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Light scattered at a planar lipid membrane is modulated by an electric a.c. voltage across
the membrane. This effect is studied by a schlieren optic method. It shows a large contribution
from the bilayer/torus border. From the inner part of the membrane no modulation of scattered
light was detectable. Membranes were made from egg lecithin+cholesterol/decane in 0.1 N KCI

aqueous solution.

Streulichtmessungen an Liposomen sind eine
wichtige Methode zum Nachweis von Strukturver-
anderungen an bimolekularen Lipidmembranen. So
gibt z.B. die Temperaturabhingigkeit des Streu-
lichtes Hinweise auf Phasenumwandlungen [1, 2].
Elektrische Felder konnen sowohl die Struktur als
auch die geometrische Gestalt von Lipidmembranen
beeinflussen, so dall die Streulichtintensitat durch
eine elektrische Spannung an der Membran modu-
liert werden kann. Solch ein Effekt konnte am Rie-
senaxon des Tintenfisches nachgewiesen werden [3].
Wegen der Komplexitdt der biologischen Membran
war es jedoch nicht moglich, die zugrunde liegende
physikalische Ursache zu kldren. Da der spannungs-
abhéngige Streulichteffekt nicht von den Ionenkana-
len (zu geringer Fldchenanteil), sondern nur von
der Membranmatrix ausgehen kann, liegt es nahe,
solche Effekte an kiinstlichen ebenen Lipidmembra-
nen zu untersuchen. Die Brauchbarkeit dieses Mo-
dellsystems fiir optische Untersuchungen kann je-
doch durch Losungsmittelartefakte (z.B. Linsen in
der Membran) stark eingeschrankt sein [4].

In dieser Arbeit wird eine schlierenoptische Mef3-
methode beschrieben und Ergebnisse zur Span-
nungs- und Frequenzabhingigkeit des modulierten
Streulichts am Membransystem Eilecithin 4 Chole-
sterin/n-Decan mitgeteilt.

Optischer Aufbau

Der optische Aufbau ist in Abb. 1 skizziert. Er
entspricht einem abbildenden Schlierenverfahren
[5], wobei sich das Schlierenobjekt im parallelen
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Strahlengang befindet. Als Lichtquelle dienten bei
den hier beschriebenen Versuchen eine 30 W-Pro-
jektionsglithlampe oder eine 100 W-Halogengliih-
lampe, die mit geregelter Gleichspannung betrieben
wurden. Die Glihwendel wird iiber die aspharische
Kondensorlinse L; und die plankonvexe Linse L, in
der Ebene der Lochblende B; abgebildet. Dazwi-
schen befindet sich im parallelen Strahlengang ein
Warmeabsorptionsfilter F; und ein Farbglasfilter
Fs, z.B. Schott RG 630 (dunkelrot). Die Loch-
blende B; (1 mm Durchmesser) und der Achromat
L; (Brennweite f =300 mm) bilden einen Kollima-
tor. Mit der Irisblende B, wird der Durchmesser
des parallelen Lichtstrahls in der Kiivette auf etwa
3,5 mm begrenzt. Das Loch von 2,2 mm Durchmes-
ser im Septum der Kiivette wirkt als Objektfeld-
blende B;. Die Brennebene des Achromats L, ist
die Richtungsauswahlebene (Fourier-Ebene). In
ihr wird mit einer Scheibenblende B, das Bild der
Lochblende B; abgedeckt. Maglichst nahe dieser
Ebene ist eine Irisblende Bj, die als Aperturblende
des Abbildungsstrahlenganges dient. Die Achromate
Ly und L; bilden die Ebene von B (Schlieren-
objekt) in die Ebene der Irisblende By (Bildfeld-
blende) ab. Durch Einfiigen des Strahlenteilerspie-
gels S, ist die visuelle Beobachtung des Bildes durch

ein Okular moglich (Gesamtvergroflerung x 62).
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Abb. 1. Schlierenoptischer Aufbau. Erlduterungen siehe im
Text.
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Zum Messen des Streulichtflusses wird die Offnung
von L; mittels Kondensor Lg auf die lichtempfind-
liche Detektorflache abgebildet. Als Detektor diente
eine Si-Photodiode mit 5 mm? Flache und integrier-
tem Verstirker, Typ OSI5K von Centronic (Ver-
trieb in BRD: Laser-Optronic). Die geregelte Span-
nungsversorgung fiir den Detektor wurde mit Bat-
terien betrieben. Zum Aufbau wurden Bauteile des
optischen Banksystems von Spindler & Hoyer (Got-
tingen) verwendet.

