Kapitel 5

Optisch isotrope Objekte im
System DGDG /Wasser /NaCl

5.1 Einfiihrung

Der Klarheit halber wollen wir vorab einige haufig zur Charakterisierung mikro-
skopischer Objekte verwendete Begriffe definieren. Unter ,,optisch isotropen Objek-
ten“ verstehen wir Lipidstrukturen, welche unabhéingig von ihrer Orientierung zwi-
schen gekreuzten Polarisatoren dunkel bleiben. Sie sind daher iiber die Weglénge
des durchtretenden Lichts gemittelt nicht doppelbrechend, auch wenn sie lokal aus
Membranen zusammengesetzt sind, die eine Brechungsindexanisotropie aufweisen.
Bekannte Membranstrukturen, die diese Eigenschaft besitzen, sind beispielsweise
kubische Phasen [14][5][16][15] oder sog. Schwammphasen ! [154]. Bei der ersteren
nimmt die Membran innerhalb einer Einheitszelle alle moglichen Orientierungen an.
Da die Schwammphase modellhaft als eine ungeordnete kubische Phase angesehen
werden kann [155][156], weist sie lokal auch keine Orientierung auf. Optische Isotro-
pie ist also mit der Eigenschaft verkniipft, dal die Elemente der Struktur lokal keine
Orientierung besitzen. Je nachdem, ob ein isotropes Objekt eine sichtbare Grenze
zur wassrigen Losung ausbildet, bezeichnen wir es als ,,kondensierte“ oder ,,geldste
isotrope Phase. Ohne Kenntnis der Vorgeschichte ist demnach eine mikroskopische
Unterscheidung zwischen geldster Phase und Wasser nicht moglich.

Als ,optisch homogene Objekte” bezeichnen wir solche, die gegeniiber dem &ufle-
ren Medium eine deutliche Grenze bilden, innerhalb derer jedoch keine detaillierten
Strukturen wie z.B. Membranverldufe erkennbar sind.

Der Begriff der ,,Dichte” einer Lipidphase bezieht sich durchweg auf den Volumenan-
teil des Lipids innerhalb der Phase und nicht auf dessen intrinsische Dichte. Dieser
Ausdruck ist insofern suggestiv, als die mikroskopische Abbildung unter Umsténden
direkt einen Eindruck der Dichte isotroper Phasen vermittelt.

Zunéchst gehen wir nochmals auf die in Kap.4.3.8 mit mikroskopischen Me-
thoden untersuchten Membranstrukturen zuriick, die sich aus einem urspriinglich
homogen hydratisierten Vielschichtsystem herausbilden. Alle charakterisierten op-
tisch homogenen neuen Objekte wurden als lokal aus Stapeln ebener Membranen
zusammengesetzt gedeutet. Am Beispiel neu entstandener Myelinzylinder konnte
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Abbildung 5.1: Videomikroskopische Phasenkontrastaufnahme von dunklen Kérpern
(DGDG(Spinat)/H20/100mMNaCl) in Koexistenz mit der stark verdiinnten lamellaren
Phase. Die Fokusebene liegt ungefihr in der Kammermitte, so dafy die dunklen Linien dem
Querschnitt von Membranverldufen entsprechen. Dunklere Linien weisen auf eine hohere
Lamellaritét hin [48], was einer Adhésion von Membranen entspricht. In a) (3 Tage alt, seit
30min bei 18°C) sind Adhésionskammern erkennbar, innerhalb derer die dunklen Kérper
eingeschlossen sind, in b) (40h alt, seither bei 50°C) liegen sie z.T. so dicht, dafi durch
Uberblendung keine Membranverliufe mehr sichtbar sind.

nachgewiesen werden, daf} sie, genauso wie ihre dichter gepackten Vorgénger, aus
Membranstapeln in zylindrischer Anordnung bestehen (Kap.4.3.8). Der Abstand
zwischen benachbarten Membranen ist nun jedoch wesentlich gréfier. Somit kénnen
die neuen Strukturen als eine stark verdiinnte lamellare Phase aufgefafit werden.
Sie sind nach der oben genannten Definition optisch nicht isotrop. Allerdings wur-
den die Proben maximal {iber einen Zeitraum von 10k nach Beginn von Phase 11
untersucht, und die optische Auflésung des Mikroskops konnte nicht ausgenutzt wer-
den (Kap.4.3.8), um optisch isotrope Objekte ausfindig zu machen. Unter welchen
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Umsténden und zu welchem Zeitpunkt sie entstehen, ist Gegenstand der folgenden
Unterkapitel. Zuvor wollen wir den bisherigen Kenntnisstand schildern.

Optisch isotrope Strukturen wurden in der Gruppe Helfrich wiederholt in weit
gequollenen Vielschichtsystemen beobachtet. Besondere Aufmerksamkeit erlangten
aufgrund ihres Phasenverhaltens die sog. dunklen Korper. Sie wurden so benannt,
da sie im Phasenkontrastmikroskop vollkommen dunkel aussehen (vgl. Abb.5.1, 5.2).
Sie sind optisch homogen, so dafl ihre Struktur wesentlich weniger ausgedehnt ist als
die mikroskopische Auflésungsgrenze. Zwischen gekreuzten Polarisatoren bleiben die
Objekte dunkel. Dunkle Koérper traten immer wieder in folgenden Lipid/Wasser—
Systemen auf: EYPC [38], einkomponentiges PC (z.B. DMPC, POPC) [38] sowie
DGDG [157]. Wihrend die Verwendung von NaCl bei DGDG essentiell ist, erhoht
sie bei EYPC die Wahrscheinlichkeit ihrer Entstehung [38].

Erste systematische Untersuchungen wurden am System EYPC/Wasser von W.-
Harbich in ebenen Probenkammern durchgefiihrt [121]. Die Schichten wurden dabei
durch Scheren weitgehend parallel zum Glas orientiert. Das Vielschichtsystem fiillte
die Hohe der Kammer zu Beginn vollsténdig aus. Dadurch findet nach der Zugabe
von Uberschuiwasser bei Temperaturen um 50°C' ein kontrollierter Quellvorgang
statt, wobei sich das System bei abnehmender Lipidkonzentration lateral immer
weiter nach auflen ausbreitet und dabei seine Orientierung weitgehend beibehilt.
Dunkle Korper kénnen nach einigen Tagen Inkubationszeit direkt durch Abkiihlen
im ausgediinnten Vielschichtsystem ausgeféllt werden. Bei einer alternativen Me-
thode folgt auf eine ldngere Inkubationszeit bei hohen Temperaturen eine weitere bei
tiefen Temperaturen (z.B. 14°C'), und die Korper entstehen durch Erwarmen iiber
23°C. Im letzteren Fall befinden sich die dunklen Korper innerhalb abgeschlossener
Kammern adhérierender Membranen, wo sie frei diffundieren. Unterhalb von 23°C
sowie oberhalb von 70°C l6sen sie sich im umgebenden Medium auf und kénnen
durch Riickkehr in das Temperaturintervall reversibel ausgeféllt werden. Dabei bil-
den sich an mehreren Orten innerhalb einer Membrantasche Untereinheiten, die
grofer werden und schliellich zu einem dunklen Korper fusionieren. Die unbekannte
Phase, in die der Kérper beim Abkiihlen {ibergeht, wurde ,,disperse Phase genannt.
Der Autor beziffert die Wahrscheinlichkeit, mit der nach der direkten Abkiihlungs-
methode dunkle Kérper ausfallen, auf 50% [38].

Aus dem letzten Abschnitt geht hervor, daf} sich die benannten optisch isotropen
Objekte nicht auf direkte Weise, d.h. durch Abwigen der entsprechenden Anteile
von Wasser und Lipid, anschlieende homogene Durchmischung und Einstellen der
Temperatur erzeugen lassen. IThre Entstehung héngt von der Art der Préparation
und der Vorgeschichte der Probe ab. Besonders deutlich zeichnet sich die Bedeutung
der Préparation auf die spatere Entwicklung des Systems am Beispiel der Suspensio-
nen multilamellarer Liposomen ab, welche die lamellare Phase mit einem homogenen
Abstand im wesentlichen beibehalten, d.h. das in Kap.4.3.2 beschriebene Stadium
des Abquellens gar nicht erst erreichen. Die mit der Préparationsweise isotroper
Korper verbundenen Schwierigkeiten wollen wir an dieser Stelle benennen.

Da zum einen ein unbekannter Anteil des Lipids als ausgediinnte lamellare Phase
koexistiert, ist die gesamte Lipidkonzentration beider isotroper Phasen von vornher-
ein nicht bekannt. Daher ist das Phasenverhalten von seiten der Konzentration noch
nicht naher erschlossen. Auf der anderen Seite ist der Quellprozefl als solcher im
Detail (an welchem Ort innerhalb der Probe entsteht zu welchem Zeitpunkt welche
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Struktur) nicht vorhersehbar und fiihrt auflerdem zu einer inhomogenen Verteilung

Abbildung 5.2: Videomikroskopische Phasenkontrastaufnahme von dunklen Kérpern
(DGDG/H20/NaCl) in Koexistenz mit der lamellaren Phase. In a) (100mMNaCl, 2 Tage
alt, seither bei 50°C') sind sie innerhalb der optisch homogenen lamellaren Phase in Feldern
angeordnet. Dabei bewegen sie sich nur geringfiigig um ihre mittlere Position, welche sie
iiber einen ldngeren Zeitraum (Stunden) beibehalten. In b) (20mMNaCl, 16A alt, bei 40°C')
befinden sie sich zwischen stark fluktuierenden Membranen.

des Lipids innerhalb der Probe. Dementsprechend unterschiedlich kann sowohl lokal
als auch zu verschiedenen Zeitpunkten die Ausbeute an dunklen Koérpern ausfallen
(vgl. Abb.5.3).

Ein Hinweis auf die Struktur der dispersen Phase ergibt sich aus elektronenmi-
kroskopischen Gefrierétzaufnahmen von PC—Vesikeln [40][39]. In einigen der Vesi-
kelsuspensionen sind die Vesikel vollstdndig auf Kosten einer neuen Struktur (vgl.
Abb.1.7) verschwunden. Durch mit der Art der Replikaherstellung verbundene Ar-
tefakte ist eine Interpretation der Struktur mit Schwierigkeiten behaftet. Sie 148t
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sich als eine Aneinanderreihung von kleinen (/~ 20nm) Ellipsoiden in Léngsrichtung
auffassen, die durch Passagen, d.h. enge Verbindungen, miteinander verkn{ipft sind.
An einigen Stellen gibt es Verzweigungen, die bevorzugt einen Winkel von 120°
bilden (vgl. Abb.1.7). Ob die genannten Strukturen mit der dispersen Phase iiber-
einstimmen, in die dunkle Kérper beim Abkiihlen iibergehen, bedarf noch weiterer
Klarung.

In den folgenden Abschnitten werden Ergebnisse vorgestellt, die auf mikroskopi-
schen Beobachtungen und Réntgenbeugungsuntersuchungen beruhen.

