Kapitel 5

Optisc h isotrop e Ob jekte Im
System DGDG/W asser/NaCl

5.1 Einf ehrung

Der Klarheit halber wollen wir vorab einige hau g zur Charakterisierung mikro-

skopischer Objekte verwendeteBegri e de nieren. Unter ,optisch isotropen Objek-

ten\ verstehenwir Lipidstrukturen, weldhe unabhangig von ihrer Orientierung zwi-

schen gekreuzten Polarisatoren dunkel bleiben. Sie sind daher wber die Weglange
desdurchtretenden Lichts gemittelt nicht doppelbrediend, auch wenn sie lokal aus
Membranen zusammengesetzisind, die eine Brechungsindexanisotropie aufweisen.
Bekannte Membranstrukturen, die diese Eigensdaft besitzen, sind beispielsveise
kubische Phasen[14][5][16][15] oder sog. Sciwammphasen?! [154. Bei der ersteren
nimmt die Membran innerhalb einer Einheitszelle alle meglichen Orientierungen an.

Da die Schwammphasemodellhaft als eine ungeordnete kubische Phase angesehen
werdenkann [159[156], weist sie lokal audh keine Orientierung auf. Optische Isotro-

pie ist alsomit der Eigensdaft verknepft, da die Elemerte der Struktur lokal keine
Orientierung besitzen. Je nachdem, ob ein isotropes Objekt eine sichtbare Grenze
zur wassrigenLesungausbildet, bezeitinen wir esals , kondensierté oder , gelosta

isotrope Phase. Ohne Kenntnis der Vorgestichte ist demnad eine mikroskopisce

Unterscheidung zwischen geloster Phaseund Wassernicht meglich.

Als ,optisch homogeneObjekte\ bezeitinen wir solthe, die gegemuber dem au e-

ren Medium eine deutliche Grenzebilden, innerhalb derer jedoch keine detaillierten

Strukturen wie z.B. Membranverlaufe erkennbar sind.

Der Begri der , Dichte\ einerLipidphase bezieh sich durchwegauf denVolumenan-
teil desLipids innerhalb der Phaseund nicht auf dessenintrinsische Dichte. Dieser
Ausdruck ist insofern suggestiv, als die mikroskopisde Abbildung unter Umstanden
direkt einen Eindruck der Dichte isotroper Phasenvermittelt.

Zunadst gehenwir nochmals auf die in Kap.4.3.8 mit mikroskopisthen Me-
thoden untersuchten Membranstrukturen zureck, die sich aus einem urspreinglich
homogenhydratisierten Vielschichtsystem herausbilden. Alle charakterisierten op-
tisch homogenenneuen Objekte wurden als lokal aus Stapeln ebener Membranen
zusammengesetzgedeutet. Am Beispiel neu entstandener Myelinzylinder konnte

! sponge phasé
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Abbildung 5.1: Videomikroskopisthe Phasenlontrastaufnahme von dunklen Kerpern
(DGDG(Spinat)/H ,0/100mM NaCl) in Koexistenz mit der stark verdennten lamellaren
Phase. Die Fokuseleneliegt ungefahr in der Kammermitte, soda die dunklen Linien dem
Quersdnitt von Membranverlaufen entsprechen. Dunklere Linien weisenauf eine hehere
Lamellarit at hin [48], was einer Adhasionvon Membranen entspricht. In a) (3 Tagealt, seit
30min bei 18 C) sind Adhasionskammern erkennbar, innerhalb derer die dunklen Kerper
eingestilossensind, in b) (40h alt, seither bei 50 C) liegen sie z.T. so dicht, da durch
Uberblendung keine Membranverlaufe mehr sichtbar sind.

nachgewiesenwerden, da sie, genausowie ihre dichter gepadten Vorganger, aus
Membranstapeln in zylindrischer Anordnung bestehen(Kap.4.3.8). Der Abstand
zwisthen benadbarten Membranen ist nun jedoch wesertlich gre er. Somit kennen
die neuen Strukturen als eine stark verdennte lamellare Phase aufgefat werden.
Sie sind nach der oben genanrten De nition optisch nicht isotrop. Allerdings wur-
den die Proben maximal eber einen Zeitraum von 10h nach Beginn von Phasell
untersucht, und die optische Au esungdesMikroskopskonnte nicht ausgemtzt wer-
den (Kap.4.3.8), um optisch isotrope Objekte aus ndig zu machen. Unter welchen
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Umstanden und zu welchem Zeitpunkt sie entstehen, ist Gegenstandder folgenden
Unterkapitel. Zuvor wollen wir den bisherigenKenntnisstand schildern.

Optisch isotrope Strukturen wurden in der Gruppe Helfrich wiederholt in weit
gequollenenVielschichtsystemen beobaditet. BesondereAufmerksamkeit erlangten
aufgrund ihres Phaserverhaltens die sog. dunklen Kerper. Sie wurden so benanrt,
dasieim Phasenlontrastmikroskop vollkommendunkel ausseher(vgl. Abb.5.1,5.2).
Siesind optisch homogen,soda ihre Struktur wesetlich wenigerausgedehhist als
die mikroskopisdhe Au esungsgrenze Zwischen gekreuztenPolarisatorenbleibendie
Objekte dunkel. Dunkle Kerper traten immer wieder in folgenden Lipid/W asser{
Systemenauf: EYPC [38], einkomponertiges PC (z.B. DMPC, POPC) [38] sawvie
DGDG [157]. Wahrend die Verwendung von NaCl bei DGDG essetiell ist, erheht
sie bei EYPC die Wahrsdeinlichkeit ihrer Entstehung [38§].

Erste systematiste Untersuchungenwurden am SystemEYPC/W asservon W.-
Harbich in ebenenProbenkammern durchgefehrt [121]. Die Schichten wurden dabei
durch Scherenweitgehendparallel zum Glas orientiert. Das Vielschichtsystem felllte
die Hohe der Kammer zu Beginn vollstandig aus. Dadurch ndet nach der Zugabe
von Ubersdu w asserbei Temperaturen um 50 C ein kontrollierter Quellvorgang
statt, wobei sich das System bei abnehmender Lipidk onzenration lateral immer
weiter nach au en ausbreitet und dabei seine Orientierung weitgehend beibehalt.
Dunkle Kerper kennen nach einigen Tagen Inkubationszeit direkt durch Abk ehlen
im ausgeainnten Vielschichtsystem ausgeallt werden. Bei einer alternativen Me-
thodefolgt auf einelangerelnkubationszeit bei hohenTemperaturen eineweitere bei
tiefen Temperaturen (z.B. 14 C), und die Kerper entstehen durch Erwarmen elber
23 C. Im letzteren Fall be nden sich die dunklen Kerper innerhalb abgesblossener
Kammern adharierender Membranen, wo sie frei di undieren. Unterhalb von 23 C
sawie oberhalb von 70 C lesensie sich im umgebenden Medium auf und kennen
durch Ruckkehr in das Temperaturintervall reversibel ausgegllt werden. Dabei bil-
den sich an mehreren Orten innerhalb einer Membrantasche Untereinheiten, die
gre er werdenund sdlie lic h zu einemdunklen K erper fusionieren. Die unbekannte
Phase,in die der Kerper beim Abkehlen ebergeh, wurde , dispersé Phasegenanri.
Der Autor beziert die Wahrsdeinlichkeit, mit der nach der direkten Abk ehlungs-
methode dunkle Kerper ausfallen, auf 50% [38].

Aus dem letzten Abschnitt geht hervor, da sich die benanrien optisch isotropen
Objekte nicht auf direkte Weise,d.h. durch Abweagender entsprechenden Anteile
von Wasserund Lipid, ansdilie ende homogeneDurchmischung und Einstellen der
Temperatur erzeugenlassen. lhre Entstehung hangt von der Art der Praparation
und der Vorgesaichte der Probe ab. Besondersdeutlich zeidnet sich die Bedeutung
der Praparation auf die spatere Entwicklung desSystemsam Beispiel der Suspensio-
nen multilamellarer Lip osomenab, weldhe die lamellare Phasemit einemhomogenen
Abstand im weserttlichen beibehalten, d.h. dasin Kap.4.3.2 bestiriebene Stadium
des Abquellens gar nicht erst erreichen. Die mit der Praparationsweise isotroper
Kerper verbundenenScdwierigkeiten wollen wir an dieser Stelle benennen.

Da zum einen ein unbekannter Anteil des Lipids als ausgeainnte lamellare Phase
koexistiert, ist die gesante Lipidk onzertration beiderisotroper Phasenvon vornher-
ein nicht bekannt. Daher ist dasPhaserverhalten von seitender Konzentration noch
nicht naher erstlossen. Auf der anderen Seite ist der Quellproze als solder im
Detail (an welcthem Ort innerhalb der Probe ertsteht zu welthem Zeitpunkt weldche
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Struktur) nicht vorherselbar und fehrt au erdem zu einer inhomogenenVerteilung

Abbildung 5.2: Videomikroskopisthe Phasenlontrastaufnahme von dunklen Kerpern
(DGDG/H ,0/NaCl) in Koexistenzmit der lamellaren Phase. In a) (100mM NacCl, 2 Tage
alt, seither bei 50 C) sind sieinnerhalb der optisch homogenenlamellaren Phasein Feldern
angeordnet. Dabei bewegensie sich nur geringfeigig um ihre mittlere Position, welche sie
eber einenlangerenZeitraum (Stunden) beibehalten. In b) (20mM NacCl, 16h alt, bei 40 C)
be nden sie sich zwisthen stark uktuierenden Membranen.

desLipids innerhalb der Probe. Demertsprechend untersdiedlich kann savohl lokal
als auch zu versdiiedenenZeitpunkten die Ausbeute an dunklen K erpern ausfallen
(vgl. Abb.5.3).

Ein Hinweis auf die Struktur der dispersenPhaseergibt sich aus elektronenmi-
kroskopischen Gefrieratzaufnahmen von PC{V esikeln [40][39]. In einigen der Vesi-
kelsuspensionensind die Vesikel vollstandig auf Kosten einer neuen Struktur (vgl.
Abb.1.7) versdiwwunden. Durch mit der Art der Replikaherstellung verbundeneAr-
tefakte ist eine Interpretation der Struktur mit Scwierigkeiten behaftet. Sielat
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sich als eine Aneinanderreihung von kleinen ( 20nm) Ellipsoiden in L&ngsriditung
au assen, die durch Passagend.h. engeVerbindungen, miteinander verknepft sind.
An einigen Stellen gibt es Verzweigungen, die bewvorzugt einen Winkel von 120
bilden (vgl. Abb.1.7). Ob die genanrien Strukturen mit der dispersenPhase uber-
einstimmen, in die dunkle Kerper beim Abkehlen ebergehen,bedarf noch weiterer
Klarung.

In den folgendenAbschnitten werden Ergebnissevorgestellt, die auf mikroskopi-
schen Beobadtitungen und Rentgenbeugungsurnersuchungen beruhen.

