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Die cytomimetische organische Chemie - ein erster Bericht 

Fredric M. Menger* und Kurt D. Gabrielson 

Dieser Aufsatz beschreibt, wie ein einfa- 
ches System, die Riesenvesikel, durch 
chemische und physikalische Reize zu 
einer Vielzahl cytomimetischer Um- 
wandlungen wie Verschmelzung, Tei- 
lung, Endocytose, Knospung (bud- 
ding), Aggregation, ,,Gebaren" 
(birthing) und ,,Fressen" angeregt wer- 
den kann. Setzt man beispielsweise eine 
Riesenvesikel, in deren Innerem sich ei- 
ne kleine Vesikel befindet, Octylglucosid 
aus, so kann die kleinere Vesikel die 
HuBere Membran durchstoBen und in 

das umgebende Medium austreten (Ge- 

baren, birthing). Die dabei entstehende 
Verletzung an der Membran der Wirts- 
vesikel verheilt sofort. Der Zusatz von 
Cholansaure lost hingegen die Futtersu- 
che und den FreBvorgang aus, bei dem 
die Vesikel schnell wachst, indem sie sich 
die kleineren Nachbarvesikeln einver- 
leibt. 1st die Nahrung verbraucht, zer- 
stort sich die Riesenvesikel selbst (ein 
Beispiel fur den natiirlichen ProzeB aus 
Geburt, Wachstum und Tod). Diese le- 
benslhnlichen morphologischen Veran- 
derungen konnten rnit kauflichen Che- 
mikalien erzielt werden, d. h. diese 

Prozesse sind der Organischen Chemie, 
und nicht etwa der Biologie oder Bio- 
chemie zuzuordnen. Dieser Aufsatz 
beinhaltet auch experimentelle Einzel- 
heiten, beispielsweise iiber die Herstel- 
lung und Beobachtung von Vesikeln, in 
der Hoffnung, interessierten Lesern den 
Einstieg in dieses noch nicht entwickelte 
Arbeitsgebiet zu erleichtern. 

Stichworte: Cytomimetische organische 
Chemie . Mikroskopie . Supramolekula- 
re Chemie . Vesikeln 

1. Einleitung 

Die alten Griechen glaubten, daB die Umwandlung eines un- 
geordneten Universums (Chaos) in ein geordnetes (Kosmos) das 
Werk ihrer Gotter sei. Heute scheinen die Ordnungsprinzipien, 
besonders die von komplexen biologischen Systemen wie Zellen, 
noch fast genauso riitselhaft wie vor Jahrhunderten zu sein. Auf 
mysteriose Weise organisieren sich Molekiile zu komplizierten 
Verbanden, die das Phiinomen ,,Leben" hervorbringen. Obwohl 
lebende Systeme sehr wahrscheinlich den Grundgesetzen der 
Chemie unterworfen sind, geht ihr biologisches Verhalten von 
ihrer kollektiven und holistischen Natur aus. Die Biologie ist in 
Wirklichkeit organisierte Organische Chemie. Somit mu13 man 
sich fragen, ob die Eigenschaften organisierter organischer Mo- 
lekiile aus den bekannten Eigenschaften der Einzelmolekiile 
vorhersagbar sind. Oder mit anderen Woren: 1st das Verhalten 
organischer Systeme eine einfache Extrapolation der Chemie 
von Einzelmolekulen? Wir konnten diese Fragen bereits mit 
,,nein" beantworten"]. Um mehr iiber organisierte Verbande 
und letztendlich iiber die Biologie zu erfahren, muB man sich 
von der Organischen Chemie der Einzelmolekule lossagen und 
sich - trotz der zweifellos auftretenden Schwierigkeiten und Un- 
sicherheiten - der Chemie der Molekiilverbande zuwenden. 
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Betrachten wir die Rolle der n-Mesonen in der Chemie. Da 
.rc-Mesonen Bestandteil aller Atomkerne und somit auch Be- 
standteil des Kohlenstoffs sind, gehoren sie notwendigerweise 
auch zur Organischen Chemie. (Eine Decdrboxylierung ist bei- 
spielsweise mit dem Verlust von x-Mesonen verbunden.) Warum 
kiimmern sich Chemiker dann iiberhaupt nicht urn diese Ele- 
mentarteilchen? Diese Frage laBt sich durchdus beantworten : 
Chemiker arbeiten auf einem Komplexitats- und Ordnungsni- 
veau, auf dem die Teilchenphysik bedeutungslos ist. Drei Zitate 
unterstiitzen diese allgemeine Feststellung. W. H. Thorpe : ,,The 
behavior of large and complex aggregates of elementary partic- 
les is not to be understood as a simple extrapolation of the 
properties of a few particles. Rather, at each level of complexity 
entirely new properties appear." P. W. Anderson: ,,At each level 
of organization, types of behavior open up which are entirely 
new and basically unpredictable from a ... detailed analysis of 
the entities which make up the ... higher level systems." Und 
A. R. Peacocke: ,,Higher levels of complexity are distinguished 
by some genuinely new features and activities, and these require 
distinctive theories, language, and concepts to describe them." 
Es ist die diesen Zitaten innewohnende Philosophie, die uns zu 
den Arbeiten motiviert hat, die wir auf den folgenden Seiten 
beschreiben wollen. 

Vesikeln, auch Liposome genannt, sind kugelformige Gebil- 
de, die aus einer geschlossenen Lipidhiille, die einen mit Wasser 
gefiillten Innenraum umgibt, aufgebaut sind (Abb. 1 ) .  Unter 
bestimmten Bedingungen selbstorgdnisieren sich Lipide zu Rie- 
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senvesikeln, die die GroDe le- 
bender Zellen habenI2]. Wie gq wir spater im einzelnen noch 
zeigen werden, konnen bei 
Riesenvesikeln viele zellahnli- 

, - --e -- 
---es 

Abb. 1. Schematische Darstellung che Prozesse wie Aggregation, 
einer aus einer einzigen Lipiddoppel- Knospung, Verschmelzung 
schicht aufgebauten, unilamellaren 
Vecikd und Teilung beobachtet wer- . -... _. . 

denf3]. Dieses Verhalten be- 
zeichnen wir als cytomimeti- 

sche Chemiet4I. Wir haben zwar einige Bedenken, diesen neuen 
Begriff einzufuhren, doch erscheint uns die Bezeichnung cyto- 
mimetisch fur die eindrucksvollen, unter dem Lichtmikroskop 
sichtbaren, morphologischen Veranderungen durchaus tref- 
fend. Und, um es rnit den Worten von J. S. Mill zu umschreiben: 
,,Hardly any thoughts ever make their way among mankind, 
even in the minds of their inventors, until aptly selected words 
nail them down and hold them fast." 

Wir sind naturlich nicht die ersten, die die cytomimetische 
Chemie fasziniert. Schon vor mehr als sechzig Jahren haben 
Crile et al.''] eine brilliante Arbeit veroffentlicht, in der sie die 
Vorgange beschrieben, die beim Vereinigen der etherloslichen 
Fraktion von Hirngewebe, d. h. die Lipide, rnit der wasserlosli- 
chen Fraktion, d. h. den Proteinen und Nucleinsauren, zu beob- 
achten sindr6]. Innerhalb weniger Minuten bildeten sich im Was- 
ser auffallige Strukturen, die sie als sich selbst aufbauende 
Zellen (autosynthetic cells) bezeichneten. Jedes dieser Gebilde 
enthielt eine im Mikroskop sichtbare zentrale Organelle, ahnlich 
einem Zellkern. Die Strukturen wuchsen langsam, vermehrten 
sich durch Knospung (budding) oder direkte Teilung und be- 
wegten sich gelegentlich wie eine Amobe. Sie hatten sogar einen 
hohen Sauerstoffverbrauch. Obwohl diese Entdeckungen von 
anderen bestatigt wurden['. '1, blieben sie so gut wie nicht beach- 
tet. Wir sind zur Zeit dabei, diese Arbeit wieder aufleben zu 
lassen (wir konnten dem Wunsch einfach nicht widerstehen!), 
doch hier diskutieren wir ausschlieDlich sehr viel einfachere Sy- 
steme, die aus Substanzen aufgebaut sind, die nicht direkt biolo- 
gischen Ursprungs sind. 

Wir mochten betonen, daD in diesem Aufsatz einfiihrende 
Untersuchungen beschrieben werden. Wir haben mit unseren 
Arbeiten vor genau zwei Jahren in einem kleinen Buroraum 
begonnen, den wir umbauten, um ein Mikroskop aufstellen zu 

konnen. Wir wollten die Reaktion von Riesenvesikeln bei der 
Einwirkung von Chemikalien, Hitze, Beriihrung oder anderen 
Reizen beobachten. Von dieser ersten Forschungsphase erhoff- 
ten wir uns, Informationen sammeln zu konnen, jedoch keine 
unmittelbaren, aufklarenden Erkenntnisse. J. F. Wilford hat 
diese Situation treffend beschrieben: ,,Science proceeds first by 
open exploration, the time of initial discoveries. Then follows 
reconnaissance, gathering evidence on a broad front, pursuing 
leads to the far corners of the problem, and generating prelimi- 
nary hypotheses. Finally, if warrented by the results of the ex- 
ploration and reconnaissance, there comes the time for detailed 
studies and the testing of more informed hypotheses." Wir be- 
finden uns in jeder Beziehung in der ,,ungehinderten Entdek- 
kungsphase" (open exploration phase). Nichtsdestotrotz sind 
die bisherigen Ergebnisse so verbliiffend, daB ihre Veroffentli- 
chung - in der Hoffnung, auch andere fur dieses Unterfangen zu 
begeistern - gerechtfertigt erscheint. 

Da dieser Aufsatz einen groDen Kreis von Nichtfachleuten 
ansprechen soll, haben wir versucht, einen wissenschaftlich 
niichternen Schreibstil zu vermeiden. Diese Forderung war ein- 
fach zu erfiillen, denn gemaD den Worten von A. Lavoisier gilt : 
,,When we begin the study of any science, we are in a situation, 
respecting that science, similar to that of children." Tatsachlich 
haben wir auch unzahlige Male mit kindlichem Staunen die 
Dynamik unserer Riesenvesikeln verfolgt. 

2. Kurzer Uberblick iiber die Geschichte der 
Riesenvesikeln 

A. Einstein sagte: ,,A hundred times every day, I remined 
myself that my inner and outer life are based on the labors of 
other men, living and dead, and that I must exert myself to give 
in the same measure as I have received." Auch wir haben ande- 
ren viel zu verdanken, die schon vor uns Riesenvesikeln und 
venvandte Systeme untersucht haben. 191 1 schrieb Otto Leh- 
mann ein Buch rnit dem Titel ,,Die flussigen Kristaile" und 
veroffentlichte darin Mikrophotographien von langen Tubuli, 
die sich an den Randern hydratisierter Phospholipidfilme ent- 
wickeltenL2]. Er beobachtete auch Vesikelstrukturen, die er als 
,,kiinstliche Zellen" bezeichnete. Wie wir sehen werden. waren 
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die Tubuli von Lehmann fur unsere eigenen, achtzig Jahre 
spater durchgefiihrten Forschungsarbeiten von Bedeutung. 
D. Hammarskjold stellte einst die Frage: ,,Why this desire in all 
of us that, after we have disappeared, the thoughts of the living 
shall now and again dwell upon our name?" Fur Otto Lehmann 
ist dieser Wunsch nach Unsterblichkeit - zumindest in unserer 
Arbeitsgruppe - in Erfullung gegangen. 

Vor allem aus praktischen Griinden blieb das System von 
Lehmann lange Zeit unbeachtet, bis es Mitte der sechziger Jahre 
von Alec Bangham wieder zum Leben erweckt wurde. (Es gibt 
furwahr eine Veroffentlichung, in der Vesikeln als ,,Bangosome" 
bezeichnet werden.) Bangham hat als einer der ersten klar er- 
kannt, was uns heute als Selbstverstandlichkeit erscheint, und 
zwar, daf3 in Vesikeln ein Innenraum durch eine semipermeable 
Barriere, die Lipiddoppel~chicht[~], vom umgebenden Medium 
abgetrennt ist. Substanzen im Inneren der Vesikeln sind damit - 
zumindest zeitweilig - vom umgebenden Medium geschutzt. 
Diese Tatsache und die Fahigkeit, Vesikeln an spezifische, biolo- 
gisch wichtige Stellen zu lenken, hat ein beachtliches kommer- 
zielles Interesse hervorgerufen. Da kiinftige Anwendungsmog- 
lichkeiten von Vesikeln in Pharmakologie, Medizin, Kosmetik, 
Diagnostik usw. bereits anderswo beschrieben sindtlol, fugen 
wir dem an dieser Stelle nur wenig hinzu. Wir wollen uns mit der 
Feststellung begniigen, darj Lipide aurjerst interessante und 
niitzliche Verbindungen sind, und zwar nicht wegen ihrer Mole- 
kulstruktur, sondern wegen ihrer aggregierten Form. Organi- 
sierte Lipidverbande sind in der Natur allgegenwartig, so daB 
E. Chargaff mutmaBte: ,,Our souls may reside in fat." 

