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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die elektrischen Turbiditédtsrelaxationen von kleinen, unilamellaren Vesikeln (SUV) aus dem
natiirlichen Sojabohnen-Lipidextrakt Lecithin 20% (auch: Avanti 20%) (Avanti Polar Lipids),
die in einer wissrigen 0,2 mM NaCl-Losung hergestellt und elektrischen Rechteck-
Feldpulsen der Feldstirke 2 <E/MVm™' <8 ausgesetzt werden, zeigen optisch eine Elektro-
Elongation an, die an die Glattung von thermischen Oberflichenondulationen der
Lipidmembran, deren Dehnung sowie die Membranelektroporation (MEP) gekoppelt ist. Das
Ausmal} und die Rate des elektromechanischen Prozesses fiir Vesikel mit unterschiedlichen
Radien von a/mm= 25, 38, 80 wund 170 bei der konstanten, nominalen
Transmembranpotentialdifferenz Ap" =-1,5-E-a =—0.3V (an den Vesikelpolkappen) sind
vom Radius abhéngig.

Die Zunahme der Membrankriimmung H = 1/a im Bereich 0,006<H / nm’ <0,04 fihrt zu

einem Anstieg des Bruchteils der Elektroporenfliche f, = AS,/Sy in der Membran von 1-10
fir a=170 nm bis auf 2,9-10° bei a = 25 nm. In gleichem MaBe wie f, nimmt die

Elektroporationsrate t' von 0,07 ps™ fiir a = 170 nm auf 1,05 ps™ fiir a = 25 nm zu. Das ist

p
in Ubereinstimmung mit friiheren Daten und theoretischen Analysen (Ténsing et al., 1997).
Die Erleichterung der Elektroporation durch die Membrankriimmung wird als Freisetzung der
Flachen-Differenz-Elastizititsenergie (Area difference elasticity energy) A/Gape gedeutet.
Bedingt durch die Differenz der relativen Lipidpackungsdichte, Ap/po, zwischen der dufleren
und inneren Lipidmonoschicht der Membran, verringert sie sich bei der Bildung eines Mols
einer Pore mit dem mittleren Radius T = 0,35nm von AGape =3,3RT bei einem
Vesikelradius von a = 25 nm auf A;Gape = 0,5 RT bei einem Vesikelradius von a = 170 nm.

Eine groBBe Membrankriimmung erleichtert demnach die elektrische Porenbildung.

Ein Hauptergebnis der elektro-optischen Feldsprungmessungen ist, dass die erleicherte
Elektroporation stark gekriimmter Lipidmembranen sich in den Relaxationen der
Membransonden quantitativ wiederfindet. Die Kinetik des - mit einer Ausnahme - negativen,
elektrischen Absorptionsdichroismus AA der Sonden [B-DPH pPC, TMA-DPH, DPH,
PATMAN, Zeaxanthin und DilC;4(3) ist unabhédngig vom Farbstofftypus identisch, wihrend
sie sich im Ausmall AA/A, unterscheidet. Nur fiir DilC;6(3) ist AA/Ay unterschiedlich und hat
ein positives Vorzeichen. Die Unterschiede |AA| der Sondentypen fiir einen gegebenen
Vesikelradius und gleiche Feldstiarke E sind mit dem Grad der Ausrichtung der Sonde in der

Membran durch den mittleren Sonden-Konuswinkels o verkniipfbar.

Die FEinfeld-Relaxation ag(t) besteht aus einer schnellen Ausrichtung der Sonde mit der
Zeitkonstante T ~ 150 ns in Richtung der Membranflichennormalen, gefolgt von einer
entgegengesetzt gerichteten, langsameren Reorientierung, die im Bereich 4 <E/MV m™ <8

binnen t= 10 ps ihren Endwert erreicht. Die schnelle Sondenausrichtung ist indirekt durch
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Ondulationsausgleich oder Glittung einer sog. "Uberstruktur" und durch die direkte
Feldeinwirkung bedingt. Die Ausfeld-Relaxation ist bis auf die schnelle Phase analog der
Kinetik des Einfeldsignals. Die Einfeld-Endwerte ag(t = 10us) aller Sonden zeigen, mit
Ausnahme der Vesikel mit a = 25 nm, keine Abhéngigkeit von der externen Feldstérke. Sie
liegen fiir die weitgehend parallel zur Membrannormalen orientierten Farbstoffe fiir VET g
fir 2<E/MV m" <8 im Bereich von 40 < og(t = 10us) /deg < 53, fiir das im Mittel ortho-
gonal zur Membrannormalen positionierte DilC;4(3) zwischen 68 < ap(t = 10us) /deg < 78.
Die Zunahmen des Sonden-Konuswinkels ag des transmembranen Farbstoffs Zeaxanthin
(m(ag(H)) = 425 deg nm) und des membranaufgelagerten DilC;4(3) (m(ag(H)) =400 deg nm)
sind bei der konstanten, nominalen Transmembranpotentialdifferenz
A" =-1,5-E-a =-0.3V (an den Vesikelpolkappen) linear von der geometrischen Mem-
brankrimmung H der Vesikel (a /nm = 25, 38, 80 und 170) abhingig. Die Ausrichtung der im
hydrophoben Membranbereich geldsten Sonde DPH ist dagegen mit m(og(H)) =75 deg nm
nahezu unabhingig von der Kriimmung. Eine lineare Extrapolation von ag(H) auf H > 0,04
zeigt, dass sich die Geraden bei H = 0,06, entsprechend ag(H) ~ 55 ©, also in der Ndhe des
magischen Winkels o = 54,7 ° schneiden. Bei grofen Kriimmungen liegt offenbar eine

Gleichgewichtung aller Sonden-Raumrichtungen vor.

Fiir die Abhédngigkeiten des Sondenkonuswinkel o von der Membrankrimmung H muf3 das
bestehendende ADE-Modell erweitert werden. Die Auswirkung der aus der Kriimmung
abgeleiteten, winkelabhingigen relativen Lipidpackungsdichte Ap/po(0) auf ap kann durch
die besonderen Kriimmungseigenschaften des Ellipsoids in elektro-deformierten Vesikeln
erklart werden. Die Relaxationen og(t) der Sonde Zeaxanthin konnen auf die lineare

Abhéngigkeit von ag(H)/H zurlickgefiihrt werden.

Optische Titrationen ergeben, dass die kritische, membrangebundene Grenzkonzentration Cyit,
bis zu der die Membraneigenschaften unverdndert bleiben, fiir alle Sonden
Ckrit(Sonde) < 10 uM sein muB. Die elektro-optischen Daten zeigen, dass DilC;4(3) den
geringsten Einfluss auf die Biegesteifigkeit der Membran hat, wahrend von den anderen
Sonden besonders Zeaxanthin schon fiir Konzentrationen von [Zeax] = 5 uM die Membran,
dhnlich wie Cholesterol, versteift. Die Auswertung statischer Fluoreszenzmessungen zeigt,
dass der Bindungsort des Sonden-Chromophors von DilCi6(3) die
Membran / Wassergrenzflache ist, und fiir PATMAN der Bereich der Lipidglycerolgruppen.
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1 Einleitung

Die Methode der Membranelektroporation dient zur Einbringung von Wirkstoffen oder Genen
in Zellen und Gewebe und ist in der Zellbiologie und Medizin weit verbreitet (Neumann,
1992). Die jiingst zum Mechanismus der elektrischen Porenbildung in Lipidmembranen und
zum Membrantransport erarbeiteten Forschungsergebnisse liefern einen wichtigen Beitrag zur
Interpretation der bei der Elekroporation auf molekularer Ebene ablaufenden Prozesse
(Griese, 2001). Trotz zahlreicher Modellvorschldge in der Vergangenheit, konnte bisher aber
kein vollstindiges Modell der bei der Elektroporation auf molekularer Ebene ablaufenden
Prozesse konstruiert werden (Glaser et al., 1988), (Chernomordik et al., 1987), (Neumann et
al., 2001). Die Messung und Deutung der Ergebnisse -elektro-optischer und
konduktometrischer Untersuchungen an mit optischen Sonden markierten unilamellaren
Vesikeln, die als Modellsysteme fiir Zellen stehen, bilden die Grundlagen zum Verstdndnis
des elektrischen Feldeffekts (Neumann et al., 1991), (Kakorin et al., 1998), (Neumann and
Kakorin, 1996), (Griese, 2001).

Diese Arbeit fokussiert sich auf zwei wichtige Teilaspekte zur Methodik und theoretischen
Behandlung elektro-optischer Feldsprungdaten von unilamellaren Lipidvesikeln mit optischer

Sondenmarkierung (Neumann et al., 1998):

Zunichst wird der quantitative Zusammenhang zwischen der elektroporativen Deformation
und der Membrankriimmung von Lipidvesikeln erarbeitet. In diesem Rahmen trégt ein neuer
kinetischer Ansatz dazu bei, die elektroporativ bedingte Zunahme der Membranoberflidche
separat von dem durch Membrandehnung und Ondulationsgldttung entstandenen Anteil zu
bestimmen. In dem neuen Modell wird die geometrische Kriimmung als wesentlicher Faktor
zur Erhoéhung des AusmafBles und der Rate der Elektroporation von Lipidvesikeln

beriicksichtigt.

Der zweite Teil behandelt die Absorptionsdnderungen, die durch lipidmembrangebundene
Sondenmolekiile in polarisiertem Licht im elektrischen Feldsprung hervorgerufen werden. Es
stellt sich heraus, dass der Absorptionsdichroismus aller untersuchten Sondenmolekiile
unabhingig vom Sondentypus, die gleiche Relaxationskinetik mit unterschiedlichem Ausmal3
anzeigt. Weiterhin wird der sog. mittlere Konuswinkel og(t) jeder Sonde, also der Winkel den
das optische Ubergangsdipolmoment des Chromophors mit der Membranflichennormalen
einschliesst, aus den elektrischen Turbiditits- und Absorptionsdaten fiir unterschiedliche
Vesikelgrolen berechnet. Der mittlere Sonden-Konuswinkel liefert Informationen zur
membranintrinsischen Sondendynamik im elektrischen Feld. Mittels eines Modells fiir die

o(t)-Relaxationen konnen die Ergebnisse auf die durch die globale Vesikeldeformationen
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hervorgerufenen  Unterschiede in der relativen Lipidpackungsdichte und die

Membranelektroporation zuriickgefiihrt werden.

Die elektro-optischen Untersuchungen an Lipidvesikeln liefern einen Beitrag zum
Verstindnis des elektromechanischen Verhaltens von Zellen in elektrischen Feldern
(Neumann et al., 1998; Neumann and Kakorin, 1999). Die elektrischen und mechanischen
Eigenschaften von biologischen Membranen zeigen in vielen Féllen eine gute
Ubereinstimmung mit denen der Lipidvesikel (Sackmann, 1994). Kummrow und Helfrich
(1991) haben die Elektrodeformation von Riesenvesikeln (LUV) mit Durchmessern von & =
10 — 20 um im elektrischen Wechselstromfeld langzeitig iiber die Vesikelkonturen im
Lichtmikroskop verfolgt. Unsere neuen elektrooptischen Daten von Lipidvesikelsuspensionen
mit Vesikelradien von a=25-170 nm ermoglichen nun auch die Deutung der
Elektroelongation sehr kleiner Vesikel im  Zusammenhang mit spezifischen

Membraneigenschaften (Neumann et al., 1998).

Die grofle Membrankriimmung kleiner Vesikel fithrt zu einem relativen Dichtegradienten,
Ap/po, der Lipidmolekiile entlang der Membrannormalen (Swairjo et al., 1994). Daher éndert
sich, im Vergleich zu Vesikeln mit groBem Durchmesser, sowohl die Biegesteifigkeit k und
der Kompressionsmodul K der Membran, wie auch das Ausmal} und die Rate der Membran-
elektroporation (MEP). Unlédngst wurde der quantitative Effekt der Spontankriimmung cg
einer Membran auf das Ausmall und die Rate der Membranelektroporation erarbeitet
(Neumann and Kakorin, 1999). Das Ergebnis war, dass ein endlicher Wert flir die
Spontankriimmung ¢y, die Membranelektroporation erleichtert. Analog Helfrichs
Spontankriimmung ¢y, sagt die Theorie vorher, dass die geometrische Krimmung H=1/a
der Membran ebenfalls zu einer Zunahme im Ausmall und der Rate der elektrischen
Porenbildung flihren soll. Weiterhin stiitzen experimentelle Ergebnisse die Annahme, dass
groe Membrankriimmungen eine Vorbedingung fiir die Membranelektroporation sein
konnen (Correa and Schelly, 1998). Methodisch liefert das elektrooptische
Relaxationsexperiment fiir hohe elektrische Feldstirken den Grad der Vesikel-
Elektrodeformation als Funktion der Zeit. Im allgemeinen spiegelt die Deformationsantwort
von Vesikeln und Zellen im elektrischen Feld einen komplexen Prozess wider, der
Informationen iiber die Gléattung von thermischen Membranondulationen, die Dehnung der
Membran, ebenso wie die Elektroporation enthdlt (Neumann et al., 1998). Gliicklicherweise
laufen die Prozesse der Membranondulationsgldttung und Membranelektroporation auf
unterschiedlichen kinetischen Zeitskalen ab, so dass dies eine Separierung der Prozesse
ermoglicht. Unter Einhaltung der Randbedingung E :-a=Xkonst.,, kann der Effekt der
Kriimmung H auf die Membranelektroporation durch die Anderung der Feldstirke E bei

unterschiedlichen  Vesikelradien a wund konstanter Transmembranpotentialdifferenz
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Ap=-1,5-E-a an den Polkappen und fiir den Leitfdhigkeitsfaktor f; =1 quantifiziert

werden.

In dieser Arbeit werden membrangebundene, optische Sondenmolekiile benutzt. In einem
elektro-optischen Feldsprungexperiment lassen sich feldinduzierte Restrukturierungen der
Vesikelmembran beobachten. Urspriinglich wurde der negative Dichroismus von f3-

DPH pPC-markierten Vesikeln hauptsédchlich als lokale Restrukturierung von Lipid- und

Sondenmolekiilen in den Réndern von Elektroporen interpretiert (Kakorin et al., 1996a). Eine
detaillierte Analyse zeigt jedoch, dass der Haupteil der Signalinderung des negativen
Absorptionsdichroismus von -DPH pPC quantitativ nur mit der globalen elektroporativen
Vesikeldeformation gedeutet werden kann (Neumann and Kakorin, 1996), (Kakorin and
Neumann, 1998), (Tonsing et al., 1997).

Eine prizise Bestimmung der Vesikeldeformation setzt jedoch die Kenntnis der rdumlichen
Orientierung der Sonden in der Membran voraus. Die vergleichende Analyse der Amplituden
des Absorptionsdichroismus liefert bei gleicher Vesikelelongierung den mittleren
Konuswinkel o des optischen Ubergangsmoments eines Sondenmolekiils, relativ zur
Membrannormalen. Ergénzend dazu ist es moglich, bei Kenntnis der zeitlichen Abhidngigkeit
der Vesikeldeformatiopn p(t) und AA/Ay(t), sowie unter Zuhilfenahme des Modells der
elektroporativen Deformation, direkt die Relaxation ag(t) zu berechnen. In dieser Arbeit wird
gezeigt, dass ilber den Einbau verschiedener optisch-anisotroper = Sonden
Strukturinformationen iiber unterschiedliche Regionen der Lipidmembran zugénglich sind.
Die Sonde dient als Indikator zur Anzeige von Positionsdnderungen der Lipidmolekiile in
diesen = Membranbereichen. Mit  geeigneten  Sondenstrukturen 148t sich  der
Membranbindungsort und die Ausrichtung der Sonde zur Membranflichennormalen
bestimmen. Wihrend sich das transmembrane, vermutlich an beiden wissrigen Grenzflichen
der Membran durch hydrophile Hydroxyfunktionen fixierte Zeaxanthin (s.Abb. 34-E) z.B.
im Mittel kolinear zur Membranflichennormalen ausrichtet (Milon et al., 1986), liegt das der
Membran aufgelagerte Carbocyanin DilCi(3) (s.Abb. 34-F) hauptsédchlich orthogonal zu
dieser Achse (Axelrod, 1979). Zeaxanthin besitzt nicht nur Sondencharakter, sondern
verkoppelt lokal durch den transmembranen Durchgriff zu den hydrophilen Grenzflichen
auch die beiden Monoschichten der Lipiddoppelschicht eines Vesikels miteinander. Dies fiihrt
zu einer nicht unerheblichen Versteifung der Membran, die dem Effekt durch Cholesterol
gleichkommt (Brinkmann, 1998), weshalb Zeaxanthin auch als Doppelcholesterol bezeichnet
wird (Lazrak et al., 1987). Dieser Effekt wird in der og(t)-Relaxation fiir VET;o, deutlich
sichtbar (s. Abb. 25-B, vgl. mit 25A, B-DPH pPC), da die feldinduzierte Anderung von o
wesentlich geringer ist, als bei allen anderen Farbstofffen. Cholesterol in der Lipidmembran,

in der B-DPH pPC als Indikatorsonde benutzt wird, verringert die Deformation des Vesikels
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mit steigendem Cholesterolgehalt und erhoht die Ausrichtung der Sonde in Richtung der
Membranflichennormalen (Brinkmann, 1998). Im Gegensatz hierzu beeinflut das
Carbocyanin DilCi¢(3) die Membran am geringsten, da lediglich zwei Cy6-
Kohlenwasserstoffketten zur Bindung in den hydrophoben Teil der Membran reichen. Der
Chromophor verbleibt auf der Membranoberfliche. TMA-DPH und PATMAN
(s.Abb. 34-C+D) integrieren sich dhnlich wie das lipidanaloge B-DPH pPC (s.Abb. 34-A)
parallel zu den Kohlenwasserstoffketten jeweils in eine Monoschicht der Membran (Pebay-
Peyroula et al., 1994), (van Langen et al., 1989), (Lakowicz et al., 1983), (Kaiser and London,
1998). Das nicht an einer Membrangrenzfliche oder an einem Lipidmolekiil befestigte DPH
befindet sich frei geldst im hydrophoben Teil der Membran. Entgegen fritherer Annahmen
(Cranney et al., 1983) gibt es zwei Grenzausrichtungen fiir das Molekiil: senkrecht, zwischen
den Lipidmonoschichten und parallel zur Membranflichennormalen. Die Anteile beider
Ausrichtungen hédngen stark vom physikalischen Zustand der Membran ab (s.Abb. 34-B) (van
der Heide et al., 1996).

Die elektrischen Absorptionsdichroismen sondenmarkierter Vesikel zeigen, dass zwei Typen
von Sondenorientierungsédnderungen auftreten: (a) eine globale, korrelierte Reorientierung
aller Sonden durch Mitfilhrungseffekte der Membran, die den wesentlichen Anteil zu den
optischen Signaldnderungen ausmachen und die Vesikelelongierung anzeigen, sowie (b) die
lokale Reorientierung, die den direkten Einfluss der zur Sonde benachbarten Lipidmolekiile
widerspiegelt. Komplementéir zum Absorptionsdichroismus liefert der Turbiditdtsdichroismus
(konservativer Dichroismus) das Ausmal} der Vesikelelongierung im elektrischen Feld. Unser
mathematisches Modell des Absorptionsdichroismus (konsumptiver Dichroismus) erlaubt es,
den Beitrag der Vesikeldeformation am Gesamtsignal der Absorption von dem der
Membrandehnung, der Glidttung von Ondulationen und der Elektroporation zu separieren.
Dazu muss das Ausmal} der Vesikelelongierung bekannt sein. Die Analyse der Relaxationen
des Absorptionsdichroismus liefert den mittleren Konuswinkel o zwischen dem optischen
Ubergangsmoment der Membransonden und der Membranflichenormalen zu verschiedenen
Zeitpunkten der elektroporativen Vesikeldeformation (Neumann et al., 1998), (Kakorin and
Neumann, 1998), (Kakorin et al., 1998).

1.1 Motivation und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, den spezifischen Effekt groBer Membrankrimmungen auf die
elektroporative Vesikeldeformation zu quantifizieren. Die Ergebnisse verbessern das
Verstindnis der molekularen Mechanismen, die zur Bildung von Elektroporen in Zellen und

einfachen Lipidmembranen beitragen. Dazu werden farbstoffmarkierte und nicht markierte,



Einleitung

kleine unilamellare Vesikeln (LUV) mit unterschiedlichen Radien mittels elektrischer
Turbiditidts- und Absorptionsrelaxationsmessungen untersucht. Neue Farbstoffe mit
unterschiedlichen Eigenschaften dienen hierbei als Reportersonden der Membrandynamik im
elektrischen Feld. Die polarisationsoptische Bestimmung der molekularen Orientierungs-
dnderungen liefert auch strukturelle Details iiber die Lipidmembran. In Kombination mit den
Turbidititsdaten erhilt man Auskunft iiber die Vesikeldeformation und die Anderung der
Vesikeloberfldche. Die chemische Umgebungsédnderung durch den elektrisch getriebenen
Eintritt von kleinen Ionen und Wasser in die Membran wird im chemischen Anteil der
Absorptionsidnderung der Sonde erfasst. Dadurch werden die Membranversteifungen durch
adsorbierte bzw. inkorporierte membrangebundene Proteine, hochgeladene Kationen, wie
auch durch Sucrose oder Cholesterol auf der Ebene der Sondenmolekiile zugénglich. Im
Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Quantifizierung der Positionsdnderung der Chromophore

in der Membran, so wie die Kriimmung H der Membran und die Elektroporation.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien und Losungsmittel stammen von den Firmen E. Merck AG
(Darmstadt), Riedel de Haen (Seelze) und Serva FeinBiochemica GmbH (Deisenhofen) und
sind, wenn nicht anders spezifiziert, in p.A.-Qualitit und werden ohne vorherige
Aufreinigung eingesetzt. Die Herstellung wéBriger Losungen und Suspensionen erfolgt mit

bidestilliertem Wasser (pH = 6,5).

NaCl (Merck, p. A.), M, = 58,44
Chloroform, (J. T. Baker; > 99 %)
Ethanol, (J. T. Baker; > 99 %)

211 Lipide und Membranfarbstoffe

Das natiirliche Lipidgemisch "Lecithin 20%" (im folgenden als Avanti 20 = Soy20
bezeichnet), M, =~ 780, (Avanti Polar Lipids, Alabama (USA)) ist ein getrockneter
CHCIl3/Methanol-Extrakt aus Sojabohnen mit den Hauptbestandteilen (Avanti Polar Lipids,
2001): Phophatidylcholin PC (24,0 %), Phosphatidsdure PA (4,3 %), Phophatidylethanolamin
PE (18,6 %), Phophatidylinositol PI (11,5 %), Lyso-PC LPC (4,6 %); Anteil an Lipid-
Nebenbestandteilen 37 % (w/w). Eine Kontrolluntersuchung zum Restproteingehalt mittels
Coomassie-Blue- und Silberanfarbung (Silverstain) eines Trenngels zeigt, dal der Protein-
anteil von Avanti 20 unter der Nachweisgrenze beider Verfahren liegt (Proteinanteil in
Av20 < 0,1 ppm). Der pH-Wert einer walirigen 1 mM Av20-Suspension (200 uM NacCl)
betragt pH = 6,5 bei T =293 K (20 °C). Wissrige Suspensionen von Avanti 20 zeigen im
Temperaturbereich von T = 283 — 313 K (10— 30 °C) keine Lipidphasenumwandlung und

liegen unter Standardbedingungen (STB) im fliissig-kristallinen Zustand vor.

Membranfarbstoffe

Die zur Markierung von Lipidvesikelmembranen benutzten optisch anisotropen Farbstoffe
sind in Tab. 1 aufgefiihrt:
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Tab. 1: Die in dieser Arbeit verwendeten Kiirzel, die TUPAC-Namen, relativen Molmassen und die

Bezugsquellen der Membranfarbstoffsonden.

Kiirzel IUPAC-Name M, [Bezugsquelle

DPH All-trans-1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien 232 | Aldrich

B-DPH pPC | 2-(3-(Diphenylhexatrienyl-)propanoyl)-1- 782 | Molecular Probes
hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (Oregon, USA)

TMA-DPH | 1-(4-Trimethylammoniumphenyl)-6- 463 |Molecular Probes
phenyl-1,3,5-hexatrien-p-toluolsulfonat (Oregon, USA)

PATMAN 6-Hexadecanoyl-2-(((2-(trimethylammo- 517 |Molecular Probes
nium)ethyl)methyl)- (Oregon, USA)
amino)naphthalinchlorid

DilCy4(3) 1,1'-Dihexadecyl-3,3,3',3'- 878 | Molecular Probes
tetramethylindocarbocyaninperchlorat (Oregon, USA)

Zeaxanthin | (3R,3'R)-B,B-carotin-3,3'-diol 569 |Hoffmann-La

Roche

Strukturformeln der Farbstoffe, sowie Angaben zu den lichtoptischen Eigenschaften und den

Einbauorten in Lipidmembranen finden sich im Anhang 7.6, 7.7 und 7.7.1.

2.2 Methoden

2.2.1 Praparation der Lipidvesikel und Markierung mit Farbstoffsonden

Das Lipid wird zundchst in Chloroform geldst und durch anschlieBendes Abdestillieren des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer unter Wasserstrahlvakuum als feiner Film auf der
Glasoberflache der Kolbeninnenseite aufgezogen. Die Resuspension des trockenen Lipidfilms
erfolgt am Rotationsverdampfer oberhalb der Lipidphasenumwandlungstemperatur (fliissig-
kristalline Phase), durch Abschilen mit Hilfe kleiner Glaskugeln (0= 0,5 mm) in
bidestilliertem Wasser, 0,2 mM NaCl. Nach fiinf Einfrier-Auftau-Zyklen (Fliissig-Stickstoff;
40 °C Wasserbad) zur Erhohung des Einschlussvolumens der Vesikel (Olson et al., 1979)
wird die Stammsuspension (20 mg Lipid/ml Losungsmittel) aus multilamellaren Vesikeln in
einem  Miniextruder  (LiposoFast)  21mal durch zwei  {ibereinandergelegte
Polycarbonatmembranen (Avestin/Milsch) mit Porendurchmessern im Bereich von
@ =50 -400 nm extrudiert (MacDonald et al., 1991) (Mayer et al., 1986). Man erhilt so
unilamellare Vesikel, VET (vesicles by extusion techniques), die in der dynamischen

Lichtstreuung eine enge GroBBenverteilung zeigen.
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Markierung mit Farbstoffsonden

Fir die elektro-optischen Feldsprungmessungen werden die Vesikel mit sechs
unterschiedlichen linearen, anisotropen Membranfarbstoffsonden markiert, die jeweils

unterschiedliche Membraneinbauorte (s. Anhang 7.7.1) besetzen.

Zur Herstellung einer homogenen, sondenmarkierten Lipidsuspension (s. 0.) ersetzt man
einen Teil des Lipids bei der Einwaage durch die entsprechende Sonde, so da3 man, je nach
Sondentyp, ein molares Verhéltnis Sonde : Lipid im Bereich von 1 : 10 bis 1 : 800 erhélt. Bei
Bedarf werden die Farbstoffe in Ethanol gelost. Diese Stammldsungen werden zur

Lipid/Chlorofom-L6sung vor dem Abdestillieren hinzupipettiert.

Alle Farbstoffe werden bei —78° C gelagert und bis zur Verwendung im Experiment

lichtgeschiitzt aufbewahrt.

2.2.2 Lichtoptische Methoden

OD-Messungen

Die optische Dichte (OD) wird in einem Doppelstrahl-UV/VIS-Spektrophotometer
(KONTRON UVIKON 860 bzw. 946) in Quarzkiivetten mit einer optischen Wegldnge von
£ =1 cm durchgefiihrt.

Die optische Dichte hat einen Absorptions- und einen Turbidititsanteil
OD=-lo 1. A+T
g I, ) (1.1)

wobei I und Iy die Lichtintensitéten bei £ und /=0 sind, hier im Wellenldngenbereich von
A =220 -700 nm.

Die Absorptionspektren sind die Differenzen der OD-Spektren der markierten, OD(V, D), und
unmarkierten, OD(V), Vesikelsuspensionen (s. Anhang 7.5).

Ap =O0D(V, D) - OD(V) (1.2)

Fluoreszenz-Messungen

Die Messung der stationdren Fluoreszenz der Membransonden erfolgt an einem Einstrahl-
Fluoreszenzspektrophotometer des Typs Hitachi F 4010 (Fa. Hitachi Ltd., Tokyo). Das einge-
strahlte Licht (Ip) stammt von einer 150 W Xenon-Hochdrucklampe. Das emittierte Fluores-

zenzlicht (Igg) von Vesikelsuspensionen wird im Winkel von 90° zur Einstrahlrichtung (Io)
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detektiert. Ip kann neben dem echten Fluoreszenzlicht, Foy, auch Rayleigh-, Sgy, oder Raman-

Streulicht (Rgy) enthalten.

oo = Foo + Sop + Rop (1.3)

Die gemessene (relative) Fluoreszenzintensitit wird auf einer Skala von 0 - 9999 (Geriteein-
heiten) angegeben. Die von Vesikelsuspensionen gemessenen Fluoreszenzspektren enthalten
keine Basislinienkorrektur, da der Beitrag unmarkierter Vesikel in allen Féllen weniger als

0,5 % der Gesamtintensitét betragt.

Die Spaltbreiten betragen bei allen Messungen 3 nm, die Aufzeichnungsgeschwindigkeit liegt

bei 120 nm/min bei einer Antwortzeit von 2 s.

Dynamische Lichtstreuung und Bestimmung des Brechungsindex von Av20

Mittels quasi-elastischer Lichtstreuung werden die mittleren Vesikeldurchmesser fiir die aus
Avanti 20 hergestellten Large unilamellar vesicles (SUV) bestimmt. Die mit Hilfe der
Extrusion durch Polycarbonatmembranen mit 50-, 100-, 200- und 400-nm Porendurchmesser
erzeugten SUV, weisen Durchmessser von & /nm = 50 (£ 15), 76 (£20), 160 (£45),
340 (+ 94) auf. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit der von Mayer et al. (1986) bzw.
Tonsing et al. (1997) fiir LUV gefundenen Grofenverteilungen.

Die Bestimmung des Brechungsindex von Lipidvesikelsuspenionen aus Avanti 20 erfolgt
mittels eines thermostatisierten Abbe-Refraktometers (Fa. Zeiss, Jena). Siehe hierzu Anhang
7.2.

2.2.3 Elektroporationstechnik — ps - Pulse

Pulsinduzierte Temperaturerhohung der Vesikelsuspension

Elektrische Pulse in ionischen Losungen verursachen Joulesche Wirme und somit eine

Temperaturerhohung. Fiir Rechteckpulse gilt bei kleinen Temperaturdnderungen und unter
Annahme eines konstanten Leitwertes G fiir die Temperaturdifferenz AT:

U’-t, -G,
c,p-V

AT = [AT >> T; Go(T + AT) ~ Go(T)] (1.4)
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wobei U die angelegte Spannung, tg die Pulsdauer, Go (Go™' = R, elektrischer Widerstand) der
Grundleitwert, V (cm™) das Probenvolumen, ¢, =4,18 TK-1 g-1 die spezifische Wiarme und

p =1,0 g cm3 die Dichte von Wasser bei T = 293 (20 °C) sind.

