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Zusammenfassung

Phospholipide und Proteine sind die Bausteine biologischer Membranen. Auf-
grund deren Komplexitét ist es aber nicht moglich exakte Aussagen und Vor-
aussagen zu formulieren. Inhalt dieser Arbeit war es deswegen, ein Modell-
system von nur zwei Phospholipiden (DMPC! und DSPC?) mit den Mitteln
der Kalorimetrie und konfokaler Fluoreszenzmikroskopie zu untersuchen. Es
wurde ein Phasendiagramm des Mischsystems erstellt und der Einfluss der
verwendeten Fluoreszenzmarker, die fiir die konfokale Mikroskopie zugegeben
werden, auf die Phaseniibergidnge untersucht. Dann wurden mit verschiede-
nen Techniken Riesenvesikel der unterschiedlichen Kompositionen hergestellt,
bei welchen danach mit Hilfe konfokaler Fluoreszenzmikroskopie die vorher-
gesagte Phasenseparation visualisiert wurde. Diese Aufnahmen wurden dann
mit den Ergebnissen aus den Monte-Carlo-Simulationen verglichen.

Es ist festzuhalten, dass diese gemischten Lipidsysteme im Phasenkoexistenz-
bereich eine makroskopische Entmischung aufweisen. Die Analyse der Bilder
und der Vergleich mit den Monte-Carlo-Simulationen legt die Vermutung na-
he, dass diese makroskopischen Phasen jedoch auch eine innere Struktur, sog.
Mikrodoménen besitzen, die unterhalb des Auflosungsvermogens des Mikro-
skops liegen.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Biologische Membranen

Uberall in der belebten Natur finden wir Membranen. Die Entstehung des
Lebens selbst wurde nur moglich durch die Entwicklung der Membran. Erst
so ist es moglich, ein Innen und Aussen zu definieren und lebende Entitéiten
von einer leblosen und feindlichen dusseren Umgebung zu isolieren. So ent-
standen die kleinsten strukturellen Einheiten des Lebens.

Durch deren Evolution entwickelten sich die Zellen, deren Funktion auf dem
wohlkontrolliertem Zusammenspiel und dem Austausch von Materie der ein-
zelnen Kompartimente beruht, die alle ihre spezifischen Aufgaben erfiillen.
All diese Untereinheiten oder Organellen, wie Zellkern, Mitochondria, Gol-
giapparat usw. auch genannt werden, sind von Membranen umgeben. Durch
die Beschriankung auf zwei Dimensionen wurden diffusionsabhéngige Prozes-
se wesentlich wahrscheinlicher. Prozesse, die erst durch das Zusammentreffen
von spezifischen Molekiilen gesteuert werden, wurden so in adequaten Raten
moglich. Daher ist die Membran auch ein Ort der Synthese von biologischem
Material wie den Proteinen oder Enzymen und der Katalyse von biologischen
Prozessen.

Die Aufteilung in verschiedene Kompartimente eréffnete die Mdoglichkeit zur
Ladungstrennung (wie zum Beispiel bei den Ladungstransferketten der pho-
tosynthetischen Membranen) und dem zeitweiligen Speichern von Energie in
Form von elektrochemischen Gradienten iiber die Membranen.

Auch fiir die Nervenreizleitung spielt die Membran eine grosse Rolle. Hier
wird der Nervenpuls als ein iiber die Membran laufender elektrischer Puls
interpretiert, immer verbunden mit dem Ein- oder Ausstrémen von Ionen
wie Natrium oder Kalium durch spezifische Tonenkanile. Diese Ionenkanile
werden entweder von einzelnen Proteinen oder von Proteingruppen gebildet.

7



8 KAPITEL 1. EINLEITUNG

1.2 Membranbausteine

Die biologischen Membranen sind Systeme von enormer Komplexitéit, denn
sie bestehen aus einer Vielzahl von verschiedenen Bausteinen, hauptséichlich
aus Phospholipiden und Proteinen. Diese Vielfalt ist sicher nicht zuféllig, son-
dern zweckgebunden. Welchem exakten Zweck diese Vielfalt dient, ist unklar.
Man geht davon aus, dass es durch die Notwendigkeit bedingt ist, den Mem-
branproteinen die benotigte spezifische Mikroumgebung aus den ,richtigen®
Lipiden zur Verfiigung zu stellen |50]. Die Proteine werden im allgemeinen
fiir die Funktionen und Prozesse in biologischen Systemen verantwortlich ge-
macht. Sie sind allerdings hier nicht Gegenstand eingehender Betrachtungen.
Phospholipide sind amphiphile Molekiile mit einer polaren Kopfgruppe und
einem oder zwei unpolaren Fettsiureresten, die durch eine Glycerolbriicke
verbunden sind (sieche Abb. 1.1). Die Lipide, die in der Natur vorkommen,
unterscheiden sich untereinander durch folgende Eigenschaften:

e Grosse und Ladung der Kopfgruppe: Sie kann negativ geladen, zwitte-
rionisch oder auch neutral sein.

e Anzahl der Kohlenstoffatome in den Ketten: Diese schwankt fiir die
meisten Phospholipide zwischen 12 und 24 Atome.

e Anzahl und Lage der Doppelbindungen in den Ketten (von 0 bis 6)

Die Plasmamembran menschlicher Erythrocyten zum Beispiel bestehen aus
150 bis 200 verschiedenen Lipiden [2].

Setzt man die Phospholipide einem polaren Losungsmittel wie dem Wasser
aus (wie das ja in der Natur auch meistens der Fall ist), so bilden sie Ma-
krostrukturen, die durch die Geometrie der Lipide und den ,hydrophoben
Effekt bestimmt werden.

Dazu gehoren unter anderem (siche Abb. 1.2):

e Mizellen - kugelformige Geometrie

e Lipid-Doppelschichten (Bilayer) - zweidimensionale, planare Geometrie
— Membranen

e invers hexagonale Phasen - zylinderformige Geometrie mit einem inne-
ren Wasserkern: Die Zylinder lagern sich zu zweidimensionalen, hexa-
gonalen Gittern zusammen.
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Abbildung 1.1: Struktur eines Phospholipids (hier: DMPC =Dimyristoyl-
phosphytidylcholine) Ein typisches Phospholipid besitzt eine polare Kopf-
gruppe und unpolare Fettsdureketten, die durch eine Glycerolbriicke verbun-
den sind. Hier liegen die Fettsdureketten in einer sogemannten all-trans-
Konfiguration vor. Sie sind véllig geordnet. Der Pfeil um eine der C-C-
Bindungen zeigt eine maogliche Drehung an, wie sie beim Schmelzprozess der
Ketten angeregt werden.

Abbildung 1.2: Mégliche Strukturen von Lipiden in Lisungsmitteln. a) zeigt
die Mizellenstruktur, bei dem die Lipide kleine sphdrische Einheiten bilden.
Im Bild b) sieht man die Lipiddoppelschicht und in c) eine inverse Struktur.
Letztere bilden makroskopisch eine hexagonale Struktur in der Form aus, dass
die Ketten nicht mit dem Wasser wechselwirken miissen.

In all diesen Strukturen weisen die Lipid-Kopfgruppen dem Wasser zu.

Lipidmonomere sind eher selten. Man findet sie unterhalb der sog. kriti-
schen Mizellkonzentration ,CMC*, welche auch von Lipid zu Lipid variiert.
Bei vielen zwitterionischen Lipiden liegt die CMC bei Konzentrationen von
come < 1071%mol/l. Das heisst, es gibt nur sehr wenig Lipid-Monomere in
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Losung. Auch dies wird durch den hydrophoben Effekt bestimmt. Er be-
sagt, dass eine Wechselwirkung der hydrophoben Kohlenwasserstoffgruppen
mit dem polaren Wasser eine ungiinstige freie Grenzflichen-Energie besitzt.
Der entropische Anteil des hydrophoben Effekts kommt von der verringer-
ten Zahl der Anordnungen, die das System ,Lipide mit dem umgebenden
Wasser” annehmen kann. Die Wassermolekiile miissen, um ihre Wasserstoft-
briickenbindungen zu erhalten, ihre relative Lage zueinander verdndern. Der
energetische Anteil riihrt von der zu minimierenden Grenzflichen-Energie
her, die durch die Wechselwirkung der hydrophoben Anteile mit dem Wasser
entsteht.

Weitere Parameter, die die Natur der Lipidaggregate bestimmen, sind die
Temperatur, die Lipidkonzentration, der pH-Wert und natiirlich die Lipid-
sorte (vornehmlich die relative Grésse der hydrophoben und der hydrophilen
Gruppen).

1.3 Schmelzprozesse in Membranen

In Abbildung 1.1 liegen die Fettsdureketten in einer sogenannten all-trans-
Konfiguration vor. Sind alle Phospholipide in dieser Konfiguration, so be-
zeichnet man dies als ,,Ls-Phase“und nennt das System gelformig. Bei Erho-
hung der Temperatur werden Rotationsfreiheitsgrade um die einzelnen C-C-
Bindungen angeregt und die bisher vorhandene hohe Ordnung der Molekiile
geht verloren. Man spricht vom Schmelzen der Membran. Bei den meisten
reinen Lipidsystemen gibt es eine sogenannte Vorumwandlung, bei der die
Membran in die gewellte Ripple-Phase P3 iibergeht. Heimburg interpretiert
diese Phase mit Schmelzprozessen, wobei sich die fluiden Lipide als periodi-
sche Liniendefekte in der ansonsten noch gelférmigen Matrix anordnen [27].
Diese Zwischenphase ist allerdings kein Gegenstand dieser Arbeit.

Am Ende der Umwandlung sind sdmtliche Ketten geschmolzen und bilden

die ungeordnete L,-Phase. Die Membran nennt man nun fluid. Abb. 1.3

zeigt diese Uberginge schematisch. Dieser gesamte Schmelzprozess ist ver-

bunden mit einer Zunahme der Enthalpie und der Entropie des Systems. Die

Enthalpie-Differenz AH kommt von der zuséitzlichen Energie der Kohlenwas-

serstoffketten, die vergrosserte Entropie AS des Systems von der angewach-

senen Zahl der Anordnungsmoglichkeiten des Systems.

Die Enthalpiezunahme kann durch Kalorimetrie sichtbar gemacht werden,

wobei man die aufgenommene Wirme misst, die dem System bei dem Schmelz-



1.3. SCHMELZPROZESSE IN MEMBRANEN 11

DMPC rein Hauptumwandlung
100 —
o Vorumwandlung
S 50—
E
0 . L
et GRS
%;% A s
L-B -Phase Ripple—Phase L-a —-Phase
2:’»0 2:35 2§I)0 ZSIJS 3(!)0

Temp [K]

Abbildung 1.3: Schmelzprofil einer Lipid-Phasenumwandlung anhand des
Beispiels einer reinen DMPC-Suspension. Die Membranen vollziehen einen
Ubergang von der geordneten Lg-Phase hin zur ungeordneten L,-Phase. Die
gewellte Ripple-Phase ist nur ein Zwischenzustand.

prozess zugefiihrt werden muss. Die Ableitung der Enthalpiekurve nach der
Temperatur (siche Kap. 3.1) ergibt die spezifische Warmekapazitét c,. Diese
Kurve besitzt Bereich der Umwandlung ein Maximum. Unter anderem ver-
dndert sich auch das Volumen der Membran sowie die Oberfliche und die
elastischen Konstanten. Alles in allem kann man sagen, dass simtliche Para-
meter des Systems im Bereich des Ubergangs eine Anderung erfahren, welche
nicht unabhingig voneinander zu betrachten sind.

Der Schmelzprozess der Ketten ist bei einkomponentigen Systemen eine Um-
wandlung mit einem sehr scharf ausgeprigten c,-Profil. Multilamellare Sus-
pensionen von Phosphatidylcholinen haben eine Umwandlungsbreite von ca.
1/10 K. Wiirden die einzelnen Ketten vollig unabhéngig voneinander auf-
schmelzen, wire die Enthalpie der Umwandlung gleich der van’t Hoff’schen
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Wirme und die Halbwertsbreite der Umwandlung miisste ca. 60 K betra-
gen [22]. Das heisst, die Kohlenwasserstoffketten schmelzen nicht unabhén-
gig voneinander, sondern beeinflussen sich gegenseitig sehr stark. Man nennt
die Umwandlung kooperativ. Bei Mehrkomponenten-Systemen wird der Um-
wandlungspeak deutlich verbreitert und somit auch wesentlich niedriger, da
die Gesamtenthalpiedifferenz der Umwandlung in etwa gleich bleibt. Vor al-
lem die Zugabe von Cholesterin, einem kleinen Steroid, das in der Plasma-
membran von Eukaryoten mit bis zu 20 % enthalten ist, verbreitert die Um-
wandlung schon in verhéltnismassig geringer Konzentration. Ab einem Anteil
von ca. 30 % in einer sonst reinen Lipidsuspension macht es die Schmelz-
prozesse schwer auflosbar, da Baseline und Signal kaum mehr voneinander
getrennt werden konnen. Die Umwandlungstemperaturen der Lipide hiangen

o —

Abbildung 1.4: Schmelzen der Membran: Aus der all-trans-Konfiguration geht
die Doppelschicht in die L,-Phase tiber. Hier sind sowohl die Ketten als auch
die Positionen der Lipide in der Matrix nicht mehr geordnet.

von der Kettenldnge, der Ladung und der Art der Kopfgruppe ab und befin-
den sich im Grossen und Ganzen im Bereich physiologischer Temperaturen
( ca. —20°C bis 60°C). So schmilzt zum Beispiel das DSPC (Distearoyl-
Phosphytidylcholine) mit einer Kettenlédnge von 18 C-Atomen bei einer Tem-
peratur von ca. 54°C'. Allerdings wird diese Umwandlung durch das Einfiigen
einer einzigen Doppelbindung in jeder der beiden Kohlenstoffketten (DOPC
= Dioleoyl-Phosphatidylcholin) um bis zu 70 K, je nach Lage der Doppel-
bindung, herabgesetzt.

Des weiteren zeigt die Membran im Bereich der Umwandlung enorme Fluk-
tuationen! der Enthalpie, des Volumens und der lokalen Packungsdichte der
Molekiile, welche sie extrem weich und auch permeabel fiir Ionen oder ande-
re kleine Molekiile werden lasst. Diese Fluktuationen hingen linear mit der
Wirmekapazitit zusammen [21]. Daraus folgt, dass auch sie in der Umwand-
lung ihr Maximum erreichen. Die Fluktuationen fiihren zur Ausbildung von
sogenannten Mikrodomaénen, bei der sich kleine Cluster einer Phase inner-

1Schwankungen um den Mittelwert
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halb der anderen Phase ausbilden. Am Schmelzpunkt 7, oder im Regime der
Umwandlung fiihrt dies zu einer makroskopischen Entmischung der beiden
Phasen.

Biologische Membranen sind extrem vielfdltig zusammengesetzt und enthal-
ten in der Regel einen grossen Anteil an Cholesterin. Dies ldsst vermuten,
dass sie sich bei physiologischen Temperaturen eigentlich immer sehr nah
am Umwandlungspunkt befinden und durch kleine Anderungen z.B. der lo-
kalen Zusammensetzung, in den Bereich der Umwandlung kommen und so
spezifische Membranprozesse oder auch das Durchdringen kleiner Molekiile
ermoglichen kénnen.

