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KURZFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit werden verschiedene Forschungsprojekte vorgestellt, in wel-
chen verschiedene biophysikalische Einfliisse auf Lipidmembranen untersucht wurden.

Die Studien werden im Folgenden kurz vorgestellt.

Trivalente Yttrium-Kationen sind dazu in der Lage, in einigen relevanten biochemischen
Vorgingen das Verhalten von Ca®*-Ionen zu imitieren, weswegen die Zahl der Anwen-
dungen dieses Ions in der medizinischen Chemie in den vergangenen Jahren stetig stieg.
Hier untersuchten wir die Einfliisse von Y*'Ionen auf die Struktur sowie das Phasenver-
halten und spezifische thermodynamische Parameter von Modellmembransystemen ver-
schiedener Komplexitit und Ladung fiir eine breite Verteilung von Salzkonzentrationen,
Temperaturen und Driicken. Die Untersuchungen zeigen, dass Y**-Ionen tief in die Kopf-
gruppenregion der Lipiddoppelschicht eindringen und dort voraussichtlich an die Phos-
phatgruppen der Lipide koordinieren. Dies resultiert in einer dichteren Lipidpackung und
partieller Dehydratation der Kopfgruppenregion. Steigende Y>'-Ionenkonzentration fiihrt
zu einem ausgepragten Anstieg der Gel-zu-fliissig Phaseniibergangstemperatur der Lip-
idmembranen, was auf einen gesteigerten lateralen Kompressionsdruck in der Membran
zuriickzufiihren ist. Dieser Effekt ist im Falle der anionischen Membranen besonders aus-
gepragt. Aufgrund von Lipidsortierungsprozessen wird eine erhdhte Ordnung der Lipid-
ketten als Reaktion auf das Einbringen des trivalenten lons gefordert. Der fliissig-zu-Gel
Phaseniibergangsdruck sinkt signifikant mit steigender Ionenkonzentration, am deutlichs-
ten im Falle der anionischen Membranen. Bemerkenswerterweise stellt sich der durch das
Y**-induzierte, Lipidketten ordnende Effekt deutlich ausgeprigter dar als dies durch eine

Erhohung des hydrostatischen Druckes auf die Membran zu beobachten ist.

In einer weiteren Studie stand der Einfluss lipidierter Imidazoliumsalze auf die Struktur
und das Phasenverhalten von Lipidmembranen, wie auch die Untersuchung des Fusions-
induktionspotentials dieser Molekiile im Fokus. Wir untersuchten die Membraninterakti-
onen von CyIPr-HBr (1,3-bis(2,6-diisopropylphenyl)-4,5-diundecyl-1H-imidazol-3-

tumbromid) auf die biophysikalischen Eigenschaften verschieden komplexer Membran-
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systeme bei unterschiedlichen Konzentrationen. Die Einfliisse dieses Molekiils wurden
mit denen des zum Teil bereits bekannten 1,3-dimethyl-4,5-diundecyl-1H-imidazol-3-
iumiodids (Ci1IMe-HI) verglichen. Hierbei wurden signifikante Verringerungen der ther-
motropen Phaseniibergangstemperatur der Membranen und starke Storungen der Lipid-
Konformationsordnung sowie in der lateralen Membranordnung nachgewiesen. Ergén-
zend konnten als Reaktion auf den Einbau der Salze durch mikroskopische Methoden die
Anderungen der lateralen Organisation der Membran und der Vesikelmorphologie besti-
tigt werden. Weitergehend wurde der Einfluss eines weiteren, speziell zur Fusionsinduk-
tion konstruierten lipidbasierten Imidazoliumsalzes bei verschiedenen Konzentrationen in
Membranen verschiedener Komplexitdt untersucht. Hier wurden zur ersten Teilstudie
vergleichbare Einfliisse auf das thermotrope Phasenverhalten der Membranen, jedoch
geringere storende Effekte auf die laterale Membranordnung nachgewiesen. Ergdnzende
AFM- sowie konfokale Fluoreszenzmikroskopieuntersuchungen bestétigten Verdnderun-
gen in der lateralen Organisation, dem Hohenprofil der Lipiddoppelschicht sowie der
Membranmorphologie. Dariiber hinaus konnte unter Verwendung eines speziellen Lipid-
Tragersystems fiir dieses Salz durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen ein be-

stehendes Fusionspotential dieser Molekiilklasse nachgewiesen werden.

Als weiterer Einflussfaktor auf biophysikalische Eigenschaften von Biomembranen wur-
de im Rahmen dieser Arbeit die in natiirlichen Zellen vorliegende, makromolekulare Ver-
dichtung, wie auch der Druck betrachtet. Hierzu kann eine makromolekular verdichtete
Umgebung zu einem gewissen Grad durch das wissrige Zwei-Phasen-System
PEG/Dextran nachgeahmt werden. Zunédchst wurde eine Charakterisierung des barotropen
Phasenverhaltens einer unbeeinflussten, anionischen raft-Membran mittels Hochdruck-
Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt. Dieser Charakterisierung folgend wurde das ther-
motrope Phasenverhalten des Systems nach Priparation der Vesikel in 11,5/8 w%
PEG/Dextran untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Separation des Zwei-
Phasen-Systems innerhalb des Vesikels zunéchst zur intravesikuldren Membranbenetzung
und im spéteren Verlauf in Abhingigkeit der Umgebung des Vesikels zu Ausstiilpungen
der l¢-Doménen der Membran fiihrt. Hierdurch wird die fliissig-fliissig Grenzfldchenener-
gie des Zwei-Phasen-Systems reduziert und es verbleibt ein energetisch gilinstigerer, qua-
sisphdrischer Vesikelhauptkorper. Fiir zukiinftige Untersuchungen steht der Einfluss des
hydrostatischen Druckes als physiko-chemischer Parameter zur Beeinflussung dieses Se-

parationsprozesses der Membran im Fokus.
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ABSTRACT

This work presents different research projects, studying the impacts of different biophysi-

cal factors on model membranes. These studies shall be shortly presented below.

Trivalent yttrium cations are able to mimic the behavior of Ca®" in many important bio-
chemical processes, and their application in medicinal chemistry has increased in recent
years. Here, we studied the effect of Y>*-Ions on the structure, phase behavior and ther-
modynamic parameters of model biomembrane systems of different complexity and
charge, covering a wide range of salt concentrations, temperature and pressure. Y>" ions
penetrate deep into the lipid headgroup region and are presumably coordinated to the
phosphate groups, resulting in a stronger lipid packing and partial dehydration of the
headgroup region. Increasing Y>* concentration leads to a pronounced increase of the gel-
to-fluid phase transition temperature of the phospholipid bilayers, owing to an increased
lateral compression pressure, particularly for anionic lipid membranes. Increased lipid
chain order and phase segregation of anionic membranes is fostered at high salt concen-
trations owing to lipid sorting. The fluid-to-gel phase transition pressure decreases signif-
icantly with the concentration of the trivalent ion, most pronounced for the negatively
charged lipid vesicles. Remarkably, the Y**-induced ordering effect is much stronger than

a hydrostatic pressure-induced ordering of the lipid chains.

In a further study, the impact of membrane internal cationic components has been studied
in order to affect the structure and phase behavior of the arising vesicles as well as to cre-
ate potentially cationic liposomes for vesicle fusion and transfection purposes. To this
end, cationic dialkylated imidazolium salts were synthesized to be inserted into the mem-
brane. We examined the interactions of a newly synthesized 1,3-bis(2,6-
diisopropylphenyl)-4,5-diundecyl-1H-imidazol-3-ium bromide (CiiIPr-HBr) compound
on the structure and physical-chemical properties of various model biomembrane systems
of different complexity. We compared the results obtained with those for the smaller

headgroup variant 1,3-dimethyl-4,5-diundecyl-1H-imidazol-3-ium iodide (CiiIMe-HI).
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We revealed distinct changes in lipid thermotropic phase behavior, lipid conformational
order and lateral membrane organization as well as in the lateral organization, lipid bi-
layer height profile and membrane morphology. Further, we studied the impact of a novel
lipid-based imidazolium salt, synthesized for the induction of vesicle fusion, at different
concentrations on biomembrane systems of different complexity. We could reveal chang-
es in lipid thermotropic phase behavior that are comparable to the former imidazolium
salts, but less disturbing effects on the lipid conformational order of the membrane. Com-
plementary AFM and confocal fluorescence microscopy measurements allowed us to dis-
close changes in the lateral organization, lipid bilayer height profile and membrane mor-
phology upon incorporation of the lipidated imidazolium salt. Using of a specifically as-
sembled lipid cargo system, we were able to show that the class of cationic imidazolium
based lipids generally leads to pronounced vesicle fusion with an anionic target mem-

brane.

Further impact on the biophysical properties of biomembranes results from intravesicular,
macromolecular crowding in combination with high hydrostatic pressures. To a certain
degree, this crowded environment can be mimicked by an aqueous-two-phase-system
consisting of PEG and dextran. In a first step, we characterized the barotropic phase-
separation behavior of an anionic raft-membrane via high-pressure fluorescence micros-
copy. In a follow-up study, we studied the thermotropic phase transition behavior of the
five-component-system in a PEG/Dextran aqueous two-phase-system (ATPS), focusing
primarily on the structural behavior of the vesicles after separation of the ATPS. We
showed that the separation of the PEG/Dextran-system leads to intravesicular membrane
wetting and lipid sorting, resulting in further budding of these segregated areas in the
right environment. This occurs to reduce the fluid-fluid interfacial energy of the separated
aqueous-two-phase-system and the excess area of the membrane. The budded areas main-
ly consist of liquid disordered membrane compartments, leaving a quasi-spherical, liquid
ordered vesicular structure. Future investigations will focus on the effect of high hydro-
static pressures to impact the membrane separation process and thus, possibly, morpho-

logical changes of the vesicles.
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2 EINLEITUNG

Vorwort

Die Biophysikalische Chemie bewegt sich als Forschungsdisziplin im Grenzgebiet zwi-
schen Biologie, Biophysik, physikalischer Chemie und Biochemie und ist somit in der
Lage, iiber ein weites Spektrum Erkenntnisse zu biologisch und medizinisch relevanten
Fragestellungen zu liefern. Diese Erkenntnisse liefert die Biophysikalische Chemie mit
Hilfe von physikalischen und chemischen Messmethoden, deren Ergebnisse im physika-
lisch-chemischen Kontext interpretiert und auf initiale Fragestellungen angewandt wer-

den.

Die Sinnhaftigkeit dieser Interpretationen hingt in hohem MaBe von der Ahnlichkeit der
untersuchten Systeme zur Natur ab. Aus diesem Grund bedient sich die Biophysikalische
Chemie einfacher Modellsysteme, welche in ihrer Komplexitidt und Zusammensetzung
aus den Grundbausteinen, beispielsweise natiirlicher Zellen, zur Nachahmung natiirlicher
Membranen eine hohe Variabilitit aufweisen. Somit konnen biologisch, medizinisch und
biophysikalisch relevante Fragestellungen unter kontrollierten Bedingungen untersucht
werden, wihrend die Einfliisse externer Komponenten frei angepasst werden konnen. Die
aus diesen Untersuchungen generierten GesetzméBigkeiten konnen im Weiteren in kom-
plexeren Systemen auf ihre Allgemeingiiltigkeit untersucht werden, um ein tieferes Ver-

standnis der ablaufenden Prozesse und relevanten Einfliisse zu erhalten.

Diese Arbeit befasst sich hauptsidchlich mit dem Riickgrat biologischer Zellen, der Lip-
idmatrix, in welcher lebensnotwendige Proteine und Peptide verortet sind. Die Lipid-
matrix selbst trdagt jedoch durch ihre Struktur, Zusammensetzung und durch duflere Ein-
fliisse selbst auch in hoherem Malle zur Funktionalitit zelluldrer Systeme bei, als bis vor

einigen Jahren vermutet. In den folgenden Abschnitten sollen die Grundlagen zu den
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Plasmamembranen

verwendeten Modellsystemen und deren spezifischen Eigenschaften erldutert werden, um

im Weiteren die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen interpretieren zu kdnnen.

2.1 Plasmamembranen

Die Grundeinheit des bekannten Lebens auf der Erde ist die Zelle, welche in ver-
schiedensten Ausfiihrungen auftreten kann. Eines haben diese verschiedensten Autbauten
jedoch gemeinsam, und zwar die Abgrenzung eines innenliegenden Bereiches der Zelle
gegen einen aullenliegenden, extrazelluliren Bereich auBerhalb der Zelle durch eine Zu-
sammenlagerung spezifischer, amphiphiler Molekiile. Die Ausbildung dieser Zellmemb-
ranen stellt einen der ersten und wichtigsten Schritte in der Evolution von der Urzelle bis
zu den aktuellen Formen von Zellen dar. Biologische Membranen bestehen, wie heute
bekannt ist, aus einer Vielzahl von Komponenten von Phospholipiden iiber Steroide bis
hin zu den verschiedensten funktionalen Proteinen. Neben der Schutzfunktion gegen &du-
Bere Einfliisse bietet die Membran somit ein hohes MaBl an Funktionalitdt {iber
Stofftransport, durch deren Eigenschaft als semipermeable Barriere sowie mittels Signal-
transduktion und vielem mehr. [ Mit diesen Aufgaben stellt die schiitzende Biomemb-
ran einen wichtigen Bestandteil zu Stoffwechsel und Erhaltung des Lebens der Zelle dar,
von denen viele weitere durch die in der Membranmatrix integrierten Proteine tibernom-
men werden. Lange Zeit wurde dem Grundgeriist dieser Einheit, die Lipidmembran, le-
diglich die Rolle einer fliissig-kristallinen Trigermatrix von wichtigen Proteinen und
funktionalen Molekiilen in der Membran zugeordnet; es entstand das Fliissig-Mosaik-
Modell nach SINGER und NICOLSON. ) Hierbei stellt sich die Lipidmatrix als zweidimen-
sionale Fliissigkeit dar, in welcher die funktionalen Einheiten frei diffundieren kénnen. [
Eine Vorstellung, welche sich in den letzten Jahrzehnten ebenfalls einer Evolution unter-
zog. Durch neue Erkenntnisse in der Biophysik sind die Funktionen der Lipide der Zell-
membran in einem ndheren Fokus betrachtet worden. Die fiir diese Arbeit interessanten
Erkenntnisse hieraus, sowie die fiir diese Arbeit verwendeten Lipide und Membrantypen

sollen in den folgenden Abschnitten kompakt erldutert werden.



2.1.2  Lipide in der Zellmembran

Lipide machen mit einem Anteil von 40-60 % einen groen Anteil in den heute bekannten
Zellmembranen aus. ¥ Im Allgemeinen bestehen Lipide aus einem polaren Molekiilteil,
welcher {iblicherweise als Kopfgruppe bezeichnet wird, und einem unpolaren und somit
hydrophoben Molekiilteil, welcher iiblicherweise als Rest- oder Schwanzgruppe bezeich-
net wird. Dieser hydrophobe Molekiilteil kann beispielsweise durch eine oder mehrere
Kohlenwasserstoffketten ausgebildet sein, deren Anzahl, Lange und Zahl der ungesittig-
ten Bindungen drastische Einfliisse auf die physikalischen und chemischen Eigenschaften
der Molekiile hat. Haufige Membranlipide mit einem Anteil von ~ 65 % an der Gesamtli-
pidmenge in eukaryotischen Membranen stellen beispielsweise die Phospholipide dar,
welche fiir die Studien in dieser Arbeit genutzt wurden. ) Durch Variation des Grundge-
rlistes sowie weiterer Modifikationen ist hieraus eine Vielzahl an Phospholipiden gene-
rierbar. In dieser Arbeit wurden zur Erstellung der Modellmembranen Restgruppenmodi-
fikationen zwitterionischer Phosphatidylcholine, anionischer Phosphatidylglycerole sowie

zwitterionischer Phosphatidyletanolamine verwendet (siche Abb. 2-1).

Des Weiteren beinhalten die Modellsysteme in Angleichung an natiirliche Plasmamemb-
ranen Steroide, in dieser Arbeit Cholesterin, welche einen erheblichen Einfluss auf das im

Spiteren beschriebene Phasenverhalten dieser Membranen aufweisen. )

Abhingig von der Kettenldnge und der Anzahl ungesittigter Bereiche der Restgruppen
der oben dargestellten Phospholipide weisen diese drastische Unterschiede in ithrem phy-
sikalisch-chemischen Verhalten auf. Vorwiegend lassen sich Kettenlingen von 12-24 C-
Atomen finden, welche gesittigt und ein- oder mehrfach ungeséttigt vorliegen kdnnen.
Die ungesittigten Bereiche weisen hierbei typischerweise eine cis-Konfiguration auf. !!!
In den fiir die Studien dieser Arbeit verwendeten Phospholipiden sind die hydrophoben
Fettsduren typisch fiir Phospholipide eukaryotischer Zellmembranen iiber eine Esterbin-
dung an die sn-1 und die sn-2 Position des Glycerinriickgrates gebunden. Der amphiphile
Charakter dieser Molekiile ist fiir die Ausbildung von Membranen und Zellwénden uner-
lasslich. In polarer Umgebung fiihrt diese Amphiphilie zu einer Aggregation dieser Mole-
kiile, welche auf dem hydrophoben Effekt beruht. (4!
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Abb. 2-1: Strukturen der verwendeten Lipide und Steroide
In dieser Arbeit verwendete Lipide und Steroide: Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC), Dipalmitoyl-

phosphatidylglycerol (DPPG), Dioleoylphosphatidylcholin (DOPC), Dioleoylphosphatidylglycerol
(DOPG), Dioleoylphosphatidylethanolamin (DOPE) und Cholesterin.

In Abhédngigkeit des so genannten kritischen Packungsparameters der einzelnen Lipide,
welcher durch das Verhéltnis von molekularem Volumenbedarf der hydrophoben Ketten
zu dem Produkt aus Flichenbedarf der polaren Kopfgruppe und maximaler Kettenldnge
der Alkylketten definiert ist, entstehen verschiedene Aggregatstrukturen. [*! Dieser Para-
meter ist abhingig von Hydratation, Temperatur, Druck, pH-Wert, lonenstiarke und poten-
tieller Anwesenheit von Salzen in der Umgebung, weswegen der Packungsparameter kei-
ne fixe GroBe darstellt. Die Fahigkeit, in Abhédngigkeit der Kopf- sowie Restgruppen ver-
schiedene Aggregatformen zu bilden, wird als Polymorphismus bezeichnet. [*) Bei einem
kritischen Packungsparameter von < 0,33, entsprechend einer Kegelform der Lipide, ist
die Ausbildung von Kugelmizellen favorisiert. Bei Werten > 1, entsprechend einer Kegel-
stumpfform der Lipide, entsteht in erster Linie die Struktur der inversen Mizelle. Diese

Strukturform wird oftmals in nicht-lamellaren Phasen, wie beispielsweise einer hexagona-
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len oder einer kubischen Phase, beobachtet, welche in Fusionsprozessen aufgrund des
Einflusses dieser Lipide auf die Membrankriimmung eine groBe Rolle spielen.l">” Bei
Packungsparametern zwischen 0,5 und 1, entsprechend einer eher zylindrischen Form der
Lipide, tendieren die Molekiile jedoch dazu, die fiir die Ausbildung von Zellen relevanten
Doppelschichten zu bilden, welche iiblicherweise eine Dicke von 4-5 nm aufweisen. 4 In
diesen Doppelschichten sind die Lipide so angeordnet, dass die hydrophilen Bereiche im
Kontakt zum polaren Lésungsmittel stehen, wihrend die hydrophoben Bereiche sich in
einer unpolaren Schicht gegeniiberstehen und vom polaren Losungsmittel geschiitzt vor-
liegen (siehe unterer Teil in Abb. 2-2). Innerhalb dieser Membran besteht in Abhangigkeit
der Temperatur eine hohe laterale Fluiditit, sodass die Lipide innerhalb der zweidimensi-
onalen Membran diffundieren kénnen. Ebenso besteht die Moglichkeit von Rotationsbe-
wegungen und sogar transversaler Diffusion in die gegeniiberliegende Lipidschicht, wel-
che als flip-flop Diffusion bezeichnet wird und nur sehr langsam vonstattengeht. 31 Ab-
hingig vom Wassergehalt der Membran konnen verschiedene makromolekulare Struktu-
ren entstehen. Unterhalb eines Wassergehaltes von 30 gew.% bildet das Phospholipid
DPPC beispielsweise lamellare Phasen aus parallelen, libereinandergestapelter Doppel-
schichten aus, wihrend sich oberhalb dieses Wassergehaltes multilamellare Vesikel aus-
bilden. ! Unilamellare Vesikel, wie sie in dieser Arbeit zu Teilen verwendet werden, sind

nur in sehr verdiinnten Lésungen stabil. (4!

In dieser Arbeit werden methodenabhédngig verschiedene Membran- und Vesikelvariatio-
nen untersucht. Die in dieser Arbeit verwendeten Variationen der Lipiddoppelschichten
sind in Abb. 2-2 dargestellt. Teilabbildung A) zeigt hier eine planare Lipiddoppelschicht
(SBM, von engl. supported bilayer membrane), wie sie beispielsweise in der Rasterkraft-
mikroskopie untersucht wird. B) zeigt ein riesiges unilamellares Vesikel (GUV, engl.
giant unilamellar vesicle). Diese Variante der Vesikel wird unter anderem in der Fluores-
zenzmikroskopie verwendet und weist in den in dieser Arbeit gezeigten Untersuchungen
typischerweise Durchmesser vom 10-40 um auf. Als GUVs werden unilamellare Vesikel
ab einer GroBe von etwa 1 pm bezeichnet. ¥ Als letzte genutzte Variation zeigt Teilab-
bildung C) schematisch ein multilamellares Vesikel (MLV, von engl. multilamellar vesic-
le). Diese zeichnen sich durch ihre Mehrschaligkeit, bestehend aus iibereinandergestapel-
ten, parallelen, lamellaren Schichten, aus, welche durch das Losungsmittel voneinander

getrennt sind. ) Diese Variante der Membranen wird aufgrund Ihrer Stabilitéit in hohe-
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rer Konzentration fiir die Fluoreszenzspektroskopie wie auch die FOURIER-

Transformations-Infrarot-Spektroskopie verwendet.
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Abb. 2-2: Variationen der Lipiddoppelschichten

Fiir die Untersuchungen dieser Arbeit priparierte Lipiddoppelschicht-Variationen. A) zeigt eine planare
Lipiddoppelschicht wie sie fiir Untersuchungen der Rasterkraftmikroskopie bendtigt wird. B) zeigt ein
riesiges unilamellares Vesikel. Verwendung finden diese beispielsweise in der Fluoreszenzmikroskopie. C)
zeigt ein multilamellares Vesikel, welches beispielsweise in der Fluoreszenzspektroskopie Anwendung
findet.

2.1.3 Phasenverhalten von Lipidmembranen

Auch nach der Ausbildung lamellarer Phasen der Lipide konnen, beeinflusst durch physi-
kalisch-chemische Faktoren, verschiedenste Phasenzustinde innerhalb der gebildeten
Lipidmembranen realisiert werden. Bekannte Einflussfaktoren fiir diese Zustinde sind
neben der Temperatur Druck sowie pH-Wert und Einfliisse verschiedenster lonen oder
anderer externer sowie interner Additive auf die Membran. Durch diese Faktoren konnen
verschiedene Phasenzustéinde erreicht werden, welche sich durch charakteristische Eigen-
schaften auszeichnen. Die in wissriger Losung und bei den in dieser Arbeit verwendeten
Temperaturen und Driicken relevanten Phasenzustinde sind in Abb. 2-3 dargestellt, wie

sie beispielsweise bei Lipidmembranen aus reinem DPPC zu beobachten sind.
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Bei niedrigen, physiologisch relevanten Temperaturen tritt zundchst die Lg-Phase auf,
welche auch als so-(von engl. solid ordered) Phase bezeichnet wird. Diese Phase zeichnet
sich durch die Anordnung der Lipide in einem verzerrten, quasi-hexagonalen Gitter aus,
in welchem die Alkylketten hauptséchlich gestreckt in all-trans Konformation vorliegen.
41 Abhingig vom Hydratationsgrad der Membran konnen die Ketten gewinkelt zur
Membrannormalen vorliegen, was durch die Kennzeichnung der Phase als Lg: ersichtlich
wird. Dieser Zustand weist eine hohe laterale Ordnung und eine geringe Fluiditdt sowie
laterale Diffusionsgeschwindigkeit der Lipide auf. Temperaturerhohung oder Drucksen-
kung fithrt zum Durchlaufen des Vorphaseniibergangs und zur Ausbildung der Pg- bezie-
hungsweise abhdngig vom Hydratationsgrad analog zur Lg-Phase zur Ausbildung der Pg:-
Phase. Diese zeichnet sich besonders durch eine periodisch gewellte Uberstruktur der
Membran aus. Die Kohlenwasserstoffketten sind auch in dieser Phase gestreckt und in
einem hexagonalen Gitter angeordnet. ¥ Die Rotationsfreiheit der Lipide in den beiden
benannten Phasen ist im Gegensatz zur lateralen Diffusionsgeschwindigkeit aufgrund der
gestreckten Alkylketten jedoch hoch. Weitere Steigerung der Temperatur oder weitere
Absenkung des Druckes fithrt zum Vollzug des Hauptphaseniibergangs und zur Ausbil-
dung der L, oder l¢ (von engl. liquid disordered) Phase. Diese ist durch eine sehr hohe
Fluiditit der Lipide in der Membran und eine relativ hohe Diffusionsgeschwindigkeit
ausgezeichnet. Zudem liegen die Alkylketten der Lipide nun hauptsdchlich in gauche
Konformation vor, welche fiir die hohe Fluiditit verantwortlich sind. [*! Diese Phase wird
daher im Gegensatz zu den vorherigen Gel-Phasen auch als fluide oder fliissig-kristalline
Phase bezeichnet. Dieser Zustand weist eine hohe Konformationsfreiheit, eine geringe
Packungsdichte und hierdurch eine relativ zu den anderen Phasen hohe Hydratation der

Kopfgruppenregion auf.

Die fliissig-kristalline Lo-Phase stellt die physiologisch relevanteste, da fluideste, der be-
nannten Phasenzustéinde dar. Die hohe Fluiditét ist von grofer Relevanz fiir die Funktion
verschiedenster Membranproteine und weiterer Funktionen der Plasmamembran. Um die
Fluiditit der Membran zu gewahrleisten, kann die Membranzusammensetzung durch Va-
riation der Lipidmischung und die Einlagerung verschiedener membranaktiver Substan-
zen angepasst werden. Beispielsweise ldsst sich die Hauptiibergangstemperatur der

Membran durch den Einbau von Lipiden mit ungesittigten oder kurzen Kohlenwasser-
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stoffresten variieren, da hierdurch die intermolekularen Wechselwirkungskrifte ge-

schwiicht werden und somit weniger Energie zum Ubergang benétigt wird.

Die thermotropen Phaseniiberginge, welche durch Erhhung der Temperatur erzielt wer-
den konnen, konnen durch die Erhéhung des Druckes bei konstanter Temperatur umge-
kehrt werden. Auch in diesem Fall treten bei konstanter Temperatur charakteristische
Phaseniibergangsdriicke auf, welche von den gleichen Parametern abhingig sind wie die

Ubergangtemperaturen der thermotropen Phasenumwandlung.

i
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Abb. 2-3: Phasenzustiinde lamellarer Lipidmembranen in wissriger Losung.

Bei niedrigen Temperaturen herrscht in wéssriger Losung in lamellaren Phasen die Lg oder s, (solid or-
dered) Gelphase vor, welche sich durch eine all-frans Konformation der Alkylketten, eine sehr geringe
Fluiditét, geringe Diffusionsgeschwindigkeiten der Lipide und eine hohe Lipidordnung auszeichnet. Bei
steigender Temperatur erfolgt der Vorphaseniibergang zur Pg-Phase, welche sich durch die Ausbildung
einer periodisch gewellten Uberstruktur auszeichnet. Weitere Temperaturerhdhung fiihrt zur Ausbildung der
fliissig-kristallinen L,. oder ls. (von engl. liquid disordered) Phase, welche durch eine iiberwiegende gauche
Konformation der Alkylketten, eine geringe laterale Ordnung und hohe laterale Diffusion gekennzeichnet
ist. Die Anwesenheit von Cholesterin fiihrt zur Ausbildung einer fliissig-geordneten 1, (liquid ordered) Pha-
se, welche sich durch einen hohen Ordnungsparameter und eine hohe laterale Diffusion auszeichnet. Abbil-
dung adaptiert nach 1%,



Eine weitere Moglichkeit der Adaption der Lipidmembran an dulere Einfliisse besteht in
der Einlagerung von Cholesterin, welches ebenfalls in Abb. 2-1 dargestellt ist. Der Cho-
lesteringehalt natiirlicher Plasmamembranen liegt wie der Anteil der anionischen Lipide
in der Membran zellspezifisch zwischen 10 und 15 %. 1*! Die Einlagerung von Choleste-
rin bewirkt eine Erhohung der intermolekularen Wechselwirkungen durch die Interaktion
von Steroidgeriist und benachbarten Alkylketten der Lipide, wodurch die Alkylketten in
eine all-trans Konformation iiberfithrt werden. Dariiber hinaus wirkt das Cholesterin in
der Membran als Storfaktor, welcher die kristalline Packung der Lipidmolekiile stort,
wodurch ein Ubergang in die Pg-Phase verhindert wird. '!! Steigende Cholesterinkonzent-
ration fiihrt zu einer stetigen Verbreiterung des Hauptphaseniibergangs durch die Ausbil-
dung einer weiteren Phase, der fliissig-geordneten lo-Phase. Laterale Diffusionsgeschwin-
digkeiten sowie Rotation der Lipide sind vergleichbar mit der fliissig ungeordneten lg¢-
Phase, wihrend die Alkylketten der Lipide wie in der Lg-Phase meist in al/-trans Kon-

formation vorliegen. !l

2.1.4 Lipid-rafts

Lange Zeit wurden der Lipidmembran in biologischen Zellen hauptséichlich die Funktion
als zweidimensionales Losungsmittel fiir membrangebundene Proteine und andere funkti-
onelle Strukturen in der Membran zugeordnet. Diese Theorie wurde 1972 von SINGER &
NICOLSON in ihrem Fliissig-Mosaik-Modell beschrieben, welches die Lipiddoppelschicht
als eine weitestgehend homogene Struktur hoher lateraler Dynamik beschreibt. [} Jedoch
finden sich auf der extrazelluldren, dem Zytosol abgewandten Seite der Zellmembran in
eukaryotischen Zellen hauptsdchlich neutrale Lipidspezies, wihrend der intrazelluldre
Teil der Lipiddoppelschicht 10 — 15 % anionische sowie viele zwitterionische Lipide an-

treffen lasst, 513141

Zudem weisen Lipidmembranen bestehend aus mehreren Lipidspe-
zies in der axialen wie auch lateralen Membranstruktur weitere Inhomogenititen auf,
welche sich unter anderem durch unterschiedliche Schichtdicken der Membran ausdrii-
cken. Die Bereiche verschiedener Schichtdicken grenzen sich auch durch die Zusammen-
setzung der Bereiche von der umgebenden Matrix ab. Bereits 1977 wurde
durch ISRAELCHVILI gezeigt, dass verschiedene Proteine die Anordnung der Lipide in der

Membran beeinflussen konnen, indem diese zur Erlangung einer thermodynamisch giins-

tigeren Anordnung durch Vermeidung von Packungsdefekten geeignete Lipide an ihren
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Kontaktflichen zur Membranmatrix rekrutieren. ['*! Die voneinander abgegrenzten Berei-
che der Lipidmembran weisen dhnliche Effekte auf. Auch diesen Strukturen liegt die Re-
duzierung von - nach MOURITSEN aus seinem Matratzenmodell fortlaufend als hydropho-

be mismatches bezeichneten - Packungsdefekten zu Grunde. ¢!

Abb. 2-4: Fluoreszenzmikroskopiebilder Lipiddoménen / rafts

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von phasenseparierten Lipiddoménen in heterogenen Membransys-
temen in mit roter Fluoreszenz markierter lg. sowie unmarkierter l,-Phase. A) zeigt eine Querschnittsauf-
nahme eines Vesikels mit markierter fluider Phase. B) zeigt das Resultat mehrerer iibereinander gelegter
Querschnittsaufnahmen. Hier zeigt sich eine feine Verteilung der rot markierten fluiden Doménen auf der
Membranoberfliche. C) zeigt Doménenstrukturen einer solid-liquid Phasentrennung in einer heterogenen
Fiinf-Komponenten-raft-Membran, welche sich durch nicht zirkuldre Strukturen auszeichnen. D) zeigt die
Doménenverteilung unter zusétzlicher griiner Markierung der 1,-Phase. Hier wird die Koexistenz der beiden
getrennten Phasen im heterogenen raft-System besonders deutlich.

Durch die laterale Phasenseparation und Akkumulation von Lipiden dhnlicher Kettenldn-
gen wird somit die Anzahl der hydrophoben mismatches in der Lipidmembran reduziert.
Diese laterale Entmischung der Lipidspezies liegt somit in selektiven Lipid-Lipid-
Interaktionen sowie den Wechselwirkungen von Cholesterin mit den Phospholipiden be-

griindet, welche in thermodynamisch begiinstigter Reduzierung der Storstellen und somit
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auftretender Akkumulation der so genannten geordneten Membrandoménen oder /lipid-
rafts resultiert. '’ Diese Lipiddominen auf der Membranoberfliche sind als Aufnahmen
aus der Fluoreszenzmikroskopie in Abb. 2-4 dargestellt. Teilabbildung A zeigt hier die
Querschnittsaufnahme eines Vesikels mit durch rote Fluoreszenz markierter l¢-Phase.
Teilabbildung B zeigt hingegen das Resultat der Uberlagerung mehrerer Querschnittsauf-
nahmen verschiedener Fokalebenen, die zu einem Gesamtbild iiberlagert wurden. Es zeigt
sich eine feine Verteilung der rot markierten fluiden Doménen auf der Membranoberfla-
che. Dies ist in dem von SIMONS und IKONEN benannten Lipid-raft-Modell ['®! beschrie-
ben, in dem diesen mikroskopischen Domédnen eine wichtige Rolle fiir die Anordnung

von Membranproteinen und deren Konformation und somit Funktion zukommen. [8:1%]

In natiirlichen Zellen stellt sich eine Untersuchung und Beobachtung dieser Doméinen
aufgrund ihrer Groe und Lebensdauer jedoch als schwierig dar, weswegen dieses Modell
derzeit kontrovers diskutiert wird. [1%2% Die Erweiterung dieses Modellsystems durch
SACKMANN schliefit die zusétzlichen Interaktionen der Lipide und gebundenen Proteine
mit dem intrazelluldren Polymernetzwerk aus Aktin und weiteren Proteinen, dem so ge-
nannten Zytoskelett, auf der zytosolischen Seite der Membran sowie die Interaktionen mit
der bei natiirlichen Zellen vorliegenden, umgebenden Glykokalix, einer Schicht aus Zu-
ckergruppen, die an die Kopfgruppen der Lipide oder an die Membranproteine bindet,
ein. I Hierdurch wird die laterale Diffusion der Membrankomponenten reduziert und

1211 Fiir die Untersu-

eine Homogenisierung der Membrankomponenten unterbunden. [
chungen in der vorliegenden Arbeit wurden Modellmembransysteme als Rekonstruktion
dieser komplexen Systeme in vitro genutzt, welche die Komplexitit aufweisen, die oben
beschriebenen lipid-rafts auszubilden und die Moglichkeit bieten, diese unter verschiede-

nen Aspekten zu untersuchen.

2.2 Lipofektion

In den vergangenen Jahren gewann die Gentechnik zur Bewiltigung verschiedener dko-
logischer sowie medizinischer Probleme massiv an Bedeutung. Im Zuge dessen entwi-
ckelten sich verschiedene Methoden, durch die das Einbringen von Genen in die zur Re-
produktion genutzte Spezies, die so genannte Transfektion, ermoglicht wurde. Hierzu

zdhlen beispielsweise der Gentransfer mittels viraler Vektoren, welche eine hohe Effizi-
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enz, aber auch eine hohe Gefahr von Immunreaktionen und Komplikationen in vivo bis
hin zur Kanzerogenitit aufweisen. ?>2*! Einen weitereren Ansatz zum Gentransport stel-
len sogenannte Lipoplexe dar, welche die zu transferierende Nukleinsdure entweder in
Schichten von kationischen Lipidmembranen oder kationischen Polymeren einschlief3t,
um diese durch die Fusion mit den Zielsystemen in diese einzubringen. ! Obwohl diese
Methode in vivo eine geringere Effizienz aufweist, werden diese als immunologisch inert
vermutet, was verglichen mit der viralen Methode in einer geringeren Komplikationsge-
fahr resultiert. 2! Angetrieben durch die bessere in vivo Verwendbarkeit dieser Transfek-
tionsmethode erfreuten sich die kationischen Lipide und deren Verwendung in Membra-
nen zur Optimierung der so genannten Lipofektion gro3en Fortschrittes. Resultierend hie-
raus steht derzeit eine Vielzahl an kationischen Lipiden und Polymeren zur Verfiigung,
die zur Li-pofektion in Abhdngigkeit von zelluldren Spezifikationen herangezogen wer-
den konnen. 2223 Der weitere groBe Vorteil der Lipofektion liegt in der simplen Pripara-
tion der DNS transportierenden Lipoplexe. Hierbei werden die kationischen Lipide oder
Mem-bransysteme lediglich mit der DNS versetzt, was in einer Umlagerung der Nuklein-
sduren mit dem kationischen Membransystem, dem Beladen kationischer Vesikel mit der
Nukleinsédure auf der extrazelluldren Seite, oder einem schichtweisen Einschluss der Nuk-
leinsduren in groBeren Lipolexen resultiert 227! In allen Fillen entsteht ein kationischer
DNS-Lipid Komplex, welcher aufgrund seiner positiven Nettoladung auf der DNS-
abgewandten Seite zur Fusionsinduktion an natiirliche Zellmembranen fiihrt. Detaillierte
Mechanismen der Fusion sowie der Freisetzung der transferierten DNS in das Zielsystem
werden derzeit energisch diskutiert, wobei einige effizienzforderliche Faktoren identifi-
ziert wurden. Beispielsweise wird die Transfektionseffizienz durch den Einsatz so ge-
nannter helper-lipids wie Cholesterin oder DOPE gesteigert, welche die Induktion von
nicht-lamellaren Phasen innerhalb der Lipoplexmembran begiinstigen. 22262 Die fol-
genden Schritte der Fusion oder der Endocytose der Lipoplexe sowie die Freisetzung der
DNS sind jedoch bislang Gegenstand aktueller Forschung und bieten verschiedene Ansét-
ze der Interaktionen und Mechanismen dieser Prozesse. (2225272931 In der vorliegenden
Arbeit wurde ein neuartiges Molekiil auf der Basis lipidierter Imidazoliumsalze auf seine
Verwendbarkeit als transfektionsinduzierendes Additiv sowie auf die biophysikalischen

Einfliisse auf naturdhnliche Modellmembransysteme untersucht.
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2.3 PEG/Dextran Zwei-Phasen-System

Seit der versehentlichen Entdeckung von wissrigen Zwei-Phasen-Systemen (ATPS, von
engl. aqueous-two-phase-system) durch BEJERINCK im Jahr 1896 nach Mischung von
Starke und Gelatine, wurden diese Systeme durch ABERTSSON weiter untersucht und zeig-
ten seither eine Vielzahl niitzlicher Anwendungen auf. 2734 Die Herstellung dieser Sys-
teme zeichnet sich durch ihre simple Préparation aus, welche lediglich das Losen der
Komponenten in Wasser erfordert. [*3) Generell werden zwei relevante Arten von Zwei-
Phasen-Systemen unterschieden: Zum einen die Mischung zweier Polymere wie bei-
spielsweise Polyethylenglycol (PEG) und Dextran, zum anderen die Polymer-Salz Mi-
schung. Letztere hat in biologischen Anwendungen mit dem Nachteil hoher Ionenstdrken
zu kiimpfen, was die Polymer-Polymer Mischung vermeidet. [** In dieser Arbeit wird die
Polymer-Polymer Mischung aus PEG/Dextran herangezogen. Wissrige Zwei-Phasen-
Systeme weisen die Eigenschaft auf, in Abhingigkeit einer Vielzahl von Faktoren, in ei-
ner Mischphase, wie auch in zwei getrennten Phasen voneinander vorzuliegen. Bekannte
Faktoren hierbei sind das Molekulargewicht der Komponenten, deren Hydrophobizitit,
der pH-Wert des Systems, sowie in hohem MaBe die Temperatur. ! Die Separation von
Polymer-Polymer-Systemen liegt in der Aggregation und daraus folgender sterischer Ex-
klusion begriindet, wihrend die Polymer-Salz-Systeme durch die Adsorption von Wasser

t. 3738 Die Separation in zwei Phasen

an das Salz zur Exklusion der Polymerphase fiihr
wird durch einige Faktoren beeinflusst. Hierzu gehdren die Konzentration der einzelnen
Komponenten, deren Molekularmasse, sowie die Konzentration des eventuellen Salzes.
(32.39.40] Trotz vieler Bemiihungen steht bisher noch kein umfingliches Modell bereit, wel-
ches die Separation in fliissig-fliissig Mischungen vollends beschreibt. Stattdessen basie-
ren viele genutzte Modelle auf der Kombination verschiedener Theorien, welche jedoch

bereits eine groBe Bandbreite an Vorhersagen ermdglichen. (417461

Um Modellsysteme dem natiirlichen Vorbild noch weiter zu ndhern gilt es, die Lipidvesi-
kel liber die Komplexitdt der Membranstrukturen und der Ausbildung von /ipid-rafts hin-
aus zu optimieren. Fiir die Uberpriifung von Hypothesen und der Ubertragung dieser Er-
gebnisse auf natiirliche Zellsysteme stellt der intrazelluldre Bereich der Modellsysteme
eine weitere Herausforderung dar. Natiirliche Zellmembranen sind in diesem Bereich dem
Zytosol ausgesetzt, welches keineswegs wie in einfachen Modellsystemen einer wéssri-

gen Pufferlosung dhnelt, sondern durch viele Makromolekiile wie Proteine, Nukleinsadu-
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ren und Polysaccharide gefiillt ist. 7! Um diesem mit Makromolekiilen gefiillten Bereich
zu modellieren, konnen die oben beschriebenen wéssrigen Zwei-Phasen-Systeme heran-
gezogen werden. In dem in dieser Arbeit vorgestellten Projekt wird hierfiir die hiufig
verwendete Mischung aus PEG und dem Polysaccharid Dextran verwendet. 7% Diese
wassrige, makromolekulare Polymerlosung zeigt in Abhédngigkeit des Mischungsverhélt-
nisses der Komponenten sowie der Temperatur eine Mikrokompartimentierung innerhalb
des wissrigen Systems in Bereiche hdoherer Dextran- sowie hoherer PEG-

Konzentrationen, P2

1 Oberhalb einer mischungsspezfischen, kritischen Temperatur geht
dieses System wiederum in eine einphasige Losung der Polymere {iber. Eine Mikrokom-
partimentierung innerhalb des Zytosols natiirlicher Zellen wird ebenfalls beobachtet und
steht im Verdacht, fiir verschiedene Funktionen der Zellen von grof3er Bedeutung zu sein.
[50.53] Diese Mikrokompartimentierung innerhalb von Modellmembransystemen fiihrt zu
Modellsystemen natiirlicher Zellen, an welchen eine Vielzahl von Hypothesen in vitro
untersucht werden kann. Beispielsweise wurden von KEATING et al. Untersuchungen zur
Temperatur- und Osmolytabhingigkeit dieses Systems in einfachen Lipidvesikeln durch-
gefiihrt, was eine Vielzahl interessanter Phinomene, wie vollstandige oder teilweise Be-
netzung der Membranen durch die Komponenten des Zwei-Phasen-Systems, darauf fol-
gende Ausbildung von Ausstiilpungen oder die spontane Ausbildung von Membran-

Nanordhrchen zeigte. [49545°]

Eine druckabhingige Untersuchung dieses Zytosolmodellsystems in Vesikeln komplexer

Lipidzusammensetzung fand bisher jedoch noch nicht statt.
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3 METHODEN

Das folgende Kapitel dient der Einfiihrung in die Theorie der in dieser Arbeit verwende-
ten experimentellen Methoden der Biophysikalischen Chemie. Diese stellen sich im We-
sentlichen als spektroskopische, kalorimetrische sowie mikroskopische Methoden ver-

schiedener Ausfithrungen und Auflosungen dar.

