
 
 

Herstellung und Charakterisierung  

von  

Hybridvesikeln 

 

Diplomarbeit 

 

Zur Erlangung des Grades eines Diplomchemikers 

 

im Fachbereich Chemie, Pharmazie und Geowissenschaften 

der Johannes-Gutenberg Universität Mainz 

 

durchgeführt am Max-Planck-Institut für Polymerforschung Mainz 

 

 

Svenja Winzen                Mainz, 2012 

  



 
 

  



 
 

Erklärung 
 

Die Diplomarbeit wurde am Max-Planck-Institut für Polymerforschung Mainz in der 

Arbeitsgruppe von Prof. Katharina Landfester unter der wissenschaftlichen Anleitung von Dr. 

Anja Kröger-Brinkmann im Zeitraum von März  bis September 2012 durchgeführt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ich versichere hiermit, dass die Arbeit selbstständig verfasst und keine anderen als die 

angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet wurden. Alle Stellen, die wörtlich oder 

sinngemäß aus anderen Quellen übernommen wurden, sind als solche kenntlich gemacht. Diese 

Arbeit wurde in gleicher oder ähnlicher Form noch keiner Prüfungsbehörde vorgelegt. 

 

Mainz, 12. September 2012 

Svenja Winzen  



 
 

  



 
 

Inhaltsverzeichnis 

 

1. EINLEITUNG 7 

2. ZIELSTELLUNG 9 

3. THEORETISCHE GRUNDLAGEN 11 

3.1 LIPIDE 11 

3.2 BLOCKCOPOLYMERE 13 

3.3 STRUKTURBILDUNG AMPHIPHILER MOLEKÜLE 14 

3.3.1 LIPOSOME 14 

3.3.2 POLYMERSOME 16 

3.3.3 DIE ZELLMEMBRAN UND EINFLUSS VON CHOLESTERIN AUF MEMBRANEN 17 

3.4 HYBRIDVESIKEL 19 

3.5 CHARAKTERISIERUNGSMETHODEN 21 

3.5.1 LICHTSTREUUNG 21 

3.5.2 KONFOKALE LASER-SCANNING MIKROSKOPIE (CLSM) 29 

3.5.3 FLUORESZENZ-KORRELATIONS-SPEKTROSKOPIE (FCS) 29 

3.5.4 RASTERKRAFTMIKROSKOPIE (AFM) 30 

3.5.5 KRYOGENE TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE (CRYO-TEM) 32 

3.5.6 OBERFLÄCHENPLASMONENRESONANZSPEKTROSKOPIE (SPR) UND ELEKTROCHEMISCHE 

IMPEDANZSPEKTROSKOPIE (EIS) 33 

4. EXPERIMENTELLER TEIL 35 

4.1 VERWENDETE MATERIALIEN 35 

4.1.1 BLOCKCOPOLYMER (BCP) 35 

4.1.2 LIPIDE 35 

4.1.3 WEITERE MATERIALIEN 35 

4.2 HERSTELLUNG VESIKULÄRER STRUKTUREN 36 

4.2.1 POLYMERSOME 36 

4.2.2 LIPOSOME 36 

4.2.3 HYBRIDVESIKEL 36 

4.3 SYNTHESE VON FLUORESZENZMARKIERTEM BLOCKCOPOLYMER 37 

4.4 HERSTELLUNG FLUORESZENZMARKIERTER VESIKEL 38 

4.5 ANGEWANDTE METHODIK 39 

4.5.1 LICHTSTREUUNG 39 

4.5.2 FLUORESZENZ-KORRELATIONS-SPEKTROSKOPIE (FCS) 40 

4.5.3 KONFOKALE LASER-SCANNING MIKROSKOPIE (CLSM) 41 

4.5.4 KRYOGENE TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE (CRYO-TEM) 42 



 
 

4.5.5 RASTERKRAFTELEKTRONENMIKROSKOPIE (AFM) 42 

4.5.6 OBERFLÄCHENPLASMONENRESONANZSPEKTROKOPIE (SPR) UND ELEKTROCHEMISCHE 

IMPEDANZSPEKTROSKOPIE (EIS) 43 

4.5.7 MESSUNG DES ZETA-POTENTIALS 43 

5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 44 

5.1 UNTERSUCHUNG DER PROBEN MITTELS LICHTSTREUUNG 44 

5.1.1 POLYMERSOME 44 

5.1.2 LIPOSOME 49 

5.1.3 POLYMER-LIPID-HYBRIDVESIKEL 53 

5.1.4 POLYMER-CHOLESTERIN-HYBRIDVESIKEL 56 

5.1.5 STABILITÄT DER VESIKEL 58 

5.2 NACHWEIS DER HYBRIDVESIKEL ÜBER FCS UND CLSM 62 

5.2.1 KREUZKORRELATIONS-MESSUNGEN AN VESIKELN BESTEHEND AUS FLUORESZENZMARKIERTEM LIPID BZW. 

CHOLESTERIN UND FLUORESZENZMARKIERTEM BLOCKCOPOLYMER 62 

5.2.2 UNTERSUCHUNG DER DOPPELT MARKIERTEN VESIKEL MITTELS KONFOKALER LASER-SCANNING 

MIKROSKOPIE 68 

5.3 CHARAKTERISIERUNG DER EIGENSCHAFTEN DER HYBRIDVESIKEL 75 

5.3.1 ABBILDUNG DER HYBRIDVESIKEL MIT CRYO-TEM 75 

5.3.2 CHARAKTERISIERUNG DER HYBRIDVESIKEL MIT AFM 80 

5.3.3 CHARAKTERISIERUNG DER HYBRIDVESIKEL MIT SPR / EIS 85 

5.3.4 BESTIMMUNG DER ZETA-POTENTIALE 94 

6. ZUSAMMENFASSUNG 95 

7. AUSBLICK 97 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 99 

TABELLEN- UND ABBILDUNGSVERZEICHNIS 101 

LITERATURVERZEICHNIS 105 

DANKSAGUNGEN 110 

 

 

  



 

 

 
 

7 Einleitung 

1. Einleitung 
 

Viele biologische Prozesse sind direkt oder indirekt mit der Struktur, der Funktion und den 

Eigenschaften von Zellmembranen verbunden.  Die Hauptfunktion liegt dabei in der Abgrenzung 

des Kompartiments zur Umgebung und der Steuerung und Kontrolle von Stofftransporten in die 

Zelle hinein und hinaus. Somit kommt der Zellmembran eine besondere Bedeutung zu und es 

besteht großes wissenschaftliches Interesse am Verständnis der Funktionsweise, da eine 

vollständige Aufklärung aller Eigenschaften und Prozesse, die an biologischen Membranen 

stattfinden, bis heute nicht gelungen ist. 

Zellmembranen sind hochkomplexe Systeme bestehend aus amphiphilen Molekülen, deren 

Hauptbestandteil Lipide sind (Phospholipide, Glykolipide etc.). Sie weisen eine Vielfalt und 

Kopplung verschiedenster Wechselwirkungen auf. Um gezielt Funktionsweisen untersuchen zu 

können und Parameter zu bestimmen, die die Eigenschaften von Zellmembranen beeinflussen, 

werden vereinfachte, experimentell zugängliche Modellsysteme verwendet. In den 60er Jahren 

wurden erstmals Liposome (Vesikel aus Doppelschichten) aus Lipiden hergestellt, die strukturell 

große Ähnlichkeit zu Zellmembranen aufwiesen und daher auch mit biologischen Membranen 

verschmelzen konnten. Solche Systeme bildeten die Grundlage für die Idee der „Drug delivery“- 

Systeme, da sie biokompatibel sind und keinerlei Toxizität aufweisen. Ein großer Nachteil dieser 

Strukturen, die auch beispielsweise als Nanoreaktoren oder kosmetische Zusätze Applikationen 

finden können, sind ihre erhebliche Instabilität und hohe Permeabilität. Strukturell den Lipiden 

sehr ähnlich sind synthetische amphiphile Moleküle mit höherem Molekulargewicht – die 

Blockcopolymere. Solche Blockcopolymere bilden unter bestimmten Bedingungen 

(Blocklängenverhältnis) ebenfalls vesikuläre Strukturen, die Polymersome oder polymere Vesikel 

genannt werden. Blockcopolymere können aufgrund der großen Anzahl an möglichen 

Monomeren in einer sehr großen Vielfalt synthetisiert werden. Dies bietet die Möglichkeit, 

Eigenschaften, wie z. B. Membranstärke, Permeabilität, Stabilität, Elastizität,  Steifheit, Größe, 

Form und Gestalt der Vesikel zu variieren. Polymersome sind im Vergleich zu Liposomen quasi 

thermodynamisch „gefrorene“ Strukturen. Das bedeutet, dass die Diffusion von Einzelmolekülen 

extrem langsam ist. Dadurch ergibt sich eine sehr viel höhere Stabilität, aber auch eine 

wesentlich geringere Permeabilität. Somit liegen zwei Systeme vor, deren Eigenschaften wie z. B. 

Stabilität, Fluidität und Permeabilität in Bezug auf eine Ähnlichkeit zu biologischen Membranen 

außergewöhnlich weit auseinander liegen. Ein wünschenswertes Ziel ist es somit, die genannten 

Eigenschaften der beiden Systeme so zu kombinieren, dass ein System entsteht, das das 



 

 

8 Herstellung und Charakterisierung von Hybridvesikeln 

Verhalten von Zellmembranen nahezu perfekt simulieren kann. Dies könnte beispielsweise 

durch die gezielte Herstellung von Blends aus Lipiden und Blockcopolymeren geschehen, die 

vesikuläre Strukturen, bestehend aus beiden Komponenten, bilden. Solche, aus Blends 

bestehenden Membranen, werden Hybridvesikel genannt. Dabei kann es zu drei Situationen 

kommen: 1. Ausbildung von homogenen Membranen, 2. eine Phasenseparation innerhalb der 

Membran, was die Ausbildung von Domänen zur Folge hätte und somit dem Aufbau von 

biologischen Membranen sehr ähnlich wäre oder 3. aufgrund von Unmischbarkeit findet eine 

Phasenseparation der Komponenten statt, was die Koexistenz von Polymersomen und 

Liposomen zur Folge hätte und somit keine Beeinflussung der resultierenden Eigenschaften 

stattfinden könnte. 

Das zentrale Thema dieser Arbeit ist die Herstellung und Charakterisierung solcher 

Hybridvesikel. Die Untersuchungen, die hier beschrieben werden, sollen einer gezielten 

Weiterentwicklung geeigneter Modellsysteme für Zellmembranen zuträglich sein und zum 

besseren Verständnis von Wechselwirkungs- und Strukturbildungsmechanismen in biologischen 

Membranen beitragen.  

  

  



 

 

 
 

9 Zielstellung 

2. Zielstellung 
 

Vesikuläre Membran-Modellsysteme stellen aufgrund ihres strukturellen Aufbaus 

(Doppelschicht) und ihrer gekrümmten Oberflächen einen wertvollen Beitrag für ein 

umfassenderes theoretisches Verständnis des Strukturbildungsverhaltens und der 

zugrundeliegenden Wechselwirkungsmechanismen im wässrigen Medium dar. Bisher existieren 

solche vesikulären Modellsysteme hauptsächlich in Form von Liposomen und Polymersomen. 

Allerdings wurden bereits erste Untersuchungen an sogenannten Hybridvesikeln[1],[2],[3],[4],[5] 

durchgeführt, die sowohl Lipide als auch Polymere als membranbildende Komponenten 

enthalten. Hintergrund der Bildung von Hybridvesikeln ist die Heterogenität von 

Zellmembranen. Biologische Membranen sind keineswegs homogen, sodass ein verfeinertes 

bzw. weiterentwickeltes Modellsystem benötigt wird, welches ebenfalls aus verschiedenen 

Komponenten besteht, aber ebenso Doppelschichten als Membranen ausbildet.  

Die räumlichen Dimensionen der in der Literatur zu findenden wenigen Beispiele für 

Hybridvesikel liegen im Mikrometer-Bereich, was der Größe von Zellen entspricht. Weiterhin 

wurden diese Strukturen meist über die Elektroformations-Methode hergestellt. Anhand dieser 

Strukturen konnte das Strukturbildungs- und Phasenverhalten[3],[4],[5] untersucht werden. Ein 

wesentlicher Nachteil besteht  jedoch darin, dass solche Strukturen eine erhebliche 

Polydispersität in der Größenverteilung aufweisen und sich somit nur sehr bedingt als 

Modellsysteme eignen. Weiterhin stehen für vesikuläre Strukturen im Mikrometer-Bereich 

analytische Untersuchungsmethoden, die genauen Aufschluss über den strukturellen Aufbau der 

Membranen geben können, wie z.B. die Lichtstreuung oder Fluoreszenz-

korrelationsspektroskopie, nicht zur Verfügung. 

Das Hauptziel dieser Arbeit ist es, unter Verwendung der Film-Hydratations-Methode und 

anschließender Extrusion Hybridvesikel aus Lipiden und Blockcopolymeren (Polymer-Lipid-

Hybridvesikel) sowie aus Cholesterin und Blockcopolymeren (Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel) 

in der Größenordnung von             herzustellen. Solche kleineren Strukturen haben den 

Vorteil, dass sie aufgrund des verwendeten Herstellungsverfahrens eine wesentlich geringere 

Größenverteilung aufweisen und daher weiterhin eine einheitliche Oberflächenkrümmung 

besitzen. Somit sollten diese Strukturen besser als Modellsysteme geeignet sein. 

Der Nachweis sowie die detaillierte Charakterisierung der Hybridvesikel sollen mithilfe 

verschiedener analytischer Methoden erfolgen. Dabei soll die Form, Gestalt und Größe der 

gebildeten Strukturen mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung sowie 
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Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie erfolgen. 

Informationen über den strukturellen Aufbau der gebildeten Membranen (z.B. Homogenität, 

Domänenbildung oder Phasenseparation) soll neben konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie 

ebenfalls die Rasterkraftmikroskopie geben. Mithilfe von Oberflächen-

plasmonenresonanzspektroskopie und elektrochemischer Impedanzspektroskopie soll 

außerdem die Bildung von Membranen auf Oberflächen hinsichtlich ihrer Stabilität untersucht 

werden.  

Neben dieser physikalisch-chemischen Charakterisierung sollen die Hybridvesikel durch 

Transmissionselektronenmikroskopie visualisiert werden. Die Kombination dieser Methoden 

dient dabei einerseits der Absicherung der bestimmten Größen, wobei eventuell auftretende 

methodische Artefakte erkannt werden können. Anderseits bietet diese Methodenkombination 

eine verbesserte und gesichertere Interpretierbarkeit der gewonnenen Daten. 

  



 

 

 
 

11 Theoretische Grundlagen 

3. Theoretische Grundlagen 

 

3.1 Lipide 
 

Die Grundlagen der Biochemie von Lipiden und Cholesterin sind in einschlägigen 

Standardwerken[6],[7],[8] beschrieben, welche als Quellen genutzt wurden. 

Lipide sind wasserunlösliche Biomoleküle, deren Hauptfunktion die Bildung biologischer 

Membranen ist. Es gibt drei Gruppen von Membranbestandteilen: Phospholipide, Glykolipide 

und Cholesterin. 

Phospholipide sind die bedeutendste Gruppe der Lipide und bestehen aus drei verschiedenen 

Komponenten. Das Rückgrat der Phospholipide besteht entweder aus Glycerin oder Sphingosin, 

woraus sich die Einteilung in Phosphoglyceride und Sphingomyeline ergibt. An dieses Rückgrat 

sind Fettsäuren sowie ein phosphorylierter Alkohol gebunden (siehe Abb. 3.1).  

 

Abbildung 3.1 Struktur der Phosphoglyceride und Sphingomyeline. 

 

Die Alkoholkomponente der Phospholipide besteht entweder aus Serin, Ethanolamin, Cholin, 

Glycerin oder Inositol. Cholin ist dabei der einzige positiv geladene Alkohol. Glykolipide leiten 

sich von den Sphingomyelinen ab und enthalten anstatt eines phosphorylierten Alkohols eine 

Kohlenhydrateinheit. 
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Die vorkommenden Fettsäuren besitzen eine große Variation in Kettenlänge und Sättigungsgrad. 

Typischerweise liegt die Anzahl der Kohlenstoffatome zwischen 14 und 24. Entweder liegen die 

Fettsäuren gesättigt oder mit einer oder mehreren Doppelbindungen in der cis-Konfiguration 

vor. Die Eigenschaften der entsprechenden Lipide hängen hauptsächlich von denen der 

Fettsäuren ab. Die Struktur der Lipide lässt sich in eine hydrophile Kopfgruppe 

(Phosphorylalkohol) und einen hydrophoben Schwanz (Fettsäureketten) einteilen. Daher sind sie 

amphipatische Moleküle, deren hydrophobe Gruppen sich zusammenlagern. Mit steigender 

Kettenlänge der Fettsäuren erhöhen sich die hydrophoben Wechselwirkungen, sodass der 

Schmelzpunkt der Lipide steigt. Den gleichen Einfluss hat eine Erhöhung des Sättigungsgrades, 

da so die Packungsdichte steigt.  

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Phosphoglyceride (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-

phosphatidylcholin, 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-phosphatidylcholin und 1,2-Dipalmitoyl-sn-

glycero-phosphatidylcholin) verwendet, da sie den wichtigsten Bestandteil der Membranlipide 

darstellen. Die Strukturformeln der verwendeten Lipide sind in Abb. 3.2 gezeigt. 

 

Abbildung 3.2 Strukturen der verwendeten Phosphoglyceride mit unterschiedlichen Fettsäureketten. 



 

 

 
 

13 Theoretische Grundlagen 

Cholesterin besitzt eine vollständig andere Struktur als die Phospholipide (siehe Abb. 3.3). Es ist 

ein Steroid, welches aus drei verschiedenen Struktureinheiten besteht: einer polaren Hydroxyl-

Kopfgruppe, einem starren aromatischen Gerüst und einer hydrophoben 

Kohlenwasserstoffkette. Cholesterin ist aufgrund der Struktur ebenfalls amphiphil. 

 

Abbildung 3.3 Struktur von Cholesterin. 

 

 

3.2 Blockcopolymere 
 

Blockcopolymere sind Polymere, die aus zwei verschiedenen Monomeren aufgebaut sind. Die 

Monomereinheiten sind dabei nicht statistisch oder alternierend, sondern blockartig 

miteinander verknüpft. Auf diese Weise ist es möglich, die Eigenschaften von zwei 

verschiedenen Monomeren in einem Polymer zu vereinen. Zum Beispiel können analog zu 

Lipiden amphiphile Blockcopolymere hergestellt werden. Diese bestehen aus einem 

hydrophoben Block (z.B. Polystyrol oder Poly(dimethylsiloxan) (PDMS)) und einem hydrophilen 

Block (z.B. Polyethylenoxid oder Poly(2-methyloxazolin) (PMOXA)).  

Das in dieser Arbeit verwendete Blockcopolymer besteht aus einem hydrophoben PDMS-Block 

mit    Wiederholungseinheiten und einem hydrophilen PMOXA-Block mit    

Wiederholungseinheiten (siehe Abbildung 3.4). Das Blockcopolymer wurde ausgehend von 

einem Trifluormethansulfonat (Triflat)-endfunktionalisierten PDMS-Initiator über kationische 

Ringöffnungspolymerisation (ROP) hergestellt. Details der Synthese und der Charakterisierung 

(nicht Bestandteil dieser Arbeit) sind in der Literatur[9] zu finden. 

 

Abbildung 3.4 Struktur des verwendeten Blockcopolymers PDMSn-b-PMOXAm mit      und     . 
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3.3 Strukturbildung amphiphiler Moleküle 

3.3.1 Liposome 

 

In wässrigen Medien kommt es zu einer Selbstorganisation von Lipiden.[6] Dabei gibt es zunächst 

zwei verschiedene Möglichkeiten der ausgebildeten Struktur. Es können sich entweder Mizellen 

oder Lipid-Doppelschichten bilden (siehe Abb. 3.5 A und B). Bei Mizellen lagern sich die 

hydrophoben Ketten der Lipide zusammen, sodass eine sphärische Struktur entsteht, bei der die 

polaren Kopfgruppen nach außen zeigen und mit Wasser in Kontakt kommen. Allerdings ist diese 

Art der Strukturbildung bei den meisten Lipiden nicht bevorzugt, da die zwei hydrophoben 

Ketten zu sperrig sind, um in das Innere einer Mizelle zu passen. Solche Strukturen werden eher 

von Molekülen mit nur einer hydrophoben Kette gebildet (siehe Abb. 3.5 A).  

 

Abbildung 3.5 Schematische Darstellung einer Mizelle (A), einer Lipiddoppelschicht (B) und eines Liposoms (C). 

 

Lipide lagern sich daher hauptsächlich in Doppelschichten an und bilden Membranen mit einer 

Dicke von ca. 3-5 nm[6]. Diese planaren Doppelschichten (siehe Abb. 3.5 B) neigen zum 

Zusammenschluss mit sich selbst, sodass Kompartimente mit wässrigen Innenräumen entstehen, 

welche Liposome genannt werden (siehe Abb. 3.5 C). Liposome können sehr ausgedehnte 

Dimensionen (einige    bis mehrere   ) annehmen, da sie durch hydrophobe Kräfte sowie 

Wechselwirkungen zwischen den polaren Kopfgruppen stabilisiert werden. Allerdings sind Lipid-

Doppelschichten keine starren Systeme, sondern ermöglichen eine laterale Diffusion der Lipide 

innerhalb einer Schicht. Ein Wechsel eines Lipids auf die andere Seite der Doppelschicht (ein 

sogenannter Flip-Flop bzw. transversale Diffusion) kann ebenfalls vorkommen, ist jedoch 

energetisch ungünstig und findet daher sehr selten statt. Löcher in den Doppelschichten sind 

ebenfalls energetisch ungünstig und werden umgehend durch Diffusion geschlossen. Liposome 

sind daher selbstreparierende Strukturen. Außerdem kann in Lösung ein Austausch von Lipiden 

zwischen einzelnen Liposomen stattfinden, sodass sich ein Gleichgewicht zwischen Lipiden in der 

Doppelmembran und in Lösung einstellt.  
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Liposome lassen sich künstlich herstellen, was zuerst in den 60er Jahren[10] gelang. Seitdem 

finden Liposome vielfältige Anwendungen als Transportsysteme oder Modellmembranen. Ein 

großer Nachteil von Liposomen ist jedoch die geringe Stabilität. Da Liposome assoziierte 

Strukturen mit einer hohen Fluidität sind, sind sie instabil gegenüber mechanischen 

Einwirkungen, was ungünstig für den Stofftransport ist.[11] Außerdem kommt es schnell zur 

Fusion einzelner Liposome, sodass eine zeitliche Stabilität nicht gegeben ist.[11],[12] 

In Membranen liegen Lipide in unterschiedlichen Phasen vor (Abbildung 3.6).[13] Die Art der 

Phase hängt von der Temperatur ab. Unterschieden wird hauptsächlich zwischen zwei Phasen: 

der Gelphase bei niedrigen Temperaturen und der flüssigkristallinen Phase (Abb. 3.6 E) bei 

hohen Temperaturen, wobei die Temperatur des Übergangs der beiden Phasen von der Struktur 

des jeweiligen Lipids abhängt. Die Temperatur dieses Haupt-Phasenübergangs wird oft auch als 

Schmelzpunkt bezeichnet. Die Gelphase unterteilt sich weiterhin in vier Unterkategorien: 

Subgelphase (Abb. 3.6 A), Gelphase mit geraden Ketten (Abb. 3.6 B), Gelphase mit gekippten 

Ketten (Abb. 3.6 C) und „Rippled“-Gelphase (Abb. 3.6 D). In der Gelphase sind die Kopf- und 

Schwanzgruppen der Lipide immer in Kontakt, lediglich die Position der Ketten ändert sich. In 

allen Gelphasen werden die  Fettsäureketten in eine geordnete lineare Struktur gezwungen und 

ordnen sich immer in einer all-trans-Konformation an. Je nach Phase liegen die Ketten senkrecht 

oder schräg zur Membranebene vor. Außerdem können unterschiedliche Dichtestpackungen 

entstehen (orthorhombisch in der   -Phase, quasi-hexagonal in der   - und    -Phase). In der 

flüssigkristallinen Phase dagegen ist die Fläche pro Molekül größer, da die Hydratation zunimmt, 

und die Ketten der Fettsäuren ordnen sich in der cis-Konfiguration an. 

