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ZUSAMMENFASSUNG

Künstliche 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 künstlicher Zellmembranen, bei der durch einen schlagartigen Austausch
des apolaren Lösungsmittels durch ein polares Dispersionsmittel (Wasser,
Pu�er) 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 groÿer externer Ober�ä-
che, in unterschiedlicher Dimensionierung. Im Rahmen der experimentellen
Tätigkeit konnte gezeigt werden, dass in physiologisch relevanten, wässri-
gen Pu�ersystemen insbesondere die dem System aufgeprägte Frequenz so-
wie der Energieeintrag und die Anzahl der chemischen Systemkomponenten
einen entscheidenden Ein�uss auf die Gröÿenverteilung und Lamellarität 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 Qualitätskontrolle
dienten dynamische Di�erenzkalorimetrie, Lichtstreuung, Mikroskopie sowie
Röntgenklein- und -weitwinkelstreuung.
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Kapitel 1

Motivation

Durch immer feinere und zugleich e�zientere wissenschaftliche Methoden
sowie detailliertere Fragestellungen sind Biologie und Medizin in Bereiche
der Molekular- und Atomphysik vorgestoÿen. Die Biophysik gewinnt daher
in den letzten Jahren als interdisziplinärer naturwissenschaftlicher Bereich,
die Medizin, Biologie, Chemie und Physik umfassend, zunehmend an Bedeu-
tung. Um nun Erklärungen und Lösungen für Fragestellungen in meso- und
nanoskaligen Dimensionen zu �nden wird es nötig, theoretische und expe-
rimentelle physikalische Methoden zusätzlich zu den gängigen biologischen
und chemischen Methoden einzuführen und zu etablieren.
Die Lipidomik (siehe Kapitel 2) als Teilbereich der Metabolomik ist ein sol-
ches interdisziplinäres Gebiet, dessen Fortschritt in hohem Maÿe auf der
Scha�ung physikalischer Modellsysteme und Erschlieÿung der sich durch Selbst-
assemblierung bildenden nanoskopischen Strukturen anhand physikalischer
Analysemethoden wie NMR, Röntgendiagnostik, Kalorimetrie, Spektrosko-
pie und Spektrometrie beruht.
Trotz Klassi�zierung sowie Strukturbestimmung der zellulären Entitäten und
molekularen Bestandteile bleiben die Funktionsweisen jedoch vielfach unklar.
So lassen sich beispielsweise Zusammenhänge zwischen Sto�wechselerkran-
kungen und Lipidzusammensetzungen von Zellen bzw. Organellen zwar qua-
litativ nachweisen, die physikochemischen Bindeglieder bleiben jedoch nach
wie vor im Dunkeln. Groÿe Anstrengungen werden daher insbesondere dahin-
gehend unternommen, mittels Darstellung vorerst einfacher, liposomaler Ge-
bilde eine schrittweise komplexere Modellierung zellmembranähnlicher Sys-
teme zu erreichen, um in absehbarer Zukunft die gewonnenen Erkenntnisse
auf in vivo Modelle übertragen zu können. Zu diesem Behufe wird stets nach
Methoden zur raschen und �exiblen Herstellung von Lipidvesikeln vielfälti-
ger chemischer Zusammensetzung gesucht. Das in dieser Arbeit beschriebe-
ne Rapid Solvent Exchange Verfahren verspricht eben jenen Anforderungen

1



KAPITEL 1. Motivation

Genüge zu tun. Eine Adaptierung der Methode soll der Zellmembranstruk-
turforschung dazu dienen, neue Modellsysteme für die Untersuchung mittels
Röntgenstrukturanalyse in groÿer Menge zeitnah herstellen zu können. Die
Einführung und Adaptierung der RSE-Methode bildet das Herzstück dieser
Arbeit.
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Kapitel 2

Lipide

2.1 Lipide und Lipidomik

Lipide stellen neben Nukleinsäuren, Polysacchariden und Proteinen eine der
wesentlichen Gruppen von Biomolekülen 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 Ein�ussfaktoren oder Temperatur, beein�usst. Man schätzt die
Anzahl der biologisch aktiven Lipide auf 10.000 bis 100.000 - die Ursache für
die Vielzahl der chemischen Ausprägungen bleibt vorerst im Dunkeln. [1]
Die Verwendung und Funktion von Lipiden im zellulären Gewebe erstreckt
sich über eine Vielzahl von Bereichen.
Ein wohlbekannter Anwendungsbereich ist der Aufbau von Zellmembranen
und zellulären Kompartiments wie Organellen und Lipidkörpern. Mittel-
punkt des Interesses ist hier seit jeher die strukturelle Bescha�enheit, sowie
Dynamik und Interaktion der Lipidmembran. Abbildung 2.1 zeigt einerseits
die unterschiedliche Ausprägung der zellulären und intrazellulären Lipid-
membran sowie einige charakteristische Bausto�e, andererseits Bestandteile
der Lipidkörper. [2]
Die Lipide wurden in diesem Zusammenhang jedoch lange als passive Elemen-
te betrachtet. Neuere Forschungen belegen au contraire, dass Membranlipide
auch als Vorläufersubstanzen für lösliche Botensto�e dienen. Die durch Phos-
pholipase gesteuerte Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat führt
zu Sekundärbotensto�en wie beispielsweise Arachidonsäure, welche wieder-
um Vorläufersubstanz von Eicosanoiden ist, die an Entzündungsprozessen
beteiligt sind (vergleiche Abbildung 2.1). Abseits von ihrer Eigenschaft als
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Abbildung 2.1: Lipidzusammensetzung von Zellmembranen sowie zellulärer
Kompartiments und davon abgewandelten Metaboliten [1]
Links oben: Vertreter der wichtigsten Membranlipidklassen
Links unten: Erläuterung der Zusammensetzung von Organellmembranen
Rechts oben: Beispiele für Metaboliten von Membranlipiden
Rechts unten: Bestandteile von Lipidkörpern
Mitte: Zelle mit Organellen

Präkursoren sind Membranlipide auch oftmals selbst als Signalsto�e tätig.
Sphingolipide sind an Entzündungsprozessen beteiligt, eine ihrer Untergrup-
pen, die Ceramide, dienen als Regulatoren für Zellwachstum und -tod. Phos-
phatidylinositol wiederum ist in einer Vielzahl von Zellmechanismen, wie der
Ca-Homöostase, dem Membranverkehr oder aber der Zytoskelett-Dynamik
involviert. [2]
Groÿe Bedeutung kommt dem Lipidmetabolismus auch im Bereich der Ener-
giespeicherung und Energiehomöostasis zu. Von der Zerlegung von Nahrungs-
fetten in Fettsäuren, deren Aufnahme, dem Transport bis zur Fettsäure-
speicherung sind Lipidenzyme sowie Lipidbindungsproteine beteiligt. Lipi-
de müssen sich also als Teil der Energiehomöostase stetiger dynamischer,
metabolischer Umwandlungen unterziehen - zur Ausbalancierung externer
Reize wie Nahrungsaufnahme oder aber schwankenden hormonellen Aktivi-
täten des Verdauungssystems. Sie übernehmen dabei einerseits die Rolle von
Metaboliten, andererseits die Rolle von Regulatoren. [2]
Auch die Bedeutung der enzymatischen Aktivität von Lipiden ist in der Li-
pidmetabolikforschung mehr und mehr von Interesse. [1]
Fragestellungen rund um den Aufbau, die Kräfte und die Dynamik innerhalb
von Aggregaten wie Membranen sowie deren spezi�sche als auch unspezi�sche
Wechselwirkungen mit ihrer Umgebung bilden die Grundlage des physika-
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lischen Lipidforschungskanonen. Veränderungen der Lipidzusammensetzung
der Membran, wie beispielsweise Einbau von membranmodulierden Cerami-
den, wirken sich nicht nur auf die physikalischen Parameter aus, sondern er-
zeugen auch Rückkopplungen mit der einbettenden Matrix und Botensto�en.

Um sich der hohen Diversität und Komplexität der Sto�klasse 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�1 und dem europäischen �ELIfe�2 versucht man, Li-
pide zu charakterisieren und klassi�zieren, vereinheitlichte Nomenklaturen zu
scha�en, sowie Daten über Lipidzusammensetzungen, -mengen, -netzwerke,
-sto�wechselpfade und -strukturen zu sammeln. [3] Auÿerdem werden Infor-
mationen über die Zusammenhänge mit der Transkriptomik und Proteomik,
wie beispielsweise Lipidproteome3 sowie über gängige Analyseverfahren zur
Verfügung gestellt. [3, 4] Abbildung 2.2 zeigt die Verzahnung der einzelnen
Forschungsfelder und gibt die Zusammenhänge schematisch wieder. Im Rah-

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

men dieses Forschungsnetzwerks wurde auch eine neue De�nition für Lipide
gescha�en:

1Lipid Metabolites And Pathways Strategy
2European Lipidomics Initiative
3Proteine, welche am Lipidmetabolismus beteiligt sind
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�Lipide sind hydrophobe oder amphipathische, kleine Moleküle, welche zur
Gänze 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 groÿen 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 ursprünglichen genetischen, zellbiologischen und biochemischen Analy-

Abbildung 2.3: Entwicklung der Forschungstätigkeit im Bereich der Lipido-
mik [1]

severfahren, wie Chromatographie, boten nicht die nötige E�zienz um der
gewaltigen Mengen an Lipiden, welche in so unterschiedlichen Konzentra-
tionen intrazellulär vorkommen, in gebührlicher Zeit Herr zu werden. Erst
mit dem Einzug physikalischer Methoden wie hochau�ösender Massenspek-
trometrie (wie dem MALDI-TOF-Verfahren [6], einer Kopplung von Matrix-
unterstützter Laser-Desorption/Ionisation sowie Massenspektrometrie mit Flug-
zeitanalyse) und Kernspinresonanzverfahren in die Lipidomik war die Grund-
lage für e�ziente Forschung gelegt. Nur wenige Labors weltweit bedienen sich
jedoch bis jetzt dieser Techniken. Als bildgebendes Verfahren etabliert sich
mehr und mehr die kohärente Anti-Stokes Ramanmikroskopie. [1, 7]
Die gesammelten Anstrengungen der Lipidomik münden in dem Bestreben,
die Rolle der Lipide so gut zu verstehen, dass man Zusammenhänge mit
Pathologien im menschlichen Körper herzustellen vermag.
Der Lipidhaushalt des Körpers wird örtlich und zeitlich streng reguliert. Ab-
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weichungen von der Norm sind mitverantwortlich für neurologische Krank-
heiten wie bipolare Störungen oder Schizophrenie (viele Proteine in den Syn-
apsen binden direkt an Lipide), zelluläres Eindringen sowie Mimikry von
Pathogenen durch Veränderung von Membranlipiden, immunologische Ver-
änderungen und Sto�wechselerkrankungen wie Diabetes oder Krebs. [1, 2]

Wir wollen im Rahmen dieser Arbeit die grundlegenden Fragestellungen im
Bereich der Membranstrukturbildung fokussieren. Dazu verscha�en wir uns
in Kapitel 2.2 zunächst einen kurzen Überblick hinsichtlich der unterschied-
lichen Lipidarten, insbesondere jener Lipide, welche für die Selbstassemblie-
rung von Membranen beim Menschen relevant sind.

2.2 Lipidklassi�zierung

Die groÿe Sto�gruppe der Lipide lässt sich gemäÿ Abbildung 2.4 klassi�zie-
ren. Im Rahmen dieser Arbeit wird auf die, für eukaryotische sowie künstliche
Zellmembranen besonders relevanten, amphiphilen Lipide aus der Gruppe
der Glycerophospho-, der Sphingo- und der Sterollipide näher eingegangen.
Abbildung 2.5 zeigt schematisch den Aufbau jener Membranlipide.

2.2.1 Glycerophospholipide

Die Phosphoglyceride zählen zur Gruppe der Glycerolipide und bilden die
wichtigsten Phospholipide in der Mehrzahl tierischer Zellen. Ihr Gerüst wird,
wie in Abbildung 2.5(a) ersichtlich, von dem Alkohol Glycerin gebildet.
Durch eine Veresterung zweier benachbarter Hydroxylgruppen des Glycerin
sind zwei Fettsäuren an das Glycerin gebunden. Die übliche Kohlenwasser-
sto�kettenlänge der Fettsäuren, sowohl bei Tieren, P�anzen als auch Bak-
terien, liegt zwischen 14 und 24 C-Atomen. In der Regel bestehen diese Li-
pide aus einer ungesättigten Fettsäurekette, welche eine oder mehrere cis-
Doppelbindungen aufweist, und einer gesättigten Kette. Die Doppelbindun-
gen bewirken, dass die ansonsten lineare Kettenstruktur durch kleine Knicke
unterbrochen wird. [9] Tabelle 2.1 listet die natürlich vorkommenden Fett-
säuren, welche für die Veresterung in Frage kommen. Die Durchnummerie-
rung der Kohlensto�atome erfolgt von der Carboxylgruppe aus, die Position
der Doppelbindung wird durch ein ∆ versinnbildlicht. Die gerade Anzahl an
Kohlensto�atomen ist auf die Natur ihrer Biosynthese zurückzuführen. [10]
An der dritten Hydroxylgruppe des Glycerin hängt eine Phosphatgruppe,
welche ihrerseits wiederum unterschiedliche Alkoholreste bindet. Tabelle 2.2
listet wichtige Glycerolipidklassen und deren entsprechende Alkoholreste auf.
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Von diesen wichtigen Verbindungen zählen jene mit Phosphatidylcholin- oder
Phosphatidylethanolaminresten zu den neutralen Phospholipiden, jene mit
Phosphatidsäure-, Phosphatidylglycerol-, Phosphatidylinositol- und Phospha-
tidylserinresten zu den sauren Vertretern. [6]
Abbildung 2.6 zeigt am Beispiel eines Phosphatidylcholinmoleküls die Struk-
tur eines typischen Phosphoglycerids. Die Kopfgruppe, bestehend aus dem
Alkohol Cholin, der Phosphatgruppe sowie dem Glycerolkörper, ist polar und
stellt somit den hydrophilen Teil des Lipids dar. Die langen Kohlenwasser-
sto�ketten des Lipids sind apolar und somit hydrophob. [9]

2.2.2 Sphingolipide

Aus der Gruppe der Sphingolipide sind für 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 2.5(b) zeigt, ist das Sphingosin
an eine Phosphatgruppe als auch an eine Fettsäure (vergleiche Tabelle 2.1)
gebunden. Alkohole, welche als wichtige Bindungspartner für die Phosphat-
gruppe in Frage kommen sind, wie schon bei den Phosphoglyceriden, der
Tabelle 2.2 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 für die Membranphysik das Cholesterol
von besonderer Bedeutung.

2.2.3.1 Cholesterin

Cholesterin zählt zu der Lipidgruppe der Steroide. Das Gerüst 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-
säure

PA Wassersto� sauer

Phosphatidyl-
cholin

PC Cholin neutral

Phosphatidyl-
ethanolamin

PE Ethanolamin neutral

Phosphatidyl-
glycerol

PG Glycerol sauer

Phosphatidyl-
inositol

PI Inositol sauer

Phosphatidyl-
serin

PS Serin sauer

Tabelle 2.2: Ausgewählte, 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 2.7 her-
vor. Die Hydroxylgruppe bildet einen besonders kleinen hydrophilen Kopf,
gefolgt von einem starren Steroidkörper. Der Kohlenwassersto�schwanz ist
hydrophob. [9]

2.2.4 Schmelzpunkte von Membranlipiden

Der Schmelzpunkt von Lipiden wird durch folgende Faktoren bestimmt:

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

• Kohlenwassersto�kettenlänge: Je kürzer die Kohlenwassersto�ketten,
je niedriger also das Molekulargewicht, desto niedriger ist der Schmelz-
punkt. Dies ist auf die Van-der-Waals-Wechselwirkung zwischen den
Ketten zurückzuführen. [11]

• Sättigung der Fettsäureketten: Generell kann gesagt werden, dass der
Schmelzpunkt umso niedriger ist, je mehr Doppelbindungen vorhan-
den sind. Dies ist darauf zurückzuführen, dass die linearen, gesättigten
Fettsäureketten durch Doppelbindungen geknickt werden und es nicht
mehr möglich ist, die Lipide eng zu packen. Dies führt zur Abnahme
der Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Lipiden.
Ungesättigte Fettsäuren können in cis- und trans-Verbindungen geglie-
dert werden. Die cis-Bindung führt zu einem Knick einer Fettsäurekette
um 30 Grad und schwächt so, durch sehr starke Verringerung der Van-
der-Waals-Wechselwirkung, den Schmelzpunkt in besonderem Maÿe.
Auÿerdem führen cis-Doppelbindungen zu erhöhter Flexibilität. Bei
trans-Fettsäuren ist der Knick in der Kette nicht sehr ausgeprägt, sie
sind steifer und weisen, im Vergleich zu cis-Fettsäuren, höhere Schmelz-
punkte auf. [11]

• Gröÿe der polaren Gruppe: Ist eine Kopfgruppe besonders groÿ, so
kann der Schmelzpunkt sinken. Grund dafür ist die Tatsache, dass
die Kohlenwassersto�ketten durch das höhere Platzangebot früher ihre
all − trans-Konformation verlassen können. [11]
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(a) Phosphoglycerid (b) Phosphosphin-
goid

(c) Glycosphingoid (d) Cholesterin

Abbildung 2.5: Struktur der wichtigsten Membranlipide

Abbildung 2.6: Struktur der Phosphoglyceride am Beispiel von Phosphati-
dylcholin [9]

Abbildung 2.7: Struktur von Cholesterin [9]
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2.3 Selbstassemblierung von Lipiden

2.3.1 Mesophasen

Unter Mesophasen versteht man Zustände zwischen �üssiger und fester Pha-
se. Zu diesen zählt unter anderem die Gruppe der �üssigkristallinen Stof-
fe, welche sich unterteilen lässt in einen thermotropen und einen lyotropen
Zweig. Thermotrope4 Flüssigkristalle entstehen durch Ausbildung von Meso-
phasen in der Schmelze reiner Substanzen in Abhängigkeit von der vorherr-
schenden Temperatur.5 Lyotrope6 Flüssigkristalle bilden sich als Mesophasen
in Lösungsmitteln in Abhängigkeit von der Konzentration der gelösten Sub-
stanz. [14, 15]
Viele biologische Substanzen, wie auch die Lipide, zählen zur Klasse der lyo-
tropen Flüssigkristalle. Sie neigen dazu, bei Überschreitung gewisser Schwell-
konzentrationen �üssigkristalline Phasen zu bilden. Diese apolaren Substan-
zen und Sto�e amphiphilen Charakters tendieren in polaren Lösungsmitteln
zu einer Entmischung in Folge der im Anschluss diskutierten energetischen
und geometrischen Überlegungen.

2.3.2 Chemisches Potential und Freie Energie

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

µ = µN = εN +
kbT

N
ln

(
XN

N

)
= const. (2.1)

µ . . . Chemisches Potential der einzelnen Lipide
µN . . . Chemisches Potential der N-fachen Aggregate
εN . . . Freie Energie-Änderung wenn ein einzelnes Molekül aus der Lösung
genommen wird und in ein N-faches Aggregat gesetzt wird
kb . . . Boltzmannkonstante
T . . . Temperatur
N . . . Anzahl der aggregierten Teilchen
XN . . . Volumsanteil von gelösten Molekülen in Aggregat mit N Molekülen

4Thermotrope Sto�e zeigen di�erenziertes Phasenverhalten bei unterschiedlichen Tem-
peraturen. [12]

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

6Lyotrope Sto�e und Phasen sind solche, deren Verhalten durch die Gegenwart und die
Eigenschaften von Lösungsmitteln bestimmt wird. [13]
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der gelösten Moleküle mit dem Gesamtvolumsanteil φ =
∑
XN in allen Ag-

gregaten gleich ist. Aus dieser Überlegung gewinnt man für den Volumsanteil
von Aggregaten mit N Molekülen gemäÿ [16] die Gleichung

XN = N(X1e
ε1−εN
kbT )N . (2.2)

X1 . . . Volumsanteil von einzelnen gelösten Molekülen
ε1 . . . Freie Energie eines einzelnen gelösten Moleküls

Die entscheidende Rolle hinsichtlich der Aggregatsbildung spielt die freie
Energie ε, welche für biologische Systeme in der Regel in ein Minimum läuft.
Für den Fall dass εN kleiner ist als ε1, werden sich also N-Aggregate bil-
den. [16]

2.3.3 Aggregation unpolarer Moleküle

Bei einfachen Molekülen wie Neutrallipiden liegt das Minimum von εN bei
N →∞ und es �ndet eine vollständige Phasenentmischung statt.
Für den Fall sphärischer Aggregate ergibt sich für εN gemäÿ [16] die Form

εN = ε∞ +
4πγr2

N
=

= ε∞ +
4πγ

N

(
3NV

4π

) 2
3

.

(2.3)

ε∞ . . . Freie Energie-Änderung, wenn ein einzelnes Molekül aus der Lösung
genommen wird und in ein für N gegen unendlich laufendes Aggregat gesetzt
wird
V . . . Molekularvolumen
γ . . . Ober�ächenspannung

Im zweiten Term von Gleichung 2.3 �ieÿt über den Radius des Ober�ächen-
energieterms 4πγr2 das Molekularvolumen und die Anzahl der Aggregatteil-
nehmer ein. Dieser Term wird für sehr groÿe N unbedeutend. Zusammenfas-
send lässt sich nach [16] für εN

εN = ε∞ +
αkbT

N
1
3

(2.4)

αkbT ≡ 4πγ
(
3V
4π

) 2
3

schreiben.
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Hinsichtlich der Entstehungswahrscheinlichkeit von N-Aggregaten gibt uns,
wie in [16] ersichtlich, die Gleichung 2.5, geformt aus Gleichung 2.2 und 2.3,
nähere Auskunft.

XN = N(X1e
α)Ne−αN

2
3 ≈

≈ N(X1e
α)N

(2.5)

Würde X1 in Gleichung 2.5 gröÿer als eine bestimmte kritische Aggregations-
konzentration7 φc = e−α, so müsste der Volumsanteil XN über 1 steigen. Dies
ist nicht möglich. Deshalb verbinden sich hinzugefügte einzelne Teilchen mit
N-Aggregaten. Da ε wie besprochen mit zunehmendem N monoton abnimmt,
wird eine Bildung des ∞-Aggregats einsetzen. [16]

2.3.4 Aggregation amphiphiler Moleküle

Welche Aggregate sich im Falle amphiphiler Moleküle bildet, hängt in hohem
Maÿe von der Molekülform und der freien Energie ab. Die Molekülgeometrie
bestimmt die Struktur des Aggregats, das Minimum der freien Energie die
Gröÿe.

2.3.4.1 Aggregatform

Der wesentliche Formfaktor der beteiligten Moleküle ist gemäÿ [16] gegeben
durch

V

la
≤ 1

3
(2.6a)

1

3
<
V

la
≤ 1

2
(2.6b)

V

la
≈ 1 (2.6c)

V

la
> 1. (2.6d)

V . . . Volumen der Fettsäureketten
a . . . Fläche der Lipidkopfgruppe
l . . . Länge der Fettsäureketten

7CAC = critical aggregation concentration
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Abbildung 2.8: Ein�uss der Geometrie amphiphiler Moleküle auf die Orga-
nisationsstruktur [14]

Im Falle von Gleichung 2.6a bilden sich sphärische Mizellen, zylindrische
Mizellen entstehen unter der Bedingung 2.6b, die Werte in 2.6c liefern Dop-
pelschichten. Für Geometrien gemäÿ 2.6d formen sich inverse Strukturen.
Dieser Sachverhalt wird in Abbildung 2.8 dargestellt.

2.3.4.2 Aggregatgröÿe

Gleichung 2.2 aus Kapitel 2.3.2 gilt auch für komplexere Moleküle, wie die
hier beschriebenen amphiphilen Lipide. Das Minimum der freien Energie für
ein N-Aggregat liegt nun jedoch nicht mehr bei N = ∞, wie für neutrale
Lipide, sondern im Endlichen. [16]
Hinsichtlich der Entstehungsgröÿe kann abhängig von der Aggregatform fol-
gende Unterscheidung getro�en werden:

1. Für sphärische Mizellen gilt gemäÿ [17] in Hinblick auf die Freie Energie
die Gleichung

εN = ε∞ +
4πr2γ

N
. (2.7)

Daraus lässt sich die Beziehung

εN = ε∞ +
αkbT

N
1
3

. (2.8)

ableiten.

Das Minimum der freien Energie liegt im Endlichen mit einer Vertei-
lung ähnlich der Gauÿ'schen Verteilungsfunktion. Dadurch entstehen

17



KAPITEL 2. Lipide

sphärische Mizellen. Es gilt nach [16]

XN = N(X1e
α)Ne−αN

2
3 ≈

≈ N(X1e
α)N .

(2.9)

Bilden sich kleine Mizellen, so können die hydrophilen Kopfgruppen
die hydrophoben Molekülteile nicht gegenüber der polaren Flüssigkeit
abschirmen, sind die Aggregate zu groÿ, so werden polare Kopfgruppen
ins Innere der Mizelle gedrängt was wiederum zu einem energetisch
unvorteilhaften Zustand führt. [16]

2. Für zylindrische Formen spielt die Ausdehnung des Aggregats, im Ge-
gensatz zum Volumen bei der Sphäre (siehe Gleichung 2.3), energetisch
keine entscheidende Rolle. Die wesentlichen Beiträge stammen, wie in
Gleichung 2.10 ersichtlich, lediglich von den Enden des Zylinders, wo
energetisch ungünstige Krümmungsparameter zum Abschirmen der hy-
drophoben Molekülteile vor dem polaren Lösungsmittel nötig sind bzw.
eine hundertprozentige Abschirmung erst gar nicht möglich ist. [16]

εN = ε∞ +
2EEnde
N

(2.10)

Äquivalent dazu lässt sich wie schon in Gleichung 2.4 gemäÿ [16] schrei-
ben

εN = ε∞ +
αkbT

N
. (2.11)

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

XN = N(X1e
α)Ne−α (2.12)

Der im Vergleich zu Gleichung 2.5 zusätzliche Exponentialterm e−α be-
dingt, dass sich im Gegensatz zu den sphärischen Aggregaten hier eine
sehr breite Verteilung von N-Aggregaten bildet. Der Drang zur Mini-
mierung der Zylinderenden führt zur Fusion der Tubuli, der Gewinn
an Entropie bedingt die Aufspaltung. Dadurch kommt es zu stetigen
Aufspaltungs- und Fusionsprozessen.

