbestandteilen des Lipids SOPC sowie von Wasser [71]

der linken Seite die modellierten Aufenthaltswahrscheinlichkeiten von Mo-
lekiilbestandteilen des Lipids SOPQ?] sowie von Wasser. Daraus kann die
Elektronendichte, ersichtlich auf der rechten Seite der Abbildung, berechnet
werden. Diese wiederum dient als Grundlage fiir den Formfaktor welcher,
zusammen mit dem Strukturfaktor fiir die modifizierte Caillé Theorie, in die
Gleichung

I(g) IF(Q)IQSMCT(q;;r Naigs|F(q)]?

einbettet wird. Der zweite Term von Gleichung beriicksichtigt diffuse
Streuung, welche wahrend des experimentellen Vorgangs auf Grund positio-
nell unkorrellierter Schichten (Defekte, ULV) auftreten kann. Relation [5.24]
wird zum Fitten von experimentellen Daten herangezogen. [68] Abbildungls.5)
zeigt das Streubild eine Messung von SOPC am Synchrotron in Triest und
den entsprechenden Fit mittels Gleichung [71]

(5.24)

5.2.3 Experimenteller Vorgang

Die meisten Photonen gelangen als Primérstrahl ohne Ablenkung durch die
Probe und miissen auf Grund der sehr hohen Intensitét durch einen Beamstop
am Einfall in den Detektor gehindert werden. Die Kleinwinkelstreuung hinge-
gen trifft auf den Detektor und kann mittels entsprechender Software ausge-

21-Stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
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Abbildung 5.5: Fit von Messungen am Lipid SOPC [71]

wertet werden. Detektiert wird das Intensititsquadrat, somit gehen Phasen-
informationen verloren, womit eine rdumliche Rekonstruktion des Probenauf-
baus nicht mehr direkt moglich ist. Es entsteht somit eine zweidimensiona-
le Intensitdtsverteilung. Abbildung zeigt Bilder der Rontgenstreuung an
multilamellaren DPPC-Vesikel in wissriger Phase. Abbildung stellt
die Gelphase, Abbildung die Rippelphase und Abbildung die
Fluidphase dar. Klar zu erkennen ist die winkelunabhingige konzentrische
Intensitatsverteilung auf Grund der Symmetrie der rdumlichen Mittelung.

5.3 Rontgenweitwinkelstreuung

Um kleinere streurelevante Dimensionen des Probeninhalts in Relation zu
einer bestimmten Lichtquellenwellenléinge analysieren zu kénnen, werden bei
der Rontgenweitwinkelstreuung, im Englischen kurz WAXS? Photonen mit
einem Beugungswinkel im Bereich von 10° bis 90° detektiert. Mit dem grofe-
ren Beugungswinkel ist im Vergleich zu SAXS die Detektion von deutlich klei-
neren Strukturen verbunden. [67] Lésst sich mit SAXS, wie in Kapitel
erortert, die Struktur der Lipiddoppelschichten studieren, so ermdglicht WA-
XS Einblicke in die Positionierung der einzelnen Lipidmolekiile innerhalb
einer Lipiddoppelschicht zueinander bzw. der Bestandteile wie Kopfgrup-
pen und Kohlenwasserstoffketten. So kann mittels WAXS beispielsweise die

3Wide Angle X-ray Scattering
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(a) 2D  Streubild einer (b) 2D  Streubild einer (c) 2D  Streubild einer
DPPC-Probe in der Gelpha- DPPC-Probe in der Rippel- DPPC-Probe in der Fluid-
se phase phase

Abbildung 5.6: Streubilder von multilamellaren DPPC-Vesikeln in wéssriger
Losung

Packung der Fettsdureketten analysiert werden. Hierbei handelt es sich um
Strukturabstédnde in der Grofenordnung von 0,35 bis 0,5 nm.

5.4 Dynamische Differenzkalorimetrie

Wie in Kapitel erwahnt, kann es bei Warmezu- bzw. abfuhr in Li-
pidsystemen zu Phaseniibergéngen dhnlich denen 1. Ordnung kommen. Die
dabei auftretende Enthalpieinderung macht man sich bei der Dynamischen
Differenzkalorimetrie, kurz DSCE], zu Nutze.

5.4.1 Experimenteller Vorgang

Es wird fiir die Messung ein Messvolumen mit einer Referenzlésung ohne
thermotrope Phaseniibergéinge (meist das reine Losungsmittel) gefiillt, ein
zweites Volumen mit der zu analysierenden Lipidprobe. Die Temperatur bei-
der Volumina wird nun mit konstanter Rate erh6ht und die Warmeaufnahme
der jeweiligen Fliissigkeit in Abhéngigkeit von der Temperatur aufgezeich-
net. Kommt es zu Phaseniibergingen in der Lipidprobe, so dndert sich die
Wirmekapazitit schlagartig. Aus der daraus resultierenden, unterschiedli-
chen Wirmeaufnahme von Referenzzelle und Probenzelle kann mit dieser
Methode auf die Warmekapazitéit, die Enthalpie und damit auf die Lipid-
Phasentiberginge riickgeschlossen werden. 72| Da vornehmlich sehr kleine
Wirmekapazitatsanderungen untersucht werden, sind gleiche Volumina von

4Differential Scanning Calorimetry
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Mess- und Referenzfliissigkeit sowie ausreichender Schutz vor &duferen Ein-
fliissen von grofer Bedeutung. [35]

5.4.2 Theoretische Betrachtungen

Da die konstante Temperaturdnderung bei konstantem Druck vonstatten
geht, ist der Warmefluss geméf 73| gleich der Enthalpieinderung

dQ dHcal
(%) _ (5.25)
P
Q... Wiarme
H,., ... kalorimetrische Enthalpie
t... Zeit
p... Druck

Die Warmeflussdifferenz zwischen Probe und Referenz ergibt sich nach [73|

zu
dH, dH, dH,,
A cal _ cal _ cal , (526)
dt dt Probe dt Referenz

die Wirmekapazitit ldsst sich schreiben als

dQ dHcal
% (dT)p ( T )p (5:27)
¢p - .. Warmekapazitét

T ... Temperatur in Kelvin

Mit der konstanten Heiz- bzw. Kiihlrate % wird die Wirmekapazitat, wie

in 73] erdrtert, durch die Kettenregel zu

o dHcal o dHcal dt

T Tar T Tat dr (5.28)
Die Gleichung
dHcal dHcal dt
Ac. = A = A —. .2
@ dT dt dT (5:29)

beschreibt die Differenz der Warmekapazititen der Referenz- und Proben-
fliissigkeit. 73]

Der von der DSC-Apparatur aufgezeichnete differentielle Warmefluss wird
als sogenannte thermoanalytische Kurve bezeichnet und dargestellt. Dabei
wird, wie in Abbildung[5.7 und [5.§] ersichtlich, die Wiarmekapazitit iiber der
Temperatur aufgetragen.
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Abbildung 5.7: Beispielhafte, schematische Darstellung eines Thermo-
gramms [39]
C, ... Warmekapazitét
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Abbildung 5.8: Relevante Daten des Wirmekapazititsthermogramms [35]
T, ... Maximale Warmekapazitit des Phaseniibergangs, Schmelzpunkt
AT, ... Halbwertsbreite

AH., ... Enthalpiedifferenz zwischen Probe- und Referenzfliissigkeit

Ts ... Anfang des spezifischen Wirmeiiberschusses des Phaseniibergangs
Ty, ... Ende des spezifischen Warmeiiberschusses des Phaseniibergangs
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Die Integration der Warmekapazitét iiber einen bestimmten Temperaturbe-
reich gibt die spezifische kalorimetrische Enthalpie wieder. [35] Dies kann
laut 73] geschrieben werden als

1L
AHuy = | Ac,dT (5.30)

Ts

Ts ... Anfang des spezifischen Warmeiiberschusses des Phaseniibergangs
Ty, ... Ende des spezifischen Warmeiiberschusses des Phaseniibergangs

und wird in Abbildung [5.7] dargestellt. Geméf [38] lisst sich aus der Glei-
chung
c
AH,y = 4RT? -2 5.31

" mAHcal ( )
H,y ... van’t Hoff’sche Enthalpie
R ... Universelle Gaskonstante
T, ... Schmelzpunkt
Cpmaz - - - Maximale Warmekapazitat des Phaseniibergangs

die scheinbare Reaktionsenthalpie, die van’t Hoff’sche Enthalpie, H,py, ge-
winnen. Die van’t Hoff’sche Enthalpie entspricht der Menge Warme, welche
fiir jede einzelne kooperative Einheit (CU) nétig ist, um den Phaseniibergang
zu bewerkstelligen. Ein Phaseniibergang erster Ordnung ist vollstindig ko-
operativ, hat somit theoretisch einen unendlich scharfen Ubergang. Dies be-
deutet, dass alle Lipidmolekiile im gleichen Augenblick den Phaseniibergang
vollziehen. Geschieht dies ohne den Umweg iiber etwaige Zwischenphasen
so spricht man von einem zwei-Zustands-Phaseniibergang erster Ordnung.
Fiir einen solchen Ubergang entspricht AH,y genau AH,,. [38] Mit kleiner
werdenden kooperativen Einheiten nimmt auch AH,y allméhlich ab. Da es
sich bei Phaseniibergingen von Lipiden um keine reinen Uberginge erster
Ordnung handelt, gilt fiir diese AH, g < AHy.
Die Relation

AHUH

A1T—[cal

ACU = (5.32)

CU ... kooperative Einheit (cooperativity unit)
lasst, wie in [38] dargestellt, Riickschliisse auf die Grofe der kooperativen

Einheiten zu. Wie sofort ersichtlich ist, verfiigen stark kooperative Phasen-
iibergénge iiber eine hohe van’t Hoff’sche Enthalpie.
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Abbildung 5.9: Thermogramm von DPPC |30]

5.4.3 DSC-Thermogramm am Beispiel von DPPC

Am Beispiel von DPPC soll nun ein typisches DSC-Diagramm erortert wer-
den. Abbildung skizziert den Thermogrammverlauf mit den einzelnen
DPPC-Phasen sowie deren Ubergiinge. Abbildung zeigt und vergleicht
reale Thermogramme von DPPC LUVs sowie MLVs in wissriger Losung.
Der Warmestrom bzw. Warmekapazitdtsanderungen von MLVs eignen sich
besonders gut zur DSC-Analyse, da sehr scharfe, abgegrenzte Maxima, be-
sonders beim Ubergang von der Rippel- in die Fluidphase, vorhanden sind.
Untersuchungen an unilamellaren Vesiklen zeigen, dass sich Lage, Hohe und
Halbwertsbreite der Uberginge gegeniiber den Werten multilamellarer Vesi-
kel stark verdndern konnen.

Die Lage von T,, ist abhéngig von der Grofe der unilamellaren Vesikel. Je
kleiner die Partikel werden, desto kleiner wird die Ubergangstemperatur. [35]
Dies ist auf die unterschiedliche Oberflichenkriimmung und die damit ver-
bundene unterschiedliche Packung der Kohlenwasserstoftketten zuriickzufiih-
ren (siche Kapitel [3.4.3)). [74] Fiir SUVs bis 35 nm liegt der Hauptiibergang
bei rund 37 °C, hinsichtlich unilamellarer Liposomen zwischen 35 und 70 nm
wandert dieser bis hin zur Hauptiibergangstemperatur von MLVs bei etwa
41 °C wo er auch fiir ULVs iiber 70 nm konstant verbleibt. [35] Abbildung[5.10]
zeigt das Thermogramm einer DPPC-Dispersion mit SUVs und LUVs. Der
Graph ,a“ zeigt eine Aufnahme nach Inkubierung der Probe fiir 1,5 Stunden
bei Raumtemperatur, Graph ,b“ eine Aufzeichnung nach 72 Stunden. Klar
zu erkennen ist die Tendenz der SUVs, bei Temperaturen unterhalb von 7,
zu fusionieren und LUVs zu bilden. [39)

Die Halbwertsbreite der Ubergéinge unilamellarer Vesikel nimmt gegeniiber
der von MLVs zu. Bei Mischungen aus LUVs und MLVs verbreitern die LUVs
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Abbildung 5.10: Thermogramm einer DPPC-Dispersion mit SUVs und LU Vs;
a: Aufnahme nach 1,5 Stunden Inkubierung bei Raumtemperatur, b: Aufnah-
me nach 72 Stunden Inkubierung bei Raumtemperatur 39|

den stark ausgeprigten MLV-Ubergang, bei SUV-Dispersionen zwischen 30
und 50 nm Durchmesser kann die Halbwertsbreite bis zu 3,5 °C betragen (im
Gegensatz zu weniger als 0,1 °C bei MLVs). [29]

Die Héhe der Enthalpiekurven nimmt bei unilamellaren Vesiklen im Vergleich
zu MLVs ab. [29] Somit ist das Thermogramm ein guter Indikator fiir die
Homogenitat der gelosten Vesikel.

Der Ubergang bei T, ist dariiber hinaus auch ein guter Indikator fiir verschie-
denste Unreinheiten in der Dispersion, welche den Ubergang auch in kleinen
Mengen schon zum Verschwinden bringen. 35| Die Enthalpie des Haupt-
iibergangs ist abhéingig von der Kohlenwasserstoffkettenlidnge. Dies deutet
darauf hin, dass der Grofteil der Wirme beim Ubergang in die Umordnung
der Ketten flieft. [29] Je linger die Kohlenwasserstoftketten werden, desto
enger riicken 7}, und 7}, zusammen, bis sie bei einer Lange von 22 C-Atomen
ineinander tibergehen [35|. Die Lage und Form des Subiibergangs ist stark
von der Art und Weise der gesamten Wirmebehandlung der Dispersion vor
der Messung abhéngig und kann deshalb kaum fiir weiterfithrende Aussagen
herangezogen werden [29).