5.2 Optische Beobachtungen

5.2.1 Entstehung

Im System DGDG/Wasser/NaCl findet fiir Salzkonzentrationen zwischen 5mM /I
und 100mM /I bei konstanter Temperatur eine spontane Bildung optisch isotroper
Strukturen reproduzierbar in planen Mikroskopiekammern (30 — 80um Hohe) statt
(vgl. Kap.2.1.2). Sie setzt bei einer Quelltemperatur von 50°C' innerhalb eines
Zeitraumes von typischerweise 12h bis 48h nach der Préparation ein. Durch eine
Absenkung der Temperatur kénnen dunkle Korper zusétzlich zu vorhandenen oder
neu ausgefillt werden. Da sowohl die spontane als auch die durch Abkiihlen indu-
zierte Entstehung optisch isotroper Strukturen eine gute Ausbeute besitzt, wurde
die von Harbich et. al eingefiihrte Inkubationsmethode [38] bei tiefen Temperaturen
nicht angewendet.

Im folgenden gehen wir néher auf die zeitliche Entwicklung der 6rtlichen Vertei-
lung isotroper Objekte in Bezug auf das Vielschichtsystem innerhalb der Proben-
kammer ein. Dabei werden sowohl die in Kap.4 referierten als auch die von Harbich
et al. verdffentlichten [25] Ergebnisse zum Quellverhalten eines Vielschichtsystems
beriicksichtigt. Nach dem Einengen nimmt das Lipid eine Flache in der Groéfenord-
nung von wenigen Prozent innerhalb der Kammer ein. Mit der Zugabe von Wasser
bildet sich ein zusammenhéngendes Vielschichtsystem heraus, das zunéchst einen
einheitlichen Membranabstand besitzt und im wesentlichen parallel zum Substrat
ausgerichtet ist. Das Lipid wird beispielsweise in Form von Myelinzylindern in das
umgebende Medium transportiert. Dieser Prozef setzt sich wihrend des Ubergangs
in den ungebundenen Zustand weiter fort, so dafl das ausgediinnte Vielschichtsy-
stem insgesamt eine grofiere Flidche als vorher einnimmt (Abb.5.3). Es entstehen
z.T. ausgedehnte Bereiche konstanter mittlerer Lipiddichte, die nach Harbich et al.
als sekundére L,—Phase bezeichnet werden [25]. Dort sind die Membranen im we-
sentlichen parallel zum Substrat orientiert. Mehrere Gebiete unterschiedlicher Dich-
te konnen zu einem Zeitpunkt koexistieren [25] (Abb.5.3). In der Regel fiillt das
Quellsystem lateral die Kammer nicht vollstéindig aus, d.h. es besitzt einen dufleren
Rand zur wissrigen Losung. Seine Lipiddichte nimmt im Mittel zum Schwerpunkt
der Verteilung hin zu.

Zunichst treten isotrope Objekte im Verlauf des Quellprozesses im ausged iinnten
Vielschichtsystem auf, wobei sie in der Regel auf einige lokale Bereiche innerhalb der
Probe beschrinkt bleiben (Abb.5.3). Das Vielschichtsystem, in das die Objekte ein-
gebettet sind, 148t sich nicht einheitlich charakterisieren. So kénnen dunkle Kérper
schon zu einem Zeitpunkt auftreten, zu dem das Vielschichtsystem noch optisch ho-
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Abbildung 5.3: Zeitliche Entwicklung von zwei benachbarten Quellgebieten innerhalb
einer Flachprobe am Rand zum UberschuBwasser. Die Probe besteht aus DGDG (Spinat)
in 100mM NaCl-Losung und wird seit der Préparation auf einer Temperatur von 50°C
gehalten. Zwischen der Priaparation und der ersten Aufnahme liegen 32h. Der jeweilige
Zeitpunkt der Aufnahme ist in Stunden:Minuten von a) bis d) 00:37, 04:12, 04:56, 07:20.

mogen aussieht, d.h. sich keine Membranverlédufe abzeichnen (Abb.5.2a). Sie sind
dann dicht an dicht in Feldern angeordnet und bewegen sich zwar um ihre Gleichge-
wichtslage, behalten jedoch ihre Position in Bezug auf ihre Nachbarn iiber ldngere
Zeit bei. Andererseits sind dunkle Korper hdaufig in Membrantaschen eingeschlos-
sen, wo sie frei diffundieren (Abb.5.1) oder befinden sich zwischen ungebundenen
fluktuierenden Membranen (Abb.5.2b).

Spéater werden isotrope Objekte unter Umstédnden jedoch auch auflerhalb der
duBersten Membran zum UberschuBwasser hin sichtbar (Abb.5.5). GréBtenteils sind
sie dann nicht mehr mit dem Vielschichtsystem verbunden und als Uberbleibsel
der isotropen Phase aufzufassen, nachdem die lamellare Phase aufgebraucht ist.
In einigen Fillen wurde beobachtet, dafi iiber Membranbriicken Material von der
lamellaren in die isotrope Phase transportiert wird. Auf dieses Phinomen werden
wir am Ende dieses Abschnitts niaher eingehen.

In einigen Fillen bildet sich die lamellare Phase vollsténdig auf Kosten der iso-
tropen Phase zuriick. Es bleiben dann anstelle des Vielschichtsystems vereinzel-



OPTISCHE BEOBACHTUNGEN 137

Abbildung 5.4: Durch Freisetzen eines dunklen Korpers in eine grofere Adhésionskam-
mer (Bild 1-3) eingeleiteter Auflsungsprozel (Bild 4-6). Die zeitliche Abfolge der Aufnah-
men 1-6 entspricht ¢ =0s, 12s, 39s, 2mindls, 4min24s, 5min32s. Der Prozef} findet wihrend
des Ausdiinnens des unteren Quellgebietes der in Abb.5.3 gezeigten Probe zum Zeitpunkt
t = 06h : 09min statt, d.h. zwischen Teilbild ¢) und d).

te optisch isotrope Objekte zuriick, die von wéssriger Losung umgeben sind (vgl.
Kap.5.2.2). Auch diese 16sen sich im Verlauf einiger Tage in eine optisch nicht
sichtbare Phase auf. Mit dem Phasenkontrastmikroskop sind dann innerhalb eines
Temperaturintervalls zwischen 5°C und 65°C keine Objekte mehr innerhalb der ge-
samten Probenkammer erkennbar. Das Lipid bildet demnach eine gelGste Phase mit
einer mittleren Volumenkonzentration im Bereich von einem Prozent. Im Kapitel
5.2.2.1 kommen wir erneut auf diese Beobachtung zuriick.

Wiéhrend isotrope Objekte innerhalb des Vielschichtsystems kaum einen Durchmes-
ser von 15um tiberschreiten und im Phasenkontrastbild, abgesehen vom Halo, ho-
mogen schwarz aussehen (Abb.5.1, 5.2), konnen sie in der wissrigen Losung eine
laterale Abmessung von mehreren 100um erreichen und nehmen, aufler im Randbe-
reich, einen homogenen Grauton an (Abb.5.5, 5.7, vgl. Kap.5.2.3).

Abb.5.3 zeigt die zeitliche Entwicklung von zwei benachbarten Quellgebieten am
Rand zum Uberschufiwasser. Die Temperatur der Probe wird seit der Préparati-
on konstant bei 50°C' gehalten. Zwischen der ersten Aufnahme (Abb.5.3a) und der
Praparation liegen 32h. Wihrend in dem einen Gebiet schon dunkle Korper entstan-
den sind, ist das andere noch weitgehend homogen (a). In den folgenden Aufnahmen
ist zu erkennen, dafl beide benachbarten Vielschichtsysteme eine grofiere Fléche ein-
nehmen und dabei ausdiinnen.

In dem urspriinglich homogenen System (Abb.5.3a, rechts aufien) wird Lipid
durch neu entstandene Quellstrukturen (b) ausverlagert. Im néchsten Schritt (c)
findet eine Phasensegregation zwischen der lamellaren Phase und der wissrigen
Losung statt. In den Wassertaschen fallen daraufthin spontan dunkle Koérper aus
(siche Markierung, d).

In dem anderen Quellgebiet (Abb.5.3a, Mitte unten) geht die Ausdiinnung mit
der Entstehung grofler Wasserkammern einher. Gleichzeitig ist ein immer kleinerer
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Bereich des Gebietes von dunklen Korpern durchsetzt. Es ist zudem erkennbar, dafl
die dunklen Korper im Auflenbereich des Feldes vergleichsweise am grofiten sind. In
den #ufleren groflen Kammern verschwinden sie vollends (d). Es wurde beobachtet,
dafl dunkle Korper sich auflésen, wenn ihre Adhésionskammer beispielsweise durch
Losen eines adhésiven Kontaktes mit einer Nachbarkammer zusammenwéchst, die
keinen dunklen Kérper enthélt (Abb.5.4). Daraus ist auf den Mechanismus zu schlie-
Ben, der wihrend des Ausdiinnprozesses des Vielschichtsystems zu der Umverteilung
der dunklen Kérper fithrt. Durch Auflésen adhésiver Kontakte nimmt die Gréfle der
Wasserkammern stetig zu. Befindet sich in zuvor getrennten Kammern jeweils ein
dunkler Korper, fusionieren sie, wobei sie sich vergréflern. Ist eine Kammer leer, gibt
der vorhandene dunkle Korper Material an die Losung in Form von disperser Phase
ab. Die Beobachtungen lassen den Schlufl zu, dafl dunkle Kérper innerhalb einer
Kammer nur dann ausfallen, wenn die disperse Phase eine Grenzkonzentration iiber-
schreitet. In diesem Bild sind beide Phasen als koexistierende Phasen aufzufassen,
die bei einer gegebenen Temperatur jeweils eine definierte Dichte annehmen.

Abschlieflend beschreiben wir in diesem Abschnitt anhand eines Beispiels die Ein-
verleibung von Membranstrukturen durch ein optisch isotropes Objekt. Die Probe
ist zum Zeitpunkt der Beobachtung ca. 3 Tage alt und wird seit der Praparation auf
50°C" gehalten. Das Objekt befindet sich auflerhalb des gequollenen Vielschichtsy-
stems, welches am unteren Bildrand anschlieit (Abb.5.5). Es liegt mit der Unterseite
auf dem Kammerboden auf und fiillt die Hohe der Kammer (~ 60 — 80um) nicht
vollstdndig aus. Die dargestellte Bildfolge umfait nur einen kurzen Ausschnitt des
Prozesses, der sich auf die beschriebene Art iiber einen Zeitraum von knapp 4 Stun-
den fortsetzt und in dessen Verlauf sich der Durchmesser des isotropen Objektes von
~ T0pum auf = 145um mehr als verdoppelt.

