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Zusammenfassung 11 

Zusammenfassung 

Leben, wie wir es kennen, basiert auf biologischen Zellen, die von Biomembranen 

umhüllt sind. Eine Biomembran besteht aus einer quasi-zweidimensionalen 

Lipidmembran, in der Membranproteine ihren lebenswichtigen Aufgaben nachge-

hen. Die mechanischen Eigenschaften von Biomembranen werden dabei immer 

mehr als wichtige Determinante für die Funktion von Membranproteinen und da-

mit für Zellen insgesamt erkannt. Durch die Bestimmung von elastischen Lipid-

membraneigenschaften wurden bereits wertvolle Beiträge zum Verständnis von 

Biomembranen geleistet. Meist wurden dafür jedoch makro- und mikroskopische 

Methoden verwendet, die die elastischen Eigenschaften über eine große Fläche 

hinweg gemittelt bestimmen. Molekularbiologische Vorgänge finden jedoch auf 

einer sehr viel kleineren Größenordnung, nämlich der der Proteine statt. Aus 

diesem Grunde ist es interessant und wichtig zu fragen, welche elastische 

Beschaffenheit Membranen auf dieser Größenordnung aufweisen und ob die 

makro- und mikroskopisch ermittelten Werte für die elastischen Konstanten auch 

auf der Nanoebene bestand haben. 

Auch die Stabilität und Verankerung von Lipiden in Lipidmembranen hat 

zahlreiche Aspekte die von der Lipidsortierung im Golgi-Apparat bis hin zur 

Verankerung von peripheren Proteinen reichen. Eine Kenntnis der Affinität von 

bestimmten Lipiden zu unterschiedlichen Umgebungen kann daher zum Ver-

ständnis dieser Phänomene beitragen. 

 

Die in dieser Doktorarbeit etablierten und verwendeten Methoden sind die nano-

mechanische Punktion von Lipidmembranen (PKT) und die Einzellipidextraktion 

aus Lipidmembranen (ELEX). Gemeinsam ist beiden, dass die mechanischen 

Eigenschaften auf der Nanoebene – also dort wo die relevanten biologischen 

Prozesse vor sich gehen – gewonnen werden.  

 

Bei PKT-Messungen wird die Lipidmembran mit einer nanoskopischen Spitze 

elastisch bis zur Punktion eingedrückt. Aus der Analyse der Kraft-Abstands-

Kurve können nanomechanische Eigenschaften (Punktionskraft, Membrandicke, 

Young’scher Modul, Kompressionsmodul und Biegemodul) abgeleitet werden. 
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So zeigte sich durch die PKT-Messungen – in guter Übereinstimmung mit der Li-

teratur –, dass Ethanol einen starken Einfluss auf die nanomechanischen Eigen-

schaften hat. Auch Bolalipide, bei denen zwei hydrophile Kopfgruppen durch 

mindestens eine hydrophobe Kohlenhydratkette miteinander verbunden sind, 

modulieren die Eigenschaften der Lipidmembran so, dass diese robuster gegen 

mechanische Deformation wird. In einem dritten System wurde der Effekt des 

Proteins Alpha-Synuclein auf die Stabilität von anionischen Lipidmembranen un-

tersucht und festgestellt, dass es bei niedrigen Proteinkonzentrationen zu einer Er-

höhung der nanomechanischen Stabilität kommt, sich bei größeren Konzentratio-

nen allerdings eine Destabilisierung bis hin zu Auflösung der Membran ergibt. 

Bei ELEX-Messungen die Kraft gemessen, die nötig ist, um ein einzelnes 

Lipidmolekül aus der Membran herauszuziehen (Extraktion). Aus der 

Kraftladungsratenabhängigkeit dieser Kraft lassen sich dann die thermischen 

Aktivierungsparameter, wie zum Beispiel die natürliche Lebensdauer des Lipids 

in der Membran, bestimmen. Zunächst wurde die Verankerungsstärke von 

Phospholipiden in Phospholipidmembranen untersucht. Die Messwerte stimmten 

dabei gut mit Literaturwerten aus mikroskopischen Messungen überein. Die 

Extraktionsmessungen eines Cholesterol-Moleküls aus jeweils der (cholesterol-

reichen) LO- und der (cholesterol-armen) LD-Phase einer phasenseparierten 

Membran ergab einen deutlichen Unterschied in den gemessenen Kräften und 

Lebensdauern zwischen beiden Phasen. 

 

Die Fähigkeit beider Methoden unterschiedliche Lipidphasen auf der Nanoebene 

zu unterscheiden, eröffnet neue Möglichkeiten zur Charakterisierung von Mem-

bran-Mikrodomänen und der Heterogenität in Modell- und Zellmembranen im 

Allgemeinen. 
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1 Einleitung 

Die Vielfalt des Lebens auf der Erde bringt auch und gerade Naturwissenschaftler 

immer wieder zum Staunen. Von einzelligen Bakterien und Archaeen über 

Pflanzen bis hin zum Menschen hat sich seit der Entstehung des Lebens eine un-

geheure Ausgeprägtheit und Komplexität entwickelt. Jeder Organismus besteht 

aus Zellen deren Anzahl von einer bis zu vielen Billionen reicht und deren Wech-

selwirkung mit Nachbarzellen und mit der Umwelt dafür sorgt, dass ein Bakte-

rium seiner Nahrung nachjagt, eine Blume sich nach der Sonne ausrichtet und 

dass ein Mensch eine wissenschaftliche Arbeit verfasst. 

Trotz der funktionellen und strukturellen Unterschiede einzelner Zellen, teilen 

doch alle eine Gemeinsamkeit: Sie werden von Biomembranen begrenzt und da-

mit auch im wörtlichen Sinne durch diese definiert
1
. 

Sie sorgen für einen geregelten Materialaustausch und sind Ort essentieller 

biochemischer Prozesse. Zellorganellen, inklusive des Zellkerns, sind von Bio-

membranen umgeben und können auf diese Weise die für ihre Funktion 

notwendigen Bedingungen aufrechterhalten. Das Grundgerüst einer Biomembran 

wird dabei in der Regel von einer Lipidmembran
2
 gebildet. Sie bildet als quasi-

zweidimensionale Flüssigkeit eine Matrix für die Einbettung von Proteinen und 

die Verankerung des Zytoskeletts. Sie ist durchlässig für Wasser und kleine 

lipophile Moleküle jedoch nicht für Ionen oder größere Moleküle. Sie stellt durch 

diese passiven Eigenschaften bereits die für das Überleben einer Zelle wichtige 

selektive Permeabilität her, die durch Membranproteine, wie zum Beispiel 

Ionenkanälen und poren-bildende Proteine, weiter modifiziert und ergänzt werden 

kann. 

Biomembranen ermöglichen es im Grunde genommen erst, von einer Zelle zu 

sprechen, und die Gesamtfläche, die im menschlichen Körper von Biomembranen 

eingenommen wird, ist enorm. Geht man davon aus, dass ein erwachsener Mensch 

aus 100 Billionen Zellen besteht und dass jede dieser Zellen im Durchschnitt 

einen Radius von 5 µm besitzt, so ergibt sich eine Gesamtfläche von 25000 m² 

(~ 7 Tagwerk) und dies nur als untere Abschätzung, da der größte Teil der 

Biomembranen sich im Innern von Zellen befindet. 

                                                 
1
 lateinisch definire = ab-, begrenzen 

2
 Die Begriffe „Lipidmembran“, „Lipidschicht“ und „Lipiddoppelschicht“ werden nachfolgend 

synonym benutzt. Falls im Text nicht anders angegeben, ist damit immer eine proteinfreie 

Lipiddoppelschicht gemeint. 
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Hinzu kommt, dass jedes Nervensignal, jeder Botenstoff, jeder Nährstoff, jeder 

Giftstoff und jeder medizinische Wirkstoff entweder durch Biomembranen hin-

durch muss oder auf Biomembranen selbst einwirkt, um seine Wirkung zu entfal-

ten. 

Eine Kenntnis der Vorgänge in und auf Biomembranen ist daher von 

herausragender Bedeutung für das Verstehen von physiologischen und 

pathophysiologischen Vorgängen. 

Die mechanischen Eigenschaften von Biomembranen sind lange Zeit unterschätzt 

worden. Erst in den letzten zwanzig bis dreißig Jahren wird allmählich klar, dass 

Biomembranen mehr sind als bloße zweidimensionale Flüssigkeiten, in denen ein-

zelne Proteine gelöst sind und ihren Aufgaben nachgehen. Heutige Vorstellungen 

gehen davon aus, dass es eine enge Wechselwirkung zwischen der Funktion von 

Membranproteinen einerseits und den elastischen Eigenschaften von Lipid-

membranen andererseits gibt. Dabei können sowohl Proteine die Elastizität von 

Lipidmembranen verändern als auch Veränderungen in der Elastizität von Lipid-

membranen die Funktion von Proteinen modulieren (1). 

Lipidmembranen und die in sie eingebetteten Membranproteine können in diesem 

Sinne als Funktionseinheit aufgefasst werden. 

Diese enge gegenseitige Verknüpfung von Lipidmembranen und Membranpro-

teinen zeigt auf, dass ein vertieftes Verständnis für die Mechanik von Bio-

membranen nötig ist, um die diversen Funktionsmechanismen von Membranpro-

teinen (sowie deren Modulation, zum Beispiel durch Wirkstoffe) wirklich zu ver-

stehen. Aus diesem Grund wurden auch bereits zahlreiche Studien zur Charakteri-

sierung der mechanischen Eigenschaften von Lipidmembranen durchgeführt und 

hierbei sind fraglos äußerst wichtige Ergebnisse erzielt worden. 

 

Jedoch wurden in den meisten derartigen Untersuchungen die elastischen 

Eigenschaften über sehr große Flächen (> µm²) gemittelt bestimmt. Die 

Größenordnung der von Membranproteinen eingenommenen und daher von ihnen 

„gespürten“ Fläche liegt jedoch im nm²-Bereich. 

Aus diesem Grunde ist es interessant und wichtig zu fragen, wie sich die Situation 

„vor Ort“, d. h. auf der Größenordnung der Proteine darstellt. Dazu soll in der vor-

liegenden Arbeit ein Beitrag geleistet werden. 

 

Zwei Hauptmethoden kamen im Rahmen dieser Dissertation zum Einsatz:  
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Die Punktion von Lipidmembranen. Hierbei wird eine Lipidmembran mit einer 

Kraftmikroskopienadel (AFM-Spitze) eingedrückt bis es zur Punktion, also zum 

plötzlichen Durchbruch, kommt. Aus der Analyse der vorhergehenden elastischen 

Verformung wie auch der Kraft, an der die Lipidschicht schließlich punktiert 

wird, lassen sich zahlreiche elastische Kenngrößen ableiten. In den in dieser 

Arbeit beschriebenen Punktionsexperimenten wurden zwei unterschiedliche 

systembeschreibende „Variablen“ verändert: die Pufferzusammensetzung und die 

Zusammensetzung der Lipidmembran. In einem dritten Experiment wurde dem 

Puffer das Protein Alpha-Synuclein zugesetzt und Veränderungen in der 

Membranstabilität gemessen. 

Die zweite Methode ist die Extraktion einzelner Lipide aus oberflächengestützten 

Lipidmembranen. Dabei wird ein einzelnes Lipid chemisch an die AFM-Spitze 

angekoppelt und anschließend vorsichtig in Kontakt mit einer Lipidmembran 

gebracht. Wird das Lipid innerhalb der Verweildauer der Spitze auf der 

Lipidschicht in diese eingebaut, so wird dasselbe Lipid aus dieser wieder 

herausgezogen – extrahiert –, wenn sich die AFM-Spitze wieder von der Lipid-

schicht weg bewegt. Die Analyse der dazu notwendigen Kräfte, insbesondere in 

Abhängigkeit der Ziehgeschwindigkeit und der Lipidschichtzusammensetzung 

kann wesentliche Einblicke in die Kohäsion und Stabilität von Lipiden in Lipid-

membranen geben. Zunächst wurden Phospholipide an AFM-Spitzen gekoppelt, 

deren Wechselwirkung mit Lipidmembranen gemessen sowie die Reproduzierbar-

keit derartiger Experimente gezeigt. In einem weiteren Experiment wurde dann 

Cholesterol an die AFM-Spitze angebunden und dessen Wechselwirkung mit 

einer phasenseparierten Lipidmembran gemessen. Gerade hierbei ist das AFM ein 

konkurrenzloses Werkzeug da es, im Gegensatz zu anderen auch sehr em-

pfindlichen Kraftmessern zusätzlich die Möglichkeit bietet, eine topographische 

Abbildung des Messbereichs zu erzeugen. 

Im Kapitel „Grundlagen und Theorie“ werden alle zum Verständnis wichtigen 

biophysikalischen Grundlagen dargelegt und die verwendeten Methoden 

allgemein beschrieben. Das Kapitel 2.7 geht in einem Exkurs auf Einzelmolekül-

methoden ein und motiviert deren Verwendung. Schließlich wird noch kurz das 

Protein Alpha-Synuclein und seine potentielle Rolle in der Parkinson’schen 

Krankheit diskutiert. 

Kapitel 0 beinhaltet spezielle Methoden und Auswerteverfahren. Die Darstellung 

von Verfahrensweisen und Protokollen ist dabei so gewählt, dass zunächst in 
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großer Allgemeinheit beschrieben wird und danach anhand eines konkreten 

Beispiels detaillierte Protokolle bereitgestellt werden.  

Kapitel 4 (Punktion) und 0 (Lipidextraktion) enthalten die Präsentation und 

Diskussion der erzielten Ergebnisse. 

Im Rahmen dieser Dissertation sind auch mehrere Arbeiten von Studenten ent-

standen. Darunter sind eine Diplomarbeit und eine Bachelorarbeit. Auch wenn auf 

deren Ergebnisse in Kapitel 4.3 am Rande eingegangen wird, sei auf diese 

Arbeiten an dieser Stelle explizit verwiesen (2, 3). 
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2 Grundlagen und Theorie 

Dieses Kapitel beschäftigt sich mit Grundlagen, die für das Verständnis der rest-

lichen Arbeit wichtigen sind. Im Mittelpunkt stehen dabei zum einen verschiedene 

Aspekte die Biomembranen betreffen und zum anderen die Kraftmikroskopie. Die 

für diese Dissertation wichtigsten Methoden und Verfahrensweisen sind bereits in 

diesem Kapitel in sehr allgemeiner Form dargestellt. Sie werden dann zu einem 

späteren Zeitpunkt in „Material und Methoden“ und den Ergebniskapiteln (Kap. 

4 und 5) konkretisiert. 

2.1 Kräfte in wässriger Umgebung 

Im biologischen Kontext liegt die Ursache aller Kräfte zwischen Oberflächen in 

der Wechselwirkung von elektrischen Ladungen (4). Formal lassen sich diese 

Kräfte in unterschiedliche Beiträge aufspalten, die sich zum Beispiel auf Grund 

ihres Abstandsverhaltens oder ihrer Abhängigkeit von der Elektrolytkonzentration 

voneinander unterscheiden. Nachfolgend wird auf die wichtigsten dieser Beiträge 

in wässrigen Lösungen eingegangen. 

2.1.1 DLVO-Kräfte 

Die Aggregation von gelösten Kolloiden ist ein seit über einhundert Jahren 

bekanntes Phänomen, welches quantitativ durch die DLVO-Theorie (benannt 

nach Derjaguin, Landau, Verwey und Overbeek) erklärt und beschrieben wurde. 

Die DLVO-Wechselwirkung gelöster Teilchen setzt sich demnach aus zwei 

Beiträgen zusammen: einer attraktiven Kraft, der van-der-Waals-Kraft, und einer 

repulsiven Kraft, der elektrostatischen Doppelschicht-Abstoßung (5). Bei 

niedrigen Salzkonzentrationen überwiegt die elektrostatische Abstoßung und die 

Partikel bleiben in Lösung. Wird die Salzkonzentration erhöht, so wird der 

elektrostatische Anteil immer mehr abgeschirmt bis die van-der-Waals-Anziehung 

schließlich überwiegt und die Partikel anfangen zu koagulieren. DLVO-Kräfte 

wirken dabei aber nicht nur zwischen einzelnen Teilchen, sondern auch zwischen 

nano-, mikro- und makroskopischen Objekten. Für die Kraftmikroskopie (siehe 

Kapitel 2.3) ist hierbei insbesondere die Wechselwirkung einer spitzen Nadel mit 

einer Oberfläche von Interesse (4). Im Folgenden wird auf die beiden Anteile der 

DLVO-Kraft genauer eingegangen. 
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Elektrostatische Abstoßung 

Oberflächenladungen werden in Wasser auf Grund seiner relativ hohen 

Dielektrizitätskonstante ε leicht durch Adsorption von Ionen oder Dissoziation 

von Oberflächengruppen erzeugt. Diese Ladungen ziehen nun wiederum Gegen-

ionen an, die aus entropischen Gründen jedoch nicht auch auf der Oberfläche 

adsorbieren, sondern über der Oberfläche eine Gegenionenwolke aufbauen. Diese 

Anordnung – eine geladene Oberfläche und eine darüber liegende Wolke aus 

Gegenionen – wird als elektrostatische Doppelschicht bezeichnet (5). Nähert man 

nun zwei solcher Oberflächen einander an, so überlappen sich die Gegenionen-

wolken woraus eine abstoßende Kraft resultiert, welche näherungsweise exponen-

tiell abnimmt. Für die Abklingkonstante, die sogenannte Debye-Länge λD gilt (für 

einen 1:1-Elektrolyten): 

 

    √
      

     
 [1] 

 

Hierbei ist     die thermische Energie, e die Elementarladung,    die elektrische 

Feldkonstante und    die Anzahldichte der Ionen im Medium. Die Berechnung 

der Abstoßung basiert dabei auf den Theorien von Gouy, Chapman, Debye und 

Hückel und wird im Rahmen der Kontinuumtheorie unter Anwendung der 

Poisson-Boltzmann-Gleichung behandelt. 

Für den Fall konstanter Ladungsdichten erhält man schließlich für die elektro-

statische Abstoßung zwischen einer AFM-Spitze (siehe Kapitel 2.3) und einer 

Oberfläche in Abhängigkeit des Abstandes z folgende Abstoßungskraft (6): 

 

    ( )   
              

   
       [2] 

 

Die Oberflächenladungsdichten von Spitze und Substrat sind dabei mit     und 

    bezeichnet und der Spitzenradius mit    . 

In der Herleitung von Formel [2] fließen Annahmen ein: Es muss        und 

      gelten. Außerdem sollten die Oberflächenpotentiale nicht größer als 50 

mV sein (4–6). 
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Van-der-Waals-Anziehung 

Klassisch beruht die Van-der-Waals (VdW)-Wechselwirkung wVdW auf Fluktuatio-

nen der Elektronendichteverteilung eines Atoms oder Moleküls und kann in drei 

Komponenten aufgespalten werden, die jeweils mit      abfallen (5): 

 

     ( )    (                      )
 

  
 [3] 

 

Die Konstanten Cx bezeichnen dabei jeweils die relativen Beiträge der einzelnen 

Komponenten, nämlich der Keesom-Wechselwirkung zwischen zwei 

permanenten Dipolen, der Debye-Wechselwirkung zwischen einem Dipol und 

einem polarisierbaren Molekül und der London-Wechselwirkung zwischen zwei 

polarisierbaren Molekülen. 

VdW-Kräfte sind immer präsent und sind der Grund, warum sich auch ungeladene 

und unpolare Teilchen anziehen. Sind jedoch andere Kräfte auch noch vorhanden, 

werden sie meist auf Grund ihrer relativen Schwäche von diesen überdeckt. 

Besitzen Atome überhaupt kein Dipolmoment, dann trägt allein die London-

Wechselwirkung zur VdW-Kraft bei, wie es beispielsweise bei Edelgasatomen der 

Fall ist. 

Für die VdW-Kraft      zwischen einer AFM-Spitze und einer Oberfläche ergibt 

sich folgender Zusammenhang (6): 

 

       
     

   
 [4] 

 

   ist dabei die von den Eigenschaften beider Materialien abhängige 

Hamakerkonstante
3
 (5). 

DLVO-Kraft 

Kombiniert man schließlich Gleichungen [2] und [4] ergibt sich somit insgesamt 

für die DLVO-Wechselwirkung einer AFM-Spitze mit einer Oberfläche (4, 6, 7): 

 

                
              

   
       

     

   
 [5] 

                                                 
3
 AH = π² C ρsp ρOF , wobei ρsp und ρOF jeweils die Dichten der beiden Objekte beschreiben und C 

eine Konstante für die Paarwechselwirkung darstellt. 
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2.1.2 Hydratationskräfte 

Bei sehr kleinen Abständen kommt es im wässrigen Medium zwischen 

hydrophilen Oberflächen zu einer starken Repulsionswechselwirkung U, die eine 

Reichweite von 1-3 nm aufweist und exponentiell mit dem Abstand z abfällt. 

 

           [6] 

 

C liegt hier typischerweise zwischen 10
-3

 und 10 J/m² und    zwischen 0,2 und 

1,4 nm. Die genaue Ursache für die Hydratationsabstoßung ist unklar. Ein 

wichtiger Beitrag scheint jedoch die Verdrängung von (geordneten (8)) 

Wasserschichten von der Oberfläche zu sein (5). 

2.1.3 Hydrophobe Kräfte 

Wasser und Öl mischen sich nicht. Dieses aus dem Alltag wohlbekannte 

Phänomen hat seine Ursache im sogenannten hydrophoben Effekt. 

Wassermoleküle bilden untereinander ein dynamisches, dreidimensionales 

Tetraeder-Netzwerk aus Wasserstoffbrücken-Bindungen („H-Brücken“). Jedes 

Wassermolekül ist jeweils zweifacher Protondonator und –aktzeptor. 

Werden nun hydrophobe Moleküle (zum Beispiel Methan oder Öl-Moleküle), die 

nicht zu H-Brücken fähig sind, bei Raumtemperatur in wässrige Umgebung 

gebracht, kann die Wasserstruktur auf zwei unterschiedliche Arten gestört werden 

(9): 

Kleine hydrophobe Moleküle (~ < 0,5 nm) können sich auf Grund ihrer geringen 

Größe so zwischen den Wassermolekülen einordnen, dass keine H-Brücken 

gebrochen werden müssen. Allerdings führen die jetzt eingeschränkten 

Orientierungsmöglichkeiten der umliegenden Wassermoleküle zu einer 

Verringerung der Entropie. 

Wenn größere hydrophobe Moleküle oder Partikel gelöst werden, ist es den 

Wassermolekülen nicht mehr möglich, ein komplettes H-Brücken-Netzwerk 

aufrecht zu erhalten. Die Wassermoleküle ordnen sich nun so um das Molekül 

herum an, dass die im Mittel entgangene Anzahl an H-Brücken möglichst gering 

wird – eine Grenzfläche entsteht. Durch die Reduktion der mittleren Anzahl der 

H-Brücken dominiert hier die enthalpische Komponente. 

In beiden Fällen führt die sich erhöhende freie Energie zu der Tendenz, die 

Oberfläche zwischen dem wässrigen Medium und den hydrophoben Molekülen zu 
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verringern – die Moleküle aggregieren. Diese Bestrebung lässt sich 

phänomenologisch durch eine Kraft beschreiben, die sogenannte hydrophobe 

Kraft. 

Eine etwas andere Situation ergibt sich, wenn Wassertemperaturen knapp unter 

dem Siedepunkt betrachtet werden. Da H-Brücken bei diesen Temperaturen in 

wesentlich geringerem Ausmaß zwischen Wassermolekülen gebildet werden, 

tragen die oben genannten Effekte kaum noch zur freien Energie bei, sodass das 

Lösen hydrophober Moleküle sogar energetisch günstig werden kann (9, 10). 

Biologisch von höchster Bedeutung ist der hydrophobe Effekt als Ursache für die 

spontane Assemblierung und die Stabilität von Lipidmembranen (11). 

2.2 Biomembranen 

Biomembranen grenzen die Kompartimente (Organellen, vesikuläre Strukturen) 

innerhalb einer Zelle und die Zelle selbst nach außen hin ab. In letzterem Falle 

werden sie dann als Zellmembranen (oder Plasmamembranen) bezeichnet und 

machen es erst möglich, von einer Zelle zu sprechen. 

Sie stellen dabei jedoch keine bloßen Trennschichten dar, sondern sind vielmehr 

hochkomplexe Oberflächen, die in nahezu allen zellulären Prozessen eine zentrale 

Rolle einnehmen. Beispiele hierfür sind die zelluläre Aufnahme von Nährstoffen 

durch Endozytose (12), die Signalweiterleitung in Nerven (13) oder die oxidative 

Phosphorylierung in Mitochondrien (14). 

Das Grundgerüst einer jeden Biomembran ist eine Doppelschicht aus amphiphilen 

Lipidmolekülen (Lipidmembran), die etwa 5 nm dick ist. Sie lässt auf Grund ihres 

Aufbaus nur bestimmte Moleküle passieren – ist also selektiv permeabel. In sie 

eingebettet sind Membranproteine, die eine Schlüsselrolle bei physiologischen 

und pathophysiologischen Vorgängen einnehmen und deren Funktion ganz 

wesentlich auch von ihrer unmittelbaren Lipidumgebung beeinflusst werden kann 

(1, 15). 

Verankert auf der Außenseite von Zellmembranen findet man die sogenannte 

Glykokalix, die aus langen Kohlenhydratketten besteht und wichtige Aufgaben 

bei der Zell-Zell-Erkennung und der Immunantwort hat (16). Auf der Innenseite 

knüpft das für die globale Zellmechanik wichtige Zytoskelett an die Zellmembran 

an (17). 

Abbildung 2.1 veranschaulicht die Allgegenwärtigkeit von Biomembranen in 

eukaryontischen Zellen und damit ihre Bedeutung für die Zelle. 
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Abbildung 2.1 Aufbau einer eukaryontischen Zelle. Jede der dargestellten Organellen ist von einer 

Biomembran umgeben. Aus (18). 

 

2.2.1 Fluid-Mosaik-Modell 

1972 veröffentlichen Singer und Nicholson ihr Fluid-Mosaik-Modell. Es stellte 

die Abkehr von der Vorstellung dar, dass Biomembranen im Wesentlichen 

statische Strukturen sind, in denen wenig bis gar keine laterale Dynamik zu finden 

ist (19). Grundlage des Modells ist die Idee, dass Biomembranen 

zweidimensionale viskose Flüssigkeiten darstellen und dass ihre Funktionalität 

durch integrale Membranproteine gewährleistet wird, die in ihr gleichmäßig gelöst 

sind und lateral frei diffundieren können (siehe Abb. 2.2 A). 
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Abbildung 2.2 Modellvorstellungen von Biomembranen. Membranproteine (grün) sind in 

Lipidmembranen (hellbraun) eingebettet. (A) Fluid-Mosaik-Modell (1972). (B) Moderne Vorstellung 

von Biomembranen. Aus: (20) 

 

2.2.2 Moderne Vorstellung von Biomembranen 

Obwohl obige Vorstellung von der Organisation von Biomembranen als die erste 

moderne bezeichnet werden könnte, ist sie heute nicht mehr strikt gültig (20, 21): 

Weiterhin stellen auch in der heutigen Vorstellung Membranproteine, die in die 

Lipidmatrix eingebettet sind, die funktionale Komponente einer Membran dar. 

