
Kapitel 5

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

5.1 Einf •uhrung

Der Klarheit halber wollen wir vorab einige h•au�g zur Charakterisierung mikro-
skopischer Objekte verwendeteBegri�e de�nieren. Unter

"
optisch isotropen Objek-

ten\ verstehenwir Lipidstrukturen, welche unabh•angig von ihrer Orientierung zwi-
schen gekreuzten Polarisatoren dunkel bleiben. Sie sind daher •uber die Wegl•ange
des durchtretenden Lichts gemittelt nicht doppelbrechend, auch wenn sie lokal aus
Membranen zusammengesetztsind, die eine Brechungsindexanisotropieaufweisen.
Bekannte Membranstrukturen, die diese Eigenschaft besitzen, sind beispielsweise
kubische Phasen[14][5][16][15] oder sog. Schwammphasen1 [154]. Bei der ersteren
nimmt die Membran innerhalb einer Einheitszellealle m•oglichen Orientierungen an.
Da die Schwammphasemodellhaft als eine ungeordnetekubische Phaseangesehen
werdenkann [155][156], weist sie lokal auch keineOrientierung auf. Optische Isotro-
pie ist alsomit der Eigenschaft verkn•upft, da� die Elemente der Struktur lokal keine
Orientierung besitzen. Je nachdem, ob ein isotropes Objekt eine sichtbare Grenze
zur w•assrigenL•osungausbildet, bezeichnen wir esals

"
kondensierte\ oder

"
gel•oste\

isotrope Phase. Ohne Kenntnis der Vorgeschichte ist demnach eine mikroskopische
Unterscheidung zwischen gel•oster Phaseund Wassernicht m•oglich.
Als

"
optisch homogeneObjekte\ bezeichnen wir solche, die gegen•uber dem •au�e-

ren Medium eine deutliche Grenzebilden, innerhalb derer jedoch keine detaillierten
Strukturen wie z.B. Membranverl•aufe erkennbar sind.
Der Begri� der

"
Dichte\ einer Lipidphase bezieht sich durchwegauf den Volumenan-

teil desLipids innerhalb der Phaseund nicht auf dessenintrinsische Dichte. Dieser
Ausdruck ist insofern suggestiv,als die mikroskopische Abbildung unter Umst•anden
direkt einen Eindruck der Dichte isotroper Phasenvermittelt.

Zun•achst gehen wir nochmals auf die in Kap.4.3.8 mit mikroskopischen Me-
thoden untersuchten Membranstrukturen zur•uck, die sich aus einem urspr•unglich
homogenhydratisierten Vielschichtsystem herausbilden. Alle charakterisierten op-
tisch homogenenneuen Objekte wurden als lokal aus Stapeln ebener Membranen
zusammengesetztgedeutet. Am Beispiel neu entstandener Myelinzylinder konnte

1

"
sponge phase\
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a)

b)
)

    30mm

Abbildung 5.1: Videomikroskopische Phasenkontrastaufnahme von dunklen K •orpern
(DGDG(Spinat)/H 2O/100mM NaCl) in Koexistenz mit der stark verd•unnten lamellaren
Phase. Die Fokusebeneliegt ungef•ahr in der Kammermitte, so da� die dunklen Linien dem
Querschnitt von Membranverl•aufen entsprechen. Dunklere Linien weisen auf eine h•ohere
Lamellarit •at hin [48], waseiner Adh•asion von Membranen entspricht. In a) (3 Tagealt, seit
30min bei 18� C) sind Adh•asionskammern erkennbar, innerhalb derer die dunklen K•orper
eingeschlossensind, in b) (40h alt, seither bei 50� C) liegen sie z.T. so dicht, da� durch
•Uberblendung keine Membranverl•aufe mehr sichtbar sind.

nachgewiesenwerden, da� sie, genausowie ihre dichter gepackten Vorg•anger, aus
Membranstapeln in zylindrischer Anordnung bestehen(Kap.4.3.8). Der Abstand
zwischen benachbarten Membranen ist nun jedoch wesentlich gr•o�er. Somit k•onnen
die neuen Strukturen als eine stark verd•unnte lamellare Phase aufgefa�t werden.
Sie sind nach der oben genannten De�nition optisch nicht isotrop. Allerdings wur-
den die Proben maximal •uber einen Zeitraum von 10h nach Beginn von Phase I I
untersucht, und die optische Au
 •osungdesMikroskopskonnte nicht ausgenutzt wer-
den (Kap.4.3.8), um optisch isotrope Objekte aus�ndig zu machen. Unter welchen
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Umst•anden 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 beobachtet. BesondereAufmerksamkeit erlangten
aufgrund ihres Phasenverhaltens die sog. dunklen K •orper. Sie wurden so benannt,
da sieim Phasenkontrastmikroskop vollkommendunkel aussehen(vgl. Abb.5.1, 5.2).
Siesind optisch homogen,soda� ihre Struktur wesentlich wenigerausgedehnt ist als
die mikroskopische Au
 •osungsgrenze.ZwischengekreuztenPolarisatorenbleibendie
Objekte dunkel. Dunkle K•orper traten immer wieder in folgenden Lipid/W asser{
Systemenauf: EYPC [38], einkomponentiges PC (z.B. DMPC, POPC) [38] sowie
DGDG [157]. W•ahrend die Verwendung von NaCl bei DGDG essentiell ist, erh•oht
sie bei EYPC die Wahrscheinlichkeit ihrer Entstehung [38].

Erste systematische Untersuchungenwurden am SystemEYPC/W asservon W.-
Harbich in ebenenProbenkammern durchgef•uhrt [121]. Die Schichten wurden dabei
durch Scherenweitgehendparallel zum Glas orientiert. Das Vielschichtsystem f •ullte
die H•ohe der Kammer zu Beginn vollst•andig aus. Dadurch �ndet nach der Zugabe
von •Uberschu�w asserbei Temperaturen um 50� C ein kontrollierter Quellvorgang
statt, wobei sich das System bei abnehmenderLipidk onzentration lateral immer
weiter nach au�en ausbreitet und dabei seine Orientierung weitgehend beibeh•alt.
Dunkle K•orper k•onnen nach einigen Tagen Inkubationszeit direkt durch Abk •uhlen
im ausged•unnten Vielschichtsystem ausgef•allt werden. Bei einer alternativen Me-
thode folgt auf einel•angereInkubationszeit bei hohenTemperaturen eineweitere bei
tiefen Temperaturen (z.B. 14� C), und die K•orper entstehen durch Erw•armen •uber
23� C. Im letzteren Fall be�nden sich die dunklen K •orper innerhalb abgeschlossener
Kammern adh•arierender Membranen, wo sie frei di�undieren. Unterhalb von 23� C
sowie oberhalb von 70� C l•osen sie sich im umgebenden Medium auf und k•onnen
durch R•uckkehr in das Temperaturintervall reversibel ausgef•allt werden. Dabei bil-
den sich an mehreren Orten innerhalb einer Membrantasche Untereinheiten, die
gr•o�er werdenund schlie�lic h zu einemdunklen K •orper fusionieren. Die unbekannte
Phase,in die der K•orper beim Abk •uhlen •ubergeht, wurde

"
disperse\ Phasegenannt.

Der Autor bezi�ert die Wahrscheinlichkeit, mit der nach der direkten Abk •uhlungs-
methode dunkle K•orper ausfallen,auf 50% [38].

Aus dem letzten Abschnitt geht hervor, da� sich die benannten optisch isotropen
Objekte nicht auf direkte Weise,d.h. durch Abw•agen der entsprechenden Anteile
von Wasserund Lipid, anschlie�ende homogeneDurchmischung und Einstellen der
Temperatur erzeugenlassen. Ihre Entstehung h•angt von der Art der Pr•aparation
und der Vorgeschichte der Probe ab. Besondersdeutlich zeichnet sich die Bedeutung
der Pr•aparation auf die sp•atere Entwicklung desSystemsam Beispiel der Suspensio-
nen multilamellarer Lip osomenab, welche die lamellarePhasemit einemhomogenen
Abstand im wesentlichen beibehalten, d.h. das in Kap.4.3.2 beschriebeneStadium
des Abquellens gar nicht erst erreichen. Die mit der Pr •aparationsweise isotroper
K•orper verbundenenSchwierigkeiten wollen wir an dieserStelle benennen.
Da zum einen ein unbekannter Anteil des Lipids als ausged•unnte lamellare Phase
koexistiert, ist die gesamte Lipidk onzentration beider isotroper Phasenvon vornher-
ein nicht bekannt. Daher ist dasPhasenverhalten von seitender Konzentration noch
nicht n•aher erschlossen. Auf der anderen Seite ist der Quellproze� als solcher im
Detail (an welchem Ort innerhalb der Probe entsteht zu welchem Zeitpunkt welche
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Struktur) nicht vorhersehbar und f•uhrt au�erdem zu einer inhomogenenVerteilung

a)

b)
)

    30mm

Abbildung 5.2: Videomikroskopische Phasenkontrastaufnahme von dunklen K •orpern
(DGDG/H 2O/NaCl) in Koexistenz mit der lamellaren Phase. In a) (100mM NaCl, 2 Tage
alt, seither bei 50� C) sind sie innerhalb der optisch homogenenlamellaren Phasein Feldern
angeordnet. Dabei bewegensie sich nur geringf•ugig um ihre mittlere Position, welche sie
•uber einenl•angerenZeitraum (Stunden) beibehalten. In b) (20mM NaCl, 16h alt, bei 40� C)
be�nden sie sich zwischen stark 
uktuierenden Membranen.

desLipids innerhalb der Probe. Dementsprechend unterschiedlich kann sowohl lokal
als auch zu verschiedenenZeitpunkten die Ausbeute an dunklen K •orpern ausfallen
(vgl. Abb.5.3).

Ein Hinweis auf die Struktur der dispersenPhaseergibt sich aus elektronenmi-
kroskopischen Gefrier•atzaufnahmen von PC{V esikeln [40][39]. In einigen der Vesi-
kelsuspensionensind die Vesikel vollst•andig auf Kosten einer neuen Struktur (vgl.
Abb.1.7) verschwunden. Durch mit der Art der Replikaherstellung verbundeneAr-
tefakte ist eine Interpretation der Struktur mit Schwierigkeiten behaftet. Sie l •a�t
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sich als eine Aneinanderreihung von kleinen (� 20nm) Ellipsoiden in L•angsrichtung
au�assen, die durch Passagen,d.h. engeVerbindungen,miteinander verkn•upft sind.
An einigen Stellen gibt es Verzweigungen, die bevorzugt einen Winkel von 120�

bilden (vgl. Abb.1.7). Ob die genannten Strukturen mit der dispersenPhase •uber-
einstimmen, in die dunkle K•orper beim Abk •uhlen •ubergehen,bedarf noch weiterer
Kl •arung.

In den folgendenAbschnitten werdenErgebnissevorgestellt, die auf mikroskopi-
schen Beobachtungen und R•ontgenbeugungsuntersuchungen beruhen.