5.2 Optisc he Beobachtungen

5.2.1 Entsteh ung

Im System DGDG/W asser/NaCl ndet fer Salzkonzenrationen zwischen 5mM =l
und 100mM =| bei konstarter Temperatur eine spontane Bildung optisch isotroper
Strukturen reproduzierbar in planen Mikroskopiekammern (30 80m Hehe) statt
(vgl. Kap.2.1.2). Sie setzt bei einer Quelltemperatur von 50 C innerhalb eines
Zeitraumes von typischerweise 12h bis 481 nach der Praparation ein. Durch eine
Absenkung der Temperatur kennen dunkle Kerper zusatzlich zu vorhandenenoder
neu ausgetllt werden. Da sowohl die spontane als auch die durch Abk ehlen indu-
zierte Entstehung optisch isotroper Strukturen eine gute Ausbeute besitzt, wurde
die von Harbich et. al eingekihrte Inkubationsmethode [38] bei tiefen Temperaturen
nicht angewendet.

Im folgendengehenwir naher auf die zeitliche Entwicklung der ertlichen Vertei-
lung isotroper Objekte in Bezug auf das Vielschichtsystem innerhalb der Proben-
kammer ein. Dabei werden sovohl die in Kap.4 referierten als auch die von Harbich
et al. vere entlichten [25] Ergebnissezum Quellverhalten einesVielschichtsystems
berecksichtigt. Nach dem Einengennimmt das Lipid eine Flache in der Gre enord-
nung von wenigen Prozert innerhalb der Kammer ein. Mit der Zugabe von Wasser
bildet sich ein zusammenthangendesVielschichtsystem heraus, das zunadst einen
einheitlichen Membranabstand besitzt und im wesertlichen parallel zum Substrat
ausgeriditet ist. Das Lipid wird beispielsweisein Form von Myelinzylindern in das
umgebendeMedium transportiert. DieserProze setzt sich wahrend desUbergangs
in den ungebundenenZustand weiter fort, so da das ausgeannte Vielschichtsy-
stem insgesam eine gre ere Flache als vorher einnimmt (Abb.5.3). Es erntstehen
z.T. ausgedehte Bereiche konstanter mittlerer Lipiddic hte, die nach Harbich et al.
als sekundare L {Phase bezeitinet werden [25]. Dort sind die Membranen im we-
sertlichen parallel zum Substrat orientiert. Mehrere Gebiete unterschiedlicher Dich-
te kennen zu einem Zeitpunkt koexistieren [25] (Abb.5.3). In der Regelfullt das
Quellsystem lateral die Kammer nicht vollstandig aus, d.h. esbesitzt einen au eren
Rand zur wassrigenLesung. SeineLipiddic hte nimmt im Mittel zum Scwerpunkt
der Verteilung hin zu.

Zunadst treten isotrope Objekte im Verlauf desQuellprozessedm ausgeainnten
Vielschichtsystem auf, wobei siein der Regelauf einige lokale Bereiche innerhalb der
Probe bestirankt bleiben (Abb.5.3). Das Vielschichtsystem, in dasdie Objekte ein-
gebettet sind, lat sich nicht einheitlich charakterisieren. Sokennen dunkle Kerper
sdhon zu einem Zeitpunkt auftreten, zu dem das Vielschichtsystem noch optisch ho-
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Abbildung 5.3: Zeitliche Entwicklung von zwei benatbarten Quellgebieten innerhalb
einer Flachprobe am Rand zum Ubersdu w asser. Die Probe bestelt aus DGDG (Spinat)
in 100mM NaCH{L esung und wird seit der Praparation auf einer Temperatur von 50 C
gehalten. Zwischen der Praparation 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 aussieh, d.h. sich keine Membranverlaufe abzeidcinen (Abb.5.2a). Sie sind
dann dicht an dicht in Feldern angeordnetund bewegensich zwar um ihre Gleichge-
wichtslage, behalten jedoch ihre Position in Bezug auf ihnre Nachbarn eber langere
Zeit bei. Andererseits sind dunkle Kerper hau g in Membrantaschen eingesblos-
sen, wo sie frei di undieren (Abb.5.1) oder be nden sich zwischen ungebundenen
uktuierenden Membranen (Abb.5.2b).

Spater werden isotrope Objekte unter Umstanden jedoch auch au erhalb der
au ersten Membran zum Ubersdu w asserhin sichtbar (Abb.5.5). Gre tenteils sind
sie dann nicht mehr mit dem Vielschichtsystem verbunden und als Uberbleibsel
der isotropen Phase aufzufassen,nachdem die lamellare Phase aufgebraudit ist.
In einigen Fallen wurde beobaditet, da wber Membranbreicken Material von der
lamellaren in die isotrope Phasetransportiert wird. Auf diesesPhanomenwerden
wir am Ende diesesAbschnitts naher eingehen.

In einigen Fallen bildet sich die lamellare Phasevollstandig auf Kosten der iso-
tropen Phase zureck. Es bleiben dann anstelle des Vielschichtsystems vereinzel-
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Abbildung 5.4: Durch Freisetzeneinesdunklen Kerpersin eine gre ere Adhasionskam-
mer (Bild 1-3) eingeleiteter Au esungsproze (Bild 4-6). Die zeitliche Abfolge der Aufnah-
men 1-6 entspricht t =0, 12s, 39s, 2min 41s, 4min 24s, 5min 32s. Der Proze ndet wahrend

des Ausdeinnens des unteren Quellgebietesder in Abb.5.3 gezeigtenProbe zum Zeitpunkt
t = 06h : 09min statt, d.h. zwischen Teilbild ¢) und d).

te optisch isotrope Objekte zureck, die von wassriger Lesung umgeben sind (vgl.
Kap.5.2.2). Auch dieselesensich im Verlauf einiger Tage in eine optisch nicht
sichtbare Phaseauf. Mit dem Phasenlontrastmikroskop sind dann innerhalb eines
Temperaturintervalls zwistchen 5 C und 65 C keine Objekte mehr innerhalb der ge-
sanmten Probenkammer erkenrbar. Das Lipid bildet demnad eine geleste Phasemit
einer mittleren Volumenkonzeriration im Bereich von einem Prozert. Im Kapitel
5.2.2.1kommenwir erneut auf dieseBeobadtung zureck.

Wahrend isotrope Objekte innerhalb desVielschichtsystems kaum einen Durchmes-
servon 15m webersdireiten und im Phasenlontrastbild, abgesehervom Halo, ho-
mogen schwarz aussehen(Abb.5.1, 5.2), kennen sie in der wassrigenLesung eine
laterale Abmessungvon mehreren100m erreichen und nehmen,au er im Randbe-
reich, einenhomogenenGrauton an (Abb.5.5, 5.7, vgl. Kap.5.2.3).

Abb.5.3 zeigt die zeitliche Entwicklung von zwei benatbarten Quellgebietenam
Rand zum Ubersdw w asser. Die Temperatur der Probe wird seit der Praparati-
on konstant bei 50 C gehalten. Zwischen der ersten Aufnahme (Abb.5.3a) und der
Preaparation liegen32h. Wahrendin dem einenGebiet schon dunkle K erper ertstan-
densind, ist dasanderenoch weitgehendhomogen(a). In denfolgendenAufnahmen
ist zu erkennen,da beide benadbarten Vielschichtsystemeeinegre ere Flade ein-
nehmenund dabei ausdeinnen.

In dem ursprenglich homogenenSystem (Abb.5.3a, rechts au en) wird Lipid
durch neu entstandene Quellstrukturen (b) auswerlagert. Im nachsten Scritt (c)
ndet eine Phasensegregationzwisthen der lamellaren Phase und der wassrigen
Leosungstatt. In den Wassertasben fallen daraufhin spontan dunkle Kerper aus
(siehe Markierung, d).

In dem anderen Quellgebiet (Abb.5.3a, Mitte unten) geht die Ausdennung mit
der Entstehung gro er Wasserlammern einher. Gleichzeitig ist ein immer kleinerer
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Bereich desGebietesvon dunklen Kerpern durchsetzt. Esist zudem erkenrbar, da
die dunklen Kerper im Au en bereith desFeldesvergleidisweiseam gre ten sind. In
den au eren gro en Kammern versdwinden sie vollends (d). Es wurde beobaditet,
da dunkle Kerper sich au esen,wenn ihre Adhasionskammer beispielsveisedurch
Leseneinesadhasiven Kontaktes mit einer Nachbarkammer zusammenvadst, die
keinendunklen Kerper erthalt (Abb.5.4). Darausist auf den Mechanismus zu sdlie-
en, der wahrend desAusdeinnprozesseslesVielschichtsystemszu der Umverteilung
der dunklen Kerper fuhrt. Durch Au esenadheasiver Kontakte nimmt die Gre e der
Wasserlammern stetig zu. Be ndet sich in zuvor getrennten Kammern jeweils ein
dunkler Kerper, fusionierensie, wobei siesich vergre ern. Ist eine Kammer leer, gibt
der vorhandenedunkle K erper Material an die Lesungin Form von disperserPhase
ab. Die Beobaditungen lassenden Schlu zu, da dunkle Kerper innerhalb einer
Kammer nur dann ausfallen,wenn die dispersePhaseeine Grenzkonzeriration uber-
schreitet. In diesemBild sind beide Phasenals koexistierende Phasenaufzufassen,
die bei einer gegelenen Temperatur jeweils eine de nierte Dichte annehmen.

Abschlie end besdireibenwir in diesemAbschnitt anhandeinesBeispielsdie Ein-
verleibung von Membranstrukturen durch ein optisch isotropes Objekt. Die Probe
ist zum Zeitpunkt der Beobattung ca. 3 Tagealt und wird seit der Praparation auf
50 C gehalten. Das Objekt be ndet sich au erhalb des gequollenenVielschichtsy-
stems,welchesam unteren Bildrand ansdiliet (Abb.5.5). Esliegt mit der Unterseite
auf dem Kammerboden auf und fellt die Hohe der Kammer ( 60 80m ) nicht
vollstandig aus. Die dargestellte Bildfolge umfat nur einen kurzen Aussdnitt des
Prozessesder sich auf die bestiriebeneArt wber einen Zeitraum von knapp 4 Stun-
denfortsetzt und in dessenVerlauf sich der Durchmesserdesisotropen Objektes von

70m auf 145m mehr als verdoppelt.