Die meisten Untersuchungen iiber Vesikeln sind rnit soge- 
nannten kleinen unilamellaren Vesikeln (small unilamellar vesic- 
les, SUVs) oder grorjen unilamellaren Vesikeln (large unilamel- 
lar vesicles, LUVs) durchgefuhrt worden["]. Beides sind 
submikroskopische Strukturen mit Durchmessern von 30- 
50 nm bzw. 100-200 nm. SUVs werden typischerweise wie folgt 
hergestellt['21: Lecithin oder irgendein anderes Phospholipid 
(20 mg in 200 pL CHCI,) wird in ein kleines Glasflaschchen 
(Volumen: 4 dram) gegeben und das Losungsmittei im Stick- 
stoffstrom abgedampft. Der zuriickbleibende Lipidfilm wird 
anschliel3end bei vermindertem Druck getrocknet, mit 2.0 mL 
Pufferlosung versetzt und bei einer Temperatur oberhalb der 
Phaseniibergangstemperatur des Lipids (70 "C ist fur die mei- 
sten Lipide ausreichend) fur 15 min einem Ultraschallbad oder 
einer Ultraschallsonde ausgesetzt. Die GroBenverteilung der so 
hergestellten SUVs kann durch dynamische Lichtstreuung er- 
mittelt werden. LUVs werden fur gewohnlich durch schnelles 
Einspritzen einer Alkohollosung des Lipids in eine Pufferlosung 
erhalter~['~]. Bei einem anderen Herstellungsverfahren wird eine 
Etherlosung des Lipids langsam in eine warme warjrige Losung 
injiziert, wobei der Ether verdampft und sich das Lipid zu 
groBen Vesikeln z~sammenlagert~'~]. 

Drei Nachteile der SUV- und LUV-Systeme sollten erwahnt 
werden: a) Im allgemeinen haben SUVs und LUVs breite 
Grorjenverteilungen. Dies kann zu einem Problem werden, 
wenn Vesikeln unterschiedlicher GroBe nicht dieselben Eigen- 
schaften aufweisen (Permeabilitat, Spektren usw.). b) SUVs und 
LUVs rnit einem kleinen Durchmesser haben eine vie1 starker 
gekriimmte Oberflache als die bedeutend flacheren Zellmem- 
branen. Die Kriimmung stort die Lipidanordnung und beein- 
fluDt auf diese Weise das Membranverhalten. c) Da SUVs und 

LUVs unter dem Lichtmikroskop nicht sichtbar sind, sind viele 
Informationen schwierig zu erhalten. So ist es beispielsweise 
nicht einfach, zwischen einer Verschmelzung und einer Aggrega- 
tion von SUVs zu unterscheiden. Eine Wellung der Membran- 
doppelschichten kann fast nicht nachgewiesen werden. AuDer- 
dem sind SUV- und LUV-Systeme fur die Untersuchung von 
Verletzungs- und Heilungsprozessen innerhalb der Membran 
ungeeignet. Aus all diesen Griinden haben wir uns der Untersu- 
chung von sogenannten Riesenvesikeln zugewendet, die unter 
dem Lichtmikroskop direkt sichtbar sind. 

Zu einem Zeitpunkt, als wir tief in die Erforschung von SUVs 
und LUVs verstrickt waren[lS1, beschworen wir die beriihmten 
drei Fragen Kants herauf: Was kann ich erfahren? Was sollte ich 
tun? Was darf ich erhoffen? Hinsichtlich der ersten Frage hatten 
wir das Gefiihl, darj wichtige Prozesse (beispielsweise die bereits 
erwahnte Verletzung und Heilung von Membranen) mit Hilfe 
von SUV/LUV-Systemen nicht eindeutig aufgeklart werden 
konnen. Wir hielten es daher fur ratsam, zur Erforschung von 
Riesenvesikeln uberzugehen, womit die zweite Frage beantwor- 
tet ist. Und welche Hoffnungen kniipfen sich an diesen Ent- 
schlurj? Die Beantwortung dieser Frage steht naturlich im Mit- 
telpunkt dieses Aufsatzes. 

Bevor wir fortfahren, ist es sinnvoll, einen wichtigen Parame- 
ter, die VesikelgroBe, naher zu betrachten. In Tabelle 1 sind die 

Tabelle 1. Durchmesser verschiedener chemischer und biologischer Partikel. 

A nm Pm mm 

Micelle 
suv 
LUV 
Tollwut-Virus 
Typhus-Bac~llus 
rotes Blutkorperchen 
Amobe 
Riesenvesikel 

~~ ~ ~ 

50 
300- 500 

1000- 2000 
1300 
7000 
7 x 104 

10 x 105 
0.5-20 x lo5 

5 
30- 50 

100- 200 0.1 -0.2 
130 0.13 
700 0.70 

10 x 104 100 0.10 
7 x 103 7 0.007 

0.5-2Ox lo4 5-200 0.01-0.20 

Durchmesser von Vesikelarten und biologischen Objekten in 
mehreren Einheiten wiedergegeben. Riesenvesikeln haben ahn- 
liche oder sogar groBere AusmaDe als Zellen und sind daher im 
Mikroskop sichtbar. Obwohl die Herstellung von Riesenvesi- 
keln normalerweise polydispers verlauft, d. h. es entstehen Vesi- 
keln unterschiedlicher GroBe, spielt dies - anders als bei SUV/ 
LUV-Systemen - keine besondere Rolle, da wir bei unseren 
Experimenten stets nur eine einzelne Vesikel fur die Untersu- 
chung auswahlen, und die GroBe dieser Vesikel ist stets bekannt. 

Da dieser Aufsatz in Teilen eine Art einfuhrendes Lehrbuch 
uber Riesenvesikeln sein soll, mochten wir die bekannten Her- 
stellungsverfahren fur Riesenvesikeln zusammenfassen. 

2.1. Trocknungs-Rehydratisierungs-Verfahren[l6l 

1 - 3 mg Phospholipid werden in einem 5 mL-Rundkolben in 
1 mL CHCl,/MeOH (10: 1) gelost. Das Losungsmittel wird am 
Rotationsverdampfer abgedampft, wobei der Kolben so hori- 
zontal wie moglich ausgerichtet wird, um eine moglichst grof3e 
Filmflache zu erhalten. Danach gibt man vorsichtig 5 mL entio- 
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nisiertes Wasser zu oder eine waRrige Losung, die weniger als Doppelschicht zu erhalten['gl. Das Dialyse-Verfahren hat ge- 
l mM Salz enthalt, daIj der Lipidfilm nicht zerstort wird, und geniiber dem Trocknungs-Rehydratisierungs-Verfahren den 
setzt den Kolben fur eine Stunde in ein warmes Wasserbad Vorteil, daD es bei hohen Salzkonzentrationen eingesetzt werden 
(70 "C). In diesem Zeitraum lost sich der hydratisierte Film von kann. Dennoch besteht immer die Gefahr einer Kontaminierung 
den Wanden des Kolbens (Abb. 2). Erhitzt man weiter (4 Stun- durch den ,,indifferenten gelosten Stoff'. 

2.3. Gefrier-Tau-VerfahrenczoI 

Riesenvesikeln konnen aus SUV-Systemen, die rnit Hilfe von 
Ultraschall in Wasser erzeugt wurden, hergestellt werden, wenn 
man letztere mehrfach in fliissigem Stickstoff einfriert und an- 
schlieoend wieder auftaut. Dieses Verfahren ist besonders fur 
proteinhaltige Lipidsysteme zu empfehlen, da beim Trock- 
nungs-Rehydratisierungs-Verfahren und bei der Dialyse die 
Proteine denaturieren konnten. 

schutteln - 
Abb. 2. Herstellung von Riesenvesikeln nach dem Trocknungs-Rehydratisierungs- 
Verfahren. Phospholipide werden hlufig bei 70 "C hydratisiert, fur Didodecyldime- 
thylammoniumbromid (DDAB) sind 50 "C ausreichend. 

den bis 2 Tage), bildet das Lipid eine einzige Kugel von etwa 
1 cm Durchmesser, die an ein im Wasser schwebendes durch- 
sichtiges Meerestier erinnert. Der Kolben wird aus dem Wasser- 
bad genommen und - solange er noch warm ist - fur wenige 
Sekunden (nicht langer!) geschuttelt. Dies bewirkt, daB die Ku- 
gel zu einer polydispersen Ansammlung von Riesenvesikeln zer- 
fallt, die in einer nahezu klaren Losung suspendiert sind. Die 
GroRenverteilung der Vesikeln ist abhangig von der Inkuba- 
tionszeit sowie von der Dauer und Heftigkeit des Schuttelns. 
Modifizierungen dieses Herstellungsverfahrens sind in der Lite- 
ratur beschrieben["]. 

2.2. Dialyse-Verfahren" 

Bei diesem Verfahren wird eine Losung von 200 mg 1-0-Me- 
thylglucosid und 10 mg Lipid in 400 pL Methanol fur zwei Tage 
gegen eine Pufferlosung mit pH = 7.4 dialysiert. Es bilden sich 
Riesenvesikeln unter Bedingungen, bei denen die Komponente 
im Innenraum fortwahrend hyperosmotisch ist. Die Durchmes- 
ser der Riesenvesikeln liegen zwischen 10 und 100 pm. Es wird 
behauptet, daB die Riesenvesikeln uberwiegend unilamellar, 
d. h. aus einer einzigen Doppelschicht aufgebaut, und nicht mul- 
tilamellar, d. h. aus mehreren Doppelschichten in zwiebelartiger 
Anordnung aufgebaut sind. Auch Natriumtrichloracetat kann 
verwendet werden, um einen osmotischen Gradienten an der 

2.4. Feststoffhydratisierungs-Verfahren 

Aus unserer Sicht ist es besonders wichtig, die Bildung multi- 
lamellarer, zwiebelartig aufgebauter Vesikeln wegen ihrer Kom- 
plexitat moglichst gering zu halten. So ist beispielsweise eine 
Vesikelverschmelzung nur schwer zu interpretieren, wenn meh- 
rere Lipidschichten unterschiedlicher Krummung an diesem 
Vorgang beteiligt sind. In unserem Laboratorium fuhrten alle 
drei oben beschriebenen Methoden, insbesondere das Dialyse- 
und das Gefrier-Tau-Verfahren, sowohl mit Phospholipiden als 
auch mit synthetischen Tensiden zu erheblichen Mengen an 
multilamellaren Vesikeln. Wir haben ein viertes Verfahren ent- 
wickelt, das rnit einem synthetischen Lipid, Didodecyldimethyl- 
ammoniumbromid (DDAB), in 
mehr als 90% der Falle zu unila- 
mellaren Vesikeln fuhrt r41. 

0.1 -0.2 mg DDAB in eine auf ei- CH3(CH2)11 CH3 
nen Objekttrager geklebte Gummi- DDAB 
scheibe (14 mm Innendurchmesser) 
gegeben. Danach uberdeckt man das Pulver rnit 450 pL Wasser, 
so daR es hydratisieren kann. (Die Mengen an DDAB und Was- 
ser sind wichtig; zuviel DDAB fuhrt zu multilamellaren Vesi- 
keln, wahrend bei zu wenig DDAB nur wenige Vesikeln im 
Mikroskop zu erkennen sind. Wie man in Abbildung 3 an der 
Bildung Wurm-ahnlicher Tubuli (Myelin-Formen) an der Ober- 
flache der Feststoffpartikel sehen kann, beginnt die Hydratisie- 

FH3 CH3(CH2), 

'N' Br- 
Bei diesem Verfahren werden / \  

Abb. 3. Mit Hilfe von Phasentransfer-Mikroskopie beobachtete Hydratisierung 
von DDAB-Pulver. A: Anfangliche Bildung von Tubuli. 8: Nachfolgende Bildung 
von unilarnellaren Riesenvesikeln (GUVs). 
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rung sofort. Nach etwa funf Minuten beobachtet man vide 
Trauben-artige Cluster, von denen einige in 5-10 pm groBe Ve- 
sikeln ubergehen. Die restlichen Cluster entwickeln sich - uber 
einen kaum verstandenen. zwei Stunden dauernden Verschmel- 
zungsprozeR - zu unilamellaren Riesenvesikeln. Diese konnen 
durch Phasenkontrast-Mikroskopie problemlos von den trube- 
ren, multilamellaren Vesikeln unterschieden werden. Unilamel- 
lare Riesenvesikeln werden von nun an als GUVs (giant unila- 
mellar vesicles) bezeichnet. 

Die zuvor beschriebene Arbeitsvorschrift fuhrt niit DDAB zu 
guten Ergebnissen, wahrend sie fur Phospholipide weniger ge- 
eignet ist. Nach unserer Erfahrung mussen die Reaktionsbedin- 
gungen bei der Herstellung von GUVs fur jedes Lipid und jede 
Temperatur individuell erarbeitet werden. Da wir mit DDAB 
(selbst in Gegenwdrt von Zusatzstoffen wie Cholesterin) ausge- 
zeichnete Prlparationen erhalten haben und da diese eine Viel- 
zahl zellahnlicher morphologischer Verinderungen zeigen, ha- 
ben wir fur unsere ersten Untersuchungen ausschlieBlich DDAB 
verwendet. Es gibt jedoch keinen prinzipiellen Grund, warum 
unser Herstellungsverfahren nicht auf andere, naturliche oder 
synthetische, Lipide ubertragbar sein sollte. 