5.2 Optisc he Beobachtungen

5.2.1 Entsteh ung

Im System DGDG/W asser/NaCl �ndet f•ur Salzkonzentrationen zwischen 5mM =l
und 100mM =l bei konstanter Temperatur eine spontane Bildung optisch isotroper
Strukturen reproduzierbar in planen Mikroskopiekammern (30 � 80�m H•ohe) statt
(vgl. Kap.2.1.2). Sie setzt bei einer Quelltemperatur von 50� C innerhalb eines
Zeitraumes von typischerweise 12h bis 48h nach der Pr •aparation ein. Durch eine
Absenkung der Temperatur k•onnen dunkle K•orper zus•atzlich zu vorhandenenoder
neu ausgef•allt werden. Da sowohl die spontane als auch die durch Abk •uhlen indu-
zierte Entstehung optisch isotroper Strukturen eine gute Ausbeute besitzt, wurde
die von Harbich et. al eingef•uhrte Inkubationsmethode [38] bei tiefen Temperaturen
nicht angewendet.

Im folgendengehenwir n•aher auf die zeitliche Entwicklung der •ortlichen Vertei-
lung isotroper Objekte in Bezug auf das Vielschichtsystem innerhalb der Proben-
kammer ein. Dabei werdensowohl die in Kap.4 referierten als auch die von Harbich
et al. ver•o�en tlichten [25] Ergebnissezum Quellverhalten einesVielschichtsystems
ber•ucksichtigt. Nach dem Einengennimmt das Lipid eine Fl •ache in der Gr•o�enord-
nung von wenigenProzent innerhalb der Kammer ein. Mit der Zugabe von Wasser
bildet sich ein zusammenh•angendesVielschichtsystem heraus, das zun•achst einen
einheitlichen Membranabstand besitzt und im wesentlichen parallel zum Substrat
ausgerichtet ist. Das Lipid wird beispielsweisein Form von Myelinzylindern in das
umgebendeMedium transportiert. DieserProze� setzt sich w•ahrend des •Ubergangs
in den ungebundenenZustand weiter fort, so da� das ausged•unnte Vielschichtsy-
stem insgesamt eine gr•o�ere Fl•ache als vorher einnimmt (Abb.5.3). Es entstehen
z.T. ausgedehnte Bereiche konstanter mittlerer Lipiddic hte, die nach Harbich et al.
als sekund•are L � {Phase bezeichnet werden [25]. Dort sind die Membranen im we-
sentlichen parallel zum Substrat orientiert. Mehrere Gebieteunterschiedlicher Dich-
te k•onnen zu einem Zeitpunkt koexistieren [25] (Abb.5.3). In der Regel f •ullt das
Quellsystemlateral die Kammer nicht vollst•andig aus, d.h. esbesitzt einen •au�eren
Rand zur w•assrigenL•osung. SeineLipiddic hte nimmt im Mittel zum Schwerpunkt
der Verteilung hin zu.

Zun•achst treten isotropeObjekte im Verlauf desQuellprozessesim ausged•unnten
Vielschichtsystem auf, wobei sie in der Regelauf einigelokale Bereiche innerhalb der
Probe beschr•ankt bleiben (Abb.5.3). Das Vielschichtsystem, in dasdie Objekte ein-
gebettet sind, l•a�t sich nicht einheitlich charakterisieren. So k•onnen dunkle K•orper
schon zu einemZeitpunkt 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 •Uberschu�w asser. Die Probe besteht aus DGDG (Spinat)
in 100mM NaCl{L •osung und wird seit der Pr•aparation auf einer Temperatur von 50� C
gehalten. Zwischen der Pr•aparation 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 Membranverl•aufe abzeichnen (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 ihre Nachbarn •uber l•angere
Zeit bei. Andererseits sind dunkle K •orper h•au�g in Membrantaschen eingeschlos-
sen, wo sie frei di�undieren (Abb.5.1) oder be�nden sich zwischen ungebundenen

uktuierenden Membranen (Abb.5.2b).

Sp•ater werden isotrope Objekte unter Umst•anden jedoch auch au�erhalb der
•au�ersten Membran zum •Uberschu�w asserhin sichtbar (Abb.5.5). Gr•o�ten teils sind
sie dann nicht mehr mit dem Vielschichtsystem verbunden und als •Uberbleibsel
der isotropen Phase aufzufassen,nachdem die lamellare Phase aufgebraucht ist.
In einigen F•allen wurde beobachtet, da� •uber Membranbr•ucken Material von der
lamellaren in die isotrope Phasetransportiert wird. Auf diesesPh•anomen werden
wir am Ende diesesAbschnitts n•aher eingehen.

In einigen F•allen bildet sich die lamellare Phasevollst•andig auf Kosten der iso-
trop en Phase zur•uck. Es bleiben dann anstelle des Vielschichtsystems vereinzel-
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Abbildung 5.4: Durch Freisetzeneinesdunklen K •orpers in eine gr•o�ere Adh•asionskam-
mer (Bild 1-3) eingeleiteter Au
 •osungsproze�(Bild 4-6). Die zeitliche Abfolge der Aufnah-
men1-6entspricht t =0 s, 12s, 39s, 2min 41s, 4min 24s, 5min 32s. Der Proze� �ndet w•ahrend
des Ausd•unnens des unteren Quellgebietesder in Abb.5.3 gezeigtenProbe zum Zeitpunkt
t = 06h : 09min statt, d.h. zwischen Teilbild c) und d).

te optisch isotrope Objekte zur•uck, die von w•assriger L•osung umgeben sind (vgl.
Kap.5.2.2). Auch diese l•osen sich im Verlauf einiger Tage in eine optisch nicht
sichtbare Phaseauf. 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 einegel•ostePhasemit
einer mittleren Volumenkonzentration im Bereich von einem Prozent. Im Kapitel
5.2.2.1kommen wir erneut auf dieseBeobachtung zur•uck.
W•ahrend isotrope Objekte innerhalb desVielschichtsystemskaum einenDurchmes-
ser von 15�m •uberschreiten und im Phasenkontrastbild, abgesehenvom Halo, ho-
mogen schwarz aussehen(Abb.5.1, 5.2), k•onnen sie in der w•assrigenL•osung eine
laterale Abmessungvon mehreren100�m erreichen und nehmen,au�er im Randbe-
reich, einen homogenenGrauton an (Abb.5.5, 5.7, vgl. Kap.5.2.3).

Abb.5.3 zeigt die zeitliche Entwicklung von zwei benachbarten Quellgebietenam
Rand zum •Uberschu�w asser. Die Temperatur der Probe wird seit der Pr •aparati-
on konstant bei 50� C gehalten. Zwischen der ersten Aufnahme (Abb.5.3a) und der
Pr•aparation liegen32h. W•ahrend in dem einenGebiet schon dunkle K •orper entstan-
den sind, ist dasanderenoch weitgehendhomogen(a). In den folgendenAufnahmen
ist zu erkennen,da� beidebenachbarten Vielschichtsystemeeinegr•o�ere Fl•ache ein-
nehmenund dabei ausd•unnen.

In dem urspr•unglich homogenenSystem (Abb.5.3a, rechts au�en) wird Lipid
durch neu entstandene Quellstrukturen (b) ausverlagert. Im n•achsten Schritt (c)
�ndet eine Phasensegregationzwischen der lamellaren Phase und der w•assrigen
L•osung statt. In den Wassertaschen fallen daraufhin spontan dunkle K •orper aus
(sieheMarkierung, d).

In dem anderen Quellgebiet (Abb.5.3a, Mitte unten) geht die Ausd•unnung mit
der Entstehung gro�er Wasserkammern einher. Gleichzeitig ist ein immer kleinerer
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Bereich desGebietesvon dunklen K •orpern durchsetzt. Es ist zudemerkennbar, da�
die dunklen K•orper im Au�en bereich desFeldesvergleichsweiseam gr•o�ten sind. In
den •au�eren gro�en Kammern verschwinden sie vollends (d). Es wurde beobachtet,
da� dunkle K•orper sich au
 •osen,wenn ihre Adh•asionskammer beispielsweisedurch
L•oseneinesadh•asiven Kontaktes mit einer Nachbarkammer zusammenw•achst, die
keinendunklen K•orper enth•alt (Abb.5.4). Daraus ist auf denMechanismus zu schlie-
�en, der w•ahrend desAusd•unnprozessesdesVielschichtsystemszu der Umverteilung
der dunklen K•orper f•uhrt. Durch Au
 •osenadh•asiver Kontakte nimmt die Gr•o�e der
Wasserkammern stetig zu. Be�ndet sich in zuvor getrennten Kammern jeweils ein
dunkler K•orper, fusionierensie,wobei siesich vergr•o�ern. Ist eineKammer leer, gibt
der vorhandenedunkle K•orper Material an die L•osungin Form von disperserPhase
ab. Die Beobachtungen lassenden Schlu� zu, da� dunkle K •orper innerhalb einer
Kammer nur dann ausfallen,wenn die dispersePhaseeineGrenzkonzentration •uber-
schreitet. In diesemBild sind beide Phasenals koexistierendePhasenaufzufassen,
die bei einer gegebenenTemperatur jeweils eine de�nierte Dichte annehmen.

Abschlie�end beschreibenwir in diesemAbschnitt anhandeinesBeispielsdie Ein-
verleibung von Membranstrukturen durch ein optisch isotropes Objekt. Die Probe
ist zum Zeitpunkt der Beobachtung ca. 3 Tagealt und wird seit der Pr •aparation auf
50� C gehalten. Das Objekt be�ndet sich au�erhalb des gequollenenVielschichtsy-
stems,welchesam unteren Bildrand anschlie�t (Abb.5.5). Es liegt mit der Unterseite
auf dem Kammerboden auf und f•ullt die H•ohe der Kammer (� 60 � 80�m ) nicht
vollst•andig aus. Die dargestellte Bildfolge umfa�t nur einen kurzen Ausschnitt des
Prozesses,der sich auf die beschriebeneArt •uber einenZeitraum von knapp 4 Stun-
den fortsetzt und in dessenVerlauf sich der Durchmesserdesisotropen Objektes von
� 70�m auf � 145�m mehr als verdoppelt.

Zun•achst wird eine zylinderf•ormige Membranstruktur aus dem Gebiet desViel-
schichtsystems bis an das isotrope Objekt herangezogen. Die Membranstruktur
n•ahert sich dem isotropen Objekt auf direktem Wegeund an seinerSpitze sind zwei
Ausw•uchse (durch Pfeile markiert, t0s) erkennbar, die als Ausgangspunkt f •ur die
Verkn•upfung zwischen beiden Objekten gedeutet werden. Als Br •ucke zwischen bei-
den Phaseninnerhalb der w•assrigenL•osungkommen sog.