Bei typischen elektrischen Leitwerten Go~ 50 — 150 uS und applizierten Spannungen von
U<30kV ist der bei tg=10pus in der Vesikelsuspensionen hervorgerufene

Temperaturanstieg ATmax = 0,33 K also vernachldssigbar klein.

Dieser geringe Temperaturanstieg kann ausserhalb des Phasenumwandlungsbereichs bei den

untersuchten Systemen in keinem Fall eine Lipidphasenumwandlung bewirken.

Elektro-optische Messungen

Rechteckpulse mit einer Pulsdauer von tg = 10 ps und Feldstirken von bis zu 8,5 MV m™
werden durch eine Kabelentladung iiber eine MeBzelle mit zwei plan-parallelen
Graphitelektroden  erzeugt. Hierbei  werden  die Proben  mittels einer
Thermostatisierungseinheit auf der gewiinschten Temperatur T = 293 K (20 °C) gehalten.
Eine Beschreibung des Aufbaus der Feldsprungapparatur und deren Hard- und
Softwaresteuereinheiten zur Messdatenerfassung und -verarbeitung findet sich bei (Griese,
2001).

Fir alle elektro-optischen Relaxationsmessungen werden Messzellen mit einem
Plexiglaskorpus, konischen Quarzfenstern und planparallelen Graphitelektroden im Abstand
von d = 0,3 und 0,5 sowie 0,9cm verwendet. Die feldinduzierten Anderungen der
Lichtintensitét, I, von linear polarisiertem Licht werden, je nach verwendeter Sonde, bei den
Wellenldangen A = 365, 436 und 545 bzw. 578 nm (Hg-Linie) aufgezeichnet.

Die Anderung der Lichtintensitit der parallel (|[) und senkrecht (1) zum angelegten Feld
polarisierten Komponente (Polarisationswinkel o' = 0° und o* = 90°) ergibt die Anderung der
optischen Dichte AOD® nach:

AOD® = OD(E) - OD,° = —log[l +ﬂ] (1.5)
Dabei sind OD°(E) bzw. I°(E) die Signale im elektrischen Feld und OD,° bzw. I° die Signale
ohne angelegtes Feld (E = 0). Gl. (1.5) beschreibt die OD als Summe von Absorption (A) und
Turbiditit (T). Bei kleinen Sondenkonzentrationen beeinflussen die Sondenmolekiile die
lichtoptischen Eigenschaften der Vesikel, und somit die Turbiditit der Vesikelsuspension,
nicht. Unter der Voraussetzung gleicher Lipidkonzentration und VesikelgroBle ist die
Absorption A° der membrangebundenen Sonde die Differenz A° = OD°(V, D) - OD°(V) der
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OD der unmarkierten Vesikelsuspension, OD°(V), und der OD der sondenmarkierten
Vesikelsuspension, OD°(V, D) (s. Anhang 7.5).

Die feldinduzierten Anderungen AA° der Absorption sind die entsprechenden Differenzen der
Anderungen der OD der unmarkierten und markierten Vesikelsuspension:
AA° = A(AOD) = AOD°(V, D) - AOD® (V). (1.6)

Die durch das applizierte elektrische Feld in der Vesikelsuspension induzierten Absorptions-
dnderungen, AA° = A(AOD°), lassen sich zum einen auf Orientierungdnderungen (AOD°oR)
des optischen Ubergangsdipolmoments des Chromophors und zum anderen auf Anderungen

(AOD°cy) der chemischen Umgebung des Sonde zuriickfiihren.

AOD® = AOD°ox + AODcy (1.7)

Sowohl der konservative Dichroismus (AA = AA”OR - AALOR), als auch der konsumptive
Dichroismus (AT = AT”OR - ATLOR) sind klassisch aber nur flir Orientierungsdnderungen de-

finiert worden (Stoylov and Neumann, 1992):

AOD = AOD o - AOD o . (1.8)
Die Differenzmoden AT und AA™ sind nach Gleichung (1.7) gegeben durch (Kakorin and
Neumann, 1996):

AA™ = AAl - AAT = AA + (AA - AA ) (1.9)

AT ~ = AT/ - AT* = AT + (ATl - AT cn). (1.10)

Fir kleine Anderungen in der chemischen Umgebung des Chromophors oder fiir

AT“CH ~ AT ¢y und fiir AA”CH ~ AALCH sind die Dichroismen durch die Differenzen gegeben:
AA = AA und AT "= AT.

Informationen {iiber Verdnderungen in der unmittelbaren Losungsmittelumgebung des
Chromophors erhilt man aus der gewichteten Summe AA" (Plusmode der Absorption) der
gemessenen Absorptionsmoden (Revzin and Neumann, 1974). Sie beruhen weitgehend auf

dem feld-induzierten Eintritt von Wasser und kleinen Ionen in die Lipidphase:

_(AA"+2-AAY)
3

AA” (1.11)
Ionen erzeugen in der Nihe eines Chromophors ein lokales, inhomogenes elektrisches Feld,
in dem die Ladungen des optisch angeregten Chromophors (Ubergangsdipol) verschoben
werden. Die dabei resultierende, charakteristische feldinduzierte Verschiebung des

Absorptionsspektrum des Molekiils bezeichnet man als elektrochromen Effekt.

15



Material und Methoden

Anderungen in der Turbiditits-Plusmode AT" resultieren im wesentlichen aus der Variation
des Brechungsindex bedingt durch den feldgetriebenen Eintritt von Wasser und Ionen in den
Kopfgruppenbereich der Membran, sowie auf Membrandicken-, Form- und Volumen-

anderungen der Vesikel (Kakorin and Neumann, 1998). Entsprechend GI. (1.11) gilt:

_(AT'+2-TY)
3

AT* (1.12)

Im weiteren werden die reduzierten Dichroismen bzw. Differenzen (AT/Ty und AT /Ty, sowie
AA/Ap und AA/Ap) bzw. gewichteten Summen (AT+/T0 und AA+/A0) eingesetzt; sie beziehen
sich auf die Absorption (Ag) bzw. Turbiditat (Ty) ohne angelegtes Feld.
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3 Ergebnisse

3.1 Optische Dichte

3.1.1 Einfluss der Farbstoffe auf Vesikelmembranen

Die Dotierung der Lipiddoppelschicht mit den optisch anisotropen Membransonden 3-DPH pPC,
DPH, TMA-DPH, PATMAN, Zeaxanthin oder DilC;¢(3) (s. Abb. der Farbstoffstrukturen im
Anhang 7.7.1) verdndert das OD-Spektrum einer Vesikelsuspension infolge der
Absorptionsbeitrdge des Chromophors in charakteristischer Weise. Die Abb. 1 zeigt, dass die

Farbstoffe im Wellenlédngenbereich von 300 < A /nm < 600 absorbieren.

OD 1,00 OD 1,007
0,50 0,50
0,00———F——7T—T—T7T—T—71— 0,00———7F—7T 7771
300 400 500 600 300 400 500 60
(A) A /nm (B) A nm
OD 1,00+
0,50
0,00 T T T T T -I--‘ T 1 0,00 T T T T T T T T 1
300 400 500 60 300 400 500 60
(©) A /nm (D) A /nm

Abb. I:  OD-Spektren wéssriger Suspensionen unmarkierter, unilamellarer Vesikel (VET) aus dem Lipid

Av20, (- - - ), und der gleichen, aber farbstoffmarkierten Suspension ( ), als Funktion der
Wellenldnge A /nm. Vesikelradius: a = 38 nm, Vesikeldichte pygr = 7,4 10" L'l, [Av20]r = 1,0 mM,
[NaCl] = 0,2 mM, T = 293 K (20°C), pH = 6,5. Farbstoffe: (A) [B-DPHp PC] = 5,0 uM; (B)

[DiIC,(3)] = 2,5 uM; (C) [Zeaxanthin] = 5,0 uM; (D) [PATMAN] = 10,0 uM.
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Die Absorptionsspektren von DPH und TMA-DPH sind im Anhang O dargestellt. Sie
unterscheiden sich nur geringfiigig vom fiir B-DPH pPC (s. Abb. 1A) gezeigten OD-Spektrum.

Ausserhalb der Absorptionsbanden gilt fiir Sondentotalkonzentrationen von [Sonde]r < 10 uM
im molaren Verhéltnis [Sonde] : [Lipid] =1 : 100 (s. Abb. 1) OD, = Ty. Diese Eigenschaft bildet
die Grundlage fiir die Bestimmung der elektro-optischen Absorptionsdnderungen AA in

Vesikelsuspensionen mittels einer Differenzbildung gemill AA;, = OD;, - T,.

Die statischen optischen Daten enthalten keine Information iiber den Einfluss der Farbstoffe auf
die mechanischen FEigenschaften der Vesikel. Bei der Sondentotalkonzentrationen

[Sonde] r = 10 uM erfolgt aber bereits eine merkliche Beeinflussung der Vesikelverformbarkeit.

Auswirkung unterschiedlicher Farbstoffkonzentrationen

Die Dotierung einer Lipidmembran mit Sondenmolekiilen sollte die physikalischen
Eigenschaften des markierten Systems nur minimal beeinflussen. Im Idealfall verhilt sich die
Sonde als reines ,,Reportermolekiil und verdndert weder andere optische noch mechanische

KenngrofBen der Membran.

Ersetzt man in Lipiddoppelschichten von Vesikeln ansteigend jeweils einen definierten Anteil an
Lipidmolekiilen durch Sondenmolekiile (konstante Totalkonzentration), so dndern sich zunachst
weder die Turbiditdt der Vesikel, noch die Form, Lage und Anzahl der Banden in den
Absorptionsspektren (Abb. 2). Die molaren Absorptionskoeffizienten der Farbstoffe in der
membrangebundenen Form bleiben gleich (Abb. 38A). Dies gilt jedoch nur unterhalb einer, fiir
jeden Farbstoff spezifischen Grenzkonzentration, c.i(D) (Abb. 38B). Uberschreitet man Cerit(D),
so treten Anderungen in den OD-Spektren der Farbstoffmolekiile auf. Die Grenzkonzentration
fiir alle Sonden gibt an, bis zu welcher Konzentration der Sonden- und nicht der Stércharakter
der Farbstoffmolekiile den Ausschlag gibt. Das ist bei cif(D) = 10 uM, entsprechend einem
molaren Verhiltnis von [Sonde] : [Lipid] =1 : 100.

Bei Zeaxanthin weichen die OD-Werte OD,_.y([Zeax]) innerhalb der Absorptionsbanden
oberhalb von ci((Zeax) =~ 10 uM vom linearen Verhalten nach dem Lambert-Beerschen Gesetz
ab (s. Abb. 2A). Gleichzeitig ist aber die aullerhalb der Absorptionsbanden gemessene optische
Dichte, OD; ., der markierten Vesikel unabhéngig von der Zunahme der Farbstoffkonzentration.
Die OD;..in zeigt fiir Zeaxanthin einen linearen Verlauf bis zu einer Sondentotalkonzentration
von Cqit(Zeax) =10 uM (Abb. 2A), fiir das Carbocyanin DilCi6(3) bis cerit(DIIC6(3)) = 20 uM
(Abb. 2B). Innerhalb des untersuchten Bereichs der Sondenkonzentration ist die optische Dichte
der Vesikel, OD; ¢, konstant und damit unabhéngig von der Membransondenkonzentration. Der
Farbstoff Zeaxanthin wird bei Konzentrationen [Zeax]> 10 uM nicht mehr quantitativ in die

Vesikelmembran eingebaut. Fiir [Zeax]> 10 uM findet man im OD-Spektrum markierter
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Vesikel bei A = 280 nm eine neue Bande, die kolloidal in Losung gegangenem Zeaxanthin
zugeordnet wird (Abb. 38B) (Lazrak et al., 1987).

oD 17 oD B
, = 5 A
0,8 7
] 4-
/-/ -
0,6 4 : 1]
e - /A,'
0.4 - » )
L R
M e, =10uM 1 o ! Co = 20 uM
02— u ' 14 ;
lll . i /‘/ Y
-8 -G - [ L E R T -m rA Ao Ao IO RN
0 TT T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T[T TTT] 0\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
(A) [Zeaxanthin] /uM (B) Coiice MM

Abb.2: Die optische Dichte, OD,., (gefiillte Symbole) innerhalb der Absorptionsbanden von
farbstoffmarkierten Suspensionen unilamellarer Av20-Vesikel als Funktion der Totalkonzentration
der Farbstoffe Zeaxanthin (3A) und DilC4(3) (3B) und die optische Dichte, OD, ., (ungefiillte
Symbole) auferhalb der Absorptionsbanden der Farbstoffe.

Vesikelradius: a = 38 nm. Experimentelle Bedingungen wie in Abb. 1
(A) Zeaxanthin: ODj—s36nm(in, ®); OD;—s7gam(0ut, 0); €436 = 32460 L mol™ cm’
(B) DiIC 4(3): ODj—s4sum(in, A); OD;_3¢sam(OUL, A); €545 = 116050 L mol™ cm™

Im Anhang in Abb. 39 sind die Abhédngigkeiten der OD;_j,- und OD;_e-Werte fiir f-DPH pPC
und PATMAN gezeigt. In beiden Féllen ist auch hier OD;. konstant. Innerhalb der
Absorptionsbanden hiangen wiederum die OD;_j,-Werte fiir [Sonde] = 0 - 50 uM linear von der
Sondentotalkonzentration ab. Es gibt also keine optisch sichtbaren Wechselwirkungen zwischen

den Sondenmolekiilen.

Allen Membranfarbstoffen ist also gemeinsam, dass OD;_x unabhingig von der Farbstoff-
konzentration ist. D.h., die optischen Eigenschaften der Vesikel wie der Brechungsindex der

Membran werden durch die Anwesenheit der membrangebundenen Sonden nicht beeintrachigt.

Die Farbstoffe entsprechen also im Konzentrationsbereich [Sonde] < 10 uM den Anforderungen

an inerte Sondenmolekiile.
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3.2 Elektro-optische Relaxationen in ps - Feldpulsen

Ein ‘L ‘L Aus

Abb. 3:
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Die Ein- und Ausfeld-Relaxationen der Minus-, (AA7Ay, AT/T,), und Plusmoden (AA"/A,, AT"/Ty)
der Turbditét, T, und der Absorption, A, von 3-DPH pPC-markierten (B) und unmarkierten Vesikel-

suspensionen (A), gemessen bei einer Wellenlinge von A = 365 nm und den zwei extremen

Feldstirken E =2 MVm™ (diinne Linie) und E =8 MVm™ (dicke Linie) nach einem Rechteckfeldpuls

der Pulsdauer tg = 10 ps. Anmerkung: Bei t > 20 ps dndert sich in beiden Graphen die Teilung der
Zeitachse. aygr = 38 nm, [Av20]t = 1,0mM, [NaCl]= 0,2 mM, T = 293 K (20°C),
[B—DPH pPC] = 5,0 uM, pH = 6,5.

Die visuelle Inspektion der elektro-optischen Daten farbstoffmarkierter und unmarkierter Lipid-

vesikel zeigt, dass sich die Plus-, wie auch die Minusmode der Absorption und Turbiditét aus

mindestens zwei Relaxationsmoden, I und II, zusammensetzen (s. Abb. 3). Dabei sind die

Moden durch einen Faktor von etwa zehn in der GréBenordnung getrennt. Der Signalverlauf
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beider Moden dient als Indikator globaler Anderungen der Vesikelform und -umgebung, sowie

der strukturellen Verdnderungen, die die Lipidmembran im Ein- und Ausfeldbereich durchléuft.

Nach dem Einschalten des elektrischen Feldes steigen die Absorptionsmoden (AA”/Ay, AA+/A0)
im Feldstirkebereich von 2 < E /MV m™ < 8 zunichst innerhalb ~ 1 pus auf ca. 80 — 85 %
(E=2MVm™: 50-55%) des Endwertes bei tg =10 ps an (s. Abb.3B). Der Betrag der
Amplitude der Minusmode der Absorption ist fiir alle Feldstarken immer wesentlich groBBer als
der der Plusmode ist. Nach dem Abschalten des Feldes relaxiert das Signal ebenfalls in zwei

Moden, allerdings erreicht die Minusmode ihren Anfangswert ~ 400 ps.

Die Moden der Turbiditdt, AT/T, und AT /Ty, unterscheiden sich von denen der Minus- und
Plusmode der Absorption: Zum einen ist der Signalanstieg innerhalb 1 us nach dem Einschalten
des Feldes bei den Relaxationsmoden I und II der Plus- und Minusmode im Vergleich kleiner als
der in der Absorption. Zum anderen unterscheiden sich die Raten der Relaxationsmoden der
Minus- und der Plusmode der Turbiditdt voneinander (s. Abb. 3A). Auch die Minus- und
Plusmode der Turbiditdt erreicht selbst 400 pus nach Abschalten des Feldes nicht wieder den
Ausgangswert flir tg = 0 ps.

Ein Vergleich der relativen Anderungen in den Minusmoden der Turbiditit und Absorption
liefert ein interessantes Ergebnis (s. Abb. 4): Bereits auf der Ebene der Rohdaten wird deutlich,
dass die Minus-Moden AT/To und AA/A( nicht unmittelbar denselben feldinduzierten Prozess
widerspiegeln konnen, da die beiden Relaxationsmoden nach einer Normierung auf ihre
jeweiligen Endwerte bei tg = 9,86 us nicht deckungsgleich sind. Die AA/Aj-Mode ist die
schnellere von beiden Moden. Die Membransonden konnen also einen oder mehrere, zusatzliche
Prozesse detektieren, die durch die AT /To-Moden allein nicht angezeigt werden. Die
Normierung ist hier moglich, da bei externen Feldstidrken von E <5 MV m’! AAT/Ay << AA/A
gilt und ebenso AT"/Ty << AT/T,. Damit ist auch AA/Ay = AA/Ao, sowie AT/To = AT /Ty.

Alle farbstoffmarkierten Vesikel zeigen in den Minusmoden der Turbididtit und der Absorption
unabhidngig von ihrem Einbauort und ihrer Lage relativ zur Membranormalen diese

Unterschiede.
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Abb. 4:  Die relative Signaldnderung, S/S,, der Einfeld-Relaxationen des Absorptions-, AA/A, (®), und des
Turbiditdtsdichroismus, AT/T, (O), von [(-DPH pPC-markierten und unmarkierten Vesikel-
suspensionen, normiert auf die jeweils bei tg = 9,86 us erreichten Endwerte der Moden, dargestellt als
Funktion der Zeit bei einer Feldstirke von E =5 MV m™ und der Messwellenlinge A = 365 nm.

Experimentelle Bedingungen wie in Abb. 3.

Die elektro-optische Daten der Minus- und Plusmode der Turbiditit in den Lipid-/
Salzkonzentrationsbereichen von 0,2 < [Lip]r /mM < 2,0 und 0,1 < [NaCl]r /mM < 2,0 zeigen im
Rahmen der Messgenauigkeit keine Konzentrationsabhéngigkeit (s. Anhang 7.4.2). Die elektro-
optischen Messergebnisse stellen somit additive Feldeffekte iiber ein Ensemble von
Einzelvesikeln dar. Feldinduzierte Vesikel-Vesikelkontakte sind daher unter den gegebenen

Bedingungen zu vernachlissigen (s. Anhang 7.4.1).

3.2.1 Radienabhangigkeit der Minus- und Plusmoden der Turbiditat und
Absorption

Der Radius der Vesikel a, d.h. die Kriimmung H = 1/a beeinflusst die Amplitude und die
Relaxationsrate sowohl der elektro-optischen Turbiditdts- als auch der Absorptionssignale. Die
Minusmode der Absorption, AA/Ay, und der Turbiditdt, AT /Ty nehmen fiir eine als konstant
gewihlte Transmembranspannung, hier Apy, = - 0,3 V, mit der Vesikelkriimmung H in Ausmaf

und Geschwindigkeit der zugrundeliegenden Prozesse zu (s. Abb. 5A).
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Abb. 5: (A) Die Einfeld-Relaxationen der Minusmode der Absorption, AA/Ay, und der Turbiditiat, AT /Ty,
dargestellt fiir die Vesikelradien (Kriimmung): a /nm (H /nm™) = 25 (0) (0,04), 38 (O) (0,02), 80 (»)
(0,01). Gefiillte Symbole: Turbiditét.
(B) Die Endwerte der Einfeld-Minusmoden der Absorption (4), AA/A,, und der Turbiditit (O),
AT /Ty bei tg=9,86us als Funktion der Kurvatur H. Vesikelradien und Krimmung:
a/nm (H /nm™) = 25 (0,04), 38 (0,026), 80 (0,0125) , 170 (0,0059). Exp. Bed.: [Av20]; = 1,0 mM,
[NaCl]= 0,2 mM, T = 293 K (20 °C), [pB—DPH pPC] = 5,0 uM, Messwellenlédnge: A = 365 nm.

Konstante Transmembranspannung: A@,, =- 0,3 V.

Bei der konstanten Transmembranspannung A¢y, = - 0,3 V wirkt eine geringere Kriimmung der
Vesikelmembran anscheinend hemmend auf die elektro-induzierten Prozesse. Die Abhingigkeit
andert sich fiir AT/Ty jedoch nicht monoton mit der Kriimmung, vielmehr durchlduft sie bei
H=0,026 nm" (a = 38 nm) ein Maximum. Der Betrag von |AA/A¢| (s. Abb. 5B) nimmt

hingegen monoton mit steigender Membrankriimmung H zu.

Stark gekriimmte Lipidmembranen zeigen eine iiberraschende Besonderheit in der Feldstirke-
Abhingigkeit der Minusmoden der Absorption und der Turbdiditdt (s. Abb. 6): Die Endwerte der
Minusmode der Turbdiditét bei tg = 10 ps sind bei einer groBen Kriimmung (a = 25 nm)
unabhéngig von der externen Feldstirke. Die Absorption kommt dem Verlauf von AA/A mit
der Feldstirke E groBerer Vesikel (a = 80 nm) nahe. Im Feldstirkebereich von 2 <E/MV m™ <
8 steigt AA/A fiir VETso von AA/Ap = 0,1 bis auf AA/Ay = 0,26, wihrend AT /Ty fiir den
gleichen Feldstirkebereich mit AT /Ty = 0,05 nahezu unverindert bleibt (Relaxationsspektren
im Anhang 7.10.1).
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Abb. 6: Die Endwerte der Einfeld-Minusmoden der Absorption (gefiillte Symbole), AA/A,, und der
Turbiditat (ungefiillte Symbole), AT/T,, bei tg =9,86 us als Funktion der externen Feldstirke E
gemessen bei A = 365 nm. Der Endwert von AT /T, fiir Vesikel mit dem Radius a = 25 nm (O) ist
offenbar unabhéngig von E, wihrend die Minusmode AA/A, (®) mit E deutlich zunimmt. Vesikel mit
dem Radius a=80nm zeigen die mit steigender Feldstirke E erwartete Zunahme in beiden
Minusmoden (A, A). Vesikelradien: a /nm =25 (0,®), 80 (A, A).

Exp. Bed.: [Av20]r = 1,0mM, [NaCl]= 02 mM, T = 293 K (20°C), pH = 6,5,
[B—-DPH pPC] = 5,0 uM.

24



Ergebnisse

3.2.2

Linearer Absorptionsdichroismus optischer Membransonden

Die individuelle Lokalisierung der Sonden kann Prozesse in unterschiedlichen Regionen der

Membran anzeigen. Im Bereich der Vesikeldurchmesser & = 50, 100, 200 und 400 nm wird die

Anderung der Signale mit der Konzentration der Farbstoffe erfasst.
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(A) Die Einfeld-Relaxationen der Minus- und der Plusmode der Absorption, AA/A, und AA™/A,, der
membrangebundenen Farbstoffe DilCi4(3) (— -, A =545nm), B-DPH pPC (——, A =365nm),
TMA-DPH (— -, A =365 nm), PATMAN (- - -, A =365 nm), Zeaxanthin (— - -, A =436 nm) and
DPH (= = =, A=365nm) in VET;, als Funktion der Zeit bei der konstanten Feldstirke von E=5
/MV m’™". Ein Rechteckfeldpuls mit einer Dauer von t; = 10 ps wird appliziert.

(B) Der Absorptionsdichroismus, AA/Ag, der in (A) dargestellten Minusmoden der
Absorption, AA/A,, der Farbstoffe, skaliert mit dem Koeffizienten kg (relativ zur Minusmode
AA’/A, von B-DPH pPC) wobei kpiicig3) = -0,93, krma-ppu = 1,18, kpatman = 1,44, kzeax = 0,93 und
kppy = 2,33.

Vesikelradius: a /nm = 38 nm, [Av20]r = 1,0 mM, [NaCl]= 0,2 mM, T = 293 K (20°C), pH = 6,5,
[B-DPH pPC] = 5 uM, [DPH]= 3.33 uM, [TMA-DPH] = 5 pM, [PATMAN] = 10 pM,

[Zeaxanthin] = 5 pM, [DilC4(3)] = 2.5 uM.

Die Abb. 7A zeigt typische Einfeldrelaxationen von Minus- und Plusmoden der Absorption der
Farbstoffe in VET;q, bei der Feldstirke E = 5 MV m™'. Die Signale der unterscheiden sich

sowohl in der Amplitude als auch im Vorzeichen. Die Relaxationsraten (siche hierzu Abb. 7B)

fallen im Rahmen der Messgenauigkeit bei der Feldstirke von E =5 MV m™ fiir alle Sonden in

den Bereich zwischen 2,8 <t ™' /us™ < 5. Bei Feldstirken von 2 <E/MV m™ <5 findet man in
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VET, fiir die Plusmoden der Absorption aller Sonden |[AA"/Aq| < 0.01, wobei sowohl positive
als auch negative Moden-Vorzeichen auftreten. Bei kleinen Anteilen der Plusmode AA /A, gilt
AA/Ag = AA/Ay (Kakorin and Neumann, 1996). In Abb. 7A wird deutlich, dass AA"/A, immer
mindestens um den Faktor 10 kleiner ist als AA/A,. Damit ist es gerechtfertigt, AA /Ay mit dem
reduzierten Absorptionsdichroismus AA/A, gleichzusetzen (AA/Ag= AA/Ap) (s. a. Abschnitt
2.2.3).

Skaliert man die Absorptionsdichroismen aller Sonden mit dem sondenspezifischen Faktor kgye
(relativ zu AA/Ay(B-DPH pPC)) wie in Abb. 7B gezeigt, so erkennt man einen interessanten
Zusammenhang: Obwohl die einzelnen Sonden verschiedene molekulare Strukturen besitzen und
in unterschiedlichen Membranregionen (s. Abb. 34 im Anhang 7.7.1) gebunden sind, scheinen
sie ibereinstimmend ein und denselben Prozess der Chromophor-Positionsdnderungen
anzuzeigen (homotope Kurven). Die Absorptionsdichroismen konnen konsistent mit der
elektroporativen Deformation der Lipidvesikel gedeutet werden (Neumann et al., 1998). Der
reduzierte  Absorptionsdichroismus AA/A, enthdlt den Winkel, den das optische
Ubergangsmoment des Chromophors mit der Membrannormalen einschlieBt (Kinosita, Jr. et al.,
1977).

Einfluss des Sondentypus
Die Daten in Abb. 7A lassen eine Klassifikation im Hinblick auf den Absolutbetrag |[AA/Ao| der

Endwerte der Einfeld-Minusmoden bei tg = 9,86 pus zu. Demnach gehoren Zeaxanthin (— - -)
und DilCi4(3) (— -) in die Gruppe (I), sowie B-DPH pPC (—), TMA-DPH (— -) und
PATMAN (- - -) in die Gruppe (II). DPH (- - -) bildet fiir sich allein die dritte Gruppe (III). In
Abb. 8 ist der Absolutbetrag | AA/Aq| aller Sonden am Pulsende bei tz = 9.86 us fur die
Feldstirke E=5MV m" in einem Siulendiagramm aufgetragen. Beim Ubergang von der
Farbstoff-Gruppe (I) zu (III) nimmt der Absolutbetrag | AA/A | immer weiter ab.

Gruppe (I): Der Betrag der relativen Endwerte des Absorptionsdichroismus ist fiir Zeaxanthin
und DilC;4(3), [AA/A | = 0,26 und 0,25, nahezu gleich grof3 und im Gesamtvergleich grofer als
bei den Farbstoffen der Gruppe (II) & (III). AA/A¢(DilCi6(3)) in Gruppe (I) besitzt, im

Unterschied zu Zeaxanthin, ein positives Vorzeichen fiir AA/A, wihrend alle anderen Farbstoffe

ein negativen Absorptionsdichroismus aufweisen.
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Abb. 8 Der Absolutbetrag des Endwertes des relativen Absorptionsdichroismus | AA/A, | der
membrangebundenen Farbstoffe Zeaxanthin, DilC¢(3), B-DPH pPC, TMA-DPH, PATMAN und
DPH am Ende des Feldpulses (t; = 9.86 ps) bei einer Feldstirke von E=5/MV m™ in VET,. Exp.

Bedingungen wie in Abb. 7.

Das optische Ubergangsmoment von DilC ¢(3) ist im Mittel senkrecht zur Membrannormalen
ausgerichtet (Axelrod, 1979). Das Zeaxanthin wie auch das gut untersuchte (-DPH pPC
(Tonsing, 1997), =zeigt einen negativen Absorptionsdichroismus, weil das optische
Ubergangsmoment primir entlang der Membrannormalen ausgerichtet ist (Milon et al., 1986),
(Lazrak et al., 1987).

Gruppe (II): Fiir B-DPH pPC, TMA-DPH und PATMAN findet man | AA/Ao| = 0,24 / 0,2 und
0,16. Diese Chromphore sind im hydrophoben Bereich der Kohlenwasserstoffketten der
Membran lokalisiert (Engel and Prendergast, 1981). Das B-DPH pPC ist strukturell ein
Lipidmolekiil, bis auf den durch den DPH-Chromophor ersetzten Fettsdurerest. Der DPH-
Chromophor erfihrt durch die Bindung an das Lipid im Vergleich zu freien Sonde eine
Einschriankung in seiner Beweglichkeit (Kaiser and London, 1998). TMA-DPH ist im Gegensatz
dazu durch seinen positiv geladenen Trimethylammoniumrest an der Membran-
/Losungsmittelgrenze fixiert, trotzdem bleibt der Chromophor in der Rotation in einem Winkel
um seine Lingsachse sehr beweglich (Engel and Prendergast, 1981). Die chromophore Gruppe
von PATMAN ist im Bereich der Gylcerolgruppen der Lipidmolekiile, also nahe der
Grenzfliche Membran / Losungsmittel lokalisiert (Lakowicz et al., 1983).
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Gruppe (1II): Mit | AA/Aq| = 0,1 liegt DPH um einen Faktor 2,4 niedriger, als B-DPH pPC,
obwohl beide Molekiile den gleichen hydrophoben Chromophor besitzen. Allerdings erfahrt die
molekulare Rotation von DPH nur durch die strukturelle Anisotropie des hydrophoben Teils der
Lipidmatrix eine geringfiigige Ausrichtung, da es keinerlei funktionelle Gruppen besitzt, die eine
Verankerung der Sonde an oder in der Ndhe der Membran / Losungmittelgrenzflédche
ermdglichen (Lopez Cascales et al., 1997), (Pebay-Peyroula et al., 1994). Ausserdem liegen
Ergebnisse vor, die eine Verteilung des Ubergangsdipolmoments fiir DPH nahelegen, die die
senkrechte und parallele Ausrichtung zu ungefdhr gleichen Teilen beriicksichtigen (van der
Heide et al., 1996).