1.4 Membranmodelle

Das wissenschaftliche Bild von Membranen ist stark gepréigt durch das Fluid-
Mosaik-Modell von Singer und Nicholson, welches 1972 veréffentlicht wurde
[61]. Abb. 1.5 zeigt die Membran als zweidimensionale Fliissigkeit aus Phos-
pholipiden, in der die Proteine vollig frei beweglich ,herumschwimmen®. Inter-
aktionen zwischen den Proteinen und der sie umgebenden Fliissigkeit werden
nicht in Betracht gezogen und die biologischen Funktionen alleine den Pro-
teinen zugeschrieben. Die Phospholipidmembran fungiert hier also als reine
Tragermatrix ohne Auswirkungen auf Abldufe in der Membran zu haben.
Diese sehr vereinfachte Betrachtung ist in der jiingeren Vergangenheit al-
lerdings iiberarbeitet worden. Zum Beispiel geht sie iiberhaupt nicht auf die
Vielfalt der Lipide in biologischen Systemen ein. Der Grund fiir diese Vielfalt
ist noch nicht gefunden. Es hat sich jedoch herausgestellt, dass z.B. mechani-
sche Eigenschaften der Membran, wie die Elastizitdt oder Kompressibilitit,
sehr sensitiv von der Zusammensetzung der Lipidmembran abhéngig sind
[55].

Der Oberflichenfilm der Lunge, der die Lungenbléschen am Kollabieren hin-
dert, verdndert z.B. sein elastisches Verhalten ganz entscheidend, wenn sich
die Lipidzusammensetzung verdndert [10]. Ausserdem stellte sich mit der
Entdeckung der sog. ,,Rafts®* die Frage, ob die biologische Membran ebensol-
che, an Glykosphingolipiden reichen Doménen enthilt. Die Raft-Hypothese

Zkleine unzusammenhingende Membrandominen, die sehr reich an Cholesterin und
Sphingolipiden und speziellen Proteinen sind. Nachgewiesen wurden sie erstmals durch
die Bearbeitung von Membranen mit Detergenzien. Die unldslichen Riickstdnde dieser
Versuche nannte man , Rafts*
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Abbildung 1.5: Fluid-Mosaik-Modell: Die Phospholipide, alle im fluid-
kristallinen Zustand, bilden in biologischen Zellen eine Doppelschicht, in der
die Proteine frei beweglich sind.

besagt, dass bestimmte, in der Natur vorkommende Lipide wegen intermo-
lekularer Wechselwirkungen in der Membranebene aggregieren. Zu diesen
Wechselwirkungen gehoren die van der Waals-Wechselwirkungen zwischen
den langen, fast vollstindig geséttigten Kohlenstoffketten des Sphingomyelin
und der Glycosphingolipide. Ausserdem spielen auch die Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen benachbarten Glycosyl-Einheiten eine Rolle [60].

Diese heterogene Verteilung von Membranbausteinen wurde in der physika-
lische Chemie schon seit lingerem propagiert, da sie sich fiir Modellsysteme
(einfache Zwei- oder Dreikomponentensysteme) aus den Phasendiagrammen
ableiten ldsst. Vor einigen Jahren war man auch erstmals in der Lage, die-
se Phasenkoexistenz mittels Untersuchungen an Monofilmen (mit atomarer
Kraft-Mikroskopie AFM) und Bilayern (mit konfokaler Fluoreszenzmikrosko-
pie) zu belegen [36, 19, 6, 7.

Mittlerweile sieht man die biologische Membran nicht mehr als reines Stiitz-
geriist ohne Einfluss auf die Funktionalitét, sondern als eine komplexe, hete-
rogene Anordnung von verschiedenen Doménen aus einer Vielfalt von Phos-
pholipiden in gelférmigem oder fluid-kristallinem Zustand, in welchen die
Proteine ihre bendétigte spezifische Mikroumgebung vorfinden [50|. Dies ist
auch in Abb. 1.6 dargestellt. Die Membrandoppelschicht, durchsetzt von in-
tegralen Proteinen, weist in deren Umgebung eine besondere Lipidverteilung
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auf.

Abbildung 1.6: Matratzenmodell: Die Phospholipide bilden unterschiedliche
zusammenhdangende Einheiten (Domdnen), die in gelférmiger oder fluider
Phase vorkommen kénnen. Die Proteine sind in der Membran nicht immer
frei beweglich, sondern meist an das zellinnere Cytoskelett gebunden. Das
Bild ist gepragt von Mouritsen [50].

In diesen Doménen ist auch die Loslichkeit der verschiedenen Proteine, die
in die Membran eingebaut sind, unterschiedlich. Dies und die Tatsache, dass
Membranen im Bereich ihrer Schmelzumwandlung sehr stark fluktuieren,
fiihrt dazu, dass z.B. Prozesse, die nur durch das Aufeinandertreffen von
Proteinen gestartet werden konnen, erst in Gang gesetzt werden.

1.5 Motivation

Die erwihnte lokale Entmischung der Lipide auf mikroskopischer Ebene ist
in biologischen Membranen optisch erst in jiingster Vergangenheit sichtbar
gemacht worden [26]. In einfachen Modellmembranen jedoch wurden mit-
tels Atomarer Kraft Mikroskopie oder Brewster-Winkel-Mikroskopie die Pha-
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senentmischung im Koexistenzbereich an monomolekularen Schichten schon
vor einigen Jahren gezeigt [28, 52].

Der Nachweis der Entmischung in bindren Mischungen von geséttigten Phos-
pholipiden in freien Doppelschichten ist erst vor kurzem gelungen [36, 19].
Ziel dieser Arbeit ist es, dieses Phasentrennungsverhalten bei einem Zwei-
komponentensystem von gesittigten Phospholipiden mittels Kalorimetrie zu
untersuchen und anschliessend in einem fiir biologische Untersuchungen oft
verwendeten konfokalen Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen.

Um Wechselwirkungen mit Trigermaterialien auszuschliessen, werden dafiir
als Modellsystem sog. Riesenvesikel verwendet (Kap. 4).

Diese experimentellen Ergebnisse werden anschliessend mit theoretischen Da-
ten aus Monte-Carlo-Simulationen, die das gleiche System simulieren, vergli-
chen. Diese Simulationen werden parallel in der gleichen Arbeitsgruppe von
Heiko Seeger angefertigt [59].



Kapitel 2

Theorie

2.1 Phaseniibergange

Die verschiedenen Aggregatszustéinde eines Stoffes (fest, fliissig, gasférmig
oder Plasma) nennt man Phasen. Abhéngig vom Druck p und der Tempera-
tur 7" der Umgebung kann ein Stoff diese verschiedenen Phasen einnehmen.
Es liegt immer die Phase vor, die das geringste chemische Potential u(p,T)
besitzt.

Uber die bisher erwiihnten Phasen hinaus gibt es noch zahlreiche weitere Pha-
seniibergidnge wie z.B. in der Festkorperphysik die {iberginge Paramagnet-
Ferromagnet, Normalleiter-Supraleiter oder, wie hier behandelt, der Uber-
gang zwischen der gelférmigen und der fluiden Phase von Phospholipiden.
Anhand ihrer Eigenschaften kann man diese Ubergéinge in verschiedene Klas-
sen einteilen:

Phaseniibergéinge heissen n-ter Ordnung, wenn die n-te Ableitung
des chemischen Potentials p(p, T) des Systems einen Sprung auf-
weist (Ehrenfest-Theorem) |20, 41].

Am Punkt des Phaseniiberganges sind die chemischen Potentiale der beiden
Phasen im thermodynamischen Gleichgewicht gleich pa(p,T) = up(p,T).
Fiir Systeme aus mehreren Komponenten wie z.B. gemischte Phospholipid-
systeme gilt die Phasenregel von Gibbs:

f=k+2-p (2.1)

Hierbei ist die Anzahl der Komponenten gleich k, es sind p Phasen mog-
lich. Dann besitzt das System noch f Freiheitsgrade. Bei konstantem Druck

17
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(wie bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten kalorimetrischen Messungen)
reduziert sich die Zahl der Freiheitsgrade um 1 und es gilt:

f=k+1-p (2.2)

Als Phase bezeichnet man allgemein homogene, makroskopische Gebiete in-
nerhalb eines Systems, die durch Trennungsflichen gegeneinander abgegrenzt
sind. Man macht aber meistens die Annahme, dass in grossen Systemen der
Einfluss dieser Grenzflichen vernachlissigt werden kann.

In den letzten Jahrzehnten wurden die Eigenschaften einer Vielzahl von zwei-
und mehrkomponentigen Lipidmischungen untersucht. Obwohl es sich im
Vergleich zu biologischen Membranen um sehr einfache Systeme handelt,
kann man doch eine Reihe von Eigenschaften daran darstellen. All diese Ver-
suche wurden in der Anwesenheit von Wasser durchgefiihrt, weil dies dem
Zustand in biologischen Systemen vergleichbar ist. Der Einfluss des Wassers
wird in der Regel vernachlissigt, weil es sich meist um vollstéindig hydrierte
Systeme handelt. Da hierbei Wasser als Komponente und eigene Phase be-
trachtet wird, &ndert sich nichts an der Zahl der Freiheitsgrade.

Die Eigenschaften solcher Systeme werden in der Regel in Form von Pha-
sendiagrammen dargestellt. Diese sind allerdings nur eindeutig, wenn die
Umwandlungen der einzelnen Komponenten von erster Ordnung sind. Bei
Lipiden spricht man von pseudo-kritischen Systemen. Das heisst, es handelt
sich um Systeme, die vom Charakter erster Ordnung sind, sich jedoch in der
Néhe eines kritischen Punktes befinden [51].

Bei der Erstellung eines experimentellen Phasendiagrammes nimmt man z.B.
Daten, die kalorimetrisch bestimmt wurden. Abb. 2.1 zeigt links ein gemes-
senes c,-Profil einer Lipidmischung aus DMPC und DSPC! im Verhéltnis
von 30:70 der Konzentration 10 mM. Es ist iiblich, dass die Phasengrenzen
bestimmt werden, indem man bei den ¢,-Kurven eine Tangente an die anstei-
gende und an die abfallende Flanke des Profils zeichnet und die Schnittpunk-
te der Tangente mit der Grundlinie bestimmt. Jenseits dieser Punkte nimmt
man an, dass die Mischung vollsténdig gelférmig respektive fluid ist und keine
Phasenkoexistenz mehr vorliegt. Diese Punkte werden dann aus den Kurven
der verschiedenen Zusammensetzung des Systems entnommen und iiber der
Konzentration aufgetragen. Dies ist allerdings nur eine Hilfskonstruktion, da
reale Systeme von solchen, die mit Hilfe der ,Regular Solution Theory* be-
rechnet werden konnen, abweichen. Die rechte Seite von Abb. 2.1 zeigt, wie
das c,-Profil geméss der Theorie aussieht. Dort ist der Phasenkoexistenzbe-
reich eindeutig zu erkennen. Im Bereich G liegt alles im gelférmigen Zustand

1Die Erklirung der genannten Lipide findet sich im Kapitel 3
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Abbildung 2.1: links: 30:70 Mischung von DMPC und DSPC. Laut Konventi-
on werden die Phasengrenzen durch den Schnittpunkt einer Tangente an das
cp-Profil mit der Baseline bestimmt. Diese Hilfskonstruktion wird genutzt,
weil die realen Messkurven von denen aus der ,Reqular Solution Theory“
(rechts) abweichen.

vor, im Bereich F alles im fluiden und im Bereich G+4F findet man Pha-
senkoexistenz von fluiden und gelférmigen Bereichen, die sich makroskopisch
entmischen.

2.2 Lipidmischungen

2.2.1 Ideale Mischungen von Zweikomponentensystemen

An idealen Mischungen von Lipiden kann man beispielhaft herleiten, wel-
che Gesetzmissigkeiten bei gemischten Systemen herrschen. Ideale Mischung
bedeutet, dass zwei verschiedenartige Molekiile genauso wechselwirken wie
zwei gleichartige Molekiile. Abb. 2.2 zeigt ein Phasendiagramm einer idealen
Mischung von zwei Komponenten in beiden Phasen. In der Region G liegt
alles in der gelférmigen Phase vor, in der Region F alles in der fluiden und in
der linsenférmigen Region F+G finden wir eine Koexistenz von gelférmiger
und fluider Phase. Die beiden Phasen entmischen sich in diesem Koexistenz-
bereich und bilden makroskopische Bereiche.



20 KAPITEL 2. THEORIE

Folgende Herleitung findet sich ausfiihrlich bei Lee A.G.[40]:

A

T

Abbildung 2.2: Phasendiagramm einer idealen Mischung zweier Komponen-
ten A und B in der flutden und in der gelférmigen Phase

Sei bei einer beliebigen Temperatur T das System im Gleichgewicht, dann
ist das chemische Potential der Komponente A in beiden Zusténden gleich:
,uf) = ,uilF) . Dies gilt natiirlich auch fiir Komponente B: MSBG) = ,ug) .
Das chemische Potential der Komponente A in der fluiden Phase ist gegeben
durch

,u,EqF) = ,u,ilF)O -|- RT lIl Z‘A(F) (23)
(F)

wobei p ’° die konstante Gibbs’sche freie Enthalpie eines Mols der reinen
Komponente A in der fluiden Phase bei Temperatur T unter Standardbedin-
gungen (p = 1 bar) darstellt. R ist die allgemeine Gaskonstante. z4F) steht
fiir die Molfraktion der Komponente A im fluiden Zustand. In der gelférmigen
Phase gilt:

1 = 7 4+ RTIn g, (@) (2.4)
Daraus folgt im Gleichgewicht:
F F G
N D il (2.5)
(@) RT '

)
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()
Leitet man nun In 4 ab, fiihrt dies zu:
Za

(F)

6lnﬁ - @0 4 g(ro _ (AHa)r (2.6)
oT RT? RT? '

wobei (AH)r = HgF)O—HgG)O . Wenn man davon ausgeht, dass die Differenz
in der Warmekapazitit zwischen den beiden Phasen Ac, = 0 ist, und da am

5
Schmelzpunkt T4 gilt: /, = 2% und somit In 2—§ = 0 ergibt Gleichung 2.6
zwischen Ty und T integriert:

I &) _ —(AHW)1, <1 B i) 2.7)
e .
2 E \T T,
Gleichung 2.7 kann umgeschrieben werden zu:
(F)
ZA_ - A ()| = 2.8
xff) o [ R T Ty ¢ (2.8)
Fiir Komponente B folgt analog:
(F)
Ty _(AHB)TB 1 1 _B
B — BT ()| = 2.9
.’,C%G) “op [ R T TB € ( )

Die Gleichungen 2.8 und 2.9 enthalten die vier Unbekannten xff), .%‘E4G), xg)

und :ESBG). Gebraucht man die Beziehungen:

29 =1— 7% (2.10)
25 =1- 4 (2.11)

und setzt diese in die oben erhaltenen Gleichungen 2.8 und 2.9 ein, ergeben
sich:

x(AF) =(1- x%G))e_A (2.12)
F
o6 = s (2.13)
B G_B .

Daraus folgt fiir ', '

27 = [1 - @] e A (2.14)
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Gleichung 2.14 nach xff) aufgelost ergibt:

—A 7B_1
I et _A) (2.15)

Fir xg) folgt analog:

(F) _ eiB(efA — 1)

Ip = G_A —¢-B (216)

Fiir die Molfraktionen der beiden Komponenten in der gelférmigen Phase
folgt gleichermassen:

—-B
G) _ e —1
und A
@ _ €~

Die Gleichungen 2.15, 2.16, 2.17 und 2.18 legen das theoretische Phasendia-
gramm fest. Die Zahlen :vglF), xSBF), acff) und :c%G) sind Funktionen der Tem-
peratur. Diese Gleichungen sind allerdings nur im Koexistenzbereich giiltig,
da sonst eine der Zahlen xf), acg), xff) oder x%G) negativ oder grosser als 1

werden wiirde.