3.1 FOURIER-Transformations-Infrarot (FT-IR)-Spektroskopie

Eine grundlegende, in den Studien dieser Arbeit angewandte Methode der Biophysikali-
schen Chemie stellt die FOURIER-Transformations-Infrarot-Spektroskopie dar. Hierbei
handelt es sich um eine spezielle Form der Infrarot (IR)-Spektroskopie, in der Molekiil-
gruppen durch Licht in einem Wellenliingenbereich von 800 — 10° nm angeregt werden.
Die Vorteile dieser Methode liegen in der kurzen Messzeit, dem geringen notwendigen
Probenvolumen sowie der zerstorungsfreien Natur dieser Messmethodik. Zudem kann
diese Art der Spektroskopie unter verschiedensten physiko-chemischen Gegebenheiten,

beispielsweise unter hohem Druck oder bei hohen Temperaturen durchgefiihrt werden.

Im Folgenden sollen die grundlegenden physikalisch-chemischen Phédnomene erldutert

werden, welche die FOURIER-Transformations-Infrarot-Spektroskopie nutzt.

3.1.1 Molekiilschwingungen
In der Schwingungsspektroskopie, zu der die hier beschriebene FT-IR-Spektroskopie
zdhlt, werden IR-aktive Molekiilgruppen durch Licht in einem Wellenldngenbereich von
800 — 10° nm zu Schwingungen und Rotationen angeregt. Hierbei entstehen drei haupt-
sdchliche zu unterscheidende Schwingungstypen. Zunéchst die Oberschwingungen, die
durch kurzwellige Nah-IR-Strahlung im Bereich von 800 nm bis 2,5 pm angeregt werden.
Dariiber hinaus die Grundschwingungen der Molekiilgruppen, welche im mittleren IR-
Bereich von 2,5 — 50 pum Wellenldnge angeregt werden und die vom Fern-IR im Bereich

von 50 — 10° pm Wellenliinge angeregten Geriistschwingungen. 4]
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Die Methodik der Schwingungsspektroskopie beruht auf der Anregung der Molekiilgrup-
pen durch Lichtabsorption. Hierbei wird nach Durchlaufen der Probe durch den Licht-

strahl entweder die Transmission 7" nach T* = (IL) +100% oder die Extinktion E* als
0

negativ dekadischer Logarithmus der Transmission 7" als Funktion der Wellenzahl ¥ =
1/2 betrachtet. [* Die Differenz zwischen den Lichtintensititen vor (/o) und nach Durch-
laufen der Probe (/) resultiert aus spezifischer Absorption von IR-Strahlung durch ent-
sprechende Molekiilgruppen, welche ebendiese von einem Grundschwingungszustand in
einen hoheren Schwingungszustand anhebt. Eine Grundschwingung der Molekiile und
Molekiilgruppen existiert flir jede Temperatur oberhalb des absoluten Nullpunktes. Ab-
sorption von IR-Strahlung tritt nur dann auf, wenn die Frequenz der IR-Strahlung exakt
der Grundschwingungsfrequenz einer im Strahl befindlichen Molekiilgruppe ent-

spricht. [

Die Schwingung einer solchen Molekiilgruppe kann in erster Néherung durch einen har-
monischen Oszillator beschrieben werden. Zur ndheren Beschreibung soll modellhaft ein
zweiatomiges Molekiil, bestehend aus zwei Atomen der Massen m; und m> im Abstand ro
betrachtet werden. Die Bindung der beiden Atome kann in diesem Modell als Feder be-
trachtet werden, welche nach dem HOOKEschen Gesetz bei Auslenkung um die Ruhelage

der Feder eine riicktreibende Kraft F erfahrt: %

Hierbei stellt £ die Kraftkonstante der Feder dar und steht modellhaft fiir die Starke der
Bindung zwischen den beiden Atomen, wéhrend x die Auslenkung der Feder um die Ru-
helage bei x = 0 beschreibt. Ebendiese Auslenkung bewirkt nach der Auslenkung eine
harmonische Schwingung, in welcher die in der Feder gespeicherte, potentielle Energie

Epot nach

1 2
Epot = E k x 3-2

beschrieben werden kann. [
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Anwendung des zweiten NEWTONschen Axioms liefert iiber

mit m als die Masse des Objektes und X als zweifache Ableitung der Auslenkung x nach
der Zeit ¢ die Differentialgleichung zweiter Ordnung fiir die Bewegung des harmonischen

Oszillators: P9

X o kx=0
m——+kx =
at? 3-4

Die Losung dieser Differentialgleichung liefert [

x(t) =Acos(2nvt + @)
3-5
wobei 4 die Amplitude, v die Frequenz der Oszillation und @ den Phasenverschiebungs-
winkel der resultierenden, periodischen Schwingung beschreibt. Die Frequenz v lésst sich

zudem in Abhéangigkeit von Federkonstante £ und Masse m als

1 |k

:E - 3-6

darstellen. %

Eine quantenmechanische Betrachtung dieses Oszillators erfordert die zeitunabhéngige

SCHRODINGER-Gleichung fiir den harmonischen Oszillator ¢

h d?

1
_— = lew2qfy —
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in welcher 7 das reduzierte PLANCK’sche Wirkungsquantum und u die reduzierte Masse

mqm;

nach p = beschreibt. Die Losung dieser Gleichung liefert die Eigenwerte

mq+m,

1
EV = hVO (U +_)
2 3-8

mit der PLANCK-Konstanten h, den moglichen Schwingungsquantenzahlen
v = 0,1,2,3...und der Eigenfrequenz v, = % \/%  [4.36]
Durch die Limitierung der moglichen Schwingungsquantenzahlen v liegen die Energieni-

veaus der Schwingungen somit dquidistant zueinander vor, wie in Abb. 3-1 a) verdeut-

licht ist. (4]

Absorption tritt somit nur auf, wenn die Energiedifferenz AE = E,,; — E, = hy, der

Energie des eingestrahlten Lichtquants entspricht. [*!

Energie
Energie

‘ - V.

7o Kern-Kern-Abstand 7y Kem—Kem'Abw

Abb. 3-1: Schematische Darstellung Potentialkurven

Vergleich der Potentialkurven des in A harmonischen, und in B anharmonischen Oszillators. Abbildung
adaptiert nach 41,
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Bei groflen Schwingungsamplituden versagt jedoch das Modell des harmonischen Oszil-
lators. Eine Dissoziation des Molekiils bei hohen Schwingungsenergien sowie ein steile-
rer Verlauf der Potentialkurve aufgrund des PAULI-Prinzips sind mit diesem Modell nicht
zu vereinbaren. Eine treffendere Alternative bietet der anharmonische Oszillator, verdeut-
licht durch das in Abb. 3-1 b) dargestellte MORSE-Potential. [* Hier sind die Abstinde
zwischen den Energieniveaus nun nicht mehr dquidistant wie beim harmonischen Oszilla-
tor, sondern konvergieren bei Anniherung an die Dissoziationsenergie Episs gegen null. [4!
Eine Berechnung der Auswahlregeln zeigt zudem, dass Uberginge nicht mehr nur zum
ndchst hoheren Energieniveau stattfinden konnen, so genannte Grundschwingungen, son-
dern auch zum iibernédchsten oder hoheren Niveaus (4v = +2, 43, ...), sogenannte Ober-

schwingungen. Bei Raumtemperatur gehen praktisch alle Uberginge von v = 0 aus. 47

Die Auspriagungsformen dieser Eigenschwingungen hingen vom geometrischen Aufbau
und der Anzahl der beteiligten Atome ab. Die hier betrachteten Schwingungen sollen
Normalschwingungen sein, bei denen die Atome nur so weit ausgelenkt werden, dass
keine Verschiebung des Schwerpunktes und keine Rotation des Molekiils erfolgt. Somit
lassen sich die Schwingungen in zwei grundlegende Bereiche, die Valenzschwingungen

und die Deformationsschwingungen, unterteilen (vgl. Abb. 3-2). [4!

Im Falle der Valenzschwingungen erfolgt die Auslenkung der Atome in Richtung der
Bindungsachse, wodurch sich Anderungen im Bindungsabstand ergeben. ¥ Diese
Schwingungen konnen als symmetrische (vs) oder als asymmetrische (vas) Streckschwin-
gungen auftreten. Diese Schwingungen absorbieren IR-Strahlung in Bereichen von 2900—
2940 cm! im Falle der asymmetrischen, und im Bereich von 2835-2865 ¢cm™ im Falle
der symmetrischen Streckschwingung, wodurch eine Zuordnung der Absorptionsbanden
im IR-Spektrum eindeutig moglich ist. Bei den Deformationsschwingungen dndert sich
der Bindungsabstand nahezu nicht. Anstelle dessen dndert sich periodisch der Bindungs-
winkel der gebundenen Gruppen. Auch hier ist eine Unterteilung in symmetrische (Js)
und asymmetrische (das) Deformationsschwingung moglich, da die Bindungswinkel bei-

der Gruppen jeweils in zwei Richtungen beeinflusst werden kdnnen. 4!
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/ Symmetrische \ Biege- Pendel-
Streckschwingung schwingung schwingung

) ) )
R

—>
) / ' VS )/
Asymmetrische Kipp- Torsions-
Streckschwingung schwingung schwingung

\Valenzschwingungen / \ Deformationsschwingungen /

Abb. 3-2: Schwingungsmoden

Uberblick iiber die mdglichen Normalschwingungen einer typischen CH,-Gruppe, unterteilt in Valenz-
schwingungen und Deformationsschwingungen.

3.1.2  Messtechnik

Die Messung der IR-Absorption der oben aufgefiihrten Schwingungsformen erfolgt durch
Infrarot-Spektrometer. Diese nutzen im Allgemeinen eine Lichtquelle, welche Licht be-
kannter Wellenldnge emittiert und, vermessen nach Passieren der Probe, die transmittierte
Intensitét. Dies wird fiir verschiedene definierte Wellenlédngen wiederholt. Auf diese Wei-
se werden die von der Probe absorbierten Wellenldngen deutlich und erlauben Riick-
schliisse auf die Zusammensetzung dieser. Diese Variante der Infrarot-Spektroskopie
stellt eine sehr zeitaufwandige und somit fiir Stérungen und Rauschen anféllige Messme-
thode dar. Diese Probleme lassen sich durch die Verwendung eines FOURIER-
Transformations-Infrarot (FT-IR)-Spektrometers beheben. Diese im Folgenden erlduterte
Methode weist Vorteile gegentiber der klassischen IR-Spektroskopie, wie die gleichzeiti-
ge Aufnahme weiter Spektralbereiche, hohere Lichtintensititen sowie ein hohes Signal zu
Rausch-Verhiltnis durch die Akkumulation aller IR-Signale gleichzeitig am Detektor
auf. [ Ein schematischer Aufbau eines FT-IR-Spektrometers ist in Abb. 3-3 dargestellt.
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Das Kernelement des FT-IR-Spektrometers bildet ein MICHELSON-Interferometer, beste-
hend aus einem halbdurchlédssigen Strahlteiler, welcher das eintretende Licht in zwei or-
thogonal zueinander verlaufende Strahlen teilt, einem fest installierten Spiegel, welcher
einen der geteilten Strahlen unverdndert zuriick reflektiert und einem rechtwinklig zum
festen Spiegel angeordneten, beweglichen Spiegel, welcher den zweiten der geteilten

Strahlen zuriick reflektiert, sodass sich die Strahlen am Strahlteiler wieder tiberlagern.

fester Spiegel

—
Strahlteiler
-
. . Lichtquelle
beweglicher Spiegel
Probenkammer
I -_ >

3

Detektor/PC &

3000 2950 2900 2850 2800
v/em?!

Abb. 3-3: Schematischer Aufbau FT-IR-Spektrometer

Schematischer Aufbau eines FT-IR-Spektrometers mit CH»-Streckschwingung als Beispielspektrum.

Die Variation der Position des beweglichen Spiegels fiihrt zu Unterschieden in der opti-
schen Weglinge x der beiden Spiegel. Entspricht dieser Unterschied in der optischen
Wegliange der Wellenldnge oder einem ganzzahligen Vielfachen dieser (x = nd |n =
0,1,2,3...), interferieren die beiden Strahlen bei der Rekombination konstruktiv, bei
Differenzen ungleich null oder nicht halbzahligen Vielfachen der Wellenlidnge destruktiv
(x = (n+ 1/2)2). I Nach dem Strahlteiler werden 50 % des so rekombinierten Strahls
durch die Probenkammer zum Detektor gefiihrt, wihrend die restlichen 50 % zuriick zur

Lichtquelle gefiihrt werden. Der Detektor misst nach Durchstrahlen der Probe die Lichtin-
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tensitét als Funktion der Position des beweglichen Spiegels, des sogenannten Spiegelvor-
schubs, und liefert somit als Messergebnis ein Interferogramm. Im Falle monochromati-
schen Lichtes und konstanten Spiegelvorschub entsteht somit ein cosinusformiger Intensi-

tatsverlauf entsprechend

I(x) = A(1 + cos(2mix)) 3-9

mitV = 1/A als Wellenzahl des betrachteten IR-Strahls und 4 als Kombination aus Inten-
sitéit des einfallenden Lichtes, Transmission sowie Reflektivitit des Strahlteilers. [ Poly-
chromatisches Licht fordert fiir 4 selbst eine Abhéngigkeit von der Wellenzahl, was oben
stehende Gleichung 3-9 zu

I(x) = fooA(ﬁ)(l + cos(2miix))dv
0 3-10

erweitert. ¥ Einfiihrung von I(o0) als Intensitiit bei groBer optischer Wegdifferenz liefert

fiir die Interferogrammfunktion F(x): 4

[ee]

F(x) =1(x) —I() = J A(@)(cos(2mix))dv 3.11
0

Mit Hilfe der FOURIER-Transformation ergeben sich aus dieser Gleichung die spektralen

Intensitdten A(¥):

[0e]

A(W) = 4J0 F(x) cos(2mvx) dx 3-12

Um ein Transmissons- oder Absortpionsspektrum zu erhalten, wird das so generierte

Spektrum durch ein zuvor bestimmtes Referenzspektrum A, (V) geteilt: 4!

3-13

A@) = —logT(¥) = —log <Ij14(0?>
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Als Endresultat wird ein Intensititsspektrum ausgegeben, welches die den Detektor errei-

chende Lichtintensitét gegen die Wellenzahl aufgetragen zeigt.

Zur Analyse von Phospholipiden mit der FT-IR-Spektroskopie konnen diverse Wellen-
zahlbereiche betrachtet werden. Sowohl die hydrophoben Alkylketten als auch die hydro-
philen Kopfgruppen der Molekiile weisen IR-aktive Gruppen auf. Von besonderer Rele-
vanz fiir diese Arbeit stellen sich die CH2-Gruppen der aliphatischen Kohlenwasserstoff-
ketten dar, welche im Bereich von 3000 — 2800 cm™! charakteristische symmetrische (bei
etwa 2850 cm™') und asymmetrische (bei etwa 2920 cm!) Streckschwingungen aufwei-
sen. Zudem lassen sich symmetrische und asymmetrische CHs- Valenzschwingungen bei
etwa 2956 und 2837 cm’!, sowie eine aus zwei Banden bei 1743 und 1728 cm™! zusam-
mengesetzte Carbonylbande aufldsen. Letztere ldsst aufgrund ihrer Sensitivitit gegentiber
der Polaritit der Umgebung Riickschliisse auf die Hydratation der Kopfgruppenregion der
Lipide zu. Hierbei entspricht die Bande bei 1743 cm™ einer nicht hydratisierten Kopf-
gruppe, wohingegen die Bande bei 1728 cm™! der hydratisierten Variante entspricht. %!
Das thermotrope Phasenverhalten von Phospholipiden lésst sich anhand der CH»- Streck-
schwingungen untersuchen, da die Position dieser Banden sehr konformationssensitiv ist.
In der Gelphase liegen in den Kohlenwasserstoffketten nahezu ausschlieBlich #rans-
Konfigurationen vor. Nach Ubergang in die fluide Phase liegen hier hauptsichlich gau-
che-Konformere vor, was sich durch eine Verschiebung der Maxima der entsprechenden

Schwingungsbande zu hoheren Wellenzahlen duflert.

3.2 Dynamische Differenzkalorimetrie

Die dynamische Differenzkalorimetrie (DSC, von engl. differential scanning calorimetry)
stellt die am hdufigsten genutzte Methode fiir quantitative kalorimetrische Untersuchun-
gen an Biomolekiilen dar. [ An Phospholipiden wird diese Methode genutzt, um die Pha-
senilibergangstemperaturen der thermotropen Phaseniibergéinge der Lipide und deren
Ubergangsenthalpien zu bestimmen. Es existieren zwei Modi, in welchen DSC-
Messungen erfolgen konnen, die dynamische Leistungsdifferenzkalorimetrie und die dy-

namische Wiarmestromdifferenzkalorimetrie.

Bei Anwendung der dynamischen Leistungsdifferenzkalorimetrie befinden sich zwei

hermetisch verschlossene Proben- und Referenzbehilter in einem thermisch isolierten
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GefiBl (isoperibole Bauart). [*) Proben- und Referenzbehilter befinden sich auf vonei-
nander getrennten Heizplatten, sodass beide Behélter unabhéngig voneinander beheizt
werden konnen. Zur Temperaturerfassung dienen an beiden Heizplatten separate Tempe-
raturfiihler. Das Aufheizen der Gefdlle erfolgt mittels einer zuvor festgelegten Heizrate
B = AT/At. ™ Bei dieser Messvariante ist gefordert, dass Probe und Referenz die glei-
che Temperatur aufweisen. Finden Phaseniibergéinge im Probengefal3 statt, so muss, ver-
glichen mit dem Referenzgefdl, eine hohere oder niedrigere Heizleistung angelegt wer-
den, um eine Temperaturdifferenz zu unterbinden. Gemessen wird in dieser Variante so-

mit die Heizleistung

AP = Pp — Py 3-14

mit Pp als Heizleistung fiir das Probengefd3 und Pr als Heizleistung fiir das Referenzge-
fiB. [ Diese Differenz ist proportional zum Unterschied AC(T) der Wirmekapazititen
der Probe Cp(T) und der Referenz Cg(T) nach: [l

AP(T)
AC(T) = Cp(T) — Cr(T) = 5 3-15

Das Resultat der Methode stellt eine Auftragung der Leistungsdifferenz AP gegen die
Temperatur T dar (siche Abb. 3-4). Im Falle wissriger Losungen von Biomolekiilen und
unter Verwendung von reinem Wasser als Referenz kann diese Warmekapazitatsdifterenz
als Wirmekapazitit der untersuchten Biomolekiile interpretiert werden, welche hier als
Cex(T) bezeichnet wird. [ Integration dieser Kurve im Temperaturbereich des en-

dothermen Phaseniiberganges liefert die Phaeniibergangsenthalpie: 4]

T;
AHZ[ Cex(T)dT 3-16

Ty

Der Beginn des Phaseniibergangs wird als omset temperature T,, bezeichnet und be-

stimmt sich als Schnittpunkt der Basislinie mit der Tangente am ersten Wendepunkt des
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Ubergangspeaks (vgl. Abb. 3-4). Das Maximum des DSC-Peaks stellt die Hauptphasen-

iibergangstemperatur T, der untersuchten Probe dar. [l

Y
/

C,=AC=APB' /TK?

Abb. 3-4: Schematische Darstellung DSC-Kurve

Schematische Darstellung eines DSC-Thermogramms eines Hauptphaseniibergangs. Abbildung adaptiert
nach I,

Die dynamische Wirmestromdifferenzkalorimetrie weist einen vereinfachteren Aufbau
auf, welcher in Abb. 3-5 schematisch dargestellt ist. In dieser Betriebsart werden beide
Gefdfe innerhalb einer ebenfalls thermisch isolierten Messkammer auf einer zentrosym-
metrischen Scheibe hoher Wiarmeleitfahigkeit positioniert, unter der an den entsprechen-
den Positionen der GefiBe Temperatursensoren verbaut sind. [**°! Beide GefiBe werden
iiber die Scheibe mit einer zuvor festgelegten, konstanten Heizrate erhitzt. Bei gleicher
Wirmekapazitdt von Probe und Referenz besteht keine Wérmestromdifferenz zwischen
den Stromen zu beiden GefdaBlen, was in einer gleichen Temperatur beider Gefa3e resul-
tiert. (%% Tritt in der Probe eine endotherme Phasenumwandlung auf, so duBert sich dies
als Temperaturdifferenz zwischen den beiden Temperaturmessstellen. Diese Temperatur-
differenz ist proportional zur Differenz der Warmestrome zum Proben- und Referenzge-
fal. Mit Hilfe des geréte- und messspezifischen Kalibrierfaktors K = AC/AT ergibt sich
aus dieser Temperaturdifferenz eine Wéarmekapazitatsdifferenz AC zur Auftragung und

Auswertung gemiB Abb. 3-4. 5% Diese Messmethode eignet sich sehr gut zur Bestim-
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mung der Phaseniibergangstemperaturen, liefert jedoch im Vergleich zur dynamischen
Leistungsdifferenzkalorimetrie zur Bestimmung der Ubergangsenthalpien geringere Ge-

nauigkeiten.

- D

Probe Referenz
i AT |

- )

Abb. 3-5: Schematische Darstellung DSC-Ofen

Heizofen

Schematische Darstellung des Aufbaus einer Wiarmestromdifferenzkalorimetrie-Apparatur. Abbildung
adaptiert nach [,

3.3 Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzbasierte Methoden stellen in der molekularen Biophysik eine hiufig genutzte
Methode dar, welche durch Variation der Fluorophore ein breites Erkenntnisspektrum
abdeckt. Beispielsweise konnen durch die Fluoreszenzspektroskopie Informationen tiiber
thermotrope und barotrope Phaseniiberginge von Lipidmembranen, sowie iiber laterale
Diffusion, laterale Membranordnung sowie Hydratation der Kopfgruppenregion der Mo-
dellmembranen gewonnen werden. Die fluoreszenzbasierten Methoden bediirfen auf-
grund der hohen Sensitivitdt der Fluoreszenzdetektion nur geringer Probemengen, sodass
Methoden bestehen, die mit subnanomolaren Konzentrationen oder gar Einzelmolekiil-

Detektion auskommen. 4
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3.3.1 Fluoreszenz
Grundlage der Fluoreszenzspektroskopie stellt die Nutzung von Fluorophoren dar. Die
Absorption von Energie in Form von elektromagnetischer Strahlung einer bestimmten
Wellenlidnge resultiert bei dieser Art von Molekiilen in der Anhebung des Energieniveaus
eines Elektrons vom Grundzustand in einen elektronisch angeregten Zustand. Diese Ab-
sorption eines Lichtquants erfolgt innerhalb von 107!° Sekunden. ™ Fluorophore sind,
anders als andere Molekiile, dazu in der Lage, diese aufgenommene Energie fiir eine rela-
tiv lange Zeit von 107 Sekunden zu speichern, bevor diese wieder als Resultat der Riick-
kehr in den elektronischen Grundzustand als Lichtquant emittiert wird. ! Da neben der
Emission als Lichtquant weitere mogliche Prozesse der Energicabgabe bei Relaxation in
den elektronischen Grundzustand existieren, ist es notwendig, diese ndher zu betrachten.
Zur Veranschaulichung dieser Prozesse dient eine Darstellung der moglichen Relaxati-

onswege in einem JABLONSKI-Diagramm (siche Abb. 3-6).

- A

Energietransfer auf

: Akzeptor
3 <

Sy v’ 2 2 _rrr’
OAA 3 r —

1SC I

All - | F <IC<Q {Chem
: Y -

. 3 D] )] 2

Sop v 2
0 (1) v ¢ ¥ > rd

A /

Abb. 3-6: JABLONSKI-Diagramm Fluoreszenz

Absorptions- und mogliche Relaxationsprozesse eines Fluorophors, dargestellt im schematischen
JABLONSKI-Diagramm. Abbildung adaptiert nach I,

Der elektronische Grundzustand S, sowie die elektronisch angeregten Zustinde S; der
Molekiile besitzen iiber diese Klassifizierung hinaus weitere Feinstrukturen, die Schwin-

gungszustéinde vj. Vor Anregung durch ein Photon entsprechender Wellenldnge des fol-
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genden Ubergangs befinden sich die Molekiile im Schwingungsgrundzustand v = 0 des
elektronischen Grundzustandes S,. ¥ Durch Absorption der Energie eines eintreffenden
Photons (A) innerhalb von 10> Sekunden werden die Molekiile entsprechend der zuge-
horigen FRANCK-CONDON-Faktoren in verschiedene Schwingungszustinde v' hoherer

elektronischer Zustinde S; oder hoher angehoben.

Aus diesen verschiedenen angeregten Zustinden erfolgen nun die Relaxationsprozesse,
wie sie in Abb. 3-6 dargestellt sind. Der als internal conversion (IC) bezeichnete Prozess
betitelt die Energieabgabe durch St6Be mit den umgebenden Losungsmittelmolekiilen
innerhalb von etwa 107!° Sekunden, welcher zur Desaktivierung des Energieniveaus auf
den unteren Schwingungszustand des elektronisch angeregten Zustandes S; (v' = 0)
fiihrt. Aus diesem Zustand konnen diverse Arten von Relaxation in den elektronischen
Grundzustand S, erfolgen. Zum einen kann auch hier erneut eine Absenkung des Ener-
gieniveaus durch internal conversion erfolgen, was aufgrund der groBen Energiedifferen-
zen mit 10 Sekunden eine vergleichbare Zeit in Anspruch nimmt wie eine weitere Mog-
lichkeit der Relaxation, die Fluoreszenz. [ Bei der Fluoreszenz (F) kann, wie bei der Ab-
sorption, entsprechend der FRANCK-CONDON-Faktoren der Ubergang aus dem untersten
Schwingungszustand des elektronisch angeregten Zustandes auch in hoéhere Schwin-
gungsniveaus als das Niveau v = 0 des elektronischen Grundzustandes erfolgen. Dieser
Effekt ist, verglichen mit dem absorbierten Licht, fiir eine Rotverschiebung des emittier-
ten Lichtes verantwortlich, welche durch die geringere emittierte Energie und somit nach
E = h ¢/ mit einer groBeren Wellenldnge begriindet ist. Weitere mogliche Relaxations-
prozesse stellen beispielsweise das Quenching (Q), welches oft als Fluoreszenzloschung
bezeichnet wird, dar. Hierbei wird die Energie des angeregten Molekiils durch Stofe mit
anderen Molekiilen ohne Emission von Photonen iibertragen. Bei rdumlicher Nihe kann
die absorbierte Energie des Weiteren ebenfalls strahlungslos auf ein passendes Akzeptor-
Molekiil iibertragen werden, wobei bei diesem so genannten FORSTER-Resonanz-
Energietransfer (FRET) die Emissions- und Absorptionsspektren der beiden beteiligten
Molekiile iiberlappen miissen. Dariiber hinaus kann die Energie des Anregungslichtes
auch fiir Reaktionen genutzt werden (Chem), wodurch ebenfalls eine Relaxation in den
Grundzustand erfolgt. Die letzte hier beschriebene Moglichkeit der Desaktivierung des
angeregten Molekiils ist der Interkombinationsiibergang (ISC von engl. intersystem cros-

sing). Hier gelangt das angeregte Molekiil durch quantenmechanisch - in einfacher Rech-
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nung - theoretisch verbotene, dennoch bei geringen Energiedifferenzen in merklichem
Ausmal} stattfindende Spin-umkehr, in hohere Schwingungszustéinde des elektronischen
Triplettzustandes T;. ™ Durch internal conversion wird auch in diesem elektronischen
Zustand der Schwingungsgrundzustand erreicht, von dem aus der ebenfalls quantenme-
chanisch verbotene und daher sehr langsam ablaufende Ubergang in den Singulett-
Grundzustand S, erfolgt. Dieser Ubergang (P) wird als Phosphoreszenz bezeichnet und

weist Geschwindigkeitskonstanten von 10 bis 10> Sekunden auf. (4!

3.3.2 Laurdan Spektroskopie

Fiir die in dieser Arbeit vorgestellten fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen fin-
det der bei einer Wellenldnge von A = 390 nm anregbare Fluorophor Laurdan (1-(6-
(Dimethylamino)-2-naphthalyl)-1-dodecanon) Anwendung, dessen Struktur im Anhang in
Abb. 10-1 dargestellt ist. Dieser Fluorophor bietet aufgrund seiner Struktur eine empfind-
liche Sonde fiir das thermo- sowie barotrope Phasenverhalten von Phospholipidmembra-
nen. Dies resultiert aus der hohen Empfindlichkeit des Molekiils fiir die Polaritdt des um-
gebenden Mediums und den in der fliissig-kristallinen Phase vorliegenden gauche-
Konformeren, welche eine Diffusion von polaren Wassermolekiilen in die Membran er-
moglichen. Somit kdnnen ebenfalls Riickschliisse auf die Hydratation der Kopfgruppen-
region von Lipidmembranen gezogen werden, da sich das Laurdan im Grenzbereich zwi-
schen unpolarer Alkylkette und polarer Kopfgruppe nahe der Estercarbonylgruppe der
Phospholipide einbaut. [6!]

Anderungen der Polaritit des umgebenden Mediums zeichnen sich als sogenannter
STOKES-Shift des Emissionsspektrums des Fluorophors aus, welcher durch das Prinzip
der generalisierten Polarisation quantifiziert werden kann. Die Ausbildung dieses Shifts
wird im spéteren Verlauf dieses Kapitels detailliert beschrieben. Eine unpolare Umge-
bung zeichnet sich bei Laurdan durch eine Emissionswellenlinge von 4 = 440 nm, eine
polare Umgebung durch eine Emission bei 1 = 490 nm ab. [/ Die Intensitéiten beider

Wellenldngen werden fiir die Quantifizierung als generalisierte Polarisation nach

Iya0 — Lo
Gp = 20 4% i
Iya0 + L1990 3-17
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normiert, um eine Abhiingigkeit von geritespezifischen Parametern zu eliminieren. (6!l

Die Messanordnung, die zu dem messbaren STOKES-Shift fithrenden Prozesse, sowie die
generalisierten Polarisationen einer thermo- sowie barotropen Phasenumwandlung einer

Lipidmembran sind in Abb. 3-7 dargestellt und sollen im Folgenden erldutert werden.

v, GP= {440 1490
IR | e Iya0+ls00

fHlau
©
3

Anregungs-
monochromator

: Je I'nm

Lichtquelle
s ) @l S Relaxy; Dipol
Emissions- 1 atiop ipolmoment
monochromator des Fluorophors

l Dipolmoment
des Losungsmittels

Photonen-
detektor

Abb. 3-7: Schematische Darstellung Laurdan-Fluoreszenzspektroskopie

Vereinfachte, schematische Darstellung der Fluoreszenzspektroskopie-Messanordnung, der zum STOKES-
Shift fithrenden Prozesse sowie die beispielhafte GP-Kurve einer Phasenumwandlung einer Lipidmembran.
Abbildung adaptiert nach ™1,

Bei der statischen Messung der Fluoreszenzintensitdten wird kontinuierlich das Licht ei-
ner vorgeschalteten Lichtquelle durch den Anregungsmonochromator, welcher bei Bedarf
durch einen Polarisator erginzt werden kann, in die Probe eingestrahlt. Orthogonal zu
diesem eingestrahlten Licht wird nach Passieren des Emissionsmonochromators, eben-
falls bei Bedarf durch einen Polarisator zu ergénzen, die Intensitéit des Fluoreszenzlichtes

am Photonendetektor aufgezeichnet. Da gleichzeitig die Moglichkeit besteht, die Absorp-
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tion und somit die Extinktion des Anregungslichtes zu vermessen, kann mit dieser An-
ordnung auch die Quantenausbeute als Quotient der Intensitdt des Fluoreszenzlichtes und
der Intensitit des absorbierten Lichtes bestimmt werden. [*) Die Anwendung von dynami-
schen Anregungs- und Emissionsmonochromatoren bietet die Moglichkeit, durch Variati-
on je einer der Wellenldngen Emissionsspektren, sowie ein Anregungsspektren eines Flu-

orophors aufzunehmen.

Die Emissionswellenlédnge des Fluorophors ist, wie bereits oben angefiihrt, stark abhingig
von der Polaritit der Umgebung. [ Der Effekt des Losungsmittels ist in der Detailansicht
im unteren, rechten Bereich der Abb. 3-7 dargestellt. Liegt der Fluorophor in einer pola-
ren Umgebung vor, so richten sich die Dipolmomente des Fluorophors und die des umge-
benden Losungsmittels antiparallel zueinander aus. Eine Anregung des Fluorophors aus
dem elektronischen Grundzustand S, in den elektronisch angeregten Zustand S; durch
Absorption von Photonen innerhalb von 107'° s fiihrt jedoch zu einer Verinderung des
Fluorophor-Dipolmomentes in Stirke und Richtung. Resultierend richten sich die Lo-
sungsmittelmolekiile erneut aus, sodass die Dipolmomente antiparallel zueinander stehen.
Dieser Prozess ist etwa 107'° s nach Anregung des Fluorophors abgeschlossen. ™ Dies
fiihrt zu einer Stabilisierung des S;-Zustandes und somit zu einer energetischen Absen-
kung dessen. Nach Emission des Photons nimmt der Fluorophor wieder das Dipolmoment
an, welches er vor der Anregung besal3. Da die Losungsmittelmolekiile fiir diese Ausrich-
tung energetisch unglinstig orientiert sind, liegt dieser S,-Grundzustand bis zur Relaxati-
on der Orientierung der Losungsmittelmolekiile, in eine erneut antiparallel zum Fluoro-
phor Dipolmoment orientierte Ausrichtung, energetisch hoher als der Gleichgewichtszu-
stand. Dies resultiert in einer zur unter 3.3.1 beschriebenen, durch internal conversion
hervorgerufene, additionalen Rotverschiebung des Anregungslichtes im der Gréfenord-
nung von 20 bis 50 nm, abhingig von der Polaritit des Losungsmittels, welcher als
STOKES-Shift bezeichnet wird. ! Der Verlauf der Emissionsspektren des verwendeten
Fluorophors Laurdan fiir einen Phaseniibergang einer Lipidmembran ist beispielhaft
ebenfalls in Abb. 3-7 dargestellt und zeigt fiir steigende Temperatur beziehungsweise fiir
abfallenden Druck die Abnahme des Emissionsmaximums bei 4 = 440 nm und eine

Ausbildung eines neuem Emissionsmaximums bei A = 490 nm.
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3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Eine unverzichtbare Methodik in Biologie, Biophysik und Biochemie ist die Lichtmikro-
skopie. Die Lichtmikroskopie wird genutzt, um auf nichtinvasive Weise Untersuchungen
an Geweben und Zellen in hoher Ortsauflosung und starker Vergroferung durchzufiihren.
Diese Methode ist mafigeblich fiir grundlegende Entdeckungen, wie die Existenz von
Zellen, Zellorganellen oder dem Zellkern, verantwortlich. [ Im Folgenden soll die in
dieser Arbeit genutzte Technik der Mikroskopie und ihre Modifikation fiir Hochdruckun-

tersuchungen an Biomembranen prasentiert werden.

3.4.1 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie
Die klassische Lichtmikroskopie unterliegt einigen Einschriankungen beziiglich Auflo-
sung und Vergroferungsvermogen, welche in der Wellenldnge und der Beugung des ver-
wendeten Lichtes begriindet sind. ! Die wellenlingenabhiingige Begrenzung des Aufls-
sungsvermogens eines Lichtmikroskopes ist nach ABBE bestimmbar als kritischer Ab-
stand d, in dem zwei Objekte gerade noch gut getrennt abgebildet werden konnen und ist
berechenbar nach:

0,614

d= nsin(a) 3-18

Wobei A die Wellenlinge des Lichtes, @ den halben Offnungswinkel des verwendeten
Objektivs und n den Brechungsindex des Mediums zwischen Objektiv und Probe be-
schreibt. [* Der Term n sin(a) wird in der Optik als numerische Apertur (NA) bezeichnet
und stellt eine grundlegende Eigenschaft der verwendeten Objektive dar, welche einen
maximalen Wert von etwa 1,7 erreichen kann. ) Aus Gleichung 3-18 wird deutlich, dass
das Auflosungsvermogen eines Lichtmikroskopes mit sinkender Wellenldnge des ver-
wendeten Lichtes steigt. Darliber hinaus kann das Aufldsungsvermodgen eines Lichtmik-
roskopes gesteigert werden, indem der Brechungsindex n zwischen Probe und Objektiv
gesteigert wird. Dies kann durch die Verwendung eines Immersionsols zur Mikroskopie
erreicht werden, welches Brechungsindizes von n = 1,5 realisieren kann. [l Im Allge-

meinen ist der Brechungsindex n < 2 und liefert als numerische Apertur: 4]
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3-19

Dies bedeutet, dass Objekte die weniger als eine halbe Wellenldnge des verwendeten
Lichtes voneinander entfernt vorliegen, mittels Lichtmikroskopie nicht getrennt wahrge-
nommen werden konnen. Bei der Verwendung von blauem Licht von 4 = 400 nm liegt
die Aufldsungsgrenze somit bei etwa 200 nm. [ In Kombination mit dem Auflésungs-
vermodgen des menschlichen Auges, welches Objekte bis 0,2 mm Distanz getrennt von-
einander wahrnehmen kann, wiirde bei Verwendung dieser Wellenldnge eine 1000-fache

VergroBerung bendtigt, um die Leistungsfihigkeit des Mikroskopes auszuschopfen. 4]

Aufgrund von Streuung und Beugung tritt bei der Fokussierung von Licht durch eine Lin-
se stets Streulicht auf, was zu einer Unschirfe des erzeugten Bildes fiihrt. Die Auflésung
eines Mikroskopes kann mit Hilfe der Punktspreizfunktion (PSF, von engl. point-spread-
function) beschrieben werden, die den Bereich angibt, in welchem ein idealisiertes,
punktformiges Objekt nach Abbildung durch ein System auftauchen kann. Die erreichba-
re laterale Auflosung eines konventionellen Mikroskopes kann anhand der Breite auf hal-
ber Maximalhdhe dieser Funktion (LFWHM, von engl. lateral full-width half-maximum)

angegeben werden: (4]

A
LFWHMyq,y = 0,51 NA 3-20

Aquivalent hierzu lisst sich die axiale Auflésung des konventionellen Mikroskopes (4F-

WHM, von engl. axial full-width half-maximum) mittels der PSF bestimmen. [¢!

2
AFWHM, o, = 0,89n e 3-21

-33-



Methoden

Fluoreszenzmikroskopie

CCD Kamera

— Spiegel
- s
Detektor
Lochblende " K Lichtquellen

’ Lochblende

Dichroitischer :
Spiegel

Lichtquelle &
Monochromator

-

<« & J = Objektivlinse

Probe

Abb. 3-8: Schematische Darstellung Fluoreszenzmikroskopie

Schematischer Aufbau eines konfokalen Fluoreszenzmikroskopes mit Anregungslicht (griin), Fluoreszenz-
licht (rot) und auBerfokalem Streulicht (gelb).

Um Streulichtbestandteile sowie Licht aus nicht fokussierten Ebenen zu eliminieren, wer-
den in der konfokalen Laserscanningmikroskopie Lochblenden verwendet, wie sie in der
schematischen Abbildung eines solchen Mikroskopes in Abb. 3-8 dargestellt sind. Mit
Hilfe dieser Lochblenden ist es bei einer rasterartigen Punkt-fiir-Punkt-Belichtung der
Probe moglich, die auBerfokalen Streulichtanteile aus dem Bild zu eliminieren. Hierzu
wird die Probe mittels einer punktférmigen Lichtquelle bestrahlt, welche auf die erste
Lichtquellen-Lochblende fokussiert wird. Dieses Licht wird auf einen dichroitischen
Spiegel geleitet, welcher das Licht auf die Mikroskopoptik lenkt. [*! Durch die Objektiv-
linse wird das Licht in der Probe fokussiert, in der die dort verorteten Fluorophorsonden

zur Fluoreszenz angeregt werden. Das aus der Probe emittierte, rotverschobene Fluores-
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zenzlicht wird durch die Objektivlinse fokussiert und durch den dichroitischen Spiegel
durch die Detektor-Lochblende zum Detektorsystem gefiihrt. Wie in Abb. 3-8 gut zu er-
kennen ist, werden durch diese Lochblenden aulerfokale Beitrdge aus anderen Ebenen als

der fokussierten Ebene aus dem Bild eliminiert.

Diese Methode bedarf im Vergleich zu konventioneller Lichtmikroskopie Lichtquellen
hoher Energie, beispielsweile Laser, sowie einer Punkt-fiir-Punkt-Rasteraufnahme der
Probe. Das Resultat der durch die Lochblenden hervorgerufenen Filterung der aullerfoka-
len Beitrage zeigt sich deutlich in der Betrachtung des Aufldsungsvermogens des Mikro-

skopes. Die lateralen und axialen Punktspreizfunktionen ergeben sich fiir diese Anord-

nung zu: (62]
A
LFWHMyont = 0,37 1 3-22
Und
AFWHM, = 0,64 A
konf — Y, n— m 3-23

3.4.2  Hochdruck-Fluoreszenzmikroskopie
Um die Eigenschaften von Lipid-Modellmembranen, insbesondere Struktur und Dyna-
mik, unter extremen Einfliissen zu studieren, ist es notig, neben der mit relativ einfachen
Mitteln zu regulierenden Temperatur der Membranen auch den Druck als wichtigen
thermodynamischen Parameter zu untersuchen. [**! Hohe Driicke beeinflussen den Hydra-
tationsgrad, die Querschnittsfliche der Lipidmolekiile, sowie die Konformationsordnung
der Bestandteile der Biomembranen, welche sich als hochsensitiv gegeniiber dieses Pa-
rameters darstellen. [*4%®) Insbesondere die lyotropen Phaseniibergiinge, die allgemeine
Struktur der Modellmembransysteme, sowie die Interaktion mit additiven Proteinen oder
anderen Agenzien stehen in dieser Arbeit im Fokus der Untersuchungen. Zur Untersu-

chung dieser Parameter ist somit eine Messzelle vonnéten, welche es erlaubt, diese hohen
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Driicke fiir die Fluoreszenzmikroskopie zuginglich zu machen. Hierbei ist es von hoher
Relevanz, die optische Auflosung der aufgenommenen Bilder, trotz baulich fiir die
Druckstabilitdt notwendigen Materialstirken, aufrecht zu erhalten. Die in dieser Arbeit
verwendete Zelle wurde nach dem Vorbild von BROOKS ef al. durch N. ERWIN im Zuge
ihrer Dissertation konstruiert und validiert. ['®67! Niihere Details zum Aufbau der Druck-

zelle sind den genannten Arbeiten zu entnehmen.