Jedoch geht man nun davon aus, dass auch die mechanischen Eigenschaften der 

Lipidmembran einen, zumindest mittelbaren, Einfluss auf die Funktionalität von 

Membranproteinen haben (1). 

Nicht mehr aufrechterhalten werden kann die Vorstellung, dass Membranproteine 

quasi eine verdünnte Lösung innerhalb der Lipidmembran bilden. Vielmehr geht 

man heutzutage davon aus, dass die Dichte der Membranproteine auf einer 

Biomembran stark heterogen verteilt ist. Membranproteine lagern sich demgemäß 
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zu hochfunktionalen Komplexen, sogenannten Mikrodomänen, zusammen (11, 

21) (Abb. 2.2 B). 

2.2.3 Membranlipide 

Die in eukaryontischen Zellmembranen häufigsten Lipide
4
 sind die Glycerophos-

pholipide, die Sphingolipide und das Cholesterol, welches zur Gruppe der 

Steroide zählt (11). 

Die Struktur dieser Membranlipide ist charakterisiert durch einen hydrophilen 

Teil, der kovalent mit einem hydrophoben verbunden ist. Sie sind somit 

amphiphil. Die amphiphile Struktur führt dazu, dass sich diese Lipide in wässriger 

Umgebung – und damit vom hydrophoben Effekt getrieben – spontan zu 

komplexen Strukturen (zum Beispiel einer Lipiddoppelschicht, Abb. 2.3) 

zusammenlagern können. 

 

 

Abbildung 2.3 Auf Grund ihres amphiphilen Aufbaus lagern sich Membranlipide spontan zu Li-

piddoppelschichten zusammen. Grund hierfür ist der hydrophobe Effekt, also die Tendenz, die Kon-

taktfläche zwischen Wasser und den hydrophoben Fettsäureketten möglichst gering zu halten. 

 

Glycerophospholipide zeichnen sich dadurch aus, dass eine hydrophile 

Kopfgruppe (rechte Seite in Abb. 2.4) über eine Esterbindung mit einem 

Glycerol-Molekül gekoppelt ist und der hydrophobe Teil (linke Seite in Abb. 2.4) 

durch zwei, ebenfalls mit dem Glycerol veresterte Fettsäuren gebildet wird.  

                                                 
4
 Lipide sind eine chemisch nicht einheitlich definierte, heterogene Gruppe von Molekülen, deren 

Gemeinsamkeit es ist, sich in unpolaren Lösungsmitteln gut, in wässrigen hingegen nur sehr 

schlecht zu lösen. Zu den Lipiden gehören insbesondere auch die Fette, Wachse und einige 

Hormone sowie andere Signalmoleküle. Im Rahmen dieser Arbeit werden darunter immer 

amphiphile Membranlipide verstanden. 
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Sowohl die Art der Kopfgruppe, wie auch die Länge und die Anzahl der ungesät-

tigten Verbindungen der Fettsäuren haben erheblichen Einfluss auf die physika-

lischen Eigenschaften der Lipidmembran (siehe Abb. 2.4). Der grundsätzliche 

Aufbau eines Glycerophospholipids ist in Abb. 2.4 A dargestellt. Abbildung 2.4 B 

zeigt an Hand einiger Beispiele wie sich ihre Bezeichnungen herleiten und 

vermittelt einen Einblick in die Vielfalt der Glycerophosholipide, die durch 

Kombination von Fettsäureketten und Kopfgruppen erzeugt werden kann. 

 

 

Abbildung 2.4 (A) Phospholipide bestehen aus einen Glycerol-Rückgrat, das zum einen mit einer 

hydrophilen Kopfgruppe, zum anderen mit zwei hydrophoben Fettsäuren verbunden ist. (B) 

Exemplarische Darstellung der zahlreichen Kombinationsmöglichkeiten zur Bildung von 

Phospholipiden. Die übliche Kurzbezeichnung setzt sich dabei meist aus einer Abkürzung für die 

Fettsäuren gefolgt von einer Abkürzung für die hydrophile Kopfgruppe zusammen. 

 

Auch Sphingolipide sind amphiphil und bestehen meist aus einer Fettsäure, die 

amidisch an ein Sphingosin gekoppelt ist. Weiterhin befindet sich an der primären 

Hydroxylgruppe des Sphingosins ein Rest, der die hydrohile Kopfgruppe bildet. 

Wird diese durch Phosphocholin, gebildet so handelt es sich um ein 

Sphingomyelin (Abb. 2.5), der in eukaryontischen Zellen am häufigsten 

auftretende Vertreter dieser Gruppe (16). 
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Abbildung 2.5 Sphingomyelin besteht aus einer (meist gesättigten) Fettsäure (C16-C24), die 

amidisch an ein Sphingosinmolekül gekoppelt ist. Seine hydrophile Kopfgruppe wird von Phospho-

cholin gebildet. 

 

Cholesterol (Abb. 2.6) kommt in allen Tieren vor und ist als Membranlipid von 

großer Bedeutung (16, 22). Es gehört der Gruppe Sterole an und wird vom Körper 

unter anderem benutzt, um die Fluidität von Membranen zu regulieren. Obwohl 

Cholesterol ein verbreitetes Membranlipid ist, kann es selbst keine lamellaren 

Lipidphasen (siehe Kapitel 2.2.5) ausbilden. 

Das Rückgrat des Cholesterols besteht aus vier fusionierten Ringen an deren 

einem Ende ein Hydroxylrest die polare Kopfgruppe bildet. Diese ist der 

wässrigen Phase zugewendet. Am anderen Ende befindet sich eine kurze 

Kohlenhydratkette, die ins Membraninnere gerichtet ist (vgl. Abb. 2.3). 

Cholesterol in Membranen beeinflusst zelluläre Vorgänge durch Wechselwirkung 

mit Lipiden und mit Proteinen. Auf Grund seines starren Ringsystems befindet es 

sich bevorzugt in der Nähe von Lipiden mit gesättigten Fettsäureresten, da diese 

weniger flexibel sind als die von Lipiden mit ungesättigten Fettsäureresten. 

Dadurch erhöht sich die laterale Ordnung der Lipidmembran und damit auch ihre 

biophysikalischen Eigenschaften, was sich zum Beispiel in erhöhten elastischen 

Konstanten oder verringerter Permeabilität äußert (11, 23). 

 

 

Abbildung 2.6 Die chemische Struktur des Cholesterols ist bestimmt durch ein fusioniertes 

Ringsystem, das mit einem Hydroxylrest und einer Iso-oktylkette verbunden ist  
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Neben seiner Rolle als Membranlipid nimmt Cholesterol auch Funktionen als 

Signalmolekül wahr und ist selbst Ausgangsstoff für die Biosynthese der 

Steroidhormone (16, 23). 

2.2.4 Bolalipide 

Bolalipide sind eine Klasse von Lipiden, die sich dadurch auszeichnet, dass jedes 

Molekül zwei hydrophile Kopfgruppen besitzt, die durch mindestens eine 

hydrophobe Kohlenhydratkette miteinander verbunden sind. Die Bezeichnung 

Bolalipid rührt dabei von der Ähnlichkeit zu einer südamerikanischen Jagdwaffe 

her, die als Bola bezeichnet wird (24). 

Synthetisch hergestellte Bolalipide wurden ursprünglich entwickelt, um 

asymmetrische Membranen herzustellen, und wurden seitdem unter anderem als 

Beschichtungen für Elektroden oder Nanopartikel verwendet. In der Natur 

kommen Bolalipide in den Zellmembranen vieler Archaeen vor. Zusätzlich zu 

ihrer charakteristischen Architektur besitzen die Bolalipide dieser Organismen 

Etherbindungen anstelle der Esterbindungen herkömmlicher Lipide. Diese beiden 

Merkmale scheinen verantwortlich dafür zu sein, dass extromphile Archeen 

widrige Umweltbedingungen, beispielsweise heiße Schwefelsäure in vulkanischer 

Umgebung oder hohe Drücke, überleben (24, 25). 

Gerade für oberflächengestützte Membranen in potentiellen Biosensoren sind 

stabile Membranen von großer Bedeutung. Bolalipide sind aus diesem Grunde 

sehr interessant für medizinisch-technische Anwendungen (24). 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die nanomechanischen Eigenschaften 

von oberflächengestützten fluiden Lipidschichten untersucht, denen unterschied-

liche Anteile eines speziellen synthetischen Bolalipids (2,2′-di-O-decyl-3,3′-di-O-

(eicosanyl)-bis(rac-glycero)1,1′-Diphosphocholin (C20BAS)) beigemengt wurde. 

C20BAS ist ein Vertreter der sogenannten azyklischen Bolalipide, weil die Kopf-

gruppen nur durch eine Kette (C20) verbunden sind.  
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Abbildung 2.7 Chemische Struktur des in dieser Arbeit verwendeten Bolalipids C20BAS (2,2′-di-O-

decyl-3,3′-di-O-(eicosanyl)-bis(rac-glycero)1,1′-Diphosphocholin) 

 

Prinzipiell können sich Bolalipide auf zwei unterschiedliche Weisen in einer Li-

pidmembran anordnen: Bei der der Trans-Form, liegen die beiden Kopfgruppen 

auf unterschiedlichen Seiten der Membran. Bei der der U-Form, befinden sie sich 

nebeneinander auf der gleichen Seite der Membran (siehe Abb. 2.8). 

 

 

Abbildung 2.8 Mögliche Anordnungen der Bolalipide in einer Lipiddoppelschicht. Bolalipide in 

Trans-Form besitzen auf beiden Seiten der Membran jeweils einen Lipidkopf. In U-Form sind 

hingegen beide Kopfgruppen auf derselben Seite der Membran. 

 

2.2.5 Lipidphasen 

Die Tatsache, dass Lipidschichten das Grundgerüst von Biomembranen darstellen, 

lässt sich leicht daran erkennen, dass Lipide sich auch ohne Proteine spontan zu 

supramolekularen Strukturen zusammenlagern können.  

Je nach Wasser/Lipid-Verhältnis, Temperatur und Lipidgeometrie ordnen sich 

Lipide zu unterschiedlichen Strukturen zusammen. Bei niedrigem Wassergehalt 

kann man sie beispielsweise mit Hilfe der Röntgenbeugung in H-,Q- und L-Phase 

unterscheiden (5, 11):  

 In der hexagonalen Phasen (H) bilden Lipide sogenannte röhrenförmige 

Mizellen, die sich hexagonal zusammenlagern (Abb. 2.9 A).  
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 Die kubische Phase (Q) zeichnet sich dadurch aus, dass sich stark 

verwundene Röhren bilden, in denen hydrophile und hydrophobe Bereiche 

voneinander getrennt sind (Abb. 2.9 B).  

 Die lamellare Phase (L), zu der auch Lipidmembranen gehören, sind 

Anordnungen von parallelen Doppelschichten (Abb. 2.9 C). 

 

 

Abbildung 2.9 Lipidphasen. (A) Hexagonale Phase. (B) Kubische Phase. (C) Lamellare Phase. 

Aus:(26, 27) 

Im Grenzfall eines sehr geringen Wassergehaltes invertieren sich oben genannte 

Phasen und werden dann als HII-, QII, LII-Phasen bezeichnet. 

Im Fall sehr großer Verdünnung bilden sich entweder Mizellen oder geschlossene 

Schalen mit einer oder mehreren Doppelschichten (lamellare Phase). 

Die lamellare Phase kann noch einmal in Unterphasen unterteilt werden. Man 

unterscheidet zunächst den flüssig-ungeordneten Zustand (Lα-Phase) vom fest-

geordneten Zustand (Lβ-Phase). Entscheidend dafür, welcher Zustand 
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eingenommen wird, sind vor allem die Temperatur und die Anzahl der 

ungesättigten Bindungen in den Fettsäureketten
5
. 

Eine Art Zwischenzustand zwischen Lα-Phase und Lβ-Phase stellt der von 

Cholesterol hervorgerufene, sogenannte flüssig-geordnete Zustand (LO-Phase, 

liquid ordered) dar. Er zeichnet sich dadurch aus, dass die Lipide weiterhin frei 

diffundieren können, ihre Fettsäureketten (siehe Kapitel 2.2.3) nun aber einen 

größeren Ordnungsparameter aufweisen (gestreckter sind). Bei Vorhandensein 

einer LO-Phase wird die Lα-Phase auch als LD-Phase (liquid disordered) 

bezeichnet. Die Lβ-Phase wir manchmal auch als SO-Phase (solid ordered) oder 

Gelphase bezeichnet (11). 

 

Die treibende Kraft hinter der Bildung dieser Lipidstrukturen ist der hydrophobe 

Effekt, der hier den Hauptbeitrag zur freien Energie leistet und sich darin 

manifestiert, dass jedes Lipid bestrebt ist, die Kontaktfläche zwischen seinem 

hydrophoben Teil und dem umgebenden Wasser möglichst gering zu halten. Die 

hydrophilen Kopfgruppen bilden dann geschlossene Oberflächen aus (9). 

Eine genauere Diskussion des Einflusses der Molekülgeometrie auf das Phasen-

verhalten und damit die Art der gebildeten Komplexe findet sich in (5). 

Abbildung 2.9 zeigt einige der wichtigsten Lipidphasen. Die Untersuchungen der 

vorliegenden Arbeit fokussieren sich auf die Lα-Phase. 

2.2.6 Modellmembranen 

Der Aufbau und die Abläufe in und auf einer Biomembran sind so komplex, dass 

es sinnvoll erscheint, bestimmte Aspekte ihrer Eigenschaften mit eigens dafür 

entwickelten Modellsystemen zu untersuchen. Ein sehr einfaches derartiges 

Modellsystem ist eine Lipidmembran ohne Membranproteine, die nur aus einer 

oder sehr wenigen Arten von Lipidmolekülen zusammengesetzt ist. An diesem 

lässt sich zum Beispiel das Phasenverhalten oder die elastischen Eigenschaften 

der Lipidkomponenten von Biomembranen studieren. Zu den erfolgreichsten Li-

pidmembran-Modellsystemen zählen künstlich hergestellte Vesikel verschiedener 

Größe ((28, 29)) (s. Abb. 2.10 A), frei stehende „schwarze Membranen“ für 

                                                 
5
 Die Temperatur und die Sättigung der Fettsäuren sind auch die entscheidenden Parameter, die 

den Aggregatszustandes eines Fettes festlegen: Bei Raumtemperatur ist ein gesättigtes Fett fest, 

ein ungesättigtes dagegen flüssig und wird als Öl bezeichnet. Die Parallele zu den Lipidphasen ist 

jedoch nicht zufällig. Vielmehr kann das Innere einer Lipidschicht als zweidimensionales Öl (oder 

Fett) aufgefasst werden (siehe unten). 
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elektrophysiologische Untersuchungen (2, 30) (s. Abb. 2.10 B), Lipidmonolagen 

in Filmwaagen-Experimenten (31) (s. Abb. 2.10 C) und oberflächengestützte 

Lipidschichten (32, 33) (s. Abb. 2.10 D). 

 

 

Abbildung 2.10 Die wichtigsten Arten von Modellmembranen. (A) Vesikel, (B) freistehende 

„schwarze Membranen“, (C) Lipidmonoschichten an der Wasser-Luft-Grenzfläche (Filmwaage), (D) 

oberflächengestützte Lipidmembranen. 

 

Speziell die oberflächengestützten Lipiddoppelschichten bereiteten den Weg für 

die Untersuchung von Lipidmembranen durch hochauflösende, oberflächen-

sensitive Methoden, wie die interne Totalreflextionsfluoreszenzmikroskopie 

(TIRFM) (34), die Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) (35) oder 

die Kraftmikroskopie (AFM) (34, 36, 37). 

Sie werden durch Fusion von einschaligen Lipidschalen mit hydrophilen 

Oberflächen hergestellt. 

Oberflächengestützte Lipidmembranen aus einer ternären Lipidmischung können 

sowohl LO- wie auch LD-Phasen besitzen und werden oft als einfache Modell-

systeme für die Untersuchung von Membran-Mikrodomänen verwendet. Die 

Phasenseparation in solchen Membranen liegt jedoch im thermodynamischen 

Gleichgewicht vor und darf aus diesem Grunde nicht als 1:1 Modell für so-

genannte Raft-Domänen (38, 39) in Zellmembranen verwendet werden. Vielmehr 

können derartige Modellmembranen hilfreich sein bestimmte Aspekte der Lipid-
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Lipid-Wechselwirkung besser zu verstehen und damit auch, wie Heterogenität in 

Zellmembranen entsteht (40, 41).  

Meist bestehen sie aus 1) Cholesterol 2) einem Phospholipid mit hoher 

Hauptphasenüberganstemperatur TM (z. B. Sphingomyelin oder DPPC) und 3) 

einem Phospholipid mit niedriger TM (z. B. DOPC oder POPC). Die Temperatur 

und die Mol-Verhältnisse werden dabei so gewählt, dass sich Phasenseparation 

ergibt. Die LO-Phase ist dann reich, die LD-Phase arm an Cholesterol. 

Der Ausbildung dieser beiden flüssigen Phasen liegt vermutlich die bevorzugte 

Wechselwirkung zwischen Cholesterol und Sphingomyelin zu Grunde (42–45), 

welche wiederum wahrscheinlich hauptsächlich durch die präferierte 

Wechselwirkung des starren Cholesterol-Ringsystems mit geordneten 

Fettsäureketten bedingt ist. Umstritten ist jedoch, welche weiteren Beiträge zu 

dieser Wechselwirkung beitragen (H-Brücken, hydrophober Effekt, van-der-

Waals-Kräfte) (43, 46, 47). 

Abbildung 2.11 zeigt rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen einer einfachen 

(2.11 A) und einer ternären Lipidmembran (2.11 B). Abbildungen 2.11 C und D 

zeigen die zugehörigen dreidimensionalen Darstellungen. 

 

Abbildung 2.11 Neben oberflächengestützten Lipidmembranen aus einer Lipidsorte , werden auch 

Lipidmembranen aus ternären Lipidmischungen als Modellsysteme eingesetzt. 

(A) Rasterkraftmikroskopische Aufnahme einzelner POPC-Lipidmembranflecken. (B) Rasterkraft-

mikroskopische Aufnahme einer phasenseparierten PSC221-Membran. Die dunklen Bereich zeigen die 

etwas dünnere LD-Phase an, die helleren Bereiche die etwas dickere LO-Phase. Der ganz dunkle 

Bereich rechts unten stellt eine nicht von einer Lipidmembran bedeckte Stelle der Glimmerunterlage 

dar. (C,D) Dreidimensionale Repräsentationen der in A und B dargestellten Abbildungen. 
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2.2.7 Elastische Eigenschaften von Lipidmembranen 

Wie oben erwähnt spielen die mechanischen Eigenschaften von Biomembranen 

eine zentrale Rolle für die Funktion vieler Proteine. Betrachtet man 

Lipidschichten in erster Näherung als dünne Platten, so lassen sich ihre 

Eigenschaften zunächst mit drei Konstanten beschreiben: dem 

Kompressionsmodul, dem Schermodul und dem Biegemodul. Diese Moduln sind 

gewissermaßen „Federkonstanten“ für bestimmte Deformationen der Membran. 

Tabelle 1 zeigt an unterschiedlichen Lipidmembranen gemessene Werte für 

Kompressions- und Biegemoduln. 

Streckdeformation /Kompression 

Ein zunächst spannungsfreies Stück einer Lipidmembran mit Fläche A0 werde auf 

die Fläche A > A0 gestreckt. In niedrigster Ordnung kann die damit verbundene 

Energieänderung folgendermaßen geschrieben werden. 

 

       
 

 
  

(    )
 

  
 [7] 

 

   ist hierbei der (Flächen-)Kompressionsmodul. 

Die zu dieser Dehnung korrespondierende Spannung σ ist per Definition die 

Ableitung der Energie nach der Fläche: 

 

    
      

  
   

(    )

  
      [8] 

 

Wobei u = A/A0-1 die dimensionslose Spannung darstellt. Gleichung [8] stellt ein 

Hooke’sches Gesetz für isotrope Streckungen der Membran dar, wobei    die 

„Federkonstante“ ist. Der Kompressionsmodul kann experimentell zum Beispiel 

mit der Mikropipetten-Aspirationstechnik bestimmt werden und liegt für fluide 

Lipidmembranen in der Größenordnung von 100 mN/m (11). 

Biegedeformation 

Um einer planaren Lipidmembran eine Krümmung mit den beiden 

Hauptkrümmungsradien R1 und R2 aufzuprägen, muss eine Biegeenergie 
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  ∯      

     
     [9] 

 

pro Flächeneinheit aufgebracht werden.    ist dabei der Biegemodul. Für fluide 

Lipidmembranen werden Biegemodule typischerweise im Bereich von ~ 10
-19 

J 

gemessen (11). 

Scherdeformation 

Scherdeformationen muss nur dann berücksichtigt werden, wenn sie eine Rück-

stellkraft erfahren
6
, was in den meisten fluiden Modellmembranen (siehe oben) 

nicht der Fall ist. Es wird deshalb hier nicht weiter darauf eingegangen und statt 

dessen auf (11) verwiesen. 

Bezug zum Young’schen Modul 

Um aber die elastischen Eigenschaften von Lipidmembranen mit anderen 

biologischen oder künstlichen Materialien vergleichen zu können, ist es hilfreich 

die oben beschriebenen Module durch den Young’sche Modul Y auszudrücken. 

Folgende Zusammenhänge aus der Theorie elastischer Schalen (48–50) eignen 

sich für diesen Zweck: 

 

    
  

(    )
 [10] 

 

    
   

  (    )
 [11] 

 

Die Dicke der Lipidmembran ist mit t bezeichnet und das Poisson-Verhältnis mit 

 (11, 48). 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Young’sche Modul verwendet, um aus ihm 

Kompressions- und Biegemodul abzuleiten. 

 

 

                                                 
6
 etwa durch die Verbindung zu einem Zytoskelett 
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Tabelle 1  Einige elastische Moduln von Lipidschichten. T: Temperatur in °C. κC : Biegemodul 

in 10 -19 J. kA: Kompressionsmodul in mN/m. Werte aus (11). 

Lipid T (°C) κC (10
-19

 J) kA (mN/m) 

DMPC (PC:C 14:0) (Lα) 30 1,2 145 

DMPC (PC:C 14:0) (Lβ) 8 12 855 

SOPC (PC:C 18:0;C18:1) (Lα) 35 1,5 200 

DAPC (PC:C 14:4) (Lα) 20 0,5 60 

DMPC/Cholesterol 3:2 20 4,0 685 

SPHM/Cholesterol 1:1 15  1720 

SOPC/Cholesterol 1:1 15  865 

 

2.3 Kraftmikroskopie 

Eine spitze Nadel am Ende einer Blattfeder, ein System zur Detektion der 

Verbiegung der Blattfeder, Piezo-Stellelemente und ein Regelkreis – viel mehr 

wird nicht benötigt, um die Topographie von beliebigen Oberflächen durch 

zeilenweises Abtasten mit der Nadel nanometergenau zu erfassen. Ein solches 

Gerät wird als (Raster-)Kraftmikroskop oder als AFM
7
, die Methode als (Raster-) 

Kraftmikroskopie bezeichnet. Sie hat sich seit ihrer Erfindung Mitte der 1980er 

Jahre zu einer Methode entwickelt mit der die Topographie von Oberflächen 

untersucht werden kann. Das Einsatz-Spektrum reicht dabei von der Abbildung 

einzelner Atome bis hin zu lebenden Zellen in physiologischer Salzlösung. Dies 

macht das Kraftmikroskop zu einem universellen Werkzeug moderner 

Oberflächenforschung und insbesondere zu einer wichtigen Methode, um 

oberflächengestützte Lipidmembranen zu untersuchen. 

Darüber hinaus kann das AFM als Kraftmesser verwendet werden, indem die 

Verbiegung der Blattfeder mit Hilfe des Hooke’schen Gesetzes in eine Kraft 

umgerechnet wird.  

 

Im Folgenden wird zunächst auf den grundsätzlichen Aufbau eines AFMs 

eingegangen. Danach werden die zwei wichtigsten Modi für die Abbildung von 

Oberflächen beschrieben, um anschließend die Kraftmessung mit dem AFM, die 

sogenannte Kraftspektroskopie, darzustellen. 

                                                 
7
 Engl.: Atomic Force Microscope 
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2.3.1 Grundsätzlicher Aufbau 

Die wichtigsten Komponenten eines AFMs sind in Abbildung 2.12 dargestellt. 

Eine Blattfeder (BF), an deren Ende eine Spitze (S) angebracht ist, kann sich in 

Abhängigkeit von der auf sie wirkenden Kraft nach oben oder unten verbiegen. 

Die Verbiegung wird dabei mit Hilfe eines Lasers (L) und einer segmentierten 

Photodiode (PD) gemessen.
8
 Die zu untersuchende Oberfläche kann durch Piezo-

Aktuatoren (PAxyz) in alle drei Raumrichtungen relativ zur Spitze verschoben 

werden. Für manche Anwendungen ist es nötig, die Blattfeder in Schwingung zu 

versetzen. Dies wird mittels eines Oszillators (O) erreicht, der sich meist in der 

Nähe der Basis der Blattfeder befindet. Sämtliche Mess- und Steuersignale laufen 

in einer rechnergestützten Regelungseinheit zusammen. 

 

Abbildung 2.12 Grundsätzlicher Aufbau eines (Raster-)Kraftmikroskops. Durch die Wechselwir-

kung der Spitze mit dem Substrat kommt es zu einer Verbiegung der Blattfeder (BF). Diese Verbie-

gung wird über ein Lichtzeigersystem bestehend aus einem Laser (L) und einer segmentierten Photo-

diode (PD) detektiert. Eine mit dem Rechner verbundene Regelungseinheit übernimmt gegebenenfalls 

die Nachführung der Piezo-Aktuatoren (PAxyz) sowie die Ausgabe der Daten. Im intermittierenden 

Kontaktmodus wird die Blattfeder zusätzlich durch einen Oszillator(O) zu Schwingungen angeregt.  