"
Tether\ in Frage. Dies

sind Membranzylinder mit einem z.T. submikroskopischen Durchmesser,die sehr
gro�e L•angen •uberbr•ucken und h•au�g als Verbindung zwischen zwei vermeintlich
getrennten Membranobjekten •ubrig bleiben k•onnen[158]. Siesind in Lipidquellpro-
ben allgegenw•artig und dabei kaum sichtbar, so da� zur Gew•ahrleistung der Tren-
nung zweier Objekte ein Transfer in eine andereKammer notwendig ist. Nachdem
die sichtbare Membranstruktur das isotrope Objekt erreicht hat, bildet sich eine
Kontakt
 •ache, von der aus sie einverleibt wird. W•ahrend die Struktur sukzessivim
isotropen K•orper verschwindet, werdeninnerhalb desisotropen Objektes Inhomoge-
nit •aten sichtbar (einzelneBeispielesind durch Pfeile markiert, t = 20s, t = 28s). Sie
entstehen gr•o�ten teils im Bereich der Kontaktstelle, besitzeneine Lebensdauerzwi-
schen 10s und 20s und k•onnen sich w•ahrenddessenvom Ursprungsort bis zu einem
Objektradius (� 50�m ) fortb ewegen. Ihrer Bewegungnach zu urteilen be�nden sie
sich nahe der OberseitedesObjektes. Zeitweisesind die Inhomogenit•aten •uber das
gesamte isotrope Objekt verteilt (z.B. t = 70). W•ahrend Bereiche des urspr•ungli-
chen Zylinders inkorporiert werden, wird ein weiterer erkennbar, der den Abstand
zum isotropen K•orper innerhalb t = 0s und t = 37s •uberbr•uckt,
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Abbildung 5.5: Optisch isotropes Objekt, welches •uber direkten Kontakt Membran-
strukturen inkorporiert, die aus der lamellaren Phasehervorgehen. Bei dem •Ubergang in
die isotrope Phaseentstehen optische Inhomogenit•aten (t = 20s, t = 28s, Marke), die sich
bis zum Verschwinden innerhalb von (10{20)s von ihrem Ausgangsort bis zu einen Objekt-
radius (� 50�m ) fortb ewegen k•onnen. Die Probe (DGDG(Spinat)/W asser/10mM NaCl,
Kammerh•ohe: 60-80�m ) wird seit der Pr•aparation vor 3 Tagenkonstant bei 50� C gehalten.



140 ISOTROPE OBJEKTE

ihn jedoch nicht kontaktiert. Auch er besitzt eine Verj •ungung an der Spitze (Marke
in t = 37s). Die beiden d•unnen Zylinder, die ab t = 70s deutlich zu erkennen
sind, werden als •Uberbleibsel des ersten Zylinders betrachtet. •Uber sie wird der
Transport von Membranmaterial aus dem Vielschichtsystem noch solangeaufrecht
erhalten, bis einer (t = 82s) nach dem anderen (nicht dargestellt, t = 105s) den
Kontakt verliert und dabei zur•uckschnellt.

5.2.1.1 Diskussion

Es konnte gezeigtwerden, da� im SystemDGDG/W asser/NaCl die Entstehung iso-
trop er Strukturen mit dem Ausd•unnen desVielschichtsystems 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 anderenfallen dunkle K •orper aus
einer L•osungaus,ohnedabei sichtbaren Kontakt zur umgebendenlamellaren Phase
herzustellen. Zumindest stellen dunkle K •orper innerhalb der Adh•asionskammern
keinen dauerhaften Kontakt zu den umgebenden Membranen her, was daran zu
erkennen ist, da� sie frei di�undieren (vgl. Kap.5.2.4). Sind die dunklen K •orper
dichter innerhalb desVielschichtsystems eingebettet (vgl. Abb.5.2a), ist mit mikro-
skopischen Mitteln nicht kl •arbar, ob siedie lamellare Phasedurch direkten Kontakt
aufzehren.

Wir diskutieren nun die Beobachtungen zur spontanen Entstehung und R•uck-
bildung dunkler K•orper im Vielschichtsystem (Abb.5.3) anhand der Hypothese,da�
beim Ausd•unnen der lamellaren PhasedispersePhasein L•osunggeht, welche ober-
halb einer de�nierten Konzentration mit dunklen K •orpern koexistiert.

Mechanismen,die zur Bildung der gel•ostenLipidphase f•uhren, sind bislangunbe-
kannt. Nach Harbich et al. treten dunkle K •orper bei der Abk •uhlmethode vermehrt
in der Umgebung von Schraubendislokationen im Vielschichtsystem auf [38]. Dies
wurde als Hinweis gedeutet, da� die Defekte am Nukleationsvorgang der nicht{
lamellaren Phasebeteiligt sein k•onnen.

Es ist denkbar, da� die beobachtete Phasensegregationdes zuvor homogenen
Vielschichtsystems auf die Einlagerung disperser Phase zwischen die Membranen
zur•uckgeht (Abb.5.3c). Kr •afte, die dies bewirken k•onnen, sind von kolloidalen Sy-
stemen her bekannt. Sie beruhen darauf, da� gel•oste Kolloide aus dem Bereich
zwischen ausgedehnten Fl•achen verdr•angt werden und werden daher als

"
depletion

forces\ bezeichnet [75]. Zur Veranschaulichung der Wechselwirkung geben wir ein
konkretesBeispiel.

Eine Ausd•unnung nicht absorbierender gut l•oslicher Polymere aus dem Zwi-
schenbereich benachbarter Membranen konnte von Evans et al. mit Mikropip et-
tenversuchen zweifelsfrei belegt werden [159]. Mit zunehmenderVolumenkonzen-
tration von Dextran (0.01{0.1%) wurde ein deutlicher Anstieg der Haftungsenergie
zwischen adh•arierenden neutralen PC{Membranen in Salzl•osung gemessen(0.01{
0.2erg=cm2). Oberhalb einer kritischen Gr•o�e spielt dabei das Molek•ulgewicht des
Polymers nur eine untergeordneteRolle. Durch das Ausschlie�en der Polymere er-
fahren dieseeinen osmotischen Druck

P = � �k B T ; (5.1)
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der proportional zur Konzentrationsdi�erenz der Teilchenzahldichte � � des Poly-
mers in der Mitteleb ene zwischen den Membranen und der •Uberschu�l •osung ist.
Die Adh•asionsenergiepro Fl•ache W kann aus (5.1) abgesch•atzt werden, indem man
P mit dem Radius RP desPolymers multipliziert: W = P � RP [75].

Nachdemdie Phasensegregationeingetretenist, sind die weiterenBeobachtungen
mit folgender Beschreibung vereinbar: Die dispersePhase konzentriert sich inner-
halb der Wassertaschen so lange auf, bis oberhalb einer Grenzkonzentration dunkle
K•orper ausfallen (Abb.5.3d). Da die Konzentration der gel•osten Phase innerhalb
des Vielschichtsystems gr•o�er ist als im •Uberschu�w asser,entsteht ein osmotischer
Druck. Dadurch ist das Eindringen von zus•atzlichem Wasserin das Vielschichtsy-
stem beg•unstigt. Wenn die Bildungsrate der dispersenPhase nicht ausreicht, um
die Abnahme der Konzentration zu kompensieren, l•osen sich die dunklen K•orper
wieder auf. Durch die Anwesenheitder abgeschlossenenMembrantaschen kann die
Verd•unnung { wie im letzten Kapitel geschildert (vgl. Abb.5.4) { stufenweiseablau-
fen.

Eine Eingrenzungdesosmotischen DruckesP nach (5.1) f •ur dasgegebeneSystem
ist mit mehrerenUnsicherheiten behaftet. Am unbekanntesten sind die Gr •o�enver-
teilung und die genaueStruktur der dispersenPhase (vgl. Kap.1, Abb.1.7). Wir
nehmenvereinfachendan, da� eineEinheit aus50Membrankugeln zusammengesetzt
ist, derenRadius jeweils10nm betr•agt (Abb.1.7). Daraus l•a�t sich dasLipidv olumen
VL pro Einheit bestimmen. Nimmt man f•ur die Lipidk onzentration K L der gel•osten
Phase1% an, ergibt sich f•ur die Teilchenzahldichte � = K L =VL � 40=(�m )3. Der
Druck geht dann aus (5.1) zu P � 0:2Pa hervor.

5.2.2 Temp eraturabh •angiges Verhalten { kritisc her Punkt?

Im folgenden beschreiben wir Beobachtungen, die sich ausschlie�lic h auf isotrope
Objekte beziehen,die sich au�erhalb des gequollenenVielschichtsystems be�nden
und dem optischen Eindruck nach w•ahrend des gesamten Zeitraums nicht mit der
lamellaren Phaseverbunden sind. Die Objekte besitzen laterale Abmessungenvon
bis zu einigen100�m und liegenunbeweglich auf demKammerboden. Siegruppieren
sich um den •au�eren Rand des gequollenenVielschichtsystems und besitzen in der
Regeldavon einen Abstand, der { •ahnlich wie der zwischen zwei Nachbarn { einige
Objektdurchmesserbetr•agt. Zwischen der Ansammlung isotroper Objekte und dem
•au�ersten Rand der Kammer ist typischerweiseein Drittel der Kammerl •angePlatz,
das von w•assrigerL•osungausgef•ullt wird. Die temperaturabh•angigenUntersuchun-
gen wurden mit Proben durchgef•uhrt, bei denen die Salzkonzentration der L•osung
zwischen 10mM und 20mM NaCl betr•agt. Zwei Mechanismenkommenf•ur 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 •uber
sichtbare Membranbr•ucken statt (Abb.5.5), w•ahrend sich nach dem anderenisotro-
pe Objekte innerhalb desVielschichtsystems so langeaufkonzentrieren, bis esv•ollig
aufgebraucht ist. Ein dritter Mechanismus wird durch Temperaturerh•ohung einge-
leitet. Darauf gehenwir im folgendenAbsatz n•aher ein. Anschlie�end beschreiben
wir einedurch Abk •uhlen eingeleiteteAu
 •osungder Phasengrenzeisotroper Objekte.
Daraufhin wird an einemBeispiel gezeigt,wie sich einePhasengrenzebei konstanter
Temperatur au
 •ost. Im Diskussionskapitel folgt eine Eingrenzung, unter welchen



142 ISOTROPE OBJEKTE

Bedingungendie beschriebenenPh•anomenebeobachtet werden.

t=0s
T»7°C

t=20s
T»17°C

t=40s
T»30°C

t=60s
T»35°C

50mm

Abbildung 5.6: Phasensegregationbeim Heizenvon 7� C auf 35� C. Innerhalb der isotro-
pen Objekte bilden sich Taschen ausged•unnter Phase(ab t = 20s), w•ahrend in der L•osung
dunkle K•orper sichtbar werden. Probe (DGDG(Spinat)/W asser/20mM NaCl, Kammerh•ohe
ca. 80�m ) ca. 1h bei 7� C getempert.

Vor einer Zunahme der Temperatur (Abb.5.6, t = 0s) ist die dichtere von der
d•unneren Phasedeutlich getrennt. Sie bildet zusammenh•angendeBereiche, die je-
weils eine klare Grenze zur L•osungaufweisen. Die kleinen runden, unscharfen Ob-
jekte in Teilbild (t = 0s) sind nicht im Fokus. Beim Heizen werden zun•achst In-
homogenit•aten innerhalb der isotropen Objekte erkennbar (t = 20s). Sie werden
als Hohlr•aume interpretiert, die weniger dicht sind als ihre Umgebung. Diese sog.

"
L•ocher \ fusionieren,steigennach oben auf und treten ausdem Objekt aus, indem

sie in die •au�ere L•osung •ubergehen. Dort bilden sich neue,anfangskleine Objekte
(t = 40s), die darin di�undieren, durch Fusion an Gr•o�e gewinnen (t = 60s) und
auf den Kammerboden absinken. Der Bereich, in dem innerhalb der L•osung neue
Objekte ausfallen, umfa�t die gesamte Umgebung der urspr•unglichen Objekte. In
Abb.5.10 sind in der unteren Reihe isotrope Objekte erkennbar, die durch
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t»1min
T»55°C

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

 t»2min
T»25°C

t=3min
T»17°C

t=5min
T»30°C

t=6min
T»55°C

t»7min
T»55°C

50mm

Abbildung 5.7: Au
 •osender Phasengrenzezwischen gel•oster und kondensierter Phase
durch Abk •uhlen von 74� C auf 17� C (link e Seite). Darau�olgendes Heizen f•uhrt zu einem
erneuten Ausbilden der Phasengrenzesowie der in Abb.5.6 gezeigten Phasensegregation
(rechte Seite). Vor dem Abk •uhlen wird die Probe (DGDG(Spinat)/W asser/20mM NaCl, 3
Tagealt, Kammerh•ohe ca. 80�m ) ca. 1h bei 74� C getempert.