Elektrischer MeBaufbau

Der Aufbau fiir elektrische Messungen an der
Lipidmembran ist eine Weiterentwicklung des
frither beschriebenen Aufbaus zur Messung der
Spannungsabhéngigkeit der Membrankapazitat [6].
Man kann damit an die Membran eine Spannung

u(t) =Uy+Uysinwt (1)
anlegen. Aullerdem werden die Spannungen

uy (t) = U2 coswt

us(t) =Z,Us*>cos2 ot

us(t) :Z3 U23 sin3 wt
als Referenzsignale fiir den Synchrondetektor

(Ithaco Dynatrac 391 A) erzeugt. Die mit der An-
regungsspannung u(¢) (Frequenz »=w/27) kor-
relierten Anteile des Detektorsignals @ mit den
Frequenzen », 2% und 3» lassen sich auf diese
Weise messen. Sie werden je nach Ordnung der
Harmonischen und Phasenlage in bezug auf das
Referenzsignal mit @ (»|90°), @ (»|180°),
®(27]90°) usw. bezeichnet.

Wenn der modulierte Anteil des Streulichtsignals
der Anregungsspannung u(t) momentan folgen
konnte, so entsprach eine Abnahme des Streulichtes
mit wachsender Spannung folgender Phasenlage:

Uy ®( »| 90°)<0; P( »|180°) =0
D(2v]180°)=>0; D(2v| 90°)=0.

Material

Die Lipidlosung zur Herstellung der Membranen
enthielt 40 mg Eilecithin + 10 mg Cholesterin in
1 ml Decan. Das Eilecithin wurde in unserem Labor
noch Standardmethoden aus Hiihnerei préipariert
[7]. Cholesterin p.A. war von Serva. Der Elektrolyt
in der Kivette war 0,1 N KCl mit 4 mM Phosphat-
puffer pH 7.4. Die Messungen wurden bei einer
Temperatur von (201 1)°C aufgefiihrt.
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Ergebnisse

Die Modulation des Streulichtes durch eine Wech-
selspannung u(z) an der Membran wurde im Fre-
quenzbereich von 1,7 Hz bis 2kHz gemessen. Mit
u(t) gemall Gl. (1) enthielt das Streulicht Kompo-
nenten mit den Frequenzen » und 2. Die Span-
nungsabhingigkeit der Streulichtkomponenten @(»)

bzw. @(2») ist in Abb.2 und Abb. 3 dargestellt
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Abb. 2. Streulichtkomponente @ () in Abhingigkeit von
der Gleichspannung U,. + @ (»[90°) O D (»]|180°).
Anregung mit der Wechselspannung U,/}/2=25mV, Fre-
quenz ¥ =340 Hz.
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Abb. 3. Streulichtkomponente @ (2 %) in Abhingigkeit von

der Wechselspannung U;. + @(2»|90°), O P (2»|180°).
Anregung mit der Frequenz » =340 Hz.

0

fiir » =340 Hz. Messungen bei anderen Frequenzen
ergaben qualitativ gleiche Kurven. Den Frequenz-
gang von D (2v) zeigt Abb. 4, mit der Amplitude

| ®(2%)] = [$2(27]90°) + D2(27|180°)]05

und der Phase
d(2v]90°)
@ = —arctan 6727}’18(’)0)4 i
Im Frequenzbereich 1...2kHz wurden die MeB-
ergebnisse um Phasendrehung und Amplitudenfeh-
ler des Lock-in-Verstiarkers korrigiert. Die maxi-
male Korrektur war +20° bzw. +15% bei 2 kHaz.
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Abb. 4. Frequenzgang der Streulichtkomponente @ (2 %)
bei Anregung mit der Wechselspannung U,/}/2=35mV.

Die in Abbn. 2 bis 4 dargestellten Ergebnisse stam-
men von einer Membran und sind typisch fiir das
untersuchte Membransystem. Die spezifische Kapa-
zitait C, betrug bei dieser Membran (0,521 0,04)
#F/cm? und ihr Spannungskoeffizient §=0,09 V2
bei 340 Hz.