3. Für Doppelschichtaggregate spielt die �ächige Ausdehnung energetisch
ebenfalls keine entscheidende Rolle. Die wesentlichen Beiträge stam-
men, wie in Gleichung 2.13 ersichtlich, von den Rändern der Aggrega-
te, wo, wie schon bei den zylindrischen Formen, energetisch ungünstige
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Krümmungsparameter zum Abschirmen der hydrophoben Molekülteile
vor dem polaren Lösungsmittel nötig sind bzw. vollständige Abschir-
mung erst gar nicht möglich ist. [16]

εN = ε∞ +
Erand
N

(2.13)

Äquivalent dazu lässt sich wie schon in Gleichung 2.4 sowie Gleichung 2.11
nach [16] schreiben

εN = ε∞ +
αkbT

N
1
2

. (2.14)

Man beachte dabei die unterschiedlichen Exponenten des Terms N.
Der Volumsanteil an gelösten Molekülen in einem N-Aggregat ergibt
sich gemäÿ [16] in diesem Falle zu

XN = N(X1e
α)Ne−αN

1
2 ≈

≈ N(X1e
α)N

(2.15)

Durch den Faktor N
1
2 wird die Anzahl von endlich groÿen Doppel-

schichten exponentiell klein. Hier wird, ohne Berücksichtigung der Mög-
lichkeit einer Vesikelbildung über der kritischen Aggregationskonzen-
tration die Bildung eines scheibenförmigen∞-Aggregats einsetzen (ver-
gleiche Gleichung 2.5).

2.3.4.3 Vesikelbildung amphiphiler Aggregate

Zieht man nun auch die Möglichkeit in Betracht, durch eine Krümmung des
Doppelschichtaggregats die Randober�äche und somit die Energie des Objek-
tes zu minimieren (vergleiche dazu Abbildung 2.9) und in diesem Zuge sphä-
rische Objekte zu formen, so wird deren Entstehnung energetisch nach [16]
von 3 Komponenten abhängen:

• dem Energieaufwand bedingt durch die zu formende Krümmung des
�ächigen Aggregats

Ekrumm =
Kc

2

∫
[(J − J0)2 + κGK]dA (2.16)

Kc . . . Biegefestigkeit
J . . . Gesamtkrümmung
J0 . . . Spontane Krümmung
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Abbildung 2.9: Krümmung einer planaren Lipiddoppelschicht zu einem Li-
pidvesikel [9]

κG . . .Modul der Gauÿ'schen Krümmung
K . . . Gauÿ'sche Krümmung

• dem Energiegewinn durch die Minimierung der Berandungsober�ächen
des Aggregats

Erand = −αkb
2

(2.17)

• dem Energiegewinn durch Translationsentropie der einzelnen, endlichen
Aggregate.

Diese sphärischen Objekte werden �normale Vesikel�8 genannt. [18] In weite-
rer Folge werden wir synonym für Vesikel auch den Begri� Liposom9 gebrau-
chen.

2.3.4.4 Langreichweitige Ordnung durch Interaktion amphiphiler
Aggregate bei hohen Konzentrationen

Wurde die kritische Aggregationskonzentration überschritten und wird die
Anzahl der sich in der Lösung be�ndlichen Aggregate groÿ genug, so begin-
nen diese zu interagieren. Ausschlaggebend dafür sind unter anderen unspe-
zi�sche Kräfte:

8Unter Vesikeln versteht man bestimmte polymolekulare Aggregate gewisser amphipa-
tischer Moleküle welche sich in wässrigen Lösungen bilden. Sie schlieÿen kleine Volumina
der wässrigen Lösung ein und können aus einer oder mehreren Hüllen bestehen. [18]

9aus dem griechischen; lipos steht für 
Fett`, soma für 
Körper` [19]
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DLVO-Kräfte

• Van-der-Waals-Wechselwirkung:
Van-der Waals-Kräfte wirken zwischen allen Körpern. Gewöhnlich sind
sie anziehender Art, sie können aber auch abstoÿenden Charakter auf-
weisen.

Im klassischen Sinne liegt die Entstehung der van-der-Waals-Kräfte
in Fluktuationen elektrischer Dipolmomente, welche bei Annäherung
von Teilchen zu korrelieren beginnen, begründet. Man unterscheidet
die Kraft zwischen zwei permanenten Dipolen (Keesomkraft), zwischen
einem permanenten und einem induzierten Dipol (Debyekraft) und zwi-
schen zwei induzierten Dipolen (London Dispersionskräfte). Für Ato-
me und Moleküle fällt die Van-der-Waals-Kraft mit zunehmendem Ab-
stand D sehr schnell ab (U = −CvdW/D6), im Falle sphärischer, ma-
kroskopischer Gebilde ergibt sich laut Pargesian [20] eine Kraft

U = − A

6D

(
R1R2

R1 +R2

)
. (2.18)

A . . . Hamakerkonstante
R1 . . . Radius Makrosphäre 1
R2 . . . Radius Makrosphäre 2
D . . . Abstand der Makrosphären

Modernere Betrachtungsweisen gehen von den quantenmechanischen
Überlegungen Plancks zu elektromagnetischen Moden in einem Hohl-
raum aus. Casimir führte darauf basierend Überlegungen 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 möglichen Nullpunkt�uktuationen
des elektromagnetischen Feldes im freien Raum rund um die Platten,
begrenzt. Durch diesen äuÿeren Modenüberschuss entsteht eine elek-
trodynamische Kraft auf die Platten. Lifshitz ergänzte Casimirs Ideen
dahingehend, dass er auch Penetration von elektromagnetischen Moden
in ober�ächennahe Bereiche der beschränkenden Materialien zulieÿ. So-
mit werden die vorherrschenden Kräfte mit elektromagnetischen Eigen-
schaften von Festköpern in Verbindung gesetzt. Diese können durch das
elektromagnetische Absorptionsspektrum bestimmt werden und sind
von der Permittivität ε(ω) und der magnetischen Suszeptibilität µ(ω)
abhängig. [20]

• Elektrostatische und Doppelschicht-Kräfte:
Elektrostatische Kräfte wirken zwischen geladenen Teilchen und können
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abstoÿender als auch anziehender Natur sein. Für Atome und Moleküle
gilt U = CESe

−κD, die Krafteinwirkung auf makrosphärische Gebilde
kann geschrieben werden als

U =

(
R1R2

R1 +R2

)
Ze−κD. (2.19)

Z . . .Wechselwirkungskonstante
1/κ . . . Debyelänge

1
κ
wird als Debyelänge bezeichnet und beschreibt die charakteristische

Abklingdistanz der Wechselwirkung. Im Falle von Lösungen ist die De-
byelänge abhängig von der Art und der Konzentration der vorhandenen
Elektrolyte sowie von der Temperatur. [20] Man spricht dann von ab-
geschirmten ionischen Kräften. Letztere treten auf, wenn sich gemäÿ
der Debye-Theorie in kolloidalen Lösungen eine elektrochemische Dop-
pelschicht und eine Sternschicht um Partikel bilden.

Die DLVO-Theorie führt die Konzepte der Van-der-Waals-Wechselwirkungen
und der Elektrostatik im Sinne der elektrochemischen Doppelschichten zu-
sammen und erklärt das komplexe Verhalten kolloidaler Lösungen im Nah-
bereich und im Fernbereich. Durch die unterschiedlichen Gesetzmäÿigkeiten
der Kräfte (die Van-der-Waals-Wechselwirkung folgt einem Potenzgesetz, die
elektrostatischen Kräfte einem Exponentialgesetz) ergibt sich ein komplexes
Wechselwirkungsenergie-Diagramm. Man vergleiche dazu Abbildung 2.10.
Teilchen mit hoher Ober�ächenladungsdichte σ verspüren ein primäres (es
�ndet Koagulierung statt, irreversibel) sowie sekundäres (es �ndet Flockung
statt, reversibel) Energieminimum. Je schwächer die Teilchen geladen sind,
desto mehr gleicht sich das Potential dem der Van-der-Waals-Wechselwirkung
an. [17, 20]

Strukturkräfte Kommen Flüssigkeiten mit Ober�ächen in Berührung oder
werden sie mit eingeschränkten Geometrien konfrontiert, so wirken diese Um-
stände auf die Flüssigkeitsteilchen strukturbildend. Nähern sich zwei Ober-
�ächen bis auf etwa 10 Molekulardurchmesser an, so ändert sich der Charak-
ter der Van-der-Waals-Wechselwirkung dahingehend, dass sich eine Solvat-
ationskraft bildet. Im Falle von Wasser als Lösungsmittel spricht man von
einer Hydratationskraft. Diese Kraft oszilliert bei starren Ober�ächen mit
variierendem Abstand der Flächen mit einer Periode, welche dem Molekular-
durchmesser σ entspricht. Die Oszillation kommt durch die quasi-diskreten
Schichten der sich anordnenden Moleküle zustande. Beschrieben wird diese

22



KAPITEL 2. Lipide

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der DLVO-Theorie [17]
σ . . . Ober�ächenladungsdichte

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der Hydratationskräfte und der
hydrophoben Kraft [21]

Kraft nach [21] durch das Potential

U(D) ≈ −E0cos

(
2πD

σ

)
e−

D
σ . (2.20)

E0 . . . primäres Energieminimum
σ . . . charakteristische Abklinglänge der Einhüllenden des cos-Terms

Abbildung 2.11 zeigt die oszillierende Energie und das primäre Energiemi-
nimum bei −E0 anhand von Graph (a). Liegt eine starke Bindung zwischen
Ober�äche und Flüssigkeit vor, so entsteht eine Solvatationshülle entlang der
Ober�äche und das primäre Energieminimum verschiebt sich, wie Graph (b)
in Abbildung 2.11 zeigt.
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Zwischen hydrophoben Ober�ächen (intert und unpolar) wird die Hydra-
tationskraft, wie man an Graph (c) in Abbildung 2.11 erkennt, monoton
anziehend. Die hydrophobe Kraft lässt sich gemäÿ [21] durch

U(D) = −2γe−
D
λ . (2.21)

γ . . . Ober�ächenenergie
λ . . . Abklinglänge

als Exponentialgesetz beschreiben. Sie wird kaum durch Art und Konzentrati-
on von Ionen in der Flüssigkeit beein�usst, was auf einen nicht-elektrostatischen
Ursprung hinweist. Der Ursprung der hydrophoben Kraft bleibt vorerst noch
im Dunkeln. Eine mögliche Erklärung für, der hydrophoben Kraft zu Grunde
liegende, Faktoren ist die Bildung von Clathraten um hydrophobe Ober�ä-
chen. Dadurch kommt es zur Abnahme von Entropie. Dieser Umstand führt
dazu, dass hydrophobe Sto�e dazu tendieren, in polaren Flüssigkeiten zu
aggregieren.

Thermische Fluktuationskräfte Im Falle biegsamer Ober�ächen treten
monoton abstoÿende, sterische Kräfte auf, welche auf thermische Fluktuatio-
nen zurückzuführen sind. Diese Kräfte bilden ein stabilisierendes Gegenstück
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. Für zwei eng beieinan-
der liegende Membranen, welche aus Lipiden mit hydrophilen Kopfgruppen
bestehen, kann die entropische Abstoÿung durch Protrusionen, wie in [21]
nachzulesen, abgeschätzt werden als

U(D) = +3ΓkTe
− D
λ0 . (2.22)

Γ . . . Ober�ächendichte von protrudierten Molekülen
λ0 . . . Abklinglänge, abhängig von der hydrophoben Energie der Kohlenwas-
sersto�ketten der Lipide

Im Falle von Membranen müssen die Protrusionskräfte von Ondulationskräf-
ten unterschieden werden. Erstere basieren auf den Bewegungen einzelner
Lipidmoleküle senkrecht zur Membranober�äche, letztere auf den wellenar-
tigen Bewegungen der Membran selbst. Die Ondulationen entstehen, indem
durch Annäherung zweier biegsamer Ober�ächen deren Freiheitsgrade stark
beschränkt werden und es zur Entropieerniedrigung kommt. Die wirkenden
Kräfte werden nach [21] beschrieben durch
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Abbildung 2.12: Schematische Darstellung der Ondulationen sowie Protru-
sionen von Membranen [21]

U(D) = +

(
kbT

2π

)2
1

κ
Afl exp

− D
λfl . (2.23)

κ . . . Biegefestigkeit der Membran
Afl, λfl . . .Membran�uktuationsparameter

Abbildung 2.12 vermittelt einen Eindruck davon.

Verarmungskräfte Diese Kräfte entstehen durch einen osmotischen Druck
zwischen dem Bulk-Wasser, welches beispielsweise ein Polymer der Konzen-
tration c enthält, und dem Raum zwischen zwei eng beieinanderliegenden
Ober�ächen, der polymerfrei ist. Das Wasser in dieser sogenannten Verar-
mungszone wird nun ins Bulk-Wasser gedrückt, wodurch sich die Ober�ächen
annähern. [21]

Sterische Kräfte und Brückenkräfte durch polymerartige Bestand-
teile biologischer Membranen Es sei hier noch angemerkt, dass bei bio-
logischen Membranen, welche an ihren Ober�ächen Protein- und Glucose-
komplexe tragen, abstoÿende, sterische Kräfte sowie anziehende Brücken-
kräfte auftreten. [21]

Auswirkung der Kräfte auf das Phasenverhalten Im Falle anziehen-
der Kräfte entstehen ungeordnete, bei abstoÿender Wechselwirkung geordne-
te Phasen. Da Vesikel, im Gegensatz zu Kolloiden, ihre Gröÿe und Gestalt
den physikalischen Gegebenheiten anpassen können, entsteht eine Vielzahl
möglicher Organisationsmuster. [16]
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KAPITEL 2. Lipide

Betrachtet man nun Lipidsysteme bei hohen Konzentrationen, so unterteilt
Marsh [22] im Hinblick auf eine langreichweitige Ordnung Strukturen in

• L . . . eindimensionale Phasen (lamellar)

• H . . . zweidimensionale Phasen (hexagonal)

• P . . . zweidimensionale Phasen (schief oder zentriert)

• Q . . . dreidimensionale Phasen (kubisch)

• R . . . dreidimensionale Phasen (rhomboedrisch)

• M . . . ungeordnete Phasen (mizellär).

Entsprechend der Lage der Lipide in den Phasengebilden unterscheidet man

• Typ | . . . Lipid in Wasser

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

2.3.4.5 Kurzreichweitige Ordnung von Lipidaggregaten

Gemäÿ der kurzreichweitigen Ordnung von Lipiden klassi�ziert man nach
[22] folgende Zustände:

• α . . . ungeordnet (�üssig)

• β . . . teilweise geordnet (gestreckt, ungekippt)

• β′ . . . teilweise geordnet (gestreckt, gekippt)

• δ . . . teilweise geordnet (helikal)

• C . . . kristallin.

Abbildung 2.13 stellt nun die soeben besprochenen Konzepte der kurz- und
langreichweitigen Ordnung von Lipidaggregaten in Abhängigkeit von der
Temperatur sowie der Konzentration für amphiphile Lipidklassen dar.
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KAPITEL 2. Lipide

Abbildung 2.13: Temperatur- und Konzentrationsabhängigkeit des Phasen-
verhaltens amphiphiler Lipide [22]
Lc . . . Lamellar kristalline Phase
Lα . . . Lamellar ungeordnete Phase (�üssig)
Lβ . . . 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| . . . Mizelläre Phase (Lipid in Wasser)
M|| . . . Invers mizelläre 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 beein�ussen. [23] Deshalb bedient man sich ein-
facher Modellsysteme, welche helfen sollen, ein tieferes Verständnis hinsicht-
lich des Verhaltens reiner Lipidmembranen zu erlangen.
In Kapitel 2.3 wurde ausführlich erörtert, 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 getro�en werden können und welche Mechanismen molekularer
Dynamik in einer Membran zu �nden sind.

3.1 Kräfteverteilung innerhalb der Membran

Das laterale Druckpro�l der Lipiddoppelschicht lässt sich anhand des struk-
turellen Lipidaufbaus erklären. Die Lipidstrukturen ergeben sich durch eine
Kompromisslösung hinsichtlich der freien Energien der hydrophilen und hy-
drophoben Lipidbestandteile. [24]
Die hydrophoben Kohlenwassersto�ketten im Inneren der Membran liegen
durch die eingeschränkten Freiheitsgrade gestreckter und geordneter vor, als
sie es als Einzelmoleküle tun würden. Der damit einhergehende Verlust an
Entropie führt zu erheblichem lateralen Druck, der von der Kettenlänge, ihrer
Struktur und ihrem Sättigungsgrad bestimmt wird. [24]
An der Grenzschicht zwischen hydrophobem und hydrophilem Lipidteil herrscht
eine hohe Grenz�ächenspannung auf Grund des Bestrebens der hydrophilen
Kopfgruppen, die freie Energie möglichst gering zu halten indem die neu-
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KAPITEL 3. Die Modellmembran

Abbildung 3.1: Druckpro�l einer Lipiddoppelschicht, berechnet durch ato-
mistische Molekulardynamiksimulation [25]
Blauer Bereich . . .Wasser
Roter Bereich . . . Polare Lipidkopfgruppen
Grauer Bereich . . . Apolare Kohlenwassersto�ketten

tralen Ketten von den polaren Wassermolekülen getrennt werden. [24] An
der Grenz�äche zwischen dem polaren und dem apolaren Lipidteil herrschen
dadurch Druckdi�erenzen von mehreren hundert bar [23].
Die Lipidkopfgruppen werden einerseits durch entropische Kräfte bewegt.
Durch den Druck an der Grenzschicht werden sie eng aneinandergepresst [24].
Gleichzeitig besteht das Bestreben, möglichst wenig Wassermoleküle bzw. ge-
löste Sto�e an der Membranober�äche, sprich den Kopfgruppen, zu binden
und sie hierdurch mancher ihrer Freiheitsgrade zu berauben [23]. Andererseits
wirken zwischen den Kopfgruppen abstoÿende, sterische als auch elektrosta-
tische Kräfte [24].
Das sich durch obige Überlegungen ergebende Druckpro�l ist in Abbildung 3.1
schematisch dargestellt. Im Falle symmetrischer Doppelschichten gilt als Sta-
bilitätskriterium gemäÿ [14] ∫ db/2

0

p(z)dz = 0. (3.1)

0 . . .Mitte der Membran
db . . . Doppelschichtdicke
p . . . Druck
z . . . Achse des Doppelschichtquerschnitts

3.2 Molekulare Dynamik der Membran

Lipide in wässriger Lösung zeigen �üssigkristallines Verhalten und können
nach [14] Liposomen mit einer Vielzahl möglicher Freiheitsgrade für einzelne
Lipidmoleküle bilden:
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Abbildung 3.2: Freiheitsgrade der in Membranen eingebetteten Lipide [26]
1 . . . Konformationsänderungen der Fettsäureketten
2 . . . Rotationsdi�usion
3 . . . Laterale Di�usion
4 . . . Kopfgruppenbewegung
5 . . . Protrusionsmoden
6 . . . Kollektive Undulationsbewegungen

• Konformationsänderungen der Fettsäureketten

• Rotationsdi�usion

• Laterale Di�usion

• Kopfgruppenbewegung

• Protrusionsmoden

• Kollektive Undulationsbewegungen

Abbildung 3.2 gibt die Freiheitsgrade schematisch wieder.
Zusätzlich zu den oben erwähnten Bewegungen kann es auch zu transversaler
Di�usion zwischen den 2 Membranschichten kommen, sogenannten �ip-�ops.
Dieser Vorgang ist energetisch ungünstig und vollzieht sich sehr langsam,
kann jedoch bei Molekülen wie Cholesterol, welche besonders kleine pola-
re Kopfgruppen besitzen, durchaus Geschwindigkeiten im Sekundenbereich
annehmen. [27]

3.3 Thermodynamik der Membran

Im Sinne der experimentellen Zugänglichkeit von thermodynamischen Grö-
ÿen wollen wir in aller Kürze auf die Wärmekapazität sowie die Kompressi-
bilität von Modellsystemen eingehen.
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3.3.1 Wärmekapazität

Die innere Energie eines Systems ist gemäÿ [28] durch den ersten Hauptsatz
der Thermodynamik gegeben als

dU = dQ+ dW. (3.2)

dU . . . Änderung der inneren Energie
dQ . . . Änderung der Wärme
dW . . . Arbeit die am System verrichtet wird

Wie in [28] ersichtlich erhält man mit der Relation

dS =
dQ

T
(3.3)

dS . . . Änderung der Entropie
T . . . Temperatur

für die Enthalpie reversibler Systeme

dH = dU + d(pV ) = TdS + V dp. (3.4)

H . . . Enthalpie
p . . . Druck
V . . . Volumen

Die Enthalpie umfasst sowohl die innere Energie des Systems als auch die
Arbeit welche nötig ist, um dem System in seiner Umgebung Platz zu schaf-
fen. Experimentell zugänglich wird nach [28] die Enthalpie sowie die Entropie
über Messungen der Wärmekapazität

cp =

(
dQ

dT

)
p

. (3.5)

cp . . .Wärmekapazität

Die Wärmekapazität gibt an, wieviel Wärme das Lipidsystem bei kleinen
Temperaturänderungen und konstantem Druck aufnimmt. Für konstanten
Druck lässt sich Gleichung 3.5 zusammen mit den Gleichungen 3.3 und 3.4
laut [28] schreiben als

cp =

(
dH

dT

)
p

. (3.6)
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und

cp = T

(
dS

dT

)
p

. (3.7)

woraus folgt

∆H =

∫ T1

T0

cpdT (3.8)

∆S =

∫ T1

T0

cp
T
dT (3.9)

Kapitel 5.4 führt obige Überlegungen weiter aus und steuert einen Abriss der
experimentellen Vorgangsweise zur Erlangung der Wärmekapazitäten bei.

3.3.2 Kompressibilität

Die Volumskompressibilität

κVT = − 1

V

(
dV

dp

)
T

(3.10)

κVT . . . Volumskompressibilität

beschreibt gemäÿ [28] die Änderung des spezi�schen Volumens des Lipidsys-
tems, wenn bei konstanter Temperatur kleine Druckänderungen statt�nden.
Die Flächenkompressibilität

κAT = − 1

A

(
dA

dΠ

)
T

(3.11)

κAT . . . Flächenkompressibilität
Π . . . lateraler Druck

beschreibt nach [28] die Änderung der spezi�schen Fläche des Lipidsystems
wenn bei konstanter Temperatur kleine laterale Druckänderungen statt�n-
den.

3.3.3 System�uktuationen

Sowohl für die Wärmekapazität als auch für die Kompressibilität existieren
enge Zusammenhänge in Hinblick auf Lipidsystem�uktuationen, man denke
dabei in erster Linie an Fluktuationen welche nahe an Phasenübergängen
auftreten.
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Die Wärmekapazität steht laut [28] in Verbindung mit Enthalpie�uktuatio-
nen gemäÿ

cp =
〈H2〉 − 〈H〉2

RT 2
. (3.12)

R . . . Universelle Gaskonstante

Die Kompressibilitäten sind gemäÿ [28] verknüpft mit Fluktuationen des Vo-
lumens bzw. der Ober�äche.

κVT =
〈V 2〉 − 〈V 〉2

〈V 〉RT 2
(3.13)

κAT =
〈A2〉 − 〈A〉2

〈A〉RT 2
(3.14)

Die Änderung von cp ist nahe dem Schmelzübergang proportional zu Ände-
rungen der Volums- und Flächenkompressibilität. Da ∆cp an Phasenüber-
gängen sehr groÿ werden kann, sind Membranen nahe dem Schmelzübergang
stark komprimierbar und weich, die Biegeelastizität und somit die Krüm-
mungs�uktuationen sind sehr hoch. [28]
Die Fluktuationen der Enthalpie, der Fläche und des Volumens sind beson-
ders an Domänengrenzen stark ausgeprägt. Dies bedingt, dass an Grenz�ä-
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 übrigen Systems abweichen können. [28]
Die Grenz�ächen können auf Grund genannter Eigenschaften Ursprünge star-
ker Verformungen von Lipidvesikeln sein [28].

3.4 Thermotropes Phasenverhalten der Mem-

bran

Die Eigenschaften von Membranlipiden sind in hohem Maÿe von den vorherr-
schenden Temperaturverhältnissen des biologischen Systems abhängig. Tem-
peraturveränderungen induzieren Phasenübergänge in Lipidsystemen, welche
für die meisten, aus biologischen Membranen extrahierten, Lipide zwischen
-20 ◦C bis 60 ◦C liegen.[28]
In weiterer Folge wollen wir uns mit diesen Phasenübergängen näher be-
schäftigen und uns dabei auf jene Phasen konzentrieren, welche in Hinblick
auf Strukturuntersuchungen von Doppelschichtaggregaten von besonderem
Interesse sind. Abbildung 3.3 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:
d . . . Lamellenabstand
A . . . Subgelphase Lc
B . . . Gelphase Lβ, ungekippte Ketten
C . . . Gelphase Lβ′ , gekippte Ketten
D . . . Rippelphase Pβ′
E . . . Fluide Phase Lα
F . . . Interdigitierte Gelphase Lintβ
G . . . Teilweise interdigitierte Gelphase
H . . . Gemischt interdigitierte Gelphase
Aufsicht auf Modellmembran - Einige gängige Anordnungen der Kohlenwas-
sersto�ketten in der Gelphase:
I . . . orthorhombisch
J . . . quasi-hexagonal
K . . . hexagonal
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3.4.1 Einfaches Phasenübergangsmodell in zwei Dimen-

sionen

Betrachtet man die Membran als starre zweidimensionale Matrix in einem
dreidimensionalen Raum so können wir für unsere rudimentären Überlegun-
gen die Möglichkeit von Membranondulationen in der dritten Dimension bei-
seiteschieben und uns auf den zweidimensionalen Raum beschränken.