Temperaturerh•ohung aus der L•osung ausgef•allt werden (c) und sich innerhalb von
5min gr•o�ten teils auf dem Kammerboden angesammelthaben (d). Es ist auch eine
Verschmelzungzwischen der neuausgefallenendichten Phaseund der urspr •unglichen
beobachtet worden (nicht dargestellt).

Zwei Schl•ussek•onnenausden Beobachtungen gezogenwerden: Zum einenliegen
schon vor der Temperaturerh•ohung zwei koexistierendeLipid{Phasen vor. W•ahrend
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die eine als abgegrenztesisotropes Objekt optisch sichtbar ist, be�ndet sich die
andere in L•osung. Sie kommt erst bei Erw•armung zum Vorschein. Auf dieseEi-
genschaften geht die zu Beginn des Kapitels 5.1 eingef•uhrte Nomenklatur zur•uck,
n•amlich

"
gel•ostePhase\ f•ur die d•unnerebzw.

"
kondensiertePhase\ f•ur die dichtere.

Zus•atzlich sind dieseBezeichnungendurch die unterschiedliche Beweglichkeit kleiner
Einschl•usseder komplement •aren Phaseinnerhalb der anderenmotiviert. W•ahrend
neu ausgef•allte dichte Objekte eine starke Brownsche Bewegung zeigen, tri�t dies
auf d•unne nicht zu (vgl. dazu Kap.5.2.4). Der andere Schlu� bezieht sich auf die
durch Temperaturerh•ohung bewirkte •Anderung der Dichte beider Phasen. Aus den
beschriebenenBeobachtungen geht hervor, da� sich beim Erw•armen innerhalb ge-
trennt vorliegenderPhasendie jeweils komplement •are Phaseausbildet { estritt eine
Phasensegregationauf. Als Erkl •arung kommt folgender Mechanismus in Betracht.
Eine Erh•ohung der Temperatur bewirkt, da� die Dichte der kondensierten Phase
zunimmt, w•ahrend die gel•ostePhaseausd•unnt. Da sich die kondensierteLipidphase
aufkonzentriert, hinterl •a�t sie L•ocher. Andererseits f•allt die •ubersch•ussigeLipid-
mengebeim Ausd•unnen der gel•osten Phasein kondensierterForm aus.

Abb.5.7 zeigt ein isotropesObjekt, dessenGrenzesich durch Abk •uhlen von 74� C
auf 17� C au
 •ost. W•ahrend sich die Grenze bei 55� C noch deutlich abzeichnet, ist
der •Ubergang zur gel•osten Phasebei 25� C nicht mehr klar de�niert. Bei 17� C ist
dann das Objekt kaum noch auszumachen. Durch die anschlie�ende Erh •ohung der
Temperatur bildet sich die Phasengrenzeerneut aus. Da die Lipiddic hte an der
urspr•unglichen Position des isotropen Objektes noch deutlich gr•o�er ist als in der
Umgebung, fusionierendie dort ausfallendenkleinen kondensiertenObjekte schnell
zu einemgro�en mit einer einheitlichen Grenzezur gel•osten Phase. Die dunklen Li-
nien am •au�eren Rand innerhalb der letzten beidenAufnahmen entstehen dadurch,
da� die Mitteleb ene des Objektes nicht im Fokus liegt. Sie geben daher keinen
Membranverlauf wider. W•ahrend desAufheizensbilden sich innerhalb deskonden-
sierten Objektes, wie schon weiter oben beschrieben, Kammern gel•oster Phaseaus,
die sowohl untereinander als auch mit dem •au�eren Medium fusionieren.

In einer weiteren Sequenzvon Videoaufnahmen ist das Verschwinden der Pha-
sengrenzebei konstant gehaltener Temperatur (24� C ) zu sehen (Abb.5.8, linke
Spalte). Die kondensiertePhasenimmt die linke Bildh •alfte ein. W•ahrend im oberen
Bildb ereich der ersten Aufnahme kein deutlicher •Ubergangzwischen beidenPhasen
erkennbar ist, zeichnet sich weiter unten noch eine Grenzeab. Dem Kontrast nach
zu urteilen ist dort der Dichteunterschied zwischen beiden Phasenverh•altnism•a�ig
gering. In Kammern vergleichbarer H•ohe zeigenisotrope Objekte dieser Gr•o�e am
Rand h•au�g Kontrastumkehr. Die Grenzezwischen beidenPhasenzieht sich inner-
halb der n•achsten Aufnahmen (t = 14min , t = 33min ) weiter nach unten zur•uck.
Gleichzeitig wird ihr Verlauf undeutlicher und unregelm•a�iger (t = 33min ). Sie ist
ungef•ahr 5min nach der Aufnahme nicht mehr zu erkennen. Nach weiteren 10min
sind jegliche Strukturen im Bildb ereich verschwunden. Auf der Seite zur konden-
sierten Phasesind stellenweiseim Verlauf der Videoaufnahmenwiederholt deutliche
•Anderungen desKontrastes zu beobachten, welche als lokale Schwankungender Li-
piddichte interpretiert werden k•onnen.
Die 40min nach der Aufnahme (t = 33min ) eingeleitete Temperaturerh•ohung be-
wirkt, da� nach v•olligem Verschwinden der sichtbaren Strukturen an der Stelle er-
neut kondensiertePhaseausf•allt (rechte Spalte). Die Konzentration desLipids ist
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T=24°C Heizen: Start t=0s, T=24°C

t=14min

t=33min

t=30s
T»27°C

t=40s
T»27.5°C

t=0min

50mm

t=0 min

t=95s
T»28.5°C

50mm

Abbildung 5.8: Au
 •osen der Phasengrenze zwischen gel•oster und kondensierter
Phase bei konstanter Temperatur (24� C) (link e Seite). Durch Heizen bildet sich
die Phasengrenzeneu aus und gleiche Phasen fusionieren (rechte Seite). Die Probe
(DGDG(Schwarzwurz)/W asser/10mM NaCl , Kammerh•ohe ca. 50�m ) wird vor der ersten
Aufnahme seit ca. 24h bei der Temperatur gehalten.

nach wie vor auf der linken Bildh •alfte gr•o�er als auf der rechten. Darauf ist zur•uck-
zuf•uhren, da� auf der linken Seiteschon dunkle Strukturen erkennbar sind, w•ahrend
die rechte noch homogenaussieht (t = 30s). Dementsprechend weiter fortgeschrit-
ten ist auch im letzten Bild (t = 90s) der Fusionsproze� der kondensiertenPhase
auf der linken Seite. Dort ist im unteren Bereich der Aufnahme eine durchgehende



146 ISOTROPE OBJEKTE

Phasengrenzezu sehen. Allerdings ist das davon eingegrenzteGebiet kondensier-
ter Phasenicht homogen,sondern weist aufgehellte Bereiche auf. Eine endg•ultige
Trennung beider Phasenist dort also noch nicht vollzogen.

5.2.2.1 Diskussion

Die, wie oben beschrieben, durch Temperaturerh•ohung eingeleitetePhasensegrega-
tion (vgl. Abb.5.6) gilt als der Proze�, welcher uneingeschr •ankt in allen Proben
beobachtet wurde. Zum Vergleich gehenwir im folgenden n•aher auf das Phasen-
diagramm eines Systems ein, welches in Bereichen eine Koexistenz einer dichten
mit einer verd•unnten Phaseamphiphiler Molek•ule in L•osungaufweist (Abb.5.9). Es
handelt sich um dasSystemCi Ej /H 2O, wobei Ci Ej (n-Alkyl Polyoxyethylen{Ether)
ein anionischesTensidvariabler L•ange(C i , i = 10� 12) und Kopfgruppengr•o�e (E j ,
j = 4 � 6) ist. Eine schematische Darstellung des vereinfachten Phasendiagramms
ist in Abb.5.9 gegeben (nach Strey, [160]).

Mesophasen

L2, L3

L1

r  [wt %]0 100

Aggregate

cmc

H2O Detergens

(r C,TC)

 (r ,T)
(r 2,T)(r 1,T)

r min

Abbildung 5.9: Schematische, vereinfachte Darstellung des Phasendiagrammsdes Sy-
stemsCi Ej /H 2O (nach Strey, [160]). Erl •auterungen stehenim Text.

Oberhalb einer kritischen Konzentration (
"
cmc\ ) schlie�en sich die Monomere

des Detergenszu Aggregaten zusammen. Diese bilden bei geringen Konzentratio-
nen eine isotrope mizellare Phase(

"
L1\ ) [160]. Mesophasen,wie beispielsweiseL � ,

treten bei gr•o�eren Konzentrationen auf. Die geordnetenPhasengehenbei h•oheren
Temperaturen in eine ungeordnetebikontinuierliche Phase (

"
L2\ oder

"
L3\ ) •uber

[160]. Ein detaillierteres Phasendiagrammf•ur C12E5 �ndet man z.B. in [154].
UnsereAufmerksamkeit gilt besondersder schra�erten Fl •ache in Abb.5.9. Sie ent-
spricht einem verbotenen Bereich innerhalb desPhasendiagramms.Anstelle des in
Abb.5.9 eingezeichneten Zustandesmit einer Dichte � bei gegebener Temperatur T
nimmt das SystemeinenZustand gr•o�erer Dichte � 2 und einengeringererDichte � 1

an, welche miteinander koexistieren. Mit sinkender Temperatur nimmt der Dichte-
unterschied zwischen beidenPhasenab, bis er am kritischen Punkt (� C ; TC ) Null ist.



OPTISCHE BEOBACHTUNGEN 147

F•ur dasSystemCi Ej /H 2O betr•agt die kritische Dichte ungef•ahr einenGewichtspro-
zent [160]. Der oberekritische Punkt liegt gew•ohnlich oberhalb der Siedetemperatur
von Wasser.

Die beobachtete Phasensegregation(Abb.5.6) und dasAu
 •osender Phasengren-
ze beim Abk •uhlen (Abb.5.7) sowie bei konstanten tiefen Temperaturen (Abb.5.8)
lassenden Schlu� zu, da� das System DGDG/H 2O/NaCl ein Phasendiagrammbe-
sitzt, welches durch eine Entmischungszonecharakterisierbar ist (vgl. Abb.5.9).
Der Koexistenzbereich beider Phasenwird durch einenunteren kritischen Punkt bei
TC � 25� C begrenzt. Optische Eindr •ucke alleine sind indessennicht ausreichend,
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 Systemeigenschaften wie Zunahmeder Dichte
uktuationen oder Auftreten
langreichweitiger Perkolationen nachgewiesenwerden (s. z.B. [161]).

Eine Interpretation der Beobachtungen wird zus•atzlich dadurch erschwert, da�
sich die untersuchten Proben nicht einheitlich verhalten. Nicht alle isotropen Objek-
te innerhalb einer Probe l•osensich durch Abk •uhlen auf. In einigenF•allen verschwin-
den sie auch dann nicht, wenn die Probe mehrereStunden bei tiefen Temperaturen
gehaltenwird (z.B. 7� C, Abb.5.6). Genausowenig verhalten sich alle sichtbaren iso-
trop en Objekte innerhalb der Probe so wie das in Abb.5.8 gezeigteBeispiel. Viele
behalten ihre Phasengrenzeweiter bei, w•ahrend sich andereau
 •osen. Das Phasen-
verhalten isotroper Objekte ist daher innerhalb einer Probe unterschiedlich.