Zunéchst wird eine zylinderférmige Membranstruktur aus dem Gebiet des Viel-
schichtsystems bis an das isotrope Objekt herangezogen. Die Membranstruktur
néhert sich dem isotropen Objekt auf direktem Wege und an seiner Spitze sind zwei
Auswiichse (durch Pfeile markiert, t0s) erkennbar, die als Ausgangspunkt fiir die
Verkniipfung zwischen beiden Objekten gedeutet werden. Als Briicke zwischen bei-
den Phasen innerhalb der wassrigen Losung kommen sog. ,, Tether“ in Frage. Dies
sind Membranzylinder mit einem z.T. submikroskopischen Durchmesser, die sehr
grofle Léngen iiberbriicken und h&ufig als Verbindung zwischen zwei vermeintlich
getrennten Membranobjekten iibrig bleiben kénnen [158]. Sie sind in Lipidquellpro-
ben allgegenwiirtig und dabei kaum sichtbar, so dafl zur Gewé&hrleistung der Tren-
nung zweier Objekte ein Transfer in eine andere Kammer notwendig ist. Nachdem
die sichtbare Membranstruktur das isotrope Objekt erreicht hat, bildet sich eine
Kontaktfliche, von der aus sie einverleibt wird. Wéahrend die Struktur sukzessiv im
isotropen Koérper verschwindet, werden innerhalb des isotropen Objektes Inhomoge-
nitéten sichtbar (einzelne Beispiele sind durch Pfeile markiert, t = 20s, ¢ = 28s). Sie
entstehen grofitenteils im Bereich der Kontaktstelle, besitzen eine Lebensdauer zwi-
schen 10s und 20s und kénnen sich wahrenddessen vom Ursprungsort bis zu einem
Objektradius (=~ 50um) fortbewegen. IThrer Bewegung nach zu urteilen befinden sie
sich nahe der Oberseite des Objektes. Zeitweise sind die Inhomogenitéiten iiber das
gesamte isotrope Objekt verteilt (z.B. ¢t = 70). Wihrend Bereiche des urspriingli-
chen Zylinders inkorporiert werden, wird ein weiterer erkennbar, der den Abstand
zum isotropen Kérper innerhalb ¢ = 0s und ¢ = 37s iiberbriickt,
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Abbildung 5.5: Optisch isotropes Objekt, welches iiber direkten Kontakt Membran-
strukturen inkorporiert, die aus der lamellaren Phase hervorgehen. Bei dem Ubergang in
die isotrope Phase entstehen optische Inhomogenitéiten (¢ = 20s, t = 28s, Marke), die sich
bis zum Verschwinden innerhalb von (10-20)s von ihrem Ausgangsort bis zu einen Objekt-
radius (~ 50um) fortbewegen kénnen. Die Probe (DGDG(Spinat)/Wasser/10mMNaCl,
Kammerhohe: 60-80um) wird seit der Priaparation vor 3 Tagen konstant bei 50°C' gehalten.
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ihn jedoch nicht kontaktiert. Auch er besitzt eine Verjiingung an der Spitze (Marke
in ¢ = 37s). Die beiden diinnen Zylinder, die ab ¢ = 70s deutlich zu erkennen
sind, werden als Uberbleibsel des ersten Zylinders betrachtet. Uber sie wird der
Transport von Membranmaterial aus dem Vielschichtsystem noch solange aufrecht
erhalten, bis einer (¢ = 82s) nach dem anderen (nicht dargestellt, ¢ = 105s) den
Kontakt verliert und dabei zuriickschnellt.

5.2.1.1 Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dafl im System DGDG /Wasser/NaCl die Entstehung iso-
troper Strukturen mit dem Ausdiinnen des Vielschichtsystems bei konstanter Tem-
peratur spontan erfolgt. Dabei wurden zwei Mechanismen beobachtet. Bei dem
einen wird durch direkten Kontakt Material von lamellaren zu isotropen Objekten
transportiert und daraufhin inkorporiert. Bei der anderen fallen dunkle Ko6rper aus
einer Losung aus, ohne dabei sichtbaren Kontakt zur umgebenden lamellaren Phase
herzustellen. Zumindest stellen dunkle Korper innerhalb der Adh&sionskammern
keinen dauerhaften Kontakt zu den umgebenden Membranen her, was daran zu
erkennen ist, daf sie frei diffundieren (vgl. Kap.5.2.4). Sind die dunklen Kérper
dichter innerhalb des Vielschichtsystems eingebettet (vgl. Abb.5.2a), ist mit mikro-
skopischen Mitteln nicht klarbar, ob sie die lamellare Phase durch direkten Kontakt
aufzehren.

Wir diskutieren nun die Beobachtungen zur spontanen Entstehung und Riick-
bildung dunkler Kérper im Vielschichtsystem (Abb.5.3) anhand der Hypothese, dafl
beim Ausdiinnen der lamellaren Phase disperse Phase in Losung geht, welche ober-
halb einer definierten Konzentration mit dunklen Korpern koexistiert.

Mechanismen, die zur Bildung der gel6sten Lipidphase fiihren, sind bislang unbe-
kannt. Nach Harbich et al. treten dunkle Korper bei der Abkiihlmethode vermehrt
in der Umgebung von Schraubendislokationen im Vielschichtsystem auf [38]. Dies
wurde als Hinweis gedeutet, dafl die Defekte am Nukleationsvorgang der nicht—
lamellaren Phase beteiligt sein kénnen.

Es ist denkbar, dafl die beobachtete Phasensegregation des zuvor homogenen
Vielschichtsystems auf die Einlagerung disperser Phase zwischen die Membranen
zuriickgeht (Abb.5.3c). Krifte, die dies bewirken koénnen, sind von kolloidalen Sy-
stemen her bekannt. Sie beruhen darauf, dafl geloste Kolloide aus dem Bereich
zwischen ausgedehnten Flachen verdréngt werden und werden daher als ,,depletion
forces“ bezeichnet [75]. Zur Veranschaulichung der Wechselwirkung geben wir ein
konkretes Beispiel.

Eine Ausdiinnung nicht absorbierender gut loslicher Polymere aus dem Zwi-
schenbereich benachbarter Membranen konnte von Evans et al. mit Mikropipet-
tenversuchen zweifelsfrei belegt werden [159]. Mit zunehmender Volumenkonzen-
tration von Dextran (0.01-0.1%) wurde ein deutlicher Anstieg der Haftungsenergie
zwischen adhérierenden neutralen PC-Membranen in Salzlésung gemessen (0.01-
0.2erg/em?). Oberhalb einer kritischen GroBe spielt dabei das Molekiilgewicht des
Polymers nur eine untergeordnete Rolle. Durch das Ausschlieflen der Polymere er-
fahren diese einen osmotischen Druck

P = ApkgpT (5.1)
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der proportional zur Konzentrationsdifferenz der Teilchenzahldichte Ap des Poly-
mers in der Mittelebene zwischen den Membranen und der UberschuBlésung ist.
Die Adhisionsenergie pro Fliche W kann aus (5.1) abgeschitzt werden, indem man
P mit dem Radius Rp des Polymers multipliziert: W = P - Rp [75].

Nachdem die Phasensegregation eingetreten ist, sind die weiteren Beobachtungen
mit folgender Beschreibung vereinbar: Die disperse Phase konzentriert sich inner-
halb der Wassertaschen so lange auf, bis oberhalb einer Grenzkonzentration dunkle
Korper ausfallen (Abb.5.3d). Da die Konzentration der gelosten Phase innerhalb
des Vielschichtsystems grofer ist als im Uberschufiwasser, entsteht ein osmotischer
Druck. Dadurch ist das Eindringen von zusétzlichem Wasser in das Vielschichtsy-
stem begilinstigt. Wenn die Bildungsrate der dispersen Phase nicht ausreicht, um
die Abnahme der Konzentration zu kompensieren, lésen sich die dunklen Koérper
wieder auf. Durch die Anwesenheit der abgeschlossenen Membrantaschen kann die
Verdiinnung — wie im letzten Kapitel geschildert (vgl. Abb.5.4) — stufenweise ablau-
fen.

Eine Eingrenzung des osmotischen Druckes P nach (5.1) fiir das gegebene System
ist mit mehreren Unsicherheiten behaftet. Am unbekanntesten sind die Grofenver-
teilung und die genaue Struktur der dispersen Phase (vgl. Kap.l, Abb.1.7). Wir
nehmen vereinfachend an, daf§ eine Einheit aus 50 Membrankugeln zusammengesetzt
ist, deren Radius jeweils 10nm betrégt (Abb.1.7). Daraus 14t sich das Lipidvolumen
V1, pro Einheit bestimmen. Nimmt man fiir die Lipidkonzentration K der gelosten
Phase 1% an, ergibt sich fiir die Teilchenzahldichte p = K /V}, =~ 40/(um)3. Der
Druck geht dann aus (5.1) zu P &~ 0.2Pa hervor.

5.2.2 Temperaturabhingiges Verhalten — kritischer Punkt?

Im folgenden beschreiben wir Beobachtungen, die sich ausschliellich auf isotrope
Objekte beziehen, die sich auflerhalb des gequollenen Vielschichtsystems befinden
und dem optischen Eindruck nach wahrend des gesamten Zeitraums nicht mit der
lamellaren Phase verbunden sind. Die Objekte besitzen laterale Abmessungen von
bis zu einigen 100pm und liegen unbeweglich auf dem Kammerboden. Sie gruppieren
sich um den dufleren Rand des gequollenen Vielschichtsystems und besitzen in der
Regel davon einen Abstand, der — dhnlich wie der zwischen zwei Nachbarn — einige
Objektdurchmesser betrigt. Zwischen der Ansammlung isotroper Objekte und dem
duflersten Rand der Kammer ist typischerweise ein Drittel der Kammerldnge Platz,
das von wissriger Losung ausgefiillt wird. Die temperaturabhéngigen Untersuchun-
gen wurden mit Proben durchgefiihrt, bei denen die Salzkonzentration der Losung
zwischen 10mM und 20m M NaCl betréigt. Zwei Mechanismen kommen fiir die spon-
tane Entstehung der Objekte in Frage (vgl. Kap.5.2.1). Nach dem einen findet ein
direkter Transport von Material aus der lamellaren Phase zu den Objekten iiber
sichtbare Membranbriicken statt (Abb.5.5), wihrend sich nach dem anderen isotro-
pe Objekte innerhalb des Vielschichtsystems so lange aufkonzentrieren, bis es vollig
aufgebraucht ist. Ein dritter Mechanismus wird durch Temperaturerhchung einge-
leitet. Darauf gehen wir im folgenden Absatz n#her ein. Anschliefend beschreiben
wir eine durch Abkiihlen eingeleitete Auflésung der Phasengrenze isotroper Objekte.
Daraufhin wird an einem Beispiel gezeigt, wie sich eine Phasengrenze bei konstanter
Temperatur auflost. Im Diskussionskapitel folgt eine Eingrenzung, unter welchen
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Bedingungen die beschriebenen Phénomene beobachtet werden.

Abbildung 5.6: Phasensegregation beim Heizen von 7°C auf 35°C'. Innerhalb der isotro-
pen Objekte bilden sich Taschen ausgediinnter Phase (ab ¢ = 20s), wihrend in der Losung
dunkle Korper sichtbar werden. Probe (DGDG(Spinat)/Wasser/20mMNaCl, Kammerhshe
ca. 80um) ca. 1h bei 7°C getempert.

Vor einer Zunahme der Temperatur (Abb.5.6, ¢ = 0s) ist die dichtere von der
diinneren Phase deutlich getrennt. Sie bildet zusammenhéngende Bereiche, die je-
weils eine klare Grenze zur Losung aufweisen. Die kleinen runden, unscharfen Ob-
jekte in Teilbild (¢ = 0s) sind nicht im Fokus. Beim Heizen werden zunéchst In-
homogenitéiten innerhalb der isotropen Objekte erkennbar (¢t = 20s). Sie werden
als Hohlrdume interpretiert, die weniger dicht sind als ihre Umgebung. Diese sog.
,Locher * fusionieren, steigen nach oben auf und treten aus dem Objekt aus, indem
sie in die duflere Losung {ibergehen. Dort bilden sich neue, anfangs kleine Objekte
(t = 40s), die darin diffundieren, durch Fusion an Grofie gewinnen (¢ = 60s) und
auf den Kammerboden absinken. Der Bereich, in dem innerhalb der Lésung neue
Objekte ausfallen, umfafit die gesamte Umgebung der urspriinglichen Objekte. In
Abb.5.10 sind in der unteren Reihe isotrope Objekte erkennbar, die durch
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Kuhlen: Start t=0min, T=74°C Heizen: Start t=4.5min, T»17°C

t»1min
T»55°C

t»2min
T»25°C

Abbildung 5.7: Auflésen der Phasengrenze zwischen geldster und kondensierter Phase
durch Abkiihlen von 74°C auf 17°C' (linke Seite). Darauffolgendes Heizen fiithrt zu einem
erneuten Ausbilden der Phasengrenze sowie der in Abb.5.6 gezeigten Phasensegregation
(rechte Seite). Vor dem Abkiihlen wird die Probe (DGDG(Spinat)/Wasser/20mMNaCl, 3
Tage alt, Kammerhohe ca. 80um) ca. 1h bei 74°C' getempert.