 

   

Abbildung 3.6  Schematische Darstellung der Phasen am Beispiel von lamellaren Strukturen:
[13]

 (A) Subgelphase   , 
(B) Gelphase (gerade Ketten)    , (C) Gelphase (gekippte Ketten)    , (D) „Rippled“-Gelphase    , (E) 

flüssigkristalline Phase   , (F) orthorhombische Packung und (G) quasi-hexagonale Packung. 

F 

G 
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Nicht alle Lipide durchlaufen bei Temperaturerhöhung alle Phasenübergänge. Dies ist je nach 

Länge und Sättigungsgrad der Fettsäureketten unterschiedlich. DMPC beispielsweise geht bei 

      von der    - in die    -Phase über und bei       von der    - in die   -Phase. 

 

3.3.2 Polymersome 

 

Amphiphile Blockcopolymere neigen wie Lipide in wässriger Lösung zur Selbstorganisation. 

Dabei werden abhängig von Randbedingungen[14] wie Lösungsmittel, Molekulargewicht, 

Blocklängenverteilung etc. neben Mizellen ebenfalls Doppelschichten gebildet, die abhängig von 

den jeweiligen Blocklängen und der Konzentration unterschiedliche Strukturen annehmen 

können. Das Strukturbildungsverhalten ist in Abbildung 3.7 gezeigt.  

 

 

Abbildung 3.7  Strukturbildung von Blockcopolymeren mit unterschiedlichen Blocklängen in Abhängigkeit von der 
Konzentration

[15]
. 

 

Bei genügend langen hydrophoben Blöcken liegen in verdünnten bis halbverdünnten Lösungen 

hauptsächlich Vesikel vor, die analog zu den Liposomen Polymersome genannt werden.  
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Polymersome werden beispielsweise für den Stofftransport („Drug delivery“-Systeme), als 

Nanoreaktoren oder als Modellmembranen genutzt. Der Vorteil gegenüber den Liposomen liegt 

in ihrer größeren Steifigkeit und daher wesentlich höheren Stabilität. Die Diffusion der einzelnen 

Blockcopolymere zwischen den Polymersomen ist stark verlangsamt und nur sehr selten zu 

beobachten. Die Ketten der Blockcopolymere sind damit kinetisch „gefangen“. Polymersome 

werden daher auch als „frozen structures“[16] bezeichnet. Der Grund für die erhöhte Steifigkeit 

und eine geringere Fluidität liegt in der Kettenlänge der Blockcopolymere. Sie sind 

synthesebedingt deutlich länger als Lipide und daher sind die gebildeten polymeren 

Doppelschichten entsprechend dicker.  

Im Gegensatz zu den Lipiden kann die Länge der Blockcopolymere bei der Synthese jedoch 

variiert werden, sodass die Membrandicke der Polymersome unterschiedlich eingestellt werden 

kann. Für den Einsatz der Polymersome als Membranmodellsystem ist eine relativ geringe 

Membrandicke von 8-15 nm[15] von Vorteil, da sie der von Liposomen bzw. Zellmembranen am 

nächsten kommt.  

Zusätzlich kann die Fluidität der Membranen über die Glasübergangstemperatur    der 

Blockcopolymere reguliert werden. Dies geschieht analog zu den Phasenübergangstemperaturen 

der Lipide. Bevorzugt werden daher in dieser Arbeit Blockcopolymere, die eine niedrige    

haben. 

 

3.3.3 Die Zellmembran und Einfluss von Cholesterin auf Membranen 

 

Cholesterin spielt hauptsächlich in biologischen Membranen eine Rolle. Biologische Membranen 

definieren die Grenzen von Zellen. Sie haben in Organismen vielfältige Aufgaben, wobei die 

wichtigste die Abtrennung des Zellinneren (Cytoplasma) von der Umgebung (Extrazellularraum) 

ist. Sie spielen auch eine wichtige Rolle bei Signaltransduktionsprozessen. Außerdem enthalten 

sie Transportsysteme zum Stoffaustausch, weshalb biologische Membranen semipermeabel 

sind.  

Die Membranen bestehen im Wesentlichen aus einer Lipid-Doppelschicht, welche eine 

hydrophobe Barriere bildet. Hydrophile Moleküle können diese Barriere nur mithilfe von 

Transportsystemen passieren.  

Die Zusammensetzung der Zellmembran ist sehr komplex. Die schematische Struktur ist in 

Abbildung 3.4 gezeigt. 
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Abbildung 3.8 Schematische Darstellung der Zellmembran
[17]

. 

 

Die Phospholipide bilden den Hauptbestandteil der Lipiddoppelschicht und werden ergänzt mit 

Glykolipiden und Cholesterin. Cholesterin lagert sich mit seinem hydrophoben Teil zwischen die 

Fettsäureketten der Lipide. Der Massenanteil von Cholesterin in der Membran kann sich 

zwischen    und     bewegen. Sinkt der Cholesteringehalt der Membran auf   , so wird 

über einen Signaltransduktionsweg die Cholesterinbiosynthese gestartet und wieder vermehrt 

Cholesterin in die Membran eingelagert.[18] Bei ca.     Cholesteringehalt tritt eine Sättigung 

ein.[19],[20] Cholesterin ist in tierischen Zellen der Hauptregulator der Membranfluidität. 

In die Membran sind außerdem verschiedene Proteine eingelagert, die unterschiedliche 

Funktionen besitzen. Sie bilden zum Beispiel Kanäle, Transporter oder Rezeptoren und besitzen 

ebenfalls hydrophobe Domänen, welche sich innerhalb der Membran befinden.  

Im Laufe der Zeit wurden zwei verschiedene Modelle einer Zellmembran entwickelt. Ein Modell 

ist das sogenannte Flüssigmosaikmodell.[21] Das Modell beschreibt Membranen als 

zweidimensionale Lösungen gerichteter Lipide und globulärer Proteine. Ein zweites Modell ist 

die Bildung von „Lipid-Flößen“.[6] Hier geht man davon aus, dass Cholesterin in den Membranen 

spezifische Komplexe mit einigen Phospholipiden ausbildet, die sich innerhalb der Membran an 

einigen Stellen konzentrieren. Diese Stellen werden als „Lipid rafts“ bezeichnet. Die Bildung von 

Lipid rafts senkt die Membranfluidität, verhindert aber gleichzeitig bei tiefen Temperaturen 

Phasenübergänge der Lipide in die Gelphase, da die Kristallinität gesenkt wird. Dies ist 

physiologisch sinnvoll, da Zellmembranen mit Lipiden in der Gelphase erstarren und sie dadurch 

viele ihrer Funktionen verlieren würden.  
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3.4 Hybridvesikel 
 

Als Hybridvesikel werden in dieser Arbeit vesikuläre Strukturen bezeichnet, die aus mehreren 

amphiphilen organischen Komponenten bestehen. Diese Komponenten können Lipide, 

Cholesterin und auch Blockcopolymere sein. Dabei wird eine deutliche Abgrenzung zu Vesikeln 

vorgenommen, die aus organischen und anorganischen Materialen bestehen (z.B. anorganische 

Nanopartikel, die in Membranen eingelagert werden) und daher auch oft als Hybridvesikel 

bezeichnet werden.  

Das Mischen mehrerer Komponenten vereint einerseits die unterschiedlichen Eigenschaften der 

einzelnen Komponenten und ist andererseits in Bezug auf die Heterogenität von Biomembranen 

interessant. Betrachtet man Vesikel als Modellsysteme für biologische Membranen, so ist es 

sinnvoll mehrere Komponenten zu mischen, um eine Heterogenität der Vesikelmembran zu 

erzeugen. Es wurden bereits viele Studien durchgeführt, in denen Vesikel bestehend aus 

verschiedenen Lipiden und Cholesterin untersucht wurden, da dies die wichtigsten 

Komponenten der Zellmembran sind.[19],[20] Wichtige Aufschlüsse über die Phasenbildung in 

Lipid-Cholesterin-Hybridvesikeln geben die Untersuchungen von Schwille et al.,[22] die eine 

Phasenseparation bei unterschiedlichen Zusammensetzungen beobachten. In diesen Arbeiten 

erfolgt eine Charakterisierung der Hybridvesikel bezüglich ihrer  Fluidität. 

Auch in Hinsicht auf die Transportfunktion von Vesikeln kann das Mischen von Komponenten 

Vorteile bringen. So kann die Langzeit-Stabilität von Liposomen beispielsweise durch Mischen 

mit Blockcopolymeren erhöht werden, die aber gleichzeitig ihre Biokompatibilität und Elastizität 

behalten. Hierzu wurden erst wenige Studien veröffentlicht, in denen Struktur und 

Phasenbildung der Polymer-Lipid-Vesikel untersucht wurden.[1],[3],[2] Aufgrund der einfacheren 

visuellen Charakterisierungsmöglichkeiten wurden größtenteils Vesikel im Größenbereich von 

mehreren Mikrometern („giant unilamellar vesicles“ – GUVs) hergestellt. Derzeit ist nur ein 

Beispiel bekannt, indem zwar Hybridvesikel im Nanometerbereich („small unilamellar vesicles“ – 

SUVs) hergestellt, aber nicht die Eigenschaften und Zusammensetzung der Membran 

charakterisiert wurden.[23] 

Untersuchungen an Hybridvesikeln mit Lipiden verschiedener Phasenübergangstemperaturen 

zeigen, dass die zeitliche Stabilität der GUVs wesentlich von der Fluidität des eingesetzten Lipids 

abhängt.[5] Dabei kommt es je nach Zusammensetzung zu einer vollständigen Phasenseparation 

der Hybridvesikel in Liposomen und Polymersomen, wenn das Lipid bei Raumtemperatur in der 

flüssig-analogen Phase vorliegt. Dies ist nicht der Fall, sobald ein Lipid verwendet wird, welches 
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eine Phasenübergangstemperatur oberhalb der Raumtemperatur besitzt. Für diese Lipide wird 

abhängig vom Lipidanteil lediglich eine Domänenbildung beobachtet. Dies ist schematisch in 

Abbildung 3.9 dargestellt. 

 

Abbildung 3.9 Schematische Darstellung der Phasenseparation in Polymer-Lipid-Hybridvesikeln
[5]

. 

 

Eine homogene Verteilung kommt jedoch mit allen verwendeten Lipiden bei einem hohen 

Blockcopolymeranteil zustande. Eine Phasenseparation von Lipiden und Blockcopolymeren bei 

geringem Lipidanteil kann allerdings in GUVs durch die Anwesenheit von Cholesterin induziert 

werden, wie in einer aktuellen Studie[4] gezeigt wurde. Da Cholesterin bevorzugt mit 

Phospholipiden Komplexe bildet, kann dies in Hybridvesikeln zu Lipid-reichen Domänen führen. 

Gezeigt wurde dies für Lipide, die in der flüssigkristallinen   -Phase vorliegen. Solche Lipid-

reichen Domänen werden in der Studie für die gezielte Freisetzung eines Stoffes aus dem 

Vesikelinneren genutzt, indem die Lipide durch Zugabe eines Enzyms (Phospholipase) verdaut 

werden. Als eine Alternative wird die Behandlung mit Detergenzien gezeigt, die zunächst 

ebenfalls Lipid-reiche Domänen angreifen und so den Vesikelinhalt freisetzen. 

Da bisher, wie oben beschrieben, nur ein einziges Beispiel von Polymer-Lipid-Hybridvesikeln im 

Nanometerbereich bekannt ist, besteht ein großer Bedarf an Informationen über Objekte dieser 

Art sowie über das Strukturbildungsverhalten und die Struktur-Eigenschaftsbeziehungen.  
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3.5 Charakterisierungsmethoden 
 

3.5.1 Lichtstreuung 

 

Die Theorie der Lichtstreuung ist bereits umfangreich in der Literatur beschrieben worden und 

im Detail in Standardwerken nachzulesen.[24],[25],[26],[27] Hier wird nur auf die für diese Arbeit 

relevanten Aspekte eingegangen. 

Trifft eine Lichtwelle auf ein Molekül, so entsteht ein oszillierender Dipol, da der Effekt der 

zeitlichen Abfolge der Lichtwelle folgt. Der oszillierende Dipol emittiert eine elektromagnetische 

Welle derselben Wellenlänge wie die einfallende Welle (Primärlicht), weshalb man von 

elastischer Streuung des Lichts spricht. Die resultierende Welle wird isotrop in alle Richtungen 

senkrecht zum Oszillator emittiert. Die Stärke des Effekts wird dabei von der Polarisierbarkeit 

des jeweiligen Moleküls bestimmt.  

Für Teilchen        kann angenommen werden, dass pro Molekül nur ein Streuzentrum 

vorliegt beziehungsweise die Abstände zwischen mehreren Streuzentren vernachlässigbar klein 

sind. Bei Streuern der Dimension         liegen in einem Molekül mehrere Streuzentren vor, 

sodass mehrere resultierende Wellen entstehen. Die erzeugten Wellen interferieren 

miteinander und es kommt zu Phasenverschiebungen. Daher ist in diesem Fall die Intensität der 

gestreuten Welle nicht mehr isotrop, sondern winkelabhängig. Dieses Interferenzmuster ist 

typisch für Form und Größe eines Moleküls und wird durch den Formfaktor charakterisiert. 

Betrachtet man eine Lösung mit streuenden Partikeln so kommt hinzu, dass aufgrund der 

Brownschen Molekularbewegung Diffusion stattfindet. Daher verändert sich das 

Interferenzmuster mit der Zeit bei gegebenem Winkel. Dies ist die Grundlage der dynamischen 

Lichtstreuung. 
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3.5.1.1 Statische Lichtstreuung 

 

In der statischen Lichtstreuung wird die Streuintensität bei verschiedenen Streuwinkeln   

betrachtet. Für die Beschreibung der Streuintensität ist die Polarisierbarkeit   eines Moleküls 

von zentraler Bedeutung. Denn das elektrische Dipolmoment  ⃗⃗  ist abhängig von 

Polarisierbarkeit   und dem elektrischen Feldvektor  ⃗  der einfallenden Welle: 

 ⃗⃗     ⃗                     (3.1) 

Für linear und vertikal zur Streuebene polarisiertes Licht gilt für  ⃗ : 

 ⃗         ( (      ⃗   ))                 (3.2) 

Hier ist   die Frequenz und  ⃗  der Wellenvektor der einfallenden Welle. Für die gestreute 

Lichtwelle gilt (mit    = Abstand des Streuzentrums vom Detektor): 

  
⃗⃗⃗⃗  

       

            ( (      ⃗   ⃗⃗  ⃗))               (3.3) 

Detektiert wird allerdings nicht die Amplitude von   
⃗⃗⃗⃗  sondern die Streuintensität    |  |

 . Die 

Polarisierbarkeit   wiederum hängt ihrerseits von der dielektrischen Permittivität   und somit 

vom Brechungsindex    ab. Für transparente Stoffe kann      angenommen werden: 

  
 

 
                           (3.4) 

  beschreibt hier das Streuvolumen und   die Anzahl der Teilchen im Streuvolumen. Als 

Streuvolumen wird die Region bezeichnet, in der sich einfallender Lichtstrahl und 

Blendenöffnung des Detektors überschneiden.  

Die Gesamtstreuintensität hängt mit dem Unterschied der Polarisierbarkeit   von Probe und 

Lösungsmittel zusammen, welcher folgendermaßen beschrieben werden kann:  

          
     

 

  
 

 

                 (3.5) 

Es wird angenommen, dass 
 

 
 

    

 
 sowie für verdünnte Lösungen         gilt. Außerdem 

wird das sogenannte Brechungsindexinkrement genutzt, welches als 
  

  
 

(    )

 
 definiert ist. Da 

in der Praxis die Gesamtstreuintensität abhängig von der Geometrie des Aufbaus ist, wird das 
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Rayleigh-Verhältnis   eingeführt, welches Detektorabstand und Streuvolumen mit einbezieht. So 

kann unabhängig von Gerätekonstanten gearbeitet werden: 

  
 

  
 
  

 
                   (3.6) 

mit  

     
         (

  

  
)
 

  
    

    
                     (3.7) 

Alle optischen Parameter dieser Gleichung werden zur optischen Konstante   zusammengefasst, 

die die Streukraft der Lösung beschreibt: 

  
       (

  

  
)
 

  
    

                  (3.8) 

Man erhält so für Lösungen kleiner Teilchen (       ) eine absolute Streuintensität, die von 

 , der Konzentration   und der molaren Masse   abhängig ist: 

                          (3.9) 

In der Praxis wird   bestimmt, indem die durch das Lösemittel verursachte Streuung abgezogen 

und zusätzlich mit der Streuintensität eines Standards (üblicherweise Toluol oder Decalin, da 

Brechungsindex gleich dem von Quarzglas) verrechnet wird. Die Streuintensität des Standards 

wird im gleichen experimentellen Aufbau gemessen wie die Probe und dann mit einem 

Absolutwert aus der Literatur normalisiert: 

  
                     

         
                               (3.10) 

Schließlich wird für nichtideale Lösungen aus Gleichung (3.9) eine Virialreihe nach   entwickelt, 

sodass man die folgende Gleichung für kleine Partikel erhält: 

  

 
 

 

 
          

                    (3.11) 

Der zweite Virialkoeffizient    beschreibt dabei die Wechselwirkungen zwischen Lösungsmittel 

und Streuern, der dritte Virialkoeffizient    die Wechselwirkungen innerhalb eines einzelnen 

Teilchens (bzw. Polymers). Da meistens das Produkt     
  sehr klein wird, kann die Virialreihe 

nach dem 2. Glied abgebrochen werden.  
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Betrachtet man nun Teilchen einer Größe mit       , so gilt eine Definition des Teilchens als 

punktförmiger Streuer nicht mehr (siehe Abbildung 3.10). Diese Teilchen weisen mehrere 

Streuzentren auf, sodass die Streuintensität winkelabhängig wird.  

 

Abbildung 3.10 Intramolekulare Interferenz der Streustrahlung
[28]

. 

Um die Winkelabhängigkeit der Streuintensität zu beschreiben, wird der Streuvektor    

eingeführt.    entspricht genau der Differenz der Wellenvektoren des einfallenden und des 

gestreuten Lichts: 

|  |    
       (  ⁄ )

 
                (3.12) 

   ist der Brechungsindex des Lösemittels, der hier ebenfalls berücksichtigt werden muss. Die 

Größenordnung von   entspricht im Lichtstreuexperiment der Vergrößerung, mit der ein Partikel 

betrachtet wird, was in Abbildung 3.11 anhand eines Polymerknäuels verdeutlicht wird.  

 

Abbildung 3.11 Betrachtung der Vergrößerung im Lichtstreuexperiment in Abhängigkeit vom Streuvektor nach W. 

Schärtl
[29]

. 
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Je nach Konzentration der untersuchten Probe spielen unterschiedliche Wechselwirkungen eine 

Rolle für die Streuintensität. 

Allgemein gilt bei winkelabhängiger Streuintensität:  

 ( )         ( )   ( )               (3.13) 

Der sogenannte Partikel Formfaktor  ( ) beschreibt die intramolekularen Interferenzen und 

damit die Form der Partikel. Der Strukturfaktor  ( ) gibt Aussage über die intermolekularen 

Interferenzen der Partikel und wird daher erst bei Konzentrationen oberhalb der 

Überlappungskonzentration    wichtig. Die Überlappungskonzentration wird als die 

Konzentration bezeichnet, bei der einzelne Streuer anfangen miteinander zu interagieren, da die 

Abstände zwischen ihnen sehr klein werden. In der Lichtstreuung sind die Streuer dann nicht 

mehr als Einzelstrukturen zu erkennen, sodass die ermittelten Werte von Überstrukturen 

stammen. Bei der Lichtstreuung an Vesikeln wird nicht eine einzelne Polymerkette, sondern ein 

ganzer Vesikel als Streuer betrachtet. Daher kann trotz einer Überstrukturbildung an Vesikeln 

gemessen werden, wenn eine hinreichende Verdünnung vorliegt, sodass keine Interaktion der 

einzelnen Vesikel untereinander zustande kommt. 

Unterhalb von    kann  ( )    angenommen werden. Generell können anhand des 

Strukturfaktors Informationen über die Nah- und Fernordnung in der Lösung erhalten werden. 

Der Formfaktor  ( ) hingegen darf für verdünnte Lösungen nicht vernachlässigt werden und ist 

für isotrope Teilchen und sehr kleine Abstände zwischen den einzelnen Streuzentren definiert 

als: 

 ( )    
 

 
〈  

 〉                  (3.14) 

Gleichung (3.11) wird um diesen Formfaktor erweitert und liefert dann die für verdünnte 

Lösungen gültige Zimm-Gleichung:[30] 

  

 
 

 

 
 

 

  
〈  

 〉                      (3.15) 

Der Parameter 〈  
 〉

 
  entspricht dem Gyrationsradius der Teilchen, wobei beachtet werden 

muss, dass über eine große Menge an Partikeln in der Lösung gemittelt wird.  

