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Zusammenfassung

Fiir das Verstidndnis biologischer Membranen haben sich biophysikalische Un-
tersuchungen an Modellsystemen als hilfreich erwiesen. Gegenstand dieser Ar-
beit sind Vor- und Hauptumwandlung verschiedener Lipid-Membranen. ESR-
Spektroskopie mit Spin-Labeln ergab, dal auch in der Vorumwandlung Ketten-
schmelzen stattfindet. Mit Densitometrie und Kalorimetrie wurde fiir die Haupt-
umwandlung unilamellarer Vesikel die Proportionalitidt von Volumenexpansions-
koeffizienten und Wiarmekapazitéit nachgewiesen.

OV/OT = 7, AC,

Bei der Vorumwandlung zeigte sich ein dhnliches Verhalten. Davon ausgehend
fithren theoretische Uberlegungen zu einem einfachen Zusammenhang von Wir-
mekapazitit und Elastizitdt im Bereich der Phaseniibergéinge (Heimburg, 1998).
Die eingeflossene Annahme einer analogen Proportionalitit von Umwandlungs-
Flache und -Enthalpie unterstiitzen Messungen von Oberflichendruck-Fléache-
Isothermen an Monoschichten. Es wird vorausgesagt, daf} sich die Umwandlungs-
temperaturen in erster Ndherung proportional zum hydrostatischen Druck ver-
schieben, wihrend die Form der Wirmekapazititsprofile erhalten bleibt. Dies
wurde fiir Driicke bis 200 bar bestétigt. Sowohl fiir Vor- als auch Hauptum-
wandlung erhélt man mit Densitometrie und Druckkalorimetrie fiir verschiede-
ne uni- und multilamellare Lipid-Systeme {ibereinstimmende Proportionalitéts-
konstanten ~y,. Viskositdtsmessungen an Lipid-Dispersionen werden mit einem
Modell von Heimburg zur Kopplung von strukturellen Umwandlungen der Mem-
branen mit Ordnungsiibergingen der Lipid-Ketten erkldrt. Danach nimmt im
Phaseniibergang mit der Warmekapazitit auch die Elastizitdt ein Maximum
an und Formumwandlungen werden wahrscheinlich. Lassen die Losungsmittel-
Wechselwirkungen diese zu, fiihren sie zur Aufspaltung des Warmekapazitétsma-
ximums.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen eine neue Sichtweise auf Phasen-
iibergéinge in Lipid-Membranen, die mit einfachen Uberlegungen zu weiteren Vor-
aussagen fiihrt, z. B. fiir die Schallgeschwindigkeit von Vesikel-Dispersionen (Hal-
stenberg et al., 1998; Heimburg, 1998).
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1 Einleitung

1.1 Biomembranen und Modellmembranen

Leben in all seinen vielfdltigen Formen beruht auf einer gemeinsamen Eigenschaft
aller Organismen: der Bildung von kleinen abgeschlossenen Reaktionsrdumen, so-
genannten Kompartimenten. Das bekannteste dieser Kompartimente ist die Zelle,
wo, abgeschirmt von der Auflenwelt durch die Zellmembran, die verschiedensten
physiolgischen Prozesse ablaufen. Aber auch innerhalb dieses elementaren Bau-
steins finden sich eine Vielzahl von weiteren Kompartimenten: z. B. Mitochon-
drien, Zellkern, Golgi-Apparat, endoplasmatisches Retikulum und verschiedene
Vesikel. All diese Kompartimentierungen sind notwendig, um den Austausch von
Signalen und Stoffen mit der Umgebung zu regulieren und so definierte Bedin-

gungen fiir die empfindlichen biologischen Reaktionspfade zu schaffen.

Die hierfiir benétigte Barriere wird von Membranen gebildet, deren wesentli-

che Bestandteile Phospholipide und Proteine sind.

Zwei typische Phospholipide sind in Abbildung 1.1 dargestellt. Charakteri-
stisch fiir alle Lipide ist der Aufbau aus einem hydrophoben und einem hydro-
philen Teil. Ein Molekiil mit dieser Eigenschaft bezeichnet man auch als amphi-
phil. In Wasser konnen diese Lipide je nach genauer Molekiilstruktur verschiedene
Aggregate oder Phasen bilden. Oft trifft man geschlossene Membranstiicke an,
sogenannte Vesikel. Bei den Membranen handelt es sich um Doppelschichten aus
Phospholipiden, bei denen die hydrophoben Gruppen einander zugewandt sind,

wahrend die polaren Kopfgruppen mit dem Wasser wechselwirken.
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Abbildung 1.1: Strukturformeln der Lipide DMPC (a) und DMPG (b). Allen
Phospholipiden gemein ist der amphiphile Charakter: Die beiden Fettsdurereste
des jeweiligen Molekiils sind hydrophob, wihrend der iibrige Teil, die Kopfgruppe,
polar und damit hydrophil ist. (DMPC: Dimyristoylphosphatidylcholin, DMPG:
Dimyristoylphosphatidylglycerol)

Das heutige Bild einer biologischen Membran wird im wesentlichen vom fluid
mosaic model von Singer und Nicolson (1972) bestimmt. Die Phospholipide bilden
darin eine zweidimensionale Fliissigkeit, in der periphere und integrale Proteine
eingebettet sind (Abb. 1.2).

Im fluid mosaic model dienen die Lipide nur zur Bildung einer Permeabi-
litdtsbarriere und als Medium, das den Proteinen Halt und ausreichende Mobi-
litdt verschafft. Nur fiir wenige Lipide werden spezifische Wechselwirkungen mit
Proteinen angenommen.

In letzter Zeit mehren sich Hinweise und Vorschlige, die auf eine Erweite-
rung des Modells von Singer und Nicolson abzielen. Schon linger bekannt ist,
dal Biomembranen aus einer Vielzahl von verschiedenen Lipid-Sorten aufgebaut
sind, die iiberdies noch unsymmetrisch auf die beiden Héilften der Doppelschicht
verteilt sind. Lafit man Bakterien oder Hefen bei verschiedenen Temperaturen
wachsen, so passen sie die Zusammensetzung ihrer Membranen den geéinderten
Umweltbedingungen an, so daf} die Fluiditdt der Membranen konstant gehalten
wird (Alberts et al., 1994, S. 477ff.). Selbst bei hoheren Lebewesen, wie z. B.
Fischen, konnte eine entsprechende Anpassung von Membranen im Gehirn an
gednderte Temperaturen bzw. hohe hydrostatische Driicke beobachtet werden

(Cossins und Macdonald, 1989). Allerdings geschieht hier die Anpassung nicht
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Abbildung 1.2: Bild einer Biomembran nach dem fluid mosaic model (nach Sin-
ger und Nicolson, 1972). In der von den Lipiden gebildeten zweidimensionalen
Fliissigkeit sind die Proteine eingebettet. Diese konnen durch die Membran hin-
durchreichen (integrale oder Transmembran-Proteine) oder sich nur an bzw. teil-
weise in der Oberfléche befinden (periphere Proteine).

fiir alle Organe in gleicher Weise, was auf eine Art , Kosten-Nutzen-Analyse“ der
Fische hindeutet. Die genaue Struktur der Lipid-Membran scheint also fiir die
zugehorigen Lebewesen eine wichtige Rolle zu spielen.

Weiterhin diffundieren nicht alle Proteine frei in der Membran, manche bewe-
gen sich auf bestimmten Pfaden und bei wieder anderen findet sogar gerichteter
Transport statt. Dies deutet auf eine funktional relevante Heterogenitéit von Bio-
membranen hin (Jacobson et al., 1995).

