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Kapitel 1
Einleitung

Die bedeutenden Fortschritte in der Entwicklung hochpotenter Wirkstoffe erfordern die
Optimierung vorhandener und die Kreation neuer Arzneistofftragersysteme. Das Ziel der
galenischen Forschung besteht in der Bereitstellung von gut vertriaglichen Formulierungen

mit hoher Bioverfiigbarkeit, minimaler Toxizitdt und geringen Nebenwirkungen.

Die Verwendung von kolloidalen Vehikelsystemen auf der Basis physiologisch relevanter
Substanzen bietet dafiir einen entscheidenden Ansatzpunkt. Zunehmendes Interesse rich-
tet sich vor allem auf Liposomen und Gallensalz-Mischmizellen. Dabei dient die Funk-
tion dieser Aggregate als Transportsysteme bei der Verdauung von Nahrungsfetten im
menschlichen Organismus als Vorbild. Der Einsatz solcher Aggregate als Arzneistofftrager
ist besonders fiir lipophile, schlecht wasserlosliche Wirkstoffe und auch durch die Ein-

schlussmoglichkeiten in kolloidalen Strukturen fiir Problemarzneistoffe geeignet.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung von Gallensalz-Lipid-Wechsel-
wirkungen und der damit verbundenen kolloidalen Systeme sowie die Charakterisierung
der Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung und der dabei auftretenden Aggregate, Vesikel
und Mischmizellen, hinsichtlich Art, GroBle und Struktur. Die Realisierung der physiko-
chemischen Studien erfolgt mit einer Kombination von thermodynamischen Verfahren, der
Isothermen Titrationskalorimetrie und der Differentialscanningkalorimetrie, und optischen

Streumethoden, der Dynamischen Lichtstreuung und der Kleinwinkel-Neutronenstreuung.

Der erste Teil der Untersuchungen beschéftigt sich mit bindren Mischungen von Gallen-
salzen und Phospholipiden. Dazu werden das primére Gallensalz Natrium-Cholat bzw. das
sekundédre Gallensalz Natrium-Desoxycholat eingesetzt. Die Phospholipid-Komponenten
synthetischen Ursprungs mit gesattigten Alkylketten umfassen ein zwitterionisches Phos-
phatidylcholin und zur Ermittlung des Ladungseinflusses ein negativ geladenes Phospha-
tidylglycerol sowie Mischungen der beiden Lipide. Weiterhin wird das natiirlich vorkom-

mende, pharmazeutisch relevante Soja-Lecithin mit ungeséttigten Alkylketten verwendet.
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Die durchgefiihrten Verteilungsstudien ermdglichen die Bestimmung der Verteilungskoeffi-
zienten und der thermodynamischen Parameter des Transfers von Gallensalzmolekiilen aus
der wéssrigen in die Lipidphase. Die Solubilisierungsstudien dienen der Beschreibung der

Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung.

Der zweite Teil der Arbeit beinhaltet Untersuchungen an ternidren Mischungen von Gallen-
salzen, Phospholipiden und Fettsdure-Salzen, den Natriumsalzen der Ol- und der Palmitin-
sdure. Die Basis fiir die Charakterisierung der ternéren Systeme bilden Kenntnisse iiber die
Mizellbildung der einzelnen Detergentien und der Detergensgemische mit den Gallensalzen
und den Fettsdure-Salzen, die aus den entsprechenden Experimenten erhalten werden. Die
Verteilungs- und Solubilisierungsstudien liefern Informationen iiber die Wechselwirkungen

in diesen ternidren Gemischen.

Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, neue Erkenntnisse iiber die biophysikalisch-
biochemische Natur der Gallensalz-Lipid-Wechselwirkungen zu gewinnen, das Versténdnis
der physiologischen Prozesse bei der Verdauung der Nahrungslipide zu erleichtern und
grundsétzliche Erkenntnisse fiir die Entwicklung innovativer Arzneistofftrigersysteme im
kolloidalen Groflenbereich, so z.B. im Hinblick auf den gezielten Wirkstofftransport im

Organismus, das sogenannte , drug targeting®, zu ermitteln.



Kapitel 2

Theorie

2.1 Physiologische Bedeutung der Gallensalze

Die Hauptaufgabe des Gastrointestinaltraktes (GIT) besteht in der Resorption von Nah-
rungsbestandteilen [1,2]. Mit einem Anteil von ca. 40% ist Fett die wichtigste Energiequelle
des menschlichen Koérpers [3], die sich grofitenteils aus Triglyceriden und geringen Men-
gen Phospholipiden, Cholesterol und dessen Estern, pflanzlichen Sterolen und Vitaminen

zusammensetzt [4].

Erste Untersuchungen zur Fettverdauung wurden 1849 von BERNARD durchgefiihrt [5].
Der Verdauungsprozess wird in die luminale und die mucosale Phase eingeteilt. Erstere
beinhaltet die mechanische Dispergierung und Bildung einer feinen Emulsion, die enzy-
matische Esterhydrolyse (Lipolyse) und die Solubilisierung der Lipide (Abb. 2.1) [2]. Die
mucosale Phase umfasst die Passage der zwei Resorptionsbarrieren, der 100-700 pm dicken
y,unbewegten Wasserschicht“ und der Mucosa, sowie die Resorption der Spaltprodukte in

das Blut- bzw. Lymphsystem.

Durch die mechanische Dispergierung gelangt eine feine Emulsion mit einem Tropfchen-
durchmesser von ca. 0,5 pym in das Duodenum [6], wo eine Mischung mit Pankreas-,
Gallen- und Diinndarmfliissigkeiten stattfindet [4]. Die Freisetzung von Gallenfliissigkeit
sowie die Lipase/Colipase-, Phospholipase A~ und Cholesterolesterase-Sekretion werden

durch das Hormon Cholecystokinin-Pankreozymin induziert.

Die Gallenfliissigkeit, von der téglich 600-800 ml sezerniert werden, besteht aus ca. 84%
Wasser, 11% Gallensiduren, 3% Phospholipiden, 1% Cholesterol und weiteren Kompo-
nenten, z.B. Bilirubin, Proteinen und Ionen [7,8]. Der Gallensidure-Pool des Menschen
enthélt 3-5 g, die 6-10 mal téglich im enterohepatischen Kreislauf zirkulieren. Die ge-
ringe Gallensdureexkretion (0,5 g/Tag) wird durch De-novo-Synthese aus Cholesterol
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in den Hepatozyten ausgeglichen [9]. Dort erfolgt die Bildung der priméren Gallensiu-
ren Cholsdure und Chenodesoxycholsaure. Die Coenzym-A-Thioester werden durch eine
mikrosomale Cholyl-Coenzym-A-Glycin-Taurin-Aminotransferase zu Taurin- oder Glycin-
konjugaten verkniipft. Es existieren auch geringe Mengen an Glucuron- bzw. Schwefel-
sdurekonjugaten. Insgesamt liegen 70-80% der Gallensduren als Konjugate vor [10]. Im
Diinndarm entstehen die sekundéren Gallensduren Desoxycholsdure und Lithocholsédure
unter Mitwirkung einer bakteriellen 7a-Dehydroxylase [11,12]. Die Gallensduren kommen

im Duodenum in Form der Na'-Salze in einer Konzentration von 7-20 mM vor.
A B
e Gallensalz- {\‘ //) Fett-
Mischmizelle GT//I\\,‘ Y A tropfchen

9\0--- Emulgierung
8
mechanische :,é;o /?\ A Colipase
Dispersion \. -~ _ 3/*\‘? AT Lipase
Emulsions- / \T/ a
enzymatische partikel
Hydrolyse oL\\ZQ
o : v
Solubilisierung -~ [I—— 0 o - ] Hydrolyse

N,
--3 Mizellbildun
Y 8

Mucosa

Abb. 2.1: Verdauungsprozesse im Gastrointestinaltrakt: Dispersion, Hydrolyse und Solubilisie-
rung der Nahrungsfette [4]

Die Gallensalze (GS) bilden mit der Colipase und Ca?*-Ionen einen Komplex, der an die
Emulsionstropfchen bindet und den Angriff der Lipase an der sn-1- und sn-3-Position der
Triglyceride ermoglicht [13]. Dabei werden Fettsduren und 2-Monoacylglyceride erzeugt.
Die Phospholipase As spaltet Phospholipide an der sn-2-Position in Fettséduren und Lyso-
Phospholipide. Die Cholesterolesterase erzeugt Fettsduren und Cholesterol [2].

Die Spaltprodukte der Lipolyse werden anschliefend durch die Gallensalze unter Bildung
von Mischmizellen solubilisiert, die als Transportvehikel fiir die Passage der ,,unbeweg-
ten Wasserschicht“ und der Mucosa dienen [14]. Die ,unbewegte Wasserschicht®, die die
Mucosa vor der Zerstérung durch Gallensalz-bedingte Membransolubilisierung schiitzt
[15], ist durch ein saures Mikroklima gekennzeichnet, das die Dissoziation der Mischmi-
zellen und somit die Freigabe der Fettspaltprodukte zur Resorption bewirkt [2]. Wé&hrend
fiir langkettige Fettsduren, Sterole und Monoglyceride die ,,unbewegte Wasserschicht“ die
Hauptbarriere darstellt, ist fiir kurz- und mittelkettige Fettsduren die Mucosamembran

das limitierende Hindernis [16].
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Die besser 16slichen kurz- und mittelkettigen Verbindungen werden groéfitenteils bereits
aus dem Magen resorbiert und gelangen Albumin-gebunden iiber den Pfortaderweg zur
Leber [14]. Die langkettigen Sauren hingegen werden im Jejunum mit Hilfe von Fettsdure-
bindenden Proteinen [17,18] wegen eines Nat-Gradienten aktiv resorbiert [19]. Auch fiir

Sterole und Phospholipide wurden im Jejunum Carrierproteine ermittelt [19-21].

Die GS werden in Monomerform riickresorbiert und dem enterohepatischen Kreislauf zu-
gefiihrt. Dieser wurde fiir die GS 1870 von SCHIFF entdeckt [22]. Wéhrend die Resorption
der Fettspaltprodukte im Jejunum abgeschlossen ist, erfolgt die aktive Riickresorption der
freien und konjugierten GS erst im terminalen Ileum [23]. Konjugierte GS koénnen auf-
grund ihrer niedrigen pK,-Werte (2-4) und des Vorliegens in protonierter Form nur aktiv
absorbiert werden. Dafiir existieren verschiedene GS-Transportsysteme: NaT-abhingige
Transporter fiir monovalente GS bzw. fiir divalente sulfatierte und glucuronidierte GS
und Na'-unabhéngige multispezifische Transporter fiir organische Anionen [24-26]. Im
gesamten Diinndarm bis hin zum Kolon werden die freien GS wegen ihrer hoheren pK,-

Werte (5-6) zusétzlich durch passive Transportprozesse riickresorbiert.

2.2 Substanzen

2.2.1 Gallensalze

Die zur Gruppe der Steroide gehérenden Gallensduren besitzen als C-24-Carbonséduren ein
gesittigtes Cyclopentanophenanthren-Grundgeriist. Die Ringe A/B sind cis-verkniipft,
die Ringe B/C und C/D weisen eine trans-Verkniipfung auf. Daraus ergibt sich die Zuge-
horigkeit zur Klasse der 53-Cholestane [27]. Es handelt sich um Hydroxyderivate der nicht
natiirlich vorkommenden Cholanséiure mit ein bis drei Hydroxylgruppen an den Positionen
C-3, C-7 bzw. C-12. Die beiden Methylgruppen an C-10 und C-13 sowie die Seitenkette
an C-17 sind (-stindig [28].

hydrophober Bereich /

CH3;CH,4

hydrophiler Bereich

OH

Abb. 2.2: Strukturformel der Gallensalze (links) und Darstellung mit hydrophobem und hydro-
philem Molekilbereich (rechts); (NaC): Ry = Ry = OH, NaDC: Ry = H und Ry = OH [29]
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Die Abb. 2.2 zeigt die Strukturformeln der hier verwendeten Nat-Salze von Cholsidure
(3a,7a,12a-Trihydroxy-53-cholan-24-sdure; CA) bzw. von Desoxycholsaure (3c,12a-Di-
hydroxy-50-cholan-24-sdure; DCA), Na™-Cholat (NaC) und Na*-Desoxycholat (NaDC).

2.2.2 Fettsauren

Langkettige, unverzweigte Carbonsduren kommen in der Natur ubiquitér als Bestandteile
von Fetten, Olen und Wachsen vor und werden als Fettsiuren (FS) bezeichnet [30]. Es
erfolgt eine Unterteilung in geséttigte F'S mit all-trans-Konfiguration und ungesittigte F'S
mit cis-stéindigen Doppelbindungen. In dieser Arbeit wurden die Na™-Salze der geséttigten
Palmitinsdure mit 16 C-Atomen (Hexadecansdure: Ci5H3;COOH), Na-Palmitat (NaP),
und der einfach ungesittigten Olséure mit 18 C-Atomen und einer Doppelbindung an C-9

(Z-9-Octadecensdure: C17;H33COOH), Na-Oleat (NaO), eingesetzt (Abb. 2.3).

/\/\/\/\/\/\/\/COO'Na+ Na-Palmitat
H,C
Hz,C\/\/\/\/ﬁ/\/\/\/COO'Na+ Na-Oleat

Abb. 2.3: Strukturformeln der Fettsiure-Salze Na-Palmitat und Na-Oleat

2.2.3 Phospholipide

Die Phospholipide (PL) werden in Glycero- und Sphingo-PL unterteilt. In der vorliegen-
den Arbeit wurden nur Glycero-PL verwendet. Dabei handelt es sich um Derivate der
sn-Glycero-3-phosphatidsdure. Die sn-3-Position des Glycerols ist mit Phosphorsidure und
diese wiederum mit einer organischen Base, einer Aminosiure oder einem Alkohol ver-
estert, woraus sich die unterschiedlichen PL-Klassen ergeben, z.B. Phosphatidylcholin,

-ethanolamin, -serin, -glycerol oder -inositol [31].

Die Positionen sn-1 und sn-2 sind iiber Ester- oder Etherbindungen mit Fettsduren ver-
kniipft. Das am héufigsten in der Natur vorkommende PL ist das zwitterionische Phos-
phatidylcholin (PC), auch als Lecithin bezeichnet. Es wird aus Eigelb oder Sojabohnen
isoliert und enthélt eine Mischung von gesittigten F'S (z.B. Palmitinsdure), bevorzugt an
sn-1, und ungeséttigten FS (z.B. Olsiure), meist an sn-2. Das Soja-Lecithin (SPC), das
in dieser Arbeit untersucht wurde, ist im Vergleich zum Ei-Lecithin (EPC) in stirkerem

Mafle ungesattigt.
Weiterhin kam das geséttigte 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholin (DPPC)
mit zwei C-16-Alkylketten zum Einsatz, das z.B. in den Alveolarbldschen der Lunge

vorkommt. Untersuchungen erfolgten ebenfalls mit dem geséttigten, negativ geladenen
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1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylglycerol (DPPG), das hauptsichlich in Chloro-
plastenmembranen hoherer Pflanzen und in Zellmembranen grampositiver Bakterien zu
finden ist [32]. Die hier benutzten Dipalmitoylverbindungen (Abb. 2.4) sind synthetischen

Ursprungs.
CHs, Hcljicoo/\/\/\/\/\/\/\/CH3
H;CNS_~_f_o-
Gy, O-b-0-CH,
DPPG:
Hchcoo/\/\/\/\/\/\/\/CH3
Q HC‘,COO/\/\/\/\/\/\/\/CH3
HO™ Yy 0-P-O-CH,
OH O
INa*

Abb. 2.4: Strukturformeln der Phospholipide DPPC und DPPG

2.3 Selbstaggregation amphiphiler Molekiile

Die Einteilung der heterogenen Stoffklasse der Lipide wurde von SMALL [33,34] und
CAREY [35] vorgenommen und ist in Abb. 2.5 zusammengefasst. Eine besondere Bedeu-
tung kommt den Amphiphilen zu. Der aus dem Griechischen stammende Begriff , am-
phiphil“ steht nach HARTLEY [36] fiir Substanzen, die sowohl lipophile Kohlenwasser-
stoffstrukturen als auch polare, hydrophile Teile ionischen oder nichtionischen Charakters
besitzen [37].

Der Transfer von Lipidmolekiilen in ein wissriges Medium fiihrt zu einer energetisch
ungiinstigen Entropieabnahme und einer positiven Enthalpie [38]. Das Losungsmittel Was-
ser, welches ein molekulares Netzwerk mit Tetraederstruktur bildet, wird in der Umge-
bung der Lipidmolekiile zu einer Umorientierung mit einer geringstmoglichen Einbufle an
Wasserstoffbriickenbindungen gezwungen [39]. Die treibende Kraft der Selbstaggregation
ist bei Raumtemperatur der Entropiegewinn als dominante Grofle der Freien Enthalpie, da
die Enthalpie nahe null ist. Bei hoheren Temperaturen hingegen tritt der Enthalpieterm
in den Vordergrund [40]. Dieses Phinomen wird als , hydrophober Effekt“ bezeichnet [41].

Amphiphile Molekiile richten sich in wassriger Umgebung an der Wasser-Luft-Grenzfliche
aus (Abb. 2.6), um dieser Entropieabnahme entgegenzuwirken [41]. Die Anreicherung der
amphiphilen Molekiile an der Grenzflache fiihrt zu einer maximalen Packungsdichte und

der Ausbildung von Monoschichten.
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unpolare Lipide polare Lipide

H,0: Kristalle /Oltropfen
keine Monoschichten
Carotinoide, Squalene

unldsliche Am\phiphile 16sliche Amphiphile
nichtquellende  quellende Typ A Typ B
H,O: Kristalle / Oltropfen H,O: Fliissigkristalle aliphatisch alicyclisch
Monoschichten Monoschichten Polaritdtstrennung  keine Polaritéitstrennung
Fettsduren / -alkohole, Phospholipide  H,0: Fliissigkristalle H,O: keine Fliissigkristalle
Cholesterol Glycolipide ion. / nichtion. Tenside Gallensalze
Di- / Triglyceride Monoglyceride Seifen Saponine

Abb. 2.5: Einteilung von Lipiden; hervorgehoben - in dieser Arbeit verwendete Amphiphile [34]

Die weitere Erhohung iiber eine fiir jedes Amphiphil charakteristische Konzentration hin-
aus bedingt dessen Selbstaggregation [42]. Die treibende Kraft ist ein Minimum an Freier
Energie, das durch die Abschirmung der hydrophoben Molekiilstrukturen der amphiphi-
len Molekiile vom Wasser zustande kommt. Dabei treten entgegengesetzt wirkende Kréfte
mit unterschiedlichen Reichweiten auf: van der Waals-Anziehung (~ 150 A) und elektro-
statische AbstoBung (~ 25 A) sowie hydrophile, abstoBende (~ 30 A) und hydrophobe,
anziehende (~ 60 A) Solvatationskrifte [43],

Die wichtigsten, durch Selbstaggregation gebildeten Assoziate sind Vesikel (Abschnitt
2.3.1) und Mizellen (Abschnitt 2.3.2). Demzufolge werden Membran- und Mizell-bildende
Amphiphile unterschieden.

2 Q.

polare Lipide unpolare Lipide

Abb. 2.6: Anordnung polarer (1-6) und unpolarer (7,8) Lipidmolekiile an der Wasser-Luft-
Grenzfliche: 1) nichtionische, polare Lipide, 2) Cholesterol, 3) Phospholipide, 4) Lyso-Phos-
pholipide, 5) ionische, polare Lipide, 6) Gallensalze, 7) aliphatische Lipide, z.B. n-Octadecan,
8) alicyclische Lipide, z.B. Cholestan [35]
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Die Aggregatstruktur wird durch die fol-

Packungs- Packungs- Aggregat-
genden geometrischen Kenngréfien des parameter form struktur
. . Kegel hirische Mizell
Molekiils bestimmt: Volumen V und i e T
B} . . 1y . PP<1/3 -—-ﬂ 9T .,%
Lénge [ des lipophilen Molekiilteils sowie e | ]
QuerSChnlttSObeI‘ﬂaChe A deI‘ hydI‘Ophllen abgeschnittener Kegel zylindrische Mizellen|
Kopfgruppe. Nach ISRAELACHVILI [44] << “HETET %
erfolgt die Zusammenfassung unter dem e |
. abgeschnittener Kegel flexible Bilayer
Begriff Packungsparameter PP:
12<PP<1 I el %
V — Vesikel &
PP = A . l (21) Zylinder planare Bilayer
PP~ 1 . -—-—- m
Die Packungsgeometrie ist von den mo- = |
lekularen Eigenschaften und der da- bgenmtaner Kegel | e e
. .. PP> 1 I
mit verbundenen spontanen Kriimmung | = | - -. s,
e e

abhéngig [45]. Die Mizell-bildenden Am-

phiphile sind durch relativ volumindse Abb. 2.7: Packungsparameter mit kritischer

Packungsform und resultierender Aggregat-
struktur nach ISRAELACHVILI [46]

Kopfgruppen im Verhéltnis zum lipophi-

len Molekiilteil gekennzeichnet.

Sie ergeben sphérische oder zylindrische Aggregate mit kleinen Kriimmungsradien. Die
Membran-bildenden Amphiphile hingegen haben fiir die Mizellbildung zu kleine Kopf-
gruppen. Es entstehen planare Doppelschichten, die sich zur Vermeidung von energetisch
ungiinstigen Kanten zu Vesikeln mit grofien Kriimmungsradien formieren. Bei Amphi-
philen mit ionischen Gruppen wird die Aggregation zusétzlich durch die Ladung beein-
flusst [47].

2.3.1 Vesikel

Phospholipide gehoren zur Gruppe der unléslichen, quellenden Amphiphile (Abb. 2.5).
Sie sind in Wasser mit einer cmc im 107'° M-Bereich fast nicht 16slich, kénnen es aber
in begrenztem Umfang durch Quellung aufnehmen. Die Selbstaggregation von PL in der
wéssrigen Phase fiihrt zur Ausbildung von Vesikeln [30], die auch als Liposomen bezeich-
net werden. Dabei handelt es sich um konzentrisch angeordnete, geschlossene, lamellare
PL-Doppelschichten mit unterschiedlicher Gréfle und Lamellenzahl sowie einem wéssri-
gen Innenraum. Auf dieser Grundlage erbrachte die Klassifizierung von Vesikeln durch
die ,New York Academy of Science* (1970) die drei in der Abb. 2.8 B gezeigten Liposo-
mentypen [48], die Gréflen im Bereich von wenigen nm bis zu einigen pm aufweisen. Die
Aggregate differieren hinsichtlich ihrer spontanen Kriimmung, der Bindungsstarrheit und

des Einschlussvolumens [49]. Die Liposomentypen besitzen folgende Charakteristika [50]:
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SUV  _kleine unilamellare Vesikel“
eine Doppelschicht, @ = 20-50 nm, grofle Kriimmung, metastabiler Zustand

LUV  grofle unilamellare Vesikel“
eine Doppelschicht, @ = 50->10000 nm, kleine Kriimmung, stabiler Zustand

MLV | multilamellare Vesikel“
einige-viele Doppelschichten, @ - >10000 nm, stabiler Zustand

Die MLV mit wenigen Doppelschichten werden in der Literatur z.T. auch als ,oligo-
lamellare Vesikel“ (OLV) bezeichnet. Der Zusammenschluss von mehreren Vesikeln ergibt
,multivesikuldre Liposomen®“ (MVL). Die Dicke der Lipiddoppelschichten betréigt etwa

5 nm, die des HyO-haltigen Interlamellarraumes ca. 10 nm [51].

A

50 ->10000 nm

10 100 1000 10000 ->10000 nm

Abb. 2.8: A) Aggregation von PL-Doppelschichten in SUV, LUV, MLV, LLC (lamellare Flissig-
kristalle) [32]; B) Darstellung von SUV, LUV und MLV mit Gréflenangaben [50]; C) Grifien-
verhdltnisse vom PL-FEinzelmolekiil iiber Doppelschichten und ULV (unilamellare Vesikel) bis zu
MLV in A [32]

Glycero- und Sphingo-PL sind die Hauptkomponenten von Biomembranen. Die Doppel-
schichten sind mit stérker hydrophoben integralen (intrinsischen) und stéarker hydrophilen
peripheren (extrinsischen) Proteinen assoziiert, die in der Regel eine a-Helix-Struktur ha-
ben. Die Membranproteine sind so angeordnet, dass eine minimale Deformation der Mem-
bran resultiert [50]. Das ,, Fluid-Mosaik“-Membranmodell nach SINGER und NICOLSON
[52] beschreibt die Struktur von Biomembranen. Die sich im fliissigkristallinen Zustand
befindlichen PL-Doppelschichten besitzen eine unterschiedliche Zusammensetzung und
Fluiditét. So erfordert die unmittelbare Umgebung der Proteine eine spezielle Konfigura-

tion und Mobilitdt der Lipidmolekiile [53]. Die &uere und die innere Monoschicht variie-
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ren in der Zusammensetzung hinsichtlich der Art der PL-Kopfgruppen und -Alkylketten
und bedingen dadurch eine Membranasymmetrie [54]. Haufig sind Zuckerstrukturen an
die Lipid- und Proteinkomponenten von Biomembranen gebunden, um molekulare Erken-
nungsprozesse durch diese Glycolipide und -proteine zu erméoglichen. Die Verwendung von
PL-Vesikeln als Membranmodelle wurde erstmals 1968 von BANGHAM [55] beschrieben.

Eine besondere Eigenschaft von PL ist das Auftreten von thermotroper und lyotroper
Mesomorphie. Der Ubergang aus der kristallinen in die fliissige Phase findet nicht direkt
statt, sondern durchlduft verschiedene Temperatur- bzw. Losungsmittel-induzierte Zwi-
schenzustiande, die Mesophasen. Diese weisen eine Kombination von Eigenschaften der
Kristalle und der Fliissigkeiten, Gitterordnung und Fliefahigkeit, auf und werden deshalb
nach LEHMANN seit Beginn des 20. Jahrhunderts als ,, Fliissigkristalle® bezeichnet [56,57].

An dieser Stelle wird nur auf die fiir die Untersuchungen wichtigen lyotropen Mesophasen
eingegangen, deren Nomenklatur von LUZATTI gepriagt wurde [58]: L — lamellar, H —
hexagonal und Q — kubisch, I — normale Phasen und II — inverse Phasen, ¢ — kristallin,
0 — gelartig und o — fliissigartig. Zur Erlduterung des thermischen Phasenverhaltens der
PL dient DPPC als Beispiel. Dieses PL bildet bei einem H,O-Gehalt von 15-45% bevor-
zugt lamellare Phasen. Das Phasenverhalten wird durch Eigenschaften der Alkylketten wie
Liange, Séttigungsgrad und Asymmetrie, der Kopfgruppen wie Polaritét, GroBle und Pro-
tonierungsgrad sowie durch Anderungen von Temperatur, Druck, pH-Wert, Elektrolyt-
konzentration und Hydratation beeinflusst [58]. Die Phasenumwandlungen in Abh#ngig-
keit von der Temperatur und dem Wassergehalt, die erstmals 1967 von CHAPMAN et
al. [30] kalorimetrisch untersucht wurden, sind in den Abb. 2.9 und 2.10 dargestellt.

120
100
: Struktur Ketten-
O sol W‘g%packung
S v 1 B o
Le, | T 8
TR g . Sm——
R : ¥
: e
1>T ) '~|——D—LDM—-LDM &
Ly o Ly 20
T g 8 T Lt LCDIDDJ
T gﬂggzmggg@grm_ giiiiiaae - pPPC.1 H,0 L, % pRg
S O
p -1 H,0 wt% Wasser
Abb. 2.9: Lyotrope Mesomorphie der Phos- Abb. 2.10: DPPC-Phasendiagramm mit der
pholipide: Vor- und Hauptphasenumwand- Abhdngigkeit von Temperatur und Wasser-

lung [32] gehalt [58]
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Unterhalb der Subumwandlungstemperatur T, = 25°C liegt DPPC in der kristallinen,
lamellaren Phase L. vor. Es handelt sich hierbei um echte Kristalle mit hoher Nah- und
Fernordnung [31]. Bei T} findet die Transformation in die Gelphase Lg statt. Diese ist
durch stiarker hydratisierte Lipidmolekiile und eine beschleunigte Alkylkettenrotation ge-

9

kennzeichnet. Der Index ist fiir geneigte Alkylketten. Durch die Neigung entsteht
mehr Platz fiir die Kopfgruppen, wodurch einer Packungsfehlpassung entgegengewirkt
wird. Diese Umwandlung gehért nach LAGGNER und KRIECHBAUM [59] zu den homo-
logen Phasenumwandlungen, bei denen sich unter Beibehaltung der Symmetrie nur die
Gitterdimensionen &ndern. Bei T, = 36°C erfolgt die Vorumwandlung in die gerippelte,
nicht geneigte Pg-Phase. Diese Rippelstruktur steigert die Kopfgruppenfluiditét unter
Erhalt der Kettenordnung und zeichnet sich durch eine beschleunigte Kopfgruppenrota-
tion aus. Diese Phase tritt nur bei PL mit hydrophilen, hydratisierten Kopfgruppen (z.B.
PC und PG) und Alkylketten mit 12-22 C-Atomen auf [58]. Schliellich kommt es bei
T,, = 41,4°C zur Hauptphasenumwandlung, dem , Kettenschmelzen“. Bei dieser hetero-
logen Umwandlung mit einer Anderung von Symmetrie und Gitterdimension [59] entsteht
die fliissigkristalline L,-Phase mit in den Monoschichten frei beweglichen Molekiilen [60].
Dieser Vorgang wird durch trans-gauche-Isomerisierungen, d.h. ein Abknicken der Alkyl-
ketten an beliebiger Stelle, initiiert, die 10712-107!° s dauern und sich in der Membran-
ebene fortpflanzen. Diese Umwandlung fiihrt zu einer lateralen Expansion, einer Anderung
der Packung und einer Fluiditats- und Mobilitatssteigerung der Lipide. Die Membrandicke

nimmt ab, wihrend das Volumen und die Wasserschichtdicke zunehmen [61].

Bei einem H,O-Gehalt von weniger als 15% kann die Bildung von kubischen Phasen
stattfinden. Diese optisch isotropen, hochviskosen Phasen sind bikontinuierlich mit perio-
disch minimierten Oberflichen oder mizellar durch die kubische Packung verschiedener
Mizelltypen [58]. Normale H; und inverse H;; hexagonale Phasen kommen insbesondere
bei PL mit kleinen, kaum hydratisierten Kopfgruppen und Anziehungskréften im Kopf-
gruppenbereich vor, z.B. bei Phosphatidylethanolaminen. Ein héherer HoO-Gehalt als
45% resultiert in der Separation einer H,O-Phase, oberhalb 70% H,O entstehen Myelin-
strukturen [62].

Die Vesikelherstellung erfolgt durch mechanische Methoden wie Extrusion, Hochdruck-
homogenisation und Ultraschallbehandlung, aber auch durch Detergensentfernung mit-
tels Verdiinnung, Gelchromatographie oder Dialyse [63]. Bei der hier verwendeten Ultra-
schallmethode werden gréfitenteils SUV und geringe Mengen MLV-Fragmente erhalten.
Der Ultraschalleinfluss bedingt die SUV-Bildung durch einen Zweistufen-Prozess [64]: erst
entstehen unter Zerstorung der MLV instabile Fragmente, dann schliefit sich ein sponta-
ner Ringschluss durch den Einfluss der Kantenenergie und der elastischen Energie [65] an.
Die Charakterisierung der Vesikelgrolen und der Groéflenverteilung gelingt durch Licht-

streuung, Elektronenmikroskopie, Gelfiltration und Ultrazentrifugation [58].
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2.3.2 Mizellen

Unter dem Begriff ,,Mizelle“, der 1913 von MCBAIN [29] gepridgt wurde, werden kolloidale
Aggregate verstanden, die sich spontan ohne Energieaufwand aus Detergensmolekiilen in

Losungen bilden und thermodynamisch stabil sind [27].

Diese Selbstaggregation erfolgt nur oberhalb einer fiir jedes Detergens charakteristischen
Konzentration, der kritischen Mizellbildungskonzentration (c¢mc), und oberhalb einer be-
stimmten Temperatur, der kritischen Mizellbildungstemperatur (e¢mt) [35]. Unterhalb der
cmce enthélt die Losung nur Detergensmonomeren und unterhalb der emt triibe, kristalline
Suspensionen. Die emc zeichnet sich durch die Anderung der kolligativen Eigenschaf-
ten der Losung aus, z.B. Leitfahigkeit, osmotischer Druck, Grenzflichenspannung und
Triibung [66]. Die emt ist am ,, Klarwerden“ der Suspension erkennbar. Der Schnittpunkt
von cme- und emt-Kurve wird als , KRAFFT-Punkt“ bezeichnet [29] (Abb. 2.11).

cme lamellar stabchenformig sphérisch
Monomerenb* (McBaAIN) (DEBYE) (HARTLEY)
Losung /’1 mizellare N&L oy,
N g
5 / o 4 °
§ ‘\ / KRAFFT-Punkt cmt
g .'/:/ /
e
kristalline %%W%/ @%
Suspension '{c\\ Sy NN IIIAAY
Uiy % SR, S, T
>V e T
R TITHTE
Detergenskonzentration sphérisch  zylindrisch hexagonal lamellar
Abb. 2.11: Mizellbildung in Abhdngigkeit Abb. 2.12: Modellvorstellungen zur Struktur
von der Detergenskonzentration und der von Mizellen [67]

Temperatur [35]

Die Aggregation bedingt eine Anordnung der Molekiile, bei der sich die hydrophoben Teile,
die durch van der Waals-Kréfte zusammengehalten werden, vom Wasser abgeschirmt im
Mizellkern befinden, wahrend sich die polaren Kopfgruppen zur wissrigen Phase orien-
tieren. Die Form der Mizellen (Abb. 2.12) wird durch die Eigenschaften des Detergens, z.B.
Kettenldnge, Kopfgruppe und Ladung, dessen Konzentration sowie duflere Einflussgrofien
wie pH-Wert, Temperatur und Ionenstirke des Mediums bestimmt [68]. Als limitierender
Faktor der Mizellbildung ist die Packungsdichte der Kopfgruppen anzusehen, die durch
die Hydratation bzw. bei ionischen Detergentien durch die elektrostatische Abstoffung
gegeben ist [69)].

Im Folgenden wird die Mizellbildung der Gallensalze n&her beschrieben. Diese zihlen
zu den Typ B-Detergentien, die wegen ihrer strukturellen Besonderheit keine klare Pola-

ritdtstrennung, d.h. keine typische ,, Kopf-Schwanz-Struktur® der klassischen Detergentien,
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besitzen [70]. Lange Zeit wurde auch davon ausgegangen, dass sie keine lyotrope Mesomor-
phie aufweisen [71]. Neuere Untersuchungen von MARQUES et al. [72] zeigen die Existenz
von fliissigkristallinen Phasen mit Hexagonalstruktur. Das GS-Molekiil (Abb. 2.2) hat
eine konvexe, lipophile Seite mit den Methylgruppen und eine konkave, hydrophile Seite
mit den Hydroxylgruppen und der negativ geladenen Kopfgruppe.

Die Aufklarung der GS-Eigenschaften begann mit Studien von EKWALL et al. [73] um
1950. Das GS-Molekiil ist 20 A lang, 6-7 A breit und hat ein Volumen von 530 A® [28].
Untersuchungen an Monoschichten ergaben fiir Di- und Trihydroxy-GS eine Molekiilfliche
von 1,1 nm? an der Wasser-Luft-Grenzfliche [74, 75], wihrend bei der Adsorption auf
hydrophoben Oberflichen NaC 3 nm? und NaDC 2 nm? beanspruchen [76,77]. In der

Tab. 2.1 sind einige wesentliche Kenngroflen der beiden untersuchten GS aufgefiihrt.

Tab. 2.1: Charakterisierung der Gallensalze NaC und NaDC - Literaturangaben ( [78] u. [79-81]:
Lichtstreuung; [82]: Rontgenstreuung; [83]: Dichte/Viskositdt; [84]: ITC (0,1 M NaCl, 25°C);
[85]: Leitfahigkeit; [86]: Viskositit (Ha O, 25°C))

Parameter NaC NaDC
pK, [27] 4,98 5,17
molare Mizellmasse/g-mol~! [78] 1200-3000 3000-4000
Vipezif./ml-g™! [83] 0,74-0,76 0,75-0,78
cme/mM [84] 11,5 4,0
emt/°C [27] <0 <0
Wasserloslichkeit /%(m/m) [29] 45 % 40 %
Dimerisationskonstante/l-mol~! [85] 100 160
Ry/A [79-82] 10-16 20-60
Aggregationszahl ny [84] 5,5 12,3
Gegenionenbindungsgrad 3 [84] 0,15 0,3
Viskositét n/mPas [86] 1,03 0,95

Die Mizellbildung der GS wird von SMALL [87,88] und von MAZER et al. [80] auf der
Grundlage von Experimenten mittels Lichtstreuung und Kernresonanz-Spektroskopie
(NMR) durch das ,, Primér-Sekundar-Mizell-Modell“ beschrieben. In wéssrigen Losungen
von Di- und Trihydroxy-GS bilden sich zuerst kleine, sphérische Primé&rmizellen aus 2-10
Monomeren iiber hydrophobe Bindungen, bei denen die konvexen, hydrophoben Seiten
zueinander orientiert sind. Die Aggregationszahlen ny der GS sind im Vergleich zu den
klassischen Detergentien sehr klein [89-92]. Bei hoheren Detergens- und Salzkonzentra-
tionen des Mediums entstehen insbesondere bei den Dihydroxy-GS durch die Polymeri-
sation der Primérmizellen iiber Wasserstoffbriickenbindungen groflere, stdbchenformige
Sekundérmizellen (NaDC: Radius r» = 9-12 A, Linge | = 116 A) [93,94] mit wesentlich
hoheren Aggregationszahlen. Die von OAKENFULL und FISHER [95-98] vermutete Bildung
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der Primérmizellen iiber hydrophile Bindungen konnte durch Messungen der Dichte [99]
und der Translationsmobilitdten [100, 101] sowie durch Licht- [102, 103] und Réntgen-
streuung [104] widerlegt und das Modell von SMALL bestétigt werden. Neuere Studien
mit Elektronenspinresonanz (ESR) und Neutronenstreuung ergaben eine ellipsoide Ge-
stalt der Primdrmizellen mit einer kleinen (NaC u. NaDC: a = 8 A) und einer grofien
(NaC: b = 18 A; NaDC: b = 32 A) Halbachse [105,106]. Die dem Wasser ausgesetzte
hydrophobe Oberfliache der GS-Mizellen ist fiir NaC (70 AZ) mit drei Hydroxylgruppen
wesentlich geringer als fiir NaDC (160 A?) mit zwei Hydroxylgruppen [80]. Kristallogra-
phische Studien ergaben fiir Dihydroxy-GS eine Helixstruktur mit Trimer- [107-110] und
fiir Trihydroxy-GS eine elliptische Zylinderstruktur mit Dimer-Basiseinheiten [111-113].

Eine Vielzahl von Untersuchungen beschéftigte sich mit der cmc-Bestimmung von GS-
Losungen, bei der eine Reihe von Messmethoden zum Einsatz kamen, so z.B. Lichtstreu-
ung [78,114,115], Kalorimetrie [84,116-120], NMR-~ [121], ESR~ [97] und Fluoreszenz-
spektroskopie [121,122], Gelfiltrationschromatographie [123], Oberflichenspannungs- [124,
125], Gefrierbruch- [90,126], Dampfdruck- [127], Membranpotential- [128] und Diffusions-
messungen [129]. Die angegebenen Werte liegen fiir das Trihydroxy-GS NaC im Bereich
von 8 bis 16 mM und sind somit gréfer als fiir das Dihydroxy-GS NaDC mit 3 bis 13 mM.