2.3.2 Abbildungsmodi 

Im Kontaktmodus wird die AFM-Spitze der zu untersuchenden Oberfläche 

angenähert, bis sie mit ihr in Kontakt kommt und die Blattfeder dadurch leicht 

nach oben verbogen wird. Ein Regelkreis hält nun diese Verbiegung und damit 

                                                 
8
 Eine Kraft auf die Spitze wird also letztlich durch eine Spannungsänderung in der Photodiode 

detektiert. 
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die Normalkraft auf die Oberfläche konstant. Um nun eine Abbildung zu erhalten, 

wird die Spitze mit Hilfe der x- und y-Piezo-Aktuatoren zeilenweise über die 

Oberfläche gerastert, wobei der Regelkreis weiterhin die Verbiegung der 

Blattfeder konstant hält. Dies führt dazu, dass die AFM-Spitze dem Verlauf der 

Oberfläche folgt. Die Steuersignale, die für diese Nachführung nötig sind, werden 

dann verwendet, um die Oberflächentopographie zu rekonstruieren
9
. Da die Kraft 

auf die Oberfläche konstant gehalten wird, spricht man bei diesem Modus auch 

vom constant force mode. Durch den dauernden Kontakt mit der Oberfläche kann 

es jedoch zu Verschleißerscheinungen der Spitze kommen, die meist zu 

vergrößerten Spitzenradien oder kontaminierten Spitzen führen, was sich in einer 

schlechter werdenden Abbildungsqualität äußert. Gleichzeitig können zu hohe 

Normalkräfte auch laterale Kräfte erzeugen, die die Oberfläche verändern oder gar 

zerstören können. Diese Schwierigkeiten können mit dem sogenannten 

intermittierenden Kontaktmodus – oft auch als Tapping-Modus bezeichnet – 

weitgehend vermieden werden. Wie die Bezeichnung bereits andeutet, befindet 

sich die Spitze bei diesem Modus nicht mehr ständig in Kontakt mit der 

Oberfläche. Dies wird erreicht, indem die Blattfeder zu kleinen Oszillationen nahe 

ihrer Resonanzfrequenz angeregt wird. Kommt es zu Wechselwirkungen mit der 

Oberfläche, wird die Resonanzfrequenz verschoben, was eine Änderung der 

Schwingungsamplitude wie auch der Phase nach sich zieht. Analog zum 

Kontaktmodus, bei dem die Normalkraft der Blattfeder vom Regelkreis konstant 

gehalten wird, wird nun die Schwingungsamplitude als Regelgröße verwendet und 

konstant gehalten. Die dazu notwendigen Veränderungen in der Position des 

z-Piezo-Aktuators wird auch in diesem Abbildungsmodus dazu verwendet, um die 

Oberflächentopgraphie zu rekonstruieren. Der Tapping-Modus könnte somit auch 

als „Modus konstanter Amplitude“ bezeichnet werden. 

Abbildung 2.13 zeigt exemplarisch die hochauflösenden Abbildungsfähigkeiten 

eines Rasterkraftmikroskops im Vergleich mit konventioneller Epifluoreszenzmi-

kroskopie (s. Abb. 2.13). 

 

                                                 
9
 Eine Ausnahme stellt der Modus konstanter Höhe (constant height mode) dar, da in diesem 

Betriebsmodus die Kraft nicht geregelt wird. Vielmehr wird in diesem Modus die Verbiegung der 

Blattfeder an einem Ort direkt zur Bildrekonstruktion verwendet.  
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Abbildung 2.13 (A) Fluoreszenzmikroskopische Abbildung einer POPC-Lipidmembran. Die hellen 

Stellen sind Lipidflecken, die dunkleren Flächen sind Bereiche, auf denen sich keine Lipidschicht 

gebildet hat. (B) Vergrößerter Ausschnitt des in (A) markierten Quadrats. (C) Dreidimensionale 

rasterkraftmikroskopische Darstellung des in (A) markierten Quadrats. 

 

2.3.3 Kraftspektroskopie 

Die Verbiegung der Blattfeder kann auch dazu genutzt werden, um Kräfte (pN –

µN) zu messen. Oft handelt sich bei derartigen Messungen um Experimente an 

einzelnen Molekülen (siehe Kapiel 2.7).  

 

 

Abbildung 2.14 Die beiden in dieser Arbeit verwendeten kraftspektroskopischen Methoden. (A) Bei 

der Punktion (PKT) wird die Blattfeder durch den Kontakt mit der Lipidmembran nach ober 

verbogen. (B) Bei der Lipidextraktion (ELEX) wird sie durch die Kraft, die notwendig ist, um das 

Lipid aus der Membran herauszuziehen, nach unten verbogen. 
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So wurden beispielsweise die Kräfte bestimmt, die nötig sind, um eine kovalente 

Bindung zu brechen (51), den B-S-Übergang in doppelsträngiger DNS 

herbeizuführen (52) oder die reversible Entfaltung des Muskelproteins Titin zu 

messen (53). 

Werden die Experimente in Abhängigkeit der Kraftladungsrate dF/dt durchgeführt 

und dargestellt, erhält man ein Kraftspektrum und spricht dann von dynamischer 

Kraftspektroskopie. Im Folgenden werden die beiden im Rahmen dieser Arbeit 

verwendeten kraftspektrometrischen Methoden grundsätzlich beschrieben 

(Abb. 2.14). Methodische und experimentelle Details folgen dann in den Kapiteln 

0, 4 und 0. 

Membranpunktion 

Durch die Bestimmung von elastischen Lipidmembraneigenschaften wurden 

bereits wertvolle Beiträge zum Verständnis von Biomembranen geleistet. Meist 

wurden dafür jedoch makroskopische Methoden verwendet, die die elastischen 

Eigenschaften über eine große Fläche hinweg gemittelt bestimmen (54). 

Molekularbiologische Vorgänge finden jedoch auf einer sehr viel kleineren 

Größenordnung, nämlich der der Proteine, statt.  

Aus diesem Grunde ist es interessant und wichtig zu fragen, welche elastische 

Beschaffenheit Membranen auf dieser Größenordnung aufweisen und ob die 

makroskopisch ermittelten Werte für die elastischen Konstanten auch auf der 

Nanoebene bestand haben. Zu diesem Zweck können AFM-Punktionsmessungen 

verwendet werden. Die oberflächengestützten Lipidmembranen können dabei 

grundsätzliche als Flecken (Ø > 100 nm) (Abb. 3.1 B) oder als geschlossene 

Schichten vorliegen (Abb. 3.1 C). 

Der Ablauf einer einzelnen Messung kann allgemein folgendermaßen beschrieben 

werden.  

Eine AFM-Spitze wird einer Lipidmembran vertikal mit konstanter 

Geschwindigkeit angenähert (Abb 2.15 A 1→2). Ab einem bestimmten Abstand 

befindet sich die Spitze nah genug an der Membran, um mit ihr wechselwirken zu 

können. Dies führt dazu, dass die Membran elastisch komprimiert wird (Abb. 2.15 

A 2→3). Im Bereich niedriger Kräfte tragen hierzu vor allem DLVO- und 

Hydratisierungskräfte bei. Mit zunehmender Kraft wird die Membran dann vor 

allem durch sterische Wechselwirkungen zwischen ihr und der AFM-Spitze 

komprimiert und gleichzeitig steigt die Wahrscheinlichkeit, dass die Membran 
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dem auf sie ausgeübten Druck nachgibt und somit punktiert wird (Abb. 2.15 A 

3→4). 

 

Abbildung 2.15 (A) Schematische Darstellung des Ablaufs einer Punktionsmessung (Beschreibung 

siehe Haupttext). (B) Die Auftragung der Kraft über dem Abstand zur Oberfläche wird als 

Punktionskurve bezeichnet. Aus dem Vergleich des elastischen Bereichs mit einem Modell (schwarze 

Linie) können elastische Konstanten abgeleitet werden. 
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Die Kraft, bei der die AFM-Spitze die Membran dann schließlich punktiert, wird 

als Punktionskraft bezeichnet. Anschließend wird die Spitze wieder in ihre 

Ausgangsposition zurückgefahren und ist bereit für eine neue Punktionskurve 

(Abb. 2.15 A 4→1). Auf Grund der Fluidität der Lipidmembran schließt sich der 

punktierte Bereich innerhalb sehr kurzer Zeit wieder von selbst. 

Wie aus den Punktionskurven Informationen über die Lipidmembran gewonnen 

werden wird in Kapitel 0 näher beschrieben. 

Mit Hilfe dieser Methode konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die 

Temperatur und die Pufferzusammensetzung wesentliche Faktoren darstellen, die 

die mechanischen Eigenschaften von Lipidmembranen bestimmen (6, 7, 55–57).  

Meist sind einfache Lipiddoppelschichten Gegenstand der Untersuchungen. Es 

können jedoch auch phasenseparierte Membranen (siehe Abb. 7.2) und sogar 

multilamellare Lipidsysteme (siehe Abb. 7.4) untersucht werden. 

Ein weiteres Beispiel ist die Untersuchung des Effekts von Ethanol auf die 

nanoelastischen Eigenschaften von fluiden Lipidmembranen, der im Rahmen 

dieser Arbeit durch die Auswertung von Punktionskurven untersucht wurde (siehe 

dazu Kapitel 4.1 und (58)). 

Einzellipidextraktion 

Wie bereits dargelegt wurde, ist die Effizienz von Membranproteinen abhängig 

von der „richtigen“ Umgebung, d. h. unter anderem auch von der Zusammen-

setzung der Biomembran, in die sie eingebettet sind.  

Um unterschiedlichen Lipidzusammensetzungen aufrecht zu erhalten, ist ein 

ständiger Transport von und zu biomembran-umhüllten Kompartimenten 

notwendig (59). Dies kann in Zellen entweder durch den Monomer-Austausch 

einzelner Lipidmoleküle (59, 60) oder durch vesikulären Transport von statten 

gehen. Auch beim vesikulären Transport stellt die Desorption einzelner Lipide 

einen wichtigen Schritt dar, da dadurch vermutlich die Vesikelfusion erst initiiert 

wird (61). 

Die Stabilität der Verankerung eines Lipids und damit seine Neigung zur 

spontanen oder katalysierten Desorption aus der Lipidmembran stellt also eine 

wichtige biologische Größe dar, die mit der AFM-Einzellipidextraktion direkt 

untersucht werden kann. 
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Abbildung 2.16 (A) Schematische Darstellung des Ablaufs einer Einzellipidextraktion (A) 

(Beschreibung siehe Haupttext). (B) Die Auftragung der Kraft über dem Abstand wird als 

Extraktionskurve bezeichnet. (C) In der Annäherungskurve (Hinfahrkurve) ist keine Wechselwirkung 

zu erkennen (C). 

Der Ablauf eines Extraktionszyklus kann dabei folgendermaßen beschrieben 

werden. Eine AFM-Spitze, die zuvor chemisch so modifiziert wurde, dass an ihr 

ein oder wenige Lipide kovalent über ein flexibles Verbindungsmolekül (Linker) 

gebunden sind, wird einer Lipidmembran vertikal angenähert (Abb. 2.16 A 1→2) 

und schließlich in Kontakt mit ihr gebracht. Der Kontakt ist dabei definiert über 
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eine konstant gehaltene Kontaktkraft (die klein genug sein muss, um die Membran 

nicht zu punktieren) und die Kontaktzeit, die typischerweise mehrere Sekunden 

beträgt (Abb. 2.16 A 2→3). Danach entfernt sich die AFM-Spitze wieder von der 

Oberfläche (Abb. 2.16 A 3→4) und , wenn sich während der Kontaktzeit das an 

die Spitze angebundene Lipid in die Lipidmembran eingebaut hat, wird es nun 

wieder aus der Lipidmembran extrahiert (Abb. 2.16 A 4→5). Die Kraft, die für 

die Extraktion notwendig ist, wird durch die Verbiegung der Blattfeder gemessen 

(Abb. 2.16 A 3→4). Die Extraktionskurve endet dort wo sie begonnen hat (Abb. 

2.16 A 1, 5). Abbildung 2.16 B und C zeigen die zu den einzelnen Zyklusphasen 

gehörenden Positionen auf den Kraft-Abstands-Kurven, wobei die Abb. 2.16 C 

die Kraft während der Annäherung an die Lipidmembran darstellt. 

Im Rahmen dieser Arbeit wird sowohl dieser Zyklus also auch die graphische 

Auftragung eines Extraktionsereignisses im Kraft-Abstandsdiagramm 

(Abb. 2.16 B) als Extraktionskurve bezeichnet. 

2.4 Lebensdauer molekularer Bindungen unter externer Kraft 

2.4.1 Bell-Modell 

Aufbauend auf den Überlegungen von Zhurkov (62) hat Bell 1978
10

 ein 

kinetisches Modell für die Lebensdauer   von molekularen Bindungen in 

Abhängigkeit einer Kraft   vorgeschlagen (63). 

 

 

bzw.        ( )          ( )  
  

   
   [13] 

 

Es handelt sich hierbei um ein einfaches Zwei-Zustands-Modell mit einem 

dreieckförmigen Energieprofil (siehe Abb. 2.17 ).      ( ) stellt hierbei die 

Lebensdauer der Bindung bei Abwesenheit einer Kraft, xβ den Abstand zum 

Übergangszustand und kBT die thermische Energie dar. Man sieht, dass jede 

(näherungsweise) so beschreibbare molekulare Bindung irgendwann – selbst ohne 

externe Kraft – bricht. Grund hierfür sind allgegenwärtige thermische 

                                                 
10

 Ein wesentlicher Beitrag Bells in diesem Zusammenhang war es, auf die zentrale Bedeutung 

mechanischer Kräfte in biologischen Systemen hinzuweisen (98). 

      ( )       ( ) 
   

    [12] 
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Schwingungen, die dem System in jedem Moment eine gewisse, ständig 

fluktuierende, Energie übertragen. Irgendwann reicht die Energie aus, um die 

Energiebarriere zu überwinden – die Bindung bricht. 

Die Zeit bis die Bindung bricht – die Lebensdauer – wird exponentiell verkürzt 

wenn die Aktivierungsenergie entlang der Reaktionskoordinate reduziert wird. 

Dies kann beispielweise durch einen Katalysator oder wie im hier betrachteten 

Fall durch eine extern angelegte Kraft erfolgen. Diese verformt die 

Energielandschaft und senkt auf diese Weise die Aktivierungsenergie für die 

Dissoziation nach und nach ab bis thermische Fluktuationen zu einer 

Überwindung der Aktivierungsenergie führen. Der Bruch der Bindung wird also 

auch bei einer von außen angelegten Kraft als von den thermischen Fluktuationen 

verursacht betrachtet. Aus diesem Grund nennt man derartige Vorgänge auch 

thermisch aktiviert und die Parameter, die diese Aktivierung beschreiben, werden 

deshalb auch als thermische Aktivierungsparameter bezeichnet. Voraussetzung 

hierfür ist jedoch, dass das System sich zu jedem Zeitpunkt als adiabatisch 

beschreiben lässt. Dies bedeutet, dass in jedem Zeitintervall genügend viele 

thermische Fluktuationen stattfinden müssen. Auf der Zeitskala der 

kraftspektrometrischen Experimente scheint dies gegeben zu sein (64). Im 

Grenzfall extrem kurzer Zeitskalen müssen auch dissipative Effekte in Betracht 

gezogen werden. 

Im Kontext der Beschreibung von Lipidextraktionsmessungen mit dem Bell-

Modell entspricht      ( ) der mittleren Verweildauer eines Lipids in der 

Membran. xβ kann in erster Näherung als die Länge des Lipids (entlang der 

Extraktionsstrecke) aufgefasst werden und sollte deshalb in der Größenordnung 

von 1 - 2 nm liegen. 

Will man      ( ) und xβ nun aus kraftspektrometrisch gewonnenen Daten 

erhalten, muss der Tatsache Rechnung getragen werden, dass eine durch eine 

Feder vermittelte mechanische Kraft niemals instantan angelegt werden kann. 
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Abbildung 2.17 Schematische Darstellung eines dreieckförmiges Potentials wie es sich aus dem Bell-

Modell ergibt. xβ bezeichnet den Abstand zum Übergangszusand. EA ist die Aktivierungsenergie. Die 

Reaktionskoordinate stellt im Falle der Einzellipidextrakion die Extraktionsrichtung (z-Achse) dar. 

 

Vielmehr wird immer eine gewisse Zeit benötigt, um eine bestimmte Kraft 

aufzubauen. Die Geschwindigkeit mit der dies geschieht wird als Kraftladungsrate 

dF/dt =:   ̇  bezeichnet. 

 

2.4.2 Kraftabhängige Lebensdauer 

Durch statistische Analyse der Bindungsbruchereignisse ist es möglich neben der 

Bindungsstärke weitere Informationen über die Energiebarriere des Übergangs zu 

erhalten. 

Für die Wahrscheinlichkeitsverteilung 
  ( )

  
 der Abrisskräfte kann folgende 

Abhängigkeit von der kraftabhängigen Lebensdauer geschrieben werden (64, 65): 

 

   ( )

  
 

    ( ∫ [ ̇( ) (  )]
  

   )
 
 

 ̇( ) ( )
    ( )  [14] 

 

Invertierung von Gleichung [14] ergibt dann die kraftabhängige 

Lebensdauerverteilung. 

  ( )  ∫  ( )   (
 

 

 ̇( ) ( )) [15] 
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mit  ̇( )   [
 

 
 

     (      )

         (    )
 

 ⁄
]

  

 [16] 

 

Wobei    und L die Persistenzlänge und Konturlänge gemäß WLC-Modell 

(s. u.)beschreiben. k bezeichnet die Federkonstante der Blattfeder und   = kBT die 

thermische Energie. 

Im Experiment werden Moleküle oft über flexible Verbindungspolymere, an die 

AFM-Spitze angebunden. Da diese Polymere stark nichtlineare Federn darstellen, 

muss darauf geachtet werden, dass für die Kraftladungsrate  ̇ nicht die nominale 

sondern die tatsächliche Kraftladungsrate verwendet wird (66, 67). 

Die rechte Seite von Gleichung [16] stellt dazu einen näherungsweisen Ausdruck 

für die kraftabhängige Kraftladungsrate bereit, der sich aus der Annahme eines 

WLC-Modells für die Streckung ergibt (64). Die Vorgehensweise nach Gleichung 

[15] wird im Folgenden als Methode A bezeichnet. 

Hat man es mit Datensätzen zu tun, die mehrere Ausreißer enthalten oder nicht 

hinreichend glatt sind (etwa weil sie auf nur wenigen Messungen beruhen), so ist 

es vorzuziehen, statt Gleichung [15], folgenden Ausdruck für die kraftabhängigen 

Lebensdauern zu verwenden (64). 

 

  (〈 〉)  
 

 
    ̇〈 〉 [17] 

 

Hierbei bezeichnet 〈 〉 die mittlere Kraft,  ̇〈 〉 die Kraftladungsrate gemäß 

Gleichung [16] bei dieser Kraft und    den Interquartilenabstand zwischen 1. und 

3. Quartile der Verteilung. Die Bestimmung von  (〈 〉) nach Gleichung [17] wird 

im Folgenden als Methode B bezeichnet. 

 

2.4.3 Drei Modelle 

Bei Gleichung [15] und [17] handelt es sich also um die errechneten 

kraftabhängigen Lebensdauern, die sich aus der gemessen, diskreten, 

Kraftverteilung p(F) ergeben. Diese Transformation – vom Krafthistogramm zur 

diskreten Verteilung der kraftabhängigen Lebensdauern – erfolgt noch ohne 

Annahme eines  ( )-Modells. Erst im Anschluss wird die Verteilung mit einem 
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Modell für  ( ) angepasst. Die Parameter eines solchen Modells beschreiben 

dann die Lebensdauer der molekularen Bindung sowie Details der 

Energielandschaft. Für die Messungen im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden 

das Bell-Modell (Gleichung [12]) und für die Extraktion von Cholesterol noch 

zusätzlich zwei Modelle verwendet, die folgendermaßen geschrieben werden 

können (s. Abb. 2.18). 

 

  ( )    (  
    

   
)
  

 
 

    [     (  {   
    

   
}

 
 

)] [18] 

 

Hierbei ist   = 1/kBT. Der Faktor   legt dabei die Art des Potentials fest: Für 

  = 1/2 liegt ein harmonisches Potential mit einer scharfen Kante vor. Wird   = 

2/3 gesetzt, so setzt sich das zu Grunde liegende Energieprofil aus linearen und 

kubischen Termen zusammen. Für   = 1 ergibt sich daraus wieder das Bell-

Modell (64). 

Im Folgenden werden diese beiden Modelle als Harm- und Kub-Modell 

bezeichnet. Zusätzlich zu xβ und τ0 enthalten diese Modelle noch die freie 

Aktivierungsenergie ΔG* als Fit-Parameter. 

 

 

Abbildung 2.18 Schematische Darstellung der den Modellen zu Grunde liegenden Energieprofile. 

Harm-Modell (rot): Ein harmonisches Potential mit einer scharfen Kante. Kub-Modell (grün): 

Zusammengesetzt aus linearen und kubischen Termen. 
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Gründe für die Verwendung des Bell-Modells sind, dass es nur zwei Fit-Parameter 

benötigt und zunächst davon auszugehen ist, dass auf Grund des dominierenden 

hydrophoben Effekts die Energielandschaft linear ansteigt. Einen weiteren Grund 

für seine Verwendung stellt die Tatsache dar, dass in einer der wenigen 

Publikationen zu Einzellipidextraktionen auch Evans (68) dieses Modell 

verwendet hat und die Ergebnisse deshalb leichter miteinander zu vergleichen 

sind. 

Der Grund für die Anwendung der Harm- und Kub-Modelle (Gleichung [18]) 

liegt darin, dass sich die bei der Extraktion von Cholesterol gefundenen 

zeitabhängigen Kraftverteilungen nicht als mit einem einfachen Bell-Modell 

beschreibbar erweisen werden (siehe Kapitel 5.3). 

Im Folgenden wird meist statt  ( ) der natürliche Logarithmus der Lebensdauern 

   ( ) verwendet. In dieser Auftragung stellt das Bell-Modell eine Gerade dar. 

Abweichungen von einer linearen Verteilung deuten daher auf Abweichungen 

vom Bell-Modell hin. 

 

Abbildungen 2.19 (Methode A) und 2.20 (Methode B) fassen die 

Vorgehensweisen zur Bestimmung der thermischen Aktivierungsparameter, wie 

sie in dieser Arbeit verwendet wurden, zusammen. 
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Abbildung 2.19 Bestimmung der thermischen Aktivierungsparameter nach Methode A. Die zu den 

einzelnen normierten Krafthistogrammen, p(F), korrespondierenden kraftabhängigen Lebensdauer-

verteilungen,  ( ), werden in ein einziges    ( )-Diagramm eingetragen und dann mit einem Modell, 

zum Beispiel dem Bell-Modell, angepasst. L und LP bezeichnet die Kontur- und Persistenzlänge des 

verwendeten Verbindungspolymers. 
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Abbildung 2.20 Bestimmung der thermischen Aktivierungsparameter nach Methode B. Aus jeder 

Kraftverteilung wird die mittlere Kraft <F> und, als Maß für die Breite der Verteilung, der 

Interquartilenabstand (zwischen erster und dritter Quartile), gewonnen. Zusammen mit der 

Kraftladungsrate ergibt sich daraus nach Gleichung [17] für jede Kraftverteilung ein Punkt im τ(F)-

Diagramm. Anpassung des Bell-Modells an diese Verteilung führt auf die das Modell beschreibenden 

Parameter xβ und τBell(0). L und LP bezeichnen die Kontur- und Persistenzlänge des verwendeten 

Verbindungspolymers. 

 

Grundsätzlich könnte die Wahrscheinlichkeitsdichte-Verteilung p(F) (Gleichung 

[14] ) auch direkt an die normierten Krafthistogramme angepasst werden Diese 

Vorgehensweise wäre äquivalent zu Methode A mit anschießendem Anpassen 

eines Modells für τ(F). Das Anpassen eines Modells an eine τ(F)-Verteilung in die 
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mehrere Krafthistogramme eingegangen sind (vgl. Kapitel 5.2 und 5.3) entspricht 

dann dem simultanen Fitten von mehreren Krafthistogrammen. 

2.4.4 Freie Aktivierungsenergie 

Um auch bei Anwendung des Bell-Modells eine Aktivierungsenergie ΔG* zu 

erhalten, kann diese folgendermaßen mit Hilfe der Arrheniusgleichung geschätzt 

werden (69): 

 

           (   ( )) [19] 

 

Wobei  ( ) die kräftefreie Lebensdauer und A den Arrhenius-Vorfaktor 

bezeichnen. Für Lipide kann A = 10
7
 (5) angenommen werden. 

 

Für das Verhältnis der Lebensdauern aus zwei verschieden tiefen Potentialen (bei 

Annahme des gleichen Arrhenius-Vorfaktors) gilt daher: 

 

 
   ( )

   ( )
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) [20] 

 

und somit            
   ( )

   ( )
 [21] 

 

für den Unterschied der freien Aktivierungsenergien. Hierbei ist zu bemerken, 

dass der im Allgemeinen schlecht bestimmte Arrhenius-Vorfaktor A 

herausgekürzt wird.  

 

2.5 Wechselwirkung zwischen Lipidmembranen und Proteinen 

Membranen sind nicht nur der Ort, an dem Membranproteine ihre Aufgaben 

verrichten, sondern sie können auch als Modulator der Funktion der 

Membranproteine dienen (1). In diesem Sinne bilden Membranprotein und die sie 

umgebende Lipidmembran eine Funktionseinheit. Die Beeinflussung geht dabei in 

beide Richtungen. So können Proteine die Eigenschaften von Lipidmembranen 

ändern (70) und andersherum wird die Funktionalität von Proteinen durch 

Membranen beeinflusst (71). 
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Ein hervorragendes Beispiel für Modulation von Proteineigenschaften durch den 

Zustand der Lipidmembran ist der mechanosensitive Kanal MscL. Dessen 

Öffnungswahrscheinlichkeit, oder in anderen Worten sein Leitwert, hängt von der 

lateralen mechanischen Spannung der Membran ab, in die er eingebettet ist (1).  

Des Weiteren wurde beobachtet, dass sich einige Moleküle, die die Membran-

proteinaktivität beeinflussen können, wie zum Beispiel Spinnengifte, eine ganze 

Reihe von Substraten haben können und möglicherweise nicht nur ein spezielles 

Protein beeinflussen. Dies legt einen unspezifischen Wirkmechanismus nahe. Man 

geht in diesem Zusammenhang davon aus, dass die Einlagerung dieser Moleküle 

die elastischen Eigenschaften der Membran modifizieren kann. Somit ergibt sich 

ein indirekter Mechanismus, bei dem eine Wirkung auf Membranproteine indirekt 

erfolgt und durch die Membran vermittelt wird (1, 58). 

Es ist zu erwarten, dass sich solche Interaktionen nicht nur auf explizit 

mechanosensitive Membranproteine beschränken, sondern dass die Funktionalität 

eines jeden Membranproteins von den elastischen Membraneigenschaften 

beeinflusst werden kann (1). 