Ein Anhaltspunkt f•ur das abweichende Verhalten isotroper Objekte innerhalb
einer Probe wird in ihrem unterschiedlichen Alter seit ihrer Entstehung vermutet.
W•ahrend geradeaus der L•osung ausgef•allte Objekte durch Abk •uhlen ausnahmslos
reversibel au
 •osbar sind, tri�t dies auf mehrere Stunden alte Objekte nicht ohne
weiteres zu. Viele behalten ihre Phasengrenzebeim Abk •uhlen unterhalb des kriti-
schen Punktes bei. Eine vergleichbare Beobachtung wurde von Harbich et al. im
SystemEYPC/W assergemacht [38]. W•ahrend durch Abk •uhlung ausgef•allte dunkle
K•orper (vgl. Kap.5.1) durch anschlie�endes Erw•armen oberhalb der Entstehungs-
temperatur TE wieder aufgel•ost werden k•onnen, ist dies nach einer Inkubationszeit
von einigenStunden nicht mehr m•oglich. Die Temperatur mu� dann deutlich h•oher
als TE gew•ahlt werden.

Ein weiterer Grund f•ur das vielf•altige Verhalten ist vermutlich die inhomogene
Lipiddic hte 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 Ausd•unnen der gel•osten Phaseim Bereich der Objekte
zu rechnen. Eine Abnahme der Lipidk onzentration in der Umgebung der konden-
sierten Phasebewirkt, da� diesesolangeabgebaut wird, bis das Gleichgewicht mit
der gel•osten Phasewiederhergestellt ist. Dabei sollte die Phasengrenzeweitgehend
erhalten bleiben, sofernsich dasSystemnicht in der N•ahedeskritischen Punktes be-
�ndet. Dies wurde am Beispiel einesdunklen K •orpersgezeigt,der beim Zusammen-
wachsenbenachbarter Adh•asionskammern in eineUmgebunggeringererLipiddic hte
•uberf•uhrt wird und sich unter Beibehaltung seinerPhasengrenzeau
 •ost (Kap.5.2.1,
Abb.5.4).

In vielen F•allen wird unabh•angig von der Temperatur eine vollst•andige, irre-
versible R•uckbildung aller kondensierterObjekte innerhalb einer Probe beobachtet
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(Kap.5.2.2). Wenn die mittlere Lipidk onzentration innerhalb der Probe geringer ist
als die kleinstm•ogliche Dichte � min der koexistierendengel•ostenPhase(Abb.5.9), ist
zu erwarten, da� sich alle kondensiertenObjekte unabh•angig von der Temperatur
auf Kosten der gel•osten Phasezur•uckbilden. Die untere Grenze f•ur � min entspricht
dann der Lipidk onzentration innerhalb der Kammer (� 0.5% , vgl. Kap.2.1.2).

5.2.3 Absc h•atzung der Lipidk onzentration

Mit Hilfe des Phasenkontrastes ist eine Eingrenzung der Lipidk onzentration op-
tisch isotroper homogenerStrukturen m•oglich. Der Schwerpunkt der angewandten
Methode besteht weniger in einer systematischen Bestimmung der Dichte z.B. in
Abh•angigkeit von der Temperatur als eher in einer grunds•atzlichen Einsch•atzung,
wie gro� sie im Vergleich zu anderen bekannten Lipidstrukturen ist und ob sie in-
nerhalb einer Probe unterschiedliche Werte annehmenkann. Die hier verwendeten
Begri�e der Phasenkontrastmikroskopie werden in Kap.2.2.1 n•aher erl•autert.

Einem Phasenhub von � ' zwischen dem Objekt und der Umgebung entspricht
eine optische Wegl•angendi�erenz � L opt, die durch

� L opt = � L �� n =
� � '
2�

(5.2)

gegeben ist, worin � L f•ur die durch dasObjekt zur•uckgelegteWegstrecke und �� n =
�nO � �nU f•ur den Unterschied desmittleren Brechungsindexeszwischen Objekt und

Medium steht. Der mittlere Brechungsindex �n einer Membranstruktur wird als
eine Mittelung des Volumenanteils des Lipids K L und des WassersK W = 1 � K L

angenommen: �n = K L � nL + K W � nW , wobei nL und nW die entsprechenden
Brechungsindicessind. Der Unterschied desBrechungsindexeszwischen Objekt und
Umgebung ist dementsprechend durch

�� n = K LO � nL � K W O � nW � (K LU � nL � K W U � nW )

= (K LO � K LU )(nL � nW ) = � K L � n (5.3)

gegeben, wobei der Index O bzw. U f•ur das Objekt bzw. die Umgebung steht und
� n den Unterschied des Brechungsindexeszwischen Lipidmembranen und Wasser
bezeichnet. Aus (5.2) und (5.3) l•a�t sich der Unterschied der Volumenkonzentration
desLipids im Objekt und der Umgebungdurch

� K L =
� � '

2� � n� L
(5.4)

bestimmen. Die mittlere Wellenl•ange des wei�en Lichtes betr•agt � = 550nm, der
Unterschied des Brechungsindexesf•ur Lipid und Wasser� n = 1:55 � 1:33 = 0:22
[45][46]. Der Brechungsindex von 1.55 entspricht dem von Eilecithin bei 30� C, wel-
cheseinevergleichbare Zusammensetzungder Ketten aufweist wie DGDG. Der Bei-
trag des Salzeszum Brechungsindex des WassersnW kann genausovernachl•assigt
werden wie der Ein
u� der Temperatur. Eine Konzentration von 100mM NaCl be-
wirkt bei 25� C eine Zunahme von nW um 0.01 [162], w•ahrend nW zwischen 20� C
und 50� C um 0.01 abnimmt [46]. Bei Kontrastumkehr betr•agt die Phasendi�erenz
� ' = 48:2� .
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Methode T[� C] � L [�m ] � K L [vol%]

Ausf•allen 41 3.3 � 10.1
Ausf•allen 44 3 � 10.2
Ausf•allen 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 < 7:5
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 Temperaturerh•ohung in der L•osung ausgef•allt und der Radius r
bestimmt, oberhalb dem sie sich aufhellen. Die maximale Wegl•angedes Lichtes durch das
Objekt betr•agt � L = 2r . Nach der zweiten Methode wurde bei der Superposition zweier
Objekte festgestellt, ob Kontrastumkehr auftritt. In diesemFall steht � L f•ur die Summe
beider Radien.

Es werden ausschlie�lic h isotrope Objekte ausgew•ahlt, die eine de�nierte Geo-
metrie besitzen, so da� die Bestimmung der Durchtrittsl •ange des Lichtes am Ort
der Kontrastumkehr m•oglich ist. Als solche kommen kugelf•ormige Objekte in Fra-
ge, die entweder temperaturinduziert in der L•osungausgef•allt werden k•onnen oder
als dunkle K•orper mit der ausged•unnten lamellaren Phase koexistieren. Die aus-
gew•ahlten Objekte besitzeneinen geringerenRadius als 3�m , so da� die Abbildung
nach der in Kap.2.2.1eingef•uhrten De�nition alsobjekttreu bezeichnet werdenkann.
Damit ist sichergestellt, da� die beobachtete Aufhellung in der Mitte der Objekte
nicht auf deren laterale Ausdehnung zur•uckgeht. Die Tiefensch•arfe der eingesetz-
ten Objektiv e (LD20x, LD32x) ist mit 16�m bzw. 10�m (Tab.2.1) gr•o�er als die
Ausdehnung der Objekte l•angsder optischen Achse.

Die frisch ausgef•allten Objekte sind anfangssehrklein und wachsendurch Fusion
an, so da� im Laufe der Zeit die mittlere Gr•o�e innerhalb der Verteilung zunimmt
(Abb.5.10c). Dadurch er•o�net sich die M•oglichkeit, den Radius zu bestimmen,ober-
halb dem die Objekte Kontrastumkehr zeigen. Der Mindestradius wurde f •ur drei
unterschiedliche Verteilungen ermittelt (Tab.5.1).

In einerzweiten Methode wird die Kontrastumkehr ausgenutzt, die bei der •Uber-
lagerungzweierObjekte auftritt. Abb.5.10azeigt zwei dunkle K •orper innerhalb eines
ausged•unnten Vielschichtsystems, die sich zentral •uberdecken (Marke). Dadurch ist
die Mitte des sichtbaren Objektes kurzzeitig aufgehellt. Nach einem Zeitraum von
6.5min haben sich beide Objekte durch Di�usion soweit voneinanderentfernt, da�
sie getrennt sichtbar werden (Abb.5.10a). Zu einem sp•ateren Zeitpunkt ist auch
das zuvor verdeckte Objekt in den Fokus gewandert, so da� sein Radius bestimmt
werden kann. Im Gegensatzzu der anderen Methode ist jedoch eine Eingrenzung
der Durchtrittsl •ange,oberhalb der Kontrastumkehr auftritt, nicht sogenaum•oglich.
Wenn sich die •uberlagerten Objekte aufhellen, entspricht der berechnete Wert f •ur
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a) b)

20mm

c) d)

Abbildung 5.10: Einsetzenvon Kontrastumkehr durch •Uberlagerung((a), Markierung)
sonst dunkler isotroper Objekte ((b), 6.5min nach a), Marke) oder durch Erh•ohung der
Temperatur von 23� C auf 44� C induziertes Ausf•allen (c) ausder L•osungund darau�olgende
Fusion und Absinken auf den Kammerboden (d). Zwischen der Aufnahme (c) und (d)
vergehen� 5min , und die Bildausschnitte stimmen nicht •uberein. In beiden F•allen kann
aus der Wegl•ange des Lichtes durch das Objekt der Konzentrationsunterschied des Lipids
zwischen dem Objekt und der L•osungabgesch•atzt werden (vgl. Tab.5.1).

� K L einer Absch•atzung nach unten (Tab.5.1), andernfalls einer nach oben.

Wie weiter obenbeschrieben,kann bei gegebenerGr•o�enverteilung von ausgef•all-
ten kugelf•ormigen isotropen Objekten die Abmessungeindeutig bestimmt werden,
ab der Kontrastumkehr auftritt. Es kommen weder wesentlich gr•o�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 gegebenen
Zeitpunkt einen einheitlichen Wert f•ur � K L besitzen. Dies tri�t auch auf dunkle
K•orper in Membrantaschen zu. Solangesiesich nicht •uberlagern,sind sieausnahms-
los bis zu einem Radius von 15�m homogenschwarz. Erst wenn die Gesamtdicke
von superponierten Objekten einenGrenzwert •uberschreitet, �ndet Kontrastumkehr
statt. Auch bei ihnen gehenwir daher von einem de�nierten Wert f •ur � K L aus.
Dies wurde schon an anderer Stelle aus der spontanen Entstehung und R•uckbil-
dung dunkler K•orper im ausged•unnten Vielschichtsystem geschlossen(Kap.5.2.1).
Einzelnedunkle K•orper in Membrantaschen zeigeninnerhalb deseingestelltenTem-
peraturbereichs bis zu 55� C im Gegensatzzu den au�erhalb desVielschichtsystems
ausgef•allten isotropenObjekten bei sonstgleichen Bedingungen(z.B. innerhalb einer
Kammer) keine Kontrastumkehr. Optisch isotrope homogeneObjekte im System
DGDG/W asser/NaCl besitzen daher bei vorgegebener Temperatur nur innerhalb
begrenzterBereiche einer Probe einen einheitlichen Wert f •ur � K L .