3.5 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS, von engl. dynamic light scattering) bietet als Me-
thode die Moglichkeit, zeitaufgeldst Anderungen in der Lichtstreuung zu vermessen, die
durch Suspensionspartikel ausgeldst werden. Hierdurch sind Untersuchungen der Transla-
tions-, Rotations- und intramolekularen Bewegungen von Biomolekiilen médglich. #! Im
Allgemeinen bieten Lichtstreuexperimente abhidngig von der Wellenldnge des einge-
strahlten Lichtes zudem das Potential, quantitativ Informationen iiber Form, Grof3e und
Struktur von Biomolekiilen in Lésung zu liefern. *) Die Art der Lichtstreuung kann, ab-
héngig davon, ob ein Energieiibertrag stattfindet, grundsatzlich zwischen elastischer
Streuung, wie der RAYLEIGH-Streuung, quasielastischer sowie unelastischer Streuung wie
der RAMAN-Streuung unterschieden werden. Erstere soll aufgrund Threr Nutzung in den

Streuexperimenten dieser Arbeit im Folgenden genauer beleuchtet werden:

Die RAYLEIGH-Streuung beschreibt die Interaktion von elektromagnetischer Strahlung mit
kugelformigen Partikeln, deren Grof3e unterhalb der Wellenldnge des eingestrahlten Lich-
tes liegt und deren Absorption erst im ultravioletten Bereich stattfindet. [®8 Bei Zusam-
mentreffen von Lichtwelle und Partikel wird das Licht entsprechend der Polarisierbarkeit
a des betreffenden Partikels gestreut, wobei das Verhéltnis der Intensitéit des gestreuten

Lichtes I zu der des eingestrahlten Lichtes I, nach [*58

I,  ma? 1+ cos?(20)
I, €2r2)t 2

324
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gegeben ist. Hierbei beschreibt A die Wellenlédnge des eingestrahlten Lichtes, r den Ab-
stand zum Partikel, € die Influenzkonstante des Partikels und 26 den Streuwinkel, in wel-
chem die Intensitdt gemessen wird. Mit Hilfe der CLAUSIUS-MOSOTTI-Gleichung kann die

Polarisierbarkeit des Partikels durch die Brechungsindiezes n der Losung ersetzt werden:
[4,68]

N

— 2 2
v (“ - aLdsungsmittel) =& (Tl - nL(‘jsungsmittel) 3-25

Die Extinktion bei der RAYLEIGH-Streuung zeigt somit eine 1/1* Abhingigkeit von der
eingestrahlten Wellenlinge. [*®) Praktisch bedeutet dies, dass Wellenlingen hoher Energie
entsprechend ihrer kurzen Wellenlidnge stirker an Partikeln gestreut werden, als die Wel-

len energiearmer Strahlung.

Detektor

Linse

W / v Polarisations-
\ by filter

Lochblende
Laser A A \“. \ Lochblende
L—T "} q |
* \ ,l
| — —
Linse Probe

Abb. 3-9: Schematische Darstellung DLS

Schematische Darstellung der Messapparatur fiir dynamische Lichtstreuung. Abbildung adaptiert nach 1,
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In Abb. 3-9 ist die Messanaordnung fiir die dynamische Lichtstreuung schematisch darge-
stellt. Hierbei wird der Lichtstrahl eines kontinuierlich arbeitenden Lasers auf eine Kiivet-
te mit der Probeldsung gerichtet. ) Um storende Lichteffekte durch Lichtbrechung an der
Oberflache der Kiivette zu minimieren, muss hierfiir der Brechungsindex des Kiivetten-
materials bekannt sein um diesen softwareseitig mit einzubeziehen. Das von der Probe
hervorgerufene Streulicht wird in einem Streuwinkel von 26 von einem Detektorsystem
bestehend aus Photonenvervielfacher und Photonenzéhler detektiert. Eine zeitabhidngige
Analyse stellt im Gegensatz zur Aufsummierung der Zahlimpulse den Unterschied zwi-
schen der statischen und der dynamischen Lichtstreuung dar. ! Trifft das Licht in der
Probe auf Partikel, welche den oben genannten Anforderungen der RAYLEIGH-Streuung

geniigen, so wird ein kleiner Teil des eingeschickten Lichtes in alle Richtungen gestreut.

Die Streuung resultiert aus der Interaktion der eingesandten elektromagnetischen Welle
mit den Elektronenwolken des Partikels, wodurch ein entsprechender oszillierender Dipol
induziert wird. ™ Die hieraus resultierenden, emittierten elektromagnetischen Wellen
konnen mit den emittierten Wellen benachbarter Partikel im Illuminationsvolumen inter-
ferieren, wodurch am Detektor ein vom relativen Abstand der Streuzentren abhingiges
Interferenzmuster aufgenommen wird. Durch die BROWNsche Molekularbewegung und
den daraus resultierenden verdnderlichen, relativen Abstinden der Streuzentren resultie-
ren stetig variierende Interferenzen im Illuminationsvolumen, was sich in einer Fluktuati-

on der Zahl der unter dem Winkel 260 detektierten Photonen mit der Zeit duBert. 4!

3.5.1 Partikelgrofie
Die dynamische Lichtstreuung wird in der Biophysik oft zur Bestimmung der Partikel-
groBBe kolloidaler Systeme genutzt. Hierflir wird die Intensititskorrelationsfunktion C(7)
auf die aufgenommenen Photonenzahlen angewendet, in deren Berechnungsverlauf die
relativen Abstdnde der Streuzentren von zentraler Bedeutung sind. Die relativen Abstidnde
der Streuzentren lassen sich mit Hilfe des Streuvektorbetrags Qg als 2m/(Qg darstellen,

wobei fiir Qg

Qs =n (7) sing 3-26
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mit dem Brechungsindex n, der Wellenliinge A und dem Streuwinkel 6 gilt. [*°! Kleine
Werte fiir Qg entsprechen groBlen Abstéinden der Streuzentren, wodurch aus dem DLS-
Signal Informationen tiber die Translationsbewegung des Molekiils erhalten werden kon-
nen. Hohe Werte fiir Q5 und somit groBBe Werte fiir 26 entsprechen Fluktuationen in der
GroBe der Partikel. Zusitzlich konnen in diesem Fall Informationen {iber Molekiilrotation
und intramolekulare Bewegungen ermittelt werden. ! Bei der anzuwendenden Autokor-
relationsfunktion wird die Photonenintensitidt des Streulichtes zu einer bestimmten Zeit
t; mit der Intensitit einer spiteren Zeit t; + T multipliziert, bei der T die Korrelationszeit
beschreibt. [*! Es folgt eine Aufsummierung und Normierung iiber n Signale gleicher Kor-

relationszeit nach: !

1 n
JOEEDWAGRHACEE) 327
i=1

Fiir T = 0 resultiert die Korrelationsfunktion der mittleren quadratischen Streuintensitéit <
12 > als Maximum von C (7). Bei hohen Korrelationszeiten treten im Messsignal unkor-
relierte Photonenintensititen auf, wodurch die Korrelationsfunktion in diesem Fall das
Quadrat der mittleren Intensitit < I > 2 angibt. [*! Bei nicht periodischer Intensititsfluk-
tuation I(t;) fillt die Korrelationsfunktion monoton von < I? > auf < I > % ab, was

durch die SIEGERT-Gleichung beschrieben ist: 46

C(1)
—— 7 —1+4 2
<L>? + A| g1 (D] 3.28

wobei A eine Konstante darstellt. Die Funktion g;(7) kann in verdiinnten, monodispersen

Losungen als

g1(t) = e™P’" 3-29

dargestellt werden, wobei D den Translationsdiffusionskoeffizienten des betrachteten

Partikels beschreibt. [ Mit Hilfe der STOKES-EINSTEIN-Gleichung
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_ kgT
~ 6mnRy,

3-30

kann nun anhand der BOLTZMANN-Konstanten kg, der Temperatur T sowie der Viskositét
der Losung n der hydrodynamische Radius eines als sphirisch angenommenen Partikels

Ry, bestimmt werden. (6%

3.5.2 Zeta-Potential

Die Methode der dynamischen Lichtstreuung bietet weitergehend die Moglichkeit der
Bestimmung des so genannten Zeta ({)-Potentials, welches bei der Betrachtung von Bio-
membranen aufgrund der natiirlich vorkommenden, anionischen Phospholipide von gro-
Bem Interesse ist. Eine schematische Darstellung dieses Potentials und dessen Ursprung
ist in Abb. 3-10 einzusehen. An der Oberflache eines geladenen Partikels mit dem Ober-
flichenpotential ¥, lagern sich durch Adsorptionsvorgénge lonen der entgegengesetzten
Ladung an und bilden somit eine elektrische Doppelschicht um das Partikel herum. Diese
wird als STERN-Schicht bezeichnet und ist relativ fest mit der Partikeloberfliche verbun-
den. 1 Umgeben ist diese Doppelschicht von der GOUY-CHAPMAN-Schicht, welche sich
von der STERN-Schicht bis an den umgebenden, elektrisch neutralen Losungsmittelraum
erstreckt und sich als diffuse, bewegliche Schicht darstellt. ¥} Diffundiert ein solches Par-
tikel frei in Losung, so wird diese diffuse Doppelschicht in Teilen abgeschert, was zur
Ausbildung einer Scherschicht fiihrt. ¥ Das elektrische Potential an eben dieser Scher-
schicht wird als {-Potential bezeichnet und gibt Auskunft iiber Adsorption von Ionen an
die geladene Partikeloberfliche. Die Bestimmung dieses Potentials erfolgt {iber die Wan-
derungsgeschwindigkeit der geladenen Partikel in einem elektrischen Feld nach HELM-
HOLTZ-SMOLUCHOWSKI nach: [

_
¢= €Eq) 3-31

wobei 1 die Viskositit, v die Wanderungsgeschwindigkeit der Teilchen, € die Dielektrizi-

titskonstante des Losungsmittels und E; die elektrische Feldstirke beschreibt. [*!
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Schematische Darstellung des {-Potentials, der STERN- sowie der Scherschicht und deren Lokalisation iiber
einer elektrisch geladenen Grenzflédche.

Abb. 3-10: Schematische Darstellung Zeta-Potential

Die Teilchengeschwindigkeit kann mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung unter der
Durchfiihrung einer Laser-Doppler-Elektrophorese bestimmt werden. ) Hierzu passieren
die geladenen Partikel entsprechend des angelegten elektrischen Feldes den Laserstrahl
und streuen, wie oben beschrieben, das eingesendete Licht. Aufgrund des Dopplereffektes
kommt es durch die Teilchengeschwindigkeit zu einer Frequenzverschiebung dieses Lich-
tes. 1) Diese Frequenzverschiebung ist aufgrund ihrer sehr geringen Ausprigung mit den
iiblichen spektroskopischen Verfahren nahezu nicht detektierbar. Aus diesem Grunde
wird das Interferenzprinzip verwendet, bei der das frequenzverschobene Licht mit dem
Licht der Laserquelle interferiert, was sich als Anderung der Intensitit des Lichtes &u-
Bert. [ Die Frequenz der Schwiichung der Lichtintensitit entspricht exakt der Differenz-
frequenz des Dopplereffektes. ) Die hieraus bestimmbare Teilchengeschwindigkeit v ist
laut Gleichung 3-31 abhéngig von der Oberflichenladung an der Scherschicht des Parti-
kels, sodass hieraus das {-Potential bestimmt werden kann. ) Detailliert erfolgt die
Messsignalauswertung iiber die Anzahl der Interferenzstreifen pro Zeiteinheit und eine
Korrelationsfunktion entsprechend einer periodischen Fluktuation. Die Uberlagerungsan-
teile durch statistische BROWNsche Molekularbewegung, welche zu einer Verbreiterung

der gemessenen Frequenz fiihren, kann als vorherige Analyse der Probe ohne anliegendes
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elektrisches Feld subtrahiert werden. ) Das hiermit ermittelte Mobilititsspektrum kann

nach HENRY als Zeta-Potentialverteilung der Form ™)

2¢e¢
Ug = gf(’C %) 3-32

mit der Mobilitit Ug, dem Zeta-Potential {, der Dielektrizitdtskonstante €, dem Viskosi-
tatskoeffizienten n, der Dicke der elektrischen Doppelschicht k¥ sowie dem Kugelradius
der kolloiden Teilchen 1, dargestellt werden. Anwendung der Gleichung nach SMOLUCH-

OWSKI bei Partikeln eines Radius iiber 20 nm liefert ]

_ Uen
S

¢ 3-33

was unter Anwendung von Ug = v/E, in Gleichung 3-31 {ibergeht.

3.6 Rasterkraftmikroskopie

Die Analyse von Biomembranen auf der Nanometerskala ist von groBem Interesse im
Hinblick auf die Ausbildung und Funktionalitit von lipid-rafts. Hier stoB3t die Standard-
Lichtmikroskopie jedoch an ihre Grenzen, weswegen fiir Ortsauflosungen dieser GroBen-
ordnung die Methode der Rasterkraftmikroskopie (AFM, von engl. atomic-force-
microscopy) Anwendung findet. Diese Art der Mikroskopie stellt die Weiterentwicklung
der Rastertunnelmikroskopie dar, welche nur zur Untersuchung elektrisch leitender Ober-
flichen geeignet ist. Hierfiir wird im Allgemeinen eine mikroskopisch kleine Spitze mit-
tels Federkraft auf die Oberflidche einer Probe gebracht, welche das Oberflachenprofil der

Probe abrastert. [
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Abb. 3-11: Interpretation planarer AFM-Aufnahmen

Zeigt die Uberfiihrung einer dreidimensionalen Membranoberfliche in ein planares AFM-Bild. Die hellen
Bereiche représentieren hoherliegende Bereiche gemischter Lipidzusammensetzung und somit die 1,-Phasen
hoherer Ordnung. Die dunklen Bereiche repriasentieren dementsprechend die ungeordneteren, flacheren 14-
Phasen gemischter Lipidzusammensetzung.

Die Spitze wird in den heute géngigen Methoden als nanoskopisch kleine Spitze an einer
Blattfeder aus Si3Ny realisiert, welche den Lichtstrahl eines Lasers reflektiert. [l Diese
Anordnung wird aufgrund seiner freischwingenden Bauart als Cantilever bezeichnet. Die
Bewegung der Spitze aufgrund des Oberflachenprofils der Probe resultiert in einer Ver-
anderung des Reflexionswinkels dieser Blattfeder, und fiihrt somit zu einer Bewegung des
Lichtstrahls auf einer vierteiligen Detektordiode. [+’ Die Abb. 3-11 zeigt die Uberfiih-
rung einer dreidimensionalen Membranoberflache eines heterogenen raft-Gemisches in
eine planare AFM-Rasterabbildung. Die hellen Bereiche repridsentieren hoherliegende
Bereiche, und somit die lo-Phasen hoherer Ordnung. Die dunklen Bereiche repriasentieren

dementsprechend die ungeordneteren, flacheren 14-Phasen.

In Abb. 3-12 ist schematisch der Aufbau der Rasterkraftmikroskopie an einer Biomemb-
ran dargestellt. Entsprechend der Position des Lasers auf der Diode liefern die Dioden-
quadranten unterschiedliche Stromwerte, deren Differenzen, bei konstanter z-Position des

zur Feedbackgeneration genutzten Piezoscanners, das Messsignal darstellen und zur Be-
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rechnung eines Hohenprofils genutzt werden konnen. Wird eine konstante Auflegekraft
des Cantilevers an der Probe angelegt, so wird die Oberfldchentopographie der Probe di-

rekt durch das Steuersignal des Piezoscanners erreicht. (4!

AFM-

Laserstrahl

Sektionale
Photodiode

sassasfiififiiifanansns
SSsSe ILILLSeRs e

1d 10

Cantilever

d

Biomembran

Feedback-
System

Abb. 3-12: Schematische Darstellung AFM

Schematische Darstellung des Aufbaus der Rasterkraftmikroskopie an einer Biomembran mit AFM-Scan
eines heterogenen Lipidsystems.

Die Messung der Oberflachentopographie ist somit stark von den Wechselwirkungskraf-
ten zwischen Cantileverspitze und Probe abhdngig. Diese lassen sich ndherungsweise mit
dem LENNARD-JONES-Potential, wie es in Abb. 3-13 dargestellt ist, beschreiben. Dieses
setzt sich bei Annidherung zweier Teilchen aus den bis zur Gleichgewichtsposition 1, zu-
nédchst attraktiven VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen, und bei weiterer Anndherung an
die Probe durch elektrostatische- und durch das PAULI-Verbot hervorgerufene, absto3en-

de Krifte zusammen. [
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Abb. 3-13: Schematische Darstellung Potentialverlauf verschiedener AFM-Modi

Schematische Darstellung des LENNARD-JONES-Potentials, der zugehorigen Kraft zwischen AFM-Spitze
und Probenoberfliche und der Arbeitsbereiche verschiedener Messmodi. Abbildung adaptiert nach 1.

Der oben beschriebene Kontaktmodus der Rasterkraftmikroskopie arbeitet in dem Be-
reich der maximalen Anndherung und somit eines hohen Potentials. Bei der Anwendung
der Rasterkraftmikroskopie auf Biomembranen in Fliissigkeiten birgt diese Methode je-
doch Nachteile. Zum einen werden durch die weitreichenden VAN-DER-WAALS-
Wechselwirkungen neben den anziehenden auch stets abstolende Wechselwirkungskréfte
greifend, was zu einer Verringerung der Ortsaufldsung der Methode fiihrt. 1 Zum ande-
ren resultiert im Kontaktmodus durch Oberflichenkontakt der Messspitze mit der wei-
chen Biomembran eine Zerstorung der zu untersuchenden Probe in diesen Bereichen.
Somit wird fiir die Untersuchung solcher Systeme der Nichtkontaktmodus, beziehungs-
weise der so genannte fapping-Modus verwendet. Im ersten Fall wird die Spitze des Can-

tilevers aullerhalb des Einflussbereiches des Potentials nahe der eigenen Resonanzfre-

quenz zum Schwingen angeregt, worauthin die Schwingungsamplitude vermessen
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wird. ¥ Wird diese Spitze nahe der Eigenfrequenz v, in die Nihe der Oberfliche ge-
bracht, so iiberlagert sich dem Spitzenpotential der Eigenfrequenz das VAN-DER-WAALS-
Potential der Oberfldche, was zu einer Erniedrigung der Resonanzfrequenz, Av = v — v,

sowie der Amplitude der Schwingung der Spitze fiihrt. [4!

Die Federkonstante des Cantilevers k ist nur abhdngig von Material und Geometrie der
eingesetzten Messspitze und somit unabhidngig vom umgebenden Medium. Jedoch beein-
flusst die Viskositit der Umgebung die resultierende Schwingung in hohem Mafle, was
fiir den Einsatz in Fliissigkeiten nicht zu vernachlissigen ist. ' Die Schwingung des
Cantilevers durch periodische, externe Anregung lédsst sich als geddmpfter, durch eine

oszillierende externe Kraft F(t) angeregter, harmonischer Oszillator beschreiben: "

F(t) =mZ+k.Z+yz=F,cos(wt) 334

Hierbei bezeichnet z die vertikale Auslenkung der Cantileverspitze, w die Schwingungs-
frequenz, m die Masse, k. die Federkonstante des Cantilevers, F, die Amplitude der
Schwingung bei einer gegebenen Zeit t und y die Ddmpfungskonstante der Schwingung.
Die Dampfungskonstante y ldsst sich in Abhédngigkeit des Qualititsfaktors Q sowie der

Schwingungsfrequenz des Cantilevers im Vakuum w, darstellen als: [7%

Y= ) 3-35

Die Resonanzfrequenz in einer Fliissigkeit w, ldsst sich durch

f 1
Wy = Wg 1—2—(22 3-36
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in Abhingigkeit der freien Resonanzfrequenz und des Qualititsfaktors beschreiben. 7l

Die Losung der Differentialgleichung 3-34 liefert die Gleichungen zur Berechnung der
Amplitude und des Phasenunterschiedes ¢ der Schwingung: !

Aw) = fo
“ 2 232 WWo) 2 3-37
m [(w§ — w?)? + (T)
und
W
tan(gp) = % 3-38

Die Anwendung des fapping-Modus erweitert diese Methode um eine kurzfristige, einmal
pro Schwingung auftretende Beriihrung der Oberfldche, welche zusétzlich zur Topogra-
phie Informationen iiber Eigenschaften und Zusammensetzung der Oberfldche sowie liber
die charakteristischen Dimpfungseigenschaften verschiedener Materialien liefern kann. [l
Dieser Modus liefert aufgrund des geringen Abstandes zur Probenoberfldche eine nahezu
molekulare Auflosung der Probe, birgt jedoch aufgrund des kurzzeitigen Kontaktes erneut
die Gefahr einer Zerstérung der Probenoberfliche oder der Cantileverspitze. Aufgrund
der guten Nutzbarkeit in Fliissigkeitszellen und der hohen Auflésung wird diese Methode

standardmiBig fiir die Untersuchung an Biomembranen in Fliissigkeiten eingesetzt. [*]

3.7  Filmwaagenmessung

Neben den oben aufgefiihrten Methoden zur Untersuchung verschiedener Morphologien
von Lipiddoppelschichten ist die Charakterisierung monomolekularer Lipidfilme von
Interesse. Insbesondere das Kompressionsverhalten amphiphiler, oberflichenaktiver Mo-
lekiile steht bei den Untersuchungen mit der Filmwaage im Fokus. Diese Untersu-
chungsmethode geht zuriick auf POCKELS und LANGMUIR, welche diese Methode entwi-
ckelt und weiterentwickelt haben. ¥ Diese LANGMUIR-POCKELS-Filmwaage betrachtet

den Spreitungsdruck der oberflichenaktiven Substanz auf der Losungsmittel-Luft-
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Grenzschicht, welcher sich als Differenz der Oberflichenspannung des reinen Losungs-
mittels (im Falle von Wasser 72 mN), sowie der Oberflichenspannung der filmbedeckten

Grenzfliache darstellt: 4!

HS =0yg—0 3-39

Hierbei stellt II den Spreitungsdruck beziehungsweise die Spreitungskraft des oberfla-
chenaktiven Molekiils, g, die Oberflichenspannung des reinen Losungsmittels und o die

Oberflichenspannung der filmbedeckten Oberfliche dar. 4

/ Elektrowaage \

Bewegliche
Monolage Barriere

—

< /

Abb. 3-14: Aufbau einer Filmwaage zur Messung des Spreitungsdruckes

Zeigt den schematischen Aufbau einer Filmwaage zur Ermittlung des Spreitungsdruckes einer oberflidchen-
aktiven Substanz durch Kompression mit Hilfe beweglicher Barriere und Detektion des Oberflichendruckes
durch eine WILHELMY-Waage. Abbildung adaptiert nach [,

Um die Kompressionseigenschaften einer oberflichenaktiven Monolage zu charakterisie-
ren, wird ein Messaufbau wie in Abb. 3-14 dargestellt verwendet. Hierbei wird die ober-
flichenaktive Substanz auf einem Losungsmittel gespreitet. Die Oberflichenspannung,
und nach obenstehender Gleichung auch der Spreitungsdruck, wird hierbei mittels eines
WILHELMY-Pléttchens bestehend aus Filterpapier und einer Elektrowaage ermittelt. Durch
die bewegliche Barriere wird die Monolage der filmbildenden Substanz auf der Lo-

sungsmittelgrenzfliche komprimiert und der resultierende Oberflichendruck detektiert. [*!
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Alternativ kann die Konzentration des Lipides in definierter Menge gesteigert werden,
wodurch die kritische Mizellbildungskonzentration der Substanz bestimmt werden kann.
Mogliche Resultate dieser Methoden sind schematisch in Abb. 3-15 fiir ein fiktives Lipid
dargestellt.

4
-

Il / mNm
o/ mNm’!

bLBi gaséhnlich
U
$ Y

Koexistenz

>

Ag /nm? kritische Konzentration
K /K Mizellbildungskonzentration /

Abb. 3-15: Schematische Darstellung Lipidisotherme sowie kritische Mizellbildungskonzentration

Zeigt schematisch in der linken Hélfte eine Isotherme bei Kompression eines Lipidfilmes auf der Lésungs-
mitteloberflache. Hierbei durchlduft der Film bei Kompression die dargestellten Phaseniiberginge. Die
rechte Hilfte zeigt die Oberflachenspannung als Funktion steigender Lipidkonzentration. Wird nach der
Sattigung der Oberflache weiteres Lipid zugegeben, so bilden sich im Lsungsmittel mizellare Strukturen.

Die Druck-Flachen Isotherme in der linken Hélfte der Abb. 3-15 zeigt das Durchlaufen
der verschiedenen Phaseniibergédnge des Lipidfilms als Reaktion auf die Verdanderung der
verfligbaren Flache. Die rechte Hilfte der Abb. 3-15 zeigt die Messung der Oberfldchen-
spannung bei steigender Lipidkonzentration. Hierbei sinkt diese zunéchst signifikant bei
Zugabe geringer Mengen Lipid. Nach Erreichen der Sittigung der verfiigbaren Oberflé-
che wird die kritische Mizellbildungskonzentration iiberschritten, was in der Ausbildung
mizellarer Strukturen im Losungsmittel resultiert. Ab diesem Punkt ist bei weiterer Zuga-
be an Lipid keine weitere Verringerung der Oberflichenspannung zu beobachten. Fiir
DPPC liegt diese Konzentration bei 10! mol L', wobei dieses anstelle mizellarer Struk-
turen aufgrund des Packungsparameters des Molekiils zur Ausbildung von Doppelschich-

ten in Vesikeln neigt. ¥
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4 ZIELSETZUNG

Vorstellung der Projekte

Die Erkenntnis tiber die Relevanz der Lipidmembran fiir biologische Prozesse und die
Funktionalitit der Zelle ist in den vergangenen Jahrzehnten durch biophysikalische For-
schung und darauf basierend neu entwickelten Theorien und Modellen stetig gestiegen.
Das Verstindnis der Membran und der membranassoziierten Prozesse geht mittlerweile
weit liber die Bereitstellung einer zweidimensionalen Matrix zur Aufnahme von Memb-
ranproteinen, anderen Komponenten oder der Abgrenzung des intrazelluléren Bereiches
gegen externe Medien hinaus. Aus diesem Grunde ist es von hohem Interesse, Interaktio-
nen dieses essentiellen Grundbausteins zelluliren Lebens mit potentiell vorliegenden
Agenzien, sowie die Modifikationen dieser Membranen durch verschiedene Additive zur
Optimierung gewlinschter Prozesse zu untersuchen und zu verstehen. Dariiber hinaus ist
die Optimierung der Modellsysteme hin zu naturmimetischeren Aufbauten durch Anpas-
sung der Lipidzusammensetzung oder durch die Nachahmung intrazelluldrer, makromo-
lekularer Verdichtung fiir realistischere Untersuchungen in vitro Ziel aktueller biophysi-

kalischer Entwicklung.

Folgend sollen die Ziele der in dieser Arbeit prisentierten Forschungsprojekte aufgezeigt

werden:

I) EINFLUSS VON Y** AUF MODELLMEMBRANEN

Ziel dieses Projektes ist die Untersuchung des Einflusses des - auf die lonen-
radien bezogen - calciuméhnlichen, trivalenten Yttriumions auf das thermo-,
sowie barotrope Phaseniiberhangsverhalten neutraler sowie anionischer Lip-
idmembranen unterschiedlicher Komplexitit. Weitergehend sollen die zu

Grunde liegenden Mechanismen zwischen der stattfindenden Interaktion diffe-
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1)

1)
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renziert und der Einfluss dieser auf die laterale Ordnung der lo- und der l¢-
Phase komplexer, heterogener Membranen auf der Makro- und Mikroebene,
sowie der Einfluss auf die Kopfgruppenhydratation der Membranen untersucht

werden.

MEMBRAN-INTERAKTIONEN UND TRANSFEKTIONSVERMOGEN IMIDAZOLIUMBA-

SIERTER LIPIDE

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Frank Glorius vom Orga-
nisch Chemischen Institut der Westfdlischen Wilhelms-Universitdt Miinster
soll im Rahmen dieses Projektes der Einfluss neuartiger, imidazoliumbasierter
Lipide auf die biophysikalischen Eigenschaften von Modellmembranen unter-
schiedlicher Komplexitit und Ladung untersucht werden. Hier sollen insbe-
sondere der Einfluss dieser Molekiile auf thermotropes Phasenverhalten, An-
derung der lateralen Ordnung des Lipidsystems, Einbaueffizienz sowie Ein-
fliisse auf Morphologie und Phasenseparationsverhalten komplexer Membran-
typen erforscht und eingeordnet werden.

In einem weiteren Schritt soll ein weiteres, artifizielles, lipidartiges Molekiil
auf Imidazoliumbasis, welches speziell zur potentiellen Induktion von Memb-
ranfusions- und Transfektionsprozessen entwickelt wurde, auf Einbauverhal-
ten, Einfliisse auf die laterale Ordnung verschiedener Membransysteme, sowie
die Morphologie und das Phasenseparationsverhalten dieser untersucht wer-
den. Dariiber hinaus sollen Studien zum Membranfusionspotential dieses Mo-
lekiils und der Nachweis auftretender Membranfusion unter Verwendung des

Molekiils durchgefiihrt werden.

EINFLUSS DES WASSRIGEN ZWEI-PHASEN-SYSTEMS PEG/DEXTRAN AUF MO-

DELLMEMBRANEN

Ziel dieses Projektes ist die Untersuchung des Einflusses des wissrigen Zwei-
Phasen-Systems PEG/Dextran als Modellsystem fiir zytosolische, makromole-
kulare Verdichtung, sowie membran-lose Phasenseparation auf Morphologie

und Phasenseparationsverhalten naturmimetischer, anionischer Modellmemb-



ranen, unter anderem unter dem Einfluss hoher hydrostatischer Driicke. Hierzu
soll zunéchst das barotrope Phasenseparationsverhalten einer heterogenen, an-
ionischen Modellmembran charakterisiert werden, um in néchster Instanz mit
dem Phasenverhalten der gleichen Membran unter Einfluss des wissrigen
Zwei-Phasen-Systems verglichen zu werden. Zudem soll in Abhéngigkeit des
Separationsverhaltens des PEG/Dextran-Systems die Morphologie sowie das
Phasenverhalten der heterogenen rafi-Membran untersucht werden. In einem
ndchsten Schritt soll die Untersuchung des barotropen Phasenverhaltens der
anionischen Membran unter vorheriger Separation des PEG/Dextran-Systems
zur Nachahmung makromolekularer Verdichtung unter Beobachtung des Pha-

senseparationsverhaltes des Membransystems durchgefiihrt werden.
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5 EINFLUSS VON Y** AUF MODELLMEMBRANEN

Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse sind publiziert in:

S. Bornemann, M. Herzog und R. Winter, Phys. Chem. Chem. Phys., 2019, 21, 5730-5743

5.1 FEinleitung
Die Art und Weise, in welcher multivalente, insbesondere trivalente Kationen wie Y**, an
biologische Membranen binden, ist aufgrund ihrer teils ausgepréigten Einfliisse auf Stabi-

[71-80] 1y den

litdt, Dynamik und Struktur der Lipiddoppelschichten von gro3em Interesse.
vergangenen Jahren wurden in erster Linie die Einfliisse hdufig auftretender, biologisch
relevanter Kationen wie Mg?*, Ca®" oder AI** untersucht. 8%%!) Da der Anteil an Yttrium
sowie an trivalenten Y>*- Ionen in Natur und Biologie duBerst gering ist, bestehen iiber
die Einfliisse dieses lons nur wenige Informationen. Allerdings fiihrten die Entwicklun-
gen sensitiverer analytischer Methoden in den vergangenen Jahren zu einem Informati-
onsgewinn iiber das Vorkommen dieses Metalls, sodass ein Anstieg der Konzen-tration
an Yttrium in verschiedenen Bereichen der Natur durch vulkanische Aktivitit, Abgasres-
te, radioaktiven Zerfall und generelle Verschmutzung von Luft und Wasser detektiert
werden konnte. 8233 Aus diesem Grund steigt parallel zu diesen Erkenntnissen die Rele-
vanz und das Interesse der Untersuchung der Einfliisse dieses lons auf biomolekulare
Systeme. Zudem zeigt sich ein ansteigender Trend der Nutzung von Ubergangsmetallen
in Technologie und Medizin. [¥*351 Radioaktive Isotope des Yttriums werden so bereits in
einer Vielzahl von medizinischen Anwendungen eingesetzt, zu denen beispielsweise die
Nutzung des *¢Y-Citrates als Strahlungsapplikator im Falle von Prostatakrebs sowie unter
anderem die Nutzung von *°Y-Isotopen in der Behandlung von Leberkarzinomen ziih-
len. 8871 Da Y3*- Jonen aufgrund der Vergleichbarkeit in Ionenradius, Ligandenaus-
tauschrate und Koordinationszahlen die biochemischen Interaktionen von Ca*" mit Bio-
membranen imitieren konnten, liegt der Fokus dieser Untersuchung auf diesem Ion, um
detaillierte Informationen iiber die Interaktion von Y>* mit Modellmembranen und deren
temperatur- und druckabhéngiges Phasenverhalten zu erlangen. %8391 Da bekannt ist, dass

Y3*- Tonen stabile Komplexe mit phosphorhaltigen Anionen sowie mit phosphathaltigen
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Einleitung

Liganden iiber Koordination an die Sauerstoffatome bilden, kdnnen intensive Wechsel-
wirkungen mit Phospholipiden vergleichbar mit denen durch Ca®" oder La** erwartet
werden, welche #hnliches komplexometrisches Verhalten zeigen. °°?! BINDER et al.
konnten zeigen, dass die ionische Bindungsaffinitit an die Kopfgruppenregion der Lipid-
schicht offenbar der HOFMEISTER-Serie folgt, sodass hoch geladene Kationen mit starken
chaotropen Eigenschaften dazu neigen, aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen,
direkt an die Membran zu binden, um somit moglicherweise die Fusion von Vesikeln zu
unterstiitzen oder einzuleiten. ("' Somit stellt sich die Frage, ob die hoch geladenen Y**-
Ionen #hnlich wie Ca®" in die Kopfgruppenregion der Lipiddoppelschicht eindringen und
direkt an die dort verorteten, anionischen Gruppen binden, oder ob sich die Ionen wie
beispielsweise das divalente Kation Mg?* verhalten, welchem dieses Attribut zu fehlen

scheint. [71%0]

Gemeinhin sind Ionen dafiir bekannt, das natiirliche Wasserstoffbriickennetzwerk des
Wassers inklusive des Hydratationswassers an Membran-Grenzfldchen zu schwéchen,
was héufig vergleichbar zu durch Druck oder Temperatur induzierten Effekten der Lip-
idmembran fiihrt. 3! Solche lyotropen Phaseniiberginge in Lipidschichten sowie die Bil-
dung von Lipid-Dominen sind von hoher Relevanz fiir den Materialfluss sowie den Sig-
naltransport in die biologische Zelle hinein und aus der biologischen Zelle heraus, und
konnen in hohem Malle durch Ionenbindung an die Kopfgruppenregion der Lipiddoppel-

1,71,94

schicht modifiziert werden. [ 1 Abhiingig von der Zusammensetzung der Lipiddoppel-

schicht und ihrer Oberfldchenladungsdichte besteht durch die Ionenanbindung auch die

[95.96] Bej Betrachtung kationischer

Moglichkeit der Phasentrennung in der Doppelschicht.
Einflussfaktoren ist davon auszugehen, dass Effekte auf Modellmembranen mit negativer
Oberflachenladung aufgrund starker elektrostatischer Wechselwirkungen mit den anioni-
schen Kopfgruppen deutlicher ausgepriagt sind als im Falle neutraler Modellmembra-

nen. [90,97]

Aufgrund der wichtigen Rolle der Metallionen bei Forménderungen von Vesikeln, final
resultierend in potentieller Membranfusion sowie der Unterstiitzung von Transportprozes-
sen, erfuhren auch diese in den letzten Jahren steigendes Interesse. °?! Es wurde bei-
spielsweise gezeigt, dass trivalente Lanthanid-Ionen die Konformation von Lipiddoppel-
schichten beeinflussen, deren Hauptphaseniibergangstemperatur erhdhen, Formverénde-

rung der Vesikel hervorrufen sowie zur Porenbildung in diesen Vesikeln fiihren. ! In
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vergleichbarer Weise scheint Eu®" eine wichtige Rolle in der Elektrofusion von Lipid-
vesikeln zu spielen, was neue Moglichkeiten in Wirkstofftransport sowie Gentransfer
oder fiir die Nutzbarmachung von Lipidvesikeln als Mikroreaktoren erschlieBt. [°*°79%1 Im
Gegensatz dazu wurde bei bestimmten divalenten Kationen, wie Zn?>", eine Aggregation
der Vesikel anstelle der Fusion beschrieben, wohingegen fiir weitere divalente Kationen
keinerlei vergleichbare Effekte auf Biomembranen beobachtet werden konnten. Somit
stellen offensichtlich neben der Ladung des Ions weitere Eigenschaften wie Ionenradius,
Polarisierbarkeit, Hydratationsstirke sowie die Neigung zur Komplexbildung gewichtige

Einflussfaktoren dar. [71%0]

In den in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen sollte der Einfluss von trivalenten
Y**- Kationen auf Struktur, Phasenverhalten, Fusionsinduktion sowie Aggregationsnei-
gung von Phospholipidvesikeln untersucht werden. Hierfiir wurde eine Vielzahl an bio-
physikalischen Untersuchungsmethoden an verschiedenen Modellmembransystemen in
Form von uni- sowie multilamellaren Vesikeln und an gestiitzten Lipiddoppelschichten
bemiiht. Um Informationen iiber die Interaktionen von Y*" mit Lipidmembranen auBer-
halb des rein elektrostatischen Einflussbereiches zu erhalten, wurden Vesikel aus reinem,
zwitterionischen DPPC untersucht. Diese DPPC-Doppelschichten weisen in ihrer unbe-
einflussten Form einen Gel-zu-Gel Vorphaseniibergang (Lg:/Py’) bei etwa 34 °C, sowie
einen Hauptphaseniibergang (Pg/Ly) bei etwa 41,5 °C auf. Um im Weiteren die Effekte
negativer Oberflachenladung und lateraler Heterogenitit der Modellmembranen untersu-
chen zu konnen und um eine bessere Anndherung an natiirliche Membransysteme zu er-
langen, wurde der Einfluss von Y*" auf anionische und heterogene, raft-artige Membran-
systeme, wie das 20 % anionische 80:20 mol% DPPC:DPPG Lipidgemisch oder das na-
turmimetischere, 10 % anionische 20:5:45:5:25 mol% DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:
Cholesterin Gemisch untersucht. Die anionischen, raft-dhnlichen Membransysteme wei-
sen eine Koexistenz von fliissig-geordneten (l,) sowie fliissig-ungeordneten (ls) Doménen
auf, welche fiir eine Vielzahl von biologischen Prozessen wie Virusaufnahme, membran-
unterstiitzte Protein-Organisation sowie Signal-Transduktion als hoch relevant vermutet

werden [12,18,94,96,100-107]
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5.2  Material und Methoden

5.2.1 Material
Tab. 5-1: Chemikalien YCI3 Studie

Fiir die in diesem Kapitel untersuchten Proben verwendete Chemikalien sowie
zur Préparation der Proben genutzte Lipide und deren Bezugsquellen.

Chemikalien und Lipide Bezugsquelle

DPPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DPPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DOPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DOPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Cholesterin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

YCl; - 6H2O Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
N-Rh-DHPE Invitrogen (Carlsbad, California, USA)
Laurdan Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Chloroform Merck (Darmstadt, Deutschland
Methanol Merck (Darmstadt, Deutschland)

MOPS Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
TRIS Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

5.2.2  Prdparation der Lipidvesikel
Es wurden Vesikel in drei unterschiedlichen Lipidzusammensetzungen aus den in Chloro-
form oder Chloroform/Methanol geldsten Lipiden als Stammlosung prépariert. Die Lip-
idmischungen ergaben sich aus a) reinem DPPC, b) 80:20 mol% DPPC:DPPG und c)
20:5:45:5:25 mol% DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Cholesterin. Fiir die in der Fluoreszenz-
spektroskopie sowie die Fluoreszenzmikroskopie untersuchten Proben wurden im ersten
Fall 10 uL/mg Gesamtlipidmenge einer 1| mM Laurdan Losung in Chloroform, sowie im
letzteren Falle 0,1 mol% N-Rh-DHPE, ebenfalls gelost in Chloroform, als Fluorophore
zugegeben. Mit Ausnahme der Proben fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden alle Pro-
ben unter einem Stickstoffstrom unter Rotation des Probengefdfles getrocknet, sodass ein
diinner Lipidfilm zuriickblieb. Die detaillierte Priparation der Proben der Fluoreszenz-
mikroskopie ist untenstehend in Abschnitt 5.2.6 erldutert. Vollstdndige Evaporation des

Losungsmittels aus dem Lipidfilm wurde durch Lyophilisation der Probe fiir 12 h unter
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Vakuum gewihrleistet. AnschlieBend daran wurde der getrocknete Lipidfilm mit einem
10 mM 3-(N-morpholino)propansulfonsidure (MOPS) Puffer bei einem pH Wert von 6,7
in H>O (fiir FT-IR-Untersuchungen in D>0O) der gewiinschten Konzentration an YCls re-
hydriert. Die Losung wurde im Anschluss initial fiir 10 Sekunden mittels eines Vortexmi-
schers vermischt und fiir 20 Minuten in einem Wasserbad einer Temperatur iiber 75 °C
einer Ultraschallbehandlung unterzogen. Um eine homogene Verteilung an Lipidvesikeln
zu gewidhrleisten, wurde die so behandelte Losung einem fiinfmaligen Gefrier-Auftau-
Zyklus unterzogen, in welchem die Lipidvesikel in fliissigem Stickstoff eingefroren und

anschlielend fiir 5 Minuten bei einer Temperatur iiber 75 °C aufgetaut wurden.