Ein zusétzlicher Aspekt ist die Architektur von Membranen, also ihre dufle-
re Erscheinung. Diese hédngt von einer ganzen Anzahl von Eigenschaften der
Membran und ihrer Umgebung ab. Kinnunen (1991) zdhlt unter anderem auf:
Membranpotential, Ca?>"-Konzentration, pH-Wert, Lipid-Zusammensetzung, Zel-
le-Zelle-Kopplungen, Zytoskelett und extrazellulire Matrix.

Selbst wenn man das Bild einer Biomembran nur auf die Rollen von Lipi-
den und Proteinen reduziert, ergibt sich ein komplexeres Bild als es das fluid
mosaic model widerspiegelt. So sind fiir eine Reihe von Proteinen funktional

wichtige Wechselwirkungen mit ihrer Umgebung in der Lipid-Membran beschrie-
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ben worden, z. B. fiir Phospholipase Ay, Protein Kinase C, den Acetylcholin-
Rezeptorkanal und Gramicidin A (fiir eine kurze Ubersicht siehe Mouritsen und
Jorgensen, 1998).

Gegenwiértig wird vor allem die Rolle der Heterogenitit von Biomembranen
diskutiert. Mikrodoménen aus Sphingolipiden und Cholesterol scheinen hier eine
Rolle fiir das Anlagern von Proteinen und die Signaltransduktion zu spielen (Si-
mons und Ikonen, 1997). Auch Transportvorginge mit Hilfe von Vesikeln sollen
von diesen rafts genannten Dominen beeinfluffit werden (Verkade und Simons,
1997).

Die experimentellen Befunde der letzten Jahre geben die Richtung zu einer
Modifizierung des fluid mosaic models vor, die die detailliertere Struktur von Bio-
membranen mit ihren Heterogenititen beriicksichtigen mufl. Der physikalischen
Erforschung von Membranen kommt dabei eine wichtige Rolle zu, da mit der
Betrachtung der Lipide einer Membran als Ensemble der statistischen Physik
neue Eigenschaften dem Verstédndnis zuginglich werden. Allein schon wegen des
Vielteilchen-Charakters einer Membran aus vielen verschiedenen Lipiden folgt
eine laterale Heterogenitit dieser Lipid-Doppelschicht, wie sie fiir ein weiterge-
hendes Modell als wichtig angesehen wird (Mouritsen und Jgrgensen, 1998). Auch
die Wechselwirkung von Lipiden und Proteinen scheint weniger nach dem Schema
chemischer Reaktionen abzulaufen, als vielmehr auf der Veréinderung physikali-
scher Randbedingungen im Umfeld der Proteine, wie z. B. dem lateralen Druck
(Cantor, 1997) zu beruhen. Ebenso sind bei den rafts und der Ausbildung dieser
Mikrodoménen physikalische Eigenschaften nicht ohne Bedeutung (Brown, 1998).

Fiir biophysikalische Untersuchungen von Lipid-Membranen w#hlt man meist
Modellsysteme aus, die nur aus wenigen verschiedenen Lipiden und Proteinen
bestehen. In dieser Arbeit werden nur Modellmembranen behandelt, die aus ein
oder zwei verschiedenen Lipid-Sorten aufgebaut sind. Auch wenn solche Modell-
systeme gegeniiber einer Biomembran in starker Weise vereinfacht sind, lassen sie

doch Schliisse auf die Eigenschaften von in der Natur vorkommenden Membra-
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nen zu. Biomembranen, bei denen allein die Anzahl der verschiedenen Lipide in
die Dutzende geht, sind fiir physikalische Betrachtungen einfach zu komplex, als
daf sich an ihnen direkt und reproduzierbar prinzipielle Eigenschaften wie zum
Beispiel Phasenumwandlungen untersuchen lieflen.

Diese Arbeit versucht, einen Beitrag zum Verstéindnis der Lipid-Membranen
im Bereich von Phaseniibergéngen zu leisten. Es ist bekannt, dafl bei Temperatu-
ren nahe eines Ubergangs, die oft im Bereich physiologischer Temperaturen lie-
gen, in der Membran Doménen verschiedener Lipid-Phasen auftreten. Die Wech-
selwirkung von Lipiden und Proteinen hingt vom Zustand der Lipide ab, und
die Proteine beeinflussen umgekehrt die Ubergiinge der sie umgebenden Lipide
(Heimburg und Marsh, 1996). Dariiberhinaus koénnen sich die (lokalen) mechani-
schen Eigenschaften von Membranen bei Phasenumwandlungen erheblich &ndern.
Die Kenntnis thermodynamischer Gréflen und ihrer Zusammenhénge bei diesen
Ubergiingen ist deshalb ein Schritt hin zu einer besseren Beschreibung biologi-

scher Membranen.

1.2 Anwendungen

Die Erforschung von Modellmembranen hat inzwischen fiir zahlreiche Anwendun-
gen Bedeutung erlangt. Von diesen sollen einige hier kurz aufgezéhlt werden, bei
denen biophysikalische Eigenschaften eine Rolle spielen. Damit soll verdeutlicht
werden, dafl selbst Messungen an scheinbar einfachen Systemen sich schnell als
relevant fiir praktische Probleme erweisen kénnen.

Vesikel werden im pharmakologischen Kontext auch als Liposome bezeich-
net. Sie werden dort zum gezielten Transport von verschiedenen Stoffen in Or-
ganismen eingesetzt. Zum Beispiel konnen sie Medikamente transportieren (Eibl
und Kaufmann-Kolle, 1995) oder Kontrastmittel fiir bildgebende Verfahren (Goni
et al., 1986). In der Gentechnologie dienen sie entsprechend dem Transport von

Erbsubstanz (Goni et al., 1986). Fiir alle diese Verwendungen ist die Stabilitat der
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Liposome entscheidend und ihre Fihigkeit, unter bestimmten Bedingungen die in
ihnen enthaltenen Substanzen wieder freizugeben. Zum Beispiel treten bei Tempe-
raturen nahe der ,Hauptumwandlung” der Membran — einem Ordungsiibergang,
der im néchsten Abschnitt beschrieben wird — vermehrt Liniendefekte auf, die zu-
sammen mit den Grenzlinien zwischen den Phasen fiir eine hohere Permeabilitéit
sorgen (Mouritsen und Jgrgensen, 1998). Kennt man nun die Zusammenhiinge,
die zu einer Verinderung der Ubergangstemperatur fiihren, so kann man entspre-
chend Lipide synthetisieren bzw. spezielle Lipid-Mischungen verwenden, um Li-
posome mit einer bestimmten Umwandlungstemperatur herzustellen. Liegt diese
beispielsweise etwas iiber der Kérpertemperatur, so kann durch Erwdrmung von
einzelnen Organen die lokal begrenzte Ausschiittung eines Wirkstoffs ausgelost
werden. Eine Ubersicht zur Bedeutung der Membranstruktur fiir die Arzneimit-
telforschung findet sich bei Mouritsen und Jgrgensen (1998).

Lipide kénnen auch selbst als Medikamente eingesetzt werden, z. B. als Anti-
Tumor-Wirkstoffe (Eibl und Kaufmann-Kolle, 1995). Wie sie wirken, ist allerdings
noch unklar, wobei es erste Anzeichen gibt, daf sich die entsprechenden Lipide in
die Zellmembran von Tumorzellen einbauen und dadurch zum Absterben dieser
Zellen fiihren konnten (Saran et al., 1996).