Der in Gleichung (3.14) beschriebene Formfaktor ist jedoch nur für Lichtstreuung an kleinen 

Partikeln gültig. Allgemein gilt für Partikel mit   Streuzentren mit   und   als zwei dieser Zentren 

innerhalb eines Partikels: 
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 ( )   
  ⁄ ∑ ∑     (        )

 
   

 
                 (3.16) 

Da in dieser Arbeit Lichtstreuung an Vesikeln gemessen wird, deren Form einer Hohlkugel 

entspricht, wird hier exemplarisch der Formfaktor einer Hohlkugel mit sehr dünner Schale 

gezeigt: 

 ( )  *
   (  )

  
+
 
                (3.17) 

Zur experimentellen Darstellung des Formfaktors eignet sich eine sogenannte Holtzer-

Auftragung, bei der    ( ) gegen   aufgetragen wird. Der Verlauf der Kurven ist in Abbildung 

3.12 für verschiedene Teilchenformen gezeigt.  

 

Abbildung 3.12 Holtzer-Auftragung des Formfaktors für verschiedene Streuer-Formen nach A. Kröger
[31]

. 
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3.5.1.2 Dynamische Lichtstreuung 

 

Die dynamische Lichtstreuung nutzt die vorhandene Diffusion von Streuern innerhalb einer 

Lösung aus, die durch thermische Dichtefluktuationen des Lösemittels hervorgerufen wird. Bei 

einem bestimmten Streuwinkel   schwankt demnach die gemessene Streuintensität über die 

Zeit betrachtet, da Teilchen in das Streuvolumen hinein und wieder hinaus diffundieren.  

Während in der statischen Lichtstreuung der Mittelwert der Streuintensität im Messzeitraum 

verwendet wird, wird in der dynamischen Lichtstreuung die Fluktuation der Streuintensität über 

einen bestimmten Zeitraum aufgezeichnet. Diese Fluktuation wird mithilfe eines Korrelators in 

eine sogenannte Autokorrelationsfunktion umgerechnet. Dazu wird die zeitabhängige 

Streuintensität  (   ) mit einem Wert  (     ), der um eine bestimmte Zeit   verschoben ist, 

multipliziert. Diese Produkte werden über die gesamte Messzeit gemittelt. Diese Autokorrelation 

wird für verschiedene Werte von   berechnet, die typischerweise zwischen     ns und einigen s 

liegen. So erhält man die Intensitätsautokorrelationsfunktion  (   ): 

 (   )  
〈 (   ) (     )〉

〈 (   ) 〉
                (3.18) 

Über die Siegert-Relation[32] hängt  (   ) mit der tatsächlich experimentell zugänglichen 

Relaxationsfunktion  (   ) zusammen: 

 (   )    (    | (   )| )              (3.19) 

   ist ein Kohärenzfaktor, der als variabler Parameter in der Datenanalyse fungiert, während   

die Basislinie bezeichnet. Die Relaxationsfunktion kommt dadurch zustande, dass die Korrelation 

der einzelnen Werte mit größer werdenden Zeitintervallen   abnimmt. Die Abnahme findet mit 

einer charakteristischen Relaxationsrate       statt. Für monodisperse Teilchen wird  (   ) 

durch einen einfachen exponentiellen Abfall beschrieben, der den Translations-

Diffusionskoeffizient   enthält: 

 (   )        (     )                  (3.20) 

mit:  

                       (3.21) 

Dieser exponentielle Abfall kann mit einem Fit entsprechend einer gestreckten 

Exponentialfunktion nach Kohlrausch,[33] Williams und Watts[34] beschrieben werden – auch 

Kohlrausch-Williams-Watts (KWW) -Funktion genannt: 
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 (   )          ( (  ) )              (3.22) 

Aus dem Fit werden die Parameter  ,   (Amplitude der Relaxationsrate),   und   erhalten.   ist 

der sogenannte Streckfaktor und liegt für eine gestreckte Exponentialfunktion zwischen   und  . 

Bei     wird die normale Exponentialfunktion erhalten. Anhand des Streckfaktors lässt sich 

beurteilen, inwiefern die Annahme einer monomodalen Größenverteilung gerechtfertigt ist. Bei 

einem Wert von       ist diese Annahme nicht mehr zulässig und eine Datenauswertung über 

die KWW-Funktion nicht mehr exakt, da sich die Streubeiträge mehrerer Spezies überlagern. 

Die so erhaltene Relaxationsrate   kann entsprechend Gleichung (3.21) in den 

Diffusionskoeffizienten umgerechnet werden. Allerdings ist der Diffusionskoeffizient für 

polydisperse Systeme und nicht sphärische Strukturen abhängig vom Streuwinkel. Deshalb muss 

der tatsächliche Diffusionskoeffizient durch Extrapolation     ermittelt werden.  

Der so erhaltene Diffusionskoeffizient    kann über die Stokes-Einstein-Gleichung in den z-

mittleren hydrodynamischen Radius    umgerechnet werden:  

〈    〉 
   

  

     
                (3.23) 

Dazu müssen die Probentemperatur   und die Viskosität   des Lösungsmittels bekannt sein.  

Betrachtet man Systeme, die mehrere Relaxationsraten enthalten, so lässt sich  (   ) nach dem 

CONTIN-Algorithmus[35],[36],[37] beschreiben: 

 (   )  ∫   (   )
 

  
    * 

 

 
+  (   )             (3.24) 

  (   ) bezeichnet die Verteilung der Relaxationszeiten und ergibt einen Peak mit Maximum 

bei der Relaxationszeit  . Daraus kann wiederum die Relaxationsrate und somit die 

Diffusionskoeffizienten der verschiedenen Relaxationsprozesse unterschiedlicher Spezies 

erhalten werden. 

Der hydrodynamische Radius    und der Gyrationsradius (Schwerpunktradius)    stehen in 

folgendem Zusammenhang: 

  
  

  
                  (3.25) 

  wird als Strukturparameter bezeichnet und gibt Aufschluss über die Dichte der Struktur. Dieser 

Parameter ist für eine gegebene Form der Streuer charakteristisch und liegt für polydisperse 

Systeme jeweils etwas höher als für monodisperse Systeme.  
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3.5.2 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM) 

 

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie[38] ist eine wichtige Methode, um 

fluoreszenzmarkierte Proben abzubilden. Konfokalmikroskope beleuchten dabei nicht die 

gesamte Probe, sondern nur einen bestimmten Punkt, in dem das Licht fokussiert wird. 

Nacheinander werden alle Punkte der Probe abgerastert und anschließend zu einem 

vollständigen Bild zusammengesetzt. Bei einem Laser-Scanning-Mikroskop wird als Lichtquelle 

ein Laser eingesetzt, welcher Fluoreszenz-Farbstoffe in der Probe anregt. Das emittierte 

Fluoreszenz-Licht wird anschließend detektiert. Es besteht die Möglichkeit mit mehreren Lasern 

zu arbeiten, so dass Proben, die mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, 

ebenfalls untersucht werden können. In diesem Fall werden mehrere Bilder derselben Stelle 

erhalten, die später übereinander gelegt werden können. 

 

3.5.3 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) 

 

Basis der FCS-Messungen[39] ist wie auch bei der CLSM ein konfokales Mikroskop. Als Lichtquelle 

dient ebenfalls ein Laser, dessen Anregungslicht innerhalb der Lösung einer Probe fokussiert 

wird. Die so beleuchtete Region wird als konfokales Volumen bezeichnet. Durch den Laser 

werden genau wie bei der CLSM Farbstoffe zur Fluoreszenz angeregt. Allerdings wird kein Bild 

aufgezeichnet, sondern lediglich die Intensität der Fluoreszenz im konfokalen Volumen über die 

Zeit detektiert. Diese ändert sich ständig, da fluoreszenzmarkierte Moleküle in das konfokale 

Volumen hinein und heraus diffundieren. Aufgrund der geringen Ausdehnung (üblicherweise ca. 

       Durchmesser) des konfokalen Volumens können einzelne Partikel (bzw. Vesikel) 

beobachtet werden. Analog zur dynamischen Lichtstreuung wird die Fluktuation der Intensität 

über eine Autokorrelationsfunktion in Diffusionskoeffizienten umgerechnet. So kann ebenfalls 

der hydrodynamische Radius bestimmt werden. Außerdem erhält man Informationen über die 

Anzahl der Diffusionsprozesse. 

Eine Variante der FCS sind Kreuzkorrelationsmessungen.[39] Dafür kommen zwei Laser mit 

unterschiedlicher Anregungswellenlänge zum Einsatz. Beide Laser werden auf das gleiche 

konfokale Volumen fokussiert, sodass dort zwei Farbstoffe angeregt werden können, die 

unterschiedliche Absorptions- und Emissionswellenlängen besitzen. Die Intensität des 

emittierten Fluoreszenzlichts beider Farbstoffe wird mit zwei unabhängigen Detektoren 

aufgezeichnet. Ein typisches Kreuzkorrelations-Setup ist in Abbildung 3.13 gezeigt. 

 



 

 

30 Herstellung und Charakterisierung von Hybridvesikeln 

 

Abbildung 3.13 Kreuzkorrelations-Setup mit zwei Lasern unterschiedlicher Wellenlängen
[39]

. 

Mithilfe von Kreuzkorrelationsmessungen können Interaktionen zwischen verschieden 

markierten Spezies beobachtet werden. So kann zum Beispiel beurteilt werden, ob ein Vesikel, 

das durch das konfokale Volumen diffundiert, nur einen oder zwei Fluoreszenzfarbstoffe enthält. 

 

3.5.4 Rasterkraftmikroskopie (AFM) 

 

Mit dem Rasterkraftmikroskop[40],[41] (engl. atomic force microscope = AFM) lassen sich 

Probenoberflächen abbilden und deren mechanische Eigenschaften charakterisieren. Das 

Grundprinzip der Rasterkraftmikroskopie ist in Abbildung 3.14 dargestellt.  

Das Messprinzip basiert auf der Interaktion einzelner Atome einer Cantilever (Hebelarm)-Spitze 

mit den Atomen auf der Probenoberfläche. Ausschlaggebend für die Interaktion sind sehr kleine 

Kräfte, die in attraktive und repulsive Kräfte eingeteilt werden können. Zu den attraktiven 

Kräften gehören Van-der-Waals- und Kapillarkräfte, zu den repulsiven gehören Abstoßungen 

aufgrund des Pauli-Prinzips und der Coulomb-Abstoßung. So ist es nicht nur möglich, eine 
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Topologie abzubilden, sondern es können ebenfalls Reibungs- und Widerstandsunterschiede der 

Oberfläche detektiert werden. 

Die Cantilever-Spitze wird auf der Probenoberfläche bewegt, wobei sich der Cantilever 

entsprechend einer Feder verbiegen kann. Diese Biegung wird mithilfe der Reflektion eines 

Lasers auf dem Cantilever verfolgt. Ein Detektor erkennt die Position des reflektierten 

Laserstrahls und gibt so Information über die lokalen Oberflächeneigenschaften.  

 

Abbildung 3.14 AFM-Setup
[42]

. 

 

Die Probenoberfläche kann in verschiedenen Betriebsmodi abgebildet werden. Im sogenannten 

contact mode wird die Cantilever-Spitze mit einer vordefinierten Kraft auf die Probenoberfläche 

gedrückt. Erfolgt eine Verbiegung des Cantilevers, so wird dessen Position nachgeregelt bis die 

vordefinierte Kraft wieder erreicht ist (constant force mode). Es ist ebenfalls möglich, die 

Position des Cantilevers in einer bestimmten Höhe zur Probe konstant zu halten und nur Kräfte 

zwischen Spitze und Oberfläche zu messen (constant height mode). Im Gegensatz dazu wird im 

intermittent contact mode der Cantilever durch Anregung zum Schwingen in einer Frequenz 

nahe seiner Resonanzfrequenz gebracht. Die Amplitude der Resonanzfrequenz wird durch 

Wechselwirkungen mit der Probenoberfläche verändert, was vom Detektor aufgezeichnet wird. 

Im contact mode ist es außerdem möglich, sogenannte Kraft-Abstands-Kurven aufzunehmen. 

Dabei wird die auf die Spitze wirkende Kraft in Abhängigkeit vom Abstand zur Probe an einem 

bestimmten Punkt aufgezeichnet. Es wird mit einer definierten Kraft auf die Probe gedrückt, 

sodass die Elastizität und Verformbarkeit in Form des Elastizitätsmoduls   und des Biegemoduls 

  bestimmt werden kann.  
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3.5.5 Kryogene Transmissionselektronenmikroskopie (cryo-TEM) 

 

Im Gegensatz zu Photonen bei der herkömmlichen Lichtmikroskopie wird bei der 

Elektronenmikroskopie[43] die Erzeugung freier Elektronen als „Lichtquelle“ verwendet, da 

schnelle Elektronen eine sehr viel kleinere Wellenlänge als sichtbares Licht haben und somit eine 

höhere Auflösung erzielt wird.  

Üblicherweise dienen Metalldrähte, an denen eine Spannung angelegt wird, als Elektronenquelle 

(Kathode). Aus dem Metall austretende freie Elektronen werden mithilfe einer Anode 

beschleunigt und durch elektromagnetische Linsen fokussiert (siehe Abb. 3.15). Die angelegte 

Spannung zwischen Anode und Kathode wird als Beschleunigungsspannung bezeichnet und 

bestimmt die mögliche Auflösung. Damit die Elektronen nicht durch Kollisionen mit 

Luftmolekülen abgebremst werden, wird mit einem hohen Vakuum (ca.            ) im 

Mikroskop gearbeitet.  

Trifft der Elektronenstrahl auf eine Probe, so werden die Elektronen elastisch gestreut. Das 

Streuvermögen und somit der Kontrast hängen dabei von der Ordnungszahl des jeweiligen 

Atoms ab, auf das Elektronen treffen. Elemente mit höheren Ordnungszahlen besitzen ein 

entsprechend gutes Streuvermögen. Alle ungestreuten Elektronen können hinter dem Präparat 

auf einen Leuchtschirm treffen und erzeugen ein Bild. Stellen der Probe mit hohem 

Streuvermögen erscheinen als dunkle Stellen auf dem Leuchtschirm. 

 

Abbildung 3.15 Messprinzip TEM
[44]

. 
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Für die Untersuchung im Elektronenmikroskop müssen die abgebildeten Proben sehr dünn und 

außerdem wasserfrei sein. Dies stellt vor allem bei biologischen Systemen wie Biomembranen 

eine große Schwierigkeit dar.  

Eine Möglichkeit, beispielsweise biologische Proben, d.h. dynamische Systeme, artefaktfrei 

abzubilden, ist die sogenannte Kryo-Fixierung.[45] Bei dieser Methode wird die Probe zunächst 

auf ein Metallgitter gepresst (geblottet) und überschüssige Flüssigkeit entfernt, wodurch eine 

sehr dünne Schicht entsteht. Innerhalb kürzester Zeit wird sie dann auf ca.         abgekühlt 

und so alle vorhandenen Strukturen eingefroren. Die Probe muss auch innerhalb des Mikroskops 

permanent gekühlt werden, da sonst das Wasser aus der Probe im Vakuum verdampfen würde. 

 

3.5.6 Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) und Elektrochemische 

Impedanzspektroskopie (EIS) 

 

Die Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie sowie die elektrochemische 

Impedanzspektroskopie werden ausführlich in zwei Doktorarbeiten beschrieben, die als Quellen 

genutzt wurden.[46],[47] 

Die SPR wird genutzt, um Filme auf Metalloberflächen zu untersuchen. Die Methode beruht auf 

der Induktion von Oberflächenplasmonen innerhalb einer Metallschicht. Oberflächenplasmonen 

sind schwingende Elektronen, die als elektromagnetische Wellen beschrieben werden können. 

Sie entstehen, wenn Licht mit dem gleichen Wellenvektor wie der des Plasmons auf die 

Metalloberfläche trifft. Da der benötigte Wellenvektor des Anregungslichts (üblicherweise 

Laserstrahlung) in Luft zu gering ist, wird ein Prisma in der sogenannten Kretschmann-

Konfiguration[48] eingesetzt. Außerdem ist die Anregung eines Oberflächenplasmons abhängig 

vom Winkel, in dem das Anregungslicht auftrifft (Resonanzwinkel). Stimmen die Wellenvektoren 

überein, so wird die Energie des Anregungslichts fast vollständig auf den Metallfilm übertragen. 

Detektiert wird das reflektierte Licht, welches nicht übertragen wurde. Die Intensität des 

reflektierten Lichts erreicht beim Resonanzwinkel ein Minimum. 

Die elektromagnetischen Wellen der Oberflächenplasmonen breiten sich parallel zur Oberfläche 

aus und sind sehr empfindlich gegenüber Veränderungen der dielektrischen Eigenschaften der 

Umgebung. Auf der Oberfläche adsorbierte Moleküle bewirken beispielsweise eine Veränderung 

des Resonanzwinkels. So ist man in der Lage, Aussagen über die Kinetik von Schichtbildungen auf 

Metalloberflächen zu treffen. 



 

 

34 Herstellung und Charakterisierung von Hybridvesikeln 

Oftmals werden SPR- mit EIS-Messungen gekoppelt, um die elektrochemischen Eigenschaften 

von Schichten auf Metalloberflächen zu bestimmen. Für die Messungen wird eine alternierende 

Spannung an das System angelegt und die resultierende Phasenverschiebung des fließenden 

Stroms detektiert. Die Impedanz   eines Systems entspricht dem Wechselstromwiderstand. Sie 

ist außerdem abhängig von der Frequenz des Wechselstroms. Dargestellt wird die Antwort des 

Systems in verschiedenen Auftragungen. In der sogenannten Bode-Auftragung wird der 

Logarithmus der Impedanz   sowie die Phasenverschiebung gegen den Logarithmus der 

Frequenz   aufgetragen. In der Admittanz-Auftragung wird der Quotient aus dem imaginären 

Teil der Admittanz     und der Kreisfrequenz   gegen den Quotient aus realem Teil der 

Admittanz    und   aufgetragen. Die Admittanz ist das Inverse der Impedanz   und entspricht 

der Leitfähigkeit des Systems. 

Um das untersuchte System mit einem geeigneten Modell zu beschreiben, werden verschiedene 

Elemente eines Stromkreises genutzt. Die verschiedenen Bestandteile des Systems können sich 

wie ein ohmscher Widerstand  , ein Kondensator   oder ein konstantes Phasenelement     

verhalten. 
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4. Experimenteller Teil 

 

4.1 Verwendete Materialien 

4.1.1 Blockcopolymer (BCP) 

 

Das für diese Arbeit verwendete Blockcopolymer Poly(dimethylsiloxan)-b-Poly(2-methyloxazolin) 

(PDMSn-b-PMOXAm) wurde von Amelie Koch (Max-Planck-Institut für Polymerforschung, Mainz) 

über kationische Ringöffnungspolymerisation synthetisiert und zur Verfügung gestellt. Die 

Synthesevorschrift sowie die Charakterisierung des Polymers ist in der Literatur[9] zu finden und 

war nicht Gegenstand dieser Arbeit. Das über GPC ermittelte gewichtsmittlere Molekulargewicht 

   betrug            [49], woraus sich jeweils eine Anzahl an Wiederholungseinheiten 

  (    )     und   (     )     ergab. Die Polydispersität betrug    . 

 

4.1.2 Lipide 

 

Die verwendeten Phosphoglyceride waren die bei Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) 

kommerziell erhältlichen Lipide 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-phosphatidylcholin (DOPC), 1,2-

Dimyristoyl-sn-glycero-phosphatidylcholin (DMPC) und 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-

phosphatidylcholin (DPPC), welche ohne weitere Aufreinigung verwendet wurden. 

 

4.1.3 Weitere Materialien 

 

Cholesterin und die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sind ebenfalls kommerziell erhältlich, in 

Tabelle 4.1 aufgeführt und wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet:  

Tabelle 4.1 Verwendete, kommerziell verfügbare Materialien. 

Chemikalie Hersteller 

Cholesterin Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Alexa Fluor® 647 Succinimidyl Ester Life technologies™ (Darmstadt, Deutschland) 

α-BODIPY® 500/510 C12-HPC Life technologies™ (Darmstadt, Deutschland) 

TopFluor® Cholesterin Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) 
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4.2 Herstellung vesikulärer Strukturen 
 

4.2.1 Polymersome 

 

Zur Herstellung von Polymersomen (Probenbezeichnung BCP100) wurde zunächst      PDMSn-

b-PMOXAm in einem       Rundkolben eingewogen. Anschließend wurde jeweils      

Chloroform zugegeben und für     geschüttelt, um das BCP in Lösung zu bringen.  

Die Herstellung der Vesikel erfolgte über die Film-Hydratations-Methode[50]. Dafür wurde das 

Chloroform am Rotationsverdampfer unter Vakuum entfernt, wobei an der Kolbeninnenseite ein 

dünner Film des Blockcopolymers gebildet wurde. Anschließend wurde der Film zusätzlich für 

    im Vakuumschrank getrocknet, um eventuelle Lösemittelreste komplett zu entfernen. Die 

Rehydratation erfolgte dann durch Zugabe einer entsprechenden Menge von Reinstwasser mit 

einer Leitfähigkeit               bei      (Anlage der Firma Millipore mit Elix 3 und Milli-Q 

Modul), um Lösungen der Konzentration         herzustellen. Die entstandene Lösung wurde 

über Nacht auf einer Magnetrührplatte (         ) gerührt. Dabei wurde der jeweilige Film 

von der Kolbeninnenwand abgelöst und multilamellare Vesikel (MLVs) gebildet.  

Damit unilamellare Vesikel der gewünschten Größe (SUVs) erhalten werden konnten, wurden 

die Vesikellösungen extrudiert. Dies erfolgte mit einem LiposoFast™-Basic-Extruder (Avestin, 

Ottawa, Canada), wobei jeweils 11-mal nacheinander durch Polycarbonat-Membranen 

(ebenfalls Avestin) mit einem  Porendurchmesser von    ,     und        extrudiert wurde. 

 

4.2.2 Liposome 

 

Zur Herstellung der Liposome aus DOPC, DMPC (Probenbezeichnung Lip100) und DPPC wurde 

nach der gleichen Prozedur wie in 4.2.1 für Polymersome beschrieben verfahren. Allerdings 

wurde die Lösung im Fall von DMPC und DPPC vor dem Extrudieren zusätzlich für        bei 

      im Ultraschallbad (Sonorex Super RK 514H, Bandelin, Berlin, Deutschland) behandelt. 

 

4.2.3 Hybridvesikel 

 

Die Herstellung der Hybridvesikel erfolgte ebenfalls analog der Beschreibung in Kapitel 4.2.1. Es 

wurden das Lipid DMPC und Cholesterin für den Einsatz in Hybridvesikeln ausgewählt.  
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Alle hergestellten Hybridvesikel-Proben und die jeweiligen Anteile sind in Tabelle 4.2 gezeigt.  