5.2.3  FT-IR-Spektroskopie
Die Préparation der multilamellaren Vesikel wurde wie unter 5.2.2 beschrieben fiir eine
Gesamtlipidkonzentration von 10 gew.% in einem 10 mM MOPS Puffer in D>O bei ei-
nem pH-Wert von 6,7 durchgefiihrt. Der pH-Wert von 6,7 ist vonndten, da bei basische-
ren Werten schwer losliches Yttriumhydroxid aus der Probeldsung auskristallisiert. Fiir
die FT-IR-Untersuchungen wurden je neun Proben verschiedener Y**-Konzentrationen
von 0 bis 21.4 mM im Falle des reinen DPPC sowie der 80:20 mol% DPPC:DPPG Mi-
schung prépariert, wohingegen das komplexe, heterogene Fiinf-Komponenten-System mit
Y?*" Konzentrationen von 0 bis 17.3 mM angesetzt wurde. Die temperaturabhiingigen
Spektren wurden mit Hilfe einer Messzelle, bestehend aus zwei IR-transparenten CaF»-
Fenstern der Firma Korth Kristalle GmbH aus Deutschland, getrennt durch eine zentral
gelochte, zur Aufnahme von 20 puL Probe eingestellte Folie (Film-Gasket) einer Stirke
von 50 pm durchgefiihrt. Die Spektren wurden mit einer Aufldsung von 2 cm™ aus 128
separaten Scans gemittelt, welche durch ein Vertex-70 FT-IR-Spektrometer der Firma
Bruker (Massachusetts, USA) aufgenommen wurden. Um Stérungen durch CO> oder H>O
aus der die Messzelle umgebenden Gasphase auszuschliefen, wurde die Messkammer fiir
mindestens zehn Minuten vor Aufnahme der Spektren mit getrockneter, CO: freier Luft
gespiilt. Die Temperierung der Messzelle wurde durch die Verwendung eines externen
Kalte-Umwdélzthermostates der Firma Julabo (Seelbach, Deutschland) realisiert, welches
durch die zugehorige Software Julabo Easy Temp mit einer programmierten Temperatur-
rampe gesteuert wurde. Zur Aquilibrierung der Temperatur wurden die Messungen der

einzelnen Spektren jeweils 15 Minuten nach Erreichen der eingestellten Temperatur ge-
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messen. Die Aufzeichnung der Temperatur der Messzelle erfolgte alle drei Sekunden
durch ein externes Pt-100 Thermometer, welches in die Messzelle eingesetzt wurde. Fiir
alle Systeme, Temperaturen und Konzentrationen stellt jedes Ergebnisspektrum den Mit-
telwert iiber 128 einzelne Spektren dar, welche zur Auswertung fiir mindestens zwei se-

parat priparierte Probensitze aufgenommen wurden.

5.2.4 Wirmestromdifferenzkalorimetrie (DSC)
Die Priparation der multilamellaren Vesikel wie auch die verwendeten Y3*-
Konzentrationen erfolgten analog zu den FT-IR-Experimenten aus 5.2.3. Die DSC-
Messungen wurden an einem Q20 Differential Scanning Calorimeter der Firma TA In-
struments, New Castle, USA, im Modus der dynamischen Warmestromdifferenzkalori-
metrie durchgefiihrt. Die Probengefifle, bestehend aus Tzero® pans sowie den zugehori-
gen Tzero® hermetic lids, ebenfalls von TA Instruments, wurden mit 20 pL der zu unter-
suchenden Probe befiillt, wohingegen die Referenzzelle mit der Pufferlosung der proben-
dquivalenten Y**-Konzentration befiillt wurde. Die Untersuchungen der reinen DPPC-
sowie der 80:20 mol% DPPC:DPPG-Proben wurden bei einer Heizrate von 2 °C min™
durchgefiihrt, wihrend die Heizrate fiir die Proben der komplexen 20:5:45:5:25 mol%
DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol. Mischung auf 1,5 °C min™' festgelegt wurde. Vor jeder
Messung wurde die Probe fiir fiinf Minuten bei der jeweiligen Starttemperatur dquilib-
riert. Alle Systeme und Konzentrationen wurden zur Auswertung an mindestens zwei

separat praparierten Proben untersucht.

3.2.5  Fluoreszenzspektroskopie (F'S)
Zur Untersuchung der temperatur- und druckinduzierten Anderungen in der Membranflu-
iditét sowie der lateralen Ordnung der untersuchten Systeme wurde die Laurdan Fluores-
zenzspektroskopie angewandt. Die Probenpréiparation erfolgt bis auf die erhohte Gesamt-
lipidkonzentration von 10 mg mL™! und die additionale Zugabe einer 6-dodecanoyl-N,N-
dimethyl-2-naphthylamine (Laurdan) Losung zu den in Chloroform geldsten Lipiden in
einem Verhéltnis von 1 mol Lipid / 0,000735 mol Laurdan analog zu der unter 5.2.2 be-
schriebenen Priparation. Die druckabhdngigen Untersuchungen wurden bei je konstanter

Temperatur in einem Druckbereich zwischen 1 bar und 2 kbar unter Betrachtung des in
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hohem MaBe von der Umgebungspolaritit abhéngigen Emissionsspektrums des Laurdans
durchgefiihrt. Die temperaturabhingigen Messungen wurden bei konstantem Umge-
bungsdruck in einem Temperaturbereich zwischen 15 °C und 80 °C, beziehungsweise
zwischen 15 °C und 75 °C im Falle der reinen DPPC Vesikel durchgefiihrt. Fiir die Un-
tersuchungen wurden drei in den vorhergegangenen FT-IR-Messungen als markant ange-
sehene Y**-Konzentrationen von 0 mM, 10,7 mM und 21,4 mM im Falle der reinen
DPPC- sowie der 80:20 mol% DPPC:DPPG-Vesikel, im Falle des komplexen Fiinf-
Komponenten-Systems von 0 mM, 8,7 mM sowie 17,3 mM untersucht. Die Messungen
an reinen DPPC- sowie 80:20 mol% DPPC:DPPG-Vesikeln wurden an einem K2 mul-
tifrequency phase modulation fluorometer der Firma ISS Inc., Champaign, USA, unter
Nutzung einer temperierbaren Hochdruck-Messzelle fiir die druckabhidngigen Untersu-
chungen bei 55 °C, 65 °C und 75 °C durchgefiihrt. Druckinduzierte Phaseniibergéinge im
komplexen 20:5:45:5:25 mol% DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.-System konnten durch
den limitierten maximalen Arbeitsdruck der Messzelle von 2 kbar nicht untersucht wer-
den. Die Temperatur der Messzelle wurde durch die Nutzung eines Kilte-
Umwilzthermostates der Firma Julabo (Seelbach, Deutschland) gewéhrleistet, wihrend
die Temperatur der Zelle mittels eines in die Messzelle eingesetzten Thermofiihlers
iiberwacht wurde. Die Anregung des Fluorophors erfolgte bei einer Wellenldnge von
390 nm, die Detektion der Emissionsintensititen zwischen 420 nm und 520 nm. Zur
Quantifizierung der spektralen Anderungen wurde die Methode der generalisierten Pola-
risation (GP) genutzt. Diese ist definiert als GP = (Iz- Ir) / (Is + Ir), wobei [ sich auf die
Emissionsintensitdt bei einer Wellenldnge von 490 nm und /g sich auf die Emissionsin-
tensitét bei 440 nm bezieht. Hierbei ist die Emission bei 490 nm charakteristisch fiir einen
fliissig-kristallinen Zustand der Membran, wohingegen eine Emission bei 440 nm eine
geordnetere Gelphase anzeigt. Somit zeigt ein hoher GP-Wert eine hohe laterale Ordnung
an, wihrend sinkende Werte der GP-Funktion steigende Unordnung und Fluiditdt der
Membran anzeigen. Fiir alle Systeme, Temperaturen, Driicke und Konzentrationen wurde
die Emissionsintensitit mittels Photonenzéhlung iiber einen Zeitraum von einer Sekunde
pro Wellenldnge gemittelt. Die Messungen wurden zur Auswertung fiir mindestens zwei

separat voneinander priparierte Proben durchgefiihrt.
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3.2.6 Fluoreszenzmikroskopie (FM)
Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden nur an dem heterogenen
20:5:45:5:25 mol% DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.-Lipidsystem durchgefiihrt. Das
System wurde aus Stammldsungen der einzelnen Lipide in gewlinschter Zusammenset-
zung angesetzt. Zudem wurden dieser Losung 0,1 mol% des Fluorophors N-Rhodamin-
DHPE zugesetzt (die Struktur des verwendeten Fluorophors ist in Abb. 10-2 im Anhang
einzusehen), die Gesamtlipidkonzentration wurde mit Chloroform auf 1 mg mL™! ver-
diinnt. Anschliefend wurden 20 pL der so praparierten Losung auf zuvor mit Chloroform
gereinigte, optisch transparente und Indium-Zinn bedampfte Deckglédser (ITO-Coverslips)
gegeben und mittels eines Spin-Coaters bei 800 U min™! fiir eine Minute beschichtet. Lo-
sungsmittelfreiheit wurde durch anschlieBende Gefriertrocknung unter Vakuum fiir min-
destens zwei Stunden gewihrleistet. Im Anschluss daran wurden die beschichteten Deck-
gléser fiir die Praparation von riesigen unilamellaren Vesikeln (GUVs) durch Elektrofor-
mation bei einer Temperatur von 80 °C in einer RC-21B Formationskammer der Firma
Warner Instruments, Hamden, USA, herangezogen. Hierzu wurden durch ein Schlauch-
system Pufferldsungen der gewiinschten Y>"-Konzentrationen von 0 mM, 8,7 mM sowie
17,3 mM in die Pridparationszelle gegeben. Das Schlauchsystem ermdglicht den Aus-
tausch des die Lipidschicht umgebenden Puffers wihrend der Messung oder zwischen
einzelnen Messungen, wodurch Untersuchungen des Effektes der trivalenten Kationen
und insbesondere deren osmotische Einfliisse auf die gebildeten Vesikel ermoglicht wer-
den. Zur Bildung der Vesikel wurde zwischen den elektrisch leitenden Deckgldsern ein
elektrisches Wechselfeld mit einer Spannung von 2 V bei einer Frequenz von 10 Hz fiir
eine Zeit von 2 h appliziert, welches durch einen Funktionsgenerator TG315 der Firma
Thurlby Thandar Instruments, Huntingdon, UK, erzeugt und iiber ein 6 mm schmales
Kupferklebeband 3M™ ET1181 mit elektrisch leitfahiger Klebeseite der Firma 3M,
Neuss, Deutschland, auf die Deckgliser iibertragen wurde. [*) Nach Ablauf der zweistiin-
digen Prozedur wurde die Temperatur der Priparationszelle von 80 °C langsam innerhalb
einer Stunde auf Raumtemperatur dquilibriert. Weitere Details zur Methode der Elektro-
formation sind den angegebenen Quellen %191 zy entnehmen. Im Falle der temperatur-
abhéngigen Untersuchungen wurde die Messzelle anschliefend erneut durch einen exter-
nen Kilte-Umwiélzthermostat auf die gewiinschte Temperatur eingestellt und vor Auf-
nahme der Mikroskopiebilder fiir 15 Minuten bei dieser Temperatur dquilibriert. Die Bil-
der wurden durch das konfokale Laser Scanning Mikroskop Biorad MRC 1024 der Zeiss,
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Deutschland, verbunden mit einem invertierten Nikon Eclipse TE-300 Mikroskop, aufge-
nommen. Die Fluoreszenzanregung der verwendeten Fluorophore erfolgte bei Wellenlén-
gen von 488 nm sowie 561 nm durch einen Laser L4Cc-CSB-130 der Firma Oxxius
Simply Light, Frankreich. Die Bildaufnhahme wurde durch die Software LaserSharp2000
der Firma Zeiss, Deutschland, gesteuert und kontrolliert. Als Objektiv wurde fiir diese
Aufnahmen das 6lgestiitzte Objektiv Nikon Plan Apo A 100x, NA = 1.45 der Firma Ni-
kon, Tokyo, Japan, verwendet. Zeitaufgeloste Aufnahmen wurden mit Hilfe der CCD
Kamera Andor iXon Ultra, Acal BFi der Firma Andor, Deutschland, unter Verwendung
einer Quecksilberdampflampe Hg 100 W der Firma Nikon, Tokyo, Japan und der Soft-
ware NIS Elements BR V. 4.50.00 der Firma Nikon, Tokyo, Japan, erstellt. Bei allen un-
tersuchten Systemen, Temperaturen und Konzentrationen wurden die exemplarisch ge-
zeigten Beobachtungen in vielzdhligen Bereichen jeder Probe in mindestens zwei unab-

héngig voneinander préparierten Proben nachgewiesen.

5.2.7 Dynamische Lichtstreuung (DLS)
Um Informationen iiber die GroBenverteilung innerhalb wéssriger Suspensionen der Lip-
idvesikel sowie deren Zeta-Potential, dem Oberflachenpotential relativ zu einem Punkt im
Losungsmittel in grofBer Entfernung von der elektrischen Doppelschicht, zu erhalten,
wurden Messungen der dynamischen Lichtstreuung dieser Suspensionen durchgefiihrt.
Hierfiir wurden Vesikel der gewiinschten Zusammensetzung entsprechend der Vorschrift
aus 5.2.3 in einer Gesamtlipidkonzentration von 10 mM in Pufferlosungen der gewiinsch-
ten Y3*-Konzentrationen pripariert. AnschlieBend wurden die so priparierten multilamel-
laren Vesikel mittels 21-facher Extrusion durch einen 100 nm PorengréBe aufweisenden
Nucleopore® Polycarbonatfilter Track-Etch™ der Firma Whatman GmbH, Dassel,
Deutschland, extrudiert, um eine homogene GroBenverteilung an unilamellaren Vesikeln
zu gewihrleisten. Die Messungen wurden an einem ZetaSizer Nano ZS der Firma Mal-
vern Instruments, Malvern, UK, mit Hilfe der Einweg-Messzellen DTS 1070 derselben
Firma durchgefiihrt. Die PartikelgroBBe sowie das Oberflichenpotential wurden bei 25 °C
(zusétzlich bei 50 °C sowie 70 °C im Falle des Fiinf-Komponenten-Systems) bestimmt.
Fiir alle untersuchten Systeme, Temperaturen und Konzentrationen wurden die Messer-

gebnisse iiber drei Messungen jedes Datenpunktes, wovon jeder Datenpunkt als Mittel
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aus mindestens 17 einzelnen Scans dargestellt wurde, gemittelt. Die Untersuchungen

wurden filir mindestens zwei unabhéngig voneinander priaparierte Proben durchgefiihrt.

5.2.8 Rasterkraftmikroskopie (AFM)
Die Préparation der Proben zur Rasterkraftmikroskopie erfolgte initial entsprechend der
Vorgehensweise aus 5.2.3. Die Rehydratation der getrockneten Fiinf-Komponenten-
Lipidfilme erfolge hier durch einen 20 mM TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)-
Puffer bei einem pH Wert von 6,7 und fiir eine Gesamtlipidkonzentration von
1,94 mg mL!. Eine detaillierte Beschreibung der Probenpriparation fiir die Rasterkraft-
mikroskopie ist unter 1% einzusehen. Die Sedimentation der Vesikel mit anschlieBender
Ausbildung einer planaren Doppelschicht wurde im Anschluss dquivalent zur unter 5.2.7
beschriebenen Extrusion durch einen 100 nm Porenfilter auf atomar planaren Mica-
Oberflachen (5-D-10, Nanoandmore GmbH, Wetzlar, Deutschland) durchgefiihrt, indem
die Losung der extrudierten Vesikel auf dieser platziert und im Anschluss fiir 2 h bei
80 °C in einer Umgebung maximaler Luftfeuchtigkeit inkubiert wurden. Die Mikrosko-
piebilder wurden durch ein MultiMode scanning probe Mikroskop in Verbindung mit
einem NanoScope Illa Controller der Firma Digital Instruments, Santa Barbara, USA,
unter der Verwendung eines J-Scanners aufgenommen. Als Abtastsonden wurden Can-
tilever der Firma Bruker, Billerica, USA, einer nominalen Kraftkonstante von 0,35 N m™!
in Fliissigkeiten im Tapping Mode® innerhalb einer Fliissigkeitszelle (MTFML, Veeco,
Mannheim, Deutschland) und einer Abtastrate von 1,0 Hz verwendet. Bei allen unter-
suchten Konzentrationen wurden die gezeigten Resultate in mindestens drei Positionen

mindestens zweier unabhéngig voneinander priparierter Proben erzielt.

5.3 Ergebnisse und Diskussion

5.3.1 FT-IR-Spektroskopie
Die Betrachtung der Anderungen in den Vibrationsmoden der IR-Spektren ausgehend von
den Alkylketten der untersuchten Lipide liefert wertvolle Informationen tiber die Kon-

t. 102111} Phaseniiberginge von

formationsordnung der untersuchten Lipiddoppelschich
der Gel- in die fluide Phase zeichnen sich in einem Anstieg der Resonanzfrequenz der

Vibrationsbanden in einer Spektralregion zwischen 2800 cm™ und 3100 cm™ aus. Die
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asymmetrischen sowie symmetrischen CH,-Banden bei 2916-2925 cm™ und 2849-
2855 cm™! stellen in diesem Bereich die Banden hdchster Intensitit dar. Temperaturindu-
zierte Anderungen in den Positionen dieser Banden entstehen als Resultat des temperatur-
abhéngigen trans-gauche-Verhéltnisses der CH>-Gruppen in den Alkylketten der Lipi-
de. 12111 Um weiterfiihrende, thermodynamische Informationen iiber das Phasenverhal-
ten der betrachteten Systeme zu erlangen, wurden zusétzlich Messungen mit der Methode

der Warmestromdifferenzkalorimetrie (DSC) durchgefiihrt.
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Abb. 5-1: FT-IR-Daten der CH>-Schwingungen in Abhéingigkeit der Y*>*-Konzentration

A) 80:20 mol% DPPC:DPPG-Vesikel in 10 mM MOPS, 0 mM YCIs; Verdnderung der CHo-
Vibrationsmode als Funktion steigender Temperatur. Jede Linie représentiert das Mittel aus 128 separaten
Scans. B) Anstieg der Wellenzahl der asymmetrischen CH»-Streckschwingung v,,(CH,) von DPPC-
Vesikeln in 21,4 mM YCl; als Funktion steigender Temperatur. C) Das anionische, heterogene
20:5:45:5:25 mol% DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.-Gemisch in 10,7 mM YCl; weist lediglich einen
breiten Phasenkoexistenzbereich auf. D) Die Hauptphaseniibergangstemperaturen des zwitterionischen
DPPC (A) sowie des 20 % anionischen 80:20 DPPC:DPPG (m) Lipidsystems als Funktion der Y3*-
Ionenkonzentration in Pufferlosung. Die Datenpunkte in B), C) und D) repréasentieren das Mittel zweiter
separater Untersuchungen. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung des Ergebnisses.
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Abb. 5-1 A) zeigt die Verdnderungen in Form und Position der CH»-Vibrationsmoden als
Funktion steigender Temperatur flir Vesikel bestehend aus 80:20 mol% DPPC:DPPG.
Abb. 5-1 B) bildet die Wellenzahl der asymmetrischen CH»-Streckschwingung v,s(CH,)
als Funktion steigender Temperatur der Ein-Komponenten-DPPC-Vesikel in Anwesen-
heit des trivalenten Ions ab. Die Temperatur des Hauptphaseniibergangs, Tm, von der Gel-
in die fluide Phase des Systems ohne Einfliisse von Y**-Ionen kann hieraus in guter
Ubereinstimmung mit der Literatur zu 42 °C bestimmt werden. [!!2] Abb. 5-1 C) zeigt die
FT-IR-Daten des heterogenen, 20:5:45:5:25 mol% DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.
Lipidgemisches in Anwesenheit von 10,7 mM YCls, welches iiber weite Temperaturbe-
reiche ein breites Phasenkoexistenzgebiet von fliissig geordneten sowie fliissig ungeord-
neten Doménen ausbildet. Die Phasenkoexistenz in diesem Bereich wurde durch fluores-
zenzmikroskopische Untersuchungen, welche im spiteren Verlauf dieser Arbeit beschrie-
ben werden, bestétigt. Abb. 5-1 D) zeigt den Anstieg der Temperatur des Hauptphasen-
iibergangs, T, flir Vesikel aus reinem, zwitterionischen DPPC sowie fiir 20 % anionische
Vesikel aus 80:20 mol% DPPC:DPPG als Funktion der Y**-lonenkonzentration. Steigen-
de Y**-Ionenkonzentrationen fithren demnach zu einem ausgepriigten Anstieg der Gel-zu-

fluid Hauptphaseniibergangstemperatur.

Besonders ausgeprigt zeigte sich dieses Verhalten fiir die anionische Membran, in wel-
cher ein maximaler Anstieg von 7 °C bei einem Zusatz von 21,4 mM Y** im Vergleich
zum unbeeinflussten System zu beobachten war. Zugabe der gleichen Konzentration zu
dem neutralen, zwitterionischen Membransystem resultierte lediglich in einem Anstieg
der Hauptphaseniibergangstemperatur von 2 °C. Diese Anstiege indizieren in verschiede-
nem Ausmal eine Stabilisierung der geordneten Gelphase gegeniiber steigender Tempe-
raturen durch das zugegebene Kation. Der deutliche Anstieg in der Hauptphaseniiber-
gangstemperatur deutet auf ein nicht rein elektrostatisches Binden des Y** an die Kopf-
gruppenregion der Membransysteme hin, da das elektrische Oberflachenpotential der
Membran bei hohen Salzkonzentrationen im umgebenden Medium zu grofen Teilen ab-
geschirmt wird. Somit ist als treibende Kraft hinter dem beobachteten Anstieg in 7 ein
Anstieg im lateralen Kompressionsdruck der Membran aufgrund der Bindung von Y*" in

die Membran zu vermuten.
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Abb. 5-2: FT-IR-Auswertung der Lipidhydratation als Funktion der Y3*-Konzentration

A) 1) C=0 IR-Bande als Funktion der Y3'-lonenkonzentration fiir reine DPPC Vesikel und ii) fiir
80:20 mol% DPPC:DPPG Vesikel. Jede Linie in A) i) sowie A) ii) reprisentiert das Mittel von 128 Ein-
zelspektren. B) C=0 Spektralbereich mit entschliisselten Subbanden fiir die unhydratisierte und hydratisier-
te C=0 Gruppe. C) Peakflichen der hydratisierten und unhydratisierten C=0 Gruppen als Funktion der Y3'-
Ionenkonzentration fiir reine DPPC-Vesikel bei einer Temperatur von 55 °C. D) Peakflachen der hydrati-
sierten und unhydratisierten C=O Gruppen als Funktion der Y*'-lonenkonzentration fiir 80:20 mol%
DPPC:DPPG-Vesikel bei einer Temperatur von 55 °C. Die Datenpunkte in C) und D) reprasentieren das
Mittel aus mindestens zwei separaten Untersuchungen; die Fehlerbalken geben die Standardabweichung

dieser Mittelwerte an.
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Anderungen in der Form der C=0O Vibrationsbande im Spektralbereich zwischen
1690 cm™ und 1770 cm™ erlauben Riickschliisse auf mogliche Verinderungen in der
Hydratation der Kopfgruppenregion der Lipiddoppelschichten. Der asymmetrische C=0
Peak bei ~ 1740 cm™ setzt sich aus zwei darunterliegenden Subbanden um 1743 cm™ und
1728 cm™! zusammen, wobei ersterer eine unhydratisierte, letzterer eine hydratisierte C=0
Gruppe reprisentiert (siche Abb. 5-2 A) und B)). ¥ Entschliisselung dieser kombinierten
C=0 Bande und Berechnung der Peakfldchen der zugrundeliegenden Subbanden liefert

Informationen iiber die Verinderungen im Hydratationsgrad der Modellmembran. [°%]

Wie in den Abb. 5-2 C) und D) gezeigt, deutet sich ein geringfiigiger Anstieg in der
Kopfgruppenhydratation in der fluiden Phase der reinen DPPC-Membran bei einer Tem-
peratur von 55 °C bei Y>"-lonenkonzentrationen iiber 8-10 mM an, wobei zu beachten ist,
dass der Effekt aufgrund seiner geringen Ausprigung innerhalb des Fehlerbereiches des
Experimentes liegt. In der fluiden Phase des anionischen 80:20 mol% DPPC:DPPG-
Systems zeigt sich hingegen eine signifikante Verdnderung der Kopfgruppenhydratation.
Beginnend bei einer Y**-lonenkonzentration von 8-10 mM lisst sich ein deutlicher Abfall
der Kopfgruppenhydratation beobachten, was die Theorie des Einbaus der trivalenten
Kationen in den Kopfgruppenbereich der anionischen Modellmembran mit einer daraus
folgenden Dehydratation dieses Bereiches stiitzt. Maximale Auspriagung dieses Effektes

zeigt sich fiir Y>*-Ionenkonzentrationen oberhalb von 10 mM.

5.3.2  Wirmestromdifferenzkalorimetrie (DSC)
Die Untersuchungen der reinen DPPC- sowie der 80:20 mol% DPPC:DPPG-Membranen
mittels Warmestromdifferenzkalorimetrie zeigen in den Scans der beschriebenen Proben
in einem weiten Temperaturbereich teils mehrere deutliche Wérmestromiiberschiisse,
welche auf grofle Konformationsdnderungen wihrend des Gel-zu-fliissig Phaseniibergan-
ges hindeuteten, deren Hauptphaseniibergangstemperatur, 7, signifikant durch den Ein-
fluss steigender Y**-lonenkonzentration verindert wurde (siche Abb. 5-3). Des Weiteren
wird deutlich, dass die Ubergangstemperatur des Voriibergangs bei Ein-Komponenten-
DPPC-Doppelschichten mit steigender Y>*-Ionenkonzentration in hoherem MaBe steigt
als die Hauptiibergangstemperatur derselben Doppelschicht, sodass bei Y?>*-

Konzentrationen ab 10,8 mM eine Kombination dieser beiden Warmestrompeaks resultie-
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rend in einem verbreiterten Hauptphaseniibergang, und nicht mehr existentem Voriiber-
gang auftritt. Die Untersuchungen der 80:20 mol% DPPC:DPPG-Doppelschichten zeigen
ein vergleichbares Verhalten, wobei bei diesem anionischen Modellsystem die Kombina-
tion von Vor- und Hauptphaseniibergang bereits ab Konzentrationen von 2,7 mM Y>*
auftreten. Zudem deutet die signifikant erhohte Breite des Phaseniibergangs sowie die
sich ausbildende Schulter desselben bei hohen Temperaturen auf ausgeprigte Pha-

senkoexistenzbereiche bei hohen Y>'-Ionenkonzentrationen hin.

o

, , .
Warmestrom [ a.u.”

TI°C

2

Wérmestrom [ a.u.

T/°C

Abb. 5-3: DSC-Thermogramme in Abhiingigkeit der Y3*-Konzentration

DSC-Thermogramme der Ein-Komponenten-DPPC- (A) sowie der 20 % anionischen DPPC:DPPG-Vesikel
(B) als Funktion steigender Y**-lonenkonzentration. Besonders ausgeprigt zeigen sich die Effekte des Ions
auf die anionische Modellmembran. Jede Linie représentiert einen einzelnen Thermoscan, deren Resultate
in mindestens zwei separat voneinander untersuchten Proben nachgewiesen wurden.
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Dieses Verhalten korrespondiert mit der ebenfalls erhhten Konzentration an dehydrati-
sierten Gruppen in der Kopfgruppenregion der Modellmembran oberhalb von 10 mM
Y**, was durch die FT-IR-Untersuchungen bestitigt wurde. Aufgrund der Vergleichbar-
keit der Hauptphaseniibergangstemperaturen von DPPC und DPPG, welche bei 42,4 °C
sowie 41,0 °C liegen, war in diesem System keine ausgeprigte Phasentrennung, wie in
Experimenten mit anderen Lipidzusammensetzungen und der Addition von Ca" in einer

Konzentration von 10 mM beschrieben, zu erwarten. [8!]

Der Anstieg der Phaseniibergangstemperaturen resultiert aus der Einbringung und Bin-
dung der zugegebenen Kationen an die Lipidgrenzschicht, wodurch eine Stabilisierung
der Gelphase gegeniiber steigender Temperatur durch intermolekulare Vernetzung er-
folgt. Das Verschwinden des Vorilibergangs stiitzt dieses Resultat, da eine Vernetzung der
Molekiile untereinander ein Ausbilden der gewellten Uberstruktur behindert. Wie erwar-
tet, fallt der Effekt auf die Membranen im Falle des anionischen Systems ausgeprégter
aus, da in diesem Falle die elektrostatische Interaktion mit den anionischen Lipidkopf-
gruppen an der Grenzfliche hinzutritt. Aufgrund der auBerordentlich ausgepriagten Pha-
senkoexistenz im Falle der heterogenen Fiinf-Komponenten-Membran konnten mit dieser
Methode keine Erkenntnisse iiber den Effekt von Y** auf dieses Modellsystem untersucht

werden.

5.3.3 Fluoreszenzspektroskopie (FS)
Abb. 5-4 zeigt die Temperaturabhingigkeit der Laurdan GP-Werte der Vesikel verschie-
dener Lipidzusammensetzung bei verschiedenen Y**-lonenkonzentrationen. Die Systeme
wurden iiber einen Temperaturbereich von 15 °C bis 80 °C bei Umgebungsdruck vermes-
sen. Werte der generalisierten Polarisation aller drei Lipidsysteme weisen einen deutli-
chen Abfall bei steigender Temperatur des Systems auf, was einer Absenkung des latera-
len Ordnungsparameters entspricht. Beim Vergleich der drei Systeme in Abwesenheit des
trivalenten Kations fallt auf, dass das reine DPPC- sowie das 80:20 mol% DPPC:DPPG-
Modellsystem einen scharfen Phaseniibergang vollzieht, wohingegen das komplexe, hete-
rogene 20:5:45:5:25 mol% DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.-Modellsystem einem weit-

aus sanfteren Anstieg der lateralen Unordnung unterliegt.
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Die reinen DPPC- sowie die 80:20 mol% DPPC:DPPG-Vesikel reagieren sehr sensitiv

auf einen Anstieg der Y**-lonenkonzentration. In der Gelphase bewirkt die Addition der

trivalenten Kationen keine signifikante Anderung der lateralen Membranordnung, was

sich durch die geringe Abweichung in den Startwerten der GP-Kurve darstellt. In der flu-

iden Phase hingegen zeigt sich, dass der Abfall der generalisierten Polarisation in Anwe-

senheit des trivalenten Kations signifikant schwécher ausfillt als in den ionenfreien Un-

tersuchungen.
A : B og] :
061 & & . ¥ 2
. ]
0,4 y 0.4
L] -
L]
Q
G 0,2 % 0.27 . i
. = y 1 s
- e
0’0",7 T % . e N
= c=0mM n 004 s ¢c=0mM =
024 ° c=10,7 mM . e ¢c=10,7 mM "
’ c=214mM = « c=214mM| mE W
- 7l777l7771 T T 1 '0,2 T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70 80
Ti°C Ti°C
C 0,61 . [ ]
L] 2
n
0,4 i
o
QO e
¢
L] | ®
0,2 R
= c=0mM » !
e c=87mM ] "
c=17,3mM
0,0 T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Ti°C

Abb. 5-4: Temperaturabhiingige Fluoreszenzspektroskopie bei steigender Y3*-Konzentration

Temperaturabhingigkeit der Laurdan GP-Werte von A) Ein-Komponenten-DPPC-Vesikeln, B) 20 % anio-
nischen 80:20 mol% DPPC:DPPG-Vesikeln und C) 10 % anionischen, heterogenen 20:5:45:5:25 mol%
DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.-Vesikeln fiir verschiedene Y>-Ionenkonzentrationen. Die Datenpunkte
représentieren das Mittel aus mindestens zwei separat préparierten Proben; die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung dieses Mittelwertes an.
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Dies deutet auf eine stark erhohte Konformationsordnung und gleichzeitig auf eine deut-
lich reduzierte Hydratation der Kopfgruppenregion durch Bindung an die Membran hin.
Dies steht in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der FT-IR- sowie DSC-
Untersuchungen, welche bei steigender Ionenkonzentration eine deutliche Verringerung

der Hydratation der 80:20 mol% DPPC:DPPG-Modellmembran zeigten.

Das 10%  anionische  20:5:45:5:25mol%  DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.-
Modellsystem zeigt vergleichbare Effekte wie das 80:20 mol% DPPC:DPPG-System in
schwicherer Ausprigung. In allen drei untersuchten Systemen fiihrt der Anstieg der Y>'-
Ionenkonzentration zu einer hoheren lateralen Lipidordnung in der fluiden Phase, ange-
zeigt durch die relativ zueinander gestiegenen GP-Werte. Am ausgeprigtesten zeigt sich
dieser Effekt fiir das 20 % anionische 80:20 DPPC:DPPG-Gemisch, wihrend die gerings-
ten Effekte fiir das reine DPPC-System auftreten. Die nur noch unwesentlichen Anderun-
gen in den GP-Werten nach Verdopplung der Y**-lonenkonzentration weisen auf einen

Sittigungseffekt oberhalb eines molaren Y**: Lipid-Verhiltnisses von 2:5 hin.

Weitergehend wurden mittels der Laurdan-Fluoreszenz druckabhingige Messungen mit
Hilfe einer von PALADINI und WEBER 1981 beschriebenen Hochdruck-Messzelle [
durchgefiihrt. Die Untersuchungen fanden an reinen DPPC- sowie an 80:20 mol%
DPPC:DPPG-Vesikeln bei Temperaturen von 55°C, 65°C und 75°C fiir Y-
Ionenkonzentrationen von 0 mM, 10,8 mM sowie 17,3 mM statt. Wie in Abb. 5-5 gezeigt,
weisen beide Systeme in der fluiden wie auch in der Gelphase fiir hohere lonenkonzentra-
tionen hohere Ordnungsparameter, angezeigt durch die GP-Werte auf. Der fliissig-zu-Gel
Ubergangsdruck ~ verringert sich  drastisch in  Anwesenheit hdherer Y**-
Ionenkonzentrationen, was auf einer deutlichen Destabilisierung der fluiden Phase und
Stabilisierung der Gelphase entspricht. Der Einfluss des trivalenten Kations auf den Pha-
seniibergangsdruck bei gegebener Y>'-lonenkonzentration ist zusammenfassend in Abb.
5-5 G) und H) dargestellt. Bemerkenswerterweise stellt sich der Y>*-induzierte, ordnende
Effekt ausgeprdgter dar als eine druckinduzierte Ordnung der Alkylketten der Lipide.
Y**-lonenkonzentrationen oberhalb von 10 mM zeigten keinen weiteren signifikanten

Einfluss auf das Phaseniibergangsverhalten der Modellsysteme.
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Abb. 5-5: Druckabhiingige Fluoreszenzspektroskopie bei steigender Y3*-Konzentration
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Druckabhéngigkeit der Laurdan-Fluoreszenz in reinen DPPC-Vesikeln (A, C, E) und 20 % anionischen,
80:20 mol% DPPC:DPPG-Vesikeln (B, D, F) bei einer Temperatur von je 55 °C (A, B), 65 °C (C, D) und
75°C (E, F) fiir verschiedene Y>'-Ionenkonzentrationen. G) Hauptphaseniibergangsdriicke der reinen
DPPC- sowie H) der 80:20 mol% DPPC:DPPG-Vesikel bei gegebener Temperatur und steigender Y**-
Ionenkonzentration. Die Datenpunkte in dieser Abbildung représentieren das Mittel von mindestens zwei
separaten, unabhingig voneinander préparierten Untersuchungen; die Fehlerbalken zeigen die Standardab-
weichung dieses Mittelwertes.
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Steigende Ionenkonzentrationen fithren somit zu hoherer Konformationsordnung der Li-
pide in allen gezeigten Systemen, am ausgeprigtesten in der anionischen Modellmemb-
ran. Alle betrachteten Modellsysteme weisen einen deutlichen Abfall im fiir den Phasen-
iibergang aufzubringenden Umgebungsdruck auf, am ausgepragtesten in einem Konzent-
rationsbereich von 0 bis 10,8 mM Y?>'. Hohere Konzentrationen resultieren in keinen wei-
terfiihrenden Effekten. Maximale Ausprigung des ordnenden Effektes auf die laterale
Membranstruktur ldsst sich fiir das 80:20 mol% DPPC:DPPG-System bei einer Tempera-
tur von 55 °C nachweisen, in welchem die Addition des trivalenten Kations iiber einen
weiten Temperatur- und Druckbereich nahezu gelphasenartige Ordnung induziert. Die
erhohte Breite des Phaseniibergangs resultiert mit hoher Wahrscheinlichkeit aus Y3*-
induzierten Phasenkoexistenzgebieten, vergleichbar mit den in den temperaturabhidngigen
Messungen gezeigten Daten bei Umgebungsdruck. Die Vergleichbarkeit der Phasentiber-
gangsdriicke bei Y*'-Ionenkonzentrationen von 10,7 mM und 21,4 mM entsprechend
molarer Y>': Lipid Verhiltnisse von 2:5 und 4:5, indiziert bereits einen Sittigungseffekt
des Einflusses des Kations auf das Phasenverhalten bei einer Konzentration von

10,7 mM.

5.3.4 Zeta-Potential und Partikelgréfie durch dynamische Lichtstreuung (DLS)
Als Zeta-Potential wird das elektrische Potential an der Scherschicht der Lipiddoppel-
schicht bezeichnet, welche in Relation zu einem weit entfernten Punkt innerhalb des um-
gebenden Losungsmittels betrachtet wird. In dieser Untersuchung wurde das Potential an
der Grenze zwischen der die Vesikel umgebenden Pufferldsung und der stationdren, da
mit der Oberfliche des Vesikels verbundenen Losungsmittelschicht betrachtet. Durch
Adsorption von Ionen an die Oberfliche eines Liposoms zeigt sich eine Anderung des
Zeta-Potentials bis hin zu einem Wechsel des Vorzeichens. [''* Um Informationen iiber
die Adsorption und Anbindung der trivalenten Y**- Kationen an diese Vesikel zu erhalten
und um Aussagen iiber die Stabilitdt der kolloidalen Lipiddispersion treffen zu kdnnen,
wurden die Zeta-Potentiale von Vesikeln verschiedener Lipidzusammensetzung be-
stimmt. Zeta-Potentiale von > 20 mV fiihren hierbei zu einer Stabilisierung der Vesikel

und schiitzen die kolloidale Dispersion gegeniiber Aggregation. [!!4]
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Abb. 5-6: Zeta-Potentiale und PartikelgroBen in Abhiingigkeit der Y**-Konzentration

Zeta-Potentiale der A) reinen DPPC- und B) 80:20 mol% DPPC:DPPG-Vesikel bei einer Temperatur von
25 °C. C) und D) zeigen das Zeta-Potential sowie die PartikelgroBe des heterogenen 20:5:45:5:25 mol%
DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.-Lipidsystems bei verschiedenen Temperaturen fiir steigende Y3'-
Ionenkonzentrationen. Steigende Zeta-Potentiale indizieren starke Adsorption der trivalenten Kationen an
die anionischen, wie auch an die neutrale Membran, wihrend die Auswirkungen auf die anionischen
Membranen von hoherer Auspragung sind als die auf die neutrale Membran. Steigende PartikelgroBen deu-
ten auf Vesikelfusion oder Aggregation des heterogenen Fiinf-Komponenten-Systems mit steigender lonen-
konzentration hin. Die Balkendiagramme reprisentieren die Mittelwerte aus jeweils drei Einzelmessungen
zweier unabhéngig voneinander untersuchter Proben von denen jede Einzelmessung als Mittel von 17 Scans
dargestellt wurde. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung dieser Ergebnisse an.

Abb. 5-6 zeigt die Zeta-Potentiale der zwitterionischen DPPC-Membran und der 20 %
anionischen 80:20 DPPC:DPPG-Membran bei einer Temperatur von 25 °C, wie auch die
Zeta-Potentiale der 10 % anionischen Fiinf-Komponenten-Membran bei Temperaturen
von 25 °C, 50 °C und 70 °C bei verschiedenen Y*'-Ionenkonzentrationen. Im Allgemei-
nen ist bei einem Anstieg der Temperatur aufgrund einer erhdhten Unordnung der Alkyl-
ketten der Lipide und folglich einer Erhohung der Querschnittsfliche selbiger eine
Schwiéchung der Ion-Dipol-Interaktionen zwischen gebundenen Kationen und den pola-
ren, geladenen Kopfgruppenregionen zu erwarten. Des Weiteren wird die Partikelgrof3e

der zuvor durch einen 100 nm Porengrofle aufweisenden Polycarbonatfilter extrudierten
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Vesikel des heterogenen Fiinf-Komponenten-Systems fiir  verschiedene Y>*-
Ionenkonzentrationen und Temperaturen dargestellt. Es zeigt sich deutlich, dass die Parti-
kelgroBe als Folge erhohter Y**-lonenkonzentrationen der Pufferldsung steigt, was auf
eine Aggregation oder eine Fusion der Vesikel hindeutet. Die Liposomen des Fiinf-
Komponenten-Systems wiesen bei einer Temperatur von 25 °C in Abwesenheit des triva-
lenten Kations ein Zeta-Potential von etwa - 50 mV auf, die des 20 % anionischen
80:20 mol% DPPC:DPPG-Gemisches etwa - 60 mV und die Vesikel bestehend aus rei-
nem, zwitterionischem DPPC in etwa 0 mV. Bei steigenden Y>'-Ionenkonzentrationen
zeigt sich bei einer Temperatur von 25 °C an den anionischen Membranen ein Wechsel
des Vorzeichens und ein deutlicher Anstieg des Zeta-Potentials auf bis auf + 50 mV fir
das Fiinf-Komponenten-System und bis auf + 60 mV fiir das DPPC:DPPG-System. Aus
der Tatsache, dass selbst bei der initial neutralen Membran aus reinem DPPC ein deutli-
cher Anstieg des Zeta-Potentials auf bis zu + 40 mV nachgewiesen wurde und der deutli-
chen, positiven Uberladung der betrachteten, anionischen Membranen weit iiber den
Neutralpunkt hinaus, zeigt sich deutlich, dass die Antriebskraft hinter den Kation-
Kopfgruppen-Interaktionen der trivalenten Kationen {iber unspezifische, elektrostatische
Wechselwirkungen hinaus geht. ! Weiterhin weist der annéihernd doppelt so ausgeprig-
te Anstieg des Zeta-Potentials der anionischen Membran verglichen mit dem Anstieg des
Zeta-Potentials der neutralen Membran auf zusétzliche, elektrostatische, adsorptive Effek-
te an der anionischen Oberfldche dieser Liposomen hin. Weitere Erh6hung der Ionenkon-
zentrationen liefert keine weiteren signifikanten Anstiege der Zeta-Potentiale der unter-
suchten Liposomen. Die Zeta-Potentiale des heterogenen Fiinf-Komponenten-Systems
ndherten sich bei steigenden Temperaturen einem neutraleren Potential an, was zu einer
Destabilisierung des kolloidalen Systems gegeniiber Aggregation fiihrt. Steigende Y>*-
Ionenkonzentrationen fiihren, wie bereits beschrieben, zudem zu einer Erhdhung der Par-
tikelgroBe durch Fusion oder Aggregation der Liposomen. Die beobachtete partielle Re-
versibilitit dieses Prozesses bei steigender Temperatur suggeriert eine Aggregation der
Vesikel anstelle der Fusion. Dies deutet darauf hin, dass die Y**-Ionen dazu in der Lage
sind, den Raum zu benachbarten Vesikeln zu iiberbriicken und somit die Adhédsionskréfte
zwischen den Vesikeln zu steigern, wie es auch fiir Ca®>*-Ionen in bestimmten Konzentra-

tionen beschrieben wurde. [°0:115-116]
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5.3.5 Fluoreszenzmikroskopie (FM)
Wie bereits durch die spektroskopischen sowie kalorimetrischen Untersuchungen moti-
viert, wurden die dort suggerierten Koexistenzbereiche der lo- sowie der lg-Phasen der
10 % anionischen 20:5:45:5:25 mol% DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.-Lipidvesikel mit
Hilfe der konfokalen Laser scanning Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Um das tempe-
raturabhéngige Phasenverhalten dieses Membransystems zu visualisieren, wurden die
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen an riesigen unilamellaren Vesikeln (GUVs)
des Fiinf-Komponenten-Systems durchgefiihrt, welches mit 0,1 mol% N-Rh-DHPE als
Marker der 1¢-Phase versetzt wurde. Die Untersuchungen wurden fiir ausgewéhlte Tempe-

raturen sowie fiir drei relevante Y**-lonenkonzentrationen durchgefiihrt.