Fiir den Wirkmechanismus von generellen Ané&sthetika wie Chloroform ver-
mutet man einen Einfluf auf die Eigenschaften der Lipid-Membran und damit
indirekt auf die an der Reizweiterleitung beteiligten Proteine. Rontgen- und Neu-
tronenstreuung konnten zwar keine Beeinflussung der Membranstruktur durch ge-
nerelle Anéisthetika nachweisen (Franks und Lieb, 1978), jedoch zeigten Wirme-
kapazitatsprofile von Modellmembranen eine Verringerung der Kooperativitéit
durch diese Klasse von Betdubungsmitteln. Interessant ist dabei, daf} eine Er-
hohung des hydrostatischen Drucks um etwa 100 bar den Effekt der Anésthetika
kompensieren konnte (Mountcastle et al., 1978).

Weitere Anwendungen von Phospholipiden, z. B. als Polymere, Biomaterialien

oder sogar im Bereich der molekularen Elektronik, sind bei Goni et al. (1986)
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beschrieben.

1.3 Kalorische und strukturelle Umwandlungen
in Membranen und Monoschichten

Kalorische Umwandlungen in Membranen

Sowohl Bio- als auch Modellmembranen zeigen in ihren Wirmekazitidtskurven
Maxima, die von Phaseniibergingen mit latenten Warmen verursacht werden
(Mabrey und Sturtevant, 1978). Diese Ubergiinge finden oft nahe bei Temperatu-
ren statt, bei denen auch physiologische Vorgéinge ablaufen. Betrachtet man die
molekulare Struktur von Phospholipden niher (vgl. Abb. 1.1), so fillt bei den
Kohlenwasserstoff-Ketten auf, dal diese um jede ihrer C—C-Bindungen drehbar
sind. Dabei gibt es abhéngig vom Drehwinkel drei Energieminima, wovon zwei
bei gleicher Energie liegen. Hat der Winkel den zum absoluten Energieminimum
gehorigen Wert, spricht man von einer Trans-Konformation. Die beiden anderen
Einstellmoglichkeiten heifilen Gauche - bzw. Gauche™-Konformation. Sind alle
Drehwinkel der C-C-Bindungen im absoluten Energieminimum, so befindet sich
die Kette im gezickzackten, sogenannten All-trans-Zustand (vgl. Abb. 1.1). Al-
lerdings gibt es nur einen solchen Zustand niedrigster Energie, der darum als
geordneter Zustand bezeichnet wird. Bei leicht erhéhter Energie konnen einige
Bindungen auch einen der beiden anderen Winkel einnehmen, so daf} die Anzahl
der moglichen Konformere mit der Energie schnell ansteigt.

Bei Temperaturerh6hung wird der Grundzustand der All-trans-Konfiguration
immer mehr gestort, bis schliellich nahezu beliebige Kombinationen der drei Ro-
tationswinkel gleichberechtigt auftreten. Dieser Ubergang von geordneten zu un-
geordneten Ketten ist mit einer groflen latenten Warme verbunden und wird auch
anschaulich als , Kettenschmelzen“ bezeichnet. Wegen der verbundenen starken
Enthalpie-Erhéhung wird dieser Ubergang hier als ,kalorischer Ubergang be-

zeichnet, im Gegensatz zu ,strukturellen® Umwandlungen, bei denen sich die
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Abbildung 1.3: Molekularer Aufbau von Lg-, Pg- und L,-Phase. Bei niedrigen
Temperaturen liegt die Lipid-Doppelschicht in der Lg-Phase vor. Die Ketten
sind geordnet und leicht geneigt gegeniiber der Membrannormalen. Erhéht man
die Temperatur, geht die Membran in die Pg-Phase iiber, in der die Membra-
noberfliche eine gerippte Struktur aufweist (Vorumwandlung). Bei noch héheren
Temperaturen ist die Membran schliellich in der L,-Phase wieder planar, und die
Ketten liegen in vielen gleichberechtigten Konformationen vor (Hauptumwand-
lung).

Form der Membranen bei nur geringen Einfliissen auf die latente Wéarme &@ndert.

Bis jetzt wurde nur ein Lipid-Molekiil bzw. ein Ensemble nicht-wechselwir-
kender Lipide betrachtet Dieses hat einen breiten, kontinuierlichen Ubergang.
Bei Lipid-Membranen beobachtet man hingegen iiberaus scharfe Umwandlungs-
maxima. Das liegt daran, daf§ die Lipide nicht unabhingig voneinander schmel-
zen, sondern dies kooperativ tun. Im Grenzfall unendlich kooperativen Verhaltens
(eines unendlich grofen Systems) bedeutet dies, dafl entweder alle Lipide im ge-
ordneten oder alle im ungeordneten Zustand sind. Dann erh&lt man ein unendlich
scharfes Umwandlungsmaximum, da sich bei einer Temperatur alle Lipide gleich-

zeitig umwandeln.

Das Phasenverhalten der in dieser Arbeit untersuchten Lipid-Membranen ist
in Abbildung 1.3 schematisch veranschaulicht. Dabei wird der allgemein akzep-
tierten Darstellung gefolgt, wie sie z. B. bei Sackmann (1995b) zu finden ist. Die
Lipid-Membranen zeigen zwei Maxima der Warmekapazitéit, welche den beiden
Ubergingen aus Abbildung 1.3 entsprechen. Diese Uberginge bezeichnet man als
Vorumwandlung (Lg — Pg) und Hauptumwandlung (Ps — L,).
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Bei nicht zu niedriger Temperatur kurz vor der Vorumwandlung liegen die
aliphatischen Ketten der Lipid-Molekiile im geordneten All-trans-Zustand vor.
Die Lipide selbst sind dabei leicht gegen die Membrannormale geneigt. Diese
Phase wird als Lg-Phase bezeichnet. Mit der Vorumwandlung bildet sich die
sogenannte Ripple-Phase aus, die sich von der Lg-Phase durch eine unsymme-
trisch gerippte Oberfliche unterscheidet (vgl. Abb. 1.3). Die ripples haben eine
Periode von 10...15 nm und eine Amplitude von etwa 2 nm, wihrend die Mem-
brandicke unveréndert bei 4...5 nm bleibt (Rappolt und Rapp, 1996; Woodward
und Zasadzinski, 1996). Wird die Temperatur weiter erh6ht, schmelzen schliefi-
lich die Ketten vollstindig und die L,-Phase wird angenommen, in der die Lipide
mit parallel zur Membrannormalen stehenden, ungeordneten Fettsdureresten eine

planare Membran bilden.

Die Tieftemperatur-Phasen Lg und Py, in denen die Kohlenwasserstoff-Ket-
ten der Lipide geordnet vorliegen, werden oft auch , Gel“-Phasen genannt. Die
Hochtemperatur-Phase L, wird demgegeniiber dann als ,fluid“ oder ,fliissig-

kristallin® bezeichnet.

Vor- und Hauptumwandlung unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Kinetik.
Wihrend die Vorumwandlung mit einer charakteritischen Zeit von (5+2) min
sehr langsam ist (Lentz et al., 1978), findet die Hauptumwandlung mit Relaxati-
onszeiten von 50 ms bis zu 4 s statt (Van Osdol et al., 1991).

Untersuchungen von Dichte und Wirmekapazitdt im Rahmen dieser Arbeit
zeigen, dafl Vor- und Hauptumwandlung nicht nur mit Enthalpieerh6hungen son-
dern auch mit Zunahmen des spezifischen Volumens der Lipide verbunden sind.
Enthalpie und spezifisches Volumen sind sogar proportional zueinander, woraus
im Theorie-Kapitel ein Zusammenhang von Wirmekapazitit und Elastizitit ab-
geleitet wird. Die Ordungsumwandlungen der Lipid-Ketten werden mit Hilfe soge-
nannter Spin-Label-ESR-Spektroskopie nédher betrachtet, wobei festgestellt wird,
daB auch beim Lg-Py-Ubergang Ketten schmelzen.