Im Gegensatz zu den Typ A-Detergentien ist die ecmc der GS ein breiter Konzentrations-
bereich [130,131] und nimmt bei 20°C ein Minimum an. Mit zunehmender Temperatur
steigt die eme, die Grofe der Sekundérmizellen sinkt [29]. Die Mizellbildungstendenz
nimmt oberhalb 60°C wegen des geringeren Dielektrikums des wéssrigen Mediums und
der somit gesteigerten elektrostatischen Abstofung deutlich ab [132], iiber 70°C liegen
nur noch Monomeren vor [88]. Der pH-Wert der Losung hat wenig Einfluss auf die Mizell-

bildung, solange er nicht den pK,-Wert erreicht und eine Prézipitation erfolgt [29].

Eine wichtige Rolle spielt weiterhin die Ionenstérke der Losung: wenn diese steigt, wird
die cmc aufgrund einer besseren elektrostatischen Abschirmung der geladenen Kopf-
gruppen und einer dadurch verringerten Monomerenloslichkeit zu tieferen Werten ver-
schoben [132]. Dieser Effekt ist bei den Dihydroxy-GS stérker als bei den Trihydroxy-GS
ausgeprigt [124]. Die eme wird auch durch die Position der Hydroxylgruppen und die
Art der Konjugation beeinflusst. Als weitere charakteristische Abweichungen von den
klassischen Detergentien sind der stark apolare Mizellinnenraum wegen des Fehlens der

Palisadenstruktur [133] und der kleinere Gegenionenbindungsgrad zu nennen [100].

Des Weiteren wird die Problematik der GS-PC-Mischmizellen ndher behandelt. Misch-
mizellen (MM) bestehen aus zwei oder mehr Komponenten, wovon mindestens eine Kompo-
nente ein 16sliches Amphiphil (Abb. 2.5) sein muss. Nach CAREY und SMALL [29] werden
folgende vier MM-Typen unterschieden:
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Typ A

Typ B

Typ C

Typ D

MM mit unpolaren Lipiden: Das Solubilisat befindet sich im Mizellkern. GS sind

wesentlich schlechter geeignet als klassische Detergentien.

MM mit polaren, unléslichen, nichtquellenden Amphiphilen (z.B. Cholesterol,
FS): Das Solubilisat ist zwischen den Detergensmolekiilen interkaliert. Auch in

dem Fall nehmen klassische Detergentien mehr Solubilisatmolekiile auf als GS.

MM mit polaren, unléslichen, quellenden Amphiphilen (z.B. PL): Das Solubili-
sat ist zwischen den Detergensmolekiilen angeordnet. GS kénnen grofle Mengen
solubilisieren (z.B. ein Mol GS solubilisiert zwei Mol PC). Diese MM besitzen
eine gesteigerte Solubilisierungskapazitdt fiir Cholesterol bzw. FS und haben

deshalb die grofite Bedeutung bei der Solubilisierung von Nahrungsfetten.

MM mit polaren, 16slichen Amphiphilen (andere Detergentien): Die cmc der MM
ist immer kleiner als die der Einzelkomponenten. Im Gegensatz zu den Typen
A-C sind beide Komponenten am cme-Wert beteiligt. Die cme der MM liegt

allerdings niher am Wert der Komponente mit der kleineren cmc.

Erste Modelle zur Struktur von GS-PC-MM, die zum MM-Typ C gehoren, wurden Ende
der 60er Jahre des 20. Jahrhunderts von SMALL [88,134] und von DERVICHIAN [135]
erstellt (Abb. 2.13). Bei diesem ,disc“-Modell wird von einer Scheibchenform der GS-
PC-MM ausgegangen. Die PC-Molekiile befinden sich mit den Alkylketten zueinander
orientiert im Inneren, wéhrend die GS-Molekiile einen Ring in der Peripherie bilden.
Auf der Grundlage von Lichtstreu-Experimenten erweiterten MAZER et al. [79,136-138]
das ,,disc“-Modell zum , mixed disc“-Modell. Die GS-Molekiile bilden hierbei nicht nur

die Umrandung, sondern sie sind auch im Inneren zwischen den PC-Molekiilen als iiber

Wasserstoftbriicken gebundene Dimere eingelagert.

In den letzten beiden Jahrzehnten wur-
de die Vorstellung von der Scheibchen-
form durch die der Stdbchenform ersetzt.
Die Ergebnisse von MULLER [139] mit
Réntgenstreuung, von ULMIUS et al. [140]
mit NMR, von HJELM et al. [141-
144] mit Neutronenstreuung (SANS), von
NICHOLS und OZAROWSKI [145] mit
Groflenausschlusschromatographie
von EGELHAAF et al. [146] mit Lichtstreu-

ung erbrachten eine deutliche Abweichung

sowie

vom ,,mixed disc“-Modell.

“disc”-Modell ~ “mixed disc”-Modell “radial shell”-Modell
nach SMALL / nach MAZER nach HIELM
DERVICHIAN

Abb. 2.13: Modellvorstellungen zur Struk-
tur von GS-PC-MM nach SMALL [13}]
bzw. DERVICHIAN [185], MAZER [79] und
HJELM [142]
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Die GS-PC-MM wurden von nun an als lange, flexible Stédbchen betrachtet, die einen
Radius r = 27 A [141,147] und eine vom molaren PC/GS-Verhiltnis abhiingige, variierende
Linge von 50-1000 A [143] besitzen. Bei diesem ,radial shell“-Modell [144, 148] sind die
PC-Molekiile im Zylinder radial angeordnet. Die GS-Molekiile sind mit ihrer Léngsachse
parallel zur Stdbchenachse im Zylinder verteilt und bilden wegen ihrer hohen spontanen

Kriimmung die Endkappen der Stdbchen.

Diese Modellvorstellung konnte von LONG et al. [149, 150] durch Licht- und Neutronen-
streu-Experimente an GS-PC-Gemischen unter Einfithrung des ,,core-shell“-Modells be-
stitigt werden. Der Radius von 27 A setzt sich aus dem 17 A dicken Kern und der
10 A dicken Hiille zusammen. Die Endkappen werden von jeweils sechs GS-Molekiilen
gebildet. PETERSEN et al. [151] ermittelten fiir die flexiblen Stdbchenmizellen eine Per-
sistenzlinge von 180 A. Die Unwahrscheinlichkeit der Annahme des ,,mixed disc“-Modells
wurde durch Lichtstreu-Untersuchungen von COHEN et al. [152] bewiesen, da die Scheib-
chen-MM eine Dicke von weniger als 1 nm besitzen miissten, die PC-Doppelschichten aber

4 nm dick sind.

Die Grofle und die Gestalt der flexiblen Stdbchen-MM wird durch deren Radius r, die Per-
sistenzléinge [p und die Gesamtlidnge Iz beschrieben [153]. Wihrend der Radius annéhernd
konstant bleibt, sind die Persistenz- und die Gesamtldnge von der Konzentration, vom
molaren PC/GS-Verhiltnis sowie von dueren Einflussfaktoren, insbesondere der Tempe-

ratur und der Ionenstirke des Mediums, abhéngig [154].

Die Rontgen- und Mikroskopieuntersu-
chungen von SMALL et al. [155-157] erga-
ben das in der Abb. 2.14 gezeigte ternére
Phasendreieck fiir GS-PC/H20. Neben

Na-Cholat

mizellar g*

lamellar

der isotropen, mischmizellaren Phase bei §§%@
hohem GS-Anteil und der lamellaren Pha- 3;‘;;%%;5

se bei hohem PC-Anteil werden zwei wei-
tere fliissigkristalline Phasen gebildet: die > Lecithin
hexagonale und die kubische Phase. Es
treten auch Gebiete auf, in denen zwei
oder drei Phasen koexistieren. COHEN et

al. [158] identifizierten mit Lichtstreuung Abb. 2.14: Terniires Phasendiagramm [156]

und Gelfiltration Zweiphasengebiete mit
Lamellar-Hexagonal- und Mischmizellar-

Hexagonal-Charakter.

fir NaC-PC/HyO mit mizellarer, lamella-
rer, hexagonaler und kubischer Phase sowie
Mehrphasengebieten
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Eine besondere Bedeutung kommt au- Na-Cholat

I lamellare Phase
II kubische Phase

Ber den physiologisch wichtigen GS-PC- 1l hexagonale Phase
. IV mizellare Phase
MM vom Typ C auch jenen vom Typ D V viskos-isotrope Phase
. . :;‘ 9%
zu, insbesondere Mischungen aus GS % %
v - 4
. . . s %,
und klassischen Detergentien, z.B. Sei- & &

fen wie Na-Oleat (NaO). In ternéren

NaC/NaO/H50O-Gemischen [33] konnen (ngg,/;fg;\f;"ﬁ\sihez_ ;

die fiinf verschiedenen, in der Abb. 2.15 Wasser L Na-Oleat
dargestellten Phasen auftreten. Die in o eser

dieser Arbeit verwendeten NaC/NaO- Abb. 2.15: Terndres Phasendiagramm [33]

fir NaC/NaO/H5 O, schwarzer Punkt: in die-
ser Arbeit verwendetes Gemisch mit den
hochsten Detergensanteilen

Gemische befanden sich ausschliefilich in

der isotropen, mischmizellaren Phase.

2.3.3 Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung

Die Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung (Abb. 2.16), auch unter dem Begriff ,, Membran-
solubilisierung® bekannt, beschreibt den Ubergang von Lipid-Doppelschichten in Deter-
gens/Lipid-Mischmizellen durch Detergenszusatz. Dieser Prozess wurde von HELENIUS
und SIMONS [69] in drei Abschnitte unterteilt: im Abschnitt I werden die Detergensmo-
lekiile in die Doppelschichten eingebaut, und es entstehen Mischvesikel (MV); im Ab-
schnitt II erfolgt die Umwandlung der MV in MM; im Abschnitt III ist die Phasenum-
wandlung beendet, und die MM werden kleiner. Ein von LASCH [159] eingefiihrter vier-
ter Abschnitt unterscheidet zwischen Lipid-reichen MM in Abschnitt III und kleineren
Detergens-reichen MM in Abschnitt V.

Die Vesikel nehmen Detergensmolekiile auf, bis sie bei einem kritischen molaren Deter-
gens/Lipid-Verhiltnis R_** vollstéindig geséttigt sind. Oberhalb dieser Grenze, der Sétti-

sat)

gungsphasengrenze (D,*™), beginnen die MV bei weiterer Detergenszugabe unter der

Bildung von MM zu zerfallen. Nach dem Uberschreiten eines zweiten kritischen mola-

ren Detergens/Lipid-Verhiltnisses R *, der Solubilisierungsphasengrenze (D,*")

, liegen
nur noch MM vor. Die Solubilisierung ist abgeschlossen, und durch weiteren Detergens-
zusatz dndern sich die Zusammensetzung, die Grofle und die Form der MM von zylin-
drisch zu sphérisch. Im Koexistenzbereich zwischen den beiden Phasengrenzen liegen
MV der Zusammensetzung R,*™ und MM der Zusammensetzung R,*°" nebeneinander

vor [37,159-161].

Die Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung beruht auf Differenzen in der spontanen Kriim-
mung von Detergentien und Lipiden, d.h. auf Unterschieden in der Freien Energie der

Aggregation der beiden Komponenten, in die die Mischungsentropie und die Kriimmungs-
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energie einfliefien [162,163]. Durch den Detergenseinbau in die Vesikel wird die Alkylket-
tenordnung in den PL-Doppelschichten reduziert [140]. Es kommt zu einer Fluidisierung
und zu einer elastischen Ausdehnung der Vesikel [164]. Daraus resultiert eine gesteigerte
Permeabilitit der Vesikel [75]. Die einzige Ausnahme bei allen bisher untersuchten Deter-
gentien bildet das Triton X-100, das bei subsolubilisierenden Konzentrationen die Packung
der Vesikel optimiert [165].

Vesikel Mischvesikel ~ 1amellare Strukturen Mischmizellen
+ Mischmizellen

zylindrisch  sphérisch

%“&ﬁ??'% }
e iRt e = g% 8
= W il \@«maim-‘%;%
o™
R sol R'
e (S
Vesikularer Koexistenz- Mischmizellarer
Bereich Bereich Bereich

Abb.  2.16: Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung nach LICHTENBERG [47] mit Vesikel-,
Koezistenz- und Mischmizellbereich

Durch Stopped-Flow-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Vesikel-Mizell-Um-
wandlung in GS-PC-Systemen nach einer Kinetik 1. Ordnung verlauft und die Penetration
der Vesikel durch die Dihydroxy-GS etwa 500fach stérker als durch die Trihydroxy-GS
ist [166]. Die Halbwertszeit 1/, der Membransolubilisierung durch GS betragt 13-22 ms
[167]. NMR-Studien von CABRAL et al. [168] zum Membran-Flip-Flop ergaben die in der
Tab. 2.2 aufgefiihrten Parameter.

Tab. 2.2: Membran-Flip-Flop von Cholsiure (CA) und Desoxycholsiure (DCA) (pH 3,5) [168]

Parameter CA DCA
Flip-Flop-Rate kpyip—Fiop / 87 5 150
Aktivierungsenergie E4 riip—riop / kJ-mol™ 30,1 17,6
Halbwertszeit t1/2 Flip—Flop / ms 139 4,6

Die Koexistenz von MV und MM zwischen den beiden Phasengrenzen wurde fiir GS-
PC-Gemische z.B. mit NMR [169], cryo-Transmissionselektronenmikroskopie (cryo-TEM)
[170], Gelfiltrationschromatographie [171], Lichtstreuung [146,172,173], SANS [147, 150,
174] und Kleinwinkel-Rontgenstreuung [175] nachgewiesen. In diesem Bereich finden par-
tielle Solubilisierung und Revesikulierung nebeneinander statt [176]. Ebenso koexistieren

beide Aggregatspezies in Mischungen von PC mit anderen Detergentien wie Octylglucosid
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(OG), [177-183], Triton X-100 [184-187], Oligo(ethylenoxid)dodecylethern [188-190], Al-
kylsulfaten [191,192], Alkyltrimethylammoniumhalogeniden [193-195] und Ethylenoxid-
Octylphenolen [196].

Bei der Phasenumwandlung in GS-PC-Gemischen treten verschiedene Intermediate auf.
Durch cryo-TEM konnte die Entstehung von planen, an den Kanten durch GS-Molekiile
stabilisierten Doppelschichtfragmenten aus gedffneten Vesikeln visualisiert werden, die in
lange, flexible, polymerartige Stdbchenmizellen und schliellich in sphérische MM iiber-
gehen [170,197-199]. Nach SCHUBERT et al. [48,200-202] spielt die Bildung von transien-
ten Poren in den Vesikeln durch die asymmetrische Bindung von GS-Molekiilen eine
wesentliche Rolle, wodurch Membranspannungen induziert werden [203-205], die bei den

Dihydroxy-GS starker ausgeprégt sind als bei den Trihydroxy-GS [206].

Die Vesikel-Mizell-Umwandlung wird von LICHTENBERG [207] in dem in Abb. 2.17 dar-
gestellten Phasendiagramm zusammengefasst. Die Phasengrenzen fiir die Séttigung der
Vesikel mit Detergens D,** und die vollstiindige Solubilisierung D,** ergeben eine Unter-
teilung in drei Bereiche: 1. den Vesikelbereich, in dem MV und Detergensmonomeren
vorliegen, 2. den Koexistenzbereich mit MV, MM und Detergensmonomeren und 3. den
Mischmizellbereich, in dem nur MM und Detergensmonomeren vorhanden sind. Die bei-

den Geraden werden aus folgenden Gleichungen erhalten:

Dtsat — Resat L +Du;sat DtSOl — Resol . L +Du;sol (22)

Die R und R *'-Werte stellen
die Anstiege der Geraden dar und Mischmizell-
die D - und D -Werte die Ordi- :501“bﬂ:IiSiemg g bereich
natenschnittpunkte. R ** entspricht ’

Dsol

t
sol \

Koexistenz-

der maximalen Zusammensetzung,
bei der MV vorhanden sind, und

R, der minimalen Zusammenset-

AN

zung, bei der MM auftreten koénnen.

Detergenskonzentration D,
=

sat 7
R ist ein Maf fiir die Vesikelsta- D, —»| Verteilung |

bilitdt und R, eins fiir die Solubili-
sierungseffizienz des Detergens [208].
Die D,-Gro6f3en geben die hypotheti-

Lipidkonzentration L

Abb. 2.17: Phasendiagramm mit Detergens- Dy
schen Detergenskonzentrationen bei vs. Lipidkonzentration L mnach LICHTENBERG
der Sittigung und Solubilisierung in fir die Vesikel-Mizell- Phasenumwandlung [47] mit
Verteilungs-, Solubilisierungs- und Demizellisie-
rungsexperiment (cmc)

Gegenwart von Lipid an [41].
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Der der Solubilisierung entgegengesetzte Prozess, die Mizell-Vesikel-Umwandlung [209],
wird zur Membranrekonstitution verwendet, d.h. der Herstellung von Liposomen und
Proteoliposomen durch Detergensentfernung [63]. Bei diesem Vorgang treten auch Scheib-

chenmizellen in GS-PC-Gemischen als Intermediate auf [210].

2.4 Pharmazeutische Relevanz der Mischmizellen

Der Einsatz von GS-PC-MM als Vehikelsysteme fiir in Wasser schlecht oder nicht 16sliche
Wirkstoffe steht seit vier Jahrzehnten im Interesse der pharmazeutischen Forschung [211].
Erste Erfolge konnten Ende der 70er Jahre von der Firma Hoffmann - La Roche AG in der
Entwicklung von wéssrigen Injektionslosungen fiir Benzodiazepine wie Diazepam erzielt
werden [8,212].

Diese mischmizellaren Formulierungen zur i.v.-Applikation zeichnen sich durch ihre
gute lokale Vertraglichkeit, Stabilitdt, Mischbarkeit und schnelle Arzneistofffreisetzung
aus [213]. Die unerwiinschten Wirkungen von herkémmlichen Parenteralia mit organi-
schen Losungsmitteln oder synthetischen Tensiden wie Tween® oder Pluronic®, z.B.
Thrombophlebitis, allergische und anaphylaktische Reaktionen, Hamolyse und Injektions-
schmerz, sind bei GS-PC-MM drastisch reduziert [214-216]. Diese Vehikel besitzen kein
mutagenes, teratogenes und embryotoxisches Potential [217]. Die stark lytische Wirkung
der GS wird durch den Zusatz von PC unterdriickt [218]. Deshalb sind die GS-PC-MM

nicht Membran-aggressiv, wie durch einen Hamolysetest bewiesen werden konnte [213].

GS-PC-MM eignen sich auch zur parenteralen Applikation von fettloslichen Vitaminen,
z.B. Vitamin E [219], nichtsteroidalen Antiphlogistika [220], Immunmodulatoren [221],
Benzbromaron [222] und dem ,tissue plasminogen activator [223], zur oralen Verabrei-
chung von Vitamin K; [224] sowie zur dermalen oder zur transdermalen Anwendung von
pharmazeutischen und kosmetischen Wirkstoffen [225,226]. Auf dem deutschen Arzneimit-
telmarkt sind Valium® MM [227] mit dem Tranquilizer Diazepam zur i.v.-Applikation
und die Vitamin K; enthaltenden Préparate Konakion® MM 2 mg [228] zur i.v.- und
Konakion® MM 10 mg [229] zur peroralen Anwendung bei Vitamin K-Mangelzustédnden
in mischmizellarer Form mit Glycocholsédure und Soja-Lecithin erhéltlich. Wahrend die
Firma Hoffmann - La Roche AG fiir die Herstellung der MM-Losungen die Na™-Salze
der Gallensduren verwendet, kommen beim Verfahren der Firma Schering AG die freien

Gallensduren und Alkali- oder Stickstoffbasen zur Neutralisation zum Einsatz [230-232].

Die Vielzahl der Studien zu GS-PC-MM mit inkorporierten Wirkstoffen veranschaulicht
ihre Bedeutung als innovatives Arzneistofftragersystem. Die Wirkung der MM als Resorp-
tionsenhancer konnte fiir Aminoglykosid-Antibiotika [233], Leuprorelin [234] und Hydro-

cortison [235] nachgewiesen werden. Eine verbesserte Loslichkeit von Taxol [236], Teni-
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posid [237] und Retinoiden [238] in mischmizellarer Form erbrachte eine erhebliche Stei-
gerung der Bioverfiigharkeit. HAMMAD und MULLER zeigten eine Loslichkeitsverbesse-
rung fiir Indometacin [239], Clonazepam [240] und Lorazepam [241]. DE CASTRO et al.
fithrten Untersuchungen an Nitrazepam [242] und den (-Blockern Atenolol und Nado-
lol [243] durch. Die Verwendung von GS-PC-MM ergab eine erhohte Arzneistoftbindung
an a-Glycoprotein, wihrend die an Albumin unbeeinflusst blieb [244]. Mischmizellares
Amphotericin B besitzt eine gesteigerte therapeutische Effizienz und Bioverfiigharkeit bei

verminderter Toxizitdt wegen der Abwesenheit der toxischen Monomerform [245,246].

Die Solubilisierungskapazitdt von GS-PC-MM fiir Arzneistoffe wéchst mit zunehmendem
GS-Anteil und steigendem molaren GS/PC-Verhéltnis [247] und verhélt sich aufgrund der
hoheren Lipophilie entgegengesetzt zur Loslichkeit: unkonjugierte GS > Konjugate und
Dihydroxy-GS > Trihydroxy-GS [234]. Limitierende Faktoren der Vehikel sind die be-
grenzte Aufnahmekapazitit der Mizellen und die unerwiinschte Hilfsstoffsolubilisierung.
Stabilitdtsproblemen bei der Lagerung von wéssrigen MM-Losungen kann durch Lyophi-

lisation oder Aufbewahrung bei Temperaturen unter 8°C entgegengewirkt werden [248].

Auch einfache GS-Mizellen spielen als Arzneimittel zur Auflosung von Cholesterol-Gallen-
steinen eine bedeutende Rolle [249, 250]. In der Therapie werden dazu Chenodesoxy-
cholséure und Ursodesoxycholsdure eingesetzt [251]. GS-Mizellen wurden hinsichtlich ihrer
Enhancereigenschaften fiir die Proteinresorption getestet. Fiir humanes Calcitonin konn-
ten NAKADA et al. eine gesteigerte Resorption und verringerte Degradation nach oraler
Applikation feststellen [252]. Die nasale Absorption von Insulin stieg in Gegenwart von
GS deutlich an [253], ebenso die von humanem Wachstumshormon unter Verwendung des
weniger Membran-schidigenden GS-Derivates Na-Taurodihydrofusidat [254]. Dabei wird

die Membrankanal-Funktion der gebildeten Inversmizellen als Mechanismus vermutet.

Die GS dienen nicht nur als Vehikelsysteme, sondern werden auch vielfiltig bei biotech-
nologischen Verfahren fiir die Solubilisierung von Membranlipiden und Proteinen sowie
fiir die Rekonstitution von Biomembranen genutzt [255-257]. NaC wurde z.B. fiir die
Solubilisierung des Adenylatcyclase-G-Proteins [258] und des Dopaminrezeptors Dy [259]
verwendet. Weiterhin kommen die GS auch bei der Herstellung von Vesikeln durch Deter-
gensentfernung zur Anwendung [125,202]. Dies geschieht durch Verdiinnung, Dialyse,
Gelausschlusschromatografie und Temperatur-/Drucksprung-Methoden [209]. SABOUNY
et al. gelang die Herstellung von SUV, die aufgrund ihrer geringeren Phagozytose- Anféllig-

keit im Vergleich zu LUV lidngere Verweilzeiten im Organismus aufweisen [260].



KAPITEL 2. THEORIE 23

2.5 Messmethoden

In den folgenden Abschnitten werden die Grundlagen der verwendeten Messmethoden und
die damit zu erhaltenden Kenngrofien kurz vorgestellt. Die ausfiihrliche Beschreibung der

Messgerite und der experimentellen Bedingungen ist im Anhang A enthalten.

2.5.1 Isotherme Titrationskalorimetrie

Die beiden Methoden der Kalorimetrie, die Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) und
die Differentialscanningkalorimetrie (DSC), ermdglichen die Untersuchung von intra- und
intermolekularen Wechselwirkungen von Biomakromolekiilen im wissrigen Milieu [60,
261]. Diese Verfahren nutzen die bei physikalischen oder chemischen Reaktionen frei-

gesetzte bzw. absorbierte Warme ¢ als universelle Messgrofie [262,263)].

Die ITC liefert thermodynamische Parameter biochemischer Wechselwirkungen und mo-
lekularer Erkennungsprozesse. Sie eignet sich fiir viele biologisch relevante Makromo-
lekiil-Ligand-Interaktionen, z.B. Enzym-Substrat, Enzym-Arzneistoff, Hormon-Rezeptor,
Protein-DNA, Protein-Zucker, Protein-Lipid oder auch Lipid-Detergens [264-266]. Diese
Methode gestattet die Erstellung von Bindungs- und Verteilungskurven. Sie weist ge-
geniiber anderen Messverfahren folgende Vorteile auf: die Probe muss nicht homogen und
optisch klar sein, sie wird nicht zerstort (nicht invasive Methode), es ist keine Markierung
oder Immobilisierung erforderlich. Die Zeitdauer fiir die Gleichgewichtseinstellung ist re-
lativ kurz [267]. Die Experimente erfolgen unter isothermen Bedingungen. Aus einer Mes-

sung kann ein komplettes thermodynamisches Profil folgendermafen erstellt werden [268]:

Die Reaktionsenthalpie A H, die aufgrund des 1. Hauptsatzes der Thermodynamik von der
Temperatur 7', dem Druck p und der Zusammensetzung £ abhéngig ist (H = H (T, p,¢§)),
wird bei der ITC direkt gemessen [262]. Bei allen anderen Methoden kann AH nur aus der
Temperaturabhéngigkeit der Gleichgewichtskonstante K iiber die van’t Hoff-Beziehung
ermittelt werden (R - Gaskonstante) [269]:

<8an>p _ AH (2.3)

oT  RT?

Die partielle Ableitung der Enthalpieinderung nach der Temperatur entspricht der Ande-
rung der Warmekapazitit AC,. Ein Beitrag zu AC), ist der Grenzfliche der dem Was-
ser ausgesetzten hydrophoben Strukturen proportional und liefert Informationen iiber die

Wechselwirkungen der hydrophoben bzw. hydrophilen Molekiilstrukturen mit Wasser [46]:

3AH>
P

AC, — (8—T (2.4)



KAPITEL 2. THEORIE 24

Aus dem ITC-Experiment werden neben AH auch die Gleichgewichtskonstante K (bis
102 Mt [270,271]) und die Stéchiometrie der Reaktion ng bestimmt [272]. Um Aus-
sagen iiber die Richtung einer spontanen Zustandsdnderung zu erhalten, wird als weiterer
Parameter die Anderung der Entropie AS aus dem 2. Hauptsatz der Thermodynamik
genutzt. Aus dem Zusammenhang zwischen Enthalpie und Entropie ergibt sich nach der
GIBBS-HELMHOLTZ-Gleichung die Anderung der Freien Enthalpie AG:

AG = AH — TAS (2.5)

Die partielle Ableitung von AG nach der Stoffmenge n; bei konstantem Druck p und
konstanter Temperatur 7" stellt nach GIBBS das chemische Potential p; dar:

oG
;= 2.
s <3m>p,T (26)

AG entspricht bei Phasen mit mehreren Komponenten dem Ausdruck:

Bei idealen Mischungen gilt fiir die Abhéngigkeit von u; vom Molenbruch z;:

wi = ¢+ RT - Inx; (2.8)

Da im Gleichgewicht die chemischen Potentiale von zwei Phasen gleich sind (p;' = u;"),
ergibt sich unter Gleichgewichtsbedingungen zwischen AG® und K der Zusammenhang:

AG° = —RT - InK (2.9)

Auf der Grundlage der oben aufgefithrten Gleichungen (siehe auch [273,274]) erm6glicht
die Methode eine vollstindige thermodynamische Charakterisierung von physikalisch-
chemischen Vorgingen [275]. Sie wird auch fiir die Untersuchung zusitzlicher Einflussfak-

toren, wie der Temperatur, des pH-Wertes und der Ionenstérke des Mediums verwendet.

2.5.2 Differentialscanningkalorimetrie

Die DSC-Methode eignet sich zur Untersuchung temperaturinduzierter Zustandsédnde-
rungen von Biopolymeren, z.B. Proteinen, Nukleinséduren, Kohlehydraten und Lipiden. Es
konnen Konformationsdnderungen, Schmelzvorgéinge, Aggregations- und Hydratations-
prozesse charakterisiert, Einfliisse von pH-Wert, Ionenstarke und Losungsmittel bestimmt
sowie kinetische, Stabilitdts- und Reversibilitdtsdaten erhalten werden. Die DSC ist ins-
besondere fiir Phospholipidsysteme die Methode der Wahl, um die Identitdt und Reinheit

der Substanzen, die thermo- und lyotrope Mesomorphie, den Einfluss des Vesikeltyps,
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der Kettenldnge und der Kopfgruppe, die Mischungseigenschaften sowie den Effekt von
hydro-, amphi- und lipophilen Liganden zu untersuchen [60,276].

Bei diesem Verfahren erfolgt ein kontinuierliches Aufheizen oder Abkiihlen der Probe mit
der Heizleistung als Messgréfie. Die molare Wérmekapazitdt bei konstantem Druck C,
wird als Temperaturfunktion aufgezeichnet [277,278]. Die typischen Umwandlungspeaks,
deren integrierte Fliche die Umwandlungsenthalpie AH darstellt (Gl. 2.4), ergeben sich

durch temperaturinduzierte Strukturdnderungen in der Probe.

Weitere Parameter konnen mit den im Abschnitt 2.5.1 angefiihrten thermodynamischen
Grundlagen berechnet werden. Das Peakmaximum entspricht der Umwandlungstempe-
ratur T, [279,280], die als ,Indikator® fiir die Thermostabilitit der Probe betrachtet
werden kann [281]. Die Peaks besitzen in Abhéingigkeit von den Eigenschaften der Probe
verschiedene Formen: scharf und schmal fiir die Phasenumwandlung von Phospholipiden
(Abb. A.4), breit verlaufend fiir die Denaturierung von Proteinen [263]. Die Peakform und
die Halbwertsbreite stellen ein Ma8 fiir die Kooperativitét der Umwandlung dar [282].

2.5.3 Dynamische Lichtstreuung

Die Dynamische Lichtstreuung (DLS), die auch unter den Begriffen | Photonenkorrela-
tionsspektroskopie“ oder ,,Quasielastische Lichtstreuung* bekannt ist, liefert Informa-
tionen iiber die Gréflenverteilung der Partikel einer Probe. Die Lichtstreuung resultiert aus
der Diffusion der Teilchen infolge der BROWN’schen Molekularbewegung. Die DLS nutzt
die Wechselwirkungen zwischen der elektromagnetischen Strahlung mit Wellenléingen im

Bereich von 450-700 nm und den Ladungsverteilungen der Teilchen [283].

Bei der DLS werden die zeitlichen Schwankungen der Streuintensitét bis in den ns-Bereich
detektiert, die aus Konzentrationsfluktuationen durch die Diffusion von Teilchen resul-
tieren. Bei der Methode erfolgt die Messung der Streuintensitdten zu zwei aufeinander-
folgenden Zeitpunkten ¢ und ¢ 4+ 7. Daraus kann die Autokorrelationsfunktion go(7) der
Streuintensitidt I berechnet werden. Die Intensitdtsautokorrelationsfunktion go(7) steht
mit der der elektrischen Feldstérke E ¢;(7) im Zusammenhang [284]:

{£(0) - I (7))

g2(r) = S — 1 () gi(r) = LEO 20D

(ED (2.10)

91(7) wird durch folgende Exponentialfunktion beschrieben, die den Diffusionskoeffizient
D und den Streuvektor ¢ beinhaltet:

gi(r) = e DI (2.11)
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In den Streuvektor ¢ flieBen die Wellenlénge A und der Streuwinkel © ein [284]:

4 e
= . gin— 2.12
=~ sing (2.12)
Bei den durchgefiihrten DLS-Experimenten ist der Streuvektor durch die definierten Werte
fiir den Streuwinkel und die Wellenlédnge konstant. Aus dem Diffusionskoeffizient ldsst
sich der hydrodynamische Radius der Partikel R} iiber die STOKES-EINSTEIN-Beziehung
unter Verwendung der BOLTZMANN-Konstante kp und der Viskositdt n des Mediums

ermitteln [285]:
kT

B 671Dy

B (2.13)

Es handelt sich hierbei um den wechselwirkungsfreien Diffusionskoeffizienten Dy, der die
Interaktionen der Teilchen mit den Nachbarpartikeln bzw. den Losungsmittelmolekiilen
vernachléssigt und nur fiir sphérische Partikel gilt. Die Beriicksichtigung von interpar-
tikuldren Wechselwirkungen fiir die Bestimmung des scheinbaren Diffusionskoeffizienten
D,,, erfordert die Einbeziehung eines zweiten Terms in Gl. 2.13, der aber bei der An-
nahme des Modells der ,,Harten Kugel“ entfallen kann [286] und deshalb nicht aufgefiihrt
wird. Die Verteilung des Diffusionskoeffizienten wird durch multiexponentielle Kurven-

anpassung analysiert (Abschnitt A.3.3).

2.5.4 Kleinwinkel-Neutronenstreuung

Die Kleinwinkel-Neutronenstreuung (SANS) ist eine geeignete Methode, um Informa-
tionen iiber die Grofle, Form und Struktur von kolloidalen Teilchen zu gewinnen. Sie
nutzt die Wechselwirkungen zwischen Neutronen und Atomkernen der Probe. Wie bei der
statischen Lichtstreuung (LS) wird auch bei der SANS die Streuintensitit ermittelt, die
dem differentiellen Streuquerschnitt d/dS) entspricht. Es handelt sich um die Anzahl der

Neutronen, die pro Zeiteinheit im Raumwinkelelement gestreut werden [287].

Im Gegensatz zur LS liegen die Wellenldngen bei der Neutronen- und Rontgenstreuung im
A-Bereich. Die SANS weist fiir die Untersuchung biochemischer Fragestellungen, bei denen
vorzugsweise leichte Elemente wie C, H, O, N und P vorhanden sind, den Vorteil auf, dass
sie nicht wie die Rontgenstreuung auf grofle Elektronendichteunterschiede angewiesen ist.
Der Kontrast zwischen Wasserstoff und Deuterium ist bei der SANS ausreichend. Daher
eignet sich bei dieser Methode deuteriertes Wasser (D20) als Losungsmittel [288].

Mit der SANS wird im Vergleich zur LS wegen der Vergroflerung des Streuvektors ¢ eine
bessere Auflosung und damit die Charakterisierung der Molekiilstrukturen bis in den
A-Bereich erzielt. Die SANS-Methode liefert im Gegensatz zur LS auch Aussagen iiber

interpartikuldre Wechselwirkungen des Systems.
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Ergebnisse und Diskussion

3.1 (Gallensalz-Phospholipid-Gemische

3.1.1 Verteilung
3.1.1.1 Gallensalz-DPPC-Systeme

Die Verteilung der Detergentien NaC und NaDC in DPPC-Vesikeln wurde mittels ITC
(Methode: siche Abschnitt A.1.1) untersucht. In der Abb. 2.17 ist zu erkennen, dass das
Verteilungsexperiment ausschliellich im Vesikelbereich des Phasendiagramms stattfindet.
Die Detergenskonzentration liegt deutlich unterhalb der emc, so dass nur GS-Monomeren
in der Losung vorhanden sind. Diese werden in die Vesikel eingebaut, ohne die Doppel-
schichten zu zerstoren. Es entstehen MV, deren physikochemische Eigenschaften sich mit

zunehmendem Anteil an inkorporierten GS-Molekiilen éndern.

Je ein Beispiel fiir ein Verteilungsexperiment mit NaC und NaDC in H,O ist in der
Abb. 3.1 dargestellt. Bei diesem Versuch wird eine hochkonzentrierte DPPC-Dispersion
aus der Injektionsspritze in die Messzelle titriert, die eine Losung mit GS-Monomeren

enthilt. Die Lipidzugabe erfolgt mit 50 Injektionen a 5 ul.
Bei jeder DPPC-Injektion wird durch den Einbau der GS-Molekiile Wiarme freigesetzt,

wie aus den exothermen Peaks in den Wirmefluss-Zeit-Diagrammen (Abb. 3.1 A’, A”)
ersichtlich ist. Mit steigender Lipidkonzentration in der Messzelle bis 3,5 mM sinkt der
Anteil an freiem GS durch die Verdiinnung und den Einbau in die Vesikel. Dadurch
nimmt die Reaktionswédrme () kontinuierlich ab und n#hert sich einem konstanten Wert,
der Verdiinnungswérme der Vesikel. Die Reaktionswarme () als Funktion der Lipidkonzen-
tration L (Abb. 3.1 B’, B”) wird durch die Integration der Fléche der Titrationspeaks

erhalten.

27
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Fiir die Charakterisierung der Verteilungsexperimente wird der Verteilungskoeffizient P

bestimmt, der als das Verhéltnis der Molenbriiche von Aggregat-gebundenem (z3) und in

der wissrigen Phase frei vorhandenem (z,,) Detergens definiert ist:
Ty

p==
Ty

(3.1)

Beide Molenbriiche kénnen unter Beachtung der Lipidkonzentration L, der Aggregat-
gebundenen und der freien Detergenskonzentrationen D, bzw. D, sowie der molaren
Wasserkonzentration W (= 55,5 M) beschrieben werden:

Dy
Db+L

D,
Ty = ———
Y D+ W

xp = (3.2)
Aufgrund der negativen Ladung der GS-Molekiile fithren deren Adsorption an bzw.
deren Einbau in die PL-Membranen zu einer negativen Aufladung der Vesikeloberflache.
Deshalb muss der Einfluss der elektrostatischen Wechselwirkungen bei der Ermittlung der
Verteilungskoeffizienten und der Transferenthalpien AH7 fiir den Transfer von Detergens-
molekiilen aus der wéassrigen Phase in die Doppelschichten beriicksichtigt werden. Die
Berechnung der Oberflichenladungsdichte o der Membran erfolgt nach KUCHINKA und
SEELIG [289]:
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mit der elektrischen Ladungszahl des Detergens z, der Elementarladung ey, der mittleren
Oberflache eines Lipidmolekiils A, (Ar_pppc ~ 65 A2 [290]) und der eines Detergens-
molekiils Ap (Ap_gg =~ 40 A? [291]). Daraus wird mit der GRAHAME-Gleichung [46] fiir
1:1-Elektrolyte das Oberflichenpotential 1y berechnet:

o = —kp - - h i +1 (3.4)
0= "MB T, acos dege, RT - 1000 - ¢y '

mit der elektrischen Feldkonstante ¢y, der Dielektrizitéitszahl von Wasser ¢, und der Elek-
trolytkonzentration c.. Unter Einbeziehung der Elektrostatik und der Annahme einer

nichtidealen Mischung [292] ergibt sich fiir den scheinbaren Verteilungskoeffizienten P:

oo (1—ap)?
P=pP-c k8T . " R-T (3.5)

Dabei ist P, der intrinsische Verteilungskoeffizient fiir das Detergens in Lipidgegenwart.
Der erste Exponent beinhaltet die Korrektur der Elektrostatik und der zweite Exponent
die der nichtidealen Mischung mit dem Nichtidealitdtsparameter p. Die Konzentration an

Aggregat-gebundenem Detergens D, kann als Funktion von D; und L ausgedriickt werden:

1 W 1
Dy=5(Dy—L) = 5+

2
P Z(Dt + L)2 — %(Dt - L) L + : <E> (3.6)

P 4\ P

Die Bulkkonzentration des Detergens D,px wird aus den Dy- und D,-Werten errechnet:

Dbt = Dy — Dy (3.7)

Daraus lésst sich unter Berticksichtigung der GOUY-CHAPMAN-Theorie [293] die Deter-

genskonzentration an der Membranoberfliche D,, ermitteln:

_z-€0- Yo
Dw = owulk - € kB T (38)

Die Konzentrationsdnderung an gebundenem Detergens als Funktion des zugegebenen
Phospholipids wird aus der Ableitung erhalten, die sich numerisch aus den Konzentra-

tionen D, und L nach der n-ten und der darauffolgenden Vesikelinjektion n+ 1 berechnet:

ADy . Db(n+1) - Db(n)
AL Ly — Ly,

(3.9)

Die molare Reaktionswirme AH setzt sich aus der Transferenthalpie AH? des Einbaus
von GS-Molekiilen in die Vesikel und der Verdiinnungswiarme AHy; der PL-Dispersion

zusammen, die wie im Abschnitt A.1.3.1 beschrieben, bestimmt wurde:
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AH=— -AH AHy; 1

Die A H4;-Werte sind geringe Warmemengen, die bei der Verdiinnung von Lésungen durch
die VergroBerung des Molekiilabstandes entstehen [294]. Diese werden in separaten Mes-
sungen ermittelt (Abschnitt A.1.3). Die experimentell erhaltene Reaktionswirme @) ent-
spricht dem Produkt aus der molaren Reaktionswéirme AH, der Lipidkonzentration in

der Injektionsspritze Ly, und dem Injektionsvolumen v;,;:

Q =AH - Lsyr * Ving (311)

Der Verteilungskoeffizient P und die Transferenthalpie AHT ergeben sich als Parameter
aus den oben aufgefithrten Gleichungen durch eine nichtlineare Kurvenanpassung (Ab-
schnitt A.1.3) der experimentell ermittelten (-Werte als Funktion der Lipidkonzentra-
tion. Die Ergebnisse der Verteilung von NaC und NaDC in DPPC-Vesikeln in H,O und
0,1 M NaCl sind in der Abb. 3.2 dargestellt. Mit der Gl. 2.9 kénnen die Anderungen der
Freien Enthalpie AG; fiir den intrinsischen und den mittleren Verteilungskoeffizienten
Py bzw. P,, durch AG@ = -RT - InPy errechnet werden (Index '#’ steht fiir 0’ oder
‘av’ (average); 'av’ entspricht der 25. Zugabe von 50 Injektionen bzw. der 12. Zugabe von
25 Injektionen). Die Entropiednderung AS; wird {iber die GIBBS-HELMHOLTZ-Gleichung
(Gl. 2.5) bestimmt. Die erhaltenen thermodynamischen Gréflen fiir die Verteilung von
NaC und NaDC in DPPC-Vesikeln sowie die Mizellisierung [84] der beiden GS in HyO
und 0,1 M NaCl sind in der Tab. 3.1 zusammengefasst.