Die Bildung des Ubergangs bei 7., ist nur detektierbar wenn die Probe lingere
Zeit gekiihlt gelagert wird, da die Entstehung der L.-Phase sehr langsam vor
sich geht und kinetisch gehemmt ist [29).
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From Laser

Most light passes
through unscattered

Abbildung 5.12: Intensitétsverteilung einer PCS-Aufnahme |75|

5.5 Photonenkorrelationsspektroskopie

Photonenkorrelationsspektroskopie, kurz PCSE], erlaubt es, anhand von zeitauf-
gelosten Intensitdtsmessungen gestreuten Laserlichts an suspendierten Par-
tikeln Riickschliisse auf Grofse, Anzahl und Volumeneinschluss der Teilchen
zu zichen [75]. Wie in Abbildung ersichtlich, wird Laserlicht an den
suspendierten Liposomen gestreut. Durch konstruktive und destruktive In-
terferenz entsteht auf dem Detektor ein Licht- und Schattenbild. Dies ist
in Abbildung grob skizziert. Die Teilchen fiithren entsprechend der vor-
liegenden Temperatur Brown’sche Bewegungen aus. Grofe Teilchen bewegen
sich auf Grund ihrer Tragheit langsam, kleine Teilchen schnell. Dies fiihrt, wie
in Abbildung dargestellt, zu unterschiedlich raschen Intensitatsschwan-
kungen. Wird nun fiir die Zeitpunkte t und t + ot die Intensitatsverteilung
des Interferenzmusters des gestreuten Lichts aufgenommen, so unterscheiden
sich diese Aufnahmen auf Grund eben dieser Brown’schen Zitterbewegung.
Die Bilder kénnen alsdann hinsichtlich ihrer Korrelation untersucht werden.
Eine groke Veranderung der Intensitatsverteilung lasst auf kleine, schnell
bewegliche Teilchen schliefen. In diesem Falle nimmt die Korrelation zweier
Aufnahmen mit fortschreitender Zeit rasch ab. Kleine Verdnderungen deuten
indes auf sich langsam bewegende Teilchen hin. Die Korrelation der Bildda-
ten bleibt im zeitlichen Verlauf linger bestehen. Dieser Umstand wird in
Abbildung klar ersichtlich. Uber die Stokes-Einstein-Relation lisst sich

5Photon Correlation Spectroscopy
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Abbildung 5.13: Intensitdtsschwankungen in Abhéngigkeit von der Zeit fiir
kleine und grofse Partikel [76]
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Abbildung 5.14: Korrelation der Intensitidtsverteilungen unterschiedlicher
Partikelgrofen in Abhéngigkeit von der Zeit |75|

ein Zusammenhang zwischen Brown’scher Bewegung und der Teilchengrofe
herstellen. [75]

Auferdem ldsst sich iiber die Intensitdat unter Zuhilfenahme der Mie-Theorie
auch auf das Teilchenvolumen und dadurch wiederum auf die Anzahl der
Teilchen riickschlieffen. Es gilt jedoch zu bedenken, dass die Umrechnung der
Intensititen mit grofen Fehlern behaftet sein kann und die Daten dement-
sprechend mit Bedacht zu interpretieren sind. Gréfenverteilungen der Proben
mit einem PDIP < 0.7 sind fiir eine aussagekriftige Analyse notwendig. Die
analysierbaren Partikelgrofen liegen zwischen 0,3 nm und 10 pm. [75|

5Polydisperititsindex; Prozesse zur Herstellung von Polymeren fiihren zu unterschied-
lichen Graden der Polymerisierung von Polymeren in einer Probe. Es entsteht eine Po-
lymerisationsverteilung, welche durch das Massenmittel und durch das Zahlenmittel cha-
rakterisiert wird. Der Quotient der beiden Mafe bildet den Polydispersitéitsindex, welcher
Auskunft iiber die Breite der Verteilung der Polymerisationsgrade gibt.[16]
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5.6 Nanoparticle Tracking Analysis

Die Nanoparticle Tracking Analyse, kurz NTA | erlaubt wie die PCS-Methode
die Auswertung der Grofse und Anzahl von Nanopartikeln. Die detektierba-
ren Vesikelgrofen liegen zwischen 10 und 2000 nm] Mit einem Laserstrahl
werden die Teilchen beleuchtet. Das gestreute Licht wird mit einer hochauf-
16senden Kamera aufgezeichnet und die damit ersichtliche Brown’sche Bewe-
gung mittels spezieller Software fiir jedes einzelne Teilchen mitverfolgt. Uber
die Stokes’schen Gleichungen kann hernach die Bewegung mit der Teilchen-
groke in Verbindung gesetzt werden. Der Vorteil gegeniiber der PCS-Analyse
liegt darin begriindet, dass nicht Interferenzen ganzer Teilchenensembles be-
trachtet werden, sondern jedes aufgezeichnete Teilchen einzeln ausgewertet
wird. Dadurch ldsst sich eine exaktere Grofenverteilung errechnen. [77]

5.7 Polarisationsmikroskopie

Ein Polarisationsmikroskop ist ein Lichtmikroskop, welches Objekte in ei-
nem polarisierten Lichtstrahl darstellt. Dazu wird unterhalb der Probe ein
Polarisationsfilter (Polarisator) in den Strahlengang eingefiihrt, welcher le-
diglich fiir in eine bestimmte Richtung polarisierte Photonen durchgéingig
ist. Oberhalb der Probe sitzt ein weiterer Filter, Analysator genannt, der
zum Polarisator um 90 Grad gedreht ist und somit das zuvor gefilterte Licht
blockiert. Setzt man nun eine optisch isotrope Probe in den Strahlengang,
so wird die Lichtpolarisation nicht verdndert und der Analysator lasst keine
Photonen passieren. Wird jedoch eine optisch anisotrope Probe eingesetzt, so
verandert diese die Polarisationsrichtung der Photonen, sodass dieses Licht
den Analysator ungehindert passieren kann. |78] Werden nun multilamellare
Vesikel in den Strahlengang eingefiihrt, so stellen diese eine anisotrope Pro-
be dar. Das Licht wird von MLVs so gedreht, dass sie unter dem Mikroskop
die Form von Malteserkreuzen annehmen. Fiir ausfiihrliche Informationen
in Hinblick auf anisotrope Eigenschaften multilamellarer Vesikel sei auf [79)
verwiesen.

"Erfahrungswerte zeigen, dass eine zuverlissige Grofenbestimmung lediglich bis 800
nm moglich ist.
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Kapitel 6
Details zur RSE Methode

6.1 Einleitung

Das RSE-Verfahren wurde in dieser Arbeit geméf [54, 55| nachvollzogen und
entsprechend den vorherrschenden Laborbediirfnissen adaptiert. Dazu wur-
den Erginzungen und Anderungen beim Aufbau der Anlage selbst vorge-
nommen sowie der Priparationsmodus an sich angepasst. Kapitel sowie
die Baupldne im Anhang [B| beschreiben den genauen Aufbau der Anlage.
Kapitel geht ndher auf die Handhabung der Apparatur ein, Kapitel
schlieflich erortert die Methodik der RSE-Praparation und deren Adaptie-
rung in Hinblick auf die Herstellung grofser, stabiler, plurilamellarer Vesikel.

6.2 Aufbau der RSE Apparatur

Der Aufbau der an unserem Institut konstruierten RSE-Apparatur geht auf
Unterlagen zuriick, die von Buboltz 2009 in [55] publiziert wurden. Die von
uns angefertigten Konstruktionszeichnungen (siehe Anhang sind detail-
liert ausgefiihrt und erlauben somit einen einfachen Nachbau unserer Kern-
apparatur mit gdngigen Werkstattkomponenten eines technischen Instituts.
Nachfolgend sei eine Auflistung aller, iiber die in Anhang |B| dokumentier-
ten Bauteile hinaus verwendeten, Zusatzkomponenten gegeben, welche den
Aufbau in seiner Gesamtheit vervollstéandigen.

6.2.0.1 Gas-Zubehor

e Air Liquide (Graz, Osterreich) Argon-Gasflasche Alphagaz 1 Ar B10L
L

e Air Liquide (Graz, Osterreich) Absperrventil LM 45-0,5
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Air Liquide (Graz, Osterreich) Druckminderer HBS 200-10-3,5

Schlauchtiille 10,0 mm/G3/8

Uberwurfmutter G3/8RH

Schlauch 4 x 1 mm PFA LAS/SPG

Stiitzhiilse MS 6(4)mm SPG

6.2.0.2 Vakuumzubehor

e Vacuubrand (Wertheim, Deutschland) MZ 2C NT VARIO, regelbare
Vakuumpumpe, Endvakuum ohne Gasballast: 7 mbar

e Vakuumschlauch Nalgene Premium Tubing Non Toxic Autoclavable
LAB/FDA/USP VI Grade 1/4“ ID

e Y-Verbinder Kunststoff 1/4¢

e Schlauchschellen

6.2.0.3 Ruiittler

e Stuart (Staffordshire, United Kingdom) Vortex Mixer SA8 mit kleinem
Aufnahmeteller und regelbarer Drehzahl (bis 2500 UPM)

6.2.0.4 Heizvorrichtung
e Leister (Kédgiswil, Schweiz) Mistral 6 System 230V / 2300 W

Leister (Kégiswil, Schweiz) Edelstahlfilter (Robust/Longlife)

Leister (Kagiswil, Schweiz) Klappreflektor ¢ 50.5 mm, 72 x 70 mm

Leister (Kégiswil, Schweiz) Temperaturregler CSS EASY

Thermoelement-Messsonde mit 1 m Kabel und Stecker

Steuerkabel LHS SYSTEM

83



KAPITFEL 6. Details zur RSE Methode

6.2.0.5 RSE Kernapparatur - Anschliisse, Leitungen, Ventile, Mess-
systeme

e Vogtlin (Aesch, Schweiz) red-y compact regulator, regulierbarer Mas-
sendurchflussmesser

e Wika (Wien, Osterreich) DM63, Manometer, -1 bis +3 bar, 1/4“ NPT
Anschluss unten

e PTFE Schlauch 1/8% Type POM 3,2 x 1,5 mm

e Hoke (Spartanburg, USA) Gyrolok Einschraubverschraubung 2CM4-
316

e Hoke (Spartanburg, USA) 3-Wege-Ventil Selectomite, Typ V 7165 GEYMM

e Hoke (Spartanburg, USA) Gyrolok Einschraubadapter , Typ 6AM4-
316MMRT

e Hoke (Spartanburg, USA) 2 x Gyrolok T-Verschraubung, Typ 6TTT-
316MM-ITA

e Hoke (Spartanburg, USA) Gyrolok Aufschraubadapter, Typ 6AF4-316MME
e Edelstahtrohr nahtlos fiir Reinstgase, 6 x 1 mm

e Edelstahlrohr nahtlos fiir Reinstgase 1/16%, 1,6 x 0,8 mm

Abbildung [6.1] zeigt schematisch die Zusammensetzung der in obiger Aufzéh-
lung gelisteten Bauteile.

6.2.0.6 RSE Kernapparatur - Bestandteile fiir Zusammensetzung
des RSE-Grundgeriists

Bodenplatte, vgl. Abb.

2 x Stahlstéabe, vgl. Abb.

Abstandhalter, vgl. Abb.

Gehéauseplatte oben, vgl. Abb

Gehéuseplatte unten, vgl. Abb

6 x Innengewindestébe, vgl. Abb

Kugelhahnhalterung, vgl. Abb
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S

PTFE Schiauch 1/8 2omaBte_ ‘ > Regalbares
Végtlin red-y compact regulator
NV
Druckmessgerét DM 63 W
VAR
" £
Edelstahlrohr 1/16' \ / IO
6AF4-316MME PFALAS/SPG
4 /
6AM4-316MMRT / \\
6TTT-316MM-ITA =
\ / \
| f ¢ |
Reagenzglas
HSLWZQT-VtemHt 6TTT-316MW-ITA Gasreservoir Alphagaz 1 Ar
oke Selectomite ruckminderer
7165 GovIIM S s mit Absperrventil LM45-0,5

Vakuumschlauch 6 x 3 mm

] PFALAS/SPG
Vakuumpumpe Anmerkung: Verbindungsstiicke aus Edelstahlrohr 6 x 1 mm
\ | / MZ2CNT Vario

Ruttler
Stuart Vortex Mixer SA8

Abbildung 6.1: Schematischer Aufbau der RSE-Apparatur

e Verteilerbuchsen fiir Gehduseplatten, vgl. Abb
e Verteiler, vgl. Abb
e Verteiler-Reagenzglas-Adapter, vgl. Abb

e Hennelich (Suben, Osterreich) Flachdichtungsring, 20 x 10 x 2 mm,
Qual. EPDMS5

e Hennelich (Suben, Osterreich) Priizisions-O-Ring 4 x 1 mm, Qual. NBR70

e 4 x Hennelich (Suben, Osterreich) Priizisions-O-Ring 22 x 2 mm, Qual.
NBR70

e Hennelich (Suben, Osterreich) Priizisions-O-Ring 12,5 x 2,5 mm, Qual.
NBR70

e Feder, Innendurchmesser 18 mm, Linge 30 mm

Abbildung [6.2] zeigt in Form einer teilweisen CAD-Explosionsdarstellung die
in obiger Aufzdhlung gelisteten Bauteile. Der fertige Aufbau kann in Abbil-
dung betrachtet werden.

6.2.1 Vakuumpumpe

Die Vakuumpumpe ist iiber einen Vakuumschlauch und ein Edelstahlrohr-
stiick mit dem 3-Wege-Ventil der Apparatur verbunden und kann stufenlos

IMit freundlicher Unterstiitzung von Benjamin Kollmitzer
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Flachdichtungsring, 20x10x2 ——— =

Kugelhahnhalterung ————————————

Bodenplatte \

Abbildung 6.2: CAD Darstellung der RSE-Apparatur

von Atmosphéirendruck bis auf etwa 7 mbar (ohne Gasballast) geregelt wer-
den. Dies ist notwendig, um den Druck in einen Bereich zwischen den Dampf-
druck des polaren Dispersionsmittels (z.B. Wasser) und den Dampfdruck des
apolaren Losungsmittels (z.B. Chloroform oder Dichlormethan) fiithren zu
kénnen. Da es auf Grund unterschiedlicher Schmelzpunkte von Lipiden notig
sein kann, die Temperatur der Losung fiir den Arbeitsgang anzupassen, muss
auf die sich damit &ndernden Dampfdriicke der Losungsmittel Riicksicht ge-
nommen werden. Anhand der Gleichung

p= eA*ln(T)+$+C+DT2 (6.1)
A, B, C, D ... Koeffizienten
T ... Temperatur

wurden fiir gingige Losungs- und Dispersionsmittel mit den Koeffizienten aus
Tabelle|6.1| Dampfdriicke in Abhéingigkeit von der Temperatur errechnet. [30|
Die in Abbildung dargestellten Werte kénnen zu groben Abschétzungen
der erforderlichen Evakuierungsparameter durchaus herangezogen werden.
Es muss jedoch immer ein etwaiger zeotroper bzw. azeotroper Charakter von
Mischungen bedacht bzw. beriicksichtigt werden. In diesen Féllen ldsst sich
keine einfache Abschitzung iiber das Raoult’sche Gesetz mehr vornehmen.
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Koeffizient Chloroform Methanol Wasser Dichlormethan
A -1,007089E+01 | -9,372816E+00 | -7,342973E-+00 | -1,008632E+01
B -6,351140E4-03 | -7,029198E+03 | -7,276391E+03 | -6.030610E+03
C 8,114393E+01 | 7,909415E+01 | 6,702455E-+01 | 8,087786E+01
D 9,127608E-06 7,992729E-06 4,161914E-06 9,812512E-06

Tabelle 6.1:
Chloroform,
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Koeffizienten fiir die Berechnung der Dampfdruckkurven von
Methanol, Dichlormethan und Wasser [80]
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Abbildung 6.3: Vergleich des Dampfdrucks von reinem Chloroform, Metha-
nol, Dichlormethan und Wasser
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Die Vakuumpumpe wird im Inneren eines Abzugs betrieben um die Damp-
fe von Losungsmitteln wie Chloroform und Methanol effizient abfiihren zu
konnen.