Abb. 5 zeigt Lichtmessungen in Abhiéngigkeit
von der Offnung der Bildfeldblende (Bg in Abb.1).
Zur Uberpriifung der gleichmiBigen Ausleuchtung
des Objektfeldes wurde auch der direkte Lichtflufl

@, gemessen. Hierzu war

in Abb. 1) entfernt worden.

Bei obigen Messungen
stets voll geoffnet (30 mm
sprach einer numerischen

die Scheibenblende (B,

war die Aperturblende
Durchmesser). Dies ent-
Apertur von 0,18. Bei

visueller Beobachtung der Membran im Streulicht
erschien der Torus (Lipidlésung am Rande der
Membran) als heller Ring, gemustert mit schwa-
chen Interferenzstreifen. Bei Verkleinerung der
Aperturblende unter ca. 18 mm Durchmesser wurde
das Bild des Torus von aullen her abgedunkelt.
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Abb. 5. Direktes Licht @,, Streulicht @5 und modulierte
Komponente des Streulichts @ (2 |180°) in Abhangigkeit
von der Offnung der Bildfeldblende. F ist die betrachtete
Flache des Objektfeldes. Anregung mit der Wechselspan-
nung U,/ V2=235 mV, Frequenz »=220 Hz.
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Dies entspricht dem bikonkaven keilférmigen
Querschnitt des optisch dichteren Torus. Linsen aus
Filmlésung in der Membran erschienen als helle
Scheibchen im Bild. Bei Membranen, die mindestens
eine halbe Stunde alt waren, konnten Linsen nur
vereinzelt in der Ndhe des Torus beobachtet wer-
den, auch bei Anlegen hoher elektrischer Feldstir-

ken.

Diskussion

Bei einer ebenen kiinstlichen Lipidmembran ist
Streulicht vor allem von Inhomogenititen in der
Membran sowie von nicht planparallelen brechen-
den Flachen zu erwarten, z. B. vom Torus sowie von
Losungsmitteliropfen (Linsen) in der Membran.
Der aus der optisch dichteren Lipidlosung be-
stehende Torus stellt einen Ring mit bikonkav keil-
formigem Querschnitt dar, der minimale Keilwinkel
liegt an der Grenzlinie Lipidlosung/Membran. Die
Hilfte dieses Winkels wird Kontaktwinkel ¢ ge-
nannt. Bei einer Linse ist der maximale Keilwinkel
2 9. Eine elektrische Modulation des Streulichts ist
durch die Spannungsabhingigkeit des Kontaktwin-
kels zu erwarten [8, 9]:

cos ¥ = (201) 1 (0y—0.5Csu?).

Hierbei ist oy, die Grenzflichenspannung Lipid-
16sung/Elektrolytlssung, o, die Grenzflachenspan-
nung der Lipidmembran ohne &ulleres elektrisches
Feld und C, die Kapazitit der Membran pro Fla-
cheneinheit. Ohne &ufleres elektrisches Feld liegt
der Kontaktwinkel bei vielen Lipidmembransyste-
men im Bereich 2°...6° [8]. Bei Anlegen einer
elektrischen Spannung stellt sich, abhingig von u?,
ein groflerer Kontaktwinkel ein. Dadurch verrin-
gert sich die Querschnittsfliche, die Torus und Lin-
sen in der Membranebene einnehmen, so daf} auch
das Streulicht mit u? abnimmt. Hiermit konnen
Spannungsabhingigkeit und Vorzeichen der gemes-
senen Effekte erkldart werden. Abb. 4 zeigt einen
steilen Abfall der modulierten Streulichtkompo-
nente, wenn die Bildfeldblende soweit zugezogen
wird, da} der Torus ausgeblendet ist. Dieser Abfall
wire sicher noch steiler, wenn die Grenzlinie Torus/
Membran kreisrund und genau konzentrisch zur
Bildfeldblende wére, was sich jedoch experimentell
bei vertikaler Membran kaum realisieren lafit. Aus
Abb. 4 wird jedoch ersichtlich, dal der Bereich der
Grenzlinie Torus/Membran den grofiten Beitrag
zum modulierten Streulicht erbringt.