9



Phaseniiberginge bei Lipid-Monoschichten

Amphiphile Molekiile wie Lipide kénnen aber nicht nur Doppelschichten in Was-
ser bilden, sondern auch Monofilme, z. B. an Luft/Wasser-Grenzflichen. Experi-
mente mit diesen Monoschichten gewéhren oft einen leichteren Zugang zu Eigen-
schaften der eigentlichen Membran, die ja aus zwei Monoschichten aufgebaut ist.
Dies gilt insbesondere fiir Messungen von Protein-Lipid-Wechselwirkungen oder
die Bestimmung von lateralen Driicken und molekularen Flichen (MacDonald,
1996). In dieser Arbeit interessiert vor allem die Anhéngigkeit des Umwandlungs-
drucks Ilgc (s.u.) von der Temperatur, aus der Riickschliisse auf das Verhalten
der zugehorigen Doppelschichten gezogen werden konnen. Die knifflige Frage,
wann denn eine Monoschicht der Hélfte einer Doppelschicht entspricht, wird in

Abschnitt 5.4 diskutiert.

Der typische Verlauf einer Oberflichendruck-Fliche-Isotherme ist in Abbil-
dung 1.4 eingezeichnet. Als Oberflichendruck bezeichnet man hierbei das Verhélt-
nis von der Kraft, die ein Monofilm auf seine Begrenzung ausiibt und der Linge
der Begrenzungslinie. Néheres dazu ist in Abschnitt 2.5 ausgefiihrt. Bei hohen
Fldachen und niedrigem lateralen Druck existiert zuerst noch gar kein Film, son-
dern die Lipid-Molekiile befinden sich entfernt voneinander in verschiedenen Clu-
stern. Bei Verkleinerung der Fliche bildet sich ein geschlossener monomolekula-
rer Film und der Oberflichendruck beginnt zu steigen. Der Film befindet sich
als erstes in der fliissig-expandierten Phase (LE: liquid expanded), in der die
Kohlenstoffketten der Lipide noch nicht vollstéindig senkrecht zur Wasser /Luft-
Grenzflache stehen. Mit weiter kleiner werdender Flidche wird schliefllich ein
Punkt (Agc, i) erreicht, an dem der Ubergang zur geordneteren fliissig-konden-
sierten Phase beginnt (LC: liquid condensed), in der alle Lipid-Ketten senkrecht
zur Oberfliche ausgerichtet sind. Bei noch héheren Driicken folgt die ,,feste* Pha-
se (S: solid), die sich von der LC-Phase durch eine lingerreichweitige Positions-

ordnung der Lipide unterscheidet, bis der Film schliellich bei zu hohem lateralen
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Abbildung 1.4: Typische Isotherme eines Monolayers (nach Mohwald, 1995). Be-
ginnt man bei niedrigem Oberflichendruck und grofler molekularer Fliche, so
liegt noch gar kein geschlossener Monofilm vor. Dieser Zustand wird als gasartig
bezeichnet (G). Verkleinert man die Oberfléche, bildet sich ein geschlossener Film
aus (LE fiir liquid expanded). Bei einem Druck Il und einer Fliche Agc beginnt
das Koexistenzgebiet von expandierter und kondensierter fliissiger Phase (LC fiir
liquid condensed), bis sich schliefilich der ganze Film in der LC-Phase befindet.
Verringert man die molekulare Fldche noch weiter, nimmt die Monoschicht die
Solid-Phase ein, bis der Film schliellich kollabiert (nicht eingezeichnet).

Druck kollabiert. Das heif3t, der Oberflichendruck bleibt konstant und die Mono-
schicht wird nicht ldnger komprimiert. Wahrscheinlich faltet sie sich stattdessen

in die Fliissigkeit und bildet dort Doppelschichten (MacDonald, 1996).

Im Koexistenzbereich von fliissig-expandierter und fliissig-kondensierter Pha-
se kénnen vielfdltige Doménenmuster beobachtet werden, deren Gestalt u. a. stark
von der Kompressionsgeschwindigkeit abhiingt. Bei schneller Verkleinerung der
Flache werden z.B. dendritische Strukturen gefunden, wéhrend bei langsame-
ren Messungen Muster von kreisférmigen oder gekriimmten Domé&nen auftreten

(Mohwald, 1995; Mohwald et al., 1995).
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Strukturelle Umwandlungen von Lipid-Membranen

In Abgrenzung zu den weiter oben beschriebenen kalorischen Umwandlungen von
Membranen, die vor allem Ordnungsumwandlungen der Lipid-Ketten sind, stehen
strukturelle Umwandlungen fiir Verdnderungen der Gestalt der Membranaggrega-
te. Solche morphologischen Umwandlungen kénnen Anderungen der Vesikelform
ebenso umfassen wie den Ubergang von Lipid-Vesikeln zu anderen Lipid-Phasen
oder die Abknospung kleiner Vesikeln von grofleren.

Fiir biologische Membranen sind Formé&nderungen vielfach beobachtet wor-
den, z. B. fiir Erythrozyten bei verschiedenen Umgebungsbedingungen oder Krank-
heiten (Sackmann, 1995a). Von Gruner (1985) ist vorgeschlagen worden, dafi Or-
ganismen die intrinsische Kriimmung ihrer Membran anpassen, indem sie Lipide
selektiv einbauen, die alleine Doppelschichten oder andere Phasen ausbilden (bi-
layer lipids und nonbilayer lipids).

Auch bei Modellmembranen finden sich Anderungen der Vesikelform, die sich
in Phasendiagrammen zusammenfassen lassen (Seifert und Lipowsky, 1995; Li-
powsky, 1996). Dabei geniigt zum Teil schon eine Anderung der Temperatur,
um einen strukturellen Ubergang zu induzieren. Diese Phasendiagramme sind im
wesentlichen Funktionen der elastischen Konstanten der Membranen.

In dieser Arbeit wird im folgenden nach experimentellen Belegen fiir einen
Zusammenhang von elastischen Konstanten und Warmekapazitét, also fiir eine

Kopplung von strukturellen und kalorischen Ubergéngen gesucht.
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2 Experimentelle Aufbauten und
Mefimethodik

2.1 Densitometrie mittels Oszillatortechnik
2.1.1 MefBprinzip und Funktionsweise

Um die Dichte von Dispersionen aus Lipid-Vesikeln in Abhéngigkeit von der Tem-
peratur zu bestimmen, waren an ein Mefverfahren folgende Anforderungen zu

stellen:

e hohe Auflésung im Bereich von 107¢ g/ml, um Dichteéinderungen bei Pha-

senumwandlungen zu erfassen;
e geringe Beeinflussung durch Viskositdt und Oberflichenspannung;
e erforderliche Probenmenge moglichst in der Gréflenordnung von 1 ml;

e Automatisierbarkeit des Aufbaus fiir Messungen iiber Temperaturbereiche
bis 50 K, d.h. kurze Meflzeit fiir die einzelnen Datenpunkte und einfache

Temperierbarkeit.

Als Methode der Wahl erwies sich die Dichtemessung nach der Biegeschwinger-
Methode (Kratky et al., 1969; Kratky et al., 1973; Picker et al., 1974), fiir die
empfindliche Mefizellen kommerziell erhéltlich sind.