6.2.2 Gaszufiihrung

Die Argon-Gasflasche ist iiber ein Absperrventil, einen Druckminderer, an-
schliefendem Schlauch und Edelstahlrohr iiber ein T-Stiick mit dem 3-Wege-
Kugelhahn und dem Durchflussmesser verbunden. Der Druckminderer ist im
niedrigen bar-Bereich genau einstellbar und sollte auf Werte um 2 bar gesetzt
werden. Dieser niedrige Wert liegt einerseits innerhalb der Eingangsdruck-
Grenzwerte fiir den Durchflussmesser, andererseits erleichtert er wihrend
des RSE-Betriebs die Dosierung des Gasdurchflusses mittels Durchflussmes-
ser. Das Schutzgas selbst ist hochreines Argon 5.0. Als Gasdurchflussmesser
wurde ein Massendurchflussmesser gewihlt um eine moglichst temperatur-
und eingangsdruckunabhéngige, prizise Einstellung des Gasdurchflusses zu
ermoglichen. Mittels Drehknopf und Digitalanzeige lassen sich die Durchfluss-
raten so bis auf 0.1 1/min genau justieren. Wie Buboltz in seiner Arbeit [55|
zeigt, erreicht die Apparatur beim Verdampfen von organischem Lésungsmit-
tel ohne Argonfluss nur eine etwa 20 prozentige Effizient gegeniiber Flussra-
ten von etwa 1 cc/s. Es zeigt sich jedoch auch, dass bei 1 cc/s Gasdurchfluss
bereits 97 % der maximalen Effizienz der Apparatur erreicht ist und dass
eine weitere Erhohung der Durchflussmengen in keiner Relation zu dem da-
durch erzielbaren Mehrwert steht. Der Durchflussmesser ist iiber einen 1/8
Zoll Schlauch mit einem 1/16 Zoll Edelstahlrohr verbunden, welches in das
Reagenzglas, bis knapp iiber die Losungsmitteloberfliche, hineinreicht.

6.2.3 Kugelhahn

Der Kugelhahn vermag einerseits die Vakuumpumpe vom restlichen RSE-
System zu trennen, andererseits kann er den direkten Gaszufluss in das Rea-
genzglasvolumen unterbrechen. Es existieren 3 Kugelhahnstellungen:

e Stellung 1: Die Verbindung Apparatur-Vakuumpumpe ist offen, die di-
rekte Verbindung Gasreservoir-Reagenzglas ist geschlossen.

e Stellung 2: Die Verbindung Apparatur-Vakuumpumpe ist geschlossen,
die direkte Verbindung Gasreservoir-Reagenzglas ist offen.

e Stellung 3 (wie in Abbildung[6.1]gezeigt): Sowohl die Verbindung Apparatur-
Vakuumpumpe als auch die direkte Verbindung Gasreservoir-Reagenzglas
sind unterbrochen.
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Der Hahn ist einerseits iiber ein Edelstahlrohr und anschlieffenden Vakuum-
schlauch mit der Vakuumpumpe verbunden, andererseits iiber ein zweites
Edelstahlrohr mit dem Druckmessgerat. Der dritte Anschluss ist mit einem
kurzen Edelstahlrohr an ein T-Stiick gekoppelt, welches Verbindungen zum
Gasdurchflussmesser und zum Gasreservoir herstellt.

6.2.4 Druckmessgerit

Das Druckmessgerit ist iiber ein T-Stiick einerseits mittels Einschraubadap-
ter und Edelstahlrohr mit dem Kugelhahn verbunden, andererseits mittels
Edelstahlrohr, Vakuumschlauch und Verteiler mit dem Reagenzglas. Es dient
dazu

e etwaige Lecks in der verschraubten Apparatur friithzeitig zu erkennen,

o feststellen zu kénnen, ob der Ubergang Flachdichtungsring-Reagenzglas
beim Einsetzen des Riittelns dicht bleibt,

e zu erkennen wann das flutende Schutzgas Atmosphérendruck im Rea-
genzglas erreicht hat und

e herauszufinden wann bei Flutung des Systems mit Luft iiber die Vaku-
umpumpe Atmosphérendruck erreicht worden ist.

6.2.5 Ruiittler

Der Riittler kann von 200 bis 2500 UPM stufenlos geregelt werden. Im klas-
sischen Praparationsprotokoll von [54] dient er dazu, eine Emulsion aus po-
larer Fliissigkeit und apolarem Losungmittel zu erzeugen, welche durch die
Fliehkraft an die Aufsenwand des Reagenzglases gepresst wird und dort einen
diinnen Film mit grofer Oberfliche bildet.

6.2.6 Heizvorrichtung

Das Heiflluftgebldse wird iiber einen externen Temperaturregler angesteuert
und kann somit in einem Bereich von knapp iiber Raumtemperatur bis etwa
650 °C mit einer Genauigkeit von £ 1 °C justiert werden. Der Heiflluftstrom
wird iiber einen zylinderférmigen Klappreflektor iiber die ersten 10 cm der
Reagenzglaslinge homogen verteilt. Eine Messsonde innerhalb des Klappre-
flektors gibt das Regelsignal an den Temperaturregler weiter.
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6.2.7 Realisierter Aufbau

Abbildung zeigt die voll funktionsfihige RSE-Apparatur, welche fiir die
in Kapitel [7] erorterten Messungen verwendet wurde.

SN
L
S\
—
-

o S

(a) Frontansicht (b) Seitenansicht

Abbildung 6.4: RSE Anordnung

6.3 Handhabung der RSE Apparatur

Es soll nun ein kurzer Abriss iiber die Handhabung und Funktionsweise der
RSE-Apparatur gegeben werden.

6.3.1 Inbetriebnahme

Auf Grund der von der Vakuumpumpe abtransportierten Lésungsmittel-
ddmpfe muss die Apparatur (oder aber zumindest die Pumpe) in einem

90



KAPITEL 6. Details zur RSE Methode

Abzug betrieben werden. Dieser wird zunéchst aktiviert. Danach kann die
Vakuumpumpe eingeschaltet, das Absperrventil der Gasflasche ge6ffnet und
der Druckminderer auf den in Kapitel erorterten Druck eingestellt wer-
den. Der Durchflussmesser wird auf eine Durchflussrate von etwa 60 ml/min
(entspricht 1 cc/s) eingestellt. Das Heikluftgebldse wird zusammen mit dem
Temperaturregler aktiviert und der Klappreflektor zusammen mit dem Tem-
peraturfiihler {iber dem Riittler positioniert.

6.3.2 Schritt 1

Im ersten Schritt wird das Pyrexbehiltnis auf den deaktivierten Riittler ge-
setzt und das Gehduse samt Verteiler-Reagenzglas-Adapter abgesenkt bis
der Flachdichtungsring am Adapter durch die Feder am Verteiler fest an den
Pyrexglasrand gepresst wird. Danach aktiviert man den Riittler.

6.3.3 Schritt 2

Nun kann wahlweise wie folgt vorgegangen werden:

1. Weg 1: Dies ist der vom Autor empfohlene Weg, da er mehr Kontrolle
ermoglicht. Der 3-Wege-Hahn wird, wie in Abbildung ersichtlich,
auf Stellung 1 (vgl. Kapitel gedreht. Anschliefend hat man 2
Moglichkeiten zu verfahren:

(a) Variante 1: Der Regler der Vakuumpumpe wird auf einen, der
angenommenen Temperatur des Dispersionsmittel-Losungsmittel-
Gemischs entsprechenden, Dampfdruck zwischen demjenigen der
wassrigen Fliissigkeit und dem der organischen Losung gestellt.
Das automatische Abpumpen wird gestartet.

(b) Variante 2: Man startet das Abpumpen und regelt den zu errei-
chenden Enddruck langsam per Hand nach unten. Dies gibt dem
Bediener maximale Kontrolle iiber die Geschehnisse und ist ins-
besondere dann von Vorteil, wenn die Arbeitsparameter dazu ten-
dieren, starke Schaumbildung der Fliissigkeiten beim Verdampfen
auszulosen.

2. Weg 2: Der 3-Wege-Hahn wird, wie in Abbildung auf der linken
Seite ersichtlich, auf Stellung 3 (vgl. Kapitel gedreht sodass
der Kugelhahn in alle Richtungen geschlossen ist. Nun wird der Reg-
ler der Vakuumpumpe auf einen, der angenommenen Temperatur des
Dispersionsmittel-Losungsmittel-Gemischs entsprechenden, Dampfdruck
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SCHRITT 2, Weg 1
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Abbildung 6.5: Probenherstellung mittels RSE-Apparatur, Schritt 2: Weg 1

SCHRITT 2, Weg 2

> Regelbares
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Abbildung 6.6: Probenherstellung mittels RSE-Apparatur, Schritt 2: Weg 2

zwischen demjenigen der wéssrigen Fliissigkeit und dem der organischen
Losung gestellt. Man startet das automatische Abpumpen und wartet,
bis der Sollenddruck erreicht ist. Sodann dreht man den Kugelhahn
abrupt auf Stellung 1 (Abbildung 6.6/ auf der rechten Seite), es kommt
zu spontaner Unterdruckbildung, das Verdampfen des Ldsungsmittels
setzt instantan ein. Diese Vorgehensweise ist die von Buboltz in [55] be-
schriebene Methodik. Es kommt hierbei jedoch oftmals (insbesondere
bei hohen Lipidkonzentrationen) zu starker Schaumbildung.

In jedem Falle ist bei Erreichen des Enddrucks bereits der Grofteil des Lo-
sungsmittels verdampft. Buboltz und Feigenson [54] sprechen im Falle von
Dichlormethan als Losungsmittel von mehr als 99,99 % Verdampfung inner-
halb der ersten Sekunde mit der unter ,Weg 2 beschriebenen Praparations-
methode. Um Restbestinde des Losungsmittels zu entfernen, lisst man die
Apparatur noch mindestens 20 bis 30 Sekunden nachlaufen.
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SCHRITT 3

Regelbares

Reagenzglas

Abbildung 6.7: Probenherstellung mittels RSE-Apparatur, Schritt 3

6.3.4 Schritt 3

Nach vollendetem Verdampfen wird die Vakuumpumpe deaktiviert. Hernach
kann, wie in Abbildung skizziert, der Kugelhahn vorsichtig zum Gasre-
servoir hin geoffnet werden (Stellung 2, vgl. Kapitel [6.2.3). Das Gas fiillt
nun ziigig das Reagenzglas. Es ist darauf zu achten, den raschen Druckan-
stieg am Druckmesser mitzuverfolgen und beim Erreichen des Atmosphéren-
drucks das Ventil wieder zu schliefsen. Nun kann das Gehduse samt Verteiler-
Reagenzglas-Adapter angehoben und das Reagenzglas entnommen werden.
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Kapitel 7

Messungen und Analyse

Die RSE-Methode wird zunéchst fiir das Lipid DPPC etabliert, um in einem
nachsten Schritt das Verfahren auf andere géingige Lipidsysteme ausweiten
zu konnen. Das Verhalten der Selbstassemblierung von DPPC wurde ein-
gehend untersucht, um eine Méglichkeit zur Adaptierung der RSE-Methode
in Hinblick auf die Herstellung von SPLVs bzw. MLVs mit geringer exter-
ner Oberfliche zu finden. Eine Uberpriifung, ob es sich bei den hergestellten
Vesikeln um MLVs oder SPLVs handelt, wurde auf Grund der Irrelevanz hin-
sichtlich der Fragestellung der vorliegenden Arbeit nicht durchgefiihrt. In
weiterer Folge wollen wir stellvertretend fiir beide moglichen Auspragungen
stets von MLVs sprechen.

In Kapitel [§] werden erste Messungen am Membranlipid DPPG diskutiert um
festzustellen, ob sich die adaptierte, und an DPPC erprobte, RSE-Methode
auch zur Herstellung von MLVs mit geladenen Lipidmolekiilen eignet.

7.1 Methodik

7.1.1 Lipiddiinnfilmhydratation

Um Referenzwerte fiir die RSE-Methode zur Verfiigung stellen zu konnen,
wurden zunéchst anhand der etablierten Filmmethode DPPC Vesikel prépa-
riert.

Dazu wurden folgende Schritte unternommen:

e Losung von DPPC in polarer Fliissigkeit

e Verdampfung von polarem Lésungsmittel in einem auf 30 °C' erwédrmten
Wasserbad mit Stickstoff umspiilt, sodass alles sichtbare Losungsmittel
verdampft
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e Trocknung des Lipidfilms iiber Nacht in Vakuumtrockenschrank (bei
Raumtemperatur)

e Hydratation des Lipidfilms mit NAPI-Pufferf]| (bei Raumtemperatur)
e Wahlweise Nachbearbeitung:

— Inkubierung der Dispersion fiir 4 Stunden bei 50°C' (Sandbad in
Wirmeschrank), wobei alle 30 Minuten fiir 2 bis 3 Minuten gevor-
text wird

— Inkubierung der Dispersion fiir 30 Minuten bei 50°C', wihrend-
dessen stédndiges Riitteln

— Inkubierung der Dispersion fiir 60 Minuten bei 50°C', wiahrend-
dessen stiandiges Riitteln

— Inkubierung der Dispersion fiir 120 Minuten bei 50 °C', wihrend-
dessen stédndiges Riitteln

7.1.2 Rapid Solvent Exchange

Die Herstellung von DPPC Lipidvesikeln mittels der RSE-Anordnung erfolgte
in folgenden Schritten:

e Losung von DPPC in apolarer Fliissigkeit und anschliefsender Vermen-
gung mit dem Dispersionsmittel

e Vorbehandlung wie in Kapitel [7.2.2.2] beschrieben
e Anwendung der RSE-Apparatur wie in Kapitel beschrieben
e Nachbehandlung wie in Kapitel [7.2.2.2] beschrieben

7.1.3 DSC
Die DSC-Analyse erfolgte mittels
e Microcal (Northampton, USA) VP-DSC
e Softwarepaket Microcal LLC DSC, VPViewer2000

Um Verunreinigungen der Mess- und Referenzzelle durch etwaige Protein-
bzw. Lipidreste zu vermeiden, wurden in einem ersten Schritt beide Zellen
mit Pufferlésung gefiillt und das Ergebnis des Testlaufs kontrolliert. Fiir die
eigentlichen Messungen wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

120 mM Na-Phosphat-Puffer, 130 mM NaCl
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Wichtige Parameter Wert

Anzahl Scans 4
Postcycle Thermostat | 20°C
Starttemperatur 20°C
Endtemperatur 50°C
Scanrate 30°C/h

Prescan Temperatur | 30 min
Postscan Temperatur | 1 min

Tabelle 7.1: Microcal-Parameter fiir DSC Messung von DPPC

Messpunkt | Phase | Temperatur [°C| | Dauer [min]|
1 Ly 25 30
2 Py 36 30
3 L, 20 30

Tabelle 7.2: Messpunkte der SAXS/WAXS-Messungen fiir DPPC

e Befiillung der Messzelle mit DPPC Dispersion mit Konzentrationen von
1 mg/ml

e Einstellung der softwareseitigen Parameter gemaf Tabelle

e Auswertung des zweiten Heizdurchlaufs

7.1.4 Rontgenkleinwinkelstreuung

Die Rontgenkleinwinkelstrukturanalyse erfolgt mittels
e Hecus (Graz, Osterreich) S3Micro Anlage
e Xenocs (Sassenage, Frankreich) Genix 3D Rontgengenerator
e Dectris (Baden, Schweiz) Pilatus Detektor

Es wurden SAXS-Daten der DPPC Proben mit einer Konzentration von
50 mg/ml sowie des reinen Dispersionsmittels aufgezeichnet, wobei Mess-
punkte und Messzeiten geméfs Tabelle festgelegt wurden. Der Pilatus-
Detektor speichert ein zweidimensionales Bild, wobei jeder Pixel an der Stel-
le 7 = (z,y) die Intensitét der auftreffenden Strahlung registriert. Mit den
Koordinaten des Primérstrahls, 79 = (¢, o) ist man alsdann in der Lage,
die Relativkoordinaten Ar = (x,y) einzufiihren, welche wiederum mit dem
Streuvektor g iiber die Relation ¢ = cAr zusammenhingen.
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Durch Messung eines Kalibrierungsstandards ist es méglich, ¢ und rqo zu
bestimmen und damit aus den Rohdaten der Probenmessung den Streuvektor
q zu berechnen. Da es sich bei den Proben um isotrope Vesikel handelt, bilden
sich konzentrische Streustrukturen wie in Abbildung gezeigt. Daher ist es
naheliegend, eine Mittelung der Intensititen durchzufiihren. Dies geschieht
durch Integration iiber alle Pixel mit demselben q-Wert (|q| = \/q% + ¢2).
Diese Berechnungen wurden unter Zuhilfenahme der Software Fit2D von Dr.
Hammersley (Grenoble, France) durchgefiihrt.