Ausgehend vom Phasendiagramm einer idealen Mischung von zwei Kompo-
nenten (Abb. 2.2) kann man beschreiben, was passiert, wenn man sich bei
einer willkiirlichen Zusammensetzung x wihrend des Abkiihlens durch das
Phasendiagramm bewegt. Oberhalb der Temperatur ¢; ist nur die perfekt
gemischte fluide Phase vorhanden. Ab der Temperatur ¢; treten nun erst-
mals Bereiche auf, die gelformige Phase der Zusammensetzung x; enthalten.
Die Gelphase enthélt also einen grosseren Anteil am héher schmelzenden Li-
pid als die fluide Phase. Bei weiterem Abkiihlen auf die Temperatur ¢ erhalt
man mehr Anteile der gelférmigen Phase mit der Zusammensetzung g und
der fluiden Phase mit Komposition xp. Die Mengenverhéltnisse der beiden
Phasen im Koexistenzbereich lassen sich mit dem Hebelgesetz ausrechnen:

ny _R—Q
nf+ng_R—P

(2.19)

Hier entspricht ny der Anzahl der Molekiile im fluiden Zustand und n, der
Anzahl der Molekiile im gelférmigen Zustand und R, () und P den Punk-
ten im Phasendiagramm (Abb. 2.2). Bei weiterem Abkiihlen kommt man zur
Temperatur ¢, wo ein letzter Anteil der fluiden Phase mit einer Zusammen-
setzung von xy vorhanden ist. Die Gelphase besitzt nun die urspriingliche
Zusammensetzung x.
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Dieses linsenféormige Phasendiagramm hat allerdings nur Giiltigkeit, fiir den
Fall einer idealen Mischung der beiden Komponenten in beiden Phasen.

2.2.2 Reale Mischungen

Generell kann man sagen, dass bei Lipidmischungen meistens nicht von einer
idealen Mischung auszugehen ist. Daher wird bei realen Mischungen (,regular
solutions®) eine Wechselwirkung zwischen ungleichen Molekiilen in Betracht
gezogen. Fiir das chemische Potential der Komponente A in einer reguldren
Losung gilt:

pa=py+ RTIn (x4 ja) (2.20)
wobei j4 den sog. Aktivitatskoeffizient darstellt, der die Nicht-Idealitit be-
schreibt. Die Nicht-Idealitét triagt zum chemischen Potential der Komponente
A mit p% (R fiir regulir) bei:

ph = RTInj4 (2.21)
und dem freien Energiebetrag:
GszA-,ufanB-,ug (2.22)

Niherungsweise sollen sich die Komponenten noch ideal mischen (— AS® =
0), dann tragen die Néchst-Nachbar-Wechselwirkungen zur Enthalpie bei:

AHR =py x4 -5 (2.23)

wobei p = Z-(2Esp—FE 41— Fpp) die Energie beschreibt, die bei Umwandlung
von Z AA-und BB-Paaren in 27 AB-Paare aufgewendet werden muss. Z ist
dabei die Koordinationszahl der Lipide. Somit gilt bei dieser vereinfachten
Betrachtung:

1A = po-Th (2.24)
pE = po- Th (2.25)
und man erhélt:
ply=pf® + RTIng!, + pf - (1 — zf)? (2.26)
phy = B2 + RTIn1 — 2/, + pl - (af))? (2.27)
und
ps = p%° + RT Inaf + pf - (1 — 25%)? (2.28)

ph = p8® + RTInl — 2% + pf - (29)? (2.29)
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Weil im thermodynamischen Gleichgewicht p% = pf und pf, = pf, gelten
muss, folgt:

" (ﬁ)m‘(l Ay, HIEE S Y7 . YR

% RT RT R \T Ty
(2.30)
und
. (1 - xﬁ) b — b %) | wE -’ AH} (1 _ L)
1— 15 RT RT R \T Tg
(2.31)

Wegen ihrer transzendenten Natur kdnnen diese Gleichungen nur iterativ mit
dem Computer gelost werden und man erhilt Zahlenwerte fiir x’;, 7%, % und
a:é als Funktionen von 4 und 7.

2.3 Monte-Carlo-Simulationen von Lipidsyste-
men

2.3.1 Simulation von Einkomponentensystemen

Da die in dieser Arbeit erworbenen Ergebnisse mit denen aus den Monte-
Carlo-Simulationen verglichen werden sollen, wird das Prinzip der Simula-
tionen hier kurz dargestellt.

Mean-Field Modelle nehmen an, dass die Umgebung jedes Molekiils gleich ist.
Dies ist im allgemeinen allerdings nicht richtig. Um ein Problem mit vielen
Teilchen, wie einer Membran zu losen, miisste man sdmtliche Konfiguratio-
nen des Systems erzeugen, ihre Energie berechnen und die Zustandsfunktion
bestimmen. Bei den vielen Konfigurationen, die es gibt (fiir ein System mit N
Lipiden ist die Zahl der méglichen Konfigurationen von der Grossenordnung
2V wenn man nur zwei verschieden Zustinde pro Lipid annimmt), ist dies
allerdings nahezu unmoglich. Ausserdem sind die Zusténde nicht alle gleich
wahrscheinlich, denn diejenigen mit einer hohen potentiellen Energie kom-
men fast nicht vor. Andere Zustinde haben die gleiche Energie und sind so-
mit entartet. Um die Zustandsfunktion ndherungsweise zu bestimmen, nutzt
man das Metropolis-Verfahren [49]:
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Dies ist ein Verfahren, bei dem nur diejenigen Zustinde, die ab einer defi-
nierten Wahrscheinlichkeit auftreten, gezihlt werden.

Bei einer beliebigen Startkonfiguration des Systems werden die Konfiguratio-
nen aller Lipide gespeichert. Damit kennt man die innere Energie des Systems
E;. Nun lasst man ein Lipid seinen Zustand éndern (z.B. gel-fluid). Es ver-
andert damit seine Energie und somit die Energie des Systems und geht vom
Ausgangszustand A in den Zustand B iiber. Die Energiedifferenz betréagt
AFE = Eg — E4 . Mit der Wahrscheinlichkeit

exp(—AFE/RT) K

Py = = 2.32
P 1+ ewp(-AE/RT) ~ 1+ K (2:32)
lasst man die Umwandlung zu und mit der Wahrscheinlichkeit
1 1
P, (2.33)

" 1+exp(—AE/KT)  1+K

lasst man sie nicht zu. So ist das Gleichgewicht der beiden Konfigurationen

durch P AE
L — exp (——) (2.34)

bestimmt. Dies erwartet man auch nach der Boltzmann-Verteilung. Jetzt
kann man ein weiteres Lipid ausw#hlen und den n#chsten Monte-Carlo-
Schritt durchfiihren. So durchlduft man mit der Zeit den kompletten Konfi-
gurationsraum des Systems.

Die Energie des Systems bleibt allerdings wihrend der Dauer der Simulation
nicht konstant, sondern sie schwankt um einen Mittelwert. Dieser Mittelwert
berechnet sich folgendermassen:

S, By eap(~F,/RT) _ 1
> eon(—F/RT) ~ Q

Die Enthalpie des Systems berechnet sich ananlog:

> . H; exp(—G;/RT) 1
= &4 = — H; —G;/RT 2.36
S~ eop(—Go/RT) — 0 ; exp(—Gi/RT) (2.36)
hier ist G; = F;+pV;+1la; =TS, . Hier ist V; das Volumen mit dem Druck p,
a; die Flache mit dem lateralen Druck II und S; die Entropie des Zustandes
mit der Temperatur T. @) ist jeweils die Zustandsfunktion des Systems:

Q= ZQ exp (;g) (2.37)

E =

> " E; exp(—F;/RT) (2.35)

H
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Abbildung 2.3: Fluktuationen der Enthalpie einer dquimolaren Mischung von
DMPC und DSPC bei einer Temperatur von 304 K im Gleichgewicht. Deut-
lich zu sehen, die Enthalpie ist nicht konstant, sondern sie schwankt um einen
Mittelwert.

wobei (2; die Entartung des Systems darstellt.

Da ¢, = (Z_IT{) , kann man durch Ableitung der Gleichung 2.36 die Warme-
p

kapazitat bestimmen:

2

_ (4 _H-H (2.38)
“=\ar) ~ "R '

Dies ist in der statistischen Physik auch als Fluktuations-Dissipations-Theorem
bekannt [21]. Somit lassen sich allein aus den Abweichungen des Systems
vom Mittelwert spezifische Parameter des Systems wie die Warmekapazitit
bei konstantem Druck bestimmen. Ahnliches gilt fiir die Warmekapazitit bei
konstantem Volumen oder elastische Konstanten wie die Volumen- oder Fla-
chenkompressibilitét.

Bei den Monte-Carlo-Simulationen wurde ein sog. , Ising-Modell“ angewandt([32].
Hierbei geht man davon aus, dass jedes Lipid nur in zwei Zusténden existieren
kann:

e ein gelformiger Zustand mit der Enthalpie H, und der Entropie S,
e ein fluider Zustand mit Enthalpie H; und Entropie S

Dariiberhinaus werden nun Wechselwirkungsparameter der Lipide unterein-
ander beriicksichtigt, was bisher noch nicht geschah. Es werden jedoch nur
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Wechselwirkungen mit den allerndchsten Nachbarn in Betracht gezogen. Die
Matrix hat hexagonale Struktur und die Koordinationszahl 6. Jedes Lipid
hat also 6 néchste Nachbarn.

Somit gibt es drei unterschiedliche Wechselwirkungsparameter zwischen be-
nachbarten Lipiden:

o gel-gel WW — ¢,
o gel-fluid-WW — ¢,
e fluid-fluid-WW — €rf

Hieraus ergeben sich die Gibbs’schen freien Enthalpien
in der Gelphase:
Gyg=N-(Hy—T-5y)+7Z/2- €y (2.39)

und in der fluiden Phase:
GfZN-(Hf—T'Sf)+Z/2'6ff (2.40)

Bei einer allgemeinen Verteilung mit /Ny fluiden und N, gelférmigen Lipiden
gibt es:

Ny, Kontakte zwischen zwei gelférmigen Lipiden
Ny Kontakte zwischen zwei fluiden Lipiden
Ny¢ Kontakte zwischen gelférmigen und fluiden Lipiden.

Die gesamte Gibbs’sche freie Energie G kann man nun durch Kombination
von 2.39 und 2.40 erhalten:

G= Ng'(Hg_T'Sg)+Nf'(Hf_T'Sf)+Ngg'6.qg+fo'eff‘i’Ngf'egf (2.41)

Durch umsortieren von 2.41 erhalt man:

G = Gg+Nf-(AH—TAS)+Ngf-<egf—%+%> (2.42)

= G9+Nf'(AH—TAS)+Ngf-wgf (2.43)

wobei wgy ein Kooperativitidtsparameter ist. Er bestimmt die Energie, welche
das System durch ungleiche Néchstnachbarkontakte gewinnt.
Fiir die Simulationen wurde ein Glauber-Algorithmus [23] angewandt:

e man wihlt eine beliebige Startkonfiguration des Systems

e man nimmt ein willkiirliches Lipid im System
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man andert dessen Zustand

man berechnet die Gibbs’sche Energie-Differenz zwischen der alten und
der neuen Konfiguration

0G = ﬂ:(AH -T. AS) + A’I’Lgf CWgr (244)

wobei + /- fiir den Ubergang gelférmig-fluid /fluid-gelférmig und An,;
fiir die Verdnderung an ungleichen Nichstnachbarkontakten steht.

man berechnet die Wahrscheinlichkeit der Anderung

P= % mit der Gewichtung K (T) = exp (_fz_g)

man generiert eine Zufallszahl RAN und vergleicht sie mit der berech-
neten Wahrscheinlichkeit.

man entscheidet, ob der Zustand gedndert wird:

RAN <P — Ja
RAN > P — Nein

man nimmt das néchste Lipid und wiederholt beschriebenen Ablauf.
Wurden alle Lipide in der Matrix einmal ,besucht®, so ist ein Zyklus
abgeschlossen.

2.3.2 Simulation von Mehrkomponentensystemen

Die Vorgehensweise bei zweikomponentigen Systemen bleibt im wesentlichen
gleich, aber es gibt noch zusitzliche Beitrdge in den Gleichungen. Man hat
insgesamt 10 Wechselwirkungsparameter bei den Komponenten A und B:

A-A gel-gel-WW — ¢4
A-A gel-fluid-WW — ¢/
A-A fluid-fluid-WW —s e
B-B gel-gel- WW — 2P
B-B gel-fluid-WW — €28

B-B fluid-fluid-WW — eff
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o A-B gel-gel WW — e;;‘gB

e A-B gel-fluid-WW — ¢,/

o A-B fluid-gel-WW — €}7

o A-B fluid-fluid- WW — /P

und den Zahlen der jeweiligen Kontakte IV;;. Dies fiihrt zur gesamten Gibbs’schen
freien Energie:

_ A A A B B B A A A B B B

Goes = NAMHA =TS + NE(HE - TSP) + NAHP - TS}) + NE(HE - TSP)
AA AA AA AA AA AA
Ngg - €gg + Nip -5 + Nigo - €54

BB BB BB BB BB _BB
Ngg " €gg +fo “Crf +Nfg "€fg

AB _AB AB _AB AB _AB AB _AB
Ngg " €gg +Ngf “Egf +Nfg "€fg +fo “Eff

+ + 4+

(2.45)

Durch Umsortieren wie beim Einkomponentensystem und der Einfiihrung
der Wechselwirkungsparameter w/;" reduziert sich Gleichung 2.45 zu:

AG = Nf(AEy—T-AS4)+NP(AEp —T - ASp)
AA AA BB BB AB AB
+ wyy 'Ngf + Wy 'Ngf + Wyg 'Ngg
AB AB AB AB AB AB

+ wip - Nip twgp - Nop~ +wpg” - Nig

(2.46)

Nun wird wieder der schon oben beschriebene Glauber-Algorithmus ange-
wandt.

Die Parameter aus Gleichung 2.46 werden aus den kalorimetrischen Experi-
menten niherungsweise bestimmt.

AFE, und AEg entsprechen den Umwandlungsenthalpien der reinen Kompo-
nenten A und B. AS4 und ASp bestimmt man durch

und

Die Werte der wj;™ werden ebenfalls aus den Kurven der einkomponentigen

Systeme abgeschétzt und nach Testlaufen den experimentellen Kurven ange-
nihert.
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Eine ausfiihrliche Beschreibung der Monte-Carlo-Simulation des Mischsy-
stems DMPC-DSPC findet man in der Diplomarbeit von Heiko Seeger [59]
oder bei Sugar et. al. [63].