Das wesentliche Element eines Biegeschwinger-Densitometers ist der U-formi-

ge Oszillator, der aus einer Glas- oder Stahlkapillare gefertigt ist (Abb. 2.1).
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Abbildung 2.1: Die U-formige Kapillare ist das Herzstiick des Biegeschwinger-
Densitometers (Seitenansicht). Aus der Anderung ihrer Eigenfrequenz im gefiill-
ten Zustand kann die Dichte der Proben-Fliissigkeit bestimmt werden. Die Pfeile
kennzeichnen die durch die Querschnittséinderung festgelegten Schwingungskno-
ten.
Dieser wird mit der Probenfliissigkeit gefiillt und aus der Anderung der Eigen-
frequenz die Dichte bestimmt.

Fiir einen schmalen Frequenzbereich und nicht zu grofie Amplituden kann

dieser Schwinger mit einem einfachen Masse-Feder-Modell beschrieben werden

(Kratky et al., 1973). Es gilt
m =mgy + pV (2.1)

mit m: Gesamtmasse, my: Masse des leeren Oszillators, p: Dichte der Probe und
V': Probevolumen.

Unter den weiteren Annahmen, dafi die Masse m eine ungeddmpfte, harmo-
nische Schwingung ausfiihrt (Schwingungskonstante k) und die Masse homogen

iiber den Schwinger verteilt ist, erhdlt man fiir die Resonanzfrequenz v

[k / k
v ™m mgy + pV (22)

Daraus erhilt man eine Beziehung fiir die Dichte p der Probe:
p=Ar* - B (2.3)

wobei 7 = v~! die Schwingungsperiode ist und A := k/(47?V) und B := my/V

Konstanten sind.

14



Verstarker  Schmitt-Trigger

T

LEJ Kapillare lMagnet .

(Aufsicht)

B

Begrenzer

Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau eines Densitometers in Aufsicht (vgl. Abb.
2.1). Die U-formige Kapillare wird zu Schwingungen angeregt. Durch den Schalt-
kreis aus Verstéirker und Begrenzer ist das System entddmpft und in seiner Ampli-
tude begrenzt. Die Eigenschwingung der Kapillare wird iiber den Schmitt-Trigger
in ein Rechtecksignal umgewandelt und dann zu einen Zihler geleitet (Kratky
et al., 1973).

Betrachtet man nun die Dichtedifferenz zwischen zwei Proben, so erhélt man
pr— po = A(r? = 72) (2.4)

Zur Bestimmung der Konstanten A sind also zwei Referenzen notwendig, bei
denen die Dichte in Abhéngigkeit von der Temperatur hinreichend genau bekannt
ist. Dann kann man die Dichtedifferenz einer Probe zu einer der Kalibrierungs-
Standards ermitteln.

Um eine hohe Genauigkeit und Reproduzierbarkeit zu gewéhrleisten, weist

die Gestaltung des Biegeschwingers einige Besonderheiten auf (vgl. Abb. 2.1).

1. Die U-Form bestimmt eine eindeutige Schwingungsebene und reduziert so
das Risiko elliptischer Schwingungen mit daraus folgender nicht-eindeutiger
Resonanzfrequenz. Zudem ist das Befiillen und Reinigen so sehr einfach

moglich.

2. Eine Querschnittséinderung der Kapillare bewirkt eine definierte Lage der
Schwingungsknoten und legt damit das Mefivolumen fest (Pfeile in Abb.
2.1).
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3. Das Material des Schwingers hat eine Elastizitédtskonstante mit hoher Tem-

peraturstabilitit.

Zur Bestimmung der Eigenfrequenz wird der Oszillator entddmpft und die Pe-
riodendauer gemessen. Dies geschieht durch den in Abbildung 2.2 dargestellten
Schaltkreis. An der Spitze der Kapillare befindet sich ein kleiner Magnet, der bei
Auslenkung eine Spannung in einer Spule induziert. Dieses Signal wird verstérkt,
begrenzt und danach auf eine Anregungsspule gegeben, die dem Oszillator die
durch Dampfung verlorene Energie wieder zufiihrt. Der Begrenzer sorgt dafiir,
daf} die Amplitude nicht mehr als etwa 0,01 mm betrigt, um zu gewihrleisten,
daf} die Verformung des Biegeschwingers im elastischen Bereich stattfindet. Be-
sonders wichtig ist auch eine exakte Phasenbeziehung zwischen Abnahme- und
Erregerspannung, da jeder Phasenfehler die Masse mgy des Oszillators effektiv
dndern und damit das MefBergebnis verfilschen wiirde. Schliefllich wandelt ein
Schmitt-Trigger das Anregungssignal in ein Rechtecksignal um, das zu einem
Zahler geleitet werden kann.

Fiir eine Genauigkeit von 107% g/ml ist eine Temperierung des Oszillators auf
0,01 K genau erforderlich, die mit kommerziellen Ultrathermostaten erreichbar

ist.

2.1.2 Experimenteller Aufbau und Kalibrierung

Bei der volumetrischen Vermessung von Lipid-Vesikeln in Abhéingigkeit von der
Temperatur ist es notwendig, iiber einen Temperaturbereich von zum Teil meh-
reren 10 K mit hoher Temperaturauflosung Daten aufzunehmen, um Details der
Phasenumwandlungen verfolgen zu koénnen. Es gibt verschiedene Ansitze zur
Bewiiltigung dieser Aufgabe, z. B. eine kontinuierliche, sehr glatte Verdnderung
der Temperatur bei Verwendung eines Biegeschwinger-Densitometers (Anthony
et al., 1981).

Fiir die vorliegende Arbeit wurde eine isotherme Meimethode gewéhlt. Das
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Abbildung 2.3: Skizze des verwendeten Aufbaus zur Dichtebestimmung. Durch-
gezogene Linien bedeuten Datenverbindungen, deren Richtung durch die Pfeile
angegeben ist. Die gestrichelten Linien geben den Flufl der Temperierfliissigkeit
wieder. Alle Daten (Schwingungsperioden und Temperaturen) werden im Com-
puter (PC) verarbeitet, der auch die Steuerung des Wasserbades iibernimmt.

heifit, dafl die Temperatur punktweise eingestellt und nach einer angemessenen
Equilibrierungszeit die Dichte bestimmt wurde. Realisiert werden konnte dies
dadurch, dafl einerseits moderne Ultrathermostate {iber eine hinreichend kleine
Einstellzeit bis zu einer stabilen Temperatur verfiigen und andererseits durch
die Automatisierung der Messung keine Beschrinkung der Mefzeit durch die

Anwesenheit der Bediener gegeben war.

Die Aufbauskizze ist in Abbildung 2.3 dargestellt. Kern des dargestellten Dich-
temefgerits sind zwei baugleiche Dichtemeflzellen DMA 602M der Firma Anton
Paar (Graz, Osterreich), deren Aufbau im vorhergehenden Abschnitt beschrie-
ben worden ist. Laut Hersteller ist mit diesen Zellen eine relative Genauigkeit von
1,5-107% g/ml méglich. Eine der Zellen ist mit einer Referenzfliissigkeit (iiblicher-
weise doppelt destilliertes Wasser) und die zweite mit einer Probe gefiillt. Beide

Zellen werden von einem Wasserbad F6-C25 von Haake (Karlsruhe, Deutschland)
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iiber thermisch gut isolierte Zu- und Ableitungsschlduche temperiert. Der ver-
wendete Thermostat liefert auch iiber Zeiten im Bereich von 5...10 Minuten eine
auf £0,01 K genaue Temperatur und verfiigt iiber eine sehr kurze, {iberschwin-
gungsfreie und gegen Umwelteinfliisse stabile Einstellungsregelung. Die Tempe-
raturregelung erfolgt extern, d. h. daf sich die Elektronik des Wasserbads an der
Temperatur orientiert, die iiber ein Widerstandsthermometer (4-Leiter Pt100) in
der Referenzzelle gemessen wird. Die Solltemperatur wird dem Wasserbad, das
iiber eine serielle Schnittstelle verfiigt, vom Computer vorgegeben.