Die so erhaltenen Rohdaten wurden mittels der Software Origin von Origin-
Lab Corp. (Northhampton, USA) ausgewertet.

7.1.5 Rontgenweitwinkelstreuung

Die Rontgenweitwinkelstrukturanalyse erfolgt mittels
e Hecus (Graz, Osterreich) S3Micro Anlage
e Xenocs (Sassenage, Frankreich) Genix 3D Rontgengenerator
e Hecus (Graz, Osterreich) PSD Detektor

Es wurden WAXS-Daten der DPPC Proben mit einer Konzentration von 50
mg/ml sowie des reinen Dispersionsmittels aufgezeichnet, wobei Messpunkte
und Messzeiten geméifs Tabelle festgelegt wurden.

Mittels des Programms ,SWAXS Data Reduction 0.9.3Ferfolgte die q-Achsen-
Kalibrierung sowie das Abziehen des Signaluntergrundes. Die so erhaltenen
Daten wurden mittels Origin ausgewertet.

7.1.6 Photonenkorrelationsspektroskopie
Die PCS-Analyse erfolgte mittels
e Malvern (Herrenberg, Deutschland) Zetasizer Nano

e Softwarepaket Zetasizer 7.02

7.1.7 Nanoparticle Tracking

Die NT-Analyse erfolgte mittels
e Nanosight (Amesbury, United Kingdom) NanoSight LM10
e Softwarepaket Nanosight NTA 2.3

2Programmierung: Georg Pabst
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7.1.8 Polarisationsmikroskopie
Die Polarisationsmikroskopie-Analyse erfolgte mittels

e Leica (Wien, Osterreich) DMI6000B

e Leica Application Suite

7.2 DSC-Auswertungen

Im Folgenden sei eine Zusammenfassung der Messergebnisse ausgewéhlter
Proben aus unterschiedlichen Versuchsreihen und Priparationen gegeben.
Fehlgeschlagene Préparationen, wie sie bei der Etablierung neuer Metho-
den haufig auftreten, finden in dieser Zusammenstellung keine Erwédhnung.
Die Herstellungsparameter der Proben werden in entsprechenden Tabellen
aufgelistet. T,,,, ATy, ,,, sowie AH q,,, bezeichnen dabei die Ubergangstem—
peratur, die Halbwertsbreite und die kalorische Enthalpie des Hauptiiber-
gangs, T, AT, , sowie AH,, die Charakteristika des Voriibergangsﬂ Die
anschliefsenden Abbildungen veranschaulichen die Messergebnisse der tabel-
larisch aufgefiihrten Praparationen.

Literaturreferenzwerte fiir Ubergangstemperaturen sowie Enthalpien der Uber-
ginge von multilamellaren DPPC Vesikeln werden in Kapitel [3.1T] aufgelistet.

7.2.1 Herstellung von DPPC-Vesikeln mittels Lipiddiinn-
filmhydratation

Zunachst wurden mehrere Abwandlungen der Filmmethode herangezogen,
um Referenzproben (man vergleiche dazu auch Tabelle fiir die Unter-
suchung mit DSC zu gewinnen. Probe F1 wurde nach der Rehydratation 4
Stunden lang bei 50 °C' inkubiert und zu jeder halben Stunde zwei bis drei Mi-
nuten lang gevortext. Die Proben F2, F3 und F4 wurden nach der Rehydrata-
tion jeweils 30 Minuten, ein Stunde bzw. 2 Stunden bei 50 °C' in einen Shaker
gesetzt. Tabelle listet die Herstellungsparameter auf, Abbildung gibt
die Auswertungen der DSC-Messungen wieder. Man erkennt die fiir DPPC
typischen Vor- und Hauptiibergdnge. Sowohl Schmelztemperaturen als auch
die Halbwertsbreiten der Uberginge entsprechen den Literaturdaten. Der
Verlauf der Thermogrammkurve entspricht dem der Literaturdaten aus Ab-
bildung [3.8 in Kapitel

Auferdem konnte durch Vergleichsmessungen festgestellt werden, dass die
zwei zur Verfiigung stehenden, baugleichen DSC-Messanordnungen auf Grund

3Eine detaillierte Erorterung der Thematik erfolgt in Kapitel
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Tabelle 7.3: Herstellungsparameter der Referenzproben F1 bis F4 (man ver-
gleiche mit Literaturdaten aus Tabelle

Probe F1 F2 F3 F4
Praparationsmethode Jortex Shake 30 min | Shake 60 min | Shake 120 min
Ausgangskonz. [mg/ml| 50

Losungsmittel Chloroform/Methanol
Dispersionsmittel NAPI

Abbildung |7—1|

Tm[°C| 41,4 41,5 41,5 41,5
ATh ), [°C] 0,13 0,14 0,13 0,15
AH g, [cal /mol] 10324 7674 10277 9765
T,0°C] 35,4 354 35,6 35,4
ATy, ,[°C] 1,6 1,8 1,8 2,1
AH. g plcal /mol] 1804 1344 1753 1648

NAPT ...20 mM Na-Phosphat-Puffer, 130 mM NaCl

60 -

504

40

304

Cp (kcal/mole/°C)

20

10

—F1 (Vortex)

1 —— F2 (shake 30 min)

F3 (shake 1 h)
F4 (shake 2 h)

30

33

36 30
Temperature (°C)

Abbildung 7.1: Herstellung von Referenzproben mittels Filmmethode
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Tabelle 7.4: Herstellungsparameter der Proben F4 und F4a

Probe F4 F4a
Messanordnung I IT
Praparationsmethode | Shake 120 min | Shake 120 min
Ausgangskonz. 50
Losungsmittel Chloroform/Methanol
Dispersionsmittel NAPI
Abbildung
Tn[°C] 41,84 41,51
ATh), ., [°C] 0,16 0,15
AH 4 mcal/mol] 10453 9765
T,[°C] 35,84 35,41
ATy, [°C] 2,10 2,10
AH g1 pcal /mol] 2002 1648

unterschiedlicher Kalibrierung verschiedene Ubergangstemperaturen ausge-
ben. Fiir den Hauptiibergang liegt diese Messabweichung bei AT, =0,3°C.
Die Vergleichsdaten werden in Tabelle [7.4] aufgelistet. Abbildung stellt
den Unterschied der Ubergangstemperaturen graphisch dar. Den Tempera-
turunterschied gilt es zu beachten, wenn Inhalte von Thermogramm-Abbildungen
der folgenden Kapitel verglichen werden. Innerhalb der einzelnen Abbildun-
gen wurde darauf geachtet, stets Daten von ein und demselben DSC-Gerit

zu verwenden.
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Abbildung 7.2: Darstellung der Kalibrierungsunterschiede der zur Verfiigung
stehenden DSC-Messanordnungen

7.2.2 Herstellung von DPPC-Vesikeln mittels RSE
7.2.2.1 Eingehende Bemerkungen

Das RSE-System wird durch grundlegende physikochemische Einflussfakto-
ren gesteuert. Dabei handelt es sich um

e Energieeintrage

— Thermische Energie (v.a. Heikluftbeheizung, vgl. Kap. [7.2.2.2)
— Mechanische Energie (v.a. Vortexer, vgl. Kap. [7.2.2.8)

e Geometrien und Oberflichen der Behausung (v.a. Beschaffenheit der

Praparationsgefife, vgl. Kap.[7.2.2.2)

e Anzahl und Verhéltnis physikochemischer Systemkomponenten (v.a.
Probenzusammensetzung, vgl. Kap. [7.2.2.3] [7.2.2.4] [7.2.2.5] [7.2.2.6)

e Zcitliche Faktoren

— Dauer von Handlungsabldufen (v.a. Evakuierungsgeschwindigkei-

ten, vgl. Kap. [7.2.2.7)
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Tabelle 7.5: Herstellungsparameter der Proben RSE A und RSE B

Probe RSE A ‘ RSE B
Evakuierung auto
Losungsmittel (LM) Chloroform /Methanol
Dispersionsmittel (DM) NAPI

DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml| 50
Vortexgeschwindigkeit [UPM] 2500
Temperatur [°C]| 70
Abbildung 7.3
T,,[°C] 41,8 41,8
ATy, o [C] 0,13 0,15
AH q1.m[cal /mol] 6530 7060
T,°C] 35,3 34,7
AT, [°C] 2.9 3.2
AH. .y p|cal /mol] 1046 1442

NAPT ...20 mM Napi, 130 mM NaCl; Konzentrationen wurden fiir alle wei-
teren RSE-Proben beibehalten

— Dem System aufgeprigte Frequenzen (v.a. Vortexfrequenz, vgl.

Kap. [7.2.2.8)

Diese Faktoren werden in den folgenden Kapiteln ndher beleuchtet und in
Bezug auf ihren Einfluss auf die Entstehung multilamellarer Vesikel experi-
mentell untersucht.

7.2.2.2 Erste Ergebnisse

In einem ersten Schritt wurden DPPC Vesikel nach der von Buboltz [55]
beschriebenen Methode hergestellt. Auf Grund starker Schaumbildung bei
den von uns eingesetzten hohen Lipidkonzentrationen wurde die Etablierung
des Vakuums von uns, gemift der Beschreibung in Kapitel (Weg 1),
abgewandelt. In den nachfolgenden Tabellen wird fiir das in Kapitel
beschriebene manuelle Steuern der Evakuierung die Bezeichnung ,,man®, fiir
das automatische Abpumpen der Begriff ,auto” verwendet. Wird die klassi-
sche Vorgehensweise nach Buboltz, wie in Kapitel [6.3.3] (Weg 2) beschrieben,
angewandt, so ist dies mit dem Vermerk ,Ventil“ gekennzeichnet.

Tabelle listet die Parameter der ersten Proben, die mittels oben beschrie-
bener Adaptierung der RSE-Methode hergestellt wurden, auf.
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Abbildung 7.3: Erste Herstellung von DPPC-Vesikeln mittels RSE-Methode

Abbildung in Kapitel 3] als auch Abbildung zeigen Thermogramme,
wie man sie sich von einem DPPC Lipidsystem bestehend aus MLVs in Di-
spersion zu erwarten hat. Wie Abbildung[7.3]erkennen lésst, ist diese Struktur
bei den in Tabelle [7.5angefiihrten Proben nicht in ausreichendem Mafe gege-
ben. Man sieht einen stark verbreiterten Voriibergang und eine ausgeprigte
Schulter vor dem Hauptiibergang.

Es wird vermutet, dass die Schulter das Vorhandensein grofser Mengen von
SUVs in den hergestellten Proben zum Ausdruck bringt. Dies wird durch die
Literaturangaben in [39], [74] und [70] untermauert. Die Hauptiiberginge
von SUVs bis 70 nm liegen, wie in Kapitel ausfiihrlich erortert, abhéngig
von der Vesikelgrofse deutlich versetzt vom Hauptiibergang der MLVs. Die
Minderung der Schulter im Laufe der mehrfachen Heiz- und Kiihlvorginge
der DSC (Daten nicht gezeigt) kénnte man alsdann als zunehmende Fusion
und damit Grofenzunahme der unilamellaren Vesikel deuten. Denn insbe-
sondere Liposomen mit einem Durchmesser kleiner als 40 nm sind unterhalb
ihres Schmelziibergangs instabil und tendieren zu Fusion. [74] Die Uber-
gangstemperatur von Vesikeln mit Durchmessern um 20 nm liegt bei 37°C
und steigt sukzessive bis zu einem Wert von 41,5°C - eben jener Wert der fiir
MLV-Hauptiiberginge gemessen wird - fiir Liposomendurchmesser von rund
70 nm an. Jenseits der 70 nm ist die Phaseniibergangstemperatur unabhén-

4Lagert man beispielsweise DPPC SUVs bei niedrigen Temperaturen, etwa 4°C, 12
Tage lang, so fusionieren diese zu SUVs mit einer durchschnittlichen Grofe von 70
nm. [81] [74]
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gig von der Vesikelgrofe. [74] Auf Grund der Groke und Multilamellaritét
der MLVs findet sich jedoch die iiberwiegende Anzahl von Lipidmolekiilen
in eben diesen Aggregationsformen wieder. Dies fiithrt auch bei bedeuten-
den SUV- sowie LUV-Anteilen zu ausgepriagten MLV-Hauptiibergingen. Da
die Halbwertsbreite der Hauptiiberginge gegeniiber der Referenz nicht er-
hoht ist, kann man daraus schlieffen, dass sich nur eine geringe Anzahl an
Lipidmolekiilen innerhalb der LUV-Verbénde befindet.

Die Vermessung der Probe A mittels Rontgenstreuung (vgl. Kap. liefer-
te unauffillige Daten. Dies deutet ebenfalls auf das Vorhandensein multila-
mellarer Vesikel hin, ldsst jedoch ohne eingehendere Untersuchungen keine
weiteren Schliisse zu.