Es gibt zahlreiche Methoden und Modellsysteme zur Bestimmung dieser 

Membraneigenschaften, die sehr wichtige Beiträge zum Verständnis biologischer 

Membranen geleistet haben. Fast alle dieser Methoden messen diese 

Eigenschaften jedoch auf einer Skala, die mehrere Größenordnungen über den 

tatsächlichen Lipidschicht-Membranprotein-Wechselwirkungen liegen. Aus 

diesem Grunde ist es interessant zu fragen, wie sich die Situation „vor Ort“, d. h. 

auf der Größenordnung der interessierenden Wechselwirkung darstellt (siehe 

Kapitel 4und 0). 

2.6 Wechselwirkung von kleinen Molekülen mit Lipidmembra-

nen 

Jedoch sind nicht nur Proteine in der Lage, mechanische Lipidmembraneigen-

schaften zu modulieren, sondern auch kleine Moleküle, wie zum Beispiel Ethanol 

oder DMSO (58, 72–74). 

Dies hat sich die Natur zu Nutze gemacht, um zum Beispiel die Zellmembranen 

von Pflanzen vor Schädigung durch zu geringe Temperaturen zu schützen indem 

große Mengen an Trehalose produziert werden, die dann kryoprotektiv wirken. 

Der zu Grunde liegenden Mechanismen ist noch weitgehend unklar, scheint 

jedoch damit zu tun zu haben, dass durch wegfallende Wassermoleküle nicht 
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mehr vorhandene Wasserstoffbrücken auf der Oberfläche der Membranen durch 

Trehalose ersetzt und die Membran dadurch stabilisiert wird (73, 74). 

Auch kleine amphiphile Moleküle könnten eine unspezifische Wirkung auf die 

Funktion von Membranproteinen haben. Der hypothetische Mechanismus hinter 

diesem Konzept ist die Einlagerung dieser Moleküle in die Biomembran und eine 

dadurch bedingte Veränderung der mechanischen Membraneigenschaften. Auf 

diese Weise könnte sich das laterale Druckprofil in der Membran so ändern, dass 

dadurch wiederum die Funktionalität von Membranproteinen modifiziert wird 

(75–77) (s.oben). 

Untersuchungen haben gezeigt, dass Ethanolmoleküle sich während der 

Wechselwirkung mit Lipidmembranen hauptsächlich in der Ebene der Kopfgrup-

pen anreichern und Wasserstoffbrückenbindungen mit den Phosphat- und 

Carbonylgruppen ausbilden während das hydrophobe Ende des Ethanols sich zu 

den Fettsäureketten hin orientiert (78, 79). Dies scheint wiederum Einfluss auf die 

Packungsdichte der Lipide zu haben und damit verantwortlich zu sein für bereits 

beobachtete ethanolkonzentrations-abhängige Änderungen in Fluidität, 

Permeabilität und Elastizität von Lipidmembranen (72, 80, 81).  

Überraschenderweise gibt es trotz der enormen Anzahl an Untersuchungen, die 

sich mit der physiologischen und biochemischen Wirkung von Ethanol 

auseinandersetzen, nur sehr wenige Veröffentlichungen den Einfluss von Ethanol 

auf die Mechanik von Lipidmembranen quantitativ erfassen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung kleiner amphiphiler Moleküle auf 

die mechanischen Eigenschaften von Lipidmembranen anhand des Ethanols 

untersucht (58). 

2.7 Exkurs: Einzelmolekülmethoden – Wenn jedes Molekül zählt 

Der folgende Abschnitt orientiert sich an einem im Rahmen dieser Dissertation 

erschienenen Veröffentlichung (82). 

Als Sakman und Neher 1976 ihre Strommessungen an einzelnen Proteinen 

(Ionenkanälen) veröffentlichten, war dies der Beginn einer neuen Art und Weise, 

die Funktion und Mechanik von Molekülen zu erforschen. Ihnen gelang es, 

mithilfe der Patch-Clamp-Technik Ströme durch einzelne Ionenkanäle zu messen. 

Damit konnten sie nicht nur unterscheiden, ob sich ein einzelnes Kanalprotein in 

einem offenen oder geschlossenen Zustand befindet, sondern auch die Dynamik 

und damit die Lebensdauer der Zustände direkt bestimmen (83). Seither hat sich 
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das Repertoire an Einzelmolekülmethoden stark vergrößert, wobei insbesondere 

in den letzten zehn Jahren die Kraft- und Fluoreszenzmessungen wertvolle 

Beiträge zum Verständnis molekularer Prozesse geleistet haben. Diese Methoden 

sind zum Beispiel in (84) ausführlich beschrieben. 

Im Folgenden soll mit zwei Analogien vermitteln werden, was der wesentliche 

Vorteil der Einzelmolekülmethode im Vergleich zu den bisher standardmäßig 

eingesetzten Ensemble-Methoden ist. 

Angenommen in Deutschland, Österreich und der Schweiz lebten jeweils 

zweitausend Alpenschneehühner; in Marokko, Tunesien und Ägypten dagegen 

keine. Man könnte nun mit Recht behaupten, dass es in den betrachteten Ländern 

durchschnittlich eintausend Alpenschneehühner gibt. Letztere Aussage hat aber 

kaum praktischen Wert, da bei einer Mittelwertbildung implizit von einer 

monomodalen Verteilung ausgegangen wird, die Verteilung in obigem Beispiel 

jedoch bimodal ist, also zwei Population enthält (Länder mit zweitausend 

Alpenschneehühner und Länder ohne Alpenschneehühner). Bei Ensemble-

Messungen erhält man aber gerade oft nur den Mittelwert und geht somit zunächst 

auch hier von einer monomodalen Verteilung aus. Da bei 

Einzelmolekülmessungen im Wesentlichen keine Mittelung stattfindet (bei 

genügend hoher Auflösung), können damit auch Zustände eindeutig identifiziert 

werden, die selten sind oder weit vom Mittelwert entfernt liegen (Abb. 2.21 A). 

Durch geschickte Ensemble-Messungen an Sub-Populationen (in unserem 

Exempel beispielsweise die Zählungen in jeweils drei Ländern) oder 

Modellannahmen können mehrmodale Verteilungen mittlerweile aber auch gut 

erfasst werden. 

Entscheidende Vorteile der Einzelmolekülmethoden gibt es jedoch bei der 

Betrachtung von Zustandsänderungen: 

Würde das Licht aller Ampeln einer großen Stadt gleichzeitig beobachtet werden, 

so könnte festgestellt werden, dass beispielsweise 55 % der Gesamtintensität von 

rotem, 10 % von gelbem und 35 % von grünem Licht herrühren (Abb. 2.21 B). Da 

sehr viele Ampeln gleichzeitig gemessen werden, bleibt diese Verteilung 

konstant. In einer solchen Ensemble-Messung ist es fast unmöglich zu unterschei-

den, was der Grund für diese Verteilung ist. Es könnten einerseits 55 % der Am-

peln ständig rot, 10 % gelb und 35 % grün sein. Dies würde man als Statische He-

terogenität (static disorder, static heterogeneity) bezeichnen. Andererseits könn-

ten aber die Ampelphasen auch ständig wechseln, so dass jede Ampel im Schnitt 
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55 % rot, 10 % gelb und 35 % grün ist. Dies würde man als Dynamische Hetero-

genität (dynamic disorder, dynamic heterogeneity) bezeichnen. 

 

 

Abbildung 2.21  (A) Der Mittelwert (gestrichelte Linie) einer Verteilung beschreibt ein System nur 

dann sinnvoll, wenn die Verteilung monomodal ist und nicht wie in der Abbildung bimodal. (B) Die 

Ampelphasen stehen in der Analogie für die verschiedenen Zustände, in denen sich ein Molekül 

befinden kann. Bei einer Ensemble-Messung werden alle Zustände gleichzeitig gemessen und gemittelt. 

Damit können seltene Zustände und dynamische Informationen oft nur unzureichend bestimmt 

werden (siehe Haupttext). (C) Einzelmolekülmessungen erlauben die Messung von Zustands-

änderungen jeweils einzelner Moleküle. Damit lassen sich auch sehr seltene Zustände identifizieren, die 

durch die Mittelwertbildung bei Ensemble-Messungen nicht mehr erkennbar wären. Außerdem kann 

die Dynamik im thermodynamischen Gleichgewicht beobachtet werden (siehe Haupttext). (D) Mit 

Einzelmolekülmethoden lassen sich bei genügend hoher Auflösung Zustandsänderungen in Echtzeit im 

thermodynamischen Gleichgewicht verfolgen. Wäre die Zeitauflösung nicht hoch genug oder würde ein 

Ensemble anstatt eines einzelnen Moleküls gemessen werden, würde man nur einen mittleren Wert 

erhalten (blaue Linie). Die abgebildete Messung zeigt die FRET-Effizienz über der Zeit. (E) Dadurch, 

dass nur ein einzelnes Molekül betrachtet wird, erhält man die Lebensdauer eines Zustandes ohne 

vorherige Synchronisierung und im Gleichgewicht. Aus: (82). 

Viel mehr könnte deshalb über Ampelphasen bzw. Ampelzustände in Erfahrung 

gebracht werden, wenn die Aktivität vieler einzelner Ampeln untersucht werden 

würde: Man würde zunächst einmal bemerken, dass die einzelnen Ampeln 

tatsächlich eine Dynamik aufweisen und nicht etwa ständig 55 % der Ampeln auf 
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Rot stehen. Auch fände man heraus, dass es nicht drei (rot, gelb, grün), sondern 

vier Ampelzustände gibt (rot, rot-gelb, grün, gelb) und diese sich ineinander 

umwandeln, also eine Dynamische Heterogenität vorliegt (Abb. 2.21 C). Weil 

jede Ampel für sich betrachtet wird, ist es sogar möglich, sehr seltene Zustände, 

beispielsweise den gelb-blinkenden (bei Ausfall einer Ampel), zu finden. Man 

könnte schließlich zwei Populationen von Ampeln unterscheiden, z. B. solche an 

Hauptstraßen, die nur 45 % der Zeit eines Zyklus‘ auf Rot stehen, und solche an 

untergeordneten Straßen, die 65 % auf Rot stehen. 

Natürlich können diese Analogien nicht alle Details erfassen, aber sie zeigen, dass 

es sich trotz des erhöhten experimentellen und finanziellen Aufwandes lohnt, 

Einzelmolekülmethoden komplementär zu den etablierten Methoden zu 

verwenden. Denn durch sie werden Dynamiken, seltene Zustände und 

mechanische Eigenschaften sichtbar gemacht, die sonst oft im Ensemble versteckt 

blieben. 

Im Folgenden sollen noch einige Details näher beleuchtet werden. Prinzipiell ist 

es auch mit Ensemble-Messungen möglich an dynamische Informationen zu 

gelangen, dazu ist aber in der Regel eine Synchronisierung notwendig (z. B. bei 

stopped flow-Messungen). Solch eine Synchronisierung beinhaltet notwendiger-

weise, dass das zu untersuchende System aus dem thermodynamischen 

Gleichgewicht gebracht wird (und die Relaxation zurück ins Gleichgewicht 

beobachtet wird). Bei einfachen Dynamiken funktioniert diese Methode sehr gut, 

aber generell ist es problematisch, vom Nichtgleichgewicht auf das Gleichgewicht 

zu schließen. Im Gegensatz dazu stellt sich das Problem der Synchronisierung bei 

Beobachtung einzelner Moleküle erst gar nicht (Abb. 2.21 D und 2.21 E), denn 

hier kann die Dynamik direkt im thermodynamischen Gleichgewicht beobachtet 

werden. Nicht zu vernachlässigen sind auch einige praktische Aspekte, so spart 

man in der Regel wertvolles Probenmaterial und macht die Systeme direkt 

vergleichbar mit Molekulardynamik-Simulationen (85). 

Exemplarisch sind in Abbildung 2.22 fünf Einzelmolekültechniken dargestellt. 

Damit konnten in den letzten Jahren Resultate erzielt werden, die ohne 

Verwendung von Einzelmolekülmethoden nicht möglich wären: Mit 

kraftmikroskopischen Untersuchungen (Abb. 2.22 A) ist es möglich, die Haftung 

(86) oder die mechanische Stabilität und Struktur von Proteinen (87) zu 

bestimmen. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass es sich bei dem 

Muskelprotein Titinkinase um einen Kraftsensor handelt, der bei mechanischer 
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Spannung eine Signalkaskade auslöst, die letztendlich die Bildung neuer Muskeln 

reguliert (88). 

 

Abbildung 2.22 Einzelmolekülmethoden. (A) In einem Kraftmikroskop wird ein Molekül zwischen 

einem Federbalken (F) mit einer feinen Spitze (S) und einer Oberfläche eingespannt. Mit Hilfe eines 

Piezomotors (P) wird eine vertikale Kraft auf das Molekül ausgeübt und mit einem Lichtzeigersystem 

ausgelesen (L). (B) In einer magnetischen Falle ist das zu untersuchende Molekül auf der einen Seite an 

einer paramagnetischen Kugel (K) und auf der anderen Seite an einer Oberfläche befestigt. Mit Hilfe 

eines statischen Magnetfelds (M) können auf die Kugel und damit das Molekül Kräfte (hier in 

vertikaler Richtung) und Drehmomente ausgeübt werden. (C) In einer optischen Falle wird das zu 

untersuchende Molekül zwischen zwei Kugeln eingespannt. Beide Kugeln befinden sich entweder im 

Fokus zweier Laserstrahlen (LS) oder eine der Kugeln (große graue Kugel) ist wie hier gezeigt an einer 

Pipettenspitze (PS) befestigt. Die Kraft (hier in horizontaler Richtung) auf das Molekül wird über die 

Messung der Kugelauslenkung im Laserstrahl bzw. durch die Ablenkung des Laserstrahles bestimmt. 

(D) Einzelmolekül-FRET erlaubt Echtzeitbeobachtungen von Konformationsänderungen in 

Molekülen. In der Abbildung geschieht die Anregung über eine Totalinterne Reflexionsgeometrie 

(TIR). (E) Molecular Tracking ermöglicht die Nachverfolgung der Bewegung einzelner Fluorophore 

weit unterhalb des Beugungslimits. Dazu wird zu jedem Zeitpunkt das Zentrum des 

beugungslimitierten Punkts bestimmt. Die dabei erzielbaren räumlichen Auflösungen liegen bei 

wenigen Nanometern. Aus: (82). 

Mit sogenannten magnetischen Pinzetten (Abb. 2.22 B) war es beispielsweise 

möglich zu zeigen, dass die Helikase EcoR124I keine DNS entwindet, wie zuvor 

aus Ensemble-Messungen vermutet wurde (89) oder das Verpacken einer 

einzelnen doppelsträngigen DNS in einen Bakteriophagen zu verfolgen (90). 



 

58 Grundlagen und Theorie 

Optische Pinzetten (Abb. 2.22 C) ermöglichten einzelne Escherichia coli 

Ribonuklease H Enzyme zu entfalten und wieder rückfalten zu lassen, wobei der 

bei der Rückfaltung entdeckte Zwischenzustand dem zuvor in Ensemble-

Messungen gefundenen molten globule-Zustand entsprach. Damit wurde in 

eindrucksvoller Weise demonstriert, wie sich Einzelmolekül- und Ensemble-

Messungen komplementieren können (91).  

Während die drei genannten Methoden kraftspektroskopische Ansätze darstellen, 

gehören Einzelmolekül-Förster Resonanz-Energie-Transfer (smFRET) und Mole-

cular Tracking zu den fluoreszenzspektroskopischen Methoden (Abb. 2.22 D, 

2.22 E) (92). 

Mit Hilfe von smFRET ist es zum Beispiel vor kurzem gelungen das 

Bewegungsmuster des molekularen Chaperons und Hitzeschock-Proteins Hsp90 

aufzuklären und als Wippbewegung zu identifizieren (93). Mit Molecular 

Tracking ist es möglich, den Pfad, den ein Molekül auf Grund von (gerichteter) 

Diffusion zurücklegt, im Nanometerbereich zu rekonstruieren, also weit unterhalb 

des Beugungslimits. Damit wurde beispielsweise gezeigt, in welcher Art und 

Weise sich Myosin V entlang von Aktinfilamenten bewegt (94). Allen Messungen 

auf der Ebene einzelner Moleküle gemeinsam ist, dass die mit ihnen erhaltenen 

Messwerte stark von Fluktuationen dominiert werden. Diese stellen jedoch nicht 

nur störendes Rauschen dar, sondern sind eine intrinsische Eigenschaft des 

jeweiligen Systems, deren Messung weitere Informationen liefern kann. Als 

ausgezeichneter Übersichtsartikel zu Fluoreszenz-Fluktuationen ist (95) zu 

empfehlen. 

Die methodische Vielfalt innerhalb der Einzelmolekülmethoden hat sich in letzter 

Zeit rasant vergrößert. Die gewonnen Erkenntnisse tragen dabei wesentlich zu 

einem verbesserten Verständnis von biomolekularen Systemen und deren 

Dynamik bei und werden auch in Zukunft Einblicke in die funktionellen 

Grundbausteine des Lebens liefern, die mit Ensemble-Methoden allein nicht zu 

gewinnen wären. 

2.8 Die Parkinson’sche Krankheit und Alpha Synuclein 

In der vorliegenden Arbeit wird damit begonnen, die Wirkung des mit der 

Parkinson’schen Krankheit (Schüttellähmung) in Verbindung stehenden Proteins 

Alpha-Synuclein auf Lipidschichten zu untersuchen. Des Weiteren wurden im 

Rahmen zweier betreuter Arbeiten (einer Bachelor- (3) und einer Diplomarbeit 
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(2)) mehrere Methoden verwendet und getestet, um Alpha-Synuclein-

Aggregationsansätze zu charakterisieren. Nachfolgend wird deshalb kurz auf die 

Parkinson’sche Krankheit, das Protein Alpha-Synuclein sowie seine potentiell 

zytotoxische Wirkung eingegangen. 

Der folgende Abschnitt orientiert sich inhaltlich an (3).  

James Parkinson (1755-1824) veröffentlichte 1817 eine Abhandlung mit dem 

Titel ”An Essay on the Shaking Palsy“ (96). Er beschreibt darin die 

Kardinalsymptome (Bradykinese (Bewegungsverlangsamung), Ruhetremor 

(Zittern) und Rigor (Muskelsteifheit)) der später nach ihm benannten Krankheit. 

Die Symptome sind auf ein Ungleichgewicht der Neurotransmitter Dopamin und 

Acetylcholin im Gehirn, vorwiegend in der Substantia Nigra, zurückzuführen. Die 

Substantia Nigra ist verantwortlich für die neuronale Modulation der Basalgang-

lien. Diese stellen das subcorticale Bindeglied zwischen assoziativem und 

motorischem Cortex dar. Acetylcholin wirkt dabei stimulierend auf die Neuronen 

der Basalganglien ein, während Dopamin eine dämpfende Funktion wahrnimmt 

(97, 98).  

Notwendige histologische Kriterien für die Diagnose von Morbus Parkinson sind 

charakteristische intrazelluläre Schädigungsmuster, die als Lewy-Körperchen und 

Lewy-Neuriten bezeichnet werden. Sie kommen häufig in der Nähe des Zellkerns 

vor, sind eosinophil und bestehen aus Protein-Aggregaten (99). Mithilfe von 

immunhistochemischen Methoden konnte gezeigt werden, dass diese Strukturen 

hauptsächlich aus dem Protein Alpha-Synuclein bestehen (100). Morbus 

Parkinson wird somit den Synucleinopathien zugeordnet (101). 

 

Struktur 

Alpha-Synuclein ist ein 140 Aminosäuren großes, intrinsisch ungeordnetes 

Protein.  

Seine Primärstruktur weist einige Besonderheiten auf. So gibt es ein kurzes Resi-

duen-Motiv welches sich nicht vollständig konserviert wiederholt und mit der 

Konsensus-Sequenz K[A,T]K[E,Q][G,Q]V beschrieben werden kann. Die 

Wiederholungen treten ausschließlich in der N-terminalen Hälfte des Proteins auf.  

In Anwesenheit von Lipidschichten kann sich das N-terminale Ende zu einer 

amphipathischen α-Helix umordnen und so in die Membran inserieren. Die 

hydrophoben Bereiche sind demnach in die Lipidschicht integriert, während die 

Seitenketten der polaren Abschnitte von der Membran weg zeigen (102). 
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Im Gegensatz zum eher basischen N-terminalen Teil des Alpha-Synucleins ist die 

C-terminale Domäne (Residuen 96-140) stark negativ geladen (103). Der 

hydrophobe Abschnitt zwischen Residuen 66 und 95 wird auch als NAC-Domäne 

(Non-amyloid β Component) bezeichnet. Dieser wird eine wichtige Rolle bei der 

Fibrillenbildung zugeschrieben (104). 

Aus der Sekundärstrukturvorhersage (Abb. 2.23) geht hervor, dass der α-helikale 

Bereich womöglich bis in die hydrophobe NAC-Domäne reicht. 

 

 

Abbildung 2.23 Helikale Edmundson-Darstellung des Anfangsteils der N-terminalen Domäne des 

Alpha-Synucleins in einer Lipidmembran. Hydrophobe Aminosäuren sind schwarz dargestellt, 

hydrophile sind violett und rot gekennzeichnet. Zwei gegenüberliegende, positiv geladene Lysine (rot) 

wechselwirken außerdem mit den negativen Phospholipidköpfen. Aus: (101). 

 

Aggregation und Fibrillenbildung von Alpha-Synuclein 

Alpha-Synuclein ist in der Lage, Aggregate zu bilden, wobei zunächst zwischen 

Oligomeren und Fibrillen unterschieden wird (101).  

Fibrillen können aus tausenden Alpha-Synuclein-Monomeren zusammengesetzt 

sein. Sie bilden längliche Strukturen aus, die unter dem Elektronenmikroskop oder 

dem Rasterkraftmikroskop beobachtet werden können. Diese sogenannten 

Fibrillen erreichen Längen von bis zu 10 µm. Der Durchmesser beträgt 

typischerweise 10 nm. Die Monomere selbst weisen innerhalb von Fibrillen im 

Bereich von 70 zentralen Aminosäuren eine geordnete Sekundärstruktur auf, 

wohingegen der N- und C-Terminus nahezu ungefaltet bleibt (105). Es handelt 

sich bei der konformationellen Umordnung um die Ausbildung einer Cross-β-

Struktur. 
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Die oligomere Spezies von Alpha-Synuclein besteht aus vergleichsweise wenigen 

Einzelmolekülen. Oligomere könnten zum einen Vorstufen für die 

Fibrillenbildung sein, zum anderen aber auch eine eigenständige Rolle in der 

Entstehung der Parkinson’schen Krankheit inne haben (28). Um diese Aggregate 

unter Laborbedingungen besser untersuchen zu können, wurden zahlreiche 

sogenannte Aggregationsprotokolle entwickelt, um diese in vitro in größeren 

Mengen herzustellen. So wurde durch kürzlich erschienene Studien nahe gelegt, 

dass die Oligomerisierung durch Kationen wie Cu
2+

 oder Fe
3+

 induziert werden 

(106). 

 

Mögliche Funktionen und Rolle der Pathogenese von Morbus Parkinson 

Während bis vor einigen Jahren noch davon ausgegangen wurde, dass die 

fibrillären Formen des Alpha-Synucleins für die Pathogenese der Parkinson-

Krankheit verantwortlich sind, herrscht heute weitgehende Einigkeit darüber, dass 

bereits die viel kleineren oligomeren Spezies einen toxischen Effekt auf die Zelle 

haben (107). Der toxische Effekt könnte dadurch entstehen, dass sich Alpha-

Synuclein-Oligomere in Lipidmembranen einlagern und in der Folge Poren bildet 

(108). 

Eine Porenbildung durch Alpha-Synuclein, beispielsweise in der Zellmembran, 

würde zu einem massiven Einstrom von Ca
2+

-Ionen führen. Dies hätte einen 

Zusammenbruch der zellulären Signaltransduktion und daraus resultierend 

schließlich den Zelltod zur Folge (109, 110). 
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3 Material und Methoden 

Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Materialien, 

Protokolle, Techniken und Methoden beschrieben. Auf Grund der vielfältigen 

Möglichkeiten Arbeitsschritte durchzuführen, werden Protokolle zuerst in 

allgemeiner Form beschrieben und im Anschluss anhand eines oder mehrerer 

Beispiele konkretisiert. 

3.1 Material 

Lipide (bezogen von Fa. Avanti Polar Lipids, USA) 

 DOPC (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin) 

 Ei-Sphingomyelin (hauptsächlich Hexadecanoyl-Sphingomyelin) 

 Cholesterol (Baumwolle) 

 Rhodamin-PE (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin-N-(Liss-

amin-Rhodamin-B-Sulfonyl) ) 

 POPC (1-Palmitoyl-2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin) 

 POPE (1-Palmitoyl-2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin) 

Lipide (bezogen von Fa. Nanocs, USA) 

 Cholesterol-PEG-NHS (5kDa)  

 DSPE-PEG-NHS (5kDa) 

Sonstige wichtige Chemikalien 

 HPLC-Wasser    Biochrom (Berlin) 

 Hepes 

 Ethanol (reinst)    Merck (Darmstadt) 

 Chloroform (HPLC-Grad)   Sigma-Aldrich (USA) 

 

3.2 Handhabung von Lipiden 

3.2.1 Herstellung von Lipidvesikeln 

Lipide werden meist als Pulver oder in Chloroform gelöst gekauft und bei nicht 

mehr als -20°C gelagert. Für die Herstellung von Lipidmischungen werden die in 
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Chloroform gelösten Lipide in Braunglasfläschchen gemischt. Dabei ist darauf zu 

achten, dass eventuell nicht alle Lipide in Chloroform gut lösbar sind. In diesem 

Fall empfiehlt es sich, noch etwas Methanol zum Ansetzen der Mischung zu 

verwenden. Um das Lösungsmittel zu entfernen, wird es zunächst durch Abblasen 

mit einem inerten Gas grob verdampft, um anschließend unter Vakuum auch noch 

die letzten Spuren zu entfernen. Zurück bleibt ein Lipidfilm, der hygroskopisch ist 

und in vielen Fällen anfällig für Oxidation durch Luftsauerstoff. Aus diesem 

Grund sollte das Braunglasfläschchen sofort nach Beendigung des Vakuum-

prozesses mit einem inerten Gas gespült, luftdicht verschlossen und eingefroren 

werden. Alternativ kann der Lipidfilm auch sofort mit einer wässrigen Lösung 

hydratisiert werden. Des Weiteren ist darauf zu achten, dass die Temperatur der 

Hydratisierungslösung größer ist als die höchste Hauptübergangstemperatur jeder 

einzelnen Lipidkomponente. Zusätzlich kann die Lösung noch Gefrier-Tau-Zy-

klen unterworfen werden. Durch die Hydratisierung, das Schütteln und 

gegebenenfalls die Gefrier-Tau-Zyklen ergeben sich nun sogenannte 

multilamellare Vesikel (MLV). Dies sind mehrere Mikrometer große, zwiebelartig 

aufgebaute, d. h. mehrschichtige, Lipidvesikel. Die MLV werden nun bei -20°C 

eingefroren oder gleich weiterverwendet, um aus ihnen sogenannte unilamellare, 

also einwandige, Vesikel herzustellen. Dazu existieren zwei häufig gebrauchte 

Methoden: Beschallung und Extrusion. Bei der Beschallung werden die MLV 

durch Schall in kleinere einwandige Vesikel aufgebrochen. Die mit dieser 

Methode hergestellten Vesikel werden als kleine unilamellare Vesikel (small 

unilamellar vesicles, SUV) bezeichnet. Bei der Extrusionsmethode wird die 

MLV-Lösung mehrfach durch einen Polykarbonat-Filter gepresst, wobei die 

Anzahl der Extrusionsschritte groß genug und ungeradzahlig sein sollte, da 

dadurch vermieden wird, dass sich eventuell noch vorhandene größere 

Lipidaggregate in der am Ende entnommenen Lösung befinden. 

