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The structure and size of lecithin/sodium glycocholate mixed micelles was investigated by quasi-
elastic laser light scattering and spin label techniques.

The investigations are in accordance with a bilayer model for these micelles. The order
parameter and the phase transition enthalpy of the micellar bilayer were determined.

The lateral and rotational diffusion constants of label molecules are compared with the cor-
responding diffusion constants in liposomes.

Einleitung eine wichtige Rolle bei der Solubilisierung und Re-

Lecithin/ Wasser-Gormisths liilden bei hoken Wis- sorption von fettloslichen Substanzen (Benzonana 2).

sergehalt Vesikeln von einer oder mehreren Lipid- ir die Struktur der Mischmicellen wurde ein

Doppelschichten, wihrend Gallensduren in Wasser Modell vorgeschlagen (Small’), nach dem die Mi-

durch Aneinanderlagern apolarer Molekiilstellen Mi- celle aus einem Stiick Lec‘ithin-Doppelsdlidllt be-
cellen bilden (Small 1). steht, dessen hydrophobe Seitenwand durch die hy-

drophoben Stellen der Gallensdauremolekiile abge-
deckt ist (s. Abb. 1). Die hydrophilen Stellen der
Gallensiduremolekiile sind nach aufen in die wiBrige
Phase gerichtet.
Wir haben untersucht, ob diese Vorstellung in
Ubereinstimmung ist mit den Ergebnissen von
- T Streulicht- und Spinlabel ESR-Messungen. AuBer-
Na%%ﬁﬁﬁ% dem wurde die Beweglichkeit von Lipidmolekiilen

\
< in dieser Phase mit Hilfe von Spin- und Fluores-

? zenzlabeln bestimmt.

Lecithin Materialien und Methodik

Als Materialien wurden Na-Glycocholat (NaGC,
I) von Calbiochem und Eilecithin (hergestellt nach
der Methode von Singleton 3) verwendet.

Im Phasendiagramm des Systems Wasser/Leci-
thin/Gallenséure gibt es einen Bereich, in dem Gal-
lensdure-Lecithin-Mischmicellen vorliegen, welche
eine optisch isotrope und klar durchsichtige Phase
bilden. Diese Mischmicellen spielen in der Biologie

1 HO
CO-NH-CHz COONa
HO OH
N. __a  (du-2b)? : :
Ne ~ %R deob Die Herstellung der micellaren Phase erfolgte
Abb. 1. Modell einer Lecithin-Gallensdaure-Mischmicelle nach nac‘h folge?der Methode: . .
Small I. Die Gleichung gibt das Molverhiltnis Ni,/N¢ Leci- Stammlosungen der Gallensdure und des Leci-

thin/NaGC als Funktion des Zylinderdurchmessers dy und  thins in Methanol wurden in enlsprechenden Men-
die Molekillparameter u, by - gen gemischt. Durch Verdunsten des Losungsmittels
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erzeugt. Dieser Film wurde dann in Pufferlésung
(normalerweise 150 mm NaCl und 10 mm Na,HPO,,
pH 8,5) aufgelost.

Die fiir Vergleichszwecke verwendeten Liposomen
wurden nach der Methode von Bangham* herge-
stellt.

Folgende Spinlabel (Gaffney®) wurden fiir die
ESR-Messungen verwendet:

II CH3-(CH,), =G — (CH,) —COOH
0 N-0 J(ma n)
111
o-N ) TEMPO
1A% R—CO—O~(,:H2 L(5,10)
CH3-(CH2)5—/C\— (CHZ)m— C0-0-CH
g N-0

]
CHZ-O-E’-O—CHZ—CHZ—N(CH3)3
09 ®

RCO= Acylrest von Eilecithin

Fir die Fluoreszenzmessungen wurden folgende
Label verwendet:

&

Pyren zonengereinigt

© von Aldrich
VI
©‘© Perylen

Q0
@8@ R- CO—O-(IIH2

(c H2)§CO-O-CH

VII PBL

CH7O-P-0-CH5- CHN(CH,),

oo ®

Die Label L(5,10) und PBL wurden aus Ei-Lyso-
Lecithin mit den entsprechenden Fettsduren synthe-
tisiert (Boss 6).