Für die Zugabe von DMPC oder Cholesterin wurde für einen Anteil von         und         

DMPC bzw.        und         Cholesterin jeweils eine Stammlösung in Chloroform erstellt. 

Von den Stammlösungen wurde die in Tabelle 4.3 gezeigte Menge zugegeben. Für einen Anteil 

von         Lipid wurde das benötigte DMPC direkt eingewogen. 

 

Tabelle 4.2 Probenübersicht der hergestellten Hybridvesikel. 

Probenbezeichnung Anteil BCP /      Anteil DMPC /      Anteil Chol. /      

BCP90-Lip10         

BCP50-Lip50         

BCP10-Lip90         

BCP95-Chol5        

BCP50-Chol50         

 

 
Tabelle 4.3 Ansätze der Hybridvesikel-Präparation. 

Proben-
bezeichnung 

Einwaage 
BCP /    

Einwaage 
DMPC /    

Volumen 
DMPC-Lsg. /    

Volumen 
Chol.-Lsg. /    

Konz. Stamm-
Lsg. /       

BCP100             

BCP90-Lip10                   

BCP50-Lip50                   

BCP10-Lip90               

Lip100             

BCP95-Chol5                  

BCP50-Chol50                  

 

 

4.3 Synthese von fluoreszenzmarkiertem Blockcopolymer 

 

Zur Markierung von PDMSn-b-PMOXAm mit Alexa Fluor® 647 wurden zunächst        Alexa 

Fluor® 647 Succinimidyl-Ester in ein Braunglas-Vial abgewogen und sofort in       trockenem 

DMSO gelöst. Anschließend wurden        einer PDMSn-b-PMOXAm-Lösung (        in 
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trockenem Ethanol) zugegeben. Die Reaktionslösung wurde mit Helium überschichtet und über 

Nacht gerührt (         ). Nach beendeter Reaktion (Ausbildung einer Amidbindung) wurde 

die Lösung durch Zugabe von        trockenem Ethanol auf eine Konzentration von         

verdünnt. Die so hergestellte Lösung wurde ohne weitere Aufreinigung zur Herstellung von 

Vesikeln verwendet, um einen Verlust an Ausbeute zu vermeiden. 

 

4.4 Herstellung fluoreszenzmarkierter Vesikel 
 

Für eine Untersuchung mit Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) sowie Konfokaler 

Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) wurden fluoreszenzmarkierte Proben hergestellt. Es wurden 

nur kovalent gebundene Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, da bei Farbstoffen, die sich in 

Membranen einlagern, nicht ausreichend unterschieden werden kann, in welcher Phase sie 

eingelagert werden.  

Die Herstellung der Vesikel erfolgte analog der in 4.2.1 beschriebenen Methode. Jedoch wurde 

die jeweilige unmarkierte Vesikelkomponente (BCP, DMPC oder Cholesterin) beim Ansetzen mit 

einem bestimmten Anteil (siehe Tabelle 4.4) an markierter Komponente versetzt. Der Anteil 

markierter Komponente wurde hinsichtlich der benötigten Helligkeit für FCS optimiert.  

Tabelle 4.4 Anteil fluoreszenzmarkierter Komponenten in Hybridvesikeln. 

Proben-
bezeichnung 

Anteil markiertes  
BCP an gesamt  
BCP /      

Anteil markiertes  
Lipid an gesamt  
DMPC /      

Anteil markiertes 
Cholesterin an gesamt 
Cholesterin /      

BCP100F       

BCP90-Lip10F        

BCP50-Lip50F       

BCP10-Lip90F         

Lip100F         

BCP95-Chol5F        

BCP50-Chol50F       

 

Das Verfahren der Extrusion wurde bei den für CLSM benötigten Proben geändert, da dafür 

Vesikel mit einem Durchmesser von ca.      benötigt werden. Die Größe der Vesikel wird durch 

die Auflösungsgrenzen des Mikroskops bestimmt. Daher wurden diese Proben jeweils 15-mal 

durch Polycarbonat-Membranen mit einem Porendurchmesser von      extrudiert.   
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4.5 Angewandte Methodik 

 

4.5.1 Lichtstreuung 

 

4.5.1.1 Apparativer Aufbau 

 

Es wurde eine Lichtstreuanlage der Firma ALV GmbH (Langen, Deutschland) mit einem ALV-5000 

Korrelator mit 320 Kanälen (Auflösung                ) und einer Avalanche-Photodiode als 

Detektor auf einem elektronisch ansteuerbaren Goniometer verwendet. Als Lichtquelle wurde 

ein Helium-Neon Laser (JDS Uniphase, Milpitas, USA, Typ 1145P) mit einer Wellenlänge von 

           und einer maximalen Leistung von       eingesetzt. Die statischen und 

dynamischen Lichtstreumessungen wurden in einem Winkelbereich von            

durchgeführt, was einem  -Bereich von                           entspricht. Der 

apparative Aufbau ist in Abb. 4.1 dargestellt. 

 

 

Abbildung 4.1 Setup der verwendeten Lichtstreu-Anlage am MPI für Polymerforschung Mainz. 
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4.5.1.2 Probenvorbereitung 

 

Alle mit Lichtstreuung zu vermessenden Proben wurden im Vorfeld filtriert, um Staub und 

andere streuende Verunreinigungen zu entfernen. Dabei wurden je nach Konzentration der 

wässrigen Lösung Filter der Firma Millipore (Billerica, USA) mit unterschiedlicher Porengröße 

(siehe Tabelle 4.5) verwendet, um den Substanzverlust so gering wie möglich zu halten.  

Tabelle 4.5 Verwendete Filter für Lichtstreuexperimente. 

Proben-
konzentration 

Filterbezeichnung Porengröße Membran 

         Millex®-HA         MF (gemischte Celluloseester) 

         Millex®-SV         
Durapore® (PVDF - 

Polyvinylidenfluorid) 

 

Die Proben wurden direkt in Quarzglasküvetten mit einem Innendurchmesser von       

(Hellma, Müllheim, Deutschland) filtriert. Die Küvetten wurden zuvor in einem Aceton-Brunnen 

(Apparatur nach Thurmont[51]) staubfrei gespült. Für dynamische Lichtstreumessungen wurden 

die Proben in einer Konzentration von         eingesetzt, während statische 

Lichtstreumessungen bei            durchgeführt wurden. 

 

4.5.1.3 Brechungsindexinkrement (dn/dc) 

 

Die Bestimmung der Brechungsindexinkremente erfolgte bei Raumtemperatur an einem 

Scanning Michelson Interferometer[52] bei einer Wellenlänge von         . Dabei wurden 

Proben in einem Konzentrationsbereich von             vermessen.  

 

4.5.2 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) 

 

Die FCS-Untersuchungen fanden in Zusammenarbeit mit David Schäffel und Dr. Kaloian Koynov 

am Max-Planck-Institut für Polymerforschung (MPIP, Mainz, Deutschland) statt.  

Basis des experimentellen Setups der Kreuzkorrelations-FCS-Messungen war das invertierte 

Fluoreszenz-Mikroskop Olympus IX70 in Kombination mit einem FluoView™ 300 Setup (Olympus, 

Center Valley, USA) und zwei separaten Avalanche-Photodioden  -SPAD (PicoQuant GmbH, 
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Berlin, Deutschland). Da mit wässrigen Lösungen gearbeitet wurde, wurde das Wasser-

Immersions-Objektiv Olympus UPLSAPO 60XW mit 60x Vergrößerung und einer numerischen 

Apertur von     verwendet.  

Es wurden zwei Laser mit unterschiedlichen Wellenlängen eingesetzt: Ein Argon-Laser mit einer 

Wellenlänge von          und einer Leistung von      sowie ein Helium-Neon-Laser mit 

einer Wellenlänge von          und einer Leistung von      (beide CVI Melles Griot, 

Albuquerque, USA). Als Probenkammer wurde jeweils eine nunc™-Kammer der Firma Thermo 

Fisher Scientific (Carlsbad, USA) verwendet.  

Vor Beginn des eigentlichen Experiments wurde jedes Mal eine Kalibrierungsmessung mit einem 

Farbstoff mit bekanntem Diffusionskoeffizient durchgeführt.  

Die verwendeten Farbstoffe sind in Tabelle 4.6 aufgelistet.  

Tabelle 4.6 Farbstoffe für die Kalibrierung bei FCS-Messungen. 

Farbstoff 
Diffusionskoeffizient[53],[54] / 

      
Anregungswellenlänge des Lasers 

Alexa Fluor 488®                  

Alexa Fluor 647®                  

 

Als Filter für den roten Wellenlängenbereich wurde ein Langpassfilter mit einer 

Transmissionskante bei        verwendet (LP635R), während für die Detektion von 

Fluoreszenz im blauen Wellenlängenbereich ein Bandpassfilter mit einem Transmissionsbereich 

zwischen     und        ausgewählt wurde (BP525/50). Die Filter wurden von der Firma 

Semrock (Rochester, USA) hergestellt. 

Alle Proben wurden bei einer Konzentration von            vermessen.  

 

4.5.3 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM) 

 

Die CLSM-Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Sandra Ritz am Max-Planck-Institut 

für Polymerforschung (MPIP, Mainz, Deutschland) durchgeführt.  

Es wurde ein Leica SP5 II Konfokalmikroskop mit CW-STED (Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar, 

Deutschland) verwendet. Zur Anregung der Fluoreszenz kamen ein Argon-Laser der Wellenlänge 
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         und ein Helium-Neon-Laser der Wellenlänge          zum Einsatz. Die 

Detektion der Fluoreszenz erfolgte bei            und           . Zur Aufnahme der 

Bilder kam ein 100x Öl-Immersionsobjektiv (HCX PL APO CS 100,0x1,4 oil) zum Einsatz. Die Bilder 

wurden im seriellen Modus, das heißt getrennt nach Fluoreszenzkanälen, aufgenommen, um 

einen „Crosstalk“ zwischen den Kanälen zu vermeiden. 

4.5.4 Kryogene Transmissionselektronenmikroskopie (cryo-TEM) 

 

Die Aufnahmen der Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie-Bilder wurden von Max 

Bernhardt (MPIP, Mainz, Deutschland) durchgeführt. Es wurde ein JEOL 1400 

Transmissionselektronenmikroskop mit einem Gatan626-Kryo-Halter (Gatan, München, 

Deutschland) verwendet.  

Die für die Probenpräparation verwendeten Kupfer-Grids (Quantifoil® R 2/2 Cu 300 mesh, 

Quantifoil Micro Tools GmbH, Jena, Deutschland) wurden für      im Plasmaofen bei einem O2-

H2-Strom von 4:2 gereinigt.      der jeweiligen Probe (         ) wurden auf das Kupfer-

Gitter gegeben, wobei die Luftfeuchtigkeit bei      und die Temperatur bei       gehalten 

wurde. Das Grid wurde mit einem Vitrobot™ System (FEI, Hillsboro, USA) geblottet und 

anschließend in flüssiges Ethan (         ) eingetaucht. Anschließend wurde das Grid in den 

Kryo-Halter überführt und bei einer Beschleunigungsspannung von        gemessen.  

 

4.5.5 Rasterkraftelektronenmikroskopie (AFM) 

 

Alle AFM-Experimente wurden einem Nano Wizard III AFM von JPK Instruments (Berlin, 

Deutschland) von Dr. Michael Kappl (MPIP, Mainz, Deutschland) durchgeführt. Es wurden NP-S 

Si3N4 Cantilever vom Typ A von Bruker AXS (Mannheim, Deutschland) mit einer Federkonstante 

von          verwendet.       der jeweiligen Probenlösung mit der Konzentration         

wurden auf ein Glimmerplättchen gegeben, dessen oberste Schicht frisch abgetrennt wurde. 

Anschließend wurden zur Verdünnung       Reinstwasser dazu gegeben. Alle Messungen 

wurden im contact mode durchgeführt. 
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4.5.6 Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) und Elektrochemische 

Impedanzspektroskopie (EIS) 

 

Die SPR- und EIS-Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Denise Schach (MPIP, Mainz, 

Deutschland) durchgeführt.  

Die für die Experimente benötigte Goldoberfläche wurde durch Bedampfen eines Objektträgers 

aus reinweißem Kalknatronglas (Menzel-Gläser®, Braunschweig, Deutschland) hergestellt. 

Mittels eines Edwards Auto306-Vakuum-Coaters mit FL 400 Kammer (Edwards GmbH, München, 

Deutschland) wurden zunächst      Chrom als Haftvermittler (       ) und anschließend 

      Gold (       ) aufgedampft.  

Der Aufbau der SPR-Messung bestand aus einem Helium-Neon-Laser (          ) der Firma 

JDS Uniphase (Milpitas, USA) und einem Setup in der Kretschmann-Konfiguration[48]. Dafür 

wurde ein LaSFN9 Prisma (     ) benutzt, welches mit Index Matching Flüssigkeit in Kontakt 

mit dem Objektträger gebracht wurde. Probe mit Prisma und Flüssigzelle sowie der Detektor 

wurden auf unabhängig beweglichen Goniometern installiert.  

Für die EIS-Messungen wurden die Elektroden der Flüssigzelle mit einem Autolab Spektrometer 

PGSTAT302 (Eco Chemie Metrohm AG, Utrecht, Niederlande) verbunden. Spektren wurden für 

Frequenzen zwischen          und       mit einer Amplitude von       aufgenommen. Als 

Arbeitselektrode fungiert die Goldoberfläche, als Gegenelektrode ein Platindraht und als 

Referenzelektrode eine   |    |       – Elektrode. Die Flüssigzelle bestand aus Teflon und 

hatte eine elektrochemisch verfügbare Fläche von         . 

Zur Aufnahme von Messungen wurde die Flüssigzelle zunächst mit ca.      PBS-Puffer gefüllt. 

Anschließend wurde jeweils ein Cyclovoltamogramm zur Reinigung der Goldoberfläche 

aufgenommen.  Die Zugabe der Probe erfolgte, indem jeweils        einer Lösung mit 

        in die Flüssigzelle eingespritzt wurde. Nachdem in der Messung keine weitere 

Änderung des Systems beobachtet wurde, wurde die Flüssigzelle mit        PBS-Puffer 

gespült, um festzustellen, ob sich die adsorbierte Schicht wieder von der Goldoberfläche ablöst. 

 

4.5.7 Messung des Zeta-Potentials 

 

Zeta-Potentiale wurden mit einem Zetasizer Nano Z von Malvern Instruments GmbH 

(Herrenberg, Deutschland) gemessen.  
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5. Ergebnisse und Diskussion 
 

5.1 Untersuchung der Proben mittels Lichtstreuung 
 

Zunächst wurden die hergestellten Proben mittels dynamischer (DLS) und statischer 

Lichtstreuung (SLS) analysiert. Aus der dynamischen Lichtstreuung werden Informationen über 

die Größe in Form von hydrodynamischen Radien    der gebildeten vesikulären Strukturen 

erhalten. Außerdem kann anhand der Form der Korrelationsfunktionen (siehe Theorieteil Kapitel 

3.5.1.2) beurteilt werden, ob eine oder mehrere diffundierende Spezies verschiedener Größe 

vorliegen. In der statischen Lichtstreuung wurde der Formfaktor der verschiedenen Proben und 

außerdem die apparenten gewichtsmittleren Molekulargewichte      (das Molekulargewicht 

eines kompletten Vesikels), die entsprechenden Aggregationszahlen      sowie die apparenten 

Gyrationsradien    der gebildeten Strukturen ermittelt. 

Es wurden zunächst die Proben analysiert, die aus reinem Blockcopolymer (Polymersome – 

BCP100) bzw. reinen Lipiden (Liposome – Lip100) bestehen. Aus reinem Cholesterin konnte 

keine Referenzprobe hergestellt werden, da die Löslichkeit in Wasser zu schlecht ist. Es werden 

keine geordneten Überstrukturen wie Vesikel gebildet, da Cholesterin als Molekül zwar 

amphiphil ist, aber die polare Hydroxylgruppe im Verhältnis zum hydrophoben Teil zu klein ist. 

Außerdem wurden Hybridvesikel charakterisiert und mit den Daten der reinen Komponenten 

verglichen. 

 

5.1.1 Polymersome 

 

Abbildung 5.1 zeigt eine typische Korrelationsfunktion  (   ) für Vesikel bestehend aus PDMS-

b-PMOXA in wässriger Lösung zusammen mit einem CONTIN-Fit (Gleichung (3.24)) und der 

resultierenden Relaxationszeitenverteilung  (   ). Als Inset ist eine Auftragung von   gegen    

gezeigt. Aus der Extrapolation      wird der tatsächliche Diffusionskoeffizient    erhalten 

und mittels Gleichung (3.23)    ermittelt. 
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Abbildung 5.1 Autokorrelationsfunktion  (   ) und Relaxationszeitenverteilung  (   ) von PDMS-b-PMOXA 

Polymersomen in Wasser mit         bei      - Inset: Extrapolation      des 
Diffusionskoeffizienten.  

 

Die DLS-Messungen der Polymersomen (BCP100) wurden sowohl mittels CONTIN-Fit als auch 

über die KWW-Methode ausgewertet. Mit dem CONTIN-Algorithmus kann beurteilt werden, ob 

mehrere Diffusionsprozesse vorliegen, was für diese Probe nicht der Fall war, wie anhand des 

einzelnen Peaks in Abb. 5.1 zu erkennen ist. Bestätigt wird dies durch die KWW-Auswertung 

(siehe Gleichung 3.22), bei der eine Verteilungsbreite         bestimmt wurde, was ebenfalls 

für einen einzelnen Diffusionsprozess spricht. 

Nach der Extrusion der Polymersomen durch eine Membran mit einer Porenweite von        

sollten die gebildeten vesikulären Strukturen einen Durchmesser von ca.        besitzen, was 

einem hydrodynamischen Radius           entsprechen würde. Für die Polymersomen liegt 

der aus DLS erhaltene Wert bei              . Dieser Wert liegt im erwarteten 

Größenbereich. Die geringe Abweichung kann zwei Gründe haben. Zum einen werden 

wahrscheinlich einige Polymersomen bei der Extrusion teilweise nur verformt und nicht an der 

Extrudermembran zerschert, sodass die anschließend neuformierten Vesikel etwas größer als 

die Poren der Membran sind. Zum anderen kommt es bei der Lichtstreuung zu einer absoluten 
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Standardabweichung von ca.     (instrumenteller plus experimenteller Fehler)[55], sodass der 

tatsächliche Wert im Fehlerbereich liegt. 

Die in statischen Lichtstreuexperimenten gewonnenen Daten können in verschiedenen 

Darstellungen aufgetragen werden. Anhand dieser verschiedenen Auftragungen können 

Informationen zur Größe und Gestalt der Streuer erhalten werden. Die Ergebnisse der statischen 

Lichtstreuung sind für BCP100 in drei verschiedenen Darstellungen aufgetragen. Dies ermöglicht 

eine genaue Charakterisierung der Streuobjekte. 

Zunächst wurde die absolute Gesamtstreuintensität    ( ) gegen   aufgetragen (Abb. 5.1). Hier 

ist ein typischer Verlauf von Einzelstreuern zu erkennen sowie im hohen  -Bereich ein Abflachen 

der Streudaten, was durch den Einfluss von Polydispersität[56] zustande kommt. Die Streudaten 

wurden weiterhin in einer Holtzer-Auftragung      ( ) gegen   dargestellt (Abb. 5.2).   

 
Abbildung 5.2 Absolute Gesamtstreuintensität der 

PDMS-b-PMOXA Polymersome in 
Wasser mit            bei      . 

 
Abbildung 5.3 Holtzer-Auftragung der Streudaten aus 

Abb. 5.2.

 

Anhand dieser Darstellung lässt sich der Formfaktor erkennen, da bei einer einzelnen Probe  ,   

und    konstant sind und so    ( ) nach Gleichung (3.13) nur vom Formfaktor  ( ) abhängt. 

Der Verlauf des Formfaktors einer Kugel wurde bereits in Abbildung 3.12 gezeigt. In der Holtzer-

Auftragung (Abb. 5.2) ist der typische Formfaktor einer Kugel zunächst durch einen Anstieg auf 

ein Maximum und anschließenden Abfall charakterisiert. Dieser Verlauf entspricht sehr gut der 

Theorie. Eine Abflachung bei großen  -Bereichen wird wiederum auf die Polydispersität der 

Probe zurückgeführt. Da das Maximum der Streukurve im untersuchten  -Bereich liegt, ist 

sichergestellt, dass die kompletten Überstrukturen (komplette Vesikel) im Streuvolumen liegen 

und nicht nur ein Ausschnitt daraus betrachtet wird. Aus dem Maximum der Kurve (gestrichelte 
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47 Ergebnisse und Diskussion 

Linie in Abb. 5.2) kann außerdem der Gyrationsradius        und daraus der 

Strukturparameter   erhalten werden: 

               

  
  

  
       

Der Wert für den Strukturparameter liegt für monodisperse Kugeln bei       .[57] Dieser 

theoretische Wert liegt nur wenig unter dem experimentell ermittelten, wobei die Abweichung 

wiederum durch die Polydispersität der Probe zustande kommt. 

Als drittes wurde entsprechend Gleichung (3.15) in einer Ornstein-Zernicke-Darstellung 
   

 
 

gegen    aufgetragen. Um   bestimmen zu können, musste zunächst das 

Brechungsindexinkrement (
  

  
) der Probe in Wasser ermittelt werden (Gleichung 3.8). Die 

entsprechenden Messdaten sind in Abbildung 5.3 dargestellt. 
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Abbildung 5.4 Brechungsindexinkrement von PDMS-b-PMOXA-Polymersomen in Wasser bei      . 

Es wurde ein Wert (
  

  
)              ermittelt. Bestimmt man nun den Streufaktor  , so 

ergibt sich für diese Probe: 
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           (           ) 

(        )                 
                   

  
  

Die aus den oben gezeigten Streudaten resultierende Ornstein-Zernicke-Darstellung ist in 

Abbildung 5.4 gezeigt. 

 
Abbildung 5.5 Ornstein-Zernicke-Darstellung der Streudaten für PDMS-b-PMOXA-Polymersome aus Abb. 5.2. 

 

Zur Auswertung wird ein Polynom dritten Grades verwendet, um den Verlauf der Streukurve 

hinreichend genau beschreiben zu können. Bei einem linearen Anstieg der Kurve kann aus der 

Steigung ebenfalls der Gyrationsradius bestimmt werden. Ein linearer Fit ist jedoch aufgrund der 

Kurvenform hier nicht sinnvoll. Aus dem Achsenabschnitt der Funktion wird      einzelner 

Polymersome ermittelt. Aus diesem      kann bei bekanntem gewichtsmittlerem 

Molekulargewicht der einzelnen Polymere      bestimmt werden, die angibt, aus wie vielen 

einzelnen Polymerketten die Polymersome im Schnitt bestehen: 
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5.1.2 Liposome 

 

Die Liposome wurden auf die gleiche Weise charakterisiert, wie anhand der Polymersome in 

Kapitel 5.1.1 beschrieben. Zur Bildung von Liposomen wurden im Rahmen dieser Arbeit drei 

Lipide mit unterschiedlichen Phasenübergangstemperaturen ausgewählt. 