Mit Dynamischer Lichtstreuung (DLS, siehe Kapitel 3.5 und Abb. 3.4) kann die 

Größenverteilung der hergestellten Vesikel überprüft werden. Der Durchmesser 

sollte monomodal verteilt sein und für SUV etwa bei 30 nm, für LUV etwa im 

Bereich der Porengröße des verwendeten Filters liegen. Die Vesikellösungen 

sollten bei 4°C gelagert und innerhalb von zwei Wochen verbraucht werden. 
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Protokoll 

Herstellung unilamellarer DOPC-Vesikel 

1. DOPC in Chloroform in einem Braunglasfläschchen lösen, sodass die End-

konzentration 1 mg/mL beträgt. 

2. In Chloroform gelöstes Rhodamin-PE (RhPE) dazugeben, sodass der RhPE-

Anteil 0,1 mol% beträgt. 

3. Lösung mit trockenem Stickstoff abblasen bis kein Chloroform mehr sichtbar 

ist. 

4. Braunglasfläschchen für sechs Stunden ins Vakuum geben (~ 0,1 mbar), um 

Chloroformspuren zu beseitigen. 

5. Um den erhaltenen Lipidfilm zu hydratisieren, 1 mL Reinstwasser in das 

Braunglasfläschchen geben und 15 Minuten schütteln. 

6. 21-malige Extrusion bei Raumtermperatur (Mini-Extruder, Avanti Polar 

Lipids) der LUV-Lösung durch einen 100 nm-Polykarbonat-Filter 

(Nucleopore, Fa. Whatman, Piscataway, NJ, USA). 

7. Kontrollmessung mit Dynamischer Lichtstreuung: Vesikeldurchmesser sollten 

etwa 70 bis 110 nm betragen und monomodal verteilt sein. 

8. Lagerung bei 4°C. 

Protokoll 

Herstellung unilamellarer PSC221-Vesikel (DOPC:Sphingomyelin:Cholesterol 

2:2:1 (mol)) 

1. PSC in Chloroform/Methanol (4:1 vol:vol) in einem Braunglasfläschchen 

lösen, sodass die Endkonzentration 1 mg/mL beträgt. 

2. In Chlorofom gelöstes Rhodamin-PE (RhPE) dazugeben, sodass der RhPE-

Anteil 0,1 mol% beträgt. 

3. Lösung mit trockenem Stickstoff abblasen, bis kein Chloroform mehr sichtbar 

ist. 

4. Braunglasfläschchen für sechs Stunden ins Vakuum bei 0,1 mbar um Chloro-

formspuren zu beseitigen. 

5. Um den erhaltenen Lipidfilm zu hydratisieren, 1 mL 50°C warmes 

Reinstwasser in das Braunglasfläschchen geben und 15 Minuten schütteln. 

6. 21-malige Extrusion (Mini-Extruder, Avanti Polar Lipids) der LUV-Lösung 

durch einen 100 nm-Polykarbonat-Filter (Nucleopore, Fa. Whatman, USA) 

bei 50 – 60°C. 

7. Kontrollmessung mit Dynamischer Lichtstreuung: Vesikeldurchmesser sollten 

etwa 70 bis 110 nm betragen und monomodal verteilt sein. 

8. Lagerung bei 4°C. 
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3.2.2 Herstellung von oberflächengestützten Lipiddoppelschichten 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden frisch gespaltene Glimmeroberflächen und die 

Fusionsmethode (111) verwendet, um oberflächengestützte Lipiddoppelschichten 

herzustellen. Dazu wird in einem ersten Schritt ein Glimmerplättchen vorsichtig 

mit einem Klebeband oder einem Skalpell gespalten. Die sich dadurch ergebende 

Oberfläche ist atomar glatt, stark hydrophil und negativ geladen. Im nächsten 

Schritt wird die Glimmeroberfläche mit einer Lösung unilamellarer Vesikel 

inkubiert (Abb. 3.1 A) und danach mit hinreichend Medium gespült. Während der 

Inkubation fusionieren die Vesikel mit der Oberfläche und bilden eine mehr oder 

weniger defektfreie Lipidschicht - in Abhängigkeit von der Inkubationszeit, der 

Inkubationstemperatur und anwesenden Ionen (Abb. 3.1 B und C). Nachdem die 

Lipidschicht hergestellt wurde, ist eine optische Kontrolle mit einem Fluoreszenz-

mikroskop hilfreich, um sicherzustellen, dass sich keine nicht-fusionierten Vesikel 

mehr in der Lösung befinden oder auf der Oberfläche adhäriert sind. Sollten noch 

derartige Vesikel zu sehen sein, so kann zum einen noch besser gespült werden.  

 

 

Abbildung 3.1 Prinzip der Vesikelfusion. (A) Unilamellare Vesikel werden eine gewisse Zeit auf 

einer frisch gespalteten Glimmerschicht inkubiert. Je nachdem, wie lange gewartet wird, bevor mit 

lipidfreier Lösung gespült wird, erhält man entweder einzelne Lipidflecken (B) oder eine durchgehende 

Lipidschicht (C). 

Zum anderen hat sich gezeigt, dass 30 bis 60 Minuten bei 50 bis 60°C im Ofen 

dazu beitragen können, die Anzahl noch adhärenter und gelöster Vesikel deutlich 

zu reduzieren. Anschließend sollte die Lipidschicht wieder langsam abgekühlt und 

noch einmal gespült werden. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit kamen Lipidmembranen aus DOPC, DOPS, POPC, 

C20BAS, SM und Cholesterol zum Einsatz, wobei sich die Lipidschichten immer 

in der fluiden Phase befanden. In einigen Experimenten ternäre Lipidmembranen 
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verwendet, die unter den experimentellen Bedingungen phasensepariert (LO-

Phase, LD-Phase) vorlagen. Sie bestanden aus Phosphatidylcholin, Sphingomyelin 

und Cholesterol im Verhältnis 2:2:1 (mol) (kurz: PSC221). 

 

3.3 Kraftmikroskopie 

Für alle AFM-Experimente kam ein MFP-3D-AFM (Fa. Asylum Research, USA) 

zum Einsatz. Sowohl die Datenerfassung als auch die Auswertung basierten auf 

der Plattform IGOR Pro 6 (Fa. Wavemetrics, USA). Für die Auswertung wurden 

selbst entwickelte Programmroutinen verwendet. 

Alle Punktionsexperimente wurden mit DNP-S Chips (Fa. Bruker, USA) 

durchgeführt. Ihre Spitzen weisen einen nominalen Krümmungsradius von 10 nm 

auf und kamen sowohl für Abbildungen wie auch für die Punktionskurven selbst 

zum Einsatz. Die Blattfedern dieser Chips besitzen eine nominale Federkonstante 

zwischen 0,1 und 0,3 nN/nm. 

Für die Extraktionsexperimente wurden MLCT-Chips verwendet (Abb. 3.2). Ihre 

Spitzen weisen einen nominalen Krümmungsradius von bis zu 40 nm auf und 

wurden gleichfalls sowohl für die Abbildungen wie auch für die 

Extraktionskurven verwendet. Die Blattfedern dieser Chips besitzen nominale 

Federkonstanten zwischen 0,01 und 0,5 nN/nm. 

Protokoll 

Herstellung einer oberflächengestützten DOPC-Lipiddoppelschicht 

1. Glimmerplättchen in Fluidzelle mit wasserunlöslichem Kleber befestigen. 

2. LUV-Lösung auf 0,1 mg/mL mit Reinstwasser verdünnen und 2 mM CaCl2 

dazu geben. 

3. Glimmerplättchen (~1 cm²) mit einem sauberen Skalpell frisch spalten. Die 

gewonnene Oberfläche sollte glatt und sauber aussehen. 

4. 50 µL LUV-Lösung auf das Glimmerplättchen geben und 2 Minuten bei 

Raumtemperatur einwirken lassen. 

5. Mit 50 mL Reinstwasser spülen. 

6. Kontrolle im Fluoreszenzmikroskop. 

7. Mit 50 mL Puffer spülen. 

8. 45 Minuten bei 50°C in den Ofen. 

9. Langsam abkühlen lassen. 

10. Mit 100 mL Puffer spülen. 
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Alle Abbildungen wurden im Tapping-Modus durchgeführt. Die Federkonstanten 

wurden mit Hilfe der Methode des thermischen Rauschens (112, 113) bestimmt. 

 

 

Abbildung 3.2 MLCT-Blattfeder mit Spitze im Rasterelektronenmikroskop. 

 

3.3.1 Kraft-Abstands-Kurven 

Während einer Kraftkurve werden zunächst die zurückgelegte Strecke des 

z-Piezos
11

 und die Verbiegung der Blattfeder gemessen. Um daraus den tatsäch-

lichen Abstand der Spitze von der Oberfläche zu erhalten, muss die Verbiegung 

der Blattfeder („Defl“) berücksichtigt werden, wozu wiederum die Kenntnis der 

Empfindlichkeit des Lichtzeigersystems (invOLS
12

) nötig ist. Die invOLS ist 

dabei die Proportionalitätskonstante zwischen der Verbiegung der Blattfeder in 

nm und der damit korrespondierenden Spannungssignaländerung in Volt 

(„DeflV“), wie sie mit der segmentierten Photodiode gemessen wurde. Experi-

mentell wird sie ermittelt, indem die AFM-Spitze auf ein hartes Substrat gedrückt 

wird. Der Kehrwert der Steigung des daraus resultierenden DeflV-z-Piezo-Signals 

ist dann die invOLS. Ist also die Verbiegung der Blattfeder am Ort der Spitze (in 

nm) bekannt, kann daraus die von der Spitze tatsächlich zurückgelegte Strecke 

bestimmt werden. Im Falle der Punktionsexperimente bietet sich hierfür das 

Kurvenstück nach der Punktion an, wenn sich die Spitze also auf dem harten 

Glimmer befindet und gilt Δz-Piezo = ΔDefl. Zusammen mit der bereits vor oder 

nach dem Experiment bestimmten Federkonstante, können auf diese Weise Kraft-

Abstands-Kurven gewonnen werden.  

                                                 
11

 Die von den Piezostellelementen zurückgelegte Strecke wird mit kapazitiven Sensoren 

gemessen, da Piezoaktuatoren oftmals stark nichtlinear sind. 
12

 invOLS: inverted opical lever sensitivity 
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Bei den Extraktionsexperimenten wird die InvOLS vor dem Experiment be-

stimmt. Nach dem eigentlichen Experiment wird dann noch die Federkonstante 

durch Aufnahme eines thermischen Rauchspektrums und mehrmaliger Messung 

der zugehörigen invOLS ermittelt. Bei Experimenten mit hohen (>2µm/s) Ge-

schwindigkeiten müssen zusätzlich hydrodynamische Effekt berücksichtigt 

werden. 

3.3.2 Funktionalisierung von AFM-Spitzen 

Die chemische Ankopplung eines oder weniger Lipide an eine AFM-Spitze 

erfolgte im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe von NHS
13

-Aktivester-Chemie. In 

einem ersten Schritt wird ein Siliziumnitrid-Chip mit einem organischen 

Lösungsmittel vorgereinigt, um eventuell vorhandene leichte Kontaminationen zu 

entfernen. Dann wird die Oberfläche mit Hilfe eines Plasmaprozesses aktiviert, d. 

h. die Dichte der Silanol-Gruppen auf der Chipoberfläche und damit auf der zu 

funktionalisierenden Spitze wird erhöht. Als nächstes werden Aminosilane naß-

chemisch an die Silanolgruppen angekoppelt, sodass nun Aminogruppen auf der 

Oberfläche der Spitze zur Verfügung stehen. Diese „Aminierung“ der Oberfläche 

macht es nun möglich, Aktivester, also Polymere, welche eine NHS–Gruppe 

tragen, anzubinden. Geschieht dies im wässrigen Milieu, muss berücksichtigt 

werden, dass die Hydrolyse wie auch die Reaktivität von NHS-Estern stark pH-

Wert-abhängig sind. Wird die Reaktion in organischen Lösungsmitteln wie 

beispielsweise Chloroform durchgeführt wird meist noch Triethylamin dazu 

gegeben (0,5 - 5 vol%). Nach einer Inkubationszeit, die je nach gewählten 

Reaktionsbedingungen wenige Minuten oder mehrere Stunden betragen kann, 

werden die Chips noch gründlich gespült und so bald wie möglich zum Messen 

verwendet. 

                                                 
13

 N-Hydroxysuccinimid kann Moleküle oder Oberflächen aminoreaktiv machen.  
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3.3.3 Auswertung von Punktionsexperimenten 

Unter Punktionskraft versteht man die maximale Kraft, die die Spitze auf die 

Lipidschicht ausüben kann, bevor es zur Punktion kommt. Um die elastischen 

Eigenschaften der Lipidmembranen aus den Punktionskurven zu bestimmen, 

könnte prinzipiell das Hertz-Modell (114) für sphärische Indenter verwendet 

werden. Dieses geht jedoch davon aus, dass der Radius der Kugel (der hier dem 

Krümmungsradius R der AFM-Spitze entspricht) sehr viel kleiner ist als die Dicke 

des deformierten Substrats. Da jedoch die Dicke von Lipidmembranen und der 

Radius von AFM-Spitzen in der gleichen Größenordnung liegen, würde der 

Young’sche Modul systematisch überschätzt werden. Aus diesem Grund wird ein 

modifiziertes Hertz-Modell (115) verwendet. Es basiert auf dem ursprünglichen 

Hertz-Modell, das um einen semiempirischen Term erweitert wurde, der der 

endlichen Dicke t der Lipidschicht explizit Rechnung trägt: 

 

Protokoll 

Funktionalisierung einer AFM-Spitze mit einem PEG-Lipid 

1. Chips (MLCT, Fa. Bruker, USA) 30 Sekunden in Ethanol schwenken. 

Anschließend Ethanol mit Filterpapier vorsichtig abnehmen. 

2. Oberfläche mit Sauerstoffplasma für 15 Minuten bei 20 % Leistung und 0,25 

mbar Prozessdruck aktivieren. Plasmaanlage: Modell Femto, Fa. Diener. 

3. Während des Plasmaprozesses die Vectabond©-Lösung (APTES) vorbereiten. 

Dazu 50 µL Vectabond© in 5 mL Aceton lösen. 

4. Chips nach Plasmaprozess kurz (1 s) in Aceton schwenken und dann für 15 

Minuten in der vorbereiteten Vectabond©-Lösung inkubieren. 

5. Chips mehrmals gründlich in Aceton schwenken (2x15 Sekunden) und dann 

für 30 Min bei 70°C in den Ofen. 

6. Abwiegen und Lösen von Lipid-PEG-NHS (5 kDa) und mPEG5kDa-NHS (Fa. 

Rapp-Polymere, Tübingen) in Chloroform (inkl. 3 % Trimethylamin). 

Konzentrationen ~ 50mg/mL. 

7. Gewünschte Mischungsverhältnisse beider Lösungen herstellen. 

8. Chips über Nacht in Chloroform gesättigter Atmosphäre inkubieren. 

9. Chips gründlich mit Chloroform, Ethanol und warmem Reinstwasser (in 

dieser Reihenfolge) spülen bzw. mit Chloroform spülen und darin lagern bis 

Chips benötigt werden. 
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0 . Fit-Parameter sind hierbei der Young’sche Modul   

und der Punkt z0, an dem die elastische Deformation gemäß Modell beginnt 

(Abb. 2.15 B). 

Aus der Literatur lässt sich entnehmen, dass sich in wässriger Lösung zwischen 

der Oberfläche, hier frisch gespaltener Glimmer, und der proximalen Seite der 

Lipidmembran eine Wasserschicht von etwa 1 nm Dicke bildet (32, 116–118). 

Die Schichtdicke der Lipidmembran t kann dann aus der Differenz zwischen z0 

und der Dicke der Wasserschicht     = 1 nm gewonnen werden (        .) 

(Abb. 3.3). Darüber hinaus wird angenommen, dass die Wasserschicht von der 

hydrophilen Glimmeroberfläche sowie der hydrophilen Unterseite der Lipid-

schicht derart stabilisiert wird, dass sie als hart im Vergleich zur Lipidschicht 

angesehen werden kann. Kommt es schließlich zur Punktion, bricht sie auf Grund 

der nicht mehr vorhandenen, stabilisierenden Lipidschicht instantan zusammen.  

 

Abbildung 3.3 (A) Punktionskurve. Der Punkt z0 an dem die Verbiegung der Membran gemäß 

Modell beginnt, wird als Abstand der Oberseite der Lipidmembran von der Oberfläche angenommen. 

(B) Oberflächengestützte Lipidmembran. Der Abstand der Oberfläche der Oberseite der Membran z0 

setzt sich aus der Dicke der Membran t und der Dicke einer Wasserschicht dWL zusammen. 
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Das modifizierte Hertz-Modell wird schließlich an den Bereich der elastischen 

Deformation angepasst. Als Fit-Grenzen werden dabei auf der einen Seite der Ort 

der Maximalkraft verwendet. Auf der anderen Seite der Ort, an dem die elastische 

Deformation 0,1 nN erreicht hat (wo davon ausgegangen werden kann, dass die 

DLVO- und Hydratationskräfte genügend klein sind (6, 119)). 

Der Young’sche Modul und die Dicke der Lipidmembran werden benutzt, um den 

Kompressionsmodul    sowie den Biegemodul    aus der Theorie dünner Platten 

zu gewinnen (siehe dazu auch (48–50) und Kapitel 2.2.7). 

3.3.4 Auswertung von Einzellipidextraktions-Experimenten 

Identifikation von Extraktionskurven 

Um Artefakte zu minimieren wird zunächst festgelegt, dass die Abrisslänge einer 

Kurve die nominale Konturlänge des Verbindungspolymers nicht überschreiten 

darf. Konkret bedeutet dies zum Beispiel im Falle eines PEG(6kDa)-

Verbindungspolymers, dass die Abrisslänge unter 41 nm liege muss, wobei von 

einer Länge von 0,3 nm pro PEG-Grundeinheit (44 Da) ausgegangen wird. Im 

Anschluss werden die geglätteten Kraft-Abstands-Kurven innerhalb dieser Grenze 

auf Abrisse hin untersucht und die Kraft am Ort des Abrisses als 

„Extraktionskraft“ in die Statistik aufgenommen. Des Weiteren kann die 

Kraftladungsrate aus der zeitlichen Zunahme der Kraft am Ort des Abrisses 

bestimmt werden. 

Die Lipidextraktionsmessungen in Kapitel 0 erfordern es zum Teil sehr kleine 

Kräfte nahe des Systemrauschens zu messen. Um dies zu berücksichtigen wurde 

die Empfindlichkeit des Messaufbaus mit 10 pN abgeschätzt. Darunterliegende 

Kräfte wurden daher für die Bestimmung der thermischen Aktivierungsparameter 

(siehe unten) nicht berücksichtigt. 

Bestimmung der thermischen Aktivierungsparameter 

Die Bestimmung der thermischen Aktivierungsparameter erfolgte so wie in 

Kapitel 2.3.3 dargestellt: 

Zunächst werden die Extraktionskräfte F ermittelt und in einem oder mehreren 

normierten Histogrammen p(F) dargestellt, sodass ∫  ( )    
 

 
 gilt. Des 

Weiteren wird davon ausgegangen, dass die Streckung der Extraktionskurven mit 

einem WLC-Modell beschrieben werden kann. Daraus lässt sich dann jeder Kraft 

unmittelbar eine Kraftladungsrate  ̇( ) zuordnen (64, 69). Mit Gleichung [15] 
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kann nun von jeder p(F)-Verteilung auf die korrespondierende Verteilung der 

kraftabhängigen Lebensdauern  ( ) übergegangen werden (Methode A, siehe 

Kapitel 2.4). 

Wie in Kapitel 2.4 beschrieben, kann Gleichung [15] so vereinfacht werden, dass 

sie auch für Kraftverteilungen mit Ausreißern anwendbar ist (Gleichung [17]). Es 

geht in diesem Fall dann nicht mehr die ganze Wahrscheinlichkeitsdichte-

verteilung eine sondern nur noch die mittlere Kraft und der Interquartilenabstand, 

ein Maß für die Breite der Verteilung. Jede Kraftverteilung p(F) trägt aus diesem 

Grund bei Anwendung von Gleichung [17] auch nur einen Punkt, nämlich  (〈 〉), 

zum  ( )-Diagramm bei (Methode B, siehe Kapitel 2.4). 

 

Die Bestimmung der thermischen Aktivierungsparameter, die die komplette 

Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung p(F) benutzt (Gleichung [15]), wird als 

„Methode A“ bezeichnet. Das Vorgehen gemäß Gleichung [17] wird als 

„Methode B“ bezeichnet. 

3.4 Elektrophysiologische Messungen 

In einer im Rahmen dieser Dissertation angefertigte Diplomarbeit wurde ein 

Messaufbau realisiert, der elektrophysiologische Messungen an schwarzen 

Membranen gestattet. Details zum Messaufbau selbst, zu den Messprotokollen 

und den erfolgreichen Testmessungen mit Gramicidin sind der Arbeit zu 

entnehmen (2). 

3.5 Dynamische Lichtstreuung 

Dynamische Lichtstreuung (DLS, Abb. 3.4) ist eine Methode, um den 

hydrodynamischen Radius von Partikeln zu bestimmen. Ein Laserstrahl wird dazu 

in die Lösung mit den zu vermessenden Partikeln geleitet und das gestreute Licht 

in einem Detektor registriert. Durch Autokorrelation des zeitlichen Verlaufs der 

Intensitätsfluktuationen im Detektorsignal und Anwendung der Stokes-Einstein-

Beziehung kann die Größenverteilung der Partikel gewonnen werden. Für Details 

siehe (2, 3, 120). Idealerweise sollten die Partikel monomodal verteilt sein. Ihr 

Durchmesser sollte deutlich unter der der Wellenlänge des Lasers liegen, jedoch 

groß genug sein, um die Streuintensität nicht zu klein werden zu lassen. 
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Abbildung 3.4 Prinzip der Dynamischen Lichtstreuung. (A) Das von einer Partikellösung (PL) 

gestreute Licht eines Lasers (L) wird von einem Detektor (Det) als fortlaufende Intensitätsfluktuation 

(B) registriert. (C) Diese wird autokorreliert und ergibt nach Anwendung der Stokes-Einstein-

Beziehung den mittleren hydrodynamischen Durchmesser der gelösten Partikel. 

 

3.6 Alpha-Synuclein 

Synthese von Alpha-Synuclein 

Die Methoden für die rekombinante Expression und Aufreinigung der Alpha-

Synuclein-Monomere, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, wird in 

(2, 3) beschrieben. 

 

Aggregationsansatz 

Wie bereits erwähnt, wurden im Rahmen einer Bachelor- und einer Diplomarbeit 

Verfahren etabliert, um Aggregationsansätze zu charakterisieren. Die verwendeten 

Aggregationsprotokolle sind in (3) beschrieben. 
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4 Nanomechanische Eigenschaften von Lipidmembranen 

(PKT) 

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der nanomechanischen Messungen 

präsentiert und diskutiert. Jedes Unterkapitel ist dabei einem speziellen 

Experiment gewidmet. Die Experimente unterscheiden sich hinsichtlich der Art 

und Weise, wie eine Veränderung der mechanischen Eigenschaften der 

Lipidmembran hervorgerufen wird: 

Im ersten wird der Einfluss kleiner amphiphiler Moleküle am Beispiel des 

Ethanols untersucht.  

Im zweiten Unterkapitel steht die Frage, wie die Lipidzusammensetzung selbst 

Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften nimmt, im Mittelpunkt. Zu diesem 

Zweck werden Messungen an Lipidmembranen mit unterschiedlich großen 

Anteilen an Bolalipiden miteinander verglichen.  

Schließlich wird noch die Modulation der Lipidmembranstabilität durch Proteine, 

anhand der Interaktion des Proteins Alpha-Synuclein, mit anionischen 

Lipidschichten demonstriert. 

4.1 Wirkung von Ethanol auf Lipidmembranen 

Der folgende Abschnitt folgt inhaltlich einer im Rahmen dieser Dissertation 

erschienenen Publikation (58). 

Mit Hilfe der in (58) beschriebenen nanomechanischen Punktionsexperimente 

wurde untersucht, welchen Einfluss Ethanol auf die in Kapitel 0 beschriebenen 

elastischen Parameter (Punktionskraft, Membrandicke, Young’scher Modul, 

Biegemodul und Kompressionsmodul) einer fluiden Lipiddoppelschicht (DOPC) 

hat. Die elastischen Eigenschaften wurden aus den Punktionskurven durch 

Anpassung des modifizierten Hertz-Modells gewonnen. Des Weiteren wird die 

Dicke (~ 1 nm (32, 116–118)) einer Wasserschicht zwischen Glimmer und der 

proximalen Seite der Lipidmembran berücksichtigt. Für Wasser-Ethanol-

Mischungen lassen sich in der Literatur keine Angaben für die Dicke einer 

solchen Schicht finden. Es gibt jedoch Hinweise, dass die Dicke dieser Schicht 

durch Ethanol stark herabgesetzt werden könnte. Aus diesem Grund werden im 

Folgenden (bei Anwesenheit von Ethanol) zwei Fälle unterschieden. Fall 1: Es 

gibt eine 1 nm dicke Schicht. Fall 0: Keine derartige Schicht ist vorhanden 

(bevorzugtes Modell). 

Die Punktionsmessungen wurden für eine Konzentrationsreihe mit ein und 

derselben Spitze mit einer Geschwindigkeit von 500 nm/s durchgeführt. Dass sich 
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die Spitze während der Messung nicht wesentlich veränderte, wurde verifiziert, 

indem am Ende jeder Reihe noch einmal bei der zu Beginn verwendeten 

Konzentration gemessen wurde. 