Zunadst wird eine zylinderfermige Membranstruktur aus dem Gebiet des Viel-
schichtsystems bis an das isotrope Objekt herangezogen. Die Membranstruktur
nahert sich dem isotropen Objekt auf direktem Wegeund an seinerSpitze sind zwei
Ausweichse (durch Pfeile markiert, t0s) erkennbar, die als Ausgangspunkt fer die
Verknepfung zwisden beiden Objekten gedeutetwerden. Als Brecke zwischen bei-
den Phaseninnerhalb der wassrigenLesungkommen sog. ,, Tethen in Frage. Dies
sind Membranzylinder mit einem z.T. submikroskopischen Durchmesser, die sehr
gro e Langen uberbrecken und hau g als Verbindung zwisthen zwei vermeirtlich
getrennten Membranobjekten ubrig bleiben kennen[158. Siesind in Lipidquellpro-
ben allgegenvartig und dabei kaum sichtbar, soda zur Gewahrleistung 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
Kontakt ache, von der aus sie einverleibt wird. Wahrend die Struktur sukzessivim
isotropen Kerper versdwindet, werdeninnerhalb desisotropen Objektes Inhomoge-
nitaten sichtbar (einzelneBeispielesind durch Pfeile markiert, t = 20s, t = 28s). Sie
ertstehen gre tenteils im Bereich der Kontaktstelle, besitzeneine Lebensdauerzwi-
schen 10s und 20s und kennen sich wahrenddessenvom Ursprungsort bis zu einem
Objektradius ( 50m ) fortb ewegen. lhrer Bewegungnad zu urteilen be nden sie
sich nahe der Oberseite des Objektes. Zeitweisesind die Inhomogenitaten uber das
gesante isotrope Objekt verteilt (z.B. t = 70). Wahrend Bereiche des ursprengli-
chen Zylinders inkorporiert werden, wird ein weiterer erkennbar, der den Abstand
zum isotropen Kerper innerhalb t = Os und t = 37s uberbreckt,
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Abbildung 5.5: Optisch isotropes Objekt, welches uber direkten Kontakt Membran-
strukturen inkorporiert, die aus der lamellaren Phase hervorgehen. Bei dem Ubergangin
die isotrope Phaseerntstehen optische Inhomogenitaten (t = 20s, t = 28s, Marke), die sich
bis zum Versdwinden innerhalb von (10{20)s von ihrem Ausgangsortbis zu einen Objekt-
radius ( 50m ) fortb ewegenkennen. Die Probe (DGDG(Spinat)/W asser/10mM NacCl,
Kammerhehe: 60-80m ) wird seit der Praparation vor 3 Tagenkonstant bei 50 C gehalten.
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ihn jedoch nicht kontaktiert. Auch er besitzt eine Verjengung an der Spitze (Marke
in t = 37s). Die beiden dennen Zylinder, die ab t = 70s deutlich zu erkennen
sind, werden als Uberbleibsel des ersten Zylinders betrachtet. ©ber sie wird der
Transport von Membranmaterial aus dem Vielschichtsystem noch solangeaufrecht
erhalten, bis einer (t = 82s) nach dem anderen (nicht dargestellt, t = 105) den
Kontakt verliert und dabei zureickschnellt.

5.2.1.1 Diskussion

Es konnte gezeigtwerden,da im System DGDG/W asser/NaCl die Entstehung iso-
trop er Strukturen mit dem Ausdeinnen des Vielschichtsystems bei konstanter Tem-
peratur spontan erfolgt. Dabei wurden zwei Mechanismen beobadtitet. Bei dem
einenwird durch direkten Kontakt Material von lamellaren zu isotropen Objekten
transportiert und daraufhin inkorporiert. Bei der anderenfallen dunkle K erper aus
einer Lesungaus, ohne dabei sichtbaren Kontakt zur umgebendenlamellaren Phase
herzustellen. Zumindest stellen dunkle Kerper innerhalb der Adhasionskammern
keinen dauerhaften Kontakt zu den umgebenden Membranen her, was daran zu
erkennenist, da sie frei diundieren (vgl. Kap.5.2.4). Sind die dunklen Kerper
dichter innerhalb desVielschichtsystems eingelettet (vgl. Abb.5.2a), ist mit mikro-
skopischen Mitteln nicht klarbar, ob sie die lamellare Phasedurch direkten Kontakt
aufzehren.

Wir diskutieren nun die Beobaditungen zur spontanen Entstehung und Reck-
bildung dunkler Kerper im Vielschichtsystem (Abb.5.3) anhand der Hyp othese,da
beim Ausdennen der lamellaren PhasedispersePhasein Lesunggeh, welde ober-
halb einer de nierten Konzertration mit dunklen Kerpern koexistiert.

Mechanismen,die zur Bildung der gelostenLipidphase fethren, sind bislangunbe-
kannt. Nach Harbich et al. treten dunkle Kerper bei der Abk ehimethode vermehrt
in der Umgebung von Schraubendislolkationen im Vielschichtsystem auf [38]. Dies
wurde als Hinweis gedeutet, da die Defekte am Nukleationsvorgang der nicht{
lamellaren Phasebeteiligt sein kennen.

Es ist denkbar, da die beobattete Phasensegregationdes zuvor homogenen
Vielschichtsystems auf die Einlagerung disperser Phase zwisdhen die Membranen
zureckgeht (Abb.5.3c). Krafte, die dies bewirken kennen, sind von kolloidalen Sy-
stemen her bekannt. Sie beruhen darauf, da geloste Kolloide aus dem Bereich
zwischen ausgedehien Flachen verdrangt werden und werden daher als , depletion
forced bezeitinet [75]. Zur Veranstaulichung der Wedselwirkung geben wir ein
konkretes Beispiel.

Eine Ausdeinnung nicht absorbierendergut leslicher Polymere aus dem Zwi-
stherbereich benadbarter Membranen konnte von Evans et al. mit Mikropip et-
tenversuden zweifelsfrei belegt werden [159. Mit zunehmenderVolumenkonzen-
tration von Dextran (0.01{0.1%) wurde ein deutlicher Anstieg der Haftungsenergie
zwischen adharierenden neutralen PC{Membranen in Salzlesung gemessen0.01{
0.2erg=cn?¥). Oberhalb einer kritischen Gre e spielt dabei das Moleksllgewicht des
Polymers nur eine untergeordnete Rolle. Durch das Aussdlie en der Polymere er-
fahren dieseeinen osmotisten Druck

P= kgT; (5.1)
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der proportional zur Konzertrationsdi erenz der Teilchenzahldichte des Poly-
mers in der Mitteleb ene zwisthen den Membranen und der Ubersdwu | ®#sung ist.
Die Adhasionsenergigro Flache W kann aus (5.1) abgesbatzt werden, indem man
P mit dem Radius Rp desPolymers multipliziert: W = P Rp [75].

Nachdem die Phasensegregatioringetretenist, sind die weiteren Beobahtungen
mit folgender Besdireibung vereirbar: Die disperse Phase konzertriert sich inner-
halb der Wassertasben so lange auf, bis oberhalb einer Grenzkonzenration dunkle
Kerper ausfallen (Abb.5.3d). Da die Konzertration der gelosten Phase innerhalb
des Vielschichtsystems gre er ist als im Ubersdiu w asser,entsteht ein osmotisther
Druck. Dadurch ist das Eindringen von zusatzlichem Wasserin das Vielschichtsy-
stem begenstigt. Wenn die Bildungsrate der dispersenPhase nicht ausreidit, um
die Abnahme der Konzentration zu kompensieren,lesensich die dunklen Kerper
wieder auf. Durch die Anwesenheitder abgestlossenenMembrantaschen kann die
Verdennung { wie im letzten Kapitel gesaildert (vgl. Abb.5.4) { stufenweiseablau-
fen.

Eine Eingrenzungdesosmotisdien DruckesP nadh (5.1) fer dasgegeleneSystem
ist mit mehrerenUnsicherheiten behaftet. Am unbekanntesten sind die Gre enver-
teilung und die genaue Struktur der dispersenPhase (vgl. Kap.l, Abb.1.7). Wir
nehmenvereinfachendan, da eineEinheit aus50 Membrankugeln zusammengesetzt
ist, derenRadius jeweils 10nm betragt (Abb.1.7). Darauslat sich dasLipidvolumen
VL pro Einheit bestimmen. Nimmt man fer die Lipidk onzenration K| der gelosten
Phase 1% an, ergibt sich fur die Teilchenzahldidlte = K =\{  40=(m )3. Der
Druck geht dann aus(5.1) zu P 0:2Pa hervor.

5.2.2 Temperaturabh angiges Verhalten { kritisc her Punkt?

Im folgenden bestreiben wir Beobaditungen, die sich ausstlie lic h auf isotrope
Objekte beziehen,die sich au erhalb des gequollenenVielschichtsystems be nden
und dem optischen Eindruck nach wahrend des gesanten Zeitraums nicht mit der
lamellaren Phaseverbunden sind. Die Objekte besitzenlaterale Abmessungenvon
bis zu einigen100m und liegenunbeweglich auf dem Kammerboden. Siegruppieren
sich um den au eren Rand des gequollenenVielschichtsystems und besitzenin der
Regeldavon einen Abstand, der { ahnlich wie der zwisdhen zwei Nachbarn { einige
Objektdurchmessemetragt. Zwischen der Ansammlung isotroper Objekte und dem
au ersten Rand der Kammer ist typischerweiseein Drittel der Kammerlange Platz,
dasvon wassrigerLesungausgetllt wird. Die temperaturabhangigenUntersuchun-
genwurden mit Proben durchgefuhrt, bei denendie Salzkonzertration der Lesung
zwisthen 10mM und 20mM NaCl betragt. Zwei Mechanismenkommenfeur die spon-
tane Entstehung der Objekte in Frage (vgl. Kap.5.2.1). Nach dem einen ndet ein
direkter Transport von Material aus der lamellaren Phase zu den Objekten eber
sichtbare Membranbreicken statt (Abb.5.5), wahrend sich nach dem anderenisotro-
pe Objekte innerhalb desVielschichtsystems so lange aufkonzeririeren, bis esvellig
aufgebraudt ist. Ein dritter Mechanismus wird durch Temperaturerhehung einge-
leitet. Darauf gehenwir im folgendenAbsatz naher ein. Anschlie end besdireiben
wir einedurch Abkehlen eingeleiteteAu esungder Phasengrenzasotroper Objekte.
Daraufhin wird an einem Beispiel gezeigt,wie sich eine Phasengrenzebei konstarter
Temperatur au est. Im Diskussionslapitel folgt eine Eingrenzung, unter welchen
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Bedingungendie bestiriebenenPhanomenebeobadtet werden.

t=40s
T»30°C

Abbildung 5.6: Phasensegregatiorbeim Heizenvon 7 C auf 35 C. Innerhalb der isotro-
pen Objekte bilden sich Tasden ausgedinnter Phase(ab t = 20s), wahrend in der Lesung
dunkle Kerper sichtbar werden. Probe (DGDG(Spinat)/W asser/20mM NaCl, Kammerhehe
ca. 80m ) ca. 1h bei 7 C getempert.

Vor einer Zunahme der Temperatur (Abb.5.6, t = 0s) ist die dichtere von der
denneren Phasedeutlich getrennt. Sie bildet zusammenhangendeBereiche, die je-
weils eine klare Grenze zur Lesung aufweisen. Die kleinen runden, unscharfen Ob-
jekte in Teilbild (t = 0s) sind nicht im Fokus. Beim Heizen werden zunadhst In-
homogenitmten innerhalb der isotropen Objekte erkenrnbar (t = 20s). Sie werden
als Hohlraume interpretiert, die weniger dicht sind als ihre Umgebung. Diese sog.
.Leder\ fusionieren, steigennach oben auf und treten ausdem Objekt aus,indem
siein die au ere Lesungubergehen. Dort bilden sich neue, anfangskleine Objekte
(t = 40s), die darin di undieren, durch Fusion an Gre e gewinnen (t = 60s) und
auf den Kammerboden absinken. Der Bereidh, in dem innerhalb der Lesung neue
Objekte ausfallen, umfat die gesante Umgebung der urspreinglichen Objekte. In
Abb.5.10 sind in der unteren Reihe isotrope Objekte erkennbar, die durch



OPTISCHE BEOBACHTUNGEN 143

Kuhlen: Start t=0min, T=74°C Heizen: Start t=4.5min, T»17°C

t»1min
T»55°C

T»25°C

Abbildung 5.7: Au esender Phasengrenzezwischen geloster und kondensierter Phase
durch Abkehlen von 74 C auf 17 C (linke Seite). Darau olgendes Heizen fehrt zu einem

erneuten Ausbilden der Phasengrenzesaowie der in Abb.5.6 gezeigten Phasensegregation
(rechte Seite). Vor dem Abkehlen wird die Probe (DGDG(Spinat)/W asser/20mM NacCl, 3

Tagealt, Kammerheheca. 80m ) ca. 1h bei 74 C getempert.