Feldstiarkeabhédngigkeit: Amplituden und Relaxationsraten

Die Amplituden der Minusmode der Absorption, AA/Ay, zeigen im Feldstirkebereich von
2<E/MVm' <8 fiir die nominalen VesikelgroBen VETsy, VET 90 und VET200 (VETso und
VET20 im Anhang Ax) im Rahmen der Messgenauigkeit fiir alle Farbstoffe einen linearen
Anstieg mit der Feldstirke (s. Abb. 9A+B, oben). Fiir VET4q steigen die Amplituden im Bereich
2 <E/MVm’ <6 ebenfalls linear an, um dann aber fiir alle Farbstoffe, ausser DilC¢(3), im
Feldstirkebereich 7 <E/MVm™ <8 in eine Sittigung iiberzugehen. Im Fall der Sonde DPH
beobachtet man bei E=8 MV m’ sogar einen leichten ,Riicklauf von AA/A, zu kleineren
Amplituden.

Mit Ausnahme des Vorzeichens und dem Betrag der Endwerte der Minusmode der Absorption,
stimmen die Relaxationsraten im Feldstirkebereich E < 6 MV m™ fiir alle Sonden und
VesikelgroBen praktisch iiberein (2 <t ™' /us™ < 6). Der Rotation der Sonden liegt anscheinend
ein gemeinsamer Prozess zugrunde. Einzig Zeaxanthin und DilC;4(3) stechen hervor: Das
transmembrane Zeaxanthin weist in VET bei Feldstirken 2 <E/MVm™ <8 im Vergleich die
kleinsten Relaxationsraten im Bereich 2 <t ™' /us™ < 8 der untersuchten Farbstoffe auf, wihrend
die schnellsten Prozesse des membranaufgelagerten DiIC;4(3) im Bereich 2 <t '/us' <11
(s. Abb. 9A+B, Mitte).

Im Gegensatz zur linearen Abhingigkeit der schnellen, ersten Relaxationsrate T ~'(I) von der
Feldstérke fiir VETso, VET 00, VET200 im Bereich 2 <E/ MVm' <8 zeigt sich fiir VET4g0 bei
Feldstirken von E>4 MV m" eine Abweichung in t '(I) vom linearen Verhalten. Fiir alle
Farbstoffe, auBer Zeaxanthin, findet man, dass © ~'(I) im Bereich von E >4 MV m™' gegen einen
Sattigungswert lauft. Fiir Zeaxanthin tritt bei E > 7MV m™ ein ,,Riicklauf* der Rate von
') = 7,0 ps'l bei E=7MV m™” auf t ~'(I) = 6,0 ps’l bei E=8 MV m™ auf.

Bei kleinen Feldstirken, 2 <E/MVm™ <3, haben alle Farbstoffe praktisch die gleichen

Relaxationsraten 2 <t ' /us™ < 4.
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Die Endwerte der Einfeld-Relaxationen der Minusmode, AA/A,, und die Amplitudenwerte der

Plusmode, AA/A,, am Ende des Feldpulses bei t; = 9.86 us, sowie die Relaxationsraten, r’l(l), der

schnellen Mode (I), der membrangebundenen Farbstoffe

DilC4(3) (O), Zeaxanthin (0O),

B-DPH pPC (&), TMA-DPH (#), PATMAN (v) und DPH (A) in VET;4 (A) und VET4q (B) als

Funktion der externen Feldstirke im Bereich 2 <E/MVm™ <8. Ein Rechteckfeldpuls mit einer

Dauer von tg = 10 ps wird appliziert.

Vesikelradien: a /nm = 38 (A), 170 (B). [Av20]r = 1,0 mM, [NaCl] = 0,2 mM, T =293 K (20°C), pH
= 6,5, [B-DPH pPC] = 5 uM, [DPH] = 3.33 uM, [TMA-DPH] = 5 uM, [PATMAN] = 10 puM,

[Zeaxanthin] = 5 uM, [DilC;¢(3)] =2.5 uM. Die Relaxationsraten der Minusmode der Absorption

wurden durch eine Biexponentialanpassung gemil AA/Ay - AA7/Ay(I)- (1-exp-(t/t(1)) + AATAII) -

(1-exp-(t/t(Il)) in einer Parametrisierung erhalten. (Relaxationsspektren siche Anhang 7.10.2).

29



Ergebnisse

Die Absolutbetrige der Plusmode der Absorption liegen fiir alle Farbstoffe fiir VETs, und
VET; 90 unterhalb wvon |AA+/A0| ~ 0,03, wobei DilC;¢(3) und DPH fiir VET;o im
Feldstirkebereich 4 < E/MVm™ <7 ein negatives Vorzeichen aufweisen, wihrend die anderen
Farbstoffe positive Vorzeichen zeigen (Abb. 9A, unten). Bei VET» (nicht gezeigt) und VET 49
(Abb. 9B, unten) ist hingegen mit zunehmender Feldstirke ein deutlicher, nichtlinearer Anstieg
von AA'/A, fiir alle Farbstoffe mit Ausnahme von DilC4(3) zu erkennen. Im Feldstirkebereich
2 <E/MVm" <8 indert sich die Plusmode im Fall des Farbstoffs DPH in VET4g drastisch im
Bereich von 0,02 <|AA"/A¢| <0,5, wihrend sie beim Farbstoff TMA-DPH im gleichen
Feldstirkebereich nur einer Anderung von 0,005 <|AA/Ao| <0,025 unterliegt. In der
Reihenfolge Zeaxanthin, B-DPH pPC und PATMAN verringert sich die Anderung im
Feldstirkebereich 2 < E/MVm™ < 8. Man findet AA"/A( ~ 0,15, 0,1 und 0,05 als Maximalwert
bei E=8 MVm'.

Auftillig ist, daB3 DilC;4(3) in VET40 als einziger Farbstoff ein negatives Vorzeichen fiir AAY/A
besitzt und als Maximalwert bei E = 8 MVm™ nur einen vergleichsweise kleinen Wert von
AAT/Ag = -0,05 zeigt.

Einfluss der Membrankrimmung

Die zu den Farbstoffen DilCi¢(3), Zeaxanthin, DPH und PATMAN erhaltenen Daten
(s. Abb. 10) sind in guter Ubereinstimmung mit der fiir B-DPH pPC gefundenen Abhiingigkeit
fiir AA/A¢ von der Vesikelmembrankriimmung (s. Abb. 5). Auffillig ist hier, dass der Farbstoff
DPH im Vergleich offenbar keine so ausgeprigte Abhdngigkeit fiir AA/Ay von der
Membrankriimmung H anzeigt, wie dies die anderen Sonden vermogen. AA/A, dndert sich fiir
DPH im Bereich der Membrankriimmung 0,0059 < H /nm™ < 0,04 nur geringfiigig um einen
Faktor 2 von AA/A(=-0,05 auf —0,1. Fiir DilC;¢(3) und Zeaxanthin findet man gréBere
Anderungen mit den Faktoren ~ 2,5 - 3. AA/A, geht bei Membrankriimmungen von
H > 0,026 nm™ fiir alle Farbstoffe in eine Sittigung, wihrend die Minusmode von Zeaxanthin in
diesem Bereich auf AA/A, = -0,21 abnimmt. Die transmembrane Sonde Zeaxanthin zeigt
demnach in der Minusmode der Absorption, AA/Ay, im Vergleich mit den anderen untersuchten

Sonden die grofite Sensitivitdt fiir die Membrankriimmung.
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Abb. 10  Die Endwerte der Einfeld-Relaxationen der Minusmode der Absorption, AA/A,, bei tg = 9.86 us fiir
die Farbstoffe DilC4(3) (O), Zeaxanthin (O), DPH (A) und PATMAN (V) bei der konstanten
Transmembranspannung von Ap =- 0,3 V fiir Vesikel mit unterschiedlichen Radien als Funktion der
Kurvatur H. Vesikelradien und Kriimmung: a /nm (H /nm™) = 25 (0,04), 38 (0,026), 80 (0,0125) , 170
(0,0059). Exp. Bed.: [Av20]r = 1,0 mM, [NaCl]= 0,2 mM, T = 293 K (20 °C), pH = 6,5. Ein
Rechteckfeldpuls mit einer Dauer von tg=10 pus wird appliziert. [DilC4(3)]=2,5 uM,
[Zeaxanthin] = 5 uM, [DPH] = 3,33 uM, [PATMAN] = 10 uM.

Die Abhéngigkeit der Plusmode der Absorption von der Vesikelmembrankriimmung zeigt fiir
alle Farbstoffe bei tg = 9.86 us einen kleinen Endwert im Bereich von AA"/Ag = 0 - £0,005. Die
Relaxationssignale sind stark verrauscht und daher nur mit unzureichender Genauigkeit

auszuwerten (Daten nicht dargestellt).

Einfluss der membrangebundenen Sonden auf die Vesikelmembran

Wie bereits in Abschnitt 3.1.1 dargestellt, sind keine Storungen der optischen Eigenschaften
einer Lipidmembran bis zu einem molaren Sonde : Lipid-Verhiltnis von 1 : 100 zu beobachten.
Elektro-optische Messungen mit Vesikelsystemen unterschiedlicher Sondenkonzentrationen
inner- und auBlerhalb der Farbstoffabsorptionsbanden zeigen aber, dass sich die
Relaxtionskinetik von farbstoffmarkierten Lipidvesikeln auch schon bei geringen Sonden-

konzentrationen dndert.
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Abb. 11 Vergleich der Einfeld-Relaxationen der Minusmode der Absorption, AA/Ay, (A) und der Turbiditét,
AT/Ty, (B) fiir mit DilC4(3) markierte und unmarkierte Vesikel bei verschiedenen membran-
gebundenen Konzentrationen der Sonde. AT/T, (B) wird bei A = 365 nm auferhalb der
Absorptionsbanden von DilC4(3) und AA/A,, (A) innerhalb der Absorptionsbanden markierter
Vesikel bei A = 545 nm gemessen. Ein Rechteckfeldpuls der Feldstirke E =4 MV m™ mit einer Dauer
von tg =10 us wird appliziert. Vesikelradius: a = 38 nm.; [Av20]r = 1.0 mM, [NaCl]= 0,2 mM,
T =293 K (20 °C), pH = 6,5. [DilC6(3)] /uM =0 (—) 1.25(— ) 5(- - -) 20 (— -).

In Abb. 11(A) ist die Minusmode der Absorption, AA/A,, der an eine Vesikelmembran
gebundenen Sonde DilCj4(3), bei Konzentrationen von 0 <[DilCie(3)] /uM <20 fiir die
Feldstirke E = 4 MV m™ gezeigt. Bereits durch visuelle Priifung der Einfeld-Relaxationen wird
deutlich, dass auch hier die Sonde selbst bei der hochsten Farbstoffkonzentration von
[DilCi6(3)] = 20 uM keinen Einfluss auf die Amplitude AA/A¢ und die Relaxationsrate(n)
nimmt. Auch hier sind die relativen Signalverldaufe nahezu deckungsgleich. Hingegen findet man
fiir die auflerhalb der Absorptionsbanden (vergl. Abb. 1B) von DilCi(3) bei A = 365 nm
gemessene Minusmode AT /Ty (Abb. 11(B)), dass die Amplitude bei einer Konzentration von
[DiICi6(3)] = 10 uM (s. auch Abb. 12A) geringfiigig von AT /Ty = 0,09 auf 0,1 ansteigt, wihrend

die Relaxationsrate hiervon unberiihrt ist.

Die Relaxationsraten t ' (I) der Minusmoden sind im Bereich 0 < [Sonde] /uM < 10 nur schwach
von der Sondenkonzentration abhingig. So #ndert sich die schnelle Mode ©'(I) /us™ in AT /T,
fiir die Farbstoffsonde B-DPH pPC im genannten Konzentrationsbereich nur um ca. 2 %; fiir
AA/Aq betrigt die Anderung in t'(I) /ps™ = 3 %.

Die Werte der Minusmode der Absorption und Turbiditadt am Ende des Feldpulses
Die in Abb. 12(A-D) gezeigte Abhdngigkeit der Minusmoden AA/Ao und AT/Ty von der

Sondenkonzentration spiegelt den Einfluss der individuellen Eigenschaften der Sonden wider.
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Der Farbstoff DilC;4(3) (Abb. 12A) zeigt im Vergleich zu Zeaxanthin (B), B-DPH pPC (C) und
PATMAN (D) im Bereich von 1,25 < [DilC;¢(3)] /uM < 10 praktisch idealen Sondencharakter.
Weder AA/A noch AT /T, variieren mehr als +2 % (relative Anderung) um ihren Basiswert bei
[DiICi6(3)]= 1,25 bzw. 0 uM. Die anderen Sonden offenbaren im Bereich von
1,25 <[Sonde] /uM <20 einen deutlich ausgeprigten Einfluss auf beide Minusmoden. Fiir
Zeaxanthin (Abb. 12B), B-DPH pPC (C) und PATMAN (D) erfolgt ein Riickgang von AT /T
um =~ 15 - 20 %. Fiir Zeaxanthin (12B) und PATMAN (D) findet man eine Zu-, fiir 3-DPH pPC
eine Abnahme des Absolutbetrags von AA/Ay.

Eine zunehmende Konzentration an Zeaxanthin verringert den Betrag der Minusmode der
Turbiditdt im Bereich von 1,25 < [Zeaxanthin] /uM < 20 von AT /T, = 0,096 auf 0,072 (25% rel.
Anderung), wiihrend die Minusmode der Absorption im gleichen Konzentrationsbereich eine
drastische Zunahme von AA/Ag = -0,09 auf -0,23 um 55% erfihrt. Diese extreme Variation in
AA/Ag beim Ubergang von [Zeaxanthin] = 1,25 auf 2,5 uM liuft parallel zur Anderung von
AA/A von -0,09 auf -0,2. Im Bereich von 2,5 < [Zeaxanthin] /uM < 20 ist nur noch ein geringer
Anstieg im Betrag der Amplitude von AA/Ay = —0,2 auf —0,23 zu verzeichnen. Im
Konzentrationsbereich [Zeaxanthin] > 2,5 pM existiert also nur eine schwach ausgeprigte

Abhingigkeit der Absorptions-Minusmode von der Sondenkonzentration.

Die Turbiditits-Minusmode zeigt im Bereich von 1,25 <[Zeax]/uM <20 eine gleichmiBige
Abnahme, ohne einen Sprung wie bei der Absorptions-Minusmode. Das Vorzeichen der durch
die Sondenkonzentration induzierten Anderung ist in beiden Moden unterschiedlich: AT /T, wird

kleiner, AA”/Aop nimmt im Absolutbetrag zu.

Bei B-DPH pPC geht AT /T, im Bereich 1,25 < [B-DPH pPC] /uM <20 von AT /Ty = 0,09 auf
0,075 zuriick. Die Minusmode der Absorption verringert sich im  gleichen
Konzentrationsintervall im Absolutwert von AA/Ay= -0,28 auf -0,22, also ca. 21 %. Diese

konvergente Korrelation der beiden Minusmoden findet sich nur bei der Sonde 3-DPH pPC.

Fir PATMAN findet man fiir die Anderung der Minusmode der Turbiditit eine #hnlichen
Verlauf wie bei den Farbstoffen Zeaxanthin und B-DPH pPC. Der Endwert bei tg = 9,86 s
verringert sich um =15 % von AT /Ty = 0,1 auf 0,085, wéhrend sich AA /Ay um = 46 % von -0,08
auf —0,15 im Konzentrationsbereich 1,25 < [PATMAN] /uM < 20 vergrofB3ert.
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Abb. 12 Die Einfeld-Endwerte der Minusmode der Absorption (A), AA/A,, und der Turbiditdt (O), AT/T,,
markierter und unmarkierter Vesikel (Referenz) bei tg =9.86 us fiir die Farbstoffe DilC4(3) (A),
Zeaxanthin (B), B-DPH pPC (C) und PATMAN (D) bei verschiedenen membrangebundenen
Konzentrationen der Sonden (1,25 <[Sonde]/uM <20). AT/T, wird auferhalb der
Absorptionsbanden der Farbstoffe und AA/A, innerhalb der Absorptionsbanden markierter Vesikel
gemessen. Ein Rechteckfeldpuls der Feldstirke E = 5 MV m™ (DilC,4(3): E=4 MV m™) mit einer
Dauer von t; = 10 us wird appliziert. Vesikelradius: a = 38 nm. [Av20]r = 1,0 mM, [NaCl] = 0,2 mM,
T=293 K (20°C), pH = 6,5. Messwellenldngen: (A) AA/Ay bei Ay, = 545 nm; AT/T, bei
Aout =365 nm, (B) Ay, = 436 nm; Ay = 578 nm, (C) Ay = 365 nm; Ay = 436 nm, A;, = 365 nmy;
Aout = 436 nm.
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4 Die Verstarkung der Membranelektroporation durch
grofRe Membrankrimmungen

4.1 Quantifizierung der Vesikeldeformation

Die Ergebnisse zum konservative Turbidititsdichroismus AT/Ty (s. Abschnitt 7.9 ff) zeigen,
dass die Naherung AT/Tp= AT/Ty nur in wenigen Fillen benutzt werden kann, da die
Plusmode im Vergleich zur Minusmode groB ist (JAT /To| > Y |AT "/Ty|). Zur Bestimmung
der Vesikeldeformation werden daher beide Turbididtitsmoden, AT /T, und AT+/T0, als
Eingabedaten mit einem von Farafonov (Farafonov et al., 1996) entwickelten Fortran-
Programm (COA98) verarbeitet, das die Lichtstreuung von konfokal ummantelten Spheroiden
berechnet (s. Anhang 7.3).

Ein in Richtung des elektrischen Feldvektors E elongiertes Vesikel, 148t sich als Ellipsoid
(Prolat) mit den zwei Halbachsen, ¢ und b (¢ > b), auffassen (s. Abb. 13). Wihrend der Dauer
des Feldpulses ist die lange Halbachse, c, kolinear zum Feldvektor E orientiert (Neumann et
al., 1998). Das Ergebnis eines COA98-Programmlaufs ist das zu den Werten von AT /T, und
AT"/T, gehorige Achsenverhiltnis p = ¢ / b, das die elektromechanische Elongation eines

kugelformigen Vesikels zu einem prolaten Ellipsoiden als Funktion der Zeit liefert
(s. Abb. 15b).

\4

Abb. 13 Elektroelongierung einer ondulierenden Vesikelemembran unter dem Einfluss des elektrischen
Maxwell Stress. Die Oberflichenzunahme AS=S-S, = AS, + AS, resultiert aus der
Membrandehnung und der Gliattung der thermischen Ondulationen, ASy, sowie der
Oberflichenzunahme, AS,, durch die Bildung von Elektroporen. Sy=4 - 7 - a’ ist die projizierte

Oberfliche der gesamten ondulierenden Fliche S = S, + AS; + AS,, bei E = 0.

Die Deformation eines kugelférmigen zu einem ellipsoiden Vesikel kann nur dann stattfinden,
wenn entweder a) eine feldinduzierte Zunahme der Membranoberfliche AS durch die
Glittung der Ondulationen, der Membrandehnung oder durch die Elektroporation der

Membran auftritt, oder b), eine Abnahme des Vesikelvolumens, AV, durch den Austritt von
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intravesikulirem Medium durch die Elektroporen erfolgt. Allerdings kann die
Volumenédnderung unter den gegebenen experimentellen Bedingungen bei intern und extern
gleicher Elektrolytkonzentrationen bei einer Pulsdauer von tg = 10 ps vernachléssigt werden
(AV = 0) (Neumann et al., 1998). Daher mul das Ausmall der Vesikelelongation an die
Zunahme der Fliche AS=S — S, gekoppelt sein, wobei So= 4-n-a’ die projezierte
Membranoberfldache und S die Vesikeloberfliche wihrend des Feldpulses ist (s. Abb. 13). Die
Beziehung zwischen der relativen Zunahme der Oberfldche AS/Sy und dem Achsenverhiltnis

p ist bei konstantem Vesikelvolumen V durch die GI. (A.5) gegeben.

411 Thermische Ondulationen und Dehnung der Lipidmembran

Lipidmembranen unilamellarer Vesikel zeigen in wéssriger Umgebung im fliissig-kristallinen
Zustand thermisch induzierte, langwellige Schwingungsmoden (Ondulationen). Bei
Riesenvesikeln (& ~ 10 pm) mit kleinen lateralen Membranspannungen, ¢ ~ 0, kann man
diese Oszillation der Oberfliche mit einem Lichtmikroskop beobachten (Helfrich and
Servuss, 1984). Die thermischen Ondulationen reduzieren die Membranbasisflache S, d.h. die
auf eine Flache projezierte Vesikelform (s. Abb. 13). Die aus Membrandehnung und
Ausgleich der thermischen Ondulationen resultierende Zunahme des Bruchteils AS/S, der
Vesikeloberfliche ist unter Voraussetzung einer endlichen, lateralen Membranspannung
o gegeben durch (Klosgen and Helfrich, 1993):

AS, _S., ky-T n’/s+o/K (1.13)

ss _ Aln In ,
S, K 8= ( o (z/so+o/1<)

wobei K (N m™) der Dehnungsmodul, kg die Boltzmannkonstante, k (J) die Biegsteifigkeit, T
(K) die absolute Temperatur und s die Fldche des Querschnitts eines Lipidmolekiils in der
Membran ist. Der erste Term auf der rechten Seite der Gleichung (1.13) beriicksichtigt den
Beitrag der Membrandehnung unter dem Einfluss der lateralen Spannung c. Im zweiten Term
wird der Oberflichenzunahme S durch den Ausgleich der thermischen Ondulationen
Rechnung getragen. Unter der Bedingung eines konstanten Innenvolumens V fiihrt die
Vesikeldeformation zu einer Zunahme der lateralen Spannung o, gemiB Ac = ¢ — 6. Diese
verkleinert die thermischen Ondulationen und vergroBert somit die projizierte
Vesikeloberfliche um den Betrag AS. Eine verallgemeinerte Form der Gleichung (1.13) fiir

den Grenzfall einer anfanglich vorhandenen, endlich grof3en, lateralen Spannung c (bei E = 0)

lautet:
AS _As 1 n’/s+o,/k  m/S+(c,+Ac)/x (1.14)
S, K L |n*/s+(c,+Ac)/k =w*/S+o,/k |

wobei L =8-n-k/(ky-T) ein dimensionsloser Parameter ist.
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Fiir die meisten Fille von praktischem Interesse gelten folgende Ungleichheiten:

2 2
TC_ >G°+AG>>TC_’ (115)
S K S,

womit sich GI. (1.14) zu

A_S:£+l.1n[1+£] (1.16)
S, L o,
vereinfacht.

Im allgemeinen Fall liefert Gl. (1.16) unter Beriicksichtigung von Ac die Losung:
L % AS)
AG:%.LambertW|:%.Go,eK K S —0,, (117)

wobei LambertW eine spezielle Funktion ist, die allgemein die Riickkopplung eines

evolvierenden Systems auf sich selbst beriicksichtigt (Kakorin and Neumann, 1998).

Im allgemeinen Fall, wenn die Bedingung Ac / o, << 1 nicht erfiillt ist, hat lediglich die erste
Potenz in Ac / o, Relevanz und die Entwicklung des Logarithmus in GI. (1.16) reduziert sich

Zu:

é_S:AG.P+ ! } (1.18)

Umistellen von Gl. (1.18) nach Ac ergibt:

Ac=DS. K (1.19)
S 1+ K
Lo

o

Das AusmaB der Gleichgewichtsdeformation py eines Vesikels kann durch die Minimierung
der freien Energiedichtedifferenz Ag = g(E) — g(0), bezogen auf die Membraneinheitsfliche,
erhalten werden. Hierbei stehen die Vesikelzustinde "0" fiir E = 0 und "E" fiir E > 0. Explizit:

Ag = Agpg + AZpeng T AL (1.20)

Wenn GI. (1.17) gilt, dann kann der Gleichgewichtswert py durch Bestimmung des Minimums

numerisch berechnet werden, z. B. durch Minimierung von GIl. (1.20) gemiR
(d(Ag)/dp)| _ =0 beip=po:

Fiir den Fall, dass die Naherung aus GIl. (1.19) anwendbar ist, kann py in geschlossener

analytischer Form angendhert werden:
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2 3
3-¢,-¢,-E"-a +1 (1.21)

62-x+10-c,-a’- 1+L
c,+K/L

P, ¥

Fir Vesikelradien im Bereich 25 < a /mm < 170, den Feldstiarkenbereich
1,2<E/MV m' < 8,0, k=23 " 10" J, K=041 Nm" und 6, = 5 uN m’ (Kummrow und
Helfrich, 1991) kann GI. (1.21) als gute Ndherung zur exakten Berechnung von p, verwendet

werden (numerische Optimierung); s. Abb. 14.

1.04
o, 103
1.02

1.01

0 50 100 150 200

1.00

a/nm

Abb. 14 Das mit Gl. (1.17) berechnete (durchgezogene Linie), exakte und das mit der analytischen Gleichung
(1.21) (gestrichelte Linie) berechnete Gleichgewichtsachsenverhéltnis py, als Funktion des
Vesikelradius bei der konstanten Transmembranpotentialdifferenz A@yqn = -1,5-a-E =- 0,3 V (in den

Polkappen bei f;, = 1),k =2,3 10"°J, K=0,41 Nm" und 6,=5 pNm™.

Fiir oo > 0 und E-a=konst. geht py als Funktion des Vesikelradius durch ein Maximum.

Unter der Bedingung E - a =konst. nimmt die elektrische Polarisationsenergie eines Vesikels
linear mit dem Radius a zu. Bei kleinen Vesikelradien a <<a_, ist der kritische Radius

gegeben durch :

6.2-x (1.22)
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Der Term fiir die Biegenenergie W, = 62-x in Gl. (1.21) dominiert {iber den Energieterm
W, =10-c,-a*-(1+K/(c, +K/L)), der fiir den Ausgleich der thermischen Ondulationen

und der Dehnung der Membran steht; daher folgt p, ca. Fiir a >> ag gilt Wy >> Wy, und

somit folgt hier p, oc a”'. Bei zunehmendem Radius a fiihrt das zur Umkehr der Funktion und

damit zu einer Abnahme von py.

4.1.2 Charakteristische Zeit der Vesikel-Elongation

Die charakteristische Zeit t der Vesikeldeformation wird mittels eines Stokes-Formalismus
abgeschitzt. Wenn die Ndherung in Gl. (1.19) gilt, liefert die Integration der Stokes-Gl.

(A.14)eine Niherung fiir die charakteristische Zeit T der Vesikeldeformation:
3n-a’ (1.23)

48'K 3 2 K
——+—_-G,-a - I+——
5 2 c,+K/L

Gl. (1.23) ist im Einklang mit dem Ausdruck fiir die charakteristische Relaxationszeit der von

T~

Komura (1996) berechneten Schwingungsmoden n=m=2 sphédrischer Vesikel im

fliissigkristallinen Phasenzustand. Im Grenzfall von oy = 0, ndhert sich das Ergebnis von
Gl. (1.23) sehr gut an die obere Grenze der Formrelaxationszeit t1=0,38-n-a’ /« fiir eine

deformierte Sphire an (Klosgen and Helfrich, 1993). Ein interessanter Aspekt der Gl. (1.23)
ist, dass die charakteristische Zeit T unabhidngig vom externen Feld E ist. Fiir den Fall, dass
Gl. (1.17) gilt, sollte die Gl. (A.14) aus dem Anhang benutzt werden.
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4.2 Datenanalyse und Diskussion

4.2.1 Datenbasis

Wie bereits erwidhnt, liegen die Amplitudenwerte der Minusmode der Turbiditit AT bei

tg = 10 us auch fiir unterschiedliche Vesikelradien im Bereich von 25<a/nm <170 und
Feldstirken von 8> E/MVm™ >1,2 dicht beeinander (s. Abb. 15a) .

on \L off
E -
a) T T T T T T T T T T
E=8MV/m, a= 25~nm - . e
006 B .... a;;.:.:‘\‘u.?%. ) “.0."..'- ..'..‘. l‘-""o-..::‘:::: (_)_
aaagaattastus 4
AT ]
0 i
E=8MV/m,a=25nrp b
0 g ot oe (+)
AT |
T, 0021 E = 2.5 MVim, a =80 nm ]
b)
1.6 E=8MV/m, a=25nm 7
p 4
14 -
1.2 E = 2.5 MV/m, a = 80 nm .

t/ us

Abb. 15 (a) Die Minus-, AT/T,, und die Plusmode AT"/T, der Turbidititsinderungen bei A = 365 nm relativ
zur Turbiditéit To: (A) bei den Feldstirken E =2 MV m™ und dem Vesikelradius a = 80 nm, sowie (®)
bei E = 8 MV m™ und a= 25 nm. (b) Das fiir die elongierten Vesikel aus AT/T, und AT'/T mit
einem Fortran-Programm von Farafonov et al. (1996) berechnete Achsenverhéltnis p =c /b, als
Funktion der Pulsdauer t. Ein Rechteckfeldpuls mit einer Dauer von tg = 10 us wird appliziert. Exp.
Bed.: [Av20]r = 1,0mM, [NaCl]= 0,2 mM, T = 293 K (20°C), Transmembranspannung:
AQyonst =-0,3 V.
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Der Unterschied im Brechungsindex der Membran von sehr kleinen und groen Vesikel, hier
n= 1,400 bei a =25 nm und n = 1,481 fiir a = 80 nm, fiihrt zu einem merklichen Unterschied
in den numerisch berechneten Achsenverhiltnissen p (s. Abb. 15b). Diese Besonderheit 1403t
sich auf die unterschiedliche relativen Lipidpackungsdichte in kleinen und groflen Vesikeln
zuriickfilhren. Offenbar wird der Wassergehalt der Membran durch die Packungsdichte
beeinflufit.

a) 037 a/nm =?? ~ T
2 0.2 | _
M I _
So ol _
0 '. : | :
b) .......... Rl .
2 I Pl !
M L /a/nm i _
So | _
0 : : : |
C) [ B
a/nm =25
2 - —
2
o i 38
80
0 I " 1

0 2 4 6 8 10
t/ us

Abb. 16 (a) Die relative Gesamtoberflichenzunahme AS/S, der Vesikel als Funktion der Zeit t bei einem
Vesikelradius a = 38 nm und einer Feldstirke E = 2,5 MV m’; (b) AS/Sy bei a=80 nm und
E=53MV m'. Die durchgezogenen Linien in (a) und (b) sind theoretische Simulationen der
relativen Zunahme der Vesikeloberfliche AS,/S,, die aus der Membrandehnung und der Glattung der
Ondulationen stammt. (c) Die relative Zunahme f =AS /S = (AS—AS_)/S; der Vesikelober-
fliche, hervorgerufen durch die Bildung von Membranelektroporen, als Funktion der Zeit t, bei
verschiedenen Vesikelradien und Feldstirken: a/(nm) / E/(MV m™)=25/8;38/5,3;80/2,5 bei

der konstanten Transmembranpotentialdifferenz A(pN =-1,5-E-a=-0,3V.
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Im elektrischen Feld besteht die relative Zunahme der Membranoberfldche AS/S, (Gl. (A.5))

aus zwei Phasen: einer schnellen, mit einer charakteristischen Zeitkonstante von t < 1 us und

einer langsamen Phase mit t >> 1 us (Abb. 16a,b).

