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Kalorimetrische Methoden  

  in der Untersuchung von 

   Modellmembranen 

    DSC : differential scanning calorimetry 

    ITC :   isothermal titration calorimetry 
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DSC : differential scanning calorimetry 

  Differential Scanning Kalorimetrie 
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DSC: differential scanning calorimetry 
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S


 

 T wird gemessen  Heizung wird reguliert so, dass,  T = 0 

   dQS/dt   dQR/dt = dQ/dt  wird gemessen und dargestellt 

Probe Referenz 

T  

 dQS/dt  dQR/dt 

Differential Scanning 

Kalorimetrie  

= 

Wärmemenge-

messung 

T wird gemessen  dQ/dt wird kalkuliert und dargestellt 2 

1 

= TR  TS 
Es gibt 2 Typen von instrumenten: 

Differential Scanning Kalorimetrie 
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TProbe 

T ~ 

~ dQ/dt 

Tk 

Q  H 

kritische Temperatur 

Enthalpieänderung 

S Entropieänderung 

c Änderung der spezifischen 

Wärmekapazität 

EXO 

ENDO 

Thermogramm: 

 

Verschiebung der Basislinie  
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Beispiel: DPPC multilamellares Liposom 

Tm Tp 

 dQ/dt  
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T < Tm 
Tm < T 
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Beispiel: 

 

Wirkung von 

Cholesterol auf 

DPPC-Liposom 

Tm Tp 

Tm 

Tp 

8 

Beispiel: Acetazolamid-Formulierung 
Acetazolamid wird für die Senkung des 

Innendruckes in dem Auge bei Glaukom 

verwendet. 

Nebenwirkungen: Depression, 

Niereninsuffizienz, Erbrechen, Anorexie, ... 

Kontraindikationen der lokalen Anwendung: 

schlechte Wasserlöslichkeit, kleiner 

Permeabilitätskoeffizient 

Liposom 
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ITC: isotherm titration calorimetry 

Isotherme Titrationskalorimetrie 
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Aufbau: 

Thermische Isolierung 

Referenz 

 

Probe 

 

Konstante 

Heizleistung 

Durch 

Rückkopplung 

regulierte 

Heizleistung 

Injektor 
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Erklärung des Namens ITC: 

Molekül A 

Molekül B 

Isotherm 

T = konstant 

Titration 

Kalorimetrie 

Regulierte 

Heizung 

Molekül B wird in 

kleinen Schritten 

den Molekülen A 

zugegeben. 

T = konstant  die 

Leistung der Heizung 

ändert sich 

entsprechend der in 

der Zelle freigesetzten 

oder absorbierten 

Wärme 

Die gemessenen Größen: 

• Verhältnis von A zu B 

• Differenz in der 

Heizleistung 

12 

dQ/dt 

1 

2 

3 

Anzahl der Bindungsstellen Bindungskonstante Bindungsenthalpie 1 2 3 

EXO 

ENDO 
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Simulation 
Zeit (Minute) 

dQ/dt 

 (mcal/s) 

Q 

 (kcal/mol) 

 

 

Liganden/Protein oder B/A  

Anzahl der 

Bindungsstellen: 

N 

Bindungskonstante: K 
( Steigung) 

Bindungsenthalpie: H 

14 

KRTG ln

STHG 
S4 Bindungsentropie 

Die Größen, die aus einer ITC Messung bestimmt werden 

können:   N, K, H   + 

Beispiele für medizinische/biologischei 

Anwendungen: 

  Protein-Protein Wechselwirkung 

  Protein- Liganden Wechselwirkung 

  Enzyme-Substrat Bindung 

 Enzyme-Inhibitor Bindung 

  Lipid-Lipid Wechselwirkung 

  Protein-Lipid Wechselwirkung 

  

  Nukleinsäure-Protein Wechselwirkung 

  Nukleinsäure-Membran Wechselwirkung 

  Oligomerisation/Dissoziation 

  Myzellenbildung 

  Wirkstoff-Lipid/Protein Wechselwirkung 

  Wirkstoff-Surfactant Wechselwirkung 
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Beispiel: Wechselwirkung von Antiphlogistika mit 

Liposomen  

Indometacin 

Indometacin zählt zu den nicht-steroidalen 

Antirheumatika (NSAID) und wirkt 

schmerzlindernd, entzündungshemmend und 

fiebersenkend.  