3.4.1.1 Tieftemperaturphasen

In niederen Temperaturbereichen �ndet man die Lipide zunächst in einem
Tieftemperaturäquilibrium wieder, welches in die Subgelphase Lc übergeht. [29]

3.4.1.2 Subgelphase Lc

Die Kohlenwassersto�ketten 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-
tationsmöglichkeiten der Lipide entlang ihrer Längsachse durch starke Van-
der-Waals-Wechselwirkungen und sterische Einschränkungen begrenzt. [31]
Gemäÿ Katsaras und Raghunathan [32] lässt sich aus Röntgendaten zu den
vorliegenden Kettenanordnungen ein Kopfgruppengitter konstruieren. Die
Kopfgruppen liegen also geordnet vor, die genaue Packung lässt sich je-
doch aus den Daten nicht ableiten. Der sogenannte Subübergang um Tc,
hin zur Gelphase, verläuft in 2 Schritten. [29] Zunächst �ndet bei Erwär-
mung eine Umordnung der Kohlenwassersto�ketten statt. Dabei werden die
Van-der-Waals- sowie die sterischen Wechselwirkungen durch zunehmende,
thermisch angeregte Rotationsbewegungen der Kohlenwassersto�ketten ver-
mindert. Danach erfolgt ein Verlust der Gitterordnung der Kopfgruppen und
eine Zunahme der Hydratation. [29, 31]

3.4.1.3 Gelphasen Lβ und Lβ′

In der lamellaren Gelphase, auch solid-ordered Phase So genannt, besitzen
die Lipidkopfgruppen, gemäÿ [32], wie oben beschrieben, kein Gitter. Es be-
steht lediglich eine Nahordnung mit hohem NMR-Ordnungsparameter. Die
Fettsäureketten 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 Lβ′1, welche sich
durch Neigung der Ketten in Relation zur Membranober�äche auszeichnet,

1Die Lβ′ -Phase besteht eigentlich aus drei unterscheidbaren Phasen. [32]
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Abbildung 3.4: Mögliche Rotationen von Kohlenwassersto�ketten am Beispiel
von Butan; Absolutes Enthalpieminimum für trans-Kon�guration, Nebenmi-
nima für gauche+ und gauche−- Kon�guration [28]

und der Lβ-Phase, deren Ketten keine Neigung aufweisen. Der Grad der Ket-
tenverkippung ist unter anderem abhängig von der Art der Lipidkopfgrup-
pen und der Stärke ihrer Hydratation sowie den Gegenionen in der Flüssig-
keit. [27] Groÿe Kopfgruppen bzw. gröÿere Abstände zwischen den Kopfgrup-
pen lassen den Ketten mehr Raum als sie bevorzugen. Diese tendieren daher
dazu, das freie Volumen durch Verkippung auszufüllen. [33] Man vergleiche
dazu Abbildung 3.3.
Erhöht man die Temperatur, so wachsen die Lateral- bzw. Rotationsbewe-
gungen entlang der Längsachse der Lipide an. Bei der Temperatur Tm �ndet
der Übergang in die �uide Phase Lα statt. Die Lage der Temperatur Tm ist
hauptsächlich von der Länge und Sättigung der hydrophoben Kohlenwasser-
sto�ketten abhängig. (vergleiche dazu Kapitel 2.2 bzw. Tabelle 2.1). [34] Die-
ser Übergang ist ein hochkooperativer. DSC-Messungen an DPPC2-Lipiden
zeigen Übergangshalbwertsbreiten ∆T1/2 von 0.067 ◦C und Cooperativity
Units (CU) (siehe Kapitel 3.4.5) jenseits von 1000 Lipidmolekülen. [29]

3.4.1.4 Flüssige Phase (Fluide Phase) Lα

Beim Phasenübergang hin zur �uiden Phase vollziehen die Ketten, welche
in der Gelphase ausschlieÿlich in trans-Kon�guration vorliegen, eine trans−
gauche Isomerisierung (siehe Abbildung 3.4). Dies führt zu einer Zustandsmi-
schung aus trans, gauche+ und gauche− Zuständen und einer Verringerung
der Kettenlänge. Lateral- sowie Rotationsdi�usion nehmen zu. [27] Hand in
Hand damit geht eine laterale Expansion der Doppelschicht durch die er-
höhte Kettenmobilität und eine gleichzeitige Abnahme der Doppelschichtdi-
cke. [35] [31]
In der �uiden Phase Lα sind grundsätzlich die liquid-disordered Phase Ld

21,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
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Abbildung 3.5: Gitterveränderungen beim Schmelzen der Kohlenwassersto�-
ketten in der Rippelphase [36]

und die liquid-ordered Phase Lo zu unterscheiden. Man vergleiche dazu Ka-
pitel 3.5 sowie Abbildung 3.12.

3.4.2 Dreidimensionale Phasen

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

3.4.2.1 Rippelgelphase Pβ′

Bei manchen Lipiden bildet sich zwischen der Gel- und Fluidphase im Tempe-
raturbereich von Tp (Vorübergang) bis Tm (Hauptübergang) eine sogenannte
Rippelphase Pβ′ aus.
Eine mögliche Erklärung für die Entstehnung der Rippelphase liefert Heim-
burg in [36]: Beim Schmelzen der Lipidketten ändert sich die Lipid�äche
um bis zu 24 %. Dadurch entstehen nulldimensionale Defekte, sogenannte
Punktdefekte, welche die Ordnung in groÿer Menge zerstören würden. 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 führt zu lokalen
Biegungen der Membran. Geometrische Randbedingungen führen 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 für die Rippelphase den Membranzustand nur unge-
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Abbildung 3.6: Karte der Elektronendichte einer Rippelphase sowie die skiz-
zierte Lage der Lipidmoleküle in Relation zur Membranebene [33]

nügend zu beschreiben und erklären vermag. Es ist auÿerdem 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] führen die Rippelphase auf eine Ver-
kippung der Lipidketten entlang des Rippelwellenvektors zurück. Im langen
Rippelarm weicht die Kettenneigung kaum vom Normalvektor der Doppel-
schichtebene ab, im kurzen Arm beträgt die Abweichung etwa 30◦ bis 35◦.
Man vergleiche dazu Abbildung 3.6. Dies kann darauf zurückzuführen sein,
dass im langen Arm entweder die Kopfgruppen in kleinerem Abstand zuein-
ander liegen und somit den Ketten weniger Platz zur Verfügung steht sodass
sie sich senkrecht zur Membranebene ausrichten müssen, oder aber dass sich
nicht alle Ketten in der trans-Konformation be�nden und somit mehr Platz
benötigen. [33]
Zeitaufgelöste Röntgenanalysen zeigen, dass die Lα Phase beim Abkühlen
nicht mehr in die ursprüngliche Pβ′ Phase, sondern in eine langlebige, meta-
stabile Phase Pmst

β′ übergeht. [29]

3.4.3 Thermodynamisch komplexe Phasenübergänge

Zumeist sind die Phasenübergänge von Lipiden deutlich komplexer als soeben
erörtert. Die Zunahme der Komplexität ist zurückzuführen auf Veränderun-
gen der gesamten Vesikelstruktur. [28]

3.4.3.1 Übergangsverbreiterung

Die Verbreiterung der Übergangstemperatur lässt sich auf die Krümmung der
Membran zurückführen. Abhängig von positiver oder negativer Krümmung
entsteht an der Doppelschicht Dehnung oder Kompression. Die Dehnung
veranlasst Lipide dazu, bei niedrigeren Temperaturen in die Flüssigphase
überzugehen, die Kompression führt zu einer Erhöhung der Übergangstem-
peratur. [28] Abbildung 3.7 stellt den Sachverhalt graphisch dar. Je nach
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Abbildung 3.7: Krümmung triggert Schmelzübergang von Membranlipiden;
A: Freie Membran mit Krümmungs�uktuationen, B: Membran auf �acher
Ober�äche, C: Membran auf gekrümmter Ober�äche [37]

Gröÿe der Lipidvesikel herrschen unterschiedliche Krümmungsverhältnisse.
Diese bestimmen sodann die Breite des Phasenübergangs. Kleine Vesikel mit
hoher Krümmung weisen breite Übergänge auf, groÿe Vesikel schmale. [28]
Einen weiteren Ein�ussfaktor für die Übergangsverbreiterung stellt die La-
mellarität der Lipidvesikel dar. Multilamellare Vesikel bestehen aus bedeu-
tend mehr Lipidmolekülen als unilamellare Liposomen. Die einzelnen Lipid-
doppelschichten wechselwirken miteinander und verhalten sich daher beim
Phasenübergang kooperativ. Abbildungen 3.8 zeigt anhand eines Thermo-
gramms von DPPC typische Verläufe der Wärmekapazität für multilamel-
lare sowie groÿe unilamellare Vesikel. Wie zu erwarten ist der Phasenüber-
gang multilamellarer Vesikel besonders scharf ausgeprägt, groÿe unilamellare
Vesikel zeigen auf Grund der geringeren Kooperativität einen verbreiterten
Übergang. Abbildung 3.9 vergleicht das Thermogramm multilamellarer Ve-
sikel mit dem groÿer und kleiner unilamellarer Vesikel. Kleine unilamellare
Vesikel besitzen auf Grund ihrer hohen Krümmung in Verbindung mit nied-
riger Kooperativität einen besonders breiten Phasenübergang. Man beachte
die unterschiedlichen Skalierungen. [36, 38]

3.4.3.2 Übergangsverschiebung

Bei sehr kleinen Lipidvesikeln wirkt sich die Krümmung stark auf die Packung
der Moleküle aus. Geringere Orientierungsordnung, gröÿere Bewegungsfrei-
heiten der Kohlenwassersto�ketten und unterschiedliche Molekülanordnun-
gen der Innen- sowie Auÿenlipidschicht sind die Folge. [31] Kleine Änderun-
gen der Vesikelgröÿe gehen mit groÿen Veränderungen der Packungsanord-
nung einher. Dies hat zur Folge, dass die Übergangstemperatur bei kleinen
Liposomen stark variiert. Für groÿe, unilamellare Vesikel, spielt die Ände-
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Abbildung 3.8: Thermogramme von DPPC; Vergleich der Hauptübergänge
von MLVs, extrudierten LUVs sowie soni�zierten LUVs [36]

Abbildung 3.9: Thermogramme von DPPC, Gegenüberstellung 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
ωgf . . .Wechselwirkungsparameter, bestimmt die Kooperativität des Systems
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Abbildung 3.10: Komplexe Wärmekapazitätspro�le von DMPC und DMPG;
links: Multilamellare DMPC Vesikel mit Vor- und Hauptübergang, mittig:
Extrudierte DMPC LUVs mit Vorübergang und aufgespaltenem Hauptüber-
gang, rechts: Übergang von DMPG bei niedriger Ionenstärke der wässrigen
Lösung [28]

rung der Krümmung mit der Gröÿe nur noch eine untergeordnete Rolle, die
Übergangstemperatur bleibt konstant. [39]

3.4.3.3 Übergangsaufspaltung

Geometrieveränderungen von Vesikeln rufen in Phasenübergängen teils kom-
plexe Ausbildungen von mehrerenWärmekapazitätsmaxima hervor. Entschei-
dende Ein�ussfaktoren in Hinblick auf Strukturveränderungen der Vesikeln
sind

• Ionenkonzentration bzw. pH-Wert der Lösung

• Kettenlänge (je kürzer die Kette desto eher erfolgt Geometrieänderung)

• Temperatur

• Kopfgruppe. [28]

Abbildung 3.10 zeigt das Verhalten von DMPC3 mit zwitterionischer (neu-
traler) und DMPG mit geladener Kopfgruppe an Phasenübergängen.
DMPC MLVs zeigen die charakteristische Zweiteilung in Vor- und Haupt-
übergang. Extrudierte DMPC LUVs weisen eine Aufspaltung des Haupt-
übergangs aus. Man vermutet, dass im Bereich zwischen den 2 Peaks eine
andere Vesikelgeometrie vorliegt.
Das geladene DMPG zeigt in wässriger Lösung mit niedriger Ionenkonzen-
tration einen komplexen Phasenübergang mit erhöhter Viskosität 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 während des Übergangs hin. Die Ionenkonzentrati-
on in wässriger Lösung spielt bei geladenen Lipiden eine entscheidende Rolle
bei der Vesikelbildung und beim Verhalten von Lipidvesikeln. So beträgt bei
einer Ionenstärke von 100 mM die Abschirmlänge des elektromagnetischen
Potentials der Kopfgruppen 0,9 nm, bei einer Ionenstärke von 1 mM etwa
9 nm. Da letztere Abschirmlänge deutlich gröÿer ist als der durchschnittli-
che Abstand von Doppelschichten multilamellarer Vesikel, formen geladene
Lipide in Lösungen niedriger Ionenkonzentration kaum MLVs. [28]

3.4.4 Interdigitierte Phasen

Je nach Ausprägung der Lipidkohlenwassersto�ketten können sich unter-
schiedliche interdigitierte Phasen manifestieren, welche in Abbildung 3.3 sche-
matisch dargestellt sind. [29]

3.4.5 Kooperative Phasenübergänge der Membran

Nähert sich eine sich erwärmende Gelphase dem Gel-Fluid Phasenübergang,
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 näher man dem Phasen-
übergang kommt, desto stärker ist dieses Phänomen ausgeprägt. Knapp vor
dem Phasenübergang können sich Ld-Inseln mit besonders hoher Kooperati-
vität bilden. Die Gröÿe der Inseln wird durch die Cooperativity Unit (CU)
zum Ausdruck gebracht. Je gröÿer die Kooperativität einer Doppelschicht vor
dem Übergang, desto abrupter der Phasenübergang. Auf Grund der hohen
Kooperativität der Lipiddoppelschichtkomponenten beim Hauptübergang Tm
von multilamellaren Vesikeln, handelt es sich bei solchen Systemen auf den
ersten Blick um Phasenübergänge 1. Ordnung. Phasenübergänge 1. Ordnung
zeichnen sich dadurch aus, dass sich die Enthalpie und das Volumen schlagar-
tig ändern. Da es jedoch keine hundertprozentige Kooperativität geben kann,
kommt es zu Verbreiterungen des Übergangs bzw. zu Vorübergangse�ekten
(beispielsweise Rippelphase), welche die Enthalpie- und Kon�gurationsände-
rungen zeitlich ausdehnen. [38]
Es handelt sich also bei Phasenübergängen von Lipiden um sogenannte schwa-
che Übergänge erster Ordnung. Abbildung 3.11 stellt Phasenübergangsent-
halpien dar, welche mit unterschiedlichen Kooperativitätszahlen n errechnet
wurden. Die Simulation zeigt, dass sich erst ab einer CU von rund 1000
experimentelle Übergangsdaten von DPPC MLVs erklären lassen. [28]
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Abbildung 3.11: Berechnung der Halbwertsbreite von Phasenübergangsent-
halpien mit unterschiedlichen Kooperativitätszahlen n [28]

3.5 Rafts in der Membran

Es wird heutzutage vermutet, dass biologische Membranen aus einer Ld-
Phase bestehen, in der Lo-Phasen-Domänen, sogenannte Rafts, eingebettet
sind. Diese sind reich an Cholesterol bzw. Sphingomyelin. [40]
Die Fettsäureketten der Ld-Phase sind völlig ungeordnet, der NMR-Ordnungs-
parameter ist geringer als der des Gelzustands So. Die Ld-Phase selbst ist arm
an Cholesterin und besteht überwiegend aus ungesättigten Lipiden mit nied-
rigem Schmelzpunkt. [34] Als Beispiele für ungesättigte Lipide seien Vertre-
ter aus der Gruppe der Glycophospholipide zu nennen, welche in biologischen
Membranen zumeist mit ungesättigten Ketten an der sn-2 Position des Gly-
cerin vorliegen. Die Doppelbindungen in cis-Kon�guration führen, wie schon
erörtert, zu einem Knick der Fettsäurekette und verhindern somit eine dichte,
geordnete Packung der Moleküle. [27]
In der Lo-Phase werden die Fettsäurereste durch Cholesterin bzw. Sphingo-
lipide geordnet, sodass in dieser Hinsicht ein Zustand zwischen Ld und So ent-
steht. [34] In Bezug auf die Kopfgruppen �ndet man NMR-Ordnungsparameter,
deren Werte jenen der So-Phase entsprechen. Sphingolipide tragen durch ihre
langen, gesättigten Fettsäureketten, Cholesterin durch seine kleine Kopfgrup-
pe zur Ordnung der Lo-Phase bei. [27] Man betrachte dazu Abbildung 3.12.
Die Gröÿe und Form der Rafts ist einerseits von der Linienspannung der
Phasengrenze und vom �hydrophobic mismatch�, hervorgerufen durch die
unterschiedliche Länge der beteiligten Lipide, andererseits von entropischen
Ein�ussfaktoren abhängig. Durch den hohen Energieaufwand für die Phasen-
grenze und isotrope Linienspannung entstehen in künstlichen Vesikeln vor-
züglich groÿe, kreisförmige Rafts. [40] Abbildung 3.13 zeigt zwei künstliche
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 β-Zustand (solid-ordered) =̂ Lβ, Lβ′
Ld . . . �üssiger ungeordneter α-Zustand (liquid-disordered) =̂ Lα
Lo . . . �üssiger geordneter α-Zustand (liquid-ordered)

Abbildung 3.13: Zwei künstliche 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 künstlich hergestell-
ten Modellmembranen. Man vermutet, dass sie zur Konzentrierung sowie
Separierung von eingebetteten Molekülen wie beispielsweise Proteinen bei-
tragen. [40] Wiewohl die Existenz von Ld- und Lo-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 Erklärungen für die Entstehung der lateralen
Submikrometerinhomogenitäten reichen von Proteinwechselwirkungen über
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 zugeführt, so kommt es nach und nach zur Sättigung der polaren
Lipidkopfgruppen. Erreicht der Wasseranteil der Dispersion zwischen 10 und
40 Gewichtsprozent (abhängig von der Temperatur), so entstehen lamellare
Phasen voll hydratisierter, parallel angeordneter Lipiddoppelschichten, wel-
che durch wässrige Phasen getrennt werden. Steigt der Wasseranteil weiter
an, so bilden sich nach und nach Lipidvesikel. [30] Dieser Vorgang ist in
Abbildung 3.14 am Beispiel eines DPPC-Wasser-Gemisches grob skizziert.

45



KAPITEL 3. Die Modellmembran

3.7 Symmetrie der Membran

Es soll an dieser Stelle nur erwähnt 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 Permeabilität von Membranen

Di�usion durch eine synthetische Lipiddoppelschicht ist eine Funktion der
Lipidbescha�enheit sowie der zur Verfügung stehenden Zeit. Je gröÿer ein
Molekül ist, desto geringer die Wahrscheinlichkeit, dass eine Di�usion statt-
�ndet, da es sich nicht zwischen die polaren Kopfgruppen zu zwängen vermag.
Je apolarer das Molekül, desto leichter dringt es durch die Membran, da es
leichter durch das Membraninnere gelangt. Kleine, apolare Moleküle wie O2

oder CO2 sind daher für Di�usion prädestiniert. Kleine, polare Moleküle wie
Wasser oder Harnsto� dringen ebenfalls relativ einfach durch die Doppel-
schicht. Für geladene Teilchen sowie Moleküle jeglicher Gröÿe hingegen stellt
die Doppelschicht eine schier unüberwindliche Grenze dar. Sowohl die Ladung
als auch die Hydratationshülle um die Moleküle verhindern das Di�undieren
in die Kohlenwassersto�schicht. Abbildung 3.15(a) skizziert die Permeabili-
tät der unterschiedlichen Molekülklassen, Abbildung 3.15(b) vermittelt ein
Gefühl für die auÿerordentlich hohe Bandbreite an Permeabilitätskoe�zien-
ten. In Zellmembranen sind Membranproteine als Pumpen und Kanäle für
den Transport von geladenen Molekülen sowie Ionen zuständig. [9]
Heimburg [28] merkt jedoch an, dass reine Lipidmembranen an Schmelz-
übergängen sehr wohl ausgeprägte Leitfähigkeit für Ionen zeigen. Es wurden
quantisierte Ströme beobachtet. Diese werden auf die bereits erwähnten Än-
derungen der lateralen Kompressibilität und die damit verbundenen Fluk-
tuationen der Fläche zurückgeführt. Dies deckt sich mit Beobachtungen von
Mathai et al. [41]. Man vermutet, dass sich stabile Poren bilden. Die Bildung
der Poren ist abhängig von der Temperatur, dem Druck, der angelegten Span-
nung, dem pH-Wert, der Ionenkonzentration und vielem mehr. [28]
Eine weitere Erklärungsmöglichkeit für die selektive Permeabilität der Mem-
bran liefert Pollack [42] anhand von sogenannten �Exclusion Zones�.

3.9 Arten von Lipidvesikeln

Vesikel müssen insbesondere hinsichtlich ihrer Gröÿe und Lamellarität unter-
schieden werden. In Bezug auf die Lamellarität lassen sich
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(a) Permeabilität für unterschied-
liche Molekülklassen

(b) Permeabilitätskoe�zi-
enten für unterschiedliche
Moleküle

Abbildung 3.15: Di�usion durch synthetische Lipidmembran [9]
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Abbildung 3.16: Geometrie von LUVs, SUVs, MLVs und MVVs [44]

• ULV (Unilamellare Vesikel)

• OLV (Oligolamellare Vesikel) (100 bis 1000 nm)

• MLV (Multilamellare Vesikel) (> 500 nm)

• MVV (Multivesikulare Vesikel) (> 1000 nm)

unterscheiden. Unilamellare Vesikel bestehen aus einer Lipiddoppelschicht,
oligolamellare aus einigen wenigen und multilamellare Vesikel aus vielen
Doppelschichten. Multivesikuläre Vesikel bestehen aus mehreren Vesikeln die
nicht konzentrischen Ursprungs sind. [43] Genaue und einheitliche Abgren-
zungen hinsichtlich Lamellarität und Gröÿe von Vesikeln existieren in der
Literatur nicht.
Unilamellare Vesikel wiederum lassen sich unterteilen in

• SUV4 (Kleine unilamellare Vesikel) (20 - 100 nm)

• LUV5 (Groÿe unilamellare Vesikel) (100 - 1000 nm)

• GUV6 (Riesige unilamellar Vesicles) (> 1000 nm). [43]

Abbildung 3.16 zeigt schematisch die Geometrie von LUVs, SUVs, MLVs und
MVVs.
Vesikelsuspensionen werden unter anderem charakterisiert durch

4Small Unilamellar Vesicles
5Large Unilamellar Vesicles
6Giant Unilamellar Vesicles
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• Homogenität der Vesikel im Sinne der chemischen Zusammensetzung,

• Durchschnittsgröÿe der Vesikel,

• durchschnittliche Lamellarität der Vesikel und

• das von Vesikeln eingeschlossene Volumen der wässrigen Lösung.

Vesikel in wässriger Lösung stellen meist Dispersionen weit entfernt vom
thermodynamischen Gleichgewicht dar. Die Lipide be�nden 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
zwangsläu�g die Frage nach der Interaktion der einzelnen Doppelschichtla-
mellen untereinander stellen. Sowohl für neutrale, als auch geladene Lipide
gilt, dass sich die Lamellen durch ein Wechselspiel aus abstoÿenden und anzie-
henden Kräften in einer Gleichgewichtslage anordnen werden, getrennt durch
einen Dispersionsmittel�lm. Die freie Wechselwirkungsenergie pro Einheits-
�äche lässt sich gemäÿ [45] darstellen als

f(dw, T ) = fvdW + fhyd + fund + felec =

= − H

12π

(
1

d2w
− 2

(dw + dl)2
+

1

(dw + 2dl)2

)
+

+ Phλh exp
− dw
λh +

(
kbT

2π

)2
1

κ
Afl exp

− dw
λfl +felec.

(3.15)

fvdW . . . Freie Energie der Van-der-Waals-Kräfte
fhyd . . . Freie Energie der Hydratationskräfte
fund . . . Freie Energie der Ondulationskräfte
felec . . . Freie Energie der elektrostatischen Kräfte
H . . . Hamakerkoe�zient
dl . . .Membrandicke
dw . . . Dicke der interlamellaren Wasserschicht
Ph . . . Hydratationsdruckkonstante
λh . . . Hydratationslänge
κ . . . Biegefestigkeit der Membran
Afl, λfl . . .Membran�uktuationsparameter
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λsO~O0.5OÅ λhO~O2-3OÅ λhO~O3-7OÅ

~O-1/dw
2

logO|Π|

dW

λhO~O3-20OÅ

Sterisch Hydratation Ondulationen

Elektrostatisch

Van-der-Waals-Wechselwirkung

Abbildung 3.17: Logarithmischer Druck Π zwischen Membranen in Abhän-
gigkeit von der Dicke der Intermembranwasserschicht dw

Neutrale Membranen verspüren kurzreichweitige, abstoÿende Hydratations-
kräfte welche auf die Strukturierung des Wassers an den Lipidgrenz�ächen
zurückzuführen sind und zu einer freien Hydratationsenergie fhyd führen so-
wie abstoÿende entropische Kräfte, hervorgerufen durch Undulationsbewe-
gungen der Membran, welche zu einer freien Energie der Undulationskräfte
fund führen. Diesen Kräften wirkt die ebenfalls kurzreichweitige, jedoch an-
ziehende, Van-der-Waals-Wechselwirkung entgegen, welche wiederum ihren
Beitrag fvdW zur freien Energie leistet.