Da die charakteristischen Zeitkonstanten der elektrischen Polarisation, der Membrandehnung
und des Ausgleichs thermischer Ondulationen im allgemeinen sehr klein sind (t < 1 us)
(Kakorin and Neumann, 1998), mu3 die Zunahme von AS/S; bei Zeiten iiber 1 ps dem
Prozess der Membranelektroporation zugeschrieben werden. Die visuelle Inspektion der
Daten (Abb. 16a,b) zeigt, dass die langsame Phase, relativ zur schnellen, offenbar verzogert
verlauft. Diese Verzogerung ermoglicht die Bestimmung der Amplitude AS_ /S, = AS(p,)/S,
der schnellen Phase, die der Membrandehnung und Gléttung der Ondulationen zugeordnet
wird. Um den Effekt der Membrankriimmung auf die Membranelektroporation von dem des
Transmembranfeldes zu separieren, wurde die nominale Transmembranpotentialdifferenenz
A" =-1,5-E-a =-0,3V (bezogen auf die Polkappen der Vesikel, bei verschwindender
Leitfahigkeit der Membran (T6nsing et al., 1997)) fiir alle Vesikelradien a gleich gesetzt.
Praktisch bedeutet dies fiir die Analyse, dass die Feldstirken E und die Vesikelradien a so
gewdhlt werden, dass sie folgender Bedingung geniigen: E-a= 0,2 V. Man findet, dass die
Amplitude und Rate der Relaxation von f, bei konstantem A¢" =-0,3 Vrasch mit
zunehmendem Vesikelradius a abnimmt. Das weist darauf hin, dass f, der Porenbildung stark

von der Membrankriimmung H abhingt.

4.2.2 Datenanalyse

Vesikelelongierung durch Dehnung und Gléttung der Membran

Im Bereich von Vesikelradien von 25<a/nm<170 wund Feldstirken von
,2<E/MV m™' <8,0 ist der maximale Zuwachs Ac =a-AP/4=(3/80)-a-¢, ¢, -E* der

durch den elektrischen Maxwell Stress induzierten lateralen Membranspannung nur gering:
Ac <42uNm™. In diesem Fall gilt GI. (1.15) (Kakorin and Neumann, 1998). Fiir den

experimentellen Wert der anfinglichen lateralen Membranspannung c,=0,5 uN m™'

(Kummrow und Helfrich, 1991) ist die Ungleichung Ac /o, << 1 aber nicht erfiillt. Aus
diesem Grund muB} hier die exakte GIl. (1.17) zur Berechnung von py zur Anwendung
kommen. Es zeigt sich, dass bei konstanten Werten fiir xk, K und o, keine vollstindige
Beschreibung der experimentellen Daten durch die exakte numerische Gl. (1.17) im gesamten
Bereich der untersuchten Vesikelradien mdglich ist (unterbrochene Linie in Abb. 17a).

Allerdings sind die experimentellen Daten konsistent mit einer Zunahme von k und

K =48-x/d* (d=5nm ist die Membrandicke) (Goetz et al., 1999), fiir den Bereich
2,95<k/10*J<11,5und 0,06<K/N-m™' <0,22 fiir Vesikelradien von 25<a/nm <170

(Abb. 17b). Die kleineren Werte fiir ¥ und K bei abnehmendem Vesikelradius (a < 38 nm)
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lassen sich mit der weniger dichten Packung der Lipidmolekiile in der du3eren Monoschicht

stark gekriimmter Membranen deuten.

a)

10
1<-1019
J o057
004 50 100 150 200

a/nm

Abb. 17  (a) Das Gleichgewichtsachsenverhiltnis p, (a) und die Biegesteifigkeit k (b) der Membran als
Funktion des Vesikelradius a bei der konstanten Transmembranspannung A@Qyons = -1,5-a-E =-0,3 V:
(®) experimentelle Daten p_=p(AS_(10ps)). Die obere, grob gestrichelte Kurve wurde mit
Gl (1.17) fir «=2,95-10" J, dem Dehnungsmodul K = 0,06 Nm' und der lateralen
Oberfldchenspannung o, = 0,5 uN m™! berechnet. Die untere, fein gestrichelte Kurve bezieht sich auf
die Werte «=11,5-10" J, K =0,22 Nm" und o, = 0,5 uN m’!. Die durchgezogene Kurve in (a)

zeigt, wie sich die Zunahme von « (b) mit dem Radius a auswirkt.

Mit den GI. (1.23) und (A.14) erhélt man die charakteristische Zeit T der Vesikelelongierung,
ausgedriickt als Membranverschiebung € = (2/3)-a-(p—1) (siche Anhang GI. (A.12)). Da die

korrespondierende Zunahme AS_ /S, ~(8/45)-(p—1)’ der Membranfliche eine quadratische

Funktion von (p-1) ist (Neumann et al., 1998), erhidlt man die charakteristische Zeit 15 der
AS, /S,-Relaxation angendhert mit t ~2-t. Fir den Fall, dass x vom Vesikelradius

abhidngt (Abb. 17b) nimmt die charakteristische Zeitkonstante 7ty nicht-linear mit

zunehmendem Radius a zu (Abb. 18). Der Beitrag der charakteristischen Zeit 1,0 der

43



Datenanalyse und Diskussion

elektrischen Membranpolarisation zur Gesamtzeitkonstanten t; der ersten Phase kann durch
T =1,5-a-C ‘A”" berechnet werden, wobei C,=0,56-10"Fm~ die spezifische

Membrankapazitit und A =2, =X, = 2-10°Sm™' die Leitfahigkeit des Vesikelinneren und
—duleren fiir [NaCl] = 0,2 mM (Neumann et al., 1989) darstellt. In dieser Betrachtung zeigen
die beiden Zeitkonstanten ts und 1,0 sehr dhnliche Werte (Abb. 18). Die vergleichsweise

groBen Werte von 1, flihren zu einer zeitlichen Verzogerung in der ersten Phase von
AS /S, (Abb. 16a,b). Die kinetische Analyse der AS_ /S -Relaxationen zeigt an, dass die

gesamte charakteristische Zeit t; der ersten Phase, inklusive der Verzogerung, die Summe
T,= T,17T,, ist. Diese Tatsache steht im Einklang mit der Konvolution der elektrischen

Polarisation und der Dehnung und Gléttung der Membran.

T/ us

0.5 / g

O = | ] |
0 50 100 150 200

a/nm

Abb. 18  Die charakteristische Zeit 1; der ersten Phase (X) der relativen Zunahme AS/S, der Gesamtoberflache
AS/Sy, resultierend aus der Dehnung und Glittung der thermischen Membranondulationen (siche
Abb. 16a,b), als Funktion des Vesikelradius a, bei der Kkonstanten, nominalen
Transmembranpotentialdifferenz A@yense = -1,5-a-E = - 0,3 V. (O),1,, der elektrischen Polarisation der
Membran. Die durchgezogene Linie ist die Zeit t,, = 2 T der Dehnung und Gléttung der Membran.
Die Berechnung wurde mit GI. (A.14) durchgefiihrt.
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Vesikelelongierung durch Membranelektroporation

Die Erzeugung von Elektroporen in einer Membran fiihrt zu einer Zunahme der
Membranoberfliche gemiB AS, = N, -7-T”, wobei N;, die Anzahl der Poren pro Vesikel und
T der mittlere Porenradius ist. Unter Beriicksichtigung der Gl. (1.21) ergibt der Beitrag

AS, zur Gesamt-Oberfldchenzunahme AS = ASi + AS, im Vergleich zur Vesikelelongierung
bei AS, = 0 formal kleinere Werte fiir « und K. Von Vorteil bei der Auswertung ist, dass AS,
relativ zur ASg kinetisch verzogert ablauft (Abb. 16a,b).

Zusétzlich fiihrt die mit Membrandehnung und —glittung einhergehende Elongierung zu einer
Zunahme der Membrankrimmung in den Polkappen des Vesikels. Das verstirkt die
Membranelektroporation (Correa and Schelly, 1998). Da normalerweise die Zeitkonstante
1, der Elektroporation bei A" =-0,3 V im Bereich einiger Mikrosekunden liegt (Kakorin et
al., 1996a), laBt sich die zweite, langsame Phase der Gesamtrelaxation von AS dem
elektroporativ bedingten Oberflaichenzuwachs AS, zuordnen (Abb. 16¢). Aufgrund des
ausreichend groflen Unterschieds in den Werten der Zeitkonstanten ASy und AS,, ist die
separate Bestimmung der Amplituden und Relaxationsraten von ASg und AS, moglich
(Abb. 16).

Verstarkender EinfluB der Membrankrimmung auf die elektroporative Zunahme
der Membranoberfldache

Der dramatische Effekt der geometrischen Membrankrimmung H = 1 / a auf die
elektroporativ bedingte Zunahme f =AS /S, der Membranoberfliche unter der Bedingung

A@" = -0,3 V = konst., kann mit dem Konzept der Flichen-Differenz-Elastizitits- (ADE)
Gibbs-Energie erkliart werden (Seifert and Lipowsky, 1995). Dieses Konzept wurde bereits

erfolgreich angewendet, um den Effekt von an Vesikelmembranen adsorbiertem, humanem,
Annexin V auf die Membranelektroporation von Lipidvesikeln zu quantifizieren (Tonsing et
al., 1997). Die Kriimmung der Vesikelmembran fiihrt zu unterschiedlichen Packungsdichten
der Lipidmolekiile in der dufBleren und inneren Monoschicht der Membran. Der laterale
Druckgradient entlang der Vesikelmembrannormalen verringert sich durch die Bildung von
(konischen) Elektroporen. Die molare ADE-Gibbssche Reaktionsenergie wird wie folgt
formuliert (Tonsing et al., 1997):

64n” a1 T7-E-N,,
d

. (1.24)

9

AG e ®—

wobei N die Avogadrokonstante, Yp der mittlere Porenradius, T; =(r,, +1r,)/2 und 1oy und

ut

rin die Porenradien in der duf3eren und inneren Monoschicht der Lipiddoppelschicht sind. o ist
ein Materialparameter; 1<a <6 (Wiese et al., 1992) (Seifert and Lipowsky, 1995) und

45



Datenanalyse und Diskussion

€= (1, —5,) /(1 +71,). Fir T = 0,35 nm [Kakorin et al. 1996] enthélt der &u3ere Porenrand

7, der innere 5 Lipidmolekiile, womit &= 0,352.

Erfahrungsgemdll ist das Ausmafl der Membranelektroporation f, = 107, so dass die
Gleichgewichtskonstante K = f,/(1-f;) des ratenlimitierenden Schritts C = (P) durch K ~f,

gegeben ist, wobei C den geschlossenen und (P) den porierten Membranzustand bezeichnet
(Neumann et al., 2000). Daher gilt:

f,~K=K, ceGnor BT = K, e 5 (1.25)

wobei R =k,-N,, die Gaskonstante und Ko= K('= 0) den verbleibenden

thermodynamischen, mechanischen und elektrischen Beitrag zur Porenbildung beschreibt.

Dies sind im einzelnen Porenrand-, chemische und elektrische Polarisationsterme fiir
A@" =-0,3V . Der Parameter By ist gegeben durch:

:_ArGADE :64TE2~(1~K~¥2~E_> (1.26)

RT-a” d-k,-T

H

In vorliegenden Fall hingt f, ausschlieflich von H ab. Die Analyse der Daten in Abb. 19a
liefert unter Beriicksichtigung der Gl. (1.25) Ko= 1,2+0,1-10° und By = 81+5 nm™, der zu

k=2,95-10""J and a=2,0 korrespondiert (siche Gl. (1.26)). Der Wert von Ko = 1,2-10"°
bedeutet, dass die Poren bei Ag" =—0,3V und a’ =0 (planare Membran) lediglich 0,12 %

der Membranflache ausmachen. Der Wert von By = 81 nm’! bedeutet, dass die Bildung einer
konischen Pore mit einem Durchmesser £=0,35nm in einem Vesikel mit dem Radius

a =25 nm zur Dissipation der Gibbschen Energie von A;Gape = By -a”' =3,2 RT fiihrt. Beim

groBeren Vesikelradius von a = 170 nm ist die Energiefreisetzung kleiner:
AGape = By -a”'=0,5RT. Hier ist zu beachten, dass AS, in Abb. 19a, im Unterschied zu

AS, , formal im gesamten Radienbereich 25<a/nm <170 mit dem konstanten Parameter

Kk =2,95-10"" J beschrieben werden kann. Im allgemeinen kann k mit zunehmendem Radius
a auf Kosten einer Abnahme von o und T ansteigen, wéhrend das Produkt K~0L-§2 in
Gl. (1.26) konstant bleibt. Daher stellt der konstante Wert von 1« =2,95-107"J, der zur
Erkldarung der Daten fiir f, in Abb. 19a dient, keinen Widerspruch zur Abhéingigkeit von k
vom Radius a dar (Abb. 17b), die fiir die Dehnung und Glittung der Ondulationen ermittelt
wurde (Abb. 17a).

Die Analyse der Relaxationsraten 1:;1 =1, fiir die zweite Relaxationsphase (Abb. 16¢) mit
einem Arrhenius Ansatz, t,'=7, -exp[by-a”'] (Abb. 19b), liefert den Parameter
T, =0,037+0,003 ps™' und by = 84+5 nm™'. Daher muB hier by ~ By gelten. Somit ist die
Aktivierungsenthalpie E, =b,-a”'-R-T der durch die Membrankriimmung angetriecbenen

Elektroporation numerisch vergleichbar mit A G, (GI. (1.24)).
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Abb. 19 Radiusabhingigkeit (a) des Oberflichenbruchteils f =AS /S  der Membranelektroporen und (b)

. -1 -1
der Relaxationsrate T~ =T,

der Elektroporation bei konstantem A@ye, =-1,5-a-E = - 0,3 V. (0),
Amplituden und (O), Raten der Relaxationen aus Abb. 16¢c. Die durchgezogenen Kurven (a) zeigen

angepasste Daten fiir fp:KO-eB“'{l bei Ko= 1,2:10° und By= 81nm"' und (b) fiir

’E: =1, -exp[b, -a”'] und den Parametern ‘cal =0,037 ps”' und by =84 nm™.

Die detaillierte kinetische Analyse der Turbiditéitsrelaxationen der kleinen unilamellaren
Lipidvesikeln (LUV) =zeigt, dass die erste, schnelle Phase der -elektromechanischen
Vesikeldeformation hauptsdchlich aus der Zunahme der Membranoberfliche ASy durch
Membrandehnung und Glittung der thermischen Ondulationen resultiert. Die zweite,
langsamere Phase zeigt die Oberflichenzunahme AS;, durch Bildung von Elektroporen in der
Membran an (Abb. 16). Die Zunahme der Membrankriimmung fiihrt zu einem Anstieg des
Bruchteils der elektroporierten Membranfldche f, und der zugehdrigen Relaxationsraten.
Aufgrund der Differenz in der relativen Lipidpackungsdichte zwischen der &ufleren und
inneren Membranmonoschichten verringert sich die Flachendifferenzenergie der Membran
bei der Bildung von Elektroporen. Die geometrische Kriimmung der Membran erh6ht also das

Ausmall und die Rate der Membranelektroporation analog dem Effekt der chemisch
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bedingten Spontankriimmung ¢y auf die Membranelektroporation (Neumann and Kakorin,
1999).

Der neue analytische Ausdruck (GI. (1.21)) fiir die Gleichgewichtsdeformation eines Vesikels
verallgemeinert die von (Helfrich, 1974) formulierten Gleichungen fiir den Fall der
Membrandehnung und des Ausgleichs der Membranondulationen. Dieser neue kinetische
Ansatz tragt dazu bei, die elektroporativ bedingte Zunahme der Membranoberfldche separat
von dem Anteil zu bestimmen, der durch die Membrandehnung und die Glittung der
Ondulationen bei Vesikeln und, moglicherweise, biologischen Zellen auftritt. Eine Anregung
fiir die Praxis kann daher lauten: um effektiv zu elektroporieren, sollte die Membran eine

starke Kriimmung aufweisen.
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5 Optische Membransonden als Indikatoren fir die
elektroporative Vesikeldeformation

5.1 Der Absorptionsdichroismus sondenmarkierter Vesikel
Hydrophobe, lineare Sondenmolekiile, wie Zeaxanthin, PATMAN, DPH, TMA-DPH oder

B-DPH pPC, orientieren sich mit ihrem optischen Ubergangsdipolmoment vorzugsweise
entlang der Kohlenwasserstoffketten, also in Richtung der Membranflichenormalen einer
Lipidmembran (Lentz, 1989), (Pebay-Peyroula et al., 1994), (van der Heide et al., 1996)
(s. Anhang 7.7.1).

Abb. 20  Globale Rotationsverschiebung des optischen Ubergangsmoments [i eines membrangebundenen
Chromophors, hervorgerufen durch die Vesikeldeformation im elektrischen Feld E. [ ist auf der
Oberfliche des Konus verteilt, dessen Hauptachsenvektorn ist; o ist der mittlere Halbwinkel des
Konus in Bezug zu i . Die Elongierung eines Vesikels dreht fi aus der Richtung des Feldvektors E
heraus. Das fiihrt zu einem negativen Absorptionsdichroismus (AA). Das im Feld deformierte Vesikel
mit dem urspriinglichen Radius a wird durch das Halbachsenverhiltnis p = ¢ / b beschrieben. y(p) ist
durch arctan(p’ - tan(0)) gegeben (s. Gl. (1.27)) und beschreibt die Drehung des Normalenvektors
fi bzw. fi in Bezug auf den Feldvektor E .
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Einige Sondenmolekiile richten ihren Chromophor auch nahezu orthogonal zur
Membrannormalen aus. Dies zeigen Messungen zur Fluoreszenzanisotropie fiir die
membranaufgelagerte Sonde DilC4(3) (Axelrod, 1979). Der Winkel zwischen dem optischen
Emissionsiibergangsdipolmoment von DilC;6(3) und der Flachenormalen roter Blutzellen ist
78 £8 °. Der in dieser Arbeit fiir VET4-Lipidmembranen fiir die Feldstirke E =2 MV m’!
bestimmte mittlere Winkel liegt bei ~ 80 ° (tg=10us), in guter Ubereinstimmung mit
78 £8°.

Die sondenmarkierte Vesikelmembran wird bei der Elongierung in Feldrichtung als Ganzes
bewegt. Bei dieser globalen Reorientierung der Membransonden dreht der Chromophor, je
nach Ausrichtung, aus der Richtung des elektrischen Feldvektors heraus oder hinein. Daher
resultiert z.B. fiir B-DPH pPC ein negativer (Neumann and Kakorin, 1996), oder, im Fall des
Farbstoffs DilC;¢(3), ein positiver Absorptionsdichroismus, da der Chromophor in letzterem
Fall durch den Mitfiihrungeffekt der Vesikelmembran in Feldrichtung gedreht wird
(s. Abb. 3).

Da die Sonden die beschriebene Drehbewegung kollektiv durchfiihren, findet man je nach
Sondentypus groe Werte fiir die Amplitude des Absorptionsdichroismus im Bereich
0,1 < AA" /A, < 0,4 fiir Feldstirken von 2 < E /MV m” < 8 (s. Abb. 9). Hingegen fiihrt die
lokale Rotation individueller Sondenmolekiile, wie sie z.B. bei einem Ubergang im
Randbereich einer hydrophoben zu einer hydrophilen Pore auftritt (Kakorin et al., 1996b),
(Neumann et al, 1989), nur zu wesentlich kleineren Anderungen fiir den
Absorptionsdichroismus, da maximal 0,2 % der Membranoberfliche eines Vesikels
elektroporiert werden (Tonsing et al., 1997). Daher zeigt der Absorptionsdichroismus nicht
direkt die feldinduzierte Porenbildung (MEP) in einer Membran an, sondern hauptséchlich die
globale Reorientierung der Sonden, die durch die Formdnderung des Vesikels unter dem

Einfluss des elektrischen Maxwell-Stress auftritt (Neumann et al., 1998).

Wenn das optische Ubergangsmoment einer Sonde nicht parallel zur Membrannormalen,
sondern auf einem Konus mit dem mittleren Offnungswinkel o verteilt ist, so verringert sich
die Amplitude des Absorptionsdichroismus im Vergleich zur parallelen Ausrichtung, da die
Projektion von fiauf den Feldvektor E kleiner wird. In Abb. 8 wird deutlich, dass die Sonden
einen unterschiedlichen Absorptionsdichroismus haben . Legt man bei gleicher Deformation p
die Gl. (1.27) zugrunde, dann bedeutet dies, dass sich der Wert des mittleren Konuswinkel o
fiir die einzelnen Sondentypen unterscheidet. Es ist zudem bekannt, dass sich der
Extinktionskoeffizient eines membrangebundenen Chromophors unter dem Einfluss eines
elektrischen Feldes dndert. Das wird mit dem iono-elektrochromen Effekt, oder auch durch
die Reorganisation der lokalen Losungsmittelumgebung des Farbstoffs erklirt [Neumann and

Kakorin 1996]. Quantitativ zeigt sich dieser Effekt im chemischen Anteil AA™ der
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Relaxationen. Der Anteil |AA™ | ist im Vergleich zu | AA™ | allerdings sehr klein (s. Abb. 7),
so dass die Differenz (AAl,, —AA(,) in Gl. (1.9) vernachléssigt werden kann (Kakorin and
Neumann, 1996). Daher ist der reduzierte Absorptionsdichroismus AA /A, durch folgendes

Integral gegeben :

} . .[ {1—3-cos’[arctan(p’ - tan0)]} -sinOdO, (1.27)
0

4 2

AA" AA _ 3]3.cos’a -l
A, A, 4

wobei Ay der Wert der Absorption beim Feld E = 0 und der Winkel a den mittleren
Konuswinkel zwischen der Flichennormalen n und dem optischen Ubergangsmoment i der
Sonde darstellt (s. Abb. 20). Hierbei wird angenommen, dass das optische Ubergangsmoment
der Sonde zufillig verteilt auf der Oberfliche des gedachten Konus liegt. Der mittlere
Konuswinkel o ist hierbei dhnlich aufzufassen, wie der Konuswinkel 0, fiir die stationére
Orientierung im "Wobbling-in-cone"-Modell der Fluoreszenzemission stdbchenformiger
Molekiile, deren Emissionsiibergangsmoment parallel zu Molekiillingsachse liegt (Kinosita,
Jr. et al., 1977). Der zweite Legendre-Polynomterm {(3-cos’ a—1)/2} in GI. (1.27) hat bei
der Fluoreszenzanisotropie den Charakter eines Ordnungsparameters (Engel and Prendergast,

1981) und wird hier analog benutzt. Der mittlere Sonden-Konuswinkel 146t sich demnach als
der aus dem Ordnungsparameter {(3-cos’ o —1)/2}bestimmte Orientierungswinkel der

Hauptachse des optischen Ubergangsmoments [i in Bezug auf die Membranormale i

auffassen. Gl. (1.27) zeigt, dass | AA™ | fiir eine Sonde mit einer préaferentiellen Ausrichtung

parallel zur Membrannormalen mit zunehmendem Winkel 0 < o /deg < 54,7 immer kleiner

wird. Fiir o = 0 liegen alle optischen Ubergangsmomente orthogonal zur Flichennormalen der
Membran, | AA™ | nimmt den maximalen Wert an. Bei dem magischen Winkel von o = 54,7°

verschwindet der Term {(3-cos’o—1)/2}, der reduzierte Absorptionsdichroismus wird
AA/A,= 0. Das bedeutet, dass alle Richtungen des optischen Ubergangsmoments [i gleich

gewichtet sind. Fiir Sonden mit Winkeln im Bereich von 54,7 < a /deg < 90 dreht sich das
Vorzeichen von AA /A jum.

Nach GI. (1.27) bedeutet ein negativer Absorptionsdichroismus, dass die Deformation p eines
Vesikels in Feldrichtung erfolgt (Elongation zum prolaten Ellipsoiden), wihrend ein positives
Vorzeichen fiir AA/A eine Stauchung zum oblaten Ellipsoiden anzeigt. Dies gilt unter der
Vorausetzung, dass die Sonde eine im wesentlichen parallele Ausrichtung zur
Membrannormalen besitzt. Fiir eine iiberwiegend orthogonale Orientierung zur Membran-

normalen erwartet man bei den beschriebenen Prozessen eine Vertauschung der Vorzeichen.

Zur Berechnung des Achsenverhiltnisses p = ¢/ b oder dem Sonden-Konuswinkel o kann die

folgende Losung des Integrals aus Gl. (1.27) benutzt werden:
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3p° arcsinh(\/p“—1)—(p4+2)\/p4—1 (1.28)
(p*=1)p* -1 ’

Um zusitzlich zu beriicksichtigen, dass die optischen Ubergangsmomente der Sonden im

AA—A(p,OL) :%-(3-c0s2a—1)-

0

Volumen des Konus mit dem Halbwinkel ounax zuféllig verteilt vorliegen, wird substituiert:

a_[ 3.cos’a—1 (1.29)

3-cos’a—1| 3 2
2 Lmax

j sin aodo
0

-sin aodo

Hierbei gilt oimax > o .

In dieser Arbeit wird fiir die Auswertungen der Term {(3-cos’ o.—1)/2} benutzt.

Bei einer alternativen Beschreibung der Orientierung eines Chromophors in der Membran
(Straume and Litman, 1987b) wird der mittlere Konuswinkel o durch die dquivalenten

Bruchteile der optischen Ubergangsmomente der Sondenmolekiile, die relativ zur
Membrannormalen n parallel (f;) und orthogonal (f, ) liegen, ersetzt. Die beiden Fraktionen

genligen dem Massenerhalt mit: f +f, =1. Danach folgt:

{&cosza—l}:fl_f_l:}fl—l (1.30)
2 2 2

Nomenklatur des mittleren Sonden-Konuswinkels o:

o Der mittlere Sonden-Konuswinkel in einer ondulierenden Lipidmembran.

oo Der mittlere Sonden-Konuswinkel in einer nicht ondulierenden Lipidmembran.

O Der mittlere Sonden-Konuswinkel einer Lipidmembran in Gegenwart eines
elektrischen Feldes.
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5.2 Einfluss der Kurvatur eines Ellipsoids auf den Sonden-Konus-
winkel a

Die Rate der Vesikelelongation ist durch die Oberflichenzunahme der Elektroporenbildung
limitiert. Als Quelle fiir die Vesikelelongierung stammt die groffte Flichenzunahme wegen
Ap(E)=-1,5-E - a- f(An) - cos(0) aus den Polkappen der Vesikel (6 = 0).

Die Kriimmungsanisotropie wirkt auf den mittleren Konuswinkel einer Sonde in der
Membran eines ellipsoiden Vesikels in charakteristischer Weise. In den Polkappen des
Vesikels nimmt der mittlere Konuswinkel o zu, da die Sonde hier eine geringere
Einschrankung ihres Rotationsfreiheitsgrades erfahrt als in einer nicht deformierten
Membran. Neben der rein elektromechanisch, durch Dehnung und Glittung der Ondulationen
erzeugten Membranzusatzoberfliche, ist der Fldchenanteil der Elektroporenbildung zu
berticksichtigen. Die Bildung von wassergefiillten, konischen HO-Poren fiihrt aber vor allem
in den Polkappen des Ellipsoids zur Verringerung des Lipidichtegradienten. Bei groflen
Transmembranspannungen verringert sich damit die Kriimmung in diesen Bereichen, der

Membransonde steht ein kleineres freies Membranvolumen zu Verfiigung.

5.2.1 Die Winkelabhangigkeit der Gesamtkrimmung H; eines
Ellipsoiden

Zur Berechnung der Kriimmung eines Ellipsoids (Prolat) ist sowohl der meridiane, Ry, als
auch der parallele Radiusvektor, R, zu beriicksichtigen (s. Abb.21). Der meridiane

Radiusvektor, Ry, eines Ellipsenperimeters ist gegeben durch:

) {1 (e-szf (1.31)
a-[1-| —= 3

a :é-(l—(e.cose)z)z
i J1-¢? \J1-¢?

und der parallele Radiusvektor, Ry, ist

2
~ : . 1.32
R =a-Jl-¢’- 1—(2) —a-\1-¢* J1-(e-cosB), (1.32)
a
wobei 4= a-3/(1-¢°)"* = {/5 und a << a der Radius der urspriinglichen Kugel des durch

eine Deformation resultierenden Ellipsoiden ist. e bezeichnet die Exzentrizitét, die mit der

Deformation p iiber V1-¢* =p~' zusammenhiingt und x = 4 - cos 0.
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Abb. 21: Die Deformation einer Kugel zu einem Ellipsoiden unter der Bedingung konstanten Volumens
(V =const.) und Beriicksichtigung einer Oberflachenvergroferung. Die Gesamtkriimmung H, einer
Ellipse beim Polarwinkel 0 ist durch die Summe der inversen Radien Ry, und R, an dieser Stelle
gegeben. c ist die lange, b die kurze Halbachse der Ellipse. a = c ist der Ortsvektor eines Punktes auf
dem Kreisumfang beim Winkel 8. X ist die Distanz des durch den Ortsvektor 4 beschriebenen
Kreispunktes von der Hauptachse c. Ry, und R, sind der meridiane und parallele Radius die zu dem

Ortspunkt H(0) gehdren. Beachte, dass a > a ist !

Die geometrische Kriimmung einer Kugel ist an jeder Stelle der zweidimensionalen
Oberfldche gleich und immer durch H = 2 / a gegeben. Fiir den hier betrachteten Fall eines
prolaten Ellipsoiden ist die Summe der reziproken Radien, R, und R,,, beim Winkel 0, gleich

der Gesamtkriimmung H; an dieser Stelle:

1 1

+ , (1.33)
R,(®) R, (0)

H,(0)=

Entlang eines Ellipsenperimeters éndert sich die Gesamtkriimmung H;, im Unterschied zur

Kugel, stetig in Abhéngigkeit vom Winkel 6.