Die Transferenthalpien AH7 fiir den Transfer von GS-Molekiilen aus der wiissrigen Phase
in die DPPC-Vesikel sind negativ, aber die Betrége gering im Vergleich zu den Mizellisie-
rungsenthalpien AH,,;. fiir den Transfer von GS-Molekiilen in Mizellen bei 60°C. Die
Betriige der Anderung der Freien Enthalpie sind fiir den Einbau von GS in DPPC-
Vesikel (AGT) deutlich groBer als fiir die Mizellisierung (AG,,). Bei der Verteilung
wird der Einfluss des GS-Anteils auf AGT erkennbar. Dies gilt am stirksten fiir NaC
in H,O. Mit steigender GS-Konzentration in den Vesikeln sinken die AGT-Betriige von
AGE = —43,4 kJ-mol™! auf AGL = —24,8 kJ-mol~!. Diese Konzentrationsabhéingigkeit
der Verteilung ist auf die negative Aufladung der Vesikeloberfliche durch den GS-Einbau
zuriickzufiihren, wodurch die GS-Konzentration in der unmittelbaren Membranumgebung
sinkt. Dies verdeutlichen die Verteilungskoeffizienten. Wahrend P, ein konstanter, hypo-
thetischer Wert ist, wird P,, mit steigendem GS-Anteil in den Vesikeln kleiner. Auch
fithrt das nichtideale Mischungsverhalten zu einer Verringerung von F,,. Dieser Effekt
konnte schon von KELLER et al. [292] bei dem nichtionischen Detergens OG festgestellt
werden. In 0,1 M NaCl wurden grofiere AHT-Betrige als in HyO erhalten. Der Einfluss
der erhohten Ionenstéirke des Mediums ist bei NaDC starker ausgeprégt als bei NaC.
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Aus dem Verlauf der Verteilungskurven in der Abb. 3.2 geht die Auswirkung der Ionen-
stirke auf die Verteilung hervor. Durch die stéirkere Abschirmung der negativ geladenen
GS-Kopfgruppen in NaCl im Vergleich zu HyO werden die elektrostatischen Effekte re-
duziert, wodurch groBere Werte fiir P,, und AGZ durch den Einbau von GS-Molekiilen
in die Vesikel zu erwarten sind. Dies trifft fiir NaC zu, fiir NaDC allerdings wurde ein
gegensitzliches Verhalten ermittelt. Die Kurven im @-L-Diagramm (Abb. 3.2) weisen
charakteristische Unterschiede im Verteilungsverhalten auf. Die NaC-DPPC-Systeme zei-
gen einen kontinuierlichen Kurvenverlauf, die Kurven der NaDC-DPPC-Systeme hingegen
besitzen eine Diskontinuitdt mit einem anfinglich steileren und anschliefend schwéche-
rem Anstieg. Daraus kann auf unterschiedliche Verteilungsmechanismen fiir die beiden GS
geschlussfolgert werden, die auf die strukturellen Differenzen und die damit verbundenen

Unterschiede in der Hydrophilie zuriickzufiihren sind.

Die Entropiezunahme ist fiir den Transfer der GS-Molekiile aus der wéssrigen Phase in
die Vesikel bedeutend gréfler als fiir den in die Mizellen. Durch die starke Temperatur-
abhéngigkeit von AH (Gl. 2.4) ist der Wert bei 30°C fiir die Mizellisierung von ioni-
schen Detergentien wie den GS null. Die AC, ,,;.-Werte betragen fiir diesen Prozess
—260 bis —360 J-mol~*-K~!. Negative Werte charakterisieren die Abschirmung der hydro-
phoben Oberflichen vom Wasser durch die Aggregation. Die AH7-Betriige weisen fiir die
Verteilung kleinere Werte als fiir die Mizellbildung bei 60°C auf, weil der Nulldurchgang
von AH zu hoheren Temperaturen verschoben ist bzw. die AC,-Werte fiir die Verteilung
geringer sind. Eine Untersuchung der Temperaturabhingigkeit von AHT, AC, und die
exakte Bestimmung des Nulldurchgangs konnten wegen der hohen Hauptphasenumwand-
lungstemperatur von DPPC (7,,=41,4°C [295]) fiir den Einbau von GS-Molekiilen in die
Vesikel nicht erfolgen.
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Tab. 3.1: Thermodynamische Parameter fiir die Verteilung von NaC und NaDC in DPPC-
Vesikeln sowie fir die Mizellbildung (Index 'mic’) [84] von NaC und NaDC jeweils in HyO
bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 60°C

NaC + NaC + NaDC + NaDC +
DPPC DPPC DPPC DPPC
in H,O in NaCl in H,O in NaCl
P, 6,38 - 106 9,75-10° 4,38-107 2,30-10°
P, 7750 1,97-10° 3,13-10° 2,62-10*
AHT /kJ-mol~! -1,2 -1,9 -0,7 -6,7
AGY /kJ-mol 1 -43,4 -38,2 -48,7 -34,2
AGT /kJ-mol~! -24.8 -33,8 -35,0 -28,3
TASE /kJ-mol 1 42,2 36,3 48,1 27,5
TAST /kJ-mol~? 23,6 31,9 34,4 21,6
AH ;e /kJ-mol 1 -7,0 7,2 -10,3 -13,0
AG ;e /kJ-mol ™ -22,0 -23,0 -23,4 -26,4
TASpmic/kJ-mol~! 15,2 15,6 13,1 13,4

Die Daten von OLLILA und SLOTTE [296] eigneten sich nicht zu einer vergleichenden
Betrachtung, da hierbei die elektrostatischen Effekte beim Einbau von NaC- und NaDC-
Molekiilen in PC-Vesikel nicht beriicksichtigt wurden. Neuere Ergebnisse zur Verteilung
von GS in ungesittigten POPC-Vesikeln ergaben folgende AC,-Werte: —46 J-mol - K~*
fiir NaC/H,0, —91 J-mol~'-K~! fiir NaC/NaCl, —150 J-mol~'-K~! fiir NaDC/H,O und
—302 J-mol !-K~! fiir NaDC/NaCl [297]. Demzufolge scheint in den PC-Vesikeln einer-
seits mehr hydrophobe GS-Oberfliche dem Wasser ausgesetzt zu sein als in den Mizel-
len bzw. andererseits auch mehr hydrophobe Lipidoberfliche durch das Eindringen der
GS-Molekiile in die Doppelschichten. Dies bedeutet, dass die Mizellen einen effektiveren
Schutz der hydrophoben GS-Molekiilstrukturen vor dem Wasser ermdoglichen.

3.1.1.2 Gallensalz-DPPG-Systeme

Die Verteilung von GS-Molekiilen in DPPG-Vesikeln wurde vergleichsweise zu der in
DPPC-Vesikeln untersucht. Die Experimente erfolgten in 0,1 M NaCl, um die Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse mit dem negativ geladenem Phospholipid DPPG zu gewéhr-
leisten. Auch in diesem Fall empfahl sich die Durchfiihrung bei 60°C, da die Umwandlung
der Gel- in die fliissigkristalline Phase fiir DPPG bei T,,=40,6°C [295] stattfindet.

Ein deutlicher Unterschied im Verteilungsverhalten von NaC und NaDC ist bei DPPG
(Abb. 3.3) ebenso erkennbar wie bei DPPC, der sich im zweistufig erscheinenden Kurven-
verlauf von NaDC im ()-L-Diagramm widerspiegelt. Die ermittelten thermodynamischen

Parameter fiir die Verteilung in DPPG-Vesikeln sind in der Tab. 3.2 zusammengefasst.
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Die Transferenthalpien AH7T lassen wie auch bei DPPC in 0,1 M NaCl beachtliche Diffe-
renzen zwischen den beiden GS erkennen. Die Betrige sind im Vergleich zu DPPC etwa
doppelt so grof. Damit liegt AHT fiir die NaDC-Verteilung fast bei AH,,;. fiir die Mi-
zellbildung von NaDC. Das folgende Verhalten fiir die AH?-Betrige - DPPG > DPPC
- wurde auch fiir die Verteilung des nichtionischen Detergens OG beobachtet [298]. Im
Vergleich zu DPPC ist Py bei DPPG wesentlich gréfler. Die Fy- und P,,-Werte variieren
beim DPPG um zwei Zehnerpotenzen, wie am steileren Anstieg zu Beginn der Vertei-
lungskurven fiir DPPG gegeniiber DPPC (Abb. 3.2) zu erkennen ist.

NaC NaDC I
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o 100 + 41000
= bei 60°C in 0,1 M NaCl:
Q. L 1 1. .
1300 1300 Transferenthalpien AHT,
2000F | 1 1 2000 intrinsische, mittlere Vertei-
— 1 lungskoeffizienten Py, Pgy;
22500 + A U'jr:-?),S KJ-mol” 1 * =-11,2 kJ-mol’ 42500 . .
pi=25610; P, =38910° Py~ 17110, P —79610 Punkte.. . experimentelle Da
T ten, Linien: berechnete Daten
00 05 10 1,5 20 25 30 35 00 05 10 1,5 20 25 30 35 B
J > B > ) 2 B 5. > s B B t) 2} i 5. ]
LM fiir 25x10 wl

Die Experimente von KELLER [298] zur Abhéngigkeit des Verteilungskoeffizienten von der
Vesikelgrofle ergaben hohere P-Werte fiir starker gekriimmte Vesikel mit kleineren Durch-
messern. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten DLS-Experimente (Abschnitte 3.1.2.1 u.
3.1.2.2) zeigten, dass sich durch die analoge Vesikelherstellung mittels Ultraschall grofiere
DPPC-Vesikel mit Rj, ~ 40 nm und kleinere DPPG-Vesikel mit R;, ~ 25 nm bilden.

Tab. 3.2: Thermodynamische Parameter fir die Verteilung von NaC und NaDC in DPPG-
Vesikeln in 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 60°C

NaC + DPPG NaDC + DPPG

P, 2,56 - 106 1,71-107

P,, 3,98-104 7,96 - 10°
AHT /kJ-mol~! -3,5 -11,2
AGY /kJ-mol 1 -40,9 -46,1
AGT /kJ-mol~? -29.3 -37,6
TAST /kJ-mol ! 374 34,9
TAST /kJ-mol~! 25,8 26,4
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Daraus wird geschlussfolgert, dass die hoheren Fy-Werte von DPPG auf deren geringere
Grofle bzw. stérkere Kriimmung gegeniiber DPPC zuriickzufiihren sind. Im Unterschied
zum zwitterionischen DPPC ist bei dem negativ geladenen Lipid der mittlere Verteilungs-
koeffizient P,, fiir die Inkorporation von NaDC grofler als fiir die von NaC. Demzufolge
ist der Einbau von NaDC-Molekiilen in die DPPG-Membran stérker begiinstigt als der
von NaC. Dieses Verhalten wird auch durch die entsprechenden AGT-Werte bestitigt.
Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die GS-Verteilung in ungeséttigten POPC-Vesikeln er-
halten [297].

3.1.1.3 Gallensalz-DPPC/DPPG-Systeme

Im Folgenden wurde die Verteilung von NaC und NaDC in gemischten DPPC/DPPG-
Vesikeln in den molaren Verhéltnissen 1:1 und 3:1 untersucht. Die Experimente erfolgten
ebenfalls bei 60°C in 0,1 M NaCl. In Analogie zu den Einzelkomponenten DPPC und
DPPG zeigen auch diese Gemische die charakteristischen Unterschiede im Verteilungs-
verhalten der beiden GS (Abb. 3.4): ein kontinuierlicher Kurvenverlauf fiir den NaC-
und ein diskontinuierlicher fiir den NaDC-Einbau. Die Tab. 3.3 enthilt die ermittelten

thermodynamischen Parameter fiir die 1:1- und 3:1-Gemische.

Die Transferenthalpien AHT fiir die DPPC/DPPG-Mischungen verhalten sich wie die
fiir DPPG mit etwa doppelt so grofien Betrigen gegeniiber denen von DPPC. Die AH”-
Werte der Gemische liegen betragsméfliig etwa dreifach so hoch fiir die Verteilung von
NaDC im Vergleich zu NaC und stimmen ann&hernd mit denen von DPPG {iberein.
Fiir die Verteilungskoeffizienten sind bei den gemischten DPPC/DPPG-Vesikeln gleiche
Tendenzen wie bei DPPG erkennbar: die Py- und P,,-Werte differieren jeweils um zwei

Zehnerpotenzen und sind fiir die NaC- kleiner als fiir die NaDC-Verteilung.
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Die AG!- und AGZ -Werte fiir die beiden Lipidgemische stimmen ebenfalls mit denen
fir DPPG iiberein. Die errechneten TASZ -Werte betragen fiir die Verteilung von NaC
und NaDC sowohl in den DPPC/DPPG-Mischvesikeln als auch in DPPG-Membranen
~ 26 kJ-mol~! und liegen damit iiber den T'AS,,;.-Werten der GS (~ 13-15 kJ-mol™1).

Tab. 3.3: Thermodynamische Parameter fiir die Verteilung von NaC und NaDC' in gemischten
DPPC/DPPG(1:1)- und DPPC/DPPG(3:1)-Vesikeln in 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 60°C

NaC + NaDC + NaC + NaDC +
PC/PG(1:1) | PC/PG(1:1) | PC/PG(3:1) | PC/PG(3:1)

P, 2,61 - 106 1,56 - 107 1,71-10° 1,68 - 107

P, 3,96 - 10* 8,04 -10° 2,83-10% 7,85-10°
AHT /kJ-mol ™! -3,8 12,5 -3,5 -11,3
AGT /kJ-mol 1 -40,9 -45.9 -39,7 -46,1
AGT /kJ-mol~? -29,3 -37,6 -28,4 -37,6
TAST /kJ-mol ! 37,1 33,4 36,2 34,8
TAST /kJ-mol ! 25,5 25,1 24,9 26,3

3.1.1.4 Gallensalz-SPC-Systeme

Die Verteilung der beiden GS NaC und NaDC in SPC-Membranen in HyO bzw. 0,1 M NaCl
wurde ebenfalls mit der ITC untersucht. Da es sich beim SPC um ein natiirliches Phos-
pholipidgemisch mit einem Anteil an ungesittigten F'S von iiber 80% handelt, liegt dessen
Hauptphasenumwandlungstemperatur 7}, je nach Zusammensetzung zwischen —10°C und
—15°C [58]. Dadurch waren bei diesem Lipid neben den Messungen bei 60°C, die dem
Vergleich mit den synthetischen PL dienten, auch solche bei 30°C moglich.

Beispiele fiir je einen Verteilungsversuch mit NaC in H,O bei 30°C und 60°C sind in
der Abb. 3.5 zu sehen. Bei beiden Temperaturen werden exotherme Reaktionswirmen
gemessen. Die gleiche Skalierung in den Warmefluss-Zeit- und den @-L-Diagrammen ldsst
den Einfluss der Temperatur auf den Verteilungsprozess erkennen. Bei der hoheren Tempe-

ratur verlauft die Detergensinkorporation wesentlich stédrker exotherm.

Einen Uberblick iiber die erzielten Ergebnisse fiir die Verteilung von NaC und NaDC
in SPC-Vesikeln in HyO bzw. 0,1 M NaCl bei 30°C und 60°C liefern die Abb. 3.6 und
die Tab. 3.4. Die Differenzen im Verteilungsverhalten zwischen dem Trihydroxy-GS und
dem Dihydroxy-GS sind wie beim DPPC eindeutig sichtbar. Wie schon bei den synthe-
tischen PL beobachtet, ergibt sich im Fall des NaC-Einbaus ein kontinuierlicher Kur-
venverlauf, widhrend beim NaDC-Einbau eine Unterteilung in zwei Prozesse zu erfolgen
scheint. Diese werden durch den anfinglich steileren und dann schwécheren Anstieg der

NaDC-Verteilungskurven gekennzeichnet.
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Da die nichtlineare Kurvenanpassung auf einem Verteilungsmodell beruht, dass die GS-
Inkorporation in die PL-Membran als einfachen Prozess beschreibt, stimmen die berechne-
ten Werte der Reaktionswérme @) fiir die NaC-Verteilung besser mit den experimentellen

Daten {iberein als fiir die NaDC-Verteilung.

Die erhaltenen negativen Transferenthalpien AHT fiir den Transfer von GS-Molekiilen
aus der wéssrigen Phase in die SPC-Vesikel liegen in der gleichen Gréflenordnung wie
bei den DPPC-Vesikeln. Die Werte sind bei 60°C betragsméflig grofler als bei 30°C.
Eine Ausnahme bildet das NaDC-SPC-System in HyO, bei dem fiir beide Temperaturen
—0,4 kJ-mol~! errechnet wurde. In Ubereinstimmung mit den DPPC-Resultaten erga-
ben sich die héchsten AHT-Betriige fiir die NaDC-Verteilung in 0,1 M NaCl. Bei diesem
NaDC-SPC-System in 0,1 M NaCl unterscheiden sich die Transferenthalpien bei 30°C und
60°C um den maximalen Betrag von ~ 5 kJ-mol™!, withrend bei den anderen Systemen
die Differenzen geringer sind. Die AH”-Betrige sind beim SPC analog zum DPPC in
0,1 M NaCl grofler als in HyO, aber insgesamt in beiden Medien deutlich kleiner als die
Mizellisierungsenthalpien fiir die Mizellbildung der beiden GS (Tab. 3.1).

Die Betrige fiir die Anderungen der Freien Enthalpien bei der Verteilung AGE und AGE,
liegen hoher als bei der Mizellbildung AG,,;. und werden ebenso wie die Verteilungskoeffi-
zienten Py und P,, vom Anteil des gebundenen Detergens in der Membran und der daraus
resultierenden negativen Aufladung der Vesikeloberfliche bestimmt. Dies ist an den mit

steigender Detergenskonzentration sinkenden AGZ - und P,,-Werten zu erkennen.

Ein groflerer Verteilungskoeffizient entspricht einem héheren Anteil an Membran-gebun-
denem Detergens. Die Py-Werte fiir alle untersuchten GS-SPC-Systeme sind ebenso wie
fiir die GS-DPPC-Systeme in HyO grofler als in der Salzlosung.
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Abb. 3.6: Reaktionswirme Q vs. Lipidkonzentration L fiir die Verteilung von NaC (10 mM bzw.
4 mM) und NaDC (4 mM bzw. 1 mM) in SPC-Vesikeln (20 mM) bei 30° C und 60° C in HyO
bzw. 0,1 M NaCl: Transferenthalpien AHT, intrinsische, mittlere Verteilungskoeffizienten Py,
P,,; Punkte: experimentelle Daten, Linien: berechnete Daten fiir 50z5 ul

Daraus wird geschlussfolgert, dass die Verteilung der GS-Molekiile zu Beginn des Deter-
genszusatzes, bei dem noch keine Vesikeloberflachenladung auftritt, in HoO im Vergleich
zu 0,1 M NaCl begiinstigt ist. Die erhohte lonenstirke in 0,1 M NaCl und die damit
verbundene stérkere Reduzierung der elektrostatischen Effekte fiihrt bei 30°C fiir NaC
und NaDC sowie bei 60°C fiir NaC zu betragsméiBig groferen AGE - und P,,-Werten
in 0,1 M NaCl gegeniiber H,O. Daraus wird eine bessere Verteilung in der Salzlosung
abgeleitet. Wie beim DPPC wurde fiir die NaDC-Verteilung in SPC-Vesikeln bei 60°C
ein entgegengesetztes Verhalten beobachtet, das demzufolge nicht nur durch strukturelle
Unterschiede zwischen den beiden GS, sondern auch durch den Temperatureinfluss be-
dingt ist. Dieser ist an den Transferenthalpien und der Differenz zwischen Py und P,, zu
erkennen und bei dem System NaDC-SPC in 0,1 M NaCl am starksten ausgepréigt. Das
Ergebnis wird durch weitere Untersuchungen mit dem ungeséttigten POPC belegt [297].

Die errechneten intrinsischen und mittleren P-Werte sind bei 30°C geringfiigig hoher als
bei 60°C. Dies léasst auf einen bei der tieferen Temperatur giinstigeren GS-Einbau in die
Membran schliefen und korreliert mit der geringeren Monomerloslichkeit bzw. kleineren
cme der GS bei 30°C.
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Tab. 3.4: Thermodynamische Parameter fiir die Verteilung von NaC und NaDC in SPC-Vesikeln
in HyO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 30°C und 60°C

NaC + NaC + NaDC + NaDC +
SPC SPC SPC SPC
in H,O in NaCl in H,O in NaCl
T = 30°C
P, 8,26 - 106 1,55 - 108 7,05-107 1,38-10°
P, 8631 2,62-10° 4,31-10° 8,68-10°
AHT /kJ-mol~! -0,7 -1,1 -0,4 2,1
AGY /kJ-mol 1 -40,1 -35,9 -45.5 -35,6
AGT /kJ-mol~! -22.8 -31,4 -32,6 -34,5
TAST /kJ-mol 1 39,5 34,8 45,2 33,5
TAST /kJ-mol~! 22,2 30,4 32,2 32,4
T = 60°C
P, 6,87 - 108 1,12-108 4,31-107 3,53-10°
P, 8129 2,21-10° 3,19 -10° 2,48 - 10*
AHT /kJ-mol~! -1,6 -2,2 -0,4 -7,3
AGT /kJ-mol 1 -43,6 -38,6 -35,9 -35,4
AGT /kJ-mol~! -24.9 -34,1 -35,1 -28,0
TASE /kJ-mol 1 42,0 36,4 35,6 28,0
TAST /kJ-mol~? 23,4 31,9 34,7 20,7

Aus der Temperaturabhiingigkeit der Transferenthalpie ist die Anderung der molaren
Wiirmekapazitdt AC, (Gl. 2.4) berechenbar. Die Werte fiir die zwei Temperaturen erlau-
ben eine Abschétzung der AC),-Werte, die fiir NaC-SPC und NaDC-SPC in H,O sowie
NaC-SPC in NaCl durch sehr kleine Betréige gekennzeichnet sind. Im Vergleich dazu ergibt
sich fiir NaDC-SPC in 0,1 M NaCl mit AC, = —173 J-mol '-K™! ein wesentlich groBerer
Betrag. Dieser negative Wert resultiert aus der fiir NaDC in 0,1 M NaCl am stérksten
ausgepriagten Verringerung der hydrophoben, dem Wasser ausgesetzten GS-Oberflidche
durch den Einbau in die Vesikel. Im Vergleich zum POPC mit AC, = —302 J-mol'-K™!
fiir NaDC in 0,1 M NaCl [297] ist die Abschirmung der hydrophoben Strukturen vor dem
Wasser in SPC- weniger effektiv als in POPC-Vesikeln. Dies wird auf die hohere Fluiditéat
und den damit verbundenen gréferen Wasseranteil in den Doppelschichten der natiir-
lichen SPC-Membranen zuriickgefiihrt. Ahnliche AC,-Werte lieferten Studien von WENK
et al. zur Verteilung der nichtionischen Detergentien OG mit —313 J-mol~*-K~! [299] und
Octylthioglucosid (OTG) mit —409 J-mol~'-K~! [300] in POPC-Membranen.
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3.1.1.5 Zusammenfassung

Die ITC-Experimente zur NaC- und NaDC-Verteilung in synthetischen DPPC-, DPPG-,
DPPC/DPPG(3:1)- und DPPC/DPPG(1:1)- sowie in natiirlichen SPC-Vesikeln ermog-
lichen die simultane Bestimmung der Verteilungskoeffizienten und der Transferenthalpien.
Fiir eine vergleichende Betrachtung sind die Verteilungskurven von DPPC, DPPG und
den DPPC/DPPG-Mischungen mit NaC und NaDC in NaCl in der Abb. 3.7 und die von
DPPC und SPC mit beiden GS in HyO bzw. NaCl in der Abb. 3.8 gegeniibergestellt.

Der Detergenseinbau in die Vesikel fiihrt zu einer elastischen Ausdehnung [164] und einer
Storung der Membranordnung [75], die durch eine verringerte Alkylkettenordnung [140],
eine gesteigerte Fluiditét [169] und Membranpermeabilitét [301] gekennzeichnet sind. Die
strenge Packung der hydrophoben Alkylketten der Membran wird durch die Inkorporation
der Detergensmolekiile aufgelockert, wiahrend der PL-Kopfgruppenbereich fast unbeein-
flusst bleibt [299]. Studien von HEERKLOTZ et al. [302-304] an Mischungen von Oli-
go(ethylenoxid)alkylethern (z.B. C13EO,,) mit POPC ergaben fiir den Detergenseinbau in
die Membranen eine laterale Kompression im Kopfgruppenbereich durch die Dehydrata-

tion und eine Expansion im PL-Alkylkettenbereich durch die Membranfluidisierung.

Bei allen Systemen verlduft der Verteilungsprozess fiir das Trihydroxy-GS NaC konti-
nuierlich, wahrend fiir das Dihydroxy-GS NaDC eine Unterteilung in zwei Stufen sichtbar
wird (senkrechter Strich in Abb. 3.7 und 3.8). NMR-Untersuchungen zeigten, dass die
GS-Molekiile asymmetrisch an die Membranen binden [305]. Zuerst lagern sie sich pla-
nar an der duBeren Monoschicht an [140], dann erfolgt die senkrechte Inkorporation in die
Doppelschichten der Vesikel [203-205] mit einer Anordnung von sechs PL- pro GS-Molekiil
[202]. NAGATA et al. [166] ermittelten durch Stopped-Flow-Untersuchungen eine 500fach
bessere Membranpenetration durch NaDC im Vergleich zu NaC. CABRAL et al. [168]
(Tab. 2.2) fanden 50fach hohere Flip-Flop-Raten fiir DCA gegeniiber CA. Dadurch ist
der deutlich steilere Anfangsbereich im Kurvenverlauf bei der NaDC-Verteilung erklérbar.
Das Membranpenetrationsvermogen des Detergens korreliert mit dessen Mizellbildungs-
tendenz [159,306]. Dies konnte anhand der vorliegenden Ergebnisse bestitigt werden. Das
stiarker hydrophobe NaDC mit der geringeren cmc weist gegeniiber NaC die hoheren Ver-
teilungskoeffizienten auf. Der anschlieBende Kurvenverlauf ist fiir NaDC flacher als fiir
NaC. Die zwei Stufen bei der NaDC-Verteilung beinhalten zuerst den schnellen Prozess
der Adsorption und Inkorporation in die &uflere Monoschicht und danach den langsa-
meren Transmembranprozess, dessen Geschwindigkeit mit steigendem GS-Anteil in der
Membran zunimmt. Bei der NaC-Verteilung erfolgt durch dessen hydrophileren Charak-
ter eine langsamere Inkorporation. Dadurch ergibt sich ein kontinuierlicher Kurvenverlauf.
Der zweistufige Verteilungsablauf wurde bereits von EDWARDS und ALMGREN [307] fiir
Triton X-100-EPC- und Oligo(ethylenoxid)dodecylether-EPC-Systeme nachgewiesen.
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Die fiir die GS-PC-Gemische
erhaltene Abhéngigkeit des
Verteilungskoeffizienten ~ von
der Zusammensetzung der MV
stimmt mit den Ergebnissen
fiir Systeme mit den nichtioni-
schen Detergentien OG [308],
OTG [309] und C12EO,, [302]
iiberein. Die AG?T- und die
TAST-Werte sind  analog
dem Verteilungskoeflizienten
bei allen Systemen von der
Zusammensetzung abhéngig.
Die Betrége sinken mit stei-
gendem Detergensanteil in den
Vesikeln. Die untersuchten
GS-PL-Gemische kénnen aber
nicht in die von HEERKLOTZ
und SEELIG [310] erstellte
Einteilung in starke und in
schwache Detergentien ein-
gefiigt werden, da diese auf
einem Modell fiir nichtionische
Detergentien basiert.

Die Fy-Werte und die Diffe-
renzen zwischen P, und P,
(Gl. 3.5) sind sowohl bei
den GS-DPPC- als auch bei
den GS-SPC-Systemen in H,O
grofer als in 0,1 M NaCl.
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Abb. 3.7: Vergleich der Verteilung bei 60°C in 0,1 M NaCl
fiir den Einbau von NaC und NaDC in DPPC-, DPPG- bzw.
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Abb. 3.8: Vergleich der Verteilung bei 60°C in Hs O bzw.
0,1 M NaCl fiir den Finbau von NaC und NaDC in DPPC-
bzw. SPC-Vesikel (50x5 pl)

Die P-Werte fiir DPPG und dessen Mischvesikel liegen fiir NaDC hoher als fiir NaC. Die
thermodynamischen Groflen zeigen kaum Unterschiede zwischen reinen DPPG-Vesikeln
und den 1:1- bzw. 3:1-Mischungen von DPPC/DPPG, aber starke Abweichungen im Ver-
gleich zu DPPC. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass unabhéngig vom DPPG-Anteil
(100%, 50%, 33%) die Anwesenheit der negativen Ladung, die Anderung der Packung
sowie der spontanen Kriimmung der Vesikel zu den ermittelten Verschiebungen der Para-

meter gegeniiber DPPC fiihren.
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Der Vergleich der Transferenthalpien ergibt fiir alle untersuchten Systeme geringere Be-
trige fiir die Verteilung AH7 als fiir die Mizellisierung AH,,;.. Eine Mizellbildung ist
unter den Verteilungsbedingungen jedoch nicht moglich, da die GS in Konzentrationen
weit unterhalb der cmc enthalten sind und somit keine Selbstaggregation zu Mizellen in der
wiissrigen Losung stattfinden kann. Die AHT-Werte sind fiir die GS-DPPC- und GS-SPC-
Systeme in HoO betragsmiflig kleiner als in 0,1 M NaCl und die AHT-Differenzen zwi-
schen den beiden Medien bei NaDC stirker ausgeprégt als bei NaDC. Die SPC-Gemische
zeigen bei 60°C groflere AHT-Differenzen zwischen H,O und 0,1 M NaCl als bei 30°C.
Insgesamt besitzen die Systeme mit den zwitterionischen Lipiden DPPC und SPC kleinere
AHT-Betriige als solche, die aus dem negativ geladenen DPPG bestehen oder dieses PL
anteilig in den DPPC/DPPG-Gemischen (1:1 und 3:1) enthalten.

3.1.2 Solubilisierung
3.1.2.1 Gallensalz-DPPC-Systeme

Die ITC wurde zur Charakterisierung der Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung von GS-PL-
Gemischen verwendet. Die Abb. 2.17 zeigt, dass der Solubilisierungsprozess durch alle drei
Gebiete des Phasendiagramms verlduft. Die Detergenskonzentration liegt wesentlich iiber

der cmc, so dass die vollstidndige Phasenumwandlung in einem Experiment erfasst wird.

Je ein Beispiel fiir ein Solubilisierungsexperiment von DPPC mit NaC und NaDC in
0,1 M NaCl ist in der Abb. 3.9 zu sehen. Die hochkonzentrierte GS-Loésung wird mit 50
Injektionen a 5 pl aus der Spitze in die Messzelle gegeben, die die DPPC-Dispersion einer
definierten Konzentration enthélt. Im Warmefluss-Zeit-Diagramm (Abb. 3.9) sind die
ersten GS-Zugaben durch endotherme Peaks gekennzeichnet, die bei der Solubilisierung
mit NaC (A’) deutlich groBer als bei der mit NaDC (A”) sind. In diesem Bereich werden
die Warmeeffekte durch die Demizellisierung der GS-Mizellen und die Verteilung der GS-
Molekiile in den DPPC-Vesikeln hervorgerufen.

Die durch die Integration der Titrationspeaks erhaltene Reaktionswérme (B’, B”) setzt
sich aus der Demizellisierungsenthalpie AH g (Abb. 3.9: griine Kurve) und der Trans-
ferenthalpie AHT der Verteilung zusammen. Aus den AH-Werten fiir die Demizellisie-
rung und die Verteilung sowie dem Verteilungskoeffizienten (Tab. 3.1) kann die Enthalpie
AHZE—v ~ 5.4 kJ-mol™! fiir den Anfangsbereich der Solubilisierungskurve (Abb. 3.9:
rote Kurve) berechnet werden. Diese beinhalten den Transfer der GS-Molekiile aus den
Mizellen in die Vesikel und stimmen gut mit den experimentellen Daten iiberein. Durch
die weitere Zugabe der mizellaren GS-Losung wird eine deutliche Anderung im Wirme-

flussverlauf mit verhaltnisméfig grofien, exothermen Peaks sichtbar.
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Abb. 3.9: ITC-Solubilisierungsezperiment: Titration (50x5 ul) einer NaC- (100 mM, links) bzw.
NaDC-Lésung (50 mM, rechts) in eine DPPC-Dispersion (6 mM) in 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei
60°C: A) Messdiagramm: Wirmefluss vs. Zeit, B) molare Reaktionswéirme @Q als Funktion der
Detergenskonzentration Dy, B’) griine Kurve: Demizellisierung von NaC , rote Kurve: anhand
des Verteilungsmodells berechnete Werte fiir AHZE ™ ~ 5.4 kJ-mol™!, C) 1. Ableitung von
B) mit den Extremstellen D% und D fiir Sittigung bzw. Solubilisierung

Die nachfolgenden Injektionen rufen eine zweite Abweichung der enthalpischen Effekte
hervor. Fiir das Experiment mit NaC werden wieder endotherme Peaks und fiir das mit
NaDC sehr kleine, exotherme Peaks beobachtet.

Diese beiden ,, Knickpunkte“ im Warmefluss-Zeit-Diagramm entsprechen den zwei Phasen-
grenzen der Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung. Der erste ,, Knickpunkt* steht fiir die kriti-
sche Konzentration der Séttigung der Vesikel mit Detergens D,**. Die gebildeten MV der
Zusammensetzung R ** kénnen keine weiteren Detergensmolekiile aufnehmen und begin-
nen, in MM der Zusammensetzung R _* zu zerfallen. In diesem Koexistenzbereich, in dem
MV und MM nebeneinander vorliegen, sind die Reaktionsenthalpien in Ubereinstimmung
mit der Phasenregel annéhernd konstant (Abb. 3.9 B) und stammen vom Transfer der
GS- und PL-Molekiile von MV zu MM [302]. Die Reaktionsenthalpien kénnen anhand der

folgenden Gleichungen berechnet werden:

! !
wsat(l . mso )AHén‘éCHves N (1 . mso )(1 . msat

xsol _ wsat

AH = - ) Amppmm y AEZET (3.12)

msol . msat
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sat sol
mit 250 — Re 7 und sol _ R, l
1+ R 1+ Ry°

(3.13)

Fiir das Beispiel der Solubilisierung von DPPC mit NaC in 0,1 M NaCl bei 60°C be-
trigt die Reaktionswirme im Koexistenzbereich (Abb. 3.9 B’) ~ —11 kJ-mol™!. Unter
Verwendung von AHZEv¢s ~ 5.4 kJ-mol™!, %% = 0,160 und z*° = 0,225 (R.-Werte:
Tab. 3.5) ergibt sich —10,3 kJ-mol™! fiir den ersten Term der Gl. 3.12. Demzufolge sind
der zweite und dritte Term der GIl. 3.12 von geringer Bedeutung. Im Fall eines idealen

Mischungsverhaltens sollte AHZE™™™ = () sein.

Der zweite ,, Knickpunkt* entspricht der kritischen Konzentration fiir die Solubilisierung
der Vesikel D,*" bei der die Umwandlung der MV in MM abgeschlossen ist. Die ge-
ringen Warmemengen oberhalb dieser Grenze entstehen durch nichtideale Mischungs-
verhiltnisse bei der Injektion von GS-Mizellen in die MM-Lésung mit AHZE™™™ =£ ()

und Verdiinnungswérmen.

Fiir eine exakte Bestimmung der beiden Phasengrenzen (Abb. 3.9 C) empfiehlt sich die Bil-
dung der ersten Ableitung der Reaktionswiarme nach der totalen Detergenskonzentration
dQ/dD,. Die Extrema entsprechen den zwei kritischen Konzentrationen: Minimum =
D,** und Maximum = D,*. Diese werden fiir die Erstellung des Phasendiagramms
verwendet (Abb. 3.10). Dafiir wurden die Solubilisierungsexperimente bei verschiedenen
DPPC-Konzentrationen in einem Bereich von 0,5-10 mM durchgefiihrt. Die Vesikel-Mizell-
Phasenumwandlung der GS-DPPC-Systeme konnte wegen der relativ hohen Hauptphasen-
umwandlungstemperatur von DPPC nur bei 60°C untersucht werden. Neben den durch
ITC ermittelten sind auch die durch DLS-Experimente erhaltenen Phasengrenzen ein-

gefiigt, auf die im Verlauf dieses Abschnitts noch ndher eingegangen wird.

Aus den Phasendiagrammen ist erkennbar, dass die zwei Phasengrenzen mit einer Diffe-
renz von etwa 1-2 mM relativ dicht beieinander liegen. Die R.-Werte ergeben sich aus
dem Anstieg der Geraden, und die D,,-Werte sind die Ordinatenschnittpunkte (Abschnitt
2.3.3 u. Gl. 2.2). Sie sind in der Tab. 3.5 aufgelistet. Auf den ersten Blick wird ein klarer
Unterschied zwischen den Systemen mit dem Trihydroxy-GS NaC und dem Dihydroxy-
GS NaDC deutlich. Die Phasengrenzen befinden sich fiir NaDC im Vergleich zu NaC bei
wesentlich geringeren Detergenskonzentrationen. Die Solubilisierung von DPPC erfolgt
durch das stérker hydrophobe NaDC mit kleineren Detergenskonzentrationen als durch
das stédrker hydrophile NaC. Dieses Verhalten korreliert mit den cmc-Werten der beiden
GS: emenape = 10,5 mM u. emenae = 19,5 mM bei 60°C in HyO [84].