Zur Dotierung der Micellen mit Labeln wurden
die entsprechenden Lipid- und NaGC-Methanol-
Stamml6sungen mit der Methanol-Stammlésung des
Labels vermischt und daraus der Film hergestellt.

Zur Messung der quasielastischen Lichtstreuung
(Benedek 7) wurde ein 96-Kanal Photonenkorrela-
tor (Chen8), ein He-Ne Laser (Spectra Physics
125A) als Lichtquelle und ein ITT F-130 Photo-
multiplier als Detektor verwendet. Zur Entfernung
von Staubpartikeln wurden die Probenrchrchen vor
der Messung 30 Minuten lang zentrifugiert. Die
Auswertung der Spektren erfolgte mit einem ange-

koppelten HP-9810 Tischrechner.
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Die Spinlabeluntersuchungen erfolgten mit einem
Varian X-Band E9 Spektrometer, die Fluoreszenz-
messungen mit einem Perkin Elmer MPF-2A Fluo-
reszenzspektrophotometer mit Polarisationszusatz.
Die Fluoreszenz-MeBproben wurden mit 99,999%
Stickstoff, der zusatzlich durch Oxisorb (Messer,
Griesheim, Diisseldorf) gereinigt wurde, begast.
Die Fluoreszenzabklingzeitmessungen wurden mit
einer gepulsten Ny-Entladung bei 2,8 ati und
9000 V durchgefithrt. Die Photomultipliersignale
wurden mit einem Sampling Oszillograph Tektronix
564B/3S1/3T77A abgetastet und in einem HP Time
Averaging Computer 5480/5486B/5488A gemittelt.

Die thermoanalytischen Messungen wurden mit
einem Mettler TA 2000 Thermoanalysensystem
durchgefiihrt.

3. Experimentelle Ergebnisse

3.1. GroBe und Struktur der Mischmicellen

a) Groflenmessung mittels quasielastischer Licht-

streuung

Infolge der Brownschen Bewegung der Micellen
fluktuiert die Intensitit des gestreuten Laserlichts.
Die Autokorrelationsfunktion dieser zeitlichen
Schwankungen, welche mit dem Photonenkorrelator
gemessen wird, hat einen exponentiellen Verlauf
mit einer Abklingzeitkonstante 7,=1/2 D, K2, wo-
bei D, die Diffusionskonstante der Micellen ist und
K die Amplitude des Streuvektors. Mit Hilfe der

Stokes-Einsteinschen Beziehung
DZ=kT/3$T’I]dH

1aBt sich der hydrodynamische Durchmesser dy der
Teilchen berechnen (k& = Boltzmann-Konstante,
T = absolute Temperatur, 7 = Viskositdt). Im
Falle von sphérischen Teilchen ? tibersteigt dy den
Teilchendurchmesser um die doppelte Dicke der Sol-
vationsschicht (ca. 5—10A). Sind die Teilchen nicht
alle gleich grof}, so ist die Autokorrelationsfunktion
eine Uberlagerung von verschiedenen Exponential-
funktionen. Mit der Kumulantenmethode (Koppel 1°)
1aBt sich in diesem Fall eine mittlere Abklingzeit-
konstante 7, und die Varianz V' der Verteilung be-
stimmen. 7, entspricht dem z-Mittelwert D, der Dif-
fusionskonstanten und ¥ ist ein Maf} fiir die Poly-
dispersitat der Teilchen (Pusey!!). Wir haben die
Auswertung der gemessenen Autokorrelationsfunk-
tionen stets nach diesem Verfahren durchgefiihrt.
Abb. 2 zeigt die mittlere Gréfle von Lecithin-
NaGC-Mischmicellen, welche an 4 verschiedenen

Reihen von micellaren Losungen gemessen wurde.
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Abb. 2. Mittlerer Micellendurchmesser von Lecithin/NaGC-

Mischmicellen als Funktion der Lecithinkonzentration fiir

vier verschiedene NaGC-Konzentrationen (12, 20, 30 resp.