Aus jedem Lipid wurden Liposome gebildet, wobei nur DMPC (LIP100) für eine detaillierte 

Analyse der Liposomen und für den Einsatz in Hybridvesikeln ausgewählt wurde. Es musste 

zwischen guter Verarbeitbarkeit und voraussichtlicher Stabilität der später gebildeten 

Hybridvesikel abgewogen werden. Lipide, deren Haupt-Phasenübergang bei niedrigeren 

Temperaturen liegt (wie DOPC), sind leichter zu Liposomen zu verarbeiten, da sie bei 

Raumtemperatur in der flüssig-analogen Phase vorliegen. Höhere 

Phasenübergangstemperaturen (wie bei DPPC) führen dazu, dass die entsprechenden Lipide bei 

Raumtemperatur keine Liposome der gewünschten Größe (         ), sondern aufgrund 

von Fusion größere Strukturen bilden. Andererseits ist aus der Literatur[5] bereits bekannt, dass 

eine Erhöhung der    des Lipids bei großen unilamellaren Vesikeln (GUVs) zu stabileren Vesikeln 

führt.  

Die DLS-Messungen wurden auch hier über den CONTIN- und den KWW-Fit ausgewertet. Über 

den CONTIN-Algorithmus konnte neben einem Hauptdiffusionsprozess ein weiterer Prozess mit 

einem wesentlich kleinerem    von         festgestellt werden (Korrelationsfunktion, 

Relaxationszeitenverteilung und Extrapolation des Diffusionskoeffizienten siehe Abbildung 5.6). 

Dieser Prozess stammt vermutlich von kleinen Lipidaggregaten (evtl. Mizellen), da er für einzelne 

frei diffundierende Lipide zu groß ist (siehe Abschnitt 5.1.5). Da über den KWW-Fit festgestellt 

wurde, dass trotzdem        ist, wurde für eine bessere Vergleichbarkeit mit dem KWW-Fit 

ausgewertet. 
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Abbildung 5.6  Autokorrelationsfunktion  (   ) und Relaxationszeitenverteilung  (   ) von Liposomen in Wasser 

mit         bei       - Inset: Extrapolation      des Diffusionskoeffizienten. 

 

DLS-Messungen der DMPC-Liposome zeigen einen    von            direkt nach der 

Präparation, was genau der erwarteten Größe entspricht.  

Die Ergebnisse der SLS sind in den Abbildungen 5.7 und 5.8 dargestellt.  

 
Abbildung 5.7 Absolute Gesamtstreuintensität der 

DMPC- Liposome in Wasser mit 
           bei      . 

 
Abbildung 5.8 Holtzer-Auftragung der Streudaten aus 

Abb. 5.7.
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Auch hier lässt sich erkennen, dass der Kurvenverlauf in der Holtzer-Auftragung gut dem 

Formfaktor einer Kugel entspricht (siehe Abbildung 3.12 im Theorieteil). Allerdings liegt das 

Maximum in der Holtzer-Auftragung bei größeren  -Werten, was darauf hindeutet, dass kleinere 

Strukturen und somit ein geringeres apparentes Molekulargewicht vorliegt. Wie für die 

Polymersomen wurde auch hier aus dem Maximum der Streukurve (gestrichelte Linie) der 

apparente Gyrationsradius der Liposome bestimmt. Man erhält für    und  : 

             

        

Der Strukturparameter   deutet ebenfalls darauf hin, dass die erhaltenen Streudaten wiederum 

einer Kugel entsprechen. 

Das apparente Molekulargewicht sowie die Aggregationszahl wurden aus der entsprechenden 

Ornstein-Zernicke-Auftragung (Abbildung 5.10) ermittelt. Auch hier wurde dafür zunächst das 

Brechungsindexinkrement der Probe in Wasser und daraus   bestimmt, wie in Abbildung 5.9 

gezeigt. 
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Abbildung 5.9 Brechungsindexinkrement der DMPC-Liposome in Wasser bei      . 
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(
  

  
)               

  
           (           ) 

(        )                 
                   

  
  

 
Abbildung 5.10 Ornstein-Zernicke-Auftragung der Streudaten der DMPC-Liposome in Wasser. 

 

Auch bei den Liposomen wird der Verlauf der Streu-Kurve mit einem Polynom dritten Grades 

beschrieben und aus dem Achsenabschnitt      berechnet (siehe Kapitel 5.1.1). 

Die erhaltenen Werte für DMPC-Liposome sind: 

                        

 (    )             

              

Das apparente Molekulargewicht liegt wie erwartet deutlich niedriger als das der Polymersome, 

während die Aggregationszahlen in etwa vergleichbar sind, d.h. es sind an der Vesikelbildung 

etwa die gleiche Anzahl von Einzelmolekülen beteiligt. Das geringere      ergibt sich dabei 

aufgrund des geringeren    der Lipide im Vergleich zum    der Blockcopolymere. Dieses 

geringere    bzw. die wesentlich geringere Kettenlänge der Lipide bewirkt eine höhere Fluidität 

sowie eine wesentlich geringere Membrandicke (siehe Abschnitt 5.3.1 cryo-TEM).  
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5.1.3 Polymer-Lipid-Hybridvesikel 

 

Es wurden Hybridvesikel mit verschiedenen Anteilen an DMPC und PDMS-b-PMOXA untersucht. 

Dabei wurde dem Blockcopolymer DMPC in Anteilen von        ,         und         

zugesetzt, um einen möglichst großen Bereich des Mischungsverhältnisses abzudecken.  

Zunächst wurden die Proben in der dynamischen Lichtstreuung untersucht. Die 

Korrelationsfunktionen sowie Relaxationszeitenverteilungen sind hier nicht gezeigt. Auch hier 

wurden alle Messungen sowohl über den CONTIN- sowie den KWW-Fit ausgewertet. Da 

ebenfalls in allen Fällen die Verteilungsbreite       war (siehe Tabelle 5.1), wurde KWW als 

Auswertungs-Methode zur Berechnung der hydrodynamischen Radien ausgewählt. Allerdings 

wurde der CONTIN-Algorithmus auch hier genutzt, um die Anzahl der Diffusionsprozesse zu 

bestimmen. Aus beiden Auswertungsmethoden geht hervor, dass alle Hybridvesikelproben nur 

einen monomodal-verteilten Diffusionsprozess aufweisen. Dieser Diffusionsprozess zeigt das 

Vorhandensein von Streuern nur einer Größe (   ca.       , siehe Tabelle 5.1) im 

Streuvolumen. Daraus kann jedoch nicht abgeleitet werden, welche Spezies an Strukturen 

vorliegen. Aus den DLS-Daten wird keine Information darüber erhalten, ob Hybridvesikel oder 

phasengetrennt Liposome und Polymersome gleicher Größe vorliegen, da nur zwischen Spezies 

unterschiedlicher Größe aber nicht unterschiedlicher Struktur unterschieden werden kann. Die 

entsprechenden hydrodynamischen Radien und Verteilungsbreiten   der jeweiligen Proben sind 

in Tabelle 5.1 zusammengefasst.  

Die Größe der Strukturen stimmt für alle Proben mit den Erwartungen nach Extrusion überein.  

Tabelle 5.1 Hydrodynamischer Radius der Polymer-Lipid-Hybridvesikel. 

Probe Hydrodynamischer Radius           

BCP90-Lip10             

BCP50-Lip50             

BCP10-Lip90             

 

Die Ergebnisse der statischen Lichtstreuung sind in den Abbildungen 5.11 und 5.12 gezeigt. Zum 

besseren Vergleich wurden jeweils die Daten der reinen Komponenten (wie oben beschrieben) 

mit eingefügt. 
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Abbildung 5.11 Absolute Gesamtstreuintensität der 
Polymer-Lipid-Hybridvesikel in Wasser 
mit            bei      . 

 

Abbildung 5.12 Holtzer-Auftragung der Streudaten aus 
Abb. 5.11.

 

In Abbildung 5.11 ist die Streuintensität der verschiedenen Proben aufgetragen. Bei einem 

Vergleich der Proben ist zu sehen, dass die absolute Streuintensität der Proben bei konstanter 

Konzentration mit steigendem Blockcopolymergehalt tendenziell ansteigt. Dies liegt im höheren 

   von PDMS-b-PMOXA gegenüber DMPC begründet, wodurch die Werte für      für die 

jeweiligen Strukturen ansteigen. Die Form der Streukurven bleibt dabei jedoch erhalten. Im 

hohen  -Bereich ergibt sich aber vor allem bei reinen Liposomen eine Abweichung durch ein 

Aufbiegen der Streukurve. Dieser Effekt ist, wie oben beschrieben, auf die Polydispersität in der 

Probe zurückzuführen. 

In der Holtzer-Auftragung in Abbildung 5.12 ist eine Verschiebung der Maxima der Streukurven 

zu erkennen, woraus sich unterschiedliche Gyrationsradien ergeben (siehe Tabelle 5.3). Auch 

dieses Verhalten deutet auf unterschiedliche apparente Molekulargewichte hin. Ein definierter 

Trend ist hier jedoch nicht klar erkennbar. Es muss hier berücksichtigt werden, dass die Systeme 

eine unterschiedliche Polydispersität aufweisen (siehe Abbildung 5.12) und die Größenvariation 

für alle Proben innerhalb des oben diskutierten Fehlerbereichs liegt.  

Um eine Ornstein-Zernicke-Auftragung durchführen zu können, muss auch für die Hybridvesikel 

der Streufaktor   ermittelt werden. Da das Brechungsindexinkrement eine additive Größe ist,[58] 

wird für Polymer-Lipid-Hybridvesikel eine lineare Interpolation (siehe Abbildung 5.13) 

durchgeführt. So kann für jeden eingesetzten Lipid-Anteil das entsprechende (
  

  
) und   

berechnet werden. Die entsprechenden Werte sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst. 
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55 Ergebnisse und Diskussion 

 

Abbildung 5.13 Berechnetes Brechungsindexinkrement der Polymer-Lipid-Hybridvesikel in Wasser. 

 

Tabelle 5.2 Brechungsindexinkrement und Streufaktor der Polymer-Lipid-Hybridvesikel. 

Probe (
  

  
) in        in 

       

   

BCP90-Lip10                   

BCP50-Lip50                   

BCP10-Lip90                   

 

Die Streudaten in der Ornstein-Zernicke-Auftragung werden wie für Polymersome und Liposome 

durch ein Polynom dritten Grades beschrieben und liefern die jeweiligen apparenten 

Molekulargewichte. Die aus der Holtzer-Auftragung berechneten Gyrationsradien sowie 

apparente Molekulargewichte und Aggregationszahlen sind in Tabelle 5.3 zusammengefasst. Bei 

der Berechnung der Aggregationszahl wurde die Zusammensetzung der jeweiligen Vesikel 

berücksichtigt. Der statistische Fehler liegt bei allen ermittelten Werten bei ca.    . 
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Tabelle 5.3 Ergebnisse der statischen Lichtstreuung an Polymer-Lipid-Hybridvesikeln. 

Probe                              

BCP90-Lip10                                 

BCP50-Lip50                                

BCP10-Lip90                                

 

Es fällt auf, dass tendenziell die Größe der entstehenden Strukturen mit steigendem Lipidgehalt 

abnimmt. Allerdings ergibt sich kein linearer Zusammenhang. Für die Probe mit         

Lipidanteil wird eine sehr hohe Aggregationszahl erhalten, was ein Hinweis auf die Bildung von 

größeren Überstrukturen ist. Der Formfaktor (Abb. 5.12) sowie die Werte für   bestätigen, dass 

es sich unter Berücksichtigung der Polydispersität bei allen Proben um kugelförmige Streuer 

handelt. 

 

5.1.4 Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel 

 

Zur Herstellung von Hybridvesikeln bestehend aus PDMS-b-PMOXA und Cholesterin wurde 

Cholesterin in Anteilen von   und         eingesetzt. Diese Konzentrationen wurden 

ausgewählt, da sie dem minimalen bzw. maximalen Anteil von Cholesterin in biologischen 

Membranen entsprechen.  

Die Daten der dynamischen Lichtstreuung sind in Tabelle 5.5 zusammengefasst. Wie auch zuvor 

bei den Polymer-Lipid-Hybridvesikeln wurden die resultierenden Korrelationsfunktionen mit 

dem CONTIN-Fit und der KWW-Methode ausgewertet. Mit beiden Methoden ließ sich jeweils 

nur ein einzelner monomodal verteilter Diffusionsprozess feststellen (Daten nicht gezeigt). Es 

wurden mit der KWW-Auswertung auch hier für jede Probe Werte von       ermittelt (siehe 

Tabelle 5.4). Dementsprechend ist zu vermuten, dass tatsächlich Hybridvesikel vorliegen. Da die 

Löslichkeit von Cholesterin in Wasser extrem schlecht ist und keine spezifische 

Überstrukturbildung von reinem Cholesterin in Wasser zu beobachten war, kann die 

Möglichkeit, dass phasensepariert Cholesterin und Polymersome vorliegen, hier nahezu 

ausgeschlossen werden. Cholesterin-Überstrukturen würden in einem anderen Größenbereich 

als Polymersome auftreten. 
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Tabelle 5.4 Hydrodynamischer Radius der Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel. 

Probe Hydrodynamischer Radius           

BCP95-Chol5             

BCP50-Chol50             

 

Die Ergebnisse der statischen Lichtstreuung sind in den Abbildungen 5.14 und 5.15 anhand der 

Auftragung der Streuintensität und einer Holtzer-Auftragung zusammen mit den Daten für reine 

Polymersome dargestellt. 

 

Abbildung 5.14  Absolute Gesamtstreuintensität der 
Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel 
in Wasser mit            bei 
     . 

 

Abbildung 5.15 Holtzer-Auftragung der Streudaten aus 
Abb. 5.14.

 

Die absolute Streuintensität für Hybridvesikel mit   und         Cholesterinanteil bei 

konstanter Gesamtkonzentration im Vergleich zu reinen Polymersomen ändert sich nur marginal 

(siehe Abbildung 5.14). Auch die Systempolydispersität bleibt nahezu unverändert. In der 

Holtzer-Auftragung der Streudaten ist eine Verschiebung der Maxima zu größeren  -Werten zu 

beobachten (Abb. 5.15). Somit resultieren größere Gyrationsradien sowie apparente 

Molekulargewichte der jeweiligen Strukturen. In beiden Abbildungen ist außerdem zu erkennen, 

dass die Zugabe von        Cholesterin im Gegensatz zu reinen Polymersomen einen 

deutlichen Effekt zeigt. Eine Erhöhung des Anteils auf         jedoch verändert die Streudaten 

bis auf einen sehr leichten Anstieg der Polydispersität nicht wesentlich. 

Für eine Ornstein-Zernicke-Auftragung wird der Streufaktor   und daher das 

Brechungsindexinkrement benötigt. Allerdings kann aufgrund der schlechten Löslichkeit von 

Cholesterin in Wasser messtechnisch hier kein (
  

  
) ermittelt werden. Aufgrund der geringen 
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Massenanteile von Cholesterin für die hier beschriebenen Hybridvesikel wird das gleiche (
  

  
) 

wie für reine Polymersomen angenommen. Somit kann auch der gleiche Streufaktor verwendet 

werden (siehe Kapitel 5.1.1).  

Die aus Holtzer- und Ornstein-Zernicke-Auftragung ermittelten Werte für apparente 

Molekulargewichte, Aggregationszahlen sowie Gyrationsradien sind in Tabelle 5.5 gezeigt. Der 

statistische Fehler beträgt ebenfalls ca.    . 

 

Tabelle 5.5 Ergebnisse der statischen Lichtstreuung an Polymer-Cholesterin-Hybridvesikeln. 

Probe                              

BCP95-Chol5                                 

BCP50-Chol50                                 

 

Die Verschiebung zu höheren apparenten Molekulargewichten durch eine Cholesterin-Zugabe 

wird durch die Daten bestätigt. Da kein Anstieg des hydrodynamischen Radius, sondern sogar 

ein Abfall beobachtet wird, deutet das zusammen mit einem höheren      darauf hin, dass die 

Moleküle in der Vesikelmembran dichter gepackt sind. Dies ist bei den Polymer-Lipid-

Hybridvesikeln nur bei einem Anteil von         der Fall.  

Man kann vermuten, dass sich in diesen Proben Strukturen analog zu den „Lipid rafts“ der 

Zellmembranen bilden. Dabei scheint die Interaktion von Cholesterin mit Blockcopolymeren 

wesentlich stärker als die von Lipiden mit Blockcopolymeren zu sein. Die Cholesterinmoleküle 

bilden offenbar Komplexe mit den Blockcopolymer-Molekülen, wobei der Abstand zwischen den 

Blockcopolymer-Ketten verringert wird. Bestätigt wurde dies durch Untersuchungen mit cryo-

TEM (siehe Kapitel 5.3.1). 

 

5.1.5 Stabilität der Vesikel 

 

Zunächst wurde die Stabilität aller gebildeten Vesikel hinsichtlich der beobachteten 

Diffusionsprozesse direkt nach Präparation untersucht. Wie bereits erwähnt, wurde durch die 

CONTIN-Auswertung bei den Liposomen ein zweiter schnellerer Diffusionsprozess beobachtet. 

Die gleiche Auswertung der Korrelationsfunktion der Polymersomen-Probe zeigt hingegen nur 
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einen monomodal-verteilten Peak. In Abbildung 5.16 ist dies deutlich anhand der Verteilung der 

Relaxationszeiten  (   ) bei       (            ) zu sehen.  

Es wurde untersucht, ob in den Hybridvesikelproben ebenfalls schnellere Diffusionsprozesse 

vorliegen. Jedoch konnte dies in mehreren Messungen nicht zuverlässig geklärt werden.  

 

Abbildung 5.16   Autokorrelationsfunktionen und Relaxationszeitenverteilungen für Liposome und Polymersome 

bei                mit         bei      . 

 

Hier zeigt sich, dass im Wässrigen neben Liposomen auch kleinere Lipid-Aggregate vorliegen, die 

eine erhöhte Diffusion zeigen. Es könnte sich hierbei um Lipide handeln, die zwischen den 

einzelnen Liposomen hin und her wechseln und währenddessen Mizellen bilden. Polymersome 

als „frozen structures“ weisen dieses Verhalten aufgrund einer höheren Steifigkeit nicht auf 

(siehe Theorieteil Kapitel 3.3.2).  

Neben der Stabilität der Vesikelstrukturen im experimentellen Zeitraum (wenige Minuten) ist 

vor allem die Langzeitstabilität (mehrere Tage bis Wochen) von großem Interesse. Dies gilt 

sowohl für Applikationen wie beispielsweise Stofftransport als auch bei der Verwendung dieser 
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Strukturen als Modellsysteme. Daher wurden die gebildeten Vesikel hinsichtlich ihrer 

Langzeitstabilität untersucht. 

Abbildung 5.17 zeigt die ermittelten hydrodynamischen Radien der verschiedenen Liposome, 

Polymersome und Polymer-Lipid-Hybridvesikel über einen Zeitraum von vier Wochen. 

 

Abbildung 5.17 Langzeitstabilität der der Polymer-Lipid-Hybridvesikel im Vergleich zu reinen Liposomen und reinen 
Polymersomen mit         bei      . 

 

Wie aus der Literatur[11],[12] bekannt, sind die Liposome nicht über längere Zeit hinweg stabil, 

sondern fusionieren zu größeren Strukturen. Bereits nach wenigen Stunden ist eine starke 

Erhöhung von    bei diesen Strukturen zu beobachten. Die durch Fusion entstehenden großen 

Vesikel (GUVs) und Überstrukturen erreichen dabei Größenordnungen, die zum Teil außerhalb 

des zugänglichen Lichtstreubereiches liegen. Hier können nur Teilstrukturen charakterisiert 

werden, und die tatsächlichen Werte sind noch größer als in Abbildung 5.17 gezeigt.  

Im Gegensatz dazu sind Polymersomen sowie Polymer-Lipid-Hybridvesikel über den 

untersuchten Zeitraum hinweg in ihrer Größe sehr stabil. Allerdings kommt es bei der Probe 

BCP10-Lip90 (Zusammensetzung         PDMS-b-PMOXA und         DMPC) nach drei 
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Wochen zu einer Aggregation und Sedimentation großer Strukturen, was eine weitere 

Untersuchung dieser Probe unmöglich macht. 

 

Abbildung 5.18 Langzeitstabilität der Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel im Vergleich zu reinen Polymersomen mit 
        bei      . 

 

Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel zeigen ebenfalls eine Langzeitstabilität über einen Zeitraum 

von mehr als vier Wochen (siehe Abbildung 5.18). Hier sind keinerlei Aggregations- oder 

Sedimentationsprozesse zu beobachten und die Messdaten zeigen über den 

Untersuchungszeitraum konstante Ergebnisse. 
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5.2 Nachweis der Hybridvesikel über FCS und CLSM 
 

Anhand der Lichtstreuexperimente an den Hybridvesikel-Proben konnte festgestellt werden, 

dass in allen Proben kugelförmige (vesikuläre) Strukturen vorhanden sind, die innerhalb einer 

Probe eine monomodale Größenverteilung aufweisen. Allerdings konnte nicht unterschieden 

werden, ob jeweils eine Hybridvesikelspezies oder mehrere phasenseparierte Spezies gleicher 

Größe (beispielsweise phasengetrennte Liposome und Polymersome) vorliegen.  

Um eine sichere Aussage über die Zusammensetzung der Vesikel zu erhalten, wurden den 

Hybridvesikeln in der Herstellung (siehe Kapitel 4.4) jeweils fluoreszenzmarkierte Komponenten 

zugesetzt. Die unterschiedlichen Farbstoffe reichern sich dort an, wo auch die jeweilige 

unmarkierte Komponente der Vesikel zu finden ist. Sollte es sich in den Proben um Hybridvesikel 

handeln, so müssen in einem Vesikel jeweils zwei unterschiedliche fluoreszenzmarkierte 

Komponenten vorhanden sein. Eine geeignete Technik zur Überprüfung an        großen 

Strukturen ist die Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie sowie für Vesikel im   -Bereich 

die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie. 