Die nach dem Feststoffhydratisierungs-Verfahren aus DDAB 
hergestellten, unilamellaren Riesenvesikeln sind fur zwei bis drei 
Tage stabil und neigen danach zur Aggregation. Man beachte, 
daB GUVs trotz ihrer spontanen Bildung nicht einem globalen 
Energieminimum entsprechen[211. Das Energieminimum wird 
tatsachlich von ebenen Doppelschichten eingenommen; um eine 
Krummung dieser Schichten zu erreichen, muB Energie zuge- 
fuhrt werden. Konvektionsstrome und Vibrationen (die man 
normalerweise uberhaupt nicht bemerkt) reichen aus, um die 
leichte Kriimmung der GUVs herbeizufuhren. Stark gekrummte 
GUV-Systeme werden - wie bereits erwahnt - durch Einwir- 
kung von Ultraschall erzeugt. Da GUVs, Tubuli und viele ande- 
re Strukturvarianten relativ flach sind und somit eine ahnliche 
Energie aufweisen, ist eine Vielzahl ineinander uberfiihrbarer 
Erscheinungsformen moglich. 

Bevor wir fortfahren, kann der Leser zurecht die Beantwor- 
tung einiger grundlegender Fragen erwarten; die bedeutendste 
1st wohl folgende: Woher wissen wir iiberhaupt, dal3 unsere 
GUVs tatsachlich unilamellar sind (d. h. von nur einer einzigen 
Lipiddoppelschicht unihullt sind)? Dies ist alles andere als eine 
triviale Frage, wie schon die Tatsache beweist, daB wir am An- 
fang unserer Forschung multilamellare Vesikeln fur unilamella- 
re gehalten haben. Diese Verwechslung hatte drei Ursachen: a) 
In der Literatur uber Riesenvesikeln werden - haufig ohne aus- 
reichende Beweise - unilamellare Strukturen postuliert. Zu Be- 
ginn haben wir genauso gehandelt. b) Wie wir bereits erwahnt 
haben, sind unilamellare Vesikeln sehr viel begehrenswerter als 
multilamellare. Wir hatten uns daher an das folgende Zitat von 
H. J. Van Till erinnern sollen: ,,The purpose of empirical re- 
search is to discover what the physical world is really like, not 
to verify its conformity to our preferences." c) Uberdies waren 
wir als Chemiker Anfanger beim Benutzen des Lichtmikro- 
skops. Erst nachdem wir geniigend Erfahrungen im Umgang 
mit dem Lichtmikroskop gesammelt hatten, konnten wir zwi- 
schen uni- und multilamellaren Vesikeln unterscheiden. 

Es stellte sich heraus, daB Vesikeln im gewohnlichen Hellfeld- 
Lichtmikroskop nicht sichtbar sind, da die Brechungsindices 
der Vesikeln und des wiiorigen Mediums einander zu ahnlich 

sind. Wir haben uns daher der Phasenkontrast-Mikroskopie 
zugewandt, die in solchen Fallen besonders geeignet ist. Bei der 
Phasenkontrast-Mikroskopie wird ein ausgehohlter Lichtkegel 
(hollow cone of light) durch die Probe geschickt. Auf diese Wei- 
se tritt auch dann eine Veranderung der Helligkeit an Grenzli- 
nien auf, wenn der Unterschied der Brechungsindices nur gering 
ist. Eine Phasenkontrast-Beleuchtung la& sich auf einfache 
Weise erhalten, indem man einen preiswerten ,,Metallring" in 
den Kondensor des Mikroskops einschiebt. Weitere Einzelhei- 
ten zur Phasenkontrast-Optik finden sich in der Lit.1221. 

Abbildung 4 zeigt Phasenkontrast-Mikrophotographien von 
DDAB-Riesenvesikeln mit einem Durchmesser von 90 pm bei 
400facher Vergrol3erung. Obwohl die Vesikeln kugelformig 
sind, erscheinen sie eben, da die Scharfentiefe des Mikroskops 
(1.5 pm bei einer 40fach vergroBernden Objektivlinse) viel klei- 
ner ist als der Vesikeldurchmesser. Mit der Phasenkontrast- 
Mikroskopie kann man also nur einen dunnen Lipidring am 
Vesikelaquator anstatt der gesamten Vesikel sehen. Versuche, 
Bereiche oberhalb oder unterhalb des Aquators scharfzustellen, 
ergeben nur verschwommene Bilder. In Abbildung 4 A  ist eine 
typische multilamellare Vesikel dargestellt. Man kann sie an- 
hand einer Trubung und einer vom Medium abweichenden 
Textur ohne Schwierigkeiten als solche identifizieren. Die Vesi- 
keln in Abbildung 4B und 4C sind ebenfalls multilamellar. Da 

Abb. 4. Phasenkontrast-Mikrophotographien einer multilamellaren (A), einer oli- 
golamellaren (B und C) und einer unilamellaren Riesenvesikel (D). 

sie jedoch weniger dicht gepackt sind, konnen die Schichten hier 
aufgelost werden. Abbildung 4 D zeigt schlieBlich eine unilamel- 
lare Riesenvesikel des von uns in der Membranforschung bevor- 
zugten Typs. 

Eine Lipiddoppelschicht, deren Dicke nur 40 8, betragt, kann 
naturlich nicht unter einem Lichtmikroskop sichtbar sein. Der 
dunkle Ring in Abbildung 4 D ist somit ein optischer Effekt und 
entspricht keinesfalls der wirklichen Membrandicke. Ebensowe- 
nig kann mit dem Lichtmikroskop zwischen einer aus einer ein- 
zelnen Doppelschicht (wahre GUVs) und einer aus wenigen 
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Doppelschichten aufgebauten Membran unterschieden werden. 
Obwohl eine derartige Unterscheidung aus der Sicht unserer 
Experimente kaum eine Rolle spielt, glauben wir aus den folgen- 
den Grunden, daD tatsachlich wahre unilamellare Vesikeln ent- 
stehen: a) Werden GUVs chemisch oder physikalisch zerstort, so 
verschwindet der Ring vollstandig (Abb. 4D), ohne daI3 ein 
sichtbarer innerer Ring zuruckbleibt. (Bei multilamellaren Vesi- 
keln sieht man dagegen haufig, daB die einzelnen Schichten nach 
und nach abgeschalt werden.) b) In der Literatur veroffentlichte 
kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen von Vesikeln lassen 
- ahnlich wie Abbildung 4 D - eine einzelne Doppelschicht ver- 
m ~ t e n I ~ ~ ] .  c) Sogenannte Doppelschicht-Lipidmembranen (bi- 
layer lipid membranes, BLMs), in denen ein Film von 60- 100 A 
Dicke ein 1 mm groI3es Loch in einer Teflonplatte uberspannen 
kann[241, gelten als Beweis dafiir, daR ein oder zwei Doppel- 
schichten die Fahigkeit haben, eine einheitliche, unversehrte 
Struktur uber makroskopische Entfernungen aufrechtzuerhal- 
ten. 

3. Literatur 

Als uns der Gedanke kam, Riesenvesikeln zu untersuchen, 
wuBten wir nur sehr wenig uber deren Herstellung und Beob- 
achtung sowie uber Manipulationsmoglichkeiten. T. S. Elliot 
meinte: ,,Between the idea and reality stands the shadow.“ Fru- 
here Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen haben uns gehol- 
fen, Licht ins Dunkel zu bringen. Unter den wenigen Veroffent- 
lichungen uber Riesenvesikeln sind einige, die fur unsere 
Arbeiten von besonderer Bedeutung waren, und diese wollen 
wir nun kurz beschreiben. 

Experimente an Riesenvesikeln, die (uber die Dehydratisie- 
rungs-Rehydratisierungs-Methode) aus Hirnlipiden, Ei-Leci- 
thin und synthetischen Phospholipiden hergestellt wurden, sind 
von Mueller et al.[251 recht fruh veroffentlicht worden. Diese 
Arbeiten lieferten einige interessante Erkenntisse: a) Vesikeln 
konnen in destilliertem Wasser und in Losungen von Nicht- 
elektrolyten erzeugt werden, aber nicht in salzhaltigen Losun- 
gen, in denen die Lipide ausfallen. b) Nach einer Wachs- 
tumsperiode von mehreren Tagen sind die Vesikeln uber einige 
Wochen stabil. c) Vesikeln konnen durch Zentrifugieren in spe- 
ziellen Rohrchen nach ihrer GroDe separiert werden. Die Rie- 
senvesikeln iiberstehen offenbar eine Beschleunigung von 
40000 g iiber 30 min (unsere DDAB-Vesikeln sind hingegen zu 
labil, um eine derartige Miohandlung auszuhalten). d) In destil- 
liertem Wasser hergestellte Vesikeln scheinen unter osmoti- 
schem Druck (unbekannten Ursprungs) zu stehen. Bricht man 
sie physikalisch auf, so wird der Inhalt des Vesikelinnen- 
raums schnell ausgestoDen. e) Die von Mueller et al. veroffent- 
lichten Mikrophotographien wurden durch Dunkelfeld-Mikro- 
skopie erhalten. Bei dieser Technik (die - ahnlich wie die 
Phasenkontrast-Mikroskopie - ein spezielles Zubehor im Kon- 
densor erfordert) wird eine Vesikel als ein Lichtring auf einem 
dunklen Hintergrund abgebildet (Abb. 5) .  Nach unserer Er- 
fahrung wird ein solcher Lichtring hauptsachlich bei multila- 
mellaren Vesikeln beobachtet. Man sollte sich daher davor hu- 
ten, von einer einzelnen Hulle in der Dunkelfeld-mikrosko- 
pischen Aufnahme auf eine unilamellare Struktur der Vesikel zu 
schliel3en. 

Zimmermann et a1.[261 ha- 
ben unter dem Lichtmikro- 
skop eine durch ein elektri- 
sches Feld ausgeloste Ver- 
schmelzung von Riesenvesi- 
keln, die aus einem 1:l-Ge- 
misch eines kationischen 
Lipids und Cholesterin gebil- 
det wurden, beobachtet. Das 
Anlegen eines elektrischen 

100 kHz) fuhrte dazu, daD die 

Ahh. 5. Dunkelfeld-Mikrophotogra- 
Wechselfelds (200 Vcm - 3 phie von multilamellaren Kiesenvesi- 

keln. 

Vesikeln zunachst in direkten 
Kontakt miteinander traten (Abb. 6). Die Verschmelzung, die 
sich innerhalb einer Sekunde vollzog, wurde ausgelost . indem 
man das AC-FeId abstellte und die Probe fur 20-50 ps einem 
Spannungsstol3 von 3-9 kVcm- aussetzte. Man vermutet, daR 
durch das elektrisch induzierte Aufbrechen der Membran eine 
Vielzahl nebeneinanderliegender Poren in der Kontaktzone er- 
zeugt werden (Abb. 6). Bei der Reorganisation des Lipids ver- 

8 
. . . . . . . . 0 
0 0 0 0 0  0 

Abb. 6. Schematische Darstellung einer durch ein elektrisches Feld ausgelikten 
Vesikelverschmelzung; aus Lit. [26 ] .  

binden sich dann die beiden Riesenvesikeln. Gleichzeitig bilden 
sich rnit dem Mikroskop nicht erkennbare GUVs, die in der 
neuen Vesikel eingeschlossen sind. 

Die Arbeitsgruppe von H. Ring~dorf[~’I hat ein aus E. coli 
isoliertes Polysaccharid K1 in ein Riesenvesikel-Praparat inji- 
ziert. Man fand heraus, daD sich K1 in die Vesikeldoppelschicht 
einbaut, vermutlich iiber Lipidbausteine von KI.  Die Bindung 
von K1 an die Vesikel wurde nachgewiesen, indem man dem 
Praparat einen Fluoreszenz-markierten anti-K1 -Antikorper zu- 
setzte. Unter dem Fluoreszenz-Mikroskop waren Riesenvesi- 
keln mit stark fluoreszierender Peripherie zu erkennen, ein ein- 
deutiger Beweis fur die Anreicherung des Antikorpers an der 
auoeren Membranoberflache. Gab man K l  nicht zu, so war die 
Antikorper-Fluoreszenz gleichmaI3ig uber das wHf3rige Medium 
verteil t. 

Es sollte noch erwahnt werden, daB dieses Experiment nur 
eines von einigen wunderbaren Arbeiten ist, die in Lit.[”] be- 
schrieben sind. Die 1988 erschienene Ubersicht, in der auch die 
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Endocytose, Lochbildung, Vesi keldornanen und Polymerisa- 
tionsprozesse besprochen werden, ist eine Pflichtlekture fur je- 
den, der in das Forschungsgebiet der Riesenvesikeln einsteigen 
will. Wir sind von ihr in vieler Hinsicht inspiriert worden. 