Das Ausgangssignal der beiden Dichtemeflzellen wird an jeweils einen Zihler
Phillips PM6666 (Eindhoven, Niederlande) weitergeleitet, der 10-Sekunden-Mit-
telwerte der Periode mit einer Genauigkeit von 10~7 ms mifit. Die Zihler sind
mit einer GPIB-Schnittstelle (General Purpose Interface Bus) ausgestattet und
senden ihre MeBwerte iiber eine GPIB-Karte GPIB-PCII/IIA der Firma National
Instruments (Austin/TX, USA) an den Computer weiter.

Schliefllich wird die Temperatur der Dichtemefizelle, in der sich die Probe
befindet, iiber ein Widerstandsthermometer (4-Leiter Pt100) von einem MeBgerit
der Firma Waldsee Electronic (Bad Waldsee, Deutschland) ebenfalls als 10-Se-
kunden-Mittelwert gemessen und iiber eine serielle Schnittstelle an den Computer
gemeldet.

Als Steuercomputer wurde ein PC unter dem Betriebssystem Microsoft Win-
dows 95 (Redmond/WA, USA) verwendet. Das Steuerprogramm wiederum wur-
de mit LabView 4.0.1 von National Instruments (Austin/TX, USA) erstellt, ei-
ner graphischen, objektorientieren Programmiersprache, die insbesondere fiir die
Steuerung von experimentellen Aufbauten entwickelt wurde. Dieses Steuerpro-
gramm bietet eine graphische Bedienungsoberfliche und erfiillt folgende Aufga-

ben:
e Steuerung der Messung nach vom Benutzer vorgegebenen Parametern;

e Erfassung, Speicherung und teilweise Auswertung der Meflwerte;
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e graphische Darstellung der Dichtedifferenz von Probe und Wasser gegen die
Temperatur sowie der Temperaturen von Referenz- und Probenzelle gegen

die Zeit;
e Erstellung von Kalibrierungsdateien.
Die Erfassung eines Datenpunktes geschieht durch das Programm wie folgt:
1. Die Solltemperatur wird an die Steuerung des Wasserbads iibergeben.

2. Nachdem die Proben-Zelle die Solltemperatur 0,01 K erreicht hat, wartet

das Programm fiir eine vom Benutzer vorgegebene Equilibrierungszeit.

3. Danach werden nacheinander die Periode der Probenzelle, deren Tempera-
tur und die Periode der Referenzzelle aufgezeichnet. Die Anzahl der Mes-

sungen gibt der Benutzer vor.

4. Schliefflich wird eine neue Solltemperatur eingestellt, indem die Temperatur
um einen Schritt verindert wird, der jeweils fiir ein Temperaturintervall

vorgegeben wird.

Zur Sicherheit werden alle Daten so oft wie moglich erfafit, also beispielsweise
auch wéhrend der Equilibrierungszeit.

Wie im Abschnitt 2.1.1 angesprochen bzw. aus Gleichung (2.4) ersichtlich,
kann man mit einem Biegeschwinger-Densitometer nur die Dichtedifferenz zu ei-
ner Referenzsubstanz messen. Dariiberhinaus braucht man zur Kalibrierung eine
zweite Referenz mit bekannter Dichte.

Fiir die in dieser Arbeit vorgestellten Messungen wurde durchweg die Dichte-
differenz zu doppelt destilliertem Wasser bestimmt und als zweites Dichtenormal
eine Natriumchlorid-Losung benutzt. Die Dichte von Wasser in Abhéngigkeit von
der Temperatur ist als polynomiale N&herung sehr genau bekannt (Bettin und
Spieweck, 1990). Gleiches gilt fiir die Dichte einer NaCl-Losung mit einer Kon-
zentration von 5,550825 mol/(kg HoO) (Rogers und Pitzer, 1982), wobei letztere
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Cn an
9,99839564 - 10? kg/m? 9,9983952 - 10? kg/m?
6,7998613 - 1072 °C~kg/m? 1,6952577 - 10 °C~kg/m?

—9,1101468 - 1073 °C~2kg/m? | —7,9905127 - 10~% °C~2kg/m3
1,0058299 - 10~* °C~3kg/m3 | —4,6241757 - 10~ °C~3kg/m?
—1,1275659 - 1076 °C~*kg/m? |  1,0584601 - 10~7 °C~kg/m3
6, 5985371 - 10~ °C~5kg/m? | —2, 8103006 - 1010 °C~Skg/m?
b=1,6887236-102°C"

TR W N = O3

Tabelle 2.1: Koeffizienten fiir die Ndherungen der Dichte von Wasser (Bettin und
Spieweck, 1990).

Daten erst auf die Internationale Temperaturskala von 1990 (ITS-90) umgerech-
net werden miissen (Kohlrausch, 1996, S. 308).

Im einzelnen lauteten die Ndherungen fiir Wasser

p= Z eI (2.5)

n=0

(0...40 °C) und

.
_qaa, T
pm S 29

(41...100 °C, T: Temperatur in °C!) mit den in Tabelle 2.1 angegebenen Koeffi-
zienten.

Bei den Dichte-Daten fiir die NaCl-Losung mufite zunédchst die gemessene
Temperatur auf die Internationale Praktische Temperaturskala von 1968 (IPTS-

68) umgerechnet werden

et $ () o

mit den in Tabelle 2.2 angebenen Koeffizienten.

1Zur besseren Ubersichtlichkeit sind Temperaturen in der Einheit °C mit einem ,,Hut* mar-
kiert. Ansonsten wird die Einheit Kelvin (K) verwendet.
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d -0,13266
ds -0,52553
ds 2,10880 U | 1,0837195 10*3
ds 0,98156 U, | —2,4749323 10
ds -10,15705 Us | 1,2442861 1073
de 11,71876 m | 1,3244058 g/ml
ds -4,11971 )

Ty in °C 631

Tabelle 2.2: (a) Koeffizienten fiir die Umrechnung von der ITS-90 auf die ITPS-68
im Bereich von 0 °C bis 631 °C (Kohlrausch, 1996, S. 320). (b) Konstanten zur
Bestimmung der Dichte der NaCl-Losung (Rogers und Pitzer, 1982).

Die Dichte von einer NaCl-Losung mit einer Konzentration von 5,550825
mol/(kg H,O) war dann im Bereich von 0 °C bis 80 °C bei einem Druck von
1013,25 hPa gegeben durch

m
Ui+ U, g +Us &

wobei die notigen Konstanten in Tabelle 2.2 aufgefiihrt sind.

Zur Kalibrierung wurden Losungen von NaCl z.A. von Baker (Deventer,
Holland) in bidestilliertem Wasser mit Konzentrationen von (5.5508+0.0013)
mol/(kg H,O) und (5.5508+0.0012) mol/(kg H,O) angesetzt.

Bei der Kalibrierung wurde die Konstante A aus Gleichung (2.4) fiir die Pro-
benzelle als Funktion der Periode rficrre#elle der mit Wasser gefiillten Referenz-
zelle bestimmt und nicht als Funktion der Temperatur 7. Ebenso gingen die
Literaturwerte fiir die Dichte von Wasser pg,o und die vorher gemessene Schwin-
gungsperiode der mit Wasser gefiillten Probenzelle 7'l als Funktionen von

T cfsrenzzelle in die Berechnung ein. Die Referenzzelle diente somit gewissermafien
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als Thermometer.