2.3.3 Fremdmolekiile in Einkomponentensystemen

Bei der Betrachtung von Lipidsystemen mit Zugabe von kleinen Mengen
an Proteinen oder Fluoreszenzfarbstoffen vereinfacht sich die Gleichung 2.46
weiter, da man folgende Annahmen macht [33]:

e Das Protein oder Label existiert nur in einem Zustand (es besitzt keine
Schmelzumwandlung)

e Es wird nur in sehr geringen Mengen zugegeben, so dass es keine Label-
Label-Wechselwirkungen gibt

Dies fiihrt dann zu einer Gleichung:
AG = N(AE —T- AS) + Ngf CWer T+ Ngl T W + Nfl S Wiy (249)

wobei die wg bzw. wy; fiir die Wechselwirkungen der gelférmigen bzw. fluiden
Lipide mit den Labeln stehen. Auch hier kann man aus dem Vergleich von
Simulationen mit den Experimenten die Zahlenwerte der w;; ndherungsweise
bestimmen.
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2.4 Zusammensetzung der Domanen

Aus den konfokalen Bildern, welche im Laufe dieser Arbeit angefertigt wer-
den (siehe Kap. 5.4), kann man nicht sofort auf die Zusammensetzung der
einzelnen Phasen schliessen. Allerdings ist es mit einem kleinen Umweg mog-
lich, ndherungsweise auch eine quantitative Aussage dariiber zu treffen.
Man nimmt die Molfraktion des einen Lipids (z.B. DLPC, welches bei Raum-
temperatur in der fluiden Phase angereichert sein sollte) als  und die Mol-
fraktion des anderen Lipids (z.B. DPPC) als y. Dann gilt:

:Uf—i—yf: 1 (250)

und
Ty + Yy, =1 (2.51)

wobei z; und y; die Anteile von z und y in der fluiden Phase und z,, y, die
der Gelphase darstellen. Abb. 2.4 zeigt das Phasendiagramm des Mischsy-

0 20 0 60 80 100
Anteil von DSPC in %

Abbildung 2.4: Phasendiagramm des Mischsystems DLPC und DPPC. FEin-
gezeichnet sind auch die Fraktionen und Konzentrationen, die verwendet wur-
den um die Zusammensetzung der Phasen des Systems aus den konfokal her-
gestellten Bildern zu bestimmen.

stems DLPC und DPPC und die dort verwendeten Konzentrationen, die zur
Bestimmung der Phasenzusammensetzung herangezogen wurden. Wenn nun
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f den Anteil der fluiden Phase und 1 — f den der Gelphase und v den Anteil
von DPPC beziehungsweise 1 — 7 den Anteil von DLPC darstellt, so fiihrt
dies zu den Gleichungen:

Frop+Q—f)ay=1—7 (2.52)

und
fryp+(Q—=Ff)yg=1 (2.53)
Die Unbekannten sind hier nur x; und z,.
Aus GI. 2.52 ergibt sich:
_=f-ys
1-f
Dies ist erst einmal unbestimmt. Wenn man allerdings f fiir zwei verschiedene

Zusammensetzungen -y kennt, kann man deren Anteile bestimmen.
Bei Zusammensetzung v, gilt:

Yg (2.54)

_n- J1yy

= — 2.55
Yg 1— fl ( )
Fiir 7, gilt analog:
Yo — foys
= — 2.56
yg 1— f2 ( )
Gleichsetzen der beiden Gleichungen ergibt:
2 = o5
yf = fll _ f22 (257)
1-fi  1-fo

Die Anteile f der fluiden Phase kann man ndherungsweise aus den Projek-
tionen der konfokalen Bilder bestimmen.

Abb. 2.5 zeigt ein mit diesem Verfahren hergestelltes Bild. Nacheinander wer-
den Schichtbilder aufgenommen, die anschliessend mit der Computersoftwa-
re zu einer Projektionsdarstellung (quasi-3D-Bild) zusammengefiigt werden.
Man nimmt an, dass man es bei dieser Darstellung mit einer tatséchlichen
makroskopischen Phasentrennung zu tun hat. Macht man nun diese Projekti-
on wieder riickgéngig, kann man auf die reale Grosse der einzelnen Doménen
zuriickschliessen und somit auch deren Zusammensetzung ndherungsweise
bestimmen.

Abb. 2.6 zeigt einen Schnitt durch ein Vesikel mit Radius R. Die tatséichliche
Oberfliche A,¢q(r) wird auf Ay,;(r) abgebildet. Als r wird der mittlere
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Abbildung 2.5: Konfokales Bild eines Vesikels mit dem Durchmesser 11 um
einer Mischung von 20% DLPC und 80% DPPC. Die Intensititen der bei-
den Kandle werden farbig tibereinandergelegt. Der blaue Kanal entspricht dem
Farbstoff D-3803 und der rote dem Farbstoff D-307. Die makroskopische Pha-
sentrennung st gut zu erkennen. Der Balken entspricht einer Linge von 10
wm

Radius eines Kreisringes angenommen. Im rechtwinkligen Dreieck gilt die

Beziehung:
cos = sina = V1 — cos? —‘/1— — (2.58)

Deswegen ergibt sich fiir die reale Oberfliche A,qq (7

Areal(r) - Aproj (T) ; (259)

1= (&)

So ist es moglich, wenn man fiir zwei verschiedene Mischungsverhiltnisse des
Lipidsystems die relative Zusammensetzung (fluid-gelformig) der Kreisringe
in der Projektionsdarstellung kennt, die Anteile der Lipide in den fluiden
oder gelféormigen Phasen zu bestimmen.
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x

proj(r) T &ﬁ

Abbildung 2.6: Schnittbild (links) und Draufsicht einer schematischen Dar-
stellung eines abgebildeten Vesikels. Die reale Oberfliche Ayeq (1) des Vesikels
wird auf Apo;(r) abgebildet.



Kapitel 3

Materialien und Methoden

3.1 Kalorimetrie

Kalorimetrie spielt eine wichtige Rolle bei der Untersuchung von Umwand-
lungen in biologischen oder Modellsystemen. In dem erhaltenen Wiarmekapa-
zitatsprofil sind sdmtliche thermodynamischen Informationen der Umwand-
lung enthalten. Die Zustandsfunktionen des Systems und Grossen wie die
Umwandlungsenthalpie und die Entropie des Systems konnen bestimmt wer-
den.

Bei der vorliegenden Arbeit wurde ein Differentialkalorimeter VP-DSC (DSC:
Differential Scanning Calorimeter) der Firma MicroCal, Inc. (Northhamp-
ton/MA, USA) verwendet (Abb. 3.1).

Seine wesentlichen Elemente sind die miinzenférmigen Proben- und Refe-
renzzellen aus Tantal, die vom sogenannten ,adiabatischen Schild“ umgeben
sind. Diese beiden Zellen werden simultan mit konstanter Rate erwidrmt oder
abgekiihlt. Dabei wird iiber einen Kristallsensor die Temperaturdifferenz AT
zwischen den beiden Zellen bestimmt. Uber einen elektronischen Regelkreis
werden nun die Heizspulen so angesteuert, dass diese Temperaturdifferenz
ausgeglichen wird. Die dazu benétigte Leistungsdifferenz AP wird aufge-
zeichnet. Da die Heizrate AA—T; bekannt ist, kann man nun verhéltnisméssig
einfach den Unterschied in der Wérmekapazitét Ac, bestimmen.

Es gilt :
t+At
AQ = / APdt ~ APAt (3.1)
t
Fiir die Warmekapazitit gilt:
oQ AQ AP
= =] ¥ —~ 2
A (a:r)p AT ~— AT (3.2)

35
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Die Steuerung des Geridts und das Auslesen der Messwerte erfolgt mittels
eines Personal Computers mit der von MicroCal speziell entwickelten Soft-
ware VP-Viewer. Damit kann man unter anderem einstellen, iiber wie viele
Messwerte gemittelt werden soll (,Filter) und wie schnell das Gerét durch
Wirmeausgleich auf irgendwelche Verénderungen in der Probe reagiert (,,Feed-
back“). Die Filterfunktion fiihrt zu einer Glattung der Mekkurve, welches bei
sehr schmalen Umwandlungen zu deutlichen Rundungsfehlern und somit zu
Informationsverlusten fithren kann. Das Feedback (none, low, mid, high) be-
stimmt, wie schnell das Gerdt auf Verdnderungen reagieren soll.

Die Messungen, welche in dieser Arbeit gezeigt werden, wurden alle mit
,High-Feedback®“ durchgefiihrt. Zusédtzlich wurden die Proben unter einen
definierten Druck von ca. 50 psi (pounds per square inch) gebracht, was etwa
3,5 bar entspricht.

Das verwendete Kalorimeter gilt derzeit als eines der sensitivsten auf dem
Markt. Dariiberhinaus verfiigt es iiber ein ausgezeichnetes Signal-Rausch-
Verhéltnis und eine hohe Stabilitdt der Baseline. Man benétigt wegen des
geringen Mefsvolumens von 0,5152 ml nur sehr geringe Probenmengen.

adiabatischer
Schild

Mess— _ Referenz-

zelle ™™ 1 zelle

T~
P = SR I )

O

Abbildung 3.1: Aufbau des DSC (Differential Scanning Calorimeter). Die
Zellen werden von oben mit einer Mess- bzw. einer Referenzsubstanz befiillt.
Die Temperatur wird wihrend der Messung mit einer eingestellten Rate ver-
dndert. Die Temperatur zwischen den beiden Zellen wird laufend ausgeqli-
chen. Aus der Differenz der den Zellen zugefiihrten Leistung ergibt sich die
Wirmekapazitdt.
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3.2 Fluoreszenz

Mikroskopie mittels Fluoreszenz hat vor allem bei Untersuchungen biolo-
gischer Substanzen oder Strukturen einen sehr grossen Einsatzbereich. Bei
biologischen Materialien konnen ganze Zellen oder Organellen ,angeférbt®
(mit Fluoreszenzfarbstoffen versehen) werden. Hierbei werden fluoreszieren-
de Moleiile in die Struktur eingebracht oder Molekiilgruppen an das zu un-
tersuchende Molekiil (z.B. DNA-Strang) angehéngt.

Das Prinzip der Fluoreszenz ist schnell erklart:

Ein Elektron befindet sich in einem Molekiil im Grundzustand Ej. Durch
die Absorption eines Lichtquants mit der Energie h * v; wird es in einen an-
geregten Zustand E; iiberfiihrt. Durch Energieverluste, z.B. Anregung von
Vibrationsschwingungen (Stokes-Verschiebung) erreicht es dann den Zustand
E5 von dem es durch die Emission eines Photons mit der Energie h*v, wieder
in den Grundzustand zuriickféllt. Wenn der angeregte Zustand ein sogenann-
ter Singulettzustand ist, der eine Lebensdauer von 7 ~ 1072 — 107 Sekunden
besitzt, dann bezeichnet man den Vorgang als Fluoreszenz. Wird allerdings
ein sogenannter Triplettzustand angeregt, der eine wesentlich verlingerte
Legbensdauer besitzt (Sekunden oder Minuten, manchmal sogar Tage), so
spricht man von Phosphoreszenz.

g angeregter Zustand
. COE R
i innere
Verluste
E,_ >~

Absorption Emission
h*Vl h* Vz

EO A4
Grundzustand

Abbildung 3.2: Prinzip der Fluoreszenz: Aus dem Grundzustand Ey wird
durch Absorption eines Photons der Energie hxv, ein angeregter Zustand F,
mm Molekiil erreicht. Energieverluste fiihren zum Zwischenzustand Fy, von
dem aus durch die Aussendung eines Photons der Energie h * vy der Grund-
zustand wieder eingenommen wird.

Die fiir diese Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe haben als Grund-
struktur ein Phospholipid, das den in dieser Arbeit untersuchten Phospholi-



38 KAPITEL 3. MATERIALIEN UND METHODEN

piden sehr dhnelt. Daran wird dann eine fluoreszierende Molekiileinheit ange-
hangt. Die beiden Farbstoffe die bei der Fluoreszenzmikroskopie zum Einsatz
kamen wurden dem Lipidsystem im Verhéltnis 1/1000 zugesetzt.

Verwendet wurde ein Farbstoff aus der BODIPY-Serie mit der Bezeichnung
D-3803 (Abb.3.3). Bei diesem Molekiil wurde die fluoreszierende Einheit
an das Ende einer verkiirzten Fettsdurekette eines normalen Phosphatidyl-
cholines angehéngt. Der Farbstoff besitzt sein Anregungsmaximum bei ei-
ner Wellenldnge von Ay s = 503 nm und das Emissionsmaximum liegt bei
Aem = 512 nm.

D-3803 (R-BODIPY FLC5-HPC)

(6]
Il
CHQ—O—C\/\/\/\/\/\/\/\
|
CH, CH—O—CWCHz F_ F CH,
N\ + a | I S B
CH,—N—CH,CH,0—P—- 0—CH, 0o \ NN
/ |
(0] ~ =
CH, -
CH,

Abbildung 3.3: Struktur des Fluoresezenzlabels BODIPY

Der zweite verwendete Farbstoff ist ein sogenanntes Dil-Label D-307 (Abb.3.4).
Hierbei wurde kein komplettes Phospholipid verwendet, sondern nur zwei
Fettsdureketten mit 18 C-Atomen Kettenldnge an eine fluoreszierende Mo-
lekiilgruppe angehingt. Bei diesem Farbstoff liegt das Anregungsmaximum
bei der Wellenlénge von A5 = 644 nm und das Emissionsmaximum liegt bei
Aem = 665 nm.

CH3 cH, CH, CHs
(CH=CH),—CH —
‘N N
(CHy) (CHy)
| |

Abbildung 3.4: Struktur des Dil Fluoresezenzlabels
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3.3 Mikroskopie

3.3.1 Konventionelle Mikroskopie

Die Mikroskopie wird in der Wissenschaft seit rund einem Jahrhundert ver-
wendet um kleine Strukturen mit optischen Mitteln zu untersuchen, ohne die
Probe dabei zerstoren zu miissen. Der Hauptnachteil der konventionellen Mi-
kroskopie ist die wegen der Beugung des Lichtes begrenzte Auflésung. Diese
liegt in etwa im Bereich der Wellenlénge des Lichtes, mit dem man die Probe
beleuchtet. Fiir die maximale Auflésung z,,;, zweier getrennter Punkte gilt
[14]:

A
ATpim = 1.22 - — 3.3
x NA (3-3)
wobei A die Wellenlinge des eingestrahlten Lichtes und NA die numerische
Apertur sind. Diese ist ein Maf fiir die Abmessungen des Mikroskopobjektivs.

Der maximale Offnungswinkel o des Objektivs ist durch

2sin & = D
2 f

bestimmt (D = Linsendurchmesser, f = Brennweite des Objektivs).
Durch die Verwendung von Immersionsobjektiven (Wasser oder Ol) lisst sich
ein Faktor in der Auflésung gewinnen der dem Brechungsindex n der Immer-
sionsfliissigkeit entspricht. Dieser ist fiir Ol etwa 1.50 und fiir Wasser etwa
1.33.
Somit gilt:

= NA (3.4)

A
n-NA
Da die numerische Apertur je nach Objektiv bis zu 1.4 betragt, konnen Struk-
turen, die kleiner als die halbe Wellenldnge des eingestrahlten Lichtes sind,
deswegen nicht aufgel6st werden.

Ein weiterer Nachteil ist der in der Tiefe begrenzte Focus, welcher es schwierig
gestaltet, ein Bild von einem, in Richtung der optischen Achse ausgedehnten
Objektes, zu erlangen.

Azyin = 1.22 -

(3.5)

3.3.2 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie verbindet die Auflésung eines konven-
tionellen Lichtmikroskops senkrecht zur optischen Achse (d.h. in der x-y-
Ebene) mit einer vergleichbar hohen Auflésung in der z-Richtung (d.h. in
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Richtung der optischen Achse). Es ist ein Instrument mit einer extrem klei-
nen Schirfentiefe, das das Streulicht aus den nicht-Fokus-Ebenen sehr gut
unterdriickt.