40 mMm). Die gesamte Na-Ionen-Konzentration betrdgt bei
allen Proben 210 mm (pH 8,5).

Die NaGC-Konzentration wurde jeweils innerhalb
einer Reihe konstant gehalten (12, 20, 30 oder
40 mM) und die Menge Eilecithin variiert. Alle Lo-
sungen waren vollkommen klar. Die Na-Ionenkon-
zentration war fir alle Proben die gleiche, 210 mm.
Die micellare Groe hingt auch von der Ionenstirke
der wilrigen Phase ab, wie in Abb. 3 fiir drei
verschiedene Zusammensetzungen (Lecithin/NaGC
= 40mM/40 mM, resp. 40/20 und 23/20) als
Funktion der NaCl-Konzentration gezeigt wird.
Erwartungsgemidfl nimmt die Grofle der Misch-
micellen mit der Menge an solubilisiertem Lecithin
zu. Diese Groflenzunahme ist bis zu einem Lecithin/
NaGC-Verhiltnis von ca. 0,7 gering. In diesem Be-
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Abb. 3. Mittlerer Micellendurchmesser von drei verschiede-
nen Lecithin/NaGC-Mischmicellen (23 mM : 20 mM; 40 mM :
20 mM und 40 mm : 40 mm) als Funktion von der NaCl-Kon-
zentration (zusitzlich 10 mm Phosphatpuffer pH 8,5).

reich stimmen die experimentellen und die anhand
des Mischmicellenmodells (Abb. 1) fir die gleiche
NaGC-Konzentration nach dem Modell von Small?
theoretisch berechneten Groflen!? gut {iberein (ge-
strichelte Kurve auf Abb. 2 fir [NaGC] =40 mmMm).
Es wurde angenommen, dall die NaGC-Konzentra-
tion in der intermicellaren Phase vernachlassigbar
ist. In Wirklichkeit nimmt die Konzentration der
freien Gallensdure mit sinkendem Lecithingehalt
stark zu, sie kann bis zur Hailfte der gesamten
Gallens@urekonzentration ausmachen (Shankland!3).
Folglich ist das Lecithin/NaGC-Verhilinis in den
Mischmicellen bei kleinem Lecithingehalt wesentlich
grofler als das gesamte Verhilinis, was die groflere
Steigung der theoretischen gegeniiber der experi-
mentellen Kurve erkldren wiirde. In diesem Bereich
nimmt die gestreute Lichtintensitit linear mit der
Lecithin-Konzentration zu, was vor allem auf die
proportionale Zunahme der Anzahl Mischmicellen
und nicht auf deren Vergroflerung zuriickzufithren
ist 1. Man kann daraus schlieBen, daf} das Lecithin/
NaGC-Verhatlnis in den Mischmicellen einen kriti-
schen Wert ~ 0,5 — 0,6 (einer Aggregationszahl von
35 —40 Molekiilen pro Micelle entsprechend) nicht

unterschreitet.

Wenn das Lecithin/NaGC-Verhiltnis grofer als
0,7 wird, nimmt die Grofle der Mischmicellen stark
zu. Sie erreicht einen maximalen Wert von ca.
200 A, wenn fast doppelt so viel Lecithin wie NaGC
vorhanden ist. Lésungen mit noch hoherem Leci-
thin/NaGC-Wert sind triib, was auf das Vorhanden-
sein einer unsolubilisierten Lecithinphase hindeutet.
Diese Phase 1dt sich durch Zentrifugation (6000
% g) absedimentieren. Im klaren Uberstand sind
gesittigte Mischmicellen vorhanden, deren Grofe
praktisch unabhéngig von der iiberschiissigen Leci-
thinmenge ist. Ein maximales Lecithin/NaGC-Mol-
verhdltnis von zwei ist aus dem Phasendiagramm
des terndren Systems, Lecithin-Natriumcholat-Was-
ser, bekannt (Small ez al. 1%).