Fiir die Grenzfille 6 = 0° und 0 = 90° erhélt man fiir Ry, und R;:

3

R _d-(1—(e-cos0)’)? A1) (1.34)

m

0=0° (1-¢?)?

1 1
A 2y2 2y2 . —
R, =a-(I-¢)*-(1-¢)*; R =R

m p
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R -8 (1.35)

0 =90°:

A1-¢’

Qo>

R, =

5.2.2 Die Differenz der Oberflachendichte in der Schale eines
spharischen Ellipsoiden

Fiir die durch den Abstand d getrennte innere und duBlere Oberfliche (Sin, Sou) einer
Kugelschale, betragt die Differenz der Kriimmung AH = Hyy — Hj,. Besetzt man nun die
neutralen Oberflachen der inneren und &ulleren Monoschicht, S_ und S;, der Kugelschale
sukzessiv so dicht wie moglich mit Lipidmolekiilen, so resultiert analog dem
Kriimmungsunterschied auch eine Differenz in der relativen Lipidpackungsdichte zwischen
den Schichten. Die Flachendifferenz betrigt ASo= (now — nin)/po und die relative Flichen-
dnderung ASo/So = (Noyt — Nin)/ny, wobei ng die Anzahl der Lipidmolekiile und py die neutrale
Oberflachendichte auf Sy ist. Der Zusammenhang zwischen der Kriimmung H und der
Oberflichendichte p der Lipidmolekiile in den neutralen Fldchen der Monoschichten 148t sich

ausdrucken durch:
pi:po-(li%-d-Hj, (1.36)

wobei d die Schalendicke und p- und p. die neutralen Oberflachendichten der inneren und
duBeren Monoschicht S_und S; sind (s. Abb. 22).

55



Theoretische Grundlagen

Abb. 22:

) 1
Membrankrimmung: H= a

(A)

~
N

AN

zunehmende
Lipidpackungs-
dichte

o(H)) > o(H,)

Schematische Darstellung zum Einfluss der Kriimmung einer Lipidmembran auf die relative
Lipidpackungsdichte Ap/p, und die Auswirkung auf den Konuswinkel o des transmembranen
Zeaxanthin. Da a; <a, und H = 1/a ist, folgt H; > H,. Unter dieser Bedingung ist a(H;) > a(H,). (A)
Bezogen auf die neutrale Fliache S, fiihrt eine groBere Membrankrimmung in der &uBeren
Monoschicht zu einer weniger dichten, innen aber zu einer erhdhten Lipidpackungsdichte. Die Anzahl
der Lipidmolekiile auf den Fliachen ist Sy = Si;. (B) Je kleiner die Membrankriimmung H, desto
geringer ist die Asymmetrie der Lipidpackungsdichte der inneren und &uBeren Schicht. Die
Membransonde spiegelt diese geometrischen Verhéltnisse durch einen kleineren Konuswinkel o
wider; d, Membrandicke; Sy, Sou, Si, neutrale, dullere, innere Oberfliche der Vesikelmembran; S, S.
neutrale Oberfliche der inneren und &ufleren Lipidmonoschicht. H,, Kriimmung der neutralen

Oberfliche S,.

Dann folgt fiir die Differenz von p_ und p.:
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Ap=p_—p. =p0-(1+%-d-H—(1—%-d-HD=pO~d~H (1.37)

Die relative Anderung der Oberflichendichte (Lipidpackungsdichte), Ap/po, als Funktion der

Kriimmung einer kugelférmigen Sphire ist dann bei gegebener Schalendicke d:

2 _in (138)
Po

Mit Gl. (1.33) und (1.38) folgt fiir Ap/po(0) eines prolaten Ellipsoiden:

2P () =d-H,(6) (1.39)

Po

Mittels G1. (1.39) 14Bt sich somit die Anderung der relativen Lipidpackungsdichte fiir alle

Flachennormalen eines Ellipsenperimeters bestimmen. Hy(0) ist in diesem Fall gleich 2-H.

Aplp, Aplp,
0,80 0,60
0,40 a\/
A—\\\\\ /////—
0,20

0.00 L 1 L 1 L 1 0,00 — | L L L
0 1 2 3 0 1 2 3
(A) 6 /rad (B) 6 /rad

Abb. 23: Die nach Gl. (1.39) berechnete Anderung der relativen Lipidpackungsdichte Ap/p, entlang eines
Perimeters eines zum Ellipsoid deformierten Vesikels als Funktion des Polarwinkels 0, fiir
unterschiedliche Deformationen p. (A) Ap/po(0) fiir VET)o (initial: a /nm = 38) fir die
Deformationen p = 1; 1,033; 1,091; 1,25; 1,4; 1,8 (von unten nach oben) (B) Ap/py(0) fiir Vesikel mit
den Initialradien a = 25, 38, 80, 170, 5000 nm (von oben nach unten) bei der konstanten Deformation

p = 1,155, Schalendicke d = 5 nm.

5.3 Datenanalyse und Diskussion
Mit Hilfe von GI. (1.28) lassen sich nun aus den Absorptionsinderungen AA™ /A, =AA/A,

und dem aus den Turbidititsénderungen AT /T, und AT /T, erhaltenen Achsenverhéltnis

p=c/b die zeitabhingigen Anderungen des Sonden-Konuswinkels im Ein- und Ausfeld
berechnen (s. Abb. 24).
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Abb. 24

p(t) 1,200
A
1,150 ( )

1,100

1,050

1,000

AS 0,006

(B)

0,004

0,002

aft) 90,00
(C)
80,00
70,00

60,00

50,00
0,00

t/us

Die Ein- und Ausfeldrelaxation des mittleren Sonden-Konuswinkels oy der membranaufgelagerten
Sonde DilC4(3) (C), die dazu gehorige berechnete Vesikel-Deformation p (A) und die
Oberflachendnderung AS/S, (B). ou(t) wird mit GL. (1.28), AS/S, mit Gl. (A.5) berechnet. p(t) wird aus
AT/T, und AT'/T, mittels des FORTRAN-Progs. COA98 berechnet. Exp. Bed. wie in Abb. 7.
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Abb.25 Die mit GIl. (1.28) berechnete Einfeldrelaxation des mittleren Sonden-Konuswinkels oy der
Membransonden -DPH pPC (A, Al), Zeaxanthin (B, B1) und DPH (C, C1) als Funktion der Zeit t
fiir die Feldstirken E =2, 4, 6, 8 MV m’'. Ein Rechteckfeldpuls mit einer Dauer von tg = 10 ps wird
appliziert.Vesikelradien: (A-C) a= 38 nm (VET100); (A1-C1) a= 25 nm (VET50) Exp. Bed. wie in
Abb. 7.

5.3.1 Der relative Oberflachendichtegradient Ap(6)/p, und der mittlere
Sonden-Konuswinkel o

Die Abhingigkeit des mittleren Sonden-Konuswinkels o von der Membrankriimmung H ist

in erster Ndherung durch
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o,(H)=c+b-H, (1.40)

gegeben, wobei ¢ als Achsenabschnitt den Winkel o in einer planaren, nicht ondulierten
Membran bezeichnet und die Geradensteigung b die Anderung des Winkels oo mit der

Kriimmung H beriicksichtigt.

Fiir den Verlauf der Elektrodeformation einer Sphére zu einem Ellipsoiden gilt fiir H; die in
Gl. (1.33) beschriebene Abhingigkeit vom Winkel 0. Es wird nun angenommen, dass die
Anderung der Kriimmung H(0) sich in der Anderung des mittleren Sondenwinkels < o >
widerspiegelt. Somit 148t sich flir das Funktional des mittleren Winkels <o > und der

Deformation p formulieren:

<o > =fkt(p) (1.41)

Bezieht man nun die Deformation p mit in Gl. (1.33) ein, so folgt:

1 1

n , (1.42)
R,(p,0) R,(p,0)

Ht(p, 6) =

Die Gl. (1.38) stellt den Zusammenhang der relativen Lipidpackungsdichte Ap/py mit dem
Produkt aus der Kriimmung H(6) und der Schalendicke d (Membrandicke) her. Eine
elektrisch induzierte Anderung der Umgebungsparameter - hier durch die Biegung, Dehnung,
Kompression und Elektroporation der Membran bedingt - fiihrt offenbar zu einer Anderung

der charakteristischen Eigenschaften eines Sondenmolekiils.

Meftechnisch ist aber nicht a(0, p), sondern nur der iiber alle Winkel 6 gemittelte Sonden-

Konuswinkel o zugénglich nach:
1 T
<oc>:EJ.oco(Hl)-sin6d9, (1.43)
0

wobei o durch GI. (1.40) gegeben ist. Falls H unabhédngig von 0 ist (p = 1), gilt fiir eine nicht

ondulierte Membran < o > = q.
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E=0 E>0
%,(E)

ol

Abb. 26: Die Wirkung des elektrischen Feldes auf den Sonden-Konuswinkel o, hier angedeutet durch die
Konen, auf ein Vesikel. Fiir E =0 nimmt a in einem kugelférmigen, nicht ondulierenden (z.B. einem
osmotisch gespannten) Vesikel, fiir alle Winkel 0 den gleichen Wert o an. Aufgrund des mit der
Krimmung H ansteigenden Lipiddichtegradienten Ap/p,, unterscheidet sich a fiir die innere und
duflere Lipidmonoschicht umso mehr, je kleiner der Radius a des Vesikel ist. Im elektrischen Feld
(E > 0) findet man im zum Ellipsoiden deformierten Vesikel aufgrund der in Gl. (1.39) und (1.40)
beschriebenen Abhingigkeit unterschiedlich groe Werte fiir a; je groBer Ap/po(0) desto groBer wird
o und vice versa. ¢,b Halbachsen; & Elongation/Kontraktion; 6 Polarwinkel des Radiusvektors zur
Hauptachse (Feldvektor); o, o, Sonden-Konuswinkel der inneren und duBleren Lipidmonoschicht;

E elektrischer Feldvektor.

Um die zeitliche Entwicklung von < a(t) > bei Anwesenheit eines elektrischen Feldes mit
einzubeziehen, ist fiir die Krimmung H auch die Abhidngigkeit von 6 und p(t) zu

berticksichtigen:
1 T
<a()>=- [ oty (FI, (6, p(1))) - sin 0 dO (1.44)
0
Setzt man nun fiir oy die Beziehung aus Gl. (1.40) ein, so folgt:

<aft) >=%]E((:er-Ht(e,p(t)))-sinede (1.45)
0
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Abb. 27:

Die Wirkung der lokalen Membrankriimmung H¢(®) einer Ellipsenschale auf den Zeaxanthin-
Konuswinkel ag. (A) In einem kugelférmigen, nicht ondulierenden, Vesikel fiir die elektrische
Feldstiarke E = 0 ist die Kriimmung H an jeder Stelle der Kugeloberfliche 2/a. Daher ist o, in der
Polkappe (0 = 0) gleich o, am Aquator des Vesikels (0 = 7/2), oder o(0) = const. und ebenso
Ap/po(0) = const. (B) In einem zum Ellipsoid deformierten Vesikel fiir E > 0 sind sowohl H, Ap/pg
und daher auch a eine Funktion des Winkels 6. Somit: H(0=0) <> H(6=n/2); H(0) oc Ap/po(0) o<
(@) und ay(0=0) > o3(0=n/2) = 0(6=0) = ay(6=n/2). ¢, b Halbachsen; 0, Polwinkel des

Oberflachenvektors in Bezug zur Hauptachse (Feldvektor); E , elektrischer Feldvektor.
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Gl. (1.45) beschreibt die zeitliche Anderung des mittleren Sonden-Konuswinkels < o(t) >
wiéhrend der fortschreitenden Elektrodeformation eines kugelférmigen Vesikels zu einem
Ellipsoiden. Da H(0) gemiB GI. (1.38) proportional zu Ap/po(0) ist, kann die Anderung des
mittleren Sonden-Konuswinkels o als direkter Einfluss der Lipidpackungsdichte auf die
Beweglicheit des Sondenmolekiils gedeutet werden. Je geringer die Lipidpackungsdichte,
desto grofler wird das der Sonde fiir ihre rotatorische Bewegung zur Verfligung stehende

Volumen in der Membran und umso gréBer wird der mittlere Sonden-Konuswinkel ag sein.

5.3.2 Datenbasis

Die lineare Abhangigkeit a(H) bei konstantem Transmembranpoftential

Nach Abb. 28 zeigen die Endwerte (tg =9,86 us) der a-Einfeld-Relaxationen an, dass der
Sonden-Konuswinkel o linear von der Vesikelkriimmung H abhingt. Wahrend der mittlere
Sonden-Konuswinkel o sich fiir DilCi6(3) und Zeaxanthin fiir Kriimmungen von
0,0059 <H /nm™' <0,04 um Ao~ 15° /deg &ndert, findet man fiir DPH in den gleichen
Grenzen nur eine absolute Anderung von Ao = 3° /deg. Die in Abb. 28 gezeigte Abhingigkeit
og(H) enthélt nur noch den Einfluss der Membrankriimmung H auf den Winkel ag, da die
Vesikelgrofen und externen Feldstirken E so gewdhlt wurden, dass die nominale
Transmembranspannung in den Polkappen der Vesikel Ap =-1,5-E-a=-0,3 V = const. ist.
Der von der MEP stammende Beitrag zur Winkeldnderung ist fiir alle Vesikelgroflen

(Kriimmungen) konstant.

Eine Deformation des Ausmasses p flihrt nach Gl. (1.42) zu einer deutlichen Vergroflerung
der Kriimmung in den Polkappen eines Vesikel und damit auch zu einer Anderung der
relativen Packungsdichte Ap/py der Lipide in diesem Bereich (s. Gl. (1.39) und Abb. 23A+B).
Fiir 6 = 0 und 6 = & dndert sich Ap/py eines Vesikels mit einem initialen Radius von a = 38
nm (VETq) fiir Deformationen von 1 <p < 1,4 im Bereich von 0,26 < Ap/py<0,46 (p = 1,4
entspricht e = 0,7) (s. Abb. 23A). Wihrend Ap/py in den Polkappenbereichen des Vesikels fiir
Deformationen von p > 1,05 deutlich ansteigt, findet man im dquatorialen Bereich fiir 6 = n/2
eine Verringerung von Ap/po=0,26 (p=1) auf 0,25 (p = 1,4). Die Effekte sind wegen
Ap/poc H = 1 /Ry +1/R, umgekehrt proportional zur Summe der Radiusvektoren eines

Ellipsoids.
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Abb. 28: Die Endwerte der Einfeld-Relaxation des mittleren Konuswinkels ag (/deg) der Membransonden
DiIC,4(3) (¥), DPH (W) und Zeaxanthin (@) als Funktion der Vesikelmembrankriimmung H /nm™ bei
te = 9.86 us und einer konstanten Transmembranspannung von AQ.q. = -0,3 V. Initiale Krimmung
(Vesikelradien): H/nm™ (a/nm) = 0,04 (25), 0,026 (38), 0,0125 (80), 0,0059 (170). Exp. Bed.:
[Av20]r = 1,0 mM, [NaCl] = 0,2 mM, T = 293 K (20 °C), pH = 6,5. Ein Rechteckfeldpuls mit einer
Dauer von tg = 10 ps wird appliziert. [DilC¢(3)] = 2.5 uM, [DPH] = 3.33 uM, [Zeaxanthin] =5 pM.

Fiir eine gegebene Deformation p(tg = 10us) = 1,4 findet man einen groBeren Wert fiir
Ap/po(6 = 0), je kleiner der initiale Radius a des Vesikels ist (vgl. Abb. 23B). Wenn Gl. (1.41)
gilt und die Sonde mit dem Wert ihres Sonden-Konuswinkels fiir a(0, p) den Gradienten der
lokalen Packungsdichte Ap/po(0) in der Membran proportional widerspiegelt, erwartet man
bei kleinen Vesikeln unter den oben genannten Bedingungen eine deutlich groBere, absolute
Anderung fiir die langsame, ansteigende Mode von a,, als bei Vesikeln mit groBen Radien
(s. Abb. 29).
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"Anomalie” der a-Relaxation bei Vesikeln mit groBer Kriimmung

t/us

Abb. 29 Die FEinfeld-Relaxation des mittleren Konuswinkels ag (/deg) der Membransonde -DPH pPC als
Funktion der Zeit fiir die beiden unterschiedlichen Vesikelgroen a /nm = 25 (durchgezogene Linie)
und 80 (unterbrochene Linie) fiir die Feldstérken E /MV m™ =2/ 7 und das gleiche Achsenverhiltnis
p(te=10ps) = 1,4 am Ende des Feldpulses
Exp. Bed.: [Av20]r = 1,0 mM, [NaCl] = 0,2 mM, T =293 K (20 °C), pH = 6,5. Ein Rechteckfeldpuls
mit einer Dauer von tg = 10 ps wird appliziert. [3-DPH pPC] =5 uM.

Beim Vergleich der a-Relaxationen von VETsy und VET,g (vgl. Abb. 29) beobachtet man
fir VETsy eine "Winkel-Anomalie", bei der trotz einer geringen externen Feldstirke
E =2 MV m" eine unerwartet groBe Anderung fiir oz gefunden wird. Die Anderung fiir o ist
im Ausmal} mit der bei VET5q bei Feldstarken von E =7 MV m’! vergleichbar. Bei gleichem
Achsenverhéltnis p(tg=10us) = 1,4 am Ende des Feldpulses ist fiir den Vesikelradius
a=25nm (VETsg) und eine Feldstirke von E=2MV m’! AQPmem(VETs0) =
1,5-E-a-cos(0=0=m)= -0,075V und fir a = 80 nm (VETa) bei E=7MV m™ ist
AQmem(VET200) =-0,84 V (vgl. Abb. 29). Damit ist die nominale Transmembranpotential-
differenz fiir VEToo rund 11mal gréBer, die Anderung fir ok zwischen dem Minimum und

Maximum der o-Relaxation betrdgt aber nur Aa(VET2y) =~ 7°, wihrend fiir VETs
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Ao(VETsp) = 10 © ist. Flir AQmem(VETsp) =-0,075 V kann die Membran als vollstdndig nicht-
leitend betrachtet werden (A, = 0). AuBBerdem ist das Ausmal} der Elektroporation und damit
der Bruchteil f, der Elektroporen am Gesamtoberflaichenzuwachs AS/Sy = AS/So + AS,/So
vernachléssigbar klein (s. Abschnitt 4.2.2) (Kakorin et al., 1996a), (Tonsing, 1997). Dann ist
AS/Sy = ASs/So, d.h. nahezu die gesamte fiir die Deformation notwendige Zusatzoberfliche

stammt aus dem Fliachenreservoir der Dehnung und Ondulationsglittung. Da die Porenanzahl
sehr klein und der mittlere Porenradius f)z ~ 0,35 nm von der Feldstirke unabhéngig ist

(Tonsing, 1997) und das Produkt gz - Omat - K 10 GL (1.26) konstant bleiben muB, sollte die
Biegesteifigkeit k< 2,95 - 10%° J und daher oy > 2,0 sein, um bei H>0,04 und

p(te=10us) = 1,4 eine ausreichende Biegung der Membran von VETsy zu ermoglichen
(Abb. 29).

Fiir AQmem(VET200) =-0,84 V erwartet man hingegen eine Membranleitfdhigekit von A, >> 0
und damit sollte f, = 0,2 % sein. Der Grofteil des Flachenzuwachses stammt bei der externen
Feldstirke E = 7 MV m™' fiir VET;00 aus der Dehnung und Ondulationsglédttung, da der
verstirkende Einfluss der Kriimmung auf die Membranelektroporation hier nur noch eine
geringe Wirkung zeigt (H = 0,0125) (s. Abb. 19a und Gl. (1.26)). In Abb. 23B wird deutlich,
dass der Unterschied in der Kriimmung fiir ein deformiertes Vesikel mit a = 25 nm fiir ein
gegebenes Achsenverhéltnis p (hier: p = 1,155) im Vergleich zur urspriinglichen Kugelform
wesentlich grofler ist (A(Ap/po) = 33 %), als fiir ein Vesikel mit einem Radius von a = 80 nm
(A(Ap/po) = 23 %). Erwartungsgemifl nimmt die Differenz fiir g zwischen dem Minimum
und Maximum am Ende des Feldpulses der a-Relaxation fiir VETs fiir externe Feldstirken
2<E/MV m"' <8 ab (s. Abb. 25A1), wihrend man fiir Vesikel mit den Radien a = 38, 80,
170 nm eine Zunahme der Differenz mit der Feldstiarke beobachtet (s. Abb. 25A).

Gemal Abb. 19a und Gl. (1.24) - (1.26) wird die Bildung von konischen Elektroporen in der
Membran bei grofen Kriimmungen durch die Energiefreisetzung von A;Gapg = 3,2 RT pro
Mol Elektropore stark begiinstigt. Dies ist fiir VETs fiir die Feldstirken 5 <E/MV m™” <8
der Fall (Abb.25A1 + BI1). Der groBe Gradient der Lipidpackungsdichte in deformierten
VETsy kann aber durch die konischen Elektroporen verringert werden, wobei Ap/py sich
gemill des ADE-Modells ebenfalls verringert. Da gemall Gl. (1.40) und (1.45) Ap/po
proportional zu a ist, erwartet man fiir VETs, eine Verringerung des Amplitudenwertes flir
o(tg) mit steigender Feldstirke. In der Konsequenz steht der Sonde dann aber ein
vergleichsweise geringeres Membranvolumen zur Verfiigung; die Beweglichkeit, also der
mittlere Sonden-Konuswinkel, verringert sich. Die beschriebene Abhéngigkeit wird so
gefunden und ist in Abb. 25A1-C1 fiir die Sonden B-DPH pPC, Zeaxanthin und DPH
dargestellt.
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Die Relaxation des mittleren Sonden-Konuswinkels o

Die Einfeld-Relaxation des mittleren Sondenkonuswinkels og(t) ist in ihrer Kinetik im
Bereich 2 <E /MV m™ < 8 praktisch fiir alle Membransonden gleich. Man findet zwei Moden
(s. Abb. 24C): (i) Nach dem Einschalten des elektrischen Feldes zum Zeitpunkt tg =0
verringert sich ag ausgehend von o= oag(tg=0us) (fiir DilC;¢(3): Zunahme) zunéchst
innerhalb der ersten 150 ns, also im Bereich der Polarisationszeit der Vesikelmembran, um
bis zu 60% des urspriinglichen Wertes von oy (s. Abb. 30). Damit macht diese Phase den

Hauptanteil der Anderung in der a-Relaxation aus.

Von Interesse ist, dass diese sehr schnelle Phase in der a-Ausfeld-Relaxation nicht gefunden
wird (s. Abb. 24C). Der Anfangswert von og(tg = Ous) ist im Mittel fiir alle Sonden und
Vesikelgrofien ag(tg = 0us) = 55 °.

Der schnellen negativen Einfeld-Phase folgt eine (ii) langsamere Zunahme
(DiICy6(3): Abnahme) fiir ag, die fiir 8 > E /MV m’! > 2 bereits nach te= 1 -4 ps ca. 90% des
stationdren Endwertes von og bei tg = 10 ps erreicht hat. Fiir diesen Teil der Relaxation von
o, lassen sich zwei charakteristische Zeitkonstanten fiir den Feldstdrkebereich
2<E/MV m' <8 extrahieren: eine langsamere, im Bereich 3 <ty /us <5 und eine
schnellere Phase 0,3 < Tyt /s < 1.

Die Sonde DilC,¢(3) zeigt statt einer Verringerung eine Zunahme fiir oig mit gleicher Kinetik
und gleichem prozentualen Zuwachs im Vergleich zu allen anderen Sonden. Das Verhalten
von DilC,4(3) 146t sich iiber die relativ zu den anderen Sonden orthogonale Ausrichtung des
Chromophors zur Membrannormalen deuten. Der Winkeldnderung fiir DilC;4(3) liegen also

letztlich die gleichen Gesetzmifigkeiten wie bei den anderen Sonden zugrunde.

Hohere Feldstirken beschleunigen - wie erwartet - sowohl den schnellen, ersten Prozess (i),
der ag verringert, als auch den langsameren, zweiten (ii), so dass der stationdre Werte von
og(t=10us) frither erreicht wird. Der Endwert der Einfeld-Relaxation ag(t = 10us) ist mit
Ausnahme von VET5g nicht von der Feldstirke E abhingig (s. Abbildungen ag(E) im Anhang
7.10.3).

Im Ausfeld (s. Abb. 24A+B) erreicht o, bereits nach rund 50 ps ca. 90 % des stationédren
Endwertes bei tyr = 500 ps (s. Abb. 24C). Das Fehlen der schnellsten Einfeld-
Relaxationsphase zeigt an, dass das Vesikel unmittelbar nach der Abschaltung des Feldes
noch deformiert bleibt und die Lipidmembran nicht onduliert, weil die laterale Spannung
noch zu groB ist. Sowohl das Achsenverhéltnis p, als auch die relative Oberflichendnderung

AS/S gelangen erst fiir Zeiten iiber torr = 20 ps in die Ndhe ihres stationdren Wertes bei tog =
400 ps.
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Das Ausfeldsignal eignet sich fiir kleine Feldstarken zur Abschitzung von o weitaus besser,
da schon nach ca. 50 ps rund 95 % des Endwertes fiir o erreicht werden. Der Winkel o ist
bei Vesikeln mit a = 38 nm (VET;o) unabhidngig vom Sondentypus und betrdgt ca.
55 (=54,7) °. Diesen Wert findet man auch, wenn man die in Abb. 28 aufgetragenen o-
Winkel der Sonden Zeaxanthin, DPH und DilC;¢(3) linear auf eine unendliche Krimmung
extrapoliert. Alle Geraden schneiden sich bei dem Winkel a = 55 ( = 54,7) °. Das entspricht
einer Krimmung H= 0,064 bzw. einem Gradienten in der lokalen, relativen
Lipidpackungsdichte =~ von  Ap/pp=0,3. Anscheinend fiihrt dieser durch die
Vesikeldeformation erzeugte Unterschied in der relativen Lipidpackungsdichte dazu, dass die

Sondenmolekiile keine Vorzugsrichtung mehr praferieren.

5.3.3 Datenanalyse

Deutung der Ursache fiir die schnelle Anderung von ag(t)

Als Ursache fiir die schnelle Anderung (s. Abb. 30) (i) von ar kommen zwei Prozesse in
Betracht: (a) der schnelle Ausgleich der Membranondulationen, oder (b) die durch das
elektrische Feld bewirkte direkte oder indirekte (iiber die Lipidmolekiile induzierte)

Ausrichtung der Sondenmolekiile in Richtung der Fldchenormalen.

Zu (a): Die Relaxationszeit der Vesikeldeformation fiir den Ausgleich der thermischen

Ondulationen kann mittels Gl. (1.46) abgeschitzt werden (Neumann et al., 1998):

T~

3 J—
_oma 88 e (1.46)
16 3 ge Ea

Fiir n = 10,02:10* kg m™ s, a = 50 nm und einen typischen Wert von « =2,5 - 102 J bei
einer Deformation von p = 1,1 erhédlt man 0,8 > 1,9 /us 20,009 fiir 1 <E/MV m!<8.
Obwohl die Zeitkonstante fiir die Membrandehnung ebenfalls sehr klein ist (ts = 2,5-10'10 S,
(Komura, 1996)), kann dieser Prozess die schnelle Abnahme von ag nicht erkldren, weil die
Glittung der thermischen Ondulation und die Dehnung der Membran konsekutive Prozesse
sind. Die Dehnung lauft also erst nach dem Abschluss der Glittung thermischer Ondulationen
ab.

Zur Veranschaulichung des Mechanismus, fiir eine sehr schnelle Verringerung von ag, soll
ein Gedankenexperiment helfen: Gegeben sei eine einseitig an einer starren Wand befestigte,
in der Flache frei ondulierende Membran. Die durch die Ondulationen lokal auftretenden
Kurvaturunterschiede dndern bestdndig den Gradienten der relativen Lipidpackungsdichte an
jedem Ort der Membranoberfliche. Man erhdlt daher wegen Gl. (1.40) eine breite,

ortsabhingige Verteilung fiir Ap/pg, ebenso wie fiir den Sonden-Konuswinkel geméal
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o(Ap/pp). LaBt man nun an dem der starren Wand gegeniiberliegenden freien Ende der
Membran eine Kaft F,u angreifen, die die Membran strafft und gerade so groB ist, dass die
Ondulationen geglattet werden, resultiert hieraus sofort eine wesentlich engere Verteilung fiir
den Sonden-Konuswinkel o.. Der Grund hierfiir ist, dass die Kurvatur H an jedem Ort der
planaren Membran nun ortsunabhingig H= 0 (a — ) ist, d.h. auch Ap/py nimmt lateral an
jeder x,y-Koordinate den gleichen Wert an. Das Maximum dieser schmalen a-Verteilung liegt
bei einem kleineren Winkeln, als dies bei der ondulierenden Membran der Fall ist. Da die
Zusatzoberflache aus der Ondulationsgldttung maximal AS/Sy = 5% sein kann, kann dieses
Modell allein, nicht die groBe Winkeldnderung fiir ag von rund = 60 % (= 20 °) der schnellen

Phase erklaren.

o /deg
40,00 —
35,00
: E=4MV/m
3000_||||I||||I||||I||||I
0 0,5 1 1,5 2

t/us

Abb. 30: Die ersten 2 us der schnellen Phase der Einfeld-Relaxation des mittleren Konuswinkels o, berechnet
aus dem Achsenverhiltnis p und dem Absorptionsdichroismus AA/A, mittles Gl. (1.28), als Funktion
der Zeit t in Rechteckfeldpulsen (t; = 10 pus) bei E= 2; 4 und 8 MV m™. Exp. Bed.: a =80 nm;
[Av20]r = 1,0 mM; [NaCl] = 0,2 mM; T =293 K (20 °C); pH = 6,5; [-DPH pPC] = 5 uM.