Die Differenz zwischen den jeweiligen D % und D *-Werten betriigt etwa 1 mM. Bei
Lipidkonzentrationen < 1,5 mM fiir die NaC-DPPC- und < 1 mM fiir die NaDC-DPPC-

Systeme in HyO treten Abweichungen von der Linearitdt der Phasengrenzen auf.
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Abb. 3.10: Phasendiagramme fiir NaC-DPPC- und NaDC-DPPC-Systeme in HsO bzw.
0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 6(0°C: Detergenskonzentration D; wvs. Lipidkonzentration L; ITC-
Phasengrenzen D (geschlossene Symbole), D;° (offene Symbole) mit linearer Regression (far-
bige Linien) bzw. Anpassung nach dem Modell von ROTH et al. [311] (schwarze Linien bei
H, O-Systemen [312]), Anstiege der Phasengrenzen R, R:°' und Ordinatenschnittpunkte D3,
D#°: DLS-Phasengrenzen (Kreuze)

Die tatsichlichen D,*%- und D,*"-Werte liegen tiefer als die durch die Geradengleichungen
ermittelten. In diesen Bereichen scheint das Aggregationsverhalten von der Zusammen-
setzung abhéngig zu sein. Eine Beobachtung dieses Phinomens ist wegen des ITC-Detek-
tionslimits unterhalb einer Lipidkonzentration von 0,5 mM nicht mehr moglich. Nach
dem urspriinglichen 3-Stufen-Modell von LICHTENBERG [47,207] besitzen die beiden
Phasengrenzen (Abb. 2.16) den gleichen Ordinatenschnittpunkt: D = D = D,
Solubilisierungsstudien mit anderen Detergentien, z.B. OG [292, 309, 313] und C12EOg
[304], zeigten auch die festgestellte Abweichung der Messdaten vom theoretischen Verhal-
ten. Das Modell wurde von ROTH et al. [176,311] fiir den Bereich niedriger Lipidkonzen-
trationen unter Beriicksichtigung der finiten GroBe der MM und der ,, Uberschussenergie
der Endkappen* der zylinderférmigen MM erweitert. In den MM erfolgt durch die Umord-

nung der Molekiile eine GS-Anreichung und eine PL-Verarmung in der Endkappenregion.

Die nach diesem Modell berechneten Phasengrenzen fiir die Solubilisierung von DPPC
in HyO stimmen insbesondere im Bereich niedriger Lipidkonzentrationen bei beiden GS
besser mit den experimentellen Daten iiberein als die durch lineare Regression erhal-
tenen D;-Geraden (Abb. 3.10). Wihrend die R *!-Werte von der linearen Regression
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und dem Modell von ROTH et al. [311] relativ &hnlich sind, werden fiir R ** wesentlich
kleinere Werte bei Einbeziehung der ,Endkappenenergie” mit einem Wert von 2¢ = 20-
22 kT im Vergleich zur linearen Regression erhalten (Tab. 3.5). Die 2e-Werte sind um-
so kleiner, je grofler die spontane Kriimmung des Detergens ist. Sie hdngen somit von
der Geometrie des Detergens ab. Die ziemlich starren GS-Molekiile ergeben demnach mit
20-22 kT hohere Werte gegeniiber denen von aliphatischen Alkylglucosiden OG mit 19,5 kT
und Heptylglucosid mit 18 kT [311].

Tab. 3.5: ITC-Kenngrifien der Sdttigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen fiir die Solubili-
sierung von DPPC-Vesikeln mit NaC und NaDC in Hy0 bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 6(° C;
durch lineare Regression bzw. fir Hy O nach dem Modell von ROTH et al. [311] in Klammern

NaC + NaC + NaDC + NaDC +
DPPC DPPC DPPC DPPC
in H>,O in NaCl in H,O in NaCl
R 5% 0,11 (0,022) 0,19 0,21 (0,082) 0,20
R 0,15 (0,13) 0,29 0,23 (0,21) 0,39
D /mM 16,5 (18,0) 5,6 6,4 (8,0) 1,4
D /mM 17,8 (18,0) 6,6 7,5 (8,0) 1,7

Fiir die Untersuchung des lonenstéirkeeinflusses erfolgten die Messungen in 0,1 M NaCl.
Die hohere Ionenstirke des Mediums tragt durch die Reduzierung der elektrostatischen
Abstolung der negativ geladenen GS-Kopfgruppen zu einer Begiinstigung der Aggregation
bzw. einer Stabilisierung der Mizellen bei. Dies kann anhand der cme-Werte belegt wer-
den, die bei 60°C in HyO wesentlich groler als in NaCl sind - NaC: 19,5 mM — 14,2 mM
und NaDC: 10,5 mM — 4,1 mM [84]. Die Lage der Phasengrenzen und der D,-Werte
ist, verglichen mit HyO, in NaCl zu geringeren Detergenskonzentrationen verlagert. Ge-
geniiber HyO verlaufen die Phasengrenzen in NaCl nicht annéhernd parallel, sondern
verbreitern sich mit steigender Lipidkonzentration, und weichen kaum von der Linearitat
ab. Die mit der Gl. 2.2 erhaltenen R_**-Werte stimmen in beiden Medien etwa iiberein.

Die R_*'-Werte hingegen liegen in NaCl um einiges hoher (Tab. 3.5).

Die Triibungs- und DLS-Experimente von MEYUHAS et al. [314] ergaben an NaC-EPC-
Gemischen mit steigender Ionenstirke abnehmende D,,-Werte. Die R.-Werte (R, **=0,34
u. R, *'=0,63) blieben aber im Gegensatz zu den fiir GS-DPPC-Systeme erzielten Ergeb-
nissen von der Salzkonzentration unbeeinflusst. Dies ist vermutlich auf den hohen Anteil
an ungesittigten FS im EPC zuriickzufiihren, so dass die EPC-Vesikel gegeniiber dem
GS-Angriff stabiler sind. Bei den meisten Untersuchungen, die in der Regel mit den oben
genannten Methoden durchgefiihrt wurden, kam EPC zum Einsatz. Als R **- und R, *°-
Werte wurden fiir NaC-EPC-Systeme nach PATERNOSTRE et al. [315] 0,3 und 0,9, nach
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WALTER et al. [170] 0,25 und 0,67 bzw. fiir NaDC-EPC-Systeme nach LICHTENBERG et
al. [169,316] 0,25 und 0,75, nach ELORZA et al. [317] 0,3 und 1,0 sowie nach ZITA [318]
0,09 und 0,9 festgestellt. Darauf wird im Abschnitt 3.1.2.4 zur Solubilisierung von un-

geséttigten SPC-Membranen noch niher eingegangen.

Die fiir die GS-DPPC-Systeme ermittelten R.-Werte befinden sich unter denen fiir nicht-
ionische Detergentien. Bei C12EO-POPC-Gemischen fanden HEERKLOTZ et al. [319]
R=1,5 und R,*'=5,0 bei 25°C. Bei den von WENK und SEELIG [309] untersuchten
OG-POPC-Mischungen konnten R_**=13 und R *"'=2,8 bei 28°C gemessen werden. Die
Solubilisierungsstudien von KELLER et al. [292] an OG-DPPC-Systemen bei 70°C ergaben
R =15 und R *'=1,9. Der hichste fiir die Solubilisierung von DPPC mit GS erzielte
R_*'-Wert betrigt fiir NaDC in NaCl 0,39. Da R, die Detergens/Lipid-Zusammensetzung
der Mischaggregate widerspiegelt, wird deutlich, dass die GS Membranen wesentlich effek-
tiver als nichtionische Detergentien solubilisieren. Der in den MV und MM enthaltene,

fiir die Sattigung bzw. Solubilisierung der Vesikel erforderliche Detergensanteil ist bei den
GS viel geringer als bei OG [313] oder C15,EO,, [320].

Die Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung wurde ebenfalls mit der DL.S-Methode untersucht,
um néhere Informationen zur Partikelgrofle der Mischaggregate zu erhalten sowie die
Sattigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen mit einer geeigneten Referenzmethode zur
ITC zu bestimmen. Die Titration der mizellaren GS-Losung zu einer DPPC-Dispersion er-
folgte mit 20 pl-Zugaben bei 55°C, um oberhalb der Hauptphasenumwandlungstemperatur
von DPPC zu arbeiten. Die nach jeder GS-Injektion ermittelten Autokorrelationsfunk-
tionen sind in der Abb. 3.11 dargestellt und lassen fiir die drei Bereiche des Phasen-
diagramms klare Unterschiede im Verlauf erkennen, deren markierte Grenzen aus dem
ITC-Experiment {ibernommen wurden. Fiir einige ausgewéhlte GS-Zugaben dieses Bei-
spielexperimentes enthélt die Abb. 3.12 die Streuintensitétskurven in Abhéngigkeit vom
hydrodynamischen Radius Rj,.

Die reinen DPPC-Vesikel mit einem durchschnittlichen R,-Wert von ~ 50 nm besitzen
aufgrund der Ultraschallherstellung eine breitere Verteilung im Vergleich zu extrudierten
Vesikeln. Die initiale Grofle der DPPC-Vesikel bewegte sich bei den Experimenten zwi-
schen 30 und 60 nm. Durch die GS-Zugabe sinkt die Partikelgrofle im MV-Bereich des
Beispielexperimentes (Abb. 3.12) auf R;, ~ 30 nm. Im Koexistenzbereich treten neben
grofleren Aggregaten mit Rj, ~ 15 nm auch sehr kleine Partikel mit Rj, ~ 1,5 nm auf. Im
MM-Bereich nimmt die Partikelgréfie mit steigendem Detergensanteil weiter ab, bis ein
konstanter Rj,-Wert erreicht wird. Dieser betrégt sowohl bei den NaC-DPPC- als auch
bei den NaDC-DPPC-Gemischen ~ 1,5 nm.

Diese Werte konnen insbesondere in der Nidhe der Phasengrenzen und im Koexistenz-

bereich nur als Anhaltspunkte dienen, da die Vesikel-Mizell-Umwandlung verschiedene
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Intermediate (Abb. 2.16), z.B. gedfinete Vesikel und stabchenférmige MM, aufweist. Deren
genaue Grofle und Form ist mit der DLS nicht ermittelbar, da die Gréenanalyse auf der
Basis der STOKES-EINSTEIN-Beziehung (Gl. 2.13) von sphérischen Partikeln ausgeht.

Die Ergebnisse der DLS-Experimente der NaC-DPPC- und NaDC-DPPC-Systeme in H,O
bzw. NaCl werden fiir die drei untersuchten DPPC-Konzentrationen in der Abb. 3.13 ge-
zeigt. Die DLS-Phasengrenzen sind durch den Beginn bzw. das Ende des steil abfallenden
Kurvenabschnittes gekennzeichnet und ergeben sich aus den Schnittpunkten der extra-
polierten Kurvenabschnitte. Die senkrechten Linien entsprechen den durch I'TC bestimm-
ten Phasengrenzen D,** fiir 1 mM und D,*" fiir 6 mM DPPC. Daraus liisst sich eine gute

Ubereinstimmung der mit beiden Methoden erhaltenen Phasengrenzen erkennen.
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Abb. 8.11: DLS-Solubilisierungsexperiment:
Titration (15220 wpl) von DPPC-Vesikeln
(6 mM) mit einer NaC-Lésung (150 mM)
in Ho O, pH 7,5, bei 55° C: Autokorrelations-
funktionen bei steigender Detergenskonzen-
tration Dy

Abb. 8.12: DLS-Partikelgrofienverteilungs-
kurven (ungewichtet) fiir die Solubilisie-
rung von DPPC-Vesikeln (6 mM) mit NaC
(150 mM) in HyO, pH 7,5, bei 55° C: Ande-
rung der Partikelgrofienverteilung mit stei-
gender Detergenskonzentration Dy

Im MV-Bereich unterhalb von D,** sinkt die Gréfle der Vesikel mit steigender GS-Zugabe.
Bei den meisten Triibungs- und DLS-Studien mit anderen Detergens-PC-Gemischen, z.B.
mit OG [178,179,181,182,298], Triton X-100 [184, 185], Alkylsulfaten [191,192], Cetyl-
trimethylammoniumchlorid (CTAC) [193] und dem zwitterionischen GS-Derivat 3-[(3-
Cholamidopropyl)dimethylamino]-1-propansulfonat (CHAPS) [321], konnte eine Zunahme
der Vesikelgrofle durch den Zusatz von Detergens ermittelt werden. Fiir OG-PC-Systeme
stellten PATERNOSTRE et al. [315] hingegen eine Abnahme der Partikelgrofe fest. In dieser
Region des Phasendiagramms werden die Vesikel teilweise solubilisiert. Da die Detergens-
konzentration fiir die Vesikel-Mizell-Umwandlung noch nicht ausreicht, sind die gebilde-
ten MM instabil. Es erfolgt eine Revesikulierung [181]. Die gebildeten MV werden grofier
oder kleiner, je nachdem, ob sich die initiale Grofle der Vesikel unter- oder oberhalb ihrer
Gleichgewichtsgrofie befindet [322].



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 48

N

o D o e
= - o
5();%;_%\ —m—6mM \ .x —e—6mM 50
40 {ﬂ:ﬂ& P - X\Z\. > e sat* 140
30t 5 ?{'\ 1 & sol* 130
20} sol* D* 120
10l sat*— \D£ / t HQO .\.\ 110
= =590 15 20 25 30 S a6 s 0 Ies 0
~
t
Q:‘s
mAt\A/&A :i:;m T :g:;m 160
Soz;ﬂ N \‘\ —A—6nM | | —e—6mm |10
L ha $tsapee, | 140
30t \&&% o . \ 130
200 sol* 120
o} sat—| W ENE‘CI \\ l10
N \‘9\
ob——— L A caaa | | 0o08-0-0-0-0-0- 0

Abb. 8.13: DLS-Solubilisierung von DPPC-Vesikeln mit NaC- und NaDC-Ldésungen in HsO
(150, 100 mM) bzw. 0,1 M NaCl (100, 50 mM), pH 7,5, bei 55° C: hydrodynamischer Radius
Ry, vs. Detergenskonzentration Dy; senkrechte Linien = ITC-Phasengrenzen fir Sittigung (sat*:
1 mM DPPC) und Solubilisierung (sol*: 6 mM DPPC)

Ein starkes Vesikelwachstum ist beim Einbau von GS-Molekiilen nicht zu erwarten, da die
fiir die GS-DPPC-Gemische ermittelten R.-Werte (Tab. 3.5 u. 3.6) viel kleiner sind als
die fiir die oben genannten Detergentien. Die vollstédndige Solubilisierung von PC-Vesikeln
erfordert deutlich weniger GS-Anteil im Vergleich zu anderen Detergentien. Die Vesikel-
grofle vor Beginn des Solubilisierungsprozesses liegt mit Rj, ~ 30 nm noch wesentlich {iber
der minimalen Grofle der durch Ultraschall hergestellten PC-SUV. Der kritische Radius
betrégt etwa 11 nm, unterhalb dem die energetisch ungiinstigen Aggregate zu MLV fusio-
nieren [188]. DLS-Messungen von MAZER et al. [138,323,324] erbrachten fiir GS-PC-MV
eine Partikelgrofle von Rj, ~ 12-15 nm, die nur wenig von der minimalen Gréfle der reinen
SUV abweicht.

Im MM-Bereich oberhalb von D,*" sinkt die GréBe der Mizellen mit steigender GS-
Zugabe bis auf R, ~ 1,5 nm. Die Detergens-reichen MM besitzen eine héhere spontane
Kriimmung. Die Zylinder- bzw. Persistenzlange der stidbchenférmigen MM nimmt ab. Es
kommt zu einer Anndherung an eine sphérische Mizellform [146]. Die von MAZER et al.
ermittelte minimale Gréfle von GS-PC-MM liegt im Bereich von Rj, ~ 1,5-3,5 nm [323],
die von reinen GS-Mizellen bei Rj, ~ 1,0-1,5 nm [79,80, 137].

Die DLS-Phasengrenzen sind in der Abb. 3.10 zu denen der I'TC-Experimente hinzugefiigt.
Die Tab. 3.6 fasst die durch DLS erhaltenen R,.- und D,-Werte zusammen. Wahrend die
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D S Werte bei beiden Methoden gut korrelieren, liegen die D -Werte der DLS etwas
hoher als die der I'TC und haben eine breitere D,,-Differenz fiir die Lichtstreumessungen.
Dies ist auf die grofleren Injektionsvolumina von 20 ul bei der DLS-Titration zuriick-
zufiihren, die aufgrund der experimentellen Gegebenheiten (Abschnitt A.3.2) nicht weiter
reduziert werden konnten. Die bei der ITC verwendeten Injektionsschritte von 5 ul ge-

statten eine wesentlich hohere Auflésung und exaktere Bestimmung der Phasengrenzen.

Tab. 3.6: DLS-Kenngrifien der Sdttigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen fiir die Solubili-
sierung von DPPC-Vesikeln mit NaC und NaDC in HsO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 60°C

NaC + NaC + NaDC + NaDC +
DPPC DPPC DPPC DPPC
in H,O in NaCl in H,O in NaCl
Rt 0,31 0,08 0,14 0,14
R 0,37 0,21 0,41 0,28
D, 5% /mM 15,0 6,2 7.2 1,5
Dt /mM 18,7 8,2 9,2 2,6

Im Vergleich zur ITC ergeben sich bei den DLS-Messungen in HyO leicht héhere und
in NaCl etwas niedrigere R.-Werte. Die Abweichungen besitzen allerdings keine grofere
Bedeutung, da die Werte in der gleichen Grofenordnung sind. Die ITC erméglichte eine
genauere Bestimmung der Phasengrenzen, da diesen mehr Datenpunkte als denen der

DLS zugrunde gelegt sind.

Da die DLS-Methode keine exakten Informationen zur Struktur der Aggregate in der
Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung liefert, wurden fiir die Aufkldrung der verschiedenen
Aggregationstypen SANS-Messungen am System NaDC-DPPC in 0,1 M NaCl bei 60°C
durchgefiihrt. Die Gemische enthielten DPPC-Dispersionen mit einer konstanten Kon-
zentration von 6 mM und einem variierenden NaDC-Anteil zwischen 1,5 und 10 mM.
Der Abb. 3.14 A sind die fiir die fiinf untersuchten NaDC-DPPC-Gemische erhaltenen

Streukurven als Funktion des Streuvektors ¢ zu entnehmen.

Die Interpretation der SANS-Spektren [325] erfolgte fiir die niedrigste (1,5 mM: Abb. 3.14
B) und die hochste (10 mM: Abb. 3.14 F) NaDC-Konzentration unter Anwendung des
Vesikel-Mizell-Modells [326] und fiir die intermedidren NaDC-Konzentrationen (3,5 mM:
Abb. 3.14 C; 5,5 mM: Abb. 3.14 D; 7,5 mM: Abb. 3.14 E) auf der Basis der GUINIER-
Analyse [327,328]. Der Exponent des Streuvektors, die sogenannte g-Doméne, enthélt
Informationen iiber den Aggregattyp [190]. Wihrend ¢~2 auf die Streuung von Vesikeln
hinweist, ergibt sich ¢~! aus der Streuung von stibchenférmigen Mizellen und ¢° aus der

von sphérischen Mizellen.
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Dem NaDC-DPPC-System mit 1,5 mM NaDC (B), das sich im MV-Bereich des Pha-
sendiagramms befindet, wird das Modell der konzentrischen Ellipsoide zugrunde gelegt.
Diese Ellipsoide sind durch ihre grofle Halbachse a und kleine Halbachse b gekennzeich-
net, die je einen Wert fiir die innere (Index’l’) und &uflere (Index’2’) Monoschicht der
Vesikel besitzen. Aus dieser Differenz kann die Membrandicke in Richtung der grofien
d, und der kleinen d;, Halbachse abgeleitet werden. Es wurden folgende Werte ermittelt:
a; = 128,3+ 3,6 nm, ay = 134,8 £ 3,7 nm, b; = 57,0+ 1,0 nm und b, = 59,9+ 1,0 nm
sowie d, = 6,5 nm und d, = 2,9 nm. Die verschiedenen Membrandicken der beiden Halb-
achsen deuten auf eine unterschiedliche Detergensdichte in der Membran hin. Die Exzen-
trizitat, die Verschiebung gegeniiber dem Mittelpunkt, betragt e = 2,25, woraus die Defor-
mation der Vesikel von sphérischer zu ellipsoider Gestalt hervorgeht. Die Polydispersitit,

die durch eine Gauf-Verteilung beschrieben wird, hat einen Wert von 0,28.
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Abb. 3.14: SANS-Streukurven zur Solubilisierung von DPPC-Vesikeln (6 mM) mit NaDC' (Zu-
satz von 1,5; 8,5; 5,5; 7,5; 10 mM) in 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 60° C: Strewintensitit d%/dQ) vs.
Streuvektor q

Die Streukurven der Mischungen mit 3,5, 5,5 und 7,5 mM NaDC verdeutlichen ein kom-
plexes Streuverhalten und wurden deshalb unter Verwendung der GUINIER-Analyse aus-
gewertet. Das NaDC-DPPC-System mit 3,5 mM NaDC (C), das in den Koexistenzbereich
des Phasendiagramms einzuordnen ist, kann in zwei ¢-Regionen unterteilt werden. Dies
entspricht dem Streuverhalten von flexiblen, polymerartigen Mizellen. Aus dem Schnitt-
punkt der beiden g-Regionen [151] wird die Persistenzlénge [, = 19 nm berechnet, die
mit der von HJELM et al. [142] (17 nm) bzw. der von PEDERSEN et al. [151] (18 nm)

erhaltenen korreliert. Diese Ergebnisse werden durch kombinierte Lichtstreu- und cryo-
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TEM-Resultate mit [, = 22 nm von EGELHAAF et al. [198,199] gestiitzt. Der ellipsoide
Querschnitt der Stadbchenmizellen mit einer Exzentrizitdt von 1,6 wird durch a = 3,3 nm
und b = 2,1 nm beschrieben. Ahnliche Werte wurden von LONG et al. [149,150] fiir GS-
PC-Systeme gewonnen, wobei die Enden der Stdbchen-MM jeweils sechs GS-Molekiile
besitzen und der Mizellkern von einer 1 nm dicken Hydrathiille umgeben ist. Bei die-
sem, dem Koexistenzbereich entstammenden Gemisch konnte nur eine Aggregatspezies
von polymerartigen Mizellen ermittelt werden.

Das NaDC-DPPC-System mit 5,5 mM NaDC (D), das wie die beiden Systeme mit 7,5

—0.85 qus einer

bzw. 10 mM zum MM-Bereich des Phasendiagramms gehort, besteht mit ¢
Mischung von stdbchenférmigen und ellipsoiden Mizellen. Die stdbchenférmigen MM ha-
ben im Gegensatz zu den Gemischen mit 3,5 mM NaDC einen sphérischen Querschnitt
mit einem Radius von 2,3 nm. Die ellipsoiden Mizellen werden durch die groffle Halbachse
a = 9,5 nm, die kleine Halbachse b = 2,1 nm sowie eine Exzentrizitit von € = 4,5 charak-
terisiert. Diese Werte stimmen sehr gut mit SANS-Daten von HJELM et al. [142] iiberein,

die fiir die Ellipsoidparameter ¢ = 10,9 nm und b = 2,2 nm erhielten.

Das NaDC-DPPC-System mit 7,5 mM NaDC (E) mit ¢~%? zeigt eine deutliche Annihe-
rung an eine sphérische Mizellform. Die Exzentrizitdt der hierbei auftretenden ellipsoiden
MM sinkt auf € = 3, da die grofle Halbachse mit a = 6,3 nm gegeniiber dem 5,5 mM-
System kleiner ist. Die kleine Halbachse b ist wiederum 2,1 nm lang. Ellipsoide Mizellen
kommen sowohl im Gemisch mit 5,5 mM als auch in dem mit 7,5 mM NaDC vor. Das
Verhéltnis der Konzentrations-Volumen-Produkte beider Systeme (5,5 mM : 7,5 mM)
hat einen Wert von 0,1. Das Gemisch mit dem hoheren NaDC-Anteil von 7,5 mM enthéalt
demzufolge die zehnfache Menge an ellipsoiden Mizellen im Vergleich zum 5,5 mM-System.
Daraus wird abgeleitet, dass mit steigendem GS-Anteil in den MM die Umwandlung von
stdbchenférmigen in ellipsoide Mizellen fortschreitet. Der Hauptanteil der MM hat bei
5,5 mM NaDC eine stdbchenférmige und bei 7,5 mM NaDC eine ellipsoide Gestalt.

Das NaDC-DPPC-System mit 10 mM NaDC (F) wurde auf der Basis des konzentrischen
Ellipsoid-Modells ausgewertet. In diesem Fall ergab sich eine Exzentrizitat von € = 1, die
auf eine sphérische Gestalt der MM hinweist. Als Mizellradius wurden 2,2 nm errechnet.
Dieser Wert korreliert gut mit den durch DLS erhaltenen Rj,-Werten fiir den MM-Bereich
von 1,5 nm. Der Mizellradius entspricht dabei etwa der halben Membrandicke [329] von
reinen DPPC-Vesikeln. Diese Membrandicke betrigt 4,3 nm [147]. Die Polydispersitéit hat
einen Wert von 0,23. Der von HJELM et al. [143] berechnete Mizellradius ist 2,5 nm.

Bei den SANS-Experimenten von HJELM et al. [141-144] wurden die mischmizellaren
GS-PC-Losungen bis in den Vesikelbereich verdiinnt. Durch diesen Experimentieransatz
konnten die oben beschriebenen Aggregatspezies in umgekehrter Reihenfolge erhalten

werden. Auch bei diesen Studien wurden nur flexible, polymerartige MM als Intermediate
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ermittelt. Eine Koexistenz von MV und MM ist nicht nachgewiesen worden, sondern
das Auftreten von Polymer-Netzwerken bei der Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung [143].
Auch SANS-Experimente von EGELHAAF et al. [330,331] lassen auf die Existenz von
Polymer-Netzwerken als Intermediérstrukturen bei GS-PC-Systemen schlieflen. Die dabei
vorgenommene Verdiinnung von GS-PC-MM lieferte zusétzliche Informationen {iber die
Kinetik der Umwandlung: die Transformation der MM in Intermediate geschieht sehr
schnell, die in Vesikel recht langsam [174,332].

Die durchgefiihrten ITC-, DLS- und SANS-Studien ermdoglichen die Charakterisierung
der Solubilisierung von DPPC-Membranen durch den Zusatz von GS-Mizellen. Bei den
Experimenten mit diesen Verfahren kamen ausschliefflich Vesikel in der fluiden, fliissig-
kristallinen L,-Phase zum Einsatz. Die Untersuchungen der Phasenumwandlung in der
Gelphase sind mit den oben genannten Messmethoden wegen der langsamen Kinetik von
Detergenseinbau und Membran-Flip-Flop schwierig. Deshalb wurde der Effekt von GS auf
DPPC-Vesikel zusétzlich mit der DSC untersucht. Die Abb. 3.15 enthélt die DSC-Thermo-
gramme der NaC-DPPC- und der NaDC-DPPC-Systeme in HyO bzw. 0,1 M NaCl.

Fiir beide Medien sind die Aufheizkurven
von reinen DPPC-Vesikeln und von GS- NaC NaDC
DPPC-Gemischen mit unterschiedlichem
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Bei hoheren GS-Konzentrationen treten zwei Peaks auf: ein schérferer bei niedrigerer und
ein breiterer bei hoherer Temperatur. Das ist auf das Vorliegen von Vesikeln in zwei ver-
schiedenen Phasen, der Gel- und der fliissigkristallinen Phase, zuriickzufithren. POLOZOVA
et al. [334] und FORTE et al. [335] fanden bei GS-DPPC-Systemen ebenfalls eine derartige
Aufsplittung in verschiedene Peaks. Mit steigendem GS-Anteil wird T, zu tieferen Tem-
peraturen im Vergleich zu reinem DPPC verschoben. Es kommt zu einer Verbreiterung
der Peaks, d.h. einer Verringerung der Kooperativitit der Phasenumwandlung, und einer
Abnahme der der Umwandlungsenthalpie entsprechenden Peakfliche. Dieses Verhalten
wurde auch bei DSC-Studien von MULLER [336], von SPINK et al. [337,338] an Mischun-
gen von DPPC mit Taurin-konjugierten GS sowie von BAYERL et al. [339] an Gemischen
von NaC bzw. NaDC mit DPPC festgestellt.

Der Hauptumwandlungspeak verschwindet aber im Gegensatz zur Phasenumwandlung im
fliissigkristallinen Zustand erst bei wesentlich hoheren GS-Konzentrationen. Die MV ent-
halten in der Gelphase deutlich weniger Detergens. Beim Aufheizen erfolgt die Umwand-

lung von Gelphasen-Vesikeln, die mit MM koexistieren, in den mischmizellaren Zustand.

3.1.2.2 Gallensalz-DPPG-Systeme

Fiir die Untersuchung des Einflusses der PL-Kopfgruppe auf die Solubilisierung durch GS
wurde das negativ geladene DPPG ausgewéhlt. Die Durchfiihrung der ITC-Experimente
erfolgte analog denen mit dem neutralen DPPC bei 60°C in 0,1 M NaCl. Zur Erstellung
der Phasendiagramme wurden DPPG-Dispersionen mit definierten Konzentrationen in
einem Bereich zwischen 0,5 und 10 mM vermessen. Die Ermittlung der beiden kritischen

Detergenskonzentrationen D und D;? geschah wie oben beschrieben.

In der Abb. 3.16 sind die Phasendiagramme fiir die Solubilisierung von DPPG durch
NaC und NaDC dargestellt. Die R#%- und R%- sowie die D%- und D:°'-Werte konnten
aus den Anstiegen bzw. Ordinatenschnittpunkten der Phasengrenzen durch lineare Re-
gression erhalten werden, da wie bei den DPPC-Systemen in 0,1 M NaCl ein anndhernd
lineares Verhalten auftritt. Die Kenngréfien fiir die Séttigung und die Solubilisierung sind
in der Tab. 3.7 zusammengefasst. Der Abstand der Phasengrenzen zueinander wird in der
NaCl-Losung mit steigender Lipidkonzentration breiter. In Ubereinstimmung mit den Er-
gebnissen der Solubilisierung des neutralen DPPC wird auch bei der des negativ geladenen
DPPG der Unterschied zwischen den beiden GS sichtbar. Die D;%- und D;°-Werte liegen
fiir das stdarker hydrophobe Dihydroxy-GS mit der kleineren c¢mc von 4,1 mM unter-
halb derer des stéirker hydrophilen Trihydroxy-GS mit der gréfleren cme von 14,2 mM
(eme-Werte: 0,1 M NaCl, 60°C [84]). Der Vergleich der D,,-Werte ergibt fiir die DPPG-
Solubilisierung eine geringere Differenz zwischen NaC und NaDC von ~ 3,5 mM gegeniiber
der DPPC-Solubilisierung mit ~ 4,5 mM Unterschied zwischen NaC und NaDC.
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Die beiden Phasendiagram-
me zeigen, dass auch im Fall
der DPPG-Solubilisierung
eine Differenz  zwischen
D und Dt auftritt, die
aber geringer als die bei
den DPPC-Phasengrenzen
ist. Die Ordinatenschnitt-
punkte der Phasengrenzen
liegen bei DPPG tiefer
als bei DPPC. Da diese
Parameter mit der Bildung
der MM korrelieren, wird
deutlich, dass die DPPG-
Vesikel-Mizell-Umwandlung
bei niedrigeren Detergens-
konzentrationen ablauft.

Der Vergleich der R.-Werte
ldsst analog dem DPPC
groffere  Unterschiede zwi-
schen R3* und R:% bei den
NaDC-DPPG-  gegeniiber
den NaC-DPPG-Systemen
erkennen. Im Gegensatz
zum DPPC besitzen die
NaDC-DPPG- kleinere und
die NaC-DPPG-Gemische
groffere R.-Werte. Da R,
dem Detergens/Lipid-Ver-
héltnis der  gemischten
Aggregate entspricht, kann
daraus abgeleitet werden,
dass weniger NaDC-, aber
mehr NaC-Molekiile zur
Solubilisierung der DPPG-
Vesikel im Vergleich zu den
DPPC-Vesikeln erforderlich

sind.
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Abb. 3.16: Phasendiagramme fiir NaC-DPPG- und NaDC-
DPPG-Systeme in 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 60°C:
Detergenskonzentration Dy vs. Lipidkonzentration L; ITC-
Phasengrenzen D;® (geschlossene Symbole), D% (offene
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Abb. 8.17: DLS-Solubilisierung wvon DPPG-Vesikeln mit
NaC- und NaDC-Lésungen in 0,1 M NaCl (100, 50 mM),
pH 7,5, bei 55°C: hydrodynamischer Radius Ry wvs.
Detergenskonzentration Dy; senkrechte Linien = ITC-

Phasengrenzen fiir Sittigung, Solubilisierung (sat*: 1 mM,
sol*: 6 mM DPPGQG)
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Bei diesen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die DPPG-Solubilisierung bei
niedrigeren GS-Konzentrationen als die von DPPC erfolgt. Dieses Ergebnis stimmt mit
Resultaten von KELLER [298] iiberein, der fiir die zur Solubilisierung erforderliche OG-
Konzentration die gleiche Tendenz - DPPG < DPPC - ermittelte. Die elektrostatische Ab-
stoBung zwischen den GS-Molekiilen und der negativ geladenen DPPG-Membran scheint
kein limitierender Faktor fiir die Vesikel-Mizell-Umwandlung zu sein, da in diesem Fall
die DPPG-Vesikel stabiler gegeniiber dem Detergensangriff wiren als die DPPC-Vesikel.
Die Packung der Lipidmolekiile in der Membran und die damit verbundene spontane

Kriimmung der Vesikel besitzt hochstwahrscheinlich einen entscheidenden Einfluss [340].

Dies wird anhand der durchgefiihrten DLS-Experimente zur Solubilisierung von DPPG
mit den beiden GS deutlich (Abb.3.17). Die DPPC- als auch die DPPG-Vesikel wurden
mittels Ultraschall unter den gleichen Bedingungen préapariert. Die erhaltenen DPPG-
Vesikel weisen eine kleinere Ausgangsgrofie von etwa 25 nm gegeniiber den DPPC-Vesikeln
auf. Dies deutet auf eine grofiere spontane Kriimmung der DPPG-Vesikel hin. Die in der
Abb.3.17 eingefiigten ITC-Phasengrenzen lassen eine gute Ubereinstimmung der mit ITC
und DLS bestimmte D;%- und D;°-Werte erkennen. Im Gegensatz zum DPPC sinkt die
VesikelgroBle bei den GS-DPPG-Gemischen im MV-Bereich kaum ab. Im MM-Bereich
wird wie bei den GS-DPPC-Systemen ein Rj-Wert von ~ 1,5 nm erreicht.

Die durch die DLS-Experimente erhaltenen R.- und D, -Werte sind in der Tab. 3.7 aufge-
listet. Der Vergleich der beiden Methoden erbringt keine Unterschiede in den D:*-Werten.
Die D2°- und die R.-Werte hingegen, die durch DLS ermittelt wurden, sind etwas gréfier
als die ITC-Werte. Dies ist wiederum auf die hoheren Injektionsvolumina bei den DLS-

Versuchen zuriickzufiihren.

Tab. 3.7: ITC-, DLS-Kenngrifien der Sdttigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen fir die
Solubilisierung von DPPG-Vesikeln mit NaC und NaDC in 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 60°C

NaC + DPPG NaDC + DPPG

RS - ITC / DLS 0,28 / 0,35 0,17 / 0,26

Rz -1TC / DLS 0,40 / 0,52 0,33 / 0,32
D2 /mM - ITC / DLS 48 /48 12/ 1,1
D! /mM - ITC / DLS 53 /58 15/23

3.1.2.3 Gallensalz-DPPC/DPPG-Systeme

Im Folgenden wird die Solubilisierung von DPPC/DPPG-Gemischen in den molaren
Verhéltnissen 3:1 und 1:1 durch die beiden GS NaC und NaDC in 0,1 M NaCl bei 60°C
behandelt. Die Gesamtlipidkonzentration lag ebenfalls im Bereich von 0,5 bis 10 mM.
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Die Abb. 3.18 zeigt die Pha-
sendiagramme fiir die Solu-
bilisierung der gemischten
Vesikel im Verhéltnis 3:1.
Die Phasengrenzen weisen
eine lineare Abhéngigkeit
und eine Verbreiterung mit
zunehmender Lipidkonzen-
tration auf. Dieses Verhal-
ten korreliert mit dem bei
DPPC und DPPG ermittel-
ten in 0,1 M NaCl.
Zwischen den beiden GS ist
ein deutlicher Unterschied
in der Lage der Phasen-
grenzen sichtbar. Die Dj®-
und D;°-Werte sind fiir
NaC bei wesentlich hoheren
GS-Konzentrationen als fiir
NaDC, wie bereits bei der
Solubilisierung der FKEinzel-
komponenten DPPC und
DPPG beobachtet wurde.
Beim Vergleich mit den bei-
den reinen Lipiden wird
festgestellt, dass sich die
Phasengrenzen der gemisch-
ten DPPC/DPPG(3:1)-Sys-
teme etwa 3-4 mM oberhalb
derer von DPPG als auch
von DPPC befinden.

Die Differenz der D,,-Werte
liegt bei den NaC-haltigen
Gemischen zwischen DPPG
und DPPC, bei den NaDC-
haltigen ist sie mit 0,1 mM
kleiner als bei den Einzel-

komponenten.

NaC NaDC I

14 - R:OI:O,38 T 114
D*=90mM

14 112

1 J10

% . D.*'=2,0mM R®'=0,58
£ 8F R™=015 ¢ 18
Q \\\ DX=19mM
6F + 16
D "=82mM
4+ T 14
2L L R™=0,17 {2
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1 23 456 728910 12345678910
L/mM

Abb. 3.18: Phasendiagramme fir NaC-DPPC/DPPG(3:1)-
und NaDC-DPPC/DPPG(83:1)-Systeme in 0,1 M NaCl,
pH 7,5, bei 60°C: Detergenskonzentration D; wvs. Lipid-
konzentration L; ITC-Phasengrenzen D;® (geschlossene
Symbole), D (offene Symbole), Anstiege der Phasen-

grenzen RS, Rgd, Ordinatenschnittpunkte D3, DZJOI ;
DLS-Phasengrenzen (Kreuze)
NaC NaDC
60 I 60
1 mM 1mM
3mM 3mM
50 F 6mM H- 6mM H 50
a4 + {40
J30f + 130
gg sat* —» sat*
20 L sol* r— 1 -—sol* g9
10+ + H10
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
1 23 456 78

2 4 6 8 10 12 14
D,/

Abb.  3.19: DLS-Solubilisierung von DPPC/DPPG(3:1)-
Vesikeln mit NaC- und NaDC-Lésungen in 0,1 M NaCl
(100, 50 mM), pH 7,5, bei 55°C: hydrodynamischer Ra-
dius Ry vs. Detergenskonzentration Dy; senkrechte Linien
= ITC-Phasengrenzen fir Sdttigung, Solubilisierung (sat*:
1 mM, sol*: 6 mM DPPC/DPPG(3:1))
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Gegeniiber dem neutralen DPPC treten bei dem 3:1-Gemisch geringfiigig kleinere R, 5*-
Werte auf. Da es sich dabei um ein Maf} fiir die Stabilitdt der Vesikel handelt, sind
die DPPC/DPPG-Mischvesikel schon bei kleineren GS-Anteilen gesittigt als die DPPC-
Vesikel. Die R_*"-Werte des DPPC liegen aber deutlich niedriger als die der 3:1-Gemische.
Demzufolge ist fiir die minimal erforderliche MM-Zusammensetzung ein groflerer GS-
Anteil fiir die Lipidmischungen als fiir DPPC notwendig. Bei der Gegeniiberstellung mit
dem negativ geladenen DPPG wird erkennbar, dass die R.-Werte der DPPC/DPPG(3:1)-
Mischungen fiir NaC kleiner, fiir NaDC aber eindeutig gréier sind. R_*° des 3:1-Gemisches
hat fast den doppelten Betrag von DPPG. Die R.-Werte der DPPC/DPPG-Systeme ver-
halten sich wie die von DPPC, gegensitzlich zu DPPG, da dieses Lipidgemisch 75%
DPPC und nur 25% DPPG enthélt. Eine Ubersicht iiber die Parameter der Vesikel-Mizell-
Umwandlung in den GS-DPPC/DPPG(3:1)-Systemen gibt Tab. 3.8.