 

5.2.1 Kreuzkorrelations-Messungen an Vesikeln bestehend aus 

fluoreszenzmarkiertem Lipid bzw. Cholesterin und fluoreszenzmarkiertem 

Blockcopolymer 

 

Um aussagekräftige Ergebnisse aus den Kreuzkorrelationsmessungen zu erhalten, mussten 

zunächst die Eigenschaften der reinen Fluoreszenzfarbstoffe untersucht werden.  

Die verwendeten Farbstoffe wurden aufgrund ihrer hohen Quantenausbeute in Wasser und dem 

genügend großen Abstand der Wellenlängen der emittierten Fluoreszenz ausgesucht. Das 

Maximum der Emission der Fluoreszenz von Alexa 647® – markiertem PDMS-b-PMOXA liegt bei 

      , weshalb die Fluoreszenz in der FCS im roten Kanal (Wellenlängen siehe 

Experimentalteil Kapitel 4.5.2) detektiert wird. Abbildung 5.19 zeigt das Absorptions– / 

Emissionsspektrum von Alexa 647®. 
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Abbildung 5.19 Absorptions- / Emissionsspektrum
[59]

 von Alexa 647®. 

 

Weiterhin wurde ein Bodipy® – markiertes Lipid verwendet, dessen Emissionsmaximum bei 

       liegt (Absorptions– / Emissionsspektrum siehe Abbildung 5.20). Die Fluoreszenz dieses 

Farbstoffs wird im blauen Kanal (siehe Experimentalteil Kapitel 4.5.2) detektiert. 

 

Abbildung 5.20 Absorptions- / Emissionsspektrum
[60]

 von Bodipy®-HPC. 

 

Ebenfalls im blauen Kanal wird die Fluoreszenz von TopFluor® – Cholesterin detektiert, dessen 

Emissionsmaximum bei        liegt (siehe Abb. 5.21).  

 

Abbildung 5.21 Absorptions- / Emissionsspektrum
[61]

 von TopFluor® – Cholesterin. 
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Das wichtigste Kriterium für die Eignung für Kreuzkorrelationsmessungen ist der sogenannte 

„Crosstalk“. Unter Crosstalk versteht sich die Detektion von Fluoreszenz eines Farbstoffs in 

beiden beobachteten Kanälen. Dadurch täuscht der Farbstoff eine unter Umständen nicht 

vorhandene Kreuzkorrelation vor. Alle verwendeten Farbstoffe wurden einzeln in der FCS 

untersucht, wobei die Fluoreszenz sowohl im roten als auch im blauen Kanal gleichzeitig 

detektiert wurde (Messungen hier nicht gezeigt). Der beobachtete Crosstalk lag für alle 

Farbstoffe unterhalb von    und kann daher vernachlässigt werden.  

Untersucht wurden jeweils eine Probe mit Polymer-Lipid-Hybridvesikeln (BCP90-Lip10F –     

PDMS-b-PMOXA und     DMPC) und eine Probe mit Polymer-Cholesterin-Hybridvesikeln 

(BCP95-Chol5F –     PDMS-b-PMOXA und    Cholesterin). Abbildung 5.22 zeigt die auf die 

größte Amplitude normalisierten Korrelationskurven und die zugehörigen Fits, die für die Probe 

BCP90-Lip10F erhalten wurden.  
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Abbildung 5.22  Korrelationskurven für die Probe BCP90-Lip10F: Blauer Kanal (Lipide), Roter Kanal (BCP) und 
Kreuzkorrelation mit den entsprechenden Fits. 
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Die erhaltenen Korrelationskurven für den roten (Lipid) sowie für den blauen (BCP) Kanal 

wurden jeweils mit einem Fit (rote und blaue gestrichelte Linie) beschrieben, der einem 

einzelnen hyperbolischen Abfall entspricht. Der Fit wurde für eine im dreidimensionalen frei 

diffundierende Spezies entsprechend der folgenden Formel[39] berechnet, wobei      dem 

effektiven Detektionsvolumen,   der Konzentration,   der Verschiebungszeit,    der lateralen 

Diffusionszeit und    sowie    der lateralen bzw. axialen Ausdehnung des emittierten Lichts 

entsprechen: 

 ( )    
 

    〈 〉(  
 

  
)√  (

  
  

)
  

  

               (5.1) 

Um Beiträge der Triplet-Relaxation der Farbstoffe zu den Korrelationskurven zu vermeiden, 

wurde in allen Fällen ab        gefittet.  

Geringe Abweichungen vom Fit kamen für kleine Relaxationszeiten durch evtl. frei 

diffundierenden Farbstoff in geringer Konzentration zustande. Für große Relaxationszeiten 

konnte eine Abweichung vom Fit durch die Polydispersität bzw. Aggregation der Vesikel erklärt 

werden. Die Unterschiede der Amplitude von  ( ) für den roten und den blauen Kanal lassen 

sich durch unterschiedliche große Detektionsvolumina der beiden Kanäle erklären. Aufgrund der 

Wellenlängenabhängigkeit der Beugungsbegrenzung ist das Detektionsvolumen bei        

kleiner als bei       . Die Amplitude von  ( ) ist proportional zu     (  = Anzahl detektierter 

Teilchen im konfokalen Volumen). Da das Detektionsvolumen des blauen Kanals kleiner ist, 

halten sich bei gleicher Konzentration der markierten Spezies (unter der Annahme, dass alle 

Teilchen doppelt markiert sind) dort weniger Teilchen auf. So ist die Amplitude von   ( ) für den 

blauen Kanal größer als für den roten.  

Die Amplitude von  ( ) der Kreuzkorrelation (schwarze Kurve) liegt zwischen denen des roten 

und blauen Kanals. Sofern die Detektionsvolumina beider Kanäle perfekt überlappen, so liegt das 

Volumen der Kreuzkorrelation dazwischen. Allerdings ist hier die Kreuzkorrelationsamplitude 

proportional zur Anzahl der doppelt markierten Spezies im Kreuzkorrelationsvolumen. Die 

Amplitude der Kreuzkorrelation spricht also dafür, dass alle beobachteten Teilchen doppelt 

markiert waren.  

Mithilfe der Fits wurden die korrespondierenden Diffusionskoeffizienten und daraus die 

hydrodynamischen Radien ermittelt, welche in Tabelle 5.6 gezeigt sind. Ebenfalls wurde die 

Konzentration der jeweiligen markierten Spezies bestimmt. 



 

 

66 Herstellung und Charakterisierung von Hybridvesikeln 

 

Tabelle 5.6 Kanäle und entsprechende hydrodynamische Radien für BCP90-Lip10F. 

Kanal Hydrodynamischer Radius        Konzentration        

Rot (BCP)                  

Blau (Lipid)                   

Kreuzkorrelation                   

 

Die hydrodynamischen Radien zeigen, dass die Größen der blau und rot markierten Spezies 

unter Beachtung des Fehlerbereichs für beide Kanäle übereinstimmen. Dies deutet bereits auf 

das Vorhandensein einer doppelt markierten Spezies (Hybridvesikel) hin.  

Belegen können das die ermittelten Konzentrationen. Zwar liegen die Werte nicht alle innerhalb 

eines Fehlerbereichs, jedoch können geringe Abweichungen auf eventuelle Aggregate und freien 

Farbstoff zurückgeführt werden. Außerdem liegt möglicherweise keine perfekte Überlappung 

der Detektionsvolumina beider Kanäle vor (instrumenteller Fehler). Da der Wert für die 

Kreuzkorrelation zwischen denen des roten und des blauen Kanals liegt, kann trotz der geringen 

Abweichungen davon ausgegangen werden, dass jedes Teilchen, welches sich im 

Detektionsvolumen aufgehalten hat, doppelt markiert gewesen sein muss. Es liegen also 

Strukturen in der erwarteten Größe vor, die mit beiden verwendeten Farbstoffen markiert sind. 

Es handelt sich dementsprechend in der Probe um Hybridvesikel bestehend aus Lipid- und 

Blockcopolymeranteilen. Der ermittelte    der Hybridvesikel stimmt gut mit den Werten aus der 

dynamischen Lichtstreuung überein (siehe Tabelle 5.1, Kapitel 5.1.3). 

Unter den gleichen Bedingungen wurde eine Kreuzkorrelationsmessung für BCP95-Chol5F 

durchgeführt. Die erhaltenen Korrelationskurven sind in Abbildung 5.23 dargestellt. 
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Abbildung 5.23   Korrelationskurven für die Probe BCP95-Chol5: Blauer Kanal (Cholesterin), Roter Kanal (BCP) und 
Kreuzkorrelation mit den entsprechenden Fits. 

Auch hier konnten alle Korrelationskurven mit einem Fit entsprechend eines einzelnen 

hyperbolischen Abfalls beschrieben werden. Abweichungen kommen wie oben beschrieben 

durch geringe Mengen frei diffundierenden Farbstoffs und die Polydispersität bzw. Aggregation 

der Vesikel zustande. Genau wie bei den Polymer-Lipid-Hybridvesikeln können die Unterschiede 

der Amplituden von  ( ) durch die unterschiedlich großen Detektionsvolumina erklärt werden.  

Die Amplitude der Kreuzkorrelation liegt auch hier zwischen der des roten und blauen Kanals, 

was, wie oben beschrieben, auf das Vorhandensein einer doppelt markierten Spezies hindeutet.  

Es wurden ebenfalls die hydrodynamischen Radien und Konzentrationen für die einzelnen 

Kanäle berechnet, welche in Tabelle 5.7 gezeigt sind. 

Tabelle 5.7 Kanäle und entsprechende hydrodynamische Radien für BCP95-Chol5F. 

Kanal Hydrodynamischer Radius        Konzentration        

Rot (BCP)                   

Blau (Cholesterin)                   

Kreuzkorrelation                    
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Die berechneten    und Konzentrationen stimmen für die verschiedenen Kanäle sowie die 

Kreuzkorrelation gut überein. Dies ist auch hier ein Zeichen dafür, dass tatsächlich vesikuläre 

Strukturen vorliegen, die sowohl Cholesterin als auch Blockcopolymer enthalten. Diese Tatsache 

bestätigt die Annahmen aus der Lichtstreuung. Auch die ermittelte Größe stimmt mit den Daten 

aus der dynamischen Lichtstreuung überein (siehe Tabelle 5.4, Kapitel 5.1.4). 

 

5.2.2 Untersuchung der doppelt markierten Vesikel mittels konfokaler Laser-

Scanning Mikroskopie 

 

Eine weitere Methode, um die Bildung von Hybridvesikeln nachzuweisen, ist die mikroskopische 

Abbildung der Vesikel. Hierfür wurden ebenfalls doppelt markierte Vesikel hergestellt, die 

jedoch für eine bessere Visualisierung eine Größe von ca.      aufwiesen. Im Falle von 

Hybridvesikeln sollte daher jeder abgebildete Vesikel beide Fluoreszenzfarbstoffe enthalten. 

Bei der Untersuchung der Proben mit FCS wurde festgestellt, dass geringe Mengen an frei 

diffundierenden Fluoreszenzfarbstoffen in der Lösung vorhanden waren. Daher muss 

ausgeschlossen werden, dass sich freier Farbstoff von jeweils beiden markierten Komponenten 

von außen an bereits gebildete Vesikelmembranen anlagert. Dadurch würde sowohl in FCS als 

auch in CLSM eine Kolokalisation von Lipid / Cholesterin und Blockcopolymer vorgetäuscht 

werden. 

Um diesen Fall auszuschließen, wurden mit Alexa Fluor 647®-markierte Polymersome (BCP100F) 

sowie Bodipy®-markierte Liposome (Lip100F) hergestellt. Aus TopFluor®-markiertem Cholesterin 

konnten keine vesikulären Strukturen hergestellt werden. Jedoch war es möglich, durch kurze 

Behandlungen mit Ultraschall geringe Mengen des Farbstoffs in Wasser zu lösen. Die so 

erhaltenen Proben wurden auf einem Objektträger gemischt (markierte Polymersome mit 

markiertem Cholesterin und markierte Polymersome mit markierten Liposomen) und mit CLSM 

analysiert. Die erhaltenen Bilder aus der Kombination beider Detektionskanäle sind in Abbildung 

5.24 gezeigt. 
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Abbildung 5.24   A: Alexa Fluor 647®-markierte Polymersome (rot) gemischt mit Bodipy® - markierten Liposomen 
(grün), B: Alexa Fluor 647®-markierte Polymersome (rot) gemischt mit TopFluor®-Cholesterin 
(grün). 

 

In beiden Bildern ist die rote Komponente jeweils Alexa Fluor 647®-markiertes Blockcopolymer. 

In Abb. 5.24 A handelt es sich bei der grünen Komponente um Bodipy®-markiertes Lipid, 

währenddessen in Abb. 5.24 B die grüne Komponente aus TopFluor®-Cholesterin besteht.  

Abb. 5.24 A zeigt rot fluoreszierende Polymersome im erwarteten Größenbereich. Außerdem 

liegt eine weitere grün fluoreszierende Liposomen-Spezies vor. Die Liposome sind bereits 

teilweise zu größeren Vesikelstrukturen fusioniert, was schon in der Lichtstreuung beobachtet 

wurde. Auch die Polymersome zeigen teilweise Aggregation, was besonders in Abb. 5.24 B zu 

sehen ist. Das grün fluoreszierende TopFluor® – Cholesterin lagert sich ebenfalls zu sehr kleinen 

Aggregaten zusammen. Die Fluoreszenz im grünen Kanal ist allerdings deutlich schwächer als in 

Abb. 5.24 A, da die Löslichkeit des Farbstoffs in Wasser wie von reinem Cholesterin sehr schlecht 

ist.  

Die wichtigste Beobachtung ist jedoch, dass in beiden Bildern keinerlei Kolokalisation zwischen 

beiden Komponenten besteht.  Es kann also ausgeschlossen werden, dass die Kreuzkorrelation 

bei der Untersuchung mit FCS nur vorgetäuscht wurde. Außerdem macht dies die Interpretation 

der folgenden Bilder, die Hybridvesikel zeigen, eindeutig. 

Die Proben der Hybridvesikel wurden hier in allen Zusammensetzungen untersucht, die bereits 

für die Lichtstreuexperimente verwendet wurden. Abb. 5.25 zeigt zunächst die Bilder der Probe 

BCP90-Lip10F (        PDMS-b-PMOXA und         DMPC). 
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Abbildung 5.25  A: Fluoreszenz der Bodipy®-markierten Lipid-Komponente in BCP90-Lip10F, B: Fluoreszenz der 
Alexa Fluor 647®-markierten Blockcopolymer-Komponente in BCP90-Lip10F, C: Kombination der 
Fluoreszenz beider Kanäle (weiße Pfeile zeigen deutliche Beispiele  für Kolokalisation). 

 

In Abbildung 5.25 ist sowohl die Verteilung der Lipid-Komponente (5.25 A) als auch die 

Verteilung der Blockcopolymer-Komponente (5.25 B) zu erkennen. Kombiniert man beide Kanäle 

so zeigt sich, dass eine sehr gute Kolokalisation beider Komponenten vorliegt. Zu erkennen ist 

dies an der homogenen gelben Färbung in Abb. 5.25 C. Zwei deutliche Beispiele wurden mit 

weißen Pfeilen markiert. Daraus lässt sich schließen, dass in dieser Probe tatsächlich 

Hybridvesikel vorliegen, was die Ergebnisse  der Lichtstreuung und FCS bestätigt. Zwar sind 

Vesikel zu erkennen, die anscheinend mehr Blockcopolymer bzw. mehr Lipid enthalten, 

allerdings ist dies nur vereinzelt der Fall. Zustande kommen kann dies, wenn sich die jeweiligen 

markierten (und auch unmarkierten) Komponenten nicht überall zu gleichen Mengen einlagern. 



 

 

 
 

71 Ergebnisse und Diskussion 

Da es aufgrund der Auflösungsgrenze nicht möglich ist, mit stärkerer Vergrößerung zu arbeiten, 

werden hier keine Informationen über mögliche Domänenbildung oder Phasenseparation 

innerhalb der Vesikel erhalten. Da die Probe eine sehr homogene Verteilung des Lipids in den 

Vesikeln zeigt, war die Probe gut für weitere Untersuchungen geeignet. 

Weiterhin wurde die Probe BCP50-Lip50F untersucht, welche aus         PDMS-b-PMOXA und 

        DMPC besteht (siehe Abb. 5.26). 

 

Abbildung 5.26  A: Fluoreszenz der Bodipy®-markierten Lipid-Komponente in BCP90-Lip10F, B: Fluoreszenz der 
Alexa Fluor 647®-markierten Blockcopolymer-Komponente, C: Kombination der Fluoreszenz beider 
Kanäle. Ein gut erkennbarer Vesikel ist weiß eingekreist. 

Auch hier ist deutlich zu sehen, dass eine Kolokalisation beider Komponenten besteht (Abb. 5.26 

C). Allerdings scheint die Verteilung weniger homogen. Es sind wesentlich mehr Vesikel zu 

sehen, die mehr Blockcopolymer als Lipid enthalten. Dies deutet darauf hin, dass eine Erhöhung 

des Lipidanteils in den Vesikeln zu einer größeren Variation an erhaltenen Hybridvesikeln führt. 



 

 

72 Herstellung und Charakterisierung von Hybridvesikeln 

Die Probe eignete sich weniger gut für weitere Experimente als BCP90-Lip10F, da erhaltene 

Ergebnisse nicht auf eine homogene Vesikelspezies zurückgeführt werden können. 

Abbildung 5.27 zeigt die für die Probe BCP10-Lip90F (        PDMS-b-PMOXA und         

DMPC) erhaltenen Bilder (einzelne Kanäle hier nicht gezeigt). 

 

Abbildung 5.27  A: Kombination beider Kanäle in BCP10-Lip90F aufgenommen in der Lösung und B: aufgenommen 
am Rand des Tropfens. 

 

In Abbildung 5.27 A ist zu erkennen, dass auch in dieser Probe Hybridvesikel gebildet wurden. Zu 

erkennen ist dies an der gelben Färbung, die bei der Kombination der Kanäle entsteht. Zusätzlich 

zu den Hybridvesikeln sind allerdings auch sehr große Aggregate zu erkennen, die aus 

zusammengelagerten Hybridvesikeln bestehen. In Abbildung 5.27 B ist dies besonders deutlich 

zu sehen, da sich die Aggregate bevorzugt am Rand des untersuchten Flüssigkeitstropfens 

anlagern („coffee-ring-effect“[62]). Aus diesen Aufnahmen lässt sich schließen, dass eine 

Sättigungsgrenze für den Lipid-Gehalt in Hybridvesikeln existiert. Überschüssige Lipide, welche 

nicht mehr in Hybridvesikel eingelagert werden, bilden Liposome, die wiederrum die 

beobachteten Aggregate bilden. Aus diesem Grund war die Durchführung von weiteren 

Untersuchungen an der Probe BCP10-Lip90 nicht sinnvoll. 

Neben den Polymer-Lipid-Hybridvesikeln wurden auch die Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel 

abgebildet. Abbildung 5.28 zeigt Bilder von BCP95-Chol5F (        PDMS-b-PMOXA und 

       Cholesterin). 
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Abbildung 5.28    A: Fluoreszenz des TopFluor®-Cholesterins in BCP95-Chol5F, B: Fluoreszenz der Alexa Fluor 647®-
markierten Blockcopolymer-Komponente, C: Kombination der Fluoreszenz beider Kanäle (weiße 
Pfeile zeigen deutliche Beispiele für Kolokalisation). 

Auch bei dieser Probe ist eine Kolokalisation der beiden Komponenten erkennbar (siehe Abb. 

5.28 C). Die Verteilung des Cholesterins (grün markiert) ist jedoch wie auch bei BCP50-Lip50 

nicht homogen, was an den teilweise nur rot erscheinenden Vesikeln in Abb. 5.28 C deutlich zu 

erkennen ist. Dies erschwert die Interpretation weiterer Daten. 

Weiterhin wurden Vesikel mit         Cholesterin und         PDMS-b-PMOXA abgebildet 

(siehe Abbildung 5.29). 
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Abbildung 5.29 A: Fluoreszenz des TopFluor®-Cholesterins in BCP95-Chol5F, B: Fluoreszenz der Alexa Fluor 647® - 
markierten Blockcopolymer-Komponente, C: Kombination der Fluoreszenz beider Kanäle. Ein gut 
erkennbarer Vesikel ist weiß eingekreist. 

Die Verteilung der Komponenten innerhalb der Vesikel (Abb. 5.29 C) sieht ähnlich aus wie in 

BCP95-Chol5F und es ist auch hier eine deutliche Kolokalisation erkennbar. Auch hier ist die 

Verteilung nicht vollständig homogen und es sind Vesikel vorhanden, die nur oder größtenteils 

aus Blockcopolymer bestehen. Es ist überraschend, dass hier kein Unterschied zu Proben mit 

einem niedrigeren Cholesterin-Anteil zu beobachten ist. Cholesterin scheint dazu zu neigen, sich 

dort einzulagern, wo bereits viel Cholesterin vorhanden ist. Betrachtet man die Ergebnisse der 

Lichtstreuung, wonach die Packungsdichte innerhalb der Membran ansteigt, so muss beachtet 

werden, dass dies Werte sind, die für die gesamte Probe (d.h. über eine sehr hohe Anzahl von 

Events) gemittelt wurden. Das heißt, in Vesikeln, die viel Cholesterin enthalten, muss eine sehr 

hohe Packungsdichte herrschen, während die Packungsdichte in Vesikeln mit wenig Cholesterin 

weniger stark erhöht wird. Diese Tatsache wiederum deutet auf die Ausbildung von Domänen 
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analog zu den „Lipid rafts“ hin. Allerdings lässt sich vermuten, dass diese Domänenbildung die 

Größenordnung von Vesikeln übersteigt und bereits bei der Herstellung stattfindet. Bei der 

Ausbildung eines Films aus Blockcopolymer und Cholesterin während der Vesikelpräparation 

kann es bereits zur Ausbildung von Cholesterin-reichen Domänen kommen. Diese Domänen 

bilden später die Cholesterin-reichen Vesikel.  

 

5.3 Charakterisierung der Eigenschaften der Hybridvesikel 
 

5.3.1 Abbildung der Hybridvesikel mit cryo-TEM 

 

Da mittels CLSM gezeigt wurde, dass in der Probe mit         Lipid- und         

Polymeranteil Aggregate gebildet wurden und nicht sämtliches Lipid in Hybridvesikel eingelagert 

wurde, wurde diese Probe nicht weiter analysiert. Die Hybridvesikel aller anderen Proben 

wurden mithilfe von cryo-TEM abgebildet und deren Membrandicke über eine Statistik ermittelt.  