Es war zu beobachten, dass Ethanol die Lipidmembranen empfindlich für 

mechanische Einwirkungen macht. Dies äußerte sich darin, dass Lipidmembranen 

in einigen Fällen bereits durch den Austausch des Mediums oder die Einwirkung 

der AFM-Spitze selbst zerstört wurden. Die Ergebnisse der besten Messungen 

sind unten dargestellt. Jeder Datenpunkt setzt sich aus 200 bis 400 Punktions-

kurven zusammen. 

Vor und nach den Messungen wurden die Lipidschichten im Tapping-Modus 

abgebildet, um auszuschließen, dass sie durch die Punktionen beschädigt wurden 

(Abb. 4.1 A, B). 

 

 

Abbildung 4.1 (A) Lipidmembran vor und (B) nach Durchführung mehrerer hundert 

Punktionskurven bei 20 % Ethanol über die gesamte abgebildete Fläche. Der Maßstabsbalken ent-

spricht 1 µm. 

 

4.1.1 Ergebnisse 

Wie Abbildung 4.2 A zeigt, nimmt die Punktionskraft fast linear mit der Ethanol-

konzentration ab. Sie fällt von 1,0 nN in reinem Wasser auf 0,3 nN in 40 %iger 

Ethanollösung. In Abb. 4.2 B ist der ethanolabhängige Rückgang der Dicke der 

Membran dargestellt. Es ergibt sich ein Rückgang der Membrandicke um 1,9 nm 

(Fall 0) beziehungsweise 2,8 nm (Fall 1), wenn die Ethanolkonzentration von 0 

auf 40 % erhöht wird. 
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Abbildung 4.2 Ergebnisse für die nanomechanischen Messungen auf DOPC-Lipidmembranen in 

Abhängigkeit von der Ethanolkonzentration. (A) Punktionskraft. (B) Membrandicke. (C) Young’scher 

Modul. (D) Kompressionsmodul. (E) Biegemodul. 

(B) – (E) Schwarze Kreise: Fall 0. Rote Dreiecke: Fall 1. 

Der Young’sche Modul wird ebenfalls in beiden Fällen verringert und zwar von 

15,2 MPa in reinem Wasser auf 5,5 MPa (Fall 0) beziehungsweise 2,7 MPa 

(Fall 1) (Abb. 4.2 C) bei 40 % Ethanol. Ausgehend von der Dicke der 

Lipidmembran und dem Young’schen Modul wurden noch zwei weitere 

elastische Parameter bestimmt: Der Kompressionsmodul (Abb. 4.2 D) und der 

Biegemodul (Abb. 4.2 E). Der Kompressionsmodul geht von 116 mN/m in reinem 
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Wasser auf 30 mN/m (Fall 0) bzw. 27 mN/m (Fall 1) in Anwesenheit von 40 % 

Ethanol zurück. Ebenso fällt der Biegemodul von 1,56·10
-19 

J auf 0,20·10
-19 

J in 

Fall 0 bzw. 0,06·10
-19 

J in Fall 1 ab. 

Der teils nichtlineare Rückgang beider Werte bei Ethanolzugabe (in beiden 

Fällen) ist formal eine direkte Konsequenz der Ethanolabhängigkeit der 

Membrandicke und des Young’schen Moduls. 

 

Tabelle 2  Zusammenfassung der elastischen Parameter. 

Ethanol- 

konzentration 

Punktionskraft 

(nN) 

Dicke der Lipid-membran 

(nm) 

Young’scher Modul 

(MPa) 

    Fall 1 Fall 0 Fall 1 Fall 0 

  0 % 1.00 ± 0.17 5.7 ± 0.5 
 

   15.2 ± 4.0 
 

10 % 0.91 ± 0.17 3.9 ± 0.7 4.7 ± 0.7   8.1 ± 2.2 12.2 ± 3.5 

20 % 0.74 ± 0.20 3.6 ± 0.8 4.3 ± 0.7   7.3 ± 2.3 11.0 ± 1.3 

40 % 0.31 ± 0.13 2.9 ± 0.8 3.8 ± 0.5   2.7 ± 1.6    5.5 ± 2.7 

 

 

Ethanol- 

konzentration 

Kompressionsmodul 

(mN/m) 

Biegemodul 

(10
-19

J) 

  Fall 1 Fall 0 Fall 1 Fall 0 

  0 % 116 ± 35 
 

1.56 ± 0.23 
 

10 %   43 ± 10   78 ± 18 0.29 ± 0.08 0.76 ± 0.18 

20 %   28 ± 17   68 ± 10 0.18 ± 0.08 0.55 ± 0.21 

40 %   13 ± 5   30 ± 10 0.06 ± 0.03 0.20 ± 0.07 

 

4.1.2 Diskussion 

Diese Messungen stellen, nach bestem Wissen des Autors, die erste systematische 

Untersuchung der konzentrationsabhängigen Modifizierung der mechanischen 

Eigenschaften von oberflächengestützten Lipiddoppelschichten durch Ethanol dar. 

Um deshalb eine qualitative und quantitative Einordung der Ergebnisse zu 

erleichtern, werden sie zum einen mit Messungen verglichen, die ebenfalls die 

Wirkung von Ethanol auf Lipidschichten zum Thema hatten, jedoch sowohl ein 

anderes Lipidsystem (Vesikel) als auch eine andere Technik (Mikropipetten-

Aspiration) verwendeten (54, 72). Zum anderen erfolgt ein Vergleich (der 

Messungen in reinem Wasser) mit bereits publizierten Untersuchungen auf 
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oberflächengestützten Lipidmembranen. Da jede einzelne Punktionsmessung 

nanoskopisch, d. h. über eine nur wenige Quadrat-Nanometer große Fläche 

stattfindet, ist insbesondere der Vergleich mit mikroskopischen Messungen (s. o.) 

interessant (54, 72, 121). 

 

Die Punktionskräfte befinden sich in einem Bereich der typisch für Messungen 

auf fluiden DOPC oder DOPC-reichen oberflächengestützten Lipidmembranen ist 

(57). Auch ist der Rückgang der für eine Punktion erforderlichen Kräfte bei 

steigender Ethanolkonzentration konsistent mit Messungen der Zerreißspannung 

von Vesikeln in Mikropipetten-Aspirations-Experimenten (72). Die beobachtete 

Verringerung der Membrandicke t stimmt sehr gut mit einem in (122) durch 

AFM-Abbildungen gefundenen Rückgang von 1,6 nm überein, wenn die 

Ethanolkonzentration von 0 auf 34 % erhöht wird.  

In einer jüngst erschienenen Studie (123) wird der Young’sche Modul der fluiden 

Phase einer oberflächengestützten Lipidmembran mit 19,3 MPa angegeben, was 

sehr gut mit den in dieser Arbeit gemessenen 15,3 MPa (Abb. 4.2 C) 

übereinstimmt. Dass des Öfteren auch höhere Young’sche Module auf fluiden 

oberflächengestützten Lipidmembranen berichtet werden, hängt vor allem damit 

zusammen, dass in diesen Untersuchungen meist das ursprüngliche Hertz-Modell 

verwendet wird, welches die Schichtdicke nicht berücksichtigt beziehungsweise 

von einer unendlich dicken Lipidschicht ausgeht (56).  

Dies unterstreicht den Einfluss der Schichtdicke und legt nahe, diese in Modellen 

(wie in der vorliegenden Arbeit geschehen) explizit zu berücksichtigen. 

Der Kompressionsmodul    und der Biegemodul    werden, wie in Kapitel 2.2.7 

beschrieben, aus dem Young’schen Modul und der Membrandicke durch 

Anwendung der Theorie elastischer Schalen gewonnen. Der für    in reinem 

Wasser gefundene Wert stimmt dabei sehr gut mit dem in (123) mittels Peak-

Force-AFM auf oberflächengestützten Lipidmembranen ermittelten überein. Die 

mit der Ethanolkonzentration abnehmende Tendenz von sowohl Biege- wie auch 

Kompressionsmodul, stimmt qualitativ sehr gut mit den Ergebnissen von 

Mikropipetten-Aspirations-Experimenten an Vesikeln überein (54). Quantitativ 

wurden für den Kompressionsmodul ein wenig kleinere absolute Werte und eine 

schneller abfallende Tendenz des Biegemoduls auf oberflächengestützten 

Lipidmembranen gemessen. Berücksichtigt man jedoch, dass beide Experimente, 

die nanomechanische Punktion und die Mikropipetten-Aspiration, auf sowohl 
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vollständig verschiedenen Techniken wie auch auf unterschiedlichen Lipidsyste-

men beruhen, ist der Grad der qualitativen und quantitativen Übereinstimmung 

durchaus überraschend und kann als Bestätigung der Validität der nanomechani-

schen Punktion verstanden werden.  

 

Die gewonnen Resultate stützen folgende Modellannahme zur Wirkung von 

Ethanol auf Lipidschichten (Abb. 4.3): 

Ausgangspunkt ist hierbei eine Lipidschicht (oberflächengestützte Lipiddoppel-

schicht, Lipid-Vesikel etc.), die sich in einer wässrigen Lösung befindet. Gibt man 

nun Ethanol zu dieser Lösung, adsorbieren die (amphiphilen) Ethanolmoleküle an 

die Lipid-Wasser-Grenzschicht. Ihre Oberflächendichte scheint dabei in etwa 

proportional zur Volumen-Konzentration zu sein (72). Dabei verdrängen sie 

Wassermoleküle und orientieren sich so, dass ihre Methylgruppe in den 

hydrophoben Bereich der Lipiddoppelschicht ragt (78), während sie gleichzeitig 

Wasserstoffbrückenbindungen mit den Carbonyl- und Phosphatgruppen bilden 

(124). Diese Adsorption scheint nun zu einer erhöhten effektiven Kopf-

gruppenfläche zu führen (54) und als Folge davon zu einer verringerten Wechsel-

wirkung der Kopfgruppen untereinander. Dies wird auch nahegelegt von den sich 

mit der Ethanolkonzentration verringernden Punktionskräften (Abb. 4.2 A). 

Betrachtet man Lipiddoppelschichten als inkompressibel, so müsste eine Ver-

größerung der Fläche mit einer Verringerung der Schichtdicke einhergehen. Auch 

dies konnte mit Punktionsmessungen bestätigt werden (Abb. 4.2 B). Weiterhin 

führt der vergrößerte Abstand der Kopfgruppen dazu, dass sich der 

Ordungsparameter der Kohlenwassertoffketten verringert (125), was zu einem 

Rückgang des Young’schen Moduls führt und mit Punktionsmessungen in dieser 

Arbeit gezeigt werden konnte (Abb. 4.2 C). 

 

 

Abbildung 4.3 Modellvorstellung für die Wechselwirkung von Ethanol (rot) mit Lipidmembranen. 
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Um elastische Eigenschaften aus Punktionskurven gewinnen zu können, müssen 

diese mit einem Modell verglichen werden. Ein sehr einfaches und häufig 

verwendetes Modell ist das Hertz-Modell (114), welches jedoch von einer 

unendlich dicken Probe ausgeht. Dies bedeutet, dass der damit erhaltene 

Young’sche Modul bei sehr geringen Probendicken systematisch überschätzt 

wird. Dies wäre auch bei den nur ~ 5 nm dicken Lipidschichten der Fall. Aus 

diesem Grund wurde ein Modell gewählt, das das Hertz-Modell um einige Terme 

erweitert und der geringen Dicke der Probe (also der Lipidschicht) explizit 

Rechnung trägt. Dieses Modell wird im Rahmen dieser Arbeit als modifiziertes 

Hertz-Modell bezeichnet (115) und ist in Kapitel 0 näher beschrieben. 

Obwohl es immer noch eine relativ geringe Komplexität aufweist und auch nicht 

explizit für die Beschreibung von Lipiddoppelschichten gedacht ist, funktioniert 

es sehr gut, denn die ermittelten Young’schen Module sind in sehr guter 

Übereinstimmung mit denen anderer Messungen (123). 

 

Die Kenntnis der Dicke der Lösungsmittelschicht dLM zwischen der 

Festkörperoberfläche und der „Unterseite“ der Lipiddoppelschicht ist unerlässlich, 

um die korrekte Membrandicke zu ermitteln (siehe Abb.). Wie oben erwähnt, 

kann davon ausgegangen werden, dass dLM für wässrige Lösungen etwa 1 nm 

beträgt. Jedoch fehlen derartige Angaben für ethanolhaltige wässrige Medien. Aus 

diesem Grunde wurden die beiden oben beschriebenen Fälle unterschieden. 

Die nichtlineare, sprunghafte Verringerung des Abstandes der ersten Deformation 

(wenn die Ethanolkonzentration von 0 auf 10 % (Abb. 4.4) erhöht wird) legt nahe, 

dass hierfür möglicherwiese nicht allein die dünner werdende Lipidschicht 

verantwortlich ist.  

Zusätzlich könnte eine Verringerung oder ein Verschwinden der Lösungsmittel-

schicht hierzu beitragen, was für Fall 0 sprechen würde. Dies wäre auch in 

Übereinstimmung mit der Beobachtung, dass die Hydratationskraft und damit die 

Zahl der H-Brücken zwischen zwei Siliziumoxidoberflächen in Wasser stark 

reduziert werden, wenn Ethanol (ab 10 %) dem Wasser beigemengt wird (126). 
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Abbildung 4.4 Überlagerung von mehr als 750 Punktionskurven, die in unterschiedlichen 

Ethanolkonzentrationen aufgenommen wurden. Der deutliche Rückgang des Abstandes z0, wenn die 

Ethanolkonzentration von 0 % auf 10 % erhöht wird, spricht für Fall 0 (siehe Haupttext). 
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4.2 Bolalipide 

Bereits in Kapitel 2.2.4 wurde angesprochen, dass Bolalipide sich als 

Beschichtung von Elektroden und Sensoren eignen. Daher ist es erstaunlich, dass 

nur wenige Arbeiten oberflächengestützte Bolalipidschichten untersuchten und es, 

nach Wissen des Autors, keine Studie gibt, die die mechanischen Eigenschaften 

von oberflächengestützten Bolalipidschichten zum Thema hat. 

In dieser Arbeit werden Punktionsmessungen verwendet, um die mechanische 

Stabilität von oberflächengestützten DOPC-Lipidmembranen mit unterschied-

lichen Anteilen eines Bolalipids (C20BAS, siehe Kapitel 2.2.4) zu 

charakterisieren. 

Es ist dabei zu beachten, dass sich die Angaben zum Bolalipidanteil, XBola, auf das 

Verhältnis der Molekülzahlen beziehen und nicht auf das der Kopfgruppen. So 

bedeutet etwa XBola = 50 mol %, dass die Hälfte aller Lipide Bolalipide sind und 

damit etwa 66 % aller Kopfgruppen zu Bolalipiden gehören. Alle Prozentangaben 

in diesem Kapitel sind als Mol-Prozent-Angaben zu verstehen. Die Messungen 

wurden in einer Pufferlösung (20 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 10 mM Hepes) bei 

27°C durchgeführt. Die Herstellung der Lipide sowie der Lipidschichten erfolgte 

wie in Kapitel 3.2 beschrieben. Die Auswertung erfolgte in der gleichen Weise 

wie die der Daten aus Kapitel 4.1. 

4.2.1 Ergebnisse 

Wie Abb. 4.5 A zeigt, nimmt die Punktionskraft mit steigendem Bolalipidanteil zu 

und zwar von etwa 1 nN bei XBola = 0 % bis fast 2 nN bei XBola = 50 %. In Abb. 

4.5 B ist der Rückgang der Membrandicke von 5,1 nm auf 4,3 nm dargestellt. Der 

Young’sche Modul steigt linear von 15 MPa (0 %) auf 29 MPa (50 %) an 

(Abb. 4.5 C). Ausgehend vom Young’schen Modul und der Membrandicke 

wurden Kompressions- und Biegemodul bestimmt (siehe Gleichungen [11] und 

[12]). Während der Kompressionsmodul einen Anstieg von 108 mN/m auf 

164 mN/m verzeichnet, verhalten sich die Werte für den Biegemodul indifferent 

um 1,25x10
-19 

J (Abb 4.5 D und E). Abbildung 4.6 zeigt rasterkraftmikroskopi-

sche Aufnahmen bei verschiedenen Bolalipidanteilen. Abbildung 4.7 zeigt die 

entsprechenden fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Beide Male ist keine 

Phasenseparation erkennbar. 

 



 

84 Nanomechanische Eigenschaften von Lipidmembranen (PKT) 

 

Abbildung 4.5 Ergebnisse für die nanomechanischen Messungen auf DOPC-C20BAS-

Lipidmembranen in Abhängigkeit der Bolalipidkonzentration. (A) Punktionskraft, (B) Membrandicke, 

(C) Young’scher Modul, (D) Kompressionsmodul, (E) Biegemodul. 

 

Abbildung 4.8 zeigt die Punktionskraftverteilungen für verschiedene Bolalipid-

konzentrationen. Die monomodalen Verteilungen der Punktionskräfte deuten 

darauf hin, dass keine Phasenseparation bei den jeweiligen Konzentrationen 

vorliegt. 
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Abbildung 4.6 Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von Lipidmembranen mit unterschiedlichen 

Anteilen XBola an C20BAS (A: 0 %, B:10 %, C: 30 %, D: 50 %). Der Maßstabsbalken hat eine Länge 

von 0,5 µm. 

 

 

Abbildung 4.7 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Lipidmembranen mit unterschiedlichen 

Anteilen XBola an C20BAS (A: 0 %, B:10 %, C: 30 %, D: 50 %). Bei den zahlreichen dunkleren 

Bereichen handelt es sich um Stellen, an denen sich keine Lipidschicht gebildet hat. Der Maßstabsbal-

ken hat eine Länge von 15 µm. 
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Abbildung 4.8 Verteilung der Punktionskräfte für Punktionskurven auf oberflächengestützten 

Lipidmembranen mit unterschiedlichen DOPC/C20BAS-Verhältnissen. 

 

4.2.2 Diskussion 

Zunächst kann festgestellt werden, dass alle Werte für die reinen DOPC-Lipid-

schichten (0 % Bolalipide) sehr gut mit anderen Messungen (siehe Kapitel 4.1.1 

und (11, 72, 123)) übereinstimmen. Die Erhöhung der Punktionskraft mit der 

Konzentration der Bolalipide weist auf eine mit dem Bolalipidanteil ansteigende 

mechanische Stabilität hin. 

Der kleine, jedoch signifikante Rückgang der Membrandicke in Abhängigkeit von 

XBola (0,8 nm bei XBola = 50 %) ist nicht überraschend und lässt sich mit der deut-

lich kleineren hydrophoben Länge eines C20BAS-Moleküls im Vergleich zur 

Länge zweier DOPC-Moleküle erklären. Diese Verringerung der Membrandicke 

ist auch in Übereinstimmung mit SAXS-Messungen an einem C20BAS-POPC-

System, die bei XBola=50 % einen Rückgang von 0,6 nm ergaben (127). 

Da die Permeabilität einer Lipidmembran für hydrophobe Substanzen direkt pro-

portional zu ihrer Dicke ist (18), ist auch ein leichter Anstieg der hydrophoben 

Permeabilität zu erwarten. 

NMR- und SAXS-Messungen lieferten Indizien dafür, dass sich in einer POPC-

C20BAS bei Raumtemperatur eine Mikrophasenseparation in eine bolalipid-reiche 

und eine bolalipid-arme Phase ergibt (128), die mit den unterschiedlichen hydro-

phoben Längen der verwendeten Lipide begründet wird. Die Autoren geben als 

minimalen Domänenradius einen Wert von 50 nm an. 
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Nun konnte in im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgeführten Messungen auf 

vier Größenordnungen keine Phasenseparation gefunden werden: Auf der 

Größenordnung von 10 µm zeigen Fluoreszenzmessungen homogene 

Lipidschichten, die man so nicht in einer phasenseparierten Lipidmembran 

erwarten würde, da sich die fluoreszierenden Lipide unterschiedlich stark in den 

verschiedenen Phasen anreichern. 

Auf der Größenordnung von 1 µm zeigen rasterkraftmikroskopische Aufnahmen 

keine unterschiedlich hohen Bereiche wie man sie bei einer Phasenseparation 

erwarten würde. 

Schließlich ergibt die Analyse der Punktionskraft-Histogramme monomodale 

Verteilungen. Im Falle einer Phasenseparation würden beide Phasen vermutlich 

unterschiedliche Punktionskraftverteilungen erzeugen. Aus diesem Grund müsste 

ein derartiges Histogramm bimodale Züge tragen, was jedoch bei allen getesteten 

Konzentrationen nicht der Fall ist. Eine derartige Bimodalität ergibt sich 

beispielsweise, wenn eine Punktionskurven zeilenweise über einem 

phasenseparierten Bereich durchgeführt werden (siehe Abb. 7.1, 7.2, 7.3). Die 

obere Grenze für die Radien eventuell vorhandener Nanodomänen kann also mit 

dem Spitzenradius und damit 10 nm abgeschätzt werden
14

. 

Möglicherweise ergibt sich jedoch, im Gegensatz zu einer POPC-C20BAS-

Mischung (s.o.), bei einer DOPC-C20BAS-Lipidmembran (wie in dieser 

Doktorarbeit verwendet) auch keine Phasenseparation im gemessen Temperatur-

bereich. Grund dafür könnte die erhöhte Flexibilität des DOPC auf Grund der 

beiden ungesättigten Fettsäureketten sein, die es den Lipiden ermöglicht, die 

hydrophobe Fehlanpassung auf Grund der unterschiedlichen Längen sehr gering 

zu halten. 

Des Weiteren kann davon ausgegangen werden, dass sich die Lipidschicht, in der 

fluiden Phase befindet. Dafür spricht, dass DOPC und C20BAS 

Hauptübergangstemperaturen von -20°C und +17°C besitzen und damit deutlich 

unter der Temperatur des Experiments (27°C) liegen. Dies ist insbesondere für 

biotechnologische Anwendungen (in denen gegebenenfalls auch Membran-

proteine in die Membran eingebaut werden sollen) von größter Bedeutung.  

Die Zunahme des Young’schen Moduls weist auf eine erhöhte Robustheit gegen 

vertikale Deformation hin. Die schwache aber signifikante Zunahme des 

                                                 
14

 Es handelt sich hierbei um eine sehr konservative Abschätzung, da die Projektionsfläche der 

AFM-Spitze auf die Lipidschicht zu jedem Zeitpunkt einen Radius von weniger als 10 nm hat. 
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Flächenkompressionsmoduls wurde auch schon mit anderen Bolalipiden in 

Molekulardynamik-Simulationen gezeigt (129). 

Das indifferente Verhalten des Biegemoduls resultiert aus den sich gegenseitig 

kompensierenden Effekten der geringer werdenden Membrandicke einerseits und 

des zunehmenden Young’schen Moduls andererseits. Da die Membrandicke 

kubisch in die Berechnung des Biegemoduls eingeht, können bereits kleine 

Unsicherheiten bei der Bestimmung der Membrandicke zu großen Fluktuationen 

des Biegemoduls führen. Daher kann auf Grundlage der vorliegenden Daten nicht 

abschließend eingeschätzt werden, ob der Biegemodul konstant bleibt oder eine 

leicht zunehmende oder abnehmende Tendenz mit der Bolalipidkonzentration 

aufweist. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass Beimengungen von Bolalipiden zu 

oberflächengestützten Lipidmembranen das Potential haben, deren Robustheit und 

Stabilität in sowohl mechanisch als auch chemisch und thermisch widrigen 

Umgebungen zu verbessern. 

Klar scheint zu sein, dass der Hauptbeitrag zur chemischen und thermischen 

Stabilität aus der Verwendung von Ether- anstatt Esterbindungen erwächst. 

Dagegen ist zu erwarten, dass die Modifizierung der mechanischen 

Membraneigenschaften ursächlich mit dem strukturellen Charakteristikum der 

Bolalipide – der durchgehenden Kohlenhydratkette – in Verbindung steht. Um 

den tatsächlichen Anteil dieser durchgehenden Kette am Stabilitätsgewinn der 

Membran zu quantifizieren müssen zusätzliche Experimente gemacht werden.  

Ein zu diesem Zweck hervorragend geeignetes Punktionsexperiment wäre der 

direkte Vergleich der Wirkung von Bolalipid-Beimengungen (zum Beispiel 

C20BAS) mit Beimengungen des entsprechenden monopolaren Lipids (in diesem 

Fall Di-Ether-C10PC), da dadurch der Einfluss der durchgehenden 

Kohlenhydratkette isoliert untersucht werden könnte. 

Messungen mit diversen Methoden haben gezeigt, dass C20BAS-Bolalipide unter 

den meisten Bedingungen hauptsächlich in Trans-Form vorliegen. Dennoch kann 

darüber spekuliert werden, ob es unter der Einwirkung einer vertikalen Kraft 

eventuell derart zu einer Verschiebung dieses Gleichgewichts kommt, dass die 

betreffenden Bolalipide von der Trans- in die U-Form wechseln und auf diese 

Weise die laterale Kohäsion der Lipide erhöhen. 

Schließlich wurde mit Untersuchungen auf vier Größenordnungen gezeigt, dass 

unter den im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten Bedingungen entweder 
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keine Phasenseparation auftritt oder die Domänenradien nicht größer als 10 nm 

sind. 

4.3 Alpha-Synuclein 

Nachdem nun gezeigt wurde, dass sich die Punktionsmethode hervorragend 

eignet, um Einflüsse des Lösungsmittels und der Membranzusammensetzung auf 

die Stabilität von Lipidmembranen zu untersuchen, soll nun im Folgenden 

demonstriert werden, dass sich damit auch Protein-Lipid-Wechselwirkungen 

näher untersuchen lassen. Hierzu wurde das Protein Alpha-Synuclein gewählt, 

welches die Eigenschaft hat, an Lipidmembranen zu binden (siehe Kapitel 2.8) 

und daher potentiell in der Lage ist, Membraneigenschaften zu modifizieren. 

Es wurden oberflächengestützte anionische Lipidmembranen bestehend aus 80 % 

DOPC und 20 % DOPS hergestellt (siehe Kapitel 3.2). Die Experimente wurden 

in einem Puffer (10 oder 20 mM NaCl, 2 mM Hepes, pH 7,5) bei 27°C 

durchgeführt, der entweder Alpha-Synuclein in verschiedener Konzentrationen 

enthielt („ASyn(0,1 µM)“, „Asyn(0,3 µM)“) oder frei von Alpha-Synuclein war 

(„Asyn(-)“). 

4.3.1 Ergebnisse 

Abbildung 4.9 zeigt die Ergebnisse eines Vorversuchs (Puffer: 20 mM NaCl, 

2 mM Hepes, 30°C, v = 500 nm/s) für die Wechselwirkung von Alpha-Synuclein 

mit Lipidmembranen. Deutlich erkennbar wird, dass die Punktionskraft 

signifikant ansteigt und gleichzeitig die Membrandicke nahezu konstant bleibt. 