Temperaturerhehung aus der Lesung ausgeéllt werden (c) und sich innerhalb von
5min gre tenteils auf dem Kammerboden angesammelthaben (d). Esist auch eine
Verstimelzungzwisden der neu ausgefallenerdichten Phaseund der ursprenglichen
beobaditet worden (nicht dargestellt).

Zwei Schlussekennenaus den Beobahtungen gezogenwerden: Zum einenliegen
schon vor der Temperaturerhehung zwei koexistierendeLipid{Phasen vor. Wahrend
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die eine als abgegrenztesisotropes Objekt optisch sichtbar ist, be ndet sich die
anderein Lesung. Sie kommt erst bei Erwarmung zum Vorsdein. Auf dieseEi-
gensthaften geht die zu Beginn des Kapitels 5.1 eingefhrte Nomenklatur zureck,
namlich ,geloste Phasa fur die dennerebzw. ,kondensiertePhasea fer die dichtere.
Zusatzlich sind dieseBezeidinungendurch die unterschiedliche Beweglichkeit kleiner
Einschlesseder komplemertaren Phaseinnerhalb der anderen motiviert. Wahrend
neu ausgetllte dichte Objekte eine starke Brownsde Bewegung zeigen,trit dies
auf denne nicht zu (vgl. dazu Kap.5.2.4). Der andere Schlu bezietlt sich auf die
durch Temperaturerhnehung bewirkte Anderung der Dichte beider Phasen. Aus den
bestriebenen Beobaditungen gelt hervor, da sich beim Erwarmen innerhalb ge-
trennt vorliegenderPhasendie jeweils komplemern are Phaseausbildet { estritt eine
Phasensegregatiorauf. Als Erklarung kommt folgender Mechanismus in Betracht.
Eine Erhohung der Temperatur bewirkt, da die Dichte der kondensierten Phase
zunimmt, wahrend die geloste Phaseausdeinnt. Da sich die kondensierteLipidphase
aufkonzertriert, hinterlat sie Locher. Andererseits fallt die mberstessige Lipid-
mengebeim Ausdennen der gelosten Phasein kondensierter Form aus.

Abb.5.7 zeigt ein isotropesObjekt, dessenGrenzesich durch Abk ehlenvon 74 C
auf 17 C au est. Wahrend sich die Grenze bei 55 C noch deutlich abzeidnet, ist
der Ubergang zur gelsten Phasebei 25 C nicht mehr klar de niert. Bei 17 C ist
dann das Objekt kaum noch auszumaden. Durch die ansdilie ende Erhehung der
Temperatur bildet sich die Phasengrenzeerneut aus. Da die Lipiddichte an der
urspreinglichen Position desisotropen Objektes noch deutlich gre er ist als in der
Umgebung, fusionierendie dort ausfallendenkleinen kondensiertenObjekte sdnell
Zu einemgro en mit einer einheitlichen Grenze zur gelosten Phase. Die dunklen Li-
nien am au eren Rand innerhalb der letzten beiden Aufnahmen entstehen dadurch,
da die Mitteleb ene des Objektes nicht im Fokus liegt. Sie geben daher keinen
Membranverlauf wider. Wahrend des Aufheizensbilden sich innerhalb deskonden-
sierten Objektes, wie schon weiter oben besdirieben, Kammern geloster Phaseaus,
die sowvohl untereinander als auch mit dem au eren Medium fusionieren.

In einer weiteren Sequenzvon Videoaufnahmenist das Versdwinden der Pha-
sengrenzebei konstant gehaltener Temperatur (24 C ) zu sehen (Abb.5.8, linke
Spalte). Die kondensiertePhasenimmt die linke Bildh alfte ein. Wahrendim oberen
Bildb ereich der ersten Aufnahme kein deutlicher &bergangzwischen beiden Phasen
erkennbar ist, zeihnet sich weiter unten noch eine Grenze ab. Dem Kontrast nach
zu urteilen ist dort der Dichteunterschied zwisden beiden Phasenverhaltnisma ig
gering. In Kammern vergleithbarer Heohe zeigenisotrope Objekte dieserGre e am
Rand hau g Kontrastumkehr. Die Grenze zwischen beiden Phasenzieht sich inner-
halb der nachsten Aufnahmen (t = 14min, t = 33min) weiter nach unten zureick.
Gleichzeitig wird ihr Verlauf undeutlicher und unregelma iger (t = 33min). Sieist
ungemhr 5min nac der Aufnahme nicht mehr zu erkennen. Nach weiteren 10min
sind jegliche Strukturen im Bildb ereidh versdiwwunden. Auf der Seite zur konden-
sierten Phasesind stellenweiseim Verlauf der Videoaufnahmenwiederholt deutliche
Anderungen desKontrastes zu beobadtten, weldche als lokale Schwankungender Li-
piddichte interpretiert werden kennen.

Die 40min nach der Aufnahme (t = 33min) eingeleitete Temperaturerhehung be-
wirkt, da nach velligem Versthwinden der sichtbaren Strukturen an der Stelle er-
neut kondensiertePhaseausfallt (rechte Spalte). Die Konzertration desLipids ist
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T=24°C Heizen: Start t=0s, T=24°C

t=0 min t=30s
T»27°C

50mm

t=14min t=40s
T»27.5°C

t=33min t=95s
T»28.5°C

Abbildung  5.8: Au esen der Phasengrenze zwischen gelester und kondensierter
Phase bei konstanter Temperatur (24 C) (linke Seite). Durch Heizen bildet sich
die Phasengrenzeneu aus und gleiche Phasen fusionieren (rechte Seite). Die Probe
(DGDG(Schwarzwurz)/W asser/10mM NaCl , Kammerhehe ca. 50 m ) wird vor der ersten
Aufnahme seit ca. 24h bei der Temperatur gehalten.

nach wie vor auf der linken Bildh alfte gre er als auf der rechten. Darauf ist zureck-
zufehren, da auf der linken Seite schon dunkle Strukturen erkennbar sind, wahrend
die rechte noch homogenaussiet (t = 30s). Demertsprechend weiter fortgesdrit-

ten ist auch im letzten Bild (t = 90s) der Fusionsproze der kondensierten Phase
auf der linken Seite. Dort ist im unteren Bereich der Aufnahme eine durchgehende
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Phasengrenzezu sehen. Allerdings ist das davon eingegrenzteGebiet kondensier-
ter Phase nicht homogen, sondern weist aufgehellte Bereiche auf. Eine endgeltige
Trennung beider Phasenist dort also noch nicht vollzogen.

5.2.2.1 Diskussion

Die, wie oben besdirieben, durch Temperaturerhehung eingeleitete Phasensegrega-
tion (vgl. Abb.5.6) gilt als der Proze, weldher uneingesbreankt in allen Proben
beobattet wurde. Zum Vergleidh gehenwir im folgenden naher auf das Phasen-
diagramm eines Systems ein, weldhes in Bereichen eine Koexistenz einer dichten
mit einer verdeinnten Phaseamphiphiler Molekelle in Lesungaufweist (Abb.5.9). Es
handelt sich um das SystemC;E;/H >0, wobei C;E; (n-Alkyl Polyoxyethylen{Ether)
ein anionisches Tensid variabler Lange(C;, i = 10 12) und Kopfgruppengre e (E;j,

j = 4 6)ist. Eine sthematisthe Darstellung des vereinfaditen Phasendiagramms
ist in Abb.5.9 gegelen (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: Sdcematische, vereinfachte Darstellung des Phasendiagrammsdes Sy-
stemsC; E;/H 20 (nach Strey, [160). Erlauterungenstehenim Text.

Oberhalb einer kritischen Konzertration (,cmd ) sdilie en sich die Monomere
des Detergenszu Aggregaten zusammen. Diese bilden bei geringen Konzentratio-
nen eine isotrope mizellare Phase(,L1\) [160. Mesophasenwie beispielsveisel ,
treten bei gre eren Konzentrationen auf. Die geordnetenPhasengehenbei hoheren
Temperaturen in eine ungeordnete bikontin uierliche Phase (,,L,\ oder ,L3\) wber
[160. Ein detaillierteres Phasendiagrammfer C12Es ndet man z.B. in [154].
Unsere Aufmerksamkeit gilt besondersder schra erten  Flache in Abb.5.9. Sie ent-
spricht einem verbotenen Bereidh innerhalb desPhasendiagramms.Anstelle desin
Abb.5.9 eingezeibineten Zustandesmit einer Dichte bei gegelener Temperatur T
nimmt das Systemeinen Zustand gre erer Dichte , und einengeringererDichte 1
an, welche miteinander koexistieren. Mit sinkender Temperatur nimmt der Dichte-
unterschied zwisdhen beidenPhasenab, bis er am kritischen Punkt ( ¢; Tc) Null ist.
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Fur dasSystemC;E;/H >0 betragt die kritische Dichte ungefahr einen Gewichtspro-
zert [160. Der oberekritische Punkt liegt gewshnlich oberhalb der Siedetemperatur
von Wasser.

Die beobadtitete Phasensegregatior{fAbb.5.6) und dasAu esender Phasengren-
ze beim Abkehlen (Abb.5.7) sawie bei konstanten tiefen Temperaturen (Abb.5.8)
lassenden Schlu  zu, da das System DGDG/H ,0O/NaCl ein Phasendiagrammbe-
sitzt, welches durch eine Entmischungszone charakterisierbar ist (vgl. Abb.5.9).
Der Koexistenzlkereidh beider Phasenwird durch einenunteren kritischen Punkt bei
Tc 25 C begrenzt. Optische Eindr ucke alleine sind indessennicht ausreidend,
um diese Behauptung zweifelsfrei zu beweisen. Zum einen ist eine Bestimmung
der Lipiddic hte notwendig, um den Verlauf der Randkurve der Entmischungszone
zu bestimmen. Zum anderen kann der kritische Punkt nur anhand der dort er-
warteten Systemeigendgaften wie Zunahmeder Dichte uktuationen oder Auftreten
langreichweitiger Perkolationen nachgewiesenwerden (s. z.B. [161)).