 

Es hemmt die Bildung bestimmter 

Gewebshormone (Prostaglandine), die bei 

Schmerz- und Entzündungsreaktionen des 

Körpers eine wichtige Rolle spielen. Die 

fiebersenkende Wirkung kommt durch eine 

Beeinflussung des Temperaturregelzentrums im 

Gehirn zu Stande. Zudem hat Indometacin 

einen hemmenden Einfluss auf die 

Blutgerinnung. 

Nebenwirkungen:  Magen-Darm-Störungen, Druckgefühl in der 

Magengegend, Durchfall, Magenblutung  

Liposomformulierung 
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Beispiel: Wechselwirkung von Antiphlogistika mit 

Liposomen  

Bindung in zwei Phasen 
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Beispiel: Wechselwirkung von Betablockern mit 

Liposomen 
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+ 

Liposom: POPC+POPG 25°C 
37°C 

Es wurde untersucht: 

  Rolle der Konzentration 

  Rolle der Ionen 

  Rolle der Temperatur 

  Rolle der Liposomgröße 
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Beispiel: Wirkung von nicht-steroidalen Antiphlogistika auf die 

Zellmembran Antiphlogistika: Ibuprofen, Diklofenak, Naproxen 

Liposom: DMPC 

DMPC:Ibuprofen 

Ibuprofen Diklofenak 

Wirkung 

DMPC:Diklofenak 

DSC 
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Keine Wechselwirkung 

ITC 

Fluoreszenz- 

spektroskopie 
20 

Beispiel: Wechselwirkung zwischen DNA und 

Liposomen 

DNA Transfer Liposom Vorteile: eine schwächere 

Immunantwort, ein großes 

„Größenangebot”, 

zellspezifische Liposomen 

+ Plasmid-DNA 

Liposom: diC14-Amidin 



6 

21 

Bindung 

Umstrukturierung 

des Liposoms? 

ITC 

22 

DSC 

Es gibt eine 

Strukturänderung.  

Was ist diese Änderung? 

Fuoreszenz- 

spektroskopie 
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Fluoreszenzspektroskopie 

  in der Untersuchung von 

   Modellmembranen 

24 

Fluoreszenz  

Lumineszenz: Strahlung eines Körpers im Überschuss zur  

    Temperaturstrahlung 

• hängt praktisch nicht von der 

Temperatur des Körpers ab 

• Linien- oder Bandenspektrum 

„kaltes Licht” 

Elektronenübergänge 

Fluoreszenz      Lumineszenz 

Beobachtungen: 
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Nach der 

Anregungsart: 

Art der 

Anregung Name Beispiel 

Licht Photolumin. Chinin-sulphat, 

Phosphor, … 

Röntgenstr. Röntgenolumin. NaI (Tl) 

radioaktive Str. Radiolumin. NaI (Tl) 

elektrisches Feld Elektrolumin. Quecksilberlampen 

mechanische 

Wirkung 

Tribolumin. Würfelzucker 

chemische Reaktion Chemolumin. 

(Biolumin.) 

Glühwürmchen 

Wärme Thermolumin. CaSO4 (Dy) 
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Atom: 

Molekül: 

elEE 

 rvel EEEE 

(Z.B. Na) 

abslumin  

Linien/Bandenspektrum 

Linienspektrum 

lumin

abs

(Z.B. Fluorescein) 

Übergang mit 

Strahlung 

Strahlungsloser 

Übergang 

Anregung Emission 

Mechanismus der Lumineszenz 

Stokes-

Verschiebung: 
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Eigenschaften des Lumineszenzlichtes 

 Wellenlänge und Intensität der Linien in dem Spektrum 

 Stokes-Verschiebung 

 Quantenausbeute: Q = emittierte Photonen/absorbierte 
Photonen ( < 1) 

 Lebensdauer: 

 

 

 

 

 Anisotropie: r 

 Energietransfer zwischen den Molekülen (FRET) 

t : Lebensdauer 

abslumin  

J 

t 

t

t

eJJ


 0

e

J0

t

0J
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Fluoreszenz und Phosphoreszenz 

absfluophos  

phosfluoabs  

Anregung  

durch 

Lichtabsorption 

Fluoreszenz Phosphoreszenz 

phosfluo tt 

metastabiler Zustand 

Übergang mit geringer 

Wahrschenlichkeit 

z. B. Tryptophan: 

nm 440phos 

nm 340fluo 

s 5001,0phos t

ns 51,0fluo t
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Beispiele: 

I 

 (nm) 250 300 350 400 450 

P
h
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Tryptophan 

fluo phos 

Fluorescein 
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Messung – Aufbau eines Luminometers 