Bei geladenen Membranen müssen auÿerdem die langreichweitigen elektro-
statischen Kräfte (abhängig von der Ionenstärke, dem pH-Wert und den di-
elektrischen Eigenschaften der beteiligten Phasen) und deren Anteil felec an
der freien Gesamtenergie berücksichtigt werden. [45]

Abbildung 3.17 zeigt einen typischen logarithmischen Druckverlauf zwischen
zwei Membranen in Abhängigkeit von der Dicke der Intermembranwasser-
schicht. Die rote Kurve zeigt die Summe der abstoÿenden Kräfte, die grü-
ne repräsentiert die anziehende Van-der-Waals-Wechselwirkung. Blau einge-
zeichnet ist die Summe dieser Kräfte. Der Nahbereich bis etwa 0,5 Å wird
von sterischen Kräften beherrscht, im Abstand von zwei bis drei Å gesel-
len sich Hydratationskräfte hinzu. Ab etwa 3 Å müssen auch Ondulatio-
nen und elektrostatische Kräfte berücksichtigt werden. Die Van-der-Waals-
Wechselwirkung fällt proportional zu −1/d2w ab.
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Abbildung 3.18: Hofmeister-Serie für Kationen und Anionen [46]

3.10.1 Stabilisierung durch gelöste Ionen

Ionen in wässriger Lösung neigen gemäÿ Schwierz et al. [46] dazu, sowohl
an hydrophilen als auch hydrophoben Ober�ächen abhängig von ihrer Gröÿe
und Ladung mehr oder minder stark zu adsorbieren. Damit beein�ussen sie
die Löslichkeitseigenschaften von Materie in wässriger Phase. Die Hofmeister-
Serie ordnet Ionen und ionische Verbindungen nach ihren Fällungseigenschaf-
ten von Proteinen (vergleiche Abbildung 3.18). Dies gilt generell auch für
ionen-spezi�sche Wechselwirkungen in kolloidalen Systemen.
Die Ausprägung der Wechselwirkungen von Lipiddoppelschichten ist daher
in hohem Maÿe auch von der Anlagerung von Ionen an die polaren Lipid-
kopfgruppen abhängig.

3.11 Das Membranlipid DPPC

Präparationen mittels der RSE-Apparatur, wie sie in dieser Arbeit in weiterer
Folge näher erörtert werden, wurden mit dem Lipid DPPC7 durchgeführt.
Abbildung 3.19 stellt das einzelne Molekül DPPC modellhaft dar.
Abbildung 3.20 veranschaulicht die Ladungsverteilung innerhalb der einzel-
nen chemischen Gruppen des DPPC-Moleküls. Klar zu erkennen sind der
zwitterionische, beinah neutrale Kopfteil mit den Cholin-, Phosphat- und
Carbonylgruppen sowie die neutralen, gesättigten Kohlenwassersto�ketten
der veresterten Palmitinsäuren. Die Ladungen in Klammern beziehen sich
auf Wassersto�atome, α3,4,5 bezeichnen Torsionswinkel. Lässt man DPPC-
Moleküle Selbstassemblieren, so formen sich Lipiddoppelschichten. Die Dy-
namik sowie Aggregationsart solcher Molekülensembles, eingebettet in das
Dispersionsmittel Wasser, lässt sich mittels All-Atom Force Field Moleku-
lardynamiksimulationen darstellen. Die Abbildung 3.21 zeigt das Verhalten
der DPPC-Moleküle, insbesondere der Kohlenwassersto�ketten, bei 293 (Lβ′ ,
linkes Bild), 323 (Lα, mittleres Bild) und 353 (Lα, rechtes Bild) Kelvin. Mit
zunehmender Temperatur ist ein Anstieg der Unordnung der Kohlenwasser-
sto�ketten verbunden. [48]

71,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
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(a) 2D Modelldarstellung von DPPC in
Keilstrichform

(b) 3D Modelldarstellung von DPPC als Kalotten-
modell

Abbildung 3.19: Darstellung von DPPC [47]

Abbildung 3.20: Ladungsverteilung innerhalb eines DPPC-Moleküls berech-
net mittels der RESP-Methode [48, 49]
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Abbildung 3.21: DPPC-Doppelschicht bei unterschiedlichen Temperaturen;
293 K (Lβ′ , linkes Bild), 323 K (Lα, mittleres Bild) und 353 K (Lα, rechtes
Bild) [48]

In Tabelle 3.1 werden einige wichtige Parameter des DPPC-Moleküls zusam-
mengefasst.

53



KAPITEL 3. Die Modellmembran

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
Subübergangstemperatur
Lc → Lβ

(18,8 ± 3,1) ◦C

Subübergangsenthalpie
Lc → Lβ

(3,4 ± 1,1) kcal/mol

Vorübergangstemperatur
Lβ → Pβ

(34,4 ± 2,5) ◦C

Vorübergangsenthalpie
Lβ → Pβ

(1,1 ± 1,0) kcal/mol

Hauptübergangstemperatur
Pβ → Lα

(41,3 ± 1,8) ◦C

Hauptübergangsenthalpie
Pβ → Lα

(8,2 ± 1,4) kcal/mol

Summenformel C40H80NO8P
CMC 0,46 nM

Tabelle 3.1: Eckdaten von DPPC [29, 47]
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Herstellung von Liposomen

4.1 Einleitung

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

4.2 Lipiddünn�lmhydratationsmethode

4.2.1 Herstellung von MLVs

Die klassische Herstellungsart von multilamellaren Vesikeln sowie der erste
Schritt zur Gewinnung unilamellarer Liposomen ist die Lipiddünn�lmhydra-
tationsmethode. Dazu wird das Pulver eines Lipids bzw. einer Lipidmischung
in eine organische, apolare Lösung eingebracht und gut gemischt, sodass ei-
ne klare Flüssigkeit entsteht. Danach wird die Lösung in einem Wasserbad
erhitzt und mit Sticksto� um�utet.1 Nach und nach verdampft das Lösungs-
mittel, zurück bleibt ein multilamellarer Lipid�lm, der anschlieÿend im Vaku-
umtrockenschrank gelagert wird, um letzte Reste des Lösungsmittels zu eli-
minieren. [50] Wahlweise kann auch eine Lyophilisierung erfolgen. Dazu wird
der Lipid�lm gefroren und in einer Vakuumkammer gelagert. Der Vorteil der
Gefriertrocknung besteht darin, dass die Eiskristalle (unter Umgehung der
�üssigen Phase) direkt in die Gasphase übergehen und somit eine schonende

1Alternativ können Rotationsverdampfer verwendet werden.
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Abbildung 4.1: Entstehung multilamellarer Vesikel [50]

Trocknung statt�ndet. [51] Ist die Trockenphase abgeschlossen, so �ndet die
Hydratation des Films statt. Es ist dabei darauf zu achten, dass sich der Pro-
zess bei Temperaturen abspielt, die etwa 10 ◦C über der Schmelztemperatur
der beteiligten Lipide liegen. Ein ausgiebiges Schütteln oder Rühren über
einen längeren Zeitraum bzw. in bestimmten Intervallen wird empfohlen.
Beim Lösen hydratisierter Teile der Lipidschichten bilden sich multilamella-
re Vesikel. Die Lamellenzwischenräume der MLVs sind mit Wasser gefüllt, die
Abstände der Schichten stark abhängig von der Art und Ladung der Kopf-
gruppen. [50] Abbildung 4.1 zeigt schematisch die Entstehung der MLVs. Die
Lipid�lmdicke, Geometrie und Ober�ächenbescha�enheit des Präparations-
gefäÿes, als auch die Dauer der mechanischen Agitation der Proben beein-
�ussen die Eigenschaften der MLVs ganz entscheidend. In Bezug auf Gröÿe
und Lamellarität sind die mittels Filmmethode hergestellten MLVs in der
Regel sehr heterogen. [18] Auÿerdem kann sich ein osmotischer Druck zwi-
schen dem Dispersionsmittel auÿerhalb von MLVs und dem interlamellaren
Dispersionsmittelanteil einstellen. Dies ist bedingt durch eine geringere Kon-
zentration gelöster Ionen im Inneren des Vesikels. [52] Gruner et al. [52] sehen
eine mögliche Erklärung darin, dass bei der Bildung der äuÿersten Lipidhülle
der MLVs die Hydratisierung im Inneren noch nicht abgeschlossen ist. Da die
Lipiddoppelschicht für Wassermoleküle, im Gegensatz zu den gelösten Ionen,
durchlässig ist, wird reines Wasser ins Innere des Vesikels gezogen, bis die Hy-
dratation vollständig abgeschlossen ist.2 Gruner di�erenziert daher zwischen
MLVs, welche herstellungsseitig über einen osmotischen Druck verfügen, und

2Die Permeabilität der Membran in Hinblick auf Wassermoleküle ist dabei hauptsäch-
lich von der pro Lipid eingenommenen Fläche abhängig. [41]
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SPLVs3, 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:

• Ein klassisch hergestellter Lipid�lm wird in Ethylether gelöst. Nach Zu-
gabe von wässriger Lösung wird die Flüssigkeit in einem Ultraschallbad
mit Sticksto� um�utet bis der Ether verdampft ist. Zurück bleibt eine
Dispersion von SPLVs.

• Ein klassisch hergestellter Lipid�lm wird in Ethanol gelöst und wässrige
Lösung beigefügt. Die Flüssigkeit wird in einem Rotationsverdampfer
verdampft. Die Löslichkeit von Ethanol in Wasser führt dazu, dass sich
gelöste Ionen - im Gegensatz zur klassischen Filmmethode - auch im
interlamellaren Bereich absetzen. Bei der anschlieÿenden Rehydratation
entstehen wiederum SPLVs.

Methoden zur Weiterverarbeitung der heterogenen Lipidvesikel werden in
Kapitel 4.8 diskutiert.

4.2.3 Sanfte Lipiddünn�lmhydratationsmethode

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

4.3 Rapid Solvent Exchange Methode

Die klassische RSE-Methode, von Buboltz und Feigenson in [54] vorgestellt,
basiert darauf, dass ein unpolares Lösungsmittel und darin gelöste Lipide
in eine evakuierte Kammer, welche gevortext wird, eingespritzt werden. So-
bald das Lösungsmittel die Spritze verlässt, verdampft es durch den plötz-
lichen Druckabfall. Das durch das Vortexen an der Gefäÿinnenwand einen
dünnen Film bildende Dispersionsmittel nimmt die verdampfenden Lösungs-
mitteltröpfchen auf und gibt Wärme an sie ab, was zum vollständigen Ver-
dampfen der restlichen apolaren Flüssigkeit führt. Die Lipide formen Vesikel

3Stabile plurilamellare Vesikel
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Abbildung 4.2: Klassischer RSE-Prozess wie von Buboltz und Feigenson
in [54] beschrieben

und gehen in Dispersion über. Abbildung 4.2 zeigt schematisch den Über-
gangsprozess des Lipids von apolarer zu polarer Phase. [54]
Eine überarbeitete, im Sinne einer Zeitersparnis prozessoptimierte Varian-
te des RSE-Prozesses, wurde von Buboltz in [55] vorgestellt. Dafür werden
polares Dispersionsmittel sowie apolares Lösungsmittel mit darin gelösten
Lipiden zusammengemischt und gevortext um eine hohe Flüssigkeitsober�ä-
che zu gewährleisten. Durch Absenken des Umgebungsdruckes zwischen den
Dampfdruck des Dispersionsmittels und den des verwendeten organischen
Lösungsmittels verdampft die organische Phase schlagartig und die Lipide
gehen selbstassemblierend in das Dispersionsmittel über. Bei diesem Über-
gang erfolgt die Bildung multilamellarer Vesikel in Gröÿenordnungen von 0.1
bis 1 µm. [55]
Für die RSE-Methode spricht, dass die Lipide nicht, wie bei der Filmablage-
rung oder Lyophilisierung [56], eine feste Phase durchlaufen müssen. Wäh-
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 für die Kristalli-
sation von Cholesterin liegt darin, dass feste Mischungen (Filme) leichter
phasenseparieren als Flüssigkeiten. Da man bei der Filmmethode mit ge-
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Tabelle 4.1: Externe Ober�äche und eingeschlossenes Volumen von Liposo-
men in Abhängigkeit von der Präparationsmethode [54]

Präparationsmethode Anteil externer Ober�ä-
che [%]

Eingeschlossenes Volu-
men [µl/µmol]

Filmmethode - 0.25 (±0.04)
Filmmethode/Extrudiert 47.1 (±3.9) -
Filmmethode/Gefrier-
Tau-Verfahren

13.4 (±2.5) 4.07 (±0.06)

RSE-Methode 33.1 (±1.6) 4.50 (±0.09)

trockneten Lipid�lmen 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 Cholesterinkör-
per durch polare Kopfgruppen der anderen Lipide (mit schlankem Körper)
von wässriger Phase mit abgeschirmt wird, da die eigene Kopfgruppe zu klein
für die Abschirmung ist. Ist nun der Cholesterinanteil der Mischung zu hoch,
so kann eine vollständige Abschirmung nicht mehr statt�nden und es kommt
zum Ausfall von Cholesterin.4 Diese beiden Tatsachen bewirken, dass die
Reproduktion der Löslichkeitsgrenze von mit klassischen Methoden eingear-
beitetem Cholesterin mit verschiedenen Detektions- bzw. Analysemethoden
nicht möglich ist. Die klassischen Präparationsmethoden sind also für die
Herstellung solcher homogenen Proben nur begrenzt einsetzbar. [54]
Darüber hinaus bietet RSE gegenüber Methoden, bei welchen wasserlösliche
organische Lösungsmittel Verwendung �nden, den Vorteil, dass Rückstän-
de von organischen Lösungsmitteln schnell und vollständig entfernt werden
können. [58]
Gemäÿ Buboltz und Feigenson [54] entstehen bei der RSE Präparation mul-
tilamellare Vesikel mit groÿem Anteil externer Ober�äche wie man es von
Extrusionsmethoden kennt(vergleiche Kapitel 4.8.3). Dies spricht für 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 4.8.2) präpariert werden, ähnlich.
Tabelle 4.1 führt die genauen Gröÿenverhältnisse an.
Es ist anzunehmen, dass die RSE-Methode stabile plurilamellare Vesikel
(SPLVs) hervorbringt. Das RSE-Verfahren ähnelt jenen Methoden, welche
in Kapitel 4.2.2 zur Herstellung von SPLVs erörtert werden. Zwar wird die
Präparation eines anfänglichen Lipid�lms umgangen, während 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 begünstigen sollte.
Die wichtigsten Vorteile der RSE-Methode lassen sich wie folgt zusammen-
fassen [54]:

• Schnelligkeit

• Homogene Verteilung der Lipide über die Lamellen

• Niedrige durchschnittliche Lamellarität

• Groÿe Einschlussvolumina der Vesikel

• Keine feste Zwischenphase

4.4 Elektroformation

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

4.4.1 Herstellung von GUVs mittels Lipiddünn�lmhy-

dratationsmethode

Hierbei werden die Platindraht-Elektroden mit einem getrockneten Lipid-
�lm mittels der oben beschriebenen Filmmethode überzogen, anschlieÿend
hydratisiert und danach eine Wechselspannung von etwa einem Volt im Be-
reich von 1 bis 10 Hz angelegt. Es entstehen - abhängig von der Lipidstruk-
tur - GUVs zwischen 5 und 200 µm, deren Lipidzusammensetzung relativ
inhomogen ist, da man auf die Methode der Filmablagerung zurückgreifen
muss, ganz im Gegensatz zur Herstellung von GUVs unter Zuhilfenahme von
RSE. [18, 58] Der zugrundeliegende Entstehungsprozess ist nicht zur Gänze
verstanden, es wird jedoch vermutet, dass die elektroosmotische Bewegung
der Wassermoleküle für die Trennung und das Aufschwellen der Doppel-
schichten an den Elektroden verantwortlich ist. Im Hinblick auf Homogenität
der GUV-Gröÿenverteilung, Ausbeute, Unilamellarität und Defektdichte ist
die Elektroformation alternativen Methoden wie der �Gentle Hydration Me-
thod� bzw. der �Solvent Evaporation Method� überlegen. [59] Wenn es dar-
um geht, Proben mit hohen Konzentrationen geladener Lipide bzw. hohen
Ionenanteilen in wässriger Lösung 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-
höhter Anzahl variierbarer Parameter eine bessere Kontrolle hinsichtlich der
Ausprägung der Vesikeleigenschaften. [61]

4.4.2 Herstellung von GUVs mittels RSE

Es werden hierzu zunächst Vesikel unter Zuhilfenahme der RSE-Methode her-
gestellt. Danach wird die Lösung auf ITO-beschichtete5 Trägerplättchen auf-
gebracht. Nun muss in einem ganz bestimmten Zeitfenster getrocknet werden.
Zu kurze Trocknung führt nicht in gewünschtem Ausmaÿ zu GUVs, zu lange
Trocknung kann wie bei Filmablagerung zu unerwünschten Entmischungsef-
fekten führen. 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 begründet, dass es nicht zu ungewünsch-
ten Entmischungse�ekten bei der Präparation kommt. Dies ist insbesondere
für Mikroskopieuntersuchungen der riesigen Liposomen von hoher Relevanz.

4.5 Ethanol-Injektionsmethode

Die Lipide für die Ethanol-Injektionsmethode werden zunächst in Ethanol
gelöst. Danach wird die Lösung bei einer Temperatur über Tm schnell in ei-
ne wässrige Lösung eingebracht. Dabei lösen sich die Alkoholmoleküle auf
Grund der Löslichkeit von Ethanol in Wasser von den Lipiden, es kommt
zu einer spontanen Entstehung von Vesikeln. Die Homogenität der Liposo-
men in Bezug auf die Gröÿe und Lamellarität hängt insbesondere von der
Lipidkonzentration im Ethanol ab, welche auf Grund der stark limitierten
Löslichkeit von Lipiden im Alkohol relativ gering ist. Wahlweise kann auch
Wasser einer Ethanol-Lipidlösung 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 Lösungsmittel mit niedrigem Siedepunkt, Dispersionsmittel und ge-
wünschtem Lipid. Die Lösung wird gevortext und mit Ultraschall behandelt,
sodass eine feine Emulsion von Wassertröpfchen in der apolaren Phase ent-
steht. Hernach wird das organische Lösungsmittel bei erniedrigtem Druck
und Temperaturen über Tm ausgedampft. Gröÿenverteilungen von 200 bis

5Indiumzinnoxid, �ndet Verwendung beim Aufbau transparenter Elektroden [62]
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1000 nm werden beobachtet. [18] Entscheidend für die Entstehung uni- oder
aber multilamellarer Vesikel ist das Verhältnis von Lipid zu wässriger Lösung.
Übersteigt der Lipidanteil in der Emulsion die nötige Menge, um alle emul-
gierten Wassertröpfchen mit einer Lipidschicht zu überziehen, so entstehen
überwiegend MLVs. [63]

4.7 Organisch-wässriges-ZweiphasensystemMe-

thode

Eine schnelle Methode zur Herstellung von GUVs beinhaltet die Zubereitung
einer Lipidlösung in einer Chloroform-Methanol-Mischung, die vorsichtige
Beimengung von wässriger Phase und anschlieÿende Entfernung des Lösungs-
mittels bei erhöhter Temperatur und erniedrigtem Druck in einem Rotations-
verdampfer. [18, 64] Die Methode ähnelt - 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, groÿe Vesikel können 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 �üssigem Sticksto�
schockzufrieren und wieder aufzutauen. Dabei entstehen groÿe, 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 erhält man SUVs bzw. LUVs mit relativ
schmaler Gröÿenverteilung. [50]
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Analyse von Liposomen

5.1 Einleitung

Die Membranbiophysik verfügt über 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 beschränken und einen kurzen Überblick der Techni-
ken und Technologien vermitteln.

5.2 Röntgenkleinwinkelstreuung

Die Röntgenkleinwinkelstreuung, im Englischen kurz SAXS1, �ndet ihre An-
wendung bei der Analyse von kolloiden und makromolekularen Objekten
unter Zuhilfenahme von Strahlung im Röntgenbereich. Sie liefert im Falle
von Membranuntersuchungen wertvolle Informationen über

• Elektronendichten,

• Schichtdicken,

• Wiederholungsabstände von Lamellen und Lagen,

• Anzahl von Lagen und

• Flexibilität. [66]

1Small Angle X-ray Scattering
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5.2.1 Aufbau und physikalische Grundlagen

Eine SAXS Apparatur besteht aus

• einer Röntgenquelle

• einem kollimierenden Linsen- und Blendensystem (hier: Kratky-Optik)

• einer Probenhalterung mit Probe

• einem Beamstop und

• einem Detektionssystem.

Die Röntgenquelle stellt einen möglichst monochromatischen Photonenstrahl
zur Verfügung, 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-
märstrahl liegen, möglich wird. Den geringen Streuwinkel verdankt die An-
lage dem Umstand, dass mit gröÿer werdenden streurelevanten Dimensionen
des Probeninhalts in Relation zu einer bestimmten Lichtquellenwellenlänge
die Beugungswinkel kleiner werden. Dies bedeutet, dass man sich im Falle
von membranartigen Strukturen im Kleinwinkelbereich bewegt. [66] In der
Probe interagiert der Röntgenstrahl auf unterschiedliche Art und Weise. Ab-
sorption von Photonen durch Elektronen ist eine Möglichkeit. Sie stellt jedoch
im Falle von SAXS einen unerwünschten Nebene�ekt dar, genauso wie die
inelastische Comptonstreuung. Dabei geben Photonen einen Teil ihrer Ener-
gie an Elektronen ab, es kommt zu einer inkohärenten Streustrahlung ohne
feste Phasenbeziehung und somit auch ohne Interferenzmöglichkeit. Entschei-
dend für 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 Phasenverhältnis, die Strahlung ist also kohärent und inter-
ferenzfähig. Somit kann sie Informationen über den strukturellen Aufbau der
Probe liefern. [67]

5.2.2 Streuung an Lipiddoppelschichtstapeln

Abbildung 5.1 zeigt einen Stapel von Lipiddoppelschichten mit der Wieder-
holdistanz D, Abbildung 5.2 skizziert vereinfacht dargestellt die Thomson-
streuung an eben zwei solchen planaren Strukturen. [28]
Die Phasendi�erenz der einlaufenden und gestreuten Welle ist gemäÿ [28]
gegeben durch
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Abbildung 5.1: Stapel von Lipiddoppelschichten [28]
D . . .Wiederholdistanz
DH2O . . . Intermembranwasserschichtdicke

Abbildung 5.2: Streuung an zwei planaren Ebenen mit der Wiederholdistanz
D [28]
ki . . .Wellenvektor der einlaufenden Welle
ks . . .Wellenvektor der auslaufenden Welle
r . . . Abstandsvektor der Streupunkte
2θ . . . Streuwinkel
λ . . .Wellenlänge k = 1

λ
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∆ = 2πr(ks − ki) = 2πrR, (5.1)

die der zwei gestreuten Wellen durch

|R| = 2sinθ

λ
. (5.2)

Man erkennt, dass R proportional zum Winkel θ ist. Für Braggbeugung an
den 2 Ebenen muss die Bedingung

rR = |r||R| = 2D
sinθ

λ
= n (5.3)

n . . . 1,2,3,...
|r| = D

gelten. [28] Die Intensität des Streusignals, welches man bei der Messung von
Lipiddoppelschichtstapeln, gemittelt über alle Orientierungen im dreidimen-
sionalen Raum, erhält, lässt sich laut [28] schreiben als

I(q) ∝ 〈|f(q)|2s(q)〉
q2

(5.4)

q . . . 2πR, Betrag des Streuvektors
f . . . Formfaktor
s . . . Strukturfaktor

Der Formfaktor beschreibt die Fouriertransformierte eines Elektronendichte-
pro�ls des Querschnitts einer Lipiddoppelschicht. Der Strukturfaktor spiegelt
die quasikristalline bzw. kristalline Struktur des Gitters des Lipiddoppel-
schichtstapels wieder. [28]
Eine Mittelung der Doppelschicht�uktuationen ist möglich unter der Annah-
me, dass die Fluktuationen in der Doppelschicht unabhängig von denen der
Gitterpunkte sind. Somit lässt sich die Intensität gemäÿ [28] darstellen als

I(q) ∝ |〈f(q)〉|2〈s(q)〉+N(〈|f(q)|2〉 − |〈f(q)〉|2)
q2

. (5.5)

N . . . Gesamtanzahl der Lipiddoppelschichten

Der erste Term von Gleichung 5.5 beschreibt die Streuung an multilamellaren
Vesikeln, der zweite Term berücksichtigt die di�use Streuung an unilamella-
ren Strukturen. Der zweite Term kann für Auswertungen von Bragg-Peaks
vernachlässigt 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 Intensität lässt sich, wie z.B. in [69],
schreiben als

I(q) ∝ |〈fh(q)〉|
2s(q)

q2

=
|Fh(q)|2Sh(q)

q2
.

(5.6)

h . . . Ordnung der Re�exionen

5.2.2.1 Formfaktor

Wir de�nieren nun, wie beispielsweise in [70], die Streuamplitude

F (q) = A ∗ f ∗ eirq. (5.7)

A . . . Amplitude
f . . . Streukraft

Treten nun k Streuvorfälle ein, so lässt sich die Interferenz von k Sekundär-
wellen als Superposition von Streuamplituden darstellen.

A(q) =
k∑

n=1

A ∗ fn ∗ eirnq (5.8)

Da die summierten Streukräfte an den Orten rn experimentell und rechne-
risch nicht handhabbar sind, geht man über zu einer Elektronendichtevertei-
lung ρ(r) und erhält somit laut [70] für die Streuamplitude (sei A = 1)

A(q) =

∫
r

ρ(r) ∗ eirqdr. (5.9)

ρ . . . Elektronendichteverteilung

Da die Elektronendichte der Lipiddoppelschichten in zwei Dimensionen (par-
allel zur Membranober�äche) beinah homogen erscheint, lässt sich auch nach [70]
schreiben

A(q) =

∫
z

ρ(z) ∗ eizqdz. (5.10)
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Über eine Fouriertransformation ist somit die Streuamplitude im reziproken
Raum mit der Elektronendichteverteilung im Ortsraum verknüpft und es gilt
gemäÿ [70]

ρ(z) =

∫
q

A(q) ∗ e−izqdq. (5.11)

Für multilamellare Vesikel mit einer Doppelschichtwiederholdistanz ρ(z +
nD) = ρ(z) erhält man schlieÿlich, wie in [28] nachzulesen ist,

A(q) =

(
N∑
n=1

eiqnD

)∫ D

z=0

ρ(z) ∗ eizqdz. (5.12)

N . . . Gesamtanzahl der Doppelschichten

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

F (q) =

∫ D

z=0

ρ(z) ∗ eizqdz. (5.13)

genannt wird. Experimentell zugänglich ist nach [28] lediglich die gemessene
Intensität

I = |F (q)|2, (5.14)

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

F (q) =

∫ D/2

−D/2
ρ(z)eizqdz =

=

∫ D/2

−D/2
ρ(z)cos(zq)dz + i

∫ D/2

−D/2
ρ(z)sin(zq)dz.