Eine Interpretation der Beobaditungen wird zusatzlich dadurch ersdwert, da
sich die untersuchten Proben nicht einheitlich verhalten. Nicht alle isotropen Objek-
te innerhalb einer Probe losensich durch Abkeihlen auf. In einigenFallen versdwin-
den sie auch dann nicht, wenn die Probe mehrere Stunden bei tiefen Temperaturen
gehaltenwird (z.B. 7 C, Abb.5.6). Genausavenig verhalten sich alle sichtbaren iso-
tropen Objekte innerhalb der Probe so wie dasin Abb.5.8 gezeigteBeispiel. Viele
behalten ihre Phasengrenzeweiter bei, wahrend sich andereau esen. Das Phasen-
verhalten isotroper Objekte ist daher innerhalb einer Probe unterschiedlich.

Ein Anhaltspunkt fer das abweichende Verhalten isotroper Objekte innerhalb
einer Probe wird in ihrem untersciedlichen Alter seit ihrer Entstehung vermutet.
Wahrend geradeaus der Losung ausgetllte Objekte durch Abkehlen ausnahmslos
reversibel au esbar sind, trit dies auf mehrere Stunden alte Objekte nicht ohne
weiteres zu. Viele behalten ihre Phasengrenzebeim Abk eihlen unterhalb des kriti-
schen Punktes bei. Eine vergleithbare Beobahtung wurde von Harbich et al. im
System EYPC/W assergemadit [38]. Weahrend durch Abkehlung ausgeallte dunkle
Kerper (vgl. Kap.5.1) durch ansdlie endes Erwarmen oberhalb der Entstehungs-
temperatur Tg wieder aufgelst werden kennen, ist dies nach einer Inkubationszeit
von einigen Stunden nicht mehr meglich. Die Temperatur mu dann deutlich heher
als T gewahlt werden.

Ein weiterer Grund fer das vielfaltige Verhalten ist vermutlich die inhomogene
Lipiddic hte innerhalb der Probe. Da in den Randbereichen eine geringere Lipid-
konzertration zu erwarten ist als in der Umgebungisotroper Objekte (vgl. Beginn
von Kap.5.2), ist mit einem Ausdeinnen der gelosten Phaseim Bereich der Objekte
zu rechnen. Eine Abnahme der Lipidk onzeriration in der Umgebung der konden-
sierten Phasebewirkt, da diesesolangeabgebautwird, bis das Gleichgewicht mit
der gelosten Phasewiederhergestelltist. Dabei sollte die Phasengrenzeweitgehend
erhalten bleiben, sofernsich das Systemnicht in der Nahe deskritischen Punktes be-
ndet. Dieswurde am Beispiel einesdunklen K erpersgezeigt,der beim Zusammen-
wadhsenbenadbarter Adhasionslammernin eine UmgebunggeringererLipiddic hte
eberfuhrt wird und sich unter Beibehaltung seinerPhasengrenzeau est (Kap.5.2.1,
Abb.5.4).

In vielen Fallen wird unabhangig von der Temperatur eine vollstandige, irre-
versible Ruckbildung aller kondensierter Objekte innerhalb einer Probe beobaditet
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(Kap.5.2.2). Wenn die mittlere Lipidk onzertration innerhalb der Probe geringerist
als die kleinstmegliche Dichte i, der koexistierendengelosten Phase(Abb.5.9), ist
zu erwarten, da sich alle kondensierten Objekte unabhangig von der Temperatur
auf Kosten der gelosten Phasezureckbilden. Die untere Grenzefer i, entspricht
dann der Lipidk onzeriration innerhalb der Kammer ( 0.5%, vgl. Kap.2.1.2).

5.2.3 Abschatzung der Lipidk onzentration

Mit Hilfe des Phasenlontrastes ist eine Eingrenzung der Lipidk onzertration op-
tisch isotroper homogenerStrukturen meglich. Der Schwerpunkt der angevandten
Methode besteht weniger in einer systematistien Bestimmung der Dichte z.B. in
Abhangigkeit von der Temperatur als eherin einer grundsatzlichen Einschatzung,
wie gro sieim Vergleih zu anderenbekannten Lipidstrukturen ist und ob sie in-
nerhalb einer Probe unterschiedliche Werte annehmenkann. Die hier verwendeten
Begri e der Phasenlontrastmikroskopie werdenin Kap.2.2.1 naher erlautert.

Einem Phasentub von ' zwischen dem Objekt und der Umgebung entspricht
eine optische Weglangendi erenz L op, die durch

Lop= L n= —— (5.2)
gegelenist, worin L fur die durch dasObjekt zureickgelegteWegstre&keund n =
Nno ny fer den Unterschied desmittleren Brechungsindexeszwischen Objekt und
Medium steht. Der mittlere Brechungsindex n einer Membranstruktur wird als
eine Mittelung des Volumenarteils desLipids K| und desWassersKy = 1 K
angenommen: n = K. n. + Kyw nw, wobei n. und ny die ensprechenden
Brechungsindicessind. Der Unterschied desBrechungsindexeszwiscen Objekt und
Umgebungist demertsprechend durch

n Kio n. Kwo nw (K no Kwu nw)

(Ko Kp)(ne nw)= Kp n (5.3)

gegelen, wobei der Index o bzw. y fur das Objekt bzw. die Umgebungsteht und

n den Unterschied des Brechungsindexeszwisten Lipidmembranen und Wasser
bezeitinet. Aus (5.2) und (5.3) lat sich der Unterschied der Volumenkonzertration
desLipids im Objekt und der Umgebungdurch

KL = L (5.4)
bestimmen. Die mittlere Wellenlange deswei en Lichtes betragt = 550nm, der
Unterschied des Brechungsindexesfur Lipid und Wasser n = 1.55 1:33= 0:22
[45][46]. Der Brechungsindexvon 1.55 entspricht dem von Eilecithin bei 30 C, wel-
cheseine vergleithbare Zusammensetzungder Ketten aufweist wie DGDG. Der Bei-
trag des Salzeszum Brechungsindex des Wassersny, kann genausovernadlassigt
werdenwie der Einu  der Temperatur. Eine Konzentration von 100mM NaCl be-
wirkt bei 25 C eine Zunahme von ny, um 0.01 [162, wahrend ny zwischen 20 C
und 50 C um 0.01 abnimmt [46]. Bei Kontrastumkehr betragt die Phasendi erenz

' =482 .



OPTISCHE BEOBACHTUNGEN 149

Methode || T[C]| L[m]| K. [vol%]

Ausfallen 41 3.3 10.1

Ausfallen 44 3 10.2

Ausfallen 57 2.2 15
Superposition 22 5.2 >6.5
Superposition 22 55 >6.1
Superposition 22 5.0 >6.7
Superposition 22 49 >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 Volumenkonzertration
des Lipids im isotropen Objekt und der Umgebung. Nach der ersten Methode werden
isotrope Objekte durch Temperaturerhehung in der Lesung ausgegllt und der Radius r
bestimmt, oberhalb dem sie sich aufhellen. Die maximale Weglange des Lichtes durch das
Objekt betragt L = 2r. Nach der zweiten Methode wurde bei der Superposition zweier
Objekte festgestellt, ob Kontrastumkehr auftritt. In diesemFall stent L fur die Summe
beider Radien.

Es werden ausstlie lic h isotrope Objekte ausgewahlt, die eine de nierte Geo-
metrie besitzen, so da die Bestimmung der Durchtritts| ange des Lichtes am Ort
der Kontrastumkehr meglich ist. Als soldie kommen kugelfermige Objekte in Fra-
ge, die entweder temperaturinduziert in der Lesungausgetllt werden kennen oder
als dunkle Kerper mit der ausgeainnten lamellaren Phase koexistieren. Die aus-
gewahlten Objekte besitzeneinen geringerenRadius als3m , soda die Abbildung
nac derin Kap.2.2.1eingekihrten De nition als objekttreu bezeidinet werdenkann.
Damit ist sichergestellt, da die beobahtete Aufhellung in der Mitte der Objekte
nicht auf deren laterale Ausdehrung zureckgeht. Die Tiefenstarfe der eingesetz-
ten Objektive (LD20x, LD32x) ist mit 16m bzw. 10m (Tab.2.1) gre er als die
Ausdehrung der Objekte langsder optischen Achse.

Die frisch ausgesllten Objekte sind anfangssehrklein und wachsendurch Fusion
an, soda im Laufe der Zeit die mittlere Gre e innerhalb der Verteilung zunimmt
(Abb.5.10c). Dadurch ere net sich die Meglichkeit, den Radius zu bestimmen, ober-
halb dem die Objekte Kontrastumkehr zeigen. Der Mindestradius wurde fer drei
untersdiedliche Verteilungen ermittelt (Tab.5.1).

In einer zweiten Methode wird die Kontrastumkehr ausgemitzt, die beider Uber-
lagerungzweier Objekte auftritt. Abb.5.10azeigt zwei dunkle K erperinnerhalb eines
ausgeainnten Vielschichtsystems, die sich zertral uberdedken (Marke). Dadurch ist
die Mitte dessichtbaren Objektes kurzzeitig aufgehellt. Nach einem Zeitraum von
6.5min haben sich beide Objekte durch Di usion saweit voneinanderertfernt, da
sie getrennt sichtbar werden (Abb.5.10a). Zu einem spateren Zeitpunkt ist auch
das zuvor verdedkte Objekt in den Fokus gewandert, soda sein Radius bestimmt
werden kann. Im Gegensatzzu der anderen Methode ist jedoch eine Eingrenzung
der Durchtritts| ange,oberhalb der Kontrastumkehr auftritt, nicht sogenaumeglich.
Wenn sich die uberlagerten Objekte aufhellen, entspricht der beretinete Wert fer
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20mm

Abbildung 5.10: Einsetzenvon Kontrastumkehr durch ®berlagerung((a), Markierung)
sonst dunkler isotroper Objekte ((b), 6.5min nach a), Marke) oder durch Erhehung der
Temperatur von 23 C auf 44 C induziertes Ausfallen (c) ausder Lesungund darau olgende
Fusion und Absinken auf den Kammerboden (d). Zwischen der Aufnahme (c) und (d)
vergehen 5min, und die Bildaussdnitte stimmen nicht eberein. In beiden Fallen kann
aus der Weglange des Lichtes durch das Objekt der Konzentrationsunterschied des Lipids
zwischen dem Objekt und der Lesungabgestatzt werden (vgl. Tab.5.1).

KL einer Abschatzung nach unten (Tab.5.1), andernfalls einer nach oben.