PProbe — PH»0 (Tg:(f)erenzzelle) — (29)

Referenzzelle Probenzelle\ 2 Probenzelle /_Referenzzelle\ \ 2
A(TH20 ((TProbe ) - (TH20 (7'H20 ))

Dadurch konnte eine wesentlich hohere Genauigkeit erzielt werden als bei Ver-
wendung nur einer Mefizelle. Zudem wurden so gleichphasige, schwingungsédhnli-
che Veridnderungen der Perioden beider Zellen iiber einen Zeitraum von mehreren
Stunden ausgeglichen, deren Ursache nicht zweifelsfrei gekldrt werden konnte.
Laut Herstellerangaben wird in einem neueren Modell der Dichtemefzelle ein
Referenzoszillator benutzt, um diese Variationen auszugleichen, die auf Umlage-
rungsprozessen im Glas der Biegeschwinger beruhen sollen.

Bedingt durch die Alterung der Mefizelle war eine Kalibrierung alle zwei Mo-
nate notwendig und ausreichend. Diese Alterung bewirkte im wesentlichen eine
Verschiebung der Mefwerte um eine Konstante in der Gréenordnung von 107°
g/ml pro Tag. Da die Anderung der Dichte mit der Temperatur ausgewertet wur-
de, war diese Alterung ohne Belang. Eine gerdtebedingte Hysterese bei an- und

absteigenden Temperaturverldufen wurde dariiberhinaus nicht beobachtet.

2.2 Differentialkalorimetrie

Fiir das Studium thermotroper Umwandlungen von Makromolekiilen sind kalori-
metrische Untersuchungen von grofier Bedeutung, da die gemessene Warmekapa-
zititskurve die komplette thermodynamische Charakterisierung der Ubergange
ermoglicht. Sie liefert die Umwandlungsenthalpie AH, die Umwandlungsentro-
pie AS und die Zustandsfunktion Z (Mabrey und Sturtevant, 1978; Freire und
Biltonen, 1978; Freire, 1995).

Das Mefiprinzip eines Differentialkalorimeters (DSC: differential scanning ca-
lorimeter) ist folgendes: In einem sogenannten adiabatischen Schild befinden sich

zwei aus einem inerten Material gefertigte, moglichst baugleiche Zellen. In der
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Proben-Zelle Referenz-Zelle

)

thermischer Schild

Abbildung 2.4: Mefiprinzip beim verwendeten Differentialkalorimeter VP-DSC.
Die beiden Zellen werden durch Kapillaren befiillt. Bei vorgegebener Tempera-
turdnderungsrate wird aus der Leistungsdifferenz, die n6tig ist, um beide Zellen
auf gleicher Temperatur zu halten, die Wéarmekapazitit bestimmt.

einen ist die Probe, in der zweiten eine Referenzsubstanz. Nun wird die Tem-
peratur in dem adiabatischen Schild kontinuierlich veréndert (scanning). Eine
elektronische Regelung sorgt gleichzeitig dafiir, dal die Temperaturdifferenz zwi-
schen den beiden Zellen moglichst klein ist, d. h. daf sich beide Zellen mit gleicher
Rate erwdrmen oder abkiihlen. Im einfachen Fall der Temperaturerh6hung mufl
dazu eine Zelle stirker geheizt werden als die andere.? Diese Leistungsdifferenz
AP wird aufgezeichnet, ebenso die Zeit ¢ und die Temperatur 7. Daraus errech-

nen sich die fiir eine Temperaturerh6hung mehr benétigte Wiarme AQ bzw. die

2Eine Warmeentwicklung kann bei Temperaturerh6hung nur dann auftreten, wenn die ther-
motrope Reaktion gemessen an der Geschwindigkeit der Temperaturinderung kinetisch limitiert
ist. Denn das thermodynamische Gleichgewicht verschiebt sich bei Temperaturerh6hung nur in
die endotherme Richtung.
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Wirmekapazitétsdifferenz zur Referenzsubstanz AC), (bei konstantem Druck p):

t+AL
AQ = / AP(F)dt’ = APAL (2.10)
t
_ (99) . A¢
AC, = <8T)p >~ (2.11)

Fiir die Messungen im Rahmen dieser Arbeit wurde ein hochempfindliches Dif-
ferentialkalorimeter VP-DSC der Firma MicroCal (Northhampton/MA, USA)
verwendet, das nach dem oben beschriebenen Grundprinzip arbeitet. Die beiden
Zellen bestehen aus Tantal und wurden fiir die Messungen auf einen Druck von
etwa (3,5+0,2) bar gebracht. Das Gerét zeichnet sich durch einen weiten Bereich
moglicher Heiz- oder Kiihlraten (0...60 K/h), geringes Rauschen der MeBwerte
und eine hohe Stabilitdt der Nullinie aus.

Beziiglich der letzten beiden Eigenschaften waren Messungen mit diesem Ka-
lorimeter im Jahre 1997 etwa zehnfach besser als publizierte Rohdaten anderer
Gerite (Plotnikov et al., 1997). Vor allem aufgrund dieser sensiblen und zugleich
robusten Regelungstechnik war es moglich, eine Druckzelle fiir dieses Kalorimeter

zu konstruieren, die im néchsten Abschnitt beschrieben wird.

2.3 Kalorimetrie mit Hochdruckzelle

Um die Druckabhéngigkeit von Phasenumwandlungen bei Lipidmembranen mes-
sen zu konnen, wurde fiir das im vorigen Abschnitt beschriebene Differentialka-
lorimeter VP-DSC eine Druckzelle konstruiert. Diese ermoglichte die Ermittlung
von Wirmekapazitdtskurven bei Driicken bis zu 200 bar.

In Abbildung 2.5 ist der Aufbau der Druckzelle schematisch wiedergegeben.
Die gesamte Zelle wird {iber das linke Ventil mit einer Ny-Druckflasche auf einen
Druck von bis zu 200 bar gebracht. Eine Feinregulierung des Innendrucks ist
iiber das rechte Ventil méglich, das mit einer Dosierspindel ausgeriistet ist. Die
fiir Driicke bis 2000 bar ausgelegten Ventile wurden von der Firma Nova Swiss

(Effnetikon, Schweiz) bezogen, nachdem verschiedene Typen anderer Hersteller
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Abbildung 2.5: Die Druckzelle fiir das Differentialkalorimeter VP-DSC. Mit Stick-
stoff aus einer Druckflasche wird der Innenraum der Druckzelle auf einen Druck
von bis zu 200 bar gebracht. Die Probe befindet sich in der abschraubbaren Me8-
kapillare, die in die Probenzelle des Kalorimeters eingefiihrt wird (vgl. Abb. 2.4).

eine mangelhafte Dichtigkeit iiber Zeitrdume von mehreren Tagen gezeigt hat-
ten. Die Druckmessung findet durch einen Druckaufnehmer EBM 6045 von Nova
Swiss statt, der mit vier druckabhéingigen Widerstinden Driicke von 0...500 bar
mit einer Auflésung von 0,1 bar messen kann. Schliellich verbindet eine flexible
Kapillare die Meflkapillare mit dem {iibrigen Aufbau.