Des Weiteren ist der Anstieg der Punktionskraft reversibel und kann rückgängig 

gemacht werden, indem mit proteinfreiem Puffer gespült wird. 
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Abbildung 4.9 Reversibler Effekt von Alpha-Synuclein auf eine DOPC/DOPS-Membran. 

 

Ausgehend hiervon wurden kraftladungsratenabhängige Messungen durchgeführt, 

um die beobachtete stabilisierende Wirkung genauer zu quantifizieren (Puffer: 

10 mM NaCl, 2 mM Hepes, pH 7,5) 

Wie Abbildung 4.10 zeigt, ergibt sich, wie erwartet, ein Anstieg der 

Punktionskraft für alle drei verwendeten Geschwindigkeiten, wenn dem Puffer 

0,1 µM Alpha-Synuclein zugesetzt wird. Bei 50 nm/s steigt die Punktionskraft 

von 1,9 auf 2,2 nN, bei 500 nm/s erhöht sie sich von 2,6 auf 3,2 nN und bei 

5000 nm/s ergibt sich ein Anstieg von 3,0 auf 3,4 nN. Der Effekt von Alpha-

Synuclein ist dabei reversibel (nicht dargestellt). 

Zusätzlich wurden, mit Hilfe eines kinetischen Modells von Butt (57, 130), die 

intrinsischen Aktivierungsenergien für die Porenbildung berechnet (siehe 

Kapitel 0). Aus der Anpassung von Gleichung [37] an die experimentellen Daten 

ergeben sich mit Gleichung [38] die Aktivierungsenergien Ea zu 34,2 kJ/mol 

(55 10
-21

 J) bei Abwesenheit und 38,7 kJ/mol (62 10
-21

 J) bei Anwesenheit von 

Alpha-Synuclein. Die Federkonstante wurde zu 0,12 nN/nm bestimmt und für A 

wurde 4 kHz gewählt, dies entspricht etwa der Resonanzfrequenz der Blattfeder in 

wässrigen Lösungen. 
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Abbildung 4.10 Der Einfluss von Alpha-Synuclein auf die Stabilität von Lipidmembranen. Klar 

ersichtlich wird die logarithmische Abhängigkeit der Punktionskraft von der Geschwindigkeit. Die 

Punktionskräfte in Gegenwart von Alpha-Synuclein (0,1 µM, schwarze Kreise) sind dabei immer höher 

als in Puffer ohne Alpha-Synuclein (rote Dreiecke). 

Eine Erhöhung der Alpha-Synuclein Konzentration auf 0,3 µM 

(Asyn(0,3 µM))führte zu einer Zerstörung der Integrität der Membran, wie in 

Abb. 4.11 dargestellt. 

 

 

Abbildung 4.11 Vergleich der Lipidmembran vor (A) und nach (B) Zugabe von 0,3 µM Alpha-

Synuclein.  

Ausgehend von der als physiologisch angenommenen Wechselwirkung zwischen 

den Alpha-Synuclein-Monomeren und Lipidmembranen soll zukünftig auch der 

Einfluss von oligomeren Alpha-Synuclein-Aggregaten auf Lipidmembranen mit 

Punktionsmessungen untersucht werden. 
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Tabelle 3  Parameter für den Fit und intrinsische Aktivierungsenergien 

 a (nm) Δa (nm) b (nm) Δb (nm) Ea, F=0 (kBT) Ea, F=0 (kJ/mol) 

Asyn(-) 5,94
 

0,28 0,237 0,019 13,7 34,2 

Asyn (0,1 µM) 6,42 1,39 0,239 0,095 15,5 38,7 

 

Oft sind Oligomere, die mit publizierten Protokollen hergestellt wurden, jedoch 

unzureichend charakterisiert. Zudem scheinen veröffentlichte Messungen nicht 

selten artefaktbehaftet zu sein. Aus diesem Grund wurde in dieser Dissertation (in 

Form zweier betreuter Arbeiten) ein Verfahren entwickelt, das es erlaubt, 

Aggregationsansätze verschiedener Protokolle multimethodisch zu charakterisie-

ren (2, 3). 

Im Rahmen dieser Arbeiten wurde zunächst die Zuverlässigkeit der verwendeten 

Methoden verifiziert, um anschließend Aggregationsprotokolle zu testen. Details 

hierzu finden sich in (2, 3). Wesentliches Ergebnis dieser Arbeiten ist, dass in den 

verwendeten Aggregationsansätzen keine Aggregate gefunden wurden. 

4.3.2 Diskussion 

Abbildungen 4.9 und 4.10 zeigen beide einen signifikanten Anstieg der 

Punktionskräfte bei Anwesenheit von 0,1 µM Alpha-Synuclein. Dies deutet auf 

eine Erhöhung der Membranstabilität durch die Proteine hin. Die zu 34,2 kJ/mol 

(Asyn(-)) bzw. 38,7 kJ/mol (Asyn(0,1 µM)) bestimmten Aktivierungsenergien 

stimmen sehr gut mit den effektiven Aktivierungsenergien überein, die aus 

Diffusionsexperimenten bestimmt wurden (20 – 50 kJ/mol) (131, 132). Sie 

sprechen für eine leicht reduzierte Durchlässigkeit für hydrophile Substanzen, 

wenn Alpha-Synuclein anwesend ist. Überraschend war jedoch, dass die 

Membran schon ab 0,3 µM begann, sich irreversibel aufzulösen (Abb. 4.11). Dies 

widerspricht Messungen an Vesikeln, bei denen teils wesentlich höhere Alpha-

Synuclein-Konzentrationen verwendet wurden, deckt sich jedoch mit 

Beobachtungen an oberflächengestützten anionischen Lipidmembranen (133).  

Die entwickelte multimethodische Herangehensweise für die Charakterisierung 

von Aggregationsansätzen stellt ein vielversprechendes Vorgehen für zukünftige 

Charakterisierungen dar, weil die einzelnen zum Einsatz kommenden Methoden 

so aufeinander abgestimmt sind, dass die Schwächen der einen Methode durch die 

Stärken der anderen kompensiert werden. 
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Dass sich trotz der erfolgten und erfolgreichen Verifizierung der Methode ein 

negativer Befund bei der Charakterisierung der untersuchten Aggregations-

protokolle ergab, sollte Anlass dazu geben, bisher verwendete Methoden der 

in-vitro-Aggregation von amyloiden Proteinen und deren Charakterisierung in 

Frage zu stellen beziehungsweise die physiologische Relevanz der verwendeten 

Aggregationsansätze neu zu überdenken. 
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5 Einzellipidextraktion (ELEX) 

Die Stabilität der Verankerung und damit die Affinität einzelner Lipide für 

bestimmte Lipidmembranen spielt bei so unterschiedlichen Prozessen wie der 

Fusion zweier Vesikel (59), der Funktion peripherer Proteine (134) oder der 

Proteinsortierung im Golgi-Apparat (135) eine bedeutende Rolle. So ist zum 

Beispiel die Präferenz von Cholesterol für geordnete Membranen mit hoher 

Cholesterolkonzentration wichtig für den passiven Transport von Cholesterol vom 

endoplasmatischen Retikulum über den Golgi-Apparat in die Zellmembran (136, 

137). Des Weiteren ist derzeit in vielen Fällen noch nicht vollständig verstanden, 

welche Triebkraft dafür sorgt, dass sich Lipide innerhalb von Zellen an den Orten 

anreichern an denen sie benötigt werden (136). Die Kenntnis der bei diesen 

Prozessen involvierten Kräfte und ihre Abhängigkeit von verschiedenen 

Parametern wie zum Beispiel der Membranzusammensetzung ist daher von 

großer Bedeutung. 

In dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur kraftspektroskopischen Extraktion 

einzelner Lipide aus oberflächengestützten Lipidmembranen etabliert und anhand 

mehrerer Systeme getestet. Die Extraktion einzelner Cholesterolmoleküle aus 

phasenseparierten Lipidmembranen stellt, nach bestem Wissen des Autors, die 

erste Untersuchung dieser Art überhaupt dar. 

 

Um Extraktionsexperimente mit einzelnen Lipiden durchzuführen, wird, wie in 

Kapitel 3.3 beschrieben, ein Lipidmolekül kovalent mit einer AFM-Spitze 

verbunden und dann mit einer oberflächengestützten Lipidschicht in Kontakt 

gebracht. Hat sich das mit AFM-Spitze verbundene Lipidmolekül während der 

Kontaktzeit in die Lipidmembran eingebaut, so kann die Kraft, die nötig ist, um 

das Lipidmolekül wieder aus der Lipidschicht herauszuziehen, gemessen werden. 

Besonders hervorzuheben ist dabei, dass es auch mit der so funktionalisierten 

AFM-Spitze weiterhin möglich ist, die Lipidmembran abzubilden. Konkret 

bedeutet dies, dass unmittelbar vor der Durchführung der kraftspektrometrischen 

Messungen ein Abbild der Oberfläche erzeugt wird und es dadurch gestattet wird, 

den Ort genau festzulegen, an dem die Messungen stattfinden sollen. Gerade im 

Falle phasenseparierter Lipidmembranen, wo LD- und LO-Phasen unmittelbar 

nebeneinander liegen, ist diese Möglichkeit der Unterscheidung essentiell (siehe 

Kapitel 5.3 und Abbildung 5.6).  
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Diese Positioniergenauigkeit unterscheidet dann auch das AFM von den meisten 

anderen Methoden, die grundsätzlich auch in der Lage sind, Lipid-Lipidmembran-

Wechselwirkungen zu messen (68, 89, 91, 138, 139). 

Der Aufbau sowie das Mess- und Auswerteverfahren wurden bereits beschrieben 

(siehe Kapitel 2.3und 3.3) und alle oberflächengestützten Lipidmembranen 

wurden wie in Kapitel 3.2.2 erläutert hergestellt. 

 

Im Folgenden werden die Ergebnisse dreier unterschiedlicher ELEX-Experimente 

beschrieben und diskutiert. 

Im ersten Experiment wurden POPE-Moleküle aus POPC-Membranen extrahiert. 

Es diente insbesondere auch dazu, die Reproduzierbarkeit von ELEX-

Experimenten zu demonstrieren. Im zweiten Experiment wurde DSPE an die 

AFM-Spitze angebunden und aus einer DOPC-Membran bei drei 

unterschiedlichen Geschwindigkeiten extrahiert. 

Schließlich wurde im dritten Experiment auf eine komplexere Lipidmembran 

(phasenseparierte PSC221-Membran) übergegangen und zudem, anstatt eines 

Phospholipids nun ein Cholesterolmolekül kovalent an die AFM-Spitze 

angebunden. 

Das allgemeine Vorgehen zur Bestimmung der thermischen Aktivierungs-

parameter ist dabei Folgendes:  

Zunächst werden die (normierten) Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen p(F) in 

die Verteilung der von der Extraktionskraft F abhängigen Lebensdauern  ( ) 

umgewandelt. An diese kann nun ein Modell für  ( ) angepasst werden, aus dem 

sich dann die thermischen Aktivierungsparameter bestimmen lassen. Für Details 

siehe Kapitel 2.4. 

Zuerst wurde immer versucht, die Verteilung mit dem Bell-Modell anzupassen. In 

Kapitel 5.3, bei der Extraktion von Cholesterol, gelang dies nicht und die 

Annahme eines einfachen Dreieck-Potentials musste verworfen werden. Hier 

wurde die Verteilung einmal abschnittsweise mit dem Bell-Modell zum einmal 

mit dem Harm- und Kub-Modell (siehe Kapitel 2.4) gefittet. 

5.1 POPE aus POPC 

Die Funktionalisierung der AFM-Spitze folgt Kapitel 3.3 wobei die verwendeten 

PEG-Moleküle ein Molekulargewicht von 6 kDa hatten. Für die Auswertung 

wurden eine Konturlänge L von 40 nm und eine Persistenzlänge Lp von 0,3 
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verwendet. Die oberflächengestützte Lipidmembran bestand aus POPC und wurde 

wie in Kapitel 3.2 beschrieben hergestellt. Die Experimente wurden in Puffer 

(50 mM NaCl, 10 mM Hepes, pH 7,2) bei 27°C und mit einer Ziehgeschwin-

digkeit von 1 µm/s durchgeführt. 

 

Abbildung 5.1 (A) Überlagerung von etwa 100 Extraktionskurven von POPE aus einer POPC-

Lipidmembran. (B) Verteilung der Extraktionskräfte. (C) Streudiagramm der Extraktionskräfte über 

dem Ort der Abrisse. 

Abbildung 5.1 A zeigt die Überlagerung von etwa 100 Extraktionskurven. Die 

Kräfte sind eng um 50 pN herum verteilt (Abb. 5.1 B) und die Abrissdistanzen 

liegen bei ca. 32 nm (Abb. 5.1 C). In Abbildung 5.2 sind die mittleren 

Extraktionskräfte dreier voneinander unabhängiger Experimente (jeweils unter-

schiedliche POPC-Membranen und POPE-Moleküle) nebeneinander gestellt. 
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Abbildung 5.2 Vergleich der mittleren Extraktionskräfte von drei unabhängigen Experimenten. Es 

wurde jeweils ein POPE-Molekül aus POPC-Lipidmembranen extrahiert. Fehlerbalken: ± Standard-

abweichung. 

 

Anwendung von Gleichung [15] führt auf die kraftabhängige Lebensdauervertei-

lung, die in Abbildung 5.3 dargestellt ist. Die Gerade entspricht dem angepassten 

Bell-Modell mit xβ = 1,24 nm und τBell = 4,8·10
3 

s. 

 

 

Abbildung 5.3 Extraktion von POPE aus POPC-Lipidmembran. Lebensdauern gegen die 

Extraktionskraft aufgetragen (rote Kreise). Die Gerade entspricht dem angepassten Bell-Modell mit 

den thermischen Aktivierungsparametern xβ = 1,24 nm und τBell = 4,8·103s.  

Fehlerbalken: ± Standardabweichung. 
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5.2 DSPE aus DOPC 

Für die Ankopplung eines DSPE-Moleküls an die AFM-Spitze wurde wieder das 

in Kapitel 3.3 aufgeführte Protokoll verwendet. Die PEG-Moleküle hatten ein 

Molekulargewicht von ungefähr 4 kDa. Für die Auswertung wurden eine 

Konturlänge L von 27 nm und eine Persistenzlänge Lp von 0,3 nm verwendet. Die 

oberflächengestützte Lipidmembran bestand aus DOPC und wurde wie in Kapitel 

3.2 beschrieben hergestellt. Die Experimente wurden in Puffer (50 mM NaCl, 10 

mM Hepes, pH 7,2) bei 27°C und bei drei verschiedenen Ziehgeschwindigkeiten 

(0,02, 0,5 und 5 µm/s) durchgeführt. Abbildung 5.4 zeigt die Verteilung der 

Extraktionskräfte für die drei unterschiedliche Geschwindigkeiten. 

 

 

Abbildung 5.4 Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen für die Extraktion von DSPE aus einer 

DOPC-Lipidmembran bei verschiedenen Geschwindigkeiten. 

Nach Umformung dieser Kraftverteilungen mit Gleichung [15] (Methode A) in 

die Lebensdauern, erhält man die Verteilung, die in Abbildung 5.5 dargestellt ist 

(rote Kreise). Eine Anpassung des Bell-Modells ergibt dann folgende Werte für 

die thermischen Aktivierungsparameter: xβ = 1,0 nm, τ0,Bell = 6,0·10
3 

s (rote 

Gerade). 

Verwendet man Gleichung [17] (Methode B) um die kraftabhängigen Lebensdau-

ern  (〈 〉) zu berechnen (schwarze Quadrate in Abb. 5.5), erhält man für die 

Parameter des angepassten Bell-Modells (schwarz-gestrichelte Gerade) xβ = 

1,0 nm und τ0,Bell = 5,3·10
3 

s. Eine Negativkontrolle wurde durchgeführt und 

ergab in weniger als einem Prozent Streckkurven, die als Extraktionskurven (in 

einem Experiment mit angebundenem Lipid) gewertet worden wären. 
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Abbildung 5.5 Extraktion von DSPE aus einer DOPC-Lipidmembran. Die Lebensdauern sind 

gegen die Extraktionskraft aufgetragen (Methode A: rote Kreise, Methode B: schwarze Quadrate). Die 

rote Gerade entspricht dem angepassten Bell-Modell (Methode A) mit den thermischen 

Aktivierungsparametern xβ = 1,0 nm und τBell(0) = 6,0·103s. Die gestrichelte schwarze Gerade 

entspricht dem angepassten Bell-Modell (Methode B) mit den thermischen Aktivierungsparametern 

xβ = 1,0 nm und τBell(0)= 5,3·103s. Der mit * gekennzeichnete Datenpunkt wurde als Ausreißer 

behandelt und folglich nicht für den Fit berücksichtig. Fehlerbalken: ± Standardabweichung. 

 

5.3 Cholesterol aus PSC221 

Die Experimente wurden in einem Puffer (50 mM NaCl, 10 mM Hepes, pH 7,2) 

mit einem pH-Wert von 7,2 und einer Temperatur von 27°C durchgeführt. Für die 

Auswertung wurden eine Konturlänge L von 27 nm und eine Persistenzlänge Lp 

von 0,3 nm verwendet. Die oberflächengestützte Lipidmembran setzte sich aus 

einer ternären Lipidmischung (PSC221) zusammen und wurde wie in Kapitel 3.2 

beschrieben hergestellt. Auf Grund ihrer Zusammensetzung und der verwendeten 

Temperatur bildeten sich zwei Phasen aus: eine flüssig-geordnete (LO-Phase) und 

eine flüssig-ungeordnete Phase (LD-Phase) (siehe Abb. 5.6). 
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Abbildung 5.6 (A) Tapping-Modus-Abbildung einer PSC221-Membran. Die dunklen Bereiche 

entsprechen der LD-Phase, die helleren der LO-Phase (schwarze Pfeile). Die weißen Pfeile deuten auf 

eine nicht von einer Lipidmembran bedeckte Stelle (schwarzer Bereich) und auf ein nicht fusioniertes 

Lipidvesikel (weiße Stelle). (B) Profil entlang der in (A) eingezeichneten Linie.  

 

Ein Cholesterolmolekül wurde über ein PEG-Molekül, kovalent an eine AFM-

Spitze angebunden. Die Messung wurde im Wesentlichen so durchgeführt wie in 

Kapitel 2.3.3 dargestellt. Zusätzlich wurde die Lipidmembran jedoch vor jeder 

Messung abgebildet, um festzulegen, an welchem Ort (LO- oder LD-Phase) die 

Kraftmessungen durchgeführt werden sollen. Nach typischerweise 300 

Extraktionskurven auf einer Phase (von denen ungefähr 20-30 % relevante 

Extraktionsereignisse zeigten) wurde die Membran noch einmal abgebildet, um 

sicher zu stellen, dass alle Extraktionskurven auf demselben Bereich (derselben 



 

102 Einzellipidextraktion (ELEX) 

Phase) aufgenommen worden waren. Um ein breites Spektrum an 

Kraftladungsraten zu erzeugen, wurde mit drei verschiedenen Extraktionsge-

schwindigkeiten (50, 500, 5000 nm/s) auf jeder der Phasen (LD oder LO) gemes-

sen. Einige der resultierenden Extraktionskraftverteilungen sind in Abbildung 5.7 

dargestellt.  

 

 

Abbildung 5.7 Kraftverteilungen für die Extraktion von Cholesterol aus flüssig-geordneten (LO-) 

Phasen (grau) und flüssig-ungeordneten (LD-) Phasen (rot). Die LO-Phasen sind cholesterol-reich, die 

LD-Phasen sind cholesterol-arm. 
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Kontrollmessungen waren konsistent und reproduzierten die gemessenen Werte. 

Negativkontrollen ergaben keine signifikante Anzahl an Streckkurven, die die 

Kriterien für die Aufnahme in die Statistik der Extraktionskurven erfüllt hätten 

(vgl. Kap. 3.3.4). Wie in Kapitel 3.3.4 erwähnt, wurde die Empfindlichkeit des 

Messaufbaus mit 10 pN abgeschätzt. Messpunkte unterhalb dieses Werts werden 

bei der Anpassung der Modelle an die Lebensdauerverteilungen nicht 

berücksichtigt.  

Die Berechnung von lnτ(F) nach Methode A ergibt die in Abbildung 5.8 darge-

stellten Verteilungen für Messungen auf der LO- und der LD-Phase (schwarze und 

rote Kreise). Es wird ersichtlich, dass die beiden Verteilungen eine Krümmung 

aufweisen und deshalb nicht mit jeweils einer einzigen Geraden anpassbar sind. 

Im Folgenden wird die Verteilung auf zwei verschiedene Arten ausgewertet: 

Es wird zunächst angenommen, dass sich die Verteilungen aus jeweils zwei linea-

ren Teilbereichen (hohes Kraftregime und niedriges Kraftregime) zusammen-

setzen lassen. Diese werden nun unabhängig voneinander mit dem Bell-Modell 

angepasst.  

 

 

Abbildung 5.8 Anpassung zweier Bell-Modelle an jede der beiden Verteilungen. Der für die 

Anpassung der Modelle nicht berücksichtigte Bereich ist grau eingezeichnet. Fehlerbalken: 

± Standardabweichung. 
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Auf diese Weise ergeben sich folgende Werte für die thermischen Aktivierungs-

parameter. 

Hohes Kraftregime: xβ = 0,8 nm und τ0,Bell = 1
 
s für die LO-Phase und xβ = 0,7 nm 

und τ0,Bell = 0,1
 
s für die LD-Phase.  

Niedriges Kraftregime: xβ = 1,5 nm und τ0,LO,Bell = 90
 
s für die LO-Phase und xβ = 

1,5 nm und τ0,LD,Bell = 11
 
s für die LD-Phase. 

Mit Methode B (Abbildung 5.9) ergeben sich xβ = 1,2 nm und τ0,Bell = 10
 
s für die 

LO-Phase und xβ = 1,2 nm und τ0,Bell = 2
 
s für die LD-Phase. 

 

 

Abbildung 5.9 Methode B: Auftragung des natürlichen Logarithmus der Lebensdauern über die 

Extraktionskraft. Die gestrichelten Geraden bezeichnen das angepasste Bell-Modell für beide Phasen. 

Fehlerbalken: ± Standardabweichung. 

 

Setzt man die obigen Lebensdauern in Gleichung [19] ein, so ergeben sich 

folgende freien Aktivierungsenergien. Methode A: ∆G*LO = 20,6 kBT (LO-Phase), 

∆G*LD = 18,5 kBT (LD-Phase). Methode B: ∆G*LO = 18,4 kBT (LO-Phase), 

∆G*LD = 16,8 kBT (LD-Phase). Für den Unterschied der freien Energie ergeben 

sich: ∆∆G* = 2,1 kBT (Methode A) und ∆∆G* = 1,6 kBT (Methode B). 

 

Alternativ werden die Verteilungen (Abb. 5.8), anstatt mit dem Bell-Modell 

(Dreieck-Potential), mit zwei Modellen angepasst, die in (64) beschrieben wurden 
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(siehe Kap. 2.4). Die beiden Modelle beschreiben ein harmonisches (Harm-

Modell) und eine linear-kubisches (Kub-Modell) Potential und beinhalten die 

Aktivierungsenergie ΔG* explizit als Fit-Parameter. 

Nach Anpassung mit dem Harm-Modell ergibt sich für die LO-Phase: xβ,LO = 

1,8 nm, τ0,LO = 129 s und ΔG* = 17,8 kBT. Für die LD-Phase erhält man: xβ,LD = 

2,0 nm, τ0,LD = 19 s und ΔG* = 14,9 kBT. 

Nach Anpassung mit dem Kub-Modell ergibt sich für die LO-Phase:  

xβ,LO = 1,6 nm; τ0,LO = 68 s und ∆G* = 15,9 kBT und für die LD-Phase erhält man: 

xβ,LD = 1,6 nm; τ0,LD = 9 s und ∆G* = 13,4 kBT.  

Für den Unterschied der freien Energie ergeben sich: ∆∆G* = 2,9 kBT (Harm-

Modell) und ∆∆G* = 2,5 kBT (Kub-Modell). 

 

 

Abbildung 5.10 Anpassung des Harm- und Kub-Modells an die beiden Verteilungen. Der für die 

Anpassung der Modelle nicht berücksichtigte Bereich ist grau eingezeichnet. Fehlerbalken: 

± Standardabweichung. 

 

In Tabelle 4 sind nochmals alle aus der Anpassung der Modelle (Bell, Harm, Kub) 

erhaltenen Parameter für alle getesteten Lipid-Lipidmembran-Kombinationen für 

beide Methoden (A und B) zusammengefasst. 
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Tabelle 4  Zusammenfassung aller erhaltenen Werte für die thermischen Aktivierungs-

parameter. Die Parameter a und b beschreiben jeweils die Fit-Gerade ln(     ( ))      . Die 

Werte für das niedrige Kraftregime stehen in Klammern. 

Angeb. 

Lipid 

Lipid- 

schicht 
Methode 

a 

(ln[s]) 

b 

(10
11

N) 

τ0 

(s) 
xβ (nm) 

POPE POPC     A 8.5 ± 0,7 -3,0± 0,1  4,8·10
3
 1,24 

DSPE DOPC     A 8.7 ± 1.4 -2,5 ± 0,2  6,0·10
3
 1,02 

DSPE DOPC     B 8,6 ± 2,2 -2,5 ± 0,3  5,3·10
3
 1,02 

Chol PSC/LO     A 4,5 ± 0,6 (-0,1) -3,5 ± 0,3 (-1,9)   90 (1,0) 1,44 (0,8) 

Chol PSC/LD     A 2,4 ± 0,3 (-2,1) -3,6 ± 0,3 (-1,7)   11 (0,1) 1,48 (0,7) 

Chol PSC/LO AHARM  ΔG* = 73 pNnm 

 = 17,8 kBT  

 129 ± 73 1,8 ± 0,1 

Chol PSC/LD AHARM  ΔG*  = 61 pNnm 

 = 14,9 kBT 

   19 ±7 2,0 ± 0,2 

Chol PSC/LO AKUB  ΔG*  = 65 pNnm 

 = 15,9 kBT 

   68 ±29 1,6 ± 0,1 

Chol PSC/LD AKUB  ΔG*  = 55 pNnm 

  = 13,4 kBT 

     9 ±3 1,6 ± 0,1 

Chol PSC/LO     B 2,3 ± 0,6 -2,9 ± 0,2    10 1,19 

Chol PSC/LD     B 0,75 ± 0,4 -3,1 ± 0,2      2 1,23 

 

Tabelle 5  Unterschiede der freien Desorptionsenergien ΔΔG*= ΔG*LO- ΔG*LD. 