Einige der Veroffentlichungen von E. Sackmann auf dem 
Membrangehiet befassen sich mit Riesenvesikeln. Vier Experi- 
mente sollen hier hesprochen werden: 

Experiment 1 ['*I: Es wurdcn Riesenvesikeln aus dem quarta- 
ren Ammoniumlipid I ,  das eine Phasenubergangstemperatur 

CH3(CH2) l&H=CH-CH=CH-COO(CH2 2 

+ /CH3 Br 
/ N \  

CH~(CH*),~CH=CH-CH=CH-COO(CH~)Z CH3 

1 

von 42 "C aufweist, hergestellt. (Die Phasenubergangstempera- 
tur ist die Temperatur, bei der ein Lipid vom hochgeordneten 
Gelzustand in den weniger geordneten flussigkristallinen Zu- 
stand iibergeht.) Die normalerweise kugelformigen Vesikeln 
nahmen bei 42 "C eine scheibenartige Gestalt an (Abb. 7). Bei 

41.5% 42°C 42.5% 

Abb. 7 .  Anderung der Gestalt einrr i i u a  hynthetiachem Lipid aufgehauten Riesen- 
vesikel bei Anhehung oder Ahscnkung der Temperatur urn 0.5 'C uber bzw. untcr 
die Phasenubergaiigsteniperatur von 42 C [28] 

einer Erhohung der Temperatur auf 42.5 "C veriinderte sich die 
Vesikelform zu einem Kegel (Bowlingpin), wahrend sie bei 
41.5 "C sichelartig eingestiilpt wurde. Eine so starke Abhangig- 
keit der Morphologie von der Temperatur konnten wir bei unse- 
ren Versuchen init den nahe verwandten DDAB-Vesikeln nicht 
feststellen. Die Membranmorphologie hlngt offensichtlich in 
hisher noch nicht verstandener Weise von der Lipidstruktur ab. 

Experiment 2IZ9]: Lost man bei Riesenvesikeln, die aus einem 
4: I-Gemisch von Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC) und 
polymerisierbarem Phospholipid 2 entstehen, die Polymerisa- 

tion durch UV-Bestrahlung aus, so konnte das Einstulpen der 
Vesikeln beobachtet werden (photochemisch induzierte Endo- 
cytose, Abb. 8). Die Erklarung fur dieses Phlnomen stutzt sich 
auf zwei Annahmen: a) Das polymerisierbare Lipid ist in der 
auReren Halfte der Mernbrandoppelschicht in etwas hoherer 
Konzentration vorhanden als in der inneren (die lul3ere Schicht 
bietet den sperrigen Kopfgruppen etwas mehr Platz. b) Durch 
die Polymerisation verringert sich der Platzbedarf pro Molekiil. 
Treffen beide Faktoren zu, so schrumpft die IuBere Hklfte der 

Abh. 8. Photochemisch induzierte Endocytose einer Riesenvesikel, die Bus einem 
4: I-Gemisch van Dnnyristoylphosphatidylchohn (DMPC) und einein polymeri- 
sierbaren Phospholipid aufgehaut is1 [29]. 

Doppelschicht bei der Polymerisation starker als die innere, und 
die Doppelschicht wird sich insgesamt nach innen einstulpen. 
Svetina und Z e k ~ ' ~ ' ]  waren die ersten, die in einem wegweisen- 
den Aufsatz die Behauptung aufstellten, daW sich die Kriim- 
mung der Doppelschicht dadurch veriindert, daI3 sich die beiden 
Hiilften der Lipiddoppelschicht unabhingig voneinander zu- 
sammenziehen oder ausdehnen. Wir werden spater noch Gele- 
genheit haben, uns dieses Konzept ins Gedachtnis zu rufen. 

Experiment 3[z91: Es zeigte sich, daR eine aus reinern DMPC 
aufgebaute Vesikel von der Kugelform uber einen eingestulpten 
Zustand in eine Zwei-Vesikel-Struktur iibergeht, wenn man 
leicht an das auf der Probe liegende Deckglas klopft (Abb. 9). 

Abb. 9. Auswirkung von leichtem Klopfen auf das Deckglas auf einer DMPC-RI- 
senvesikel-Prdparation 1291 

Es wurde zutreffend festgestellt, daW dieses Experiment die Me- 
tastabilitat von Vesikelmorphologien belegt. Eine andere wichti- 

ge Frage wurde dagegen nicht ge- 
stellt: Tritt diese, in diesem Fall 
durch mechanische Reizung ausgclo- 
ste, Veriinderung der Erscheinungs- 
form regelmiRig oder nur ab und zu q 3  

I auf? Wir sprechen diesen Punkt an, 
weil wir die Erfahrung gemacht ha- 

~ ( C H ~ C H ~ O ) A O C O - C = C H ~  

0- DMPC O- Na' ben, dal3 viele seltsame morphologi- 
sche Ereignisse nur gelegentlich zu 2 
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beobachten sind. Die Veroffentlichung von Bildern dieser 
Strukturen, ohne eine Aussage iiber ihre ,,Wahrscheinlichkeit" 
zu machen, ist daher irrefuhrend. 

Die Untersuchung von physikalisch induzierten Umwandlun- 
gen von Vesikeln ist noch aus einem anderen Grund lehrreich. 
Die in Experiment 3 beschriebenen Vesikelpriparationen sind 
als diinne Filme zwischen einem Objekttrager und einem Deck- 
glas beobachtet worden. Wir haben eine solche Handhabung 
der Proben aus zwei Grunden vermieden: a) Zum einen ist es 
empfehlenswert, die Wechselwirkungen zwischen Vesikeln und 
Glas moglichst gering zu halten, und zwar besonders solche, bei 
denen die Vesikeln zwischen zwei Glasplatten gequetscht wer- 
den (man erinnere sich daran, daD Vesikeln Durchmesser von 
0.2 mm und mehr aufweisen ; siehe Tabelle 1). b) Zum anderen 
mochten wir unsere Vesikeln in ahnlicher Weise manipulieren 
(d. h. sie hin- und herzubewegen, in sie hineinzustechen usw.), 
wie Cytologen lebende Zellen handhaben. Diese Absicht schlieBt 
die Verwendung von Deckglasern aus. Da nicht abgedeckte, 
diinne Filme schnell verdampfen, haben wir stets dicke, waDrige 
Proben in einer ringformigen Begrenzung (Einzelheiten siehe 
unten) verwendet. Ein verfeinerter Versuchsaufbau, mit dem 
dieselben Ziele erreicht werden, ist an anderer Stelle beschrie- 
ben I3 'I. 

Experiment 4L3'] : Die Veranderungen der Erscheinungsform 
von DMPC-GUVs in entionisiertem Wasser sind als Funktion 
der Temperatur untersucht worden (Abb. 10). Die in Abbil- 

27.2T 36.K 39.1T 40.K 41.K 

Abb. 10. Anderung der Gestalt einer DMPC-GUV in entionisiertem Wasser als 
Funktion der Teinperatur [31]. 

dung 10 dargestellten Morphologien traten bei 35 von 98 Vesi- 
keln auf, wenn vor dem Erhitzen ein nicht naher definierter, 
seitlicher Druck auf die Vesikeln ausgeiibt wurde. Die Form der 
GUVs wandelte sich von kugelformig (27.2 "C) iiber ellipsoid 
(36.0 "C) bis zu verschiedenen birnenformigen Gebilden (37.5- 
40.9 "C). All diese Erscheinungsformen waren stabil und rever- 
sibel herstellbar. Ein weiterer Temperaturanstieg um 0.1 "C auf 
41 "C destabilisierte die Birnenform und bewirkte die Bildung 
einer Art Vesikel mit Knospe, die als Anfangsstadium auf dem 
Weg zu einer getrennten Tochterzelle interpretiert werden kann. 
Es wurden sogar noch ausgefallenere Umwandlungen beobach- 
tet, auf die wir hier jedoch nicht im einzelnen eingehen mochten. 
All diese morphologischen Umwandlungen konnen qualitativ 
mit dem Svetina-Zeks-Modell erklart ~ e r d e n [ ~ ' ] ,  das besagt, 
daI3 die beiden Halften der Lipiddoppelschicht ein leicht unter- 
schiedliches thermisches Ausdehnungsvermogen aufweisen. 

Wann immer man Vesikelmorphologien untersucht, sollte 
man dies rnit einem gewissen MaB an Vorsicht tun. Man darf nie 
auBer acht lassen, daB beispielsweise die Phasenkontrast-Mi- 
kroskopie nur ein diinnes Band im Bereich des Vesikelaquators 
sichtbar macht. Demzufolge ist es leicht moglich, daD man eine 
Umwandlung von der Kugel- in die Birnenform rnit einer 90"- 
Drehung einer birnenformigen Vesikel verwechselt (Abb. 11). 

i) Y- 

Abb. 11. Veranderungen, die im Phasenkontrast-Mikroskop fur Veriinderungen 
der Gestalt gehalten werden konnen, in Wirklichkeit jedoch auf Rotationen beru- 
hen. 

In ahnlicher Weise konnte eine 90"-Drehung als Ubergang einer 
eingestiilpten Vesikel zu einer Form, bei der sich eine Vesikel 
im Innern einer anderen befindet, miherstanden werden 
(Abb. 11). Derartige Doppeldeutigkeiten lassen sich ausschlie- 
Den, wenn man die Reversibilitat der Umwandlung nachweist. 
Es ist unwahrscheinlich, daD sich 90O-Drehungen an den Gege- 
benheiten ihrer Umgebung orientieren, wenn letztere zwischen 
zwei Zustanden hin- und herpendeln. 

Die einfallsreichen Untersuchungen von Evans und Need- 
hamLi7* 321 an Riesenvesikeln bilden einen schonen AbschluB fur 
diesen historischen Uberblick, der keinen Anspruch auf Voll- 
standigkeit erhebt. Evans und Needham haben eine GUV von 
20 pm Durchmesser mit einem Saugdruck von weniger als 
0.03 atm an eine 5 pm-Mikropipette angesaugt, wodurch die 
Vesikel teilweise in die Pipette hinein- 
gezogen (Abb. 12) und gleichzeitig 
die Membranflache vergroDert wur- 
de (wie indirekt aus der Projektions- 
lange innerhalb der Pipette abgelesen 
werden kann) . Es wurden zwei Ver- *bb. 12. E i n s a ~ n  einer 

suchsreihen durchgefiihrt: a) Der Spm-Pipette bei e,netn 

Saugdruck wurde bei konstanter Saugdruck yon 0.03 atm 

Temperatur erhoht. b) Die Tempera- 
tur wurde bei vorgegebenem Saug- 
druck erhoht. Diese Versuche lieferten zwei thermoelastische 
Koeffizienten, und zwar das Kompressibilitatsmodul K und den 
thermischen Ausdehnungskoeffizienten z. Einige ausgewahlte, 
unten aufgefiihrte Ergebnisse zeigen das Leistungsvermogen 
dieser Methode. 

Kiihlt man eine GUV bei konstantem Druck von einer Tern- 
peratur oberhalb der Phaseniibergangstemperatur auf eine un- 
terhalb der Phaseniibergangstemperatur ab, so zieht sich die 
Membran sprunghaft um etwa 20 % zusammen. Daruber hin- 
aus erhoht sich das Kompressibilitatsmodul drastisch. So steigt 
beispielsweise der K-Wert fur DMPC (Phaseniibergangstempe- 
ratur 24°C) von 150 dyncm-' bei 29°C auf 855 dyncm-' bei 
8°C. Gibt man zu DMPC bei 29°C aquimolare Mengen an 
Cholesterin, erhoht sich der K-Wert von 150 auf 685 dyncm-', 
obwohl die Membran in einem flussigkristallinen Zustand ver- 
bleibt. Cholesterin bildet offenbar einen festen Komplex rnit 
DMPC, wodurch sich die Doppelschichtkompressibilitat im 
Vergleich zu der einer Doppelschicht aus reinem DMPC ober- 

d l  
20 pm grol3en GUV in eine 

Oder kleiner [321. 
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halb der Phaseniibergangstemperatur stark verringert. Evans 
und Needham konnten in der Mikropipette bei kleiner Zug- 
spannung auch das Vorhandensein einer ,,geriffelten Membran- 
phase" rnit einer ungewohnlich kurzen Projektionslange nach- 
weisen. Die geriffelte Phase weist Wellenstruktur auf, bei der die 
Lipidketten senkrecht zur Gesamtflache der Membran angeord- 
net sind. 