Lichtquellen 

Probe 

Anregungs-

monochromator 

Detektor 

Polarisator 

Emissions-

monochromator 

Analysator 
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Beispiele: 

Liposom mit Fluorophor 

Liposom mit Ca 

Nach der Fusion 

der zwei 

Liposomen 

32 

Wechselwirkung 

zwischen DNA und 

Liposomen (Fortsetzung): 

Pyren Excimer ( Konzentration) 

Fluorophor: 

Pyren 

Die Fluoreszenz von 

Pyren nimmt ab 

 Fusion 



9 

33 

Fluorophor:  

Dextran mit FITC 

(FITC: Fuorescein-isothyocianat) 

DNA destabilisiert die 

Liposomen  Fusion und 

Ausströmung von 

Dextran 

Messung der Anisotropie 

34 

J

JJ

JJ

JJ
r vhvv

vhvv

vhvv 







2
10  rAnisotropie (r): 

Probe 

Polarisator 

Licht 

linear 

polarisiertes Licht 
emittiertes Licht 

Analysator 

v v 

h 

(Statt 1 ist der maximale 

Wert r0.) 

Gemessene 

Intesitätswerte: 

Jvv und Jvh 
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t /1

0




r
r  : Korrelationszeit der 

Rotationsdiffusion 

kT

V





Perrin-Gleichung: 

 : Viskosität 

V : Volumen d. Molekül(teil)s  

k : Boltzmann-Konstante  

T : Temperatur 

 : Mikroviskosität 

(1/ : Mikrofluidität) 

Die Anisotropiewerte könne auf Mikroviskosität umgerechnet 

werden. Größere Anisotropie bedeutet größere Viskosität. 

36 

DPPC: Dipalmitoilphosphatidylcholin 

Mikrosikosität von Liposomen bei verschiedenen 

Temperaturen 

Überhalb der 

Phasenumwandlungstemperatur 

nimmt die Mikroviskosität der 

Lipidschicht wesentlich ab. 

Fluorophor: DPH 

Liposom: DPPC 

DPH: Diphenylhexatrien 

Beispiele: 
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Einfluss von Alkanen und von Druck auf die Mikroviskosität 

von Liposomen 

DPPC: Dipalmitoilphosfatidylcholin 

Fluorophor: DPH 

Liposom: DPPC 

DPH: Diphenylhexatrien 

Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) 

38 

Anregungslicht 

Donoremission 

Akzeptormolekül 

Donormolekül Akzeptoremission 
Energietransfer 

Starke Abhängigkeit 

vom Abstand! Gemessene Größe: Intensitätsverhältnis von 

Donor- und Akzeptoremissionen 
„molekularer 

Maßband” 
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Beispiel: Wirkung von nicht-steroidalen Antiphlogistika auf die 

Zellmembran (Fortsetzung) 

FRET 

Keine Änderung 

Die untersuchten Antiphlogistika 

dringen zwischen die Lipidmoleküle 

nicht ein.  40 

Magnetoliposomen 

Magnet: Fe3O4 Nanopartikel 

Liposom: DPPC+Cholesterin 

(TEM-Aufnahmen) 

2011 
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Erwärmung mit Hilfe von Radiowellen 

Fluorophor: DPH 

f =  281 kHz 

Beispiel: Planung von Liposomen mit Temperaturaktivierung 
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Doxorubicin 

(Dox) Zytostatikum 

mit vielen 

Nebenwirkungen 

Zielsetzung: 

hohe Wirkstoffkonzentration in 

dem Tumorgewebe, niedrige 

Konzentration in dem gesunden 

Gewebe 

ein fluoreszierendes Molekül 
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Prinzip: 

1. Lokale Erwärmung des Tumors auf 39-41°C (TR), z. B. mit Hilfe von MRIgHIFU 

2. Wirkstoff in solchen Liposomen deren 

 a) Umwandlungstemperatur der GelFluid Umwandlung nah zu TR liegt, 

 b) Wirkstoffemission unterhalbTR gering, nah zuTR stark ist. 

Planung des Liposoms: 

das früher benutzte Liposom das neue Liposom 

Bereiche, wo 

das frühere 

Liposom 

„leaky” war 

44 

das neue Liposom 

hidrofil 

hidrofil 
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DSC: 

Verschiedene 

neue 

Liposomen 

Fluoreszenz: 

46 

Fluoreszenz: 

Das früher benutzte Liposom 

Das neue Liposom 