Die von Helfrich und Kldsgen (1992) vorgeschlagene Uberstruktur stellt eine weitere
Alternative zur Deutung der schnellen Anderung von o dar. Die Uberstruktur ist eine
versteckte Membranoberfliche (Membranflichenreservoir), die bei mechanischer
Beanspruchung einer Lipidmembran, z.B. bei Dehnung, sichtbar werden kann. Der durch die
Uberstruktur gespeicherte Fliachenanteil (Areal/Aproj = 1,5) ist deutlich groBer als der durch

Ondulationen verfiigbare Anteil Arca/Aproj = 1,05. Hierbei ist A die ohne dussere
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Einwirkung verfiigbare reale Oberfliche und A,; die Projektionsfldche, um die die Membran
im Mittel onduliert. Bereits sehr kleine laterale Spannungen konnen den Ausgleich der
versteckten Oberfliche herbeifiihren, im Einklang mit der Beobachtung, dass selbst kleine
Feldstirken die schnelle erste Phase fiir die Winkeldnderung herbeifiihren (s. Abb. 30). Die
zum Ondulationsausgleich oder zum "Glattziehen" der Uberstruktur notwendigen Energien
liegen in der GréBenordnung weniger kT, so dass auch kleine elektrische Felder den Prozess
starten konnen (Jud, 1998). Sowohl fiir den Ondulationsausgleich als auch fiir das
"Glattziehen" der Uberstruktur gilt, dass der mittlere Sondenkonus-Winkel o indirekt durch
einen kooperativen Mitfilhrungseffekt der Sonde durch die Lipidmatrix (geméfl dem oben
beschriebenen Gedankenexperiment) verringert wird. Die mittels Gl. (A.5) aus dem
Achsenverhiltnis p berechneten Daten zur Oberfldchendnderung zeigen, dass AS/S; maximal
6 % (VET)o) ist. Dies ist rund 8mal weniger als fiir die Uberstruktur erwartet wird
(AS/Sp = 50%). Falls also eine Uberstruktur fiir Avanti 20-Vesikel existiert, wiirde sie nur

einen vergleichsweise geringen Oberflichzuwachs liefern.

Zu (b): Das elektrische Feld kann selbst auf die Sondenmolekiile wirken. Die Dipole der
Lipidkopfgruppen und damit auch die Reorientierung der Chromophore in der hydrophoben
Lipidmatrix diskutiert konnen im membraninternen elektrischen Feld, das im Bereich Bereich
der hydrophoben Kohlenwasserstoffketten sehr hohe Werte erreicht, ausgerichtet werden. Das
Verhéltnis des induzierten Transmembranfeldes E, zum extern applizierten Feld E ist

gegeben durch:

f(a) = JEnl (1.47)

=1,5-

-

o e

ext

wobei man f(a) = a/d der Feldverstarkungsfaktor ist. Das applizierte elektrische Feld E wird
durch die ionische Grenzflachenpolarisation verstirkt (Neumann et al., 1989). Fiir VET g
(a=38 nm, d = 5 nm) und externe Feldstirken von 2 < E., /MV m™ < 8 erreicht man Werte
im Bereich 22,8 <E.,/MV m™' <91,2. Diese extrem hohen membraninternen Feldstirken
konnen zur Teilausrichtung der Dipole der Lipidkopfgruppen in Feldrichtung fiihren. Das
verstéirkt besonders im Bereich der Polkappen der Vesikel den Eintritt von Wasser und Ionen
in die Oberflichen der Lipiddoppelschicht. Die Kopfgruppendrehung sollte z.B. fiir
B-DPH pPC, TMA-DPH, PATMAN und Zeaxanthin zur direkten oder auch indirekten
Ausrichtung (DPH) dieser stdbchenféormigen Sonden in Richtung der Membranflichen-

normalen fiihren, wobei ag kleiner wird.

Fraglich an dem Mechanismus der direkten Feldwirkung auf die Kopfgruppendipole ist,
warum die Sonde DilCi4(3) an der Grenzflache Lipidmembran / Wasser die gleiche Kinetik

zeigt, wie die librigen Sonden innerhalb des hydrophoben Bereichs der Lipidmatrix. Zum
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einen ist nicht klar, warum diese Sonde bei der Drehung von Lipidkopfgruppen den Winkel
zur Membranflachennormalen vergrof3ert und nicht verringert. Da sie im Mittel orthogonal zu
dieser Achse liegt, erwartet man eine Verringerung bei der Orientierung der Kopfgruppen von
oe. Andererseits ist das elektrische Feld im wissrigen Medium direkt an der Grenzfliche
kleiner, als im Membraninneren, da hier e, =2 ist, wahrend emo ~ 80, was einer
Feldschwidchung um den Faktor emo - €rip = 78 entspricht. Dieser Unterschied in der
wirksamen elektrischen Feldstirke sollte sich in der Kinetik der schnellen Phase von
DilC,6(3) auswirken. Dies wird jedoch nicht beobachtet. Die Kinetik ist identisch mit der
aller anderen Sonden. Auch das Modell der direkten Ausrichtung der Sonden kann die
enorme Anderung fiir ag von rund 50% nur unzureichend erkliren. Da die Ausrichtung der
Kopfgruppen auch eine Drehung der Kohlenwasserstoffreste zur Folge hat, miisste bei
alleiniger Wirkung dieses Effekts auch eine Verdiinnung der Membran um bis zu 30 %
erfolgen. Die relativen Dicken- und Oberflicheninderungen sind mit der Anderung des

Winkels ag bei konstantem Membranvolumen tber:

A_d_ﬁ_l_cos(ocE)

(1.48)
d, S, cos(a)

verknlipft, wobei dy, Sp und a die Werte fiir die Dicke und Oberfliche der Membran und den
mittleren Sonden-Konuswinkel o ohne Feld sind. Eine Anderung von o bedeutet in diesem

Modell, dass Membrandicke und —oberfldche sich ebenfalls dndern.

Die initiale Anderung von ag in der schnellen Phase betriigt nahezu 60 % bezogen auf den
Anfangswert von a(tg = Ous) = 55 ©, der aus der Ausfeldrelaxation von VET;y, abgeschitzt
wird. Fiir VET,q erreicht o im Anfangsbereich der Relaxation fiir E = 8§ MV m’! einen Wert
von o = 32 °, womit Aa. = = 23 ° ist (s. Abb. 30). Dies wiirde wegen Ad/do = ASo/Sp zu
rund 58% Anderung in der Oberfliche fiihren, was rund 52% iiber dem gemessenem Wert
liegt. Dieser groBBe Gesamtoberflichenzuwachs wiirde zu einer extremen Vesikelelongation
und zum Zerreissen der Membran fithren. Bisher wurde fiir VET5( in Sucrose eine Membran-
Ausdiinnung von Adi/do = 0,025 (2,5%) beobachtet (Griese, 2001). In dieser Arbeit werden
fiir VET) (o in wissriger [NaCl] = 0,2 mM maximal Ad/dy = 6 % gefunden. Daher kann das
Ausmal der schnellen Phase auch nicht allein mit der direkten Ausrichtung der Sonden durch
das elektrische Feld erklirt werden. Wahrscheinlicher ist ein Zusammenspiel aus der Glattung
der Ondulation, dem Flichenzuwachs aus der Uberstruktur und der direkten, feldbedingten
Ausrichtung der Sonden, wobei alle Prozesse ihren individuellen Beitrag zur Winkeldnderung

liefern.
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Deutung der Ursache fiir die langsame Anderung von ac(t)

Das ondulierende Vesikel wird nach dem Einschalten des elektrischen Feldes zundchst sehr
schnell aufgeladen. Der Aufbau des Transmembranpotentials ist fiir Vesikelradien bis
a=200nm, Feldstirken von 2<E/MVm'<8 und Fremdsalzkonzentrationen von
[NaClJin=out = 0,2 mM in weniger als 200 ns abgeschlossen (Schwan, 1957).

Konvolutiert mit der Aufladung beginnt der Prozess des Ausgleichs der Ondulationen, gefolgt
von der Dehnung der Membran. Der langsamste Prozess, der ratenlimitierend fiir die
Zunahme der Vesikeloberflache ist, ist die Membranelektroporation (Neumann et al., 1998).

Die Bildung konischer Elektroporen verringert die relative Lipidpackungsdichte Ap/po.

An die sehr schnelle negative Phase (fiir DilC;4(3): positives Vorzeichen) der Anderung fiir
o schliesst sich ein langsame Winkeldnderung mit positivem Vorzeichen (fiir DilCi6(3):
negatives  Vorzeichen) an. Wie in Abb. 16atb gezeigt, teilt sich der
Gesamtoberflichenzuwachs von AS/S, auf zwei Prozesse auf: Als Oberflichenquelle ist die
Glattung der Ondulationen und die Dehnung der Membran ASy/S, der schnellere Prozess,
verzogert gefolgt von der langsameren Bildung der Elektroporen, angezeigt durch AS,/S,.
Eine analoge Darstellung dieses Zusammenhangs, aber korreliert mit der Anderung p(t) sowie
og(t), findet man auch in Abb. 24A-C. In Abb. 24B erkennt man eine leicht sigmoide
Anlaufphase fiir AS/So, dann folgt ein steile, gefolgt von einem langsameren Zunahme AS/Sy.
Beide Signalkomponenten werden direkt in der Relaxation von og(t) reflektiert (Abb. 24C).
Zunéchst erfahrt das urspriinglich kugelférmige Vesikel durch die Kompression der Membran
eine Oberflichenzunahme und damit eine Deformation in Feldrichtung. Die
charakteristischen Zeiten fiir ASs/Sy sind sehr klein (t < 1 ps) und in der GroBe vergleichbar
mit denen der hier fiir die Anderung von oig(t) zugeordneten Phase. Die Abb. 25A zeigt, dass
die Phase von ag(t) mit positivem Vorzeichen mit zunehmender Feldstirke im Bereich von
2<E/MV m' < 8 immer schneller ansteigt, der Endwert fiir op(t=10ps) sich aber nur
geringfiigig dndert. Im Rahmen des in Abschnitt 5.2 entworfenen Modells 146t sich dies so
deuten, dass es sich bei der Anderung von ag(t) im Feldstirkebereich von 2 <E/MV m™ <4
im wesentlichen um den Beitrag handelt, der durch die Zunahme der Membrankrimmung
Hy(0) bei der Deformation des Vesikels zum Ellipsoiden auftritt. Die Transmembranspannung
ist in diesem Bereich lediglich 0,11 < A¢ /V <£0,23 und damit fiir ein groBes Ausmal} an
Elektroporenbildung zu klein. Da im Ellipsoid die Kriimmung H und Ap/py von 0 abhingen,
sollte die wesentliche Anderung von a. in den Polkappenbereichen des deformierten Vesikels
stattfinden, wo Ap/po(6=0=n) maximal ist. Mit zunehmender Feldstirke steigt auch die
Transmembranspannung weiter an, der Oberfldchenbruchteil f, durch konische Elektroporen
nimmt zu. Dies fiihrt gemi3 dem ADE-Modell vor allem in den Polkappen zur Verringerung

von Ap/po(6=0=m). Der Gradient der relativen Lipidpackungsdichte nimmt auch bei héheren
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Feldstiarken nicht weiter zu und geht durch die Neubildung von konischen Poren in eine
Sattigung. Aus diesem Grund weisen die Endwerte von ag(t=10us) fiir alle Feldstiarken eine
nahezu gleichen Wert auf. Die rotatorische Beweglichkeit der Sonde erféhrt eine zunehmende

Einschriankung.

oo(H) /deg
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Abb. 31: Die fiir die Membransonde Zeaxanthin aus der Anpassung von og(t) mit Gl. (1.45) erhaltene lineare
Abhingigkeit des mittleren Sonden-Konuswinkels oy = ¢ + bH von der Membrankriimmung H fiir
die Feldstirken E/ MV m! =2 — 8 (rot, griin, blau, magenta, cyan, braun, schwarz). Exp. Bed.:
Vesikelradius a = 38 nm; [Av20]r = 1,0 mM; [NaCl]= 0,2 mM; T = 293 K (20 °C); pH = 6,5;
[Zeaxanthin] = 5 uM.

Bei geringen Feldstirken findet also hauptsdchlich eine rein mechanische Verformung der
Vesikelmembran statt. Die Sonde erhilt durch die Anderung der Lipidpackungsdichte mehr
Spielraum, der Sonden-Konuswinkel ap nimmt daher zu. Bei groBeren Feldern wird die
mechanische Verformung der Membran durch die Elektroporenbildung ergéinzt. Das von den

konischen Poren zusitzlich in der Membran beanspruchte Volumen steht den Sonden nicht
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mehr zur Verfiigung. Da aufgrund der Zunahme des Feldes weiter deformiert wird, nimmt
og(t) aber nicht ab, sondern geht im zeitlichen Verlauf in die Sittigung (s. Abb. 25A;
E =8 MV m). Interessant ist, dass offenbar schon geringe Feldstirken von E =2 MV m™ die
gleiche Winkeldnderung, wie grofe Feldstirken herbeifiihren, dies aber mit einer
langsameren Kinetik. Der Grund hierfiir ist die extrem geringe Biegesteifigkeit der

Lipidmembranen.

Wie bereits diskutiert, erkennt man fiir VETso (a =25 nm) (Abb. 25A1), dass das Ausmal der
Anderung von og(E =2 MV m™) bezogen auf das Minimum und Maximum der betrachteten
Phase um den Faktor zwei grofer ist als fir ag(E = 8§ MV m'l). VETS5, weisen initial bereits
aufgrund einer groflen Kriimmung H einen groBen Gradienten in der Lipidpackungsdichte
Ap/po(6=0=rt) auf (Abb.23B). Bei kleinen Feldstirken 2 <E/MV m" <3 liegt wegen
a =25 nm nur eine sehr geringe Transmembranspannung von 0,075 < Ae /V < 0,11 an. Diese
Werte sind fiir ein groes Ausmal} an Elektroporenbildung wesentlich zu klein. Wegen der
starken Kriimmung von VETs, ist auch Ap/po(6=0=r) = 0,2 (p = 1) groBB. Das wird bereits
durch die initial wesentlich groBeren Werte fiir oz deutlich. Denn fiir VETs, verschieben sich
alle a-Relaxationen leicht zu groferen Winkeln (vgl. Abb. 25A-C/A1-C1). Diese rotatorische
Freiheit der Sonde nimmt bei groBem Ap/p, zu. Folglich fiihrt die bei E=2,3 MV m’
feldgetriebene, mechanische Deformation der Vesikelmembran zur Vergroferung von
Ap/po(0=0=m). Wegen der sehr geringen Transmembranspannung Ae <0,11 V ergibt das
einen nur kleinen Anteil an Elektroporen. Daher findet man fiir die kleinste Feldstirke die
groBte Anderung fiir den Winkel ag(t). Die Sonde kann das bei der Zunahme von Ap/py neu
hinzukommende freie Membranvolumen vollstindig nutzen. Nimmt die Feldstirke zu, nimmt
auch A¢ zu und es entstehen ab ca. E = 5 MV m" ausreichend viele wassergefiillte
Elektroporen, die den Gradienten der Lipidpackungdichte Ap/po(6=0=n) verkleinern. Trotz
zunehmender Feldstéirke findet man nun eine Verringerung im Ausmal} von ag(t), wobei aber
die Kinetik erwartungsgemiB schneller wird. ag(t) erreicht fir 5 <E/MV m™” <8 innerhalb
von 2 pus den Endwert von og(t=10us), wihrend der Endwert von oy fiir 2 < E /MV m!<3
nicht innerhalb von tg=10us erreicht wird (vgl. Abb. 25A1-B1 und Abb. 24C).

Bei einer ausreichend groflen Transmembranspannung (Ae > 0,19 V) wird die Bildung von
Elektroporen aufgrund der groBBen Membrankriimmung stark favorisiert. Dies kann aus dem
Oberflachenzuwachs mit dem Modell der ADE ermittelt werden, zum anderen liefert die
Zeitabhidngigkeit des mittleren Sonden-Konuswinkels og(t) mit dem Modell der
0-Winkelabhéngikeit von Ap/py dquivalente Informationen. In Abb. 28 ist der Einfluss der
Kriimmung auf den Endwert mittleren Sonden-Konuswinkels a(t=10us) gezeigt. Der Anteil
der Elektroporation ist fiir alle Vesikelradien a (Kriimmungen) konstant, da die Daten fiir die

konstante Transmembranspannung von A@onst = -0,3 V aufgetragen wurden. Die Zunahme
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von ag(t=10us) mit der Initialkriimmung der Vesikel kann nun konsistent mit dem alleinigen
Einfluss der Zunahme des Lipiddichtegradienten Ap/po(6=0=m) erklart werden. Nimmt
Ap/po(0=0=m) zu, besetzen die Lipid- und auch die Sondenmolekiile das in der dufleren
Monoschicht hinzugekommene, freie Membranvolumen. Die Zunahme in der

Rotationsfreiheit der Sonden ist durch eine Vergroferung von ag(t=10us) sichtbar.

Die strukturellen Unterschiede und die verschiedenen Bindungsorte der membrangebundenen
Sonden bedingen Unterschiede in den ag-Relaxationen. Wie bereits erwdhnt, versteift das
transmembrane Zeaxanthin die Lipidvesikelmembran, wahrscheinlich aufgrund der lokalen
Kopplung beider Lipidmonoschichten (s. Abb. 25B), so dass die bei der Deformation
notwendige Verschiebbarkeit der Monoschichten gegeneinander verringert wird. Abb. 25B
verdeutlicht, dass zwar bei kleinen Feldstirken 2 <E /MV m!<3 eine oe-Relaxation mit
geringem Ausmalf existiert, diese aber mit zunehmender Feldstirke ihre Amplitude verringert.
Diese Beobachtung 148t sich mit einer Verringerung der Deformation mit steigender
Feldstirke deuten, wobei viskoelastische Effekte eine Rolle spielen. Offenbar gilt dies jedoch
nur fiir Vesikelradien a > 25 nm, da der Effekt fiir VETsy nicht zu erkennen ist. Dies hidngt
eventuell mit der initial schon wesentlich geringeren Lipidpackungsdichte in VETs
zusammen, die von vornherein eine hohere Beweglichkeit der Sonden zuldft. Die
og-Relaxation in (s. Abb. 25B1) zeigt, dass die fiir VET)( sichtbaren Einschrinkungen hier
nicht gelten.

Als anderes Extrem ist die Sonde DPH aufzufassen (Abb. 25C/C1). Im Vergleich mit allen
anderen Sonden zeigt sie fiir alle VesikelgroBen die geringste Anderung in der zweiten,
positiven Phase der ag-Relaxation. Es féllt ausserdem auf, dass die Relaxationen von ag
durchgéngig hohere Endwerte zeigen als die anderen Sonden (s. Abschnitt 7.10.3), konsistent
mit einer geringeren Sonden-Ausrichtung. Da DPH die gleiche Lipidpackungdichte
wahrnimmt wie die anderen Sondenmolekiile, aber deutlich kleinere Amplituden in der
og-Relaxation hat, miissen die strukturellen Unterschiede der Sondenmolekiile und ihre
Bindungsorte in und an der Membran als Ursache fiir die Beobachtung diskutiert werden.
DPH ist im hydrophoben Bereich der Membran geldst und erhélt daher lediglich durch die
Ausrichtung der Kohlenwasserstoffreste der Lipidmolekiile eine gewisse Vorzugsrichtung.
Verschiedene Studien zur Orientierung von DPH in Lipidmembranen deuten auch darauf hin,
dass zwei Population von DPH-Molekiilen mit unterschiedlicher Ausrichtung der
Molekiilhauptachse in der Lipidmembran existieren; eine Form mit orthogonaler, die andere
mit paralleler Orientierung zur Membrannormalen (van der Heide et al., 1996), (Lentz, 1993).
Da jede Population vermutlich individuell auf die Anderung von Lipidpackungsdichten
reagieren kann, mitteln sich die bei den anderen Sonden zu beobachtenden Effekte im Fall
von DPH heraus.
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Einfluss der membrangebundenen Sondenkonzentration

Wie bereits in Abschnitt 3.2.2 diskutiert, ist eines der Ziele die Klassifikation der Sonden und
andererseits die Identifikation der Sondentypen, die sich fiir den weiteren Einsatz in der

Feldsprung-Relaxationspektrometrie eignen.

Die Analyse der Ergebnisse zur Abhdngigkeit der Endwerte der Minusmode der Absorption
und der Turbiditit, AA/Ay und AT /Ty, aus Abschnitt 3.2.2 (Abb. 12A-D) zeigen, dass sich
die Sonden im Hinblick auf die Beeinflussung der Membran in drei Gruppen einteilen lassen:
(I) DiICy4(3) ; (I1) PATMAN und Zeaxanthin; (IIT) f-DPH pPC, DPH und TMA-DPH werden
nicht diskutiert.

zu (I): In Abb. 2B und Abb. 12A wird deutlich, dass DilC;4(3) offenbar im untersuchten
Konzentrationsbereich 1,25 < [DiIC 4(3)] /mol L™ < 20 keinen Einfluf auf die optischen, wie
auch auf die mechanischen und elektrischen Eigenschaften der Lipidmembran haben. Die
Kinetik der Turbidititsinderung ist im Rahmen der Messgenauigkeit fiir alle
Farbstoffkonzentrationen mit der eines unmarkierten Vesikels vergleichbar. Die Storung der
Membranstruktur durch DilC;4(3) bleibt demnach im Vergleich zu den anderen Farbstoffen
extrem gering. Die Ursache hierfiir ist, dass der Chromophor lediglich membranaufgelagert
ist und die Bindung letztlich, in einer hydrophoben Wechselwirkung, iiber Ci¢-Ketten
hergestellt wird.

zu (II): Der Betrag der Endwerte von AA/Ay in Abb. 12B+D nimmt mit [Zeaxanthin] und
[PATMAN] zu, wéhrend sich AT /T, im gleichen Konzentrationsbereich verringert. Wie
bereits diskutiert, sind PATMAN und Zeaxanthin beide membranintegrale Sonden. PATMAN
ist, dhnlich wie auch TMA-DPH oder Dodecylsulfat, aufgrund seiner molekularen Struktur
ein detergenz-dhnliches Molekiil. Daher ist eine konzentrationsabhiingige Anderung der
Membraneigenschaften zu erwarten. Fiir Zeaxanthin tritt offenbar schon bei sehr geringen
Konzentrationen die membranversteifende Wirkung auf (Abb. 12B)
([Zeaxanthin] = 1,25 pM). Oberhalb dieser Konzentration nimmt der Endwert von AA/A( nur
noch wenig zu, AT /T, zeigt aber eine deutliche Verringerung. Da AT /T, proportional zu p
ist, nimmt die Deformation des Vesikels mit steigender [Zeaxanthin] ab, das gleiche
Verhalten findet man fiir PATMAN. Da der Betrag von AA/A¢ zunimmt, der von AT /T, aber
geringer wird, kann dieses Verhalten nur durch die Membranversteifung bei gleichzeitiger
Orientierung der Sondenchromphore (Ja|] wird geringer) in Richtung der

Membranflachenormalen erkléart werden.

zu (III) Fir das Lipidgemisch POPC/PS findet (Tonsing, 1997) in Abhingigkeit von
[B-DPH pPC] eine Zunahme fiir AA/A, von B-DPHpPC. Fiir AT/T, wurde keine
Abhingigkeit von [3-DPH pPC] gefunden.
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In dieser Arbeit wird fiir den gleichen Konzentrationsbereich fiir das Lipid Av20 eine
Verringerung von AA/Ay und AT /T, gemessen (Abb. 12C). Mit zunehmender Konzentration
versteift 3-DPH pPC die Av20-Membran. Die Abnahme von AT/T,, zeigt indirekt das
verringerte Ausmall der Deformation an. Die gleichzeitige Verringerung von AA/A, bei
Zunahme von AT/T, bedeutet, das der Ordnungsgrad der Membran mit der Zunahme von
[B-DPH pPC] abnimmt. Dies fiihrt dazu, dass der DPH-Chromophor seinen mittleren Winkel
o in Bezug zur Membranflachennormalen vergroBert. Trotzdem sich die Biegesteifigkeit der

Membran erhoht, kann sich AA/Ay hierbei verringern.

Zusammenfassend, DilC;4(3) ist ideal als inertes Sondenmolekiil fiir den Einsatz in elektro-
optischen Feldsprungmessungen geeignet. DilCi¢(3) beeinflusst die Eigenschaften der
Membran nicht, weist einen hohen molaren Absorptionskoeffizienten auf und absorbiert im
langwelligen Spektralbereich. Durch seine exponierte Bindungsposition ist es potentiell in der
Lage, die Bindung von Makromolekiilen an die Membran direkt liber Positions- oder
Mobilititsanderungen des Chromophors anzuzeigen. Diese Eigenschaft sollte sich auch in der

Kinetik des mittleren Sonden-Konuswinkels ag(t) fiir DilC,6(3) widerspiegeln.

Zeaxanthin ist auch als Sondenmolekiil fiir Membrankrimmungen geeignet. Aufgrund des
membranversteifenden Effekts erfiillt Zeaxanthin allerdings nicht die Inert-Anforderungen an
eine Sonde. PATMAN zeigt Unterschiede in der Membrankriimmung nicht so deutlich an,

weil die Sonde nur eine Monoschicht durchspannt.

B-DPH pPC versteift die Av20-Membran im gleichen AusmaBl wie Zeaxanthin und
PATMAN, zeigt dies aber nicht direkt iiber die Absorptionsédnderung an. f-DPH pPC eignet
sich sehr gut als Sonde fiir elektro-optische Untersuchungen von Lipidvesikeln, da der
Chromophor  empfindlich auf die Anderung von Lipidpackungsdichten und
Losungsmittelumgebungen durch Positionsdnderung oder spektrale Verschiebung der
Absorptionsbanden reagieren kann. Von Nachteil fiir PATMAN, TMA-DPH, DPH wie auch
B-DPH pPC ist, dass die Absorptionsbanden bei kurzen Wellenldngen (A = 365 nm) liegen.
Hier besteht die Gefahr, bei liangerer Belichtungsdauer die Sonden und/oder die Proben

photolytisch zu zerstoren.

Kurz, durch Kombination geeigneter Sondenmolekiile ist es moglich, selektiv Informationen
tiber die unterschiedlichen Eigenschaften der Bereiche einer Lipidmembran im elektro-

optischen Feldsprungexperiment zu erhalten.
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7 Anhang

7.1 Elongierung eines Vesikels im elektrischen Feld

In Ubereinstimmung mit Winterhalter und Helfrich (1988) 148t sich die Elongation eines
kugelférmigen Vesikels zu einem Ellipsoiden mit einem Verschiebungsparameter ¢ darstellen.
Dabei ist { die Zunahme des Radius a in Richtung des elektrischen Feldvektors E und ¢ / 2 ist
die dazu korrespondierende Abnahme des Radius a, der senkrecht zum Feldvektor E steht.
Dementsprechend sind c =a + {und b=a - £/ 2 die lange und die kurze Haupt-Halbachse des
Ellipsoids. Fiir ein elektrisches Gleichspannungsfeld E und kleine Vesikeldeformationen € << a
ist die durch den Maxwell-Stress erzeugte Oberflaichenenergiedichte fiir die Verschiebung von

Membranelementen gegeben durch (Winterhalter and Helfrich, 1988):

A (8) = €1a (©) — £0s (0) =—(3/20) ¢, -&, - E*-C, (A.1)

wobei g, = (8,854 1012 ¢? /Jm) die Vakuumpermittivitdt und &, = 80 die Dielektrizititszahl des

Wassers ist.

Die Vesikel-Elongation zum Ellipsoid erhoht die Membranbiegeenergiedichte um (Winterhalter
and Helfrich, 1988):

Agbend (C) = gbend (CJ) - gbend (O) = (12 / 5) ’ kc ’ Cz /214 (AZ)

Geht man iiber die von Winterhalter und Helfrich (1988) aufgestellte Theorie hinaus, und erlaubt

Membrandehnungen und den Ausgleich von thermischen Ondulationen wiahrend der
Vesikeldeformation, ist hierfiir eine Zunahme in der Energiedichte, Ag_(c,8)=A(c(£)-S(0)),

der Membran zu beriicksichtigen:

Ag,.(6.) =Ac(c)+%s@, (A3)

wobei Ac =o({)—o, und AS(C) =S(E)-S, ist.

Die Oberfldche eines elongierten Sphéroiden ist gegeben durch:

arcsin(y/1-p(£)™?) (A.4)

S(@)=2m-¢’+| p()” + ;
p(0)y1-p(&)~

wobei das Achsenverhiltniss p des Sphiroiden durch p =c /b gegeben ist.

Bei kurzen elektrischen Feldpulsen (tg < 10 ps) und einem geringen Ausmaf der Elektroporation
findet man keinen Volumenstrom von intravesikuldrem Medium tiber die porierte Membran nach

aussen. Somit kann das Vesikelvolumen als konstant angesehen werden (AV = 0). Die
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Einschriankung auf die Volumenkonstanz fithrt zu der Beziehung:
V= (4n/3)-a’ =(4n/3)-¢’ /p’. Die Substitution von c=p>>-a in Gl (A.4) ergibt den
relativen Fldchenzuwachs der Membran, um ein Vesikel unter der Bedingung der

Volumenkonstanz zu elongieren:

AS p° p”3-arcsin(«/1—p"2) (A.S5)

/2 + -1
S, 2 2.{1-p~

Den Vesikeldeformations-Parameter  bestimmt man durch die Minimierung der totalen
Energiedichte-Anderung Ag(():

AZ(C) = Agpg (C) + Ay () + A(S(Q)-S(0)) /S, (A.6)

Fiir die meisten Fille von praktischem Interesse 146t sich die Zunahme der lateralen Spannung
Ac(C) mittels der Gl. (1.16) im Text und GI. (A.5) bestimmen. Der zum Minimum von Ag(()

korrespondierende Gleichgewichtswert Cy kann numerisch, z.B. mit Mathematica 4, oder
anderen geeigneten Programmen, bestimmt werden. Wenn Ac(f) durch die

Néherungsgleichung (1.19) gegeben ist, kann die Berechnung von , analytisch iiber das Setzen
von d(Ag(£))/dC =0 erfolgen. Die Differentiation der Gln. (A.1), (A.2) und (A.3) liefert:

d(Aggge(€))/dL=—(3/20)-¢, -&,, -E (A.7)
d(Age (0))/dE =(24/5)-x-L/a (A.8)

P D SRR PP (9) (A.9)
d(Ag,(©))/dC =0, L+K/(L~co)+l} (d( S )/ dC)

Unter ausschliesslicher Beriicksichtigung der ersten Potenz von (/a® im Ausdruck
(d(AS)/dE)/S, , gelangt man zu folgender Naherung:

8-m-k,-(A+o,)+ky-T-A 3 &
8-m-k, o ,+k,-T-A  4a’

d(Ag.(C))/dC=o,- (A.10)

Die Substitution der Gleichungen (A.7), (A.8) und (A.9) in Gl. (A.6) ergibt, zusammen mit der
Losung von d(Ag(8))/df =0, den Gleichgewichtswert fiir die Membranverschiebung:

Lo ™ g8y B -2 (A.11)

1.k15.0 .a2-8-n-K-(K+GO)+kB-T-K

8-m-x-0,+ky-T-K

Hier ist anzumerken, dass Gl. (A.11) fiir 69 = 0, verschwindende spontane Membrankriimmung
und Membranleitfahigkeit, mit der Gl. (21) aus der Publikation von (Winterhalter and Helfrich,

1988) iibereinstimmt.
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Die Umstellung von p=c/b=(a+{)/(a—_C/2) und eine Reihenentwicklung bis zum (p - 1)* -

Term ergibt
p-1
L=a- ~(2/3)-a-(p-1). (A.12)
p/2+1

Die Substitution von Gl. (A.12) in GI. (A.11) ergibt nach Umstellung die GI. (1.21) im Text.