Abb. 3.5 stellt die Funktionsweise des konfokalen Mikroskops schematisch
dar. Als Lichtquelle fungiert wegen der der notwendigen hoheren Feldstérke-
intensitaten ein Laser. Der Laserstrahl wird iiber eine Lochblende 1 (Pinhole)
und einen dichroitischen! Spiegel durch die Objektivlinse auf die Probe fokus-
siert und ein Teil der Photonen von dem Fluoreszenzfarbstoff absorbiert. Das
emittierte Fluoreszenzlicht, welches eine lingere Wellenldnge besitzt, wird
durch den Spiegel transmittiert und durch die Lochblende 2 in den Detektor
geleitet. Dieses zweite, variable Pinhole wirkt als ,Raumfilter und lésst nur
Licht aus der fokalen Ebene in den Detektor. Licht aus den Ebenen iiber oder
unter der fokalen Ebene wird fast vollstindig ausgeblendet und gibt somit
keinen Beitrag zu der von dem Photomultiplier aufgezeichneten Intensitit.
In einem Computer werden die ortsabhiingig gemessenen Intensititen zu ei-
nem Bild zusammengefiigt. Die Auflésung in z-Richtung, die hierbei méglich
wird, betriagt 600 nm und ist abhiingig vom eingestellten Pinholedurchmes-
ser. Je kleiner der Durchmesser desto hoher die Auflésung.Jedoch wird die
Lichtintensitét bei zu klein gewdhltem Durchmesser sehr gering. Die Pinho-
leeinstellung muss ein Kompromiss zwischen Auflésung und Lichtstirke sein,
da die Kontraste auch durch die Software nicht uneingeschréinkt nachgebes-
sert werden konn. Die konfokalen Aufnahmen dieser Arbeit wurden meist mit
einem Blendendurchmesser von 20 ym durchgefiihrt.

3.3.3 Laserscanningmikroskopie und Schichtbilder

Die gute Auflosung der konfokalen Mikroskopie wird allerdings durch den
Nachteil des extrem eingeschrinkten Gesichtsfeldes erkauft. Dieser Nachteil
muss um ausgedehnte Objekte zu beobachten durch eine Abtastvorrichtung
kompensiert werden. Hierbei wird der zur Beleuchtung eingesetzte Laser
durch einen Mechanismus Punkt fiir Punkt iiber die Probe gerastert.

Das hier verwendete konfokale Mikroskop ist ein Laser-Scan-Mikroskop LSM
410 invert der Firma Carl Zeiss GmbH (Jena, Deutschland) basierend auf der
Mikroskopfamilie Axiovert 135 TV. Die Fluoreszenzen in den Proben wer-
den durch eine Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe HBO 50 angeregt. Fiir
die konfokale Mikroskopie wurden die Proben entweder durch einen Argon-
Laser der Wellenlédnge 488 nm (blau) oder durch einen Helium-Neon-Laser
mit der Wellenlinge 633 nm (rot) angeregt. Das emittierte Licht wird im

Ldichroitischer Kristall: Licht mit Wellenliingen bis zu Agren, wird reflektiert. Wellen-
langen A > Agren, werden transmittiert.
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Detektor
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Abbildung 3.5: Konfokales Prinzip: der Laser wird durch eine Blende tiber
einen Strahlteiler auf die Probe focussiert. Nur das Fluoreszenzlicht aus der
Fokusebene wird nun durch eine zweite Blende in den Detektor gelangen.
Licht aus Ebenen tiber oder unter der Fokusebene werden ausgeblendet. So
erreicht das konfokale Mikroskop eine definierte Auflosung in z-Richtung von
ca. 600 nm.

ersten Fall durch einen Bandpass-Filter 510 - 525 nm und im zweiten Fall
durch einen Langpass-Filter RG 665 nm in die Detektoren geleitet. So wird
sichergestellt, dass kein gestreutes Anregungslicht zum aufgezeichneten Bild
beitrégt.

Die Auflésung bei den Aufnahmen betrigt, falls nicht anders erwdhnt 1024 -
1024 Pixel. Um quasi-drei-dimensionale Bilder der Riesenvesikel zu erlangen,
wurden der sogenannte Sectioning-Mode benutzt. Hierbei werden nachein-
ander konfokale Bilder mit einem Abstand in z-Richtung von jeweils 1 ym
gemacht. Damit wird das ganze Vesikel in z-Richtung gescannt. Im Anschluss
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daran werden durch ein weiteres Anwenderprogramm (3-D-Projektion) die
Bilder der unteren oder oberen Halbschale (je nachdem, wo die Bildquali-
tat besser ist), iiberlagert. Diese iiberlagerten Bilder der einzelnen Kanile
werden nun in einer Farbdarstellung zu einem einzigen ,Quasi-3-D-Bild*“ zu-
sammengefiigt.

3.4 Materialien und Probenpraparation

Séamtliche Lipide (DLPC, DMPC, DPPC und DSPC) welche fiir die im Rah-
men dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen verwendet wurden, stammen
von der Firma Avanti Polar Lipids (Alabaster/AL, USA). Die beiden Ketten
jedes Lipids sind gleich lang und vollstindig geséttigt. Die Lipide besitzen
alle die gleiche Kopfgruppe und unterscheiden sich nur in der Lénge der Koh-
lenwasserstoffketten. DLPC besitzt je Kette 12 C-Atome, welche nach obiger
Reihenfolge bis DSPC jeweils um 2 pro Kette zunehmen.

Alle Lipide wurden tiefgekiihlt als Pulver geliefert. Die Fluoreszenzfarbstoffe
D-307, D-3803, TRITC und die anderen getesteten stammen von der Firma
Molecular Probes Europe BV (Leiden, Niederlande). Diese lagen ebenfalls in
getrockneter, tiefgekiihlter Form vor.

Fiir die kalorimetrischen Messungen wurden die Lipide jeweils in einer Mi-
schung aus Dichlormethan und Methanol (beides von der Firma Baker, De-
venter, Niederlande) im Verhéltnis 2:1 gel6st und dann im gewiinschten Mas-
senverhéltnis zusammentitriert. Diese Losungen wurden dann unter einer
Stickstoffatmosphére getrocknet und einige Stunden (meist iiber Nacht) im
Exikator unter Vakuum (p<0,1 mbar) gehalten, um auch die letzten Reste
des organischen Losungsmittels zu entfernen. Sogar kleinste Reste des Lo-
sungsmittels wiirden Messungen v6llig unbrauchbar machen.

Die getrockneten Proben wurden dann in einem pH-Puffer aus 5mM HE-
PES der Firma Sigma Aldrich (St. Louis/MO, USA) und 1mM des Kalzium-
Puffers EDTA der Firma Fluka (Buchs, Schweiz) gelost. HEPES wurde auf-
grund seiner guten Puffereigenschaften iiber einen weiten Temperaturbereich
ausgewahlt. Da er einen pKg-Wert von 7,5 besitzt, puffert er besonders gut
im physiologischen Bereich (pH-Wert des Blutes betrégt 7,35 bis 7,45). ED-
TA ist ein Chelatkomplex fiir zweiwertige Ionen und bindet somit sehr gut
an Kalzium wodurch Verunreinigungen mit Kalzium verhindert werden. Dar-
iiberhinaus werden diese Proben weniger leicht von Mikroorganismen befal-
len.

Die zur Pufferherstellung verwendeten Chemikalien hatten Analysereinheits-
grad. Verwendet wurde weiterhin hochreines Wasser, welches durch ein mehr-
stufiges chemisch aktives Filtersystem Milli-Q UF Plus der Firma Millipo-
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re (Eschborn, Deutschland) gelaufen war und einen Widerstand von ca. 18
MSQ/cm besitzt.

Der pH-Wert wurde, soweit nicht anders angegeben durch Zugabe von 1-
molarer HCI (Baker, Deventer, Niederlande) oder NaOH (Merck, Deutsch-
land) auf den Wert von 7,4 eingestellt. Dies geschah mit Hilfe des elektro-
nischen pH-Meters der Firma WTW (Wien, Osterreich). Die so erhaltenen
Suspensionen der Lipide wurden dann bei einer Temperatur iiber der Pha-
senumwandlung der beteiligten Lipide ca. 30 Minuten geriihrt und nach dem
Abkiihlen ca 10 Minuten entgast.

Fiir das Phasendiagramm des Mischsystems aus DMPC und DSPC wurden
bei allen Zusammensetzungen eine Konzentration von 10 mM verwendet.
Fiir die Messungen bei denen der Einfluss der Fluoreszenzfarbstoffe auf die
Umwandlungstemperatur gemessen wurde, wurden die Farbstoffe schon zu
Beginn der Praparation beim Mischen im Anteil von 1% oder respektive 5%
im organischen Losungsmittel zugegeben.

Bei den kalorimetrischen Messungen wurden allerdings um dem angestrebten
System GUV (= Giant Unilamellar Vesicle) moglichst nahe zu kommen mit
extrudierten unilamellaren Vesikeln gearbeitet. Hierbei wurden die erhaltene
Suspension oberhalb der Schmelztemperatur 15 mal durch einen Filter mit
Porendurchmesser von 100 nm gepresst. Der verwendete Extruder LipoFast
Basic stammt von der Firma Avestin (Ottawa, Kanada), die verwendeten
Filter der Firma sind aus einer perforierten Polycarbonatfolie gefertigt. Es
wurde mittels elektromikroskopischen Aufnahmen gezeigt, dass die erhalte-
nen Vesikel der Porengrésse des Filters entsprechen [45]. Diese Suspensionen
wurden dann in Spezialkapillaren gefiillt, welche ein wesentlich kleineres Vo-
lumen besitzen als die eigentliche Messzelle, so dass hier niedrigere Signale
gemessen wurden und das Signal-Rausch-Verhéltnis deutlich schlechter war.
Diese Kurven wurden dann durch ein Computerprogramm auf vergleichbare
Werte normiert.

Fiir die konfokale Fluoreszenzmikroskopie wurden die Lipide im jeweils be-
notigten Verhiltnis in organischem Losungsmittel (Dichlormethan:Methanol
2:1) gemischt und die Fluoreszenzmarker mit einem Anteil von 1:1000 beige-
fiigt. Die Proben wurden wie oben getrocknet und dann nach den verschie-
denen Priparationen Riesenvesikel hergestellt (siehe Kap. 4).
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Kapitel 4

Giant Unilamellar Vesicles

4.1 Guv’s als Modellsystem

Liposomen, auch Vesikel genannt, sind schon seit langem Gegenstand inten-
siver Untersuchungen. Als sie Anfang des 20. Jahrhunderts das erste Mal in
einem Mikroskop sichtbar wurden (man untersuchte Lipidextrakte aus Ge-
hirnen), nannte man sie  kiinstliche Zellen* [42]. Mikroskopische Bilder zeigen
multilamellare Vesikel. Allerdings wurde erst durch elektronenmikroskopische
Aufnahmen sichtbar, dass es sich hier um geschlossene Strukturen handelt,
die das fliissige Medium, in dem sie frei diffundieren, auch in ihrem Inneren
aufweisen [9].

Gibt man Lipide in Wasser, bilden sich spontan meist multilamellare Vesikel
mit einer Grossenverteilung von 50 bis etwa 1000 nm. Es stellte sich heraus,
dass durch Beschallung mit Ultraschall diese grossen Gebilde zerschlagen
werden und sich kleine Strukturen, sog. Small Unilamellar Vesicles ausbil-
den [54], mit denen man meist besser reproduzierbare Ergebnisse bekam.
Giant Unilamellar Vesicles (GUV) erleben eine Renaissance seit Helfrich
das Schwellverhalten von Lecithinen und Vesikelformen untersuchte [30, 31]
und den Arbeiten von Evans, der die mechanischen Eigenschaften verschie-
denster Lipid Bilayer bestimmte [17]. Es folgten weitere theoretische Vorher-
sagen von verschiedenen Strukturen und morphologischen Anderungen von
Vesikeln durch Helfrich, Lipowsky, Seifert et al. [44]. Erst durch die geziel-
te Herstellung von Riesenvesikeln liessen sich diese Ergebnisse an einzelnen
Objekten untersuchen und in Echtzeit beobachten.

Giant Unilamellar Vesicles sind sphérische Gebilde, die aus einer einzigen Li-
piddoppelschicht bestehen. Je nach ihrer Grésse, die von 5 ym bis zu einigen
hundert pum reicht, bestehen sie aus etwa 5 * 10® bis 5 * 10'® Phospholipid-

45
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molekiilen®.

Im Gegensatz zu den kleineren Verwandten, den 30-50 nm Small Unilamellar
Vesicles und den 100-200 nm Large Unilamellar Vesicles sind die GUV’s
im Lichtmikroskop sichtbar und darin liegt ihr grosster Vorteil. Da man sie
sehen kann, kénnen morphologische Verinderungen wie z.B. Budding (das
Abspalten von sog. Tochtervesikeln von einem Muttergebilde), Healing (das
Schliessen von Lochern in der Membran) oder auch Fusionen (das Verschmel-
zen zweier Vesikel zu einem einzigen Gebilde) aufgenommen und ausgewertet
werden [16]. Dariiberhinaus erweisen sich die einzelnen Gebilde nach ihrer
Herstellung als mechanisch erstaunlich bestidndig, denn sie sind iiber Tage
hinweg stabil oder lassen sich zum Beispiel mit Micropipetten ansaugen und
zum Teil sogar punktieren, um ins Innere chemisch oder biochemisch aktive
Substanzen zu injizieren.

Im Vergleich zu biologischen Zellen mit ihrer ausserordentlichen Komplexi-
tat (sie bestehen aus hunderten verschiedenen Phospholipiden und Protei-
nen) kann man bei den GUV’s die Zusammensetzung der Membran sehr gut
kontrollieren und somit natiirlich auch die Abhédngigkeiten von katalytischen
Prozessen, die in oder an der Membran ablaufen, von der Zusammensetzung
des Systems untersuchen. So kann man z.B. von einfachen Einkomponenten-
systemen ausgehen und Schritt fiir Schritt die Komplexitit der Zusammenset-
zung erhohen und dabei die Verdnderungen der Eigenschaften des Systemes
aufzeichnen und auswerten. Die mechanische Stabilitdt der GUV’s lassen un-
ter anderem zu, sie als eine Art Mikroreaktor zu nutzen, in dem man gezielt
enzymatische Prozesse in Gang setzt. Mittlerweilen ist es sogar moglich, Rie-
senvesikel aus POPC (Palmitoyl-Oleoyl-Phosphatidylcholine) mehrfach zu
punktieren und so nacheinander verschiedene Reagenzien zu injizieren. Ein
aktuelles Beispiel dafiir ist die Injektion von DNA und pankreatischer DNase
I, welche dann die DNA aufspaltet. Dies konnte so in situ aufgenommen und
dokumentiert werden [53].

4.2 Herstellung der Vesikel

Zur Herstellung von Giant Unilamellar Vesicles gibt es mehrere Methoden,
die auch mit verschiedenen Lipiden getestet wurden. Alle haben jedoch ge-
meinsam, dass das Entstehungsprinzip weitestgehend unverstanden ist und

I Die Fliche eines einzelnen Lipidmolekiils ist etwa 0,5 nm?2.
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noch der Aufkldrung bedarf. Angelova et al. versuchen, dazu Modellvorstel-
lungen zu entwickeln [4]. Initiiert wird die Entstehung durch Hydratation
der Lipidschichten. Man hélt fiir besonders wichtig, dass eine Separation der
Schichten stattfindet und diese hydrierten Schichten danach eine Kriimmung
erfahren. Zu Beginn des Prozesses spielen die Normalkrifte, die zur Abstos-
sung zwischen den Schichten fiihren, und die tangentialen Krifte, welche die
Kriimmung verursachen, die entscheidende Rolle. Angelova et al. kommen
zum Schluss, dass zum Beispiel ein dusseres, elektrisches Feld, speziell ein
alternierendes, beiden Kriften Vorschub leisten kann.