Eine einfache •Uberlegungerlaubt eine Absch•atzung der Lipidk onzentration der
koexistierendengel•ostenPhase. Adh•asionstaschen, die einendunklen K •orper enthal-
ten und sich an der •au�ersten GrenzedesVielschichtsystemsbe�nden, unterscheiden
sich optisch nicht von solchen, die weiter innen liegen. DieseBeobachtung tri�t auch
zu, wennau�erhalb desVielschichtsystemskeineisotropenObjekte sichtbar sind und
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zu erwarten ist, da� dort die Lipidk onzentration verschwindend gering ist. W •urde
zwischen der L•osung innerhalb und au�erhalb der Adh•asiontasche ein vergleichba-
rer Unterschied in der Lipidk onzentration vorherrschen wie zwischen der gel•osten
und der kondensiertenPhase, dann sollte die Adh•asionstasche abgesehenvon den
umgebendenMembranen einen •ahnlichen optischen Eindruck vermitteln wie ausge-
dehnte isotrope Objekte in L•osung. Da dies nicht einmal im Ansatz gegeben ist,
gehenwir davon aus,da� die Konzentrationsdi�erenz desLipids in beidenL•osungen
verglichen mit der zwischen gel•oster und kondensierter Phase geringf•ugig ist. Als
untere Grenze f•ur die Lipidk onzentration der koexistierendengel•osten Phasekann
nach den Ausf•uhrungen in Kap.5.2.2.1 ein Wert von � 0.5% angenommenwerden.

5.2.3.1 Diskussion

Nach den obigen Erw•agungengehenwir davon aus, da� die Lipidk onzentration der
kondensiertenPhaseK K kaum gr•o�er ist als die im vorherigen Abschnitt bestimm-
te Di�erenz � K L zur gel•osten Phase (Tab.5.1). F•ur die Lipidk onzentration der
isotropen Objekte ergeben sich somit Werte zwischen 6vol% und 15vol%. Die Un-
tersuchungen der Lipiddic hte sind zu unsystematisch, um einenGrund f •ur die gro�e
Spanne zwischen dem kleinsten und gr•o�ten Wert angeben zu k•onnen. Zwar le-
gen die Me�w erte in Tab.5.1 einen Zusammenhangzwischen der Temperatur und
der Konzentration nahe, doch wurde die Superpositionsmethode nicht auf dunkle
K•orper in Adh•asionstaschen bei hohen Temperaturen angewendet. Wie im letzten
Abschnitt ausgef•uhrt, zeigensie im Unterschied zu neu ausgef•allten isotropen Ob-
jekten vergleichbarer Gr•o�e bei derselben Temperatur keine Kontrastumkehr. Die
Dichte isotroper Objekte im System DGDG/W asser/NaCl ist daher nicht alleine
durch die Temperatur vorgegeben. W•ahrend die durch Kontrastumkehr bestimm-
ten Werte f•ur K K in der Relation zueinanderg•ultig sind, ist die Ungenauigkeit der
Einzelwerte schwer einzusch•atzen. Einen Beitrag liefert der Fehler des Radius, der
sich auf 10% { 20% desgemessenenWertes absch•atzen l•a�t. Schlecht zu beurteilen
ist der Beitrag zur Aufhellung desObjektes, der durch dessenlaterale Ausdehnung
zustande kommt (

"
Objektuntreue\ , vgl. Kap.2.2.1) und bewirkt, da� K K zu gro�

eingesch•atzt wird. Eine weitere Unsicherheit kommt dadurch zustande, da� die
Kontrastumkehr qualitativ festgestellt wird.

Abschlie�end vergleichen wir die Werte f•ur K K mit der Lipidk onzentration an-
derer optisch isotroper Strukturen. Kubische Phasen weisen mit 50wt% f•ur das
SystemDOPE/W asser[163] bzw. 33wt% f•ur DOPE-Me2/W asser/100mM NaCl [14]
eine deutlich h•ohereDichte auf 3 [15]. Zur Erg•anzung geben wir den Lipidanteil in
der homogenhydratisierten lamellaren Phasevon DOPC in Wasseran. Er betr •agt
bei T = 30� C und P = 1atm 55vol% [42].
Isotrope Objekte mit einer hohen Lipidk onzentration (� 30%) wurden gelegentlich
f•ur POPC bzw. EYPC in •Uberschu�w assergefunden [164]. Sie bilden sich inner-
halb von weniger als 1s beim Kollaps von Vesikeln. Ihre gro�e Dichte deutet auf
eine kubische Struktur hin [164].
Um einen Eindruck der Volumenkonzentration amphiphiler Molek•ule f•ur bekannte

2Einfach methyliertes DOPE
3Die Dichte dieser Lipidmem branen ist mit der von Wasser(� 1g=cm3) vergleichbar, soda� wt%

durch vol% ersetzt werden kann.
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ungeordnete isotrope Phasen zu gewinnen, geben wir im folgenden Werte f •ur das
in Kap.5.2.2.1 vorgestellte bin•are System C12E5/W asseran (vgl. Abb.5.9). Eine
vielfach verkn•upfte Schwammphase(L 3) kann in Abh•angigkeit von der Temperatur
Konzentrationen zwischen einem und ca. 20 Volumenprozent annehmen[160][154].

5.2.4 Absc h•atzung der Visk osit •at

In diesemKapitel wird durch die Untersuchung der Brownschen Bewegungvon Son-
den innerhalb der kondensiertenoptisch isotropen Phaseund der dispersenPhase
deren Viskosit•at abgesch•atzt. Vor allem im Hinblick auf die dispersePhase er•o�-
net sich dadurch die M•oglichkeit festzustellen, ob sie vernetzt ist. Als Sonde der
jeweiligen Phasekommt deren komplement •are Phasein Betracht, die zum Beispiel
durch Temperaturerh•ohung entsteht (Kap.5.2.2). Die Auswahl der Sonde erfolgt
nach folgendenKriterien:

� Sie ist m•oglichst klein und dabei jedoch ausme�bar. Somit kommen Objekte
in Betracht, die einen Radius im Bereich von einem �m besitzen.

� Sie bewegt sich ungehindert.

� Sie ist •uber einen ausreichend langen Zeitraum zu beobachten.

Die genannten Bedingungensind f•ur die dispersePhaseinnerhalb von Membranta-
schen gut erf•ullt, wenn die darin enthaltenen dunklen K •orper klein gegen•uber der
Ausdehnung der Taschen sind. Die durch Temperaturerh•ohung induzierten L•ocher
innerhalb kondensierter isotroper Objekte liegen allerdings zu dicht, so da� die op-
tische Qualit •at zur Beobachtung einzelner Objekte nicht ausreicht. Au�erdem fu-
sionierensie ab dem Zeitpunkt ihrer Entstehung (Kap.5.2.2). Daher wurde es vor-
gezogen,durch mechanische Einwirkung

"
L•ocher\ , d.h. Einschl•ussegel•oster Phase,

in dem kondensiertenObjekt zu erzeugen.Ein geeignetesObjekt f •ullt die Kammer
der H•ohe nach aus. Dort wird das Deckglas lokal bis auf den Kammerboden durch-
gedr•uckt, so da� sich das Objekt aufteilt. L•a�t man das Deckglas zur•uckschnellen,
entstehen bei der Fusion unter Umst•anden stellenweiseL•ocher. Abb.5.11 zeigt ein
wie beschrieben behandelteskondensiertesObjekt. Oben links ist sein •au�erer Rand
erkennbar. In der Mitte hat sich ein gro�es Loch gebildet, in dem sich 4 unterschied-
lich gro�e dunkle K•orper be�nden. Der kleinste besitzt einen Durchmesservon ca.
1.3�m und ist daher als Sondef•ur die dispersePhasegeeignet(s. Marke). Die hel-
len runden Punkte sind Einschl •ussedisperser Phaseim kondensiertenObjekt. Sie
bilden sich nach ihrer Entstehung vorwiegend zur•uck, indem sie von den R•andern
mit dichter Phase aufgef•ullt werden. L•ocher mit einem anf•anglichen Radius von
r � 1�m sind nach ungef•ahr einer Minute verschwunden. Alternativ st•ulpen sie
sich auch nach au�en aus, d.h. sie fusionieren mit dem •au�eren Medium. Dicht
benachbarte L•ocher k•onnen auch fusionieren.

Zur Analyse der Di�usion in der kondensiertenPhase wurden die in Abb.5.11
markierten L•ocher ausgew•ahlt. Dabei wurde darauf geachtet, da� sie keinen nahen
Nachbarn besitzen und weit genug vom Rand entfernt sind. Da die Brownsche
Bewegung der L•ocher innerhalb der optisch isotropen Phase kaum erkennbar ist,
wurde die •Anderung desOrtes in Bezugauf den jeweiligenSchwerpunkt ausgewertet.
Dadurch ist gew•ahrleistet, da� kollektive Driftb ewegungeninnerhalb der Kammer



OPTISCHE BEOBACHTUNGEN 153

t=0s,  50°C

25mm

Abbildung 5.11: Videomikroskopische Phasenkontrastaufnahme eines optisch isotro-
pen Objektes bei 50� C, das durch vorherige mechanische Einwirkung L•ocher aufweist (hel-
le Kreise). Innerhalb des gro�en Hohlraumes be�nden sich dunkle K •orper in w•assriger
L•osung. Die markierten Objekte werden f•ur eine Di�usionsanalyse verwendet. Probe:
DGDG(Spinat)/H 2O/100mM NaCl, 4 Tagealt.

herausgemittelt werden. Als Sonde f•ur die disperse Phase wurden neben dem in
Abb.5.11 markierten dunklen K •orper drei weitere ausgew•ahlt. Einer davon be�ndet
sich in vergleichbarer Umgebung wie der gezeigte(T = 50� C), die beiden anderen
be�nden sich innerhalb gro�er Adh•asionstaschen bei 18� C (vgl. z.B. Abb.5.1). Die
dunklen K•orper zeigenim Gegensatzzu L•ochern vergleichbarer Gr•o�e deutlich eine
Brownsche Bewegung. In allen F•allen wurde darauf geachtet, da� die umgebende
Umrandung der dunklen K•orper w•ahrend der Beobachtung ihre Position beibeh•alt,
wodurch eine kollektive Drift als Ursache f•ur die Bewegungausgeschlossenist.
Die Position der Objekte sowie derenAbmessungenwurden auf dem Bildschirm per
Cursor bestimmt. Der damit verbundeneMe�fehler entspricht ungef•ahr der Gr•o�e
einesBildpunktes, d.h. 0:22�m . Die Trajektorie wurde in konstanten Intervallen
von 1s oder 2s ausgemessen.Der gesamte Zeitraum ist f •ur die L•ocher aufgrund ihrer
Lebensdauerauf maximal eine Minute beschr•ankt. F•ur die dunklen K•orper wurde
eine vergleichbare Zeitspanneausgew•ahlt.