Aus den bisher angefiihrten Literaturstellen geht hervor, daR 
die meisten Veroffentlichungen zur Vesikelforschung in bioche- 
mischen und biophysikalischen Publikationsorganen erschienen 
sind. Chemiker, vor allem Organiker wie wir selbst, haben den 
Riesenvesikeln vergleichsweise wenig Beachtung geschenkt. Bei 
dem Versuch, auch die chemische Fachwelt auf dieses Thema 
aufmerksam zu machen, sehen wir uns einem schwerwiegenden 
Kommunikationsproblem gegeniiber, das zum Teil darauf be- 
ruht, daB die Erforschung von Riesenvesikeln eiiie Mischung 
der Verfahren der Chemie und Biologie erfordert. Wihrend die 
Chemie durch die einfachen und definierbaren Reaktionsbedin- 
gungen (Zusammensetzung, Konzentration usw.) vertreten ist, 
steuert die Biologie die besondere Art der Datenerfassung (Pho- 
tographie) bei. Infolgedessen mussen Chemiker - wenigstens im 
Moment - auf die von ihnen so geliebten Graphen, Tabellen, 
Gleichungeii und Spektren verzichten. Nichtsdestotrotz haben 
wir die Bitte, daR sich die Chemiker den Ausspruch: ,,Das ist 
keine Chemie!" verkneifen. Denn was sonst als Chemie sollte es 
sein, wenn sich eine Riesenvesikel, die sich aus einer in einer 
Chemikalienhandlung gekauften Verbindung bildet, unter Ein- 
wirkung eines synthetischen Tensids in zwei Halften teilt? Letzt- 
endlich werden wir in den folgenden Abschnitten immer weiter 
ins Detail gehen und unsere ,,chemischen Systeme"['' auf einer 
eher molekularen Ebene betrachten. Aber bevor wir dorthin 
gelangen, miissen wir zunachst die grundlegeiiden Verhaltens- 
muster unserer Membranmodelle beobachten und aufzeichnen 
konnen. Gelegentlich werden zwar einige Erklarungen auf mo- 
lekularer Ebene erfolgen, doch wird der Leser diese wahrschein- 
lich fur ziemlich primitiv halten. Man sollte jedoch nie auRer 
acht lassen, daR wir uns noch in eineni sehr fruhen Stadium des 
Verstehens befinden und daR nach derzeitigem Stand viele Pro- 
bleme der Vesikelchemie init eiiiem Zitat von J. Wiesner treffend 
beschrieben werden konnen: ,,Just too complicated for rational, 
logical solutions. They admit of insights, not solutions." 

4. Das Lichtmikroskop 

,.The ladder of natural systems consists of elementary partic- 
les, atoms, molecules, macromolecules, cell parts, cells, organs, 
organisms, populations and ecosystems'' (R. Wesson). Bisher 
wurden Elementarteilchen hauptsachlich von Physikern, Mole- 
kiile von Chemikern, Makromolekiile von Biochemikern und 
Zellen von Cytologen untersucht. Diese Arbeitsteilung geht zu- 
nehmend verloren. 1st ein bestimmtes wissenschaftliches Niveau 
in einem Forschungsgebiet erreicht, ist es unvermeidbar, daB 
sich die Abenteuerlustigsten auf das nachsthohere Komplexi- 
tatsniveau wagen. Diejenigen, die sich so verhalten, haben ein 
iihnliches Temperament wie Thomas Lincoln, der seinem Sohn 
Abraham einmal den Rat gab, sich immer dann ein neues Heim 
zu suchen, wenn er den Rauch aus dem Schornstein des Nach- 
barn sehen kann. Die Chemie ist ein gutes Beispiel fur diesen 

unaufhaltsamen Drang zu hoheren Komplexitatsniveaus. So 
hort man bei chemischen Tagungen mehr und mehr iiber DNA, 
Antikorper oder Rezeptorbindungsstellen. Unser Aufsatz sol1 
Chemiker zu einem Sprung uber zwei Stufen, namlich dem 
Sprung von Molekulen zu Zellkomponenten ermutigen. Ein 
derartiger Zuspruch ist eigentlich kaum mehr notwendig, da 
Chemiker bereits die ihnen vertrauten Methoden NMR- und 
ESR-Spektroskopie, Kinetik usw. auf Membransysteme ange- 
wendet haben. Ungewohnlich ist hingegen der Vorschlag, daR 
Chemiker sich rnit dem altgedienten Handwerkszeug der Cyto- 
logen, dem Lichtmikroskop, anfreunden sollen. 

Leser, die nur ein beilaufiges Interesse an der cytomimeti- 
schen Chemie haben, werden den Wunsch haben, dieses Kapitel 
iiber die Lichtmikroskopie zu iiberschlagen und sich gleich den 
nachfolgenden Abschnitten 5 rnit den Ergebnissen der Experi- 
mente zuwenden. Diejenigen aber, die rnit dem Gedanken spie- 
len, in die cytomimetische Chemie einzusteigen, sollten die fol- 
genden, kurzen Hinweise zur Lichtmikroskopie lesen. Die 
Lichtmikroskopie ist in jiingster Zeit durch andere Techniken 
aufgeriistet worden, aber ,,it is not widely known outside the 
biological community that a renaissance and a revolution in 
light microscopy are now underway"[331. 

Unser Laboratorium ist mit zwei Geraten ausgestattet : einem 
Leitz-Laborlux-S-Standardlichtmikroskop und einem Nikon- 
Diaphot-TMD-Umkehrlichtmikroskop. Bei letzterem Gerate- 
typ ist das Linsensystem unterhalb des Objekttischs angebracht, 
und die Beleuchtung erfolgt von oben. Dieser Aufbau ermog- 
licht eine einfachere Mikromanipulation der Vesikeln und fuhrt 
zu geringeren Interferenzproblemen, wenn bei tiefen Tempera- 
turen Wasser auf dem Abdeckglaschen kondensiert. 

Beide Mikroskope sind rnit zehnfach vergrooernden Okular- 
linsen ausgestattet. Vier Merkmale sollten die Objektivlinsen 
aufweisen: a) Es sind Linsen, die speziell fur die Phasenkontrast- 
Mikroskopie angefertigt und vertrieben werden. b) Es sind 
Flachfeld- oder PLANO-Linsen, die die Bildfeldwolbung ver- 
ringern, so daR sowohl die Bildmitte als auch die Randbereiche 
scharf erscheinen. c) Sie sind achromatisch, d. h. sie sind in Hin- 
blick auf den Offnungsfehler urn eine Wellenlange (gelb-griin) 
korrigiert. Deshalb wird immer ein Griinfilter in den Strahlen- 
gang der beleuchtenden Lichtquelle geschoben. d) Wegen der 
Dicke der Vesikelproben miissen die Linsen eine groRe Arbeits- 
lange aufweisen. Diese vier Eigenschaften, die bei den Produkt- 
informationen der Linsen angegeben sind, sind hingegen nicht 
fur die Hochqualitits-Hellfeldmikroskopie, die Polarisations- 
oder die Fluoreszenzmikroskopie zu empfehlen. 

Die Mikroskopkondensoren, die das Licht auf die Probe fo- 
kussieren, sind universe11 verwendbar, d. h. sie sind fur viele 
Arten der Lichtmikroskopie einsetzbar. Da ihre Irisblende (ver- 
anderliche Lochblende) bei der Phasenkontrast-Mikroskopie 
immer weit geoffnet ist, werden sie zu Anfang einmal zentriert 
und scharfgestellt, danach jedoch nicht mehr verandert. 

Jede Objektivlinse wird bei ihrer Herstellung rnit einer nume- 
rischen Apertur (NA) versehen. Die NA-Werte unserer Linsen 
liegen zwischen 0.25 und 0.55. Zwei wichtige Parameter, die 
Auflosungsgrenze und die Scharfentiefe, hangen rnit dem NA- 
Wert zusammen. Die Auflosungsgrenze ist als kiirzester Ab- 
stand zwischen zwei gerade noch unterscheidbaren Punkten de- 
finiert. Nach der Rayleigh-Gleich~ng[~~] gilt: je groRer der 
NA-Wert, desto kleiner (besser) die Auflosungsgrenze. Man be- 
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achte, daD Objekte, die kleiner als die Auflosungsgrenze sind, 
zwar gesehen werden, jedoch nicht in allen Einzelheiten. Die 
Auflosungsgrenze der von uns verwendeten Objektivlinsen be- 
tragt zwischen 0.52 und 0.87 pm. 

Unter Scharfentiefe versteht man den Abstand zwischen der 
nachsten und der entferntesten Bildebene, die gerade noch 
scharf erscheint. Scharfentiefe kann beispielsweise eine Rolle 
spielen, wenn man den Austritt einer kleinen Vesikel aus dem 
Innenraum einer groDeren Vesikel beobachten will. Nimmt die 
Scharfentiefe ab, dann wird es zunehmend unwahrscheinlich, 
daD sich die kleine und die groDe Vesikel in derselben Bildebene 
befinden und somit gleichzeitig scharf erscheinen. Ein grol3er 
NA-Wert verbessert zwar die Auflosungsgrenze, verringert je- 
doch die Scharfentiefe und erschwert dadurch das Scharfstellen. 
So betragt beispielsweise die Scharfentiefe fur NA = 0.25 
8.5 pm und fur NA = 0.55 1.5 pm. Der Umgang rnit dem Licht- 
mikroskop lehrt uns, Kompromisse einzugehen! 

Das Lichtmikroskop kann mit einer Vielzahl von Zusatzgera- 
ten ausgestattet werden (Abb. 13). Besonders erwahnt werden 

I 
Panasonic 

VideoTmer 

Narish' e 
Pipet P3er  

Microgrinder 

Miioforge 

Micre 

Nikon 

Leitz 
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Abb 13. Blockdiagramm eines rnit Videogeraten und anderen Zusatzgeraten aus- 
gestatteten Mikroskops. Viele GUV-Experimente konnen jedoch auch rnit einem 
einfachen, fur die Phasenkontrast-Mikroskopie ausgestatteten Mikroskop und ei- 
ner Polaroid-Kamera durchgefuhrt werden. VCR = Videorecorder; BjW Moni- 
tor = Schwarz-WeiO-Bildschirm; Pipet Puller = Pipettenziehgerat ; Microgrin- 
der = Mikroschleifgerat; Microforge = Mikroschmiede. 

sollte eine Festkorperkamera (solid state camera), die in eine 
speziell fur diesen Zweck angefertigte Offnung des Mikroskops 
eingeschoben wird. Das Signal der Kamera wird an einen Ar- 
gus-10-Prozessor fur die Bilddatenverarbeitung weitergegeben, 
der die Bilder digital verbessert, um starkere Kontraste zu erzie- 
len. Dariiber hinaus kann er ,,zoomen", so daD aus einer 
400fachen VergroDerung eine 800- 1600fache wird. Im Block- 
schema zu Abbildung 13 sind auch ein Videorekorder zur Auf- 

nahme von Echtzeit-Videos, ein Monitor zur Betrachtung von 
Bildern auf einem Bildschirm und ein Drucker zur Anfertigung 
von Standbildern aufgefuhrt. Man sollte nicht vor der scheinba- 
ren Komplexitat von Abbildung 13 zuruckschrecken. Alle Ein- 
zelteile sind kommerziell zu erwerben, schnell am Mikroskop 
anzubringen und einfach zu handhaben[351. Einfaches Scharf- 
stellen und Ausrichten des Objekttischs sind die Hauptfertigkei- 
ten, die man benotigt, um ,,nichtidentifizierte schwimmende 
Objekte"[361 aufzuspuren. 

Einer der Hauptvorteile von GUVs im Vergleich 7u ihren 
submikroskopischen Verwandten ist die Moglichkeit, sie wie 
Zellen zu mikromanipulieren. Mit Hilfe eines kommerziell er- 
haltlichen Pipettenziehgerats lassen sich Mikropipetten rnit sehr 
kleinen Durchmessern bis zu 1000 /i herstellen. Hierzu wird eine 
vertikale Glaskapillare, die am unteren Ende mit hangenden 
Gewichten beschwert ist, am oberen Ende durch eine elektrische 
Spule gefadelt. Schaltet man den Strom ein, so schmilzt der Teil 
der Kapillare, der sich innerhalb der heiDen Spule befindet, die 
Gewichte ziehen nach unten, und die Kapillare wird zu einer 
Mikropipette mit kleinem Durchmesser ausgezogen. Die Pipette 
kann noch mit einem Mikroschleifrad oder durch sogenanntes 
Mikroschmieden weiter bearbeitet werden. Mit der Mikro- 
schmiede kann man das Pipettenende glattpolieren oder in jede 
gewunschte Form bringen. 

Mikropipetten wurden von uns uberwiegend dazu benutzt, 
Vesikeln festzuhalten oder in sie hineinzustechen. Haltepipetten 
haben grolje glatte Enden, rnit denen - saugt man eine GUV 
etwas an - diese festgehalten wird. Injektionspipetten weisen 
dagegen sehr vie1 kleinere Durchmesser als die Vesikeln auf und 
werden zu einer scharfen Spitze geschliffen. Sowohl das Einsau- 
gen durch eine leere Pipette als auch das Herausdrucken aus 
einer gefullten erfolgt rnit einem Picoinjektor, der rnit einem 
Stickstoff-Tank verbunden ist. Ein Picoinjektor kann Flussig- 
keitsmengen zu- oder abfuhren, die um GroBenordnungen klei- 
ner sind als das Nanoliter-Volumen einer typischen GUV. 

Die Mikropipetten konnen rnit einem Mikromanipulator an 
die gewunschte Stelle des mikroskopischen Bildausschnitts ge- 
bracht werden. Diese Vorrichtung, die am Objekttisch des Mi- 
kroskops befestigt wird, verfugt uber einen Joystick, rnit dem 
man die befestigte Pipette vorsichtig und um geringe Distanzen 
verschieben kann. Alle hier beschriebenen Mikromanipula- 
tionstechniken sind in der Cytologie alltagliche Hilfsmittel. 