Zwei wichtige Bedingungen haben alle Herstellungsprozeduren gemeinsam:

e die Temperatur wihrend des Entstehungsprozesses muss bei allen betei-
ligten Substanzen hoher als die der Phasenumwandlung sein (dies gilt
auch fiir die Herstellung kleiner, grosser oder multilamellarer Vesikel)

e um Riesenvesikel zu erhalten, muss eine Erschiitterung der Proben wéh-
rend der Entstehung unter allen Umsténden vermieden werden.

Die zwei wichtigsten Produktionsmethoden, die im Rahmen dieser Arbeit
Verwendung finden, um Doménen in unilamellaren Lipidschichten zu visua-
lisieren, werden hier beschrieben.

4.2.1 Sanfte Hydratation

Bei der Methode der sanften Hydratation ist es laut Akashi et al. unbedingt
notwendig, geladenes Lipid in geringen Mengen beizusetzen [1]|. In der Regel
wird es dem ungeladenen Lipid im Verhéltnis 1:9 zugefiigt. Die verwende-
ten Lipide werden in einer Mischung aus Chloroform und Methanol (2:1 im
Volumenverhéltnis) in einer Konzentration von 10 mg/ml gelost. Von dieser
Losung werden nun 40 ul auf einer aufgerauhten Teflonscheibe unter einem
Stickstoffstrom getrocknet. Um auch die geringsten Riickstdnde des Losungs-
mittels noch zu entfernen, wird die Probe fiir mehrere Stunden (meist iiber
Nacht) unter Vakuum gehalten ( p < 0,1 mbar). Die Teflonscheibe wird
dann mit der benetzten Flache nach oben in ein ihrer Grosse entsprechendes
Glasgefiass gegeben. Anschliessend werden die getrockneten Lipidschichten
durch, mit Wasser geséttigtem Stickstoff, bei einer Temperatur von ca. 10
K iiber der Phasenumwandlungstemperatur der Lipide vorhydriert?. Danach

2In der Literatur werden oft Temperaturen von 37° C angegeben. Dies hat historische
Griinde. Weil die verwendeten Lipide meist eine oder mehrere Doppelbindungen hatten,
sind sie bei 37° C ohnehin im fluiden Zustand.
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gibt man sehr vorsichtig das, auf die gleiche Temperatur vorgewérmte, sog.
sinterne Medium3“ hinzu, welches aus der schon erwihnten Pufferlésung von
ImM EDTA und 5 mM HEPES mit einem Zusatz von 100 mM Succrose
versehen ist. Diese Probe wird nun wieder bei der Temperatur von ca. 10 K
iiber der Phasenumwandlung mehrere Stunden inkubiert.

Dabei wird der Lipidfilm Stiick fiir Stiick vom Substrat abgelost und formt
am Ende eine nahezu transparente, kleine weisse Wolke in der Losung. Von
dieser Wolke werden nun wenige ul (5 bis 10) abgezogen und in einer transpa-
renten Nunc-Kammer? (von der Firma Nalge Nunc International, Naperville,
IL, USA) zum ,externen Medium*“ zugefiigt. Das externe Medium enthélt im
Unterschied zum internen 100 mM Glucose anstatt Succrose. Dies fiihrt:

e durch den Unterschied in der Dichte der beiden Medien dazu, dass die
Vesikel auf den Boden sinken und dort eher sitzen bleiben.

e zu einer Differenz im Brechungsindex, so dass die Vesikel bei der Be-
trachtung unter dem Phasenkontrastmikroskop wesentlich besser auf-
zufinden sind.

Die Probe ist nun bereit zur Untersuchung unter dem Mikroskop.

Diese Art der Priparation wird oft auch mit einem Rotationsevaporator
durchgefiihrt. Der Unterschied ist nur, dass die Losung nicht auf ein Sub-
strat aufgebracht wird, sondern bei geringerer Konzentration im Lésungsmit-
tel (400 pl einer Konzentration von 0,1 mg/ml ) in einen kleinen Glaskolben
gegeben wird. Dieser wird dann schrig gestellt. Wéahrend er rotiert wird das
Vakuum angelegt und so das Losungsmittel abgedampft. Auch beim spéte-
ren Hydrieren wird der Kolben rotiert, so dass der gesamte Lipidfilm von der
Glasoberfliche wieder abgelost wird. Der weitere Verfahrensweg folgt wieder
der obigen Beschreibung.

4.2.2 Elektroformation

Auch zur Herstellung der GUV’s mit Hilfe der Elektroformationsmethode
muss man das System jenseits der Umwandlungstemperaturen halten. Dafiir

3Die Bezeichnung internes Medium riihrt von der Tatsache her, dass dieses dann spéter
in den Vesikeln eingeschlossen ist.

“Die Kammern bestehen aus acht abgetrennten kleinen Kammern aus PE, die nach
unten mit einem Coverslip abgeschlossen sind, und nach oben hin werden sie nach dem
Befiillen mit einem PE-Deckel abgeschlossen. Sie eignen sich sehr gut zur simultanen Un-
tersuchung mehrerer Proben.
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ben6tigt man in der Regel eine thermostatierbare Zelle, in welcher die Pri-
paration durchgefiihrt werden kann. Folgende Schritte werden durchgefiihrt:

e 1 bis 2 ul einer sehr niedrig konzentrierten Ldsung von Lipid in orga-
nischem Losungsmittel (ca 0,1 mg/ml Lipid) werden auf zwei paralle-
le Platindrahte aufgebracht und unter einem Stickstoffstrom langsam
getrocknet. Um das Losungsmittel vollstindig zu entfernen, wird die
Probe wieder fiir mehrere Stunden unter Vakuum gehalten.

e Millipore Wasser (R = 17,5 M /cm), welches je nach Substanz iiber
die Schmelztemperatur vorgewédrmt ist, wird der Kammer zugegeben.

e Nun wird mittels eines Funktionsgenerators, der an beiden Dréahten an-
geschlossen ist, ein niederfrequentes Wechselspannunsfeld angelegt.Verwendung
fand ein Funktionsgenerator FG 200 der Firma H-Tronic. Damit wird
eine sinusférmige Spannung von 3 V mit einer Frequenz von 10 Hz an-
gelegt. Damit wurden die besten Erfahrungen gemacht. Diese angelegte
Spannung wurde mit einem Oszilloskop iiberpriift.

e Man kann unter dem Fluoreszenzmikroskop schon Minuten nach Anle-
gen der Spannung das Entstehen von Vesikeln in der Grosse mehrerer
pm beobachten. Auch sieht man, dass die Lipidschichten mit der ange-
legten Frequenz oszillieren.

e Nach ca. 60 bis 90 Minuten wird die Spannung abgeschaltet. Man bringt
das System auf die gewiinschte Temperatur und kann mit den Experi-
menten beginnen.

Abb. 4.1 zeigt die Vorrichtung mit Platindrahten, die in eine der Nunc-
Kammern eingelassen wird, um darin bei Raumtemperatur die Elektrofor-
mation anzuwenden. Sie ist so gefertigt, dass sie die einzelnen Kammern nach
oben hin abschliesst. Damit werden Einfliisse durch Konvektion minimiert.
Die Platindriahte werden so eingestellt, dass sie sich so nah wie moglich am
unteren Coverslip befinden, damit man sich innnerhalb des Arbeitsabstands
des Mikroskopobjektivs befindet.

Ausfiihrlichere Anleitungen zur Herstellung von GUV’s mit Elektroformation
werden in der Originalliteratur von Angelova et al. gegeben [3, 4, 5].
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Abbildung 4.1: Versuchsanordnung mit Platindrihten, die in eine Nunc-
Kammer eingelassen werden, um damit Elektroformation durchzufiihren. Die
Kantenlinge der Kammern sind ca. 8 mm

4.3 Beobachtungen und Erkenntnisse

Nachdem wir mit den beiden Methoden der sanften Hydratation und der
Elektroformation GUV'‘s herstellen konnten, sind folgende Erfahrungen fest-
zuhalten.

Da sich fiir das eigentlich untersuchte Modellsystem DMPC-DSPC der vor-
ausgesagte Phasenkoexistenzbereich im Temperaturregime zwischen 24°C und
54°C befindet, wurden einleitende Untersuchungen am System DLPC-DPPC
durchgefiihrt. Dieses unterscheidet sich vom DMPC-DSPC-System jeweils
nur durch um zwei C Hy-Einheiten verkiirzte Kohlenwasserstoffketten. Die
Phaseniibergangstemperatur fiir DLPC liegt bei —2°C und die von DPPC
bei 41°C, so dass Phasenkoexistenz bei dieser Mischung geméss dem Phasen-
diagramm auf jeden Fall bei Raumtemperatur zu finden ist.

Beginnend mit der sanften Hydratation stellen wir fest, dass es entgegen der
herrschenden Meinung, auch ohne den Zusatz von geladenen Lipiden, mog-
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lich ist, GUV’s zu erhalten.

Bei den Versuchen mit geladenen Lipiden ® ist es im Rahmen dieser Arbeit
nicht gelungen, Vesikel zu erzeugen, bei denen man davon ausgehen kann,
dass sie unilamellar sind. Des weiteren fand sich auch keines, bei dem man
mit konfokaler Mikroskopie eine makroskopische Phasentrennung auflésen
kann. Deswegen wurde von einer weiteren Verwendung der geladenen Lipide
abgesehen.

Es gelang jedoch mit einfachen Mischungen von DLPC und DPPC (ohne
weitere Zusitze) mit Mischungsverhiltnissen von 50:50 oder 20:80 in den
angesetzten Losungen derartige Aufnahmen zu machen. Ob sich diese Mi-
schungsverhéltnisse exakt in den beobachteten Vesikeln wiederfinden, ist un-
klar. Alles in allem war festzustellen, dass die Ausbeute an unilamellaren
Vesikeln bei dieser Herstellungsmethode dusserst gering ist. Zusdtzlich war
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei dieser Methode als diirftig zu be-
zeichnen. Giant Unilamellar Vesicles wurden in Grossen von 5 bis ca. 50 ym
gefunden, allerdings nur in sehr geringer Anzahl und nach langem Suchen.
Ubereinstimmend mit verdffentlichten Ergebnissen [8] fanden wir allerdings
eine grosse Anzahl von multilamellaren Strukturen, die eine betrichtliche
Grosse erreichen. Abb. 4.2 zeigt links eines dieser multilamellaren Vesikel in
einer Grosse von 60 pym. Deutlich zu erkennen ist die Anordnung in Schich-
ten. Ob dies allerdings einzelne Membranen sind, ist zu bezweifeln. Einzelne
Membranen haben eine Dicke von ca. 5 nm und dies ist mit einem konfoka-
len Mikroskop nicht aufzulésen. Daher liegt die Annahme nahe, dass diese
Schichten selbst schon von Multischichten gebildet werden, die sich dann in
der gezeigten Anordnung aneinanderschmiegen.

Auf der rechten Seite der Abb. 4.2 sieht man ein dhnlich grosses Vesikel, das
ein kleineres einschliesst. Auch dies ist eine Konstellation, die man bei der
Herstellung mit der sanften Hydratation héufig findet. Meist sind die inneren
Vesikel auch nicht statisch, sondern diffundieren in ihrem Muttervesikel hin
und her.

Zusatzlich zu diesen Multistrukturen wurden auch immer wieder grosse zu-
sammenhingende Cluster von GUV’s gefunden, bei denen es nicht moglich
war, auf ein einzelnes in diesem Verbund zu fokussieren. Hiervon Schicht-
bildaufnahmen zu machen, ohne durch die eng benachbarten Vesikel grosse
Storungen zu verursachen, ist nicht realisierbar, da diese oft aneinander ad-
heriert waren. Auch war festzustellen, dass zuséitzlich in der Losung viele

5(Dem Lipidgemisch wurde jeweils ein Anteil von 5 bis 10 % DLPG, respektive DPPG
beigefiigt. Der Unterschied zwischen Phosphoglycerol und Phosphocholine besteht in der
einfach negativen Ladung des Phosphoglycerols im Vergleich zum zwitterionischen Phos-
phocholine. Die Kettenbeschaffenheit der Lipide ist ansonsten gleich und die Umwand-
lungstemperaturen sind auch jeweils nahezu unveréindert.)
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Abbildung 4.2: a) zeigt ein, mit der gentle-hydration-Methode hergestelltes
Vesikel. Oftmals bilden sich multilamellare Vesikel aus, bei denen man die
Multischichten gut unterscheiden kann. b) zeigt ein GUV, das ein kleineres
umschliesst. Der Balken hat jeweils eine Linge von 10 um.

myelin-artige Lipidstrukturen gebildet wurden [43, 56|. Abb. 4.3 zeigt eine
Phasenkontrastaufnahme eines solchen Verbundes. Dies ist wahrscheinlich ein
Teil der bei der Herstellung entstehenden Lipidwolke, die sich auch durch das
nachtrigliche Verdiinnen nicht aufgelost hat. Deutlich zu erkennen sind die
zusammenhéingenden Vesikel und am Rande des Gebildes die tubus-artigen
Myelin-Strukturen. Die Tatsache, dass diese Vielzahl an Strukturen neben-
einander zu finden sind, legt die Annahme nahe, dass sie alle eine dhnliche
Stabilitidt aufweisen.

Bei der Methode der Elektroformation stellten wir fest, dass schon nach we-
nigen Minuten die Bildung von eindeutig unilamellaren Vesikeln einsetzt.
Diese haben Gréssenordnungen von mehreren pm. Auch kann man beobach-
ten, dass die Vesikel eine Oszillation aufweisen, die einer Funktion der ange-
legten Frequenz und Spannung entspricht. Abb. 4.4 zeigt einen Ausschnitt
eines konfokal aufgenommenen Bildes einer Vielzahl von Vesikeln, die sich
am Platindraht gebildet haben. Was man allerdings auch berichten muss,
ist, dass vor allem bei den Versuchen mit DMPC-DSPC Mischungen, bei
denen mit der thermostatierbaren Zelle gearbeitet wurde, bei hoheren Tem-
peraturen Stromungen in der Fliissigkeit entstehen. Dies dussert sich auch
dadurch, dass sich grosse Cluster von Lipidvesikeln vom Platindraht ablésen
und sich vom Draht entfernen. Diese Cluster scheinen dariiberhinaus durch
spinnenwebartige kleine Gebilde von Lipiden zusammenzuhéingen. Abb. 4.5
zeigt eine solche, sich ablosende Menge von Vesikeln.
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Abbildung 4.3: Phasenkontrastaufnahme von GUV’s hergestellt mit der
gentle-hydration-Methode. Es bilden sich grosse zusammenhdngende Struktu-
ren aus Vesikeln und schlauchartigen Fortsdtzen. Der Balken hat eine Linge
von 100 um
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Abbildung 4.4: GUV’s einer Mischung von DMPC und DSPC, hergestellt
mit der Elektroformationsmethode. Das grosste, zentrale Vesikel hat einen
Durchmesser von ca. 40 um. Der Balken entspricht einer Linge von 10 pm.

Abbildung 4.5: GUV’s, die sich in grossen zusammendngenden Clustern vom
Platindraht ablésen. Der Balken entspricht einer Lange von 20 pm.



Kapitel 5

Resultate

In diesem Kapitel erfolgt eine Zusammenstellung der gewonnenen Ergeb-
nisse aus den kalorimetrischen Messungen des gemischten Lipidsystems von
DMPC und DSPC und ein Vergleich dieser Messungen mit Ergebnissen der
Monte-Carlo-Simulationen aus der Arbeit von H. Seeger [59].

Anschliessend wird bewertet, wie sich der Zusatz der fiir die konfokalen
Messungen verwendeten Fluoreszenzlabel auf die c,-Profile auswirkt. Zum
Schluss folgt eine Prisentation der konfokalen Aufnahmen an Giant Unila-
mellaren Vesikeln. Bei diesen Aufnahmen wurde die makroskopische Phasen-
separation auch experimentell nachgewiesen.