(5.15)

Da sin(x)=-sin(-x) verschwindet der Imaginärteil und man erhält, wie in [28]
ausgeführt,

F (q) =

∫ D/2

−D/2
ρ(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)|eiφ = |F (q)|cos(φ) + i|F (q)|sin(φ). (5.17)
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anschreiben und sich überlegen, wann i|F (q)|sin(φ) Null wird. Dies ist of-
fensichtlich dann der Fall wenn gilt φ = nπ. Dadurch ergibt sich für den
Formfaktor gemäÿ [28]

F (q) = ±|F (q)|. (5.18)

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

ρ(z) =
hmax∑
h=1

±Fh cos(qhz). (5.19)

qh . . .
2πh
D

5.2.2.2 Strukturfaktor

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

S(q) = N + 2
N−1∑
k=1

(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 Intensität. Im
Falle von Lipiddoppelschichten muss man jedoch den Ein�uss von Störungen
berücksichtigen. Einen wesentlichen Ein�ussfaktor stellen thermische Stö-
rungen dar, kleine Fluktuationen um eine �xe Doppelschichtposition, welche
gemäÿ [69] durch

STD(q) = N + 2e
−q2∆2

2

N−1∑
k=1

(N − k)cos(kqD) (5.21)

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

SPT (q) = N + 2
N−1∑
k=1

(N − k)cos(kqD)e
−k2q2∆2

2 . (5.22)
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Abbildung 5.3: Beugungspeaks unter Störein�uss; A: Ein�uss thermaler Stö-
rungen, B: Ein�uss der Gitterstörungen, C: Ein�uss von Biege�uktuatio-
nen [69]

Biege�uktuationen, wie sie im Speziellen in der Fluidphase auftreten, werden,
wie in [69] beschrieben, anhand der modi�zierten Caillé-Theorie erklärt:

SMCT (q) = N + 2
N−1∑
k=1

(N − k)cos(kqD)e(
−D
2π )

2
∗η[γ+ln(πk)] (5.23)

γ . . . Eulerkonstante
η . . . Caillé Parameter

Abbildung 5.3 zeigt den Ein�uss der soeben besprochenen Störungsein�üsse
auf das Beugungsmuster des Lipiddoppelschichtsystems. Auf der linken Sei-
te sind die Abweichungen von der idealen Gitterstruktur skizziert, auf der
rechten Seite wird der zugehörige Strukturfaktor S(q) dargestellt.

5.2.2.3 Streuintensität

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

der linken Seite die modellierten Aufenthaltswahrscheinlichkeiten von Mo-
lekülbestandteilen des Lipids SOPC2 sowie von Wasser. Daraus kann die
Elektronendichte, ersichtlich auf der rechten Seite der Abbildung, berechnet
werden. Diese wiederum dient als Grundlage für den Formfaktor welcher,
zusammen mit dem Strukturfaktor für die modi�zierte Caillé Theorie, in die
Gleichung

I(q) ∝ |F (q)|2SMCT (q) +Ndiff |F (q)|2

q2
(5.24)

einbettet wird. Der zweite Term von Gleichung 5.24 berücksichtigt di�use
Streuung, welche während des experimentellen Vorgangs auf Grund positio-
nell unkorrellierter Schichten (Defekte, ULV) auftreten kann. Relation 5.24
wird zum Fitten von experimentellen Daten herangezogen. [68] Abbildung 5.5
zeigt das Streubild eine Messung von SOPC am Synchrotron in Triest und
den entsprechenden Fit mittels Gleichung 5.24. [71]

5.2.3 Experimenteller Vorgang

Die meisten Photonen gelangen als Primärstrahl ohne Ablenkung durch die
Probe und müssen auf Grund der sehr hohen Intensität durch einen Beamstop
am Einfall in den Detektor gehindert werden. Die Kleinwinkelstreuung hinge-
gen tri�t 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 Intensitätsquadrat, somit gehen Phasen-
informationen verloren, womit eine räumliche Rekonstruktion des Probenauf-
baus nicht mehr direkt möglich ist. Es entsteht somit eine zweidimensiona-
le Intensitätsverteilung. Abbildung 5.6 zeigt Bilder der Röntgenstreuung an
multilamellaren DPPC-Vesikel in wässriger Phase. Abbildung 5.6(a) stellt
die Gelphase, Abbildung 5.6(b) die Rippelphase und Abbildung 5.6(c) die
Fluidphase dar. Klar zu erkennen ist die winkelunabhängige konzentrische
Intensitätsverteilung auf Grund der Symmetrie der räumlichen Mittelung.

5.3 Röntgenweitwinkelstreuung

Um kleinere streurelevante Dimensionen des Probeninhalts in Relation zu
einer bestimmten Lichtquellenwellenlänge analysieren zu können, werden bei
der Röntgenweitwinkelstreuung, im Englischen kurz WAXS3, Photonen mit
einem Beugungswinkel im Bereich von 10◦ bis 90◦ detektiert. Mit dem gröÿe-
ren Beugungswinkel ist im Vergleich zu SAXS die Detektion von deutlich klei-
neren Strukturen verbunden. [67] Lässt sich mit SAXS, wie in Kapitel 5.2.2
erörtert, die Struktur der Lipiddoppelschichten studieren, so ermöglicht WA-
XS Einblicke in die Positionierung der einzelnen Lipidmoleküle innerhalb
einer Lipiddoppelschicht zueinander bzw. der Bestandteile wie Kopfgrup-
pen und Kohlenwassersto�ketten. So kann mittels WAXS beispielsweise die

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

(b) 2D Streubild einer
DPPC-Probe in der Rippel-
phase

(c) 2D Streubild einer
DPPC-Probe in der Fluid-
phase

Abbildung 5.6: Streubilder von multilamellaren DPPC-Vesikeln in wässriger
Lösung

Packung der Fettsäureketten analysiert werden. Hierbei handelt es sich um
Strukturabstände in der Gröÿenordnung von 0,35 bis 0,5 nm.

5.4 Dynamische Di�erenzkalorimetrie

Wie in Kapitel 3.4.5 erwähnt, kann es bei Wärmezu- bzw. abfuhr in Li-
pidsystemen zu Phasenübergängen ähnlich denen 1. Ordnung kommen. Die
dabei auftretende Enthalpieänderung macht man sich bei der Dynamischen
Di�erenzkalorimetrie, kurz DSC4, zu Nutze.

5.4.1 Experimenteller Vorgang

Es wird für die Messung ein Messvolumen mit einer Referenzlösung ohne
thermotrope Phasenübergänge (meist das reine Lösungsmittel) gefüllt, ein
zweites Volumen mit der zu analysierenden Lipidprobe. Die Temperatur bei-
der Volumina wird nun mit konstanter Rate erhöht und die Wärmeaufnahme
der jeweiligen Flüssigkeit in Abhängigkeit von der Temperatur aufgezeich-
net. Kommt es zu Phasenübergängen in der Lipidprobe, so ändert sich die
Wärmekapazität schlagartig. Aus der daraus resultierenden, unterschiedli-
chen Wärmeaufnahme von Referenzzelle und Probenzelle kann mit dieser
Methode auf die Wärmekapazität, die Enthalpie und damit auf die Lipid-
Phasenübergänge rückgeschlossen werden. [72] Da vornehmlich sehr kleine
Wärmekapazitätsänderungen untersucht werden, sind gleiche Volumina von

4Di�erential Scanning Calorimetry

73



KAPITEL 5. Analyse von Liposomen

Mess- und Referenz�üssigkeit sowie ausreichender Schutz vor äuÿeren Ein-
�üssen von groÿer Bedeutung. [35]

5.4.2 Theoretische Betrachtungen

Da die konstante Temperaturänderung bei konstantem Druck vonstatten
geht, ist der Wärme�uss gemäÿ [73] gleich der Enthalpieänderung(

dQ

dt

)
p

=
dHcal

dt
(5.25)

Q . . . Wärme
Hcal . . . kalorimetrische Enthalpie
t . . . Zeit
p . . . Druck

Die Wärme�ussdi�erenz zwischen Probe und Referenz ergibt sich nach [73]
zu

∆
dHcal

dt
=

(
dHcal

dt

)
Probe

−
(
dHcal

dt

)
Referenz

, (5.26)

die Wärmekapazität lässt sich schreiben als

cp =

(
dQ

dT

)
p

=

(
dHcal

dT

)
p

. (5.27)

cp . . . Wärmekapazität
T . . . Temperatur in Kelvin

Mit der konstanten Heiz- bzw. Kühlrate dT
dt

wird die Wärmekapazität, wie
in [73] erörtert, durch die Kettenregel zu

cp =
dHcal

dT
=
dHcal

dt

dt

dT
. (5.28)

Die Gleichung

∆cp = ∆
dHcal

dT
= ∆

dHcal

dt

dt

dT
. (5.29)

beschreibt die Di�erenz der Wärmekapazitäten der Referenz- und Proben-
�üssigkeit. [73]
Der von der DSC-Apparatur aufgezeichnete di�erentielle Wärme�uss wird
als sogenannte thermoanalytische Kurve bezeichnet und dargestellt. Dabei
wird, wie in Abbildung 5.7 und 5.8 ersichtlich, die Wärmekapazität über der
Temperatur aufgetragen.
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Abbildung 5.7: Beispielhafte, schematische Darstellung eines Thermo-
gramms [39]
Cp . . . Wärmekapazität

Abbildung 5.8: Relevante Daten des Wärmekapazitätsthermogramms [35]
Tm . . . Maximale Wärmekapazität des Phasenübergangs, Schmelzpunkt
∆T1/2

. . . Halbwertsbreite
∆Hcal . . . Enthalpiedi�erenz zwischen Probe- und Referenz�üssigkeit
TS . . . Anfang des spezi�schen Wärmeüberschusses des Phasenübergangs
TL . . . Ende des spezi�schen Wärmeüberschusses des Phasenübergangs
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Die Integration der Wärmekapazität über einen bestimmten Temperaturbe-
reich gibt die spezi�sche kalorimetrische Enthalpie wieder. [35] Dies kann
laut [73] geschrieben werden als

∆Hcal =

∫ TL

TS

∆cp dT (5.30)

TS . . . Anfang des spezi�schen Wärmeüberschusses des Phasenübergangs
TL . . . Ende des spezi�schen Wärmeüberschusses des Phasenübergangs

und wird in Abbildung 5.7 dargestellt. Gemäÿ [38] lässt sich aus der Glei-
chung

∆HvH = 4RT 2
m

cp,max
∆Hcal

(5.31)

HvH . . . van't Ho�'sche Enthalpie
R . . . Universelle Gaskonstante
Tm . . . Schmelzpunkt
cp,max . . . Maximale Wärmekapazität des Phasenübergangs

die scheinbare Reaktionsenthalpie, die van't Ho�'sche Enthalpie, HvH , ge-
winnen. Die van't Ho�'sche Enthalpie entspricht der Menge Wärme, welche
für jede einzelne kooperative Einheit (CU) nötig ist, um den Phasenübergang
zu bewerkstelligen. Ein Phasenübergang erster Ordnung ist vollständig ko-
operativ, hat somit theoretisch einen unendlich scharfen Übergang. Dies be-
deutet, dass alle Lipidmoleküle im gleichen Augenblick den Phasenübergang
vollziehen. Geschieht dies ohne den Umweg über etwaige Zwischenphasen
so spricht man von einem zwei-Zustands-Phasenübergang erster Ordnung.
Für einen solchen Übergang entspricht ∆HvH genau ∆Hcal. [38] Mit kleiner
werdenden kooperativen Einheiten nimmt auch ∆HvH allmählich ab. Da es
sich bei Phasenübergängen von Lipiden um keine reinen Übergänge erster
Ordnung handelt, gilt für diese ∆HvH < ∆Hcal.
Die Relation

∆CU =
∆HvH

∆Hcal

(5.32)

CU . . . kooperative Einheit (cooperativity unit)

lässt, wie in [38] dargestellt, Rückschlüsse auf die Gröÿe der kooperativen
Einheiten zu. Wie sofort ersichtlich ist, verfügen stark kooperative Phasen-
übergänge über eine hohe van't Ho�'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 erörtert wer-
den. Abbildung 5.9 skizziert den Thermogrammverlauf mit den einzelnen
DPPC-Phasen sowie deren Übergänge. Abbildung 3.8 zeigt und vergleicht
reale Thermogramme von DPPC LUVs sowie MLVs in wässriger Lösung.
Der Wärmestrom bzw. Wärmekapazitätsänderungen von MLVs eignen sich
besonders gut zur DSC-Analyse, da sehr scharfe, abgegrenzte Maxima, be-
sonders beim Übergang von der Rippel- in die Fluidphase, vorhanden sind.
Untersuchungen an unilamellaren Vesiklen zeigen, dass sich Lage, Höhe und
Halbwertsbreite der Übergänge gegenüber den Werten multilamellarer Vesi-
kel stark verändern können.
Die Lage von Tm ist abhängig von der Gröÿe der unilamellaren Vesikel. Je
kleiner die Partikel werden, desto kleiner wird die Übergangstemperatur. [35]
Dies ist auf die unterschiedliche Ober�ächenkrümmung und die damit ver-
bundene unterschiedliche Packung der Kohlenwassersto�ketten zurückzufüh-
ren (siehe Kapitel 3.4.3). [74] Für SUVs bis 35 nm liegt der Hauptübergang
bei rund 37 ◦C, hinsichtlich unilamellarer Liposomen zwischen 35 und 70 nm
wandert dieser bis hin zur Hauptübergangstemperatur von MLVs bei etwa
41 ◦C wo er auch für ULVs über 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 für 1,5 Stunden
bei Raumtemperatur, Graph �b� eine Aufzeichnung nach 72 Stunden. Klar
zu erkennen ist die Tendenz der SUVs, bei Temperaturen unterhalb von Tp
zu fusionieren und LUVs zu bilden. [39]
Die Halbwertsbreite der Übergänge unilamellarer Vesikel nimmt gegenüber
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 LUVs;
a: Aufnahme nach 1,5 Stunden Inkubierung bei Raumtemperatur, b: Aufnah-
me nach 72 Stunden Inkubierung bei Raumtemperatur [39]

den stark ausgeprägten MLV-Übergang, 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 Höhe der Enthalpiekurven nimmt bei unilamellaren Vesiklen im Vergleich
zu MLVs ab. [29] Somit ist das Thermogramm ein guter Indikator für die
Homogenität der gelösten Vesikel.

Der Übergang bei Tp ist darüber hinaus auch ein guter Indikator für verschie-
denste Unreinheiten in der Dispersion, welche den Übergang auch in kleinen
Mengen schon zum Verschwinden bringen. [35] Die Enthalpie des Haupt-
übergangs ist abhängig von der Kohlenwassersto�kettenlänge. Dies deutet
darauf hin, dass der Groÿteil der Wärme beim Übergang in die Umordnung
der Ketten �ieÿt. [29] Je länger die Kohlenwassersto�ketten werden, desto
enger rücken Tm und Tp zusammen, bis sie bei einer Länge von 22 C-Atomen
ineinander übergehen [35]. Die Lage und Form des Subübergangs ist stark
von der Art und Weise der gesamten Wärmebehandlung der Dispersion vor
der Messung abhängig und kann deshalb kaum für weiterführende Aussagen
herangezogen werden [29].

Die Bildung des Übergangs bei Tc ist nur detektierbar wenn die Probe längere
Zeit gekühlt gelagert wird, da die Entstehung der Lc-Phase sehr langsam vor
sich geht und kinetisch gehemmt ist [29].
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Abbildung 5.11: Streuung von Licht an suspendierten Teilchen [75]

Abbildung 5.12: Intensitätsverteilung einer PCS-Aufnahme [75]

5.5 Photonenkorrelationsspektroskopie

Photonenkorrelationsspektroskopie, kurz PCS5, erlaubt es, anhand von zeitauf-
gelösten Intensitätsmessungen gestreuten Laserlichts an suspendierten Par-
tikeln Rückschlüsse auf Gröÿe, Anzahl und Volumeneinschluss der Teilchen
zu ziehen [75]. Wie in Abbildung 5.11 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 5.12 grob skizziert. Die Teilchen führen entsprechend der vor-
liegenden Temperatur Brown'sche Bewegungen aus. Groÿe Teilchen bewegen
sich auf Grund ihrer Trägheit langsam, kleine Teilchen schnell. Dies führt, wie
in Abbildung 5.13 dargestellt, zu unterschiedlich raschen Intensitätsschwan-
kungen. Wird nun für die Zeitpunkte t und t + δt die Intensitätsverteilung
des Interferenzmusters des gestreuten Lichts aufgenommen, so unterscheiden
sich diese Aufnahmen auf Grund eben dieser Brown'schen Zitterbewegung.
Die Bilder können alsdann hinsichtlich ihrer Korrelation untersucht werden.
Eine groÿe Veränderung der Intensitätsverteilung lässt auf kleine, schnell
bewegliche Teilchen schlieÿen. In diesem Falle nimmt die Korrelation zweier
Aufnahmen mit fortschreitender Zeit rasch ab. Kleine Veränderungen deuten
indes auf sich langsam bewegende Teilchen hin. Die Korrelation der Bildda-
ten bleibt im zeitlichen Verlauf länger bestehen. Dieser Umstand wird in
Abbildung 5.14 klar ersichtlich. Über die Stokes-Einstein-Relation lässt sich

5Photon Correlation Spectroscopy
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Abbildung 5.13: Intensitätsschwankungen in Abhängigkeit von der Zeit für
kleine und groÿe Partikel [76]

Abbildung 5.14: Korrelation der Intensitätsverteilungen unterschiedlicher
Partikelgröÿen in Abhängigkeit von der Zeit [75]

ein Zusammenhang zwischen Brown'scher Bewegung und der Teilchengröÿe
herstellen. [75]

Auÿerdem lässt sich über die Intensität unter Zuhilfenahme der Mie-Theorie
auch auf das Teilchenvolumen und dadurch wiederum auf die Anzahl der
Teilchen rückschlieÿen. Es gilt jedoch zu bedenken, dass die Umrechnung der
Intensitäten mit groÿen Fehlern behaftet sein kann und die Daten dement-
sprechend mit Bedacht zu interpretieren sind. Gröÿenverteilungen der Proben
mit einem PDI6 < 0.7 sind für eine aussagekräftige Analyse notwendig. Die
analysierbaren Partikelgröÿen liegen zwischen 0,3 nm und 10 µm. [75]

6Polydisperitätsindex; Prozesse zur Herstellung von Polymeren führen 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 Maÿe bildet den Polydispersitätsindex, welcher
Auskunft über 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 Gröÿe und Anzahl von Nanopartikeln. Die detektierba-
ren Vesikelgröÿen liegen zwischen 10 und 2000 nm7. Mit einem Laserstrahl
werden die Teilchen beleuchtet. Das gestreute Licht wird mit einer hochauf-
lösenden Kamera aufgezeichnet und die damit ersichtliche Brown'sche Bewe-
gung mittels spezieller Software für jedes einzelne Teilchen mitverfolgt. Über
die Stokes'schen Gleichungen kann hernach die Bewegung mit der Teilchen-
gröÿe in Verbindung gesetzt werden. Der Vorteil gegenüber der PCS-Analyse
liegt darin begründet, dass nicht Interferenzen ganzer Teilchenensembles be-
trachtet werden, sondern jedes aufgezeichnete Teilchen einzeln ausgewertet
wird. Dadurch lässt sich eine exaktere Gröÿenverteilung errechnen. [77]

5.7 Polarisationsmikroskopie

Ein Polarisationsmikroskop ist ein Lichtmikroskop, welches Objekte in ei-
nem polarisierten Lichtstrahl darstellt. Dazu wird unterhalb der Probe ein
Polarisations�lter (Polarisator) in den Strahlengang eingeführt, welcher le-
diglich für in eine bestimmte Richtung polarisierte Photonen durchgängig
ist. Oberhalb der Probe sitzt ein weiterer Filter, Analysator genannt, der
zum Polarisator um 90 Grad gedreht ist und somit das zuvor ge�lterte Licht
blockiert. Setzt man nun eine optisch isotrope Probe in den Strahlengang,
so wird die Lichtpolarisation nicht verändert und der Analysator lässt keine
Photonen passieren. Wird jedoch eine optisch anisotrope Probe eingesetzt, so
verändert diese die Polarisationsrichtung der Photonen, sodass dieses Licht
den Analysator ungehindert passieren kann. [78] Werden nun multilamellare
Vesikel in den Strahlengang eingeführt, 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. Für ausführliche Informationen
in Hinblick auf anisotrope Eigenschaften multilamellarer Vesikel sei auf [79]
verwiesen.

7Erfahrungswerte zeigen, dass eine zuverlässige Gröÿenbestimmung lediglich bis 800
nm möglich ist.
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Kapitel 6

Details zur RSE Methode

6.1 Einleitung

Das RSE-Verfahren wurde in dieser Arbeit gemäÿ [54, 55] nachvollzogen und
entsprechend den vorherrschenden Laborbedürfnissen adaptiert. Dazu wur-
den Ergänzungen und Änderungen beim Aufbau der Anlage selbst vorge-
nommen sowie der Präparationsmodus an sich angepasst. Kapitel 6.2 sowie
die Baupläne im Anhang B beschreiben den genauen Aufbau der Anlage.
Kapitel 6.3 geht näher auf die Handhabung der Apparatur ein, Kapitel 7
schlieÿlich erörtert die Methodik der RSE-Präparation und deren Adaptie-
rung in Hinblick auf die Herstellung groÿer, stabiler, plurilamellarer Vesikel.

6.2 Aufbau der RSE Apparatur

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

6.2.0.1 Gas-Zubehör

• Air Liquide (Graz, Österreich) Argon-Gas�asche Alphagaz 1 Ar B10L
L

• Air Liquide (Graz, Österreich) Absperrventil LM 45-0,5

82



KAPITEL 6. Details zur RSE Methode

• Air Liquide (Graz, Österreich) Druckminderer HBS 200-10-3,5

• Schlauchtülle 10,0 mm/G3/8

• Überwurfmutter G3/8RH

• Schlauch 4 x 1 mm PFA LAS/SPG

• Stützhülse MS 6(4)mm SPG

6.2.0.2 Vakuumzubehör

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

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

• Y-Verbinder Kunststo� 1/4�

• Schlauchschellen

6.2.0.3 Rüttler

• Stuart (Sta�ordshire, United Kingdom) Vortex Mixer SA8 mit kleinem
Aufnahmeteller und regelbarer Drehzahl (bis 2500 UPM)

6.2.0.4 Heizvorrichtung

• Leister (Kägiswil, Schweiz) Mistral 6 System 230V / 2300 W

• Leister (Kägiswil, Schweiz) Edelstahl�lter (Robust/Longlife)

• Leister (Kägiswil, Schweiz) Klappre�ektor ø 50.5 mm, 72 x 70 mm

• Leister (Kägiswil, Schweiz) Temperaturregler CSS EASY

• Thermoelement-Messsonde mit 1 m Kabel und Stecker

• Steuerkabel LHS SYSTEM
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6.2.0.5 RSE Kernapparatur - Anschlüsse, Leitungen, Ventile, Mess-
systeme

• Vögtlin (Aesch, Schweiz) red-y compact regulator, regulierbarer Mas-
sendurch�ussmesser

• Wika (Wien, Österreich) DM63, Manometer, -1 bis +3 bar, 1/4� NPT
Anschluss unten

• PTFE Schlauch 1/8�, Type POM 3,2 x 1,5 mm

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

• Hoke (Spartanburg, USA) 3-Wege-Ventil Selectomite, Typ V 7165 G6YMM

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

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

• Hoke (Spartanburg, USA) Gyrolok Aufschraubadapter, Typ 6AF4-316MME

• Edelstahtrohr nahtlos für Reinstgase, 6 x 1 mm

• Edelstahlrohr nahtlos für Reinstgase 1/16�, 1,6 x 0,8 mm

Abbildung 6.1 zeigt schematisch die Zusammensetzung der in obiger Aufzäh-
lung gelisteten Bauteile.

6.2.0.6 RSE Kernapparatur - Bestandteile für Zusammensetzung
des RSE-Grundgerüsts

• Bodenplatte, vgl. Abb. B.1

• 2 x Stahlstäbe, vgl. Abb. B.2

• Abstandhalter, vgl. Abb. B.3

• Gehäuseplatte oben, vgl. Abb B.4

• Gehäuseplatte unten, vgl. Abb B.5

• 6 x Innengewindestäbe, vgl. Abb B.6

• Kugelhahnhalterung, vgl. Abb B.7
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Abbildung 6.1: Schematischer Aufbau der RSE-Apparatur

• Verteilerbuchsen für Gehäuseplatten, vgl. Abb B.8

• Verteiler, vgl. Abb B.9

• Verteiler-Reagenzglas-Adapter, vgl. Abb B.10

• Hennelich (Suben, Österreich) Flachdichtungsring, 20 x 10 x 2 mm,
Qual. EPDM85

• Hennelich (Suben, Österreich) Präzisions-O-Ring 4 x 1 mm, Qual. NBR70

• 4 x Hennelich (Suben, Österreich) Präzisions-O-Ring 22 x 2 mm, Qual.
NBR70

• Hennelich (Suben, Österreich) Präzisions-O-Ring 12,5 x 2,5 mm, Qual.
NBR70

• Feder, Innendurchmesser 18 mm, Länge 30 mm

Abbildung 6.2 zeigt in Form einer teilweisen CAD-Explosionsdarstellung die
in obiger Aufzählung gelisteten Bauteile. Der fertige Aufbau kann in Abbil-
dung 6.41 betrachtet werden.