Wie in Abb. 5-7 gezeigt, kann die lo-l¢-Phasenkoexistenz im benannten System in Abwe-
senheit des trivalenten Kations iiber einen weiten Temperaturbereich beobachtet werden.
Wie erwartet, steigt der Anteil der l4-Phase mit steigender Temperatur als Resultat des
partiellen Phaseniibergangs der Doménen initialer l,-Struktur. Bei einer Temperatur von
75 °C bestehen nahezu keine lo-Bereiche mehr; die Gesamtheit der Doménen innerhalb
des Liposoms hat somit den Phaseniibergang vollzogen. Des Weiteren zeigt sich, dass
eine gesteigerte Y>*-lonenkonzentration nur einen geringen bis keinen signifikanten Ein-
fluss auf die laterale Doménenstruktur aufweist. Da die Fluoreszenzmikroskopie aufgrund
thres Auflosungsvermdgens lediglich Doménen auf der Mikrometerskala detektiert,
musste fiir Einblicke hoherer raumlicher Auflosung die Rasterkraftmikroskopie (AFM)

bemiiht werden, deren Resultate im folgenden Abschnitt beschrieben werden.

Zusitzlich wurden die osmotischen Einfliisse der trivalenten Kationen auf die riesigen
unilamellaren Vesikel des Fiinf-Komponenten-Systems durch sukzessive Erhéhung der
Y?*-Tonenkonzentration im umgebenden Puffermedium untersucht, wihrend das Vesikel-
interne Medium keine Y>*-Ionen enthielt, was zu groBem osmotischem Stress entlang der
Membran fiihrt. Die Bilder wurden mittels einer Quecksilberdampflampe mit nachge-
schaltetem Grlinfilter zur Anregung des Fluorophors aufgenommen. Bei Konzentrationen
bis zu 17,3 mM Y*" konnten iiber einen Zeitraum von 30 Minuten keine signifikanten,

makroskopischen Effekte auf die Topologie der Vesikel beobachtet werden.
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¢ =0mM

¢ =8,7mM

¢= 17,3 mM

Abb. 5-7: Fluoreszenzmikroskopie der Fiinf-KS-Vesikel bei steigender Y3*-Konzentration

Temperaturabhéngige, konfokale Fluoreszenzmikrosopieaufnahmen als Querschnittsaufnahmen der
heterogenen Fiinf-Komponenten-Liposomen bei ausgewihlten Temperaturen und relevanten Y3*-
Ionenkonzentrationen. Rote Fluoreszenz markiert die fliissig ungeordneten l4-Phasen als Resultat des
préferierten Einbaus des N-Rh-DHPE in die fluiden Phasen. Die Abbildungen zeigen exemplarisch die in
einer Vielzahl an Liposomen nachgewiesenen Effekte mehrerer, unabhéingig voneinander priparierter
Proben.

Die Zugabe hoher Y>*-Mengen auf Konzentrationen von 1 mg mL"! fiihrte hingegen zu
spontanem Zerreilen und Ausbildung von Einstiilpungen in der Membran der Vesikel
innerhalb weniger Sekunden, wie in Abb. 5-8 gezeigt ist. Dartiber hinaus vollzogen einige
der Vesikel deutliche Formverinderungen, wie sie bereits in stirkerem AusmaB fiir La’",

92111 Kiirzliche Arbeiten legen nahe, dass Ca®"

Gd*" sowie fiir Ca*" beschrieben wurden. !
die Membrankriimmung durch die Interaktion mit den anionischen Lipiden beeinflusst
und somit die Fusion von Vesikeln fordert. Diese wird zum Teil durch die erhohte Adhé-
sion zwischen den Vesikeln, jedoch ebenfalls vermutlich durch die Einfliisse auf die
Membrankriimmung, ausgehend von multivalenten Kationen, induziert, welche die Fusi-

onsstadien zu stabilisieren scheinen. [''7! Ca?*-Ionen, wie auch die hier untersuchten Y>'-
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Ionen fiihren somit zu Einstiilpungen in den Membranen der GUVs aufgrund einer spon-

tanen, negativen Kriimmung, welche durch die Kationen generiert wird. [!17]

(|

Abb. 5-8: Fluoreszenzmikroskopie: Osmotischer Stress durch Y3*-Ionen

Beispielhafte Aufnahmen von A) Ruptur und B) Formverdnderung von Vesikeln als Resultat der Zugabe
von 1 mg mL"!' Y** zu den 10 % anionischen 20:5:45:5:25 mol% DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.-GUVs.
Die roten Pfeile markieren die Membranfragmente in A) sowie tubulierte Vesikel in B). Die Bilder wurden
mit einer Quecksilberdampflampe unter Verwendung einer CCD Kamera aufgenommen. Die Abbildungen
reprasentieren beispielhaft in mehreren unabhingig voneinander untersuchten Proben mehrfach beobachtete
Resultate.

5.3.6  Rasterkraftmikroskopie (AFM)
Um detailliertere Einblicke in die Morphologie und laterale Membranstruktur der hetero-
genen Fiinf-Komponenten-Membran in héherer Aufldsung als durch die Fluoreszenzmik-
roskopie moglich zu erhalten, wurden Rasterkraftmikroskopieaufnahmen dieser Membran
bei verschiedenen Y?**-lonenkonzentrationen in Fliissigkeiten unter Verwendung des
Tapping-Mode® aufgenommen. In Abwesenheit des trivalenten Kations zeigen die Auf-
nahmen bei Raumtemperatur in Ubereinstimmung mit vorangegangenen Verdffentli-
chungen deutliche l4-/lo-Phasentrennung. [**l Die koexistierenden Phasen kénnen anhand
Ihrer Hohendifferenz von 1,2 — 1,5 nm voneinander unterschieden werden, wie in dem in
Abb. 5-9 A) gezeigten Hohenprofil der Membran zu erkennen ist. Diese Hohendifferenz
der reinen Mem-brandoménen steht in Ubereinstimmung mit der Literatur P+!1%118] Dije
Hohenverteilung der Lipiddoppelschicht, welche in Abb. 5-9 B) zu sehen ist, zeigte eine
konstante Hohendifferenz zwischen den ungeordneten l¢-Doménen und den geordneteren

lo-Doménen, wie aus der Differenz der Maxima der Hohenverteilungsfunktion zu erken-
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nen ist. Zugabe von 8,7 mM Y3 resultierte in keinen signifikanten Effekten auf die late-
rale Organisation der Lipiddoppelschicht. Erhdhung der Konzentration der Y**-Ionen auf
17,3 mM fiihrte lediglich zu minimalen, vernachléssigbaren Effekten. Die Hohendifferenz
zwischen den beiden ausgebildeten Phasen verringert sich hierbei minimal, wahrend der
Anteil der separierten Doménen an der Gesamtheit der Membran, wie in Abb. 5-9 C) dar-
gestellt, einen minimalen Anstieg der fliissig-geordneten Phase verzeichnet. Einbeziehung
der Messunsicherheiten relativieren diesen Anstieg jedoch deutlich, sodass nicht von ei-
ner signifikanten Verdnderung in den Anteilen der einzelnen Doménen an der Gesamt-
membran auszugehen ist. Aus diesem Grund kann der Schluss gezogen werden, dass die
Y>*-Ionen keinen signifikanten Einfluss auf die laterale Dominenstruktur der heterogenen
Fiinf-Komponenten-Membran aufweisen. Diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie auf der Mikroebene, auf welcher
ebenfalls keine signifikanten Effekte nachgewiesen werden konnten. Somit kann ab-
schlieBend zusammengefasst werden, dass die Adsorption der Y**-Ionen zu keinen nach-
weisbaren Verdnderungen in der lateralen Dominenstruktur der heterogenen Modell-
membran fiihrt, wie sie beispielsweise fiir Ca*’-Ionen nachgewiesen wurde. Somit besteht
beziiglich dieses Aspektes eine Analogie zum Einfluss von Mg?" auf diese Art von
Membranen, welche ebenfalls keine gruppierenden Eigenschaften auf Membrandoménen

dieser Art aufweisen, 191211
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Abb. 5-9 AFM-Bilder der Fiinf-KS-Membran bei verschiedenen Y3*-Konzentrationen

A) AFM-Aufnahmen der heterogenen, 10 % anionischen Fiinf-Komponenten-Lipidmembran auf Mica bei
Raumtemperatur in Abwesenheit und Anwesenheit verschiedener Y3*-lonenkonzentrationen. Die Abbil-
dungen zeigen eine heterogene Lipiddoppelschicht mit koexistierenden fliissig-geordneten 1, (hell) sowie
fliissig-ungeordneten lg-Doménen (dunkel). Geringe Y>**-Ionenkonzentrationen zeigen keinen nachweisba-
ren Effekt auf die laterale Organisation der Lipiddoppelschicht. Aufkonzentration der Y>*'-lonen auf
17,3 mM fiihrt zu lediglich minimalen Anderungen der Membranstruktur, welche sich als minimale Verin-
derung der Hohendifferenzen zwischen den beiden Doménenarten zeigt. Obwohl die laterale Dynamik der
Membran infolge der Y**-Zugabe reduziert erscheint, zeigen Form und Grofe der Dominen keine signifi-
kanten Verdnderungen. B) Hohenverteilung der Membranbestandteile relativ zur Mica-Oberfldche bei ver-
schiedenen Y?3*-lonenkonzentrationen. Die Differenz zwischen den Maxima der Verteilungsfunktionen
reprasentiert den Hohenunterschied zwischen den beiden betrachteten Domédnen und verringert sich nur
marginal. C) Dominenflichenverteilung fiir verschiedene Y3*-lonenkonzentrationen. Die zu erkennende
Abnahme des Anteils der Flache der fliissig-ungeordneten Phase im Vergleich zur fliissig-geordneten Phase
liegt innerhalb der Messunsicherheit. A) zeigt exemplarische Bilder der in mehreren unabhéngig voneinan-
der priparierten Proben gemachten Beobachtungen. B) und C) zeigen die Mittelwerte der Hohenverteilung
sowie der Flachenverteilung zweier separat voneinander ausgewerteter Messungen. Die Fehlerbalken repré-
sentieren die Standardabweichungen dieser Mittelwerte.
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5.4  Zusammenfassung

In der in diesem Kapitel vorgestellten Studie konnte gezeigt werden, dass trivalente Y**-
Kationen stark an die Kopfgruppenregion von Lipidvesikeln verschiedener Zusammen-
setzung binden, um so Effekte, vergleichbar mit den durch die Addition von Ca®"-Ionen
hervorgerufenen Effekten, zu induzieren. Der Effekt des trivalenten Yttrium-Kations fallt,
verglichen mit dem des Ca®*, jedoch deutlich schwiicher aus. Beispielsweise ist bekannt,
dass die Addition von bereits 10 mM CaCl> zu reinen DPPS-(Dipalmitoylphosphati-
dylserin) sowie DPPG-Membranen zu einer vollstindigen Unterdriickung des Hauptpha-
seniibergangs in einem Temperaturbereich von 0-70 °C fiihrt, was im Falle des Yttrium-
Ions nicht beobachtet werden konnte. 811 Y**-lonenkonzentrationen von 8-10 mM beein-
flussen jedoch dennoch signifikant das Phasenverhalten von Lipidvesikeln, was zu einem
Sittigungseffekt oberhalb eines Y**:Lipid-Verhiltnisses von bereits 2:5 fiihrte. Die triva-
lenten Kationen erhdhten die Hauptphaseniibergangstemperatur der neutralen Membran
um etwa 2 °C und um 7 °C im Falle der 20 % anionischen Membran. Diese Ergebnisse
stehen in Ubereinstimmung mit den Effekten durch Ca®’-Ionen, fiir welche gezeigt wurde,
dass diese nur schwach mit zwitterionischen Membranen, jedoch intensiv mit anionischen

Membranen wechselwirken. ['17:122

I Vergleichsweise wurde eine geringe Erhdhung der
Hauptphaseniibergangstemperatur von 1-2 °C als Resultat der Addition monovalenter
Kationen wie Na* zu neutralen Membransystemen beobachtet, wihrend die Addition von
Mg** zu Phosphatidylserin-Membranen einen Anstieg der Phaseniibergangstemperatur
von bis zu 8 °C induzierte. 8] Des Weiteren fiihrte die Addition von Y>'-Kationen zu
einer deutlichen Verschiebung des Lg:- zu Pg-Vorphaseniibergangs sowie zu einer deutli-
chen Phaseniibergangsverbreiterung in reinen DPPC- sowie den 80:20 mol%
DPPC:DPPG-Membranen aufgrund von Phasentrennungen, wie sie ebenfalls fiir Ca®"
beschrieben wurde. B! Dieser Effekt resultiert hochstwahrscheinlich aus verschiedenen
Affinitdten des trivalenten Kations zu den Lipiden DPPC und DPPG, entsprechend ihrer
Nettoladung. Die drastische Anderung im Zeta-Potential aller betrachteten Membransys-
teme belegt eine intensive Kopfgruppen-Kation-Interaktion. Diese besteht mit hoher
Wabhrscheinlichkeit in direkter Bindung des trivalenten Kations an die Phosphatgruppen
der Kopfgruppen (siche Abb. 5-10). Diese Folgerung steht in Einklang mit der beobach-
teten Abnahme der Kopfgruppenhydratation, wie sie durch die FT-IR-Untersuchungen

sowie durch die Laurdan-Fluoreszenzspektroskopie beobachtet wurde.

-82-



Die Messung der PartikelgroBBe der Vesikel des Fiinf-Komponenten-Lipidsystems zeigte
einen Anstieg der PartikelgroBe mit steigender Y**-lonenkonzentration, wihrend eine
Erhohung der Temperatur der vergroflerten Partikel einen gegenldufigen Effekt besaB.
Dieses Verhalten ldsst sich durch die Aggregation anstelle der ebenfalls moglichen Fusi-
on der Vesikel erkliren. Ahnliches Verhalten wurde ebenfalls bereits fiir Ca’>" beschrie-
ben. Y Diese Vergleichbarkeiten zu Ca?* sind gut zu erkliren, da die Radien beider lo-
nen mit #(Y*>") = 0.92 A und #(Ca*")=0.99 A sehr dhnlich sind. ['>*) Im Vergleich dazu
betriigt der Radius eines Wassermolekiils, welches durch die Komplexierung eines Y>*-
Ions ersetzt wiirde, ~ 1,5 A. Einbau und Komplexierung des Y**-Ions durch die Phos-
phatgruppen in der Kopfgruppenregion mehrerer Lipide der Membran fiihrt somit zu ei-
ner Versteifung der Membran und einer Stabilisierung der Gel-Phase gegeniiber der flui-
den Phase bei steigender Temperatur. In Ubereinstimmung mit den vorangegangenen
Ergebnissen zeigte sich ein gesteigerter Lipid-Ordnungsparameter in der fluiden Phase
durch die Laurdan Fluoreszenzspektroskopie. Des Weiteren lief3 sich eine Verminderung
des fluid-zu-Gel Phaseniibergangsdruckes als Resultat des erhdhten lateralen Kompressi-
onsdruckes in der Membran, hervorgerufen durch die intermolekulare Vernetzung der
Membranlipide durch Komplexierung des Y**, nachweisen. Bemerkenswerterweise zeig-
ten die Fluoreszenzmikroskopie sowie die Rasterkraftmikroskopie keine signifikanten
Effekte gesteigerter Y>*-lonenkonzentrationen auf die laterale Organisation der heteroge-
nen, anionischen Lipiddoppelschichten in Bezug auf die Doménenbildung der verschie-
denen Phasen. Dieses Resultat priisentiert sich gegensitzlich zu den Effekten von Ca®" auf
heterogene Lipiddoppelschichten, in denen eine Verringerung der Doméinengrof3en beo-
bachtet wurde. "' Der Einfluss auf die laterale Dominenstruktur Zhnelt somit eher der
des divalenten Kations Mg?*, zu dem berichtet wurde, dass dieses in heterogenen Phos-
phatidylserinmembranen keine Clusterbildung der Doménen induziert, wihrend es den-

noch die Lipidordnung erhoht. >4°7->9

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass Y**-lonen in der Lage sind, die
Einfliisse von Ca?" auf Lipiddoppelschichten und deren Phaseniiberginge nachzuahmen,
wenn auch in geringerer Ausprigung. Y*>*-Ionen dringen tief in die Kopfgruppenregion
der Lipiddoppelschichten ein und binden koordinativ an die hier verorteten Phosphat-

gruppen (Abb. 5-10), was in einer dichteren Packung der Lipide und partieller Dehydrata-
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tion der Kopfgruppenregion resultiert, ohne dabei die laterale Struktur der heterogenen

Phasenseparation zu beeinflussen.
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Abb. 5-10 Schematische Darstellung der Y**-Lipid-Komplexierung

Schematische Darstellung der vorgeschlagenen Y3'-Komplexierung durch die Phospholipid-Modellmem-
bran. Die roten Pfeile reprasentieren mogliche koordinative Bindungen zu den Sauerstoffatomen der Kopf-
gruppen. Die Phosphatgruppen stellen die bevorzugten Bindungsstellen des Kations dar. Durch die Kom-
plexierung des Y3*-lons resultiert die Dehydratation der Kopfgruppenregion durch Verdringung der Was-
sermolekiile, wobei partielle Dehydratation durch in hohem MaBe hydratisierte Y3*-Kationen auftreten
kann, wodurch sich innenliegende Komplexe mit den negativ geladenen Phosphatgruppen ausbilden.

Die Koordination des Y*" an mehrere Lipide gleichzeitig resultiert in der erhdhten Pa-
ckungsdichte sowie der Minimierung der Abstinde zwischen den einzelnen Lipiden und
den eingebrachten Kationen. Der Anstieg des lateralen Kompressionsdruckes in der
Membran als Ergebnis der intermolekularen Vernetzung durch das Y3 liefert zudem eine

Erklidrung fiir eine Abnahme der wellenartigen Undulationen der riesigen unilamellaren
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Vesikel in Anwesenheit des Y**, wodurch eine Anniiherung der Vesikel untereinander
und eine folgende Aggregation dieser begilinstig wird. Der Anstieg des Lipid-
Ordnungsparameters, die Abnahme der Querschnittsflaiche der Alkylketten und der An-
stieg des lateralen Kompressionsdruckes innerhalb der Membran beeinflussen mit hoher
Wabhrscheinlichkeit die Konformationsstabilitdt sowie die Funktion membrangebundener

Proteine, wie lonenkanile oder lipidierter Signalproteine.
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6 MEMBRAN-INTERAKTIONEN UND TRANSFEKTIONSVERMOGEN

IMIDAZOLIUMBASIERTER LIPIDE

Teile der in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse sind publiziert in:

S. Bornemann, M. Herzog, L. Roling, T. O. Paulisch, D. Brandis, S. Kriegler, H.-J. Galla, F. Glorius, R. Winter, Inter-
action of Imidazolium based Lipids with Phospholipid Bilayer Membranes of Different Complexity, Phys. Chem.
Chem. Phys., 2020, Accepted Manuscript.

6.1 Einleitung

Bereits im Jahre 1991 wurden die ersten N-heterocyclischen Carbene (NHC) isoliert, wo-
raufhin das Interesse an diesen neuartigen Molekiilen besonders im Bereich der Organo-
metallkomplexe, der Materialforschung, Medikamentenentwicklung und Katalyse stetig
wuchs. [1251311 7y Beginn wurde den zu den Carbenen zugehérigen Imidazoliumsalzen,
die durch Addition aliphatischer Kohlenwasserstoff-Restgruppen sehr gut verschiedene
Eigenschaften von Membranlipiden imitieren konnen, nur wenig Aufmerksamkeit zuteil.
Heutzutage jedoch stellen die imidazoliumbasierten, lipidartigen Molekiile einen interes-
santen Ansatz im Kampf gegen Krebs, wie auch als antimikrobieller und antimykotischer
Wirkstoff dar. [1*2133] Dariiber hinaus existieren Variationen der N-substituierten Imida-
zoliumringe in einer Vielzahl bioaktiver Molekiile des menschlichen Metabolismus und
in vielen weiteren natiirlichen Produkten. Thr amphiphiler und hochpolarer, heterocycli-
scher Ring neigt aufgrund dieser Eigenschaften zu elektrostatischen Interaktionen mit
verschiedensten biologischen Systemen. Insbesondere mit Biomembranen wurde eine
ausgeprigte Membranaktivitit dieser Imidazoliumsalze beobachtet. [1*+137] Bedingt durch
die kationischen Kopfgruppen dieser alkylierten Imidazoliumderivate weisen diese in
Abhéngigkeit der Kettenlédnge der addierten Alkylketten selbst eher tensidédhnliche Eigen-

schaften auf, [138-141]

Durch die Strategie der Molekularhybridisierung zur Entwicklung neuer medizinischer
Wirkstoffe wurden durch Prof. Dr. Glorius alkylierte Imidazoliumsalze entworfen und
synthetisiert, welche in der Lange der beiden aliphatischen Kohlenwasserstoffreste an der

4- und 5-Position des Imidazoliumringes sowie der Struktur der kationischen Kopfgruppe
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variieren. (1427144 Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit dieser Derivate mit natiirlichen
Phospholipiden sind diese Molekiile in der Lage, die physikochemischen Eigenschaften
natlirlicher Membranbausteine nachzuahmen, wobei sich zeigte, dass einige dieser artifi-
ziellen Lipide eine betrdchtliche Anti-Tumor Aktivitidt wie auch zelluldre Toxizitit auf-
weisen. [14314] Die Zytotoxizitit dieser artifiziellen Lipide ist in hohem MaBe abhingig
von der Linge der Alkylketten an der 4- und 5- Position des Imidazoliumringes. Lange
Cis-Alkylketten zeigen den Untersuchungen zufolge die geringste Zytotoxizitdt der ver-
glichenen Spezies, wohingegen verhéltnismifBig kurze C7-Alkylketten eine sehr hohe To-

[143.194] Tm Gegenzug dazu zeigt sich bei lingeren Alkylketten eine

xizitit aufweisen.
deutlich hohere Oberflichenaktivitit, wodurch deutlich wird, dass die biologische Aktivi-
tat der Molekiile stark von deren biophysikalischen Eigenschaften beeinflusst wird. Un-
tersuchungen der Interaktion dieser Molekiile mit Phospholipidmembranen zeigen einen
bereitwilligen Einbau des CisIMe-HI in die Lipidmembran, wohingegen das kiirzere
Ci1IMe-HI einen lytischen, destabilisierenden Effekt auf die Membran ausiibt. Das noch
kiirzere C7IMe-HI zeigt hingegen nicht-lytische Eigenschaften und beeinflusst die Memb-
ranstruktur nur marginal. 431 Weitere Studien fokussieren sich neben dem Einfluss der
Alkylkettenldnge auf den Einfluss der Kopfgruppe der lipidartigen Imidazoliumsalze.
Hier zeigt sich, dass kleine, hydrophile Substituenten an der Kopfgruppe eine Versteifung

einer DPPC Membran bewirken, wéhrend sterisch anspruchsvolle, hydrophobe Substi-

tuenten zu einer Fluidisierung der Membran fiihren. 4%

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei neuartige imidazoliumbasierte Lipide, das
Cu1IPr-HBr (im Folgenden als C11IPr bezeichnet) mit einer sterisch hoch anspruchsvollen
Kopfgruppe, sowie das Ci1IMe-HI (im Folgenden als Ci1IMe bezeichnet) mit einer ste-
risch weniger anspruchsvollen Methyl-Substitution in der Kopfgruppe verglichen, wel-
ches bereits zum Teil in der Literatur beschrieben wurde. ['4314 Zusitzlich wurde, basie-
rend auf den Resultaten der vorangegangenen Untersuchungen, ein speziell fiir Transfek-
tion und Fusionsinduktion entworfenes Molekiil (im Folgenden als TM bezeichnet) auf
seine biophysikalischen Einfliisse in der raft-Membran untersucht. Details zu diesen Mo-
lekiilen sind dem Abschnitt 6.2.2 sowie Abb. 6-1 zu entnehmen. Das Ci1IPr wurde hierbei
mit dem C;;IMe in Membransystemen verschiedener Komplexitéit untersucht und vergli-

chen. Die Molekiilstrukturen sind in Abb. 6-1 dargestellt. Aufgrund ihrer Strukturen und
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Eigenschaften konnen die betrachteten Molekiile zur derzeit intensiv untersuchten Klasse

der ionischen Fliissigkeiten gezihlt werden. [147-1481

Begonnen wurden die Untersuchungen an einem simplen Ein-Komponenten-
Membransystem, bestehend aus reinem DPPC. Die Komplexitit der Membranen wurde
anschlieffend iiber ein heterogenes, neutrales Drei-Komponenten-System, bestehend aus
DPPC:DOPC:Chol. (2:1:1) bis hin zu einem 10% anionischen, heterogenen
DPPC:DOPC:DPPG:DOPG:Chol. (45:5:20:5:25) Fiinf-Komponenten-System gesteigert.
Letzteres dhnelt in physiologischer Konzentration der anionischen Lipide und in physio-
logischem Verhalten als rafi-Membran natiirlichen Plasmamembranen. [!4%15% Die Mehr-
komponentensysteme mit eingelagertem Cholesterin weisen bei Raumtemperatur Pha-
senkoexistenzgebiete raft-artiger fliissig-geordneter (l,) sowie fliissig-ungeordneter (lg)
Phasen auf. ['°1152] Diese Dominen verschiedener Zusammensetzung und Fluiditit stehen
in der Diskussion von hoher Relevanz fiir membranverbundene Prozesse wie Signaltrans-
port, Exo- sowie Endocytose wie auch die Aufnahme von Viren zu sein (Details siehe
Kapitel 2.1.4). 15271551 Das Ein-Komponenten-System, bestehend aus reinen DPPC-
Doppelschichten, ldsst hingegen in Ermangelung von Phasenkoexistenzgebieten bei
Temperaturerhohung die Untersuchung auf die Einfliisse von scharfen, lamellaren Pha-
seniibergingen in Form von Gel-zu-Gel Vorphaseniibergdngen (Lgs/Py’), wie auch von

u. 1921561 Fiir die Untersuchung des

Gel-zu-fliissig Hauptphaseniibergingen (Pg/Ly) z
Transfektionspotentials des TM wurde eine DPPC:DOPE (1:1) Lipidmischung als Tri-
gersystem fiir das TM gewéhlt, da DOPE als neutrales Lipid mit einer kleinen Ethanol-
amin-Kopfgruppe negative Kriimmungen in der Membran induziert, welche im Zuge der
Ausbildung nicht-lamellarer Phasen fiir die Induktion von Membranfusion forderlich ist

(Details siehe Kapitel 2.2). [17]
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6.2 Material und Methoden

6.2.1 Material

Tab. 6-1: Chemikalien Imidazoliumsalzstudie

Fiir die in diesem Kapitel untersuchten Proben verwendete Chemikalien sowie
zur Préparation der Proben genutzte Lipide und deren Bezugsquellen.

Chemikalien und Lipide Bezugsquelle

DPPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DPPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DOPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DOPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DOPE Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Cholesterin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
N-Rh-DHPE Invitrogen (Carlsbad, California, USA)
NBD-DHPE Invitrogen (Carlsbad, California, USA)
Atto-647 ATTO-TEC GmbH (Siegen, Germany)
Laurdan Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Chloroform Merck (Darmstadt, Deutschland
Methanol Merck (Darmstadt, Deutschland)
HEPES Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

TRIS Alfa Aesar (Haverhill, USA)

PVA Merck (Darmstadt, Deutschland)

6.2.2 Lipidartige Imidazoliumsalzderivate
Die imidazoliumsalzbasierten Lipide, die fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit Ver-
wendung fanden, wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Glorius am Institut fiir Or-
ganische Chemie der Universitdt Miinster entworfen und synthetisiert. Die Lipidstruktu-
ren sowie das Verhalten verschiedener lipiddhnlicher 4,5-dialkylierter Imidazoliumderi-
vate wurden zum Teil bereits untersucht und beschrieben. [142-146] Fiir die Untersuchungen
in dieser Arbeit wurden drei verschiedene Imidazoliumsalzderivate verwendet, deren
Strukturen in Abb. 6-1 dargestellt sind. Als Vergleichsmolekiil wurde das 1,3-dimethyl-
4,5-diundecyl-1H-imidazol-3-iumiodid (Ci1IMe) verwendet, da dies bereits in verschie-

denen Untersuchungen verwendet wurde und die gleiche Kettenlinge aufweist. 14?! Das
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zweite verwendete, neu entworfene Molekiil stellt das 3-bis(2,6-diisopropylphenyl)-4,5-
diundecyl-1H-imidazol-3-iumbromid dar, welches sich durch seine sterisch anspruchsvol-
le Kopfgruppensubstituenten auszeichnet und im Folgenden als Ci1IPr bezeichnet wird.
Als drittes synthetisiertes Molekiil wurde das 1,3-Dimethyl-4,5-dipentadecyl-2-(5-
(trimethylammonio)pentyl)imidazoliumiodid, welches im Folgenden als Transfektions-
molekiil (TM) bezeichnet wird, entworfen, um eine Vesikelfusion kationischer Lipoplexe
mit anionischen Zielsystemen zu induzieren. Die fiir dieses spezielle Molekiil ausgewéhl-
ten Methoden sind darauf ausgelegt, das Transfektionspotential dieser Struktur zu be-
stimmen, wohingegen die Methoden der C;1IMe- sowie der Cii1IPr-Untersuchungen aus-
gewdhlt wurden, um deren Interaktion mit den Modellmembranen und deren Einfliisse

auf die biophysikalischen Eigenschaften dieser zu untersuchen.

" /\Ei{ /{
HuCH-.._N/\\\’Q/CH-j N \r:l MG Ny —CH

C,;IMe - HI Cy4IPr-HBr ™

Abb. 6-1: Lipidartige Imidazoliumsalzderivate

Die in dieser Arbeit verwendeten lipidartigen Imidazoliumsalzderivate. C;1IMe-HI als Vergleichsmolekiil,
C11IPr-HBr als Molekiil mit sterisch anspruchsvoller Kopfgruppe und TM zur Induktion von Fusions- und
Transfektionsprozessen.
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6.2.3 Prdparation der Lipidvesikel
Die Modellmembranen unterschiedlicher Zusammensetzung wurden durch Mischung
zuvor priparierter 10 mg mL™! Stammldsungen der reinen Lipidkomponenten in Chloro-
form hergestellt. Es wurden fiinf Grundsysteme erstellt: a) reines DPPC, b) 2:1:1 mol%
DPPC:DOPC:Cholesterin, c) 20:5:45:5:25 mol% DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Choleste-
rin, d) 1:1 mol% DOPE:DPPC sowie e) 1:2:1 mol% DOPE:DPPC:Cholesterin. Die
Imidazoliumsalzderivate wurden entsprechend der in den einzelnen Messungen angege-
benen Mischungsverhiltnisse angesetzt, wobei der molare Anteil der imidazoliumsalzde-
rivatehaltigen Lipidlosungen durch dquivalente Reduzierung des DPPC-Anteils in der
Membran kompensiert wurde. Fiir die fluoreszenzspektroskopischen sowie fluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchungen wurden 10 pL mg™! Lipid einer 1 mM Laurdan® L&-
sung beziehungsweise 0,1 mol% N-Rhodamin-DHPE oder NBD-DHPE der Membran-
markierung zur Lipidmischung hinzugegeben (Strukturen der Fluorophore siche Anhang
Abb. 10-2 und Abb. 10-3). Fiir die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurde in
einigen Féllen Atto-647 als Fluoreszenzmarker des Umgebungspuffers in einer Konzent-
ration von 5 uM verwendet. Die Struktur dieses Fluorophors ist im Anhang in Abb. 10-4
einzusehen. Die Priparation der multilamellaren Vesikel, der riesigen unilamellaren
Vesikel sowie der groen unilamellaren Vesikel erfolgte entsprechend der Préaparations-
vorschrift aus Kapitel 5.2.2 sowie der Literatur. 56158151 Dije Messungen wurden an

mindestens drei unabhédngig voneinander priparierten Proben durchgefiihrt.

6.2.4 FT-IR-Spektroskopie
Fiir die FT-IR-Untersuchungen wurden multilamellare Vesikel einer Gesamtlipidkonzen-
tration von 10 gew% in 10 mM HEPES Puffer in D,O bei einem pH-Wert von 7,4 ver-
wendet. Es wurden insgesamt fiinf verschiedene Ci1IMe und C1IPr Konzentrationen in
einem Bereich von 0 mol% bis 15 mol% in reinen DPPC-Membranen sowie drei ver-
schiedene Konzentrationen zwischen 0 mol% und 10 mol% in 2:1:1 DPPC:DOPC:Chol.-
und 20:5:45:5:25 mol% DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.-Membransystemen untersucht.
Die temperaturabhidngigen FT-IR-Spektren wurden mit Hilfe einer Messzelle, bestehend
aus zwei infrarottransparenten Calciumfluoridfenstern (Korth Kristalle GmbH, Deutsch-
land) separiert durch eine zentral gelochte Folie zur Aufnahme von 20 uL Probe, aufge-

nommen. Die fiir jede Messlinie aufgenommenen und gemittelten 128 Einzelspektren
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wurden mit einer Aufldsung von 2 cm™ an einem Bruker Vertex-70 FT-IR-Spektrometer
(Billerica, USA) aufgenommen. Stérungen durch CO; oder H2O in der die Messzelle um-
gebenden Gasphase wurden durch mindestens 15 miniitiges Spiilen der Mess- sowie De-
tektorkammer mit CO; -freier, getrockneter Luft vor jeder Messung ausgeschlossen. Die
temperaturabhéngige Messung wurde durch die Nutzung eines externen Kélte-
Umwailzthermostates der Firma Julabo (Seelbach, Deutschland) und des zugehorigen
Kontrollprogrammes Julabo Easy Temp zur Erstellung einer Temperaturrampe unter Nut-
zung eines Pt-100 Thermofiihlers in der Messzelle realisiert. Vor jeder Messung wurde
die Messzelle fiir mindestens 15 Minuten thermisch dquilibriert, wobei die Temperatur

der Zelle alle drei Sekunden aufgezeichnet wurde.

0.2.5 Wirmestromdifferenzkalorimetrie
Die Untersuchungen mittels Warmestromdifferenzkalorimetrie wurden an reinen DPPC
Vesikeln unter Zumischung verschiedener Konzentrationen zwischen 0 mol% und
15 mol% Ci1IMe sowie 0 mol% bis 50 mol% Ci1IPr durchgefiihrt. Die Prédparation der
multilamellaren Vesikel erfolgte analog der oben beschriebenen Praparation fiir die FT-
IR-Untersuchungen. Die DSC-Messungen wurden an einem Q20 Differential Scanning
Calorimeter der Firma TA Instruments (New Castle, USA) unter Verwendung der zuge-
horigen Tzero® Probenpfinnchen (TA Instruments, New Castle, USA) durchgefiihrt. Das
Probenvolumen betrug 20 pL der zu untersuchenden Mischung, wobei 20 pL des reinen
verwendeten Puffers als Referenz vermessen wurden. Vor jeder Messung wurden die
Proben fiir 5 Minuten thermisch dquilibriert bevor eine Temperaturrampe mit einer Heiz-

1

rate von 1,5 °C min™ im in den Messdaten angegebenen Temperaturbereich appliziert

wurde.

6.2.6 Fluoreszenzspektroskopie
Um Informationen iiber die temperaturabhiingige Anderung der lateralen Ordnung der
Modellmembranen sowie der ebenfalls temperaturabhéngigen Membranfluiditit zu erhal-
ten, wurden fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen unter Zuhilfenahme des Flu-
orophors 6-dodecanoyl-N,N-dimethyl-2-naphthylamine (Laurdan) durchgefiihrt. Die

Untersuchungen wurden in einem Temperaturbereich zwischen 10 °C und 80 °C durchge-

-93-



Membran-Interaktionen und Transfektionsvermdgen imidazoliumbasierter Lipide

Material und Methoden

fiihrt. Die Priparation der multilamellaren Vesikel erfolgte analog der Priparation der
oben beschriebenen FT-IR- und DSC-Proben. Es wurde eine Gesamtlipidkonzentration
von 10 mg mL™! unter Zugabe einer Laurdan-Ldsung auf ein Verhiltnis von 1 mol Lipid:
0,000735 mol Laurdan gewdhlt. Die Konzentrationen der Imidazoliumsalzderivate wur-
den auf 5 mol% und 10 mol% fiir das C1IMe sowie das CiIPr festgelegt. Fiir die Unter-
suchungen in reinen DPPC-Membranen sowie in den Untersuchungen des Transfekti-
onsmolekiils wurde eine Konzentration 10 mol% fiir die eingesetzten Molekiile ausge-
wihlt. Die Untersuchungen des CiiIMe sowie des CiiIPr wurden an reinen DPPC-
Vesikeln, wie auch an dem Drei- und Fiinf-Komponenten-System durchgefiihrt, wohin-
gegen die Untersuchungen des Transfektionsmolekiils an reinen DPPC-Membranen sowie
an 1:1 DPPC:DOPE und dem anionischen Fiinf-Komponenten-System durchgefiihrt wur-
den. Zur Messung der spektroskopischen Daten wurde ein K2 multifrequency phase mol-
dulation fluorometer der Firma ISS Inc., Champaign, USA verwendet. Anregung des Flu-
orophors erfolgte bei einer Wellenldnge von 390 nm wihrend die Emissionsintensitit in
einem Spektralbereich von 420 nm bis 520 nm detektiert wurde. Quantifizierung der
spektralen Anderungen wurde durch die Anwendung des Prinzips der generalisierten Po-
larisation (GP) gewdhrleistet. In allen Messungen wurde eine Detektionszeit der Photo-
nenzdhlung von 1 s gewéhlt. Temperaturabhingige Messungen wurden durch die Ver-
wendung eines externen Kélteumwalzthermostates der Firma Julabo, Seelbach, Deutsch-
land, realisiert, welcher an die temperierbare Messzelle des Fluoreszenzspektrometers

angeschlossen wurde.

6.2.7 Fluoreszenzmikroskopie
Die préasentierten Untersuchungen mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden an reinen
DPPC-Membranen, wie auch an den heterogenen Drei- sowie Fiinf-Komponenten-
Lipidsystemen durchgefiihrt. Zur Préparation wurden Stammldsungen der Lipide in Chlo-
roform angesetzt, welche entsprechend der gewiinschten Zusammensetzung des Modell-
membransystems in einer Gesamtlipidkonzentration von 1 mgmL™! gemischt wurden.
Zur fluoreszenten Markierung der Membran wurden 3 pL einer 0,1 mM N-Rh-DHPE
beziehungsweise NBD-DHPE Losung zu der Lipidmischung in Chloroform zugegeben,
um ein molares Lipid-zu-Fluorophor-Verhéltnis von 500:1 entsprechend einer Fluoro-

phorkonzentration von 0,1 mol% zu erreichen. Riesige, unilamellare Vesikel wurden
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durch Elektroformation entsprechend der Vorgehensweise aus Kapitel 5.2.6 bei einer
Temperatur von 75 °C mittels eines elektrischen Wechselfeldes einer Amplitude von 2 V
und einer Frequenz von 500 Hz mittels eines TG315 Funktionsgenerators der Firma Thur-
Iby Thandar Instruments, Huntington, UK, hergestellt, welches iiber ein 3 mm schmales
Kupferklebeband 3SM™ ET1181 mit elektrisch leitfahiger Klebeseite der Firma 3M, Neuss,
Deutschland, auf die Coverslips iibertragen wurde. [ Die Priiparation der riesigen unila-
mellaren Vesikel der anionischen Fiinf-Komponenten-Mischung erfolgte hingegen mit
Hilfe eines elektrischen Wechselfeldes der Amplitude 0,14 V fiir die initialen 5 min,
1,25 V fiir die folgenden 20 min und anschlieBenden 3,5 V fiir weitere 90 min bei einer
konstanten Frequenz von 10 Hz. Nach Ablauf dieser Protokolle wurde die Temperatur der
Priiparationszelle stetig mit einer Rate von 1 °C min™! bis auf Raumtemperatur reduziert.
Die Temperaturabhéngigkeit der Mikroskopiemessungen wurde durch Temperierung der
ebenfalls zur Messung verwendeten Priparationszelle durch einen externen Kélte-

Umwdilzthermostat der Firma Julabo, Seelbach, Deutschland, realisiert.

Die riesigen, unilamellaren Vesikel der DPPC:DOPE-Mischung in den Untersuchungen
des Transfektionsmolekiils wurden zudem unter anderem mittels Polyvinylalkohol (PVA,
M = 145000 g mol!) -unterstiitzter Priparation hergestellt. Hierzu wurden runde Objekt-
trager mit 150 pL einer 5 gew% PV A-Ldsung beschichtet und mittels eines Spin-Coaters
bei 1800 U min™' fiir 60 s auf der Oberfliche verteilt, um anschlieBend bei 65 °C fiir
45 min im Ofen getrocknet zu werden. AnschlieBend wurde die PVA-Schicht mit 20 pLb
der Lipidldsung in Chloroform versehen, welche bei 800 U min™! fiir 60 s auf dieser ver-
teilt wird. Nach Entfernen des Losungsmittels durch Gefriertrocknung unter Vakuum fiir
mindestens 2 h wurden die beschichteten Objekttrager mit Puffer versehen und bei 75 °C
fiir 45 min inkubiert. Die so priparierten Vesikel wurden den parallel durch Elektrofor-
mation erstellten Vesikeln durch das Schlauchsystem der Whatman Elektroformationszel-
le zugefiigt. Das Schlauchsystem erlaubt einen Austausch des Umgebungspuffers des
Elektroformationsansatzes sowie die Zugabe extern préparierter Additive wéhrend der

Messung.