Tab. 3.8: ITC-, DLS-Kenngrifien der Sdttigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen fir die
Solubilisierung von DPPC/DPPG(3:1)-Vesikeln mit NaC und NaDC in 0,1 M NaCl, pH 7,5,
bei 60°C

NaC + PC/PG(3:1)

NaDC + PC/PG(3:1)

R - ITC / DLS 0,15 / 0,27 0,17 / 0,30
R - ITC / DLS 0,38 / 0,41 0,58 / 0,53
D% /mM - ITC / DLS 82 /79 1,9 /2,2
D,z° /mM - ITC / DLS 9,0 /9,8 2,0 /2,7

Die Ergebnisse der durchgefiihrten DLS-Experimente zur Solubilisierung der 3:1-Gemische
sind der Abb. 3.19 und der Tab. 3.8 zu entnehmen. Die DPPC/DPPG(3:1)-MV haben
mit R, ~ 35-40 nm eine kleinere Ausgangsgrifie gegeniiber DPPC, aber eine groflere
gegeniiber DPPG. Im MM-Bereich wird wie bei den beiden Einzelkomponenten ein Rj-
Wert von ~ 1,5 nm erreicht. Die D:*-Werte der DLS- und ITC-Messungen stimmen
annéhernd iiberein. Die durch DLS erhaltenen D:%- und R.-Werte haben wegen der oben
genannten experimentellen Gegebenheiten etwas hohere Betrége als die ITC-Werte. Aus
der Abb. 3.19 wird eine gute Ubereinstimmung der ermittelten Phasengrenzen von ITC
und DLS bei diesen DPPC/DPPG-Gemischen im molaren Verhéltnis 3:1 sichtbar.

Fiir weitere Untersuchungen zur Solubilisierung von gemischten DPPC/DPPG-Vesikeln
durch GS kamen Mischungen im molaren Verhéltnis 1:1 zum Einsatz. Die Lipidgemische
mit einer Gesamtkonzentration von 0,5 bis 10 mM wurden unter den gleichen Versuchsbe-
dingungen wie DPPC, DPPG und die 3:1-Gemische in 0,1 M NaCl bei 60°C vermessen.

In der Abb. 3.20 sind die Phasendiagramme fiir die Solubilisierung der 1:1-Gemische
durch NaC und NaDC dargestellt. Analog den 3:1-Mischungen verbreitern sich die linear

verlaufenden Phasengrenzen mit steigender Lipidkonzentration.
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Die charakteristischen Un-
terschiede in der Lage der
Phasengrenzen der beiden
GS, die sowohl bei der
Solubilisierung von DPPC
und DPPG als auch bei
der der 3:1-Gemische ermit-
telt wurden, treten ebenfalls
bei den 1:1-Mischungen auf.
Die D;*- und D:°-Werte
(Tab. 3.9) befinden sich wie-
derum deutlich iiber denen
von DPPG und DPPC, aber
etwas unterhalb der 3:1-
Gemische.

Die D,- und R.-Werte
der 1:1-Mischungen zeigen
die gleichen Tendenzen wie
bei den 3:1-Lipidgemischen,
sind aber im Vergleich zum
molaren Verhéltnis von 3:1
geringfiigig niedriger.

Die entsprechenden DLS-
Experimente, deren Ergeb-
nisse in der Abb. 3.21 und
der Tab. 3.9 zusammenge-
fasst sind, ergeben eine gute
Korrelation mit den ITC-
Phasengrenzen. Sie haben
R;-Werte von ~ 30-35 nm
als initiale Grofle der ge-
mischten Vesikel. Im MM-
Bereich wurden wiederum
1,5 nm als Endgrofie gefun-
den. Die Solubilisierungs-
parameter beider Methoden
(Tab. 3.9) variieren nur in

geringem Maf.

NaC NaDC I

R¥*=0,1512

| IR I I I U I NI I
123456728910

i o’
L/mM

| IR IR I I P P |
23456728910

Abb. 3.20: Phasendiagramme fir NaC-DPPC/DPPG(1:1)-
und NaDC-DPPC/DPPG(1:1)-Systeme in 0,1 M NaCl,
pH 7,5, bei 60°C: Detergenskonzentration D; wvs. Lipid-
konzentration L; ITC-Phasengrenzen D;® (geschlossene
Symbole), D (offene Symbole), Anstiege der Phasen-
grenzen R5%, R:° Ordinatenschnittpunkte DS fol;

e 7 e 7 w

DLS-Phasengrenzen (Kreuze)

NaC NaDC
40 T 40
—O0—1mM —O0—1mM
35| —=—3mM | g —6—3mM | {35
—m—6mM —0o—6mM

sat* —w
g 20k sol*
~
S5
15+
10 -
5 B o
~h

Abb.  3.21: DLS-Solubilisierung von DPPC/DPPG(1:1)-
Vesikeln mit NaC- und NaDC-Lésungen in 0,1 M NaCl
(100, 50 mM), pH 7,5, bei 55°C: hydrodynamischer Ra-
dius Ry vs. Detergenskonzentration Dy; senkrechte Linien

= ITC-Phasengrenzen fir Sdttigung, Solubilisierung (sat*:
1 mM, sol*: 6 mM DPPC/DPPG(1:1))
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Tab. 3.9: ITC-, DLS-Kenngrifien der Sdttigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen fir die
Solubilisierung von DPPC/DPPG(1:1)-Vesikeln mit NaC und NaDC in 0,1 M NaCl, pH 7,5,
bei 60° C

NaC + PC/PG(1:1)

NaDC + PC/PG(1:1)

RS - ITC / DLS 0,19 / 0,26 0,15 / 0,24

R - ITC / DLS 0,37 / 0,47 0,44 / 0,40
D% /mM - ITC / DLS 77/ 79 1,8 /21
D /mM - ITC / DLS 8,6 /8,38 2,0 /26

Aus dem Vergleich der Ausgangsgréfien der durch Ultraschallbehandlung hergestellten
Vesikel resultiert folgende Reihenfolge: DPPC > DPPC/DPPG(3:1) > DPPC/DPPG(1:1)
> DPPG. Daraus geht hervor, dass die Vesikelgroe mit zunehmendem Anteil des negativ

geladenen Lipids und der damit verbundenen stéirkeren spontanen Kriimmung sinkt.

PL mit negativ geladenen Kopfgruppen besitzen nach ISRAELACHVILI et al. [54] im Ver-
gleich zu neutralen Lipiden wie PC eine grofiere Kopfgruppenfldche und somit eine weniger
dichte Packung der Lipidmolekiile. Dadurch sind die Detergensmolekiile in der Lage, die
DPPG-Vesikel schon mit geringeren Konzentrationen gegeniiber den DPPC-Vesikeln zu
solubilisieren. Bei Mischungen von neutralen und negativ geladenen Lipiden fiihrt der
unterschiedliche Platzbedarf der Kopfgruppe zu einer asymmetrischen Verteilung der Li-
pidspezies in den beiden Membranschichten. Die negativen DPPG-Molekiile reichern sich
in der &uleren Monoschicht an, wihrend die neutralen DPPC-Molekiile vorwiegend in der
inneren Monoschicht lokalisiert sind [54,341]. Dies erkldrt die im Vergleich zu den beiden
Einzelkomponenten DPPC und DPPG niedrigeren R, **- und hoheren R *'-Werte der
DPPC/DPPG-Mischungen. Dadurch kommt es zu einer Aufweitung des Koexistenzbe-
reiches bei den gemischten DPPC/DPPG-Systemen, die in der Abb. 3.22 verdeutlicht
ist und fiir NaDC eine stéirkere Ausprigung als fiir NaC hat. Die grofite Differenz zwi-
schen R_** und R_*' tritt bei DPPC/DPPG(3:1) auf. Durch die lockere Anordnung der
PL-Molekiile in der &dufleren Monoschicht kénnen die GS-Molekiile gut in die Membran
eindringen und diese schon mit geringerem GS-Anteil sattigen. Die vollstandige Solubili-
sierung, d.h. die komplette Zerstorung der Membran, wird aber durch die Anreicherung
von DPPC-Molekiilen auf der Innenseite erschwert und erfordert héhere GS-Mengen. Die
GS-Molekiile solubilisieren zuerst das DPPG der gemischten Membranen, wodurch im
Koexistenzbereich mit DPPG angereicherte MM neben vorrangig DPPC-haltigen MV
vorliegen. Bereits der Zusatz von kleinen Mengen an negativ geladenen Lipiden zu neu-
tralem PC verdndert das Quellverhalten der PC-Membranen von begrenzt zu infinit [342].
Daraus kann auf eine hohere Konzentration von zur Solubilisierung der Mischvesikel er-

forderlichem Detergens geschlossen werden.
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Ebenso wie die R.-Werte sind
auch die D,-Werte von der PL-
Zusammensetzung bzw. den mo-
laren DPPC/DPPG-Verhéltnis-
sen abhéngig. Dies kann fiir die
D *Werte der Abb. 3.23 ent-
nommen werden.

Unter Verwendung von GIl. 3.1
und Gl. 3.2 ergibt sich fiir den
Verteilungskoeffizienten an der
Séttigungsphasengrenze P ** fol-

gender Zusammenhang:

Ty - W
D,

Dieser entspricht dem Ausdruck:

P st = (3.14)

RS . W
Dy, (1+ RS™)
Die fiir die DPPC- und DPPG-
sowie die DPPC/DPPG(3:1)-
und DPPC/DPPG(1:1)-Systeme
mit NaC und NaDC in 0,1 M
NaCl errechneten P *%-Werte
sind in der Abb. 3.24 darge-
stellt. Der Einfluss der PL-

Zusammensetzung geht aus den

p st = (3.15)

P 5 Werten eindeutig hervor,
wobei sich die P **-Werte entge-
gengesetzt zu den D S%-Werten
verhalten. Die beiden Einzel-
komponenten DPPC und DPPG
besitzen wesentlich hohere P -
Werte als die PL-Mischungen.
Diese Abnahme von P % bei
den Lipidgemischen ist wiederum
bei NaDC stéarker als bei NaC

ausgepragt.
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Abb. 8.22: Abhingigkeit der R.-Werte von der PL-
Zusammensetzung fir NaC (geschlossene Symbole)
und NaDC' (offene Symbole) in 0,1 M NaCl
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Abb. 3.23: Abhingigkeit der D% -Werte von der PL-
Zusammensetzung fir NaC (geschlossene Symbole)
und NaDC' (offene Symbole) in 0,1 M NaCl
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Abb. 3.24: Abhingigkeit der P $%-Werte von der PL-
Zusammensetzung fir NaC (geschlossene Symbole)
und NaDC' (offene Symbole) in 0,1 M NaCl
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3.1.2.4 Gallensalz-SPC-Systeme

Die bisher beschriebenen Solubilisierungsstudien beschiéftigten sich ausschliellich mit ge-
séittigten Lipiden, da diese wegen ihrer definierten chemischen Zusammensetzung und
hohen Reinheit zur Untersuchung der Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung als Modellsub-
stanzen sehr gut geeignet sind. Durch den Einsatz von natiirlichen PL-Gemischen mit
ungesattigten Alkylketten gelingt eine Simulation der Gegebenheiten in Biomembranen.
Zu diesem Zweck wurden Experimente mit SPC, einem aus Soja-Bohnen extrahierten PC-
Gemisch (Abschnitt 2.2.3), durchgefiihrt. Das SPC besitzt aufgrund des hohen Gehalts
an ungesittigten F'S einen sehr niedrigen T,,,-Wert bei —15°C [58] und gestattet somit die

Charakterisierung der Phasenumwandlung bei physiologischen Temperaturen.

Die Abb. 3.25 zeigt je ein Beispiel fiir einen Solubilisierungsversuch von SPC-Vesikeln
mit NaC in 0,1 M NaCl bei 30°C (A’) und 60°C (A”). Die beiden , Knickpunkte* in den
Wirmefluss-Zeit-Diagrammen korrelieren mit den Sattigungs- und Solubilisierungspha-
sengrenzen. Beim Vergleich der Titrationspeaks bei beiden Temperaturen ist zu erkennen,
dass bei 60°C etwa sechsfach so grofle Warmeeffekte wie bei 30°C hervorgerufen werden.
Der erste ,,Knickpunkt® im Wéarmeflussverlauf, der der Sattigung der SPC-Vesikel mit
GS entspricht, wird bei 30°C bei der 5. und bei 60°C bei der 7. Injektion erreicht.
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Abb. 3.25: ITC-Solubilisierungsexperiment: Titration (50x5 ul) einer NaC-Lisung (400 mM) in
eine SPC-Dispersion (2 mM) in 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 30°C (links) und 60°C (rechts): A)
Messdiagramm: Wirmefluss vs. Zeit, B) molare Reaktionswirme @ als Funktion der Detergens-
konzentration Dy, C) 1. Ableitung von B) mit den Extremstellen D und DfOl fiir Sdttigung
bzw. Solubilisierung
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Aus den gleich gewédhlten Konzentrationen und Injektionsvolumina geht hervor, dass die
Phasenumwandlung bei der hoheren Temperatur erst bei grofleren GS-Konzentrationen
beginnt. Der zweite ,, Knickpunkt“ fiir die vollstdndige Solubilisierung der SPC-Membranen
ist bei 30°C bei der 7. und bei 60°C bei der 9. Injektion erreicht. Die Temperatur hat
keinen Einfluss auf die Breite des Koexistenzbereiches. Wahrend bei 60°C nur endo-
therme Peaks auftreten und die Verdiinnungswirmen nahe null sind, werden bei 30°C
grofle Verdiinnungswérmen im exothermen und endothermen Bereich beobachtet. Dies ist
auf den Vorzeichenwechsel der A H jomi.- Werte von exo- nach endotherm bei 30°C zuriick-
zufiihren [84]. Die Integration der Fliche der Titrationspeaks und die Differentiation dieser

Reaktionswirme nach D; erlaubt die exakte Bestimmung von D,*® und D,*".

Die Abb. 3.26 fasst die erhaltenen Phasendiagramme fiir die Solubilisierung von SPC-
Vesikeln im Konzentrationsbereich von 0,5 bis 10 mM durch NaC und NaDC fiir beide
Temperaturen in HyO bzw. 0,1 M NaCl zusammen. Die R.- und D,-Werte sind in der
Tab. 3.10 aufgelistet. Im Gegensatz zur Solubilisierung von DPPC in HyO besitzen die
Phasengrenzen fiir SPC keinen annéhernd parallelen Verlauf und keine Abweichung von
der Linearitét bei niedrigen Lipidkonzentrationen. Bei beiden Temperaturen befinden sich
die D,**-Werte in HoO bei fast identischen GS-Konzentrationen. Die D,**-Werte sind in
H>0 bei 60°C grofler als bei 30°C. Dies fiihrt zu einer Verbreiterung des Koexistenzbe-

reiches bei hoheren Temperaturen.
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Abb. 8.26: Phasendiagramme fiir NaC-SPC- und NaDC-SPC-Systeme in Hy O bzw. 0,1 M NaCl,
pH 7,5, bei 30° C (offene Symbole) und 60° C' (geschlossene Symbole): Detergenskonzentration Dy
vs. Lipidkonzentration L; ITC-Phasengrenzen D%, D;°; Anstiege der Phasengrenzen RS™, R3%
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DA GRACA MIGUEL et al. [343] stellten ein dhnliches Verhalten fiir OG-EPC-Mischungen
fest. In 0,1 M NaCl hingegen iiberlappen sich die D,*®- und D,**-Werte bei beiden
Temperaturen. Die Verschiebung der Phasengrenzen bei der Solubilisierung mit NaDC

gegeniiber der mit NaC zu tieferen Detergenskonzentrationen tritt auch bei den SPC-
Vesikeln in beiden Medien bei 30°C und 60°C auf.

Die R.-Werte liegen im Vergleich zu den geséttigten PL deutlich hoher. Die Misch-
aggregate enthalten einen grofleren GS-Anteil und sind gegeniiber dem GS-Angriff sta-
biler. Ein Temperatureinfluss auf die R.-Werte ist nicht erkennbar. Dies ldsst auf die
anndhernd identische Zusammensetzung von MV als auch von MM bei beiden Tempera-
turen schlieen. Die D,,-Werte haben fiir SPC die gleiche Tendenz wie fiir DPPC: NaC-PC
in H,O >> NaC-PC in NaCl ~ NaDC-PC in H,O >> NaDC-PC in NaCl.

Tab. 3.10: ITC-, DLS-Kenngrifien der Sdttigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen fir die
Solubilisierung von SPC-Vesikeln mit NaC und NaDC in HsO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei
30°C und 60°C (ITC) sowie bei 25°C und 55°C (DLS)

NaC + NaC + NaDC + NaDC +
SPC SPC SPC SPC
in H,O in NaCl in H,O in NaCl
T = 30°C / 25°C
R - ITC / DLS 0,52 / 0,67 0,33 / 0,43 0,41 / 0,49 0,35 / 0,50
R - 1TC / DLS 0,85 / 0,96 0,82 / 0,89 0,67 /0,78 0,81 /0,82
D, /mM - ITC / DLS 19,7 /17,9 6,1 /5,9 7,4 /79 1,4 /1,7
Dws"l/mM -ITC / DLS 30,4 / 29,1 8,1/9,1 10,5 / 11,2 2,0 /3,6
T = 60°C / 55°C
R - ITC / DLS 0,48 / 0,71 0,45 / 0,57 1,02 / 0,76 0,29 / 0,42
Res"l -ITC / DLS 0,96 / 1,06 0,91 / 0,98 1,25 / 0,94 0,82 / 0,98
D, /mM - ITC / DLS 19,4 / 19,8 7,9 /6,8 4,7/ 7,0 2,2 /20
D°'/mM - ITC / DLS 32,3 /315 11,2 /12,9 9,9 /122 2,9 /4,0

Die Charakterisierung des Solubilisierungsprozesses von SPC-Membranen durch NaC und
NaDC fand auch mit der DLS statt. Die erhaltenen R.- und D,,-Werte sind der Tab. 3.10

zu entnehmen. Sie zeigen eine gute Ubereinstimmung der beiden Methoden.

Beim Vergleich der Ausgangsgréfien der reinen SPC-Vesikel ist der Einfluss der Tempe-
ratur auf die Vesikelgrofle erkennbar: bei 25°C wurden Rj,-Werte von 45-65 nm erhalten,
bei 55°C hingegen lagen diese im Bereich von 30-45 nm. Der deutlichste Unterschied
gegeniiber den Systemen mit den synthetischen PL besteht im Auftreten von zwei ver-
schiedenen Aggregatspezies nach dem Erreichen von D,*": sehr kleine mit R;, ~2 nm und

sehr grofle Aggregate unterschiedlicher Gréfle bei den beiden untersuchten Temperaturen.
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Bei der tieferen Temperatur steigt der Partikelradius weit iiber die Vesikelausgangsgrofe,

wahrend er bei der hoheren Temperatur in etwa den initialen Werten entspricht.

Diese = Temperaturabhangigkeit
von R, wurde schon durch
DLS-Experimente von MAZER et
al. [80, 138] belegt. Bei der visu-
ellen Priifung der Lésungen beim
Uberschreiten der Phasengrenzen
konnte das ,Klarwerden“ der
Lipiddispersion, das die Um-
wandlung in die isotrope, misch-
mizellare Losung kennzeichnet,
einwandfrei beobachtet werden.
Ahnliche DLS-Resultate an Mi-
schungen von GS mit natiirlichen
PL-Gemischen erzielten auch
MAZER et al. [81,323] mit Rp-
Werten bis 210 nm. COHEN et
al. [152,154] definierten die Form
dieser GS-EPC-Mischmizellen als
Stdbchen mit einer Persistenz-
lainge von 17-26 nm, die mit der
von EGELHAAF et al. [146, 344]
bestimmten von etwa 15-25 nm
korreliert.

Daraus wird abgeleitet, dass die
hier untersuchten Mischungen ne-
ben den kleinen, sphérischen
MM mit R, ~ 2 nm grofere,
stdbchenférmige MM mit Ry-
Werten im Bereich von 35-45 nm
bei 55°C und von 60 nm bis ma-
ximal 160 nm bei 25°C enthal-
ten. Die im MM-Bereich gemesse-
ne Endgrofle der kleinen GS-PC-
MM liegt bei den SPC-Systemen
etwas iiber der der synthetischen
PL-Systeme.
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Abb. 8.27: DLS-Solubilisierung von SPC-Vesikeln mit
NaC-, NaDC-Lésungen in HyO (500, 200 mM) bzw.
0,1 M NaCl (400, 100 mM), pH 7,5, bei 25° C: hydro-
dynamischer Radius Rp vs. Detergenskonzentration
Dy; senkrechte Linien = ITC-Phasengrenzen fiir Sdtti-
gung, Solubilisierung (sat*: 1 mM, sol*: 6 mM SPC)
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Abb. 8.28: DLS-Solubilisierung von SPC-Vesikeln mit
NaC-, NaDC-Lésungen in HyO (500, 200 mM) bzw.
0,1 M NaCl (400, 100 mM), pH 7,5, bei 55° C: hydro-
dynamischer Radius Ry wvs. Detergenskonzentration

Dy; senkrechte Linien = ITC-Phasengrenzen fiir Sdtti-
gung, Solubilisierung (sat*: 1 mM, sol*: 6 mM SPC)
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Dieses Verhalten tritt auch bei Mischungen mit nichtionischen Detergentien auf, wie von
KAMENKA et al. [345] fiir EPC und DPPC bewiesen wurde. Die in der Literatur [169,170,
314-317, 346] aufgefiihrten Untersuchungen zur GS-induzierten Membransolubilisierung
fanden fast ausschliellich durch Triibungsmessungen mit dem natiirlichen EPC statt. Die
dabei erhaltenen R.-Werte, die im Abschnitt 3.1.2.1 aufgefiihrt wurden, variieren fiir die

Sattigung zwischen 0,25 und 0,35 sowie fiir die Solubilisierung zwischen 0,6 und 1,0.

Die durch ITC- und DLS-Studien erhaltenen R.-Werte zur Vesikel-Mizell-Umwandlung in
GS-SPC-Systemen korrelieren sehr gut mit den angegebenen Literaturwerten. Die leicht
héheren R °-Werte, insbesondere fiir NaDC-SPC in H,O, resultieren aus dem gréfieren
Anteil an ungesattigten F'S beim SPC gegeniiber EPC. Das Ergebnis wird durch Studien
von MEMOLI et al. [347] gestiitzt, die sowohl fiir NaC als auch fiir Triton X-100 glei-
che R *¥-Werte fiir EPC und SPC, aber grofiere R *-Werte fiir SPC im Vergleich zu
EPC fanden. Daraus ergibt sich eine zunehmende Stabilitdt der Vesikel gegeniiber dem
Detergensangriff mit einem steigenden Anteil an ungeséttigten PL-Alkylketten.

3.1.2.5 Zusammenfassung

Die erzielten Ergebnisse gestatten die Charakterisierung der GS-induzierten Solubilisie-
rung von geséttigten neutralen und negativ geladenen PL-Membranen synthetischen Ur-
sprungs sowie deren Mischungen als auch von ungeséttigten, natiirlichen PL-Gemischen
unter Verwendung von NaC und NaDC. Die Phasengrenzen fiir die Séttigung der Vesikel
mit GS-Molekiilen D,** und die komplette Solubilisierung unter Bildung von GS-PL-MM
D,* bei 60°C sind fiir die synthetischen Lipide DPPC, DPPG und die DPPC/DPPG-
Mischungen in den Verhéltnissen 3:1 und 1:1 in 0,1 M NaCl in der Abb. 3.29 zusammen-
gefasst. Die Abb. 3.30 enthilt eine Gegeniiberstellung der Phasengrenzen von DPPC und
dem natiirlichen PL-Gemisch SPC in den beiden Medien H,O bzw. NaCl bei 60°C.

Fiir alle untersuchten GS-PL-Systeme sind der Einfluss der GS-Struktur, d.h. der Anzahl
der Hydroxylgruppen am Steroidgeriist, und die damit verbundenen Unterschiede in der
Hydrophilie eindeutig erkennbar. Die Phasengrenzen des stéarker hydrophoben Dihydroxy-
GS NaDC liegen bei geringeren Konzentrationen im Vergleich zum Trihydroxy-GS NaC.
Demzufolge findet die Membransolubilisierung mit NaDC bereits bei kleineren Konzentra-
tionen gegeniiber NaC statt. Daraus ergibt sich fiir NaDC ein deutlich héheres Potential
zur aggressiven Membranschiddigung. Diese Aussage wird durch Studien von SCHOLME-
RICH et al. [348], NARAIN et al. [349] und MOSCHETTA et al. [350] zur Zytotoxizitét
der GS auf der Basis von Hamolysetests an Erythrozyten- und Hepatozytenmembranen
bestétigt. Die Untersuchungen von FALK [351] zeigten den Einfluss der GS-Lipophilie auf

die Membranpermeation und die Entstehung von GS-induzierten Membrandefekten.
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Die Abhéngigkeit der So-
lubilisierungskapazitdt von
der  Detergenshydrophilie
wurde von DE LA MAZA
und PARRA [352] auch fir
OG und Dodecylmaltosid
mit unterschiedlich langen
Alkylketten nachgewiesen.
Bei den verwendeten GS-
PL-Systemen wird mit Aus-
nahme von GS-DPPC in
H50 eine Verbreiterung des
Koexistenzbereiches mit zu-
nehmender Lipidkonzentra-
tion und ein linearer Ver-
lauf der Phasengrenzen be-
obachtet. Die GS-DPPC-
Systeme in HsO besitzen
fast parallele Phasengren-
zen (Tab. 3.5).

Die Abweichung von der Li-
nearitdt der Phasengrenzen
im Bereich niedriger Lipid-
konzentrationen bei den
GS-DPPC-Gemischen  in
H,0O und die bei allen unter-
suchten ~ GS-PL-Systemen
ermittelte  Differenz  der
D% und D °-Werte ist
durch die Abhéngigkeit des
Aggregationsverhaltens von
der Zusammensetzung (Ab-
schnitt 3.1.2.1), die finite
Grofle der zylinderférmigen
MM und die resultierenden
,Endkappen-Effekte* zu er-
kldren [311].
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Abb. 3.29: Vergleich der Phasengrenzen der synthetischen
Phospholipide: Detergenskonzentration Dy vs. Lipidkonzen-
tration L fir die Solubilisierung von DPPC-, DPPG-,

DPPC/DPPG(3:1)- und DPPC/DPPG(1:1)-Vesikeln mit
NaC bzw. NaDC bei 60°C in 0,1 M NaCl, pH 7,5
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Abb. 3.30: Vergleich der Phasengrenzen von DPPC und

SPC: Detergenskonzentration D; vs. Lipidkonzentration L
fiir die Solubilisierung von DPPC- und SPC-Vesikeln mit
NaC und NaDC bei 60°C in HyO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5
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Die D -Werte, die der hypothetischen emc der GS-PC-Gemische bei 0 mM Lipid ent-
sprechen, befinden sich bis auf die GS-SPC-Systeme in HyO unterhalb der cmc-Werte der
reinen GS [84]. In den meisten Gemischen ist der Anteil an GS-Monomeren kleiner als
in reinen GS-Losungen. Die Mizellbildung erfolgt in Gegenwart von Lipid in diesem Fall
schon bei geringeren GS-Konzentrationen. Nach SCHURHOLZ [321] werden die folgenden
zwei Kategorien beziiglich der Lage von D, *" unterschieden: 1. Lipide, die unterhalb der
cme des Detergens solubilisiert werden (D, < emc), und 2. Lipide, die oberhalb der emc
des Detergens solubilisiert werden (D, 3 > emc). Die GS-SPC-Gemische in H,O gehdren
der letzteren Kategorie an, da durch den hohen Anteil an ungesittigten Alkylketten im
Vergleich zu den synthetischen PL und den SPC-Systemen in NaCl bedeutend hohere
GS-Konzentrationen zur Uberfithrung der SPC-Vesikel in GS-SPC-MM erforderlich sind.

Der Vergleich der R.-Werte mit nichtionischen Detergentien [292,309,319] verdeutlicht,
dass PL-Membranen durch GS schon bei geringen Konzentrationen effektiv solubilisiert
werden [210]. Fiir das natiirliche SPC liegen die R.-Werte iiber denen von DPPC. Daraus
wird abgeleitet, dass PL mit geséttigten Alkylketten wesentlich leichter in MM umgewan-
delt werden als ungeséttigte PL. Die SPC-Vesikel sind gegeniiber dem GS-Angriff stabiler
als die DPPC-Vesikel. Dieses Verhalten beobachtete SCHURHOLZ [321] fiir das zwitter-
ionische GS-Derivat CHAPS. Ebenso fand KELLER [298] bei der Solubilisierung mit OG
bzw. Dodecylmaltosid héhere R.-Werte fiir SPC im Vergleich zu DPPC.

Die Solubilisierung von DPPC und SPC wurde in H,O bzw. 0,1 M NaCl untersucht, um
Informationen iiber den Einfluss der lonenstéirke des Mediums zu erhalten. Es stellte sich
heraus, dass die Phasengrenzen in NaCl in Analogie zu den cme-Werten [84] zu tieferen
GS-Konzentrationen verschoben sind und sich mit steigender Lipidkonzentration mehr
als in HyO verbreitern. In der Salzlosung ist die Wasseraktivitdt herabgesetzt. Durch die
Wechselwirkung von Na™-Ionen mit der Phosphatgruppe des PC kommt es zu einer stér-
keren elektrostatischen Abschirmung. Insbesondere bei den GS-DPPC-Systemen werden
in NaCl (Tab.3.5) hohere R, *°-Werte als in HyO erhalten. Durch die bessere Abschirmung
der Kopfgruppenladung steigt die Vesikelstabilitat. Fiir die komplette Solubilisierung sind
hohere GS-Anteile als in H,O erforderlich.

Die durch I'TC und DLS ermittelten Parameter fiir die Vesikel-Mizell-Umwandlung zeigen
eine gute Korrelation. Die SANS-Daten fiir das Beispielsystem NaDC-DPPC in NaCl
gestatten Aussagen zur GroBe, Form und Struktur der GS-PL-Aggregate. Durch DSC-
Messungen an den GS-DPPG-Gemischen konnte die Umwandlung der lamellaren Vesikel

in isotrope, mischmizellare Losungen bewiesen werden.
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3.2 Gallensalz/Fettsiure-Phospholipid-Gemische

3.2.1 Demizellisierung

3.2.1.1 Na-Oleat

Die Charakterisierung der Mizellbildung in NaO-Losungen wurde mit der ITC in
einem Temperaturbereich von 10-70°C durchgefiihrt. Diese Methode nach KRESHECK
und HARGRAVES [353] ermoglicht die Bestimmung der eme und der Enthalpie der Mizel-
lisierung. Aus dem Phasendiagramm ist zu erkennen, dass diese Experimente bei einer

Lipidkonzentration von 0 mM verlaufen (Abb. 2.17: emc - Pfeil entlang der Ordinate).

In der Abb. 3.31 ist je ein Beispiel fiir ein Demizellisierungsexperiment von NaO in HyO
bei 10°C und 65°C dargestellt. Bei diesen Versuchen wird eine hochkonzentrierte, mizellare
Detergenslosung in die Messzelle injiziert, die nur das Losungsmittel enthélt. Zu Beginn
sind in den Wérmefluss-Zeit-Diagrammen (Abb. 3.31 A’, A”) bei tiefen Temperaturen
exotherme und bei hohen Temperaturen endotherme Titrationspeaks sichtbar, die durch
die Verdiinnung der Mizellen und Monomeren sowie den Zerfall der Mizellen (Demizelli-

sierung) in Monomeren und die Freisetzung von Gegenionen hervorgerufen werden.
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Abb. 3.81: ITC-Experiment zur cmc-Bestimmung: Titration (50x5 pl) einer NaO-Ldésung
(40 mM) in HyO, pH 7,5, bei 10°C (links) und 65°C (rechts): A) Messdiagramm: Wirme-
fluss vs. Zeit, B) molare Reaktionswirme @ als Funktion der Detergenskonzentration Dy, C) 1.
Ableitung von B) mit den zwei Extremstellen cmel und cmc2
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Der Hauptteil entspricht der Demizellisierungswéirme AH gepie. Die betragsméfig geringe
Verdiinnungswirme A Hy; wird in separaten Experimenten bestimmt und von der gemes-
senen Reaktionswédrme subtrahiert. Bei weiterer Detergenszugabe steigt die Konzentration
der Monomeren in der Messzelle bis zum Erreichen der cme. Die Peakhthe nimmt im
mizellaren Bereich bis zu einem annéhernd konstanten Wert nahe Null ab. Diese Warme-
effekte sind nur auf die Verdiinnung der Mizellen zuriickzufiihren. Die Wendepunkte in
den @Q-D;-Diagrammen (Abb. 3.31 B’, B”) korrelieren mit den eme-Werten. Diese konnen
durch die Bildung der 1. Ableitung von @ nach D, (Abb. 3.31 C’, C”) exakt bestimmt
werden. Die Reaktionsenthalpie AH ergibt sich aus der Enthalpiedifferenz des Anfangs-
und Endzustandes (Abb. 3.31 B’, B”).

Anhand der Abb. 3.31, insbesondere der 1. Ableitungen, lassen sich fiir die Aggregati-
on von NaO zwei kritische Konzentrationen cmcl und emc2 ermitteln. Die cme-Werte
von NaQ, als auch die von NaC und NaDC in HyO bzw. 0,1 M NaCl [84], sind in
der VAN'T HOFF-Form mit In ¢mc’ (eme’ = eme in Molenbruch-Einheiten) vs. 1/T in
der Abb. 3.32 zusammengefasst. Die Anpassung der VAN'T HOFF-Kurven erfolgte nach
NUSSELDER und ENGBERTS [354] als Polynom 2. Grades. Es ist zu erkennen, dass die
cme-Werte von NaC und NaDC in beiden Medien oberhalb der emc’s von NaO liegen.
NaC mit der hheren Hydrophilie hat eine grofiere cmce als NaDC. Sie wird bei beiden GS
in NaCl mit steigender Ionenstérke zu tieferen Konzentrationen verschoben. Die cmc’s der
GS als auch die emcl von NaO weisen das fiir ionische Detergentien typische Minimum
bei RT auf. Die emc2 von NaO nimmt mit steigender Temperatur kontinuierlich zu. Dies

weist auf einen ausschliefllich endothermen, zweiten Aggregationsprozess hin.
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Abb. 3.32: vaN'T HoFF-Darstellung der Temperatur- Abb. 3.33: Thermodynamische Pa-

abhingigkeit von cmc’: NaO in HoO, pH 7,5, mit je- rameter der Demizellisierung von
weils cmel und cmc?2 im Vergleich zu denen von NaC NaO in HyO, pH 7,5, vs. T;
und NaDC in HyO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5 AC, demic bei 25°C



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 70

Der im Vergleich zu anderen Detergentien niedrige Konzentrationsbereich der Mizellbil-
dung von NaO stimmt mit Daten von TAMAMUSHI et al. (2,7 mM) [355], DROBOSYUK et
al. (0,5-1,5 mM) [356] und AKHTER (2,15 mM) [357] iiberein. Die zwei erhaltenen cmc’s
fiir NaO resultieren aus einem zweistufigen Aggregationsmechanismus. Die Existenz von
zwei verschiedenen Mizelltypen wurde ebenfalls von MAHIEU et al. [358] festgestellt, die
durch Protonen-Longitudinal-Magnetrelaxationsmessungen zwei cmc-Werte bei 1,5 und
3,0 mM bei RT fanden und dies auf eine erste Aggregation in sphérische und eine zweite
Umwandlung in stdbchenférmige Mizellen zuriickfithren. Die Existenz von zwei ecmc’s wur-
de von MAJHI und MOULIK [119] auch fiir das Detergens Aerosol-OT gefunden. Derartige
Detergentien bezeichnen ZIMMELS und LIN [359] als ,, Multi-cmc-Systeme®, bei denen eine

stufenweise Assoziation mit einer diskontinuierlichen Strukturdnderung stattfindet.

Die Detergenskonzentration in den Mizellen dient der Ermittlung von AH g, da bei dem
verwendeten Pseudo-Phasenseparations-Modell die Mizellen als separate Phase nach der
GIBBS’schen Phasenregel betrachtet werden. CISTOLA et al. [360] bewiesen die Giiltigkeit
des Modells fiir Alkaliseifen. Deshalb geht nur die mizellare NaO-Konzentration in die Be-
rechnung ein, die sich durch die Subtraktion der Monomer-Konzentration, d.h. der cmc,
von der Gesamtkonzentration ergibt. Geringfiigige Abweichungen der ermittelten von den
tatsidchlichen AH gepni- Werten sind nach JOHNSON et al. [361] durch die leichte Anderung
der Monomer-Konzentration oberhalb der eme moglich. Die Unterscheidung der beiden
Aggregationsstufen in den @-D;-Diagrammen (Abb. 3.31 B’, B”) gestaltet sich insbeson-
dere im mittleren Temperaturbereich schwierig, so dass nur die Gesamtenthalpiedifferenz

zwischen Ausgangs- und Endzustand berticksichtigt wurde. Aus den beiden emc-Werten
kann AGY,, ;. mit AGY,,... = —RT-ln cmc’ (Gl. 2.9; emc’ = emce in Molenbruch-Einheiten)

demic demic
berechnet werden. T'ASgemi wird aus der GIBBS-HELMHOLTZ-Gleichung (Gl. 2.5) erhal-
ten. Die thermodynamischen Parameter der Demizellisierung sind in der Abb. 3.33 und
in der Tab. B.1 (Anhang B) zusammengefasst. Der Kurvenanpassung liegt ein Polynom

2. Grades zugrunde.

Der Vergleich der thermodynamischen Parameter in der Abb. 3.33 lasst die starke Tempe-
raturabhéngigkeit von AHgemic und TASgemi. erkennen. AG gemic hingegen besitzt grofie
positive Werte und héngt kaum von der Temperatur ab. TASgemi. ist deutlich negativ.
Der Betrag nimmt mit steigender Temperatur ab. Die A H gep;.-Kurve verlauft in dhnlicher
Weise und besitzt einen Abszissenschnittpunkt bei etwa 25°C. Am Punkt AHgemic = 0
erfolgt die Mizellbildung rein Entropie-getrieben. Es findet ein Wechsel des Vorzeichens
der Reaktionsenthalpie von exotherm nach endotherm statt, die emc hat ein Minimum.
Bei hoheren Temperaturen verlagert sich die treibende Kraft zum Enthalpieterm. Die-
ses Verhalten der thermodynamischen Parameter ist fiir den hydrophoben Effekt mit
der Enthalpie-Entropie-Kompensation charakteristisch [39,41,67], wie auch andere Stu-
dien fiir die GS [84, 116, 118] und ionische (z.B. Natriumdodecylsulfat (SDS) [118]) als
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auch nichtionische (z.B. OG [118], Nonylglucosid (NG) [362]) Detergentien bewiesen. Die
Mizellbildung von NaO konnte in NaCl nicht untersucht werden, da wegen der Verschie-

bung der ecmc zu tieferen Konzentrationen das ITC-Detektionslimit unterschritten wurde.