Wie weiter obenbesdirieben, kann bei gegelenerGre enverteilung von ausgeall-
ten kugelformigen isotropen Objekten die Abmessungeindeutig bestimmt werden,
ab der Kontrastumkehr auftritt. Es kommenwederwesertlich gre ere Objekte vor,
die keine Umkehr zeigen, noch kleinere, die hell sind. Daher erwarten wir, da
die isotropen Objekte innerhalb begrenzterBereiche der Probe zu einem gegelkenen
Zeitpunkt einen einheitlichen Wert fur K| besitzen. Diestrit auch auf dunkle
Kerperin Membrantaschen zu. Solangesie sich nicht mberlagern, sind sieausnahms-
los bis zu einem Radius von 15m homogensdcwarz. Erst wenn die Gesamdicke
von superponierten Objekten einenGrenzwert mbersdireitet, ndet Kontrastumkehr
statt. Auch bei ihnen gehenwir daher von einem de nierten Wert fur K aus.
Dies wurde schon an anderer Stelle aus der spontanen Entstehung und Reckbil-
dung dunkler Kerper im ausgedinnten Vielschichtsystem gestlossen(Kap.5.2.1).
Einzelne dunkle Kerper in Membrantaschen zeigeninnerhalb deseingestelltenTem-
peraturbereids bis zu 55 C im Gegensatzzu den au erhalb desVielschichtsystems
ausgestllten isotropen Objekten bei sonstgleichen Bedingungen(z.B. innerhalb einer
Kammer) keine Kontrastumkehr. Optisch isotrope homogeneObjekte im System
DGDG/W asser/NaCl besitzen daher bei vorgegelener Temperatur nur innerhalb
begrenzterBereiche einer Probe einen einheitlichen Wert fur K .

Eine einfacdhe Uberlegungerlaubt eine Abschatzung der Lipidk onzertration der
koexistierendengelostenPhase. Adhasionstasten, die einendunklen K erper erthal-
ten und sich an der au ersten GrenzedesVielschichtsystemsbe nden, unterscheiden
sich optisch nicht von solden, die weiter innen liegen. DieseBeobaditung trit auch
zu, wennau erhalb desVielschichtsystemskeineisotropen Objekte sichtbar sind und



OPTISCHE BEOBACHTUNGEN 151

zu erwarten ist, da dort die Lipidk onzeriration versdwindend gering ist. Weurde
zwisthen der Lesunginnerhalb und au erhalb der Adhasiortasche ein vergleichba-
rer Unterschied in der Lipidk onzertration vorherrschen wie zwisden der gelesten
und der kondensiertenPhase, dann sollte die Adhasionstasbe abgesehervon den
umgebendenMembranen einen ahnlichen optischen Eindruck vermitteln wie ausge-
dehrte isotrope Objekte in Lesung. Da dies nicht einmal im Ansatz gegelen ist,

gehenwir davon aus,da die Konzentrationsdi erenz desLipids in beidenLesungen
verglichen mit der zwischen geloster und kondensierter Phase geringfeigig ist. Als
untere Grenze fur die Lipidk onzertration der koexistierenden gelosten Phase kann
nach den Ausfehrungenin Kap.5.2.2.1ein Wert von  0.5% angenommenwerden.

5.2.3.1 Diskussion

Nach den obigen Erwagungengehenwir davon aus,da die Lipidk onzentration der
kondensiertenPhaseK ¢ kaum gre er ist als die im vorherigen Abschnitt bestimm-
te Dierenz K zur gelosten Phase (Tab.5.1). Fur die Lipidk onzertiration der
isotropen Objekte ergeben sich somit Werte zwiscthen 6vol% und 15vol%. Die Un-
tersuchungen der Lipiddic hte sind zu unsystematisd, um einen Grund fer die gro e
Spanne zwisden dem kleinsten und gre ten Wert angeken zu kennen. Zwar le-
gen die Me werte in Tab.5.1 einen Zusammenhangzwischen der Temperatur und
der Konzertration nahe, doch wurde die Superpositionsmethode nicht auf dunkle
Kerper in Adhasionstasben bei hohen Temperaturen angewendet. Wie im letzten
Abschnitt ausgetihrt, zeigensie im Unterschied zu neu ausgetllten isotropen Ob-
jekten vergleidbarer Gre e bei derselken Temperatur keine Kontrastumkehr. Die
Dichte isotroper Objekte im System DGDG/W asser/NacCl ist daher nicht alleine
durch die Temperatur vorgegelken. Wahrend die durch Kontrastumkehr bestimm-
ten Werte fur Kk in der Relation zueinandergeltig sind, ist die Ungenauigkeit der
Einzelwerte schwer einzusdatzen. Einen Beitrag liefert der Fehler des Radius, der
sich auf 10%{ 20% desgemesseneWertes absthatzen lat. Sdledt zu beurteilen
ist der Beitrag zur Aufhellung desObjektes, der durch dessenlaterale Ausdehnung
zustande kommt (,,Objektuntreue\, vgl. Kap.2.2.1) und bewirkt, da Kk zu gro

eingesbatzt wird. Eine weitere Unsicherheit kommt dadurch zustande, da die
Kontrastumkehr qualitativ festgestellt wird.

Abschlie end vergleidhen wir die Werte fur Kk mit der Lipidk onzertration an-
derer optisch isotroper Strukturen. Kubische Phasen weisen mit 50wt% fer das
System DOPE/W asser[163 bzw. 33wt% fur DOPE-Me?/W asser/100nM NaCl [14]
eine deutlich hehere Dichte auf3 [15]. Zur Erganzung geben wir den Lipidanteil in
der homogenhydratisierten lamellaren Phasevon DOPC in Wasseran. Er betragt
bei T = 30 C und P = latm 55vo0l% [42)].

Isotrope Objekte mit einer hohen Lipidk onzertration ( 30%) wurden gelegetlich
fur POPC bzw. EYPC in Ubersdiu w assergefunden[164. Sie bilden sich inner-
halb von weniger als 1s beim Kollaps von Vesikeln. lhre gro e Dichte deutet auf
eine kubische Struktur hin [164].

Um einen Eindruck der Volumenkonzertration amphiphiler Molekele fur bekannte

2Einfach methyliertes DOPE
®Die Dichte dieser Lipidmem branen ist mit der von Wasser( 1g=cm?®) vergleichbar, soda wt%
durch vol% ersetzt werden kann.
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ungeordnete isotrope Phasen zu gewinnen, geben wir im folgenden Werte fur das
in Kap.5.2.2.1 vorgestellte binare System C,,Es/W asseran (vgl. Abb.5.9). Eine
vielfach verknepfte Sdiwammphase(L 3) kann in Abheangigkeit von der Temperatur
Konzentrationen zwisthen einemund ca. 20 Volumenprozert annehmen[160[154.

5.2.4 Abschatzung der Visk osit at

In diesemKapitel wird durch die Untersuchung der Brownschen Bewegungvon Son-
den innerhalb der kondensierten optisch isotropen Phaseund der dispersenPhase
deren Viskositat abgesbatzt. Vor allem im Hinblick auf die disperse Phaseere -
net sich dadurch die Meglichkeit festzustellen, ob sie vernetzt ist. Als Sonde der
jeweiligen Phasekommt deren komplemenare Phasein Betracht, die zum Beispiel
durch Temperaturerhehung entsteht (Kap.5.2.2). Die Auswahl der Sonde erfolgt
nach folgendenKriterien:

Sieist meglichst klein und dabei jedoch ausme bar. Somit kommen Objekte
in Betracht, die einen Radius im Bereich von einem m besitzen.

Sie bewegt sich ungehindert.
Sieist mber einenausreidhend langen Zeitraum zu beobadten.

Die genanrien Bedingungensind fur die dispersePhaseinnerhalb von Membranta-
schen gut erfullt, wenn die darin enthaltenen dunklen Kerper klein gegemuber der
Ausdehrung der Tasden sind. Die durch Temperaturerhehung induzierten Leder
innerhalb kondensierterisotroper Objekte liegen allerdings zu dicht, soda die op-
tische Qualitat zur Beobadtung einzelner Objekte nicht ausreidt. Au erdem fu-
sionierensie ab dem Zeitpunkt ihrer Entstehung (Kap.5.2.2). Daher wurde esvor-
gezogendurch medanisce Einwirkung ,Ledhen , d.h. Einschlessegeloster Phase,
in dem kondensiertenObjekt zu erzeugen.Ein geeignetesObjekt fullt die Kammer
der Hehe nach aus. Dort wird das Dedglas lokal bis auf den Kammerboden durch-
gedrackt, soda sich das Objekt aufteilt. Lat man das Dedglas zureckschnellen,
entstehen bei der Fusion unter Umstanden stellenweise Lecher. Abb.5.11 zeigt ein
wie bestirieben behandelteskondensiertesObjekt. Obenlinks ist seinau erer Rand
erkenrbar. In der Mitte hat sich ein gro es Loch gebildet, in dem sich 4 unterscied-
lich gro e dunkle Kerper be nden. Der kleinste besitzt einen Durchmesservon ca.
1.3m und ist daher als Sondefur die dispersePhasegeeignet(s. Marke). Die hel-
len runden Punkte sind Einschlessedisperser Phaseim kondensiertenObjekt. Sie
bilden sich nach ihrer Entstehung vorwiegend zureck, indem sie von den Randern
mit dichter Phase aufgewllt werden. Leder mit einem anfanglichen Radius von
r 1m sind nach ungefahr einer Minute versciwunden. Alternativ stelpen sie
sich auch nach au en aus, d.h. sie fusionieren mit dem au eren Medium. Dicht
benadbarte Ledher kennen aud fusionieren.

Zur Analyse der Di usion in der kondensierten Phase wurden die in Abb.5.11
markierten Lecher ausgevehlt. Dabei wurde darauf geatitet, da sie keinen nahen
Nachbarn besitzen und weit gerug vom Rand entfernt sind. Da die Brownsce
Bewegung der Ledher innerhalb der optisch isotropen Phase kaum erkenrbar ist,
wurde die Anderung desOrtes in Bezugauf denjeweiligen Schwerpunkt ausgevertet.
Dadurch ist gewahrleistet, da kollektive Driftb ewegungeninnerhalb der Kammer
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t=0s, 50°C

25mm

Abbildung 5.11: Videomikroskopische Phasenlontrastaufnanme eines optisch isotro-
pen Objektes bei 50 C, das durch vorherige medanische Einwirkung Lecher aufweist (hel-
le Kreise). Innerhalb des gro en Hohlraumes be nden sich dunkle Kerper in wassriger
Lesung. Die markierten Objekte werden fur eine Di usionsanalyse verwendet. Probe:
DGDG(Spinat)/H ,0/100mM NacCl, 4 Tagealt.

herausgemittelt werden. Als Sondefur die disperse Phase wurden neben dem in
Abb.5.11 markierten dunklen K erper drei weitere ausgewahlt. Einer davon be ndet
sich in vergleichbarer Umgebung wie der gezeigte(T = 50 C), die beiden anderen
be nden sich innerhalb gro er Adhasionstasben bei 18 C (vgl. z.B. Abb.5.1). Die
dunklen Kerper zeigenim Gegensatzzu Ledhern vergleidbarer Gre e deutlich eine
Brownscthe Bewegung. In allen Fallen wurde darauf geattet, da die umgebende
Umrandung der dunklen Kerper wahrend der Beobaditung ihre Position beibehalt,
wodurch eine kollektive Drift als Ursache fer die Bewegungausgeshlossenist.

Die Position der Objekte sovie deren Abmessungernwurden auf dem Bildschirm per
Cursor bestimmt. Der damit verbundene Me fehler entspricht ungefahr der Gre e
einesBildpunktes, d.h. 0:22m . Die Trajektorie wurde in konstanten Intervallen
von 1s oder 2s ausgemessenDer gesante Zeitraum ist fer die Lecher aufgrund ihrer
Lebensdauerauf maximal eine Minute bestirankt. Fer die dunklen Kerper wurde
eine vergleihbare Zeitspanne ausgevahit.