Auch bei Variation des RSE-Prozesses in Hinblick auf Vor- und Nachbehand-
lung der Proben offenbarte sich dasselbe Phdnomen (Daten nicht gezeigt).
Auf Grund der gleichbleibenden Ergebnisse im Hinblick auf unterschiedliche
Vor- und Nachbereitungsmethoden wurde fiir den weiteren Versuchsreihen-
verlauf folgende Verfahrensweise festgesetzt:

e Vorbereitung

— Manuelle Nachreinigung der Pyrex-Behdltnisse mit Ethanol und
bidestilliertem Wasser sowie Trocknung

— Befiillen der 11 bzw. 20 ml Pyrex-Gliser mit Dispersionsmittel
— Aufwérmen der 11 bzw. 20 ml Pyrex-Glaser im Ofen auf T=60°C'

— Aufwéirmen der 5 ml Pyrex-Gléser zum Umfiillen auf T=60°C
e Nachbereitung

— Umfiillen der hergestellten Proben in die vorgewérmten 5 ml Pyrex-
Glaser

— 1 Stunde Nachwérmen der umgefiillten Proben im Ofen bei T=60°C

— Lagerung der Proben bei Raumtemperatur um etwaiges Fusionie-
ren von SUVs zu minimieren

Bei hohen Konzentrationen wie die hier verwendeten 50 mg/ml entstehen
zahfliissige Dispersionen. Diese haben die unangenehme FEigenschaft, dass sie
beim Anlegen des Unterdrucks schlagartig grofe Mengen an Schaum ausbil-
den, die sich an den Gefafwinden absetzen. Der so entstandene Satz an den
Glaswénden der verwendeten Pyrexgeféfe ist im Allgemeinen - und wenn
iiberhaupt - nur mit grofem Aufwand wieder der Bulk-Losung zuzufiihren.
Dies fiihrt zu teils grofsen Lipidverlusten und verhindert exakte Aussagen
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hinsichtlich der verbliebenen Lipidkonzentrationen in Dispersion. Zum Behu-
fe der Vermeidung von Schaumbildung und Wasserverlust wurden folgende
Vorgehensweisen zur Methodenoptimierung in Erwdgung gezogen:

1. Die Temperatur sollte auf 55 bis 65 °C' abgesenkt werden. Damit wur-
de der thermische Energiebeitrag fiir alle nachfolgenden Experimente
festgelegt.

2. Man verwendet Gefifie mit gréfserem Volumen und Durchmesser, um
eine etwaige Schaumbildung zu unterdriicken oder aber zumindest zu
verhindern, dass der entstandene Schaum bis in die RSE-Apparatur
vordringt. Die 11 ml Pyrex-Glasgefife wurden im weiteren Verlauf der
Versuche gegen 20 ml Pyrex-Glasgefifse ausgetauscht. Damit wurden
Geometrie und Oberflichenbeschaffenheit der Probenbehausung fiir al-
le nachfolgenden Experimente festgelegt.

3. Man strebt niedrigere Lipidkonzentration an, um Schaumbildung zu
unterdriicken und die Viskositdt der Dispersion zu verringern. Davon
wird jedoch, wie in den weiteren Kapiteln ndher erortert, auf Grund
der vorliegenden Messergebnisse wieder Abstand genommen.

7.2.2.3 Losungsmittelaustausch

Um den Einfluss der Losungsmittelwahl auf das Praparationsergebnis zu stu-
dieren, wurde als Substitut zur herkémmlichen Losungsmittelwahl (Chloro-
form /Methanol Mischung im Verhéltnis 9:1) Dichlormethan ausgew&hlt. Die
Herstellungsparameter der Vergleichsproben sind in Tabelle aufgelistet.
Wie Abbildung erkennen lisst, hat die Wahl des Losungsmittels offen-
bar keine erkennbare Auswirkung auf die Schulter vor dem Hauptiibergang
der RSE-Préiparationen. Die Proben RSE A, C und D liefern ein sehr dhn-
liches Ubergangsprofil. Auf Grund starker Schaumentwicklung blieb bei den
Proben A und B ein Teil des Lipids an der Glasoberfliche haften, was an
den verringerten Enthalpiewerten zu erkennen ist. Die Probe C wurde durch
Ausheizen von Dichlormethan vor dem Anlegen des Vakuums hergestellt.
Das langsame Ausdampfen des Losungsmittels fiihrt offenbar zu einer stark
ausgepragten Schulter vor dem Hauptiibergang. Der Grund dafiir mag sein,
dass durch den langsamen Prozess des Erwdrmens zu wenig Lipid gleichzeitig
in das Dispersionsmedium abgegeben wird um grofe, multilamellare Vesikel
bilden zu kénnen, sodass die Bildung von SUVs begiinstigt wird.

Somit liegt der Schluss nahe, dass das Losungsmittel nicht der Ausléser der
ungewohnlichen Thermogrammausprigungen, sprich der dem Hauptiiber-
gang vorgelagerten Schulter, ist.
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Tabelle 7.6: Herstellungsparameter der Proben RSE A bis D

Probe RSEA |RSEB RSE C RSE D
Evakuierung auto man auto
Losungsmittel (LM) C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) NAPI

DM : LM 1:1

Ausgangskonz. [mg/ml| 50
Vortexgeschwindigkeit [UPM] 2500

Temperatur [°C] 65

Abbildung 7.1

T,,PC] 1,8 41,8 1,7 41,8
AT:}, °C] 0,13 0,15 0,14 0,12
AH a1 m[cal /mol] 6530 7060 15916 10708
T,°C] 35,3 347 35.6 35,7
AT, PC] 2.9 3.2 A1 15
AH.[cal [mol] 1046 1442 2156 1462

C/M ... Chloroform/Methanol
DCM ... Dichlormethan

auto ...automatisch

man ...manuell

60
— RSE A (Chloroform/Methanol)

1 —RSEB (Chloroform/Methanol)
50 4 RSE C (pichlormethan, ausgeheizt)
1 — RSE D (Dichlormethan)

w IN
S S
1 1

Cp (kcal/mole/°C)
3

104

30 33 36 39 42 45
Temperature (°C)

Abbildung 7.4: Vesikelpriaparationen wahlweise mit Chloroform/Methanol-
Mischung und Dichlormethan
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7.2.2.4 Dispersionsmitteltausch

Der Einfluss des Dispersionsmittels auf das Préparationsergebnis wurde durch
Austausch von NAPI-Puffer gegen bidestilliertes Wasser {iberpriift. Tabel-
le listet die Herstellungsparameter der mit NAPI-Puffer praparierten
Proben, Tabelle die der Proben mit bidestilliertem Wasser als Disper-
sionsmittel.

Mit der Verdnderung des Dispersionsmittels geht eine deutliche Verdnderung
der Thermogramme einher, wie aus den Abbildungen sowie klar er-
sichtlich wird. Die Napi-Puffer-Proben A, B und D weisen die bereits in Kapi-
tel besprochene Schulter vor dem Hauptiibergang auf, wohingegen die
Vesikel in bidestilliertem Wasser durchwegs der Referenz entsprechende Ther-
mogramme liefern. Der Grund fiir das unterschiedliche Verhalten der RSE-
Methode bei unterschiedlichen Dispersionsmitteln mag folgender Tatsache
geschuldet sein: Das Vortexen der Probe ldsst an der Glaswand einen diinnen
Fliissigkeitsfilm hochsteigen. Durch Temperaturgradienten zwischen Fliissig-
keit und Glasoberfliche sowie Unebenheiten der Gefifinnenwand kommt es
zu Mikroturbulenzen. [82] Diese Mikroturbulenzen nehmen Einfluss auf die
Struktur der entstehenden Lipidvesikel. Die Anzahl der vorliegenden Mikro-
turbulenzen steht in engem Zusammenhang mit der Anzahl der chemischen
Systemkomponenten, der Geometrie und Oberflichenbeschaffenheit des Pré-
parationsgefifes, dem thermischen bzw. mechanischen Energieeintrag sowie
der dem System aufgeprigten Frequenz. Die Priparationen mit bidestillier-
tem Wasser verfiigen iiber eine geringe Anzahl von Systemkomponenten (bi-
destilliertes Wasser, Losungsmittel und Lipid) wodurch sich weniger Mikro-
turbulenzen bilden und die Entstehung grofser, multilamellarer Vesikel be-
giinstigt wird. Mit der Verwendung von NAPI-Puffer werden der wéssrigen
Phase Natrium-, Phosphor- und Chlorionen beigefiigt. Dies fiihrt zu einem
Anstieg der Mikroturbulenzen und somit zu einer haufigeren Bildung von
Lipidvesikeln mit geringerer Lipidmasse.

Die Probe C wurde, wie schon erwéhnt, durch Ausheizen von Dichlormethan
vor dem Anlegen des Vakuums hergestellt. Das langsame Ausdampfen des
Losungsmittels in Verbindung mit hohen Vortexgeschwindigkeiten fiihrt zu
einer stark ausgepriagten Schulter vor dem Hauptiibergang. Die Proben E
und F wurden mit einer geringeren Lipidkonzentration von 1 mg/ml pripa-
riert. Die deutlichen Kurvenverlaufsunterschiede von E und F im Vergleich
zu A, B und D lassen darauf schliefen, dass eine hohe Initialkonzentration
fir die Priaparation von RSE Proben von Vorteil sein kann (dasselbe lésst
sich auch fiir die Proben I und J aus Kapitel deren Halbwertsbreiten
deutlich erhoht sind, feststellen). Auf die Auswirkungen der unterschiedlichen
Lipidausgangskonzentrationen wird in Kapitel naher eingegangen.

107



KAPITEL 7. Messungen und Analyse

Tabelle 7.7: Herstellungsparameter der Proben RSE A bis F

Probe RSEA |RSEB | RSEC | RSED | RSE E ‘ RSE F
Evakuierung auto auto man auto man
Losungsmittel (LM) C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) NAPI

DM : LM 1:1

Ausgangskonz. [mg/ml| 50 | 10 1
Vortexgeschwindigkeit 2500

[UPM]

Temperatur [°C| 65

Abbildung lﬁl

T,u[C] A18  [418 41,7 418 [418 [414
NRe 0,13 |015 |04 |012 |016 0,33
AH qm[cal/mol] 6530 7060 15916 | 10708 | 9511 10835
T,FC 353 | 347 353 357 |327 |35
AT, PC] 2,9 3,2 41 1,5 16 41
AH g p[cal /mol] 1046 1442 2156 1462 1202 824

Tabelle 7.8: Herstellungsparameter der Proben RSE G bis L

Probe RSEG |RSEH [RSEI |[RSEJ [RSEK |RSEL
Evakuierung auto man auto man
Losungsmittel (LM) DCM C/M ‘ DCM
Dispersionsmittel (DM) HsO00p;dest

DM : LM 1:1

Ausgangskonz. [mg/ml| 50 | 10 | 50
Vortexgeschwindigkeit 2500

[UPM]

Temperatur [°C]| 70 | 55 | 65
Abbildung 7.6

T.[°C| 41,7 41,7 41,7 41,7 41,7 41,7
ATy, ., [°C] 0,14 0,16 0,20 0,22 0,16 0,14
AH o m[cal /mol] 9427 8757 9638 6225 9553 6885
T,1°C] 35,6 35,4 34,9 35,1 35,5 35,5
ATy, ,[°C] 1,6 1,4 1,4 1,5 1,5 1,3
AH g p[cal /mol] 1533 897 1024 885 1641 985
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Abbildung 7.5: RSE-Préparationen mit Napi-Puffer als Dispersionsmittel
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Abbildung 7.6: RSE-Préaparationen mit bidestilliertem Wasser als Dispersi-
onsmittel
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7.2.2.5 Unterschiedliche Lipidausgangskonzentrationen

Um die Auswirkungen unterschiedlicher Ausgangskonzentrationen fiir die
Praparation von Lipidvesikeln zu untersuchen, wurden fiir Dispersionen mit
NAPI-Puffer die Proben A, B, D mit 50 mg/ml den Proben E und F mit
jeweils 10 mg/ml bzw. 1 mg/ml Lipidausgangskonzentration gegeniiberge-
stellt. Die Herstellungsparameter wurden in Tabelle zusammengefasst.
Abbildung bildet die Ergebnisse ab.

Die Thermogramme der Proben E und F mit niedrigen Ausgangskonzentra-
tionen zeigen ausgepragtere Schultern vor dem Hauptiibergang als jene der
Proben A, B und D mit Konzentrationen von 50 mg/ml. Dies deutet darauf
hin, dass die Konzentration der Lipide in Lésung im Moment des Ubergangs
zur Dispersion moglichst hoch sein sollte. Die Probe F hat offenbar so wenig
Lipidteilchen innerhalb einzelner, emulgierter Losungskiigelchen, dass eine
Bildung von nennenswerten Mengen multilamellarer Vesikel nicht mehr mog-
lich ist. Die Halbwertsbreiten des Hauptiibergangs der Proben E und F sind
vergrokert, die Ubergangstemperaturen des Voriibergangs sind, im Vergleich
zu den Proben A B und C, zu niedrigeren Temperaturen hin verschoben.
Im Hinblick auf Dispersionen in bidestilliertem Wasser wurden die Proben
I und J mit Ausgangskonzentrationen von 10 mg/ml und die Proben G, H,
K und L mit Konzentrationen von 50 mg/ml zur ndheren Untersuchung her-
angezogen. Tabelle beinhaltet die Herstellungsparameter der Proben,
Abbildung zeigt die Resultate der Probenauswertung. Wie schon bei den
Proben E und F sind auch bei I und J die Halbwertsbreiten der Haupt-
iibergiinge vergrofert, die Ubergangstemperaturen der Voriibergiinge sind,
im Vergleich zu den Proben G, H, K und L zu niedrigeren Temperaturen hin
verschoben.

Die bereits in Kapitel erorterte unterschiedliche Anzahl von Mikro-
turbulenzen in den Systemen mit NAPI-Puffer bzw. bidestilliertem Wasser
bewirkt, dass die Losungsmitteltropfchen im bidestillierten Wasser so grof
bleiben, dass auch bei niedrigeren Konzentrationen von 10 mg/ml noch ge-
niigend Lipidmasse zur Bildung von iiberwiegend grofen, multilamellaren
Vesikeln vorhanden ist. Im Vergleich zu Probe E ist bei den Proben I und J
keine auffallige Schulterbildung sichtbar.