Aus der Temperaturabhingigkeit von AHgemie ergibt sich die Anderung der Wirme-
kapazitdt AC), gemic nach Gl. 2.4 durch Differentiation. Da AH jepn;e nach einem Polynom
2. Grades angepasst wurde, resultiert fiir AC), gemic eine lineare Funktion der Tempe-
ratur. Die AC), gemic-Werte sind im gesamten T-Bereich positiv, woraus auf einen Trans-
fer von hydrophoben Molekiilstrukturen in eine wéssrige Umgebung bei der Demizelli-
sierung geschlossen werden kann, da AC), gemic eine lineare Funktion der dem Wasser
ausgesetzten hydrophoben Oberfliche darstellt [40,363]. Bei RT werden fiir NaO in HyO
als ACy gemic 780 J -mol~ 1K1 erhalten. Dieser Wert liegt deutlich iiber denen der GS [84]
mit 240 J-mol'-K™! fiir NaC/H,0, 260 J-mol~'-K~! fiir NaC/NaCl, 360 J-mol 'K~ fiir
NaDC/H,0 und 340 J-mol*-K~! fiir NaDC/NaCl.

Der Beitrag der Hydratation der hydrophilen Strukturen bzw. der der Gegenionen bei
der Demizellisierung ist vernachléssigbar klein. Der von MARCUS [364] angegebene AC),-
Wert fiir die Hydratation von Na'-Ionen betrigt —42 J-mol™'-K~!, woraus sich unter
Beriicksichtigung des Gegenionenbindungsgrades von aliphatischen Detergentien mit etwa
0,6 [100] ein AC), gemic-Beitrag von etwa 25 J .mol~ 1K~ errechnen lisst. Der wesentlich
hohere AC), gemic-Wert von NaO gegeniiber den GS basiert auf der stirker ausgeprégten
Polaritatstrennung und somit hoheren Lipophilie der Alkylkette von NaO im Vergleich
zu den wegen der strukturellen Besonderheiten der GS mehr ,verteilten“ hydrophilen

Gruppen und einer damit verbundenen geringeren Lipophilie.

Die Bestimmung der Mizellgrofie

von NaQO- als auch von NaC- und 25 Lo ) 250
. . O NC-HO O NaC-HO

NaDC-Mizellen erfolgte mit der A NaC- Nl A NC-Nal
DLS. Die Abb. 3.34 zeigt die Rj- S N
Werte als Funktion der Tempera- g 15y A NONA s
tur. Die verwendeten Konzentra- =
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zellisierungsexperimente gewahlt.

Aus der Abb. 3.34 wird deutlich, 00152030 40 30 60 10203040 50 60
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dass in beiden Medien sowohl bei
NaC als auch bei NaDC zwei ver-

schiedene Mizellspezies auftreten, Abb. 8.34: Hydrodynamische Radien Rj wvon NaC-,

) ' _ ) NaDC- und NaO-Mizellen in HyO (150, 100, 40 mM)
wiéhrend bei NaO nur eine Grofle bzw. 0,1 M NaCl (100, 50, 20 mM) als Funktion der
zu ermitteln war. Temperatur; Mizellspezies: links - klein, rechts - grof§
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Die Groflen der beiden GS-Mizellspezies unterscheiden sich um zwei Zehnerpotenzen. Da-
raus wird geschlussfolgert, dass es sich bei den kleinen Teilchen um sphérische Primér-
mizellen handelt, wihrend die grofleren Partikel den stdbchenférmigen Sekundédrmizellen
nach der Primér-Sekundér-Mizell-Hypothese von SMALL [87] zuzuordnen sind. Die erhal-
tenen Rj,-Werte korrelieren mit den DLS-Daten von MAZER et al. [79-81], L1U [365] und
JANICH et al. [366], die fiir die Primérmizellen Rj-Werte von 1,0-2,5 nm erhielten. Die
Grofe der Sekunddrmizellen hingt nach MAZER et al. [80, 81, 136-138] sehr stark von

GS-Typ und -Konzentration, Ionenstédrke des Mediums und Temperatur ab.

Alle Mizellgroflen weisen eine exponentielle Abnahme mit steigender Temperatur auf. Die
Verkleinerung der Partikelgréfle und die damit verbundene Zunahme des Diffusionskoeffi-
zienten mit steigender Temperatur nach der STOKES-EINSTEIN-Beziehung (Gl. 2.13) ist
mit einer Verringerung der Mizellaggregationszahl n4 und dem steigenden Monomeranteil
in der Losung verbunden. Insbesondere bei den kleinen GS-Mizellen wird der Einfluss der
Ionenstarke des Mediums und des GS-Typs deutlich. In der NaCl-Losung nehmen die n4-
Werte und somit auch die Mizellgréf8en und -massen durch die bessere elektrostatische Ab-
schirmung zu. JANICH [288] stellte fiir das NaDC-Glycinkonjugat eine n4-Anderung von
zwei auf fiinf mit steigender lonenstérke fest. Das beobachtete Verhalten der Mizellgréfien
— Dihydroxy-GS > Trihydroxy-GS — stimmt mit Literaturdaten iiberein [78,79,87,367].

Bei den NaO-Mizellen konnten auch groflere Ry-Werte in NaCl gegeniiber H,O gemessen
werden, die hoher liegen als die der priméren GS-Mizellen. Das Mizellwachstum von NaO-
Mizellen in NaCl wird durch Daten von OEDBERG et al. [368] und KAIBARA et al. [369]
belegt, die bei 35°C in 0,1 M NaCl Rj-Werte von 63-74 nm fanden. Dies ist auf die von
REISS-HUSSON und LUZZATI [370] durch Réntgenstreuung und von TERUI [371] durch

Lichtstreuung ermittelte Stabchenform der NaO-Mizellen zuriickzufiihren.

3.2.1.2 Gallensalz/Na-Oleat-Gemische

Im Folgenden wird auf die Studien zur Charakterisierung der Mizellbildung in Mischungen
aus GS und NaO in H,O bzw. 0,1 M NaCl eingegangen. Dazu kamen GS/NaO-Gemische
im molaren Verhéltnis 5:2 zum Einsatz. Diese Systeme sind von besonderem Interesse, da
sie ein GS mit der speziellen Steroidstruktur und ein klassisches, aliphatisches Detergens

vom Seifentyp enthalten. Beide Detergentien sind einfach negativ geladen.

Die eme-Bestimmung der GS/NaO-Gemische wurde mittels ITC analog den NaO-Experi-
menten vorgenommen. Die ermittelten cmc-Werte sind in der Abb. 3.35 als VAN'T HOFF-
Kurven dargestellt. Die charakteristischen Merkmale der Mizellbildung der reinen GS [84]
treten ebenso bei den GS/NaO-Gemischen auf. Bei RT besitzen die emc’s der NaC/NaO-
und NaDC/NaO-Gemische ein Minimum.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 73

Die cmc’s der Mischungen mit

dem stdrker hydrophilen NaC
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tionen statt. Insgesamt ruft der /T/K"

NaO-Zusatz zu den GS-Mizellen

eine Verringerung der cmc her- Abb. 8.85: van'Tt Horr-Darstellung der Temperatur-
vor, wie auch BENZONANA [372] abhdngigkeit von cmc’: NaC/NaO- und NaDC/NaO-

fir NaDC/NaO-Mischungen in Gemische (5:2) in HyO (150/60, 75/30 mM) bzw.
0,1 M NaCl (100/40, 50/20 mM), pH 7,5
0,1 M NaCl belegte. ) aCl (100/40, 50/20 mM), pH 7,

Die Uberpriifung der gemessenen cme-Werte der GS/NaO-Gemische wird durch die Be-
rechnung der Misch-cmc (¢cmcpi,) aus den experimentell ermittelten Daten fiir die beiden
Einzelkomponenten moglich. Dies wurde fiir die NaC/NaO- und NaDC/NaO-Systeme in
H50 durchgefiihrt. Die eme von bindren Detergensmischungen wird durch die emc’s der
beiden Einzelkomponenten und deren Verteilung zwischen der mizellaren und der wéssri-
gen Phase beeinflusst. Nach LANGE und BECK [373] bzw. CLINT [374] ergibt sich emcp,

unter der Annahme eines idealen Mischungsverhaltens mit dem Molenbruch o des GS:

1 1-
_ < « ) + ( ( O‘)> (3.16)
CMCmix cmcgs CMCNaO

Diese Beziehung wurde von RUBINGH [375] auf nichtideale Mischungen unter Einbezie-
hung des Konzeptes der reguldren Losungstheorie erweitert. Damit kann der Wechselwir-

kungsparameter By berechnet werden. Ein (y-Wert # 0 entspricht einem nichtidealen
Mischungsverhalten der beiden Detergentien.

Q- CMCmix
In <7>
rGs - Cmcags
ﬁW = D)
(1—-zgs)

(3.17)

Tas ist der Molenbruch des GS in den Mischmizellen, der durch das Losen der numerischen
Gleichung erhalten wird:

(3.18)

o - CMCria (1 — ) - cmemix )

ras? In (7) =(1- 3305)2 in <
Tas - cmeas (1 —zgs) - emenao
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Die Werte By und xgg dienen der Berechnung des Aktivitédtskoeffizienten f:

fos = e Bw(l— zags)” fneo = € Bwwas® (3.19)

Die Aktivitatskoeffizienten der beiden Detergentien werden bei der cmc,,,-Ermittlung
nach RUBINGH [376] beriicksichtigt und in die Gl. 3.16 einbezogen:

1 1-—
= < 2 ) + <—( @) ) (3.20)
CMCmix fGS s Cmcgs fNaO * CMCNaO

Die experimentell und rechnerisch erzielten cmc,,;,-Werte sind im Vergleich zu den expe-
rimentellen Daten der beiden Einzelkomponenten in der Abb. 3.36 dargestellt und in den
Tab. B.2 und B.3 zusammengefasst. Die Misch-cmc’s der GS/NaO-Systeme befinden sich
zwischen denen der beiden Detergentien, aber niher an der tieferen cmc von NaO. Die
Differenz zwischen den experimentellen und den berechneten cmc,,;,-Werten ist fiir die
Anwendung von Gl. 3.20 unter Annahme einer nichtidealen Mischung nach RUBINGH [375]
geringer als fiir die ideale Verhiltnisse voraussetzende Gl. 3.16 nach CLINT [374].

Fiir die NaC/NaO-Gemische (Zy,c = 0,22) nimmt die Differenz mit steigender Tempe-
ratur leicht zu. Bei diesen Systemen wurde fiir By, im Bereich von 20°C bis 70°C ein
Durchschnittswert von —1, 13 ermittelt, bei 10°C betrug Sy —0, 38. Negative Gy -Werte
sind fiir die Abweichung vom idealen Mischungsverhalten und eine synergistische Interak-
tion der beiden Detergentien charakteristisch. Im Gegensatz dazu sind die experimentellen
und berechneten cmec,,;,-Werte fiir die NaDC/NaO-Gemische (Zy,pc = 0,27) im Bereich
von 20°C bis 50°C fast identisch, wie aus den Sy -Werten nahe Null hervorgeht. Es handelt
sich demzufolge um annéhernd ideale Mischungen. Nur bei tiefen und hohen Tempera-
turen treten leichte Abweichungen zu negativen [y -Werten auf, die gegeniiber NaC/NaO

geringere Betrdge und somit eine schwéchere, synergistische Wechselwirkung besitzen.

NaC NaDC

25 25 Abb. 3.36: Temperaturabhdingig-
° Eﬁ;‘p keit der cmc’s der einzelnen
20+ +| ® NaDCNaO-exp 120 Detergentien NaC, NaDC wund

8 NaDC/NaO-cal . .
® NaDC/NaO-fealc NaO im Vergleich zu den
Z st 1 {15 NaC/NaO- und NaDC/NaO-
B 5 Ezgzz Gemischen  (5:2) in  HyO,
§ 10f| = NaCNaOop 4 {10 pH 7,5, mit experimentellen
B NaONaO-feale (exp) wund berechneten Wer-
5k = T 15 ten nach CLINT (calc) wund
M RUBINGH wunter FEinbeziehung
1020 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70 der Aktivititskoeffizienten (fealc)

T/°C
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Negative [y -Werte wurden sowohl fiir die GS-Interaktion mit anionischen Detergentien
wie SDS von JANA und MOULIK [377] als auch mit nichtionischen Oligo(ethylenoxid)-
alkylethern und Sorbitanmonooleat von HAQUE et al. [378,379] ermittelt. Der Syner-
gismus wird durch die giinstige Anderung der Packung der Mischmizellen und die damit

verbundene Reduzierung der Ladungsdichte hervorgerufen [380].

Die Temperaturabhéngigkeit der thermo-

dynamischen Parameter der Demizelli- NaC/NaO NaDC/NaO
sierung von GS/NaO-Gemischen in bei- 60 60
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rung der Wérmekapazitdt. Die erhalte-

nen AGy gemic-Werte (Abb. 3.37) besit- Abb. 8.37: Thermodynamische Parameter der
zen groflere Betrige als bei den GS allein  Demizellisierung von GS/NaO-Gemischen (5:2)
(vgl. S.71), sind aber wesentlich kleiner als i H20 bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, vs. T;

AC, demie von NaO mit 780 Jmol K1,  ACp demic bei 25°C

Das beruht auf den unterschiedlichen Beitragen des Transfers der hydrophoben Strukturen
von NaO und den GS in die wissrige Umgebung. Der Transfer von NaO-Molekiilen in die
wassrige Phase kann als ungiinstiger im Vergleich zu dem der GS-Molekiile angesehen
werden. Da NaO zu einem geringeren molaren Anteil in den GS/NaO-MM enthalten ist,
liegen die AC), gemic-Werte der Gemische zwischen denen der beiden Einzelkomponenten,
aber nédher an denen der GS. Wie bei den GS allein sind die Betrége von AC), gemic fiir die
Systeme mit dem stérker hydrophoben Dihydroxy-GS NaDC grofler als die fiir die mit dem
stiarker hydrophilen Trihydroxy-GS NaC. Bei der Demizellisierung der GS/NaO-Gemische
scheint der Transfer in 0,1 M NaCl giinstiger als der in H5O.
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Die DLS diente der Untersuchung

der Partikelgrofie von GS/NaO- 25 e 250
MM in H,O bzw. 0,1 M NaCl. M 2 x| | A“;&&“?zoo
Die erhaltenen Rj-Werte sind in ’ ¢ NaDCRO-Nq ® NP0 T
der Abb. 3.38 als Funktion der £ 15 1L 1150
Temperatur zu sehen. Wie bei n\f

den GS-Mizellen treten auch bei . 110
den GS/NaO-Gemischen zwei Mi- ost \\. 1L 150
zellspezies auf, deren Grofle um

zwei Zehnerpotenzen variiert. Die 0010720 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
. . . T/°C T/°C
kleinen Teilchen verhalten sich

analog den sphérischen, priméren

GS-Mizellen: die Rj-Werte sind Abb. 3.88: Hydrodynamische R‘adzen' Ry, wvon de‘n
~ - B NaC/NaO- und NaDC/NaO-Mischmizellen (5:2) in
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in NaCl. spezies: links - klein, rechts - grofs

Bei der Mizellspezies mit den groflen Rj,-Werten wird ein entgegengesetztes Verhalten
beobachtet: die Rj-Werte sind hier fiir NaC/NaO grofler als fiir NaDC/NaO und in
NaCl kleiner als in HoO. Bei den GS-Sekundérmizellen (Abb. 3.34) konnten keine der-
artigen Differenzen festgestellt werden. Dies ist wahrscheinlich auf die unterschiedliche
Lipophilie der beiden GS und die verschieden ausgeprégte elektrostatische Abstoflung der
polaren Gruppen der beiden Detergenstypen (GS und NaQO) zuriickzufithren. Das weni-
ger polare NaDC ermoglicht in HoO eine dichtere Packung mit NaO und eine hohere
Kriimmungstendenz als NaC. Daraus resultiert eine geringere Lange der Stdbchen-MM
bei NaDC/NaO. Dieser Effekt wird in NaCl unterdriickt.

Die ermittelten Mizellgréfen korrelieren gut mit denen von HJELM et al. [381], die durch
SANS an GS/NaO-Gemischen fiir kleine, sphérische Mizellen Radien von 1,5 nm bei Sys-
temen mit Dihydroxy-GS und 1,4 nm bei solchen mit Trihydroxy-GS fanden, und auch

die Existenz von langen, flexiblen Stdbchen-MM nachwiesen.

3.2.1.3 Gallensalz/Na-Palmitat-Gemische

Die Mizellbildung wurde auch an Mischungen von GS und NaP in H,O bzw. 0,1 M NaCl
untersucht. Im Gegensatz zu NaO mit einer cis-stéindigen Doppelbindung ist die Seife der
Palmitinsdure NaP eine geséttigte Verbindung mit all-trans-Konformation (Abb. 2.3).
Dies beeinflusst die physikochemischen Eigenschaften in entscheidender Weise. Die Mizell-
bildung findet nur oberhalb der eme und der emt statt (Abschnitt 2.3.2).
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Bei den GS befindet sich die cmt
unterhalb von 0°C [27], bei NaO
mit 16°C [360] noch unter RT, bei
NaP hingegen bei 55°C [30]. Des-
halb liegt NaP bei RT in Form ei-
ner triiben, kristallinen Suspension vor,
als sogenanntes ,Koagel“ [382], das
sich durch starre Alkylketten und ein
kaum hydratisiertes Kristallgitter aus-
zeichnet [383]. Eine isotrope, mizel-
lare Losung tritt erst oberhalb der
Koagel-Mizell-Umwandlung auf. Die
cme-Bestimmung von NaP war daher
bei RT nicht moglich. Die cmc ent-
spricht bei langkettigen F'S-Seifen nicht
exakt dem KRAFFT-Punkt, sondern ist
etwas unterhalb, wie DE MUL et al.
[384] durch DSC-, IR~ und Rontgen-
studien belegen konnten.

Die eme-Bestimmung der GS/NaP-
Gemische wurde mit der ITC wie
bei NaO und den GS/NaO-Systemen
durchgefithrt. Die VAN'T HOFF-
Darstellung der e¢me’s von NaC/NaP-
und NaDC/NaP-Gemischen in beiden
Medien in der Abb. 3.39 zeigt die Cha-
rakteristika der GS-Mizellisierung: die
cmce-Werte verhalten sich nach dem ty-
pischen Muster mit NaC > NaDC und
NaCl < H50O. Die Differenzen sind bei
den GS/NaP-Gemischen stirker ausge-
préigt als bei den GS/NaO-Mischungen
(Abb. 3.35).

Eine Untersuchung der Idealitdt des
Detergensgemisches auf der Grund-
lage der oben beschriebenen Methode
nach RUBINGH [375] war im Fall der
GS/NaP-Systeme nicht moglich, da die

cmc-Werte von NaP nicht vorlagen.
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Abb. 3.39: vaN'T HOFF-Darstellung der Tempe-
raturabhdngigkeit von cmc’:  NaC/NaP- und
NaDC/NaP-Gemische (5:2) in HyO (150/60,
75/30 mM) bzw. 0,1 M NaCl (100/40, 50/20 mM),
pH 7,5
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Abb. 8.40: Thermodynamische Parameter der De-
mizellisierung von GS/NaP-Gemischen (5:2) in
HyO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, vs. T; AC) dgemic
bei 25°C
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Die thermodynamischen Parameter der Demizellisierung von den GS/NaP-Mischungen in
beiden Medien haben die gleiche Tendenz wie NaO und die GS/NaO-Gemische (Abb. 3.41).
Der Schnittpunkt der AH geoni-Kurven, der dem Wechsel der Reaktionsenthalpie von exo-
nach endotherm entspricht, ist bei den GS/NaP-Systemen zu ca. 35°C verschoben.

Im Vergleich zu den GS/NaO-Gemischen besitzen die NaP-haltigen Systeme wesentlich
hohere AC), gemic-Werte. Dies wird auf die groBere Lipophilie der gesdttigten Palmitin-
sdurekette gegeniiber dem einfach ungeséttigten NaO zuriickgefiihrt. Bei Letzterem ist der
Alkylkettenbereich wegen der cis-stéandigen Doppelbindung gegeniiber NaP stéarker hydra-
tisiert. Daraus resultiert, verglichen mit den GS/NaO-MM, ein durch die Demizellisierung
hervorgerufener, ungiinstigerer Transfer der hydrophoben Strukturen der GS/NaP-MM in
die wissrige Umgebung. Die fiir die GS allein [84] als auch die GS/NaO-Systeme beobach-
teten Unterschiede zwischen den NaC- und NaDC-haltigen Systemen treten bei GS/NaP-
Gemischen nicht auf. Daraus wird entnommen, dass das gegeniiber den GS-Molekiilen
extrem lipophile NaP den Hauptbeitrag zu AC), gemic leistet. Die starke Lipophilie von
NaP in GS/NaP-MM belegen Studien von LICHTENBERG et al. [385] und SALLEE [386],
die fiir NaP in mischmizellaren GS/NaP-Lésungen eine Monomerloslichkeit von < 1 uM
bzw. exakt 0,56 M ermittelten.

Der oben genannte Einfluss der emt auf das Aggregationsverhalten von NaP-haltigen
Gemischen geht auch aus den durch DLS gemessenen Partikelgrofien der GS/NaP-Systeme
in HoO bzw. 0,1 M NaCl hervor (Abb. 3.41). Im Gegensatz zu den GS/NaO-MM tritt

hierbei nur eine Mizellspezies auf.
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in den GS-Mizellen mit steigender Abb. 3.41: Hydrodynamische Radien Ry wvon den
N . NaC/NaP- und NaDC/NaP-Mischmizellen (5:2) in

Temperatur erklarbar, die SMITH . " 150 /60, 75/30 mM) und 0,1 M NaCl (100/40,

und LOUGH [387,388] feststellten. 50/20 mM) als Funktion der Temperatur
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Die GS/NaP-Partikel zeigen ein #quivalentes Verhalten zu den GS/NaO-Sekundér-MM
(Abb. 3.38): die Rp-Werte sind in HyO groBer als in NaCl und fiir die NaDC/NaP-MM
kleiner als fiir die NaC/NaP-MM. Dies basiert wahrscheinlich wie bei den NaO-haltigen
Systemen auf differierenden Aggregatstrukturen, die sich durch die verschiedenen elektro-
statischen Interaktionen zwischen den NaC- bzw. NaDC- und den NaP-Molekiilen mit
unterschiedlicher Polaritét ergeben. NaCl unterdriickt diesen Effekt im Vergleich zu H5O.

3.2.1.4 Zusammenfassung

Die Kombination der ITC-Demizellisierungsexperimente mit den DLS-Messungen ermog-
licht die Charakterisierung der Mizellbildung von GS/NaO- und GS/NaP-Systemen im
Vergleich zu der in NaC- bzw. NaDC- und NaO-Losungen. Die Abb. 3.42 zeigt eine Gegen-
iiberstellung der emc’s von GS/NaO- und GS/NaP-Gemischen sowie die von beiden GS
und NaO in HyO bzw. 0,1 M NaCl. Die GS/FS-Mischungen verhalten sich analog den
reinen GS. Die cmc-Werte weisen fiir alle Gemische die charakteristischen Merkmale der
GS-Mizellbildung auf: die cmc’s der NaC-haltigen Systeme liegen iiber denen der NaDC-
haltigen und sind jeweils in HyO grofer als in NaCl. Die erhohte Ionenstéarke der Salzlésung
fithrt zu einer starkeren Abschirmung der geladenen Kopfgruppen der Detergensmolekiile
und somit zu einer Reduzierung der elektrostatischen Abstoflung. Das begiinstigt die

Aggregation. Dadurch wird die emc zu tieferen Konzentrationen verlagert.
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Abb. 3.42: Vergleich der cmc’s (GS-Konzentration cmcgs
) vs. Temperatur) von NaC und NaDC mit NaC/NaO- und
Daten der Einzelkomponen- NaDC/NaO- sowie NaC/NaP- und NaDC/NaP-Gemischen
ten nachgewiesen. (molare Verhdltnisse 5:2) in HyO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5
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Dabei konnte fiir die NaC-haltigen Systeme eine synergistische Abweichung vom idealen
Mischungsverhalten bestimmt werden, wéhrend sich NaDC und NaO ann#hernd ideal

mischen. Fiir die GS/NaP-Gemische ist ein analoges Verhalten wahrscheinlich.

Die Betrachtung der Temperaturabhéngigkeit der thermodynamischen Demizellisierungs-
parameter lasst fiir NaO sowie die GS/NaO- und GS/NaP-Gemische die gleichen Ten-
denzen wie fiir die GS [84] erkennen. Bei tiefen Temperaturen verlduft die Mizellbildung
Entropie-gesteuert, wiahrend bei hohen Temperaturen enthalpische Effekte {iberwiegen.
Dies ist fiir den hydrophoben Effekt charakteristsich. Aus der Temperaturabhéngigkeit
von AHgemic kann AC), gemic berechnet werden, die Aussagen iiber die Wechselwirkung
von hydrophoben Molekiilteilen mit Wasser wéhrend der Demizellisierung erlaubt. Die
Beitrage der Kopfgruppenhydratation sind vernachléssigbar klein. Je hoher der Anteil
hydrophober Molekiilstrukturen in den Systemen ist, umso ungiinstiger wirkt sich deren

Transfer in die wéssrige Umgebung aus. Dies verdeutlichen die erhaltenen Betrige fiir

AC) dgemic: GS < GS/NaO < NaO und GS/NaO < GS/NaP.
Bei den GS und deren Gemischen mit NaO und NaP findet die Mizellbildung in einem

definierten Konzentrationsbereich statt. Bei NaO hingegen treten zwei kritische Konzen-
trationen auf: 1. fiir die Aggregation zu sphérischen Mizellen, und 2. fiir die Umwandlung
in stdbchenformige Mizellen. Der erste Prozess verlduft in der typischen Weise der Mizell-
bildung von ionischen Detergentien, wihrend der zweite Prozess ausschliellich endotherm

ist, da bei dieser Strukturédnderung hydrophobe Effekte nicht mehr iiberwiegen.

Die Abb. 3.43 liefert einen
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NaCl erhalten werden. in HyO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5

sowohl in H,O als auch in
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3.2.2 Verteilung

Die Verteilung von GS/NaO- und GS/NaP-Gemischen in DPPC-Vesikeln in HyO bzw.
0,1 M NaCl ist mit der ITC untersucht worden. Die Verteilungsexperimente mit den
GS/FS-Systemen (molare Verhiltnisse 5:2) wurden zur vergleichenden Betrachtung

analog denen der einzelnen GS in DPPC-Membranen ausgefiihrt.

Die Messungen fanden bei 60°C statt, da die Temperatur einerseits oberhalb der Haupt-
phasenumwandlungstemperatur von DPPC (41,4°C) und andererseits oberhalb der emt
von NaP (55°C) sein musste. Die Auswahl der Konzentrationen der GS/FS-Mischungen
unterhalb deren Misch-cmc’s basiert auf den Demizellisierungsexperimenten (Abschnitte
3.2.1.2 und 3.2.1.3).

3.2.2.1 Gallensalz/Na-Oleat-DPPC-Systeme

Die Abb. 3.44 beinhaltet die Ergebnisse der Verteilungsexperimente der GS/NaO-Gemische
in beiden Medien. Einen Uberblick iiber die thermodynamischen Parameter der Verteilung
von GS/NaO in DPPC-Membranen gibt die Tab. 3.11.

Diese Systeme haben wie bei der GS-Verteilung negative Transferenthalpien AHT, deren
Betriage mit NaDC/NaO > NaC/NaO aber im Vergleich zu den Mizellisierungsenthalpien
AH,;. der GS/NaO-Systeme (Tab. B.4-B.7) bei 60°C gering sind. Eine Mizellbildung kann
unter Verteilungsbedingungen jedoch nicht stattfinden, da die Detergenskonzentrationen
jeweils unterhalb der cmc lagen. Gegeniiber der Verteilung der GS in den DPPC-Vesikeln
verlduft diese bei den GS/NaO-Gemischen mit Ausnahme der NaDC-haltigen Systeme in
0,1 M NaCl, bei denen die AH?-Werte fiir NaDC und NaDC/NaO annihernd identisch
sind, wesentlich stirker exotherm. Dieser Effekt tritt am deutlichsten wiederum bei den
NaDC-haltigen Gemischen in NaCl auf.
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Die Untersuchung der Temperaturabhiingigkeit von AH? beim Transfer von GS/NaO
aus der wissrigen Phase in die DPPC-Vesikel war durch die erforderliche Temperatur von
60°C nicht moglich.

Die intrinsischen Verteilungskoeffizienten Py verhalten sich fiir die GS/NaO-Gemische ana-
log den GS: NaDC > NaC in H,O und NaC > NaDC in NaCl. Im Vergleich zu den reinen
GS sind die Fy- ebenso wie die P,,-Werte grofier. Die hoheren P-Werte und die stérker
exothermen Transferenthalpien der GS/NaO-Gemische gegeniiber der GS-Inkorporation
korrelieren mit den AC), ,,;.-Betrigen, die fiir die Mizellbildung in GS-Losungen kleiner
sind als in GS/NaO-Mischungen. Der Anteil an lipophileren NaO-Molekiilen verstérkt,
verglichen mit den GS, das Aggregationsbestreben der GS/NaO-Systeme. Da eine Mizell-
bildung wegen der unzureichenden Detergenskonzentration nicht moglich ist, kommt es
zum gesteigerten Einbau der GS-Molekiile in die DPPC-Membranen, um die Abschirmung

der hydrophoben Strukturen vor dem Wasser zu gewihrleisten.

Im Gegensatz zur GS-Verteilung in DPPC-Vesikeln treten bei den GS/NaO-Gemischen
nicht die beobachteten Unterschiede im Verteilungsverhalten bzw. im Verteilungskurven-
verlauf zwischen NaC- und NaDC-haltigen Systemen auf. Dies ist wahrscheinlich durch
den der GS-Inkorporation vorangehenden NaO-Einbau bedingt. Dadurch verschwinden

die Differenzen zwischen den beiden GS im Anfangsbereich der Verteilungskurven.

Die AGT-Betriige sind in Ubereinstimmung mit denen der GS deutlich gréfer als die
der Mizellbildung AG,;.. Bei den GS/NaO-Systemen wird wie bei der GS-Verteilung
die Abhéngigkeit von der Konzentration an Aggregat-gebundenem Detergens und der
dadurch bedingten Aufladung der Vesikeloberfliiche sichtbar. Die AGL - und P,,-Werte
sinken betragsméflig mit steigendem Detergensanteil, in HyO stérker als in NaCl, da durch

die erhohte Ionenstérke in NaCl die elektrostatischen Effekte abgeschwéicht werden.

Tab. 3.11: Thermodynamische Parameter fir die Verteilung der NaC/NaO- (5:2) und der
NaDC/NaO-Gemische (5:2) in DPPC-Vesikeln in HyO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 60°C

NaC/NaO NaC/NaO NaDC/NaO NaDC/NaO

+ DPPC + DPPC + DPPC + DPPC

in H,O in NaCl in H,O in NaCl

Py 1,44 -108 2,99 - 106 1,61-108 1,61-10°

P,y 76856 1,14-10° 85053 1,31-10°
AHT /kJ-mol~! -3,5 -3,2 -4,1 -6,5
AGY /kJ-mol 1 -52,0 -41,3 -562,3 -39,6
AGT /kJ-mol~! -31,2 -32,3 -31,4 -32,6
TASE /kJ-mol 1 48,5 38,1 48,3 33,1
TAST /kJ-mol~! 27,7 29,1 27,4 26,2
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3.2.2.2 Gallensalz/Na-Palmitat-DPPC-Systeme

Die Resultate der Verteilungsuntersuchungen von NaC/NaP- und NaDC/NaP-Gemischen
in HyO bzw. 0,1 M NaCl sind in der Abb. 3.45 und der Tab. 3.12 zusammengefasst. Auch
die NaP-haltigen Systeme besitzen negative A HT-Werte, die wesentlich kleiner als AH,,;.
der GS/NaP-Mischungen (Tab. B.8-B.11) bei 60°C sind. Die Transferenthalpien haben
im Vergleich zu GS/NaO bis auf die NaC-Systeme in HoO bei GS/NaP kleinere Betrége.
NaDC/NaP in NaCl weist die betragsmiilig groten AH?-Werte auf, die allerdings nicht
so stark exotherm sind wie bei der GS- bzw. GS/NaO-Verteilung in DPPC-Vesikeln.
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In H,O lassen sich zwischen NaC/NaP und NaDC/NaP nur geringfiigige Unterschiede bei
den thermodynamischen Parametern feststellen. Auch der Verlauf der Verteilungskurven
der beiden Systeme dhnelt sich. Die Unterschiede im anfénglichen Verlauf der Verteilungs-
kurven der NaC- und NaDC-haltigen Systeme, die bei der Verteilung von GS beobachtet
wurden, treten wie bei den GS/NaO-Systemen hier nicht auf. In NaCl ergaben sich zwi-
schen NaC/NaP und NaDC/NaP Differenzen, die jedoch im Vergleich zu den GS bzw.

den GS/NaO-Systemen ein geringeres Ausmafl annehmen.

Die Py- und P,,-Werte der GS/NaP-Gemische liegen in der gleichen Gréflenordnung der
GS/NaO-Systeme deutlich {iber denen der reinen GS. Ein hoherer Verteilungskoeffizient
entspricht laut dessen Definition (Gl. 3.1) einem groferen Anteil an Membran-gebundenem
Detergens. Auch in diesem Fall sind die gemischten GS/NaP-Systeme gegeniiber den
einzelnen GS stéirker bestrebt, den hoheren Anteil an hydrophoben Molekiilstrukturen
vor dem Wasser zu schiitzen. Dies gelingt wegen der geringen Detergenskonzentration
unterhalb der ¢mc nur durch die Membraninkorporation. In NaCl ergibt sich wie bei
GS/NaO eine geringere Abhéngigkeit vom Detergensanteil in den Vesikeln und der damit

verbundenen Aufladung der Membranoberfliche als in H,O.
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Tab. 3.12: Thermodynamische Parameter fiir die Verteilung der NaC/NaP- (5:2) und der
NaDC/NaP-Gemische (5:2) in DPPC-Vesikeln in HyO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 60°C

NaC/NaP NaC/NaP NaDC/NaP NaDC/NaP

+ DPPC + DPPC + DPPC + DPPC

in H,O in NaCl in H,O in NaCl

P, 1,39-108 3,48 - 106 1,40 - 108 1,28-10°

P,, 0,75-10° 1,29-10° 1,27-10° 1,09 -10°
AHT /kJ-mol~! -3,9 -3,7 4.1 -4.8
AGT /kJ-mol~! -51,9 -41,7 -52,0 -39,0
AGT /kJ-mol~! -31,1 -32,6 -32,6 -32,1
TASE /kJ-mol 1 48,0 39,3 48,3 34,2
TAST /kJ-mol 1 27,2 30,2 28,9 27,3

3.2.2.3 Zusammenfassung

In Analogie zu den einzelnen GS verlduft die Verteilung von GS/NaO- und GS/NaP-
Systemen in DPPC-Vesikeln ausschliefllich exotherm. Dies ist wiederum bei den NaDC-
haltigen Gemischen in NaCl am stérksten ausgeprégt. Die thermodynamischen Parameter,
die auf der Grundlage des im Abschnitt 3.1.1.1 beschriebenen Verteilungsmodells be-
rechnet wurden, liegen bei beiden Na-Salzen der FS in der gleichen Gréflenordnung. Die
Verteilungskoeffizienten sind fiir die GS/NaO- und GS/NaP-Gemische deutlich groBer als
fiir die GS. Es wird daraus entnommen, dass die Verteilung der FS-enthaltenden Mischun-
gen gegeniiber den GS begiinstigt ist. Dies ist auch aus den ermittelten AC,, ,,,;.-Betragen

ersichtlich.

Im Unterschied zur Membranverteilung von GS-Molekiilen konnten bei den GS/NaO-
und GS/NaP-Systemen keine Differenzen zwischen NaC und NaDC im Anfangsbereich
der Verteilungskurven festgestellt werden. Die Kurven zeigen bei NaO und NaP fiir beide

GS einen dhnlichen Verlauf.

Aus den erhaltenen Verteilungsgrofien lassen sich keine Aussagen zum Mechanismus und
Ablauf des Verteilungsprozesses ableiten. Eine dem GS-Einbau vorangehende Inkorpora-
tion der lipophilen FS-Molekiile in die DPPC-Membranen ist denkbar. Der Einbau von
GS fiithrt nach SCHUBERT et al. [200-202] in den Membranen zu einer Bildung von tran-
sienten Poren und somit zu einer Storung der Membranintegritdt. Der Einbau von FS
hingegen bedingt eine Steigerung der Membranstabilitdt, da durch die Integration der
F'S eine dichtere Membranpackung im Vergleich zum reinen DPPC mit der volumingsen,
sterisch ungiinstigen Cholin-Kopfgruppe erzielt wird, wie FERNANDEZ et al. [389] durch

Lichtstreu-Experimente nachweisen konnten.
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3.2.3 Solubilisierung
3.2.3.1 Gallensalz/Na-Oleat-DPPC-Systeme

Fiir die Charakterisierung des Einflusses von NaO auf die DPPC-Solubilisierung kamen
GS/NaO-Gemische im molaren Verhéltnis 5:2 zum Einsatz. Die ITC-Experimente erfolg-
ten in gleicher Weise wie die Solubilisierungsstudien mit den GS (Abschnitt 3.1.1.1) in
H50 bzw. 0,1 M NaCl bei 60°C.

Die Abb. 3.46 zeigt je ein Beispiel einer Solubilisierungsmessung mit NaC/NaO und
NaDC/NaO in H,0. Die Betrachtung der Wérmefluss-Zeit-Diagramme (Abb. 3.46 A’
A”) lasst deutliche Unterschiede zwischen den Systemen mit dem Tri- bzw. Dihydroxy-GS
erkennen. Dies geht auch aus den im Bereich der Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung um-
gesetzten Reaktionswirmen (Abb. 3.46 B’, B”) hervor, die fiir die NaC/NaO- wesentlich
geringer als fiir die NaDC/NaO-Systeme sind. Wahrend bei den NaC-haltigen Gemischen
alle Detergensinjektionen einen endothermen Wirmeeffekt hervorrufen, werden bei den
NaDC-haltigen Mischungen im Koexistenzbereich schwach exotherme ()-Werte erhalten.
Dieses Verhalten wurde bis zu den hochsten hier untersuchten DPPC-Konzentrationen
von 10 mM beobachtet.
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Abb. 8.46: ITC-Solubilisierungsexperiment: Titration (60x4 pl) einer NaC/NaO- (150/60 mM,
links) und NaDC/NaO-Lésung (75/30 mM, rechts) in eine DPPC-Dispersion (4 mM) in HyO,
pH 7,5, bei 60°C: A) Messdiagramm: Wirmefluss vs. Zeit, B) molare Reaktionswirme @ als
Funktion der Detergenskonzentration Dy, C) 1. Ableitung von B) mit den Extremstellen D%
und D3 fiir Sittigung bzw. Solubilisierung
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Zur Erstellung der Phasendiagramme (Abb. 3.47) wurden DPPC-Dispersionen im Kon-
zentrationsbereich von 1 bis 10 mM verwendet. Die kritischen Detergenskonzentrationen
fiir die Séttigung der DPPC-Vesikel D und deren komplette Solubilisierung D;° konnten
aus den Extremstellen der ersten Ableitung von @) nach D, bestimmt werden (Abb. 3.46 C’,
C”). Eine Zusammenfassung der Kenngroen der Phasenumwandlung von den GS/NaO-
DPPC-Mischungen in H,O bzw. 0,1 M NaCl liefert die Tab. 3.13.