Temperaturerhhung aus der Losung ausgeféllt werden (¢) und sich innerhalb von
Smin groBtenteils auf dem Kammerboden angesammelt haben (d). Es ist auch eine
Verschmelzung zwischen der neu ausgefallenen dichten Phase und der urspriinglichen
beobachtet worden (nicht dargestellt).

Zwei Schliisse kénnen aus den Beobachtungen gezogen werden: Zum einen liegen
schon vor der Temperaturerh6hung zwei koexistierende Lipid—Phasen vor. Wéhrend
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die eine als abgegrenztes isotropes Objekt optisch sichtbar ist, befindet sich die
andere in Losung. Sie kommt erst bei Erwirmung zum Vorschein. Auf diese Ei-
genschaften geht die zu Beginn des Kapitels 5.1 eingefithrte Nomenklatur zuriick,
namlich ,,geloste Phase® fiir die diinnere bzw. , kondensierte Phase* fiir die dichtere.
Zusétzlich sind diese Bezeichnungen durch die unterschiedliche Beweglichkeit kleiner
Einschliisse der komplementiren Phase innerhalb der anderen motiviert. Wahrend
neu ausgefillte dichte Objekte eine starke Brownsche Bewegung zeigen, trifft dies
auf diinne nicht zu (vgl. dazu Kap.5.2.4). Der andere Schlufl bezieht sich auf die
durch Temperaturerh6hung bewirkte Anderung der Dichte beider Phasen. Aus den
beschriebenen Beobachtungen geht hervor, dafl sich beim Erwé#rmen innerhalb ge-
trennt vorliegender Phasen die jeweils komplementére Phase ausbildet — es tritt eine
Phasensegregation auf. Als Erkldrung kommt folgender Mechanismus in Betracht.
Eine Erhohung der Temperatur bewirkt, dafl die Dichte der kondensierten Phase
zunimmt, wihrend die geloste Phase ausdiinnt. Da sich die kondensierte Lipidphase
aufkonzentriert, hinterlafit sie Locher. Andererseits fallt die iiberschiissige Lipid-
menge beim Ausdiinnen der gel6sten Phase in kondensierter Form aus.

Abb.5.7 zeigt ein isotropes Objekt, dessen Grenze sich durch Abkiihlen von 74°C
auf 17°C auflost. Wihrend sich die Grenze bei 55°C' noch deutlich abzeichnet, ist
der Ubergang zur gelésten Phase bei 25°C' nicht mehr klar definiert. Bei 17°C' ist
dann das Objekt kaum noch auszumachen. Durch die anschliefende Erhohung der
Temperatur bildet sich die Phasengrenze erneut aus. Da die Lipiddichte an der
urspriinglichen Position des isotropen Objektes noch deutlich grofler ist als in der
Umgebung, fusionieren die dort ausfallenden kleinen kondensierten Objekte schnell
zu einem groflen mit einer einheitlichen Grenze zur gelésten Phase. Die dunklen Li-
nien am &dufleren Rand innerhalb der letzten beiden Aufnahmen entstehen dadurch,
dal die Mittelebene des Objektes nicht im Fokus liegt. Sie geben daher keinen
Membranverlauf wider. Wahrend des Aufheizens bilden sich innerhalb des konden-
sierten Objektes, wie schon weiter oben beschrieben, Kammern geldster Phase aus,
die sowohl untereinander als auch mit dem &ufleren Medium fusionieren.

In einer weiteren Sequenz von Videoaufnahmen ist das Verschwinden der Pha-
sengrenze bei konstant gehaltener Temperatur (24°C' ) zu sehen (Abb.5.8, linke
Spalte). Die kondensierte Phase nimmt die linke Bildhélfte ein. Wihrend im oberen
Bildbereich der ersten Aufnahme kein deutlicher Ubergang zwischen beiden Phasen
erkennbar ist, zeichnet sich weiter unten noch eine Grenze ab. Dem Kontrast nach
zu urteilen ist dort der Dichteunterschied zwischen beiden Phasen verhaltnisméafig
gering. In Kammern vergleichbarer Hohe zeigen isotrope Objekte dieser Grofle am
Rand h&ufig Kontrastumkehr. Die Grenze zwischen beiden Phasen zieht sich inner-
halb der ndchsten Aufnahmen (¢ = 14min, t = 33min) weiter nach unten zuriick.
Gleichzeitig wird ihr Verlauf undeutlicher und unregelméfiger (¢ = 33min). Sie ist
ungefdhr 5min nach der Aufnahme nicht mehr zu erkennen. Nach weiteren 10min
sind jegliche Strukturen im Bildbereich verschwunden. Auf der Seite zur konden-
sierten Phase sind stellenweise im Verlauf der Videoaufnahmen wiederholt deutliche
Anderungen des Kontrastes zu beobachten, welche als lokale Schwankungen der Li-
piddichte interpretiert werden kénnen.

Die 40min nach der Aufnahme (¢t = 33min) eingeleitete Temperaturerhéhung be-
wirkt, dafl nach volligem Verschwinden der sichtbaren Strukturen an der Stelle er-
neut kondensierte Phase ausfiillt (rechte Spalte). Die Konzentration des Lipids ist
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T=24°C Heizen: Start t=0s, T=24°C

t=40s
T»27.5°C

Abbildung 5.8: Aufléssen der Phasengrenze zwischen geldster und kondensierter
Phase bei konstanter Temperatur (24°C) (linke Seite).  Durch Heizen bildet sich
die Phasengrenze neu aus und gleiche Phasen fusionieren (rechte Seite). Die Probe
(DGDG(Schwarzwurz)/Wasser/10mMNaCl , Kammerhohe ca. 50pm) wird vor der ersten
Aufnahme seit ca. 24h bei der Temperatur gehalten.

nach wie vor auf der linken Bildhilfte grofler als auf der rechten. Darauf ist zuriick-
zufiithren, daf} auf der linken Seite schon dunkle Strukturen erkennbar sind, wihrend
die rechte noch homogen aussieht (t = 30s). Dementsprechend weiter fortgeschrit-
ten ist auch im letzten Bild (¢ = 90s) der Fusionsprozefl der kondensierten Phase
auf der linken Seite. Dort ist im unteren Bereich der Aufnahme eine durchgehende
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Phasengrenze zu sehen. Allerdings ist das davon eingegrenzte Gebiet kondensier-
ter Phase nicht homogen, sondern weist aufgehellte Bereiche auf. Eine endgiiltige
Trennung beider Phasen ist dort also noch nicht vollzogen.

5.2.2.1 Diskussion

Die, wie oben beschrieben, durch Temperaturerhchung eingeleitete Phasensegrega-
tion (vgl. Abb.5.6) gilt als der Prozel, welcher uneingeschrinkt in allen Proben
beobachtet wurde. Zum Vergleich gehen wir im folgenden n&her auf das Phasen-
diagramm eines Systems ein, welches in Bereichen eine Koexistenz einer dichten
mit einer verdiinnten Phase amphiphiler Molekiile in Lésung aufweist (Abb.5.9). Es
handelt sich um das System C;E;/H20, wobei C;E; (n-Alkyl Polyoxyethylen—Ether)
ein anionisches Tensid variabler Lénge (C;, ¢ = 10— 12) und Kopfgruppengrofe (E;,
j =4 —6) ist. Eine schematische Darstellung des vereinfachten Phasendiagramms
ist in Abb.5.9 gegeben (nach Strey, [160]).

T Lo Ls
=
g;_ (re,To)
E| 2 Aggregate
21 g\
é cme
: L, Mesophasen
O Tmn rwt% —» 100
H,O Detergers

Abbildung 5.9: Schematische, vereinfachte Darstellung des Phasendiagramms des Sy-
stems C;E;/H20 (nach Strey, [160]). Erliuterungen stehen im Text.

Oberhalb einer kritischen Konzentration (,cmc*) schliefen sich die Monomere
des Detergens zu Aggregaten zusammen. Diese bilden bei geringen Konzentratio-
nen eine isotrope mizellare Phase (,,L;*) [160]. Mesophasen, wie beispielsweise L,
treten bei grofferen Konzentrationen auf. Die geordneten Phasen gehen bei hoheren
Temperaturen in eine ungeordnete bikontinuierliche Phase (,,Lo* oder ,L3*) iiber
[160]. Ein detaillierteres Phasendiagramm fiir C12E;5 findet man z.B. in [154].
Unsere Aufmerksamkeit gilt besonders der schraffierten Fléache in Abb.5.9. Sie ent-
spricht einem verbotenen Bereich innerhalb des Phasendiagramms. Anstelle des in
Abb.5.9 eingezeichneten Zustandes mit einer Dichte p bei gegebener Temperatur T
nimmt das System einen Zustand groflerer Dichte ps und einen geringerer Dichte pq
an, welche miteinander koexistieren. Mit sinkender Temperatur nimmt der Dichte-
unterschied zwischen beiden Phasen ab, bis er am kritischen Punkt (pc, T¢) Null ist.
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Fiir das System C;E;/H>0 betrégt die kritische Dichte ungefiahr einen Gewichtspro-
zent [160]. Der obere kritische Punkt liegt gewohnlich oberhalb der Siedetemperatur
von Wasser.

Die beobachtete Phasensegregation (Abb.5.6) und das Auflésen der Phasengren-
ze beim Abkiihlen (Abb.5.7) sowie bei konstanten tiefen Temperaturen (Abb.5.8)
lassen den SchluB zu, dafi das System DGDG/H20/NaCl ein Phasendiagramm be-
sitzt, welches durch eine Entmischungszone charakterisierbar ist (vgl. Abb.5.9).
Der Koexistenzbereich beider Phasen wird durch einen unteren kritischen Punkt bei
Tc ~ 25°C begrenzt. Optische Eindriicke alleine sind indessen nicht ausreichend,
um diese Behauptung zweifelsfrei zu beweisen. Zum einen ist eine Bestimmung
der Lipiddichte notwendig, um den Verlauf der Randkurve der Entmischungszone
zu bestimmen. Zum anderen kann der kritische Punkt nur anhand der dort er-
warteten Systemeigenschaften wie Zunahme der Dichtefluktuationen oder Auftreten
langreichweitiger Perkolationen nachgewiesen werden (s. z.B. [161]).