Charakteristische Zeit der Vesikeldeformation
Im Rahmen eines Stokes-Formalismus fiir die verallgemeinerte Kraft F=6n-n-a-v, 148t sich

die charakteristische Zeit der Vesikeldeformation abschdtzen. Hierbei ist 1 die Viskositét des
Mediums n = 8910%kgm's' (Wasser) und v=d¢/dt die Geschwindigkeit der

Membranverschiebung. Die geringe, unter der Vesikel-Elongation auftretende Verschiebung der
Membran, kann durch die Verschiebung des Mittelpunkts einer Sphéare mit dem Radius a unter

dem Einfluss der sich dndernden, verallgemeinerten Kraft F modelliert werden:

F(C) =-S5, -d(Ag(C))/dC (A.13)
Sofern F({) bis auf Null absinkt, wihrend £ seinen Gleichgewichtswert C,erreicht, ist eine

Néherung fiir die charakteristische Zeit T der Vesikel-Elongation durch das Stokesche Gesetz in

der integralen Form gegeben:

e
t=6m-n-a- [[FQ]dS (A.14)
0

wobei die obere Integrationsgrenze C_ =C(, (1-e™") der Bruchteil 1/e der vollstindigen

Gleichgewichtsverschiebung C; ist (e ~ 2,72).

Mit den Gleichungen (A.6) - (A.10) ergibt die Integration der GI. (A.14) die GI. (1.23) im Text.

7.2 Bestimmung des Brechungsindex von Lipidvesikelmembranen

Um die aus der Lichtstreuung an Vesikelsuspensionen mittels des Fortran-Programms von
(Farafonov et al., 1996) erhaltenen Deformationen p = ¢ /b zu berechnen, ist die Kenntnis der
Brechungsindizes der Lipidmembran nay und des internen und externen (wissrige
[NaClJip=out = 0,2 mM) Vesikelmediums npeq fiir die Messwellenldinge A =365nm die

Voraussetzung. Hier wird

Nmed = 1,3467 (A =365 nm, T =293 K (20 °C)) verwendet.
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Der Brechungsindex wird aus der Wellenldngenabhangigkeit fiir destilliertes Wasser bei T = 293
K (20 °C) (Landolt und Bornstein, Hellwege, 1999) mittels einer Cauchy Anpassung erhalten, da
sich die Literaturwerte auf die Na-D-Linie A = 589 nm beziehen. Hier wird nayo = 1,481
(A =365 nm, T =293 K (20 °C)) fiir den Brechungsindex der Lipidmembran verwendet.

Da die Tabellenwerke der Brechungsindizes von Lipidmembranen lediglich Daten fiir die Na-D-
Linie enthalten, werden zundchst Brechungsindexinkremente fiir Avanti 20-Suspensionen
unterschiedlicher Lipidmassenanteile nach der Methode von (Chong and Colbow, 1976) mit
einem Abbe-Refraktometer ermittelt. Durch lineare Extrapolation der erhaltenen Messwerte auf
100% Lipid-Massenanteil nayz = 1,466 (A = 589 nm, T = 293 K (20 °C)) und anschliessende
Cauchy Anpassung, erhédlt man schliesslich einen Brechungsindex fiir die Avanti 20-

Lipidmembran.

Der Wert nayo = 1,481 (L =365 nm, T = 293 K (20 °C)) ist in guter Ubereinstimmung mit dem
von filir Asolectin gefundenen Wert von nay0 = 1,46 (A = 546 nm, T = 293 K (20 °C)) (Seufert,
1970). Asolectin ist, wie Avanti 20, ebenfalls ein Lipidextrakt aus Sojabohnen. Wabel (1998)
gibt fiir Sojadl einen Wert von nayo = 1,47 (A = 589 nm) an.

Der fiir Vesikel aus Lecithin (Chong and Colbow, 1976) und fiir planare Lipidmembranen von
(Cherry and Chapman, 1969) ermittelte Wert ist npc = 1,486 (1,507) (A =589 (366) nm,
T =293 K (20 °C)) bzw. npc = 1,486 (. = 632 nm, T =293 K (20 °C)).

Aus nayz0 und npeq berechnet sich dann der relative Brechungsindex m zu:

m = Nav20 / Nmed = 1,481 /1,347 = 1,0995

7.3 Berechnung der Vesikeldeformation p aus den Turbiditatsdaten

Die Ermittlung des Achsenverhéltnisses p aus den Turbidititsdaten beruht auf der Berechnung
des Lichtstreuungsquerschnitts Cs., bzw. des effektiven Faktors Qsca /m’ (s. GL (A.15)) der
Partikel mittels eines Fortran-Programms.

Die Autoren haben allgemein das Problem der Lichtstreuung von ummantelten Partikeln geldst
und sind in der Lage, auch die Lichtstreuung inhomogener, nicht-sphérischer Partikel mit Hilfe
von Variablentrennung in einem spheroidalen Koordinatensystem zu berechnen (Farafonov et
al., 1996).

Quoa= (A.15)
m-a

Dabei ist die totale Energie des in alle Richtungen streuenden Partikels durch die Integration von
I(6, @)/, iiber eine Kugeloberfliche gegeben [Kerker, 1996]:
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n2n
C,, = Ii [ [ 16,0)-*sin 6dode.

000

(A.16)

Die Richtung der gestreuten Lichtwelle ist definiert iiber die Polarkoordinaten (r, 6 und o).

Mit Hilfe des Programms werden fiir unterschiedliche Brechungsindizes der Membran, nayzo,
und des AuBenmediums, ngu-in = konst.,, die Lichtstreuungsquerschnitte C! und C*t in
Abhingigkeit vom Achsenverhdltnis p errechnet und damit anschliessend die Zeitabhiangigkeit
der (theoretischen) Turbiditdtsmoden AT /Ty und ATcy/Toy bestimmt:

AT _ cl-c* (A.17)
TO CO

AT, :c”+2-ci_1 (A.18)
T, 3C,

Das von Griese (2001) speziell angepasste Programm von Farafonov et al. (1996) beriicksichtigt
die elektroporative Deformation der Vesikel und den Eintritt von Wasser in die Membran durch
die Iteration iiber das Achsenverhiltnis p = ¢/ b (prolater Rotationsellipsoid) und den relativen

Brechungsindex m.

7.4 Physikalische Eigenschaften der Vesikelsuspensionen

Die zur Messung eingesetzte Lipidtotalkonzentration betrdgt, falls nicht anders angegeben,
[LipJiot = 1,0 mM der Lipide Avanti 20. Dies entspricht einer Vesikelanzahldichte von ~ 10" —
10" L™ fiir Vesikelradien im Bereich von a /nm = 25 — 200. Unter diesen Bedingungen betréigt
der mittlere Abstand zwischen den Oberfldchen einzelner Vesikel in allen Féllen mehr als
hy~ 0,5 um, d.h. mehr als das Doppelte des Vesikeldurchmessers. Damit liegen die
Bedingungen einer verdiinnten Suspension vor. Es existieren ohne elektrisches Feld praktisch
keine Vesikel-Vesikel-Kontakte.

7.4.1 Minimale Anndherungszeit fiir den Vesikel-Vesikel-Kontakt im Feld

Die minimale, charakteristische Anndherungszeit, t.pp, zweier feldinduzierter Dipole, die zur
hydrodynamischen Vesikel-Vesikel-Wechselwirkung fiihrt, liegt fiir elektrische Feldstirken
E=8MVm' in der GroBenordnung von Tu,~600 ps (Foster and Sowers, 1995). Bei
elektrischen Feldpulsen mit einer Dauer von tg = 10 ps und Feldstérken von 2 <E/MV m™ < 8
sind Vesikel-Vesikel-Kontakte auch wéhrend des Feldpulses zu vernachlédssigen. Kontrollen der
optischen Dichte von Vesikelsuspension vor und direkt nach einem Feldpuls mit einer Dauer von
tge = 10 us (VETi00; [Liplr = 1,0 mM; [NaCl] = 0,2 mM) und der maximal applizierten
Feldstirke von E = 8 MV m™ zeigen keine Unterschiede in den OD-Spektren. Daher kénnen
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feldinduzierte, nach der Feldeinwirkung weiterhin bestehende Vesikelaggregation und/oder
-fusionen unter den gegebenen Bedingungen ausgeschlossen werden (Daten nicht dargestellt).
Bis zu fiinf repetitive Feldpulse (mit Pulspausen von t = 30 sec) auf dieselbe Vesikelsuspension

zeigen keine Verdanderung der gemessenen Relaxationen.

7.4.2 Einfluss der Lipidkonzentration auf die elektro-(optischen) Signale

Um die Moglichkeit der Bildung von Vesikelaggregaten ausschlieBen zu konnen, die nicht
langlebig sondern nur in der Einfeldphase stabil sind, wurden verschieden konzentrierte

Lipidvesikelsuspensionen licht- und elektro-optisch untersucht.

OD365nm AT-/TO
0,40 7 T T T T T T T T T T
0,12 r 1
0,30 T e T
0,08 r 1
0,20 A
0.10 0,04 r 1
0,00 LN B B B B B B B B B B B B B B B B B S 0,00 . : . : . : . : . :
0 0,5 1 1,5 2 0 04 08 12 16 2
A) [AV20],, /MM ) [Av20],, /mM

Abb. 32: (A) Die optische Dichte, ODjgs,m, unmarkierter, unilamellarer Vesikel (SUV) des Lipids
Avanti 20 bei der MeBBwellenldnge A = 365 nm, als Funktion der Lipidtotalkonzentration [Av20]r.
(B) Die Endwerte der Einfeld-Relaxation der Minus-Mode der Turbiditéit, AT /T, bei tg = 9,86 pus
als Funktion der Lipidtotalkonzentration [Av20]r. Es wurde ein Feldpuls der Feldstarke
E =5 MV m" mit einer Dauer von t; = 10 us appliziert.
Vesikelradius: a = 38 nm, Vesikeldichte pygr = 7,4 10417, [Av20]r = 1,0 mM, [NaCl] = 0,2 mM,
T =293 K (20°C), pH =6,5.

Die Abb. 32A zeigt, dass die ODsgsnm linear abhiingig von [AV20]r ist, womit Vesikel-Vesikel-
Kontakte ohne Feldeinwirkung (E = 0) auszuschliessen sind. In Abb. 32B sind die Endwerte der
Einfeld-Relaxation der Minus-Mode der Turbiditat, AT /T, gezeigt. Da AT /Ty im Rahmen der
Messgenauigkeit unabhidngig von [Av20]r zu sein scheint, ist somit eine feldinduzierte,

transiente Vesikelaggregation zu vernachldssigen.
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7.5 Bestimmung des Absorptionsanteils, Ap

Der Absorptionsanteil der Sonden, Aj(D), an der Gesamt-OD, OD,(V,D), wird durch
Differenzbildung der optischen Dichte der unmarkierten, OD;(V), und der markierten

Vesikelsuspensionen bei den jeweiligen MeBwellenldngen A /nm = 365, 436, 545 bestimmt.
Allgemein gilt bei Additivitit: Ap = OD(V, D) - OD(V). In Abb. 33 wird am Beispiel der OD

einer B-DPH pPC-markierten und unmarkierten Vesikelsuspension die Differenzbildung gezeigt.

Abb. 33

OD 0,80
| A =365 nm
\\\ A OD365(V,D
040-
. \ Aszes(D)
7] o ~ OD365(V)
0,00 - T T T T T [T T T T[T TT7T]
250 300 350 400 450 500
A /nm

Optische Dichte von wissrigen Suspensionen unmarkierter, unilamellarer Vesikel (LUV) des

Lipids Avanti 20, (- - - ), und der gleichen, aber farbstoffmarkierten Suspension (

), als

Funktion der Wellenlinge A /nm. Die Absorption von B-DPH pPC, Ajzgsum(D), bei der

MeBwellenldnge A = 365 nm ergibt sich aus der Differenz der OD3¢s5nm(V, D) der markierten und

der ODs65,m(V) der unmarkierten Vesikelsuspension. Vesikelradius: a = 38 nm, Vesikeldichte
pver = 7,4 10" L, [Av20],; = 1,0 mM, [NaCl] = 0,2 mM, T = 293 K (20°C), pH = 6,5.

Farbstoff: [B-DPHp PC]=5,0 uM; OD3650m(V) = 0,197; OD3gsum(V, D) = 0,441;

Asgsam(D) = 0,244; &365,m(B-DPHp PC) = 48860 L mol™ cm™.
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7.6 Strukturelle und optische Parameter der Membranfarbstoffe

[Av20]iot = 1,0 mM; [NaCl] = 0,2 mM
Nr. |IUPAC-Name: Kiirzel: €. (Av20)/ M, Struktur:
L mol” cm™
1. |2-(3-(diphenylhexatrienyl-)- B-DPHpPC |4.,4-10" 782,01 SIS
@—(CH —CH) @CH C2H14 G- OCH
propanoyl)-1-hexadecanoyl-sn- (A =365 nm) 8 b Cryo-F-oomortion,
. O
glycero-3-phosphocholin OD = 360 nm
2. | 6-hexadecanoyl-2-(((2-(tri- PATMAN |1,15-10* 517,24 0
methylammonium)ethyl)methyl)- (L =365 nm) o c —(CH,), ,CH,
amino)naphthalinchlorid ODpex= 353 nm (CHg) 3Nc HyGH N
cH,
3. (3R,3'R)-B,B-carotin-3,3'-diol Zeaxanthin | 3,1- 10* 568,88
A =436 nm
OD o= 462 nm
4. | 1,1'-dihexadecyl-3,3,3",3'- DilCi¢(3) |1,2:10° 877,77 HyC  CH, H,G_ CH
tetramethylindocarbocyanin- (=545 nm) @[\)g, cH= o
N+

perchlorat

ODjax= 550 nm
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Nr. |IUPAC-Name: Kiirzel: €. (Av20)/ M, Struktur:
L mol” cm’
5. 1-(4-trimethylammoniumphenyl)-6- | TMA-DPH |4,3-10* 461,62 Q(GH ok, i : ’G(CHs)s
phenyl-1,3,5-hexatrien p-toluolsulfo- (L =365 nm)
nat OD,.x= 354 nm
08 @—GHS
6. 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatrien DPH 4,0-10* 232,32
(h = 365 nm)

OD,.x= 356 nm

Ot
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7.7 Einbauorte und physikalisch-chemische Eigenschaften der Lipidsonden

DilC16(3) PATMAN DPH TMA-DPH Zeaxanthin B-DPH-pPC
Parameter
Photostabilitat " stabil stabil sehr labil labil labil sehr labil
Bindungsart Grenzflache Grenzflache hydrophober Grenzflache | Beide Membran- Grenzflache
(Befestigung) Membran/Lésung | Membran/Lésung |  KW-Bereich | Membran/L6sung | grenzflachen, Membran/Lésung
(transmembran)
Lokalisierungm der | Lipidkopfgruppen | Lipidglycerol- hydrophober Lipidglycerol- hydrophober hydrophober
chromophoren Gruppe | (aufgelagert) geriist KW-Bereich geriist, KW-Bereich KW-Bereich
hydrophober
KW-Bereich
Chromophor- senkrecht parallel parallel / parallel parallel parallel
Orientierung 31 senkrecht
Sondentyp lipid-artig detergenz-artig lipophil detergenz-artig dipolares sonden-
Amphiphil markiertes Lipid
Ladungszahl +1 +1 0 + 1 0 zwitterionisch
¢t fuM 20 (1 : 50) 10 (1 : 100) 5 (1 : 200) n.b. 10 (1 : 100) 10 (1 : 100)

[1]:  Intensive Bestrahlung fiir t = 5 min beim Absorptionsmaximum des membrangebundenen Farbstoffs ([Sonde], < 10 uM).

Lichtquelle: 150 W Xenon-Lampe

[2]:  Aus Fluoreszenzmessungen.

[3]:  Gemittelte Orientierung der Hauptachse des optischen Ubergangsmoments relativ zur Membranflichennormalen.

[4]: Bezogen auf [Av20],, = 1,0 mM.; molares Verhéltnis: Sonde : Lipid=1 :n
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7.7.1 Einbauorte der Farbstoffe in Lipidmembranen

. Wassrige Phase Glycerolbereich

Lipidkopfgruppen Kohlenwasserstoffreste

Abb. 34 Schema fiir die Bindungsorte der Farbstoffe in einer Lipidmembran. (A) B-DPH pPC, (B) DPH, (C)
TMA-DPH, (D) PATMAN, (E) Zeaxanthin, (F) DilCy4(3).

Die in Abb. 34 gezeigten, bevorzugten Ausrichtungen des optischen Ubergangsmoments der
Sonden in Bezug zur Membranflichennormalen basieren auf Vorzeichen und Amplitudenwerten
der Minusmoden der Absorption (AA/Ay). Die fiir die Sonden gewéhlten Bindungsorte beruhen
zum Teil auf eigenen Messdaten der statischen Fluoreszenz (TMA-DPH, PATMAN, DilC4(3))
der Farbstoffe in unterschiedlichen protischen und aprotischen Losungsmitteln mit
Dielektrizitdtskonstanten im Bereich von € = 2 — 80 (Daten nicht gezeigt). Die Fluoreszenzdaten
im Rahmen einer Lippert-Auswertung (Lakowicz, 1983) im Vergleich zu den fiir
Lipidmembranen bekannten optischen Daten liefern Awussagen {ber die direkte
Sondenumgebung. Die Dielektrizitidtskonstanten sowie der Brechungsindex im isotropen
Loésungmittel und in der Membran erlauben die Bestimmung des Sondenbindungsortes in einer

Lipidmembran.

7.7.2 Molekillangen der Membransonden

Die Ermittlung der Molekiillingen erfolgte mit den folgenden Programmen von ACD Labs:

e ACD/3D
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e ACD/ChemSketch 3.5
Wenn moglich wurden die Strukturen mit den oben genannten Programmen vor der Ermittlung
der Lingen optimiert. Gemessen wird jeweils an den Wasserstoffatomen der terminalen
Geriistatome (C, N) in Richtung der Molekiilhauptachse an einer gestreckten Struktur (maximale

Lange).

Da die Optimierung nicht die Losungsmittelumgebung der Sonden in der Lipidmembran
berticksichtigt, kann sich die hier zugrunde gelegte, gestreckte Struktur von der tatséchlichen
Konformation in der Membran erheblich unterscheiden. Da aber zumindest im hydrophoben
Bereich der Membran fiir alle Sonden gleiche Bedingungen vorliegen, ist auch ein Vergleich der

gestreckten Form sinnvoll.

Tab. 2: Durch Optimierung mit ACD/3D ermittelte Molekiillingen der Membransonden

Membransonde L(H | H)
(Kurzel) /nm
DPH 1,6
TMA-DPH 1,8
DilC14(3) 2,4
B-DPH pPC 2,9
PATMAN 3,0
Zeaxanthin 3,3

7.7.3 Ubersicht und Einzelcharakterisierung der Farbstoffe

Aufgrund struktureller Aspekte bietet sich wiederum eine Einteilung der Farbstoffe in drei
Gruppen an:

(a) Zeaxanthin, DilC,(3).

(b) B-DPH pPC

(c) TMA-DPH, DPH, PATMAN

AuBer dem Carbocyaninfarbstoff, DilC;s(3), der nach dem Membraneinbau an der
Membran/Wasser-Grenzfliche mit seiner chromophoren Gruppe im Mittel orthogonal zur
Membrannormalen steht, orientieren sich alle anderen Farbstoffe praktisch kolinear zur

Membrannormalen und verbergen thren Chromophor innerhalb des hydrophoben Bereichs.

Die Gruppe (a) wird allein von B-DPH pPC besetzt. Es weist als einziges Sondenmolekiil eine

sehr hohe Ahnlichkeit zu den Molekiilen der Lipidmembran auf. In der Gruppe (b) finden sich
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stabchenformige Farbstoffe, von denen zwei (DPH, TMA-DPH) auf der Chromophorstruktur des
lipophilen Molekiils Diphenyl -1,3,5- hexatrien (DPH) basieren. Daher stimmen diese Sonden in
vielen physikalischen Eigenschaften, wie z.B. der Lage der Absorptionsmaxima, dem molaren
Absorptionskoeffizienten und der Lage des optischen Ubergangsmoments der Absorption
weitgehend iiberein (Pebay-Peyroula et al., 1994; Engel and Prendergast, 1981; Straume and
Litman, 1987a) (s. Abchnitt 7.6). Der Farbstoff PATMAN, der als chromophore Gruppe ein
aromatisches Ringsystem (Naphtylrest) aufweist, lokalisiert seinen Chromophor als einzige
Sonde dieser Gruppe im Bereich der Kopf- bzw. Glycerolgruppen der Lipidmembran (Lakowicz
et al., 1983).

Die Gruppe (c¢) nimmt eine Sonderstellung ein, da der natiirliche, transmembrane Farbstoff
Zeaxanthin bei kleinen Konzentrationen zum einen als Sonden-Chromophor agiert. Zum anderen
verdndert er bei groeren Konzentrationen [Zeaxanthin]i: > 10 uM (s. Abb. 2A) die optischen
und mechanischen Eigenschaften der Membran und wirkt dann als ,,Doppelcholesterol* und
somit membranversteifend (Gabrielska and Gruszecki, 1996), (Milon et al., 1986; Lazrak et al.,
1987) (s. Abb. 12B). Dieses Ergebnis konnte bestitigt werden. Der Carbocyaninfarbstoft,
DilC,6(3), hingegen orientiert sich im Unterschied zu den anderen Sonden mit der chromophoren
Struktur an der Grenzflache Lipidmembran/Losungsmittel (Axelrod, 1979) im Mittel senkrecht
zur Membrannormalen. Die Bindung an die Membran erfolgt {iber zwei an den Ringsystemen
befestigte C¢-Ketten, die in den hydrophoben Bereich der Kohlenwasserstoftketten der
Lipidmembran eintauchen, sowie iiber die chromophore Gruppe, die durch ihrer positive Ladung
eine attraktive Wechselwirkung mit negativ geladenenen Kopfgruppen von Lipidmolekiilen
eingehen kann (Loew, 1988), (Fluhler et al., 1985), (Loew and Simpson, 1981).

Mit dem kolinear zur Molekiillingsachse orientierten optischen Ubergangsmoment des
Sondenmolekiils werden Rotationsbewegungen der Sonde, relativ zu einer &ulleren
Referenzrichtung, durch Messungen mit linear polarisiertem Licht zugénglich. Je nach Modell
und Auswertungsmethode extrahiert man aus den linear-dichroitischen Absorptionsdnderungen
einer sondenmarkierten Probe entweder Kollektivbewegungen der Sonden bei
Vesikelglobalverformung, oder man  erhdlt Informationen  {iber  intrinsische

Umgebungsinderungen.

Einzelcharakterisierung der Farbstoffe
DPH - 3-DPH pPC, TMA-DPH:

All-trans-1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien (DPH), ein lineares o,w-Diphenyltrien mit Cyp-
Symmetrie, reprisentiert eine der effektivsten Membransonden zur Untersuchung der

dynamischen Vorgéinge in Lipidmembranen (Abb. 34B).
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Lineare Polyene konstituieren sich aus einer Kette von konjugierten C-C-Doppelbindungen, die
ein nicht unterbrochenes, planares m-System bilden. Die durch die Konjugation erreichte
energetische Absenkung der Molekiilorbitale spiegelt sich in den hohen Intensititen und der
Lage des Wellenlingenbereichs der Uberginge wider. DPH besitzt eine stibchenformige Gestalt.
Der aus Anisotropie- und Lichtstreuungsmessungen ermittelte Bereich fiir das hydrodynamische
Molekiilvolumen betrigt Vppy = 0,150 - 0,230 nm’, je nach Wichtung des Beitrags der einzelnen
Rotationsachsen (Uphoff, 1987). Fiir die beobachtete Fluoreszenz ist nur die vollkommen

gestreckte all-trans-Konfiguration des Molekiils verantwortlich (Shinitzky and Barenholz, 1978).

DPH besitzt im angeregten Zustand ein Dipolmoment und eine hohere Polarisierbarkeit als im
Grundzustand. Die in diesem Zustand erhohte dielektrische Reibung zwischen DPH und dem
Losungsmittel verlangsamt die Reorientierung. Neben StoBprozessen ist die Lebenszeit des
angeregten Zustandes im wesentlichen durch reversible cis-trans-Photoisomerisierungen
gegeben, welche in Konkurrenz zur Fluoreszenz treten. Das Ausmal} der Photoisomerisierungen
zeigt eine starke Abhéngigkeit von der Viskositit des Mediums. In einer hochviskosen
Umgebung, in der die Moglichkeit zur cis-trans-Isomerisierung weitgehend unterdriickt wird,

mifBt man eine hohe Fluoreszenzintensitét (Shinitzky and Barenholz, 1978).

Bei kontinuierlicher Anregung mit Licht im Wellenldngenbereich von A = 320 - 370 nm nimmt
die Fluoreszenzemission von DPH mit der Zeit (exponentiell) ab. Nach 15 - 30 s unter Lichtaus-
schluf3 erreicht das System wieder seine urspriingliche Fluoreszenzintensitdt. Begrenzt man den

Bestrahlungszeitraum auf maximal 10 s, wird die reversible Photoisomerisierung unterdriickt.

Der Extinktionskoeffizient von DPH in sauerstofffreier Losung betrigt eppy ~ 80000 L mol! em”
! (n-Hexan, Ama = 350 nm) und zeigt nur eine geringe Temperaturabhingigkeit (Shinitzky and
Barenholz, 1974). Nahezu iiber den gesamten Wellenldngenbereich, in dem DPH absorbiert,
werden intensive n-m -Ubergiinge angeregt. Das Absorptionsspektrum in n-Hexan zeigt drei
Maxima bei A = 335, 350 und 370 nm, die dem Polyensystem zugeordnet werden konnen. Der
Ubergang bei A ~ 350 nm (Amax(DPH)) ist der intensivste. Die breite Absorption bei A ~ 225 nm
stammt von den Phenylsystemen. Die genaue Lage des Maximums in Lipidmembranen hingt
von der Liange der Acylkohlenwasserstoffkette, ihrem Séttigungsgrad, der Temperatur, dem

Sauerstoffgehalt und der Ionenstéirke des Suspensionsmediums ab.

Ein auffilliges Merkmal im Absorptions- und im Fluoreszenzanregungsspektrum von DPH und
anderen linearen Polyenen ist eine solvensabhingige, bathochrome Verschiebung

(Solvatochromie).

B-DPH pPC ist ein mit dem anisotropen Chromphor 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien (DPH)
gekoppeltes Lipid (s. Abb.34A und Abschn. 7.7). Dabei wird der in 2-Stellung des

Glycerolgeriists eines Phosphatidylcholinmolekiils stehende Palmitinsdurerest durch einen
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3-Diphenylhexatrien-propanséurerest ersetzt. In Lipidmembranen besitzt B-DPH pPC eine
charakteristische Absorptionsbandenstruktur bei 290 < A / nm < 420 und einen molaren
Absorptionskoeffizienten von €365 = 45000 L mol™! cm™. Zahlreiche fluoreszenzspektroskopische
Daten zeigen, dal der Chromophor des p-DPHpPC im hydrophoben Bereich der
Kohlenwasserstoffketten einer Monoschicht der Lipidmembran lokalisiert ist, und das optische
Ubergangsmoment iiberwiegend parallel zur Membrannormalen ausgerichtet ist (Parente and
Lentz, 1985), (Muller et al., 1994). Aufgrund seiner groBen strukturellen Ahnlichkeit zu den
natiirlich vorkommenden Lipiden eignet sich [B-DPH pPC hervorragend zur optischen
Untersuchung von Bio- und kiinstlichen Lipidmembranen. Bei molaren Konzentrations-
verhéltnissen Sonde : Lipid von 1 : 400 verdndert der Farbstoff die Membraneigenschaften
praktisch nicht (s. Abschnitt 3.2.2, Abb. 12).

TMA-DPH besteht aus dem ungeladenen Chromophorrest DPH und der in para-Stellung zum
konjugierten System lokalisierten positiv geladenen Trimethylammoniumgruppe. Der geladene
Substituent verankert die Sonde im Lipidkopfgruppenbereich der Membran. Im Gegensatz zu
DPH ist TMA-DPH daher nahe der Membranoberfldche lokalisiert ist (Abb. 34C). TMA-DPH
zeigt die gleichen spektralen Charakteristika, wie der analoge neutrale Farbstoff DPH. Der
intensivste Ubergang des Absorptionsspektrums liegt bei Amax = 355 nm. Das Fluoreszenz-

Emissionsspektrum hat intensivste Maximum bei Apax = 450 nm.

PATMAN:

Der Farbstoff PATMAN hat einen detergenzartigen Aufbau. Der Chromophor ist die
Aminonaphtalengruppe. Die positiv geladene Trimethylammoniumgruppe und der Palmitoylrest
(Ci6H310-) lokalisieren und orientieren den chromophoren Rest in der Néhe der Wasser-
/Membrangrenzfliche. Der Palmitoylrest bindet im hydrophoben Bereich der Membran
(Abb. 34D). Die hohe Losungsmittelsensibilitit von PATMAN beruht auf einer
Ladungstrennung im angeregten Zustand, mit der negativen Ladung an der Carboxy- und der
positiven Ladung an der Aminogruppe. Der Farbstoffes PATMAN hat sein Absorptions-

maximum in Methanol bei Apax = 357 nm und sein Emissionsmaximum bei Ay = 488 nm.

Zeaxanthin:

Zeaxanthin [(3R,3R")-B,B-Carotin-3,3'-diol] ist ein in der Natur vorkommendes Farbpigment
(z.B. im Mais, dem Zeaxanthin seine Gelbfarbung verleiht), das in dieser Arbeit als dichroitische
Sonden benutzt wird. Sie zédhlt strukturell zur Klasse der Carotenoide und spielt eine wichtige
Rolle in lebenden Zellen, u.a. als Photopigment und Elektronenleiter, sowie als mechanischer

Stabilisator von Membranen (wie Cholesterol).
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Zeaxanthin ist wie -Carotin ein lineares, stibchenformiges Cao-Carotenoid, das ein konjugiertes
C-C-Doppelbindungssystem enthélt, das sichtbares Licht im Wellenldngenbereich von
A =400 - 550 nm absorbiert. Die durch die Konjugation erreichte energetische Absenkung der
Molekiilorbitale spiegelt sich im hohen molaren Absorptionskoeffizienten (¢ ~ 40000 L mol'cm’

"in Av20-Lipidmembranen) und der Lage des Wellenbereichs der Uberginge wider.