NaC/NaO NaDC/NaO

D,/mM

———D™=29mM
172345678910 123456780910
L/mM

Abb. 3.47: Phasendiagramme fiir NaC/NaO-DPPC- und NaDC/NaO-DPPC-Systeme (5:2) in
Hy0 bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 6(° C: Detergenskonzentration Dy vs. Lipidkonzentration L;
ITC-Phasengrenzen D;® (geschlossene Symbole), D% (offene Symbole), Anstiege der Phasen-
grenzen R, R und Ordinatenschnittpunkte D%, D3 DLS-Phasengrenzen (Kreuze)

Die Phasengrenzen liegen fiir die beiden Systeme in HyO und fiir das NaDC/NaO-DPPC-
System in NaCl wie bei den GS-DPPC-Gemischen relativ dicht beieinander. Nur im Fall
von NaC/NaO-DPPC in NaCl ist der Koexistenzbereich etwas breiter. Das Phasenverhal-
ten weist die bereits bei den GS-PL-Mischungen festgestellten charakteristischen Merk-
male auf. Die D;%- und D{*-Werte sind bei den NaDC-haltigen Systemen im Vergleich

zu denen mit NaC zu niedrigeren Detergenskonzentrationen verschoben.

In H5O zeigt sich bei einer DPPC-Konzentration von 1 mM eine leichte Abweichung von
der Linearitdt der Phasengrenzen, die durch den bereits erwdhnten Einfluss der finiten
Mizellgrole und der ,,Endkappen-Effekte“ der zylinderformigen MM bedingt wird (Ab-
schnitt 3.1.2.1) [176,311]. Diese ist aber nicht so stark ausgeprégt wie bei den GS-DPPC-
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Systemen (Abb. 3.10). Die Existenz von grofien, zylinderformigen MM lésst sich auch
aus den DLS-Ergebnissen fiir die GS/NaO-DPPC-Systeme in H,O ableiten, die in der
Abb. 3.48 dargestellt sind. Im mischmizellaren Bereich oberhalb der Solubilisierungspha-
sengrenze treten neben kleinen sphérischen Mizellen auch gréflere Partikel auf, bei denen
es sich hochstwahrscheinlich um flexible Stabchen-MM handelt.

In NaCl verlaufen die Phasengrenzen linear, zeigen aber gegeniiber HyO die typische Ver-
breiterung des Koexistenzbereiches mit zunehmender Lipidkonzentration. Die D;*- und
D “Werte befinden sich in NaCl bei niedrigeren Detergenskonzentrationen im Vergleich

zu HyO, da die Aggregation im Medium mit der hoheren Ionenstérke begiinstigt ist.

Bei der Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung dieser terndren Systeme konnen zwei wesent-
liche Unterschiede gegeniiber den bindren GS-DPPC-Gemischen festgestellt werden: 1. die
Phasengrenzen fiir NaC/NaO-DPPC und NaDC/NaO-DPPC in HyO liegen bei tieferen
Detergenskonzentrationen als fiir NaC-DPPC und NaDC-DPPC, und 2. ergeben sich fiir
NaC/NaO-DPPC in beiden Medien hohere R.-Werte als fiir NaC-DPPC in HyO bzw.
NaCl. Daraus lésst sich ableiten, dass die Phasentransformation der ternéren Systeme ge-
ringere Detergenskonzentrationen als die der bindiren Gemische erfordert, da in diesem Fall
die Solubilisierung der DPPC-Membranen durch das GS/NaO-Detergensgemisch auf dem
im Abschnitt 3.2.1.2 erklarten synergistischen Effekt beruht. Die NaC-haltigen ternéren
Mischaggregate besitzen aber eine abweichende Zusammensetzung von den bindren MV
und MM. Die R.-Werte der NaC-DPPC-Mischungen sind auffallend klein, wéhrend die
der NaC/NaO-DPPC-Gemische fiir die GS sehr grofie Werte haben. Da die R.-Werte die
Zusammensetzung der MV und MM im Koexistenzbereich widerspiegeln, kann auf einen
hoheren Detergensanteil in den Mischaggregaten geschlossen werden. Der insbesondere in
H,O auffallend grofie R **-Wert bedeutet, dass die gemischten Vesikel im Vergleich zu
den bindren Systemen hohe Detergensmengen aufnehmen koénnen, bevor sie in MM um-
gewandelt werden. Dies entspricht einer durch den NaO-Einbau bedingten gesteigerten
Membranstabilitéit gegeniiber dem GS-Angriff. Dieses Ergebnis korreliert mit den fiir die
terndren Systeme gefundenen hoheren Verteilungskoeffizienten gegeniiber den binéren Mi-
schungen und ldsst auf eine Optimierung der Membranpackung durch die Inkorporation
von F'S-Molekiilen schlieflen.

Die durch DLS erhaltenen Phasengrenzen (Abb. 3.47) stimmen gut mit denen der ITC
iiberein. Die Ergebnisse der DLS-Solubilisierungsexperimente sind der Abb. 3.48 bzw.
der Tab. 3.13 zu entnehmen. Die GS/NaO-DPPC-Systeme in 0,1 M NaCl verhalten sich
dghnlich den GS-DPPC-Gemischen in der Salzlosung. Die Ausgangsgrofien der DPPC-
Vesikel betragen wiederum Rj ~ 30-40 nm. Die Partikelgrofle bleibt im MV-Bereich na-
hezu unverédndert. Die Phasengrenzen lassen eine eindeutige Abhéngigkeit von der DPPC-
Konzentration erkennen. Im MM-Bereich werden sowohl bei NaC/NaO-DPPC als auch bei
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NaDC/NaO-DPPC wie bei den GS-DPPC-Systemen konstante Rj,-Werte von ca. 1,5 nm
erreicht. Die initiale Grofle der DPPC-Vesikel in HyO liegt mit R, ~ 40-50 nm etwas
iiber der in NaCl. Bei den GS/NaO-DPPC-Systemen in HyO treten abweichend von den
GS-DPPC-Mischungen wie bei den GS-SPC-Systemen im MM-Bereich zwei verschiedene
Mizellspezies auf, sehr kleine und deutlich grofiere Partikel. Die Rj,-Werte der groflen Teil-
chen bewegen sich mit ~ 30-50 nm in der GroBlenordnung der GS-SPC-Gemische bei 55°C
in HoO (Abb. 3.28). Daraus wird die von MAZER et al. [81,323], COHEN et al. [152,154]
und EGELHAAF et al. [146,344] nachgewiesene Existenz von Stébchen-MM abgeleitet, die

wie bei den GS-SPC-Mischungen neben den kleinen, sphérischen Mizellen vorkommen.
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Abb.  8.48: DLS-Solubilisierung wvon DPPC-Vesikeln mit NaC/NaO- wund NaDC/NaO-
Mischungen (5:2) in HyO (150/60, 75/30 mM) bzw. 0,1 M NaCl (100/40, 50/20 mM), pH 7,5,
bei 55°C: hydrodynamischer Radius Ry vs. Detergenskonzentration Dy; senkrechte Linien =
ITC-Phasengrenzen fiir Sittigung, Solubilisierung (sat*:1 mM, sol*: 6 mM DPPC)

Die DSC diente der Untersuchung des Einflusses von GS/NaO-Gemischen auf die DPPC-
Membranstruktur. Die Abb. 3.49 zeigt die Thermogramme fiir die NaC/NaO-DPPC- und
NaDC/NaO-DPPC-Mischungen in HyO bzw. 0,1 M NaCl. Der DPPC-Dispersion mit einer
konstanten Konzentration wurden wie bei den GS-DPPC-Systemen steigende Anteile des
Detergensgemisches zugesetzt, die sich aus den I'TC-Phasendiagrammen ergaben. Die un-
terste Aufheizkurve in allen Diagrammen der Abb. 3.49 entspricht der von reinem DPPC

ohne Detergens.
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Tab. 3.13: ITC-, DLS-Kenngrofien der Sittigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen fiir die
Solubilisierung von DPPC-Vesikeln mit NaC/NaO (5:2) und NaDC/NaO (5:2) in HyO bzw.

0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 60°C

NaC/NaO NaC/NaO NaDC/NaO NaDC/NaO
+ DPPC + DPPC + DPPC + DPPC
in H,O in NaCl in H,O in NaCl
R - ITC / DLS 0,83 /1,19 0,41 / 0,81 0,23 /0,38 0,19 / 0,45
R - ITC / DLS 0,93 / 1,41 0,82 / 0,97 0,28 / 0,40 0,36 / 0,48
D, /mM - ITC / DLS 6,7 /5,4 2.9 /39 51/52 15 /1,6
D5 /mM - ITC / DLS 79 /7.5 6,2 /6,1 59/ 58 2,9 /22

Die Zugabe von geringen GS/NaO-Mengen fiihrt bereits zum vollstdndigen Verschwin-

den des Vorumwandlungspeaks der Lz —Pg-Umwandlung bei 36°C und zu einer T,,,-

Verschiebung von 41,4°C zu tieferen Temperaturen in beiden Medien.

Mit steigender Detergenskonzentration ist
die bereits bei den GS-DPPC-Systemen
(Abb. 3.15) beobachtete weitere Verla-
gerung von T, sowie die Verbreiterung
des Hauptumwandlungspeaks zu sehen.
In Analogie zu den GS/DPPC-Systemen
wird im Koexistenzbereich eine Aufsplit-
tung in zwei Peaks festgestellt, die durch
das Auftreten von Gelphasenvesikeln ne-
ben solchen in der fliissigkristallinen Pha-
se zustande kommt.

Die Peakgrofie, d.h. die Umwandlungsen-
thalpie, nimmt ab, bis beim hochsten De-
tergensanteil der Peak fast verschwunden
ist. Dieser Effekt tritt erst bei hoheren
Konzentrationen im Vergleich zur ermit-
telten Solubilisierungsgrenze auf. Demzu-
folge existieren in den Systemen, die dem
MM-Bereich entsprechen, unter diesen Be-
dingungen noch geringe Mengen lamella-
rer Strukturen. Dies ist auf die reduzierte
Detergensaufnahmeféhigkeit der Gelpha-

senvesikel zurtickzufiithren.
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Abb.  8.49: DSC-Wirmekapazititskurven von

DPPC (6 mM) mit wunterschiedlichen An-
teilen an NaC/NaO (5:2) und NaDC/NaO
(5:2) in HyO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, im
Temperaturbereich 20-60° C
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3.2.3.2 Gallensalz/Na-Palmitat-DPPC-Systeme

Weitere Solubilisierungsuntersuchungen wurden an GS/NaP-DPPC-Systemen durchge-
fiihrt, um den Effekt einer geséttigten FS-Alkylkette auf die Vesikel-Mizell-Phasenum-
wandlung zu charakterisieren. Die ITC-Messungen fanden in der gleichen Weise wie bei
den GS-DPPC- bzw. GS/NaO-DPPC-Gemischen in HyO bzw. 0,1 M NaCl bei 60°C statt.
Je ein Beispielexperiment mit NaC/NaP und NaDC/NaP in HO ist in der Abb. 3.50

enthalten.

Die Warmefluss-Zeit-Kurven (Abb. 3.50 A’, A”) ergeben ein den GS/NaO-DPPC-Gemi-
schen dhnliches Verhalten hinsichtlich der Warmeeffekte im Koexistenzbereich. Der Ver-
gleich der @-D;-Diagramme von GS/NaP-DPPC (Abb. 3.50 B’, B”) mit GS/NaO-DPPC
(Abb. 3.46) lisst groBere Anderungen der Reaktionswirmen im Bereich der Phasen-
grenzen fiir die Systeme mit der gesittigten Komponente NaP erkennen. Die Injektion von
NaC/NaP-Mischungen erzeugt wiederum nur endotherme Q-Werte, die von NaDC/NaP-
Gemischen aber exotherme im Koexistenzbereich. Der Einsatz von DPPC-Dispersionen
mit Konzentrationen von 1 bis 10 mM ermoglichte die Erstellung der in der Abb. 3.51
gezeigten Phasendiagramme unter Verwendung der aus den Extremstellen (Abb. 3.50 C’,
C”) erhaltenen D{%- und D:°-Werte.
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Abb. 3.50: ITC-Solubilisierungsexperiment: Titration (60z4 pl) einer NaC/NaP- (150/60 mM,
links) und NaDC/NaP-Lésung (75/30 mM, rechts) in eine DPPC-Dispersion (4 mM) in HyO,
pH 7,5, bei 60°C: A) Messdiagramm: Wirmefluss vs. Zeit, B) molare Reaktionswdirme @ als
Funktion der Detergenskonzentration Dy, C) 1. Ableitung von B) mit den Extremstellen D%
und Df"l fur Sdttigung bzw. Solubilisierung
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Die Phasengrenzen der GS/NaP-DPPC-Systeme in HoO weichen bei einer DPPC-Konzen-
tration von 1 mM geringfiigig von der Linearitdt ab. Die der GS/NaP-DPPC-Systeme in
NaCl verlaufen hingegen linear und verbreitern sich mit zunehmender Lipidkonzentration.
Dieser Effekt konnte ebenfalls bei den GS-DPPC- und den GS/NaO-DPPC-Systemen
beobachtet werden und ist im Abschnitt 3.1.2.1 ausfiihrlich erlautert. Die Tab. 3.14 fasst
die Ergebnisse der Solubilisierung von DPPC mit GS/NaP zusammen.

NaC/NaP NaDC/NaP

25

120

115

D/mM

115

110

/ D*=14mM R" =039

3 R*=035 | / 1?

pM=32mM e T RM=019

12345678910 1234567280910
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Abb. 3.51: Phasendiagramme fiir NaC/NaP-DPPC- und NaDC/NaP-DPPC-Systeme (5:2) in
H0 bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 6(° C: Detergenskonzentration Dy vs. Lipidkonzentration L;
ITC-Phasengrenzen D% (geschlossene Symbole), D% (offene Symbole), Anstiege der Phasen-
grenzen R, R und Ordinatenschnittpunkte D3, D3%; DLS-Phasengrenzen (Kreuze)

Die Dj%- und D;°-Werte befinden sich auch bei diesen NaP-haltigen Systemen rela-
tiv dicht beieinander. Der breiteste Koexistenzbereich tritt in Ubereinstimmung mit den
GS/NaO-DPPC-Ergebnissen bei NaC/NaP-DPPC in NaCl auf. Die charakteristischen
Merkmale der GS-induzierten Vesikel-Mizell-Umwandlung werden auch bei diesen Sys-
temen gefunden: die Phasengrenzen sind mit dem stédrker hydrophoben Dihydroxy-GS
NaDC gegeniiber dem stérker hydrophilen NaC als auch durch den , Salzeffekt“ in der

0,1 M NaCl-Losung zu tieferen Detergenskonzentrationen verschoben.

Die Lage der Sattigungs- und Solubilisierungsgrenzen hat die gleichen Tendenzen wie bei
den GS/NaO-DPPC-Systemen. Mit NaP besitzen alle untersuchten Gemische im Vergleich
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zu denen mit NaO etwas geringere Di%- und D;i*-Werte. Daraus wird geschlussfolgert,
dass durch die Inkorporation von NaP-Molekiilen in die Vesikel geringere Detergenskon-
zentrationen zur Membransolubilisierung notwendig sind. Die Differenzen zur Phasenum-

wandlung in den GS-DPPC-Systemen entsprechen den im Abschnitt 3.2.2.1 genannten.

Die Abb. 3.52 und die Tab. 3.14 beinhalten die Ergebnisse der DLS-Solubilisierungsstudien
an den GS/NaP-DPPC-Systemen. Fiir die durch Ultraschallbehandlung hergestellten
DPPC-Vesikel konnten initiale Rj,-Werte von ~ 40 nm gemessen werden. In Uberein-
stimmung mit den GS/NaO-DPPC-Gemischen (Abb. 3.48) ist die Abhéngigkeit der Lage
der Phasengrenzen von der Lipidkonzentration ersichtlich. Bei diesen NaP-haltigen Ge-
mischen treten im MM-Bereich in beiden Medien zwei verschiedene Mizellspezies auf,
die bereits bei den GS-SPC- und den GS/NaO-DPPC-Systemen beobachtet wurden. Die
kleinen Mizellen besitzen anndhernd konstante Radien von 1,5-2 nm, die Rj,-Werte der
groflen Partikel bewegen sich wie bei den GS-SPC- und den GS/NaO-DPPC-Mischungen
im Bereich von 30-50 nm. Die optische Klarheit der Losungen bewies die vollstandige

Umwandlung der lamellaren Strukturen in MM.
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Abb.  3.52: DLS-Solubilisierung von DPPC-Vesikeln mit NaC/NaP- und NaDC/NaP-
Mischungen (5:2) in HyO (150/60, 75/30 mM) bzw. 0,1 M NaCl (100/40, 50/20 mM), pH 7,5,
bei 55°C: hydrodynamischer Radius Rp vs. Detergenskonzentration Dy; senkrechte Linien =
ITC-Phasengrenzen fiir Sittigung, Solubilisierung (sat*:1 mM, sol*: 6 mM DPPC)
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Tab. 3.14: ITC-, DLS-Kenngrofien der Sdttigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen fiir die
Solubilisierung von DPPC-Vesikeln mit NaC/NaP (5:2) und NaDC/NaP (5:2) in HyO bzw.
0,1 M NaCl, pH 7,5, bei 60°C

NaC/NaP NaC/NaP NaDC/NaP NaDC/NaP
+ DPPC + DPPC + DPPC + DPPC
in H,O in NaCl in H,O in NaCl
R - ITC / DLS 0,78 / 0,69 0,35 / 0,91 0,27 / 0,48 0,19 / 0,32
R - ITC / DLS 0,93 / 1,11 0,45 / 1,04 0,39 / 0,58 0,39 / 0,62
D% /mM - ITC / DLS 55/ 59 32 /22 47/ 4,7 14 /1.2
Dg°/mM - ITC / DLS 6,6 /7,3 5,6 /3,4 5,1/55 2,3 /1,8

Der Einfluss des NaP-Zusatzes auf die Phasenumwandlung in GS-DPPC-Systemen wurde
mittels DSC charakterisiert. Die Thermogramme in Abb. 3.52 zeigen fiir die GS/NaP-
DPPC-Systeme ein von GS-DPPC und GS/NaO-DPPC abweichendes C,-T-Profil.

Bei diesen Untersuchungen bestanden die

Proben ebenfalls aus DPPC-Dispersionen ‘ NaC/NaP | NaDC/NaP
konstanter Konzentration mit zunehmen- |

00t HZO 1100
dem Anteil an Detergensgemisch, der an-

80r T 180
hand der ITC-Phasendiagramme ermit-
telt wurde. Die steigende Detergenskon- 50208 mm 1566 mM 160

. .. . . . . 15/6 mM 10/4 mM
zentration fithrt hierbei nicht zu einer O Vaam | 728mM 40
Verringerung von 7,,, sondern zu deren L 20 Zﬁimnﬁl\\//[[ Zé% J{\F\x 20
Erhéhung. Diese korreliert mit Ergebnis- - oloomm 00mM | 0
sen von FERNANDEZ et al. [389], die g SRS I
, , , = 80 @@ 180

einen T,,-Anstieg von 5°C durch die In- =
korporation einer Palmitinsdure-Kette in 060’15/6 iy lsa2mm | 160
DPPC-Doppelschichten fanden. Die Ein- 40104 mM s2mM | 0
gliederung der NaP-Alkylkette mit der ngnrl\lAM "\ ;3/;’13\4 N\
gleichen Kettenldnge und der relativ klei- 20 2008 mM jv 1/0:4mM 20
nen Carboxylat-Kopfgruppe fiihrt beim ol0omM _ Ji_ 0/0 mM 0
DPPC mit dem volumindsen Cholinrest 25303540455055 2530354045 5055
zu einer Optimierung der Vesikelpackung T/°C

und dadurch zu einer groferen 7T,,,. Dieser

Effekt kann mit dem wesentlich dichter ge-  Abb.  8.53: DSC-Wirmekapazititskurven —von
DPPC (6 mM) mit unterschiedlichen An-
. teilen an NaC/NaP (5:2) und NaDC/NaP
chen werden, das dadurch einen um ca. (5:2) in HyO bzw. 0,1 M NaCl, pH 7,5, im

20°C hoheren T,,-Wert [58] hat. Temperaturbereich 20-60° C

packten Phosphatidylethanolamin vergli-
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Die teilweise Aufsplittung der Peaks ist auf die Existenz von Vesikeln in der Gelphase und
der fliissigkristallinen Phase zuriickzufiihren. Das komplette Verschwinden der Peaks, d.h.
der lamellaren Strukturen, findet auch hier wegen des Vorliegens im Gelzustand erst bei

héheren Detergenskonzentrationen im Vergleich zu den I'TC- und DLS-Ergebnissen statt.

3.2.3.3 Zusammenfassung

Die vorliegenden Solubilisierungsstudien ermdoglichen den Vergleich der Vesikel-Mizell-
Phasenumwandlung in bindren GS-DPPC- und ternéiren GS/FS-DPPC-Systemen. In der
Abb. 3.54 sind die Phasendiagramme der untersuchten NaC- und NaDC-haltigen Gemi-
sche in H,O bzw. 0,1 M NaCl zusammengefasst. Die Unterschiede zwischen den binéren
und terndren Systemen werden bereits in den Warmefluss-Zeit-Diagrammen deutlich
(Abb. 3.9, 3.46, 3.50). Der gesamte Titrationsverlauf ergibt durch den Einbau einer FS-

Komponente wesentlich stéirker endotherme Effekte.

Die Merkmale der Lage der Phasengrenzen fiir die Séttigung und die Solubilisierung der
DPPC-Vesikel dhneln sich bei den bindren und ternédren Mischungen: NaC > NaDC in
beiden Medien und NaCl < H,O fiir beide GS. Die Ursachen dafiir wurden bereits im
Abschnitt 3.1.2.1 erldutert. Die Betrachtung der Parameter der Phasenumwandlung lésst

allerdings klare Unterschiede zwischen den bin&dren und ternédren Systemen erkennen.

Insgesamt liegen die Phasen-

grenzen der terndren Systeme NaC-Systeme NaDC-Systeme

unter denen der bindren. Eine 2(5) HO Gs zz
Ausnahme bildet das NaDC- 15 =t == o Iis
haltige System in NaCl, da 1ol
bei diesem die Phasengrenzen 5¢
allgemein sehr tief liegen und ‘\Z{ A e L e e e (U
somit eine Differenzierung er- S 15} E@ o 115

schwert ist. Daraus kann abge- 10- M | 110
leitet werden, dass die Bildung SW L e —a
von terndren MM bei gerin- ol W R

123456780910 123456780910
L/mM

geren GS-Konzentrationen ge-

geniiber der von bindren MM

stattfindet. Durch den Zusatz Abb. 8.54: Vergleich der Phasengrenzen der bindren und
der Seifen-Komponenten wird terndren DPPC-Gemische: Detergenskonzentration Dy
vs. Lipidkonzentration L fir die Solubilisierung wvon
. . . DPPC-Vesikeln mit NaC und NaDC, NaC/NaO wund
zwel Detergentien ausgeldst, NaDC/NaO sowie NaC/NaP und NaDC/NaP (molare
der eine gesteigerte Solubilisie- Verhiltnisse 5:2) bei 60°C in HyO bzw. 0,1 M NaCl,

rungseffizienz hervorbringt. pH 7,5

ein synergistischer Effekt der
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Dieser Effekt ist bei den NaP-haltigen Gemischen mit der geséttigten Alkylkette und
der dadurch héheren Lipophilie der Systeme stérker ausgeprégt als bei den NaO-haltigen

Mischungen.

Andererseits ergaben sich fiir die terndren Systeme, insbesondere das NaC-haltige Ge-
misch in HyO, groBere R3%- und R:°-Werte. Demzufolge beinhalten die Mischaggregate
im Koexistenzbereich bei den terndren Systemen hohere Detergensanteile als bei den
bindren Gemischen. Die MV sind bei den GS/FS-DPPC-Mischungen erst bei groferen
Detergensmengen gegeniiber dem GS-Angriff anféllig. Das entspricht einer héheren Mem-
branstabilitdt der terndren FS-enthaltenden MV.

Die DLS-Experimente zeigten das Auftreten von zwei unterschiedlichen Mizellspezies in
den terndren Gemischen. Dabei handelt es sich einerseits um kleine, sphérische MM mit
Ry,-Werten von 1,5-2 nm, die auch bei den bindren GS-DPPC-Systemen erhalten wur-
den. Diese Partikelgrofen stimmen mit denen von SCHWARZ et al. [390] iiberein, die fir
Mischungen aus DPPC, konjugierten GS und NaO Rj,-Werte von 1,8-2 nm erhielten.
Andererseits treten bei den terndren Systemen grofiere Teilchen im Bereich von 30-50 nm

auf, die als lange, flexible Stdbchen-MM betrachtet werden kénnen.

In der Literatur sind nur wenige Arbeiten beziiglich ternidrer GS/FS-PL-Mizellen vor-
handen. Die kapillarelektrophoretischen Untersuchungen von SCHWARZ et al. [391, 392]
erbrachten den Nachweis, dass die Aufnahmefiahigkeit von lipophilen Arzneistoffen in die
stabilen, terndren MM besser als in bindre MM ist und im Wesentlichen durch die Mizell-
groffe und die Lipophilie der Mizellen und nicht durch deren Ladung bestimmt wird.
Diese Feststellung stiitzt die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse mit den gefundenen
Differenzen im Phasenverhalten der Vesikel-Mizell-Umwandlung der binédren und ternéren
Systeme, die mit der GS-Struktur und den Alkylketteneigenschaften von NaO bzw. NaP

assoziiert sind.



Kapitel 4
Zusammenfassung

Die Thematik der GS-Lipid-Wechselwirkungen bildet seit mehr als vier Jahrzehnten einen
Schwerpunkt der biowissenschaftlichen Forschung. Dies ist nicht nur auf deren hohe phy-
siologische Relevanz, sondern auch auf die zunehmende Bedeutung fiir die Entwicklung
innovativer Arzneistofftriagersysteme zuriickzufithren. Trotz einer grolen Anzahl von Stu-
dien an GS-Lipid-Mischungen werden viele Probleme nach wie vor kontrovers diskutiert.
Die Kldrung von Aggregationsprozessen und -strukturen in GS-Lipid-Gemischen ist so-
wohl aus biophysikalisch-biochemischer Sicht als auch unter pharmazeutisch-technolo-
gischen Aspekten von besonderem Interesse. Die vorliegende Arbeit, deren Gegenstand die
physikochemische Untersuchung von binédren GS-PL- und terndren GS/FS-PL-Systemen
ist, leistet durch die Kombination von kalorimetrischen Methoden und optischen Streuver-
fahren einen Beitrag dazu. Obwohl sich bereits einige Arbeiten mit GS-PL-Interaktionen
beschéftigen, handelt es sich bei dieser Arbeit um die erste I'TC-basierte Studie fiir eine

vollstédndige thermodynamische Charakterisierung von GS-Lipid-Gemischen.

Binire Systeme

Verteilungsstudien

Die grundlegenden Untersuchungen zur Membranverteilung der anionischen GS-Molekiile
erfolgten unter Beriicksichtigung der elektrostatischen Effekte mit dem chemisch exakt
definierten, synthetischen DPPC. Aus den Ergebnissen geht eindeutig die Abhéngigkeit
des Verteilungsprozesses von der GS-Struktur, d.h. der Anzahl der Hydroxylgruppen, und
der damit verbundenen GS-Lipophilie sowie von der Ionenstédrke des Mediums hervor.
Zur Charakterisierung des Einflusses der Membranladung dienten das negativ geladene
DPPG und DPPC/DPPG-Mischungen in den molaren Verhéltnissen 3:1 bzw. 1:1. Die
Experimente ergaben, dass nicht der Anteil an geladenem PL sondern die Packung der

Vesikel und die daraus resultierende spontane Kriimmung eine entscheidende Rolle bei

96
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der GS-Inkorporation spielen. Fiir die Kreation pharmazeutischer Vehikelsysteme werden
bevorzugt PL aus natiirlichen Ressourcen genutzt, so z.B. PC aus der Soja-Bohne. Das
hierfiir verwendete SPC zeigte eine gute Vergleichbarkeit mit den DPPC-Resultaten und

gestattete zusitzlich die Untersuchung des Temperatureinflusses bei der Verteilung.

Solubilisierungsstudien

Die Solubilisierungsstudien wurden zur Aufklédrung der Vesikel-Mizell-Phasenumwandlung
in bindren GS-DPPC-Systemen durchgefiihrt. Aus den erstellten Phasendiagrammen kon-
nen deutlich die durch die GS-Struktur und die Ionenstérke bedingten Unterschiede in
den Séttigungs- und Solubilisierungsphasengrenzen der verschiedenen Systeme ermittelt
werden. Die Effekte der ,, Uberschussenergie“ der Endkappen von den stibchenférmigen
GS-DPPC-MM, deren Existenz die SANS-Messungen nachwiesen, sind aus den Phasen-
diagrammen ersichtlich. Die Parameter der Vesikel-Mizell-Umwandlung zeigen die hohe
Solubilisierungskraft der GS im Vergleich zu klassischen Detergentien. Diese Eigenschaft,
die der Organismus zur Verdauung von Nahrungsfetten nutzt, bietet auch wesentliche
Vorteile zur Rekonstitution von Membranproteinen. Die Phasengrenzen konnten durch
DLS-Experimente bestéitigt und weiterhin Aussagen iiber die Grofle der Mischaggregate
gewonnen werden. Der Nachweis der vollstdndigen Umwandlung der lamellaren Struk-

turen in isotrope MM-Losungen gelang mit der DSC.

Einfluss der Membranladung

Zur Charakterisierung des Einflusses der Membranladung auf die Vesikel-Mizell-Umwand-
lung kamen ebenfalls DPPG und die oben genannten DPPC/DPPG-Mischungen zum
Einsatz. Die Solubilisierungsstudien ergaben analog den Verteilungsexperimenten kei-
nen klaren Ladungseffekt, sondern die Abhéngigkeit der Lage der Phasengrenzen von
der Membranpackung bzw. deren spontaner Kriimmung. Im Vergleich zu DPPC werden
die starker gekriimmten, kleineren DPPG-Vesikel bei niedrigeren GS-Konzentrationen in
MM transformiert. Bei den DPPC/DPPG-Mischvesikeln mit einer asymmetrischen Mem-
branverteilung sind, verglichen mit den beiden reinen Lipiden, wegen einer differenzier-
ten Solubilisierung von DPPG und DPPC hohere GS-Konzentrationen notwendig. Die
Phasenumwandlung mit dem natiirlichen SPC, das aufgrund eines hohen Anteils von
> 80% an ungesittigten Alkylketten eine gesteigerte Membranfluiditit aufweist, erfor-
dert groBere GS-Mengen. Die SPC-haltigen MV sind gegeniiber dem GS-Angriff wesent-
lich stabiler als DPPC-Membranen. Auch bei den SPC-Solubilisierungsstudien wurde die

Abhéngigkeit von der Temperatur untersucht.
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Ternire Systeme

Demizellisierungsstudien

Die Voraussetzung fiir die Charakterisierung von ternidren GS/FS-PL-Systemen bildeten
die Kenntnisse der Mizellbildung der einzelnen Detergentien sowie deren Mischungen. Die
Eigenschaften der GS-Aggregation waren aus vorherigen, eigenen Untersuchungen [84,86]
bekannt. Die Demizellisierungsexperimente von NaO mit der ITC lieferten Erkenntnisse
iiber einen zweistufigen Aggregationsprozess. Derartige kalorimetrische Studien sind in
der Literatur bisher nicht vorhanden. Die Mizellbildung von NaP allein konnte wegen der

geringen Loslichkeit und der hohen emt der Substanz nicht verfolgt werden.

Im Anschluss daran wurde die Mizellisierung in den GS/NaO- und GS/NaP-Mischungen
ermittelt. Aus den ITC-Messungen sind wie bei den GS und NaO die thermodynamischen
Parameter der Mizellbildung errechnet worden. Die DLS lieferte Informationen iiber die
GroBe von GS- und NaO- sowie von GS/NaO- und GS/NaP-Mizellen. Am Beispiel der
GS/NaO-Systeme in HyO zeigte sich fiir die Mischmizellbildung von GS- und Seifen-
Detergentien ein synergistisches Verhalten, das bei NaC stéirker als bei NaDC ausgeprégt
ist. Letzteres weist eine fast ideale Mischung mit NaO auf. Die erhaltenen Anderungen der
Wiérmekapazititen sind ein deutliches Merkmal fiir den hydrophoben Effekt. Der Transfer
von hydrophoben Strukturen aus der wéssrigen Phase in die Mizellen ist mit zunehmender
Lipophilie fiir GS < GS/NaO < NaO sowie fiir GS/NaO < GS/NaP stérker begiinstigt.

Verteilungsstudien

Die Charakterisierung der ternéren Systeme beschréankte sich auf Systeme mit dem ausfiihr-
lich untersuchten DPPC. Die Verteilungsexperimente ergaben die gleichen Tendenzen hin-
sichtlich des Einflusses der GS-Lipophilie und der Ionenstérke des Mediums wie bei den
bindren Mischungen. Die Verteilungskoeffizienten sind bei den durch die FS-Komponente
stdarker lipophilen, terndren Gemischen allerdings gréfler. Es ergaben sich nur geringe

Differenzen zwischen den Systemen mit geséttigtem NaP und ungeséttigtem NaO.

Solubilisierungsstudien

In Analogie zu den bindren GS-PL-Gemischen traten die Charakteristika der Vesikel-
Mizell-Umwandlung auch bei den Solubilisierungsexperimenten mit den terniaren GS/FS-
PL-Mischungen auf. Die Phasengrenzen liegen bei geringeren GS-Konzentrationen, wenn
GS/FS-MM zur Membransolubilisierung eingesetzt werden. Dies ist durch die synergisti-
sche Wirkung der beiden Detergentien und die damit verbundene hohere Solubilisierungs-
kraft der GS/FS-MM bedingt. Aus den Parametern der Phasenumwandlung wird eine
hohere Stabilitdt der Vesikel gegeniiber dem Detergensangriff bei den terndren im Ver-

gleich zu den bindren Systemen abgeleitet, die auf eine optimierte Membranpackung durch
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den Einbau der FS-Molekiile zuriickzufithren ist. Die Phasengrenzen wurden durch die
DLS-Messungen bestétigt und die Transformation der Vesikel in MM anhand von DSC-

Experimenten nachgewiesen.

Die in dieser Arbeit ermittelten physikochemischen Kenngrofien ergeben grundsétzliche
Erkenntnisse fiir die Entwicklung innovativer Arzneistofftragersysteme liposomaler und
mischmizellarer Art [393]. Die hier untersuchten binédren und ternéren Systeme sind fiir
den Einsatz als Vehikel besonders geeignet, weil sie ausschliefllich physiologische Kompo-
nenten enthalten. Da es sich um Substanzen handelt, die bevorzugt im GIT auftreten,
ist neben der praktizierten parenteralen Applikation die Verwendung fiir orale Formulie-
rungen naheliegend. Die erhaltenen Ergebnisse tragen weiterhin zum Versténdnis der GS-
Lipid-Interaktionen bei der Verdauung von Nahrungsfetten im Organismus bei. In diesem
Zusammenhang spielen neben den pharmazeutisch-technologischen Gesichtspunkten bei
der Kreation von innovativen kolloidalen Arzneistofftragersystemen auch die biopharma-
zeutischen Aspekte bei der Verwendung dieser Mischaggregate als Arzneistofftransporter
im Korper eine wesentliche Rolle. Erste Anhaltspunkte zur Wechselwirkung mit biolo-
gischen Strukturen liefern eigene Untersuchungen zur Charakterisierung von Adhésions-

prozessen mischmizellarer Systeme an biomimetischen Membranen [394-397].



Anhang A

Methoden und Materialien

A.1 Isotherme Titrationskalorimetrie

A.1.1 Methode

Fiir die ITC stehen kommerziell zwei unterschiedliche Gerétetypen zur Verfiigung [398]:
das in dieser Arbeit verwendete Kalorimeter der Firma MicroCal [399] und das Wérmefluss-
kalorimeter der Firma Thermometric [400], dessen Prinzip [268] an dieser Stelle nicht

naher erlautert werden soll.

Die Abb. A.1 zeigt den Aufbau des MicroCal-Gerites. Das Kernstiick bilden die beiden
identischen Zellen, die Mess- und die Referenzzelle, mit einem Volumen von je ca. 1,3 ml.
Beide werden vollsténdig gefiillt und besitzen eine sogenannte ,,Lollipop“-Form: rund mit
einer langen, engen Kapillare zum Befiillen [262]. Sie sind von einem adiabatischen Mantel
aus Aluminium umgeben, der den Druck- und Temperaturaustausch der Zellen mit ihrer

Umgebung verhindert.

Die Referenzzelle enthélt das Losungsmittel der Probe. Die Messzelle wird mit einer
Losung des einen Reaktionspartners befiillt. Der zweite Reaktionspartner befindet sich
in der Hamilton-Spritze. Diese besitzt ein Volumen von 250 pl und ist mit einer langen
Edelstahl-Nadel versehen. Das abgeflachte Nadelende dient als Riihrer und erméglicht die
gleichzeitige Applikation und Durchmischung des Messzellinhaltes. Aus der Injektions-
spritze wird in festgelegten Zeitintervallen ein definiertes Volumen von einigen ul computer-
gesteuert in die Messzelle injiziert. Durch einen Motor angetrieben, rotiert die Spritze

withrend des Experiments mit einer konstanten Geschwindigkeit von 400 U/min [265].

Das Kalorimeter arbeitet sowohl isobar als auch ,isotherm“. Die Temperatur ist nicht
absolut konstant, sondern steigt wihrend einer Messung um ca. 0,002-0,04 K-h~!, da

die Referenzzelle mit einer geringen Heizleistung von wenigen pyW beheizt wird. Dieses

100
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Heizsystem wird als , Reference Offset® (RO) bezeichnet. Ein zweites Heizsystem, der
,»Cell Feedback® (CFB), dient der Ermittlung der Temperaturdifferenz AT) zwischen der
Mess- und der Referenzzelle, und ein drittes, der ,Jacket Feedback“ (JFB), misst die
Temperaturdifferenz AT, zwischen den Zellen und dem Mantel [267]. Die Temperatur
der Messzelle und des Mantels werden jeweils auf die der Referenzzelle abgestimmt. Der
Vergleich der Temperaturen der beiden Zellen erfolgt 30 Mal pro Sekunde [262] und ergibt
fiir beide AT-Werte Null.
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Abb. A.1: Schematische Darstellung eines
ITC-Gerdtes [401] Abb. A.2: Auswertung mittels ORIGIN™ITC-
Software

Wird aufgrund einer Reaktion in der Messzelle Warme freigesetzt bzw. absorbiert, kommt
es zu einer messbaren Temperaturdnderung. Mit einer speziellen thermoelektrischen
Methode, dem Einsatz von Bismut-Tellurid-Kristallen als thermophile Halbleiter, wird
ein elektrisches Signal erzeugt, das der Temperaturdifferenz AT proportional ist [270]
und einen Riickkopplungsmechanismus aktiviert. Im Fall einer exothermen Reaktion wird
der CFB verringert und im Fall einer endothermen Reaktion verstérkt, bis AT auf Null
zuriickreguliert ist [294, 402]. Dieses elektrische Signal, als Funktion der Zeit aufgezeich-
net, erzeugt die typische Peakform (Abb. A.2, oberes Diagramm). Das Kalorimeter erlaubt
Messungen zwischen 0 und 85°C [267] und erfasst Temperaturiinderungen bis 107¢ K. Die

Wirmemengen werden im jcal-s~!-Bereich detektiert.
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A.1.2 Probenpriparation

Mit der ITC wurden bindre Systeme von NaC bzw. NaDC mit den Phospholipiden
DPPC, DPPG und SPC sowie mit den Phospholipidgemischen DPPC/DPPG (3:1) und
DPPC/DPPG (1:1) untersucht. Weiterhin wurden ternédre Systeme aus GS/NaO- bzw.
GS/NaP-Gemischen und DPPC charakterisiert.