Eine Interpretation der Beobachtungen wird zusétzlich dadurch erschwert, dafl
sich die untersuchten Proben nicht einheitlich verhalten. Nicht alle isotropen Objek-
te innerhalb einer Probe 16sen sich durch Abkiihlen auf. In einigen Fillen verschwin-
den sie auch dann nicht, wenn die Probe mehrere Stunden bei tiefen Temperaturen
gehalten wird (z.B. 7°C, Abb.5.6). Genausowenig verhalten sich alle sichtbaren iso-
tropen Objekte innerhalb der Probe so wie das in Abb.5.8 gezeigte Beispiel. Viele
behalten ihre Phasengrenze weiter bei, wihrend sich andere auflésen. Das Phasen-
verhalten isotroper Objekte ist daher innerhalb einer Probe unterschiedlich.

Ein Anhaltspunkt fiir das abweichende Verhalten isotroper Objekte innerhalb
einer Probe wird in ihrem unterschiedlichen Alter seit ihrer Entstehung vermutet.
Waéhrend gerade aus der Losung ausgefillte Objekte durch Abkiihlen ausnahmslos
reversibel auflosbar sind, trifft dies auf mehrere Stunden alte Objekte nicht ohne
weiteres zu. Viele behalten ihre Phasengrenze beim Abkiihlen unterhalb des kriti-
schen Punktes bei. Eine vergleichbare Beobachtung wurde von Harbich et al. im
System EYPC/Wasser gemacht [38]. Wéhrend durch Abkiihlung ausgefillte dunkle
Korper (vgl. Kap.5.1) durch anschlieBendes Erwérmen oberhalb der Entstehungs-
temperatur Tr wieder aufgelost werden koénnen, ist dies nach einer Inkubationszeit
von einigen Stunden nicht mehr moglich. Die Temperatur mufl dann deutlich héher
als Tp gewéahlt werden.

Ein weiterer Grund fiir das vielféltige Verhalten ist vermutlich die inhomogene
Lipiddichte innerhalb der Probe. Da in den Randbereichen eine geringere Lipid-
konzentration zu erwarten ist als in der Umgebung isotroper Objekte (vgl. Beginn
von Kap.5.2), ist mit einem Ausdiinnen der gelosten Phase im Bereich der Objekte
zu rechnen. Eine Abnahme der Lipidkonzentration in der Umgebung der konden-
sierten Phase bewirkt, dal diese solange abgebaut wird, bis das Gleichgewicht mit
der gelosten Phase wiederhergestellt ist. Dabei sollte die Phasengrenze weitgehend
erhalten bleiben, sofern sich das System nicht in der Ndhe des kritischen Punktes be-
findet. Dies wurde am Beispiel eines dunklen Koérpers gezeigt, der beim Zusammen-
wachsen benachbarter Adhésionskammern in eine Umgebung geringerer Lipiddichte
iiberfiihrt wird und sich unter Beibehaltung seiner Phasengrenze auflost (Kap.5.2.1,
Abb.5.4).

In vielen Féllen wird unabhéngig von der Temperatur eine vollstindige, irre-
versible Riickbildung aller kondensierter Objekte innerhalb einer Probe beobachtet
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(Kap.5.2.2). Wenn die mittlere Lipidkonzentration innerhalb der Probe geringer ist
als die kleinstmogliche Dichte pj;, der koexistierenden gelosten Phase (Abb.5.9), ist
zu erwarten, daf} sich alle kondensierten Objekte unabhéngig von der Temperatur
auf Kosten der gelosten Phase zuriickbilden. Die untere Grenze fiir pp,;, entspricht
dann der Lipidkonzentration innerhalb der Kammer (~ 0.5% , vgl. Kap.2.1.2).

5.2.3 Abschitzung der Lipidkonzentration

Mit Hilfe des Phasenkontrastes ist eine Eingrenzung der Lipidkonzentration op-
tisch isotroper homogener Strukturen moglich. Der Schwerpunkt der angewandten
Methode besteht weniger in einer systematischen Bestimmung der Dichte z.B. in
Abhéngigkeit von der Temperatur als eher in einer grundsétzlichen Einschétzung,
wie grof} sie im Vergleich zu anderen bekannten Lipidstrukturen ist und ob sie in-
nerhalb einer Probe unterschiedliche Werte annehmen kann. Die hier verwendeten
Begriffe der Phasenkontrastmikroskopie werden in Kap.2.2.1 néher erldutert.

Einem Phasenhub von Ay zwischen dem Objekt und der Umgebung entspricht
eine optische Wegléngendifferenz ALy, die durch

Ay

ALOpt = AL&H = o

(5.2)
gegeben ist, worin AL fiir die durch das Objekt zuriickgelegte Wegstrecke und An =
no — ny fir den Unterschied des mittleren Brechungsindexes zwischen Objekt und
Medium steht. Der mittlere Brechungsindex n einer Membranstruktur wird als
eine Mittelung des Volumenanteils des Lipids K und des Wassers Ky = 1 — K,
angenommen: n = Ky -np + Kw - nw, wobei ny und ny die entsprechenden
Brechungsindices sind. Der Unterschied des Brechungsindexes zwischen Objekt und
Umgebung ist dementsprechend durch

An = Kro-np—Kwo-nw — (Kry -np — Kwy - nw)
= (Kro—Krv)(np —nw) = AKLAn (5.3)

gegeben, wobei der Index o bzw. y fiir das Objekt bzw. die Umgebung steht und
An den Unterschied des Brechungsindexes zwischen Lipidmembranen und Wasser
bezeichnet. Aus (5.2) und (5.3) 18t sich der Unterschied der Volumenkonzentration
des Lipids im Objekt und der Umgebung durch

A

Ak = 2rAnAL

(5.4)
bestimmen. Die mittlere Wellenldnge des weiflen Lichtes betrégt A = 550nm, der
Unterschied des Brechungsindexes fiir Lipid und Wasser An = 1.55 — 1.33 = 0.22
[45][46]. Der Brechungsindex von 1.55 entspricht dem von Eilecithin bei 30°C, wel-
ches eine vergleichbare Zusammensetzung der Ketten aufweist wie DGDG. Der Bei-
trag des Salzes zum Brechungsindex des Wassers nyy kann genauso vernachléssigt
werden wie der Einflufl der Temperatur. Eine Konzentration von 100mM NaCl be-
wirkt bei 25°C' eine Zunahme von ny um 0.01 [162], wiahrend ny zwischen 20°C
und 50°C um 0.01 abnimmt [46]. Bei Kontrastumkehr betrégt die Phasendifferenz
Ap = 48.2°.
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Methode || T[°C] | AL[um] | AKy, [vol%]

Ausfallen 41 3.3 ~10.1

Ausfillen 44 3 ~10.2

Ausfillen 57 2.2 ~15
Superposition 22 5.2 >6.5
Superposition 22 5.5 >6.1
Superposition 22 5.0 >6.7
Superposition 22 4.9 >6.8
Superposition 22 4.5 <75
Superposition 23 3.9 >8.7
Superposition 45 3.6 >9.3

Tabelle 5.1: Durch Kontrastumkehr bestimmter Unterschied der Volumenkonzentration
des Lipids im isotropen Objekt und der Umgebung. Nach der ersten Methode werden
isotrope Objekte durch Temperaturerh6hung in der Losung ausgefillt und der Radius r
bestimmt, oberhalb dem sie sich aufhellen. Die maximale Weglénge des Lichtes durch das
Objekt betrigt AL = 2r. Nach der zweiten Methode wurde bei der Superposition zweier
Objekte festgestellt, ob Kontrastumkehr auftritt. In diesem Fall steht AL fiir die Summe
beider Radien.

Es werden ausschliellich isotrope Objekte ausgewéhlt, die eine definierte Geo-
metrie besitzen, so dafl die Bestimmung der Durchtrittslinge des Lichtes am Ort
der Kontrastumkehr moglich ist. Als solche kommen kugelférmige Objekte in Fra-
ge, die entweder temperaturinduziert in der Losung ausgefallt werden kénnen oder
als dunkle Koérper mit der ausgediinnten lamellaren Phase koexistieren. Die aus-
gewahlten Objekte besitzen einen geringeren Radius als 3um, so dafy die Abbildung
nach der in Kap.2.2.1 eingefiihrten Definition als objekttreu bezeichnet werden kann.
Damit ist sichergestellt, dafl die beobachtete Aufhellung in der Mitte der Objekte
nicht auf deren laterale Ausdehnung zuriickgeht. Die Tiefenschérfe der eingesetz-
ten Objektive (LD20x, LD32x) ist mit 16pum bzw. 10pum (Tab.2.1) grofler als die
Ausdehnung der Objekte lings der optischen Achse.

Die frisch ausgefillten Objekte sind anfangs sehr klein und wachsen durch Fusion
an, so dafl im Laufe der Zeit die mittlere Grofe innerhalb der Verteilung zunimmt
(Abb.5.10c). Dadurch erdfinet sich die Méglichkeit, den Radius zu bestimmen, ober-
halb dem die Objekte Kontrastumkehr zeigen. Der Mindestradius wurde fiir drei
unterschiedliche Verteilungen ermittelt (Tab.5.1).

In einer zweiten Methode wird die Kontrastumkehr ausgenutzt, die bei der Uber-
lagerung zweier Objekte auftritt. Abb.5.10a zeigt zwei dunkle Korper innerhalb eines
ausgediinnten Vielschichtsystems, die sich zentral iiberdecken (Marke). Dadurch ist
die Mitte des sichtbaren Objektes kurzzeitig aufgehellt. Nach einem Zeitraum von
6.5min haben sich beide Objekte durch Diffusion soweit voneinander entfernt, dafl
sie getrennt sichtbar werden (Abb.5.10a). Zu einem spéteren Zeitpunkt ist auch
das zuvor verdeckte Objekt in den Fokus gewandert, so dafl sein Radius bestimmt
werden kann. Im Gegensatz zu der anderen Methode ist jedoch eine Eingrenzung
der Durchtrittslinge, oberhalb der Kontrastumkehr auftritt, nicht so genau maoglich.
Wenn sich die iiberlagerten Objekte aufhellen, entspricht der berechnete Wert fiir
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Abbildung 5.10: Einsetzen von Kontrastumkehr durch Uberlagerung ((a), Markierung)
sonst dunkler isotroper Objekte ((b), 6.5min nach a), Marke) oder durch Erhéhung der
Temperatur von 23°C' auf 44°C induziertes Ausfillen (c) aus der Lésung und darauffolgende
Fusion und Absinken auf den Kammerboden (d). Zwischen der Aufnahme (c) und (d)
vergehen ~ bmin, und die Bildausschnitte stimmen nicht iiberein. In beiden Fé&llen kann
aus der Weglange des Lichtes durch das Objekt der Konzentrationsunterschied des Lipids
zwischen dem Objekt und der Losung abgeschiitzt werden (vgl. Tab.5.1).

AK|, einer Abschitzung nach unten (Tab.5.1), andernfalls einer nach oben.