Die Bilder wurden mit Hilfe des konfokalen Laser scanning Mikroskopes Biorad MRC
1024, Zeiss, Deutschland, aufgenommen, welches an ein invertiertes Nikon Eclipse TE-
300 DV Mikroskop gekoppelt ist. Fluoreszenzanregung erfolgte bei Wellenldngen von
488 nm, 561 nm sowie 648 nm durch einen kombinierten L4Cc-CSB-130 Laser der Firma
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Oxxius Simply Light, Lannion, Frankreich. Die Verarbeitung der aufgenommenen Bilder
erfolgte durch die Software LaserSharp2000 der Firma Zeiss, Deutschland. Die Aufnah-
men wurden mittels eines dlunterstiitzten Objektives des Typs CFI Plan Apo A 100x Oil,
NA 1.45 WD 0.13, Nikon, Tokyo, Japan, aufgenommen. Fiir alle Modellmembransyste-
me und Temperaturen wurden reprisentative Aufnahmen der auftretenden Effekte an
mehreren Stellen jeder Probe und fiir mindestens 3 separat voneinander préparierte Pro-

ben aufgenommen.

6.2.8 Dynamische Lichtstreuung
Um Informationen iiber das Zeta-Potential der elektrischen Doppelschicht an der Grenz-
fliche der Vesikel relativ zu einem weit entfernten Punkt im umgebenden Medium zu
erhalten, wurde die Methode der dynamischen Lichtstreuung gewihlt. Die Messungen
wurden an Vesikeln aus reinem DPPC sowie aus dem anionischen Fiinf-Komponenten-
System unter Einfluss der Ci1IMe und Ci1IPr Molekiile durchgefiihrt. Die Prédparation
multilamellarer Vesikel einer Gesamtlipidkonzentration von 10 mM erfolgte analog zur
oben beschriebenen FT-IR-Praparation. Unilamellaritit sowie eine homogene GroBenver-
teilung der Vesikel wurde durch 21-maliges Extrudieren durch einen 100 nm Porengrof3e
aufweisenden Polycarbonatfilters Nucleopore® Polycarbonate Track-Etch™, Whatman
GmbH, Dassel, Deutschland, gewihrleistet. Die Messungen wurden an einem ZetaSizer
Nano ZS, Malvern Instruments, Malvern, UK, unter Verwendung der zugehorigen Kapil-
larzellen DTS 1070 des gleichen Herstellers bei einer Temperatur von 25 °C durchgefiihrt
An allen betrachteten Systemen wurden mindestens drei separat voneinander priparierte

Proben in 15 separaten Scans pro Probe untersucht, deren Ergebnisse gemittelt wurden.

6.2.9 Rasterkraftmikroskopie
Zur bildgebenden Untersuchung der Mikrokompartimentierung innerhalb der Membran
auf der Nanometerskala wurde die Rasterkraftmikroskopie in Fliissigkeiten unter Ver-
wendung des Tapping-Mode® herangezogen. Die Priiparation der Proben erfolge initial
analog der Préparation der multilamellaren Vesikel der FT-IR-Untersuchung. Rehydrata-
tion des Lipidfilms erfolgte hierbei jedoch durch einen 20 mM TRIS, 5 mM CaCl, Puffer

bei pH 7,4 bis zu einer Gesamtlipidkonzentration von 1,94 g mL!. Eine detaillierte Be-
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schreibung der Priparation ist in Referenz 1'% einzusehen. Die multilamellaren Vesikel
wurden analog zur DSC-Priparation 21-fach durch einen Polycarbonatfilter (Nucleopore®
Polycarbonate Track-Etch™, Whatman GmbH, Dassel, Deutschland) extrudiert. Inkubati-
on der Vesikel auf atomar planaren Micaplatten (5-D-10, Nanoandmore GmbH, Wetzlar,
Deutschland) erfolgte fiir 2 h bei 80 °C unter Ausschluss des Verdampfens des Losungs-
mittels des Puffers. Die Mikroskopiebilder wurden durch ein MultiMode scanning probe
Mikroskop in Verbindung mit einem NanoScope Illa Controller der Firma Digital In-
struments, Santa Barbara, USA, unter der Verwendung eines J-Scanners aufgenommen.
Als Abtastsonden wurden Cantilever der Firma Bruker, Billerica, USA, einer nominalen
Kraftkonstante von 0,35 Nm™' in Fliissigkeiten im Tapping Mode® innerhalb einer Fliis-
sigkeitszelle, MTFML, Veeco, Mannheim, Deutschland bei einer Abtastrate von 1,0 Hz
verwendet. Es wurden mindestens zwei separat voneinander priparierte Proben unter-
sucht, wobei die einzelnen Membranen an mindestens drei verschiedenen Stellen der Pro-

be betrachtet wurden.

06.2.10 Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration
Die Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration des Ci1IPr erfolgte mittels
Filmwaagenmessung. Hierfiir wurde eine 0,1 M Stammldsung des Imidazoliumsalzes in
Chloroform hergestellt und in definierter Menge auf eine Wasseroberfldche in einem
LANGMUIR-Trog gegeben. Der Oberflichendruck Ilg wurde bei einer Temperatur von
20 °C mittels einem Oberfldchendrucksensor Type PS4 (NIMA Technology Ltd., Covent-
ry/England) aufgezeichnet. Eine detaillierte Beschreibung des Messablaufes sowie der

uswertung i z A zu .
Auswertung ist den Referenzen [1431%4 zy entnehmen

6.3 Ergebnisse und Diskussion

6.3.1 [FT-IR-Spektroskopie

Teile der FT-IR-Untersuchungen wurden unter Anweisung und Aufsicht durch S. Kriegler und D. Brandis

im Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgefiihrt.

Um Riickschliisse auf die Konformationsordnung der Lipid-Alkylketten der Modell-

membransysteme ziehen zu konnen, wurden die Anderungen in den IR-Banden in der
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spektralen Region zwischen 2800 cm™ und 3100 cm™! untersucht. [19%!11] Als Indikator fiir
den Gel-zu-fliissig Phaseniibergang der Membran wurden insbesondere die Vibrations-
moden der CH>-Gruppen der Lipid-Alkylketten in der spektralen Region zwischen
2916 cm™ und 2925 cm! betrachtet. Aufgrund der temperaturinduzierten Verinderungen
des trans-gauche Verhiltnisses der CHz-Gruppen der Alkylketten tritt hier beim Phasen-
iibergang eine signifikante Verschiebung der Position der vibrationsspezifischen Banden

102,111

auf. [ 1 Somit kann die Anderung des Bandenmaximums der spezifischen Vibrations-

bande als Observable fiir die Fluiditdt der Membran herangezogen werden.

In der reinen DPPC-Membran zeigt sich als Resultat des Einbaus des Ci1IMe eine signi-
fikante Verringerung der Gel-zu-fliissig Hauptphaseniibergangstemperatur, 7m, was einen
fluidisierenden, die fliissige Phase gegen niedrigere Temperaturen stabilisierenden Effekt,
dieses Molekiils aufzeigt. Eine Sittigung erreicht dieser Effekt bereits bei einer Konzent-
ration von 7,5 mol% CiiIMe in der Membran, welcher sich in einer um 3 °C gesenkten
Hauptphaseniibergangstemperatur gegeniiber der reinen DPPC-Membran darstellt. Eine
weitere Erhohung auf bis zu 15 mol% Cii1IMe in der Membran zeigte keine weitere Sen-

kung der Phaseniibergangstemperatur.

Tab. 6-2: Tm: Ct1lMe und C11IPr in DPPC-Membranen !

Anteil | Tm/°C | Twm/°C

/mol% | (CilMe) | (CiiIPr)
0 |40,4+02]404+02
75 |37,5+0237,8+0,5
10 |[38,6+0,434,6+03
12,5 37,1403 [33,6+0,3
15 [36,9+0,3(29,9+0,6

Der Einbau von Ci1IPr in die DPPC-Membran zeigte im Vergleich deutlich ausgeprégtere

Effekte. Wéhrend bei einem molaren Anteil von 7,5 mol% Ci1IPr in der Membran ledig-

! Ergebnisse auf Basis der Messungen von S. Kriegler im Rahmen der Bachelorarbeit.
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lich eine Verringerung der Ubergangstemperatur, Tm, von etwa 2 °C auftritt, fiihrt einer
weitere Erhohung des molaren Anteils des Molekiils in der Membran zu einer maximalen
Verringerung von T, von bis zu 10 °C bei einem molaren Anteil von 15 mol% CiIPr in
der Membran. Im Falle des Cii1IMe ist fiir die Verringerung der T, bereits bei einem mo-
laren Anteil von 7,5 mol% eine Sattigung des Effektes zu beobachten, worauthin weitere
Erhohung der Konzentration im Rahmen der methodisch bedingten Messunsicherheit
keine signifikanten Anderungen der Phaseniibergangstemperatur nach sich zieht. Durch
die generelle Absenkung der T zeigt sich eine deutliche Stérung der Membrandoppel-
schicht durch den Einbau des Ci1IPr, welche in geschwichten intermolekularen Wech-
selwirkungen zwischen den Alkylketten der Lipide resultieren. Bei beiden Imidazoliums-
lazderivaten kann dies zum Teil auf die kiirzere Kettenlinge der Molekiile zuriickgefiihrt
werden, wobei die ausgeprigte Differenz zwischen den maximalen Effekten beider Salze
im Falle des Ci1IPr auf die deutlich ausgepriagtere Storung der Membran durch die grof3e
Kopfgruppe des Molekiils zuriickzufiihren ist.

Die Maxima der spezifischen Vibrationsbanden aus den gemessenen FT-IR-Kurven der
reinen DPPC-Membran sowie der heterogenen 2:1:1 DPPC:DOPC:Chol.- und der anioni-
schen 45:5:20:5:25 DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Chol.-Modellmembran sind in Abb. 6-2
dargestellt. Aufgrund der komplexen Zusammensetzung der heterogenen Membransyste-
me weisen diese einen breiten Phasenkoexistenzbereich auf, die sich aufgrund der
Koexistenz von fliissig-ungeordneten und fliissig-geordneten Doménen in der lateralen
Membranstruktur ausbilden und einen scharfen Gel-zu-fliissig Phaseniibergang verhin-
dern. Wie zu erwarten ist, beeinflussen beide Imidazoliumsalzderivate auch die Ordnung
dieser heterogenen Membransysteme. Der Einbau des Ci1IMe und des Ci11Pr in das neut-
rale Drei-Komponenten-System fiihrt zu einer Erhohung der Wellenzahl der CHo»-
Vibrationsbande im gesamten untersuchten Temperaturbereich, was auf eine gesteigerte
Unordnung der Alkylketten durch eine hohere Anzahl an gauche-Konformeren und somit
einer gesteigerten Fluiditdt der Membran hinweist. Der Einbau der Molekiile in das anio-

nische Fiinf-Komponenten-System spiegelt vergleichbare Effekte wieder.

Um weitere Informationen {iber die in den heterogenen Membranen auftretenden Effekte
zu erlangen, wurden im Folgenden fluoreszenzspektroskopische sowie fluoreszenzmikro-
skopische und rasterkraftmikroskopische Untersuchungen an diesen Systemen durchge-

fiihrt.
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Abb. 6-2: Temperaturabhiingige FT-IR-Daten von C11IMe und C11IPr in Modellmembranen >

Anderungen der Wellenzahl, A¥, der CH,-Vibrationsbanden einer A), B) reinen DPPC- C), D) 2:1:1
DPPC:DOPC:Chol.- und E), F) 45:5:20:5:25 DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Chol.-Membran ohne und mit
eingebautem C;;IMe (A), C), E)) und C1IPr (B), D), F)). Die heterogenen Lipidsysteme weisen eine ausge-
prigte Phasenkoexistenz auf, wéihrend die reine DPPC-Membran einen scharfen Gel-zu-fliissig Phasen-
iibergang zeigt. Alle Phaseniibergénge werden signifikant durch den Einbau der Imidazoliumsalzderivate
beeinflusst.

2 Messungen in A & B durchgefiihrt durch S. Kriegler sowie in E & F durch D. Brandis im Rahmen der
Bachelorarbeit.
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6.3.2  Wdirmestromdifferenzkalorimetrie

Teile der DSC-Untersuchungen wurden unter Anweisung und Aufsicht durch S. Kriegler im Rahmen seiner

Bachelorarbeit durchgefiihrt.

Fiir zusitzliche thermodynamische Einblicke in die Phaseniibergangsvorginge der
Membransysteme in Gegenwart und Abwesenheit der Imidazoliumsalzderivate wurden
Messungen der Wiarmestromdifferenzkalorimetrie durchgefiihrt. Aufgrund sich bildender
Phasenkoexistenzgebiete in den Mehrkomponentensystemen liefern die DSC-Messungen
dieser Systeme durch die sich stetig dndernden thermodynamischen Eigenschaften dieser
nur Thermogramme eines breiten Koexistenzbereiches, welcher keine relevanten Infor-
mationen liefert. Das reine DPPC-System hingegen zeigt durch den scharfen Phasentiber-
gang dieses Systems deutliche Einfliisse der Imidazoliumsalze auf das Phaseniibergangs-

verhalten.

Wie in Abb. 6-3 gezeigt, sinkt die Hauptphaseniibergangstemperatur, 7m, als Funktion
steigender Imidazoliumsalzkonzentration beider Salze, was in guter Ubereinstimmung
mit den zuvor gezeigten FT-IR-Daten steht. Die Gel-zu-Gel Vorphaseniibergangstempe-
ratur, Tp, des DPPC:Ci1IMe-Systems sinkt ebenfalls als Funktion steigender Imidazoli-
umsalzkonzentration, verschwindet jedoch komplett bei molaren Anteilen iiber 5 mol%
Ci1IMe in der Membran. Der Einbau des Ci1IPr unterdriickt bereits bei einem Anteil von

1 mol% in der Membran den Vorphaseniibergang.

Abb. 6-4 zeigt als Resultat des Einbaus des C11IMe das Verschwinden des Lg<-zu-Pgs: Vor-
phaseniibergangspeaks der DPPC-Membran ab einem molaren Anteil von 5 mol%
Ci11IMe in der Membran. Aller Wahrscheinlichkeit nach liegt dies in der Stérung der effi-
zienten Packung benachbarter Lipide durch den Einbau des Fremdmolekiils, welche fiir
die Ausbildung der gewellten Pg-Gelphase wichtig ist. Fortwdhrende Erhohung des
CiiIMe-Anteils in der Membran fithrt zu einer Verbreiterung des Hauptphaseniiber-
gangspeaks, was auf die Ausbildung von Phasenkoexistenzgebieten bei hoheren Imida-

zoliumsalzkonzentrationen in der Membran hindeutet.
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Abb. 6-3: DSC-Daten der Abnahme der Tm von DPPC durch Ci1IMe und C1:IPr 3

Abnahme der Hauptphaseniibergangstemperatur, 7m, und der Vorphaseniibergangstemperatur, 75, der
DPPC-Membran in Gegenwart und Abwesenheit des Ci1IMe und des C;IPr verschiedener Konzentration.
Die Vorphaseniiberginge werden bei Anwesenheit von Ci;IMe ab 5 mol% unterdriickt, wahrend die Vor-
phaseniibergénge bei Anwesenheit von Ci1IPr in jedem Mischungsverhéltnis unterdriickt werden.

Der Einbau des Ci1IPr in die Membran zeigt deutlich ausgeprégtere Effekte auf das Pha-
senverhalten der Lipidmembran. Bereits ein Anteil von 1 mol% des Molekiils in der
Membran fiihrt zu einem Ausbleiben des Vorphaseniibergangs und zu einer Verbreiterung
des Hauptphaseniibergangspeaks, wie in Abb. 6-4 B) verdeutlicht wird. Eine detaillierte-
re Ansicht der verbreiteten Peaks wird in Abb. 6-4 C) gezeigt, welche das Auftreten
zweier definierter, separater Peaks bei hohen Anteilen des Molekiils in der Membran
oberhalb von 12,5 mol% Ci1IPr zeigt. Sehr hohe molare Anteile des Molekiils in der
Membran von 25 mol% oder gar 50 mol% zeigen eine deutliche Auspriagung dieser bei-
den Peaks, was auf eine Separation der C;iIPr-Molekiile von den DPPC-Molekiilen in-
nerhalb der Membran in definierte Doménen, oder die Ausbildung mizellarer Strukturen

des Molekiils hinweist (Abb. 6-4 D).

3 Ergebnisse auf Basis der Messungen von S. Kriegler im Rahmen der Bachelorarbeit.
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Abb. 6-4: DSC Thermogramme DPPC:C;IMe, DPPC:CIPr *

DSC-Thermogramme der reinen DPPC-Membranen in Abwesenheit sowie in Anwesenheit von A) C;;IMe
und B), C), D) C;IPr verschiedener molarer Anteile in der Membran. A) zeigt das Verschwinden des Vor-
phaseniibergangspeaks iiber 5 mol% C;i;IMe und die Verbreiterung des Hauptphaseniibergangspeaks bei
hoheren C;IMe-Anteilen, was auf die Ausbildung von Phasenkoexistenzgebieten in der Membran hindeu-
tet. B) zeigt das Verschwinden des Vorphaseniibergangspeaks unter Einbau des C;IPr bereits bei 1 mol%
des Molekiils in der Membran. Weitere Erhohung der C,IPr-Konzentration fiihrt zu deutlicher Peakverbrei-
terung, welche detaillierter in C) dargestellt ist. Anteile von 25 mol% sowie 50 mol% C;IPr in der Memb-
ran fithren zur Ausbildung zweier separater Peaks, was auf die Bildung definierter C;IPr-Doménen oder
mizellarer Strukturen des Molekiils hinweist und in D) dargestellt wird.

Um ausfiihrliche Informationen iiber die laterale Membranorganisation, unter diesen Be-
dingungen wie auch iiber das Potential des Ci1Pr, eigenstdndige, mesoskopische Struktu-
ren auszubilden, zu erhalten, wurden weitere Experimente an reinen CiIPr Losungen
durchgefiihrt. Die Untersuchungen zeigten, dass Ci1IPr selbst nicht dazu in der Lage ist,
eigenstdndige mesoskopische Strukturen auszubilden, welche temperaturabhidngige Pha-

seniliberginge vollziehen. Hieraus wird deutlich, dass die separat auftretenden DSC-Peaks

* Ergebnisse auf Basis der Messungen von S. Kriegler im Rahmen der Bachelorarbeit.
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bei molaren Anteilen von 25 mol% und 50 mol% in der Membran nicht durch reine
CiiIPr-Doppelschichten oder mizellare Strukturen, sondern wahrscheinlicher durch abge-
trennte, gemischte Domédnen in der Membran oder DPPC-stabilisierte, gemischte mizella-

re Strukturen auftreten.

Hohe Konzentrationen des Ci1IMe in DPPC wurden bereits zuvor untersucht. Die DSC-
Daten hierzu zeigen ein vollstdndiges Verschwinden des Phaseniibergangs oberhalb eines

Anteils von 60 mol% C1i;IMe in der Membran, [14°]

6.3.3 Fluoreszenzspektroskopie

Teile der Untersuchungen unter Anleitung und Aufsicht von S. Kriegler im Rahmen seiner Bachelorarbeit

durchgefiihrt.

Tiefere Einblicke in die Anderungen im Ordnungsparameter der Lipide gewihrten fluo-
reszenzspektroskopische Untersuchungen unter der Verwendung des Fluorophors
Laurdan. Es wurde der Einfluss beider lipidartiger Imidazoliumsalzderivate sowie des
Transfektionsmolekiils in reinen DPPC-Membranen, in Drei-Komponenten-Membranen
bestehend aus DPPC:DOPC:Chol. oder DPPC:DOPE:Chol. sowie in anionischen Fiinf-
Komponenten-raft-Systemen untersucht. Die Fluoreszenzspektroskopischen Untersu-
chungen umfassten zusatzlich zu den Untersuchungen der Effekte des CiiIMe und des
C11IPr auch die Untersuchung des TM auf die laterale Ordnung der Membranen. In jeder
Messung wurden die GP-Werte iiber die gemittelten Intensitdtswerte bei Wellenldngen
von 440 nm und 490 nm bestimmt und gegen die Temperatur aufgetragen. Die Ergebnisse

dieser Messungen sind in Abb. 6-5 dargestellt.

Die GP-Kurve in Abb. 6-5 A) zeigt den anndhernd sigmoidalen, charakteristischen Ver-
lauf der GP-Werte eines scharfen Phaseniiberganges. Die Daten der reinen DPPC-
Membran weisen einen nahezu konstanten Verlauf der GP-Werte bis hin zur Hauptpha-
seniibergangstemperatur der Membran bei 41,9 °C auf, bei dem der Ubergang von der
Gel-Phase zur fluiden L,-Phase stattfindet. Die Alkylketten der Lipide in der fluiden L,-
Phase weisen eine hohe Konformationsunordnung auf, die durch die hohe Anzahl an gau-

che-Konformeren in den Ketten zustande kommt.
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In dieser fluiden Phase kann das Losungsmittel aus der Umgebung leicht in obere Berei-
che der Lipiddoppelschicht eindringen und am dort verorteten Laurdan zu einer Erhhung
der Fluoreszenzintensitét bei einer Wellenldnge von 490 nm und der damit einhergehen-
den Verringerung des GP-Wertes bis hin zu negativen Werten fiihren (fiir Details siche
Abschnitt 3.3.2). Die so ermittelte Hauptphaseniibergangstemperatur, T, steht in guter
Ubereinstimmung mit den in der Literatur beschriebenen Werten. ! Unterhalb der Uber-
gangstemperatur, Tm, liegt die Membran in der Gel-Phase vor, in welcher iiberwiegend
eine all-trans-Konformation in den Alkylketten vorliegt. Dies fiihrt zu einer deutlich ver-
ringerten lateralen Diffusion sowie Rotationsdiffusion der Lipide in der dicht gepackten
Membran, wodurch die Umgebung des im Bereich der Kopfgruppen eingebauten
Laurdans eine geringere Polaritdt aufweist. Dies fiihrt zu einem Emissionsmaximum des
Fluorophors bei etwa 440 nm. Verringerung der Polaritét der Umgebung durch Ubergang
in die Gel-Phase fiihrt somit zu einer Erhohung des GP-Wertes auf Werte um 0,5 in dicht

gepackten, kristallinen Gel-Phasen.

Wie in Abb. 6-5 A), C) und E) gezeigt, fiihrt der Einbau von C;IMe sowie Ci1IPr zu ver-
gleichbaren Effekten auf den Ordnungsparameter in allen untersuchten Membransyste-
men. In der Gel-Phase zeigt sich eine Absenkung der GP-Werte als Reaktion auf den
Einbau der lipidartigen Imidazoliumsalze als Funktion steigender Konzentration dieser,
wobei zusitzlich eine Verbreiterung des Hauptphaseniibergangs auftritt. Hierbei zeigt das
Ci1IMe in der Gel-Phase einen deutlicheren Einfluss als das CiiIPr, wobei das CiiIPr
einen ausgepragteren Effekt auf die GP-Werte und der damit verbundenen Lipidordnung
bei Temperaturen oberhalb der Hauptphaseniibergangstemperatur aller untersuchter Lip-
idsysteme zeigt. Dies zeigt eine deutliche Erhohung der Gesamtlipidordnung in der flui-
den Phase nach Einbau des sterisch anspruchsvollen Imidazoliumsalzes gegeniiber den

reinen Lipidsystemen
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Abb. 6-5: Fluoreszenzspektroskopie der Imidazoliumsalze und des TM in den Membranen *

Reprisentative Ergebnisse der Laurdan GP-Werte fiir A) DPPC mit 10 mol% C;;IMe und 10 mol% C;;IPr,
B) DPPC mit 10 mol% TM, C) DPPC:DOPC:Chol. mit 5 mol% und 10 mol% C;;IMe und C;;IPr, D)
DPPC:DOPE:Chol. mit 10 mol% TM, E) DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Chol. mit 5 mol% und 10 mol%
CnIMe und CyIPr und F) DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Chol. mit 10 mol% TM als Funktion der Tempera-

tur.

Im Gegenzug dazu zeigt das C11IMe weder einen ausgepréagten Einfluss auf die GP-Werte

bei hohen Temperaturen, noch eine Konzentrationsabhingigkeit in der fluiden Phase. Der

5 Messung in A durchgefiihrt von S. Kriegler im Rahmen der Bachelorarbeit.
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Effekt der beiden Imidazoliumsalze auf die Hauptphaseniibergangstemperatur der reinen
DPPC-Membran ist in Tab. 6-3 zusammengefasst. Beide Imidazoliumsalze senken die
Ubergangstemperatur T, wihrend der Effekt beim C1:IPr ausgeprigter erfolgt. Die Re-
sultate stehen in guter Ubereinstimmung mit den zuvor gezeigten FT-IR- und DSC-

Resultaten.

Tab. 6-3: Tm der DPPC Membran mit und ohne C1:IMe/C1IPr durch Flu-
oreszenzspektroskopie ¢

Probe Tm/°C

DPPC 41,89 + 0,02
DPPC + 10 mol% CiiIMe | 40,78 £ 0,01
DPPC + 10 mol% CyIPr | 38,38 + 0,01

Kontrir zu dem Ci1IMe und dem CiIPr zeigt das Transfektionsmolekiil keinerlei signifi-
kante Effekte auf die Konformationsordnung und das Phasenverhalten der Lipidmembra-
nen, wie in Abb. 6-5 B), D) und F) zu sehen ist. In der Gel-Phase ldsst sich eine geringfii-
gig verringerte Ordnung der Membranen nach Einbau des TM nachweisen, was auf ge-
ringfligige Anderungen in der Packungsdichte der Membran zuriickzufiihren ist. Die
Hauptphaseniibergangstemperatur der reinen DPPC-Membran wird durch die Addition
des TM nur marginal beeinflusst. Es zeigt sich eine Anderung in T von 40,9 °C in rei-
nem DPPC zu 41,2 °C im DPPC:TM-System. In der fluiden Phase zeigt die anionische
Fiinf-Komponenten-Membran einen geringfiigigen Anstieg des Ordnungsparameters der
mit dem TM bestiickten gegeniiber der reinen Membran. Dies zeigt, dass sich das TM
besser und mit weniger Storungen in die Membranen einbauen lésst als die zuvor unter-

suchten lipidartigen Imidazoliumsalzderivate.

® Ergebnisse auf Basis der Messungen von S. Kriegler im Rahmen der Bachelorarbeit.
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6.3.4 Zeta-Potential Messungen durch DLS

Die Messungen der Zeta-Potentiale wurden unter Anleitung und Aufsicht von S. Kriegler und D. Brandis

im Rahmen ihrer Bachelorarbeiten durchgefiihrt.

Um Einfliisse der eingebauten Imidazoliumsalzderivate auf die Oberflichenladungsdichte
der Lipidmembranen zu untersuchen, wurden Messungen des Zeta-Potentials, {, durchge-
fiihrt. Dieses beschreibt das elektrische Potential an der hydrodynamischen Scherschicht
der Lipidvesikel inklusive der anhaftenden Hydrathiille gegeniiber eines entfernten Punk-
tes im umgebenden Medium, welches in hohem Malle von der Einbaueffizienz des
Imidazoliumsalzes in die Lipiddoppelschichten abhéngt. Da die reinen in dieser Studie
untersuchten Membranen neutraler oder anionische Natur sind, ist zu erwarten, dass der
Einbau der kationischen Imidazoliumsalzderivate Ci1IMe und Ci1IPr zu einer Erh6hung
des Zeta-Potentials bis hin zu einer Vorzeichenumkehr dessen fiihrt, wie es bei Absorpti-
on und Adsorption von Kationen an die Lipid-Grenzfliche bereits beobachtet wur-
de. 114156 Untersucht wurden in dieser Studie die Einfliisse der lipidihnlichen Imidazoli-
umsalze C11IMe und Ci1IPr unter Einbau in reine DPPC Vesikel sowie in die anionische

Fiinf-Komponenten-raft-Membran.
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Abb. 6-6: Zeta-Potentiale von C1iIMe & C11IPr in DPPC und raft-Membran ’

Zeta-Potentiale der A) reinen, neutralen DPPC-Membran und B) anionischen, Fiinf-Komponenten-raft-
Membran in Abwesenheit und Anwesenheit von 10 mol% C1IMe und 10 mol% C;IPr. Der Einbau der
Imidazoliumsalze fiihrt zu einem signifikanten Anstieg des Zeta-Potentials, welcher beim C;;IMe starker
ausgepragt ist. Dies deutet auf eine hohere Einbaueffizienz und/oder homogenere Verteilung des Molekiils
gegeniiber dem CyIPr hin.

7 Messungen in A durchgefiihrt von S. Kriegler sowie in B von D. Brandis im Rahmen der Bachelorarbeit.
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In Abb. 6-6 A) und Abb. 6-6 B) sind die Ergebnisse der Messungen der neutralen DPPC-
Membran sowie der anionischen Fiinf-Komponenten-raft-Membran dargestellt. Einbau
von 10 mol% Ci1IMe in die DPPC-Membran resultiert in einem signifikanten Anstieg des
Zeta-Potentials von etwa 0 mV im natiirlichen Zustand der Membran auf etwa +12 mV in
Anwesenheit des Ci1IMe. Dieser deutliche Anstieg belegt einen effizienten Einbau des
Molekiils in die DPPC-Doppelschicht. Einbau von 10 mol% CiiIPr in reine DPPC-
Vesikel resultiert ebenfalls in einem signifikanten Anstieg des Zeta-Potentials, wobei die
Auspragung des Anstiegs auf ein Potential von +6 mV, verglichen mit dem C;1IMe, deut-
lich geringer ausfallt. Auch hier belegt der Anstieg des Potentials den Einbau des Mole-
kiils in die Membran. Die deutlich geringere Auspriagung bei gleichem molarem Anteil
wie im Falle des Ci1IMe deutet jedoch entweder auf eine geringere Einbaueffizienz des
Molekiils oder, wahrscheinlicher, einer starken Abschirmung der positiven Ladung der
Molekiilkopfgruppe durch die sterisch anspruchsvollen Kopfgruppensubstituenten des
Ci1IPr (siehe Abb. 6-1) hin.

Das Zeta-Potential der anionischen Fiinf-Komponenten-rafi-Membran wurde im natiirli-
chen Zustand mit -16 mV bestimmt. Einbau von 10 mol% C;iIMe in diese Membran
fiihrt zu einer Erhohung des Potentials um etwa 12 mV auf -4 mV, womit die Potential-
differenz nach Einbau der 10 mol% C11IMe in Ubereinstimmung mit der von diesem Mo-
lekiil erzeugten Potentialdifferenz in der zuvor untersuchten, reinen DPPC-Membran
liegt. Ein Anteil von 10 mol% Ci1IPr in der anionischen raft-Membran resultiert jedoch in
spontaner Aggregation der Probe im Anschluss an die Extrusion der Vesikel, was die
Messungen dieser Mischung mit der dynamischen Lichtstreuung verhindert. Unter der
Annahme einer im Vergleich mit der neutralen Membran dquivalenten Potentialdifferenz
von etwa +6 mV durch das Ci1IPr, wire in diesem Fall ein resultierendes Zeta-Potential
von etwa -10 mV zu erwarten. Da hohere Zeta-Potentiale um Werte von [{| > 20 mV fiir
eine effektive elektrostatische Stabilisierung von Vesikeln gegeniiber Aggregation vonno-
ten sind, sind Vesikel mit Zeta-Potentialen unterhalb dieses Wertes nahe 0 mV als Resul-
tat fehlender elektrostatischer AbstoBung anfilliger fiir spontane Aggregation, was hier

gegebenenfalls zu beobachten ist. 14

Um detailliertere Einblicke in den Einbau des Ci1IPr in die anionische rafi-Membran zu

erhalten, wurden fluoreszenzmikroskopische sowie rasterkraftmikroskopische Untersu-
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chungen dieser Membranen durchgefiihrt, deren Ergebnisse im spiteren Verlauf dieser

Arbeit beschrieben werden.

6.3.5 Kritische Mizellbildungskonzentration CIPr

Die Bestimmung der Oberfldchenaktivitét des Ci1IPr erfolgte iiber die Messung der kriti-
schen Mizellbildungskonzentration (CMC, von engl. critical micelle concentration) der
Substanz im Losungsmittel Wasser iiber eine Filmwaagenmessung. Abb. 6-7 zeigt die
resultierende Auftragung der Oberflachenspannung in Abhéngigkeit der Konzentration
des Imidazoliumsalzes. Die CMC des CiiIPr konnte anhand dieser Messung nach Aus-
wertung dquivalent zu den Referenzen 43144 mit 0,7 + 0.08 uM bestimmt werden, was in
guter Ubereinstimmung mit den bereits bekannten CMC-Werten strukturell dhnlicher
Imidazoliumsalze, wie dem C;iIMe sowie dem in Abb. 10-5 dargestellten C;1IBn-HBr
(1,3-dibenzyl-4,5-di-undecylimidazoliumbromid) steht (sieche Tab. 6-4).
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Abb. 6-7: CMC-Bestimmung von Ci1IPr

Oberflachenspannung des Losungsmittels Wasser in Abhéngigkeit der Konzentration des C1Pr.
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Die CMC des Ci1IPr stellt sich gegeniiber der des C11IBn aufgrund der zusétzlichen Isop-
ropylreste in der Kopfgruppe als geringfiigig niedriger dar.

Tab. 6-4: CMC-Werte des CulPr im Vergleich zu den bekannten CMC-
Werten strukturell dhnlicher Imidazoliumsalze

Imidazoliumsalz CMC / uM
CniMe-HI 8,5 (5 — 10) 143.144]
CiIBn-HBr 2,3(2,0-5,0) [144]
CuIPr-HBr 0,7+ 0,08

6.3.6  Fluoreszenzmikroskopie an CiiIMe & C111Pr in Membranen

Teile der Untersuchungen wurden unter Anleitung und Aufsicht von D. Brandis im Rahmen ihrer Bachelor-

arbeit durchgefiihrt.

Um detailliertere Informationen iiber den Effekt des Ci1IMe und des CiIPr auf die mik-
roskopische Struktur und das Phasenverhalten von Lipidvesikeln zu erhalten, wurden
erginzend Untersuchungen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurden riesige unilamellare Vesikel bestehend aus reinem DPPC, aus der
neutralen Drei-Komponenten-Mischung, sowie aus der anionischen Fiinf-Komponenten-
raft-Mischung hergestellt. Die Membranen wurden durch den Fluorophor N-Rh-DHPE
markiert, welcher sich bevorzugt in der fliissig-ungeordneten 14-Phase der Membran ein-
baut und somit innerhalb der l,-l¢-Phasenkoexistenz die fluiden Doménen markiert. Der
Einfluss des Ci1IMe auf reine DPPC-Vesikel wurde bereits zuvor untersucht und be-
schrieben, wobei sich zeigte, dass dieses Molekiil zu fluidisierten und ungeordneten

DPPC-Liposomen fiihrte. !4

Abb. 6-8 zeigt die ausgeprigten topologischen Anderungen durch den Einbau des Ci1IPr
verschiedener molarer Anteile in die DPPC-Membran. Riesige unilamellare DPPC-
Vesikel zeigen in Abwesenheit des Molekiils in Abb. 6-8 A) eine sphérische Struktur. Ein
Verhiltnis von 9:1 DPPC:CIPr fiihrt bereits zu sichtbaren Einschliissen und Ausstiil-
pungen an den Vesikeln, wie in Abb. 6-8 B) zu sehen ist. Ein Verhéltnis von
DPPC:CiIPr von 1:1 resultiert in vielen schlaffen, oval geformten Vesikeln groflen
Durchmessers neben einigen kleinen Vesikeln oder davon abgetrennten, potentiell mizel-

laren Strukturen (Abb. 6-8 C).
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DPPC DPPC:C,,IPr DPPC:C,IPr
(9:1) (1:1)

Abb. 6-8: Fluoreszenzmikroskopie: C11IPr in DPPC-Membranen

Reprisentative konfokale Fluoreszenzmikroskopie Querschnittsaufnahmen der reinen DPPC-Vesikel in
Abwesenheit sowie unter Einfluss verschiedener molarer Anteile an C11IPr in der Membran. Rote Fluores-
zenz entsteht durch den Fluorophor N-Rh-DHPE.

Der Effekt beider Imidazoliumsalze auf die neutrale Drei-Komponenten-Membran, in
Reinform bestehend aus 2:1:1 DPPC:DOPC:Chol., ist in Abb. 6-10 bei Raumtemperatur
reprasentativ dargestellt. Teilabbildung A) zeigt eine repriasentative Querschnittsaufnah-
me der reinen Drei-Komponenten-Vesikel mit ausgeprégter lo-l¢-Phasenkoexistenz. Die
rote Fluoreszenz markiert die fluide, ungeordnete 1¢-Phase, der MaBstabsbalken reprisen-
tiert 10 um. Teilabbildung B) zeigt eine Querschnittsaufnahme einer 9:5:5:1
DPPC:DOPC:Chol.:Ci1IMe Membran, welche kleine sowie grofle Vesikel sphirischer
Form nebeneinander ausbildet. Eine Separation der in l4- und l,-Phasen zeigt sich ledig-
lich bei einer Temperatur von unter 5 °C, wihrend das Drei-Komponenten-System in
Abwesenheit des Ci1IMe selbst bei Temperaturen von 50-60 °C raft-Doménen ausbildet
(siehe Abb. 6-9). Dies belegt eine hochgradig fluidisierende Wirkung des Ci1IMe auf die
Membranstruktur. Der 30 pm repriasentierende Mal3stabsbalken belegt hier ein signifikan-

tes Wachstum der Vesikel durch Einbau des Imidazoliumsalzes.

In  Teilabbildung C) ist eine  Querschnittsaufnahme  einer  8:5:5:2
DPPC:DOPC:Chol.:C;1IMe-Mischung zu sehen, in welcher auch bei niedrigen Tempera-

turen, wie in Abb. 6-11 gezeigt, keine Phasenseparation und kein thermischer Phasen-
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iibergang mehr zu beobachten ist. Die Vesikel variieren in ihrer Gréfe von kleinen bis hin
zu sehr groBen, verzerrt ovalen Vesikeln. Der Mafistabsbalken repréisentiert auch hier

30 um.

DPPC:DOPC:Chol
(2:1:1)

Abb. 6-9: Thermotropes Phasenverhalten des neutralen Drei-Komponenten-Systems

Thermotropes Phasenseparationsverhalten des neutralen Drei-Komponenten-Systems. Die rote Fluoreszenz
markiert die fluide Phase der Membran. Der Hauptphaseniibergang tritt hier in einem Temperaturbereich
zwischen 50 °C und 60 °C auf. Bei 60 °C liegt das System vollstdndig in der fluiden Phase vor.

Abb. 6-10 D) zeigt die Effekte des Einbaus des CiiIPr in die Drei-Komponenten-
Membran in einem molaren Verhéltnis von 9:5:5:1 DPPC:DOPC:Chol.:C11IPr. In dieser
Mischung ist eine Phasenseparation bei einer Temperatur von 60 °C noch teilweise er-
kennbar, wihrend die VesikelgroBe von kleinen bis hin zu sehr grolen Vesikeln variiert
(siche Abb. 6-12). Der MaB3stabsbalken reprasentiert hier 30 pm. Zusétzlich ist zu erken-
nen, dass der Einbau des CiiIPr-Salzes zudem in erhohter Aggregation zwischen ver-
schiedenen Vesikeln fiihrt. Eine Erhohung des Anteils des Imidazoliumsalzes auf 8:5:5:2
DPPC:DOPC:Chol.:C1IPr fiihrt zu sehr groB3en, stark deformierten Vesikeln, welche ne-
ben sehr kleinen, sphérischen Strukturen sowie abgetrennten, mdglicherweise mizellaren,

Strukturen bestehen. Ein Phaseniibergang dieser Mischung ist unter der Ausbildung sepa-
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rierter Phasen, wie in Abb. 6-12 zu sehen, bei einer Temperatur von etwa 25 °C nach-

weisbar.

30 pm

DPPC:DOPC:Chol:C,;IMe DPPC:DOPC:Chol:C,;IMe
(9:5:5:1) (8:5:5:2)

DPPC:-DOPC:Chol
(2:1:1)

30 pm 30 um

DPPC:DOPC:Chol:C,IPr DPPC:DOPC:Chol:C,IPr
(9:5:5:1) (8:5:5:2)
Abb. 6-10: Fluoreszenzmikroskopie: Ci1IMe & C11IPr im neutralen Drei-Komponenten-System

Reprisentative konfokale Fluoreszenzmikroskopie-Querschnittsaufnahmen des Einflusses von Ci;IMe und
CuIPr auf die Struktur der neutralen Drei-Komponenten-Membran, in reiner Form bestehend aus 2:1:1
DPPC:DOPC:Cholesterin.

Abb. 6-13 zeigt den Einfluss der beiden Imidazoliumsalze auf die Morphologie der anio-
nischen Filinf-Komponenten-raft-Mischung, bestehend aus 45:5:20:5:25 DPPC:DOPC:
DPPG:DOPG:Chol. unter Zugabe verschiedener molarer Anteile an C;1IMe sowie CyIPr.

In Abb. 6-13 A) sind reprisentative Querschnittsaufnahmen von riesigen unilamellaren
Vesikeln dieser Komposition bei Raumtemperatur gezeigt, welche eine deutliche Separa-

tion in l4- und l,-Phasen aufweisen. Der Mal3stabsbalken reprasentiert hier 20 um. Einbau
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des CiiIMe zu einer Zusammensetzung von 44:5:20:5:25:1 DPPC:DPPG:DOPC:
DOPG:Chol.:C11IMe zeigt keine signifikanten Anderungen gegeniiber dem reinen Memb-

ransystem, wie in Teilabbildung B) zu sehen ist. Der Mallstabsbalken reprasentiert hier

20 pm.
DPPC:DOPC:Chol:C;IMe
RT 70 °C
(9:5:5:1)
RT 40 °C
(8:5:5:2)

Abb. 6-11: Temperaturabhingigkeit: Neutrales Drei-Komponenten-System mit C11IMe

Reprisentative konfokale Fluoreszenzmikroskopie Querschnittsaufnahmen des Einflusses von C;;IMe und
auf das thermotrope Phasenseparationsverhalten der neutralen Drei-Komponenten-Membran bei verschie-
denen molaren Anteilen des C;IMe. Die Malistabsbalken représentieren jeweils 30 pm.

Teilabbildung C) zeigt, dass die Erhohung des molaren Anteils des CiiIMe auf
40:5:20:5:25:5 DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Chol.:Ci1IMe bereits zu einem erhohten
Vesikeldurchmesser fiihrt. Zudem weist diese Mischung, wie in Abb. 6-14 gezeigt, eine
im Vergleich zum reinen System deutlich verschobene Phasenseparationstemperatur von
urspriinglich etwa 75 °C im reinen System auf unter 7 °C unter Einfluss des Imidazoli-

umsalzes auf. Somit zeigt sich der stark fluidisierende Effekt des Molekiils bei einem
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Anteil von 5 mol% in der Membran dquivalent zum neutralen System auch im anioni-

schen Fiinf-Komponenten-System. Der Mafistabsbalken reprisentiert hier 20 um.