Modell Methode ΔΔG 

Bell A 8,6 pNnm  = 2,1 kBT 

Bell B 6,6 pNnm  = 1,6 kBT 

Harm A 12 pNnm  = 2,9 kBT 

Kub A 10 pNnm  = 2,5 kBT 
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5.4 Diskussion 

5.4.1 Einige Abschätzungen 

Phospholipide 

Extraktionskraft und Wechselwirkungsenergie 

Der Unterschied der freien Wechselwirkungsenergie    zwischen dem Lipid in 

der wässrigen Phase und dem Lipid in der Membran wird auch als freie 

Desorptionsenergie bezeichnet. Für diese Abschätzung soll angenommen werden, 

dass sie allein auf Grund des hydrophoben Effekts zustande kommen. Des 

Weiteren soll die freie Aktivierungsenergie ungefähr gleich der freien 

Desorptionsenergie sein. 

Für Fettsäuren kann man die Differenz in der freien Wechselwirkungsenergie 

zwischen wässriger Phase und Lipidphase gemäß (11) empirisch folgendermaßen 

abschätzen: 

 

      (          )
  

   
  [23] 

 

mit Δµ0 ≈ 11 kJ/mol. Für die verwendeten Phospholipide gilt           , da 

jedes Diacyl-Phospholipid zwei Fettsäurereste trägt. Weiterhin sei       = 18. 

Die gegenseitige Abschirmung der beiden Fettsäuren des betrachteten Phospho-

lipids in der wässrigen Phase wird mit 15 % abgeschätzt. 

Somit ergibt sich als Abschätzung für die freie Desorptionsenergie: 

 

          (           )
  

   
    

  

   
            [24] 

 

Für die Abschätzung der Extraktionskraft soll angenommen werden, dass das 

Lipid sehr schnell, das heißt ohne thermische Aktivierung, extrahiert wird und 

dass dissipative Effekte außeracht gelassen werden können. Die hydrophobe 

Länge des Lipids wird mit 1,5 nm angenommen. 

Somit erhält man als (obere) Abschätzung für die Extraktionskraft: 

 

                              [25] 
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Eine ähnliche Abschätzung kann durchgeführt werden, um eine Größenordnung 

für die zu erwartende Lebensdauer anzugeben (5). 

Hierbei geht man davon aus, dass sich die Lipide in einem Potential der Tiefe    

befinden und innerhalb einer charakteristischen ‚Kollisionszeit‘    einmal 

versuchen, dieses Potential zu überwinden. Die Wahrscheinlichkeit hierfür ist 

dabei gerade der Boltzmannfaktor.  

Die mittlere Lebensdauer     kann dann mit 

 

        
   
    [26] 

 

geschrieben werden kann. 

Werte für    liegen für Lipide typischerweise zwischen 10
-9

 und 10
-7

s (5). Somit 

ergibt sich mit obigen Werten dann folgende Abschätzung für die Lebensdauer:  

 

                       [27] 

 

Abstand zum Übergangszustand xβ: 

Die einfachste Interpretation für xβ ist, dass es sich hierbei um die Länge der 

Fettsäureketten des extrahierten Lipids handelt. Abschätzungen von xβ können 

daher aus Messungen der hydrophoben Dicken der jeweiligen Lipidmembranen 

gewonnen werden (140). Es ist daher xβ ≈ 1 - 2 nm zu erwarten.  

Cholesterol 

Auf Grund der etwas geringeren hydrophoben Oberfläche des Cholesterols im 

Vergleich mit den oben betrachteten Phospholipiden kann davon ausgegangen 

werden, dass sowohl die Desorptionsenergie und die Extraktionskräfte wie auch 

die Lebensdauern etwas niedriger (wenn auch in der gleichen Größenordnung) 

sind. Für die Potentialbreite ist auf Grund der Molekularstruktur des Cholesterols 

xβ ≈ 1 - 2 nm eine gute Abschätzung. 

5.4.2 Phospholipide 

Die Extraktion von POPE aus POPC-Lipidmembranen („POPE-POPC“) diente 

zunächst als Vorversuch, um die prinzipielle Durchführbarkeit und 

Reproduzierbarkeit derartiger Experimente mit dem AFM zu demonstrieren. Aus 

Abbildung 5.1 ist zu entnehmen, dass sowohl die gemessenen Extraktionskräfte 
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wie auch die Abrisslängen eng verteilt sind. Abbildung 5.2 zeigt, dass auch 

mehrere voneinander unabhängige Präparationen des gleichen Systems (POPE-

POPC) vergleichbare Ergebnisse liefern. Die Methode liefert also konsistente und 

reproduzierbare Daten. 

Für die Extraktionen eines weiteren Phospholipids, DSPE aus einer DOPC-

Lipidmembran, wurden nun die Ziehgeschwindigkeiten variiert, um ein größeres 

Spektrum an Kraftladungsraten abdecken zu können. 

Die aus der Anpassung des Bell-Modells gewonnen Parameter sind für beide 

Systeme (POPE-POPC und DSPE-DOPC) sehr ähnlich und innerhalb der 

Fehlertoleranz kaum zu unterscheiden. Methode B liefert für beide System und 

beide Parameter praktisch dieselben Werte.  

Die Ergebnisse für die Phospholipide werden daher nachfolgend gemeinsam 

diskutiert. 

 

Neben den Experimenten von Evans und Ludwig (68) sind in der Literatur nur 

sehr wenige andere (Phospho-)Lipidextraktionsmessungen zu finden (138, 141, 

142). Die Extraktionskräfte in diesen Studien sind in einem Bereich (~ 10 – 

100 pN) angesiedelt, der in der gleichen Größenordnung liegt wie die im Rahmen 

dieser Doktorarbeit gemessenen Extraktionskräfte für Phospholipide (~ 40 – 

80 pN). Die Potentialbreite xβ wird in zwei dieser Studien (68, 138) mit 1 - 2 nm 

angegeben – in Übereinstimmung mit den obigen Abschätzungen und den in 

dieser Doktorarbeit gemessenen Werten. 

Was allerdings die (kräftefreien = natürlichen) Lebensdauern der gemessenen 

Lipide in Lipidmembranen anbelangt, so werden in allen oben genannten Studien 

entweder gar keine erwähnt oder die berichteten liegen im unteren Sekunden-

bereich. Diese kurzen Lebensdauern würden in der Laborpraxis bedeuten, dass ein 

Spülen der Lipidmembran mit lipidfreiem Puffer innerhalb von sehr kurzer Zeit 

zu einer erheblichen Destabilisierung der Membran führen würde. Derart kurze 

Lebensdauern sind aus diesem Grund nicht plausibel.  

In Lipidaustauschexperimenten wird die Übertragung von Lipiden von 

sogenannten Donor-Vesikeln auf Akzeptor-Vesikel quantitativ über die Zeit 

verfolgt. Die Messungen erfolgen dabei mit verschiedenen Techniken, meist 

radiometrisch oder fluoreszenzmikroskopisch.  

Für Phospholipide (DMPC, DPPC, DOPC) ergeben sich in solchen Experimenten 

typischerweise Lebensdauern von 2,5·10
2 

s bis 10
5
 s (59, 143–145). Dies ist in 
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guter Übereinstimmung mit den in dieser Doktorarbeit gemessenen mittleren 

Lebensdauern (POPE-POPC: 4,8·10
3 

s, DSPE-DOPC: 6,0·10
3
 s). Sie stimmen 

auch mit den obigen Abschätzungen überein und sind überdies konsistent mit der 

Beobachtung, dass Phospholipidmembranen auf der Zeitskala eines Experiments 

(Stunden bis Tage) stabil sind. 

 

Werden Lipidextraktionen mit Molekulardynamik-Simulationen (MD-

Simulationen) untersucht, so stellt das potential of mean force (PMF) ein wichti-

ges Hilfsmittel zum Vergleich mit Experimenten dar. Es misst die freie Energie, 

die aufgewendet werden muss, um ein Lipid aus seiner Gleichgewichtsposition in 

der Membran zu bewegen. Die Änderung der freien Energie mit dem Ort kann 

daher als Extraktionskraft interpretiert werden. 

Für Phospholipide werden freie Desorptionsenergien zwischen 80 und 90 kJ/mol 

berichtet (DPPC:80 kJ/mol, POPC:85 kJ/mol, DOPC: 90 kJ/mol), welche einer 

Kraft von etwa 80 pN entsprechen (146, 147). Die stimmt bis auf einen Faktor 

zwei gut mit den in dieser Doktorarbeit erhaltenen Daten überein. 

5.4.3 Cholesterol 

Zunächst fällt im lnτ(F)-Diagramm auf, dass die Verteilung, welche mit Methode 

A erstellt wurde, in beiden Phasen (LD- und LO-Phase) eine Krümmung ausweist. 

Um zunächst weiter mit dem Bell-Modell arbeiten zu können, wurde daher jede 

Verteilung mit je zwei Bell-Modellen separat gefittet. Einmal im hohen 

Kraftregime und einmal im niedrigen. 

Zum Vergleich wurde die Lebensdauerverteilung zusätzlich mit zwei Modellen 

angepasst, denen ein harmonisches bzw. linear-kubisches Energieprofil zu Grunde 

liegt (Harm- und Kub-Modell). 

Extraktionskräfte 

Der Vergleich mit den Extraktionskräften der Phospholipidexperimente zeigt, 

dass Kräfte im Cholesterol-PSC221-System etwa 50 % niedriger sind. 

Aus den Histogrammen (Abb. 5.7) geht außerdem hervor, dass die 

Extraktionskräfte für alle Geschwindigkeit auf der LO-Phase etwa 5-10 pN höher 

sind als auf der LD-Phase. 

Dies spiegelt sich auch bei der Auftragung der Lebensdauern über der Kraft 

gemäß beider Methoden (A und B) wieder (Abb. 5.8 und Abb. 5.9). 
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Die im Vergleich zur LD-Phase höheren Kräfte in der LO-Phase für die Extraktion 

von Cholesterol konnten auch in MD-Simulationen gezeigt werden (148). So 

ergibt sich aus der Steigung des PMFs eine Kraft von 62 pN für die Extraktion aus 

Sphingomyelin-Membranen und eine Extraktionskraft von 52 pN aus POPC-

Membranen. Berücksichtigt man die großen Vereinfachungen, die für die 

Kraftfelder der MD-Simulationen gemacht werden, stimmt dies qualitativ und 

auch quantitativ sehr gut mit den in dieser Doktorarbeit erhaltenen Werten über-

ein. 

Potentialbreiten 

Die Potentialbreiten xβ liegen für alle Methoden (A und B) und Modelle (Bell, 

Harm, Kub) zwischen 1,2 und 2,0 nm und damit im Bereich der molekularen 

Größe des Cholesterols. Auf die Potentialbreiten im Falle der stückweisen 

Beschreibung der Lebensdauerverteilung (Methode A, Bell-Modell) wird weiter 

unten nochmals eingegangen. 

Lebensdauern 

Cholesterol-Austausch-Experimente mit Lipidmembranen legen nahe, dass die 

Lebensdauern von Cholesterol im Bereich von mehreren Stunden liegen und eine 

deutliche Abhängigkeit von der Lipidumgebung besteht (43, 59, 149–151). So 

ergab sich beispielsweise in (43) eine Lebensdauer von ~ 38 h Stunden für 

Cholesterol in Sphingomyelin-Vesikeln und lediglich ~ 4 h für die Lebensdauer 

von Cholesterol in ungesättigten Di-Acyl-Phospholipiden.  

Auch in MD-Simulationen konnte gezeigt werden, dass Cholesterol LO-Phasen 

den LD-Phasen vorzieht, was sich in einer deutlich größeren freien 

Desorptionsenergie äußerte (136). 

Auch Zellmembranen, die einem effizienten Cholesterolaktzeptor, wie zum 

Beispiel Cyclodextrin, ausgesetzt wurden, zeigten zwei kinetische „Pools“ bzw. 

zwei Zeitkonstanten für diese Art der Extraktion (152). Die Halbwertszeit für den 

schnellen Pool geben die Autoren mit ~ 20 Sekunden an, die für den langsamen 

Pool mit ~ 20 Minuten.  

Diese Ergebnisse sind verträglich mit der Vorstellung von Mikrodomänen 

(langsamer Pool, LO-Phase), die von der restlichen Plasmamembran (schneller 

Pool, LD-Phase) umgeben sind. 
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Das einfachste Modell für Mikrodomänen in Zellmembranen sind die in dieser 

Arbeit verwendeten phasenseparierten Lipidmembranen und auch hier 

unterscheiden sich die natürlichen Lebensdauern der Cholesterolmoleküle in den 

einzelnen Phasen deutlich voneinander. 

Obwohl die absoluten Werte, die mit den verschiedenen Methoden und Modellen 

errechnet wurden, nicht einheitlich sind, bleibt interessanterweise das Verhältnis 

der natürlichen Lebensdauern relativ konstant (τLD/τLO ~ 1/10 – 1/40) (Tabelle 4). 

Wie bereits die signifikant unterschiedlichen Extraktionskräfte in beiden Phasen 

nahe legen, können also LO und LD-Phasen der PSC221-Membran deutlich 

voneinander unterschieden werden  

 

Bleibt noch die Frage, warum der Wert für die Lebensdauer kleiner ausfällt als 

erwartet. Folgende Möglichkeiten kommen hierfür in Betracht: 

Durch die intrinsische Unsicherheit bei der Bestimmung der Federkonstante 

(10 % -15 %) könnte die Kraft etwas unterschätzt werden, was zu einer 

Unterschätzung der Lebensdauer führen würde. 

Falls die Form des Potentials erheblich von einem Dreieckpotential abweicht, 

dann würde sich auch τ(0) wesentlich ändern. Zum Beispiel fanden die Autoren in 

(69), dass die Verwendung eines Dreieckpotentials zu einer 35-fachen Unter-

schätzung der Lebensdauer führte. Die Verwendung anderer Modelle (Harm-

Modell und Kub-Modell) in der vorliegenden Arbeit ergab zwar höhere Lebens-

dauern, jedoch sind diese immer noch zu niedrig, um plausibel zu sein, da sie der 

Beobachtung von über mehrere Stunden bis Tage stabiler cholesterolhaltiger Li-

pidmembranen widersprechen (s. oben). 

Bei derartigen Vergleichen muss jedoch berücksichtig werden, dass das 

Cholesterol über seine 3-Hydroxyl-Gruppe an das PEG-Verbindungspolymer 

angebunden ist. Daher ist es nicht ausgeschlossen, dass dem Cholesterol dadurch 

H-Brücken entgehen, die seine Einbettung in eine Lipidmembran begünstigen 

würden. Die Frage, ob H-Brücken wesentlich zur Stabilisierung des Cholesterols 

in Membranen beitragen, ist jedoch umstritten (44, 45). Falls dies allerdings der 

Fall ist, wäre die hier durchgeführte Methode eine ausgezeichnete Möglichkeit die 

anderen Beiträge zur Cholesterol-Membran-Wechselwirkung (hydrophober 

Effekt, van-der-Waals-Kräfte) zu studieren. 
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Desorptionsenergien 

Unabhängig davon, welche molekulare Wechselwirkung hauptverantwortlich für 

die erhöhte Affinität des Cholesterols für die LO-Phase ist, hat diese zur Folge, 

dass zum einen die Cholesterolkonzentration in der LO-Phase höher ist als in der 

LD-Phase und zum anderen, dass sich die Desorptionsenergien aus den beiden 

Phasen unterscheiden ( ΔG*LO > ΔG*LD). Es ist nun interessant diesen 

Unterschied in den Desorptionsenergien mit dem Unterschied freien 

Wechselwirkungsenergien des Cholesterols in den beiden Phasen (die sich aus 

dem Verhältnis der Cholesterolkonzentration berechnen lassen) miteinander zu 

vergleichen: 

Nimmt man an, dass die Cholesterolkonzentrationen in beiden Phasen im 

Gleichgewicht miteinander sind, so kann man aus dem Verhältnis dieser 

Konzentrationen den Unterschied in der mittleren freien Energie pro 

Cholesterolmolekül    in den beiden Phasen mit Hilfe des 

Massenwirkungsgesetzes berechnen (5). 

 

 
[    ]  
[    ]  

     (      ) [28] 

 

Liest man die [Chol]LO und [Chol]LD für die in dieser Arbeit verwendete 

Lipidmischung aus dem Gibb’schen Phasendiagramm in (153) ab und nimmt an, 

dass es auch für oberflächengestützte Lipidschichten gilt, so ergibt sich: 

 

         
[    ]  
 [    ]  

       
  

 
           [29] 

 

Dies muss mit den Unterschieden in den freien Desorptionsenergien verglichen 

werden und zwar für die drei Modelle und die beiden Methoden (siehe Tabelle 5). 

Interessanterweise zeigt sich, dass die Werte für die Desorptionsenergien, die sich 

aus der Anwendung des Bell-Modells und der Arrhenius-Gleichung ergaben, mit 

2,1 kBT (Methode A, hohes Kraftregime) und 1,6 kBT (Methode B) besser zum 

Ergebnis aus Gleichung [29] passen als die Werte, die direkt aus dem Harm- und 

Kub-Modell für die freien Aktivierungsenergien folgen (2,9 kBT und 2,5 kBT). 
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Krümmung in τ(F) 

Für die Krümmung in der Verteilung der Lebensdauern (Abb. 5.8) ist folgende 

Ursache denkbar: 

Bedingt durch die heterogene Molekularstruktur des Cholesterols (fusioniertes 

Ringsystem und Iso-Oktylrest) könnte sich eine innere und eine äußere Barriere 

ergeben, wobei die äußere Barriere der gesamten hydrophoben Länge des 

Moleküls entsprechen würde (65). Bei Kräften über ~ 25 pN könnten das 

Energieprofil bereits so stark deformiert und damit die äußere Barriere so weit 

abgesenkt worden sein, dass effektiv nur noch die innere Barriere vorhanden ist. 

Welche molekularen Mechanismen genau dafür verantwortlich sind, ist jedoch 

nicht klar. 

Harm- und Kub-Modell 

Beim Anpassen der Modelle fällt auf, das bereits kleine Unterschiede in den 

Anfangsbedingungen große Änderungen in den Fit-Parametern erzeugen können. 

Des Weiteren sind die aus den Modellen erhaltenen Unterschiede in den freien 

Aktivierungsenergien größer, als vom Unterschied der Cholesterolkonzentratio-

nen zu erwarten gewesen wäre (s. oben). 

Schließlich wird auch bereits bei optischer Inspektion klar, dass die 

Anpassungskurven die Verteilung nur bedingt gut wiedergeben. 

Zusammengefasst kann daher festgestellt werden, dass weder das Harm- noch das 

Kub-Modell einen Vorteil gegenüber dem Bell-Modell für die Analyse der 

vorliegenden Daten aufweist und es aus diesem Grunde keine Rechtfertigung gibt 

einen dritten Fitparameter einzuführen. 

Es erscheint aus diesem Grunde vorteilhafter zu sein, das etwas robustere (weil 

nur aus zwei Fit-Parametern bestehende) Bell-Modell zu verwenden. Insbesondere 

bei der Betrachtung der Verhältnisse der Lebensdauern (LO / LD) liefert es 

konsistentere Werte (s. oben). 

 

Der Vorteil der AFM-Extraktionsmethode im Vergleich zu anderen kraftspektro-

metrischen Methoden liegt darin, dass es mit dem AFM zusätzlich möglich ist, die 

zu vermessende Oberfläche topographisch abzubilden. Gerade wenn Lipidphasen, 

die in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander angesiedelt und miteinander im 

Gleichgewicht sind, verglichen werden sollen, bietet diese Technik einen enormen 

Vorteil gegenüber den meisten anderen Methoden. 



 

Einzellipidextraktion (ELEX) 115 

Zudem wurde in dieser Arbeit, im Gegensatz zu allen bisher publizierten 

Lipidextraktions-Messungen, das Lipid kovalent an die AFM-Spitze angebunden. 

Dies bedeutet, dass immer dasselbe Lipid mit immer demselben 

Verbindungspolymer gemessen wird, was den Vorteil hat, dass eine statistische 

Streuung auf Grund der Polydispersität der Verbindungspolymere nicht 

berücksichtigt werden muss. Ein weiterer Vorzug der hier benutzten Methoden ist, 

dass es auf Grund ihrer Einfachheit (ein Molekül, wenige Quadratnanometer) 

möglich ist, sie mit Molekulardynamik-Simulationen nachzubilden. Durch den 

direkten Vergleich zwischen Experiment und Simulation können weitere 

Informationen zu den molekularen Details der studierten Wechselwirkung 

gewonnen werden. 
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Ausblick 117 

6 Ausblick 

In dieser Doktorarbeit wurden Methoden und Verfahrensweisen aufgezeigt, die es 

erlauben, die mechanischen Eigenschaften von oberflächengestützten Lipidmem-

branen und die Verankerung von Lipiden in Membranen auf der Nanoebene – also 

auf der Größenordnung der Proteine – zu untersuchen. 

Es wurden PKT und ELEX als reproduzierbare und konsistente Messmethoden 

etabliert und anhand mehrerer bislang noch nicht untersuchter Systeme demon-

striert. 

 

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Studie würde eine Kombination von PKT 

und ELEX im selben Experiment sehr aufschlussreiche Informationen darüber 

liefern, wie sich die nanomechanischen Eigenschaften von Lipidmembranen und 

die Stabilität der in ihnen verankerten Lipide gegenseitig beeinflussen. 

 

Der nächste Schritt könnte bereits den Übergang zu lebenden Systemen 

beinhalten: ELEX- wie auch PKT-Messungen auf Zellmembranen würden bei-

spielsweise helfen zu verstehen, wie Mikrodomänen und Heterogenität in Bio-

membranen von Nichtgleichgewichtssystemen entstehen und wie diese zur eno-

rmen Vielfalt des Lebens beitragen, die wir auf unserer Welt vorfinden. 
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7 Anhang 

7.1 Ergänzende PKT-Experimente 

7.1.1 Ethanol auf PSC221-Membran 

 

Abbildung 7.1 Punktionsmessungen auf einer phasenseparierten PSC221-Lipdimembran in Abhän-

gigkeit der Ethanolkonzentration. (A) Punktionskräfte in Abhängigkeit der Ethanolkonzentration für 

beide Phasen. LO-Phase: blau. LD-Phase: gelb. (B) Zu (A) korrespondierende Tapping-Modus-Abbild-

ungen. 
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7.1.2 Verschiedene Geschwindigkeiten auf PSC221-Membran 

 

Abbildung 7.2 Punktionsmessungen auf einer phasenseparierten PSC221-Lipidmembran. Blau: LO-

Phase. Gelb: LD-Phase. Siehe Abb. 7.3 für eine detaillierte Darstellung der Punktionskraftdaten bei ei-

ner Geschwindigkeit von 100 nm/s. 
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Abbildung 7.3 (A) ForceMap einer phasenseparierten PSC221-Lipidmembran. Die Punktionsge-

schwindigkeit beträgt 100 nm/s (B) Zu (A) gehörende Tapping-Modus-Abbildung. Der rot gestrichelte 

Bereich markiert den Ausschnitt aus (A). Die hellen Bereiche gehören zur LO-Phase, die dunklen zur 

LD-Phase. Der Höhenunterschied beträgt ca. 0,7 nm. 

(C) Korrespondierendes Punktionskraft-Membrandicken-Streudiagramm. (D) Korrespondierendes 

Punktionskraft-Histogramm. Blau: LO-Phase. Gelb: LD-Phase. 
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7.1.3 Punktion von multilamellaren Lipidschichten 

 

 

Abbildung 7.4 Punktionsmessungen auf multilamellaren SOPC-Lipidschichten. Die Oberfläche 

wurde von Samira Hertrich (Gruppe von PD Dr. Nickel, LMU München) hergestellt und basiert auf 

(154). (A) Überlagerung von ca. 250 Punktionskurven. (B) Tapping-Modus-Abbildung eines Bereichs 

mit verschiedenen diskreten Schichtdicken. (C) Zu (B) gehörendes Histogramm. 
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7.2 Berechnung der Aktivierungsenergie der Porenbildung 

Um die Aktivierungsenergie eines Punktionsprozesses zu berechnen, wird ein von 

Butt et al. eingeführtes kinetisches Modell verwendet (57, 131): 

Man betrachtet dazu ein Ensemble von N0 gleichzeitig ablaufenden, identischen 

Punktionsexperimenten. N sei die Anzahl der Lipidschichten, die nach der Zeit t 

noch nicht punktiert sind, wobei die Experimente zum Zeitpunkt t = 0 begonnen 

haben sollen. Die Änderung der Anzahl der noch intakten Lipidschichten dN lässt 

sich dann folgendermaßen schreiben: 

          [30] 

 

Wobei c hierbei eine zeitabhängige Konstante darstellt. Division durch N0 ergibt 

dann die Wahrscheinlichkeit P =N/N0 eine Lipidschicht nach der Zeit t noch intakt 

vorzufinden. 

 

 

Integration von Gleichung [31] führt dann zu 

 

    ( )   ∫  (  )   
 

 

 [32] 

 

Es wird nun angenommen, dass c(t) einer Arrhenius-Gesetzmäßigkeit folgt und 

daher folgendermaßen formuliert werden kann: 

 

  ( )    
    ( )

    [33] 

 

 Ea ist die Aktivierungsenergie für die Bildung einer Pore, die groß genug ist um 

eine Punktion zu ermöglichen. F ist die Kraft, kB die Boltzmannkonstante, T die 

absolute Temperatur und A wird als Rate betrachtet, die angibt, wie oft die Spitze 

versucht die Lipidmembran pro Zeiteinheit zu punktieren. 

      ( )    [31] 
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Wird nun von der Zeit, mittels F=kvt (k: Federkonstante, v: Geschwindigkeit), auf 

die Kraft übergegangen, lässt sich mit Gleichungen [32] und [33] folgendermaßen 

schreiben. 

 

    ( )   
 

  
∫  

    (  )
      

 

 

 [34] 

 

P(F) entspricht der Wahrscheinlichkeit eine Lipidschicht bei der Kraft F noch 

intakt vorzufinden. Fällt diese mit der Kraft hinreichend schnell ab, dann ist auch 

die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Punktionskräfte schmal und für die mittlere 

Punktionskraft F0 kann dann geschrieben werden: 

 

    
 

      
∫  

    (  )
      

  

 

 [35] 

 

Mit ln(0,5) = 0,693 und nach     aufgelöst ergibt sich dann: 

 

 

Für die mittlere Punktionskraft gilt (4, 130): 

 

 

Wobei a und b geometrische und mechanische Parameter sind. Setzt man nun 

Gleichung [37] in Gleichung [36] ein, so kann die Aktivierungsenergie für die 

Bildung einer Pore, die groß genug ist um den Punktionsprozess zu initiieren, 

bestimmt werden: 

 

        [
    

 
   (

 

  
)] [38] 

 

Extrapolation zu      ergibt dann die spontane oder intrinsische Aktivierungs-

energie für die Porenbildung. 

  

    (  )        (
      

 

  

   
) [36] 

         ( ) [37] 
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