Wie weiter oben beschrieben, kann bei gegebener Groflenverteilung von ausgefall-
ten kugelférmigen isotropen Objekten die Abmessung eindeutig bestimmt werden,
ab der Kontrastumkehr auftritt. Es kommen weder wesentlich gréfiere Objekte vor,
die keine Umkehr zeigen, noch kleinere, die hell sind. Daher erwarten wir, dafl
die isotropen Objekte innerhalb begrenzter Bereiche der Probe zu einem gegebenen
Zeitpunkt einen einheitlichen Wert fiir AKj besitzen. Dies trifft auch auf dunkle
Korper in Membrantaschen zu. Solange sie sich nicht {iberlagern, sind sie ausnahms-
los bis zu einem Radius von 15um homogen schwarz. Erst wenn die Gesamtdicke
von superponierten Objekten einen Grenzwert iiberschreitet, findet Kontrastumkehr
statt. Auch bei ihnen gehen wir daher von einem definierten Wert fiir AKy, aus.
Dies wurde schon an anderer Stelle aus der spontanen Entstehung und Riickbil-
dung dunkler Kérper im ausgediinnten Vielschichtsystem geschlossen (Kap.5.2.1).
Einzelne dunkle Kérper in Membrantaschen zeigen innerhalb des eingestellten Tem-
peraturbereichs bis zu 55°C im Gegensatz zu den auflerhalb des Vielschichtsystems
ausgefillten isotropen Objekten bei sonst gleichen Bedingungen (z.B. innerhalb einer
Kammer) keine Kontrastumkehr. Optisch isotrope homogene Objekte im System
DGDG/Wasser/NaCl besitzen daher bei vorgegebener Temperatur nur innerhalb
begrenzter Bereiche einer Probe einen einheitlichen Wert fiir AK7,.

Eine einfache Uberlegung erlaubt eine Abschiitzung der Lipidkonzentration der
koexistierenden gelosten Phase. Adhé#sionstaschen, die einen dunklen Korper enthal-
ten und sich an der &uflersten Grenze des Vielschichtsystems befinden, unterscheiden
sich optisch nicht von solchen, die weiter innen liegen. Diese Beobachtung trifft auch
zu, wenn auflerhalb des Vielschichtsystems keine isotropen Objekte sichtbar sind und
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zu erwarten ist, dafl dort die Lipidkonzentration verschwindend gering ist. Wiirde
zwischen der Losung innerhalb und auflerhalb der Adhé#siontasche ein vergleichba-
rer Unterschied in der Lipidkonzentration vorherrschen wie zwischen der gelsten
und der kondensierten Phase, dann sollte die Adhésionstasche abgesehen von den
umgebenden Membranen einen dhnlichen optischen Eindruck vermitteln wie ausge-
dehnte isotrope Objekte in Losung. Da dies nicht einmal im Ansatz gegeben ist,
gehen wir davon aus, dafl die Konzentrationsdifferenz des Lipids in beiden Losungen
verglichen mit der zwischen geloster und kondensierter Phase geringfiigig ist. Als
untere Grenze fiir die Lipidkonzentration der koexistierenden geltsten Phase kann
nach den Ausfiihrungen in Kap.5.2.2.1 ein Wert von ~ 0.5% angenommen werden.

5.2.3.1 Diskussion

Nach den obigen Erwégungen gehen wir davon aus, dafl die Lipidkonzentration der
kondensierten Phase K kaum grofler ist als die im vorherigen Abschnitt bestimm-
te Differenz AKj zur gelosten Phase (Tab.5.1). Fiir die Lipidkonzentration der
isotropen Objekte ergeben sich somit Werte zwischen 6vol% und 15v0l%. Die Un-
tersuchungen der Lipiddichte sind zu unsystematisch, um einen Grund fiir die grofie
Spanne zwischen dem kleinsten und grofiten Wert angeben zu konnen. Zwar le-
gen die Meflwerte in Tab.5.1 einen Zusammenhang zwischen der Temperatur und
der Konzentration nahe, doch wurde die Superpositionsmethode nicht auf dunkle
Korper in Adhé#sionstaschen bei hohen Temperaturen angewendet. Wie im letzten
Abschnitt ausgefiihrt, zeigen sie im Unterschied zu neu ausgefillten isotropen Ob-
jekten vergleichbarer Grofie bei derselben Temperatur keine Kontrastumkehr. Die
Dichte isotroper Objekte im System DGDG/Wasser/NaCl ist daher nicht alleine
durch die Temperatur vorgegeben. Wihrend die durch Kontrastumkehr bestimm-
ten Werte fiir K in der Relation zueinander giiltig sind, ist die Ungenauigkeit der
Einzelwerte schwer einzuschéitzen. Einen Beitrag liefert der Fehler des Radius, der
sich auf 10% — 20% des gemessenen Wertes abschiétzen 1a3t. Schlecht zu beurteilen
ist der Beitrag zur Aufhellung des Objektes, der durch dessen laterale Ausdehnung
zustande kommt (,,Objektuntreue®, vgl. Kap.2.2.1) und bewirkt, dafl K zu grof3
eingeschétzt wird. Eine weitere Unsicherheit kommt dadurch zustande, daf} die
Kontrastumkehr qualitativ festgestellt wird.

Abschlieflend vergleichen wir die Werte fiir Kx mit der Lipidkonzentration an-
derer optisch isotroper Strukturen. Kubische Phasen weisen mit 50wt% fiir das
System DOPE/Wasser [163] bzw. 33wt% fiir DOPE-Me? /Wasser/100mMNaCl [14]
eine deutlich hohere Dichte auf3 [15]. Zur Ergéinzung geben wir den Lipidanteil in
der homogen hydratisierten lamellaren Phase von DOPC in Wasser an. Er betrégt
bei T = 30°C und P = latm 55v0l% [42].

Isotrope Objekte mit einer hohen Lipidkonzentration (=~ 30%) wurden gelegentlich
fiir POPC bzw. EYPC in Uberschuiwasser gefunden [164]. Sie bilden sich inner-
halb von weniger als 1s beim Kollaps von Vesikeln. Ihre grofle Dichte deutet auf
eine kubische Struktur hin [164].

Um einen Eindruck der Volumenkonzentration amphiphiler Molekiile fiir bekannte

2Einfach methyliertes DOPE
3Die Dichte dieser Lipidmembranen ist mit der von Wasser (= 1g/cm?) vergleichbar, so da8 wt%
durch vol% ersetzt werden kann.
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ungeordnete isotrope Phasen zu gewinnen, geben wir im folgenden Werte fiir das
in Kap.5.2.2.1 vorgestellte bindre System CioE5/Wasser an (vgl. Abb.5.9). Eine
vielfach verkniipfte Schwammphase (Lg) kann in Abhéngigkeit von der Temperatur
Konzentrationen zwischen einem und ca. 20 Volumenprozent annehmen [160][154].

5.2.4 Abschitzung der Viskositét

In diesem Kapitel wird durch die Untersuchung der Brownschen Bewegung von Son-
den innerhalb der kondensierten optisch isotropen Phase und der dispersen Phase
deren Viskositdt abgeschétzt. Vor allem im Hinblick auf die disperse Phase eroff-
net sich dadurch die Moglichkeit festzustellen, ob sie vernetzt ist. Als Sonde der
jeweiligen Phase kommt deren komplementéire Phase in Betracht, die zum Beispiel
durch Temperaturerhhung entsteht (Kap.5.2.2). Die Auswahl der Sonde erfolgt
nach folgenden Kriterien:

e Sie ist moglichst klein und dabei jedoch ausmefibar. Somit kommen Objekte
in Betracht, die einen Radius im Bereich von einem pm besitzen.

e Sie bewegt sich ungehindert.
e Sie ist iiber einen ausreichend langen Zeitraum zu beobachten.

Die genannten Bedingungen sind fiir die disperse Phase innerhalb von Membranta-
schen gut erfiillt, wenn die darin enthaltenen dunklen Koérper klein gegeniiber der
Ausdehnung der Taschen sind. Die durch Temperaturerh6hung induzierten Lécher
innerhalb kondensierter isotroper Objekte liegen allerdings zu dicht, so daf3 die op-
tische Qualitdt zur Beobachtung einzelner Objekte nicht ausreicht. Auflerdem fu-
sionieren sie ab dem Zeitpunkt ihrer Entstehung (Kap.5.2.2). Daher wurde es vor-
gezogen, durch mechanische Einwirkung ,,Lécher”, d.h. Einschliisse geloster Phase,
in dem kondensierten Objekt zu erzeugen. Ein geeignetes Objekt fiillt die Kammer
der Hohe nach aus. Dort wird das Deckglas lokal bis auf den Kammerboden durch-
gedriickt, so daBl sich das Objekt aufteilt. L&t man das Deckglas zuriickschnellen,
entstehen bei der Fusion unter Umsténden stellenweise Locher. Abb.5.11 zeigt ein
wie beschrieben behandeltes kondensiertes Objekt. Oben links ist sein duflerer Rand
erkennbar. In der Mitte hat sich ein grofies Loch gebildet, in dem sich 4 unterschied-
lich grofle dunkle Kérper befinden. Der kleinste besitzt einen Durchmesser von ca.
1.3pm und ist daher als Sonde fiir die disperse Phase geeignet (s. Marke). Die hel-
len runden Punkte sind Einschliisse disperser Phase im kondensierten Objekt. Sie
bilden sich nach ihrer Entstehung vorwiegend zuriick, indem sie von den Ré&ndern
mit dichter Phase aufgefiillt werden. Locher mit einem anfinglichen Radius von
r = lum sind nach ungefihr einer Minute verschwunden. Alternativ stiilpen sie
sich auch nach auflen aus, d.h. sie fusionieren mit dem &ufleren Medium. Dicht
benachbarte Locher kénnen auch fusionieren.

Zur Analyse der Diffusion in der kondensierten Phase wurden die in Abb.5.11
markierten Locher ausgewéhlt. Dabei wurde darauf geachtet, daff sie keinen nahen
Nachbarn besitzen und weit genug vom Rand entfernt sind. Da die Brownsche
Bewegung der Locher innerhalb der optisch isotropen Phase kaum erkennbar ist,
wurde die Anderung des Ortes in Bezug auf den jeweiligen Schwerpunkt ausgewertet.
Dadurch ist gewahrleistet, da8 kollektive Driftbewegungen innerhalb der Kammer
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Abbildung 5.11: Videomikroskopische Phasenkontrastaufnahme eines optisch isotro-
pen Objektes bei 50°C, das durch vorherige mechanische Einwirkung Locher aufweist (hel-
le Kreise). Innerhalb des grofien Hohlraumes befinden sich dunkle Kérper in wéssriger
Losung. Die markierten Objekte werden fiir eine Diffusionsanalyse verwendet. Probe:
DGDG(Spinat)/H20/100mMNaCl, 4 Tage alt.

herausgemittelt werden. Als Sonde fiir die disperse Phase wurden neben dem in
Abb.5.11 markierten dunklen Kérper drei weitere ausgewéhlt. Einer davon befindet
sich in vergleichbarer Umgebung wie der gezeigte (T = 50°C'), die beiden anderen
befinden sich innerhalb grofler Adhésionstaschen bei 18°C' (vgl. z.B. Abb.5.1). Die
dunklen Koérper zeigen im Gegensatz zu Lochern vergleichbarer Grofie deutlich eine
Brownsche Bewegung. In allen Fillen wurde darauf geachtet, dafl die umgebende
Umrandung der dunklen Koérper wiahrend der Beobachtung ihre Position beibehélt,
wodurch eine kollektive Drift als Ursache fiir die Bewegung ausgeschlossen ist.

Die Position der Objekte sowie deren Abmessungen wurden auf dem Bildschirm per
Cursor bestimmt. Der damit verbundene Mefifehler entspricht ungeféihr der Grofie
eines Bildpunktes, d.h. 0.22um. Die Trajektorie wurde in konstanten Intervallen
von 1s oder 2s ausgemessen. Der gesamte Zeitraum ist fiir die Locher aufgrund ihrer
Lebensdauer auf maximal eine Minute beschriankt. Fiir die dunklen Korper wurde
eine vergleichbare Zeitspanne ausgewahlt.