Im Bereich hoher Lecithin/NaGC-Verhiltnisse ist
die Groflenzunahme der Mischmicellen nicht mehr
auf eine Vergroflerung des Lecithinkerns der Misch-
micellen allein zuriickzufithren (Abb. 1), sondern
auf eine Aggregation von einzelnen Micellen zu gro-
Beren Sekunddrmicellen. Diese Sekundirmicellen
sind, wie die einfachen Mischmicellen, im thermo-
dynamischen Gleichgewicht, d. h. ihre GroBe hiingt

nicht von der Herstellungsart der Micellenlosungen

ab.
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Es zeigt sich, daf} die Sekundarmicellen stark
polydispers sind. Die Varianz, die aus der Abwei-
chung der Autokorrelationsfunktion von der Ex-
ponentialform berechnet wird und fiir kleine Leci-
thin/NaGC-Verhiltnisse innerhalb der MeBgenauig-
keit null ist, erreicht bei einer 40 mM : 40 mM Leci-
thin/NaGC-Losung den Wert 0,15+ 0,051, Wie
aus einer Simulationsrechnung der Autokorrela-
tionsfunktion hervorgeht, kann ein solch hoher Wert
im Falle einer Losung polydisperser, spharischer
Micellen mit Gauss-verteilten Molgewichten nicht er-
reicht werden. Folglich kann die Struktur der Sekun-
darmicellen nicht globular sein; vermutlich ist sie
langlich, weil dann die Diffusionskonstante am
starksten vom Molgewicht bzw. der Aggregations-

zahl der Micellen abhéngt.
b) Spinlabel-Untersuchung
Abb. 4 gibt die ESR-Spektren von Mischmicellen

verschiedener Zusammensetzungen wieder, die mit

dem Spinlabel J(13,2) (II) dotiert sind. Die Spek-

Abb. 4. EPR-Spektrum des Labels J (13,2) (10~*M) in:
a) Micellen (40 mM NaGC) mit Durchmesser 30 A; b)
Mischmicellen (40 mm NaGC/10 mMm Eilecithin) mit Durch-
messer 47 A; c¢) Mischmicellen (40 mm NaGC/60 mm Ei-
lecithin) Durchmesser 148 A; d) Liposom aus Eilecithin
(60 mm).

tren hidngen wegen der Anisotropie des g-Faktors
und der Hyperfeinkopplungskonstanten in kompli-
zierter Weise von der Rotations-Bewegung des La-
bels in der Micelle und derjenigen der Micelle selbst
ab (Hubbell 17). Auf die ESR-Spektren des Labels
hat die Rotations-Bewegung der Micellen sicher
keinen EinfluB mehr, wenn die Rotationskorrela-
tionszeit = 107 7s ist, d.h. bei Micellendurchmes-
sern von mehr als 100 A. Kurve 4a) zeigt das
Spekirum des Labels in NaGC-Micellen ohne Leci-
thin. Dieses Spektrum lafit auf eine rasche isotrope
Bewegung des Labels schliefen. Auswertung der

Linienbreite nach der Methode von Sinensky 18 er-
gibt eine Rotationskorrelationszeit, aus der man,
unter der Annahme eines fest in den Micellen ver-
ankerten Labels, einen hydrodynamischen Micell-
Durchmesser bestimmen kann. Dieser betrigt etwa
25 A. Dieser Wert stimmt innerhalb der Fehler-
grenzen mit dem mittels Lichtstreuung gemessenen
tiberein. Mit zunehmender Lecithinkonzentration
nimmt die Linienbreite zu, d. h. die Micellen rotie-
ren langsamer. In der Kurve 4 c¢) stellt man eine
Aufspaltung der beiden dufleren Linien fest. Diese
1t sich mit einer raschen anisotropen Bewegung
des Labels in einem Doppelschichtgebiet der Micelle
erklaren. Zum Vergleich ist deshalb in 4.d) auch
noch das Spektrum des Labels J(13,2) in Lecithin-
Liposomen dargestellt. Bei &hnlicher Aufspaltung
weisen die Linien im Micellspektrum 4 c¢) deutlich
grofere Linienbreiten auf als die Linien des Lipo-
somenspektrums. Man muf} deshalb in der Doppel-
schichtregion der Micelle eine im Vergleich zur
Doppelschicht eines Liposoms verlangsamte aniso-
trope Rotation um eine Achse senkrecht zur Doppel-
schichtebene annehmen.