Die Trajektorien werdenauf folgendeWeiseausgevertet. Da die Sondenwahrend
der Diusion gegekenenfalls durch Nachjustieren im Fokus gehalten wurden, kann
die Bewegung als zweidimensional betrachtet werden. Die Versdiebung innerhalb
desi{ten Zeitintervalls t wird in zwei senkretite Komponerten, Xx; und v;,
zerlegt. Zu jeder Richtung wird die Summe der einzelnenVersdiebungsquadrate
eber den gesanten Zeitraum, d.h. die Gesamzahl n der Schritte, gebildet. Sind die
Sdrritte aquidistant und t gro, kann ausdem Mittelw ert desVersdiebungsqua-
drates x2 die Di usionsk onstante D nach

. X
2D=— :mit x2=2Z=

: - X 2 (5.5)

i=1
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Sonde | rim] |T[C]| 2D[ m3s '] | [10 3Pas]
LdK\ (Tasde) 1.0 18 0.29 0.47 15
0K\ (Tasde) 14 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 Lecher | 1.0{2.4 | 50 |[(<0.04 0.008)| (>11.0)

Tabelle 5.2: Nach den versdiedenen Sonden (,,dK\ steht fur dunkler Kerper) aufge-
schlusselte Kenngre en zur Bestimmung der Zahigkeit aus (5.7). Die erganzendenWer-
te zur doppelten Di usionsk onstanten 2D entsprechen der Streuung der intervallweise be-
stimmten Werte von 2D um den Mittelw ert. Die Daten fur die 7 Lecher wurden zusammen-
gefat. Der Mittelw ert von 2D bezielt sich auf einenRadiusvonr = 1 m und ist als obere
Grenze fur die Di usionsk onstarte aufzufassen. Er ist um die Streuung der Einzelwerte
erganzt. Der Wert fur die Zahigkeit stellt die untere Grenzedar.

beredinet werden. Bei ungleichen Intervallschritten tr agt man die Summeder Ab-
standsquadrategegendie Zeit auf und liest aus der Steigung der Ausgleichsgeraden
den Wert fur 2D ab. Um zu prefen, ob die gemessen&/erstiebung vorwiegend auf
die Brownsdhe Bewegung zureickzufethren ist, wurden folgende Tests durchgefuhrt:

1. Wenn keine erkenrbare Einschrankung in einer der beiden Bewegungsrid-
tungen, z.B. in Form von einer Begrenzung, vorliegt, sollten die aus beiden
Koordinaten bestimmten Werte fur 2D ebereinstimmen.

2. Vergleidht man innerhalb einer Trajektorie anstellevon zeitlich aufeinanderfol-
gendenOrten solde, die n aquidistante Intervalle auseinanderliegenso sollte
ihr Abstandsquadrat im Mittel n mal gre er sein.

Das letzte der beiden Kriterien wird von den Sondenim optisch isotropen Objekt
nicht erfellt. Daher ist davon auszugehenda die Unsicherheit der einzelnenOrts-
bestimmung gre er ausfallt als die innerhalb einesZeitintervalls zureckgelegteWeg-
di erenz. Die Dauer der Beobaditung reicht nicht aus,um die Brownsche Bewegung
von anderen E ekten zu trennen. Dabher ist der eingeklammerte Wert von 2D in
Tab.5.2 allenfalls als eine obere Abschatzung anzusehen.

Die Zahigkeit kann auf direkte Weisemit Hilfe der Di usionsk onstanten bestimmt
werden. Aus der Einstein{Relation

D =kgT (5.6)

folgt unter der Annahme, da die Reibungslonstarnte mit = 6 r der einer Kugel
mit Radius r im viskosenMedium entspricht, fer die Zahigkeit

_ keT |

~ 6 Dr’

Im Fall einer Anderung der Gre e der Sondewahrend des Zeitraums der Beobadh-
tung wurde fur r in (5.7) der zeitliche Mittelw ert eingesetzt.

In Tab.5.2 sind die nach (5.5) und (5.7) bestimmten Werte fer die zweifache

Di usionsk onstante 2D der Sondebzw. fur die Zahigkeit des Mediums zusam-

mengestellt. Ein wesettlicher Beitrag zur Unsicherheit desbestimmten Wertes fer

(5.7)
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die Zahigkeit ist nadh (5.7) durch den relativen Fehler der Abomessungr der Sonde
von ca. 20%{40%gegelen. Zunadst vergleidhen wir die Werte von fer dasdenne-
re Medium mit der Zahigkeit von Wasser. Diese betragt bei T = 20 C 1.0mP as
bzw. bei T = 50 C 0.6mP as [46] und liegt somit in derselben Gre enordnung wie
die gemesseneWerte. Daraus sdilie en wir, da die Phase,die mit der dichteren
optisch isotropen Phasekoexisiert, nicht vernetzt ist. Die dichtere optisch isotrope
Phasebesitzt eine um mindestenseine Gre enordnung hehere Zahigkeit.

Zum Vergleidh geben wir die Stherviskositat einer bikontin uierlichen Phase(L ) im
SystemAOT #/Octanol/W asseran. Siebetragt fer ein festgelegtesGewichtsverhalt-
nis von AOT zu Octanol (5.7/4.3) fur Wasserareile zwisdhen 0% und 60% 64mP as
bzw. 45mP as [165. Das System bildet dabei eine vernetzte Phase mit einer ver-
gleicthsweisegeringen Viskositat aus [165.

5.3 Rentgenuntersuc hungen

5.3.1 Flachprob enkammer

Die Probenkammer soll sovohl zu Mikroskopiezweden einsetzbar als auch fer den
Rentgenstrahl durchlessigsein. Natronglas besitzt eine Absorptionslange® im Be-
reich von a  0:Imm fer eine Wellenlange von 1.54A. Daher kommt esbei einer
Standarddicke von 0.17mm als Material fur die Kammerfenster nicht in Betracht.
Als Alternativ e wurde zunadst Glimmer verwendet, dasin 20m deinnen Schichten
gespaltenwerden kann und eine vergleithbare Absorptionslange wie Glas besitzt,
doch zeigten die darauf praparierten Proben eine zu schlechte Ausbeute an isotro-
penObjekten. Stattdessen el daherdie Wahl auf Mylarfolie ( o 1mm). Dieseist
zwar in begrenztenUmfang wasserdurtilessig,doch konnte einem Austro cknen der
Proben durch Lagerung bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100% vorgebeugt
werden. Ein anderer Nachteil der Mylarfolien bestelt in einem verhaltnisma ig
starken Kleinwinkelstreuurtergrund. Beis 1=122nm ! 2 0:7 liegen zwei
di use gerichtete Re exe, die auf die Orientierung der Polymere innerhalb der Folie
zureckgehen. Ihre volle Halbwertsbreite betragt ca. 0:28 .

Die Unterseite der achen Probenkammer bestel aus einem ebenen Alumini-
umbled, welchesin der Mitte eine Bohrung mit einem Durchmesservon ca. 10mm
besitzt. Flacdhende&end wird darauf eine Mylarfolie festgeklebt, die durch Tem-
pern gespantt wird. Eine Menge von wenigen 100 g des Lipids wird aus einer
Chloroform/Methanol{L esung (10mM =| DGDG) im Bereich desFenstersaufpipet-
tiert und bildet eine Flache von einigen mm?2. Das aufgetrageneLipid wird zur
Beseitigung der Lesungsmittelreste mehrere Stunden bei reduziertem Druck gela-
gert. Kurze Streifen von 50m {75 m dicker Mylarfolie werden am Rand des Li-
pid ecks als Abstandshalter eingesetzt. Als Oberseite der Kammer wird wiederum
Mylarfolie verwendet, deren Flache im Bereich von einemcm? liegt. Zwischen beide
Folien kann die Salzlesungdurch Kapillarkr afte eindringen. Die Abdichtung erfolgt
wie bei den reinen Mikroskopiekammern, indem ein mberlappender Mylarfolienring
durch Paran die Ober{ und Unterseite der Kammer verbindet. Fer die Kammer-

4Englisch: Sodium-1,4-bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinate
®Die Absorptionsl angen wurden experimentell am Laboraufbau bestimmt.
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fenster wurden Mylarfolien mit einer Dicke zwischen 50m und 75m ausgewahlt.

Wie die optischen Proben werden die Rentgenproben zunacdst einige Zeit bei ca.
50 C getempert. Dabei wird die Entwicklung innerhalb der Probe regelma ig mi-
kroskopisch untersucht. Wenn der Anteil an optisch isotropen Objekten hoch gerug
ist, wird die Probe langsam (innerhalb ca. einer halben Stunde) auf Raumtempera-
tur gebratit. Dieser Zeitpunkt ist frehestensinnerhalb von 12h bei 50 C erreidt,
kann sich jedoch audh mehrere Tage hinziehen.

Die Position der Objekte innerhalb der Probe wird zu Justagezvedken mit einem
Markerpunkt versehenund die Kammer aufrecht im Strahl montiert, da nur Me -
platze mit horizontalem Strahlengang zuganglich waren. Dies hat zum Nachteil,
da justierte Objekte unter Umstanden wahrend der Messunginnerhalb der Kam-
mer nach unten wandern und daher nicht mehr zertral im Strahl positioniert sind.
Au erdem kennen andere Objekte ungewollt im Strahl auftauchen. Daher mu te
nac jeder Messungdie Position des untersuchten Objekts innerhalb der Kammer
veri ziert werden. In diesem Punkt sind die kurzen Aufnahmedauern ( 5min)
am Syndhrotronme platz gegemuber den Zeiten am Laboraufbau (2  10h) von
gro em Vorteil.

5.3.2 Justage

Die Positionierung der optisch isotropen Objekte im Strahl wurde am Syndrotron-
me platz auf drei alternative Arten durchgefuhrt.

Die unter dem Mikroskop eingezeibnete Markierung wurde mit einem Laser-
spot zur Dedkung gebradit, desserPosition mit der desStrahlesam Probenort
eibereinstimmt.

Auf der Probe wurde in der Nahe der Sollposition ein Kr umel Eichsubstanz
(AgBeh) aufgebradit und seinerelative Position dazu ausgemessenNachdem
der Kalibrationsort aufgefundenwar, konnte durch Schrittmotoren die Sollpo-
sition mit einer Genauigkeit von 100m eingestellt werden.

Wenn innerhalb der Probe noch ein Gebiet existiert, wo sich die Probe in der

homogenhydratisierten L {Phase be ndet, kann sie anstelle der Eichsubstanz
{ wie im letzten Stichpunkt besdrieben { als Referenzpunkt herangezogen
werden.

Zu jeder Probe wurden savohl Messungenim Bereich der optisch isotropen Objekte
alsauch im Bereich destbersdu w assersrorgenommen. Dadurch ist eineKorrektur
desUntergrundes prinzipiell meglich.