Die Trajektorien werden auf folgende Weise ausgewertet. Da die Sonden w#hrend
der Diffusion gegebenenfalls durch Nachjustieren im Fokus gehalten wurden, kann
die Bewegung als zweidimensional betrachtet werden. Die Verschiebung innerhalb
des i—ten Zeitintervalls At wird in zwei senkrechte Komponenten, Ax; und Ay,
zerlegt. Zu jeder Richtung wird die Summe der einzelnen Verschiebungsquadrate
iiber den gesamten Zeitraum, d.h. die Gesamtzahl n der Schritte, gebildet. Sind die
Schritte dquidistant und At grof}, kann aus dem Mittelwert des Verschiebungsqua-
drates Az? die Diffusionskonstante D nach

2 n
2D = AA—“‘"t , mit  Ax2 = %;mf (5.5)
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Sonde | #lum] | T[°C] | 2D[ pm?*s™'] | n[10—3Pas]
,dK* (Tasche) 1.0 18 0.29+0.47 L5
»dK*“ (Tasche) 1.4 18 0.19+0.22 1.6

,dK* (Hohlraum) | 0.5 50 0.98+1.53 1.0
,dK“ (Hohlraum) | 1.3 50 0.28£0.38 1.1
7 Locher [ 1.0-24 ] 50 [ (<0.04+0.008) | (>11.0)

Tabelle 5.2: Nach den verschiedenen Sonden (,dK* steht fiir dunkler Kérper) aufge-
schliisselte Kenngroflen zur Bestimmung der Zihigkeit n aus (5.7). Die ergéinzenden Wer-
te zur doppelten Diffusionskonstanten 2D entsprechen der Streuung der intervallweise be-
stimmten Werte von 2D um den Mittelwert. Die Daten fiir die 7 Locher wurden zusammen-
gefafit. Der Mittelwert von 2D bezieht sich auf einen Radius von r = 1um und ist als obere
Grenze fiir die Diffusionskonstante aufzufassen. Er ist um die Streuung der Einzelwerte
ergidnzt. Der Wert fiir die Z&higkeit stellt die untere Grenze dar.

berechnet werden. Bei ungleichen Intervallschritten trigt man die Summe der Ab-
standsquadrate gegen die Zeit auf und liest aus der Steigung der Ausgleichsgeraden
den Wert fiir 2D ab. Um zu priifen, ob die gemessene Verschiebung vorwiegend auf
die Brownsche Bewegung zuriickzufiihren ist, wurden folgende Tests durchgefiihrt:

1. Wenn keine erkennbare Einschrdnkung in einer der beiden Bewegungsrich-
tungen, z.B. in Form von einer Begrenzung, vorliegt, sollten die aus beiden
Koordinaten bestimmten Werte fiir 2D {ibereinstimmen.

2. Vergleicht man innerhalb einer Trajektorie anstelle von zeitlich aufeinanderfol-
genden Orten solche, die n dquidistante Intervalle auseinanderliegen, so sollte
ihr Abstandsquadrat im Mittel n mal grofer sein.

Das letzte der beiden Kriterien wird von den Sonden im optisch isotropen Objekt
nicht erfiillt. Daher ist davon auszugehen, dafi die Unsicherheit der einzelnen Orts-
bestimmung grofler ausfillt als die innerhalb eines Zeitintervalls zuriickgelegte Weg-
differenz. Die Dauer der Beobachtung reicht nicht aus, um die Brownsche Bewegung
von anderen Effekten zu trennen. Daher ist der eingeklammerte Wert von 2D in
Tab.5.2 allenfalls als eine obere Abschétzung anzusehen.

Die Zé&higkeit kann auf direkte Weise mit Hilfe der Diffusionskonstanten bestimmt
werden. Aus der Einstein—Relation

vD = kT (5.6)
folgt unter der Annahme, dafl die Reibungskonstante mit v, = 67nr der einer Kugel
mit Radius r im viskosen Medium entspricht, fiir die Z&higkeit

kgT

— . 5.7
" 6w Dr (5.7)

Im Fall einer Anderung der GréBe der Sonde wihrend des Zeitraums der Beobach-
tung wurde fiir 7 in (5.7) der zeitliche Mittelwert eingesetzt.

In Tab.5.2 sind die nach (5.5) und (5.7) bestimmten Werte fiir die zweifache
Diffusionskonstante 2D der Sonde bzw. fiir die Z#higkeit des Mediums 7 zusam-
mengestellt. Fin wesentlicher Beitrag zur Unsicherheit des bestimmten Wertes fiir
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die Zahigkeit ist nach (5.7) durch den relativen Fehler der Abmessung r der Sonde
von ca. 20%—40% gegeben. Zunéchst vergleichen wir die Werte von 7 fiir das diinne-
re Medium mit der Zihigkeit von Wasser. Diese betrigt bei T = 20°C' 1.0mPas
bzw. bei T' = 50°C 0.6mPas [46] und liegt somit in derselben Groéfenordnung wie
die gemessenen Werte. Daraus schlieffen wir, dafl die Phase, die mit der dichteren
optisch isotropen Phase koexisiert, nicht vernetzt ist. Die dichtere optisch isotrope
Phase besitzt eine um mindestens eine Gréfenordnung hohere Zéhigkeit.

Zum Vergleich geben wir die Scherviskositét einer bikontinuierlichen Phase (La) im
System AOT#/Octanol/Wasser an. Sie betrigt fiir ein festgelegtes Gewichtsverhlt-
nis von AOT zu Octanol (5.7/4.3) fiir Wasseranteile zwischen 0% und 60% 64mPas
bzw. 45mPas [165]. Das System bildet dabei eine vernetzte Phase mit einer ver-
gleichsweise geringen Viskositét aus [165].

5.3 Rontgenuntersuchungen

5.3.1 Flachprobenkammer

Die Probenkammer soll sowohl zu Mikroskopiezwecken einsetzbar als auch fiir den
Rontgenstrahl durchlissig sein. Natronglas besitzt eine Absorptionsléinge ° im Be-
reich von Ayq ~ 0.lmm fiir eine Wellenléinge von 1.54A. Daher kommt es bei einer
Standarddicke von 0.17mm als Material fiir die Kammerfenster nicht in Betracht.
Als Alternative wurde zunéchst Glimmer verwendet, das in 20um diinnen Schichten
gespalten werden kann und eine vergleichbare Absorptionslinge wie Glas besitzt,
doch zeigten die darauf priparierten Proben eine zu schlechte Ausbeute an isotro-
pen Objekten. Stattdessen fiel daher die Wahl auf Mylarfolie (A4 &~ 1mm). Diese ist
zwar in begrenzten Umfang wasserdurchléssig, doch konnte einem Austrocknen der
Proben durch Lagerung bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100% vorgebeugt
werden. Ein anderer Nachteil der Mylarfolien besteht in einem verhéltnisméafig
starken Kleinwinkelstreuuntergrund. Bei s ~ 1/12.2nm ™! = 20 ~ 0.7° liegen zwei
diffuse gerichtete Reflexe, die auf die Orientierung der Polymere innerhalb der Folie
zuriickgehen. Thre volle Halbwertsbreite betrégt ca. 0.28°.

Die Unterseite der flachen Probenkammer besteht aus einem ebenen Alumini-
umblech, welches in der Mitte eine Bohrung mit einem Durchmesser von ca. 10mm
besitzt. Flachendeckend wird darauf eine Mylarfolie festgeklebt, die durch Tem-
pern gespannt wird. Eine Menge von wenigen 100 pg des Lipids wird aus einer
Chloroform/Methanol-Losung (10mM /I DGDG) im Bereich des Fensters aufpipet-
tiert und bildet eine Fliche von einigen mm?. Das aufgetragene Lipid wird zur
Beseitigung der Losungsmittelreste mehrere Stunden bei reduziertem Druck gela-
gert. Kurze Streifen von 50um—75um dicker Mylarfolie werden am Rand des Li-
pidflecks als Abstandshalter eingesetzt. Als Oberseite der Kammer wird wiederum
Mylarfolie verwendet, deren Fliche im Bereich von einem em? liegt. Zwischen beide
Folien kann die Salzlésung durch Kapillarkréfte eindringen. Die Abdichtung erfolgt
wie bei den reinen Mikroskopiekammern, indem ein iiberlappender Mylarfolienring
durch Paraffin die Ober— und Unterseite der Kammer verbindet. Fiir die Kammer-

4Englisch: Sodium-1,4-bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinate
5Die Absorptionslingen wurden experimentell am Laboraufbau bestimmt.
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fenster wurden Mylarfolien mit einer Dicke zwischen 50um und 75um ausgew dhlt.
Wie die optischen Proben werden die Réntgenproben zunéchst einige Zeit bei ca.
50°C' getempert. Dabei wird die Entwicklung innerhalb der Probe regelmé&flig mi-
kroskopisch untersucht. Wenn der Anteil an optisch isotropen Objekten hoch genug
ist, wird die Probe langsam (innerhalb ca. einer halben Stunde) auf Raumtempera-
tur gebracht. Dieser Zeitpunkt ist frithestens innerhalb von 12k bei 50°C erreicht,
kann sich jedoch auch mehrere Tage hinziehen.

Die Position der Objekte innerhalb der Probe wird zu Justagezwecken mit einem
Markerpunkt versehen und die Kammer aufrecht im Strahl montiert, da nur Me8-
pliatze mit horizontalem Strahlengang zuginglich waren. Dies hat zum Nachteil,
daB justierte Objekte unter Umsténden wahrend der Messung innerhalb der Kam-
mer nach unten wandern und daher nicht mehr zentral im Strahl positioniert sind.
Auflerdem konnen andere Objekte ungewollt im Strahl auftauchen. Daher mufite
nach jeder Messung die Position des untersuchten Objekts innerhalb der Kammer
verifiziert werden. In diesem Punkt sind die kurzen Aufnahmedauern (= 5min)
am Synchrotronmefiplatz gegeniiber den Zeiten am Laboraufbau (=~ 2 — 10h) von
grofem Vorteil.

5.3.2 Justage

Die Positionierung der optisch isotropen Objekte im Strahl wurde am Synchrotron-
meBplatz auf drei alternative Arten durchgefiihrt.

e Die unter dem Mikroskop eingezeichnete Markierung wurde mit einem Laser-
spot zur Deckung gebracht, dessen Position mit der des Strahles am Probenort
iibereinstimmt.

e Auf der Probe wurde in der N#he der Sollposition ein Kriimel Eichsubstanz
(AgBeh) aufgebracht und seine relative Position dazu ausgemessen. Nachdem
der Kalibrationsort aufgefunden war, konnte durch Schrittmotoren die Sollpo-
sition mit einer Genauigkeit von 100um eingestellt werden.

e Wenn innerhalb der Probe noch ein Gebiet existiert, wo sich die Probe in der
homogen hydratisierten L,—Phase befindet, kann sie anstelle der Eichsubstanz
— wie im letzten Stichpunkt beschrieben — als Referenzpunkt herangezogen
werden.

Zu jeder Probe wurden sowohl Messungen im Bereich der optisch isotropen Objekte
als auch im Bereich des Uberschufiwassers vorgenommen. Dadurch ist eine Korrektur
des Untergrundes prinzipiell moglich.