Die Trajektorien werdenauf folgendeWeiseausgewertet. Da die Sondenw•ahrend
der Di�usion gegebenenfalls durch Nachjustieren im Fokus gehalten wurden, kann
die Bewegung als zweidimensional betrachtet werden. Die Verschiebung innerhalb
des i {ten Zeitintervalls � t wird in zwei senkrechte Komponenten, � x i und � yi ,
zerlegt. Zu jeder Richtung wird die Summe der einzelnenVerschiebungsquadrate
•uber den gesamten Zeitraum, d.h. die Gesamtzahl n der Schritte, gebildet. Sind die
Schritte •aquidistant und � t gro�, kann aus dem Mittelw ert desVerschiebungsqua-
drates �� x2 die Di�usionsk onstante D nach

2D =
�� x2

� t
; mit ��x 2 =

1
n

nX

i=1

�x 2
i (5.5)



154 ISOTROPE OBJEKTE

Sonde �r [�m ] T[� C] 2D[ �m 2s� 1] � [10� 3Pas]

"
dK\ (Tasche) 1.0 18 0.29� 0.47 1.5

"
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 L•ocher 1.0{2.4 50 (< 0.04� 0.008) (> 11.0)

Tabelle 5.2: Nach den verschiedenen Sonden (
"
dK\ steht f•ur dunkler K•orper) aufge-

schl•usselteKenngr•o�en zur Bestimmung der Z•ahigkeit � aus (5.7). Die erg•anzendenWer-
te zur doppelten Di�usionsk onstanten 2D entsprechen der Streuung der intervallweisebe-
stimmten Werte von 2D um den Mittelw ert. Die Daten f•ur die 7 L•ocher wurden zusammen-
gefa�t. Der Mittelw ert von 2D bezieht sich auf einen Radius von r = 1�m und ist als obere
Grenze f•ur die Di�usionsk onstante aufzufassen. Er ist um die Streuung der Einzelwerte
erg•anzt. Der Wert f•ur die Z•ahigkeit stellt die untere Grenzedar.

berechnet werden. Bei ungleichen Intervallschritten tr •agt man die Summeder Ab-
standsquadrategegendie Zeit auf und liest aus der Steigungder Ausgleichsgeraden
den Wert f•ur 2D ab. Um zu pr•ufen, ob die gemesseneVerschiebung vorwiegendauf
die Brownsche Bewegungzur•uckzuf•uhren ist, wurden folgendeTestsdurchgef•uhrt:

1. Wenn keine erkennbare Einschr•ankung in einer der beiden Bewegungsrich-
tungen, z.B. in Form von einer Begrenzung, vorliegt, sollten die aus beiden
Koordinaten bestimmten Werte f•ur 2D •ubereinstimmen.

2. Vergleicht man innerhalb einer Trajektorie anstellevon zeitlich aufeinanderfol-
gendenOrten solche, die n •aquidistante Intervalle auseinanderliegen,so sollte
ihr Abstandsquadrat im Mittel n mal gr•o�er sein.

Das letzte der beiden Kriterien wird von den Sondenim optisch isotropen Objekt
nicht erf•ullt. Daher ist davon auszugehen,da� die Unsicherheit der einzelnenOrts-
bestimmung gr•o�er ausf•allt als die innerhalb einesZeitintervalls zur•uckgelegteWeg-
di�erenz. Die Dauer der Beobachtung reicht nicht aus,um die Brownsche Bewegung
von anderen E�ekten zu trennen. Daher ist der eingeklammerte Wert von 2D in
Tab.5.2 allenfalls als eine obere Absch•atzung anzusehen.
Die Z•ahigkeit kann auf direkte Weisemit Hilfe der Di�usionsk onstanten bestimmt
werden. Aus der Einstein{Relation


 r D = kB T (5.6)

folgt unter der Annahme, da� die Reibungskonstante mit 
 r = 6� � r der einer Kugel
mit Radius r im viskosenMedium entspricht, f •ur die Z•ahigkeit

� =
kB T
6� Dr

: (5.7)

Im Fall einer •Anderung der Gr•o�e der Sondew•ahrend desZeitraums der Beobach-
tung wurde f•ur r in (5.7) der zeitliche Mittelw ert eingesetzt.

In Tab.5.2 sind die nach (5.5) und (5.7) bestimmten Werte f •ur die zweifache
Di�usionsk onstante 2D der Sonde bzw. f•ur die Z•ahigkeit des Mediums � zusam-
mengestellt. Ein wesentlicher Beitrag zur Unsicherheit des bestimmten Wertes f •ur
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die Z•ahigkeit ist nach (5.7) durch den relativen Fehler der Abmessungr der Sonde
von ca. 20%{40%gegeben. Zun•achst vergleichen wir die Werte von � f•ur dasd•unne-
re Medium mit der Z•ahigkeit von Wasser. Diese betr•agt bei T = 20� C 1.0mP as
bzw. bei T = 50� C 0.6mP as [46] und liegt somit in derselben Gr•o�enordnung wie
die gemessenenWerte. Daraus schlie�en wir, da� die Phase,die mit der dichteren
optisch isotropen Phasekoexisiert, nicht vernetzt ist. Die dichtere optisch isotrope
Phasebesitzt eine um mindestenseine Gr•o�enordnung h•ohereZ•ahigkeit.
Zum Vergleich geben wir die Scherviskosit•at einer bikontinuierlichen Phase(L 2) im
SystemAOT 4/Octanol/W asseran. Siebetr•agt f•ur ein festgelegtesGewichtsverh•alt-
nis von AOT zu Octanol (5.7/4.3) f•ur Wasseranteile zwischen 0% und 60%64mP as
bzw. 45mP as [165]. Das System bildet dabei eine vernetzte Phasemit einer ver-
gleichsweisegeringenViskosit•at aus [165].

5.3 R•ontgen untersuc hungen

5.3.1 Flachprob enkammer

Die Probenkammer soll sowohl zu Mikroskopiezwecken einsetzbar als auch f •ur den
R•ontgenstrahl durchl•assigsein. Natronglas besitzt eine Absorptionsl•ange 5 im Be-
reich von � A � 0:1mm f•ur eine Wellenl•ange von 1.54�A. Daher kommt es bei einer
Standarddicke von 0.17mm als Material f•ur die Kammerfenster nicht in Betracht.
Als Alternativ e wurde zun•achst Glimmer verwendet, das in 20�m d•unnen Schichten
gespalten werden kann und eine vergleichbare Absorptionsl•ange wie Glas besitzt,
doch zeigten die darauf pr•aparierten Proben eine zu schlechte Ausbeute an isotro-
pen Objekten. Stattdessen�el daher die Wahl auf Mylarfolie (� A � 1mm). Dieseist
zwar in begrenztenUmfang wasserdurchl•assig,doch konnte einem Austrocknen der
Proben durch Lagerung bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100% vorgebeugt
werden. Ein anderer Nachteil der Mylarfolien besteht in einem verh•altnism•a�ig
starken Kleinwinkelstreuuntergrund. Bei s � 1=12:2nm � 1 � 2� � 0:7� liegen zwei
di�use gerichtete Re
exe, die auf die Orientierung der Polymere innerhalb der Folie
zur•uckgehen. Ihre volle Halbwertsbreite betr•agt ca. 0:28� .

Die Unterseite der 
ac hen Probenkammer besteht aus einem ebenen Alumini-
umblech, welches in der Mitte eine Bohrung mit einem Durchmesservon ca. 10mm
besitzt. Fl•achendeckend wird darauf eine Mylarfolie festgeklebt, die durch Tem-
pern gespannt wird. Eine Menge von wenigen 100 �g des Lipids wird aus einer
Chloroform/Methanol{L •osung(10mM =l DGDG) im Bereich desFenstersaufpipet-
tiert und bildet eine Fl•ache von einigen mm2. Das aufgetrageneLipid wird zur
Beseitigung der L•osungsmittelreste mehrere Stunden bei reduziertem Druck gela-
gert. Kurze Streifen von 50�m {75�m dicker Mylarfolie werden am Rand des Li-
pid
ec ks als Abstandshalter eingesetzt. Als Oberseiteder Kammer wird wiederum
Mylarfolie verwendet, derenFl •ache im Bereich von einemcm2 liegt. Zwischen beide
Folien kann die Salzl•osungdurch Kapillarkr •afte eindringen. Die Abdichtung erfolgt
wie bei den reinen Mikroskopiekammern, indem ein •uberlappender Mylarfolienring
durch Para�n die Ober{ und Unterseite der Kammer verbindet. F•ur die Kammer-

4Englisch: Sodium-1,4-bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinate
5Die Absorptionsl •angen wurden experimentell am Laboraufbau bestimmt.
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fenster wurden Mylarfolien mit einer Dicke zwischen 50�m und 75�m ausgew•ahlt.
Wie die optischen Proben werden die R•ontgenproben zun•achst einige Zeit bei ca.
50� C getempert. Dabei wird die Entwicklung innerhalb der Probe regelm•a�ig 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 fr •uhestensinnerhalb von 12h bei 50� C erreicht,
kann sich jedoch auch mehrereTagehinziehen.
Die Position der Objekte innerhalb der Probe wird zu Justagezwecken mit einem
Markerpunkt versehenund die Kammer aufrecht im Strahl montiert, da nur Me�-
pl•atze mit horizontalem Strahlengang zug•anglich waren. Dies hat zum Nachteil,
da� justierte Objekte unter Umst•anden w•ahrend der Messunginnerhalb der Kam-
mer nach unten wandern und daher nicht mehr zentral im Strahl positioniert sind.
Au�erdem k•onnen andere Objekte ungewollt im Strahl auftauchen. Daher mu�te
nach jeder Messungdie Position des untersuchten Objekts innerhalb der Kammer
veri�ziert werden. In diesem Punkt sind die kurzen Aufnahmedauern (� 5min )
am Synchrotronme�platz gegen•uber den Zeiten am Laboraufbau (� 2 � 10h) von
gro�em Vorteil.

5.3.2 Justage

Die Positionierung der optisch isotropen Objekte im Strahl wurde am Synchrotron-
me�platz auf drei alternative Arten durchgef•uhrt.

� Die unter dem Mikroskop eingezeichnete Markierung wurde mit einem Laser-
spot zur Deckung gebracht, dessenPosition mit der desStrahlesam Probenort
•ubereinstimmt.

� Auf der Probe wurde in der N•ahe der Sollposition ein Kr •umel Eichsubstanz
(AgBeh) aufgebracht und seinerelative Position dazu ausgemessen.Nachdem
der Kalibrationsort aufgefundenwar, konnte durch Schrittmotoren die Sollpo-
sition mit einer Genauigkeit von 100�m eingestellt werden.

� Wenn innerhalb der Probe noch ein Gebiet existiert, wo sich die Probe in der
homogenhydratisierten L � {Phase be�ndet, kann sieanstelleder Eichsubstanz
{ wie im letzten Stichpunkt beschrieben { als Referenzpunkt herangezogen
werden.

Zu jeder Probe wurden sowohl Messungenim Bereich der optisch isotropen Objekte
alsauch im Bereich des •Uberschu�w assersvorgenommen.Dadurch ist eineKorrektur
desUntergrundes prinzipiell m•oglich.