Abb. 6-13 D) zeigt die Effekte bei Erhohung des CiiIMe Anteils auf 35:5:20:5:25:10
DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Chol.:Ci1IMe. Hier zeigt sich, wie in Abb. 6-14 dargestellt,
eine vollstindige Unterdriickung der Phasenseparation bis unter Temperaturen von 5 °C
sowie die Ausbildung kleiner, an der Membran angelagerter Partikel, welche sich mog-
licherweise als gemischte mizellare Strukturen darstellen. Der Mal3stabsbalken reprisen-

tiert hier 30 um.

DPPC:DOPC:Chol:C,,IPr

50 °C 60 °C 70 °C
o - . -
S0 pm
<5°C RT 50 °C >70°C
(8:5:5:2)

30 um
30 um

Abb. 6-12: Temperaturabhiingigkeit: Neutrales Drei-Komponenten-System mit C11IPr

Reprisentative konfokale Fluoreszenzmikroskopie Querschnittsaufnahmen des Einflusses von CiIPr und
auf das thermotrope Phasenseparationsverhalten der neutralen Drei-Komponenten-Membran bei verschie-
denen molaren Anteilen des CyIPr.

Der Einbau des Ci1IPr Salzes in die anionische Fiinf-Komponenten-Membran in einem
Verhiltnis von 44:5:20:5:25:1 DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Chol.:Ci1IPr zeigt, dquivalent
zur Untersuchung der Mischung mit von 1 mol% Ci1IMe in dieses Membransystem, kei-
ne signifikanten Anderungen gegeniiber der Vesikel der reinen Membran, wie in Abb.

6-13 E) zu sehen ist. Der Maf3stabsbalken reprasentiert hier 20 pm.

Abb. 6-13 F) hingegen zeigt fiir die im Anteil des CiiIPr auf 5 mol% erhdhte
40:5:20:5:25:5 DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Chol.:Ci1IPr-Lipidmischung einen teilweise
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deutlich erhdhten Vesikeldurchmesser und signifikante Verformungen in einigen Vesi-
keln hohen Durchmessers. Der Maf3stabsbalken reprisentiert hier 30 um. Zudem kdnnen
kleine, abgetrennte Partikel beobachtet werden, welche an die Membranen angelagert
sowie frei vorliegen. Die Phasenseparation ist vergleichbar mit der 5 mol% C;iIMe-
Mischung lediglich bei Temperaturen unter 7 °C zu beobachten, wie in Abb. 6-15 zu se-

hen ist.

30 pm
DPPC:DPPG:DOPC: DPPC:DPPG:DOPC DPPC:DPPG:DOPC
DOPG-Chol:C,,TMe DOPG:Chol:C,,IMe DOPG:Chol:C,,IMe
(44:5:20:5:25:1) (40:5:20:5:25:5) (35:5:20:5:25:10)

G

DPPC:DPPG:DOPC:

DOPG:Chol

(45:5:20:5:25)

30 um

DPPC:DPPG:DOPC: DPPC:DPPG:DOPC: DPPC:DPPG:DOPC:
DOPG:Chol:C,,IPr DOPG:Chol:C,IPr DOPG:Chol:C,,IPr
(44:5:20:5:25:1) (40:5:20:5:25:5) (35:5:20:5:25:10)

Abb. 6-13: Fluoreszenzmikroskopie: C1illMe & C11IPr im anionischen Fiinf-Komponenten-System 3

Reprisentative konfokale Fluoreszenzmikroskopie-Querschnittsaufnahmen des Einflusses von Ci;IMe und
Ci1IPr auf die Struktur der anionischen Fiinf-Komponenten-rafi-Membran, in reiner Form bestehend aus
45:5:20:5:25 DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Cholesterin.

Weitere Erhohung des Anteils des Imidazoliumsalzes auf 10 mol% in einer
35:5:20:5:25:10 DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Chol.:Cy1IPr-Mischung fiihrt, wie in Teilab-
bildung G) gezeigt, zur Ausbildung sehr groBer, deformierter unilamellarer Vesikel neben
kleineren Strukturen, die mdglicherweise gemischte mizellare Strukturen darstellen. Der
Malistabsbalken reprasentiert hier 40 um, was den drastischen Anstieg des Durchmessers

der gebildeten Vesikel gegeniiber der reinen Membran in Teilabbildung A) belegt, in

8 Aufnahmen A-D im Rahmen der Bachelorarbeit erstellt von D. Brandis.
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welchem der Maf3stabsbalken lediglich 20 pm repréisentiert. Wie in Abb. 6-15 gezeigt, ist
fiir diesen Fall keine signifikante Phasenseparation der Membran selbst bei Temperaturen

unter 5 °C zu beobachten.

DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Chol:CyIMe

=5°C RT 45°C 70 °C

Abb. 6-14: Temperaturabhingigkeit des anionischen Fiinf-Komponenten-Systems mit CiiIMe °

Reprisentative konfokale Fluoreszenzmikroskopie-Querschnittsaufnahmen des Einflusses von Ci;IMe und
auf das thermotrope Phasenseparationsverhalten der anionischen Fiinf-Komponenten-raft-Membran bei
verschiedenen molaren Anteilen des C;;IMe.

? Aufnahmen bei 1 mol% und 10 mol% C;;IMe im Rahmen der Bachelorarbeit erstellt von D. Brandis
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DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Chol:C1Pr

<5°C RT 45°C 70 °C

(44:5:20:5:25:1)

Abb. 6-15: Temperaturabhiingigkeit des anionischen Fiinf-Komponenten-System mit C(IPr 1

Représentative konfokale Fluoreszenzmikroskopie-Querschnittsaufnahmen des Einflusses von CiIPr und
auf das thermotrope Phasenseparationsverhalten der anionischen Fiinf-Komponenten-rafi-Membran bei
verschiedenen molaren Anteilen des C;IPr.

6.3.7 Fluoreszenzmikroskopie Transfektionsmolekiil (TM)
Auf Basis der vorangegangenen Ergebnisse wurde der Einfluss des Transfektionsmole-
kiils auf die strukturellen Eigenschaften der neutralen sowie der anionischen Lipidmemb-
ranen untersucht, um Informationen iiber dieses speziell entworfene Molekiil beziiglich
seines Fusions- und moglichen Transfektionspotentials zu erhalten. Praparation und Ein-
bau in die entsprechenden Modellmembranen erfolgte dquivalent zur oben beschriebenen
Priparation der Proben der Imidazoliumsalzderivate. Abb. 6-16 zeigt den Effekt des
Transfektionsmolekiils auf die Vesikel der neutralen Drei-Komponenten-Membran mit
steigender Temperatur. Eine Phasenseparation ist bis zu einer Temperatur von 50 °C zu
beobachten, wihrend das reine System in Abwesenheit des TM erst bei einer Temperatur

von 75 °C in der gesamten Membran in die fluide Phase iibergeht. Dariiber hinaus ldsst

10 Aufhahmen bei 5 mol% C;;IPr im Rahmen der Bachelorarbeit erstellt von D. Brandis
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sich eine deutliche Aggregation der Vesikel beobachten, was auf eine Kopplung der Lip-

idgrenzflachen iiber das inserierte Transfektionsmolekiil hindeutet.

Der Effekt des TM auf die anionische Fiinf-Komponenten-rafi-Membran zeigt sich je-
doch in deutlich ausgeprigterer Form. Wie in Abb. 6-17 deutlich zu sehen ist, tendieren
die anionischen Vesikel als Resultat des Einbaus des TM stark zur Aggregation. Pha-
senseparation ist nur noch bei Temperaturen unterhalb von 20 °C und ausschlielich an
den Kontaktflachen der aggregierten Vesikel zu beobachten. Ein Temperaturanstieg auf

65 °C resultiert in einer allgemein fluiden Phase dieser Kontaktfldchen.

DOPC:DPPC:Chol:TM (5:8:5:2)

C

Abb. 6-16: Fluoreszenzmikroskopie: TM in Drei-Komponenten-Membran

Reprisentative konfokale Fluoreszenzmikroskopie-Querschnittsaufnahmen des Einflusses des TM auf die
Struktur der Drei-Komponenten-Vesikel als Funktion steigender Temperatur. Phasenkoexistenz kann bis zu
einer Temperatur von 50 °C beobachtet werden, oberhalb derer die gesamte Membran in der fluiden Phase
vorliegt. Die Malstabsbalken reprisentieren 20 pm.

Ein Vergleich dieser Querschnittsaufnahmen mit den Ergebnissen der reinen Fiinf-
Komponenten-Vesikel (Abb. 6-13 A)) zeigt einen deutlich akkumulierenden Effekt des
eingebauten Transfektionsmolekiils. Dies ist vermutlich auf die Anordnung der anioni-
schen Lipide und des Transfektionsmolekiils an den Kontaktflichen zuriickzufiihren, des-
sen Struktur und Lipidanordnung in der schematischen Darstellung in Abb. 6-17 gezeigt

wird.
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Das Fusionspotential, und somit die Moglichkeit das TM gegebenenfalls zur Transfektion
heranziehen zu kdnnen, wurde mittels eines fluoreszenzmikroskopiebasierten Fusionsas-
says untersucht. Hierzu wurde ein Zwei-Komponenten-System, bestehend aus 1:1
DPPC:DOPE, als Tréagersystem fiir das Transfektionsmolekiil erstellt, da DOPE als Hilfs-
lipid nachweislich forderliche Einfliisse auf die Bildung kationischer Lipoplexe sowie
deren Fusion mit anderen Vesikeln besitzt. ?2282%16] Djese Vesikel wurden mittels des
Fluorophors NBD-DHPE markiert, was als griine Fluoreszenz in den Mikroskopiebildern
zu erkennen ist. Als Zielvesikel wurden zur Nachahmung einer natiirlichen Membran
Vesikel der heterogenen Fiinf-Komponenten-Membran ausgewéhlt, welche mit dem Flu-
orophor N-Rh-DHPE resultierend in roter Fluoreszenz in den Mikroskopiebildern mar-
kiert wurde. Zur Priparation dieser Systeme wurden die oben beschriebenen Préparati-
onstechniken der PV A-gestiitzten Vesikelformation sowie der Elektroformation genutzt.
Um weitergehende Informationen iiber die Qualitdt und Storungsfreiheit in Bezug auf
Porenbildung und Leckagen wihrend der etwaigen Vesikelfusion zu erhalten, wurde dem
Umgebungspuffer wihrend oder nach der Priparation der immobilisierten Vesikel in der

Elektroformation der Fluorophor Atto-647 hinzugefiigt.

Die Ergebnisse dieses Assays sind in Abb. 6-18 gezeigt. Die Mikroskopieaufnahmen in
Reihe A) zeigen die griin markierten 1:1 DPPC:DOPE-Vesikel in Abwesenheit des
Transfektionsmolekiils, welche in diesem Experiment durch die Elektroformation immo-
bilisiert sind. Die rot markierten Vesikel bestehen aus der anionischen Fiinf-
Komponenten-rafi-Membran, welche auf PVA prépariert und im Anschluss an die Elekt-
roformation zu den immobilisierten Vesikeln in den Umgebungspuffer zugegeben wur-
den. Hierbei konnten keinerlei Interaktionen der beiden Vesikelspezies beobachtet wer-
den. Auch nach 3 h Inkubationszeit lassen sich keine Aggregationen oder dhnliche Vor-
ginge wie Fluorophor-Vermischungen nachweisen, die auf eine Fusion oder auf Lipi-
daustauschprozesse zwischen den beiden Lipidspezies hinweisen. Inversion der Pripara-
tion durch Herstellung der anionischen Membran durch Elektroformation und PVA ge-

stiitzter Praparation des DPPC:DOPE-Systems liefert die gleichen Resultate.
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20°C—-65°C

ﬂ kationischesTransfektionslipid

ﬂ anionisches Lipid (DPPG/DOPG)
ﬁ neutrales Lipid (DPPC/DOPC/Chol)

Abb. 6-17: Fluoreszenzmikroskopie: TM in der Fiinf-Komponenten-Membran (Schematische Dar-
stellung)

Représentative  konfokale Fluoreszenzmikroskopie-Querschnittsaufnahme der heterogenen Fiinf-
Komponenten-Vesikel mit eingebautem TM bei steigender Temperatur. Es zeigt sich eine deutliche Akku-
mulation der Vesikel. Phasenseparation ist nur an den Kontaktflachen der zusammengelagerten Vesikel zu
beobachten. Der Ubergang von der 1, + 14 zur gesamt fluiden Phase dieser Bereiche tritt bei circa 65 °C auf.
Der Mablstabsbalken reprasentiert 20 um. Die schematische Darstellung im unteren Teil der Abbildung
zeigt den vermuteten Mechanismus der Lipidanordnung an den Kontaktstellen der Aggregatstrukturen.

Schematische Darstellung adaptiert nach einem Entwurf von M. Herzog.

Reihe B) der Abb. 6-18 zeigt die Resultate in Anwesenheit von 10 mol% TM im
DPPC:DOPE-System. In der Uberlagerung der separat aufgenommenen Kanile lisst sich
eine eindeutige Fluorophorkoexistenz innerhalb eines Vesikels beobachten. Dies ist ein
klarer Beweis fiir die Fusion zwischen dem griin markierten Trigersystem mit eingebau-

tem TM mit dem rot markierten, anionischen Zielsystem. Das resultierende Liposom
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zeigt eine deutliche I, + l¢-Phasenkoexistenz bei Raumtemperatur. Dariiber hinaus ist
wihrend der Fusion kein extern vorliegendes Atto-647 in das Vesikel eingetreten, was auf

eine leckagefreie Fusion ohne Porenbildung hindeutet.

DPPC:DOPE:TM 45:45:10 + 5KS

Abb. 6-18: Fluoreszenzmikroskopie: Fusionsassay TM

Konfokale Mikroskopie-Querschnittsaufnahmen der Vesikelfusionsexperimente. Die griin markierten riesi-
gen unilamellaren Vesikel in A) bestehen aus 1:1 DPPC:DOPE ohne TM und sind in den gezeigten Auf-
nahmen immobilisiert. Rote Fluoreszenz zeigt Vesikel der anionischen raft-Membran, welche zum Umge-
bungspuffer der immobilisierten Vesikel hinzugegeben wurden. In B) markiert die griine Fluoreszenz das
DPPC:DOPE-System mit eingebauten TM eines molaren Anteils von 10 mol%. Auch hier liegen diese
Vesikel immobilisiert vor. Rote Fluoreszenz représentiert die anionischen raft-Membran-Vesikel welche
ebenfalls zum Umgebungspuffer hinzugegeben wurden. C) Fluoreszenzmarkierung dquivalent zu B). Mi-
schung beider Vesikelspezies erfolgte frei im Puffer ohne immobilisierte Vesikel. Der Mal3stabsbalken
repréasentiert jeweils 20 um.

Reihe C) zeigt eine Vesikelfusion nach Mischung der griin markierten 10 mol% TM be-
inhaltenden DPPC:DOPE:TM Mischung mit rot markierten Filinf-Komponenten-
Membran-Vesikeln nach Priparation beider Vesikelspezies durch PVA gestiitzte Priapara-

tion. Die Mischung der Vesikel im fliissigen Medium erfolgte ohne Immobilisierung einer
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der Spezies. Die resultierende Uberlagerung der separat aufgenommenen Kanile zeigt
deutlich eine stattgefundene, leckagefreie Fusion beider Vesikelspezies durch ausgeprigte
Fluorophorkoexistenz innerhalb der Membran des gezeigten Vesikels ohne Eindringen

des auf3en vorliegenden Fluorophors.

Diese Untersuchungen weisen darauf hin, dass das neu entworfene TM, welches in dieser
Arbeit untersucht wurde, dazu in der Lage ist, effektiv Vesikelfusion zu induzieren und

bietet somit das Potential als mogliches Additiv zur Transfektion.

DPPC:DOPE:CsIMe 45:45:10 + SKS

H4C CH,

Abb. 6-19: Fluoreszenzmikroskopie: Fusionsassay CisIMe

Konfokale Mikroskopie-Querschnittsaufnahmen der CisIMe Vesikelfusionsexperimente sowie Struktur des
eingesetzten CisIMe-HI. Die griin markierten, riesigen unilamellaren Vesikel bestehen aus 1:1 DPPC:DOPE
mit 10 mol% C;sIMe und sind in den gezeigten Aufnahmen immobilisiert. Rote Fluoreszenz zeigt Vesikel
der anionischen rafi-Membran, welche zum Umgebungspuffer der immobilisierten Vesikel hinzugegeben
wurden. Der Malistabsbalken reprisentiert jeweils 20 pm.

Um die Relevanz der Molekiilstruktur des TM in Bezug auf den Anker an der 2-Position
des Imidazoliumringes mit endstiandiger, zweiter positiver Ladung zu verifizieren, wurde

eine weitere, zur TM-Fusionsuntersuchung in Préparation sowie Methodik dquivalente
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Untersuchung zum Fusionspotential eines weiteren, strukturell &hnlichen Imidazoliumsal-

[143.145,146] charakterisierte

zes durchgefiihrt. Hierzu wurde das bereits in der Literatur
CisIMe (1,3-dimethyl-4,5-dipentadecylimidazoliumiodid) zur Studie herangezogen. Die-
ses weist, verglichen mit dem TM, die gleiche Struktur abziiglich des 2-stindigen Ankers
mit der zweiten positiven Ladung auf (siche Abb. 6-19). Wie in Abb. 6-19 A) — C) zu
sehen ist, zeigt sich auch unter Verwendung dieses Imidazoliumsalzes ohne zweite positi-
ve Ladung nach Mischung der separat praparierten Vesikel nach kurzer Zeit eine ausge-
pragte Mischung der Fluorophore. Dies belegt dquivalent zu den TM-Untersuchungen die
Fusion der gemischten Vesikel, und deutet auf ein allgemeines Fusionspotential solcher
lipidartiger Imidazoliumsalze entsprechender Kettenldnge hin. Die zusétzliche Ladung
des TM ist strukturell zur Fusionsinduktion offenbar nicht unbedingt notwendig, da eine
Clusterbildung der Fremdmolekiile, wie im Falle des Ci1IMe sowie des Ci1IPr gezeigt,

innerhalb der Membran sehr wahrscheinlich ist, wodurch auch in monovalenter Ausfiih-

rung eine hohe ortliche positive Ladungsdichte erreicht wird.

0.3.8 Rasterkraftmikroskopie Ci1IMe, C11IPr, TM
Um die Interaktionen der Imidazoliumsalzderivate und des Transfektionsmolekiils mit
den Modellmembranen auf der Sub-mikrometer-Skala betrachten zu koénnen, wurden
Aufnahmen mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie an diesen Systemen durchgefiihrt. Zur
Vermeidung von unnatiirlichen Verdnderungen am System durch spezielle Praparationen
der Proben durch Bedampfen oder Ahnlichem wurden die Mikroskopiebilder mit Hilfe
einer Fliissigkeitszelle unter vollstindiger Hydratation der Membran aufgenommen. Zu
diesem Zweck wurden Doppelschichten der neutralen Drei-Komponenten- sowie der an-
ionischen Fiinf-Komponenten-Membran auf atomar planaren Mica-Oberflachen in Abwe-

senheit sowie unter Zugabe von 10 mol% Ci1IMe sowie Ci1IPr oder dem TM hergestellt.

Wie in Abb. 6-20 A) gezeigt, weist die reine Membran des Drei-Komponenten-
Lipidsystems eine deutliche Phasenseparation in scharf abgetrennte Domédnen auf. Hier-
bei entsprechen die hellen Bereiche der fliissig-geordneten lo-, und die dunklen Bereiche
der fliissig-ungeordneten l4-, also der fluiden, Phase. Die Hohendifferenz von etwa 1,6 nm
zwischen den Dominen entspricht der aus der Literatur erwarteten Hohendiffe-

rengz. [94110.118]
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Abb. 6-20: AFM Aufnahmen: Ci1IMe, Cu1IPr in der neutralen Drei-Komponenten-Membran

Reprisentative AFM Aufnahmen der hydratisierten Membran in Abwesenheit und in Anwesenheit der
Imidazoliumsalzderivate. A) zeigt die reine, neutrale Drei-Komponenten-Membran. B) zeigt das Drei-
Komponenten-System mit eingebauten 10 mol% C;;IMe. Die Messung wurde direkt nach der Priparation
durchgefiihrt. In C) ist das Drei-Komponenten-System mit 10 mol% C;;IMe 90 min nach der Préparation zu
sehen und in D) ist das Drei-Komponenten-System mit 10 mol% C;IPr abgebildet. Die Abbildungen zei-
gen in A) eine Grofe von 10 x 10 pm sowie 5 x 5 um in den Abbildungen B) bis D).

Der Einbau von 10 mol% Ci1IMe in die Membran zeigt bei Betrachtung der Membrandi-

cke und der Hohendifferenzen sowie der Topographie der entstehenden Phasen direkt
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nach der Praparation in Teilabbildung B) eine drastische Verringerung der Doménengro-
Ben und eine deutlich feinere Verteilung der fliissig-ungeordneten lg-Doménen. Dies ist
auf eine Verringerung der Linienspannung der Dominengrenzen durch Einbau des
CiiIMe an diesen Storstellen zur Verringerung des hydrophoben mismatches zuriickzu-

fithren.

Die Hohendifferenz zwischen den Phasen ist mit 2,6 bis 2,9 nm etwa 1 nm gegeniiber der
reinen Membran erhoht. Wird die Probe 90 Minuten nach Threr Préparation inkubiert und
vermessen, ist in der Drei-Komponenten-Membran mit eingebauten C;1IMe Imidazoli-
umsalz, wie in Teilabbildung C) zu sehen, eine noch feinere Verteilung der fluiden Phase
zu erkennen. Dariiber hinaus zeigen sich hier drei unterschiedliche Membranebenen. Die
erste Ebene erhebt sich etwa 2,5 nm aus der fliissig-ungeordneten Ebene, entsprechend
der Hohendifferenz, die bei Messung direkt nach der Priparation zu beobachten ist. Die
zweite Ebene erreicht eine Hohendifferenz zur Basis von nur etwa 1,3 nm, was auf eine

eigenstindige laterale Struktur aus separierten C11IMe-Clustern geringerer Hohe hinweist.

Der Einbau des C11IPr in die neutrale Drei-Komponenten-Membran zeigt eine starke Ak-
kumulation des Salzes zu groflen Clustern in der Membran. Abb. 6-20 D) zeigt repriasen-
tativ ein stark aggregiertes Ci1IPr-Cluster in der Membran mit einer Héhendifferenz zur

Membranbasis von bis zu 4,5 nm.

Versuche, die kationischen Imidazoliumsalzderivate in die anionische Finf-
Komponenten-Membran einzubauen und als einzelne Doppelschicht auf der atomar
planaren Mica-Schicht zu préparieren, schlugen fehl. Die Anwesenheit des C11IMe und
des Ci1IPr hinderte die Membran an der Ausbildung einer stabilen Doppelschicht auf der
Mica-Oberfliache. Dieses Verhalten deckt sich mit den Ergebnissen der Zeta-Potential-
Messungen, in welchen eine Aggregation der Probe des anionischen Systems ohne die

Ausbildung stabiler, unilamellarer Vesikel beobachtet wurde.

Die Resultate der Untersuchung der Interaktion des Transfektionsmolekiils mittels der
Rasterkraftmikroskopie sind in Abb. 6-21 abgebildet. Die reine, anionische Fiinf-
Komponenten-raft-Membran ist in Teilabbildung A) zu sehen. Die Hohendifferenz der
Domiinen betriigt etwa 1,5 nm, was in guter Ubereinstimmung mit der Literatur und der
Hoéhendifferenz der Doménen der oben vorgestellten, neutralen Drei-Komponenten-

Membran steht. P*!1%118] Die Bilder zeigen eine Fliche von 5 x 5 um. Einbau des Trans-
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fektionsmolekiils in die Lipidmischung mit einem Anteil von 10 mol% fiihrt zur Ausbil-
dung mehrerer kleinerer, fluider l¢-Doménen. Die Hohenunterschiede zu den Doménen
verringern sich hierbei nur geringfiigig auf etwa 1,2 nm. Dies zeigt, dass der Einbau des
Transfektionsmolekiils in eine naturdhnliche, anionische Filinf-Komponenten-rafi-
Membran zu keinen drastischen Verschlechterungen der lateralen Organisation innerhalb

der Membran fiihrt, wie es im Fall des C11IMe und des C11IPr zu beobachten war.

A

Hoéhen-
differenz

¥ 15mm
¥V 13nm

V¥ 150m

Hohen-
differenz

VY 12mm
V 1.0 nm

VY i12nmm

Abb. 6-21: AFM Aufnahmen: TM in der anionischen Fiinf-Komponenten-Membran

Reprisentative Rasterkraftmikroskopieaufnahmen der vollstindig hydratisierten Fiinf-Komponenten-rafi-
Membran mit und ohne eingebautes Transfektionsmolekill. A) zeigt die reine, anionische Fiinf-
Komponenten Membran, wiahrend B) die Membran unter Anwesenheit von 10 mol% TM abbildet. Die
Bilder zeigen eine Flache von 5 x 5 pm.

6.4 Zusammenfassung

In der in diesem Kapitel vorgestellten Untersuchung konnte der Einfluss der durch die
Gruppe von Prof. Dr. Glorius synthetisierten, alkylierten Imidazoliumsalze iiber die be-
reits bekannten Untersuchungen hinaus erweitert, sowie die potentielle Anwendung dieser

in Gentransfer wie auch Wirkstofftransport analysiert werden.
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Aufgrund ihrer hohen Stabilitdt, groBen Variabilitit sowie verhiltnismdBig einfachen
Synthese, sind Imidazoliumsalze in den vergangenen Jahren in den Fokus der Material-
wissenschaften sowie von biologischen Anwendungen geriickt. Seit 2015 wurden Imida-
zoliumsalze, welche im Riickgrat mit langen Alkylketten versehen wurden, als Lipid-
analoga etabliert. Diese zeigen, dem Einbau in Phospholipidmembranen folgend, in Ab-

hiéingigkeit ihrer Struktur verschiedene Auswirkungen, [14%143.161]

Es wurden zwei neuartige imidazoliumbasierte Lipide, das C;1IPr mit einer sterisch hoch
anspruchsvollen Kopfgruppe, sowie das Ci;IMe mit einer sterisch weniger anspruchsvol-
len dimethylierten Kopfgruppe, und ein speziell fiir Transfektion und Fusionsinduktion
neu entworfenes Molekiil untersucht. Das CiIPr wurde hierbei mit dem C;;IMe in
Membransystemen verschiedener Komplexitit untersucht und verglichen. Begonnen
wurden die Untersuchungen an einem simplen Ein-Komponenten-Membransystem, be-
stehend aus reinem DPPC. Die Komplexitit der Membranen wurde anschlieend iiber ein
heterogenes, neutrales Drei-Komponenten-System, bestehend aus DPPC:DOPC:Chol.
(2:1:1), bis hin zu einem 10 % anionischen, heterogenen
DPPC:DOPC:DPPG:DOPG:Chol. (45:5:20:5:25) Fiinf-Komponenten-System gesteigert,
welches in physiologischer Konzentration der anionischen Lipide und in physiologischem
Verhalten als raft-Membran natiirlichen Plasmamembranen éhnelt. ['**1°% Die Mehrkom-
ponentensysteme mit eingelagertem Cholesterin weisen bei Raumtemperatur Pha-
senkoexistenzgebiete raft-artiger, fliissig-geordneter (l,) sowie fliissig-ungeordneter (lq)
Phasen auf. ['>!152] Fiir die Untersuchung des Transfektionspotentials des TM wurde eine
DPPC:DOPE (1:1) Lipidmischung als Trigersystem fiir das TM gewéhlt, da DOPE als
neutrales Lipid mit einer kleinen Ethanolamin-Kopfgruppe negative Kriimmungen in der
Membran induziert, welche im Zuge der Ausbildung nichtlamellarer Phasen fiir die In-

duktion von Membranfusion forderlich ist. ['37]

Es konnte gezeigt werden, dass der Effekt auf das thermotrope Phasenverhalten der unter-
suchten, neutralen Membran in Abhédngigkeit der Konzentration und der Kopfgruppen-
groBe der imidazoliumbasierten Lipide die Phaseniibergangstemperatur der Membranen
verringert. Der Einfluss der groeren Kopfgruppe auf diese Verringerung zeigt sich als
deutlich ausgeprigter als im Falle der kleineren dimethylierten Kopfgruppe, was konsis-

[142

tent mit den vorangegangenen Studien ist. [1**) Zudem zeigt sich eine Unterdriickung des

Vorphaseniiberganges in der Membran aufgrund der Ausbildung von Phasenkoexistenz-
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gebieten bei bereits geringer Dotierung der Membran mit den Imidazoliumsalzen. Wei-
terhin wurde gezeigt, dass die laterale Ordnung der neutralen, sowie der anionischen
Membranen durch den Einbau der Salze sowohl in der Gel- als auch in der fluiden Phase
beeinflusst wird, wobei eine deutlichere Stérung und Verringerung der Ordnung erneut
fiir das Molekiil mit der groBeren Kopfgruppe zu beobachten ist. Dies, in Kombination
mit der Erkenntnis der Ausbildung von Phasenkoexistenzgebieten, deutet auf eine Clus-
terbildung der Imidazoliumsalze in der Membran hin, welche durch AFM-Aufnahmen

bestétigt wurden.

Das Oberflichenpotential der Lipidmembranen wird durch den Einbau beider Imidazoli-
umsalze signifikant erh6ht, was nicht nur auf einen effektiven Einbau der Salze in die
Membran hindeutet, sondern dariiber hinaus zeigt, dass sogar eine Ladungsumkehr in
anionischen Membranen induziert werden kann. Hierdurch ergeben sich Moglichkeiten
fiir Wirkstofftransport sowie Gentransfer durch beispielsweise lipidgestiitzte Transfektion
negativ geladener DNS. Der Einbau der lipidartigen Imidazoliumsalze in die Modell-
membran zeigt im Falle des sterisch anspruchsvollen CyiIPr eine geringere Effizienz als
die des C11IMe. Dies steht ebenfalls in guter Ubereinstimmung mit vorangegangenen Un-

tersuchungen variierender KopfgrdBe und Kettenliinge der Imidazoliumsalze. [143:144]

Der Einbau der artifiziellen Lipide in die Vesikel zeigt einen ausgeprigten Einfluss auf
das Phasenseparationsverhalten sowie die Morphologie der Modellmembranen heteroge-
ner Zusammensetzung. Hier zeigen sich eine drastische Senkung der Phasenseparations-
temperatur sowie eine Verdanderung der Gro3e und Form der neutralen wie auch der anio-
nischen Vesikel. Der Einbau des C;1IMe in ein neutrales, heterogenes Modellsystem fiihrt
bei einer Konzentration von 10 mol% des Molekiils in der Membran zum Ausbleiben des
Phaseniibergangs dieser Vesikel, sowie zur elliptischen Verformung dieser aufgrund von
Storstellen in der Membran. Die gleiche Konzentration des Ci11Pr senkt den Phaseniiber-
gang des Drei-Komponenten-Systems auf etwa 5 °C und fiihrt durch die noch drastischere
Storung der Membranordnung zu verformten, sehr groflen Vesikeln sowie parallel vorlie-
genden, potentiell gemischt mizellaren Strukturen. Im anionischen Fiinf-Komponenten-
System zeigt sich mit steigender Konzentration des C;1IMe sowie des CiiIPr eine Ver-
groBerung der Vesikel sowie ein Verschieben der Ubergangstemperatur zu niedrigeren

Temperaturen bis zu ihrem Verschwinden bei 10 mol% Ci1IMe oder Cy11Pr.
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Die Untersuchung der Phasenkoexistenz innerhalb der neutralen Drei-Komponenten-
Membran auf der Mikrometerskala zeigt die Ausbildung segregierter Bereiche der Imida-
zoliumsalzderivate durch deren Zusammenlagerung. Im Falle des Ci1IMe zeigt sich im
Vergleich zur reinen Membran im Hoéhenprofil eine weitere Hohenstufe zwischen der lg-
und der lo-Phase durch die segregierten Ci1IMe Cluster. Das Ci1IPr zeichnet sich durch

definierte Cluster von bis zu 5 nm Hdhe aus.

Das zur Transfektionsinduktion entworfene Molekiil zeigt in den neutralen Membransys-
temen keinen signifikanten Einfluss auf deren laterale Ordnung. Lediglich in der fluiden
Phase des anionischen raft-Systems zeigt sich eine geringfiigige Erhohung der lateralen
Ordnung bei 10 mol% des Molekiils in der Membran. Der Einbau dieses Molekiils in an-
ionische Membransysteme zeigt jedoch eine signifikant erhdhte Zahl an aggregierten
Vesikeln, was auf eine Sortierung der Lipide neben den kationischen Imidazoliumsalzde-
rivaten in der Membran an den Kontaktfldchen der Vesikel hindeutet. Auf der Mikroebe-
ne zeigt sich als Resultat des Einbaus des Transfektionsmolekiils die Ausbildung von
marginal kleineren l¢-Domédnen in der Membran. Es konnte abschlieBend in einem fluo-
reszenzbasierten Assay deutlich gezeigt werden, dass die Verwendung des zur Fusionsin-
duktion entworfenen TM-Molekiils in einem Trigersystem, bestehend aus DPPC:DOPE
mit 10 mol% des kationischen TM, bei Zugabe zu einem anionischen Zielsystem zu einer
erhohten Zahl an fusionierten Vesikeln fiihrt (siehe schematische Darstellung des Assays

und dessen Resultate in Abb. 6-22).

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass das strukturell dhnliche Imidazoliumsalz
Cis5IMe mit lediglich einer positiven Ladung und ohne Anker in 2-Position des Imidazoli-
umringes ebenfalls zur Fusionsinduktion verwendet werden kann. Dies deutet auf ein
generelles Fusionsinduktionspotential der lipidartigen Imidazoliumsalze als ganze Mole-
kiilklasse hin, wodurch eine grof3e Variabilitdt an moglichen lipidartigen Imidazoliumsal-
zen zur Anpassung an diverse Membransysteme zur Verfligung steht. Basierend auf die-
sen Ergebnissen sind in zukiinftigen Experimenten hinsichtlich des Wirkstofftransports
sowie Gentransfektion weitere Experimente zur Optimierung ihrer Eigenschaften denk-

bar.

- 131 -



Membran-Interaktionen und Transfektionsvermdgen imidazoliumbasierter Lipide

Zusammenfassung

©  neutrale Kopfgruppe
® anionische Kopfgruppe
® [kationische Kopfgruppe (TM)

Abb. 6-22: Schematische Darstellung der Resultate der Fusionsexperimente

Schematische Darstellung der Resultate der Fusionsexperimente des Fiinf-Komponenten-Systems mit dem
Transfektionssystem ohne das Transfektionsmolekiil (oben), und mit dem Transfektionssystem mit einge-
bautem Transfektionsmolekiil (unten). Oben: Keine Anzeichen fiir Vesikelfusion durch Fluorophorvermi-
schung. Unten: Klare Anzeichen fiir Fusion durch Fluorophorvermischung, hervorgerufen durch das Trans-
fektionsmolekiil (TM).

In nachgestellten Wirksamkeitsstudien konnte durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Gerke des Instituts fiir Medizinische Biochemie der Universitidt Miinster das Transfekti-
onspotential des TM bereits positiv, jedoch in geringer Effizienz, an biologischen Zellen

nachgewiesen werden.
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7 EINFLUSS DES WASSRIGEN ZWEI-PHASEN-SYSTEMS

PEG/DEXTRAN AUF MODELLMEMBRANEN

7.1  Einleitung

Riesige, unilamellare Vesikel stellen fiir die biophysikalische Forschung an Membranen
und deren Eigenschaften die idealen, weil simplen und dennoch in ihrem Verhalten sehr
naturdhnlichen Modellsysteme dar. Aus diesen Griinden werden diese Systeme hiufig zur
Konstruktion biomimetischer Zellmodelle sowie der Untersuchung dieser ge-
nutzt, 4715616271651 Natijrliche Membranen sind im Gegensatz zu den fiir die meisten
Membranstudien verwendeten Systeme jedoch nicht nur einer verdiinnten, wissrigen Lo-
sung ausgesetzt. Vielmehr stehen sie einer Vielzahl von Interaktionen mit diversen Mak-
romolekiilen wie Proteinen, Nukleinsduren oder Polysacchariden auf der zytosolischen
Seite der Membran gegeniiber. Dies fiihrt zu einer makromolekularen Kondensation in-
nerhalb dieser Modellzelle mit hieraus resultierender Phasenseparation durch hydrophobe
Effekte und Effekte durch ausgeschlossene Volumina bei Proteinldsungen. [47-4:166-168]
Diese Mikrokompartimentierung innerhalb des Zytosols natiirlicher Zellen steht im Ver-
dacht, fiir verschiedene Funktionen der Zellen von groBer Bedeutung zu sein. °*3] Um
solche in der Natur auftretenden Prozesse fiir biophysikalische Untersuchungen an noch
naturdhnlicheren Zellmodellen nachzuahmen, kann diese makromolekular kondensierte
Umgebung zu einem gewissen Grad durch ein fliissiges Zwei-Phasen-System, bestehend
aus wissrigen Polymerldsungen, nachgeahmt werden. *>*7l Eines der Systeme, welches
zur Nachahmung makromolekular kondensierter und phasenseparierter Zustinde in Vesi-
keln verwendet wird, besteht aus einer Mischung aus Polyethylenglycol (PEG) und
Dextran. Dieses System vollfiihrt bei definierten Konzentrationen beider Komponenten
eine Phasenseparation, welche bereits in vielen Studien abhéngig von diversen Faktoren

untersucht wurde, [32:47-5154,35,169

I In dieser Arbeit wird ebenfalls die Polymer-Polymer-
Mischung aus PEG/Dextran als Mittel makromolekularer Verdichtung verwendet, deren
Separation in der Aggregation und daraus folgender sterischer Exklusion begriindet

liegt. 7381 Die Separation in fliissig-fliissig Mischungen kénnen jedoch trotz vieler Be-
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mithungen nicht vollends theoretisch beschrieben werden. Stattdessen basieren viele ge-
nutzte Modelle auf der Kombination verschiedener Theorien, welche bereits eine gro3e

Bandbreite an Vorhersagen ermdglichen. [41-46]

Neben der, unter anderem von KEATING et al., untersuchten Temperatur- und Osmolytab-
hiangigkeit riesiger unilamellarer Vesikel unter Einfluss des Zwei-Phasen-Systems, ist
insbesondere der Einfluss einer weiteren physikalischen Gro3e von Bedeutung, die bis-
lang in diesem Zusammenhang auflerhalb des Fokus lag: der Druck. Die Funktionsweise
zelluldrer Bestandteile unter extremen Konditionen, wie beispielsweise hohem Druck, ist
in den letzten Jahren immer weiter in den Fokus biophysikalischer Untersuchungen ge-
riickt. Dies liegt daran, dass ein Grofteil der Organismen und generell der Biomasse der
globalen Biosphire in marinen Regionen in Tiefen von iiber 1000 m und somit resultie-
renden Driicken von mehr als 100 bar bis hin zu 1000 bar am tiefsten Punkt des Meeres
verortet ist. [1917%1 Da die Tiefsee und der Erdmantel als Geburtsstitte des Lebens ange-
sehen werden konnen, sind Untersuchungen unter hohem Druck von enormer Relevanz
fiir das Verstdndnis der Funktion biologischer Zellen und deren Bestandteilen unter die-

sen extremen Bedingungen. [171:172]

In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst eine Charakterisierung des barotropen Pha-
senverhaltens einer 10 % anionischen, Fiinf-Komponenten-rafi-Membran mittels Hoch-
druck-Fluoreszenzspektroskopie durchgefiihrt. Diese dhnelt in physiologischer Konzen-
tration der anionischen Lipide und in physiologischem Verhalten als raft-Membran natiir-

lichen Plasmamembranen. [14%-130]

Hierzu wurden GUVs hergestellt, in denen durch die Zugabe eines oder mehrerer Fluoro-
phore die Unterscheidung der fliissig-geordneten (l,) von der fliissig-ungeordneten (lq)
Phase moglich ist. [!°1152] Die Domiinen verschiedener Zusammensetzung und Fluiditit
stehen in der Diskussion, von hoher Relevanz fiir membranverbundene Prozesse wie Sig-
naltransport, Exo- sowie Endocytose wie auch die Aufnahme von Viren zu sein. [152715]
Die Charakterisierung wurde bei einer Temperatur von 40 °C in einem Druckbereich zwi-
schen 1 bar und 800 bar in einer speziellen Hochdruck-Fluoreszenzmikroskopiekammer

durchgefiihrt. (1%

Dieser Charakterisierung folgend wurde zunéchst das thermotrope Phasenverhalten des

Systems nach Prdparation der Vesikel in 11,5/8 gew% PEG/Dextran untersucht, wobei
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besonderes Augenmerk auf das Strukturverhalten der Vesikel als Resultat der Phasense-
paration des PEG/Dextran-Systems gelegt wurde. Zu diesem Zweck wurde die Membran
der Vesikel mit zwei Fluorophoren versehen, welche die l4-Phase unabhéngig von der Io-
Phase markiert. Dariiber hinaus wurde das Zwei-Phasen-System mit dem an das Glycin
Max Lektin (SBA) konjugierten Fluorophor Atto-647 versetzt, welcher sich primér in der

[49,50,55

Dextran-Phase anlagert. I Somit ist eine Separation der beiden wiissrigen Phasen

neben der Separation der Membranphasen moglich.

7.2 Material und Methoden

7.2.1 Material
Tab. 7-1: Chemikalien PEG/Dextran-Studie

Fiir die in diesem Kapitel untersuchten Proben verwendete Chemikalien sowie
zur Préparation der Proben genutzte Lipide und deren Bezugsquellen.

Chemikalien und Lipide Bezugsquelle

DPPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DPPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DOPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DOPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DOPE Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Cholesterin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
N-Rh-DHPE Invitrogen (Carlsbad, California, USA)
NBD-DHPE Invitrogen (Carlsbad, California, USA)
SBA-Atto-647 ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)
Polyethylenglycol (4,6 kDa) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Dextran (10 kDa) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Chloroform Merck (Darmstadt, Deutschland
Methanol Merck (Darmstadt, Deutschland)
HEPES Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

NacCl Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
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7.2.2  Praparation der Proben
Die in dieser Studie untersuchten GUVs der Zusammensetzung 20:5:45:5:25 mol%
DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol. wurden durch Mischung von 10 mg mL"' Stammlo-
sungen der reinen Lipidkomponenten in Chloroform hergestellt. Zusitzlich wurden der
Mischung auf 100 pL 1,5 pL N-Rh-DHPE, sowie 1,5 pL NBD DHPE entsprechend je-
weils 0,1 mol% zur Markierung der 14- neben der l,-Phase zugegeben. Zur Herstellung der
Vesikel wurde die Methode der Polyvinylalkohol (PVA)-unterstiitzten Priparation ge-
wihlt. Die detaillierte Praparation der riesigen unilamellaren Vesikel erfolgte entspre-
chend der Priparationsvorschrift aus Kapitel 5.2.2 sowie 6.2.7 und der Literatur [!36:15815]

Hierbei wurde eine zweistiindige Inkubationszeit des hydratisierten Lipidfilmes bei einer

Temperatur von 75 °C genutzt.