Ahnlich wie bei Liposomen aus Eilecithin kann
man auch bei den Mischmicellen aus NaGC und Ei-
lecithin nach der Methode von Hubbell 17 einen
Ordnungsgrad S= (T, —T)/(T,,—Txy) bestim-
men.

2T und 2T entsprechen hierbei dem Abstand
der beiden duflersten bzw. innersten Extremwerte
im Spektrum von J(m,n), wahrend T,,=30,8G
und 7Ty, =5,8G die Komponenten des Hyperfein-
kopplungstensors sind (Seelig 1%).

Mit den Labeln J(13,2) und J(11,4), die den
polaren Teil der Doppelschicht charakterisieren,
findet man in den Mischmicellen (40 mM NaGC und
60 mMm Eilecithin) einen gegentiber Liposomen
etwas verringerten Ordnungsgrad (Seelig!®). Mit
dem Label J(9,6) ist dagegen praktisch kein Unter-
schied im Ordnungsgrad mehr feststellbar zwischen
Mischmicellen und Liposomen (siehe Abb. 5). Die
Abnahme des Ordnungsgrades mit zunehmender
Temperatur und zunehmendem n ist fiir die ver-
schiedenen Label J(m,n) &hnlich wie bei Liposo-

men aus Eilecithin.

Falls in den Mischmicellen Lecithin-Doppelschich-
ten vorliegen, so sollten diese dhnlich wie in Lipo-
somen bei einer bestimmten Temperatur 7. eine
Phasenumwandlung von der kristallinen in die
flissigkristalline Phase zeigen.
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Abb. 5. Ordnungsgrad S in Mischmicellen (40 mm NaGC/
60 mm Eilecithin) in Abhéngigkeit von der Temperatur,
Konzentration an Label J(m,n) war 104 m.

In wilirigen Lecithindispersionen kann man die
Phasenumwandlung mit Hilfe eines von Shimshick
und McConnell 2° entwickelten Verfahrens bestim-
men. Dabei mifit man die Verteilung des Spin-
labels TEMPO (II) zwischen der Lipid- und der
Wasserphase tber den Loslichkeitsparameter f=
([TEMPO] im Lipid)/([TEMPO] in Lipid und
Wasser). Auf diese Art findet man in Dimyristoyl-
lecithin (DML) Dispersionen T =23 °C, in Dipal-
mitoyllecithin (DPL) Dispersionen T, =41 “C und
in Distearoyllecithin (DSL) Dispersionen 7T.=
54 °C.

Mit dem gleichen Verfahren wurde auch die
Phasenumwandlung in Mischmicellen (250 mM
NaGC und 200 mmM DML bzw. DPL bzw. DSL) be-
stimmt. Zur Kontrolle wurden die Mischmicellen
noch mittels Differenzthermoanalyse auf Phasen-
umwandlungen hin untersucht.

Mit beiden Verfahren findet man ubereinstim-
mend, dafl die Mischmicellen von NaGC mit den
verschiedenen Lecithinen (DML; DPL; DSL) eine
Phasenumwandlung aufweisen, wobei fir 7. die
gleiche Reihenfolge gefunden wird wie in den walri-
gen Lecithindispersionen [T,(DML) <7,.(DPL) <
T.(DSL)]. Im Vergleich zu den reinen Lecithin-
dispersionen ist die Phasenumwandlung jedoch
stark verbreitert und nach tieferen Temperaturen

verschoben (siehe Abb. 6).