Die Herstellung der Proben haben wir bereits im Zusammen- 
hang mit der DDAB-Hydratisierungsmethode erwahnt (siehe 
Abschnitt 2.4). Die Hydratisierung fand in einem auf einen Ob- 
jekttrager geklebten Gummiring von 14 mm Innendurchmesser 
statt. Die eingesetzte Probenmenge (0.45 mL) wurde so bemes- 
sen, dalj der Gummiring vollstandig gefullt war und moglichst 
wenig Luft zwischen der Probe und dem auf dem Gummiring 
liegenden Deckglas verblieb. Das Deckglas sollte das Verdamp- 
fen sowie Oberflachenvibrationen der Probe verhindern. Wer- 
den Mikromanipulationen durchgefuhrt, so kann selbstver- 
standlich kein Deckglas verwendet werden. Bei Tempera- 
tur-gesteuerten Experimenten wurde ein selbstgebauter, ther- 
mostatisierter Objekttisch venvendet. 

Hiermit wollen wir die Hintergrundinformationen zum The- 
ma cytomimetische Chemie abschlieBen. Jeder Leser wird nach 
seinem Geschmack und seinen Bedurfnissen entscheiden, oh wir 
zuviel oder zuwenig Einzelheiten eingebracht haben. Wie auch 
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immer, der Zeitpunkt ist gekommen, um die konkreten Mikro- 
photographien in Augenschein zu nehmen und aus erster Hand 
die komplizierten Zusammenhange des Membranverhaltens zu 
betrachten. Die meisten der im folgenden Abschnitt gezeigten 
Mikrophotographien sind hier erstmals veroffentlicht. 

5. Experimentelles 

Wir haben die Ergebnisse unserer Experimente im folgenden 
nach den cytomimetischen Prozessen (Aggregation, Verschmel- 
zung, Teilung usw.) geordnet. Jeder dieser Prozesse wird durch 
eine Reihe von Standphotos iliustriert, die aus Videoaufzeich- 
nungen ausgewahlt wurden, die mit Hilfe eines Mikroskops auf- 
genommen wurden. ZugegebenermaDen ist das Betrachten der 
Standphotos Bhnlich einem Mickey-Mouse-Film, den man Bild 
fur Bild anschaut. Glucklicherweise laBt sich das Verhalten von 
Vesikeln jedoch recht anschaulich durch Standaufnahmen be- 
schreiben, wenn diese einen ausreichend grol3en Zeitraum iiber- 
spannen. Das sol1 natiirlich nicht heiDen, daB dem unvermeidli- 
chen Ubergang von der dynamischen zur semistatischen 
Darstellungsweise nichts zum Opfer fallt. Kein Standbild kann 
beispielsweise vermitteln, welches Vergniigen es bereitet, eine 
Vesikelverschmelzung oder -teilung in Echtzeit zu verfolgen. 
Und keine Standaufnahme wird das Gefuhl vermitteln, etwas 
Wunderbares zu erleben, das einmal einem unserer Besucher den 
Ausruf entlockte: ,,How d o  you make those cells d o  that?" Wir 
kliirten unseren Gast spater dariiber auf, daD wir diese ,,Zellen" 
aus einer Verbindung hergestellt hatten, die wir bei Eastman 
Chemicals gekauft hatten, und ihr Verhalten durch einfache 
physikalische und chemische Reize ausgelost wurde. 

5.1. Hydratisierung 

Wir haben bereits weiter oben beschrieben, wie durch Hydra- 
tisierung von Lipidfilmen Riesenvesikeln entstehen konnen (sie- 
he Abb. 2). In  unserem Labordtorium fiihrte diese Methode 
hauptsachlich zu multilamellaren Vesikeln (dies war einer der 
Grunde, weshalb wir die in Abbildung 3 dargestellte Feststoff- 
hydratisierung entwickelt habenj. Es stellte sich heraus, daD die 
nach der Trocknungs-Rehydratisierungs-Methode hergestellten, 
multiiamellaren Riesenvesikeln ebenfalls dazu neigen, unilamella- 
re Vesikeln zu bilden, wenn man sie fur mehrere Tage stehen 1a8t 
und hydratisiert. Diesen Hydratisierungsvorgang haben wir mi- 
kroskopisch verfolgt (Abb. 14). Man sieht, daB es an den auDeren 
Hullen der multilamellaren Vesikeln zuniichst zu einer Art Blasen- 
bildung kommt. Diese Blaschen entwickeln sich danach weiter 
zu Tubuli, die strahlenformig von der Vesikeloberflache ausge- 
hend wachsen. SchlieOlich losen sich die Tubuli a b  und werden 
zu unilamellaren Vesikeln. Auf diese Weise wird die multilamel- 
lare Vesikel nach und nach schichtweise unter Bildung einer 
GUV abgetragen. Die offensichtliche 
Instabilitlt multilamellarer Vesikeln im 
Vergleich zu ihren unilamellaren Gegen- 
stiicken beruht wohl zuin Teil auf elektro- 
statischen AbstoBungskriiften zwischen 
den konzentrischen, zwiebelartig ange- 

oj + 

+ 

ordneten DDAB-Schichten. Schema 1 

Abb. 14. Phasenkontrast-Mikrophotographien der Hydratisierung einer multila- 
mellaren Riesenvesikel unter Bildung von kleinen unilamellaren Vesikeln. Links: 
nach 2.5 h, rechts: uach 4.5 h. Der Menbalken unten rechts in den Bildern entspricht 
100 pm. 

5.2. Aggregation 

A. Einstein hat einmal geschrieben: ,,The only apparatus ne- 
cessary for observing Brownian motion is the microscope, and 
it need not even be a particularly good one." In ahnlicher Weise 
ist ein einfaches Mikroskop auch alles, was man zum Verfolgen 
einer Vesikelaggregation benotigt. Man versetzt eine Probe, in 
der die Riesenvesikeln weit voneinander entfernt sind, einfach 
mit kleinen Mengen an Na,SO, (1 .O mMj, und im Verlauf weni- 
ger Minuten lagern sich die 
Vesikeln zu Gruppen zusam- 
men (Abb. 15). Man beachte, 
da8 dieses Experiment, das 
wir in einem fruhen Stadium 
unserer Forschung durchge- 
fuhrt haben, mit Dunkelfeld- 
Mikroskopie und nicht mit 
der von uns mittlerweile be- 
vorzugten Phasenkontrast- 
Mikroskopie verfol&t wUd& Abb. 15. Dunkelfeld-Mikrophotogra- 

Der AggregationsDrozeD phie der Sulfat-induzierten Aggregd- 
-I I 

kann als elektrostatische N ~ ~ -  
tralisation der weitreichenden 

tion von Riesenvesikeln. Vor der Zu- 
gabe von Sulfat befanden sich nur  drei 
Vesikeln im Mikroskopgesichtsfeld. .. 

Abstohngskrafte zwischen 
den Doppelschichten der Vesikeln verstanden werdenL3']. Of- 
fenbar ist das dianionische Sulfat ein weit effektiverer 
,,Klebstoff' als das Bromid-Gegenion von DDAB (Schema 1 j . 

Die Sulfat-induzierte Verschmelzung konnten wir an GUVs 
nicht beobachten, obwohl ein solcher ProzeB fur Vesikeln mit 
einem kleinen Durchmesser von nur 80 nm beschrieben ist [381 .  

Die Oberflachen der kleineren Vesikeln sind starker gekrummt, 
und sie konnen deshalb starker zur Verschmelzung neigen 
als GUVs. Diese Beobachtung erinnert an die sogenannte 
,,Ostwald-Reifung", bei der groDe kolloidale Tropfchen auf Ko- 
sten kleinerer ~ a c h s e n [ ~ ~ ] .  Ein interfacialer Druck iin Innern 
der kleinen Tropfchen ist die Triebkraft fur die Vereinigung. Die 
Tatsache, daD mit Sulfat behandelte GUVs nicht verschmelzen, +n (-y+ 0 II 

so:- 
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laDt vermuten, daB Sulfat nicht in der Lage ist, die Vesikeln 
genugend nahe zueinander zu bringen, urn die AbstoOungskraf- 
te der Hydrathiille zu iiberwinden, was eine Voraussetzung fur 
die Verschmelzung ist. Die AbstoDung der Hydrathiillen zeigt, 
daD die Kopfgruppen zunachst dehydratisiert werden miissen, 
bevor eine Phaseninstabilitat in der Membran auftreten 
kannK4']. 

5.3. Verschmelzung 

Venn der Verschmelzung von Membranen keine Grenzen ge- 
setzt waren, dann wiirden Menschen, wie schleimige Wackel- 
puddings, aus Massen an vielkernigem Protoplasma bestehen. 
Und wenn es keine Mechanismen gabe, durch die Verschmel- 
zungen ausgelost werden, dann waren viele biologische Ereig- 
nisse (Infektion, Befruchtung, Vereinigung etc.) nicht moglich. 
Es ist daher kein Wunder, daD in Abhandlungen iiber das Ver- 
halten von Membranen die Verschmelzung ein immer wieder- 
kehrendes Thema ist. Leider konnen wir die iiberaus vielfaltigen 
Veroffentlichungen zur Membranverschmelzung aus Platzgriin- 
den nur durch einen Literaturverweis ~ i i r d i g e n ' ~ ' ~ .  Die folgen- 
den knappen Ausfiihrungen zum Thema Membranfusion be- 
schranken sich auf die in unserer Arbeitsgruppe durchge- 
fiihrten, einfiihrenden Versuche. 

5.3.2. Acetat-induzievte Vevschmelzung 

Wir beobachteten eine bemerkenswerte Folge von Ereignis- 
sen, wenn eine Probe von multilamellaren Vesikeln (0.45 mL 
von 9 x M DDAB; Trocknungs-Rehydratisierungs-Verfah- 
ren) ohne Riihren mit kleinen Portionen an NaOAc (100 pL, 
0.25 M) versetzt wurde. Zunachst begannen sich die Vesikeln 
aufzulosen, und nach etwa 20 Minuten waren sie zu einer struk- 
turlosen Masse entartet, die in submikroskopisches Material 
zerfiel, woraus schlieBlich ein absolut klares Gesichtsfeld resul- 
tiert. (Ein derartiges Verschwinden der Vesikeln war vorauszuse- 
hen, denn Didodecyldimethylammoniumacetat ist eine gut was- 
serlosliche Verbindung, die keine Riesenvesikeln bildet .) Etwas 
Unerwartetes ereignete sich jedoch, wenn die Proben bei der 
DDAB-Phaseniibergangstemperatur von 17 "C oder bei tieferen 
Temperaturen aufbewahrt wurden. Es bildeten sich erneut klei- 
ne Kugelchen, die das Gesichtsfeld iibersaten. Der Ausdruck 
,,Kiigelchen" wird verwendet, weil die Strukturen zu triibe aus- 
sahen, als daD sie als multilamellare Vesikeln identifiziert wer- 
den konnten. Auch wenn wir ihre genaue Morphologie nicht 
kennen, die DDAB-Kiigelchen verschmolzen jedenfalls sehr 
schnell. In Abbildung 17 ist eine Bildfolge gezeigt, in der zwei 
Kiigelchen, die iiber mehrere Minuten Seite an Seite gelegen 
hatten, plotzlich innerhalb weniger Sekunden verschmolzen. 
Diese Verschmelzung konnte in mehreren Experimenten repro- 
duziert werden. 

5.3.1. Physikalische Einwivkungen 

Mit Hilfe von Haltepipetten und leichtem Ansaugen kann 
man zwei Riesenvesikeln in unmittelbaren Kontakt zueinander 
bringen (Abb. 16). Es fiillt auf, daD die linke Vesikel im linken 

Ahh. 16. Erfolgloser Versuch einer physikalisch induzierten Verschmelzung von 
zwei DDAB-Riesenvesikeln. Die Vesikeln wurden mit Hilfe von Haltepipetten unter 
Ieichtem Saugdruck gehandhaht. Im linken Photo sind die Vesikeln gerade ausein- 
andergedruckt worden, wohei sich die linke Vesikel etwas verformte. 

Photo durch den Druck der Nachbarvesikel verzerrt wird. 
Trennt man die beiden Vesikeln, so wird die linke Vesikel - wie 
man im rechten Photo erkennen kann - in eine leicht ovale Form 
gezogen. AnschlieBend nimmt die Vesikel sofort wieder von 
selbst die kugelformige Gestalt an. Trotz der offensichtlichen, 
unmittelbaren Nachbarschaft der Vesikeln findet iiber eine Zeit- 
spanne von bis zu einer Stunde keine Verschmelzung statt. Eine 
Vesikelverschmelzung kann zwar - wie wir im folgenden sehen 

Ahb. 17. Phasenkontrast-Mikrophotographien einer innerhdlb weniger Sekunden 
ablaufenden Acetat-induzierten Vesikelverschmelzung. Der MeRhaiken entspricht werden - durch chemische, aber Ilicht durch physikalische Ein- 

wirkungen ausgelost werden. 5.0 pin. 
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Der Zerfall der Vesikeln kann nicht allein dem osmotischen 
Druck zugeschrieben werden, da der Effekt von der Art des 
zugesetzten Salzes abhlngt (mit Acetat, Fluorid und Hydroxid 
tritt er auf, mit Chlorid hingegen nicht). Unsere Beobachtungen 
lassen sich jedoch mit den folgenden zwei Annahmen befriedi- 
gend erklaren: a) Stark hydratisierte Anionen wie Acetat binden 
relativ locker an kationische O b e r f l a ~ h e n [ ~ ~ ] .  b) Nach dem Sve- 
t ina-Zek~-Model l [~~I  konnen die beiden Halften der Lipiddop- 
pelschicht unabhiingig voneinander agieren. Setzt man den 
DDAB-Vesikeln von auBen einen UberschuB an Acetat zu, so 
wird das Gegenion Bromid gegen Acetat ausgetauscht, und es 
entsteht eine aul3ere Lipidschicht, die von ihren Gegenionen 
starker getrennt ist. Bedingt durch die daraus resultierende Ab- 
stoRung zwischen den Kopfgruppen, dehnt sich die HuBere Li- 
pidschicht relativ zur inneren aus. Man sollte erwarten, daB eine 
derartige Asymmetrie die Krummung der Membran erhoht[43] 
und auf diese Weise die Ausscheidung kleiner Vesikeln und das 
inogliche Verschwinden mikroskopisch sichtbarer Strukturen 
vorangetrieben wird (Schema 2). 