Die Herstellung der Proben erfolgte durch das Losen bzw. Dispergieren der Substanzen in
H50 oder 0,1 M NaCl. Das dafiir n6tige Reinstwasser lieferte das SG Reinstwasser-System
Clear (SG Wasseraufbereitung u. Regenerierstation GmbH, Barsbiittel). Die Detergens-
losungen NaC, NaDC bzw. NaO und die Detergensgemische NaC/NaO und NaDC/NaO
(molares Verhéltnis 5:2) wurden 10 min mit dem Vortexer (VF 2, IKA-Laborgerite Janke
& Kunkel, IKA-Werke GmbH, Staufen) geschiittelt und erstmals 20 min und anschlieBend
vor jeder Messung 10 min unter Riihren entgast (Thermolyne® Nuova™ Magnetic Stir-
rer, Barnstead/Thermolyne, Dubuque, IA, USA). Die Detergensgemische NaC/NaP und
NaDC/NaP (molares Verhéltnis 5:2) mussten aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit
von NaP im Ultraschallbad (Elma Transsonic 310/H, Elma - Hans Schmidbauer GmbH,
Singen) bei 60°C 10 min beschallt werden, um optisch klare Losungen zu erhalten. Danach

geschah die Weiterbehandlung wie oben bereits angefiihrt.

Die Lipiddispersionen wurden ebenfalls erst 10 min mit dem Vortexer geschiittelt und da-
nach bei einer Temperatur oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur (DPPC, DPPG:
ca. 60°C, SPC: ca. 40°C) im Ultraschallbad in Abh#ngigkeit von der Lipidkonzentration
beschallt: 1 mM - 5 min, 3 mM - 10 min, 6 mM - 20 min, 10 mM - 40 min und 20 mM -
60 min. Die Ultraschallmethode gewéhrleistete die Herstellung von SUV. Auch die Lipid-
dispersionen mussten vor jeder Messung 10 min entgast werden. Es schloss sich die Uber-
priifung der Ausgangsgréfie der Vesikel durch Dynamische Lichtstreuung mit einem Mal-
vern Zetasizer 3 (Malvern Instruments, Herrenberg) an. Die Vesikeldurchmesser lagen im

Bereich zwischen 70 und 120 nm.

Fiir die Herstellung der Phospholipidgemische DPPC/DPPG in den molaren Verhilt-
nissen 3:1 und 1:1 fand die Herstellung von hochkonzentrierten Stammlésungen der ein-
zelnen Lipide in Chloroform/Methanol (2:1) statt. Durch das Mischen entsprechender
Volumina der beiden Stammlosungen wurden die gemischten Lipidlésungen erhalten.
Die folgende Inkubation im Wasserbad bei 80°C unter Stickstoffbegasung (Pierce Reacti-
Therm™ Heating/Stirring Module, Pierce Chemical Company, Rockford, IL, USA) und
anschlieflend iiber 12 h im Trockenschrank (Heraeus Instruments, Kendro Laboratory
Products GmbH, Hanau) bei 60°C erméglichte die vollstindige Entfernung der
Losungsmittel. Die Weiterverarbeitung der so erhaltenen Lipidgemische erfolgte wie oben
beschrieben. Die Einstellung des pH-Wertes (Microprozessor pH/Ion Meter pMX 3000,
WTW GmbH, Weilheim) der Proben auf 7,5 geschah mit 0,1 N HCI oder 0,1 N NaOH.
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Die Identitdt und Reinheit aller in dieser Arbeit verwendeten Chargen der Gallensalze,
der Phospholipide und der Salze der Fettsduren wurden vor der Verwendung massenspek-
trometrisch iiberpriift (Finnigan MAT-LCQ, ThermoQuest, San José, CA, USA) und die

Proben ausschliellich in frisch hergestellter Form vermessen.

A.1.2.1 Verteilungsexperimente

Fiir die Verteilungsexperimente kamen Lipiddispersionen aller untersuchten Phospho-
lipide und Phospholipidmischungen mit einer Konzentration von 20 mM zum Einsatz.

Die Konzentrationen der Detergenslésungen und der -gemische waren folgende:

GS-PL-Systeme: PL = DPPC, DPPG, DPPC/DPPG (3:1), DPPC/DPPG (1:1), SPC

GS Medium D;/mM
NaC H>O 10
NaC NaCl 4
NaDC H>O 4
NaDC NaCl 1
GS/NaO-DPPC-Systeme:
GS/NaO Medium D;/mM
NaC/NaO H,O 2/0,8
NaC/NaO NaCl 1/0,4
NaDC/NaO H>O 2/0,8
NaDC/NaO NaCl 0,5/0,2
GS/NaP-DPPC-Systeme:
GS/NaP Medium D;/mM
NaC/NaP 50Y0) 2/0,8
NaC/NaP NaCl 1/0,4
NaDC/NaP H>O 2/0,8
NaDC/NaP NaCl 0,5/0,2

A.1.2.2 Solubilisierungsexperimente

Die Konzentrationen der Lipiddispersionen fiir die Solubilisierungsexperimente lagen zwi-
schen 0,5 und 10 mM. Die Konzentrationen der Detergenslosungen hatten die in den

nachstehenden Tabellen angefithrten Werte:
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GS-PL-Systeme: PL. = DPPC, DPPG, DPPC/DPPG (3:1), DPPC/DPPG (1:1), SPC*

GS Medium D;/mM D*/mM
NaC H>O 150 500
NaC NaCl 100 400

NaDC H>O 100 200
NaDC NaCl 50 100

GS/NaO-DPPC-Systeme:

GS/NaO Medium D;/mM
NaC/NaO H,0 150/60
NaC/NaO NaCl 100/40
NaDC/NaO H-O 75/30
NaDC/NaO NaCl 50/20

GS/NaP-DPPC-Systeme:

GS/NaP Medium D;/mM

NaC/NaP H>O 150/60

NaC/NaP NaCl 100/40
NaDC/NaP H-O 75/30
NaDC/NaP NaCl 50/20

A.1.2.3 Demizellisierungsexperimente

Fiir die Demizellisierungsexperimente dienten NaO-Losungen mit einer Konzentration von

40 mM in H50O. Die Detergensgemische waren wie folgt zusammengesetzt:

GS/NaO-Gemische:

GS/NaO Medium D;/mM
NaC/NaO H,0 150/60
NaC/NaO NaCl 100/40
NaDC/NaO H-O 75/30
NaDC/NaO NaCl 50/20
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GS/NaP-Gemische:

GS/NaP Medium D, /mM

NaC/NaP H>O 150/60

NaC/NaP NaCl 100/40
NaDC/NaP H,O 75/30
NaDC/NaP NaCl 50/20

A.1.3 Versuchsdurchfiihrung

Die ITC-Experimente erfolgten mit einem MicroCal OMEGA- bzw. mit einem MicroCal
MCS-Titrationskalorimeter (MicroCal Inc., Northampton, MA, USA).

Die Referenzzelle enthielt ultrareines Wasser, die Messzelle (Zellvolumina: OMEGA-ITC:
1,3684 ml bzw. MCS-ITC: 1,3351 ml) die wéssrige Probe mit einem Reaktionspartner.
Die Hamilton-Spritze (Spritzenvolumen: 250 ul) wurde mit der wéssrigen Losung oder der
Dispersion des zweiten Reaktionspartners befiillt. Die Injektionsspritze rotierte wahrend
des Versuches mit 400 U/min. Drei bis fiinf Messungen sicherten die Reproduzierbarkeit
jedes Experimentes. Fiir die Datenauswertung stand die MicroCal ORIGIN™ ITC-Soft-
ware, Version 5.0, zur Verfiigung, fiir die nichtlineare Kurvenanpassung der Verteilungs-
experimente die SCIENTIST™ Software, Version 2.1, (MicroMath Scientific Software Inc.,
Salt Lake City, UT, USA).

A.1.3.1 Verteilungsexperimente

Bei den Verteilungsexperimenten befand sich eine hochkonzentrierte Lipiddispersion
(20 mM) in der Injektionsspritze. Die Messzelle enthielt eine Detergenslosung oder ein
Detergensgemisch mit einer Konzentration weit unterhalb der cme. Alle Verteilungs-
experimente mit DPPC, DPPG und den DPPC/DPPG-Gemischen (3:1 und 1:1) erfolgten
bei 60°C, wiahrend die Messungen mit SPC bei 30°C und 60°C vorgenommen wurden. Der
Verteilungsversuch umfasste ein Injektionsprogramm von 25x10 pl oder 50x5 pl mit Zeit-
intervallen von 4-5 min zwischen den einzelnen Injektionen. Durch die analoge Injektion
der Lipiddispersion (20 mM) in H,O oder 0,1 M NaCl konnten die Verdiinnungswérmen

bestimmt und von den Reaktionswarmen subtrahiert werden.

A.1.3.2 Solubilisierungsexperimente

Fiir die Solubilisierungsexperimente war die Messzelle mit der entsprechend konzentrierten

Lipiddispersion und die Injektionsspritze mit einer hochkonzentrierten Detergenslosung
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oder einem Detergensgemisch befiillt. Die Messungen mit DPPC, DPPG und den Ge-
mischen von DPPC/DPPG (3:1) und DPPC/DPPG (1:1) erforderten wiederum 60°C,
wahrend die SPC-Messungen bei 30°C und 60°C moglich waren. Der Solubilisierungs-
versuch umfasste ein Injektionsprogramm von 40x6,25 ul oder 50x5 pl mit Zeitinter-
vallen von 4-5 min zwischen den einzelnen Injektionen. Die Verdiinnungswirmen ergaben
sich aus der analogen Injektion einer niedrig konzentrierten Detergenslosung in HoO oder
0,1 M NaCl (siehe Konzentrationen der Verteilungsexperimente) und anschlieSender Sub-

traktion von den Reaktionswarmen.

A.1.3.3 Demizellisierungsexperimente

Bei den Demizellisierungsexperimenten befand sich eine hochkonzentrierte Detergens-
16sung von NaO bzw. ein Detergensgemisch in der Injektionsspritze. Die Messzelle enthielt
nur H,O oder 0,1 M NaCl. Es wurden geringe Volumina von 3-5 ul in aliquoten Teilen
in die Messzelle injiziert. Die Versuchstemperaturen lagen im Bereich zwischen 10°C und

70°C. Die Verdiinnungswarmen ergaben sich wie bei den Solubilisierungsexperimenten.

A.2 Differentialscanningkalorimetrie

A.2.1 Methode

Fiir die DSC werden ebenfalls unterschiedliche Kalorimetertypen angeboten. Bei den hier
durchgefiihrten Experimenten kam das VP-DSC-Gerét der Firma MicroCal zum Einsatz
(Abb. A.3), dessen Messprinzip im Folgenden kurz vorgestellt wird:

Das Kalorimeter besitzt zwei identische, dem I'TC-Gerét analoge Tantal-Zellen, die Proben-
und die Referenzzelle, die beide ein Volumen von 0,5 ml fassen und von einem adiabati-
schen Aluminium-Mantel umschlossen sind [278]. Durch ein Vakuum kann der Wérme-
verlust der Zellen minimiert werden. Beide Zellen sind mit je einem Heizungssystem ver-
sehen. Auch bei diesem Kalorimeter werden die Temperaturdifferenzen AT; zwischen der
Proben- und der Referenzzelle sowie AT, zwischen den Zellen und dem Mantel erfasst.
Dazu dienen ebenfalls Bismut-Tellurid-Kristalle als thermophile Halbleiterelemente. Die
Thermostatierung erfolgt mit einem zirkulierenden Wasserbad bzw. bei dem verwendeten

Gerét mit einem Peltier-Element [276].

Beide Zellen werden kontinuierlich mit einer konstanten Rate beheizt oder abgekiihlt. Es
wird die elektrische Leistung ermittelt, die notwendig ist, um AT} zwischen der Proben-

und der Referenzzelle auf Null zu halten.
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Abb. A.83: Schematische Darstellung eines
DSC-Gerites [401] Abb. A.4: Auswertung mittels ORIGIN™DSC-

Software

Das Geriit zeichnet die Anderung der molaren Wirmekapazitét bei konstantem Druck
AC,, die sich aus der ermittelten Leistung unter Beriicksichtigung der Zeit, der Heizrate
und der Konzentration der Probe ergibt, als Funktion der Temperatur auf (Abb. A.4)
(279, 280).

Durch temperaturinduzierte Zustandsdnderungen in der Probe kommt es zu einer Abwei-
chung des AT;-Wertes von Null, die an der Entstehung eines Peaks im AC),-T-Diagramm
erkennbar ist. Durch einen Riickkopplungsmechanismus wird wie bei der I'TC eine Zusatz-
heizung aktiviert, die die Temperaturdifferenz auf Null zuriickreguliert [281]. Das VP-
DSC-Kalorimeter erlaubt Messungen im Temperaturbereich zwischen 1°C und 110°C
[276].

A.2.2 Probenpriparation

Mit der DSC wurden Solubilisierungsprozesse in bindren NaC-DPPC- und NaDC-DPPC-
Gemischen sowie in ternéren Systemen von NaC/NaO-DPPC und NaDC/NaO-DPPC als
auch von NaC/NaP-DPPC und NaDC/NaP-DPPC in H,O bzw. in 0,1 M NaCl unter-
sucht.

Es kamen dafiir DPPC-Dispersionen mit einer Konzentration von jeweils 6 mM zum Ein-
satz, deren Priaparation der der ITC-Experimente entsprach. Zu den fertigen Dispersionen
wurde die entsprechende Masse an Detergens bzw. Detergensgemisch (molares Verhélt-
nis GS:FS = 5:2) zugesetzt. Die Wahl der Detergenskonzentrationen ergab sich aus den
durch die ITC-Solubilisierungsmessungen ermittelten Phasendiagrammen. Die Detergens-
konzentrationen der bindren und terndren Mischungen sind den folgenden Tabellen zu

entnehmen:
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GS-DPPC-Systeme:

GS Medium D;/mM

NaC H,0O 5 10 | 15 | 18 | 21

NaC NaCl 2 ) 8 11 | 15
NaDC H>O 3 16 85|11 15
NaDC NaCl 05|15 |35|55]|75

GS/NaO-DPPC-Systeme:

GS/NaO Medium D;/mM

NaC/NaO H,0 3/1,2 | 6/2,4 | 9/3,6 | 12/55 | 15/6 | 20/8

NaC/NaO NaCl 2/0,8 | 4/1,6 | 6/2,4 | 8/3.2 | 11/4,.4 | 14/5,6
NaDC/NaO H,0 2/08 | 5/2 | 7/2,8 | 9/3,6 | 12/4,8 | 15/6
NaDC/NaO NaCl 1/04 | 2/08 | 3/1,2 | 4/16 | 5/2 | 7/2.8

GS/NaP-DPPC-Systeme:

GS/NaP Medium D;/mM

NaC/NaP H,0 4/1,6 | 7/2,8 | 11/4.4 | 15/6 | 20/8

NaC/NaP NaCl 2/0,8 | 5/2 | 7/2.8 | 10/4 | 15/6
NaDC/NaP H,0 2/0,8 | 5/2 | 7/2,8 | 10/4 | 15/6
NaDC/NaP NaCl 1/04 | 2/08 | 35/14 | 5/2 | 8/3,2

Die Probe wurde anschlieflend im Wasserbad auf 60°C erwérmt und 20 min mit dem
Vortexer geschiittelt. Vor der DSC-Messung erfolgte eine 10miniitige Entgasung der Probe
und die Einstellung des pH-Wertes auf 7,5 mit 0,1 N HCI oder 0,1 N NaOH. Alle Proben

kamen frisch hergestellt zum Einsatz.

A.2.3 Versuchsdurchfiihrung

Die DSC-Experimente wurden mit einem MicroCal VP-DSC-Gerét (MicroCal Inc.,
Northampton, MA, USA) durchgefiihrt. Die Messzelle enthielt die Probe, die Referenzzelle
das Losungsmedium HyO oder 0,1 M NaCl (Zellvolumina: 0,5 ml). Die DSC-Messungen
konnten bei einem Druck von ca. 30 lbs./sq.in. (= 206,7 kPa [403]) mit einer Heizrate

1

von 1 K-min™" in einem Temperaturbereich von 2°C bis 95°C realisiert werden. Da es
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sich um Phospholipidproben handelte, empfahl sich die Auswahl eines hohen Feedback-
Modus, der sich durch das stérkste Basislinienrauschen, aber auch durch die sehr kurzen,
fiir die scharfen Phospholipidpeaks geeigneten Feedback-Reaktionszeiten von ca. 5 s aus-
zeichnet [404].

Von dem dreimal durchlaufenen Aufheiz-Abkiihl-Zyklus diente jeweils die mittlere Auf-
heizkurve zur Auswertung. Fiir die Datenanalyse stand die MicroCal ORIGIN™ DSC-
Software, Version 5.0, zur Verfiigung. Die Basislinie, die von der DSC-Kurve zu subtra-

hieren war, ergab sich durch das Vermessen des Mediums in der Proben- und Referenzzelle.

A.3 Dynamische Lichtstreuung

A.3.1 Methode

Der prinzipielle Aufbau des in dieser Arbeit verwendeten Lichtstreu-Gerétes ist in der
Abb. A.5 zu sehen.

Die Lichtquelle ist ein Laser, der kohérentes, monochromatisches Licht hoher Intensitét
liefert und somit eine hohe Messgenauigkeit und kurze Analysenzeiten gewéhrleistet.
Aufgrund des speziellen Messprinzips der nichtinvasiven Riickstreuung betréagt der Streu-
winkel nicht wie tiblich 90° sondern 173° [405].

P TTL-Out
r— Counter-Out
—» RS5-232 In/Out
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L B
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| [ Laser : 25 013c |
| — ] _ . | Temp. : 5
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‘ (s (? ‘ Microcontroller Board '
l ] | N— — — N - | ‘
Spiegel Spiegel
Abschwacher

Abb. A.5: Schematische Darstellung des ALV-NIBS-Lichtstreugerdites [406]
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Die mit einem Teflondeckel verschlossene Kiivette mit der Probe befindet sich wiahrend der
Messung in einer Halterung mit verstellbarer Position, die zusétzlich mit einer Temperie-
rungseinheit (Peltier-Element) und einem Temperatursensor ausgeriistet ist. Die Strahl-
fithrung erfolgt iiber zwei Spiegel, eine Abschwichereinheit sowie die Beleuchtungs- und
Detektionsoptik. Letztere besitzt bei dem hier verwendeten Gerét eine hohe Detektions-
empfindlichkeit und ist deshalb fiir die Messung sehr kleiner Teilchen und Proben mit

sehr geringen Konzentrationen geeignet.

Die Digitalkorrelation wird zur Spektralanalyse verwendet, die die Korrelationsfunktion
der Lichtfluktuation ermittelt. Das gestreute Licht trifft mit einer Intensitdt, die einer
Leistung von ca. 10 pW bzw. 30 Millionen Photonen/s entspricht, auf den Einzelpho-
tonenzihler. Davon werden etwa 3% in zéhlbare, elektrische Impulse umgewandelt, die
der Streuintensitidt proportional sind und in die Intensitdtsautokorrelationsfunktion um-

gerechnet werden.

A.3.2 Probenpriparation

Die DLS diente zur Charakterisierung der mizellaren Losungen der Gallensalze NaC
und NaDC sowie von NaO als auch der mischmizellaren Losungen von NaC/NaO bzw.
NaDC/NaO und von NaC/NaP bzw. NaDC/NaP. Die Untersuchungen richteten sich
dabei auf den Einfluss der Temperatur und der Ionenstéirke der Losung. Des Weiteren wur-
den Solubilisierungsexperimente mit bindren Gemischen der Gallensalze NaC und NaDC
sowie den Phospholipiden DPPC, DPPG und SPC als auch den Phospholipidgemischen
DPPC/DPPG (3:1) und DPPC/DPPG (1:1) durchgefithrt. Die Solubilisierungsunter-
suchungen erfolgten auch an ternéren Systemen von GS/NaO- und GS/NaP-Gemischen
mit dem Phospholipid DPPC.

Fiir die Charakterisierung der mizellaren Losungen hatten die Proben nachstehende

Konzentrationen:
Detergenslosungen:
Detergens Medium D;/mM
NaC H>O 150
NaC NaCl 100
NaDC H>O 100
NaDC NaCl 50
NaO H>O 40
NaO NaCl 20
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Die mischmizellaren Losungen besaflien folgende Konzentrationen:

GS/NaO-Gemische:

GS/NaO Medium D;/mM

NaC/NaO H,0 150/60

NaC/NaO NaCl 100/40
NaDC/NaO H,0 75/30
NaDC/NaO NaCl 50/20

GS/NaP-Gemische:

GS/NaP Medium D;/mM

NaC/NaP H>O 150/60

NaC/NaP NaCl 100/40
NaDC/NaP H,0 75/30
NaDC/NaP NaCl 50/20

Bei der Herstellung der Lipiddispersionen sowie der Detergenslosungen und der Deter-
gensgemische konnte analog den ITC-Proben verfahren werden. Die Lipiddispersionen
kamen in den Konzentrationen 1 mM, 3 mM und 6 mM zum Einsatz. Die Detergenskon-

zentrationen entsprachen denen der ITC-Untersuchungen.

Fiir die DLS-Studien war zusétzlich die Entfernung von Staubpartikeln aus der Probe
erforderlich. Dies gelang durch das direkte Filtrieren der Lipiddispersionen mit Nylon-
Spritzenfiltern der Porengréfie 0,45 pm in die zuvor griindlich gereinigte Kiivette. Fiir die
Detergenslosungen wurden Nylon-Spritzenfilter der Porengréfie 0,2 um benutzt und die
Losungen direkt in die Applikationspipette (Multipette®: 1 ml-Pipettieraufsatz; kleinste
Zugabemenge: 20 pl) filtriert.

A.3.3 Versuchsdurchfiihrung

Fiir die DLS-Experimente kam das ALV-NIBS-Lichtstreugerdt (ALV-Laser Vertriebs-
gesellschaft mbH, Langen) zum Einsatz. Das Messgerét arbeitet mit einem HeNe-Laser
der Wellenldnge 632,8 nm und einer Leistung von 3 mW sowie dem speziellen Detek-

tionsprinzip der nichtinvasiven Riickstreuung mit einem Streuwinkel von 173° [405]. Fiir
die Messungen dienten Quarzglaskiivetten (HELLMA GmbH & Co. KG, Miillheim).
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Die Messdauer des Einzelexperimentes betrug 30 s. Eine Dreifachbestimmung fiithrte zu

den erhaltenen Ergebnissen.

Die ALV-5000/E Software ermdoglichte die Datenauswertung [405] in Form der Verteilungs-
funktions-Analyse nach der CONTIN-Methode [407] unter Einbeziehung der Tempera-
turkorrektur der Viskositét. Dieses Analysenverfahren ist fiir multimodale Verteilungen
besonders geeignet, da die Teilchen in Klassen unterschiedlicher Radien eingeteilt werden.
Es wurde die ,ungewichtete“ Verteilung ermittelt, die die Streuintensitét der jeweiligen

Partikelgroflenart widerspiegelt.

Die Grolenbestimmung der mizellaren u. mischmizellaren Losungen erfolgte bei verschie-
denen Temperaturen: 15, 25, 35, 45 und 55°C. Fiir die Solubilisierungsexperimente wurde
bei den synthetischen Lipiden (DPPC, DPPG, DPPC/DPPG (3:1) und DPPC/DPPG
(1:1)) eine Temperatur von 55°C gewéhlt. Die Temperaturen fiir die SPC-Proben betrugen
25°C und 55°C. Die Detergenszugabe konnte durch das Hinzutitrieren der Detergenslosung
zu der Vesikeldispersion in der Kiivette in 20 ul-Schritten mit einer Multipette® erreicht

werden. Nach jeder Zugabe war eine dreifache Groflenbestimmung erforderlich.

A.4 Kleinwinkel-Neutronenstreuung

A.4.1 Methode

Das SANS-Messprinzip ist in der Abb. A.6 dargestellt. Der Kernreaktor enthélt den mit
30-40 Brennelementen ausgestatteten Reaktorkern in einem Wasserbecken. Durch die
Kernspaltung von Uran (?3°U) werden zwei bis drei hochenergetische, schnellfliegende,
,heifle“ Neutronen erzeugt.

Transmissions- Kollimator-

polarisator System Probe
Geschwindig- magnetisches Spin- Flachen-
keitsselektor Richtungsfeld Flipper detektor

B 1-16mM

16m, 12m. gm, 2m. im

Abb. A.6: Schematische Darstellung des V4-Kleinwinkelstreugerdtes am Berliner Neutronen-
streuzentrum des Hahn-Meitner-Institutes [408]
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Da nur ein Neutron fiir eine geregelte Kettenreaktion erforderlich ist, werden die restlichen
Neutronen iiber Neutronenfanger, den Steuerstében, entfernt. Durch den Zusammenstof3
der Kerne mit Brems-Moderatoren erfolgt die Abgabe von kinetischer Energie und die
Erzeugung von langsamen, ,kalten“ Neutronen [328]. Ein Geschwindigkeitsselektor wéhlt
aus dem Neutronenfluss einen sehr schmalen Bereich mit einer Wellenléinge von 6 A aus,
der dem Primérstrahl entspricht. Der Typ des durchzufiihrenden Experimentes entschei-

det iiber die Erfordernis des Einsatzes eines Transmissionspolarisators.

Der Primérstrahl wird anschlieffend iiber das 1-16 m lange Kollimator-System geleitet,
das ein gleichbleibendes Auflésungsvermogen gewéhrleistet. Der Neutronenstrahl wird
nun durch die Probe gefiihrt und die gestreute Strahlung mit einem Fldchendetektor
registriert. Dieses quadratische Element mit einer Seitenlinge von 64 cm und 1 cm?-
Streuelementen erfasst die Streuintensitdt der Probe, die zur Auswertung der Experi-
mente herangezogen wird. Der Flichendetektor ist von einer &ufleren Strahlenabschirmung

umgeben, welche die entweichende Strahlung absorbiert [408].

A.4.2 Probenpriparation

Mit der SANS-Methode wurden bindre Mischungen von NaDC-DPPC in 0,1 M NaCl
untersucht und die Proben zu diesem Zweck mit jeweils 6 mM DPPC sowie unterschied-
lichen Anteilen NaDC vorbereitet.

Fiir diese Methode war die Probenpréparation zur Verbesserung des Streukontrastes in
deuteriertem Wasser (D2O: Deuteriumanteil von 99,8%) erforderlich. Die anhand des
durch ITC ermittelten Phasendiagramms ausgewédhlten NaDC-Konzentrationen betru-
gen 1,5, 3,5, 5,5, 7,5 und 10 mM. Zu den DPPC-Dispersionen kamen die entsprechenden
Massen an NaDC hinzu. Daran schloss sich die Inkubation dieser Gemische iiber fiinf
Stunden bei ca. 60°C im Wasserbad mit einem Magnetriihrer an. Die bindren Mischungen
wurden anschlieBend ebenfalls mit Nylon-Spritzenfiltern der Porengréfie 0,2 pm direkt in
die Quarzglaskiivetten (HELLMA GmbH & Co. KG, Miillheim) filtriert, da auch bei den

SANS-Experimenten die Staubfreiheit der Proben gewiéhrleistet sein musste.

A.4.3 Versuchsdurchfiihrung

Die SANS-Experimente an den bindren NaDC-DPPC-Systemen konnten am Berliner
Neutronenstreuzentrum (BENSC) des Hahn-Meitner-Institutes (HMI) durchgefiihrt wer-
den. Die Messungen erfolgten mit dem V4-Kleinwinkelstreugerdt. Um die Ergebnisse mit
denen der I'TC-Experimente vergleichen zu kénnen, wurden die Proben ebenfalls bei 60°C

vermessen.
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A.5 Chemikalienverzeichnis

Substanz M, /g-mol~! Hersteller
Chloroform (CHC13) 119,4 Roth
Deuteriumoxid (DyO) 20,0 Sigma
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-
3-phosphatidylcholin (DPPC) 734,0 Genzyme
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-
3-phosphatidylglycerol (DPPG) 7450 Lipoid
Methanol (MeOH) 32,0 Roth
Natriumchlorid (NaCl) 58,4 Roth
Natrium-Cholat (NaC) 430,6 Sigma
Natrium-Desoxycholat (NaDC) 432,6 Sigma
Natriumhydroxid (NaOH) 40,0 Merck
Natrium-Oleat (NaO) 304,4 Sigma
Natrium-Palmitat (NaP) 2784 Sigma
Salzséure (HCI) 36,5 Merck
Soja-Phosphatidylcholin* (SPC) 775,0 Nattermann

* Zusammensetzung des Soja-Lecithins (SPC) ,,Phospholipon 90G“ (Charge 90010) nach
Angaben des Herstellers:

Bestandteile Anteil/%(w/w)
Phosphatidylcholin 9313
Lyso-Phosphatidylcholin 3+£3

d,l-a-Tocopherol 0,1

FS-Komponenten Anteil /% (w/w)
Palmitinsdure 1242
Stearinsdure 3+1
Olssure 10+3
Linolsaure 66+5
Linolensdure 512




Anhang B

Thermodynamische Parameter

B.1 Na-Oleat

Tab. B.1: cmc-Werte und thermodynamische Parameter (/[nderung der Enthalpie AHgemic,
der Freien Enthalpie AG gemic und der Entropie ASgemic) der Demizellisierung von NaO in
H>;O, pH 7,5, in Abhingigkeit von der Temperatur

T/ | emel/ | eme2/ | AHgemic/ | AGidemic/ | AGademic/ | TAS1demic/ | TAS2demic/
°C mM mM | kJ-mol™! | kJ-mol™! | kJmol™! | kJ-mol™! kJ-mol!
10 | 12 2.1 -16,8 254 23,9 42,1 40,7
15 | 11 2,3 8,3 25,8 24,2 -34,1 32,4
20 1,0 2.3 15 26,6 24,6 -28,1 -26,1
25 | 09 2.4 3.3 27.3 24.9 24,0 21,6
30 | 10 | 25 5.0 275 95,2 225 2202
35 | 1.1 2.5 6,3 27.6 25,6 213 193
40 1,2 2.5 8,9 28,1 26,0 -19,1 17,1
45 1,2 2,6 11,4 28,5 26,3 17,1 -14.,9
50 1,2 2,7 12,4 29,0 26,7 -16,6 -14,3
55 | 12 2,8 14,1 29,3 27,0 -15,2 -12,9
60 | 13 | 28 16,8 295 274 12,6 10,6
65 14 2.9 17,3 29,7 27.6 12,4 10,3
70 1,6 3,0 18,3 29,8 28,0 115 9.7

115
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B.2 Gallensalz/Na-Oleat-Gemische

Tab. B.2: Berechnung der cmcm,-Werte von NaC/NaO-Gemischen (5:2) in HyO, pH 7,5, in
Abhéngigkeit von der Temperatur aus den experimentellen cmc-Werten von NaC' (emenqc-
exp) [84] und NaO (cmcenqo-exp) nach CLINT (cmcpig-calc) bzw. RUBINGH (cmcpmiq-f calc)
unter Einbeziehung des NaC-Molenbruchs in den Mischmizellen (xyqc) und des Wechselwir-
kungsparamaters (Bw ) sowie der Aktivititskoeffizienten von NaC' (fnac) und NaO (fn.o0), Ver-
gleich mit den experimentellen cmc-Werten der NaC/NaO-Gemische (cmcupiz-exp)

T/ | emenac/ | emenao/ | €Memiz/ | ¢Memiz/ | emCmiz/ | TNac | Bw | fNac | fNaO
(exp) (exp) (exp) (calc) (fcalc)

°C mM mM mM mM mM

10 17,2 1,2 3,3 3,60 3,41 0,171 | -0,38 | 0,69 0,99
20 16,3 1,0 2,6 3,45 3,02 0,214 | -1,04 | 0,37 0,95
30 16,0 1,0 2,3 3,53 3,02 0,226 | -1,23 | 0,31 0,94
40 16,5 1,2 2,6 3,89 3,39 0,215 | -1,02 | 0,38 0,95
50 17,9 1,2 29 3,94 3,43 0,222 | -1,06 | 0,37 0,95
60 19,7 1,3 3,1 4,60 3,94 0,227 | -1,15 | 0,34 0,94
70 22,3 1,6 3,6 5,61 4,62 0,260 | -1,26 | 0,31 0,92

Tab. B.3: Berechnung der cmcp,,- Werte von NaDC/NaO-Gemischen (5:2) in HyO, pH 7,5, in
Abhdingigkeit von der Temperatur aus den experimentellen cme-Werten von NaDC' (emengpe-
exp) [84] und NaO (cmcenqo-exp) nach CLINT (cmcpig-calc) bzw. RUBINGH (cmcpq-f cale)
unter Finbeziehung des NaDC-Molenbruchs in den Mischmizellen (xnqopc) und des Wechselwir-
kungsparamaters (Byw ) sowie der Aktivititskoeffizienten von NaDC' (fnapc) und NaO (fnao),
Vergleich mit den experimentellen cmce-Werten der NaDC/NaO-Gemische (cmcmiz-exp)

T/ | emenapo/ | emenao/ | €MCmiz/ | ¢MCmiz/ | ¢MCmiz/ | TNapc | Bw | fNaDC | fNaO
(exp) (exp) (exp) (calc) | (fcalc)

°C mM mM mM mM mM

10 6,7 1,2 2,5 3,29 2,79 0,331 | -0,53| 0,62 | 0,94
20 6,1 1,0 2.4 2,42 2,48 0,293 | 0,07 | 1,07 | 1,01
30 6,4 1,0 2,5 2,35 2,51 0,238 | 0,21 | 1,21 | 1,01
40 7.4 1,2 2,6 2,89 2,87 0,247 | -0,02 | 0,98 | 0,99
50 8,9 1,2 2,9 3,06 3,01 0,270 | -0,06 | 0,95 | 0,99
60 11,5 1,3 3,1 3,78 3,57 0,249 |-023| 081 | 0,99
70 14,4 1,6 3,5 4,66 4,29 0,264 |-035| 0,72 | 0,98
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Tab. B.4: cmc-Werte und thermodynamische Parameter (/[nderung der Enthalpie AHgemic,
der Freien Enthalpie AG gemic und der Entropie ASgemic) der Demizellisierung von NaC/NaO-

Gemischen (5:2) in HyO, pH 7,5, in Abhingigkeit von der Temperatur

T/°C cme/mM AHgemic/kJ-mol™! AGgemic/kJ-mol~t TASgemic/kJ-mol~!
10 3.3 1,9 22.9 248
20 2,6 2,1 24,3 2221
30 2.3 4,2 25 4 213
40 2.6 8,3 25.9 17,6
50 2.9 10,9 26,5 156
60 3,1 12,3 27,1 14,8
70 3,6 13.8 27,5 13,7

Tab. B.5: cme-Werte und thermodynamische Parameter (Anderung der Enthalpie AHgemie,
der Freien Enthalpie AGgemic und der Entropie ASgemic) der Demizellisierung von NaC/NaO-
Gemischen (5:2) in 0,1 M NaCl, pH 7,5, in Abhdngigkeit von der Temperatur

T/°C cme/mM AH jemic/kJ-mol~! AG gemic/kJ-mol ™! TASjemic/kJ-mol =t
10 1,8 43 24,3 -28.6
20 1,4 2.3 25,8 28,1
30 1,5 1,5 26,5 -25,0
40 1,6 46 97.2 226
50 1,8 6.2 927.8 21,5
60 2,0 6,9 28,3 -21,4
70 2,2 8,5 28,9 -20,4
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Tab. B.6: cmc-Werte und thermodynamische Parameter (/[nderung der Enthalpie AHgemic,
der Freien Enthalpie AG gemic und der Entropie ASgemic) der Demizellisierung von NaDC/NaO-

Gemischen (5:2) in HyO, pH 7,5, in Abhingigkeit von der Temperatur

T/°C cme/mM AHgemic/kJ-mol™! AGgemic/kJ-mol~t TASgemic/kJ-mol~!
10 2.5 24 235 2259
20 2,5 1,7 244 227
30 2.4 5.7 25.3 -19.,6
40 2.6 10,9 25.9 -15,1
50 2.9 15,1 26,5 14
60 3.1 175 271 96
70 3.5 19.6 27.6 8,0

Tab. B.7: cme-Werte und thermodynamische Parameter (Anderung der Enthalpie AHgemie,
der Freien Enthalpie AG gemic und der Entropie ASgemic) der Demizellisierung von NaDC/NaO-
Gemischen (5:2) in 0,1 M NaCl, pH 7,5, in Abhdngigkeit von der Temperatur

T/°C cme/mM AH jemic/kJ-mol~! AG gemic/kJ-mol ™! TASjemic/kJ-mol =t
10 1,3 4.9 95,1 -30,0
20 1,1 2.5 26,4 -28.8
30 0,8 2,8 28,1 -25,2
40 0,9 6.2 98,7 225
50 1,0 9.7 29.3 -19.6
60 1,1 11,8 30,0 -18,2
70 1,2 14,1 30,6 -16,5
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B.3 Gallensalz/Na-Palmitat-Gemische

Tab. B.8: cmc-Werte und thermodynamische Parameter (/[nderung der Enthalpie AH gemie,
der Freien Enthalpie AG gemic und der Entropie ASgjemic) der Demizellisierung von NaC/NaP-
Gemischen (5:2) in HyO, pH 7,5, in Abhdngigkeit von der Temperatur

T/°C cme/mM AH jemic/kJ-mol~! AG gemic/kJ-mol ™! TASjemic/kJ-mol =t
10 8.2 11,0 20,7 31,7
20 6,8 -7,6 21,9 -29,6
30 4,4 -2,8 23,8 -26,6
40 48 3.6 24,3 20,7
50 5.2 7.7 24,9 17,2
60 5,5 12,0 25,5 -13,5
70 6,4 14,7 25,8 -11,1

Tab. B.9: cmc-Werte und thermodynamische Parameter (/[nderung der Enthalpie AHgemic,
der Freien Enthalpie AG gemic und der Entropie ASgiemic) der Demizellisierung von NaC/NaP-

Gemischen (5:2) in 0,1 M NaCl, pH 7,5, in Abhdngigkeit von der Temperatur

T/°C cme/mM AH jemic/kJ-mol~! AG gemic/kJ-mol ™! TASjemic/kJ-mol =t
10 3,8 -13,9 22,6 -36,5
20 3.0 9.8 23.9 337
30 1,9 -3,4 25,9 -29,3
40 2,1 2,8 26,5 -23,7
50 24 6,5 27,0 -20,5
60 2.7 9.4 927.5 -18,1
70 3.0 12,5 28,0 15,5
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Tab. B.10: cmc-Werte und thermodynamische Parameter (/Inderung der Enthalpie AH gemic,
der Freien Enthalpie AG gemic und der Entropie ASgemic) der Demizellisierung von NaDC/NaP-

Gemischen (5:2) in HyO, pH 7,5, in Abhingigkeit von der Temperatur

T/°C cme/mM AHgemic/kJ-mol™! AGgemic/kJ-mol~t TASgemic/kJ-mol~!
10 4,0 -10,9 22,4 333
20 3.3 7.0 237 -30,7
30 3.1 1,9 24,7 -26.,5
40 3.3 44 25.3 -20,9
50 3,7 11,0 25 8 148
60 4,0 16,0 26 4 104
70 44 18,7 26,9 8,2

Tab. B.11: cme-Werte und thermodynamische Parameter (Anderung der Enthalpie AHgemie,
der Freien Enthalpie AG gemic und der Entropie ASgemic) der Demizellisierung von NaDC/NaP-
Gemischen (5:2) in 0,1 M NaCl, pH 7,5, in Abhdngigkeit von der Temperatur

T/°C cme/mM AH jemic/kJ-mol~! AG gemic/kJ-mol ™! TASjemic/kJ-mol =t
10 1,3 -13,0 25.1 -38.1
20 1,2 -9,7 26,2 -35,9
30 0,9 -44 27,8 -32,2
40 1,0 2.7 98,4 -25.8
50 1,1 6,5 29,1 225
60 1,2 10,4 29,7 -19.4
70 1,3 14,4 30,4 -16,0
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