6.2.1 Vakuumpumpe

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

1Mit freundlicher Unterstützung von Benjamin Kollmitzer
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Stahlstäbe

Gehäuseplatte oben

Verteilerbuchse

Verteiler-Reagenzglas-Adapter

Gehäuseplatte

Verteilerbuchse

Abstandhalter

Verteiler

Stahlrohr 1/16''

Bodenplatte

Kugelhahnhalterung

Flachdichtungsring, 20x10x2

Präzisions-O-Ring 12,5x2,5

Präzisions-O-Ring 4 x 1 mm

Präzisions-O-Ring
22 x 2 mm

Abbildung 6.2: CAD Darstellung der RSE-Apparatur

von Atmosphärendruck 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 Lösungsmittels (z.B. Chloroform oder Dichlormethan) führen zu
können. Da es auf Grund unterschiedlicher Schmelzpunkte von Lipiden nötig
sein kann, die Temperatur der Lösung für den Arbeitsgang anzupassen, muss
auf die sich damit ändernden Dampfdrücke der Lösungsmittel Rücksicht ge-
nommen werden. Anhand der Gleichung 6.1

p = eA∗ln(T )+
B
T
+C+DT 2

(6.1)

A, B, C, D . . . Koe�zienten
T . . . Temperatur

wurden für gängige Lösungs- und Dispersionsmittel mit den Koe�zienten aus
Tabelle 6.1 Dampfdrücke in Abhängigkeit von der Temperatur errechnet. [80]
Die in Abbildung 6.3 dargestellten Werte können zu groben Abschätzungen
der erforderlichen Evakuierungsparameter durchaus herangezogen werden.
Es muss jedoch immer ein etwaiger zeotroper bzw. azeotroper Charakter von
Mischungen bedacht bzw. berücksichtigt werden. In diesen Fällen lässt sich
keine einfache Abschätzung über das Raoult'sche Gesetz mehr vornehmen.
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Koe�zient Chloroform Methanol Wasser Dichlormethan
A -1,007089E+01 -9,372816E+00 -7,342973E+00 -1,008632E+01
B -6,351140E+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: Koe�zienten für die Berechnung der Dampfdruckkurven von
Chloroform, Methanol, Dichlormethan und Wasser [80]

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 Dämp-
fe von Lösungsmitteln wie Chloroform und Methanol e�zient abführen zu
können.

6.2.2 Gaszuführung

Die Argon-Gas�asche ist über ein Absperrventil, einen Druckminderer, an-
schlieÿendem Schlauch und Edelstahlrohr über ein T-Stück mit dem 3-Wege-
Kugelhahn und dem Durch�ussmesser 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 für den Durch�ussmesser, andererseits erleichtert er während
des RSE-Betriebs die Dosierung des Gasdurch�usses mittels Durch�ussmes-
ser. Das Schutzgas selbst ist hochreines Argon 5.0. Als Gasdurch�ussmesser
wurde ein Massendurch�ussmesser gewählt um eine möglichst temperatur-
und eingangsdruckunabhängige, präzise Einstellung des Gasdurch�usses zu
ermöglichen. Mittels Drehknopf und Digitalanzeige lassen sich die Durch�uss-
raten so bis auf 0.1 l/min genau justieren. Wie Buboltz in seiner Arbeit [55]
zeigt, erreicht die Apparatur beim Verdampfen von organischem Lösungsmit-
tel ohne Argon�uss nur eine etwa 20 prozentige E�zient gegenüber Flussra-
ten von etwa 1 cc/s. Es zeigt sich jedoch auch, dass bei 1 cc/s Gasdurch�uss
bereits 97 % der maximalen E�zienz der Apparatur erreicht ist und dass
eine weitere Erhöhung der Durch�ussmengen in keiner Relation zu dem da-
durch erzielbaren Mehrwert steht. Der Durch�ussmesser ist über einen 1/8
Zoll Schlauch mit einem 1/16 Zoll Edelstahlrohr verbunden, welches in das
Reagenzglas, bis knapp über die Lösungsmittelober�äche, hineinreicht.

6.2.3 Kugelhahn

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

• Stellung 1: Die Verbindung Apparatur-Vakuumpumpe ist o�en, die di-
rekte Verbindung Gasreservoir-Reagenzglas ist geschlossen.

• Stellung 2: Die Verbindung Apparatur-Vakuumpumpe ist geschlossen,
die direkte Verbindung Gasreservoir-Reagenzglas ist o�en.

• 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 über ein Edelstahlrohr und anschlieÿenden Vakuum-
schlauch mit der Vakuumpumpe verbunden, andererseits über ein zweites
Edelstahlrohr mit dem Druckmessgerät. Der dritte Anschluss ist mit einem
kurzen Edelstahlrohr an ein T-Stück gekoppelt, welches Verbindungen zum
Gasdurch�ussmesser und zum Gasreservoir herstellt.

6.2.4 Druckmessgerät

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

• etwaige Lecks in der verschraubten Apparatur frühzeitig zu erkennen,

• feststellen zu können, ob der Übergang Flachdichtungsring-Reagenzglas
beim Einsetzen des Rüttelns dicht bleibt,

• zu erkennen wann das �utende Schutzgas Atmosphärendruck im Rea-
genzglas erreicht hat und

• herauszu�nden wann bei Flutung des Systems mit Luft über die Vaku-
umpumpe Atmosphärendruck erreicht worden ist.

6.2.5 Rüttler

Der Rüttler kann von 200 bis 2500 UPM stufenlos geregelt werden. Im klas-
sischen Präparationsprotokoll von [54] dient er dazu, eine Emulsion aus po-
larer Flüssigkeit und apolarem Lösungmittel zu erzeugen, welche durch die
Fliehkraft an die Auÿenwand des Reagenzglases gepresst wird und dort einen
dünnen Film mit groÿer Ober�äche bildet.

6.2.6 Heizvorrichtung

Das Heiÿluftgebläse wird über einen externen Temperaturregler angesteuert
und kann somit in einem Bereich von knapp über Raumtemperatur bis etwa
650 ◦C mit einer Genauigkeit von ± 1 ◦C justiert werden. Der Heiÿluftstrom
wird über einen zylinderförmigen Klappre�ektor über die ersten 10 cm der
Reagenzglaslänge homogen verteilt. Eine Messsonde innerhalb des Klappre-
�ektors gibt das Regelsignal an den Temperaturregler weiter.

89



KAPITEL 6. Details zur RSE Methode

6.2.7 Realisierter Aufbau

Abbildung 6.4 zeigt die voll funktionsfähige RSE-Apparatur, welche für die
in Kapitel 7 erörterten Messungen verwendet wurde.

(a) Frontansicht (b) Seitenansicht

Abbildung 6.4: RSE Anordnung

6.3 Handhabung der RSE Apparatur

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

6.3.1 Inbetriebnahme

Auf Grund der von der Vakuumpumpe abtransportierten Lösungsmittel-
dämpfe muss die Apparatur (oder aber zumindest die Pumpe) in einem
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Abzug betrieben werden. Dieser wird zunächst aktiviert. Danach kann die
Vakuumpumpe eingeschaltet, das Absperrventil der Gas�asche geö�net und
der Druckminderer auf den in Kapitel 6.2.2 erörterten Druck eingestellt wer-
den. Der Durch�ussmesser wird auf eine Durch�ussrate von etwa 60 ml/min
(entspricht 1 cc/s) eingestellt. Das Heiÿluftgebläse wird zusammen mit dem
Temperaturregler aktiviert und der Klappre�ektor zusammen mit dem Tem-
peraturfühler über dem Rüttler positioniert.

6.3.2 Schritt 1

Im ersten Schritt wird das Pyrexbehältnis auf den deaktivierten Rüttler ge-
setzt und das Gehäuse 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 Rüttler.

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
ermöglicht. Der 3-Wege-Hahn wird, wie in Abbildung 6.5 ersichtlich,
auf Stellung 1 (vgl. Kapitel 6.2.3) gedreht. Anschlieÿend hat man 2
Möglichkeiten zu verfahren:

(a) Variante 1: Der Regler der Vakuumpumpe wird auf einen, der
angenommenen Temperatur des Dispersionsmittel-Lösungsmittel-
Gemischs entsprechenden, Dampfdruck zwischen demjenigen der
wässrigen Flüssigkeit und dem der organischen Lösung 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 über die Geschehnisse und ist ins-
besondere dann von Vorteil, wenn die Arbeitsparameter dazu ten-
dieren, starke Schaumbildung der Flüssigkeiten beim Verdampfen
auszulösen.

2. Weg 2: Der 3-Wege-Hahn wird, wie in Abbildung 6.6 auf der linken
Seite ersichtlich, auf Stellung 3 (vgl. Kapitel 6.2.3) gedreht sodass
der Kugelhahn in alle Richtungen geschlossen ist. Nun wird der Reg-
ler der Vakuumpumpe auf einen, der angenommenen Temperatur des
Dispersionsmittel-Lösungsmittel-Gemischs entsprechenden, Dampfdruck
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Abbildung 6.5: Probenherstellung mittels RSE-Apparatur, Schritt 2: Weg 1

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

zwischen demjenigen der wässrigen Flüssigkeit und dem der organischen
Lösung 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 Lösungsmittels
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 Groÿteil des Lö-
sungsmittels verdampft. Buboltz und Feigenson [54] sprechen im Falle von
Dichlormethan als Lösungsmittel von mehr als 99,99 % Verdampfung inner-
halb der ersten Sekunde mit der unter �Weg 2� beschriebenen Präparations-
methode. Um Restbestände des Lösungsmittels zu entfernen, lässt man die
Apparatur noch mindestens 20 bis 30 Sekunden nachlaufen.
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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 6.7 skizziert, der Kugelhahn vorsichtig zum Gasre-
servoir hin geö�net werden (Stellung 2, vgl. Kapitel 6.2.3). Das Gas füllt
nun zügig das Reagenzglas. Es ist darauf zu achten, den raschen Druckan-
stieg am Druckmesser mitzuverfolgen und beim Erreichen des Atmosphären-
drucks das Ventil wieder zu schlieÿen. Nun kann das Gehäuse samt Verteiler-
Reagenzglas-Adapter angehoben und das Reagenzglas entnommen werden.
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Kapitel 7

Messungen und Analyse

Die RSE-Methode wird zunächst für das Lipid DPPC etabliert, um in einem
nächsten Schritt das Verfahren auf andere gängige Lipidsysteme ausweiten
zu können. Das Verhalten der Selbstassemblierung von DPPC wurde ein-
gehend untersucht, um eine Möglichkeit zur Adaptierung der RSE-Methode
in Hinblick auf die Herstellung von SPLVs bzw. MLVs mit geringer exter-
ner Ober�äche zu �nden. Eine Überprüfung, 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 durchgeführt. In
weiterer Folge wollen wir stellvertretend für beide möglichen Ausprägungen
stets von MLVs sprechen.
In Kapitel 8 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 Lipidmolekülen eignet.

7.1 Methodik

7.1.1 Lipiddünn�lmhydratation

Um Referenzwerte für die RSE-Methode zur Verfügung stellen zu können,
wurden zunächst anhand der etablierten Filmmethode DPPC Vesikel präpa-
riert.
Dazu wurden folgende Schritte unternommen:

• Lösung von DPPC in polarer Flüssigkeit

• Verdampfung von polarem Lösungsmittel in einem auf 30 ◦C erwärmten
Wasserbad mit Sticksto� umspült, sodass alles sichtbare Lösungsmittel
verdampft
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• Trocknung des Lipid�lms über Nacht in Vakuumtrockenschrank (bei
Raumtemperatur)

• Hydratation des Lipid�lms mit NAPI-Pu�er1 (bei Raumtemperatur)

• Wahlweise Nachbearbeitung:

� Inkubierung der Dispersion für 4 Stunden bei 50 ◦C (Sandbad in
Wärmeschrank), wobei alle 30 Minuten für 2 bis 3 Minuten gevor-
text wird

� Inkubierung der Dispersion für 30 Minuten bei 50 ◦C, während-
dessen ständiges Rütteln

� Inkubierung der Dispersion für 60 Minuten bei 50 ◦C, während-
dessen ständiges Rütteln

� Inkubierung der Dispersion für 120 Minuten bei 50 ◦C , während-
dessen ständiges Rütteln

7.1.2 Rapid Solvent Exchange

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

• Lösung von DPPC in apolarer Flüssigkeit und anschlieÿender Vermen-
gung mit dem Dispersionsmittel

• Vorbehandlung wie in Kapitel 7.2.2.2 beschrieben

• Anwendung der RSE-Apparatur wie in Kapitel 6.3 beschrieben

• Nachbehandlung wie in Kapitel 7.2.2.2 beschrieben

7.1.3 DSC

Die DSC-Analyse erfolgte mittels

• Microcal (Northampton, USA) VP-DSC

• 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 Pu�erlösung gefüllt und das Ergebnis des Testlaufs kontrolliert. Für die
eigentlichen Messungen wurden folgende Schritte durchgeführt:

120 mM Na-Phosphat-Pu�er, 130 mM NaCl

95



KAPITEL 7. Messungen und Analyse

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 für DSC Messung von DPPC

Messpunkt Phase Temperatur [◦C] Dauer [min]
1 Lβ′ 25 30
2 Pβ′ 36 30
3 Lα 50 30

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

• Befüllung der Messzelle mit DPPC Dispersion mit Konzentrationen von
1 mg/ml

• Einstellung der softwareseitigen Parameter gemäÿ Tabelle 7.1

• Auswertung des zweiten Heizdurchlaufs

7.1.4 Röntgenkleinwinkelstreuung

Die Röntgenkleinwinkelstrukturanalyse erfolgt mittels

• Hecus (Graz, Österreich) S3Micro Anlage

• Xenocs (Sassenage, Frankreich) Genix 3D Röntgengenerator

• 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 gemäÿ Tabelle 7.2 festgelegt wurden. Der Pilatus-
Detektor speichert ein zweidimensionales Bild, wobei jeder Pixel an der Stel-
le r = (x, y) die Intensität der auftre�enden Strahlung registriert. Mit den
Koordinaten des Primärstrahls, r0 = (x0, y0) ist man alsdann in der Lage,
die Relativkoordinaten ∆r = (x, y) einzuführen, welche wiederum mit dem
Streuvektor q über die Relation q = c∆r zusammenhängen.
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Durch Messung eines Kalibrierungsstandards ist es möglich, c und r0 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 5.6 gezeigt. Daher ist es
naheliegend, eine Mittelung der Intensitäten durchzuführen. Dies geschieht
durch Integration über alle Pixel mit demselben q-Wert (|q| =

√
q2x + q2y).

Diese Berechnungen wurden unter Zuhilfenahme der Software Fit2D von Dr.
Hammersley (Grenoble, France) durchgeführt.
Die so erhaltenen Rohdaten wurden mittels der Software Origin von Origin-
Lab Corp. (Northhampton, USA) ausgewertet.

7.1.5 Röntgenweitwinkelstreuung

Die Röntgenweitwinkelstrukturanalyse erfolgt mittels

• Hecus (Graz, Österreich) S3Micro Anlage

• Xenocs (Sassenage, Frankreich) Genix 3D Röntgengenerator

• Hecus (Graz, Österreich) 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 gemäÿ Tabelle 7.2 festgelegt wurden.
Mittels des Programms �SWAXS Data Reduction 0.9.3�2 erfolgte 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

• Malvern (Herrenberg, Deutschland) Zetasizer Nano

• Softwarepaket Zetasizer 7.02

7.1.7 Nanoparticle Tracking

Die NT-Analyse erfolgte mittels

• Nanosight (Amesbury, United Kingdom) NanoSight LM10

• Softwarepaket Nanosight NTA 2.3
2Programmierung: Georg Pabst
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7.1.8 Polarisationsmikroskopie

Die Polarisationsmikroskopie-Analyse erfolgte mittels

• Leica (Wien, Österreich) DMI6000B

• Leica Application Suite

7.2 DSC-Auswertungen

Im Folgenden sei eine Zusammenfassung der Messergebnisse ausgewählter
Proben aus unterschiedlichen Versuchsreihen und Präparationen gegeben.
Fehlgeschlagene Präparationen, wie sie bei der Etablierung neuer Metho-
den häu�g auftreten, �nden in dieser Zusammenstellung keine Erwähnung.
Die Herstellungsparameter der Proben werden in entsprechenden Tabellen
aufgelistet. Tm, ∆T1/2,m sowie ∆Hcal,m bezeichnen dabei die Übergangstem-
peratur, die Halbwertsbreite und die kalorische Enthalpie des Hauptüber-
gangs, Tp, ∆T1/2,p sowie ∆Hcal,p die Charakteristika des Vorübergangs.3 Die
anschlieÿenden Abbildungen veranschaulichen die Messergebnisse der tabel-
larisch aufgeführten Präparationen.
Literaturreferenzwerte für Übergangstemperaturen sowie Enthalpien der Über-
gänge von multilamellaren DPPC Vesikeln werden in Kapitel 3.11 aufgelistet.

7.2.1 Herstellung von DPPC-Vesikeln mittels Lipiddünn-

�lmhydratation

Zunächst wurden mehrere Abwandlungen der Filmmethode herangezogen,
um Referenzproben (man vergleiche dazu auch Tabelle 3.1) für 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 7.3 listet die Herstellungsparameter auf, Abbildung 7.1 gibt
die Auswertungen der DSC-Messungen wieder. Man erkennt die für DPPC
typischen Vor- und Hauptübergänge. Sowohl Schmelztemperaturen als auch
die Halbwertsbreiten der Übergänge entsprechen den Literaturdaten. Der
Verlauf der Thermogrammkurve entspricht dem der Literaturdaten aus Ab-
bildung 3.8 in Kapitel 3.
Auÿerdem konnte durch Vergleichsmessungen festgestellt werden, dass die
zwei zur Verfügung stehenden, baugleichen DSC-Messanordnungen auf Grund

3Eine detaillierte Erörterung der Thematik erfolgt in Kapitel 5.4
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Tabelle 7.3: Herstellungsparameter der Referenzproben F1 bis F4 (man ver-
gleiche mit Literaturdaten aus Tabelle 3.1)

Probe F1 F2 F3 F4
Präparationsmethode Vortex Shake 30 min Shake 60 min Shake 120 min
Ausgangskonz. [mg/ml] 50
Lösungsmittel Chloroform/Methanol
Dispersionsmittel NAPI
Abbildung 7.1
Tm[◦C] 41,4 41,5 41,5 41,5
∆T1/2,m[◦C] 0,13 0,14 0,13 0,15
∆Hcal,m[cal/mol] 10324 7674 10277 9765
Tp[
◦C] 35,4 35,4 35,6 35,4

∆T1/2,p[
◦C] 1,6 1,8 1,8 2,1

∆Hcal,p[cal/mol] 1804 1344 1753 1648

NAPI . . . 20 mM Na-Phosphat-Pu�er, 130 mM NaCl
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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 II

Präparationsmethode Shake 120 min Shake 120 min
Ausgangskonz. 50
Lösungsmittel Chloroform/Methanol

Dispersionsmittel NAPI
Abbildung
Tm[◦C] 41,84 41,51

∆T1/2,m[◦C] 0,16 0,15
∆Hcal,m[cal/mol] 10453 9765

Tp[
◦C] 35,84 35,41

∆T1/2,p[
◦C] 2,10 2,10

∆Hcal,p[cal/mol] 2002 1648

unterschiedlicher Kalibrierung verschiedene Übergangstemperaturen ausge-
ben. Für den Hauptübergang liegt diese Messabweichung bei ∆Tm =0,3 ◦C.
Die Vergleichsdaten werden in Tabelle 7.4 aufgelistet. Abbildung 7.2 stellt
den Unterschied der Übergangstemperaturen 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-Gerät
zu verwenden.
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Abbildung 7.2: Darstellung der Kalibrierungsunterschiede der zur Verfügung
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 Ein�ussfakto-
ren gesteuert. Dabei handelt es sich um

• Energieeinträge

� Thermische Energie (v. a. Heiÿluftbeheizung, vgl. Kap. 7.2.2.2)

� Mechanische Energie (v. a. Vortexer, vgl. Kap. 7.2.2.8)

• Geometrien und Ober�ächen der Behausung (v. a. Bescha�enheit der
Präparationsgefäÿe, vgl. Kap. 7.2.2.2)

• Anzahl und Verhältnis physikochemischer Systemkomponenten (v. a.
Probenzusammensetzung, vgl. Kap. 7.2.2.3, 7.2.2.4, 7.2.2.5, 7.2.2.6)

• Zeitliche Faktoren

� Dauer von Handlungsabläufen (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
Lösungsmittel (LM) Chloroform/Methanol
Dispersionsmittel (DM) NAPI
DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] 50
Vortexgeschwindigkeit [UPM] 2500
Temperatur [◦C] 70
Abbildung 7.3
Tm[◦C] 41,8 41,8
∆T1/2,m[◦C] 0,13 0,15
∆Hcal,m[cal/mol] 6530 7060
Tp[
◦C] 35,3 34,7

∆T1/2,p[
◦C] 2,9 3,2

∆Hcal,p[cal/mol] 1046 1442

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

� Dem System aufgeprägte Frequenzen (v. a. Vortexfrequenz, vgl.
Kap. 7.2.2.8)

Diese Faktoren werden in den folgenden Kapiteln näher beleuchtet und in
Bezug auf ihren Ein�uss 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, gemäÿ der Beschreibung in Kapitel 6.3.3 (Weg 1),
abgewandelt. In den nachfolgenden Tabellen wird für das in Kapitel 6.3.3
beschriebene manuelle Steuern der Evakuierung die Bezeichnung �man�, für
das automatische Abpumpen der Begri� �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 7.5 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 3.8 in Kapitel 3 als auch Abbildung 7.1 zeigen Thermogramme,
wie man sie sich von einem DPPC Lipidsystem bestehend aus MLVs in Di-
spersion zu erwarten hat. Wie Abbildung 7.3 erkennen lässt, ist diese Struktur
bei den in Tabelle 7.5 angeführten Proben nicht in ausreichendem Maÿe gege-
ben. Man sieht einen stark verbreiterten Vorübergang und eine ausgeprägte
Schulter vor dem Hauptübergang.
Es wird vermutet, dass die Schulter das Vorhandensein groÿer Mengen von
SUVs in den hergestellten Proben zum Ausdruck bringt. Dies wird durch die
Literaturangaben in [39], [74] und [70] untermauert. Die Hauptübergänge
von SUVs bis 70 nm liegen, wie in Kapitel 5.4 ausführlich erörtert, abhängig
von der Vesikelgröÿe deutlich versetzt vom Hauptübergang der MLVs. Die
Minderung der Schulter im Laufe der mehrfachen Heiz- und Kühlvorgänge
der DSC (Daten nicht gezeigt) könnte man alsdann als zunehmende Fusion
und damit Gröÿenzunahme der unilamellaren Vesikel deuten. Denn insbe-
sondere Liposomen mit einem Durchmesser kleiner als 40 nm sind unterhalb
ihres Schmelzübergangs instabil und tendieren zu Fusion.4 [74] Die Über-
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 für
MLV-Hauptübergänge gemessen wird - für Liposomendurchmesser von rund
70 nm an. Jenseits der 70 nm ist die Phasenübergangstemperatur unabhän-

4Lagert man beispielsweise DPPC SUVs bei niedrigen Temperaturen, etwa 4 ◦C, 12
Tage lang, so fusionieren diese zu SUVs mit einer durchschnittlichen Gröÿe von 70
nm. [81] [74]
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gig von der Vesikelgröÿe. [74] Auf Grund der Gröÿe und Multilamellarität
der MLVs �ndet sich jedoch die überwiegende Anzahl von Lipidmolekülen
in eben diesen Aggregationsformen wieder. Dies führt auch bei bedeuten-
den SUV- sowie LUV-Anteilen zu ausgeprägten MLV-Hauptübergängen. Da
die Halbwertsbreite der Hauptübergänge gegenüber der Referenz nicht er-
höht ist, kann man daraus schlieÿen, dass sich nur eine geringe Anzahl an
Lipidmolekülen innerhalb der LUV-Verbände be�ndet.
Die Vermessung der Probe A mittels Röntgenstreuung (vgl. Kap. 7.6) liefer-
te unau�ällige Daten. Dies deutet ebenfalls auf das Vorhandensein multila-
mellarer Vesikel hin, lässt jedoch ohne eingehendere Untersuchungen keine
weiteren Schlüsse zu.
Auch bei Variation des RSE-Prozesses in Hinblick auf Vor- und Nachbehand-
lung der Proben o�enbarte sich dasselbe Phänomen (Daten nicht gezeigt).
Auf Grund der gleichbleibenden Ergebnisse im Hinblick auf unterschiedliche
Vor- und Nachbereitungsmethoden wurde für den weiteren Versuchsreihen-
verlauf folgende Verfahrensweise festgesetzt:

• Vorbereitung

� Manuelle Nachreinigung der Pyrex-Behältnisse mit Ethanol und
bidestilliertem Wasser sowie Trocknung

� Befüllen der 11 bzw. 20 ml Pyrex-Gläser mit Dispersionsmittel

� Aufwärmen der 11 bzw. 20 ml Pyrex-Gläser im Ofen auf T=60 ◦C

� Aufwärmen der 5 ml Pyrex-Gläser zum Umfüllen auf T=60 ◦C

• Nachbereitung

� Umfüllen der hergestellten Proben in die vorgewärmten 5 ml Pyrex-
Gläser

� 1 Stunde Nachwärmen der umgefüllten 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
zäh�üssige Dispersionen. Diese haben die unangenehme Eigenschaft, dass sie
beim Anlegen des Unterdrucks schlagartig groÿe Mengen an Schaum ausbil-
den, die sich an den Gefäÿwänden absetzen. Der so entstandene Satz an den
Glaswänden der verwendeten Pyrexgefäÿe ist im Allgemeinen - und wenn
überhaupt - nur mit groÿem Aufwand wieder der Bulk-Lösung zuzuführen.
Dies führt zu teils groÿen 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 Erwägung gezogen:

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

2. Man verwendet Gefäÿe mit gröÿerem Volumen und Durchmesser, um
eine etwaige Schaumbildung zu unterdrücken oder aber zumindest zu
verhindern, dass der entstandene Schaum bis in die RSE-Apparatur
vordringt. Die 11 ml Pyrex-Glasgefäÿe wurden im weiteren Verlauf der
Versuche gegen 20 ml Pyrex-Glasgefäÿe ausgetauscht. Damit wurden
Geometrie und Ober�ächenbescha�enheit der Probenbehausung für al-
le nachfolgenden Experimente festgelegt.