Abb. 18. Phasenkontrast-Mikrophotographien einer DPA-induzierten Verschmel- 
zung von DDAB-Vesikeln unhekannter Struktur. Der MeDbalken entspricht 
50.0 Fm. Der Vorgang lief in weniger als vier Sekunden ab. 

Schema 2 

5.3.3. DPA-induzierte Verschmelzung 

Engberts et haben berichtet, daI3 das Dianion der Dipi- 
colinsaure (DPA) DDAB-Vesikel von 3000 8, Durchmesser da- 
zu veranlaBt, zu Vesikeln von 2-3 pm Durchmesser zu ver- 

schmelzen. Die Wirkung von DPA 
erinnert an den altbekannten, die 
Verschmelzung fordernden EinfluI3, 

HOOC COO" den Ca2+-Ionen auf negativ gelade- 
DPA ne Vesikeln a ~ s i . i b e n [ ~ ~ ] .  Aufgrund 

der Affinitat von Ca2+-Ionen gegen- 
iiber anionischen Lipiden bewirken diese die Bildung von Ve- 
sikel-(=a2+-Vesikel-Verbanden. Die daraus resultierende Dehy- 
dratisierung der Oberflache und die unmittelbare Nachbar- 
schaft der Vesikeln losen eine Verschmelzung aus. 

Ein durch Feststoffhydratisierung hergestelltes Vesikelpra- 
parat wurde mit DPA (25 pL einer 5 mM Losung, mit NaOH 
auf p H  7 eingestellt) versetzt. Neben den GUVs waren auch 
,,Kiigelchen" unbekannter Morphologie vorhanden, die durch 
DPA ausgelost schnell verschmolzen (Abb. 18). Die GUVs 
verwandelten sich statt dessen von starren Kugeln in weiche, 
unregelmiiBige Gebilde (Abb. 19). Die nur eine Carboxy- 
gruppe aufweisende Picolinsiiure zeigte hingegen keine solche 
Wirkung. 

Abb. 19. Wirkung von DPA auf DDAB-GUVs. Zeitlicher Ablauf Bild oben links 
nach oben rechts: 10inin; Bild oben rechts nach unten links: 1 h;  Bild unten links 
nach nnten rechts: 1 h. 

Wir konnen auf molekularer Ebene nur Vermutungen iiber 
den Verlust an Starrheit in den GUV-Membranen anstellen. 
Eine Moglichkeit ware, daB sich DPA in den Bereich der Kopf- 
gruppen einbaut und die Lipidmolekiile auseinanderdriickt 
(Schema 3). D a  auf diese Wei- 
se die Lipidpackung verloren- 
geht, kann man sich als Folge 
das Verformen der normalen 
Kugelgestalt vorstellen. Eine 
zweite Erklarung hangt mit 
der von uns haufig beobachte- 
ten Tatsache zusammen, daB Schema 3. 
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GUVs offenbar unter einem osmotischen Druck stehen, d. h. ein 
innerer Druck blaht die Vesikeln auf. Der Ursprung dieses 
Drucks bei volliger Abwesenheit von Salzen ist bisher noch 
nicht verstanden. Jedenfalls konnte DPA die Vesikeln fur 
Wasser und kleine Molekule durchlassig machen, und somit 
einen Druckausgleich und ein Zusammenfallen der Vesikeln 
bewirken. 

5.4. Endocytose 

Bei vielen Experimenten mit DPA haben wir beliebige GUVs 
bei einem Prozelj beobachtet, der der Endocytose bei Zellen 
auffallend ahnelt (Abb. 20). Eine Riesenvesikel begann eine 

Abb. 20. DPA-induzierte Endocytose einer unilamellaren Riesenvesikel uber einen 
Beobachtungszeitraum von 30 min. Dieser Vorgang wurde wiederholt beobachtet, 
tritt jedoch nur hin und wieder auf. 

kleinere Vesikel zu verschlingen, und nach 30 Minuten war die 
kleinere Vesikel vollstandig verspeist. Ohne Zweifel unterstiitzt 
DPA die Endocytose, indem es die Flexibilitat der Membran 
erhoht. Es ist noch immer ein Ratsel, welche Art von Endocyto- 
se-stimulierenden Substanzen beispielsweise eine Amobe produ- 
ziert, wenn sie einen eljbaren Happen in ihrer Nahe aufgespurt 
hat. Ungeklart ist auch, wie es einem Virus gelingt, eine Gastzel- 
le zu uberreden, ihn einzulassen. 

Es sollte beim Lesen deutlich geworden sein, dalj sich ein 
Modellsystem entwickeln 1aDt. Wir konnen wunderbare mor- 
phologische Veranderungen in einer einfachen Membran nicht- 
biologischen Ursprungs verfolgen. Wir konnen den Lesern al- 
lerdings nicht - oder hochstens auf Anfangerniveau - die 
molekularen Grundlagen dieser morphologischen Veranderun- 
gen erklaren. Es sollte niemals eine Entschuldigung fur das Feh- 
len von Details geben, wenn sich ein neues Gebiet der Wissen- 
schaft auftut und die Forschung gerade erst ,,an der Oberflache 
kratzt". Die Entdeckerfreude in der Wissenschaft beruht nicht 
allein auf einer scharfen Analyse, sondern auch auf der Formu- 
lierung eines Problems, und letzteres ist laut A. Einstein ,,often 

more important than the solution". Neue Entdeckungen, die 
unbeantwortete Fragen und ungeloste Probleme aufwcrfen, so- 
wie neuartige Moglichkeiten erhoffen und nie zuvor durchge- 
fuhrte Experimente Realitat werden lassen, davon handelt die- 
ser Aufsatz. Im wesentlichen sind wir dem Rat von R. 
Hoffmann gefolgt: ,,Row a boat into that tall mysterious grass 
just because you have heard a strange bird call there." Auf 
unseren Fall ubertragen steht das ,,geheimnisvolle Schilf, in das 
wir unser Boot gerudert haben" fur das Reich der Mikroskopie 
und der ,,fremdartige Vogel, der uns gelockt hat" fur die Riesen- 
vesikeln mit ihren erstaunlichen Verwandlungsmoglichkeiten. 

5.5. Teilung 

Die Vesikelteilung war fur uns von besonderem Interesse, da 
die Abfolge Teilung, Wachstum und erneute Teilung gleichbe- 
deutend ist mit dem Prinzip der Selbstreproduktion, einem lang- 
fristigen Ziel unserer Arbeiten (Schema 4). Wie wir in den fol- 

0 Spaltung 
___t 0 

1 Wachstum 

genden Abschnitten zeigen werden, konnten wir tatsachlich eine 
Vesikelteilung herbeifuhren, jedoch nicht die fur einen selbstre- 
plizierenden ProzeB ideale Art der Teilung, bei der eine Vesikel 
in zwei Vesikeln gleicher GroBe gespalten wird. 

5.5.1. Mechanisehe Reizung 

Abbildung 21 zeigt den Versuch, rnit einer spitzen Mikropi- 
pette in eine Vesikel, die mit einer Haltepipette unter leichtem 
Saugdruck festgehalten wird, hineinzustechen. Es handelt sich 
hierbei um ein friihes Experiment, und wir wuljten zu diesem 
Zeitpunkt noch nicht, dalj die untersuchte Riesenvesikel multi- 
lamellar war. Jedenfalls machten wir die Erfahrung, daB es sehr 
schwierig ist, mit der Injektionspipette (die uber einen am Ob- 
jekttisch befestigten Mikromanipulator gelenkt wurde) die Vesi- 
kel zu durchstoBen. SchlieDIich geIang es uns, durch die Stiche 
die Bildung einer neuen kleineren Vesikel auszulosen. Wir ver- 
muten, dalj die auljerste Doppelschicht der multilamellaren 
Vesikel durch die Pipette physikalisch beschadigt wurde. Die 
Lipidniolekiile in der verletzten Doppelschicht hatten damit die 
Moglichkeit, sich zu einer unabhangigen unilamellaren Vesikel 
ohne Doppelschicht-Doppelschicht-Abstoljung umzuorgani- 
sieren. 
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Abh. 23. DurchVerdiinnung angeregtcr AusstoB kleiner unilamellarcr Vesikeln aus 
einer multilamellaren Vesikel. Man heachte, wie das mncrc Volumen der unilamella- 
ren Vesikeln durch eine am Beriihrungspunkt der beiden Vesikel entstandene Off- 
nung ausgestoRen wird. Die beiden Photos sind im Abstand von drei Sekunden 
aufgenommen. Nach weniger als fiinf Sekunden hahen sich die Tochtcrvesikeln von 
der Muttcrvesikel entfernt. und die Wunde ist wiedcr verheilt. 

Ahb. 21. Thigmatrope Tcilung. hei der durch Bcriihrung einc multilamellare Vesi- 
kel zur  Bildung und Freisctzung kleinerer Vesikeln angeregt wird. Die  Muttervesikel 
wird durch eine Haltepipette festgchalten, wiihrend eine tlurch einen Mikromanipu- 
lator gesteuertc spitze Pipclte in die Vcsikelobertliiche sticht. 

Gelegentlich findet man eine oligolamellare Vesikel unter dem 
Mikroskop, in der die konzentrischen Doppelschichten soweit 
voneinander entfernt sind, daB man sie getrennt voneinander 
erkennen kann. In Abbildung 22 ist gezeigt, wie Schicht fur 
Schicht einer oligolarnellaren Vesikel durch Reizung rnit einer 
spitzen Pipette zerstort wird. Die Vesikel wird in dem MaBe 
kleiner und kleiner, in den1 die Schichten abgeschalt werden. 

Ahb. 22. Sticht man die emzelncn Schichtcn einer oligolamellaren Vesikel mit einer 
spitaen Pipette an. so wird diese iinmer kleiner. 

5.5.2. Verdiinnung 

Stellt man multilamellare Riesenvesikeln durch Hydratisie- 
rung eines Lipidfilms (eine Methode, die - wie bereits erwiihnt 
- durch unser Feststoffhydratisierungs-Verfahren verdringt 
worden 1st) her, so bleiben diese Vesikeln fur mindestens einen 
Tag unverandert, es sei denn, man verdunnt die Probe rnit Was- 
ser auf das vier- his zwanzigfache ihres Volumens. Die Verdun- 
nung bewirkt, daI3 5 -30 pin groBe GUVs aus den multilamel- 

laren Vesikeln ausgestoBen werden, bis letztere vollstandig ver- 
schwunden sind (Abb. 23). Wenn sich die kleinen GUVs von 
der multilamellaren Vesikel ablosen, wird das Volumen ihrer 
Innenrlume schnell durch die Offnung ausgestoBen, die sich an 
der Membranstelle bildet, an der die GUV und die rnultilamella- 
re Vesikel kurzzeitig miteinander verbunden waren. (Diese Off- 
nung verheilt anschlienend sofort wieder, so daB eine intakte 
GUV entsteht.) Dieses AusstoBen des Inhalts der GUV ist ein 
weiterer Hinweis auf den Innendruck, der fur GUV-Systeme 
charakteristisch zu sein scheintr4". 

Warum wird durch die Verdiinnung rnit Wasser eine Teilung 
herbeigefuhrt? Der osmotische Druck scheint fur die Beantwor- 
tung dieser Frage keine Rolle zu spielen, d a  die in entionisiertem 
Wasser hergestellten Vesikelpraparationen auch rnit entionisier- 
tem Wasser verdunnt wurden. Statt dessen sieht es so aus, als o b  
ein empfindliches Gleichgewicht zwischen Vesikel-Vesikel- und 
Doppelschicht-Doppelschicht-AbstoBung besteht. Durch die 
Verdunnung der Probe verringert sich die Vesikel-Vesikel-Ab- 
stoflung, wlhrend die Doppelschicht-Doppelschicht-Ab- 
stoflung innerhalb der multilamellaren Vesikel unverandert 
bleibt. Folglich ist die Bildung von GUVs thermodynamisch 
begunstigt. Kleine Energieunterschiede zwischen den verschie- 
denen morphologischen Erscheinungsformen sind also der 
Schlussel zum Verstandnis des Verhaltens von Riesenvesikeln. 