Dieses veranderte Verhalten der Mischmicell-Bi-
layer lafit sich damit erklaren, dal} in ihnen nur
kleine Bilayerbereiche mit verhéltnismédflig wenig
Lecithinmolekiilen vorliegen, die auflerdem noch
stark durch die Gallensdauremolekiile des Micellen-
randes gestort werden.
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Abb. 6. Temperaturabhingigkeit des f-Parameters von
Mischmicellen (250 mm NaGC/200 mM Lecithin). a) Di-
myristoyllecithin; b) Dipalmitoyllecithin; c¢) Distearoyl-
lecithin.

Die quantitative Auswertung der thermoanalyti-
schen Messungen ergibt fiir die Phasenumwandlung
in wélrigen DPL-Dispersionen eine Umwandlungs-
enthalpie von AH = 8,6 kcal/mol bei 41 °C (Phil-
lips2!). Bei den Mischmicellen (250 mmM NaGC/
200mMm DPL) findet man die Phasenumwandlun-
gen im Bereich von 12 bis 31 °C mit einer Um-
wandlungsenthalpie von AH =~ 5= 1,5 kcal/mol.

3.2. Molekiilbeweglichkeit im Lipidbereich der
Mischmicellen

Mit Hilfe von Fluoreszenzpolarisations- und Ex-
cimerenfluoreszenz-Messungen wurde die Rotations-
diffusion und die laterale Diffusion von im Lipid-
bereich der Micellen gelosten Labelmolekiilen unter-
sucht und mit denjenigen in Liposomen verglichen.
Auflerdem wurde die laterale Diffusion von Leci-
thin-dhnlichen Spin- und Fluoreszenzlabeln im Li-
pidbereich der Micellen und Liposomen bestimmt.

a) Vergleich der Rotationsbeweglichkeit von
Perylen im Lipidbereich von Micellen
und Liposomen

Zur Untersuchung der Rotationsbeweglichkeit
wurde Perylen (VI) in Micellen und in Liposomen
gelost. Nach Perrin kann die Fluoreszenzpolarisa-
tion p mit der Rotationskorrelationszeit o des Labels
in Beziehung gesetzt werden:

1/p—1/3 V oyrot
- 0 _ g bt A/
1/p0—1/3 + 0 wobel @ ET
Dabei ist:
ps Polarisationswert der Probe;
Po, Polarisationswert bei unendlicher Viskositat;
7,  Fluoreszenzabklingzeit;

0, Rotationskorrelationszeit;
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V,  molekulares Volumen des Labels; Diese Formel gilt streng nur fir kugelformige
yrot,  Viskositit; Molekiile und wurde als Ndherung benutzt.
k, Boltzmann-Konstante; In der folgenden Tabelle sind die Mefigroflen p
T, Temperatur. und 7 der mit Perylen dotierten Systeme angegeben:
System [Lecithin] [NaGC] [Perylen] AAnr. AEmiss. p T
Micellen 1,3 mm 6,17 mm 1,3 um 440 nm 470 nm 0,057 8,7 ns
Liposomen 1,3 mm —— 1,3 um 440 nm 470 nm 0,058 5,5ns
Die p-Werte sind gleich. Man erhalt deshalb mit
Hilfe der oben angegebenen Gleichung: lexc/on
L iposomen
Tot
A Tr: 10| Micellen
e _ "L _ 0,63 bei 20 °C. (1)
Nyic  TMic [ s

In den Micellen ist die Viskositdt grofler und
die Rotationsbeweglichkeit kleiner als in den Lipo-
somen.

b) Diffusionsmessung von Fluoreszenz- und Spin-

Labeln in Micellen und Liposomen

Die relative laterale Diffusion von geldsten fluo-
reszierenden Labelmolekiilen kann nach einer von
Galla und Sackmann 2? beschriebenen Methode iiber
die Excimerenbildung bestimmt werden. Unter der
Annahme, dafl die zur Excimerbildung notwendi-
gen StoBe von Labelmolekilen im Grundzustand
mit solchen im angeregten Zustand durch Diffusion
zustande kommen, 1aft sich fiir das Verhaltnis der

Diffusionskonstanten folgende Gleichung herlei-
ten 22:
Dyiic _ (Tese/Izon) wic TLip (¢/F) Lip