5.3.2.1 Optische Charakterisierung

Die Charakterisierung bezieht sich speziell auf die fiir Beugungsexperimente kon-
zipierten Proben. Die Objekte wurden zwischen gekreuzte Polarisatoren gebracht,
um deren Isotropie zu priifen. Der zusétzliche Beitrag der Mylarfolien fiithrt unter
Umsténden dazu, dal isotrope Objekte nicht mehr vollig dunkel erscheinen. Da
sie jedoch im Vergleich zu doppelbrechenden Objekten dunkler sind, kann zwischen
beiden unterschieden werden. In Abb.5.12 sind neben isotropen (a) auch doppelbre-
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Abbildung 5.12: Videomikroskopische Aufnahme einer Flachprobe mit Kammerfenstern
aus Mylarfolie. Letztere bewirken gemeinsam mit dem Polarisator, dal zwischen isotropen
a und doppelbrechenden b Strukturen unterschieden werden kann. Beide befinden sich in
der N#he des Abstandshalters d und sind von einer wéssrigen Losung ¢ umgeben. Die
dunklen Rénder um die Objekte sind Eigenheiten der Abbildung und fallen bei stirkerer
Vergroferung weg. Die erkennbaren Licher in a sind Uberbleibsel einer temperaturindu-
zierten Phasensegregation (Kap.5.2.2).

chende Objekte (b) erkennbar. Beide sind von einer wissrigen Losung umgeben (c).
Die Aufnahme wurde ohne Analysator gemacht. Der Einflul der Folien reicht hier
schon aus, um doppelbrechende von isotropen Objekten grob zu unterscheiden. Fi-
nige der isotropen Objekte sehen inhomogen aus, was darauf zuriickzufiihren ist, dafl
die Temperatur der Probe ca. 20min vor der Aufnahme zunéchst innerhalb weniger
Minuten um ca. 15°C' erhoht wurde. Zur Zeit der Aufnahme ist sie wieder auf ihren
Ausgangswert, Raumtemperatur, abgesunken. Die stellenweise sichtbaren Lo&cher
(a, rechts) sind demnach Uberbleibsel der temperaturinduzierten Phasensegregati-
on (Kap.5.2.2). Durch die o.g. Priparationsweise konnen optisch isotrope Objekte
hergestellt werden, die eine laterale Ausdehnung bis zu einem mm (Abb.5.12a) be-
sitzen. Ihre Grofe ist somit mit der des Primérstrahles am Probenort vergleichbar
(vgl. Kap.2.2). Sie fiillen die Probenkammer iiber die gesamte Hohe aus und sind
somit geeignete Kandidaten zur Strukturbestimmung.

5.3.3 Ergebnisse

Abb.5.13 zeigt zwei Diffraktogramme einer Probe bei Raumtemperatur. Fiir die
erste Aufnahme (a) wurde ein optisch isotropes Objekt mit einer lateralen Abmes-
sung im Bereich eines mm nach einem der oben beschriebenen Verfahren zentral im
Strahl positioniert. Anschlieend wurde die Probe per Schrittmotor so verfahren,
dafl der Strahl sie dort trifft, wo optisch kein Objekt erkennbar ist und eine weitere
Aufnahme gemacht (b). Sie wird im folgenden vereinfachend als Untergrundmes-
sung bezeichnet. Die Integrationszeit betrdgt in beiden Fillen 5min.
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Abbildung 5.13: Diffraktogramm einer DGDG-Probe nach Justage auf ein optisch iso-
tropes Objekt (a) bzw. auf den Bereich der wéssrigen Losung (b) (vgl. Abb.5.12). Die in bei-
den Aufnahmen erkennbaren diffusen Teilringe gehen auf die als Kammerfenster eingesetzte
Mylarfolie zuriick. Der Nullpunkt der Aufnahme ist mit M gekennzeichnet. Integration iiber
Kreisbogen innerhalb des in (b) eingezeichneten Bereichs liefert fiir beide Aufnahmen die
in (c) gezeigten Spektren, nachdem deren Intensitiit fiir s > 0.2nm~! aufeinander normiert
wurde. Die Differenz beider Spektren ist in (d) dargestellt.

Als wichtigstes Ergebnis ist hervorzuheben, dafl die Aufnahme des isotropen Ob-
jektes in Abb.5.13a innerhalb des gesamten Mefifensters zwischen 0.12° < 20 < 3.8°,
d.h. 22.4A< d <715A, keine diskreten Reflexe aufweist. Stattdessen ist auBer den
diffusen Reflexen der Mylarfenster bei 20 = 0.7° im Bereich des Nullstrahls ein
starker Streuuntergrund erkennbar. Ein Vergleich mit der Untergrundaufnahme (b)
zeigt, dafl er dort nicht auftritt. Demnach ist er dem isotropen Objekt zuzuord-
nen. Eine wie in Abb.5.13b angedeutete Integration der Image-Plate-Fintrége iiber
Kreisbogen von 10° liefert die in (c) dargestellten Spektren. Der Mittelwert beider
Spektren wurde fiir s > 0.2nm ™! aufeinander normiert. Aus dem Verlauf des vom
Untergrund bereinigten Spektrums (d) wird ersichtlich, daf die Streuintensitét bis
einschlieBlich s ~ 0.1nm ™', d.h. 20 ~ 0.85°, erhoht ist.
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5.3.4 Diskussion

Insgesamt wurden 7 verschiedene Flachproben im Bereich von optisch isotropen
Objekten mit Rontgenbeugung untersucht. Auf keiner der insgesamt 19 Aufnahmen
sind im Kleinwinkelbereich Braggreflexe erkennbar. Daraus schliefen wir, dafl die
Objekte keine geordnete Struktur mit Braggebenenabstinden bis zu ungefihr 700A
aufweisen kénnen. Wenn mittlere Absténde in diesem Bereich vorliegen, ist die
Struktur ungeordnet. Lipid/Wasser—Systeme, die eine geordnete isotrope Phase mit
Abstéinden groBer als 700A bilden, sind jedoch bislang unbekannt. Vielmehr betrsgt
die GroBe der Einheitszelle bekannter kubischer Phasen weniger als 200A [14].

In weit gequollenen Lipid/Wasser—Systemen wurden mit mikroskopischen Me-
thoden dreidimensionale, regelméfliige Anordnungen von Passagen gefunden, die als
innenzentriertes kubisches Gitter gedeutet wurden [92]. Die Grofle der Einheitszelle
liegt im Bereich von Mikrometern. Allerdings ist ungeklért, ob es sich bei diesen
ausgesprochen selten beobachteten Objekten um eine stabile Phase handelt.

Im Hinblick auf den erhohten Kleinwinkelstreuuntergrund sind die Ergebnisse

nicht so eindeutig. Bei nur 10 von 19 Aufnahmen ist eine verstérkte Streuung um
den Nullstrahl erkennbar, bei den restlichen 9 nicht. Sogar innerhalb einer Proben-
kammer konnen unterschiedliche isotrope Objekte in ihrem Kleinwinkelstreubeitrag
deutlich voneinander abweichen. Andererseits wurde eine erhchte Kleinwinkelstreu-
ung auch bei ungefihr der Hélfte der Untergrundmessungen festgestellt.
Schliefit man Ungenauigkeiten bei der Justage auf die Objekte als Grund fiir die ab-
weichenden Beobachtungen aus, so folgt daraus, daf} eine optische Charakterisierung
der Objekte fiir die vorliegenden Proben nicht eindeutig ist. Sowohl gleichartig ausse-
hende isotrope Objekte konnen unterschiedliche strukturelle Eigenschaften besitzen
als auch das umgebende Medium. Erstere kénnen innerhalb einer Probenkammer
koexistieren.

5.4 Strukturmodell fiir isotrope Objekte

Wir stellen ein Strukturmodell der isotropen Objekte vor, welches auf dem Ausdruck
fiir die kriimmungselastische Energie hoherer Ordnung basiert. Der Ausgangspunkt
besteht in der Annahme, dafl die mit der Methode der Gefrierdtzelektronenmikrosko-
pie gemachten Aufnahmen der Lipidstruktur [40][39] (Abb.1.7) der dispersen Pha-
se entspricht, die durch Temperaturdnderung in die kondensierte isotrope Phase
iiberfiihrt werden kann.

Aus den elektronenmikroskopischen Gefrierdtzaufnahmen der dispersen Phase
lassen sich stellenweise deren Strukturelemente erkennen. Diese sind aus Membra-
nen aufgebaut und bestehen idealisiert aus aneinandergereihten Sphéroiden mit ei-
nem Durchmesser von 20-25nm. Die rotationselliptischen Korper sind durch diinne
Verengungen miteinander verbunden (Abb.5.14a). Als Grundelemente der dispersen
Phase gelten somit Sphéiroide und passagenférmige Verbindungen. Die Einheiten der
dispersen Phase, d.h. der Zusammenschlufl mehrerer Grundelemente, sind im we-
sentlichen langgestreckt und erreichen eine Lénge im Bereich von mehreren 100nm
(Abb.1.7a). Sie weisen an einigen Stellen Verzweigungen auf, die einen Winkel von
niherungsweise 120° bilden (b).
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Im folgenden schétzen wir qualitativ die einzelnen Beitrige zur Kriimmungs-
energie (3.8) fiir die beiden Grundelemente der Struktur ab. Der Gradiententerm
sowie der Term achter Ordnung in den Kriimmungen aus (3.8) bleiben unberiick-
sichtigt. Gegeniiber dem planaren Membranzustand sind die Membranformen der
dispersen Phase hauptsédchlich durch den Beitrag des quadratischen Terms Gauf-
scher Kriimmung koK?2, ko < 0, zur Kriimmungssenergie (3.8) bevorzugt. Dieser
Term macht sich insbesondere dann bemerkbar, wenn hohe Gaufsche Kriimmungen
K vorliegen. Dies ist der Fall, wenn beide Hauptkriimmungen dem Betrag nach
grof} sind und trifft demnach gleichermafien auf stark gekriimmte Kugeln und Pas-
sagen zu. Da die Sphéroide im Mittel einen deutlich gréfleren Kriimmungsradius

a) b)
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N T

AVAND

Abbildung 5.14: Schematische Darstellung von Strukturelementen einer dispersen Pha-
se, die von Dunger et al. im System PC/Wasser/(Salz) elektronenmikroskopisch abgebildet
wurde [40]. Der Durchmesser der aneinandergereihten Sphéroide betréigt zwischen 20nm und
25nm. Es wurden aneinandergereihte a) sowie verzweigte b) Elemente beobachtet (Abb.1.7).

als die Verbindungen besitzen, ist fiir sie die Absenkung der Biegeenergie geringer.
FEin weiterer Unterschied der Biegeenergie zwischen Sphéroiden und Verbindungen
kommt durch den quadratischen Term der Gesamtkriimmung xJ2, k > 0 (3.8), zu-
stande. Dieser Beitrag ist fiir die Verbindungen wegen J =~ 0 verschwindend gering.
Die Kriimmungsenergie der Sphéaroide wird durch diesen Anteil wegen der grofien
Gesamtkriimmung J stark angehoben. Wir nehmen an, dafl sie insgesamt positiv
ist, da im System keine spontane Vesikulation beobachtet wurde [39].

Ein Abschluf} des Aggregats ¢ durch eine Halbkugel ist ungiinstiger als durch eine
ankniipfende Verbindung. Auf diese Weise ist die Entstehung von Verzweigungen
favorisiert.

SMit Aggregat ist in diesem Zusammenhang eine Einheit der dispersen Phase gemeint.