Die Abbildung von reinen PDMS-b-PMOXA-Polymersomen wurde bereits in der Literatur 

gezeigt.[63] Daher wird in dieser Arbeit auf eine Darstellung der Polymersomen verzichtet und nur 

ein Histogramm der erhaltenen Membrandicken der Probe BCP100 gezeigt. Die Membrandicken 

wurden für alle Proben anhand einer Statistik basierend auf     verschiedenen Stellen der 

abgebildeten Vesikelmembranen bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.30 dargestellt. Es 

wurde eine durchschnittliche Membrandicke von               (n-Mittel) erhalten. Die 

Membrandicke stimmt unter Beachtung der Standardabweichung mit dem Literaturwert[63] 

überein. 

 

Abbildung 5.30 Verteilung der gemessenen Werte der Membrandicke von PDMS-b-PMOXA-Polymersomen. 
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Zum Vergleich wurden DMPC-Liposome mit cryo-TEM abgebildet (siehe Abb. 5.31). Auch hier 

wurden die Membrandicken wie oben beschrieben bestimmt und ein Durchschnittswert 

ermittelt. Das Histogramm, welches die Verteilung der gemessenen Werte zeigt, ist in Abb. 5.32 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 5.31 cryo-TEM Bild von DMPC-Liposomen – 
Rote Pfeile zeigen deformierte 
Liposome. 

 

 

Abbildung 5.32  Verteilung der gemessenen Membran-
dicken aus Abb. 5.31. 

 

Es ist in Abb. 5.31 gut zu erkennen, dass trotz der Extrusion der Liposome multilamellare 

Systeme vorhanden sind. Dies ist bedingt durch die hohe Fluidität der Lipide. Man kann 

außerdem beobachten, dass die Liposome leicht verformbar sind (rote Pfeile) und eine sehr 

große Polydispersität aufweisen. Die durchschnittliche Membrandicke der Liposome betrug 

            . Dies stimmt mit den Literaturwerten[6] für Lipidmembranen überein. Eine 

typische cryo-TEM Abbildung der Probe BCP90-Lip10 ist in Abb. 5.33 gezeigt. Abb. 5.34 stellt das 

zugehörige Histogramm der erhaltenen Membrandicken dar.  
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Abbildung 5.33 cryo-TEM Bild von Polymer-Lipid-
Hybridvesikeln mit         
Lipidanteil. 

 

 

Abbildung 5.34  Verteilung der gemessenen Membran-
dicken aus Abb. 5.33. 

 

Wie in Abb. 5.33 zu sehen ist, besitzen die Hybridvesikel eine gleichmäßige 

Oberflächenkrümmung. Einige der Hybridvesikel zeigen kleinere Vesikel im Inneren, bestehen 

daher aus multilamellaren Systemen. Dies kam durch die Präparationsmethode zustande und 

konnte auch durch Extrusion nicht vollständig verhindert werden. Allerdings ist dieser Effekt 

deutlich schwächer ausgeprägt als bei den Liposomen. In der Literatur werden daher solche auf 

Polymeren basierenden Vesikel als „pregnant vesicles“[63] bezeichnet. Die erhaltene 

durchschnittliche Membrandicke für Polymer-Lipid-Hybridvesikel mit 10 mol% Lipidanteil lag bei 

             . Der Wert stimmt unter Beachtung der Standardabweichung mit dem für 

reine Polymersome überein. Jedoch ist innerhalb des Fehlerbereichs eine leichte Erhöhung der 

Membrandicke zu beobachten. Ob dies durch die Zugabe von Lipid zustande kam, konnte 

allerdings nicht abschließend geklärt werden. Somit können hier keine Aussagen zum 

Strukturbildungsmechanismus abgeleitet werden. In Abb. 5.33 sind keine Anzeichen auf eine 

Domänenbildung zu erkennen, was ein Indiz für die homogene Verteilung der Lipide ist. 

Ebenfalls dafür spricht, dass an keiner Stelle Membrandicken gemessen werden konnten, die 

denen der DMPC-Liposome entsprechen. 

Für die Probe BCP50-Lip50 konnten bisher aufgrund instrumenteller Schwierigkeiten keine Bilder 

erhalten werden. Eine Abbildung dieser Hybridvesikel ist jedoch erstrebenswert, da dann 

überprüft werden kann, ob die Erhöhung des Lipidanteils tatsächlich eine größere 

Membrandicke hervorruft. 
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Erfolgreich abgebildet wurden außerdem die Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel. Hybridvesikel 

mit einem Anteil von        Cholesterin (BCP95-Chol5) sind in Abb. 5.35 gezeigt. Es ist eine 

Verteilungsbreite der Vesikelgröße zu erkennen, wobei davon ausgegangen werden muss, dass 

diese aufgrund von Präparationsartefakten entstanden sind, da es für dieses Verhalten keine 

Anzeichen in DLS, SLS und FCS gab. Abb. 5.36 zeigt die ermittelte Verteilung der 

Membrandicken. 

 

Abbildung 5.35 cryo-TEM Bild von Polymer-
Cholesterin-Hybridvesikeln mit 
       Cholesterinanteil. 

 

 

Abbildung 5.36  Verteilung der gemessenen Membran-
dicken aus Abb. 5.35. 

 

Abb. 5.35 zeigt deutlich, dass Hybridvesikel mit einer einheitlichen Oberflächenkrümmung 

erhalten werden. Auch hier wurden teilweise „pregnant vesicles“ beobachtet. Es können wie bei 

den Polymer-Lipid-Vesikeln keine Hinweise auf Domänenbildung innerhalb der einzelnen Vesikel 

beobachtet werden. Die durchschnittlich erhaltene Membrandicke lag bei              . 

Dieser Wert liegt sehr deutlich unter dem ermittelten Wert für reine Polymersome (       

      ). Dies ist ein weiterer wichtiger Hinweis darauf, dass ein Zusatz von Cholesterin zu den 

Blockcopolymeren zu einer dichteren Packung der Moleküle innerhalb der Membran führt. Da 

die Membrandicke hauptsächlich von der Länge des hydrophoben Blocks der Blockcopolymere 

bestimmt wird, muss eine Änderung der Konformation der PDMS-Ketten vorliegen. Vermutlich 

führt eine Komplexbildung mit Cholesterin entweder dazu, dass die einzelnen PDMS-Ketten 

stärker komprimiert werden, oder aber eine verflochtene Struktur ausbilden.  

Durch eine Abbildung von BCP50-Chol50 wurde untersucht, ob eine Erhöhung des 

Cholesterinanteils diesen Effekt noch verstärkt. Abb. 5.36 zeigt Polymer-Cholesterin-
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Hybridvesikel mit einem Cholesterinanteil von        . In Abb. 5.37 ist die Verteilung der 

Membrandicken für diese Probe zu sehen. 

 

Abbildung 5.37 cryo-TEM Bild von Polymer-
Cholesterin-Hybridvesikeln mit 
        Cholesterinanteil. 

 

 

 

Abbildung 5.38 Verteilung der gemessenen 
Membrandicken aus Abb. 5.37. 

 

Visuell unterscheiden sich die Hybridvesikel aus Abb. 5.37 nicht von denen mit einem 

Cholesterinanteil von        (Abb. 5.35). Es gab auch hier keine Hinweise auf eine 

Domänenbildung. Die erhaltene durchschnittliche Membrandicke betrug              . 

Damit stimmt sie genau mit der Membrandicke der Hybridvesikel mit nur        Cholesterin 

überein. Eine weitere Erhöhung des Cholesterinanteils bewirkt damit keine Veränderung mehr 

bezüglich der Membrandicke. Eventuell hat die Erhöhung einen Einfluss auf die laterale 

Packungsdichte, was jedoch mit den in dieser Arbeit verwendeten Methoden nicht aufgeklärt 

werden konnte. 

Es konnte damit gezeigt werden, dass ein Zusatz von Lipiden bzw. Cholesterin zu den 

Blockcopolymeren durchaus einen starken Einfluss auf die Dicke der ausgebildeten Membran 

und somit auf die Packungsdichte hat.  
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5.3.2 Charakterisierung der Hybridvesikel mit AFM 

 

Bei der Charakterisierung der verschiedenen Hybridvesikel mit AFM sollten Informationen über 

eine mögliche Domänenbildung in den Membranen erhalten werden. Außerdem gibt die 

Methode Aufschluss über das Adsorptionsverhalten der Hybridvesikel über einen Messzeitraum 

von wenigen Stunden. Die Kinetik der Adsorption kann jedoch nicht verfolgt werden.  

Als zu untersuchende Proben wurden reine Polymersomen (BCP100) als Referenz sowie 

Polymer-Lipid-Hybridvesikel Probe (BCP90-Lip10) und Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel 

Probe(BCP95-Chol5) ausgewählt. BCP90-Lip10 wurde zur Untersuchung ausgesucht, da bei 

        Lipidanteil die beste Homogenität der Lipidverteilung erreicht wurde (siehe CLSM 

Kapitel 5.2.2). BCP95-Chol5 war eine geeignete Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel Probe, da 

weder mit Lichtstreuung, noch mit CLSM ein wesentlicher Unterschied zu höheren 

Cholesterinanteilen gezeigt werden konnte. Um die Hybridvesikelproben untereinander besser 

vergleichen zu können, wurde daher eine Probe mit niedrigem Cholesterinanteil ausgewählt. Es 

konnten bereits BCP100 und BCP90-Lip10 untersucht werden, wobei eine Abbildung von BCP95-

Chol5 noch folgen muss. 

Abb. 5.39 zeigt das erhaltene Höhenprofil für reine PDMS-b-PMOXA-Polymersomen auf einem 

Glimmerplättchen. In diesem Fall wurde Glimmer als Oberfläche verwendet, da gezeigt wurde, 

dass hier aufgrund einer größeren Hydrophilie der Oberfläche Adsorption, Deformation und 

Spreiten der Vesikel größer ist als auf Silizium-Wafern.[63] 

 

Abbildung 5.39  Höhenprofil von PDMS-b-PMOXA Polymersomen auf Glimmer, weiße Pfeile zeigen einzelne 
Doppelschichten, weiß eingekreist ist ein Beispiel für ein Mitziehen der Probe durch den 
Cantilever. 
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Die Aufnahme des Bildes erfolgte ca. zwei Stunden, nachdem die Vesikel auf das 

Glimmerplättchen gegeben wurden, um eine genügende Sedimentation und Adsorption sowie 

ein Spreiten der Vesikel zu erreichen. Als Spreiten wird der Deformations-Prozess bezeichnet, 

bei dem einzelne auf der Oberfläche adsorbierte Vesikel erst stark deformiert werden und 

schließlich aufplatzen und eine Doppelschicht ausbilden. In Abb. 5.39 ist zu erkennen, dass keine 

homogene Doppelschicht ausgebildet wurde. Es sind jedoch einzelne gespreitete Vesikel 

erkennbar (durch Pfeile markiert). Beim Aufplatzen der Vesikel kann es ebenfalls dazu kommen, 

dass mehrere Doppelschichten übereinander entstehen. Dies ist im Höhenprofil durch 

entsprechend höhere Strukturen zu erkennen.   

Ebenfalls in Abb. 5.39 erkennbar ist eine leichte Verzerrung der einzelnen adsorbierten bzw. 

aufgeplatzten Vesikelstrukturen. Dies kommt durch ein Driften der Strukturen während der 

Messung zustande, da die Aufnahme eines Bildes ca.        dauerte. Da außerdem die Vesikel 

ein relativ weiches Material darstellen, wurden an einigen Stellen die Membranen von der 

Cantilever-Spitze mitgezogen (Beispiel mit Kreis markiert).  

Zur Beurteilung der Membrandicke der einzelnen Doppelschichten wurde ein Histogramm 

erstellt, welches die Verteilung der Höhe aller Bildpunkte zeigt (siehe Abb. 5.40). 

 

Abbildung 5.40 Verteilung der gemessenen Höhen aller Bildpunkte aus Abb. 5.39. 
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Abb. 5.40 zeigt drei Peaks in der Häufigkeitsverteilung der Werte. Der erste Peak wird auf      

Höhe gesetzt, da dies der Glimmer-Oberfläche entspricht. Der zweite Peak liegt 

dementsprechend bei ca.        . Die ermittelten Werte liegen hier leicht über denen, die 

mit cryo-TEM ermittelt wurden. Der Grund dafür ist, dass im AFM die Wechselwirkung der 

Cantilever-Spitze mit den Molekülen der Membran ausschlaggebend ist. Die Wechselwirkung 

der Spitze mit der Membran findet offenbar bereits bei etwas größerer Entfernung statt, sodass 

hier höhere Werte erhalten wurden.  

Der dritte erkennbare Peak liegt bei ca.        , was genau die doppelte Dicke einer 

einzelnen Membran ist. Dieser Peak kann also zwei übereinander liegenden 

Blockcopolymermembranen zugeordnet werden. Dies bedeutet, dass die entsprechenden 

Vesikel deformiert und kollabiert vorliegen, da aus dem Innenraum der Vesikel das 

Lösungsmittel (Wasser) bereits vollständig entwichen ist.  

Nach dem gleichen Verfahren wurde auch die Probe der Polymer-Lipid-Hybridvesikel untersucht. 

Das erhaltene Höhenprofil ist in Abb. 5.41 dargestellt. 

 

Abbildung 5.41  Höhenprofil von Polymer-Lipid-Hybridvesikeln (BCP90-Lip10) auf Glimmer, weißer Pfeil zeigt 
einzelne Doppelschicht. 

Es ist ein deutlicher Unterschied des Höhenprofils zu dem der reinen Polymersomen zu 

erkennen. In dieser Probe erfolgte zwar eine Adsorption auf der Glimmer-Oberfläche, jedoch 

sind deutlich weniger Vesikel aufgeplatzt und gespreitet. Eine einzelne Doppelschicht wurde mit 

einem Pfeil markiert. Auch die erkennbare Form der Vesikel deutet darauf hin, dass hier vor 
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allem sphärische Strukturen, d.h. zwar deformierte, aber noch intakte Vesikel vorliegen. Diese 

Daten werden durch das entsprechende Histogramm der Höhenverteilung bestätigt (Abb. 5.42). 
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Abbildung 5.42 Verteilung der gemessenen Höhen aller Bildpunkte aus Abb. 5.41. 

 

Es ist zu erkennen, dass in der Häufigkeitsverteilung der Höhen nur ein Peak vorhanden ist. 

Dieser Peak wird ebenfalls auf      gesetzt und entspricht der Glimmer-Oberfläche. Die weitere 

Höhenverteilung ist sehr homogen und es lassen sich keine Peaks für einzelne 

Membranschichten feststellen. Der Anteil der Höhen, die genau der Glimmer-Oberfläche 

entsprechen, ist sehr viel höher als für reine Polymersomen (siehe Abb. 5.40), was bedeutet, 

dass eine wesentlich geringere Fläche tatsächlich mit Vesikeln oder einzelnen Membranen 

belegt ist.  

Die Beobachtung, dass die Polymer-Lipid-Hybridvesikel nur sehr wenig gespreitet sind, war 

unterwartet. Man würde erwarten, dass ein umgekehrter Effekt eintritt und die Hybridvesikel 

sogar stärker spreiten, da sie durch die Lipide positive Ladungen an der Membranaußenseite 

tragen, welche mit der negativ geladenen Glimmer-Oberfläche interagieren können. 

Anscheinend ist jedoch die Wechselwirkung der Moleküle innerhalb der Membran so groß, dass 

die Interaktion mit der Oberfläche trotz verschiedener Ladungen nicht bevorzugt wird.  

Möglicherweise ändert sich dieses Verhalten jedoch nach längerer Zeit und auf anderen 

Oberflächen.  
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Bei der Abbildung der Probe konnten keinerlei Hinweise auf eine Bildung von Domänen 

gefunden werden. Große Domänen innerhalb eines Vesikels hätten unterschiedliche 

Membraneigenschaften, wodurch sie möglicherweise auch im Höhenprofil einer 

monolamellaren Membran unterscheidbar gewesen wären. Es lässt sich jedoch nicht mit 

absoluter Sicherheit sagen, ob keine Domänen vorliegen oder ob vorliegende Domänen 

basierend auf Nano- und Subnano-Phasenseparation im Höhenprofil nicht zu unterscheiden 

sind.  
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5.3.3 Charakterisierung der Hybridvesikel mit SPR / EIS 

 

Die Charakterisierung von Lipid- bzw. Polymer-Membranen auf Oberflächen hat eine große 

Bedeutung für das Feld der Biosensorik.[64] Dort werden stabile Membransysteme gesucht, in die 

Proteine als Sensoren eingelagert werden können. Diese Systeme sollen zum einen die Stabilität 

und zum anderen die physiologische Funktion der Proteine gewährleisten. Üblicherweise 

werden Lipidmembranen für solche Systeme verwendet, deren entscheidender Nachteil jedoch 

ihre begrenzte physikalische Stabilität ist. Es treten außerdem meist Defekte auf, die die Qualität 

dieser Membranen erheblich mindern. Daher ist es aufgrund der hohen physikalischen Stabilität 

von Polymer-basierenden Membranen interessant das Verhalten der Hybridvesikel bei der 

Membranbildung genauer zu charakterisieren. 

Mithilfe der Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) in Kombination mit der 

elektrochemischen Impedanzspektroskopie (EIS) kann die Adsorption von Hybridvesikeln sowie 

die Bildung einer Membran-artigen (im besten Fall monolamellaren) Schicht auf einer 

Metallelektrode (hier Gold) verfolgt werden. Da für die Berechnung der aus beiden Methoden 

ermittelten Parameter über eine gewisse Fläche gemittelt werden muss, können allerdings 

lokale Effekte wie Domänenbildung nicht detektiert werden. Mit Hilfe von SPR kann bei 

bekannter Schichtdicke der gebildeten Membran (die in diesem Fall aus cryo-TEM 

Untersuchungen bekannt ist) außerdem deren Brechungsindex bestimmt werden.  

Mittels AFM wurden ebenfalls Adsorptionsprozesse untersucht. Die SPR Methode hat allerdings 

den Vorteil, dass die Kinetik des Systems einfacher untersucht werden kann. 

Es wurden reine PDMS-b-PMOXA-Polymersomen als Referenz (Daten hier nicht gezeigt) sowie 

die Proben BCP90-Lip10 und BCP95-Chol5 untersucht.  

Zunächst sind die Ergebnisse der Untersuchung der Polymer-Lipid-Hybridvesikel dargestellt. 

Während des Vorgangs der Adsorption und der Membranbildung wurde der Winkel der 

Plasmonenresonanz kinetisch verfolgt (siehe Abb. 5.43). Zudem wurde vor (Scan A) und nach 

Aufnahme der Kinetik (Scan B) ein vollständiger Winkel-Scan aufgezeichnet (siehe Inset Abb. 

5.43).  

Die Kinetik zeigt eine sofortige deutliche Steigung des Plasmonenresonanzwinkels nach Zugabe 

der Hybridvesikel, was auf eine Änderung des Brechungsindex nahe der Oberfläche hinweist 

(siehe Abb. 5.43). Dies wird durch die Adsorption der Hybridvesikel hervorgerufen. Ca.          

nach der Zugabe der Vesikel erfolgt keine weitere Änderung des Plasmonenwinkels. Insgesamt 
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verschiebt sich der Plasmonenresonanzwinkel von       auf      . Der kinetische Verlauf weist 

bei etwa         einen Knick auf und die Steigung der Kurve fällt sukzessive ab, bis die 

Sättigung erreicht wird. Die Form dieser kinetischen Verfolgung konnte in weiteren Messungen 

reproduziert werden. Die Tatsache, dass in der Kinetik zwei Zeitkonstanten beobachtet werden, 

könnte darauf hinweisen, dass auf eine rasche Adsorption der Vesikel, die nach         

abgeschlossen scheint, das etwas langsamere Auffüllen  der Lücken durch Vesikelfragmente 

folgt. Auch das Spülen der Probenkammer mit PBS-Puffer hat keine Änderung mehr zur Folge. 

Dies deutet darauf hin, dass sich eine sehr  stabile Schicht ausgebildet hat, die über mehrere 

Tage beobachtet wurde und während dieser Zeit ihre Stabilität beibehielt.  

 

Abbildung 5.43   Zeitlicher Verlauf des Plasmonenresonanzwinkels nach Zugabe von Polymer-Lipid-Hybridvesikeln - 
Inset: Vergleich zweier Winkel-Scans vor Zugabe der Polymer-Lipid-Hybridvesikel (Scan A, schwarz) 
und im statischen Zustand nach Schichtbildung auf der Oberfläche (Scan B, blau). 

 

Die Adsorption von Hybridvesikeln auf der Goldoberfläche beginnt in dieser Probe wesentlich 

schneller als bei reinen Polymersomen (Beginn erst bei ca.         nach Vesikelzugabe - Kinetik 
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hier nicht gezeigt). Ebenfalls ist die komplette Ausbildung der Membran schneller beendet (bei 

reinen Polymersomen erst nach ca.         ). Dies bedeutet, dass die Polymer-Lipid-

Hybridvesikel eine höhere Affinität zur Goldoberfläche zeigen, was möglichweise an den 

Ladungen der Lipid-Kopfgruppen liegt.  

Da die Änderung des Plasmonenresonanzwinkels proportional zur der Dicke der adsorbierten 

Schicht und zum Brechungsindex ist, kann aus diesen Winkel-Scans einer der beiden Parameter 

ermittelt werden. Dazu wird ein Winkel-Scan modelliert und an die gemessenen Daten 

angepasst. Die bekannten Parameter wie z.B. die Dicke der Goldschicht werden dabei fixiert und 

die unbekannten Größen iteriert. Der Brechungsindex eines Mediums hängt folgendermaßen 

mit der entsprechenden Dielektrizitätskonstante   zusammen: 

            (komplexe Dielektrizitätskonstante)            (5.2) 

           (Realteil der Dielektrizitätskonstante)            (5.3) 

          (Imaginärteil der Dielektrizitätskonstante)           (5.4) 

wobei   der Realteil und   der Imaginärteil des Brechungsindex ist. Die Parameter für das 

Referenzsystem ohne Membran (Schichtdicken für Chrom und Gold) wurden aus dem 

entsprechenden Winkel-Scan vor der Membranbildung erhalten. Diese Größen wurden dann 

übertragen und fixiert, als das Modell an den Scan B angepasst wurde. In dieser Auswertung 

wurden dann nur noch    sowie     der gebildeten Membran iteriert. Die Schichtdicke wurde als 

bekannt vorausgesetzt (siehe cryo-TEM Kapitel 5.3.1) und ebenfalls fixiert. Die anderen 

Dielektrizitätskonstanten wurden der Literatur[65] entnommen und leicht variiert. In Tabelle 5.8 

sind die erhaltenen Parameter aufgelistet. 

Tabelle 5.8 Fitparameter für Plasmon mit adsorbierter Schicht auf der Goldoberfläche. 