5.3.2.1 Optisc he Charakterisierung

Die Charakterisierung bezieht sich speziell auf die f •ur Beugungsexperimente kon-
zipierten Proben. Die Objekte wurden zwischen gekreuztePolarisatoren gebracht,
um deren Isotropie zu pr •ufen. Der zus•atzliche Beitrag der Mylarfolien f•uhrt unter
Umst•anden dazu, da� isotrope Objekte nicht mehr v•ollig dunkel erscheinen. Da
sie jedoch im Vergleich zu doppelbrechendenObjekten dunkler sind, kann zwischen
beidenunterschiedenwerden. In Abb.5.12 sind neben isotropen (a) auch doppelbre-
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Abbildung 5.12: VideomikroskopischeAufnahme einer Flachprobe mit Kammerfenstern
aus Mylarfolie. Letztere bewirken gemeinsammit dem Polarisator, da� zwischen isotropen
a und doppelbrechenden b Strukturen unterschieden werden kann. Beide be�nden sich in
der N•ahe des Abstandshalters d und sind von einer w•assrigen L•osung c umgeben. Die
dunklen R•ander um die Objekte sind Eigenheiten der Abbildung und fallen bei st•arkerer
Vergr•o�erung weg. Die erkennbaren L•ocher in a sind •Uberbleibsel einer temperaturindu-
zierten Phasensegregation(Kap.5.2.2).

chendeObjekte (b) erkennbar. Beide sind von einer w•assrigenL•osungumgeben (c).
Die Aufnahme wurde ohne Analysator gemacht. Der Ein
u� der Folien reicht hier
schon aus, um doppelbrechendevon isotropen Objekten grob zu unterscheiden. Ei-
nige der isotropen Objekte seheninhomogenaus,wasdarauf zur•uckzuf•uhren ist, da�
die Temperatur der Probe ca. 20min vor der Aufnahme zun•achst innerhalb weniger
Minuten um ca. 15� C erh•oht wurde. Zur Zeit der Aufnahme ist siewieder auf ihren
Ausgangswert, Raumtemperatur, abgesunken. Die stellenweise sichtbaren L •ocher
(a, rechts) sind demnach •Uberbleibsel der temperaturinduzierten Phasensegregati-
on (Kap.5.2.2). Durch die o.g. Pr•aparationsweisek•onnen optisch isotrope Objekte
hergestellt werden, die eine laterale Ausdehnung bis zu einem mm (Abb.5.12a) be-
sitzen. Ihre Gr•o�e ist somit mit der desPrim •arstrahles am Probenort vergleichbar
(vgl. Kap.2.2). Sie f•ullen die Probenkammer •uber die gesamte H•ohe aus und sind
somit geeigneteKandidaten zur Strukturb estimmung.

5.3.3 Ergebnisse

Abb.5.13 zeigt zwei Di�raktogramme einer Probe bei Raumtemperatur. F •ur die
erste Aufnahme (a) wurde ein optisch isotropesObjekt mit einer lateralen Abmes-
sung im Bereich einesmm nach einemder oben beschriebenenVerfahren zentral im
Strahl positioniert. Anschlie�end wurde die Probe per Schrittmotor so verfahren,
da� der Strahl sie dort tri�t, wo optisch kein Objekt erkennbar ist und eine weitere
Aufnahme gemacht (b). Sie wird im folgenden vereinfachend als Untergrundmes-
sung bezeichnet. Die Integrationszeit betr•agt in beiden F•allen 5min .
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Abbildung 5.13: Di�raktogramm einer DGDG{Prob e nach Justageauf ein optisch iso-
trop esObjekt (a) bzw. auf denBereich der w•assrigenL•osung(b) (vgl. Abb.5.12). Die in bei-
den Aufnahmen erkennbaren di�usen Teilringe gehenauf die als Kammerfenster eingesetzte
Mylarfolie zur•uck. Der Nullpunkt der Aufnahme ist mit M gekennzeichnet. Integration •uber
Kreisb•ogen innerhalb des in (b) eingezeichneten Bereichs liefert f•ur beide Aufnahmen die
in (c) gezeigtenSpektren, nachdem deren Intensit•at f•ur s > 0:2nm � 1 aufeinandernormiert
wurde. Die Di�erenz beider Spektren ist in (d) dargestellt.

Als wichtigstes Ergebnis ist hervorzuheben, da� die Aufnahme desisotropen Ob-
jektes in Abb.5.13a innerhalb desgesamten Me�fensters zwischen 0:12� < 2� < 3:8� ,
d.h. 22.4�A< d < 715�A, keine diskreten Re
exe aufweist. Stattdessenist au�er den
di�usen Re
exen der Mylarfenster bei 2� = 0:7� im Bereich des Nullstrahls ein
starker Streuuntergrund erkennbar. Ein Vergleich mit der Untergrundaufnahme (b)
zeigt, da� er dort nicht auftritt. Demnach ist er dem isotropen Objekt zuzuord-
nen. Eine wie in Abb.5.13b angedeuteteIntegration der Image-Plate-Eintr •age •uber
Kreisb•ogenvon 10� liefert die in (c) dargestellten Spektren. Der Mittelw ert beider
Spektren wurde f•ur s > 0:2nm � 1 aufeinander normiert. Aus dem Verlauf des vom
Untergrund bereinigten Spektrums (d) wird ersichtlich, da� die Streuintensit •at bis
einschlie�lic h s � 0:1nm � 1, d.h. 2� � 0:85� , erh•oht ist.
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5.3.4 Diskussion

Insgesamt wurden 7 verschiedene Flachproben im Bereich von optisch isotropen
Objekten mit R•ontgenbeugunguntersucht. Auf keiner der insgesamt 19 Aufnahmen
sind im Kleinwinkelbereich Braggre
exe erkennbar. Daraus schlie�en wir, da� die
Objekte keine geordneteStruktur mit Braggebenenabst•anden bis zu ungef•ahr 700�A
aufweisen k•onnen. Wenn mittlere Abst•ande in diesem Bereich vorliegen, ist die
Struktur ungeordnet. Lipid/W asser{Systeme,die einegeordneteisotrope Phasemit
Abst•andengr•o�er als 700�A bilden, sind jedoch bislangunbekannt. Vielmehr betr•agt
die Gr•o�e der Einheitszelle bekannter kubischer Phasenweniger als 200�A [14].

In weit gequollenenLipid/W asser{Systemenwurden mit mikroskopischen Me-
thoden dreidimensionale,regelm•a�ige Anordnungen von Passagengefunden,die als
innenzentriertes kubischesGitter gedeutetwurden [92]. Die Gr•o�e der Einheitszelle
liegt im Bereich von Mikrometern. Allerdings ist ungekl•art, ob es sich bei diesen
ausgesprochen selten beobachteten Objekten um eine stabile Phasehandelt.

Im Hinblick auf den erh•ohten Kleinwinkelstreuuntergrund sind die Ergebnisse
nicht so eindeutig. Bei nur 10 von 19 Aufnahmen ist eine verst•arkte Streuung um
den Nullstrahl erkennbar, bei den restlichen 9 nicht. Sogarinnerhalb einer Proben-
kammer k•onnenunterschiedliche isotrope Objekte in ihrem Kleinwinkelstreubeitrag
deutlich voneinanderabweichen. Andererseitswurde eineerh•ohte Kleinwinkelstreu-
ung auch bei ungef•ahr der H•alfte der Untergrundmessungenfestgestellt.
Schlie�t man Ungenauigkeiten bei der Justageauf die Objekte als Grund f •ur die ab-
weichendenBeobachtungen aus,sofolgt daraus,da� eineoptische Charakterisierung
der Objekte f•ur die vorliegendenProbennicht eindeutig ist. Sowohl gleichartig ausse-
hendeisotrope Objekte k•onnenunterschiedliche strukturelle Eigenschaften besitzen
als auch das umgebende Medium. Erstere k•onnen innerhalb einer Probenkammer
koexistieren.

5.4 Strukturmo dell f •ur isotrop e Ob jekte

Wir stellenein Strukturmo dell der isotropen Objekte vor, welchesauf dem Ausdruck
f•ur die kr •ummungselastische Energie h•oherer Ordnung basiert. Der Ausgangspunkt
besteht in der Annahme, da� die mit der Methodeder Gefrier•atzelektronenmikrosko-
pie gemachten Aufnahmen der Lipidstruktur [40][39] (Abb.1.7) der dispersenPha-
se entspricht, die durch Temperatur•anderung in die kondensierte isotrope Phase
•uberf•uhrt werden kann.

Aus den elektronenmikroskopischen Gefrier•atzaufnahmen der dispersen Phase
lassensich stellenweisederen Strukturelemente erkennen. Diesesind aus Membra-
nen aufgebaut und bestehenidealisiert aus aneinandergereihten Sph•aroiden mit ei-
nem Durchmesservon 20{25nm. Die rotationselliptischen K •orper sind durch d•unne
Verengungenmiteinander verbunden(Abb.5.14a). Als Grundelemente der dispersen
Phasegeltensomit Sph•aroideund passagenf•ormigeVerbindungen. Die Einheiten der
dispersenPhase,d.h. der Zusammenschlu� mehrerer Grundelemente, sind im we-
sentlichen langgestreckt und erreichen eine L•angeim Bereich von mehreren100nm
(Abb.1.7a). Sie weisenan einigen Stellen Verzweigungenauf, die einen Winkel von
n•aherungsweise120� bilden (b).
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Im folgenden sch•atzen wir qualitativ die einzelnen Beitr •age zur Kr •ummungs-
energie(3.8) f•ur die beiden Grundelemente der Struktur ab. Der Gradiententerm
sowie der Term achter Ordnung in den Kr •ummungen aus (3.8) bleiben unber•uck-
sichtigt. Gegen•uber dem planaren Membranzustand sind die Membranformen der
dispersenPhase haupts•achlich durch den Beitrag des quadratischen Terms Gau�-
scher Kr •ummung �� 2K 2; �� 2 < 0, zur Kr •ummungssenergie(3.8) bevorzugt. Dieser
Term macht sich insbesonderedann bemerkbar, wenn hoheGau�sche Kr •ummungen
K vorliegen. Dies ist der Fall, wenn beide Hauptkr •ummungen dem Betrag nach
gro� sind und tri�t demnach gleicherma�en auf stark gekr•ummte Kugeln und Pas-
sagenzu. Da die Sph•aroide im Mittel einen deutlich gr•o�eren Kr •ummungsradius

a) b)

Abbildung 5.14: Schematische Darstellung von Strukturelementen einer dispersenPha-
se,die von Dunger et al. im SystemPC/W asser/(Salz) elektronenmikroskopisch abgebildet
wurde [40]. Der Durchmesserder aneinandergereihten Sph•aroidebetr•agt zwischen20nm und
25nm. Es wurden aneinandergereihte a) sowie verzweigteb) Elemente beobachtet (Abb.1.7).

als die Verbindungen besitzen, ist f•ur sie die Absenkung der Biegeenergiegeringer.
Ein weiterer Unterschied der Biegeenergiezwischen Sph•aroiden und Verbindungen
kommt durch den quadratischen Term der Gesamtkr •ummung �J 2; � > 0 (3.8), zu-
stande. Dieser Beitrag ist f•ur die Verbindungen wegenJ � 0 verschwindend gering.
Die Kr •ummungsenergieder Sph•aroide wird durch diesenAnteil wegender gro�en
Gesamtkr •ummung J stark angehoben. Wir nehmen an, da� sie insgesamt positiv
ist, da im Systemkeine spontane Vesikulation beobachtet wurde [39].

Ein Abschlu� desAggregats6 durch eineHalbkugel ist ung•unstiger alsdurch eine
ankn•upfende Verbindung. Auf dieseWeise ist die Entstehung von Verzweigungen
favorisiert.

6Mit Aggregat ist in diesem Zusammenhang eine Einheit der dispersenPhase gemeint.