5.1 Phasendiagramm

Die verwendeten Phospholipide DMPC (Dimyristoyl-Phosphatidylcholin)
und DSPC (Distearoyl-Phosphytidylcholin) differieren nur in der Ketten-
lange ihrer Kohlenwasserstoffketten. DMPC besitzt 14 C'Ho-Gruppen in den
beiden Ketten und DSPC jeweils 18. Die Kopfgruppe ist bei beiden gleich.
Die Umwandlungstemperatur des reinen Lipids in wissriger Losung liegt bei
DMPC bei 297,5 K und bei DSPC bei 327,8 K und sie besitzen jeweils eine
Umwandlungshalbwertsbreite im Bereich von etwa 0,1 K fiir multilamellare
Vesikel.

Abb. 5.1 zeigt die in dieser Arbeit gemessenen c,-Kurven des gemischten
Lipidsystems DMPC-DSPC ausgehend von reinem DMPC (links unten) mit
zunehmendem Anteil an DSPC bis hin zu der reinen DSPC-Umwandlung
(rechts unten).

Im Falle von Mischungen bildet sich eine Phasenkoexistenzregion aus, in der
sowohl die fluide als auch die gelférmige Phase vorliegen. Die c,-Kurve ent-
hélt bei einer dquimolaren Mischung (50:50) zwei Peaks. Der Peak bei der

99
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Abbildung 5.1: c¢,-Kurven der gemessenen verschiedenen Mischungen von
DMPC und DSPC.

niedrigen Temperatur ist hauptsédchlich den Schmelzereignissen des DMPC
zuzuordnen und der Peak bei h6heren Temperaturen den Umwandlungen des
DSPC. Dies wird auch ersichtlich, wenn man die Enthalpie-Fluktuationen
in den Monte-Carlo-Simulationen betrachtet. Seeger hat diese Enthalpie-
Fluktuationen iiber einen ganzen Temperatur-Scan verfolgt und kommt zu
dem Ergebnis, dass bei den Temperaturen des unteren Schmelzpeaks haupt-
sichlich die DMPC-Molekiile stark fluktuieren (und somit schmelzen) und
bei den Temperaturen des oberen Peaks die DSPC-Molekiile [59].

Aus den cp-Kurven wurde nun mit dem beschriebenen Tangentenverfah-
ren (Kap. 2.1) die Grenztemperaturen bestimmt und diese iiber der Kon-
zentration als Phasendiagramm aufgetragen (Abb. 5.2). Die obere Kante
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Abbildung 5.2: Ezrperimentell aus kalorimetrischen Experimenten gewonne-
nes Phasendiagramm des Zweitkomponentensystems aus DMPC und DSPC.

des so gewonnenen Phasendiagramms dhnelt dem einer idealen Mischung
sehr. Dies lasst darauf schliessen, dass sich DMPC und DSPC im fluiden
Zustand nahezu ideal mischen und keine grossen Wechselwirkungsenergien
auftreten. Die Wechselwirkungsparameter w’ werden aus den Monte-Carlo-
Simulationen bestimmt, indem versucht wird, die simulierten Kurven mog-
lichst gut an die experimentellen Kurven anzufitten. Sugar et al. [64] und
Seeger [59] bestimmten aus den Monte-Carlo-Simulationen einen Wechsel-
wirkungsparameter wff zwischen den fluiden Molekiilen der verschiedenen
Komponenten von ca. 70 cal/mol - Kette. Fiir den Fall einer idealen Mi-
schung miisste dieser Parameter wffB = 0 sein. Die untere Kante des Dia-
gramms zeigt jedoch eine starke Abweichung von der idealen Form. Bis zu
einem Anteil von 60% DSPC steigt die Kurve langsam aber stetig an, um
dann nach oben hin abzuknicken. Dies fiihrt zu der Annahme, dass die Misch-
barkeit der beiden Lipide im gelférmigen Zustand wesentlich schlechter ist
als im fluiden. Aus den Monte-Carlo-Simulationen bestimmt man wieder die
Wechselwirkungsparameter. Diese liegen fiir w;‘gB wesentlich hoher als fiir
die fluid-fluid-Wechselwirkungen und liegen bei w}“f = 155 cal/mol - Kette.
Abb. 5.3 zeigt die, mittels verschiedener Verfahren gewonnenen, Phasendia-
gramme. Das nach der ideal-solution-Theorie berechnete Phasendiagramm
fiir ideales Mischverhalten beider Komponenten ist in griin dargestellt und

hat die charakteristische Linsenform. Das kalorimetrisch bestimmte (blaue
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Abbildung 5.3: Vergleich der Phasendiagramme. Die grimen Marker stel-
len das Phasendiagramm einer idealen Mischung dar. Das aus Simulationen
gewonnene (rot) stimmt gut mit dem kalorimetrisch bestimmten (blau) tiber-
ein. Beide zeigen eine deutliche Abweichung von der idealen Form, da eine
nichtideale Wechselwirkung zwischen den verschiedenen Komponenten ange-
nommen wird.

Marker) und das daran angefittete, aus Simulationen gewonnene (rote Mar-
ker) Phasendiagramm weichen deutlich von der idealen Form ab. Die grossten
Wechselwirkungsparameter erhélt man fiir wng = 410 cal /mol- Kette, der die
Wechselwirkung zwischen einem fluiden Molekiil DMPC und einem gelférmi-
gen Molekiil DSPC beschreibt. Die Wechselwirkungen beruhen hauptséchlich
auf dem Léngenunterschied der Molekiile und dem damit verbundenen An-
griffspunkt fiir Molekiile des Losungsmittels (= ,hydrophobic mismatch®). Sie
sind fiir das kurze fluide DMPC und das lingere gelférmige DSPC am gros-
sten. Die restlichen Wechselwirkungsparameter w4, wfP und w;? liegen
dazwischen.

5.2 Farbstoffe in der Membran

Um eine makroskopische Phasentrennung unter dem Fluoreszenzmikroskop
auflésen zu konnen, muss man dem Lipidsystem fluoreszierende Farbstoffe in
geringer Konzentration zugeben. Gemessen wurde mit Farbstoffkonzentratio-
nen von 0,1% Farbstoff im System. In dieser Arbeit wurden die Farbstoffe
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D-3803 und D-307! benutzt, die in Kap. 3.2 in ihrer Struktur beschrieben
sind. Ausgewdhlt wurden sie, weil sie in ihrer Struktur Lipiden &hneln und
nur zusitzlich eine Farbstoffgruppe tragen. Kalorimetrische Untersuchungen
hatten das Ziel, iiber das Losungsverhalten der Farbstoffe in den einzelnen
Lipidphasen Aufschluss zu geben. Bei der Auswahl der Farbstoffe wurde vor-
ausgesetzt, dass sie unterschiedliches Lésungsverhalten in der fluiden und in
der gelférmigen Phase besitzen und sich deshalb in der einen oder anderen
Phase anreichern. Ist dies der Fall, kann eine makroskopische Phasentren-
nung unter dem Fluoreszenzmikroskop aufgelost werden. Bei den Messungen
im Kalorimeter wurden den Lipiden die Farbstoffe im Verhé&ltnis 1:100 bzw.
im Fall von D-307 auch im Verhéltnis 5:100 zugesetzt.

5.2.1 Interpretationsmodell

Die Farbstoffe sind Fremdmolekiile, die in die Lipidmembran eingebaut wer-
den und durch ihre andere Struktur nichtideale Wechselwirkungen mit den,
sie umgebenden Lipiden hervorrufen. Um ihren Einfluss auf die Schmelzum-
wandlung der Lipide einordnen zu kénnen muss ein Interpretationsmodell
zu Hilfe genommen werden, das fiir andere, frithere Untersuchungen, erstellt
worden ist. Die Abbildungen 5.4 und 5.5 zeigen Snapshots? aus Monte-Carlo-
Simulationen an Phospholipidmembranen (DPPC). Ivanova et al. [29] unter-
suchten die Verdnderung des kalorimetrischen Profils durch die Zugabe von
Peptiden (kleine Proteine), die mit den verschiedenen Phasen unterschiedlich
gut wechselwirken. Dabei wird angenommen, dass die Peptide selbst keinerlei
Umwandlung erfahren. Abb. 5.4 a) zeigt, dass sich das c,-Profil zu h6heren
Temperaturen hin verschiebt, wenn sich das Peptid besser in der gelfomigen
Phase 16st. In b) wurde die Wechselwirkung zwischen Peptid und den fluiden
Lipiden als ideal angenommen. Das Peptid reichert sich in der fluiden Phase
an und das c,-Profil verschiebt sich zu tieferen Temperaturen.

In Abb. 5.5 ¢) und d) ist die Wechselwirkung zwischen Peptiden und den
beiden Lipidphasen jeweils gleich gut. Das kalorimetrische Profil wird nicht
verschoben, sondern flacher und breiter als im reinen Lipidsystem. Allerdings
ist die Verteilung der Peptide in den Snapshots unterschiedlich. Ist die Wech-
selwirkung zu beiden Phasen ideal (wg, = wy, = 0), dann sind die Peptide
statistisch verteilt ohne Preferenz fiir irgendeine Phase. Ist die Wechselwir-
kung zu beiden Phasen ungiinstig (wg, = wy, > wyr), dann neigen die Peptide
zur Clusterbildung in beiden Phasen.

! Dies sind die Typenbezeichnungen des Herstellers Molecular Probes
2Schnappschiisse, die die Lipidzustinde der Simulation zu einer bestimmten Zeit wie-
dergeben
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Abbildung 5.4: Snapshots von Simulationen zu den Verdinderungen des ka-
lorimetrischen Profils der Schmelzumwandlung von DPPC' durch die Zugabe
von Peptiden (rote Marker), die unterschiedliches Losungsverhalten in den
Phasen zeigen (aus [29]).

5.2.2 Mischsystem aus DLPC und DPPC

Bei der Interpretation der kalorimetrischen Daten wird davon ausgegangen,
dass sich die Fluoreszenzlabel ndherungsweise verhalten wie die Peptide in
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Abbildung 5.5: Die Peptide (rote Marker) zeigen gleiches Losungsverhalten
in beiden Phasen. Sie sind entweder statistisch verteilt oder neigen zum Clu-
stern, je nachdem ob die Wechselwirkungen mit den Lipiden niedriger oder
hoher sind als die WW zwischen fluiden und gelformigen Lipiden (aus [29]).

den Membranen. Ohne diese Annahme ist es kaum moglich eine Aussage
iiber das Verhalten der Label in den Membranen zu treffen. Abb. 5.6 und
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Abbildung 5.6: Messungen von DLPC mit den verwendeten Farbstoffen D-
3803 und D-307.
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Abbildung 5.7: Messungen von DPPC mit den verwendeten Farbstoffen D-
3808 und D-307.

5.7 zeigen die kalorimetrischen Profile von DLPC und DPPC mit den ver-
wendeten Fluoreszenzfarbstoffen. Im Falle von DLPC ist das Signal zum Teil
sehr stark verrauscht, da aufgrund des niedrigen Schmelzpunktes des Lipids
nicht wie gewohnt in der Messzelle gemessen werden kann. In diesem Fall
wird eine Mischung aus Glycerin und Wasser (40:60) eingefiillt, was zu einer
Gefrierpunktabsenkung des Wassers um ca. 16 K fiihrt. Dies verhindert, dass
die Messzelle bei Temperaturen unter 0° C Schaden nimmt. Anschliessend
wurden die extrudierten Vesikel 30 Minuten bei 20000 U~! zentrifugiert und
90 % des Uberstandes abgezogen, so dass man auf eine reale Konzentration
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von 100 mM kommt. Diese Suspension wurde dann in eine Spezialkapillare
gefiillt und diese in die Messzelle gegeben.

Reines DLPC (Abb. 5.6)besitzt eine breit aufgeficherte Umwandlung, die
aus drei unterschiedlichen Peaks besteht. Im Falle der Zugabe von 1% des
kurzkettigen Farbstoffes D-3803 verdndert sich die c¢,-Kurve dahingehend,
dass diese Aufspaltung ginzlich verschwindet. Es ist nur noch eine ziemlich
breite, flache Kurve zu sehen. Dies ldsst nach der oben angefiihrten Interpre-
tation darauf schliessen, dass sich das Label in beiden Lipidphasen dhnlich
gut 16st und keine der Phasen bevorzugt.

Bei dem langkettigen Label D-307 ist die ¢,-Kurve deutlich zu héheren Tem-
peraturen verschoben und auch hier ist von der Aufspaltung in mehrere Peaks
nichts mehr zu sehen. Die Verschiebung ist hier ein deutliches Indiz, dass sich
dieses Label stirker in der gelformigen Phase des DLPC anreichert.

Bei den Kurven des DPPC-Systems stellt sich die Lage anders dar. Hier ist
auffillig, dass die Kurven mit den beiden Labeln und das reine Lipidschmelz-
profil nahezu exakt iibereinander liegen. Eine Verschiebung oder Verbreite-
rung des Profils ist nicht zu erkennen. Dies lidsst darauf schliessen, dass sich
die beiden Label (D-307 in dem angewandten Beimischungen konzentrations-
unabhéngig) mit dem Lipid DPPC in beiden Phasen gar nicht mischen.

5.2.3 Mischsystem von DMPC und DSPC

Bei den Messungen von DMPC mit den Farbstoffen ist zu erkennen, dass
hier die Umwandlungstemperaturen in allen Fillen zu tieferen Temperaturen
verschoben sind. Hier sind allerdings konzentrationsabhingige Unterschie-
de auszumachen. Bei der Zugabe von D-3803 verschiebt sich der Punkt der
Phasenumwandlung um ca. 4 K zu tieferen Temperaturen und die Umwand-
lungsbreite der Kurve verdndert sich von ca. 1,0 K auf 1,8 K. Durch Zugabe
von D-307 verschiebt sich die Kurve erst bei einer Konzentration von 5 %
um etwa 4,0 K, dort ist jedoch eine noch stérkere Verbreiterung (auf etwa
5,0 K Umwandlungsbreite) und Abflachung zu erkennen. Dies ldsst darauf
schliessen, dass die Preferenz des kurzkettigen Labels fiir die fluide Phase um
einiges hoher ist, als die des langkettigen.

Im Falle des DSPC gestalten sich die Ergebnisse derart, dass hier die Kurven
mit den beiden Labeln wieder konzentrationsunabhéngig nahezu deckungs-
gleich iibereinander liegen. Diesmal sind die Kurven im Vergleich zum DPPC
jedoch um 3,0 K zu tieferen Temperaturen verschoben. Dariiberhinaus wei-
sen sie eine breite Schulter nach unten hin auf, deren Ausliaufer etwa 10 K
niedriger liegen, als die Umwandlungstemperatur des reinen Lipidsystems.
Diese Ergebnisse lassen darauf schliessen, dass die beiden Label, der Lipid-
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Abbildung 5.8: Messungen von DMPC mit den verwendeten Farbstoffen D-
3808 und D-307.
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Abbildung 5.9: Messungen von DSPC mit den verwendeten Farbstoffen D-
3808 und D-307.

membran zugesetzt, sich in der fluiden Phase gut 16sen, in der gelférmigen
allerdings eher zu einer Clusterbildung neigen kénnten.