Schicht Schichtdicke   /           

Prisma         

Chrom                  

Gold                      

Organische Schicht             

PBS-Puffer           
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Die so modellierten bzw. angepassten Winkel-Scans weichen leicht von den experimentellen 

Daten ab. Dies kann von Verunreinigungen in der Goldschicht sowie in der Probe kommen. Zwar 

wurde ein Cyclovoltamogramm aufgenommen, um Verunreinigungen auf der Goldoberfläche zu 

entfernen, es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Probe weitere 

Verunreinigungen enthielt. Eine weitere Verunreinigungsquelle kann der Bedampfer sein, da 

dieser auch zum Aufdampfen von Silber-Schichten benutzt wurde. Evtl. enthielt daher die 

Goldschicht geringe Anteile Silber. Die Abweichungen von Scan B können außerdem durch 

Streueffekte der Vesikel in der überstehenden Lösung hervorgerufen worden sein. 

Die erhaltenen Real- und Imaginärteile der Dielektrizitätskonstante der organischen Schicht 

können entsprechend den Gleichungen (5.2) – (5.4) in den Brechungsindex umgerechnet 

werden. Für den Imaginärteil   des Brechungsindex gilt für organische Schichten    . 

Man erhält für den Brechungsindex        . Der Wert erscheint sinnvoll, da zwar keine 

Literaturwerte für PDMS-b-PMOXA oder Mischungen aus PDMS-b-PMOXA und DMPC bekannt 

sind, der Wert für reines PDMS aber bei           liegt.[66],[67] Da der Hauptbestandteil der 

Membran PDMS ist und sich der Brechungsindex additiv zusammensetzt, ist der ermittelte Wert 

realistisch. 

Die EIS konnte darüber hinaus Auskunft über die Entwicklung der elektrochemischen 

Eigenschaften und damit der Qualität der Membran geben. Es wurden EI-Spektren gemessen 

und anschließend gemäß der Literatur[68] das in Abb. 5.44 gezeigte Äquivalentschaltbild an die 

Daten angepasst.  

 

 

Abbildung 5.44 Äquivalentschaltbild (rechts) für das untersuchte Membransystem (links schematisch) auf einer 
Goldoberfläche. 
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Die adsorbierte Schicht wird modellhaft durch eine Parallelschaltung aus einem ohmschen 

Widerstand          und einem konstanten Phasenelement            dargestellt. Da solche 

Membransysteme immer Defekte und Inhomogenitäten enthalten, können sie statt durch eine 

einzige ideale Kapazität durch eine Näherung von mehreren Kapazitäten in Reihe, nämlich einem 

   , näherungsweise beschrieben werden.[69] Der Puffer wird durch einen ohmschen 

Widerstand         beschrieben.  

Die erhaltenen Impedanzspektren sind in Abb. 5.45 gezeigt. In der Bode- und Admittanz-

Auftragung (Abb. 5.45 A, B respektive) werden die gemessenen Daten, sowie die angepassten 

Modelldaten dargestellt um die Qualität des Modells zu demonstrieren. 

 

Abbildung 5.45 A: Bode-Auftragung der Daten für BCP90-Lip10, B: Admittanz-Auftragung der Daten 
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Die erhaltenen Parameter der zugehörigen Fits sind in Tabelle 5.10 gezeigt. In Abb. 5.45 lässt 

sich erkennen, dass das angepasste Modell entsprechend dem ausgewählten 

Äquivalentschaltkreis das System sehr gut beschreibt. Es wird für den Membranwiderstand 

                     erhalten. Aus den Fitparametern        ,   und   lässt sich außerdem 

die Kapazität   der gebildeten organischen Schicht nach Gleichung (5.5) bestimmen:[69] 

  (         
(   ))

 
 ⁄

                  (5.5) 

So wird für die adsorbierte Schicht ein Wert von               erhalten. Die ermittelte 

Kapazität ist proportional zur Dielektrizitätskonstante   der gebildeten Schicht. Da Vesikel auch 

Wasser (    ) enthalten und damit bei Einschluss unter der Membrandecke (   ) die 

Kapazität erheblich erhöhen würden, kann aufgrund der niedrigen gemessenen Kapazität davon 

ausgegangen werden, dass nur sehr wenige kleinere Vesikel unter der Membran eingeschlossen 

wurden. Dies galt jedoch nur für Proben, die vor Extrusion mit Ultraschall behandelt wurden. Für 

Proben, die nicht mit Ultraschall behandelt wurden, wurden höhere Kapazitäten erhalten.  

Die ermittelte Kapazität liegt sehr nah an den aus der Literatur[70] bekannten Werten für typische 

Lipid-Doppelschichten. Es wurden in der Literatur bereits Blockcopolymermembranen auf 

Oberflächen beschrieben, die jedoch eine wesentlich höhere Kapazität aufwiesen.[47] Der hier 

erhaltene Wert lässt den Schluss zu, dass es sich bei der adsorbierten organischen Schicht um 

eine monolamellare Membran aus Blockcopolymer- und Lipid-Molekülen handelt, die außerdem 

eine sehr hohe Homogenität (wenige Defekte) aufweist.  

Die gleichen Messungen wurden ebenfalls für die Probe BCP95-Chol5 mit        

Cholesterinanteil durchgeführt. Die erhaltene Kinetik der Adsorption an der Goldoberfläche ist in 

Abb. 5.46 gezeigt. 



 

 

 
 

91 Ergebnisse und Diskussion 

 

Abbildung 5.46 Zeitlicher Verlauf des Plasmonenresonanzwinkels nach Zugabe von Polymer-Cholesterin-
Hybridvesikeln.  

 

Diese Kinetik zeigt ebenfalls einen sofortigen Anstieg des Plasmonenresonanzwinkels. Dies 

bedeutet, dass hier ebenfalls eine Adsorption der Hybridvesikel stattfand. Auch hier sind wurden 

zwei Zeitkonstanten beobachtet, was auf ein ähnliches Adsorptionsverhalten wie das der 

Polymer-Lipid-Hybridvesikel hindeutet. Insgesamt änderte sich der Plasmonenresonanzwinkel 

von       auf      . Dies entspricht der Änderung des Plasmonenresonanzwinkels bei der 

Aufnahme der Kinetik von BCP90-Lip10. Der Verlauf der Kinetik konnte ebenfalls reproduziert 

werden. 

Vergleicht man den Verlauf der Kinetik mit der der Probe BCP90-Lip10, so ist in Abb. 5.46 zu 

erkennen, dass hier          nach Zugabe der Vesikel die Adsorption noch nicht vollständig 

abgeschlossen war. Der Plasmonenresonanzwinkel zeigte erst nach ca.          keine 

Änderung mehr. Dies deutet darauf hin, dass die Affinität der Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel 

zu Goldoberflächen etwas geringer ist als die von Polymer-Lipid-Hybridvesikeln. Ein Grund dafür 

könnte sein, dass die Polymer-Cholesterin-Membran wie auch die reine 

Blockcopolymermembran keine Ladungen auf der Oberfläche trägt.  
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Auch bei dieser Probe ist zu beobachten, dass ein Spülen der Flüssigzelle mit Puffer kein Ablösen 

der Schicht zur Folge hatte. Es wurde also eine über mehrere Tage sehr stabile Schicht 

ausgebildet. 

Die aufgenommenen Winkelscans für diese Probe sind nicht gezeigt, da bei der Aufzeichnung 

der Scans ein Fehler aufgetreten ist. Daher konnten keine Informationen über eine mögliche 

Schichtdicke oder den Brechungsindex der adsorbierten Schicht erhalten werden. Lediglich die 

aus der Kinetik beobachtete Änderung des Plasmonenresonanzwinkels deutet daraufhin, dass 

die Dicke der adsorbierten Schicht für beide Proben in etwa gleich ist. 

Auch hier wurden nach einer vollständigen Ausbildung der Schicht EI-Spektren aufgenommen, 

um die Qualität der ausgebildeten Membran zu bestimmen. Es wurde ebenfalls der in Abb. 5.44 

gezeigte Äquivalentschaltkreis an die Daten angepasst. Abb.5.47 zeigt die erhaltenen 

Impedanzspektren sowie die angepassten Modelldaten. 

 

Abbildung 5.47 A: Bode-Auftragung der Daten für BCP95-Chol5, B: Admittanz-Auftragung der Daten. 
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Wie in Abb. 5.47 zu erkennen ist, entspricht in beiden Auftragungen das angepasste Modell sehr 

gut den experimentellen Daten. Dies bedeutet, dass das Modell des Äquivalentschaltkreises hier 

ebenfalls zutrifft.  

Man erhält einen Membranwiderstand von                     . Die Kapazität wird auch 

hier nach Gleichung (5.5) berechnet. Man erhält für die ausgebildete Schicht eine Kapazität von 

             . Auch dieser Wert liegt im Bereich von typischen Lipidmonolagen.  

Es kann also auch hier davon ausgegangen werden, dass eine homogene monolamellare 

Membran auf der Goldoberfläche adsorbiert wurde, die aus Blockcopolymeren und Cholesterin 

besteht. Die ermittelte Kapazität dieser Probe ist der für BCP90-Lip10 sehr ähnlich, was 

bedeutet, dass beide Membranen sehr wenige Defekte aufweisen. Ebenfalls wurde eine derart 

niedrige Kapazität nur für Proben beobachtet, die vor Extrusion mit Ultraschall behandelt 

wurden. Es kann ebenfalls fast vollständig ausgeschlossen werden, dass kleine Vesikel unter der 

Membran eingeschlossen waren, was bedeutet, dass eine Behandlung mit Ultraschall die Bildung 

von „pregnant vesicles“ (siehe Kapitel cryo-TEM) in allen untersuchten Proben reduziert hat. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die gebildeten Membranen beider Proben auf einer 

Goldoberfläche eine sehr hohe Qualität aufweisen. Sie haben nur wenige Defekte, hohe 

Membranwiderstände und weisen eine besonders gute Stabilität sowohl über Zeit als auch beim 

Spülen mit Puffer auf. Damit ist gezeigt, dass sich die Membranen der Hybridvesikel durchaus als 

Alternative zu reinen Lipidmembranen auf Oberflächen eignen. Es bleibt jedoch die Frage offen, 

ob sich Proteine in diese Membranen einlagern lassen und in der Membran weiterhin 

funktionstüchtig bleiben.  
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5.3.4 Bestimmung der Zeta-Potentiale 

 

Die Zeta-Potentiale ( -Potentiale) der Hybridvesikel wurden bestimmt, um die Ladung der 

Membranoberflächen zu kontrollieren. Die erhaltenen Messwerte sind in Tabelle 5.9 gezeigt. 

Tabelle 5.9 Zeta-Potentiale der Hybridvesikel und DMPC Liposome in Wasser bei 25 °C 

Probe  -Potential bei       / mV 

BCP90-Lip10         

BCP50-Lip50         

Lip100        

BCP95-Chol5         

BCP50-Chol50         

 

Das Zeta-Potential von reinen PDMS-b-PMOXA-Polymersomen ist aus der Literatur bekannt und 

beträgt           .[56] Erwartungsgemäß liegen die Zeta-Potentiale der Proben BCP90-Lip10, 

BCP95-Chol5 und BCP50-Chol50 nah an diesem Wert. Da Cholesterin ungeladen ist, sollte es das 

Zeta-Potential der Vesikel nur wenig beeinflussen. Der Zusatz von DMPC bewirkt bei hohen 

Anteilen (       ) eine Senkung des Zeta-Potentials, da das Zeta-Potential von reinen DMPC-

Liposomen negativ ist. Dies bestätigt zusätzlich, dass sich die Membranoberfläche im Vergleich 

zu reinen PDMS-b-PMOXA-Polymersomen verändert hat.  
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6. Zusammenfassung 
 

In der vorliegenden Arbeit wurden Polymer-Lipid- sowie Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel über 

die Film-Hydratations-Methode hergestellt und mit verschiedenen analytischen Methoden 

charakterisiert. Es zeigte sich zunächst in der Lichtstreuung, dass die hergestellten Strukturen 

kugelförmigen Teilchen entsprechen, was bedeutet, dass tatsächlich Vesikel gebildet wurden. 

Die aus der Lichtstreuung ermittelten Größen lagen sowohl für Polymer-Lipid-Hybridvesikel als 

auf für Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel im vorher angestrebten und durch Extrusion 

eingestellten Bereich von ca.        im Durchmesser. Es konnte außerdem festgestellt werden, 

dass die gebildeten vesikulären Strukturen in ihrer Größe über einen Zeitraum von mehr als vier 

Wochen stabil waren. 

Mithilfe von Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie 

konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei den gebildeten vesikulären Strukturen tatsächlich 

um Hybridvesikel handelte und keine phasenseparierten Spezies gleicher Größe vorlagen.  

Bereits durch die Ergebnisse der Lichtstreuuntersuchungen ließ sich aufgrund der Größe und des 

apparenten Molekulargewichts vermuten, dass der Zusatz von Cholesterin zu den 

Blockcopolymeren eine dichtere Packung der Moleküle innerhalb der Membran verursacht. 

Diese Vermutung wurde in der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie bestätigt und genauer 

differenziert, da ein Teil der gebildeten Vesikel einen sehr hohen Cholesterinanteil zeigte. 

Allerdings ließ sich hier nicht eindeutig klären, ob innerhalb der Hybridvesikel eine Bildung von 

Domänen stattfand, da dazu die Auflösung des Mikroskops nicht ausreichte. Es wurde allerdings 

sichtbar, dass bei den Polymer-Lipid-Hybridvesikeln anscheinend eine Sättigungsgrenze 

bezüglich des Lipidanteils existiert, die zwischen    und         Lipidanteil liegt. 

Weiterhin bestätigt wurde eine dichtere Packung der Moleküle in Polymer-Cholesterin-

Hybridvesikelmembranen durch die Untersuchung mit kryogener Transmissions-

elektronenmikroskopie. Es wurde festgestellt, dass die Membrandicke in diesen Vesikeln im 

Vergleich zu reinen Polymersomen deutlich abnahm (von         auf        ). In Polymer-

Lipid-Vesikeln war dies nicht zu beobachten, was darauf schließen ließ, dass die Interaktionen 

der einzelnen Moleküle miteinander in deren Membranen deutlich schwächer sind. Es wurden 

außerdem mittels cryo-TEM für beide Arten von Hybridvesikeln keinerlei Anzeichen auf eine 

Bildung von Domänen mit geringerer Membrandicke gefunden.  
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Die Untersuchungen mit Rasterkraftmikroskopie und SPR/EIS gaben Aufschluss über 

verschiedene Membraneigenschaften der Hybridvesikel. Die Rasterkraftmikroskopie-

Untersuchungen zeigten, dass Polymer-Lipid-Hybridvesikel zwar genauso wie reine 

Polymersome auf Glimmer-Oberflächen adsorbierten, jedoch trotz sich anziehender Ladungen 

von Membran und Glimmer eine wesentlich geringere Tendenz zum Spreiten aufwiesen. Dieser 

Effekt wird auf eine veränderte Strukturbildung innerhalb der Membran zurückgeführt. 

Mit SPR war wiederrum zu beobachten, dass die Hybridvesikel eine höhere Affinität zur 

Adsorption an Goldoberflächen besaßen als reine Polymersome. Hier wurden in allen Proben 

einheitliche monolamellare Membranen auf der Oberfläche erhalten, was durch die ermittelten 

Kapazitäten der gebildeten Membranen bestätigt wurde. Außerdem konnte für die Membran 

der Polymer-Lipid-Hybridvesikel ein Brechungsindex von         ermittelt werden. Die 

gebildeten Membranen sind durchaus geeignet, im Bereich der Biosensorik eingesetzt zu 

werden, da sie die Bedingung einer hohen Stabilität erfüllen. 

Es ist also erstmals gezeigt worden, dass Hybridvesikel aus Blockcopolymeren und Lipiden bzw. 

Cholesterin über die Film-Hydratationsmethode im Nanometerbereich hergestellt werden 

können. Die gebildeten vesikulären Strukturen geben keinen Hinweis auf Domänenbildung 

aufgrund von Nano- oder Subnano-Phasenseparationen. Außerdem konnten die hergestellten 

Hybridvesikel weitgehend charakterisiert werden, was wichtige Informationen für die 

Verwendbarkeit als Membranmodellsysteme liefert. 
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7. Ausblick 
 

Eine weitere detailliertere Untersuchung der Eigenschaften von Hybridvesikeln im 

Nanometerbereich ist notwendig.  

Zunächst sollte mithilfe der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie quantifiziert werden, wie hoch 

der Anteil der Hybridvesikel in den weiteren nicht untersuchten Proben (   und         

Lipidanteil, sowie         Cholesterinanteil) ist.  

Es sollten weiterhin vor allem mit konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie mehrere 

unterschiedliche Zusammensetzungen der Hybridvesikel untersucht werden, da in dieser Arbeit 

exemplarisch nur drei verschiedene Lipidanteile sowie zwei verschiedene Cholesterinanteile 

behandelt wurden und sich diese Methode am besten zur Visualisierung der Verteilung der 

einzelnen Komponenten eignet. Dies würde aufklären, ab welchem Anteil der jeweiligen 

Komponente tatsächlich ein Sättigungsverhalten auftritt.  

Zusätzlich müsste die Charakterisierung der Hybridvesikel mit cryo-TEM vervollständigt werden 

(Untersuchung der Probe mit         Lipidanteil), um eine gesicherte Information über den 

Einfluss des Lipidanteils auf die Membrandicke von Polymer-Lipid-Hybridvesikeln zu erhalten. 

Weiterhin müssen die Polymer-Cholesterin-Hybridvesikel mit Rasterkraftmikroskopie untersucht 

werden. Zusätzlich können Aussagen über die mechanischen Eigenschaften der Vesikel erhalten 

werden, indem Kraftkurven intakter Vesikel aufgenommen werden. Dafür wurde von Max 

Bernhardt (MPIP Mainz, Deutschland) bereits eine auf einer Dendrimer-funktionalisierten 

Oberfläche basierende Methode entwickelt, die es  verhindert, dass Vesikel bei der Adsorption 

auf Oberflächen deformiert werden. Informationen über die Fluidität und Elastizität der 

gebildeten Membranen sind essentiell für eine weitere Verwendung der Hybridvesikel als 

Modellsystem und für die Bewertung des Einflusses von verschiedenen Lipid- und 

Cholesterinanteilen. 

Da mithilfe von SPR kein Brechungsindex für Polymer-Cholesterin-basierende Membranen 

bestimmt werden konnte, sollte diese Untersuchung wiederholt werden. Informationen über 

den Brechungsindex könnten für eine weitere Charakterisierung sehr hilfreich sein.  

Für einen Einsatz der Hybridvesikelmembranen auf Oberflächen in der Biosensorik müsste 

weiterhin getestet werden, ob sich Proteine einlagern lassen und diese dort ihre physiologische 

Funktion beibehalten.  
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Die Informationen über die innere Struktur der gebildeten Hybridvesikel-Membranen sind trotz 

vieler Untersuchungen nicht ausreichend. Hier müssten weitere Experimente mit anderen 

Analysemethoden klären, ob tatsächlich eine homogene Verteilung der Moleküle innerhalb der 

Membran vorliegt, oder ob es entgegen aller Indizien zur Ausbildung verschiedener Domänen 

kommt.  

Sobald eine ausreichende Charakterisierung der Hybridvesikel erfolgt ist, eignen sie sich als 

Modellsystem für verschiedene Membran-assoziierte Prozesse. Zum Beispiel kann die 

Interaktion mit Nanopartikeln untersucht und diese mit reinen Polymersomen verglichen 

werden. So könnte man Aufschluss über den Einfluss der Heterogenität der Membran auf 

Transmembran-Transportprozesse erhalten. Weiterhin können diese Systeme weiterentwickelt 

werden und so beispielsweise der Einfluss des Cytoskeletts detailliert untersucht werden. 
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    Zweiter Virialkoeffizient 

    Dritter Virialkoeffizient 

AFM Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy) 

   Basislinie 

BCP Blockcopolymer 

   Konzentration 

    Überlappungskonzentration 

cryo-TEM Kryogene Transmissionselektronenmikroskopie 

   Kapazität 

 (   )  Experimentelle Feldautokorrelationsfunktion 

Chol Cholesterin 

CLSM Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie 

     Konstantes Phasenelement 

   Durchmesser 

    z-mittlerer Diffusionskoeffizient 

DLS Dynamische Lichtstreuung 

       Brechungsindexinkrement 

DMPC Dimyristoylphosphatidylcholin 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DOPC Dioleoylphosphatidylcholin 

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin 

   Elastizitätsmodul 

 ⃗   Elektrischer Feldvektor 

EIS Elektrochemische Impedanzspektroskopie 

   Frequenz 

FCS Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie 

 (   )  Intensitätsautokorrelationsfunktion 

GUV Großer unilamellarer Vesikel (giant unilamellar vesicle) 

 (   )  Relaxationszeitenverteilung 

   Streuintensität 

   Biegemodul 

 ⃗   Wellenvektor 

   Optische Konstante 

KWW Kohlrausch-Williams-Watts Anpassung 

     Flüssigkristalline Phase 
    Gelphase (gerade Ketten) 

     Gelphase (gekippte Ketten) 

    Subgelphase 

Lip Lipid 

LS Lichtstreuung 

 ⃗⃗   Elektrisches Dipolmoment 

   Molmasse 

      Apparentes Molekulargewicht 

    Gewichtsmittel des Molekulargewichts 

MLV Multilamellarer Vesikel (multilamellar vesicle) 
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   Brechungsindex 

   Anzahl Teilchen in einem Detektionsvolumen 
      Aggregationszahl 

    Avogadro-Zahl 

     „Rippled“-Gelphase 

 ( )  Statischer Formfaktor 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 

PDMS Poly(dimethylsiloxan) 

PMOXA Poly(2-methyloxazolin) 

   Streuvektor 

   Radius 

   Ohmscher Widerstand 

 ( )  Rayleigh-Verhältnis 

    Gyrationsradius 

    Hydrodynamischer Radius 

ROP Ringöffnungspolymersisation 

 ( )  Statischer Strukturfaktor 

SLS Statische Lichtstreuung 

SPR Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie 

SUV Kleiner unilamellarer Vesikel (small unilamellar vesicle) 

   Zeit 

   Temperatur 
    Glasübergangstemperatur 

   Volumen 

    Realteil der Admittanz 

     Imaginärteil der Admittanz 

   Impedanz 

  

   Polarisierbarkeit 

   Streckfaktor 

   Dielektrische Permittivität / Dielektrizitätskonstante 

    Realteil der Dielektrizitätskonstante 

     Imaginärteil der Dielektrizitätskonstante 

   Viskosität 

   Streuwinkel 

   Wellenlänge 

   Frequenz 

   Strukturparameter 

   Relaxationszeit 

   Relaxationsrate 

   Kreisfrequenz 
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