Zeaxanthin  bindet in Av20-Lipidmembranen transmembran mit den terminalen
Hydroxyfunktionen an den transversalen Membran-/Lésungsmittel-Grenzflachen. Es wird in der
Literatur auch als ,,Doppelcholesterol“ bezeichnet, da es bei Konzentrationen
[Zeaxanthin]i = 0.005 mM, wie Cholesterol, die Biegesteifigkeit von DMPC-Lipidmembranen
erhoht und die Permeabilitit fiir Wasser erniedrigt (Milon et al., 1986), (Gabrielska and
Gruszecki, 1996). Fiir Cholesterol findet man fiir Av20-Lipidmembranen allerdings
Sattigungskonzentrationen, die bei [Cholesterol]qit = 0.5 mM liegen, also rund 100mal hoher als
bei Zeaxanthin sind (Brinkmann, 1998)

Um eine gute Inkorporation der Sonde in Lipidmembranen zu erreichen, sollte die Lange des
hydrophoben Sondenteils der Dicke des hydrophoben Bereichs der Lipidmembran (Bilayer) gut
angepasst sein. Der Abstand der beiden H-Atome der Hydroxygruppen von Zeaxanthin betragt
rund d=3,3 nm und ist somit nur wenig kiirzer als die Dicke der hydrophoben
Kohlenwasserstoffschicht von Av20-Lipidmembran (dgw = 4 nm) (s. Abschnitt 7.7.2, Tab 2).

B-Carotin stellt im hydrophoben Membranbereich den gleichen sterischen Anspruch wie
Zeaxanthin, wechselwirkt aber aufgrund der fehlenden hydrophilen Gruppen an den Grenz-
flichen nicht mit polaren Molekiilen. Hierdurch wird die Membranstruktur gestort. Es resultiert
eine Entropieabnahme, die ein B-Carotin-markiertes Vesikel im Vergleich zu einem Zeaxanthin-

markierten Vesikel destabilisiert.

(0SS o LS s
G=tt=r: Zg/g/ :
B-Carotin E Lipid

Dipolares
Carotenoid // / // wilrige Phase
(Zeaxanthin)
@)
/ O %E\/ %
// vl / /

HI SIS
JSTITS ST ///

Abb. 35  Schematische Darstellung einer Lipidmembran im fliissigkristallinen Zustand mit den eingebetteten
Sondenmolekiilen Zeaxanthin und B-Carotin. Die bei B-Carotin fehlende "Kopfgruppe" fiihrt zu

vermehrtem Wassereintritt und damit zur Destabilisierung der Av20-Membran.
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DilIC6(3):

Der Indocarbocyanin-Farbstoff DilC;4(3) besteht aus einer positiv geladenen Indocarbo-
cyaningruppe, die zwei Kohlenwasserstoffketten (Cis) an den Iminstickstoffen trdgt. Diese
Farbstoffklasse zeichnet sich besonders durch einen groflen, molaren Extinktionskoeffizienten
aus. (eav20(A = 545 nm) ~ 110000 L mol ¢cm™) in Av20-Lipidmembranen aus. Die chromophore
Gruppe des DilC;4(3) besitzt wegen der positiven Ladung wenig lipophilen Charakter. Trotzdem
bindet der Farbstoff bedingt durch seine beiden langen C,s-Kohlenwasserstoffketten an
Lipidmembranen. Die Indocarbocyaningruppe richtet sich dabei nahezu parallel zur
Membranoberfliche aus. Die beiden Alkylketten ragen im Mittel senkrecht in das hydrophobe
Innere der Membran hinein (Abb. 34D), wobei die KW-Ketten nur eine Lipidmonoschicht
durchdringen. Die Auswertung von Fluoreszenzspektren zeigt, dass die absorbierende Gruppe an
der Grenzfliche Membran-Wasser in hydrophiler Umgebung auf die Lipidkopfgruppen
aufgelagert und nicht membranintegral lokalisiert ist. Die Absorptions- und Emissionsspektren
besitzen je zwei Maxima und iiberlappen sich stark. Das Absorptionsmaximum in Methanol liegt
bei Amax = 550 nm und das Emissionsmaximum bei Amax = 565 nm. Die Indocarbocyanine
gehoren mit zu den ersten potentiometrisch genutzten Fluoreszenzsonden. Der kationische
Farbstoff akkumuliert sich hierbei an einer hyperpolarisierten Membran und wird dabei in die
Membran transloziert. In der Membran é&ndert sich durch Farbstoffaggregation das
Fluoreszenzspektrum und die Absorption. Daher gehort diese Farbstoftklasse zu den
sogenannten "slow response"-Sonden, die die Anderungen von Potentialdifferenzen an
Membranen im Milli- und Sekundenbereich anzeigen. In dieser Arbeit wurde das DilC;4(3) in
einem neuen Kontext als schnelle "fast response"-Sonde in Feldsprungrelaxationsmessungen
eingesetzt. Hierbei steht nicht die langsame Translokation in die Membran, sondern die
feldinduzierte, polarisationsoptisch erfassbare, schnelle Positionsdnderungen (t.: < 20 ns) des

anisotropen Chromophors im Blickpunkt.
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7.7.4 Optische Dichte (OD)-Spektren

Einfluss des Vesikelradius und der Lipidtotalkonzentration

Die Turbiditdt der Vesikelsuspensionen hdngt von der Konzentration und dem Durchmesser der
Partikel ab. Die OD fiir eine gegebene VesikelgroBe ist linear von der Lipidtotalkonzentration
abhingig (s. Abb. 36B). Die OD ist bei gegebener Lipidtotalkonzentration, wie erwartet, nicht-
linear abhéngig vom Vesikeldurchmesser (Daten nicht dargestellt). Gleichzeitig zeigt der lineare
Verlauf von ODj3¢snm mit steigender [Av20]r, dass in Abwesenheit eines externen elektrischen

Feldes (E = 0) keine Vesikel-Vesikel-Kontakte oder Fusionen bei groBeren Partikeldichten

auftreten.
oD 1,00 ODy5 0,40 7
,V'
0,80
0,30 .
0,60
0,20 ,
0,40 o
I,V
0,10
0,20 v
r'l
o
0,00 000 +—+———"—"7T"——F— 7T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

[Av20],, /mM

(B)

Abb. 36: (A) Die optische Dichte, OD, unmarkierter Vesikelsuspensionen von Avanti 20 (Av20) Vesikeln mit
unterschiedlichem aygr Durchmesser als Funktion der Wellenldnge A /nm.
aygr /Mm =25 (— - ),38 (- - - ), 80 (— —), 170 (—).
(B) Die ODj4s,m einer unmarkierten Vesikelsuspension von aygr = 38 nm gemessen bei A /nm = 365
steigt linear mit der Lipidtotalkonzentration [Av20], an.

[Av20],, = 1,0 mM, [NaCl] = 0,2 mM, T = 293 K (20 °C), pH = 6,5.
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Farbstoffmarkierte- und unmarkierte Vesikel

OD 1,00+
0,50
0,00———F———F———7——1— 0,00 ———7F——7T———7——1—
300 400 500 600 300 400 500 600
(A) A /nm (B) A /nm

Abb.: 37 OD-Spektren wissriger Suspensionen unmarkierter, unilamellarer Vesikel (LUV) aus dem Lipid

Av20, (- - - ), und der gleichen, aber farbstoffmarkierten Suspension ( ), als Funktion der

Wellenldnge A /nm. Vesikelradius: a = 38 nm, Vesikeldichte pygr = 7,4 10" L, [Av20]r = 1,0 mM,
[NaCl]=0,2 mM, T =293 K (20°C), pH = 6,5.
Farbstoffe: (A) [DPH] = 3,33 uM; (B) [TMA-DPH]=5,0 uM.

Abhangigkeit von der Farbstoffkonzentration

2,00 |
. 1,00+
1,50
1,00—_ 0,50-
0,50+ i
0,00 T | T | T | T | 1 0,00 T | T | T | T | 1
300 400 500 600 300 400 500 60
A/ nm Al nm
(A) (B)

Abb. 38: OD-Spektren wissriger Suspensionen unmarkierter, unilamellarer Vesikel (LUV) aus dem Lipid

Av20, (- - - ), und der gleichen, aber farbstoffmarkierten Suspension ( ), als Funktion der

Wellenldnge A /nm bei unterschiedlicher membrangebundener Farbstoffkonzentration. Vesikelradius:
a = 38 nm, Vesikeldichte pygr=7,4 10" L, [Av20],,c = 1,0 mM, [NaCl] = 0,2 mM, T = 293 K
(20°C), pH = 6,5. Farbstoffe: (A) [DilC4(3)] = 1,25, 2,5, 5, 10, 20 uM;

(B) [Zeaxanthin] = 1,25, 2,5, 5, 6,66, 10, 20 uM.
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Abb. 39: Die optische Dichte, OD,_,, (gefiillte Symbole) innerhalb der Absorptionsbanden von farbstoff-
markierten Suspensionen unilamellarer Av20-Vesikel als Funktion der Totalkonzentration der
Farbstoffe 3-DPH pPC (A) und PATMAN (B) und die optische Dichte, OD, ., (ungefiillte Symbole)
aufserhalb der Absorptionsbanden der Farbstoffe. Vesikelradius: a = 38 nm. Experimentelle
Bedingungen wie in Abb. 1
(A) B-DPH pPC: ODj_3650m(in, ®); ODj_s36nm(0OUt, 0); €365 = 45580 L mol™ cm’

(B) PATMAN: OD)_365mm(in, ¥); ODj—s36nm(0ut, V); €365 = 11240 L mol™ cm™

Die OD,.in (Abb. 39A) zeigt fiir B-DPH pPC einen linearen Verlauf im gesamten Bereich der
untersuchten  Sondentotalkonzentration  ([Sonde],x = 0-50 uM), so daB
[B-DPH pPCleit > 50 uM (A) sein muB}; den gleichen Zusammenhang findet man auch fiir
PATMAN (B). Innerhalb des untersuchten Bereichs der Sondenkonzentration ist die optische
Dichte der Vesikel, OD;., konstant und damit unabhingig von der Membransonden-

konzentration.
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7.7.5 Bestimmung der Bindungsorte von DilC16(3), PATMAN und
TMA-DPH durch Fluoreszenz

Die Absorptions- und Emissionseigenschaften fluoreszierender Molekiile werden von der Art der
Losungsmittelumgebung, besonders aber von der Polaritit des Losungsmittels beeinflufit. In
erster Ndherung ist die Energiedifferenz (cm™) zwischen dem Grundzustand und dem angeregten
Zustand eines Fluorophors eine Eigenschaft des Brechungsindex (n) und der Dielektrizitétszahl
(¢) des Losungsmittels. Dieser Zusammenhang wird durch die Lippert-Gl. (A.19) (Lakowicz,
1983) beschrieben:

5 2(g—1_n2—1j(u*—u)2

V, =V, =Av=—
AR hel 2e+1 2n*+1 a’

+ const (A 19)

Hierbei ist v, die Wellenzahl pro cm der Absorption, v, die Wellenzahl pro cm der Emission

und Av die Stokes-Verschiebung, h die Plancksche Konstante, ¢ die Lichtgeschwindigkeit, ¢ die
Dielektrizititszahl des Losungsmittels, n der Brechungsindex des Ldosungsmittels, u das
Dipolmoment des Farbstoffes im Grundzustand und u * das Dipolmoment im angeregten Zustand

und a der Radius des Farbstoffmolekiils.

Die aus den Fluoreszenzspektren (nicht gezeigt) ermittelten Wellenldngen und Wellenzahlen der
Absorptions- und Emissionsmaxima finden sich in den nachfolgenden Tabellen aufgelistet. Die
aus diesen Daten fiir die Stokes-Verschiebung AV und den Extinktionskoeffizienten ¢

berechneten Werte werden ebenfalls in diesen Tabellen aufgelistet.

Zur Auswertung werden die Brechungsindices n, die dekadischen Logarithmen der

Dielektrizititszahlen g € und die Solvenspolarisationsparameter AF
(Orientierungspolarisierbarkeit), mit denen die Losungsmittel charakterisiert werden, gegen die
Stokes-Verschiebung der Farbstoffe in diesen Losungsmittelumgebungen aufgetragen. Weiterhin
werden die Wellenzahlen pro cm der Extinktions- und Emissionsmaxima gegen die

Solvenspolarisationsparameter AF aufgetragen (Daten nicht gezeigt). Dabei ist:

J— 2 J—
ap=| £l -l (A.20)
2¢e—-1 2n"+1
Man erhilt als Ergebnis:
Farbstoff Solvenzpolarisations- Dielektrizitatszahl Brechungsindex
parameter & n
AF

DilCi6 0.47 1000 1.20
PATMAN 0.17 8.4 1.56
TMA-DPH 0.03 2.0 1.49
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Vergleich der Spektren

DilC,6(3)

Die Stokes-Verschiebung von AV = 638 cm™ in der Membran liegt sehr hoch. Man errechnet
daraus einen Wert von AF =~ 0,47. Auch fiir den Brechungsindex und die Dielektrizititszahl
wiirde man so extreme Werte erhalten: n» ~ 1,2 und ¢~ 1000. Der Stokes Shift in der Membran
liegt aber nur wenig unter dem fiir Wasser ermittelten Wert von AV = 645 cm™. Dies deutet an,

dass der Bindungsort des Chromophors sich nahe der Wasser/Vesikelmembran-Grenzfliche
befindet.

PATMAN

Aus der fir PATMAN in Vesikelmembranen bestimmten Stokes-Verschiebung von
AV=6100 cm™ errechnet man einen Solvenspolarisationsparameter von AF ~ 0,17, eine
Dielektrizititszahl von ¢ = 8,4 und einen Brechungsindex von n = 1,56. Der absorbierende
Farbstoffrest liegt demnach in dem Teil der Membran, der zwischen den hydrophoben KW-
Ketten und den polaren Kopfgruppen lokalisiert ist. Fiir diesen Bereich weden
Dielektrizititszahlen zwischen 20 - 30 (polare Kopfgruppen) bis zu 2 (hydrophobe

Kohlenwasserstoffe) angegeben.

TMA-DPH

Die fiir die Vesikelmembran bestimmte Stokes-Verschiebung ist AV= 4576 cm™. Fiir die
Membranregion des Diphenylhexatrienrestes wird ein Solvenspolarisationsparameter von
AF = 0,03, eine Dielektrizitdtszahl von £ = 2,0 und ein Brechungsindex von n = 1,49 ermittelt.
Diese Werte werden allgemein fiir die hydrophoben Bereiche der Kohlenwasserstoffreste der

Vesikelmembran angenommen.
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DilCy6(3)
Nr. Aa Ar \~,A {,E AV .
cm™ cm’?! cm’! L/M cm

: 550 | 566 | 18115942 | 17667,845 | 448,098 484167
2| 560 | 581 | 17857143 | 17211704 | 645,439

3 567 17636,684

Y| ss 567 | 18148820 | 17636,684 | 512,136 1048333
S | ss2 | s68 | 18115942 | 17605634 | 510,308 119266,7
© | s47 | 563 | 18281,536 | 17761,989 | 519,546 122666,7
7| s48 | s64 | 18248175 | 17730496 | 517,679 1257500
8 | 550 | se4 | 18181818 | 17730496 | 451322 1304167
® | 548 | 566 17667,845 117366,7
01 550 | 565 | 18115942 | 17699,115 | 416,827 123316,7
] 55 567 | 18148,820 | 17636,684 | 512,136 110366,7
121 555 | 566 | 18018018 | 17667,845 | 350,173 1241833
Bl sso | ses | 18115942 | 17605634 | 510,308 122666,7
] 553 | 569 | 18083,183 | 17574,692 | 508,490 133850,0
] ss4 | 569 | 18050,542 | 17574,692 | 475,849 120233,3
1 550 | 567 | 18115942 | 17636,684 | 479258 168750,0
7] ss4 | 569 | 18050,542 | 17574,692 | 475,849 70883,3
B ] 556 | 569 | 17985612 | 17574692 | 410,919 136050,0
Y] s | 575 | 17793,594 | 17391304 | 402,290 140433,3
201 557 | 570 | 17953321 | 17543.860 | 409462 130366,7
2Ll 559 | 571 | 17889,088 | 17513,135 | 375,953 46366,7
21 s | 573 | 17793,594 | 17452,007 | 341,587 126550,0
2 | 550 | 568 | 18115942 | 17605634 | 510,308 113866,7
21 556 | 569 17574,692 142833 3
271 549 | 564 | 18214936 | 17730496 | 484,440 120933,3
21 540 | 583 | 18214936 | 17152,659 | 1062278 4916,7
2 | 550 | 584 | 18181,818 | 17123288 | 1058531 9666,7
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PATMAN
Nr. Aa Ak {,A \~,E AV .
cm™! cm”’ cm” L/M cm
: 354 478  28248,588|  20920,502|  7328,085 16705,0
2 372 488]  26881,720]  20491,803] 6389917 32117
3 367 490| 27247956 20408,163]  6839,793 138883
4 358 488]  27932,961| 20491,803]  7441,158 147467
: 349 443| 28653295 22573363] 6079932 16121,7
6 343 440|  29154,519]  22727273| 6427246 16490,0
/ 347 475|  28818.444| 21052,632] 7765812 14943 3
347 467| 28818444 21413276]  7405,168
370 430  27027,027]  23255814] 3771213
10 348 460|  28735,632|  21739,130]  6996,502 152450
1 350 452| 28571429 22123.894|  6447,535 14573 3
12 356 457|  28089,888| 21881,838]  6208,050 156083
13 349 458 28653295 21834,061] 6819234 14160,0
14 347 455|  28818.444| 21978022 6840422 15065,0
15 349 456| 28653295 21929825 6723471 157967
16 332 424  30120482]  23584,906] 6535576 13125.,0
17 348 456|  28735,632|  21929.825|  6805,808 94983
18 342 47| 29239766] 23419204]  5820,562 10785,0
19 456 21929,825
20 338 414|  29585,799| 24154589 5431209 5206,7
21 448 22321,429
24 361 444|  27700831] 22522523  5178,309 3420,0
25 356 432|  28089.888| 23148,148] 4941739 5515,0
26 347 438] 28818444 22831050  5987,394 25283
27 354 484  28248,588|  20661,157] 7587431 13345,0
28 354 490|  28248,588|  20408,163|  7840,424 8025,0
29 343 479]  29154,519]  20876,827]  8277,692 4621,7
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TMA-DPH
Nr. A Ax v, Vi AV €
em™ it cm”! L/M cm
L e | 27777778 | 22675737 5102,041 61800,00
2| 340 433 23094,688 18573,33
3 [ 36l 248 22321429 49200,00
o G 435 | 27855,153 | 22988.506 4866,647 56926,67
S| | 404 | 27777778 | 24752475 3025,303 50473,33
6 | 3 438 | 28248,588 | 22831,050 5417,537 52426,67
7| 3% 435 | 28409,091 | 22988.506 5420,585 44566,67
353 436 | 28169014 | 22935.780 5233,234 38780,00
353 433 23094,688
10 357 433 | 28011204 | 23094.688 4916,516 48126,67
o 357 433 | 28011,204 | 23094,688 4916,516 43706,67
121 36l 436 | 27700831 | 22935.780 4765,051 54926,67
Bl PP ] 434 | 27932961 | 23041475 4891,486 4213333
14} 338 434 | 27932961 | 23041475 4891,486 4193333
Pl ] 43 | 27855153 | 23148148 4707,005 37013,33
161 363 436 | 27548209 | 22935.780 4612,430 22786,67
171 338 432 | 27932,961 23148,148 4784,813 35800,00
18 | 361 435 | 27700,831 | 22988.506 4712,325 25160,00
191 360 463 | 27777778 21598,272 6179,506
200359 432 | 27855,153 | 23148.148 4707,005 42800,00
U0 a6 | 27777778 | 23474178 4303,599
24 360 437 27777,778 22883,295 4894,483
25| 35 426 | 28328,612 | 23474,178 4854,433 64366,67
26| 360 428 23364,486
27 33 431 28328,612 23201,856 5126,756 50333,33
28 34 439 | 28248588 | 22779,043 5469,544 35786,67
P % | 433 | 29154519 | 23094,688 6059,831 20480,00
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Charakteristika der verwendeten Losungsmittel

Nr. | Lésungsmittel g Ig e n n AF Cutoff
(DK) /cP /mm
1. |Formamid 109 2,037(3343 | 1.44 028457 |*%0
2. |Wasser 78.4 1,894(0-89 [1.333 031989 |2%°
3. |Glycerol 42 1623|934 1.47 026421 |*°
4. |Ethylenglykol 37.7 1576|1679 | 1.43 027507 |*'°
5. |Dimethylformami | 37.0 1.568]0:796 | 1.43 027471 |*%¢
d
6. | Acetonitril 37.4 1,573]0-345 | 1.344 0.30540 225
7. |Methanol 32.7 1,515(0-547 |1.328 030874 |2°
8.  |Ethanol 24.5 1389|1678 |1.36 028920 |*%
9. |Aceton 20.7 1316]0-316 [ 1.359 028420 |%
10. |n-Propanol 20.3 1307|1:947 [1.386 027373 | >°
11. |Isopropanol 18.3 1,262 2.038 |1.377 027311 220
12. | Cyclopentanol 18.0 1,255|9-6 1.452 024700 |*?°
13.  |n-Butanol 17.5 1,243]2:607 | 1.399 026356 |
14. |n-Hexanol 13.3 1124|4592 |1.418 024437 |
15.  |n-Octanol 9.9 0996|7215 |1.429 022292 |*¥
16. |Dichlormethan 8.9 0.949 (0422 | 1.424 021692 |4
17. |n-Dekanol 8.1 0008|118 | 1.437 020519 |24
18. | Chloroform 4.7 0.672|0-542 | 1.446 014524 |0
19. |Toluol 2.4 0.380[039 | 1.497 0,01500 |3
20. |Dioxan 2.2 0,342 | 14415 | 1.422 001960 |23°
21. |n-Hexan 1.9 0279(0-31  |1.375 0,00123 |29
24. |CCl 2.2 0342[097 |1.46 0,00722 |%7°
25. | Tetrahydrofuran 7.5 0,875 0.55 1.407 0,20871 300
26. |Diethylether 4.3 0.633(024 |1.352 016593 |>°
27. |MeOH:H,0=7:3 | - 230
28. |MeOH:H.0=3:7 | - 230
29. |MeOH:H,0=1:9 | - 230
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7.8 Physikalische Parameter der Vesikel

Avanti 20 — VET5o,, VET 00um VET;000m VET 400um
Vesikeldurchmesser Dyes 50+ 15 nm 76 + 20 nm 160 + 45 nm 320 + 94 nm
Membrandicke d 5 nm 5 nm 5 nm 5 nm
Aussenradius a 25-109m 38- 109 m 80 -10° m 170 - 10° m
Vesikeloberfliche!! (duBere 7,84 -10-15 m? 1,82 104 m? 8,04 104 m’ 3,63 103 m?
Schale)
Vesikeloberfliche!!! (innere Schale) | 5,03 - 10-14 m? 1,29 - 10-14 m? 7,07 - 10-14 m? 3,42 -10-13 m?

(2]
OLipidkopfgruppe

0,7 nm?= 7 - 1015 cm?

0,7 nm2= 7 - 1015 cm?

0,7 nm2= 7 - 1015 cm?

0,7 nm?= 7 - 1015 cm?

Anzahl der Lipide pro Vesikel

1,84 - 10* Lipide / Vesikel

4,55 - 10* Lipide / Vesikel

2,16 - 10° Lipide / Vesikel

1,0 - 10° Lipide / Vesikel

[Lipid]

1,0 mM

1,0 mM

1,0 mM

1,0 mM

Anzahl der Lipide pro Liter

6,05 - 10*° Lipide L-!

6,05 - 10*° Lipide L-!

6,05 - 10%° Lipide L-!

6,05 - 10*° Lipide L-!

Anzahl der Vesikel pro Liter

3,3 10" Vesikel L

1,33 10" Vesikel L™

2,8 10" Vesikel L™

6,05 10" Vesikel L™

(Freie Weglinge) der Vesikel 3,86 um 4,14 pm 4,44 um 4,55 um

mittlerer Abstand zwischen den 0,311 um 0,422 pm 0,709 pm 1,18 um

Vesikeln !

Turbiditit Ty (A = 365 nm) 0,1027 0,1968 0,2560 0,3485
Turbiditit Ty (A =436 nm) 0,0519 0,1033 0,1516 0,2178
Turbiditit Ty (A = 545 nm) 0,0214 0,0514 0,0706 0,1098
[1] O,y = 47 a2 [2] A =1/(Teilchendichten - (2-2)%) [3] 1/3/nVes/m®
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7.9 Optische Dichte farbstoffmarkierter Vesikelsuspensionen

Experimentelle Bedingungen:
[Av20]r = 1.0 mM, [NaCl] = 0,2 mM, T =293 K (20 °C), pH = 6,5.

ODg=A+T
oD, 365 (A /nm) 436 545
@ /Sonde | BDPHPPC | DPH | TMA-DPH | PATMAN | Zeaxanthin | DilCy¢(3)
VETs, 0,3307 0,2687 0,3706 0,2519 0,1925 0,3416
VETi00 0,4411 0,3592 0,4366 0,3264 0,2791 0,3600
VET200 0,4815 0,4357 0,4786 0,3522 0,3306 0,3809
VET400 0,5731 0,4357 0,5725 0,4638 0,3645 0,4138
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7.10 Elektro-optische Relaxationssignale flir Avanti 20-Vesikel

7.10.1 Turbiditat

AT/ T,
1,80
0,18
0,16
014 | 1,60
0,12
0,10 1,40
0,08
0,06
0,04 1,20
0,02
0’00||||||||||||||||||| 1.00 [ D D R T R R S |
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
t/us t/us
AS/ S,
AT"/T0 0,0700
0,00 #
0,0600
| 0,0500
-0,02
0,0400
I 0,0300 F
-0,04 0,0200
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0’0100
0 2 4 6 8 10
t/p.S 0,0000 | 1 | 1 | 1 | 1
0 2 4 6 8 10
t/us
(A) (B)

Abb. 40 Die Einfeld-Relaxationen der Minus- und Plusmode der Turbiditit, AT/T, und AT/T,, bei der
Wellenldinge A = 365 nm und das hieraus mittels dem FortanCode COA98 berechnete
Achsenverhiltnis p (B), sowie die mit Gl. (A.5) bestimmte Gesamtoberflichenidnderung AS/S, als
Funktion der Zeit in einem Rechteckfeldpuls im Feldstirkebereich E = (2 (blau) — 8 (dunkelgriin))
MV m™ mit einer Dauer von tg = 10 ps. Vesikelradius: a = 38 nm.; [Av20]r = 1.0 mM, [NaCl] = 0,2
mM, T =293 K (20 °C), pH = 6,5.
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7.10.2 Absorption

ANA, ANA,
0,00
005 |
-0,10
-0,15
-0,20
-0,25
030 Lo
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
t/us t/us
(A) B-DPH pPC (B) DPH
AAJA, AAJA,
0,00 0,00
-0,05 0,05
-0,10 \
0,10 .
-0,15
r 0,15 [
0,20 | r
0,25 S -0,20
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
t/us t/us
(C) TMA-DPH (D) PATMAN
AAJA, AAJA,
0,00 § 0,40
0,05 035
010 ft .
-0,15 25
020 F
025 F
030 F /
035 F 05 |,
0,40 E. v I I I 0,00 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
t/us t/us
(E) Zeaxanthin (F) DilCy6(3)
Abb. 41  Die Einfeld-Relaxationen der Minusmode der Absorption, AA/A, = AA/A,, (fiir AA"/Ay = 0) der

membrangebundenen Farbstoffe p-DPH pPC (A =365nm), DPH (A=365nm), TMA-DPH
(A =365 nm), PATMAN (A =365nm), Zeaxanthin (A =436 nm) und DilC4(3) (A =545nm) in
VET) als Funktion der Zeit fiir die Feldstirken E =2 ((blau) — 8 (dunkelgriin)) MV m™ in einem
Rechteckfeldpuls der Dauer von tg = 10 ps. Exp. Bed. wie in Abb. 7.
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7.10.3 Relaxationen und Endwerte des mittleren Konuswinkels o
oft) a(t)
45,00 51,00
44,00
50,00
43,00
42,00 49,00
41,00
40,00 48,00
39,00
47,00
38,00
37,00 1 46,00
36,00
3500 L 45,00
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
t/us t/us
(A) B-DPH pPC (B) DPH
a(t) a(t)
46,00 48,00
45,00 4700 |
44,00 46,00 fr
43,00 45,00
42,00 44,00
41,00 43,00
40,00 42,00
39,00 41,00
38,00 40,00
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
t/us t/us
(C) TMA-DPH (D) PATMAN
oft) a(t)
43,00 r
42,00 88,00 [
41,00 84.00
40,00
80,00
39,00
76,00
38,00
37,00 72,00
36,00 68,00
35,00 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L L L L
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
t/us t/us
(E) Zeaxanthin (F) DilCy6(3)
Abb. 42  Die mit GI. (1.28) berechnete Einfeldrelaxation des mittleren Sonden-Konuswinkels o der membran-

gebundenen Farbstoffe B-DPH pPC (A), DPH (B), TMA-DPH (C), PATMAN (D), Zeaxanthin (E)
und DilC4(3) (E) in VET g als Funktion der Zeit fiir die Feldstirken E = 2 ((blau) — 8 (dunkelgriin))
MV m™. Exp. Bed. wie in Abb. 41.
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a(E) a(E)
80,0 - 80,0 -
i 1 A A - -A A A
. 4 A -
700 A . 700 .-
AT A
4 _-"— 1
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] [ Sl TP,
50,0 7 Ve-g: }' YooY, 50,0 A 6-- - -0 --06---0--®--9
¥ o TR Y- ¥ --y--¥- V::
1 1 f:. g -2 -2 "§--m--H
400 400 LEEE R S R
300 300 )
0,0 /\( T T T T T T T T 1 0,0 /\( T T T T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
E/MV m" E/MVm
(A) VETs (B) VET o
a(E) a(E)
80,0 - oA, | A a A
A-- A A---A 80,0 s’
700 ]
70,0 7]
60,0 A 1
60,0 ]
50,0 A 1
® ®--® --0---0- o--9 50,0 A
oYy ] e e--®Tl
1 M Voovoov 3 1 * ;.//:::,v— 77”".-.v
] - 1 v o
40,0 1 e lSlIYIIn ® 400 v .. o0 -® :
|- [ ] - - --
_-m ¢ . m-- T
300 n-- R 300 " ’
, 0 7 -
00 /\( T T T T T T T 00 /\( T T T T
0 2 4 6 8 0 2 6 8
E/MVm" E/MV m

(C) VET200 (D) VET400

Abb.43 Die Endwerte der Einfeld-Relaxation des mittleren Sonden-Konuswinkels o der membran-
gebundenen Farbstoffe 3-DPH pPC (@), DPH (@), TMA-DPH (¢), PATMAN (V¥), Zeaxanthin (®)
und DIIC16(3) (A) in VET50 (A), VETI()() (B), VETZ()() (C) und VET4()() (D) fiir die Feldstarken E = (2 —

8) MV m™. Exp. Bed. wie in Abb. 41.
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