Das Dispersionsmittel konnte als ein grundlegender Einflussfaktor auf die
Schulter vor dem Hauptiibergang im Thermogramm von DPPC identifiziert
werden. Da NAPI-Puffer physiologisch relevanter ist als bidestilliertes Was-
ser, folgen weitere Untersuchungen mit NAPI-Puffer in Hinblick auf Einfluss-
faktoren des Ubergangsprofils.
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Tabelle 7.9: Herstellungsparameter der Proben RSE A bis F

Probe RSEF | RSEE | RSEA | RSEB | RSE D
Evakuierung man man auto man auto
Losungsmittel (LM) DCM C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) NAPI
DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml| | 1 | 10 | 50
Vortexgeschwindigkeit 2500
[UPM]
Temperatur [°C]| 65
Abbildung U
T[°C] 41,4 41,8 41,8 41,8 41,8
ATy, ., [°C] 0,33 0,16 0,13 0,15 0,12
AH o1 m[cal /mol] 10835 | 9511 6530 7060 10708
T,[°C| 31,5 32,7 35,3 34,7 35,7
ATy, [°C] 4.1 4,6 2,9 3,2 1,5
AH_ g plcal/mol] 824 1202 1046 1442 1462
iy B— RSE F (2 mgimi
1—— RSE E (10 mgim)
50 RSE A (50 mg/ml)
—— RSE B (50 mg/ml)
1 RSE D (50 mgimi)
~~ 40
o
é 30
E
i 20
&)
10 4
Nl
0 T T T T T T \: E T 1
30 33 36 39 42 45

Temperature (°C)

Abbildung 7.7: Unterschiedliche Lipidausgangskonzentrationen mit NAPI-
Puffer als Dispersionsmittel
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Tabelle 7.10: Herstellungsparameter der Proben I, J, G, H, K, L

Probe RSET |RSEJ |RSEG | RSEH | RSE K | RSE L
Evakuierung auto auto auto man auto man
Losungsmittel (LM) C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) HyOvigest
DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml| 10 | 50
Vortexgeschwindigkeit 2500
[UPM]
Temperatur [°C| 55 65 | 70 | 65
Abbildung [7.10|
Tm[°C] 41,7 41,7 41,7 41,7 41,7 41,7
ATiy, 0 [°C] 0,20 0,22 0,14 0,16 0,16 0,14
AH o m[cal /mol] 9638 6225 9427 8757 9553 6885
T,1°C] 34,9 35,0 35,6 35,4 35,5 35,5
ATy, ,[°C] 1,4 1,47 1,6 1,4 1,5 1,3
AH g plcal /mol] 1024 885 1533 897 1641 985
60
—— RSE | @0 mgimi)
1 ———RSE J (10 mg/m)
50 4 RSE G (50 mg/mi)
| = RSE H 0 mgmi
— RSE K (50 mg/ml)
08 404 ——— RSE L (50 mgimi)
o ]
o
€ 30+
E
Z’; 20
10 4
0 T T T T T T 1
30 33 36 39 45

Temperature (°C)

Abbildung 7.8: Unterschiedliche Lipidausgangskonzentrationen mit HoOp;igest
als Dispersionsmittel
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7.2.2.6 Verhaltnis Dispersions- zu Losungsmittel

Erginzend zu den in Kapitel erorterten unterschiedlichen Lipidaus-
gangskonzentrationen soll hier das Verhéltnis von Dispersions- zu Lsungs-
mittel bei hohen Ausgangskonzentrationen untersucht werden.

Die erste Vergleichsserie, deren Daten in Tabelle gelistet sind, wurde mit
NAPI-Puffer pripariert. Abbildung[7.9|stellt die gesammelten Resultate gra-
phisch dar. Die Proben A, B und D mit Fliissigkeitsverhéltnis 1:1 dienen als
Referenz. Die Probe Q mit dem Fliissigkeitsverhdltnis 20:1 besitzt die wohl-
definierte, erwartete Ubergangstemperatur von 41,8°C'. Die Probe N, welche
sich von Q lediglich in Hinblick auf die Geschwindigkeit der Evakuierung
unterscheidet, weist eine leichte Verschiebung der Hauptiibergangstempera-
turen zu niedrigeren Werten auf. Dies geht Hand in Hand mit einer Verbrei-
terung der Ubergangskurve. Die Proben O und P, mit einem Fliissigkeitsver-
héltnis von 30:1, zeigen deutliche Verschiebungen der Hauptiibergangstem-
peraturen zu niedrigeren Werten sowie eine zunehmende Verbreiterung der
Ubergangskurven. Wiederum ist die Geschwindigkeit der Evakuierung als
entscheidender Einflussfaktor erkennbar. Wie bereits mehrfach erwihnt, ist
der Umstand der Ubergangstemperaturverschiebung der zunehmenden Ent-
stehung von SUVs geschuldet. Die abnehmende Kooperativitit der Lipidmo-
lekiile in UVs sorgt dariiber hinaus fiir das Zerfliefen der, im Falle von MLVs,
scharfen Ubergangskurven. Im Hinblick auf die Evakuierungsgeschwindigkeit
lisst sich feststellen, dass zu schnelles Anlegen des Vakuums (Ventilofinung)
der Bildung grofer, multilamellarer Vesikel abtraglich erscheint. Dies mag
auf den Umstand zuriickzufiihren sein, dass im Moment der Verdampfung
starke mechanische Krifte auf die sich im Begriff der Bildung von Vesikeln
befindlichen Lipidmolekiile wirken. Diese Krifte treiben die durch die hohen
Scherkrifte der Vortexbewegung (und die damit entstehenden Mikroturbu-
lenzen (vgl. Kapitel[7.2.2.4) ) einerseits und die hohe Verdiinnung andererseits
bereits stark dispergierten Lipidlosungskiigelchen zusédtzlich auseinander und
fithren zu einem nochmaligen absinken der lokalen Lipidkonzentrationen und
-mengen.

Die Methode der Ventiloffnung konnte fiir die Proben N, M und P ange-
wandt werden, da die feine Dispersion von Losungsmittel bei Mischungsver-
héaltnissen von 20:1 und 30:1 dafiir sorgen, dass Schaumbildung weitgehend
ausgeschlossen werden kann.

Die Probe M muss auf Grund der speziellen Praparationsumstinde gesondert
betrachtet werden. Der Vortexer setzte wihrend des Evakuierungsvorganges
der Probe M kurzzeitig seine Téatigkeit aus. Der dadurch resultierende Ab-
fall der auf die Fliissigkeit einwirkenden Scherkréfte fiihrte zu einer deutlich
geringeren Bildung von Mikrofluktuationen und somit héheren punktuellen
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Tabelle 7.11: Herstellungsparameter der Proben RSE M bis Q

Probe RSE |RSE |RSE |RSE | RSE | RSE | RSE | RSE
M | P 0 N Q A B D

Evakuierung Ventil auto | Ventil auto

Losungsm. (LM) DCM | C/M DOM| C/M | DCM

Dispersionsm. (DM) NAPI

DM : LM 30:1 20:1 1:1

Ausgangskonz. [mg/ml] 30:1 20:1 50

Vortexgeschw. [UPM] 2500

Temperatur [°C] 65 70

Abbildung 7.9

T,,FC] 41,6 | 40,5 |41,3 | 41,6 41,8 |418 [41,8 |418

AT}, [ °C] 031 | 1,34 026 |0,16 |0,14 | 0,13 | 0,15 | 0,12

AH o1 m[cal /mol] 10298 | 10308 | 11796 | 10765 | 10842 | 6530 | 7060 | 10708

T,FC] 350 | 35,1 | 34,1 |342 |355 |353 |347 |357

AT, FC] 23 |09 |45 |31 |25 129 |32 |15

AH . p[cal /mol] 1418 | 993 1672 | 551 1853 | 1046 | 1442 | 1462

Cp (kcal/mole/°C)

60+

504

'
o
1

w
o
1

N
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1

10

—— RSE P (30:1) (venti)
RSE O (30:1) (auto)
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| — RSE M (30:1) (kurzer Vortexstop) (Ventil)

T
36

T
39

Temperature (°C)

Abbildung 7.9: Verdnderung des Verhiltnisses von Losungsmittel zu NAPI-
Puffer als Dispersionsmittel
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Tabelle 7.12: Herstellungsparameter der Proben R, S, G, H, K, L

Probe RSES |[RSER |RSEG | RSEH | RSEK | RSE L
Evakuierung auto auto auto man auto man
Losungsmittel (LM) C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) H500idest

DM : LM 00:1 30:1 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] | 50 30 50
Vortexgeschw. [UPM] 2500

Temperatur |°C]| 65 | 70 | 65
Abbildung |7.10)

T1°C] 41,2 41,5 41,7 41,7 41,7 41,7
ATiy, 0 [°C] 1,08 0,59 0,14 0,16 0,16 0,14
AH cqpmcal fmol] 7142 9995 9427 8757 9553 6885
T,[°C| 31,2 33,3 35,6 35,4 35,5 35,5
AThy, [°C] 3,54 5,4 1,6 1,4 1,5 1,3
AH qplcal /mol] 481 1178 1533 897 1641 985

Lipidmengen. Dieser Umstand férdert die Bildung von groferen, multila-
mellaren Vesikeln. Die Tatsache, dass trotz der Anwendung der fiir MLV-
Entstehung unvorteilhaften Methode der Ventiléffnung die Messergebnisse
auf grofsere Mengen an multilamellaren Vesikeln hindeuten macht deutlich,
wie entscheidend die Vortexgeschwindigkeit fiir die RSE-Préparation von
DPPC zu sein scheint. Dieser Umstand wird in Kapitel ndher be-
leuchtet.

Zusammenfassend kann fiir NAPI-Puffer in Hinblick auf unterschiedliche Ver-
héltnisse zwischen Dispersions- und Lésungsmittel gesagt werden, dass sich
hohe Mischungsverhéltnisse, das bedeutet niedrige Endkonzentrationen, ne-
gativ auf die Priparationsresultate auswirken. Es kommt bei den Proben N
bis Q zu Verschiebungen und Verbreiterungen der Hauptiiberginge.

Die Daten der zweiten Vergleichsserie, welche mit bidestilliertem Wasser pré-
pariert wurde, sind in Tabelle [7.12] angefiihrt. Abbildung stellt die Er-
gebnisse der DSC-Auswertungen gegeniiber.

Die Proben G, H, K und L, mit einem Fliissigkeitsverhiltnis von 1:1, be-
reits in Kapitel besprochen, dienen als Referenz. Die Proben R und
S mit Fliissigkeitsverhiltnissen von 30:1 bzw. 50:1 verhalten sich dhnlich wie
die vorhin besprochenen, verdiinnten NAPI-Puffer-Proben. Die vermehrte
Bildung von LUVs und SUVs fiihrt zur Verschiebung von Haupt- sowie Vor-
iibergangstemperaturen und Vergrokerung der Haupt- sowie Voriibergangs-
halbwertsbreiten. Der Umstand, dass die Verschiebung der Ubergangstempe-
raturen bei destilliertem Wasser geringer ausfillt als bei NAPI-Puffer mag auf
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Abbildung 7.10: Verdnderung des Verhéltnisses von Loésungsmittel zu
H50p;4es: als Dispersionsmittel

die Tatsache zuriickzufiihren sein, dass der NAPI-Puffer, wie schon erortert,
mehr Mikrofluktuationen hervorruft.

7.2.2.7 Evakuierungsgeschwindigkeit

Unterschiedliche Evakuierungsgeschwindigkeiten wurden fiir Dispersionen in
NAPI-Puffer anhand der Proben A bis D, fiir Dispersionen in bidestilliertem
Wasser mittels der Proben G, K, H und L niher betrachtet. Die Herstel-
lungsparameter sind in den Tabellen und vermerkt.

Im Zusammenhang mit NAPI-Puffer zeigt langsames Evakuieren der Probe
C deutliche Spuren in Form einer ausgepriagten Schulter vor dem Haupt-
ibergang, was in Abbildung klar ersichtlich wird. Dies lisst auf die ver-
mehrte Bildung von SUVs mit breitgestreuter Grofenverteilung schliefsen, da
eine Erhéhung der Halbwertsbreite des Hauptiibergangs nicht stattfindet. Die
erhohte Enthalpie ist dem Umstand geschuldet, dass bei langsamem Evakuie-
rungsprozess deutlich mehr Dispersionsfliissigkeit verlorengeht als bei abrup-
tem Abpumpen. Wie bereits in Kapitel erortert, bedingt NAPI-Puffer
eine Erhohung der Anzahl von Mikroturbulenzen. Die geringe Evakuierungs-
geschwindigkeit sorgt nun zusétzlich dafiir, dass nur wenig Lipid zum gleichen
Zeitpunkt die polare Losungsmittelphase verldsst und im Dispersionsmittel
zur Bildung von Vesikeln iibergeht. Auf Grund der geringen reaktiven Li-
pidmasse kommt es seltener zur Formung von LUVs bzw. MLVs. Die Proben
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Tabelle 7.13: Herstellungsparameter der Proben RSE A bis D

Probe RSEA |RSEB |RSED |RSEC
Evakuierung auto auto auto man
Losungsmittel (LM) C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) NAPI

DM : LM 1:1

Ausgangskonz. [mg/ml| 50
Vortexgeschwindigkeit [UPM] 2500

Temperatur [°C] 65

Abbildung |7.11|

T,,C] 418 418 118 41,7
ATiy, 1 [°C) 0,13 0,15 0,12 0,14
AH o1 m[cal /mol] 6530 7060 10708 15916
T,[°C| 35,3 34,7 35,7 35,6
AT, [ C] 2.9 3.2 1,5 i1
AH, o1, [cal /mol] 1046 1442 1462 2156

Tabelle 7.14: Herstellungsparameter der Proben RSE G, K, H, L

Probe RSEG |RSEK |RSEH | RSEL
Evakuierung auto auto man man
Losungsmittel (LM) DCM
Dispersionsmittel (DM) Hs0vigest

DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml| 50
Vortexgeschwindigkeit [UPM] 2500

Temperatur [°C] 70 65 | 70 | 65
Abbildung |7.12|

T,,PC] 1,7 1,7 a1,7 1,7
AT: ), [ C] 014 016 | 0,16 |04
AH, o1, [cal Jmol] 0427 | 9553 | 8757 | 6885
T,F°C] 356 | 355 | 354 | 355
AT, [C] 1,6 15 1.4 1.3
AH.p[cal fmol] 1533 | 1641 | 897 085
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Abbildung 7.11: Unterschiedliche Evakuierungsgeschwindigkeiten von Pro-
ben mit NAPI-Puffer als Dispersionsmittel

A,B und D zeigen die, bereits in Kapitel [7.2.2.2|und [7.2.2.3| erérterte Schulter
vor dem Hauptiibergang.

Zieht man Wasser als Dispersionsmittel heran, so bedingt die geringere An-
zahl an Mikroturbulenzen die Bildung groferer Lipidansammlungen. Der Ef-
fekt langsamer Evakuierung beschrinkt sich hier lediglich auf eine leichte
Verbreiterung der Basis des Hauptiibergangspeaks bei Probe H. Da die Halb-
wertsbreite des Ubergangs keine nennenswerte Verinderung aufweist, kann
man davon ausgehen, dass auch hier keine LUVs entstehen, lediglich SUVs
bis knapp unter 70 nm. Die Vergleichsdaten werden in Abbildung ge-
geniibergestellt.
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Abbildung 7.12: Unterschiedliche Evakuierungsgeschwindigkeiten von Pro-
ben mit HyOpigest als Dispersionsmittel

7.2.2.8 Verringerte Vortexgeschwindigkeit

Wie bereits in Kapitel erwihnt, spielt die Vortexgeschwindigkeit beim
Préparationsprozess mit der RSE-Apparatur eine entscheidende Rolle. Die
Proben T bis X wurden mit verminderter Vortexgeschwindigkeit von 600
UPM prépariert. Die entsprechenden Daten sind in Tabelle [7.15] zu finden.
Auf Grund der Erfahrungswerte mit vorhergegangenen Experimenten, wo-
nach MLVs mit bidestilliertem Wasser deutlich leichter herzustellen sind,
konnte von einer Wiederholung der Experimente mit hochreinem Wasser
abgesehen werden. Wir wollen nun dem Gedankengang aus Kapitel
folgen, und zum Modell der Mikroturbulenzen zuriickkehren. Wie bereits be-
merkt wurde, ist die Vortexgeschwindigkeit einer der Hauptparameter im
Hinblick auf die Entstehung der Mikroturbulenzen. Mit ihr wird einerseits
die dem System aufgeprigte Frequenz sowie der mechanische Energieein-
trag gesteuert. Die verminderte Vortexgeschwindigkeit fiihrt dazu, dass die
Fliissigkeit im Pyrexbehédltnis nicht mehr als ein diinner Film entlang der
Glasoberfliche hochsteigt, sondern lediglich einen stark ausgepriagten Konus
am Boden des Préaparationsgefifies bildet. Dies fiihrt zu geringen Scher- und
Reibungskréften, die Anzahl der Mikroturbulenzen bleibt ebenfalls gering.
Trotz der vielen Systemkomponenten des NAPI-Puffers reicht diese Mafnah-
men aus, um fast ausschlieblich (vgl. Kap. grofse, multilamellare Vesikel
entstehen zu lassen.
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Es kommt jedoch beim Evakuieren deutlich schneller zu unerwiinschten Schaum-
bildungen. Um dies zu vermeiden wurde der Unterdruck manuell allméhlich
aufgebaut. Dabei wurde die Fliissigkeit stets beobachtet und bei Anzeichen
von Blasenbildung der Unterdruck kurz stabil gehalten bzw. ein wenig ab-
gebaut. Dadurch ergaben sich Abpumpzeiten von 3 bis 4 Minuten. Auch
die Auswirkungen lingerer Evakuierungszeiten (vgl. Kap. werden
offenbar durch niedrige Vortexgeschwindigkeiten kompensiert.Der Umstand,
dass durch langsames Evakuieren nur wenig Lipid gleichzeitig in die wissrige
Phase {ibertritt scheint durch die geringe Anzahl der durch das langsame
Vortexen bedingten Mikroturbulenzen mehr als aufgewogen zu werden.