Diip  (Texe/Dyon) Lip Tatic (¢/F) mic
Dabei sind Igy, und Iy, die relativen Intensitdten
der Excimer- und Monomer-Fluoreszenzbanden, 7*
die Excimer-Fluoreszenzabklingzeit, ¢ das molare
Verhiltnis von Label zu Lipid und F der Flachen-
bedarf eines Lecithinmolekiils. Im Falle von Pyren
(V) wurde die Fluoreszenzintensitit bei 373 nm
resp. 480 nm fiir Iy, resp. Ipx. verwendet. Abb. 7
zeigt das iiberlagerte Monomer- und Excimerspek-
trum von Pyren in Liposomen. Um zu priifen, ob in
den Liposomen und Micellen die Excimerbildung
tatsachlich diffusionslimitiert ist, wurde gezeigt, daf3
Ig<e/Izon eine lineare Funktion der Labelkonzentra-
tion c ist (Abb. 7).

Die Bestimmung der Excimerenabklingzeiten 23
ergab (Abb. 8):

%Lip =85ns {Mic =106 ns .

0 ws o - Pyren

Relative Fluoreszenzintensitat

1 ! 1 ! L

1 -J
360 400 440 480 520
Wellenlange

Abb. 7. Fluoreszenzspektrum von 10 mol% Pyren in multi-
lamellaren Liposomen aus Eilecithin (1,3 mm) fiir eine An-
regungswellenlinge von 330 nm. Das Monomerenspektrum
liegt im Bereich 370 —420 nm und das Excimerenspektrum
im Bereich 420—520 nm vor. Das Verhiltnis der Excimer-
zu Monomerfluoreszenz 1(480 nm)/I(373 nm) ist in der Ne-
benfigur als Funktion der molaren Zusammensetzung
Pyren/Lecithin fiir Liposomen (1,3 mm Lecithin) und Misch-
micellen (6,17 mm NaGC/1,3 mm Lecithin) aufgetragen.
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Abb. 8. Zeitabhingigkeit der Excimerfluoreszenz von Pyren
in Eilecithin Liposomen (Molverhiltnis 0,1) nach Anregung
durch einen N,-Entladungsblitz. Interferenzfilter fiir die
Anregung 341,3 nm (Schott, Mainz), Kantenfilter fiir die
Excimerfluoreszenz KV 450 (Schott, Mainz).
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Fir Pyrenkonzentrationen ¢ von 0 bis 0,1 erhalt

man:

Dyie/Fyie _ niy - Fuip .

Duin/Fuip ~ 1 Fyg, ~ 00 P 2076, @)
dabei wurde D~1/y%ff angenommen, wobei #
die Viskositit ist, die der lateralen Diffusion ent-
spricht. Wir konnen diesen Wert mit dem Viskosi-
tatsverhilinis vergleichen, das wir mittels Perylen
erhalten haben. Da wahrscheinlich sowohl fiir die
Diffusion von Pyren als auch fiir die Rotation von
Perylen Kinkenbewegungen in den Lipiddoppel-
schichten verantwortlich sind, kann man annehmen,
daB 7ty ~ 7iyien ist. Man darf deshalb wegen
der Ubereinstimmung der Werte (1) und (2) in-
nerhalb der Fehlergrenzen auf dhnlichen Fléchen-
bedarf der Lecithinmolekiile in den Doppelschichten
der Micellen und der Liposomen schlieflen, d.h.
Frip ~ Fyic -

diff

024 IE”/IM" Liposomen

Relative Fluoreszenzintensitat

L 1 L 1 L 1 L 1 1
360 400 440 480 520
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Abb. 9. Fluoreszenzspektrum von 10 mol% Pyrenbutter-
saurelecithin PBL in multilamellaren Liposomen aus Ei-
lecithin (1,3 mmMm) fiir eine Anregungswellenlinge von
330 nm. Das Monomerenspektrum liegt im Bereich 370—
430 nm und das Excimerenspektrum im Bereich 430—520
nm vor. Das Verhiltnis der Excimer- zu Monomerfluoreszenz
1(480 nm) /I (377 nm) ist in der Nebenfigur als Funktion
der molaren Zusammensetzung PBL/Lecithin fiir Liposomen
(1,3 mm) und Mischmicellen (6,17 mm NaGC/1,3 mM Leci-
thin) aufgetragen.