3. Man strebt niedrigere Lipidkonzentration an, um Schaumbildung zu
unterdrücken und die Viskosität der Dispersion zu verringern. Davon
wird jedoch, wie in den weiteren Kapiteln näher erörtert, auf Grund
der vorliegenden Messergebnisse wieder Abstand genommen.

7.2.2.3 Lösungsmittelaustausch

Um den Ein�uss der Lösungsmittelwahl auf das Präparationsergebnis zu stu-
dieren, wurde als Substitut zur herkömmlichen Lösungsmittelwahl (Chloro-
form/Methanol Mischung im Verhältnis 9:1) Dichlormethan ausgewählt. Die
Herstellungsparameter der Vergleichsproben sind in Tabelle 7.6 aufgelistet.
Wie Abbildung 7.4 erkennen lässt, hat die Wahl des Lösungsmittels o�en-
bar keine erkennbare Auswirkung auf die Schulter vor dem Hauptübergang
der RSE-Präparationen. Die Proben RSE A, C und D liefern ein sehr ähn-
liches Übergangspro�l. Auf Grund starker Schaumentwicklung blieb bei den
Proben A und B ein Teil des Lipids an der Glasober�äche 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 Lösungsmittels führt o�enbar zu einer stark
ausgeprägten Schulter vor dem Hauptübergang. Der Grund dafür mag sein,
dass durch den langsamen Prozess des Erwärmens zu wenig Lipid gleichzeitig
in das Dispersionsmedium abgegeben wird um groÿe, multilamellare Vesikel
bilden zu können, sodass die Bildung von SUVs begünstigt wird.
Somit liegt der Schluss nahe, dass das Lösungsmittel nicht der Auslöser der
ungewöhnlichen Thermogrammausprägungen, sprich der dem Hauptüber-
gang vorgelagerten Schulter, ist.
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Tabelle 7.6: Herstellungsparameter der Proben RSE A bis D

Probe RSE A RSE B RSE C RSE D
Evakuierung auto man auto
Lösungsmittel (LM) C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) NAPI
DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] 50
Vortexgeschwindigkeit [UPM] 2500
Temperatur [◦C] 65
Abbildung 7.1
Tm[◦C] 41,8 41,8 41,7 41,8
∆T1/2,m[◦C] 0,13 0,15 0,14 0,12
∆Hcal,m[cal/mol] 6530 7060 15916 10708
Tp[
◦C] 35,3 34,7 35,6 35,7

∆T1/2,p[
◦C] 2,9 3,2 4,1 1,5

∆Hcal,p[cal/mol] 1046 1442 2156 1462

C/M . . . Chloroform/Methanol
DCM . . . Dichlormethan
auto . . . automatisch
man . . .manuell
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Abbildung 7.4: Vesikelpräparationen wahlweise mit Chloroform/Methanol-
Mischung und Dichlormethan
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7.2.2.4 Dispersionsmitteltausch

Der Ein�uss des Dispersionsmittels auf das Präparationsergebnis wurde durch
Austausch von NAPI-Pu�er gegen bidestilliertes Wasser überprüft. Tabel-
le 7.7 listet die Herstellungsparameter der mit NAPI-Pu�er präparierten
Proben, Tabelle 7.8 die der Proben mit bidestilliertem Wasser als Disper-
sionsmittel.
Mit der Veränderung des Dispersionsmittels geht eine deutliche Veränderung
der Thermogramme einher, wie aus den Abbildungen 7.5 sowie 7.6 klar er-
sichtlich wird. Die Napi-Pu�er-Proben A, B und D weisen die bereits in Kapi-
tel 7.2.2.2 besprochene Schulter vor dem Hauptübergang auf, wohingegen die
Vesikel in bidestilliertemWasser durchwegs der Referenz entsprechende Ther-
mogramme liefern. Der Grund für das unterschiedliche Verhalten der RSE-
Methode bei unterschiedlichen Dispersionsmitteln mag folgender Tatsache
geschuldet sein: Das Vortexen der Probe lässt an der Glaswand einen dünnen
Flüssigkeits�lm hochsteigen. Durch Temperaturgradienten zwischen Flüssig-
keit und Glasober�äche sowie Unebenheiten der Gefäÿinnenwand kommt es
zu Mikroturbulenzen. [82] Diese Mikroturbulenzen nehmen Ein�uss 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 Ober�ächenbescha�enheit des Prä-
parationsgefäÿes, dem thermischen bzw. mechanischen Energieeintrag sowie
der dem System aufgeprägten Frequenz. Die Präparationen mit bidestillier-
tem Wasser verfügen über eine geringe Anzahl von Systemkomponenten (bi-
destilliertes Wasser, Lösungsmittel und Lipid) wodurch sich weniger Mikro-
turbulenzen bilden und die Entstehung groÿer, multilamellarer Vesikel be-
günstigt wird. Mit der Verwendung von NAPI-Pu�er werden der wässrigen
Phase Natrium-, Phosphor- und Chlorionen beigefügt. Dies führt zu einem
Anstieg der Mikroturbulenzen und somit zu einer häu�geren Bildung von
Lipidvesikeln mit geringerer Lipidmasse.
Die Probe C wurde, wie schon erwähnt, durch Ausheizen von Dichlormethan
vor dem Anlegen des Vakuums hergestellt. Das langsame Ausdampfen des
Lösungsmittels in Verbindung mit hohen Vortexgeschwindigkeiten führt zu
einer stark ausgeprägten Schulter vor dem Hauptübergang. Die Proben E
und F wurden mit einer geringeren Lipidkonzentration von 1 mg/ml präpa-
riert. Die deutlichen Kurvenverlaufsunterschiede von E und F im Vergleich
zu A, B und D lassen darauf schlieÿen, dass eine hohe Initialkonzentration
für die Präparation von RSE Proben von Vorteil sein kann (dasselbe lässt
sich auch für die Proben I und J aus Kapitel 7.2.2.6, deren Halbwertsbreiten
deutlich erhöht sind, feststellen). Auf die Auswirkungen der unterschiedlichen
Lipidausgangskonzentrationen wird in Kapitel 7.2.2.5 näher eingegangen.
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Tabelle 7.7: Herstellungsparameter der Proben RSE A bis F

Probe RSE A RSE B RSE C RSE D RSE E RSE F
Evakuierung auto auto man auto man
Lösungsmittel (LM) C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) NAPI
DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] 50 10 1
Vortexgeschwindigkeit
[UPM]

2500

Temperatur [◦C] 65
Abbildung 7.5
Tm[◦C] 41,8 41,8 41,7 41,8 41,8 41,4
∆T1/2,m[◦C] 0,13 0,15 0,14 0,12 0,16 0,33
∆Hcal,m[cal/mol] 6530 7060 15916 10708 9511 10835
Tp[
◦C] 35,3 34,7 35,3 35,7 32,7 31,5

∆T1/2,p[
◦C] 2,9 3,2 4,1 1,5 4,6 4,1

∆Hcal,p[cal/mol] 1046 1442 2156 1462 1202 824

Tabelle 7.8: Herstellungsparameter der Proben RSE G bis L

Probe RSE G RSE H RSE I RSE J RSE K RSE L
Evakuierung auto man auto man
Lösungsmittel (LM) DCM C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) H2Obidest

DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] 50 10 50
Vortexgeschwindigkeit
[UPM]

2500

Temperatur [◦C] 70 55 65
Abbildung 7.6
Tm[◦C] 41,7 41,7 41,7 41,7 41,7 41,7
∆T1/2,m[◦C] 0,14 0,16 0,20 0,22 0,16 0,14
∆Hcal,m[cal/mol] 9427 8757 9638 6225 9553 6885
Tp[
◦C] 35,6 35,4 34,9 35,1 35,5 35,5

∆T1/2,p[
◦C] 1,6 1,4 1,4 1,5 1,5 1,3

∆Hcal,p[cal/mol] 1533 897 1024 885 1641 985
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Abbildung 7.5: RSE-Präparationen mit Napi-Pu�er als Dispersionsmittel
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Abbildung 7.6: RSE-Präparationen mit bidestilliertem Wasser als Dispersi-
onsmittel
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7.2.2.5 Unterschiedliche Lipidausgangskonzentrationen

Um die Auswirkungen unterschiedlicher Ausgangskonzentrationen für die
Präparation von Lipidvesikeln zu untersuchen, wurden für Dispersionen mit
NAPI-Pu�er die Proben A, B, D mit 50 mg/ml den Proben E und F mit
jeweils 10 mg/ml bzw. 1 mg/ml Lipidausgangskonzentration gegenüberge-
stellt. Die Herstellungsparameter wurden in Tabelle 7.9 zusammengefasst.
Abbildung 7.7 bildet die Ergebnisse ab.
Die Thermogramme der Proben E und F mit niedrigen Ausgangskonzentra-
tionen zeigen ausgeprägtere Schultern vor dem Hauptübergang als jene der
Proben A, B und D mit Konzentrationen von 50 mg/ml. Dies deutet darauf
hin, dass die Konzentration der Lipide in Lösung im Moment des Übergangs
zur Dispersion möglichst hoch sein sollte. Die Probe F hat o�enbar so wenig
Lipidteilchen innerhalb einzelner, emulgierter Lösungskügelchen, dass eine
Bildung von nennenswerten Mengen multilamellarer Vesikel nicht mehr mög-
lich ist. Die Halbwertsbreiten des Hauptübergangs der Proben E und F sind
vergröÿert, die Übergangstemperaturen des Vorübergangs 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 näheren Untersuchung her-
angezogen. Tabelle 7.10 beinhaltet die Herstellungsparameter der Proben,
Abbildung 7.8 zeigt die Resultate der Probenauswertung. Wie schon bei den
Proben E und F sind auch bei I und J die Halbwertsbreiten der Haupt-
übergänge vergröÿert, die Übergangstemperaturen der Vorübergänge sind,
im Vergleich zu den Proben G, H, K und L zu niedrigeren Temperaturen hin
verschoben.
Die bereits in Kapitel 7.2.2.4 erörterte unterschiedliche Anzahl von Mikro-
turbulenzen in den Systemen mit NAPI-Pu�er bzw. bidestilliertem Wasser
bewirkt, dass die Lösungsmitteltröpfchen im bidestillierten Wasser so groÿ
bleiben, dass auch bei niedrigeren Konzentrationen von 10 mg/ml noch ge-
nügend Lipidmasse zur Bildung von überwiegend groÿen, multilamellaren
Vesikeln vorhanden ist. Im Vergleich zu Probe E ist bei den Proben I und J
keine au�ällige Schulterbildung sichtbar.
Das Dispersionsmittel konnte als ein grundlegender Ein�ussfaktor auf die
Schulter vor dem Hauptübergang im Thermogramm von DPPC identi�ziert
werden. Da NAPI-Pu�er physiologisch relevanter ist als bidestilliertes Was-
ser, folgen weitere Untersuchungen mit NAPI-Pu�er in Hinblick auf Ein�uss-
faktoren des Übergangspro�ls.
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Tabelle 7.9: Herstellungsparameter der Proben RSE A bis F

Probe RSE F RSE E RSE A RSE B RSE D
Evakuierung man man auto man auto
Lösungsmittel (LM) DCM C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) NAPI
DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] 1 10 50
Vortexgeschwindigkeit
[UPM]

2500

Temperatur [◦C] 65
Abbildung 7.7
Tm[◦C] 41,4 41,8 41,8 41,8 41,8
∆T1/2,m[◦C] 0,33 0,16 0,13 0,15 0,12
∆Hcal,m[cal/mol] 10835 9511 6530 7060 10708
Tp[
◦C] 31,5 32,7 35,3 34,7 35,7

∆T1/2,p[
◦C] 4,1 4,6 2,9 3,2 1,5

∆Hcal,p[cal/mol] 824 1202 1046 1442 1462
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Abbildung 7.7: Unterschiedliche Lipidausgangskonzentrationen mit NAPI-
Pu�er als Dispersionsmittel
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Tabelle 7.10: Herstellungsparameter der Proben I, J, G, H, K, L

Probe RSE I RSE J RSE G RSE H RSE K RSE L
Evakuierung auto auto auto man auto man
Lösungsmittel (LM) C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) H2Obidest

DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] 10 50
Vortexgeschwindigkeit
[UPM]

2500

Temperatur [◦C] 55 65 70 65
Abbildung 7.10
Tm[◦C] 41,7 41,7 41,7 41,7 41,7 41,7
∆T1/2,m[◦C] 0,20 0,22 0,14 0,16 0,16 0,14
∆Hcal,m[cal/mol] 9638 6225 9427 8757 9553 6885
Tp[
◦C] 34,9 35,0 35,6 35,4 35,5 35,5

∆T1/2,p[
◦C] 1,4 1,47 1,6 1,4 1,5 1,3

∆Hcal,p[cal/mol] 1024 885 1533 897 1641 985
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Abbildung 7.8: Unterschiedliche Lipidausgangskonzentrationen mit H2Obidest

als Dispersionsmittel
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7.2.2.6 Verhältnis Dispersions- zu Lösungsmittel

Ergänzend zu den in Kapitel 7.2.2.5 erörterten unterschiedlichen Lipidaus-
gangskonzentrationen soll hier das Verhältnis von Dispersions- zu Lösungs-
mittel bei hohen Ausgangskonzentrationen untersucht werden.
Die erste Vergleichsserie, deren Daten in Tabelle 7.11 gelistet sind, wurde mit
NAPI-Pu�er präpariert. Abbildung 7.9 stellt die gesammelten Resultate gra-
phisch dar. Die Proben A, B und D mit Flüssigkeitsverhältnis 1:1 dienen als
Referenz. Die Probe Q mit dem Flüssigkeitsverhältnis 20:1 besitzt die wohl-
de�nierte, erwartete Übergangstemperatur 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 Hauptübergangstempera-
turen zu niedrigeren Werten auf. Dies geht Hand in Hand mit einer Verbrei-
terung der Übergangskurve. Die Proben O und P, mit einem Flüssigkeitsver-
hältnis von 30:1, zeigen deutliche Verschiebungen der Hauptübergangstem-
peraturen zu niedrigeren Werten sowie eine zunehmende Verbreiterung der
Übergangskurven. Wiederum ist die Geschwindigkeit der Evakuierung als
entscheidender Ein�ussfaktor erkennbar. Wie bereits mehrfach erwähnt, ist
der Umstand der Übergangstemperaturverschiebung der zunehmenden Ent-
stehung von SUVs geschuldet. Die abnehmende Kooperativität der Lipidmo-
leküle in UVs sorgt darüber hinaus für das Zer�ieÿen der, im Falle von MLVs,
scharfen Übergangskurven. Im Hinblick auf die Evakuierungsgeschwindigkeit
lässt sich feststellen, dass zu schnelles Anlegen des Vakuums (Ventilö�nung)
der Bildung groÿer, multilamellarer Vesikel abträglich erscheint. Dies mag
auf den Umstand zurückzuführen sein, dass im Moment der Verdampfung
starke mechanische Kräfte auf die sich im Begri� der Bildung von Vesikeln
be�ndlichen Lipidmoleküle wirken. Diese Kräfte treiben die durch die hohen
Scherkräfte der Vortexbewegung (und die damit entstehenden Mikroturbu-
lenzen (vgl. Kapitel 7.2.2.4)) einerseits und die hohe Verdünnung andererseits
bereits stark dispergierten Lipidlösungskügelchen zusätzlich auseinander und
führen zu einem nochmaligen absinken der lokalen Lipidkonzentrationen und
-mengen.
Die Methode der Ventilö�nung konnte für die Proben N, M und P ange-
wandt werden, da die feine Dispersion von Lösungsmittel bei Mischungsver-
hältnissen von 20:1 und 30:1 dafür sorgen, dass Schaumbildung weitgehend
ausgeschlossen werden kann.
Die Probe M muss auf Grund der speziellen Präparationsumstände gesondert
betrachtet werden. Der Vortexer setzte während des Evakuierungsvorganges
der Probe M kurzzeitig seine Tätigkeit aus. Der dadurch resultierende Ab-
fall der auf die Flüssigkeit einwirkenden Scherkräfte führte zu einer deutlich
geringeren Bildung von Mikro�uktuationen und somit höheren punktuellen
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Tabelle 7.11: Herstellungsparameter der Proben RSE M bis Q

Probe RSE
M

RSE
P

RSE
O

RSE
N

RSE
Q

RSE
A

RSE
B

RSE
D

Evakuierung Ventil auto Ventil auto
Lösungsm. (LM) DCM C/M DCM 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
Tm[◦C] 41,6 40,5 41,3 41,6 41,8 41,8 41,8 41,8
∆T1/2,m[◦C] 0,31 1,34 0,26 0,16 0,14 0,13 0,15 0,12
∆Hcal,m[cal/mol] 10298 10308 11796 10765 10842 6530 7060 10708
Tp[
◦C] 35,0 35,1 34,1 34,2 35,5 35,3 34,7 35,7

∆T1/2,p[
◦C] 2,3 0,9 4,5 3,1 2,5 2,9 3,2 1,5

∆Hcal,p[cal/mol] 1418 993 1672 551 1853 1046 1442 1462

3 0 3 3 3 6 3 9 4 2 4 5
0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

T e m p e r a t u r e  ( o C )

Cp
 (k

ca
l/m

ole
/o C)

 R S E  M  ( 3 0 : 1 )  ( k u r z e r  V o r t e x s t o p )  ( V e n t i l )
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 R S E  O  ( 3 0 : 1 )  ( a u t o )  
 R S E  N  ( 2 0 : 1 )  ( V e n t i l )
 R S E  Q  ( 2 0 : 1 )  ( a u t o )
 R S E  A  ( 1 : 1 )
 R S E  B  ( 1 : 1 )
 R S E  D  ( 1 : 1 )

Abbildung 7.9: Veränderung des Verhältnisses von Lösungsmittel zu NAPI-
Pu�er als Dispersionsmittel
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Tabelle 7.12: Herstellungsparameter der Proben R, S, G, H, K, L

Probe RSE S RSE R RSE G RSE H RSE K RSE L
Evakuierung auto auto auto man auto man
Lösungsmittel (LM) C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) H2Obidest

DM : LM 50:1 30:1 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] 50 30 50
Vortexgeschw. [UPM] 2500
Temperatur [◦C] 65 70 65
Abbildung 7.10
Tm[◦C] 41,2 41,5 41,7 41,7 41,7 41,7
∆T1/2,m[◦C] 1,08 0,59 0,14 0,16 0,16 0,14
∆Hcal,m[cal/mol] 7142 9995 9427 8757 9553 6885
Tp[
◦C] 31,2 33,3 35,6 35,4 35,5 35,5

∆T1/2,p[
◦C] 3,54 5,4 1,6 1,4 1,5 1,3

∆Hcal,p[cal/mol] 481 1178 1533 897 1641 985

Lipidmengen. Dieser Umstand fördert die Bildung von gröÿeren, multila-
mellaren Vesikeln. Die Tatsache, dass trotz der Anwendung der für MLV-
Entstehung unvorteilhaften Methode der Ventilö�nung die Messergebnisse
auf gröÿere Mengen an multilamellaren Vesikeln hindeuten macht deutlich,
wie entscheidend die Vortexgeschwindigkeit für die RSE-Präparation von
DPPC zu sein scheint. Dieser Umstand wird in Kapitel 7.2.2.8 näher be-
leuchtet.
Zusammenfassend kann für NAPI-Pu�er in Hinblick auf unterschiedliche Ver-
hältnisse zwischen Dispersions- und Lösungsmittel gesagt werden, dass sich
hohe Mischungsverhältnisse, das bedeutet niedrige Endkonzentrationen, ne-
gativ auf die Präparationsresultate auswirken. Es kommt bei den Proben N
bis Q zu Verschiebungen und Verbreiterungen der Hauptübergänge.

Die Daten der zweiten Vergleichsserie, welche mit bidestilliertem Wasser prä-
pariert wurde, sind in Tabelle 7.12 angeführt. Abbildung 7.10 stellt die Er-
gebnisse der DSC-Auswertungen gegenüber.
Die Proben G, H, K und L, mit einem Flüssigkeitsverhältnis von 1:1, be-
reits in Kapitel 7.2.2.4 besprochen, dienen als Referenz. Die Proben R und
S mit Flüssigkeitsverhältnissen von 30:1 bzw. 50:1 verhalten sich ähnlich wie
die vorhin besprochenen, verdünnten NAPI-Pu�er-Proben. Die vermehrte
Bildung von LUVs und SUVs führt zur Verschiebung von Haupt- sowie Vor-
übergangstemperaturen und Vergröÿerung der Haupt- sowie Vorübergangs-
halbwertsbreiten. Der Umstand, dass die Verschiebung der Übergangstempe-
raturen bei destilliertemWasser geringer ausfällt als bei NAPI-Pu�er mag auf
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Abbildung 7.10: Veränderung des Verhältnisses von Lösungsmittel zu
H2Obidest als Dispersionsmittel

die Tatsache zurückzuführen sein, dass der NAPI-Pu�er, wie schon erörtert,
mehr Mikro�uktuationen hervorruft.

7.2.2.7 Evakuierungsgeschwindigkeit

Unterschiedliche Evakuierungsgeschwindigkeiten wurden für Dispersionen in
NAPI-Pu�er anhand der Proben A bis D, für Dispersionen in bidestilliertem
Wasser mittels der Proben G, K, H und L näher betrachtet. Die Herstel-
lungsparameter sind in den Tabellen 7.13 und 7.14 vermerkt.
Im Zusammenhang mit NAPI-Pu�er zeigt langsames Evakuieren der Probe
C deutliche Spuren in Form einer ausgeprägten Schulter vor dem Haupt-
übergang, was in Abbildung 7.11 klar ersichtlich wird. Dies lässt auf die ver-
mehrte Bildung von SUVs mit breitgestreuter Gröÿenverteilung schlieÿen, da
eine Erhöhung der Halbwertsbreite des Hauptübergangs nicht statt�ndet. Die
erhöhte Enthalpie ist dem Umstand geschuldet, dass bei langsamem Evakuie-
rungsprozess deutlich mehr Dispersions�üssigkeit verlorengeht als bei abrup-
tem Abpumpen. Wie bereits in Kapitel 7.2.2.4 erörtert, bedingt NAPI-Pu�er
eine Erhöhung der Anzahl von Mikroturbulenzen. Die geringe Evakuierungs-
geschwindigkeit sorgt nun zusätzlich dafür, dass nur wenig Lipid zum gleichen
Zeitpunkt die polare Lösungsmittelphase verlässt und im Dispersionsmittel
zur Bildung von Vesikeln übergeht. 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 RSE A RSE B RSE D RSE C
Evakuierung auto auto auto man
Lösungsmittel (LM) C/M DCM
Dispersionsmittel (DM) NAPI
DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] 50
Vortexgeschwindigkeit [UPM] 2500
Temperatur [◦C] 65
Abbildung 7.11
Tm[◦C] 41,8 41,8 41,8 41,7
∆T1/2,m[◦C] 0,13 0,15 0,12 0,14
∆Hcal,m[cal/mol] 6530 7060 10708 15916
Tp[
◦C] 35,3 34,7 35,7 35,6

∆T1/2,p[
◦C] 2,9 3,2 1,5 4,1

∆Hcal,p[cal/mol] 1046 1442 1462 2156

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

Probe RSE G RSE K RSE H RSE L
Evakuierung auto auto man man
Lösungsmittel (LM) DCM
Dispersionsmittel (DM) H2Obidest

DM : LM 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] 50
Vortexgeschwindigkeit [UPM] 2500
Temperatur [◦C] 70 65 70 65
Abbildung 7.12
Tm[◦C] 41,7 41,7 41,7 41,7
∆T1/2,m[◦C] 0,14 0,16 0,16 0,14
∆Hcal,m[cal/mol] 9427 9553 8757 6885
Tp[
◦C] 35,6 35,5 35,4 35,5

∆T1/2,p[
◦C] 1,6 1,5 1,4 1,3

∆Hcal,p[cal/mol] 1533 1641 897 985
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Abbildung 7.11: Unterschiedliche Evakuierungsgeschwindigkeiten von Pro-
ben mit NAPI-Pu�er als Dispersionsmittel

A,B und D zeigen die, bereits in Kapitel 7.2.2.2 und 7.2.2.3 erörterte Schulter
vor dem Hauptübergang.
Zieht man Wasser als Dispersionsmittel heran, so bedingt die geringere An-
zahl an Mikroturbulenzen die Bildung gröÿerer Lipidansammlungen. Der Ef-
fekt langsamer Evakuierung beschränkt sich hier lediglich auf eine leichte
Verbreiterung der Basis des Hauptübergangspeaks bei Probe H. Da die Halb-
wertsbreite des Übergangs keine nennenswerte Veränderung aufweist, kann
man davon ausgehen, dass auch hier keine LUVs entstehen, lediglich SUVs
bis knapp unter 70 nm. Die Vergleichsdaten werden in Abbildung 7.12 ge-
genübergestellt.
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Abbildung 7.12: Unterschiedliche Evakuierungsgeschwindigkeiten von Pro-
ben mit H2Obidest als Dispersionsmittel