5.6. Gebaren (birthing)c41 

Wir haben uns fur die Wechselwirkungen von GUVs rnit Ten- 
siden interessiert, da  Tenside hEufig eingesetzt werden, um die 
Bestandteile von Biomembranen loslich zu rna~hen[~ ' ] .  M. N. 
JonesL4*] hat vorgeschlagen, daB Tenside uber hydrophobe 
Krlfte a n  Phospholipidmembranen binden. 1st ein Sattigungs- 
niveau erreicht, so stoBen die Doppelschichten gemischte Micel- 
len aus Lipid und Tensid aus. Ueno und A k e ~ h i ~ ~ ~ ' ,  die Vesikeln 
von 200 nm Durchmesser durch Gefrierbruch-Elektronenmi- 
kroskopie untersucht haben, beobachteten, daB Octylglucosid 
die Vesikeln in Himbeer-lhnliche Cluster, bestehend aus 20- 
30 nni groBe Kugelchen, uberfuhrt. Diese kleinen Partikel ent- 
fernen sich nach und nach von der Clusteroberflache und gehen 
als gemischte Micellen in Wasser in Losung. Uns ist kein Bei- 
spiel bekannt, bei dem der Abbau von Vesikeln durch Tenside 
rnit Hilfe eines Lichtmikroskops verfolgt wurde. 
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Wir versetzten eine Standard-GUV-Prdparation (20-21 "C) 
mit 25 pL einer 5 mM Octylglucosid-Losung, was einer Tensid- 
konzentration unterhalb der kritischen Micellenkonzentration 
von 25 mM entspricht. Im Verlauf der ersten Stunde wurden nur 
wenige Vesikeln abgebaut. Weit aufregender war die Entdek- 
kung eines einer Geburt ahnelnden Prozesses (birthing process), 
der an einer GUV, die in ihrem Inneren eine kleinere Vesikel 
enthielt, beobachtet wurde. Unter dem EinfluD von Octylgluco- 
sid konnte die eingeschlossene Vesikel die Doppelschicht der 
Muttervesikel durchdringen (Abb. 24). In der Muttervesikel 

und auf diese Weise einen schmalen Durchgang fur die einge- 
schlossene Vesikel offnen. Ein Beweis fur dieses Modell konnte 
durch Experimente bei hoheren Octylglucosidkonzentrationen 
(10-25 mM), bei denen die GUVs schnell abgebaut werden, er- 
bracht werden. Hier konnte man beobachten, dalj Partikel von 
. l -1  pm GroDe die Vesikeloberflache iibersaten (ohne Abbil- 
dung). Diese Partikel, bei denen es sich nach Hellfeld-mikrosko- 
pischen Aufnahmen entweder um Feststoffe oder multilamella- 
re Lipide handelt, losten sich ab, wahrend sich gleichzeitig der 
Durchmesser der GUVs mit einer von der Octylglucosidkonzen- 
tration abhangigen Geschwindigkeit verkleinerte. 

5.7. ,,Fressen" 14] 

Die starke Wir- COO-Na' 

auch ein naturlich &y ',,,,, H 3 

kung von Octylgluco- 
sid auf Riesenvesi- 
keln veranlal3te uns, 

OH 
vorkommendes Ten- Ho H 
sid, das Natriumsalz 
der Cholansaure 3, zu untersuchen. Das Cholat 3 gehort zur 
Steroidfamilie der Gallensauren, die fetthaltige Substanzen im 
Darm loslich machen. Setzt man das Cholat (50 pL einer 5 mM 

Losung) GUV-Praparationen zu, loste dies das schnelle Ver- 
schmelzen der Vesikeln aus. Wie Abbildung 25 rechts oben 

Ahb. 24. Eine durch Octylglucosid ausgeloste ,,Gcburt" einer Vesikel, verfolgt 
durch Phasenkonstrat-Mikroskopie (der MeBbalken entspricht 12.0 pm). Man he- 
achte, wie die Offnung in der Muttervesikel unten links augenblicklich wieder ver- 
heilt. Der gesamte ProzeB lauft innerhalb von zwolf Sekunden ab. 

entstand eine Offnung, die augenblicklich wieder verheilte (untere 
Photos). Diese Folge von Ereignissen konnte bei jedem Praparat 
wiederholte Male beobachtet werden. Das Lichtmikroskop hat 
offenbar die Fahigkeit, dynamische Vorgange einzufangen, die 
sich mit dem vie1 haufiger verwendeten Elektronenmikroskop 
schwer nachweisen lassen. Dariiber hinaus werden Artefakte, 
die durch Trocknen, Metalliiberzuge etc. entstehen und bei der 
Elektronenmikroskopie ein Problem sind, vermieden. 

Konibiniert man die mit dem Lichtmikroskop und dem Elek- 
t ronenmikro~kop[~~]  erzielten Ergebnisse, liegt die Vermutung 
nahe, daB Octylglucosid den Zusammenhalt unter den organi- 
sierten DDAB-Molekiilen schwacht, moglicherweise durch Bil- 

branuntereinheiten konnen sich zeitweilig voneinander trennen 

Abb. 25. Durch Natriumcholat ausgeloster Frehorgang einer unilamellaren 
DDAB-Vesikel. Die Vesikel in der oberen rechten Ecke wiichst beim Verxhren ihrer 
kleinercn Nachbarvesikel. Der gesamte ProzeB dauert weniger als eine Minute. 

dung schwach assoziierter kugelformiger Die Mem- 
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zeigt, verschlingt eine GUV die kleineren Vesikeln eines benach- 
barten Trauben-ahnlichen Clusters. Der Durchmesser der fres- 
senden Vesikel wachst mit jeder verschlungenen kleinen Vesikel. 
Sind in der Nachbarschaft der fressenden Vesikel keine kleinen 
Vesikeln mehr vorhanden, findet ein unerwartetes und zuvor 
noch nie beschriebenes Ereignis statt : Die grolje Vesikel zerfillt, 
wobei sie nach und nach Lipidinolekiile ausstorjt (Abb. 26) .  

5.8. Injektion 

Die Injektion in Riesenvesikeln war von Anfang an ein vor- 
rangiges Ziel unserer Untersuchungen. Wenn es gelange, eine 
Pipette in eine Vesikel einzufiihren (eine Methode, die Cytolo- 
gen an lebenden Zellen routinemaljig anwenden), dann lielje 
sich daraus eine Vielzahl von Experimenten ableiten. Man 
konnte beispielsweise biologische Makromolekiile, wie Enzyme 
und DNA, innerhalb des begrenzten Volumens einer Riesenvesi- 
kel untersuchen. Oder unterschiedliche Mengen an Wasser 
konnten in eine Vesikel eingespritzt werden, um die Elastizitat 
der Doppelschicht gegen einen Innendruck zu testen. Oder man 
konnte eine storende geloste Substanz in die Vesikel einbringen 
und deren unterschiedliche Wirkungen auf die innere und aulje- 
re Hiilfte der Doppelschicht untersuchen. 

Das Injizieren war keine einfach zu losende Aufgabe. Bei 
multilamellaren Vesikeln fuhrten die Versuche, in die Vesikeln 
hineinzustechen, zum Abschalen der Doppelschichten (siehe 
Abb. 21 und 22) ,  wahrend die meisten unilamellaren Vesikeln 
bei dem Versuch, sie niit der Mikropipette zu durchdringen, 
zerplatzten. SchlieDlich waren wir dennoch erfolgreich. GUVs, 
deren Durchmesser 200 pm oder mehr betrug und 5 % Choleste- 
rin enthielten, waren elastisch und zerplatzten nicht. Ein gutes 
Beispiel ist in Abbildung 27 wiedergegeben. Wir glauben, dalj 

Abb. 27. Einfiihrung einer Mikropipette in eine unilamellare Riesenvesikel beste- 
hend aus DDAB und Cholesterin ( 9 5 : 5 ) .  Der MeRbalken entspricht 50 pm. 

die Pipette tatsachlich die Doppelschicht durchstoljen hat, da 
sich die Vesikel wahrend des Experiments verformt und sowohl 

Abb. 26. Zerfall der unilamellaren Riesenvesikel sofort nach Beendigung des in 
Abb. 25 gezeigten FreBvorgdngs. Die vollstandige Auflosung der Menibran ist nach 
secbs Sekunden abgeschlossen. 

Dieser Vorgang vollzieht sich in nur wenigen Sekunden. Es sieht 
so aus, als ob eine defekte Stelle in der GUV zu einer Kante mit 
freiliegenden Lipidmolekiilen fuhrt. Ausgehend von diesem De- 
fekt werden dann kontinuierlich Lipidmolekiile durch Cholan- 
siiure in Losung gebracht, bis schlieljlich die Vesikeldoppel- 
schicht verschwunden ist. Es fdlt auf, daD die urspriingliche 
Kugelform iiber den gesamten Prozelj bestehen bleibt. Die bei 
der Auffosung der Membran entstehenden Produkte sind sub- 
mikroskopisch und konnten - wie andere Arbeitsgruppen po- 
stuliert haben[48, 491 ~ gemischte Micellen sein. Bei hoherer Kon- 
zentration fallen gelegentlich Kristalle von DDAB-Cholat aus 
der Losung aus. Ein anderes Steroid, das Cholesterin, hat kei- 
nen derartigen EinfluD auf die GUVs. Der Einbau von 30% 
Cholesterin in die DDAB-Doppelschicht stabilisiert vielmehr 
die Vesikeln. 

die Spitze der Pipette als auch die Vesikel gleichzeitig scharf zu 
erkennen sind. Einen weiteren Beweis fur die Einfuhrung der 
Pipette in das Vesikelinnere zeigt Abbildung 28: Ein hell erschei- 
nender Partikel innerhalb der Vesikel konnte mit einem leichten 
Sog durch die Pipette entfernt werden. Man beachte auch die 
leichte Verformbarkeit der Vesikel sowie deren Fahigkeit, die 
durch die Pipette verursachte Verletzung wieder zu heilen. 

5.9 SchluRbemerkungen 

Wir wollen diesen Aufsatz mit einem Zitat aus den ,,Personal 
Reminescences" von Albert Szent-Gyorgi beschlieljen : ,,In my 
hunt for the secret of life, I started research in histology. Unsa- 
tisfied by the information that cellular morphology could give 
me about life, I turned to physiology. Finding physiology too 
complex, I took up pharmacology. Still finding the situation too 
complicated, I turned to bacteriology. But bacteria were even 
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Abb. 28. Heraussaugen eines Partikels (heller Fleck) aus dem Inneren einer unila- 
mellaren Riesenvesikel (DDAB und Cholesterin, 95: 5) iiber eine eingefiihrte Mikro- 
pipette unter leichtem Saugdruck. 

too complex, so I descended to the molecular level, studying 
chemistry and physical chemistry. After twenty years' work, I 
was led to conclude that to understand life we have to descend 
to the electronic level, and to the world of wave mechanics. But 
electrons are just electrons, and have no life at all. Evidently on 
the way I lost life; it had run out between my fingers.'' 

Dieses Zitat mochte ich nicht mioverstanden wissen : Wir wol- 
len Chemiker in der biologisch orientierten Forschung keines- 
wegs dazu auffordern, ihr Arbeitsgebiet aufzugeben, sondern sie 
im Gegenteil dazu ermutigen, ihre Bemiihungen noch zu ver- 
starken. Allerdings sollte man nie auBer acht lassen, daB lebende 
Zellen eine Komplexitat bezuglich ihrer Organisation aufwei- 
sen, die bei Systemen im ReaktionsgefaS vollkommen fehlt. Aus 
diesem Grund sollte man sich in Zukunft von der Chemie der 
Einzelmolekiile freimachen und statt dessen sich vermehrt der 
Chemie von Molekiilverbanden zuwenden. Da sich eine Gruppe 
aus organisierten Molekulen anders verhalt als ein Einzelmole- 
kiil, besteht die Notwendigkeit, die Unterschiede herauszuarbei- 
ten. Dies ist die Philosophie, die die Arbeit in unserer Gruppe 
wahrend der vergangenen zwei Jahrzehnte gepragt hat, und 
diese Philosophie spiegelt sich in der Bezeichnung ,,cyto- 
mimetische organische Chemie" wider. 

Der Romancier Tim O'Brien schrieb: ,,The thing about a 
story is that you dream it as you tell it, hoping that others might 
dream along with you, and in this way memory and imagination 

and language combine to make spirits in the head." Vielleicht ist 
dies auch das Beste, auf das Wissenschaftler hoffen diirfen, 
namlich andere zu in~pirieren[~'~ 511. 

Diese Arbeit wurde von den National Institutes of Health gefor- 
dert. Dieser Aufsatz ist denjenigen auJergew6hnlichen Studenten 
gewidmet - und bis zu einem gewissen Grad auch,fur sie geschrie- 
ben -, deren Tagesablauf von der Jagd nach dem wissenschaftli- 
chen Fortschritt kontrolliert und bestimnit wird und die sich daran 
messen. 

Eingegangen am 15. Juli 1994 [A 741 
Ubersetzt von Dr. Sabine Toteberg-Kaulcn. Boffzen 
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