Die Préparation des PEG/Dextran-Systems erfolgte durch Feststoffeinwaage von Dextran
(10 kDa) sowie Polyethylenglycol (PEG, 4,6 kDa) und anschlieBendem Ldsen in 10 mM
HBS Puffer (10 mM HEPES + 100mM NaCl) bei einem pH-Wert von 7,8. Zudem wur-
den dem System 1,5 uL des Alexa-647 konjugierten Lectin SBA Proteins pro 100 uL zur
Markierung der dextranreichen Phase zugegeben. Anschlieend wird das so préparierte
System mittels eines Temperierbades auf sein thermotropes Ubergangsverhalten iiberpriift
und, gegebenenfalls, durch Zugabe von Puffer oder zuvor priparierter PEG- oder
Dextran-Stammlodsungen auf einen Phaseniibergang in dem gewiinschten Temperaturbe-

reich von 40 - 45 °C eingestellt.

Die Zugabe des Zwei-Phasen-Systems zu den auf PVA préiparierten Lipidschichten er-
folgte nach Vorheizen der Lipidschicht auf eine Temperatur oberhalb der Phaseniiber-
gangstemperatur des Zwei-Phasen-Systems sowie des Lipidsystem. Auf diese Weise kann
das Zwei-Phasen-System als einphasige Losung zugegeben werden, ohne durch den
Temperaturunterschied im Probengefi direkt zu separieren. *¥ Nach zweistiindiger In-
kubationszeit der Proben bei 75 °C wurden diese zum Abkiihlen und Separieren des
Zwei-Phasen-Systems aus den Probenkammern entfernt und in Eppendorf -Vials {iber-
fiihrt. An der nach der Separation der Phasen entstehenden Phasengrenze konnten die fiir
die Untersuchung herangezogenen GUVs abpipettiert, und mit dem doppelten Volumen
aus der iiberstehenden, PEG-reichen Phase verdiinnt werden. Somit lag final eine PEG-
reiche Losung mit Vesikeln mit separiert voneinander vorliegenden PEG- sowie dextran-

reichen Kompartimenten in ihrem inneren vor. Die Verdiinnung dieser Losung mit PEG-
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reicher Phase bietet den Vorteil der Verringerung der Zahl der Streuzentren durch Mikro-
kompartimente des Zwei-Phasen-Systems. Hierdurch kann eine bessere Aufnahmequalitét
des der Mikroskopiebilder erreicht werden. Zudem verringert sich durch die Verdiinnung
mit PEG-reicher Phase die Hintergrundfluoreszenzintensitit der vorliegenden SBA-

Alexa-647 Fluorophore in der Dextran-Phase.

7.2.3  Fluoreszenzmikroskopie
Die prisentierten fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden an dem anioni-
schen, heterogenen Fiinf-Komponenten-System, bestehend aus 20:5:45:5:25 mol%
DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol. durchgefiihrt. Diese wurden, wie oben beschrieben,
durch Fluorophore markiert und zu riesigen unilamellaren Vesikeln préipariert. Die Tem-
peraturabhingigkeit der Mikroskopiemessungen wurde durch Temperierung der zur Mes-
sung verwendeten Hochdruckzelle durch einen externen Kilte-Umwélzthermostat der
Firma Julabo, Seelbach, Deutschland realisiert. Detaillierte Beschreibungen der verwen-
deten Hochdruckzelle sind der Arbeit von BROOKS et al. sowie der Dissertation von N.

ERWIN zu entnehmen, [1%:67]

Die Untersuchung der Phasenseparation in der Membran sowie im PEG/Dextran-System
erfolgte mit dem konfokalen Laser scanning Mikroskop Biorad MRC 1024 des Herstel-
lers Zeiss, Deutschland, welches an ein invertiertes Nikon Eclipse TE-300 DV Mikro-
skop, Nikon, Tokyo, Japan, gekoppelt ist. Die Hochdruckcharakterisierung der Fiinf-
Komponenten-Vesikel erfolgte mittels der CCD Kamera Andor iXon Ultra, Acal BFi der
Firma Andor, Deutschland, unter Verwendung einer Quecksilberdampflampe Hg 100W
der Firma Nikon, Tokyo, Japan. Fluoreszenzanregung erfolgte bei Wellenldngen von
488 nm, 561 nm sowie 648 nm durch einen kombinierten L4Cc-CSB-130 Laser der Firma
Oxxius Simply Light, Lannion, Frankreich. Im Falle der Aufnahmen mit der CCD Kame-
ra wurden der Quecksilberdampflampe dem Mikroskop zugehdrige Anregungsfilter oben
genannter Wellenldngen nachgeschaltet. Die Verarbeitung der mit dem Laser scanning
Mikroskop aufgenommenen Bilder erfolgte durch die Software LaserSharp2000 der Fir-
ma Zeiss, Deutschland. Die Verarbeitung der durch die CCD Kamera erstellten Bilder
erfolgte tiber die Software NIS Elements BR V. 4.50.00 der Firma Nikon, Tokyo, Japan.
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Die Aufnahmen wurden mittels des Objektives des Typs LU Plan ELWD 50x/0,55 B,
OFN 25 mit einer Arbeitsweite von 10,1 mm, Nikon, Tokyo, Japan, sowie des CFI T Plan
Epi SLWD 100x NA/WD 0.60/10.0mm, Nikon, Tokyo, Japan, aufgenommen. Fiir alle
Modellmembransysteme und Temperaturen wurden repriasentative Aufnahmen der auftre-
tenden Effekte an mehreren Stellen jeder Probe und flir mehrere separat voneinander pri-

parierte Proben aufgenommen.

7.3 Ergebnisse und Diskussion

Nachfolgend werden die in diesem Forschungsprojekt bislang erhaltenen, unverdffent-
lichten Erkenntnisse und Messergebnisse prisentiert. Die Untersuchungen zu dieser Stu-
die erfolgten unter Verwendung der Fluoreszenzmikroskopie entsprechend der jeweiligen

Beschreibung bei Normaldruck oder unter Hochdruck.

7.3.1 Fluoreszenzmikroskopie
Zur Untersuchung des Phasenseparationsverhaltens des verwendeten Modellmembransys-
tems bei Druckapplikation bis zu 1000 bar wurden Vesikel des reinen 20:5:45:5:25 mol%
DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol.-Gemisches charakterisiert. Diese sollen als Standard
im Vergleich mit Vesikeln des gleichen Fiinf-Komponenten-Systems in einer
PEG/Dextran angereicherten Umgebung dienen. Hierzu wurden die Vesikel wie oben
beschrieben in einem 10 mM HEPES-Puffer mit 100 mM NaCl prépariert und in die
Hochdruckzelle tiberfiihrt. Entsprechend des in Abb. 7-1 schematisch dargestellten p-z-
Diagramms wurde nach Einstellen der Temperatur des Systems ein Druckprofil appli-
ziert. Die Aufnahmen A) bis H) in Abb. 7-1 zeigen den Verlauf des Phaseniiberganges
von der fluiden- in die Gel-Phase einzelner Bereiche wihrend sowie nach der Druckap-
plikation. Die Aufnahmen zeigen exemplarisch in den Teilabbildungen A) bis C) das
Uberschreiten des Phaseniibergangsdruckes, in den Teilabbildungen C) bis F) die Phase
der Druckkonstanz im System sowie in den Abbildungen F) bis H) das Unterschreiten des
Phaseniibergangsdruckes. Die Phase der Druckkonstanz zeigt deutliche Dynamik in den
entstandenen Doménen inklusive der Zusammenlagerung mehrerer rigider Doménen.
Diese bilden sich zur Verringerung der Zahl der hydrophoben mismatches aus, und &u-

Bern sich als nicht fluoreszente, dunkle Bereiche in der Membran.
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Abb. 7-1: Schematische Darstellung der barotropen Phasenseparation im SKS

Exemplarische Darstellung eines druckinduzierten Phasenseparationsvorganges in einer Membran des an-
ionischen Fiinf-Komponenten-Systems. Das schematisch dargestellte Druckprofil zeigt die Phase des
Druckautbaus, die Phase der Druckkonstanz sowie die Phase des Druckabfalls im System mit den zugeho-
rigen morphologischen Anderungen in der Modellmembran. In den betrachteten Vesikeln wurde die fluide
Phase mittels N-Rh-DHPE markiert. Die graustufigen Aufnahmen wurden eingefarbt, um die fluiden Do-
manen deutlich hervorzuheben.

Die Charakterisierung des anionischen, Fiinf-Komponenten-raft-Systems erfolgte bei
konstanter Temperatur durch wiederholte Applikation der Schritte A) bis F) der in Abb.
7-1 dargestellten Druckprofilschritte. Hierbei erfolgte die Druckerhéhung in 100 bar
Schritten bis auf einen Maximaldruck von 900 bar. Aufgrund der Temperaturabhingig-
keit des Phaseniibergangsdruckes und einer apparaturbedingten Obergrenze des hydrosta-
tischen Druckes von circa 1000 bar wurde eine detaillierte Charakterisierung des Lipid-

systems bei Temperaturen von 40 °C sowie 45 °C durchgefiihrt. Bei diesen Parametern ist
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in diesem Membrantyp ein Gel-zu-fliissig Phaseniibergang innerhalb des apparativ mog-

lichen Druckbereiches zu erwarten. 4

Die an dieser Stelle durchgefiihrte Betrachtung der Phasenseparation einzelner Membra-
nen dient ausdriicklich nicht der genauen Bestimmung des Phaseniibergangsdruckes.
Durch die hohe Komplexitdt des Lipidsystems fiihren bereits infinitesimale Unterschiede
in der Zusammensetzung einzelner Vesikel zu signifikanten Abweichungen vom mittle-

ren Phaseniibergangsdruck der Gesamtheit des Systems.

Abb. 7-2 und Abb. 7-3 zeigen beispielhafte Aufnahmen der oben beschriebenen Charak-
terisierung der rafi-Membran bei 40 °C sowie bei 45 °C (weitere Beispielhafte Aufnah-
men bei diesen Temperaturen sind in Abb. 10-6 und Abb. 10-7 zu sehen). Hier wird deut-
lich, dass der Phaseniibergangsdruck der komplexen Membran bei Betrachtung einzelner
Vesikel signifikant variiert. So zeigt sich der Beginn der Phasenseparation des raft-
Systems bei 40 °C in Abb. 7-2 zwischen 500 bar und 600 bar, in dem in Beispiel aus Abb.
10-6 jedoch zwischen 400 bar und 500 bar. Deutlich ausgeprigter zeigt sich dieser Unter-
schied in den dargestellten Beispielaufnahmen bei 45 °C aus Abb. 7-3 und Abb. 10-7, in
denen der Beginn der Phasenseparation trotz der hoheren Temperatur bereits zwischen

100 bar und 200 bar beziehungsweise zwischen 300 bar und 400 bar einsetzt.

Die Koaleszenz der rigiden, dunklen Doménen in den dargestellten Bildern erfolgt, wie in
Abb. 7-1 gezeigt, als Funktion der Zeit und nicht als Funktion des weiter ansteigenden
Druckes. Eine solche Koaleszenz kleiner Doménen in grofere phasenseparierte Bereiche
ist aufgrund der Reduktion der Oberflichenenergie, genauer der Grenzlinienenergie, der
Dominengrenzen zu erwarten. Die Erhohung des Druckes iiber den Phaseniibergangs-
druck der einzelnen betrachteten Vesikel aus Abb. 7-2 und Abb. 7-3 hinaus erfolgte zur
Beobachtung der Form und der Struktur der separierten Vesikel. Diese zeigen in dem

betrachteten Bereich bis etwa 800 bar jedoch keine signifikante Anderung der Morpholo-
gie.
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Abb. 7-2: Druckabhiingiges Phasenverhalten des SKS bei T =40 °C !

Beispielhafte Aufnahmen des barotropen Phasenseparationsverhaltens des Fiinf-Komponenten-raft-Systems
in 10 mM HEPES bei einer Temperatur von 7=40 °C. Blau: Fluide Doménen, markiert durch N-Rh-
DHPE, eingeférbte Graustufenaufnahme.

' Aufnahmen im Rahmen des gemeinsamen Projektes erstellt von M. Manisegaran.
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Abb. 7-3: Druckabhiingiges Phasenverhalten des 5KS bei 7 =45 °C 12

Beispielhafte Aufnahmen des barotropen Phasenseparationsverhaltens des Fiinf-Komponenten-raft-Systems
in 10 mM HEPES bei einer Temperatur von 7'=45 °C. Blau: Fluide Domédnen, markiert durch N-Rh-
DHPE, eingefarbte Graustufenaufnahme.

Die Préparation der Vesikel des heterogenen Fiinf-Komponenten-Lipid-Systems erfolgte
wie oben beschrieben in dem wéssrigen 11,5/8 w% PEG/Dextran Zwei-Phasen-System.
Die Verdiinnung des Umgebungsmediums mit PEG-reicher Phase erfolgte abweichend
zur oben genannten Priiparationsvorschrift nach direkter Uberfithrung aus der Priiparati-
onszelle in die Messzelle. Dies hat zur Folge, dass die mit dem ATPS gefiillten Vesikel
von einer PEG/Dextran Losung umgeben sind, welche im Mittel eine geringere Dextran-

Konzentration als das Innere der Vesikel, jedoch nach Separation des Zwei-Phasen-

12 Aufhahmen im Rahmen des gemeinsamen Projektes erstellt von M. Manisegaran.

142 -



Systems Bereiche erhdhter Dextran Konzentration aufweist. Aus diesem Grund schwankt
die Intensitdt der SBA-Alexa-647-Fluoreszenz innerhalb der Probe in Abhdngigkeit des
betrachteten Bereiches. Hohe Fluoreszenzintensitit des SBA-Alexa-647-Fluorophors
zeigt somit das Vorliegen des Vesikels in einer dextranreichen Umgebung an. Die so pra-
parierten Vesikel wurden auf eine Temperatur unterhalb der Phasenseparationstemperatur
des Zwei-Phasen-Systems abgekiihlt und anschlieBend fluoreszenzmikroskopisch unter-

sucht.

Abb. 7-4: Effekte der PEG/Dextran-Phasenseparation in SKS Vesikeln in dextranreicher Umgebung

Effekt der Phasenseparation des wissrigen Zwei-Phasen-Systems PEG/Dextran in Vesikeln des heteroge-
nen Fiinf-Komponenten-Systems. Griine Fluoreszenz zeigt jeweils die l,-Phase, rot die l¢-Phase und blaue
Fluoreszenz die durch das SBA-Alexa-647 markierte dextranreiche Phase des Zwei-Phasen-Systems. Die
gestichelte weifle Linie visualisiert im l¢-Phase markierten Bild oben rechts die erhohte Membrankriim-
mung der lg-Doménen an. Der griine, gestrichelte Pfeil markiert unten links die dextranreiche Phase inner-
halb des gezeigten Vesikels, wohingegen der rote, durchgehende Pfeil die PEG-reiche Phase innerhalb der
vesikuldren Struktur anzeigt. Die weiflen Linien verdeutlichen die Abgrenzungen des Vesikels gegen die
Umgebung sowie der intern separierten Bereiche Der Mafistabsbalken représentiert 20 um.
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Abb. 7-5: Effekte der PEG/Dextran-Phasenseparation in SKS Vesikeln in dextranarmer Umgebung

Effekt der Phasenseparation des wissrigen Zwei-Phasen-Systems PEG/Dextran in Vesikeln des heteroge-
nen Fiinf-Komponenten-Systems. Griine Fluoreszenz zeigt jeweils die 1,-Phase, rot die 14-Phase und blaue
Fluoreszenz die durch das SBA-Alexa-647 markierte dextranreiche Phase des Zwei-Phasen-Systems. Der
griine, gestrichelte Pfeil markiert die dextranreiche Phase innerhalb des gezeigten Vesikels, wohingegen der
rote, durchgehende Pfeil die PEG-reiche Phase innerhalb der vesikuldren Struktur anzeigt. In diesem Fall
tritt keine Ausstiilpung der l4-Phase auf. Der MaBstabsbalken reprisentiert 20 pm.

Die Aufnahmen in Abb. 7-4 sowie Abb. 7-5 zeigen exemplarisch die entstandenen Struk-
turen. Griine Fluoreszenz markiert hierbei die fliissig-geordnetere 1,-Phase durch den Flu-
orophor NBD-DHPE, rot die fliissig-ungeordnete l¢-Phase, die durch den Fluorophor N-
Rh-DHPE markiert ist. Die blaue Fluoreszenz wird durch den an das Glycin Max Lectin
(SBA) konjugierten Fluorophor Atto-647 in der dextranreichen Phase hervorgerufen. [
Es kann eine Separation der Phasen des wissrigen Zwei-Phasen-Systems innerhalb der
Vesikel beobachtet werden, welche sich durch klar definierte Bereiche hoherer und niede-

rer SBA-Atto-647- und somit Dextran-Konzentration zeigt. Die roten, durchgezogenen
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Pfeile des in Abb. 7-4 sowie Abb. 7-5 dargestellten Atto-647 Kanals (blau) markieren die
intravesikularen, PEG-reichen Areale nach der Phasenseparation des Systems. Die griinen
Pfeile hingegen markieren die durch die hohere SBA-Atto-647-Konzentration markierten,

dextranreichen Areale innerhalb des Vesikels.

Diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit dem unter anderem von KEATING
et al. beobachteten Separationsverhalten dieses Systems in Vesikeln weniger komplexer
Membranen. Dort wurde eine intravesikuldre Benetzung der Vesikel-Innenseite bis hin
zur Ausknospung der separierten Phasen und resultierender Ausbildung aggregierter,
multivesikulirer Strukturen beschrieben. 474%5] Die in Abb. 7-4 sowie Abb. 7-5 gezeig-
ten Aufnahmen belegen anhand der erhdhten SBA-Alex-Fluoreszenz in Kontakt mit der
Innenseite der Membran eine interne Benetzung dieser mit der dextranreichen Phase. Dies
resultiert wahrscheinlich aus unspezifischen Interaktionen des Polymers mit den zum Teil
anionischen Kopfgruppen der Lipide, und steht in Ubereinstimmung mit Beobachtungen
an homogenen Membransystemen. 474541731 Im Falle heterogener Membranen ist be-
kannt, dass die dextranreiche Phase im Vorfeld der Abschniirung kleinerer Vesikel bevor-
zugt die lg-Phase der Membran benetzt. 5>!7# Dies resultiert voraussichtlich aus einer
Kombination von unspezifischen Wechselwirkungen der Polymere mit den Membranlipi-
den, sowie der hoheren Fluiditit und der damit einhergehenden Flexibilitdt dieser Phase.
(174 Die 14-Phase toleriert eine UmschlieBung des, zu meist, kleineren Volumens an dextr-
anreicher Phase und der damit einhergehenden hohen Membrankriimmung eher als die

1741 Da die dextranreiche Phase in den hier beschriebenen Beobachtun-

rigidere l,-Phase.
gen die gesamte Innenseite der Membran, bestehend aus hauptsédchlich geordnet vorlie-
genden lo-Lipiden, benetzt, steht dies zunédchst kontriar zu dieser Beobachtung. In Abhén-
gigkeit des Molekulargewichtes des verwendeten Dextrans konnte jedoch bereits bei der
in dieser Studie verwendeten Dextranmasse von 10 kDa die Benetzung der innenliegen-

den Membran mit der dextranreichen Phase beobachtet werden. [+°]

Die in Abb. 7-4 gezeigten, durch N-Rh-DHPE in rot dargestellten lq-Doménen zeigen eine
deutlich erhohte Kriimmung gegeniiber der umgebenden l,-Membran sowie eine sehr
geringe laterale Dynamik auf der Vesikeloberfliche. Dieses Vesikel liegt, verdeutlicht
durch die hohe Fluoreszenzintensitit des SBA-Atto-647 im blauen Fluoreszenzkanal, in
einem Bereich hoherer Dextran-Konzentration auf der Auflenseite des Vesikels vor. Ein

direkter Vergleich mit dem in Abb. 7-5 gezeigten Vesikel zeigt hier eine extravesikulér
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geringere Dextran-Konzentration. Das Fehlen ausgestiilpter lq¢-Phasen an diesem Vesikel
legt nahe, dass die Ausknospung der dextranreichen Kompartimente innerhalb des Vesi-
kels durch das Vorliegen hoherer Dextran-Konzentrationen auf der Aullenseite des Vesi-
kel begiinstigt wird. Diese Ausstlilpungen lassen sich durch eine Deflation der Vesikel
durch osmotische Prozesse entlang dieses Konzentrationsunterschiedes, sowie aus der
daraus entstehenden Uberschussfliche der Membran erkliren. [!"*'74 Durch die Ausbil-
dung der beschriebenen Ausknospungen reduziert sich die hohe Grenzflachenenergie der
fliissig-fliissig Grenzflichen des Zwei-Phasen-Systems innerhalb des Vesikels, wodurch
der energetisch giinstigere, quasisphirische Vesikelhauptkdrper zuriickbleibt. (174 Das
Ausblieben der Ausstiilpungen am Vesikel in Abb. 7-5 stiitzt diesen Schluss in Ermange-
lung der notwendigen, osmotisch begriindeten Deflation. Weitere reprisentative Aufnah-
men dieses Prozesses sind in Abb. 7-7 dargestellt. Hier zeigen sich deutliche Aus-
knospungen und die aus der Kompensation dieser Uberschussfliche der Membran resul-

tierenden quasisphérischen Vesikelhauptkorper.

Eine detaillierte Analyse der Intensitdtsverteilung des dextranmarkierenden Fluorophors
innerhalb der in Abb. 7-4 sowie Abb. 7-5 gezeigten Vesikel ist in Abb. 7-6 dargestellt.
Die gelben Rechtecke in den Fluoreszenzbildern aus Abb. 7-6 zeigen die Bereiche, in
denen die Fluoreszenzintensitét erfasst und gemittelt wurde. Es zeigt sich in der oberen
Teilabbildung deutlich eine Intensititsstufe bei einem Distanzwert von 20 pm, welcher
auf einen Abfall der SBA-Alexa 647-Konzentration beim Ubergang vom dextranreichen
Umgebungsmedium in das Vesikel hinweist. Innerhalb des Vesikels ist ein weiterer In-
tensititsabfall bei einem Distanzwert von etwa 25 pm sichtbar, welcher die intravesikulé-
re Trennung zwischen PEG- und dextranreicher Phase anzeigt. Anschlieend zeigt sich
bei einem Distanzwert zwischen 30 pm und 40 pm ein Anstieg auf die Ausgangsintensitit
des Umgebungsmediums beim Ubergang vom intra- in den extravesikuliren Bereich. Die
untere Abbildung zeigt entgegen der Auswertung der oberen Abbildung einen deutlichen
Anstieg der Fluorophorkonzentration beim Ubergang vom dextranarmen, extravesikuli-
ren Bereich in das Innere des Vesikels. Innerhalb des Vesikels lédsst sich zwischen einem
Distanzwert zwischen 50 pm und 60 pm ein deutlicher Abfall dieser Intensitit beobach-
ten, welcher die intravesikuldr separierte PEG-Phase gegeniiber der dextranreichen Phase
markiert. Diese Phase ist, wie durch nahezu symmetrische Fluoreszenzintensititsvertei-

lung zu erkennen ist, vollstdndig von der dextranreichen Phase umschlossen. Somit ist der
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heterogenen Fiinf-Komponenten-Membran-Vesikel als Resultat des Préparationsproto-

kolls bestétigt.
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Abb. 7-6: PEG/Dextran-Verteilung innerhalb separierter Vesikel

Phasenseparation des wissrigen Zwei-Phasen-Systems PEG/Dextran in Vesikeln des heterogenen Fiinf-
Komponenten-Systems aus Abb. 7-4 sowie Abb. 7-5 mit detaillierter Analyse der Intensitétsverteilung des
SBA-Atto-647 Fluorophores, welcher die dextranreiche Phase markiert. Die gelben Rechtecke in den Fluo-
reszenzbildern markieren den Bereich, in dem die Auswertung der Fluoreszenzintensitdt zur Darstellung der
Intensitétsverteilung erfolgte. Die weilen Linien im Fluoreszenzbild der oberen Teilabbildung zeigen die
Abgrenzungen der einzelnen Fluorezenzintensitéitsstufen. Oben: Vesikel in Umgebung hoherer Dextran-
Konzentration als im Vesikel. Unten: Vesikel in Umgebung geringerer Dextran-Konzentration als im Vesi-
kel.

-147 -



Einfluss des wassrigen zwei-Phasen-Systems PEG/Dextran auf Modellmembranen

Zusammenfassung

Abb. 7-7: Ausknospung der fluiden Phasen als Resultat der Phasenseparation

Beispielhafte Aufnahmen der aus der Phasenseparation des wéssrigen Zwei-Phasen-Systems resultierenden
Ausknospungen der 1¢-Phase zur Kompensation der Membran-Uberschussflache und der Reduzierung der
flissig-fliissig Grenzflachenenergie des Zwei-Phasen-Systems.

7.4 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Charakterisierung des barotropen Phasenverhaltens
der betrachteten 10 % anionischen Fiinf-Komponenten-rafi-Membran mittels Hochdruck-
Fluoreszenzspektroskopie durchgefiihrt. Dieses Membransystem &hnelt in physiologi-
scher Konzentration der anionischen Lipide und in physiologischem Verhalten als rafi-

149.150] Zum aktuellen Stand der in diesem Ka-

Membran natiirlichen Plasmamembranen. [
pitel vorgestellten Studie konnte gezeigt werden, dass die Erh6hung des hydrostatischen
Druckes in Vesikeln komplexer Membranzusammensetzung Phaseniibergédnge von der
fliissigen- in die Gel-Phase induziert. Der hierfiir notwendige Phaseniibergangsdruck
kann bereits durch infinitesimale Anderungen in der Membranzusammensetzung grofe

Unterschiede aufweisen.

Die Préparation der Vesikel des heterogenen raft-Systems im wéssrigen Zwei-Phasen-
System PEG/Dextran unter separierter Fluoreszenzmarkierung der l,- neben der l4-Phase,
sowie der Markierung der dextranreichen Phase durch das Glycin Max Lectin (SBA) kon-
jugierte Fluorophor Atto-647, zeigt den Einschluss des wéssrigen Zwei-Phasen-Systems
in die Vesikel. ! Nach erfolgter Separation des PEG/Dextran-Systems innerhalb der
Vesikel lassen sich durch Aufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie deutlich Bereiche ho-

herer und niederer Atto-647 Konzentration nachweisen, wie es bereits unter anderem
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durch KEATING et al. an weniger komplexen Membransystemen gezeigt wurde. [47-5%-5%]

Die Separation des wissrigen Zwei-Phasen-Systems fiihrt zu einer Mikrokompartimentie-
rung der PEG- und dextranreichen Phase innerhalb des Vesikels, sowie zur Benetzung der
gesamten innenliegenden Membranseite durch die dextranreiche Phase. Bei Vorliegen des
Vesikels in einer Umgebung einer, verglichen mit dem Inneren des Vesikels, hoheren
Dextran-Konzentration erfolgt die Ausstiilpung fluider Domédnen hoher Membrankriim-
mung in das Umgebungsmedium. Dies folgt aus der osmotisch bedingten Deflation des
Vesikels in der dextranreichen Umgebung, der so entstehenden Uberschussfliche der
Membran und der Reduzierung der Grenzflichenenergie der fliissig-fliissig Phasengren-
zen des Zwei-Phasen-Systems. 74! Dieser Prozess erfolgt unter Verbleib eines energe-
tisch giinstigeren, quasisphérischen Vesikelhauptkorpers, bestehend aus der hauptséchlich
fliissig-geordneten lo-Membran. Dieses Verhalten wurde fiir einfachere Membransysteme
ebenfalls beobachtet. [474%3] Diesem Prozess vorgelagert ist wahrscheinlich eine Neusor-
tierung der Lipidkomponenten aufgrund unspezifischer Wechselwirkungen mit dem Po-
lymer. Vorliegen eines mit dem ATPS gefiillten Vesikels in einer Umgebung mit, vergli-
chen mit dem Inneren des Vesikels, niedrigerer Dextran-Konzentration fithrt zum Aus-

bleiben der Ausstlilpungen der durch die 1l-Doménen umschlossenen Bereiche.
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8 FAZIT

Nachfolgend soll eine Zusammenfassung der wesentlichen Resultate der in dieser Arbeit

vorgestellten Forschungsprojekte erfolgen.

)

EINFLUSS VON Y>" AUF MODELLMEMBRANEN

Ziel des Projektes war die Untersuchung des Einflusses des Y**-Ions auf das

thermo- sowie barotrope Phasenverhalten und die Hydratation verschieden

komplexer Lipidmembranen unterschiedlicher Ladung. Weiterhin erfolgten

die Identifizierung der treibenden Kraft hinter der Interaktion mit dem triva-

lenten Kation sowie die Analyse des Einflusses auf die laterale Ordnung der

untersuchten heterogenen Lipidmembranen.

RESULTATE

In den untersuchten Membranen wurde ein Anstieg der Gel-zu-fliissig
Phaseniibergangstemperatur bei Erhéhung der Y**-lonenkonzentration
nachgewiesen. Dies belegt eine Stabilisierung der Gel-Phase gegeniiber
steigender Temperatur, und ldsst auf einen gesteigerten, lateralen Kom-
pressionsdruck schlie3en.

Das barotrope Phasenverhalten der Membranen weist mit zunehmender
Y3*-Ionenkonzentration einen geringeren fliissig-zu-Gel Phaseniiber-
gangsdruck auf. Dieser Effekt ist im Falle der anionischen Membranen
deutlicher ausgeprégt. Dies ldsst ebenfalls auf einen gesteigerten, lateralen
Kompressionsdruck in der Membran durch den Einfluss des trivalenten
Ions schlieB3en.

Die Hydratation der Lipiddoppelschichten nimmt lediglich im Falle der
anionischen, heterogenen Membran bei Steigerung der Y*'-

Ionenkonzentration signifikant ab.
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= Die Messung des Zeta-Potentials beider Membrantypen unter Einfluss des
Y3**-Ions zeigt, dass die zu Grunde liegenden Prozesse iiber elektrostati-
sche Interaktionen hinausgehen. Ein Anstieg des Zeta-Potentials im Falle
der neutralen Membran von O mV auf etwa 40 mV bei einer Y>'-
Ionenkonzentration von 10,7 mM belegt den Einbau des Fremdions in die
Kopfgruppenregion der Membran anstelle einer auf reinen COULOMB-
Kriften beruhenden Adsorption. Hier wird als Mechanismus die koordina-
tive Bindung des lons in der Kopfgruppenregion an die Sauerstoffatome
der Phosphatgruppen der Lipide vorgeschlagen.

= Die laterale Ordnung aller untersuchten Membranen wird durch den Ein-
fluss des trivalenten lons in der Gel-Phase kaum beeinflusst. In der fluiden
Phase zeigt sich jedoch eine deutliche FErhohung des Ketten-
Ordnungsparameters der untersuchten Membrantypen.

= Das Phasenseparationsverhalten der heterogenen, raft-artigen Membran
wird durch die Zugabe des trivalenten Ions auch bei Konzentrationen von
17 mM Y>" nicht beeinflusst und weist keine Unterschiede zur Separation

in die lo- sowie 1g-Phase der reinen Membran auf.

MEMBRAN-INTERAKTIONEN UND TRANSFEKTIONSVERMOGEN IMIDAZOLIUMBA-
SIERTER LIPIDE

In diesem Projekt wurde der Einfluss neuartiger, imidazoliumbasierter Lipide
auf die biophysikalischen Eigenschaften von Modellmembranen unterschiedli-
cher Komplexitidt und Ladung untersucht. Hierzu wurde der Einfluss dieser
Molekiile auf das thermotrope Phasenverhalten neutraler sowie anionischer
Membranen, die laterale Ordnung der Lipidsysteme, deren Einbaueffizienz
sowie ihr Einfluss auf das Phasenseparationsverhalten und die Morphologie
der Vesikel untersucht. Des Weiteren wurde der Einfluss eines zur Induktion
von Membranfusion bzw. Transfektion entworfenes Molekiil auf die laterale
Ordnung der verwendeten Lipidsysteme, die Morphologie der Vesikel, sowie
deren Phasenseparationsverhalten und ihr Membranfusionspotential unter-

sucht.



RESULTATE

Der Einbau der Imidazoliumsalze in die neutrale Modellmembran zeigt,
abhéngig von der Konzentration und der Kopfgruppengréfle der imidazoli-
umbasierten Lipide, eine Verringerung der Phaseniibergangstemperatur.
Hierbei ist der Effekt unter Einfluss des Lipids mit der groBeren Kopf-
gruppe, Ci11Pr, stirker ausgeprégt. Dariiber hinaus erfolgt eine Unterdrii-
ckung des Phasenvoriibergangs in der Membran, was auf eine Stérung der
Lipidpackung in der Gel-Phase beim Einbau bereits geringer Konzentrati-
onen der Salze hindeutet.

Die laterale Ordnung aller untersuchten Membransysteme wird durch den
Einbau der Imidazoliumsalzderivate sowohl in der Gel- als auch in der flu-
iden Phase gestort. Hier ldsst sich ein deutlicherer Storeffekt durch den
Einbau des Molekiils mit der kleineren Kopfgruppe, Ci1IMe, nachweisen.
In der fluiden Phase hingegen erhoht sich die mittlere laterale Ordnung in
der Membran durch Einbau des sterisch anspruchsvolleren C;IPr. Dies ist
durch eine Clusterbildung effizienter Packung der artifiziellen Lipide in
der Membran erklérbar.

Der Einbau der kationischen imidazoliumbasierten Lipide zeigt in der
neutralen Membran eine ausgeprigtere Einbaueffizienz des CiiIMe im
Vergleich mit dem sterisch anspruchsvolleren Ci1IPr. Die geringere Ein-
baueffizienz des C;IPr erklért sich durch sterische Hinderungen durch die
grofle Kopfgruppe sowie durch Ausbildung und Abschniirung gemischt
mizellarer Strukturen. In den anionischen Modellmembranen kann eine
Einbaueffizienz des C;1IMe dhnlich der im neutralen System nachgewie-
sen werden. Der Einbau des CiIPr in das anionische System fiihrt hinge-
gen zur spontanen Aggregation der Vesikel, was auf ein Zeta-Potential na-
he Null schlieflen 14sst.

Der Einbau der artifiziellen Lipide in die Vesikel beeinflusst das Pha-
senseparationsverhalten sowie die Morphologie der Modellmembranen in
hohem Malle. Die Phasenseparationstemperatur der neutralen wie auch der
anionischen Modellsysteme wird durch den Einbau beider Molekiile dras-
tisch reduziert, wobei Grofle und Form der Vesikel variieren. Einbau des

Ci1IMe in das neutrale Drei-Komponenten-System fiihrt zum Ausbleiben
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des Phaseniiberganges selbst bei niedrigen Temperaturen sowie zur ellipti-
schen Verformung groBer Vesikel. 10 mol% Ci11Pr verschieben den Pha-
seniibergang der Drei-Komponenten-Vesikel auf Temperaturen von etwa
5 °C und fiihren zu drastisch verformten, grolen Vesikeln neben mdoglich-
erweise auch gemischt mizellaren Strukturen. Im anionischen Fiinf-
Komponenten-System zeigt sich mit steigender Konzentration des Ci1IMe
sowie des CiiIPr eine VergroBerung der Vesikel sowie ein Verschieben
der Ubergangstemperatur zu niedrigeren Temperaturen bis zu ihrem Ver-
schwinden bei 10 mol% Cii1IMe oder Ci1IPr. Auch das anionische System
tendiert unter Einfluss des Ci1IPr zur Ausbildung gemischt mizellarer, ab-
gekapselter Strukturen.

Die Untersuchung der Phasenkoexistenz innerhalb der neutralen Drei-
Komponenten-Membran auf der Mikrometerskala zeigt die Ausbildung
segregierter Bereiche der Imidazoliumsalzderivate durch deren Zusam-
menlagerung. Im Falle des Ci1IMe zeigt sich im Vergleich zur reinen
Membran im AFM-Hohenprofil eine weitere Hohenstufe zwischen der lg-
und der lo-Phase durch die segregierten Ci1IMe Cluster. Das Ci1IPr zeich-
net sich durch definierte Cluster von bis zu 5 nm Hohe aus. Die Préiparati-
on des anionischen Fiinf-Komponenten-Systems als planare Lipiddoppel-
schicht zur AFM-Analyse des Einbaus der Imidazoliumsalzderivate ist
aufgrund der Destabilisierung der Membran nicht méglich.

Das zur Transfektionsinduktion entworfene Molekiil in den neutralen
Membransystemen hat keinen signifikanten Einfluss auf die laterale Ord-
nung der Lipide. Lediglich in der fluiden Phase des anionischen rafi-
Systems zeigt sich eine geringfiigige Erhéhung der lateralen Ordnung bei
10 mol%-igem Einbau in die Membran.

Durch den Einbau des Transfektionsmolekiils zeigt sich eine deutliche
Steigerung der Zahl der aggregierten Vesikel. Dies deutet auf eine Sortie-
rung der Lipide an den Kontaktflichen benachbarter, kationischer Trans-
fektionsmolekiile in der Membran hin. Auf der Mikrometerebene zeigt sich
als Resultat des Einbaus des Transfektionsmolekiils die Ausbildung ge-

ringfligig kleinerer l¢-Doménen in der Membran.



111

= Der Einbau des Transfektionsmolekiils in neutrale Membranen, bestehend
aus DPPC und DOPE, zeigt bei Mischung dieser kationischen Vesikel mit
Vesikeln des anionischen raft-Systems deutliches Fusionspotential. Deut-
lich wird die Fusion der Vesikel durch Koexistenz der in den initial ge-
trennt voneinander vorliegenden Fluorophore.

* Der divalente Charakter sowie der Anker an der 2-Position des Imidazoli-
umringes sind fiir das Fusionspotential des Molekiils nicht ausschlagge-
bend, da das strukturell vereinfachte, monovalente CisIMe, wahrscheinlich
aufgrund deren Clusterbildung in der Membran, Bereiche hoher positiver

Ladungsdichte zur Fusionsinduktion ausbildet.

EINFLUSS DES WASSRIGEN ZWEI-PHASEN-SYSTEMS PEG/DEXTRAN AUF MoO-
DELLMEMBRANEN

Ziel dieses Projektes war die Untersuchung des Einflusses des wéssrigen
Zwei-Phasen-Systems PEG/Dextran als Modellsystem fiir zytosolische, mak-
romolekulare Kondensate auf die Morphologie und das Phasenseparationsver-
halten naturmimetischer, anionischer Modellmembranen. Weiterhin wurde der
Einfluss hoher hydrostatischer Driicke auf eine heterogene rafi-Membran un-
tersucht. Es wurde zunéchst das barotrope Phasenseparationsverhalten dieser
Membran charakterisiert, um in nachster Instanz mit dem Phasenverhalten der
gleichen Membran unter Einfluss des wissrigen Zwei-Phasen-Systems vergli-
chen werden zu konnen. Zudem wurde der Einfluss des PEG/Dextran-Systems
auf die Morphologie sowie das Phasenverhalten der heterogenen raft-

Membran untersucht.

RESULTATE

*» Die Charakterisierung der anionischen raft-Membran bei steigendem
Druck zeigt den Phasentibergang von Bereichen der Membran von der flu-
iden- in die Gel-Phase. Dieser wird durch die Komprimierung der Memb-
ran durch den erhohten Druck erreicht, wodurch die verfligbare Flache pro

Lipid in der Membran sinkt und die Alkylketten hauptsiachlich in eine
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gauche-Konformation iiberfiihrt werden. Es resultiert eine Membran mit
koexistierenden l¢- und lo-Phasen.

Die Priparation der Vesikel des heterogenen Lipidsystems in Anwesenheit
der Polymere PEG und Dextran zeigt bei fluoreszenzmikroskopischer
Auswertung deutlich den Einbau des homogenen Zwei-Phasen-Systems
bei Temperaturen oberhalb dessen Separationstemperatur. Weiterhin lésst
sich die Separation der Polymerlosungen als Reaktion auf sinkende Tem-
peraturen innerhalb der Vesikel wie in der Volumenphase des Zwei-
Phasen-Systems zeigen.

Die Separation des intravesikuldren Zwei-Phasen-Systems fiihrt zur Be-
netzung der innenliegenden Membranseite mit der dextranreichen Phase
des Zwei-Phasen-Systems.

Durch die innenseitige Benetzung der Fiinf-Komponenten-Membran mit
der dextranreichen Phase des Zwei-Phasen-Systems kommt es bei Vorlie-
gen des Vesikels in dextranreicher Umgebung zur Ausstiilpung fluider
Doménen hoher Membrankriimmung. Diesem Prozess vorgelagert ist
wahrscheinlich eine Neusortierung der Lipidkomponenten aufgrund un-
spezifischer Wechselwirkungen mit dem Polymer. Die Ausstiilpung dieser
Dominen fiihrt zu einer Reduzierung der fliissig-fliissig Grenzflichen-
energie des separierten Zwei-Phasen-Systems und zu einem energetisch
giinstigeren, quasisphérischen Vesikelhauptkdrper. Bei Vorliegen des mit
dem ATPS gefiillten Vesikels in dextranarmer Umgebung kann in Erman-
gelung der fiir die Deflation der Vesikel notwendigen, osmotischen Ein-

fliisse keine Ausstiilpung von l¢-Doménen beobachtet werden.
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10 ANHANG

10.1 Weitere Abbildungen
CH3
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Abb. 10-1: Struktur des verwendeten Fluorophors Laurdan

1-(6-(Dimethylamino)-2-naphthalyl)-1-dodecanon
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Abb. 10-2: Struktur des verwendeten Fluorophors Rhodamin

N-(Lissamin rhodamin B sulfonyl)-R
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Abb. 10-3: Struktur des verwendeten Fluorophors NBD

N-(7-Nitrobenz-2-Oxa-1,3-Diazol-4-yl)-R

HO,S
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Abb. 10-4: Struktur des verwendeten Fluorophors Atto 647



H3C CH3

Abb. 10-5: Struktur des C11IBn-HBr

1,3-dibenzyl-4,5-diundecylimidazoliumbromid
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Weitere Abbildungen
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Abb. 10-6: Barotropes Phasenverhalten des SKS bei T = 40 °C Beispiel B)

Zweite beispielhafte Aufnahmen des barotropen Phasenseparationsverhaltens des Fiinf-Komponenten-raft-
Systems in 10 mM HEPES bei einer Temperatur von 7= 40 °C. Blau: Fluide Doménen, markiert durch N-
Rh-DHPE, eingefirbte Graustufenaufnahme.
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Abb. 10-7: Barotropes Phasenverhalten des 5KS bei T = 45 °C Beispiel B) !4

Zweite beispielhafte Aufnahmen des barotropen Phasenseparationsverhaltens des Fiinf-Komponenten-rafi-
Systems in 10 mM HEPES bei einer Temperatur von 7 =45 °C. Blau: Fluide Doménen, markiert durch N-
Rh-DHPE, eingefarbte Graustufenaufnahme.

13 Aufhahmen im Rahmen des gemeinsamen Projektes erstellt durch M. Manisegaran.
14 Aufhahmen im Rahmen des gemeinsamen Projektes erstellt durch M. Manisegaran.
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