Zur Messung der Diffusionskonstanten von phos-
pholipiddhnlichen Molekiilen wurde die oben be-
schriebene Methode der Excimerbildurg auf den
Label PBL(VII) angewendet. Abb. 9 zeigt das
Monomer- und Excimerspektrum. Auch hier wurde
nachgewiesen, dal} die Excimerbildung diffusions-
limitiert ist (Abb.9). Mit den Abklingzeiten fiir
PBL von

{Lip =104 ns %Mic =137Tns

erhalt man

Dyiie/Dyip = 0,32 bei 20 °C.

Als unabhingige Methode zur Bestimmung der Dif-
fusion phospholipidahnlicher Substanzen wurde das
Verfahren von Sackmann?! mit dem Spinlabel
L(5,10) (IV) benutzt. Auch dieses Verfahren be-
ruht darauf, daf3 die Zahl der Zusammenst6Be zwi-
schen Lipidmolekiilen durch den Diffusionskoeffi-
zienten D gegeben ist.

Die StoBhaufigkeit unter den Spinlabelmolekiilen
in der Membran ist meBbar iiber die Spinaustausch-
wechselwirkung, die zu einer charakteristischen Ver-
breiterung der ESR-Linien fiuhrt. Aus dieser kann
man auf die Austauschfrequenz I . riickschlielen,
die iiber folgende Gleichung mit dem Diffusions-
koeffizienten D zusammenhéngt:

4 d c
W= 3 DT 140
Hierbei ist:
¢ = [Label]/[Lipid];
d = kritischer Abstand fiir Spinaustausch
(=~ 20 A) 3
4 = Linge eines Diffusions-Sprungs (~ 8 A);
F = Flidche pro Lipidmolekiil.

Die Vergleichsmessung mit Liposomen ergab:

DMic/DLip = 0,36 bei 20 OC .

2

(Im Liposom ist unter Annahme von F=70 A
D=5,6-10"8cm?s™ 1))

Die mittels Spin- und Fluoreszenzlabeln gemesse-
nen Verhiltnisse der lateralen Diffusionskoeffizien-
ten von Lipidmolekiilen in Micellen und Liposomen
stimmen innerhalb der Fehlergrenzen tiberein. Da-
bei wurde der Flachenbedarf pro Lipidmolekiile in
den Micellen und Liposomen als gleich angenom-
men.

Diskussion und SchluBifolgerungen

Die Messung eines Ordnungsgrades S und einer
(allerdings stark verbreiterten) Phasenumwandlung
sind starke Hinweise fiir eine Anordnung der Leci-
thinmolekiile in Doppelschichten innerhalb der
Mischmicellen von Lecithin und NaGC. Dafiir spre-
chen auch die vergleichbaren Werte der Diffusions-
konstanten der Lipidmolekiile in den Mischmicellen
und in Liposomen, ebenso die vergleichbaren Werte
der Rotationsviskosititen von Perylen in Misch-
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micellen und Liposomen. Die Packungsdichte der
Lipidmolekiile ist folglich in den Mischmicellen- und
Liposomen-Doppelschichten sehr dhnlich.

DaB die Werte der Diffusionskonstanten der Leci-
thinmolekiille in den Micellen kleiner sind als in
Liposomen, muf} vermutlich auf den Rand der Dop-
pelschicht zuriickgefiihrt werden, der die Bewe-
gungsfahigkeit der Lecithinmolekiile einschrankt.
Die groBlere Viskositdt im Lipidbereich der Micellen
verglichen mit derjenigen im Liposom muf} wieder-
um durch den Randeffekt erklart werden, der die
Kinkenbeweglichkeit behindert.

Die Phasenumwandlung des Lecithins in Micellen
erfolgt iiber einen wesentlich breiteren Temperatur-
bereich, und die Warmetonung ist kleiner als in
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