5.3 Konfokale Bilder von Riesenvesikeln

Alle Aufnahmen, bei denen es moglich war, eine makroskopische Phasen-
trennung zu dokumentieren wurden an Vesikeln durchgefiihrt, die mit der
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Methode der sanften Hydratation hergestellt wurden. Sie wurden alle am
gemischten Lipidsystem DLPC und DPPC bei zwei verschiedenen Zusam-
mensetzungen gewonnen, entweder einer dquimolaren Mischung (50:50) oder
bei Mischungen von 20 % DLPC und 80 % DPPC. Bei anderen Mischungsver-
hiltnissen ist es im Laufe dieser Arbeit nicht gelungen, die Phasentrennung
aufzunehmen. Auch beim System DMPC-DSPC ist es nicht gelungen, diese
Phasenentmischung nachzuweisen.
Abb. 5.12 zeigt Bilder der Mischungen 20 % DLPC und 80 % DPPC. Die
Farbstofte, die den Lipiden zugegeben wurden, werden bei verschiedenen Wel-
lenldngen angeregt und ihre Emission auch bei verschiedenen Wellenlédngen
aufgenommen (siehe Kap. 3.2) Diese Bilder werden nun jeweils einem Farbka-
nal zugeordnet und im néichsten Schritt zu einem Farbbild zusammengefiigt.
Das Ergebnis sieht man jeweils in der unteren Gesamtdarstellung. Der Bal-
ken entspricht bei allen Bildern einer Lange von 10 pm.

Die Abbildungen 5.11 bis 5.14 stammen von dquimolaren Mischungen von
DLPC und DPPC. Der Aufbau der Bilder ist wie oben beschrieben.
Die verschiedenen Zusammensetzungen unterscheiden sich deutlich in der
Struktur der abgebildeten Phasen. Bei den 20:80 Mischungen sieht man eine
nahezu totale Entmischung in verschiedene Bereiche, wogegen in den &qui-
molaren Mischungen eher von einer perkolierenden Struktur die Rede ist [13].
So bezeichnet man eine Struktur, bei der es moglich ist, sich von einer Sei-
te eines Gebietes bis zur anderen zu bewegen, ohne die Cluster verlassen zu
miissen. Es bildet sich auf den Vesikeln ein Netzwerk von gelférmigen Phasen
aus, das fluide Bereiche umspannt. Man findet in den Intensititsverteilun-
gen auch Bereiche, in denen beide Farbstoffe vorhanden sind. Ausserdem
wurde festgestellt, dass vor allem der blaue Farbstoff (D-3803) oftmals in
allen Bereichen verteilt war und es in dessen Intensitdtsprofil zum Teil nicht
moglich war, eine Entmischung zu beobachten. Dies fiihrt dazu dass in den
zusammengefiigten Bildern der Einfluss des roten Farbstoffs (D-307) deutlich
iiberwog.

5.4 Bestimmung der Doméanengrossen

Bei der Bestimmung der Anteile der Lipide in den jeweiligen Phasen wurden
folgende Annahmen gemacht: Es wurde davon ausgegangen, dass tatséichlich
eine rein makroskopische Phasentrennung stattfindet und die Existenz von
sogenannten Mikrodoménen ® wurde vernachléssigt.

3kleine Doménen der fluiden Phase, die sich in gelférmigen Bereichen ausbilden oder
umgekehrt.
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Abbildung 5.10: 20:80-Mischungen von DLPC und DPPC. Die Phasentren-
nung st grossflichig zu sehen. Die Label entmischen sich jedoch nicht voll-
stindig aus den Phasen der ungiinstigeren Wechselwirkungen. Die roten Be-

reiche entsprechen den gelformigen Domdnen und die blauen den fluiden Do-
manen.



5.4. BESTIMMUNG DER DOMANENGROSSEN 67

Abbildung 5.11: 50:50-Mischung von DLPC und DPPC. Die gelformige Pha-
se bildet eine perkolierende Struktur aus, in der fluide Domdnen eingebettet
sind. Die Entmischung ist hier jedoch undeutlicher zu sehen als bei den 20:80-
Mischungen (gel = rot, fluid = blau).

Es wurde folgende Vorgehensweise fiir die Auswertung angewandt (zur Illu-
stration siehe Abb. 5.15):

e die zusammengefiigten Bilder werden im Kontrast verstiarkt und somit
werden die Phasengrenzen deutlicher sichtbar gemacht (links).

e die so entstandenen Bereiche werden je mit rot oder blau (nach Farb-
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Abbildung 5.12: 50:50-Mischungen von DLPC und DPPC. Perkolierende
Strukturen der gelférmigen Phase. Das kurzkettige Label D-3803 ist jedoch
anndhernd homogen tber die Vesikel verteilt. Die Entmischung ist nur durch
das langkettige Label D-307 festzustellen (gel = rot, fluid = blau).
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Abbildung 5.13: 50:50-Mischung von DLPC und DPPC. Bei diesem Vesikel
ist die Entmischung schwer zu erkenmen. Auch hier ist sie nur im roten
Kanal (rechts oben) zu identifizieren. Der helle Bereich in der rechten Halfte

des Vesikels entspricht zusdtzlichen Membranschichten (gel = rot, fluid =
blau).

kanal) unterlegt (mitte).

e es werden konzentrische Kreise eingezeichnet, die die Projektionsfla-
chen darstellen, aus denen auf die urspriinglichen Kreissegmentfliche
zuriickgerechnet wird.

e durch Ausschneiden der Bereiche in den Ringen und abwiegen lésst sich
der relative Anteil der Phasen in den Projektionsringen bestimmen

e mit dem Wissen der Fraktionsgrossen ldsst sich durch die riickwirken-
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Abbildung 5.14: 50:50-Mischung von DLPC und DPPC. Im Muttervesikel ist
ein kleineres eingeschlossen (gel = rot, fluid = blau,).

de Anwendung der Projektion die reale Fliche der fluiden (blau) und
gelférmigen (rot) Phasen bestimmen.

e anschliessend wird mit dem in Kapitel 2.4 vorgestellten Verfahren der
Anteil der Lipide in den fluiden und gelférmigen Phasen berechnet.

Die theoretische Auswertung (Kap. 2.4) sagt bei Raumtemperatur (296 K)
den 20:80-Mischungen (y; = 0, 8) einen Anteil der fluiden Phase von f = 0,12
und der gelférmigen Phase von 1 — f = 0,88 voraus (Hebelgesetz). Mit
dem beschriebenen Auswerteverfahren findet sich bei den GUV’s der 20:80-
Mischungen jedoch ein fluider Anteil von f = 0,6 und ein Gelanteil von
1—f=0,4.
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Abbildung 5.15: Das konfokale Bild eines Vesikels einer Mischung von 20
% DLPC und 80 % DPPC. Es wird im Kontrast verstirkt und Mikrodo-
mdnen werden als nicht vorhanden angenommen. Anschliessend werden die
Projektionsflichen als Kreisringe eingezeichnet und deren Zusammensetzung
ausgewertet (siehe Kap. 2.4).

Abbildung 5.16: Das konfokale Bild eines Vesikels einer Mischung von 50 %
DLPC und 50 % DPPC. Es wird wie Abb. 5.15 bearbeitet. Die schwarzen
Bereiche wurden nicht berticksichtigt. Im Ursprungsbild sind sie als einge-
schlossene Vesikel zu erkennen.
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Fiir die 50:50-Mischungen (y2 = 0,5) berechnet man einen fluiden Anteil
von f = 0,68 und einen Gelanteil von 1 — f = 0,32. In der praktischen
Auswertung allerdings findet sich ein Wert fiir die fluide Phase von f = 0,57
und 1— f = 0, 43. Daraus folgend ergeben sich bei der Berechnung der Anteile
der Lipide in den fluiden bzw. gelférmigen Phase unrealistische Werte, die
grosser sind als 1 oder auch negativ.

Folgende Faktoren sind dafiir wohl mitverantwortlich:

e Aufgrund der Schwierigkeiten und der geringen Reproduzierbarkeit der
Priparation wurde nur bei wenigen Vesikeln die Phasentrennung doku-
mentiert, so dass keine statistische Auswertung der Ergebnisse moglich
war.

e Bei den 50:50-Mischungen war es extrem schwierig, die einzelnen, sehr
kleinen Bereiche der verschiedenen Phasen zu trennen. Durch die ver-
schwommenen Ubergidnge wurde dies zusétzlich erschwert.

e Die unvollstindige Zuordnung der Farbstoffe in die einzelnen Phasen
(auch in der jeweils ungiinstigeren Phase wird noch ein Signal detek-
tiert).

e Die makroskopischen Phasen besitzen moglicherweise eine innere Struk-
tur. Es bilden sich wahrscheinlich Mikro- bzw. Nanodoménen der je-
weils anderen Phase aus.

Ohne eine weitere Untersuchung solcher zweikomponentigen Vesikelsysteme
und der daraus resultierenden Moglichkeit der statistischen Auswertung von
konfokalen Bildern, die an GUV’s angefertigt werden, kann das vorgeschlage-
ne Modell der Bestimmung der Anteile in den Phasen nicht verifiziert werden.
Dies war jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich.

5.5 Vergleich mit MC-Simulationen

Die experimentellen Ergebnisse sollen auch mit Monte-Carlo-Simulationen
von H. Seeger verglichen werden [59], der parallel in der gleichen Arbeits-
gruppe eine theoretische Arbeit angefertigt hat. Die Simulationen werden
auf einer Matrix von 100 x 100 Lipidenketten durchgefiihrt. Die Wechselwir-
kungsparameter, die bei den dortigen Rechnungen eingesetzt werden, wer-
den gewonnen, indem man die berechneten Kurven der Simulationen an das
experimentell bestimmte c,-Profil anfittet. Fiihrt man die Simulation mit
den so bestimmten Parametern durch, kann man davon ausgehen, dass die
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Abbildung 5.17: Die Schnappschiisse stammen wvon Monte-Carlo-
Simulationen einer dquimolaren Mischung von DMPC und DSPC angefertigt
von Seeger [59]. Die blauen Punkte entsprechen DSPC-Molekilen und die
roten DMPC-Molekiilen. Ist ein Molekiil im gelférmigen Zustand, so wird
thm eine dunkle Farbe zugeordnet. Befindet es sich im fluiden Zustand, eine
hellere Farbe. Links) Das System ist bei einer Temperatur von 290 K: es sind
fast nur gelformige Lipide vorhanden. Mitte) Das System befindet sich in der
Phasenumwandlung (310 K): es bilden sich fluide und gelformige Domdnen
aus, die kleine sog. Mikrodomdnen der anderen Phase einschliessen. Rechts)
Die Phasenumwandlung ist abgeschlossen (330 K): Die Lipide liegen im
fluiden Zustand gut gemischt vor.

daraus gewonnenen Erkenntnisse Aufschluss auch iiber das reale, experimen-
telle Modellsystem geben. Abb. 5.17 zeigt drei Schnappschiisse einer Monte-
Carlo-Simulation, die bei einer dquimolaren Mischung von DMPC und DSPC
durchgefiihrt wurde. Die Bilder zeigen das System bei Temperaturen von 290
K (links), 310 K (mitte) und 330 K (rechts). Die roten Punkte entsprechen
DMPC-Molekiilen und die blauen den DSPC-Molekiilen. Ein dunkler Farb-
ton bedeutet, das Lipid befindet sich im gelférmigen Zustand und ein heller
zeigt es im fluiden Zustand.

Im linken Bild befindet sich das gesamte System im gelférmigen Zustand,
nur ein paar wenige Molekiile sind fluid. Im mittleren Bild befindet sich
das System im Temperaturregime der Phasenumwandlung (302 K bis 318
K). Es bildet sich eine makroskopische Phasentrennung aus. Innerhalb die-
ser gelférmigen und fluiden Phasen befinden sich jedoch kleine Cluster der
jeweils anderen Phase, sog. Mikrodoménen, die aus beiden Molekiilsorten
bestehen. Befindet man sich jenseits der Phasenumwandlungstemperaturen
(rechtes Bild) so findet man das System wieder gut gemischt vorliegen. Nur
noch wenige Molekiile befinden sich im gelférmigen Zustand.

Bei den experimentellen Aufnahmen wurde festgestellt, dass trotz einer ma-
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kroskopischen Phasentrennung in den jeweils energetisch ungiinstigeren Pha-
sen immer noch geniigend Farbstoffmolekiile vorhanden waren, so dass das
Fluoreszenzsignal nicht auf Null absank. Der Nachweis der Mikrodoménen
in den Simulationen konnte vielleicht diese experimentellen Beobachtungen
erklaren. Diese Mikrodoméanen wurden auch in experimentellen Untersuchun-
gen an Monofilmen mit Hilfe von AFM und Neutronenstreuung nachgewiesen
[52, 24]. Auch die makroskopischen Phasen, die im Koexistenzregime vorlie-
gen, bilden keine grossen, zusammenhingende Struktur, sondern zeigen bei
der 50:50-Mischung auch eine perkolierende Struktur. Hier findet sich also
auch eine Ubereinstimmung von Experiment und Simulation. Ahnliche Er-
gebnisse gewannen Korlach et al. und Feigenson et al. [36, 19]. Auch sie
fanden bei ihren Untersuchungen an GUV’s von der Zusammensetzung ab-
hangige Strukturbildung. Um die Strukturen aus den Simulationen mit denen
aus den Fluoreszenzbildern quantitativ vergleichen zu kénnen, muss man al-
lerdings dazu iibergehen, an grdsseren Systemen zu simulieren. Derzeit ist
die Systemgrosse noch durch die Rechnerleistung begrenzt und deshalb ist
man auf rein qualitativ geartete Aussagen begrenzt.



Kapitel 6
Ausblick

Die laterale Organisation von Membranen stellt seit langem eines der Haupt-
untersuchungsgebiete in der Biophysik von Membranen dar [55, 34, 50]. Be-
sondere Fragestellung ist dabei die Existenz von Lipiddoménen in allen mog-
lichen Gréssenordnungen (von nm bis zu mm) und der Beziehung zwischen
Lipid-Doménenausbildung und der Konformation und den funktionalen Ei-
genschaften der eingebetteten Membranproteinen. Im thermodynamischen
Gleichgewicht fiihrt die Phasenseparation zur Ausbildung von makroskopi-
schen Doménen, die in Grosse und Zusammensetzung fluktuieren konnen.
Die Doménenbildung wurde mit AFM-Messungen und mit Hilfe von konfo-
kaler Mikroskopie schon nachgewiesen [52, 24, 36, 19, 7|.

Bei den AFM-Messungen wurde jedoch an Monofilmen gearbeitet, was nicht
den biologischen Gegebenheiten entspricht. Dariiberhinaus muss man bei Mo-
nofilmen immer in Betracht ziehen, dass Wechselwirkungen mit dem Substrat
einen Einfluss auf die laterale Struktur des Films eine Rolle spielen konnen.
Die Vorgehensweise, an freien Doppelschichten in Form von Giant Unilamel-
lar Vesicles zu arbeiten ist dem vorzuziehen, da dies den natiirlichen Systemen
naher kommt.

Bei den Herstellungsweisen der GUV's ist im Rahmen dieser Arbeit festge-
stellt worden, dass sowohl die sanfte Hydratation als auch die Elektroforma-
tion an Platindrahten ihre Schwéchen haben. Eine Moglichkeit der Verbes-
serung ware, die Elektroformation zwischen leitend beschichteten Coverslips
durchzufiihren [5, 35]. Dies wiirde die Vorteile beider Methoden vereinen. Bei
der Elektroformation bekommt man mit grosser Ausbeute unilamellare Vesi-
kel und mit der sanften Hydratation sitzen die Vesikel in der Regel nach einer
gewissen Wartezeit auf dem Coverslip, so dass man sie mit kurzreichweitigen
Immersionsobjektiven untersuchen kann [8, 5]|.
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