W. Carius - Streulichtmodulation an Membranen

Das modulierte Streulicht vom Inneren der Mem-
bran lag unterhalb der Auflosungsgrenze von
D (2v)/Py=10"". Auch Messungen bei niedrigen
Frequenzen (»=15 Hz, U;=55 mVy;) ergaben
kein meBbares mdouliertes Streulicht vom Inneren
der Membran. Aus Berechnungen zur Dynamik von
Linsen in einer bimolekularen Membran (Carius,
unveroffentlicht) folgt damit eine obere Abschétzung
fiir den Flachenanteil von Linsen im Inneren der
Membran. Wenn es Linsen dort iberhaupt gibt,
so ist ihr Flichenanteil kleiner als 107%. Bei ge-
nauerer Kenntnis des Kontaktwinkels ¢ konnte
diese Abschitzung noch bis um den Faktor 20 ver-
bessert werden. Beim Auflosungsvermogen der Ab-
bildungsoptik wiaren Linsen von 3 um Durchmesser
noch visuell erkennbar gewesen. Linsen kénnen je-
doch auch nicht beliebig klein sein, da ihr Innen-
druck umgekehrt proportional zum Krimmungs-
radius anwichst. Dies wurde in friitheren Arbeiten
nicht berlicksichtigt [10]. Linsen im Inneren der
Membran konnen daher unter diesen experimentel-
len Bedingungen mit groer Wahrscheinlichkeit
ausgeschlossen werden. (Es sind jedoch andere ex-
perimentelle Bedingungen denkbar, unter denen
Linsen in der Membran mit Sicherheit auftreten,
z.B. wenn die wilirige Phase vorher mit dem or-
ganischen Losungsmittel des Lipids, z.B. Decan,
geséttigt wurde [11].)

Der Frequenzgang des modulierten Streulichts in
Abb. 4 zeigt im untersuchten Frequenzbereich einen
Abfall der Amplitude mit »~! bis etwa 50 Hz, dann
ein Plateau bis etwa 800 Hz, gefolgt von einem
weiteren Abfall. Bei einer Diskussion dieses Fre-
quenzgangs muf} darauf hingewiesen werden, daf}
der Torus bei senkrechter Membran nicht gleich-
mafig breit ist wegen des Auftriebs, den die Lipid-
losung in der walirigen Phase erfahrt. Die nieder-
frequente Dispersion bis 50 Hz zeigt, dafl die
Gleichgewichtseinstellung der Torusform bereits bei
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Frequenzen tuber 3 Hz der elektromechanischen An-
regung nicht mehr folgen kann. Das breite Plateau
kann durch Resonanz des Torus erkliart werden,
d.h. Anregung stehender Kapillarwellen auf der
Oberfliche Lipidlosung/Wasser. In diesem Fre-
quenzbereich entspricht die Streulichtamplitude von
4 uV (Gesamtlichtstrom ca. 2V) einer relativen
Flachendnderung der bimolekularen Membran von
2% 1076 Bei ca. 2mm Membrandurchmesser er-
gibt das eine Schwingungsamplitude der Grenzlinie
Torus/Membran von 1nm bei einer Anregung mit
35mV,y Wechselspannung. Der Beitrag dieser To-
russchwingungen zum Spannungskoeffizienten der
Membrankapazitat errechnet sich zu fp=1,6 x
1073 V72, Dies sind nur etwa 2% des bei 340 Hz
gemessenen Spannungskoeffizienten. Der Beitrag
von Fldachendnderungen zum Spannungskoeffizien-
ten der Membrankapazitdt bei Frequenzen von »>
50 Hz kann daher unter diesen experimentellen Be-
dingungen vernachléssigt werden.

Zusammenfassung

Zur Modulation des Streulichts trdgt Torus und
Torusumgebung bei. Diese Beitrdge sind aber so
gering, dal} sie beim schnellen Kapazitatszuwachs
nicht ins Gewicht fallen. Das MeBverfahren gestat-
tet eine Abschidtzung des Flachenanteils von Linsen
im Innern der Membran. Unter den hier beschrie-
benen experimentellen Bedingungen konnen Linsen
im Innern der Membran ausgeschlossen werden.

Der beschriebene optische Aufbau kann auch zur
Messung der Spannungsabhingigkeit der Absorp-
tion und Fluoreszenz membrangebundener Farb-
stoffe benutzt werden.
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