5.3.2.1 Optisc he Charakterisierung

Die Charakterisierung bezieh sich speziell auf die fer Beugungsexgrimene kon-
zipierten Proben. Die Objekte wurden zwisden gekreuzte Polarisatoren gebradt,
um deren Isotropie zu prefen. Der zusatzliche Beitrag der Mylarfolien fehrt unter
Umstanden dazu, da isotrope Objekte nicht mehr vellig dunkel ersdeinen. Da
siejedoch im Vergleicdh zu doppelbrechendenObjekten dunkler sind, kann zwischen
beidenunterschiedenwerden. In Abb.5.12 sind nebenisotropen (a) auch doppelbre-
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Abbildung 5.12: Videomikroskopische Aufnahme einer Flachprobe mit Kammerfenstern
aus Mylarfolie. Letztere bewirken gemeinsammit dem Polarisator, da zwischen isotropen
a und doppelbrechendenb Strukturen unterschieden werden kann. Beide be nden sich in
der Nahe des Abstandshalters d und sind von einer wassrigenLesung ¢ umgeben. Die
dunklen Rander um die Objekte sind Eigenheiten der Abbildung und fallen bei starkerer
Vergre erung weg. Die erkennbaren Lecher in a sind Uberbleibsel einer temperaturindu-
zierten Phasensegregatior{Kap.5.2.2).

chendeObjekte (b) erkenrbar. Beide sind von einer wassrigenLesungumgeben (c).
Die Aufnahme wurde ohne Analysator gematt. Der Einu  der Folien reicht hier
schon aus, um doppelbrechendevon isotropen Objekten grob zu unterscheiden. Ei-
nige der isotropen Objekte seheninhomogenaus, wasdarauf zureckzufehren ist, da
die Temperatur der Probe ca. 20min vor der Aufnahme zunachst innerhalb weniger
Minuten um ca. 15 C erheht wurde. Zur Zeit der Aufnahme ist siewieder auf ihren
Ausgangsvert, Raumtemperatur, abgesunien. Die stellenweise sichtbaren Lecder
(a, rechts) sind demnad Uberbleibsel der temperaturinduzierten Phasensegregati-
on (Kap.5.2.2). Durch die 0.g. Praparationsweisekennen optisch isotrope Objekte
hergestellt werden, die eine laterale Ausdehrnung bis zu einemmm (Abb.5.12a) be-
sitzen. lhre Gre e ist somit mit der desPrimarstrahles am Probenort vergleidbar
(vgl. Kap.2.2). Siefullen die Probenkammer wber die gesante Hehe aus und sind
somit geeigneteKandidaten zur Strukturb estimmung.

5.3.3 Ergebnisse

Abb.5.13 zeigt zwei Di raktogramme einer Probe bei Raumtemperatur. Feur die
erste Aufnahme (a) wurde ein optisch isotropes Objekt mit einer lateralen Abmes-
sungim Bereich einesmm nach einemder oben besdiriebenenVerfahren zertral im
Strahl positioniert. Anschlie end wurde die Probe per Sdrittmotor so verfahren,
da der Strahl siedort trit, wo optisch kein Objekt erkenrbar ist und eine weitere
Aufnahme gemadit (b). Sie wird im folgendenvereinfacdend als Untergrundmes-
sung bezeidinet. Die Integrationszeit betragt in beiden Fallen 5min .
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Abbildung 5.13: Diraktogramm einer DGDG{Prob e nach Justage auf ein optisch iso-
trop esObjekt (a) bzw. auf denBereich der wassrigenLesung(b) (vgl. Abb.5.12). Diein bei-
den Aufnahmen erkenrbaren di usen Teilringe gehenauf die als Kammerfenster eingesetzte
Mylarfolie zureck. Der Nullpunkt der Aufnahme ist mit M gekennzeitinet. Integration eiber
Kreisbegeninnerhalb desin (b) eingezeitineten Bereichs liefert fur beide Aufnahmen die
in (c) gezeigtenSpektren, nachdem deren Intensitat fur s > 0:2nm ! aufeinander normiert
wurde. Die Dierenz beider Spektren ist in (d) dargestellt.

Als wichtigstes Ergebnisist hervorzuheben, da die Aufnahme desisotropen Ob-
jektesin Abb.5.13ainnerhalb desgesanten Me fensters zwischen0:12 < 2 < 3.8,
d.h. 22.4A< d <715A, keine diskreten Re exe aufweist. Stattdessenist au er den
diusen Re exen der Mylarfenster bei 2 = 0.7 im Bereich des Nullstrahls ein
starker Streuuntergrund erkenrbar. Ein Vergleich mit der Untergrundaufnahme (b)
zeigt, da er dort nicht auftritt. Demnad ist er dem isotropen Objekt zuzuord-
nen. Eine wie in Abb.5.13b angedeutetelntegration der Image-Plate-Eintr age eiber
Kreisbegenvon 10 liefert die in (c) dargestellten Spektren. Der Mittelw ert beider
Spektren wurde fur s > 0:2nm ! aufeinander normiert. Aus dem Verlauf desvom
Untergrund bereinigten Spektrums (d) wird ersicitlich, da die Streuintensitat bis
einsdilielichs 0:1nm 1, d.h. 2 0:85, erheht ist.
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5.3.4 Diskussion

Insgesam wurden 7 versdiedene Flachproben im Bereich von optisch isotropen
Objekten mit Rentgenbeugunguntersucht. Auf keiner der insgesant 19 Aufnahmen
sind im Kleinwinkelbereich Braggre exe erkenrbar. Daraus sdilie en wir, da die
Objekte keine geordneteStruktur mit Braggebenenabstnden bis zu ungefahr 700A
aufweisen kennen. Wenn mittlere Abstande in diesem Bereich vorliegen, ist die
Struktur ungeordnet. Lipid/W asser{Systemedie eine geordneteisotrope Phasemit
Abstandengre er als 700A bilden, sind jedoch bislang unbekannt. Vielmehr betragt
die Gre e der Einheitszelle bekannter kubischer Phasenweniger als 200A [14].

In weit gequollenenLipid/W asser{Systemenwurden mit mikroskopisthen Me-
thoden dreidimensionale,regelma ige Anordnungenvon Passagergefunden,die als
innenzertriertes kubischesGitter gedeutetwurden [92]. Die Gre e der Einheitszelle
liegt im Bereich von Mikrometern. Allerdings ist ungeklart, ob es sich bei diesen
ausgesprahen selten beobahteten Objekten um eine stabile Phasehandelt.

Im Hinblick auf den erhehten Kleinwinkelstreuuntergrund sind die Ergebnisse

nicht so eindeutig. Bei nur 10 von 19 Aufnahmen ist eine verstarkte Streuung um
den Nullstrahl erkenrbar, bei den restlichen 9 nicht. Sogarinnerhalb einer Proben-
kammer kennen unterschiedliche isotrope Objekte in ihrem Kleinwinkelstreubeitrag
deutlich voneinanderabweichen. Andererseitswurde eine erhehte Kleinwinkelstreu-
ung audc bei ungefahr der Halfte der Untergrundmessungenfestgestellit.
Sdiliet man Ungenauigleiten bei der Justage auf die Objekte als Grund fur die ab-
weichendenBeobaditungen aus, sofolgt daraus,da eineoptische Charakterisierung
der Objekte fur die vorliegendenProbennicht eindeutigist. Savohl gleichartig ausse-
hendeisotrope Objekte kennen unterschiedliche strukturelle Eigensdaften besitzen
als auch das umgebende Medium. Erstere kennen innerhalb einer Probenkammer
koexistieren.

5.4 Strukturmo dell fur isotrop e Ob jekte

Wir stellenein Strukturmo dell der isotropen Objekte vor, welchesauf dem Ausdruck
fur die kremmungselastisbe Energie heherer Ordnung basiert. Der Ausgangspunkt
besteht in der Annahme, da die mit der Methode der Gefrieratzelektronenmikrosko-
pie gemaditen Aufnahmen der Lipidstruktur [40][39] (Abb.1.7) der dispersenPha-
se entspricht, die durch Temperaturanderung in die kondensierte isotrope Phase
eberfehrt werden kann.

Aus den elektronenmikroslopischen Gefrieratzaufnahmen der dispersen Phase
lassensich stellenweise deren Strukturelemente erkennen. Diese sind aus Membra-
nen aufgebaut und bestehenidealisiert aus aneinandergereilien Spharoiden mit ei-
nem Durchmesservon 20{25nm. Die rotationselliptischen K erper sind durch deinne
Verengungenmiteinander verbunden (Abb.5.14a). Als Grundelemerte der dispersen
Phasegelten somit Spharoide und passagernérmige Verbindungen. Die Einheiten der
dispersenPhase,d.h. der Zusammensblu mehrerer Grundelemerte, sind im we-
sertlichen langgestre&t und erreichen eine Langeim Bereich von mehreren 100hm
(Abb.1.7a). Sieweisenan einigen Stellen Verzweigungenauf, die einen Winkel von
naherungsweise120 bilden (b).
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Im folgenden schatzen wir qualitativ die einzelnen Beitr age zur Kr smmungs-
energie (3.8) fur die beiden Grundelemene der Struktur ab. Der Gradiententerm
sowvie der Term achter Ordnung in den Kr smmungen aus (3.8) bleiben unbereick-
sichtigt. Gegeruber dem planaren Membranzustand sind die Membranformen der
dispersen Phase hauptsaclich durch den Beitrag des quadratischen Terms Gau -
scher Krummung -K?; 5 < 0, zur Kremmungssenergie(3.8) bewrzugt. Dieser
Term madt sich insbesonderedann bemerkbar, wenn hohe Gau sche Kr smmungen
K vorliegen. Dies ist der Fall, wenn beide Hauptkr emmungen dem Betrag nach
gro sindund trit demnad gleicherma en auf stark gekreammte Kugeln und Pas-
sagenzu. Da die Spharoide im Mittel einen deutlich gre eren Kremmungsradius

a) b)

TN N
N T

VAN

Abbildung 5.14: Sdcematische Darstellung von Strukturelementen einer dispersenPha-
se,die von Dunger et al. im System PC/W asser/(Salz) elektronenmikroskopisch abgebildet
wurde [40]. Der Durchmesserder aneinandergereilten Spharoide betragt zwischen20nm und
25nm. Eswurden aneinandergereilte a) sowie verzweigte b) Elemerte beobaditet (Abb.1.7).

als die Verbindungen besitzen,ist fur sie die Absenkung der Biegeenergiegeringer.
Ein weiterer Unterschied der Biegeenergiezwisthen Spharoiden und Verbindungen
kommt durch den quadratischen Term der Gesantkr ummung J 2; > 0 (3.8), zu-
stande. Dieser Beitrag ist fer die VerbindungenwegenJ 0 versdwindend gering.
Die Krummungsenergieder Spharoide wird durch diesenAnteil wegender gro en
Gesantkr ummung J stark angehoten. Wir nehmenan, da sie insgesam positiv
ist, da im System keine spontane Vesikulation beobadtet wurde [39].

Ein Abschlu desAggregats® durch eine Halbkugel ist ungeinstiger als durch eine
ankneipfende Verbindung. Auf diese Weiseist die Entstehung von Verzweigungen
favorisiert.

®Mit Aggregat ist in diesem Zusammenhang eine Einheit der dispersen Phase gemeirt.