Die Proben T, U, V und X wurden nach der Praparation geméf beschriebe-
nem Standardprozedere behandelt. Probe W wurde evakuiert, bis das Disper-
sionsmittel vollstindig verdampft war. Danach erfolgte eine Rehydratation
und anschlieflende Bearbeitung laut Standardprotokoll.

Die Ergebnisse, wie sie in Tabelle [7.15| und Abbildung aufgefiihrt sind,
zeigen, dass die RSE-Methode mit abgesenkter Vortexgeschwindigkeit gut
reproduzierbare Daten liefert. Die Ubergangstemperaturen entsprechen der
Referenz, die Halbwertsbreiten liegen deutlich unter denen der Referenzpro-
ben (vergleiche dazu Tabelle [7.3). Auch hohere Mischungsverhiltnisse von
Dispersions- und Losungsmittel tun der Stabilitit der Ergebnisse keinen Ab-
bruch. Die Enthalpiewerte unterliegen dhnlichen Schwankungen wie jene der
Referenzproben. Grund dafiir diirfte der Heizprozess im Zusammenspiel mit
nicht exakt festlegbaren Evakuierungszeiten und damit variierendem Disper-
sionsmittelverlust durch Verdampfen sein.

Die Vortexgeschwindigkeit, und somit die dem System aufgeprigte Frequenz
wie auch zugleich der mechanische Energieeintrag, lasst sich also, neben der
Anzahl der Systemkomponenten (vlg. Kapitel[7.2.2.4)), als zweiter groker Ein-
flussfaktor in Hinblick auf den Kurvenverlauf der Thermogramme (insbeson-
dere die Schulter vor dem Hauptiibergang) identifizieren.
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Tabelle 7.15: Herstellungsparameter der Proben RSE T bis X (man vergleiche
Referenzdaten aus Tabelle [7.3| und Literaturdaten aus Tabelle

Probe RSET |RSEU |RSEV |RSEW | RSE X
Evakuierung man
Losungsmittel (LM) C/M
Dispersionsmittel (DM) NAPI
DM : LM 10:1 | 11
Ausgangskonz. [mg/ml] 50
DM-Volumen [u] 500 | 400
Vortexgeschwindigkeit 600
[UPM]
Temperatur [°C]| 65
Abbildung 17.13]
Tn[°C] 41,5 41,5 41,5 41,5 41,4
ATy, ,,[°C] 0,10 0,11 0,11 0,11 0,12
AH g mcal /mol] 9414 7968 10901 10162 8923
T,[°C] 35,4 35,5 35,4 35,4 35,3
ATy, [°C] 1,45 1,43 1,6 1,6 1,6
AH g plcal /mol] 1545 1293 1875 1878 1390
[ RSE T oy
— RSE U @oy
60 RSE V @o1) “
1 RSE W (10:1, rehydratisiert)
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Abbildung 7.13: Verringerte Vortexgeschwindigkeit
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7.3 PCS-Auswertungen

Die Auswertung einiger ausgewahlter Proben mittels PCS lieferte Ergebnisse,
welche lediglich einer qualitativen Bewertung zugrunde gelegt werden kon-
nen, da die Messapparatur nicht fiir die Messung polydisperser Proben mit
einem Polydispersititsindex grofer 0,7 ausgelegt ist.

Die Referenzproben F1 bis F4 zeigen heterogene Grofenverteilungen mit ei-
ner groken Population im Bereich von 500 bis 1500 nm. Die DSC-Auswertungen
liefern unauffillige, publizierten Thermogrammverldufen entsprechende, Re-
sultate.

Die Proben A bis S, welche mit voller Vortexgeschwindigkeit préapariert wur-
den, zeigen eine heterogene Gréfsenverteilungen mit Populationsschwerpunk-
ten im Bereich von 30 bis wenigen hundert Nanometern und im Bereich um
1000 nm. Die Heterogenitét der Vesikelgréfsen kommt in den DSC-Auswertungen
durch unterschiedliche Ubergangstemperaturen sowie Halbwertsbreiten zum
Ausdruck. Schon wenige Prozent an grofen, multilamellaren Vesikeln reichen
jedoch aus, um unauffillige SAXS und WAXS-Daten zu erhalten (siehe Ka-
pitel [7.6] und [7.7).

Fiir die Proben T bis X, welche mit gedrosselter Vortexgeschwindigkeit her-
gestellt wurden, zeigt sich ein deutlicheres Bild. Es entstehen Vesikel mit
Grofenordnungen im Bereich zwischen ein und fiinf gm. Kleinere Vesikel
waren mit dieser Methode nicht nachweisbar. Die DSC-Auswertungen sowie
SAXS-Ergebnisse und Aufnahmen der Polarisationsmikroskopie entsprechen
den Literaturdaten.

7.4 NTA-Auswertungen

Zur Uberpriifung der PCS-Daten wurden einige Proben von A bis S zusitz-
lich mittels NTA vermessen. Die NTA-Ergebnisse bestitigen die PCS-Daten
in Hinblick auf die angegebenen Grokenordnungen der Lipidvesikelgrofenver-
teilung. Es ist jedoch zu bedenken, dass NTA lediglich Aussagen im Bereich
von 10 bis etwa 800 nm treffen kann.

7.5 Polarisationsmikroskopie- Auswertungen

Zur optischen Uberpriifung der Herstellung multilamellarer Vesikel wurden
die Proben aus der Serie A bis S und Proben aus der Serie T bis X mittels
Polarisationsmikroskopie untersucht. Vergleicht man mit NAPI praparierte
Proben aus den beiden Serien, so bemerkt man, dass die Proben T bis X
deutlich mehr MLVs in sich bergen.
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Im polarisierten Licht erscheinen die multilamellaren Vesikel, wie schon in
Kapitel erwahnt, als Malteserkreuze. Beispielhaft stellt Abbildung
eine Polarisationsmikroskopieaufnahmen der Probe X mit einer Konzentra-
tion von 1 mg/ml dar. Abbildung zeigt die Originalaufnahme einer
untersuchten MLV-Probe, Abbildung [7.14(b)| verstéirkt den Kontrast, Abbil-
dung demonstriert die GroRenverhéltnisse mehrerer multilamellarer
Vesikel und Abbildung priasentiert die Probe im Normalfeld.
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(a) Originalaufnahme (b) Erhohter Kontrast
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Abbildung 7.14: Polarisationsmikroskopieaufnahmen der Probe X
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7.6 SAXS-Auswertungen

Anhand der Kleinwinkelstreuung kénnen mesoskopische Details von multi-
lamellaren Vesikeln wie die eindimensionale Doppelschichtwiederholdistanz
untersucht werden.

7.6.1 Gel- und Fluidphase

Abbildung zeigt die Wiederholdistanz d(190) der Lipiddoppelschichten
fiir die Gel- und Fliissigphase.

Diese ist experimentell zugénglich und wurde fiir die Gel- und Fliissigphase
von DPPC-Vesikeln der Proben RSE A, K, L. und X bei 25°C vermessen.
Die Beugungsintensitéiten sind in Abbildung zusammengefasst. Man er-
kennt sehr deutlich die Beugungsmaxima der unterschiedlichen periodischen
Lipidvesikelstrukturen. Die wesentlichen Maxima wurden mit Millerindizes
versehen um eine sofortige Zuordnung zu den einzelnen Gitterstrukturen zu
erméglichen. Bei ndherer Betrachtung der Beugungsintensititen fallt der va-
rilerende diffuse Untergrund der einzelnen Probenmessungen auf. Dies ist, wie
in Kapitel néher erértert wurde, auf positionell unkorrellierte Schich-
ten, hervorgerufen durch unilamellare Vesikel oder unterschiedliche Defekte
in Lipidaggregatsystemen, zuriickzufiihren. So zeigt sich beispielsweise bei
Probe A in der Fliissigphase ein deutlich erh6hter Untergrund. Dies korrel-
liert gut mit den ausgewerteten DSC-Daten (Kapitel [7.2.2.2)), welche besagen,
dass die Probe grofe Mengen an unilamellaren Vesikeln enthielt. Auch fiel
das Signal in der Rippelphase fiir Probe A deutlich schwécher aus.
Uber die Relation

_ 27h

q

d (7.1)
d ... Abstand im Ortsraum

h ... Index des Brechungspeaks

q ... Streuachse im Fourierraum

lasst sich aus Abbildung die Doppelschichtwiederholdistanz d1qg) fiir
die Gel- und Fliissigphase berechnen. In Tabelle sind die d(19)-Werte
vermerkt. Sun et al. |[83] geben fiir die Gelphase, vermessen bei 25°C', einen
d(100)-Wert von 6,38 nm an. Nagle und Tristram-Nagle [84] stellen Vergleichs-
daten fiir Messungen der Gelphase bei 20°C und der Fluidphase bei 50°C'
zur Verfiigung. Die Doppelschichtwiederholdistanz betridgt demnach fiir Lg
6,35 Nanometer, fiir L, 6,70 Nanometer.

Weiters ist in Abbildung A;, die Fliache pro Lipidmolekiil in der Ebene
parallel zur Doppelschicht, die Fliche pro Kohlenwasserstoffkette des Lipids
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Q-

Abbildung 7.15: Charakteristische Grofenangaben in Bezug auf Lamellen
multilamellarer Vesikel in der Gel- und Fliissigphase [22]

d(100) - - - Eindimensionale Doppelschichtwiederholdistanz

d; ...Doppelschichtdicke

dy ...Dicke der interlamellaren Wasserschichten

Ay ... Flache pro Lipidmolekiil in der Ebene parallel zur Doppelschicht

Aep ... Flache pro Kohlenwasserstoffkette des Lipids in der Ebene senkrecht
zu den Ketten

0; ...Neigungswinkel der Kohlenwasserstoffketten in der Gelphase

== L_-Phase

Intensitat [a.u.]

(400) (500)

N Lﬂ‘- Phase
1

g - Achse [1/nm]

Abbildung 7.16: SAXS Auswertungen der Proben A, K, L und X
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Tabelle 7.16: Doppelschichtwiederholdistanz fiir die Gel- und Fliissigphase
von RSE K, L., X und A gemessen bei 25°C und bei 50 °C'

Phase dA7 (100) [nm] dK7 (100) [nm] ClL7 (100) [nm] d)(7 (100) [nm]
Gelphase (Lg) | 6,33 £ 0,02 | 6,38 £ 0,06 | 6,35 + 0,14 | 6,40 + 0,03
Flissigphase (L,) | 6,56 + 0,03 | 6,51 + 0,05 | 6,48 £ 0,04 | 6,74 &+ 0,04

Abbildung 7.17: Charakteristische Grofkenangaben in Bezug auf Lamellen
multilamellarer Vesikel in der Rippelphase [22]

v ... Winkel

a,b ... Vektoren der Einheitszelle

d(o10) - - - Rippelwiederholperiode

d(100) - - - Doppelschichtwiederholdistanz

in der Ebene senkrecht zu den Ketten, A.,, und der Winkel 6; der Kohlen-
wasserstoffketten in der Gelphase sowie die Doppelschichtdicke d; und die
Dicke der Wasserschicht d,, verzeichnet.

Die Doppelschichtdicke lasst sich anhand der Elektronendichte der Doppel-
schicht bestimmen. Dies geschieht in Kapitel

7.6.2 Rippelphase

Die Rippelphase wurde fiir die Proben A, K, L und X bei 36°C vermes-
sen, das Rontgenstreubild ist in Abbildung dargestellt. Abbildung
skizziert die ondulierenden Lamellen der Rippelphase mit der Distanz der
Rippelwiederholperiode d(19y und der Doppelschichtwiederholdistanz d ;o).
Die Werte fiir d(10) sowie d(ig0) wurden fiir die Proben A und X berechnet
und sind in Tabelle [7.17] vermerktPl Wack und Webb fithren in ihrer Ar-

5Daten fiir die Proben K und L wurden nicht ausgewertet, da die Amplitude des d(o10)-
Peaks zu schwach ist.
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Tabelle 7.17: Rippelwiederholperiode d(519) und Doppelschichtwiederholdi-
stanz d(jo0) fiir die Rippelphase von RSE A und X

Phase dA, (100) [nm] dA, (010) [nm] dX7 (100) [nm] dX7 (010) [nm]
Rippelphase (Ps) 7,12 13,58 7,33 13,81

beit [85] fiir DPPC-Vesikel, bei 39 °C' und einer Wassersittigung der Lamel-
len von ¢,,—0,332, eine Doppelschichtwiederholdistanz d(00) von 6,88 nm an.
Es wurden keine Werte fiir die Rippelwiederholperiode dg10) angegeben, der
ermittelte Betrag des Vektors b der Einheitszelle jedoch liegt bei 14,19 nm.
Die Achsen der Einheitszellen sind iiber die Relationen

d
a=—19 (7.2)
sin(7y)
und p
b= 0 (7.3)
sin(y)

mit den Messdaten verbunden. [22]

7.6.3 Berechnung des Elektronendichteprofils einer Li-
piddoppelschicht in der Gelphase

Die Berechnung des Elektronendichteprofils einer Lipiddoppelschicht erfolgt,
wie in Kapitel ausfiihrlich erortert, mittels der Gleichung

p(z) = hi: +F}, cos (%dhz) . (7.4)

h=1

p ...Elektronendichte

+ ... Phase, muss fiir jeden Summanden separat angepasst werden
Fy, ... Formfaktor des h-ten Brechungspeaks

z ...Ort entlang Lamellenquerschnitt

Abbildung zeigt im unteren Diagramm die errechnete Elektronendich-
te fiir die Probe RSE X bei 25°C'. Vergleicht man das Resultat mit jenem
von All-Atom Force-Field Molekulardynamiksimulationen von Jimbeck und
Lyubartsev [48], wie sie im oberen Diagramm von Abbildung durch
die schwarze Linie dargestellt sind, so bemerkt man jedoch deutliche Ab-
weichungen. Dies ist auf den Umstand zuriickzufiihren, dass fiir die Berech-
nung iiber Gleichung [7.4 nur die ersten 5 Ordnungen der Brechungspeaks der
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Gelphase herangezogen werden konnten und ein manueller Fit, wie er hier
angewandt wurde, nicht die Genauigkeit softwareseitiger Auswertungen der
Rontgendaten aufweisen kann. Die MD-Simulation erlaubt nicht nur exaktere
Vorhersagen, sondern auch eine Aufgliederung der Elektronendichtebeitrige
der einzelnen Molekiilbestandteile. Diese Beitridge sind im Diagramm un-
ter der Gesamtelektronendichte farbig ausgefiihrt. Das Kalottenmodell der
Lipiddoppelschicht in Abbildung bildet den mittels MD-Simulation er-
rechneten Elektronendichtequerschnitt makstabsgerecht ab. Die Kohlenwas-
serstoffketten sind in grau dargestellt, die Glycerol/Carbonylgruppen in rot,
Phosphatgruppen in cyan und Cholingruppen in blau gehalten. Die Wasser-
molekiile linker und rechter Hand der Lipiddoppelschicht bestehen aus weilsen
und blauen Formen.