7.2.2.8 Verringerte Vortexgeschwindigkeit

Wie bereits in Kapitel 7.2.2.6 erwähnt, spielt die Vortexgeschwindigkeit beim
Präparationsprozess mit der RSE-Apparatur eine entscheidende Rolle. Die
Proben T bis X wurden mit verminderter Vortexgeschwindigkeit von 600
UPM präpariert. Die entsprechenden Daten sind in Tabelle 7.15 zu �nden.
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 7.2.2.4
folgen, und zum Modell der Mikroturbulenzen zurückkehren. 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 aufgeprägte Frequenz sowie der mechanische Energieein-
trag gesteuert. Die verminderte Vortexgeschwindigkeit führt dazu, dass die
Flüssigkeit im Pyrexbehältnis nicht mehr als ein dünner Film entlang der
Glasober�äche hochsteigt, sondern lediglich einen stark ausgeprägten Konus
am Boden des Präparationsgefäÿes bildet. Dies führt zu geringen Scher- und
Reibungskräften, die Anzahl der Mikroturbulenzen bleibt ebenfalls gering.
Trotz der vielen Systemkomponenten des NAPI-Pu�ers reicht diese Maÿnah-
men aus, um fast ausschlieÿlich (vgl. Kap. 7.3) groÿe, multilamellare Vesikel
entstehen zu lassen.
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Es kommt jedoch beim Evakuieren deutlich schneller zu unerwünschten Schaum-
bildungen. Um dies zu vermeiden wurde der Unterdruck manuell allmählich
aufgebaut. Dabei wurde die Flüssigkeit 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 längerer Evakuierungszeiten (vgl. Kap. 7.2.2.7) werden
o�enbar durch niedrige Vortexgeschwindigkeiten kompensiert.Der Umstand,
dass durch langsames Evakuieren nur wenig Lipid gleichzeitig in die wässrige
Phase übertritt 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 Präparation gemäÿ beschriebe-
nem Standardprozedere behandelt. Probe W wurde evakuiert, bis das Disper-
sionsmittel vollständig verdampft war. Danach erfolgte eine Rehydratation
und anschlieÿende Bearbeitung laut Standardprotokoll.
Die Ergebnisse, wie sie in Tabelle 7.15 und Abbildung 7.13 aufgeführt sind,
zeigen, dass die RSE-Methode mit abgesenkter Vortexgeschwindigkeit gut
reproduzierbare Daten liefert. Die Übergangstemperaturen entsprechen der
Referenz, die Halbwertsbreiten liegen deutlich unter denen der Referenzpro-
ben (vergleiche dazu Tabelle 7.3). Auch höhere Mischungsverhältnisse von
Dispersions- und Lösungsmittel tun der Stabilität der Ergebnisse keinen Ab-
bruch. Die Enthalpiewerte unterliegen ähnlichen Schwankungen wie jene der
Referenzproben. Grund dafür dürfte der Heizprozess im Zusammenspiel mit
nicht exakt festlegbaren Evakuierungszeiten und damit variierendem Disper-
sionsmittelverlust durch Verdampfen sein.
Die Vortexgeschwindigkeit, und somit die dem System aufgeprägte Frequenz
wie auch zugleich der mechanische Energieeintrag, lässt sich also, neben der
Anzahl der Systemkomponenten (vlg. Kapitel 7.2.2.4), als zweiter groÿer Ein-
�ussfaktor in Hinblick auf den Kurvenverlauf der Thermogramme (insbeson-
dere die Schulter vor dem Hauptübergang) identi�zieren.
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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 3.1)

Probe RSE T RSE U RSE V RSE W RSE X
Evakuierung man
Lösungsmittel (LM) C/M
Dispersionsmittel (DM) NAPI
DM : LM 10:1 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] 50
DM-Volumen [µl] 500 400
Vortexgeschwindigkeit
[UPM]

600

Temperatur [◦C] 65
Abbildung 7.13
Tm[◦C] 41,5 41,5 41,5 41,5 41,4
∆T1/2,m[◦C] 0,10 0,11 0,11 0,11 0,12
∆Hcal,m[cal/mol] 9414 7968 10901 10162 8923
Tp[
◦C] 35,4 35,5 35,4 35,4 35,3

∆T1/2,p[
◦C] 1,45 1,43 1,6 1,6 1,6

∆Hcal,p[cal/mol] 1545 1293 1875 1878 1390

3 0 3 3 3 6 3 9 4 2 4 5
0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

7 0

Cp
 (k

ca
l/m

ole
/o C)

T e m p e r a t u r e  ( o C )

 R S E  T  ( 1 0 : 1 )
 R S E  U  ( 1 0 : 1 )
 R S E  V  ( 1 0 : 1 )
 R S E  W  ( 1 0 : 1 ,  r e h y d r a t i s i e r t )
 R S E  X  ( 1 : 1 )

Abbildung 7.13: Verringerte Vortexgeschwindigkeit
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7.3 PCS-Auswertungen

Die Auswertung einiger ausgewählter Proben mittels PCS lieferte Ergebnisse,
welche lediglich einer qualitativen Bewertung zugrunde gelegt werden kön-
nen, da die Messapparatur nicht für die Messung polydisperser Proben mit
einem Polydispersitätsindex gröÿer 0,7 ausgelegt ist.
Die Referenzproben F1 bis F4 zeigen heterogene Gröÿenverteilungen mit ei-
ner groÿen Population im Bereich von 500 bis 1500 nm. Die DSC-Auswertungen
liefern unau�ällige, publizierten Thermogrammverläufen entsprechende, Re-
sultate.
Die Proben A bis S, welche mit voller Vortexgeschwindigkeit präpariert wur-
den, zeigen eine heterogene Gröÿenverteilungen mit Populationsschwerpunk-
ten im Bereich von 30 bis wenigen hundert Nanometern und im Bereich um
1000 nm. Die Heterogenität der Vesikelgröÿen kommt in den DSC-Auswertungen
durch unterschiedliche Übergangstemperaturen sowie Halbwertsbreiten zum
Ausdruck. Schon wenige Prozent an groÿen, multilamellaren Vesikeln reichen
jedoch aus, um unau�ällige SAXS und WAXS-Daten zu erhalten (siehe Ka-
pitel 7.6 und 7.7).
Für die Proben T bis X, welche mit gedrosselter Vortexgeschwindigkeit her-
gestellt wurden, zeigt sich ein deutlicheres Bild. Es entstehen Vesikel mit
Gröÿenordnungen im Bereich zwischen ein und fünf µm. 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 Überprüfung der PCS-Daten wurden einige Proben von A bis S zusätz-
lich mittels NTA vermessen. Die NTA-Ergebnisse bestätigen die PCS-Daten
in Hinblick auf die angegebenen Gröÿenordnungen der Lipidvesikelgröÿenver-
teilung. Es ist jedoch zu bedenken, dass NTA lediglich Aussagen im Bereich
von 10 bis etwa 800 nm tre�en kann.

7.5 Polarisationsmikroskopie-Auswertungen

Zur optischen Überprüfung 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 präparierte
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 5.7 erwähnt, als Malteserkreuze. Beispielhaft stellt Abbildung 7.14
eine Polarisationsmikroskopieaufnahmen der Probe X mit einer Konzentra-
tion von 1 mg/ml dar. Abbildung 7.14(a) zeigt die Originalaufnahme einer
untersuchten MLV-Probe, Abbildung 7.14(b) verstärkt den Kontrast, Abbil-
dung 7.14(c) demonstriert die Gröÿenverhältnisse mehrerer multilamellarer
Vesikel und Abbildung 7.14(d) präsentiert die Probe im Normalfeld.
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7.6 SAXS-Auswertungen

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

7.6.1 Gel- und Fluidphase

Abbildung 7.15 zeigt die Wiederholdistanz d(100) der Lipiddoppelschichten
für die Gel- und Flüssigphase.
Diese ist experimentell zugänglich und wurde für die Gel- und Flüssigphase
von DPPC-Vesikeln der Proben RSE A, K, L und X bei 25 ◦C vermessen.
Die Beugungsintensitäten sind in Abbildung 7.16 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
ermöglichen. Bei näherer Betrachtung der Beugungsintensitäten fällt der va-
riierende di�use Untergrund der einzelnen Probenmessungen auf. Dies ist, wie
in Kapitel 5.2.2.3 näher erörtert wurde, auf positionell unkorrellierte Schich-
ten, hervorgerufen durch unilamellare Vesikel oder unterschiedliche Defekte
in Lipidaggregatsystemen, zurückzuführen. So zeigt sich beispielsweise bei
Probe A in der Flüssigphase ein deutlich erhöhter Untergrund. Dies korrel-
liert gut mit den ausgewerteten DSC-Daten (Kapitel 7.2.2.2), welche besagen,
dass die Probe groÿe Mengen an unilamellaren Vesikeln enthielt. Auch �el
das Signal in der Rippelphase für Probe A deutlich schwächer aus.
Über die Relation

d =
2πh

q
(7.1)

d . . . Abstand im Ortsraum
h . . . Index des Brechungspeaks
q . . . Streuachse im Fourierraum

lässt sich aus Abbildung 7.16 die Doppelschichtwiederholdistanz d(100) für
die Gel- und Flüssigphase berechnen. In Tabelle 7.16 sind die d(100)-Werte
vermerkt. Sun et al. [83] geben für die Gelphase, vermessen bei 25 ◦C, einen
d(100)-Wert von 6,38 nm an. Nagle und Tristram-Nagle [84] stellen Vergleichs-
daten für Messungen der Gelphase bei 20 ◦C und der Fluidphase bei 50 ◦C
zur Verfügung. Die Doppelschichtwiederholdistanz beträgt demnach für Lβ′
6,35 Nanometer, für Lα 6,70 Nanometer.
Weiters ist in Abbildung 7.15 Al, die Fläche pro Lipidmolekül in der Ebene
parallel zur Doppelschicht, die Fläche pro Kohlenwassersto�kette des Lipids
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Abbildung 7.15: Charakteristische Gröÿenangaben in Bezug auf Lamellen
multilamellarer Vesikel in der Gel- und Flüssigphase [22]
d(100) . . . Eindimensionale Doppelschichtwiederholdistanz
dl . . . Doppelschichtdicke
dw . . . Dicke der interlamellaren Wasserschichten
Al . . . Fläche pro Lipidmolekül in der Ebene parallel zur Doppelschicht
Ach . . . Fläche pro Kohlenwassersto�kette des Lipids in der Ebene senkrecht
zu den Ketten
θt . . . Neigungswinkel der Kohlenwassersto�ketten in der Gelphase
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Abbildung 7.16: SAXS Auswertungen der Proben A, K, L und X
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Tabelle 7.16: Doppelschichtwiederholdistanz für die Gel- und Flüssigphase
von RSE K, L, X und A gemessen bei 25 ◦C und bei 50 ◦C

Phase dA, (100) [nm] dK, (100) [nm] dL, (100) [nm] dX, (100) [nm]
Gelphase (Lβ′) 6,33 ± 0,02 6,38 ± 0,06 6,35 ± 0,14 6,40 ± 0,03

Flüssigphase (Lα) 6,56 ± 0,03 6,51 ± 0,05 6,48 ± 0,04 6,74 ± 0,04

Abbildung 7.17: Charakteristische Gröÿenangaben in Bezug auf Lamellen
multilamellarer Vesikel in der Rippelphase [22]
γ . . .Winkel
a, b . . . Vektoren der Einheitszelle
d(010) . . . Rippelwiederholperiode
d(100) . . . Doppelschichtwiederholdistanz

in der Ebene senkrecht zu den Ketten, Ach, und der Winkel θt der Kohlen-
wassersto�ketten in der Gelphase sowie die Doppelschichtdicke dl und die
Dicke der Wasserschicht dw verzeichnet.
Die Doppelschichtdicke lässt sich anhand der Elektronendichte der Doppel-
schicht bestimmen. Dies geschieht in Kapitel 7.6.3.

7.6.2 Rippelphase

Die Rippelphase wurde für die Proben A, K, L und X bei 36 ◦C vermes-
sen, das Röntgenstreubild ist in Abbildung 7.16 dargestellt. Abbildung 7.17
skizziert die ondulierenden Lamellen der Rippelphase mit der Distanz der
Rippelwiederholperiode d(010) und der Doppelschichtwiederholdistanz d(100).
Die Werte für d(010) sowie d(100) wurden für die Proben A und X berechnet
und sind in Tabelle 7.17 vermerkt.5 Wack und Webb führen in ihrer Ar-

5Daten für die Proben K und L wurden nicht ausgewertet, da die Amplitude des d(010)-
Peaks zu schwach ist.
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Tabelle 7.17: Rippelwiederholperiode d(010) und Doppelschichtwiederholdi-
stanz d(100) für die Rippelphase von RSE A und X

Phase dA, (100) [nm] dA, (010) [nm] dX, (100) [nm] dX, (010) [nm]
Rippelphase (Pβ′) 7,12 13,58 7,33 13,81

beit [85] für DPPC-Vesikel, bei 39 ◦C und einer Wassersättigung der Lamel-
len von cw=0,332, eine Doppelschichtwiederholdistanz d(100) von 6,88 nm an.
Es wurden keine Werte für die Rippelwiederholperiode d(010) angegeben, der
ermittelte Betrag des Vektors b der Einheitszelle jedoch liegt bei 14,19 nm.
Die Achsen der Einheitszellen sind über die Relationen

a =
d(100)
sin(γ)

(7.2)

und

b =
d(010)
sin(γ)

(7.3)

mit den Messdaten verbunden. [22]

7.6.3 Berechnung des Elektronendichtepro�ls einer Li-

piddoppelschicht in der Gelphase

Die Berechnung des Elektronendichtepro�ls einer Lipiddoppelschicht erfolgt,
wie in Kapitel 5.2.2 ausführlich erörtert, mittels der Gleichung

ρ(z) =
hmax∑
h=1

±Fh cos

(
2πhz

d

)
. (7.4)

ρ . . . Elektronendichte
± . . . Phase, muss für jeden Summanden separat angepasst werden
Fh . . . Formfaktor des h-ten Brechungspeaks
z . . . Ort entlang Lamellenquerschnitt

Abbildung 7.18 zeigt im unteren Diagramm die errechnete Elektronendich-
te für die Probe RSE X bei 25 ◦C. Vergleicht man das Resultat mit jenem
von All-Atom Force-Field Molekulardynamiksimulationen von Jämbeck und
Lyubartsev [48], wie sie im oberen Diagramm von Abbildung 7.18 durch
die schwarze Linie dargestellt sind, so bemerkt man jedoch deutliche Ab-
weichungen. Dies ist auf den Umstand zurückzuführen, dass für die Berech-
nung über 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
Röntgendaten aufweisen kann. Die MD-Simulation erlaubt nicht nur exaktere
Vorhersagen, sondern auch eine Aufgliederung der Elektronendichtebeiträge
der einzelnen Molekülbestandteile. Diese Beiträge sind im Diagramm un-
ter der Gesamtelektronendichte farbig ausgeführt. Das Kalottenmodell der
Lipiddoppelschicht in Abbildung 7.18 bildet den mittels MD-Simulation er-
rechneten Elektronendichtequerschnitt maÿstabsgerecht ab. Die Kohlenwas-
sersto�ketten sind in grau dargestellt, die Glycerol/Carbonylgruppen in rot,
Phosphatgruppen in cyan und Cholingruppen in blau gehalten. Die Wasser-
moleküle linker und rechter Hand der Lipiddoppelschicht bestehen aus weiÿen
und blauen Formen.
Der Abstand der Maxima der Elektronendichte, dort wo sich die Kopfgrup-
pen der Lipide be�nden, kann zur Berechnung der Doppelschichtdicke dl
herangezogen werden. Dies ist nur eine von mehreren möglichen De�nitionen
von dl. Eine so de�nierte Doppelschichtdicke wird in der Literatur als dHH
angeführt. Die Doppelschichtdicke dl der Probe X beträgt bei 25 ◦C

dl = dHH = 4, 17 nm.

Sun et al. [83] geben für die Membrandicke dHH von DPPC in der Gelphase,
gemessen bei 25 ◦C, einen Wert von 4,28 nm an. Andererseits erhalten Jäm-
beck und Lyubartsev [48] aus ihren Simulationen für dl bei 30 ◦C Werte um
3,77 nm.
Aus den Daten zur Lipiddoppelschichtdicke lässt sich über die Relation

dw = d(100) − dl (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 bestätigen bzw. zu unter-
mauern. Die Proben A, K, L und X wurden auf Grund dessen auch einer
WAXS-Vermessung unterzogen.
Im Röntgenstreubild der Abbildung 7.19 erkennt man in der Gelphase einen
dafür charakteristischen Doppelpeak. Die dicht aneinandergereihte schmale
und breite Schulter ist typisch für ein verzerrt hexagonales Gitter, wie es
die Kohlenwassersto�ketten in der Gelphase bilden. Man vergleiche dazu die
linke Seite der Abbildung 7.20. Die Rippelphase bildet hexagonal angeordnete
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Abbildung 7.18: Von oben nach unten:
1. Kalottenmodell einer DPPC-Doppelschicht: Cholingruppen in blau, Phos-
phatgruppen in cyan, Glycerol/Carbonylgruppe in rot, Kohlenwassersto�ket-
ten in grau, Wassermoleküle in Weiÿ/Blau [48]
2. All-Atom Force-Field Molekularsimulation der Elektronendichte einer
DPPC-Doppelschicht, farbig die Beiträge der einzelnen Molekülbestandteile,
schwarz die Gesamtelektronendichte [48]
3. Mittels Formel 7.4 berechnete Elektronendichte der DPPC-Doppelschicht
der Probe RSE X
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Abbildung 7.19: WAXS Auswertungen der Proben A, K, L und X

Kohlenwassersto�ketten aus, wodurch die Symmetrie erhöht wird und nur
noch eine Schulter hervortritt. Dieser Umstand wird in Abbildung 7.20 auf
der rechten Seite dargestellt.

7.7.1 Berechnung der Lipid�äche

Die Fläche pro Lipidmolekül in der Ebene parallel zur Doppelschicht (siehe
Abbildung 7.15), Al, soll für die Probe X berechnet werden.
Gemäÿ [86, 87] lässt sich die Fläche pro Lipidkette Ach, welche senkrecht zur
Kettenachse steht (man vergleiche dazu Abbildung 7.15), berechnen durch
die Formel

Ach =
4π2√

q220q
2
11 −

q4
20

4

. (7.6)

Die Werte für q20 sowie q11 können den in Abbildung 7.19 gezeigten WAXS-
Daten entnommen werden. Für die Probe X ergibt sich eine Ketten�äche
von

Ach = 20,5Å
2
.

Sun et al. [83] liefern als Vergleichswert 20,2Å
2
. Nach [83] gilt für die Dop-

pelschichtdicke
dHH = 2Ndmcosθt + 2dH . (7.7)

N . . . Länge der Kohlenwassersto�ketten, hier N=16 für DPPC
dm . . . auf die Kettenachse projezierter Abstand zwischen angrenzenden Me-
thylgruppen, nach [83] dm = 1,27Å

2
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Abbildung 7.20: Gitteranordnung der Lipidketten; links: verzerrt hexagona-
les Gitter einer Gelphase, rechts: hexagonales Gitter einer Rippelphase [22]
ach, bch, γch . . . Vektoren und Winkel der primitiven Einheitszelle (grau hin-
terlegt) im realen Raum
shk . . . Vektoren der Re�exionen im reziproken Raum mit Indizes h und k
a,b . . . Vektoren der rechteckigen Einheitszelle im realen Raum

dH . . . Kopfgruppendicke, nach [83] dH = 4,12Å
2

Aus obiger Gleichung lässt sich der Winkel θt gewinnen, für den im Falle der
Probe X gilt

θt = 34,6◦.

Die Literatur [83] gibt einen Wert von 31,6◦ für θt an. Der gröÿere errechnete
Winkel ist auf die unterschiedlichen Gröÿenangaben von dHH zurückzufüh-
ren. Die Fläche pro Lipidmolekül in der Ebene parallel zur Doppelschicht
(siehe Abbildung 7.15), Al, kann nun nach [83] berechnet werden durch

Al =
2Ach
cosθt

(7.8)

Die Probe X liefert dementsprechend einen Wert von

Al = 49,8Å
2
.

Sun et al. [83] liefern als Vergleichswert 47,3Å
2
. Abweichungen der Fläche pro

Lipidmolekül Al von den Literaturdaten sind hauptsächlich dadurch bedingt,
dass für die Ermittlung der Doppelschichtdicke dHH von einem softwareseiti-
gen Fit abgesehen wurde und stattdessen eine manuelle Auswertung, wie in
Kapitel 7.6.3 beschrieben, erfolgte.
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Ausblicke

8.1 Präparation von DPPG-Vesikeln

Basierend auf den Erfahrungen, die durch die Präparation von DPPC-Proben
mittels RSE gesammelt wurden, sind Versuche mit dem Lipid DPPG1 initiiert
worden. Wiederum wurde die Lipiddünn�lmhydratationsmethode als Refe-
renzverfahren zur Kontrolle der RSE-Daten herangezogen. Tabelle 8.1 listet
die Daten der Referenzproben, Tabelle 8.2 jene der RSE-Präparationen. In
Abbildung 8.1 werden die Ergebnisse der DSC-Messungen gegenübergestellt.

Die Übergangstemperaturen der Proben Y und Z entsprechen den Referenz-
werten. In Hinblick auf die Halbwertsbreiten der Übergänge 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 präpariert, das Mischungsverhältnis von Lösungsmittel zu Suspensi-
onsmittel wurde jedoch unterschiedlich gewählt.
Abweichungen der Halbwertsbreiten von Referenz- und RSE-Proben deuten
darauf hin, dass Vorkommen von LUVs eine Verbreiterung des Hauptüber-
gangs der Referenzsysteme herbeiführen. Alle Präparationen weisen leichte
bis starke Ausprägungen einer Schulter vor dem Hauptübergang auf. Die
Schulter kann, wie schon bei DPPC, ein Hinweis auf groÿe Bestände kleiner
unilamellarer Vesikel sein. Der deutliche Unterschied zwischen der Schulter-
ausprägung von Probe Y und Probe Z mag dem unterschiedlichen Mischungs-
verhältnis von Dispersions- und Suspensionsmittel geschuldet sein. Diesbe-
züglich gilt es, weitere Versuche anzustellen und die in Kapitel 7 angeführten
Präparationsparameter 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 F5 F6 F7 F8
Präparationsmethode Vortex Shake 30

min
Shake 60
min

Shake
120 min

Ausgangskonz. [mg/ml] 50
Lösungsmittel Chloroform/Methanol
Dispersionsmittel NAPI
Abbildung 8.1
Tm[◦C] 40,8 40,9 40,8 40,8
∆T1/2,m[◦C] 0,39 0,39 0,40 0,40
∆Hcal,m[cal/mol] 11353 10015 11189 8493
Tp[
◦C] 33,2 32,7 32,9 32,8

∆T1/2,p[
◦C] 3,3 2,8 3,7 4,35

∆Hcal,p[cal/mol] 1788 1400 1768 1275

Tabelle 8.2: Herstellungsparameter der RSE-Probe

Probe RSE Y RSE Z
Vakuumpumpe man
Lösungsmittel (LM) C/M
Dispersionsmittel (DM) NAPI
DM : LM 10:1 1:1
Ausgangskonz. [mg/ml] 50
Vortexgeschwindigkeit [UPM] 600
Temperatur [◦C] 65
Abbildung 8.1
Tm[◦C] 40,8 40,8
∆T1/2,m[◦C] 0.34 0,31
∆Hcal,m[cal/mol] 10942 11241
Tp[
◦C] 33,8 33,5

∆T1/2,p[
◦C] 2,7 2,7

∆Hcal,p[cal/mol] 1455 1090
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Abbildung 8.1: DSC-Auswertung von DPPG-Proben hergestellt mittels Film-
methode sowie RSE-Methode

Literaturdaten zu den Thermogrammcharakteristika von DPPG �nden sich
bei Zhang et al. [88].
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Conclusio

Es scheint, als habe die von uns adaptierte RSE-Methode in Zukunft das Po-
tential, für eine breite Palette von Lipiden als e�ziente und einfache Präpara-
tionsmethode von multilamellaren Vesikeln dienen zu können. Zwar müssen
für jedes Lipid die optimalen Präparationsparameter erst gefunden werden,
die im Anschluss daran möglichen E�zienzsteigerungen 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-
�ussfaktoren in Hinblick auf die Präparation von Vesikeln mittels RSE die
Art des Dispersionsmittels, und damit die Anzahl der chemischen System-
komponenten, die Vortexgeschwindigkeit, und damit die dem System aufge-
prägte Frequenz wie auch zugleich der mechanische Energieeintrag, sowie die
Ausgangskonzentration der Lipide in Lösung sind.

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

• Art des Energieeintrages (hier: mechanisch, elektromagnetisch)

• Geometrien und Ober�ächen der Behausungen (hier: Präparationsge-
fäÿe)

• Anzahl und Verhältnis chemischer Systemkomponenten (hier: Proben-
zusammensetzung)

• Zeitliche Faktoren (hier v.a. dem System aufgeprägte Frequenzen)
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KAPITEL 9. Conclusio

Das umfassendere Verständis des Ein�usses physikalischer Randbedingun-
gen auf die Selbstassemblierung biologischer Systeme kann und muss dazu
beitragen, Wachstumsvorgänge und Organisation in lebenden Organismen
besser verstehen zu lernen, um letztendlich der Diskussion von fundamen-
taleren Fragestellungen, wie etwa der Ursächlichkeit des Lebens an sich, als
wissenschaftliche Grundlage zu dienen.
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Anhang A

Schmelzpunkte und Kettenlängen

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 50
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 50
DPPE 16:0 63
DSPE 18:0 74
DOPE 18:1c9 -16
POPE 16:0 - 18:0 25

Tabelle A.1: Schmelzpunkte und Kettenlängen der wichtigsten Modellmem-
branlipide
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Anhang B

Baupläne des RSE-Grundgerüstes
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ANHANG

Abbildung B.1: Bodenplatte
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ANHANG

VON EINEM AUTODESK-SCHULUNGSPRODUKT ERSTELLT

Abbildung B.2: Stangen
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ANHANG

Abbildung B.3: Abstandhalter
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ANHANG
VON EINEM AUTODESK-SCHULUNGSPRODUKT ERSTELLT

Abbildung B.4: Gehäuseplatte oben
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ANHANG
VON EINEM AUTODESK-SCHULUNGSPRODUKT ERSTELLT

Abbildung B.5: Gehäuseplatte unten
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ANHANG

Abbildung B.6: Innengewindestäbe
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ANHANG

Abbildung B.7: Kugelhahnhalterung
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ANHANG

Abbildung B.8: Verteilerbuchsen für Gehäuseplatten
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ANHANG

Abbildung B.9: Verteiler
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ANHANG

Abbildung B.10: Verteiler-Reagenzglas-Adapter
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