Der Abstand der Maxima der Elektronendichte, dort wo sich die Kopfgrup-
pen der Lipide befinden, kann zur Berechnung der Doppelschichtdicke d;
herangezogen werden. Dies ist nur eine von mehreren moglichen Definitionen
von d;. Eine so definierte Doppelschichtdicke wird in der Literatur als dypy
angefiihrt. Die Doppelschichtdicke d; der Probe X betriagt bei 25°C'

dl = dHH = 4, 17 nm.

Sun et al. [83] geben fiir die Membrandicke dgy von DPPC in der Gelphase,
gemessen bei 25°C, einen Wert von 4,28 nm an. Andererseits erhalten Jam-
beck und Lyubartsev [48| aus ihren Simulationen fiir d; bei 30 °C' Werte um
3,77 nm.

Aus den Daten zur Lipiddoppelschichtdicke ldasst sich tiber die Relation

dw = d100) — di (7.5)

auch die Dicke der Gelphasenwasserschichten berechnen. [22]

7.7 WAXS-Auswertungen

Auswertungen von WAXS-Messungen werden oftmals herangezogen, um die
Daten aus vorausgegangenen SAXS-Analysen zu bestéitigen bzw. zu unter-
mauern. Die Proben A, K, L und X wurden auf Grund dessen auch einer
WAXS-Vermessung unterzogen.

Im Réntgenstreubild der Abbildung erkennt man in der Gelphase einen
dafiir charakteristischen Doppelpeak. Die dicht aneinandergereihte schmale
und breite Schulter ist typisch fiir ein verzerrt hexagonales Gitter, wie es
die Kohlenwasserstoffketten in der Gelphase bilden. Man vergleiche dazu die
linke Seite der Abbildung[7.20] Die Rippelphase bildet hexagonal angeordnete
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Electron density (e nm ®)

4 |—RSEX

Elektronendichte/[a.u.]

0
z/[nm]

Abbildung 7.18: Von oben nach unten:

1. Kalottenmodell einer DPPC-Doppelschicht: Cholingruppen in blau, Phos-
phatgruppen in cyan, Glycerol/Carbonylgruppe in rot, Kohlenwasserstoffket-
ten in grau, Wassermolekiile in Weifs/Blau [48]

2. All-Atom Force-Field Molekularsimulation der Elektronendichte einer
DPPC-Doppelschicht, farbig die Beitrige der einzelnen Molekiilbestandteile,
schwarz die Gesamtelektronendichte [48]

3. Mittels Formel berechnete Elektronendichte der DPPC-Doppelschicht
der Probe RSE X
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RSE A
—RSEK
—RSEL

RSE X
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i
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Abbildung 7.19: WAXS Auswertungen der Proben A, K, L. und X

Kohlenwasserstoffketten aus, wodurch die Symmetrie erhéht wird und nur
noch eine Schulter hervortritt. Dieser Umstand wird in Abbildung auf
der rechten Seite dargestellt.

7.7.1 Berechnung der Lipidfliche

Die Fldache pro Lipidmolekiil in der Ebene parallel zur Doppelschicht (siehe
Abbildung , Ay, soll fiir die Probe X berechnet werden.

Gemék [86, 87| lasst sich die Fliache pro Lipidkette A, welche senkrecht zur
Kettenachse steht (man vergleiche dazu Abbildung , berechnen durch

die Formel
472

Ap = ——. (7.6)

_ q&
Q2OCI11 4

Die Werte fiir ¢o9 sowie ¢1; konnen den in Abbildung [7.19] gezeigten WAXS-
Daten entnommen werden. Fiir die Probe X ergibt sich eine Kettenfliche
von

Ay = 20,5 A%,

Sun et al. |83] liefern als Vergleichswert 20,2 A%, Nach [83] gilt fiir die Dop-
pelschichtdicke
dHH = 2Ndm008(9t + 2dH (77)

N ...Léange der Kohlenwasserstoftketten, hier N=16 fiir DPPC
d,, ...auf die Kettenachse projezierter Abstand zwischen angrenzenden Me-
thylgruppen, nach [83] d,, = 1,27 A”
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Abbildung 7.20: Gitteranordnung der Lipidketten; links: verzerrt hexagona-
les Gitter einer Gelphase, rechts: hexagonales Gitter einer Rippelphase [22]
Achy ehy Yen - - - Vektoren und Winkel der primitiven Einheitszelle (grau hin-
terlegt) im realen Raum

Shk - - . Vektoren der Reflexionen im reziproken Raum mit Indizes h und k
a,b ... Vektoren der rechteckigen Einheitszelle im realen Raum

dy . ..Kopfgruppendicke, nach [83| dy = 4,12 A

Aus obiger Gleichung lédsst sich der Winkel 8; gewinnen, fiir den im Falle der
Probe X gilt
0, = 34,6°.

Die Literatur [83] gibt einen Wert von 31,6° fiir 6; an. Der grofere errechnete
Winkel ist auf die unterschiedlichen Gréfenangaben von dyg zuriickzufiih-
ren. Die Flache pro Lipidmolekiil in der Ebene parallel zur Doppelschicht
(siche Abbildung [7.15)), 4;, kann nun nach [83] berechnet werden durch

24
"~ cosb,

Ay

(7.8)

Die Probe X liefert dementsprechend einen Wert von
A =498 4%

Sun et al. [83] liefern als Vergleichswert 47,3 A% Abweichungen der Fliche pro
Lipidmolekiil A; von den Literaturdaten sind hauptséichlich dadurch bedingt,
dass fiir die Ermittlung der Doppelschichtdicke dg g von einem softwareseiti-

gen Fit abgesehen wurde und stattdessen eine manuelle Auswertung, wie in
Kapitel beschrieben, erfolgte.
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Ausblicke

8.1 Praparation von DPPG-Vesikeln

Basierend auf den Erfahrungen, die durch die Priaparation von DPPC-Proben
mittels RSE gesammelt wurden, sind Versuche mit dem Lipid DPPG[initiiert
worden. Wiederum wurde die Lipiddiinnfilmhydratationsmethode als Refe-
renzverfahren zur Kontrolle der RSE-Daten herangezogen. Tabelle listet
die Daten der Referenzproben, Tabelle [8.2] jene der RSE-Préparationen. In
Abbildung werden die Ergebnisse der DSC-Messungen gegeniibergestellt.

Die Ubergangstemperaturen der Proben Y und Z entsprechen den Referenz-
werten. In Hinblick auf die Halbwertsbreiten der Uberginge schneiden die
RSE-Proben deutlich besser ab als die Referenzproben. Sowohl die Probe Y
als auch die Probe Z wurden mit einer hohen Ausgangskonzentration von 50
mg/ml priapariert, das Mischungsverhéltnis von Losungsmittel zu Suspensi-
onsmittel wurde jedoch unterschiedlich gewihlt.

Abweichungen der Halbwertsbreiten von Referenz- und RSE-Proben deuten
darauf hin, dass Vorkommen von LUVs eine Verbreiterung des Hauptiiber-
gangs der Referenzsysteme herbeifiihren. Alle Priparationen weisen leichte
bis starke Ausprigungen einer Schulter vor dem Hauptiibergang auf. Die
Schulter kann, wie schon bei DPPC, ein Hinweis auf grofse Bestdnde kleiner
unilamellarer Vesikel sein. Der deutliche Unterschied zwischen der Schulter-
auspriagung von Probe Y und Probe Z mag dem unterschiedlichen Mischungs-
verhéltnis von Dispersions- und Suspensionsmittel geschuldet sein. Diesbe-
ziiglich gilt es, weitere Versuche anzustellen und die in Kapitel [7| angefiihrten
Préaparationsparameter optimal auf das Selbstassemblierungsverhalten von
DPPG abzustimmen.

11,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol
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Tabelle 8.1: Herstellungsparameter der DPPG-Referenzproben F5 bis F8

Probe EF5 F6 F7 F'8

Praparationsmethode Vortex Shake 30 | Shake 60 | Shake
min min 120 min

Ausgangskonz. [mg/ml| 50

Losungsmittel Chloroform/Methanol

Dispersionsmittel NAPI

Abbildung 8.1

Tu[°C] 40,8 40,9 40,8 40,8

ATy, ., [°C] 0,39 0,39 0,40 0,40

AH q1.m[cal /mol] 11353 10015 11189 8493

T,1°C] 33,2 32,7 32,9 32,8

ATy, ,[°C] 3,3 2,8 3,7 4,35

AH .y p[cal /mol] 1788 1400 1768 1275

Tabelle 8.2: Herstellungsparameter der RSE-Probe

Probe RSE'Y \ RSE Z
Vakuumpumpe man
Losungsmittel (LM) C/M
Dispersionsmittel (DM) NAPI
DM : LM 10:1 [ 11
Ausgangskonz. [mg/ml| 50
Vortexgeschwindigkeit [UPM] 600
Temperatur [°C]| 65
Abbildung |8.1|
TPPC] 10,8 40,8
AT, [ C] 0.34 0,31
AH o m[cal /mol] 10942 11241
T,FC] 33.8 33.5
NPRe 2,7 2.7
AH._q p[cal/mol] 1455 1090
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9 __RSEY

RSE Z
—F5 (Vortex) ‘h\
20 4 —— F6 (Shake 30 min)
—F7 (Shake 60 min)
1 F8 (Shake 120 min)

154

AN

T T
30 35 40 45
Temperature (°C)

Cp (kcal/mole/°C)
T

Abbildung 8.1: DSC-Auswertung von DPPG-Proben hergestellt mittels Film-
methode sowie RSE-Methode

Literaturdaten zu den Thermogrammcharakteristika von DPPG finden sich
bei Zhang et al. [8§].
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Conclusio

Es scheint, als habe die von uns adaptierte RSE-Methode in Zukunft das Po-
tential, fiir eine breite Palette von Lipiden als effiziente und einfache Prapara-
tionsmethode von multilamellaren Vesikeln dienen zu kdnnen. Zwar miissen
fiir jedes Lipid die optimalen Priaparationsparameter erst gefunden werden,
die im Anschluss daran moglichen Effizienzsteigerungen in Bezug auf Pro-
benherstellung wiegen diesen Mehraufwand jedoch allemal auf.

Bezug nehmend auf das Membranlipid DPPC, welches Hauptgegenstand der
Untersuchungen dieser Arbeit war, kann gefolgert werden, dass Hauptein-
flussfaktoren in Hinblick auf die Praparation von Vesikeln mittels RSE die
Art des Dispersionsmittels, und damit die Anzahl der chemischen System-
komponenten, die Vortexgeschwindigkeit, und damit die dem System aufge-
priagte Frequenz wie auch zugleich der mechanische Energieeintrag, sowie die
Ausgangskonzentration der Lipide in Losung sind.

Eine weitere, eingehendere Untersuchung physikalischer Parameter, welche
auf die Selbstassemblierung von biologischen Systemen einwirken, sollte an-
gedacht werden. Dabei riicken folgende Themenbereiche in den Vordergrund:

e Art des Energieeintrages (hier: mechanisch, elektromagnetisch)

e Geometrien und Oberflichen der Behausungen (hier: Priaparationsge-
fafe)

e Anzahl und Verhéltnis chemischer Systemkomponenten (hier: Proben-
zusammensetzung)

e Zeitliche Faktoren (hier v.a. dem System aufgepriigte Frequenzen)
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Das umfassendere Verstindis des Einflusses physikalischer Randbedingun-
gen auf die Selbstassemblierung biologischer Systeme kann und muss dazu
beitragen, Wachstumsvorginge und Organisation in lebenden Organismen
besser verstehen zu lernen, um letztendlich der Diskussion von fundamen-
taleren Fragestellungen, wie etwa der Urséchlichkeit des Lebens an sich, als
wissenschaftliche Grundlage zu dienen.
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Schmelzpunkte und Kettenlangen
wichtiger Membranlipide
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ANHANG

Lipid Ketten | Schmelztemp./°C
DLPC 12:0 -1
DMPC 14:0 23
DPPC 16:0 41
DSPC 18:0 55
DOPC 10:1c9 -20
POPC | 16:0 - 18:1 -2
DLPG 12:0 -3
DMPG 14:0 23
DPPG 16:0 41
DSPG 18:0 55
DOPG 18:1 -18
POPG | 16:0 - 18:1 -2
DMPS 14:0 35
DPPS 16:0 54
DSPS 18:0 68
DOPS 18:1 -11
POPS | 16:0 - 18:1 14
DLPA 12:0 31
DMPA 14:0 o0
DPPA 16:0 67
DSPA 18:0 75
DOPA 18:1 -8
POPA | 16:0 - 18:1 28
DLPE 12:0 29
DMPE 14:0 o0
DPPE 16:0 63
DSPE 18:0 74
DOPE 18:1c9 -16
POPE | 16:0 - 18:0 25

Tabelle A.1: Schmelzpunkte und Kettenldngen der wichtigsten Modellmem-

branlipide
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Anhang B

Bauplane des RSE-Grundgeristes
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Teil Bodenplatte
Material Aluminium
Mafstab 1:2
Dimension mm

Datum 23.03.2013
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Abbildung B.2: Stangen
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Abbildung B.4: Gehéduseplatte oben
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Abbildung B.5: Gehduseplatte unten
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Abbildung B.6: Innengewindestibe
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Abbildung B.7: Kugelhahnhalterung
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Abbildung B.8: Verteilerbuchsen fiir Gehduseplatten
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Anmerkung: alles Ra 0.2

Abbildung B.9: Verteiler

156



ANHANG

Verteiler-Reagenzglas-
Adapter
Teflon

mm
23.03.2013

Teil
Material
Mafstab

Dimension

Datum

Abbildung B.10: Verteiler-Reagenzglas-Adapter

157
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