Die Mefkapillare ist abschraubbar und wird vor der Messung mit der Probe
gefiillt. Danach wird die gesamte Zelle auf den gewiinschten Druck gebracht und
von der Gasflasche getrennt, damit die Meflkapillare in die Probenzelle des Ka-
lorimeters eingefiihrt werden kann (vgl. Abb. 2.4). Die Probenzelle des VP-DSC
kann nicht selbst unter Druck gesetzt werden, da ihre Wénde aus mefitechnischen
Griinden sehr diinn gehalten sind. Das Einfithren der Meflkapillare wird durch
die flexible Verbindungskapillare erleichtert, die auch die mechanische Beanspru-
chung der Probenzelle zu reduzieren hilft. In die Referenzzelle des Kalorime-
ters wird eine zweite Meflkapillare gesteckt, die mit der Referenzsubstanz gefiillt

ist. Zur verbesserten thermischen Ankopplung ist das verbleibende Volumen in
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Referenz- und Probenzelle mit bidestilliertem Wasser gefiillt.

Es zeigte sich, dafl trotz der stark erhéhten thermischen Ankoppelung des
Kalorimeters an die Umgebung und des etwa um den Faktor 40 reduzierten Mef3-
volumens aussagekriftige Messungen mit stabiler Nullinie ohne weiters moglich
waren. Dies ist auf die sehr anpassungsfihige Regelungselektronik des VP-DSC
zuriickzufiihren. Die Reproduzierbarkeit ist jedoch eingeschrinkt, da eine Po-
sitionséinderung der Meflkapillare in der Probenzelle zu einer Verdnderung von
Nullinie und effektivem Mefivolumen fiihrt. Dieses Problem tritt besonders dann
auf, wenn die Druckzelle zur Druckerh6hung aus dem Kalorimeter entfernt und
wiedereingesetzt wird. Berithrungen der Druckzelle mit der Hand (z. B. beim
Druckablassen) oder Erschiitterungen im Labor haben bei den bisherigen Messun-
gen hingegen nur selten zu Artefakten gefiihrt. Die Genauigkeit des Drucksensors
von 0,1 bar war eingeschriankt durch Verdnderungen des Drucks mit der Tempe-
ratur, die bei einer Anderung um 60 K einige Zentel Bar betrugen. Zudem machte
sich bei lingeren Messungen ein Druckverlust von etwa 1 bar pro Tag bemerk-
bar. Uber den Temperaturbereich einer Umwandlung sind diese Druckéinderungen

aber vernachléssigbar.

2.4 Viskosimetrie

Im Rahmen der hier vorliegenden Untersuchungen an Dispersionen von Lipid-
vesikeln wurde auch die Viskositéit solcher Gemische in Abhéngigkeit von der
Temperatur untersucht.

Unter der Viskositédt wird hier die dynamische Scherviskositéit 7 verstanden,

die durch die Beziehung

0v,,
Tey =1 By (2.12)

gegeben ist (Kohlrausch, 1996, S. 185). Fiir die Schubspannung 7,, betrachte

man in einer in z-Richtung stromenden Fliissigkeit eine sehr kleine, in y-Richtung
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Abbildung 2.6: Zur Definition der Viskositéit 1 (nach Feynman et al., 1977, S.
41-2). Der Gradient der Stromungsgeschwindigkeit bewirkt eine Schubspannung
AF/AA auf die gedachte, rechteckige Zelle.

infinitesimal diinne, rechteckige Zelle der Fliche AA (Abb. 2.6). Dann bewirkt
die iiber die Dicke dy anfallende Differenz der Strémungsgeschwindigkeit dvy eine

Scherkraft AF auf die Fliche AA und somit eine Schubspannung 7, = AF/AA.

Verschiedene Substanzen konnen unterschiedliches Fliefverhalten zeigen. Fiir
die spiter folgenden Messungen ist aber nur das Newtonsche Fliissigkeitsverhal-
ten von Belang, bei dem 7 nicht von der Stromungsgeschwindigkeit oder der

verformenden Kraft abhéingt.

Zur Messung der Viskositdt wird ein Rotationsviskosimeter benutzt, dessen
Funktionsweise in Abbildung 2.7 dargestellt ist. Das Rotationsviskosimeter be-
steht aus einem Topf, der von einem Motor mit konstanter Winkelgeschwindigkeit
w gedreht wird. In dem Topf befindet sich ein kleinerer Zylinder, der an einem
Torsionsfaden aufgehéngt ist. Auf den Torsionsfaden ist ein Spiegel geklebt, des-
sen Winkelauslenkung mit einem Lichtstrahl und einem Detektor gemessen wird.
In den Zwischenraum von Topf und Zylinder wird die Probe gefiillt. Da bei die-
ser Bauart der duflere Topf rotiert, spricht man von einem Rotationsviskosimeter
nach Couette (Kohlrausch, 1996, S. 195). Die Probe iibertrigt bei sich drehen-
dem duBeren Topf ein Drehmoment auf den inneren Zylinder. Eine elektronische
Gegensteuerung sorgt nun dafiir, dafy die Verdrillung des Torsionsfadens bzw. die

Winkelauslenkung des Spiegels stets Null bleibt. Dazu wird ein entgegengesetztes

27



—— Gegensteuerung

Torsionsfaden ——  Lichtquelle
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Abbildung 2.7: Funktionsweise eines Rotationsviskosimeters nach Couette. Die
Probe wird zwischen zwei Zylinder gefiillt, von denen der duflere von einem Mo-
tor mit konstanter Winkelgeschwindigkeit gedreht wird. Dadurch wird ein Dreh-
moment auf den inneren Zylinder iibertragen, der an einem Torsionsfaden auf-
gehéngt ist. Mit einer Gegensteuerung, die die Winkelauslenkung des Lichtzeigers
konstant hilt, 148t sich so das Drehmoment bei vorgegebener Winkelgeschwin-
digkeit bestimmen, woraus man die Viskositdt berechnen kann.

Drehmoment —M erzeugt, das gemessen wird.
Aus den Abmessungen der Zylinder kann man nun die Viskositit berechnen
(Umstétter, 1952, S. 68-74) und erhilt

2 2
_M Ty —T;

- _‘a i 2.1
wdr Lr2r? (2.13)

n

mit 7,: Innenradius des Topfes, r;: Radius des inneren Zylinders und L: Linge
des inneren Zylinders.

Fiir diese Arbeit wurde die Viskositdt nicht direkt nach Gleichung (2.13) be-
stimmt. Ausgehend von der Proportionalitit von Viskositdt und Drehmoment
bei konstanter Winkelgeschwindigkeit, wurde das Verhiltnis der Viskositét der
Vesikel-Dispersion zu der von Wasser gemessen. Die Viskositdt von destilliertem
Wasser ist bekannt, zur Einschétzung der GroBenordnung sei hier der Wert fiir 20
°C angegeben, der 1,002 mPa-s betragt (Kohlrausch, 1996, S. 190). Weitere Re-

ferenzwerte der Viskositéit von Wasser finden sich bei Lide und Frederikse (1996,
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Abbildung 2.8: Experimenteller Aufbau des Viskosimeters. Ein Computer steuert
Temperierung und Drehgeschwindigkeit des Topfes (vgl. Abb. 2.7). Temperatur
und Winkelauslenkung des inneren Zylinders werden iiber eine A /D-Wandlerkarte
an den Computer geleitet, der die weitere Auswertung iibernimmt. Dateniibertra-
gungen sind als durchgezogene, der Fluf§ der Temperierfliissigkeit als gepunktete
Linien dargestellt.

S. 6-8).
Der konkrete Aufbau des verwendeten Rotationsviskosimeters wurde von Matt-

hias F. Schneider in seiner Diplomarbeit geleistet (Schneider, 1999, in Vorberei-

tung) und soll hier nur kurz beschrieben werden (Abb. 2.8).

Die zentrale Steuerung und Mefiwerterfassung iibernimmt ein PC unter dem
Betriebssystem Microsoft Windows 95 (Redmond/WA, USA), was eine weitge-
hende Automatisierung der Messung erlaubt. Ein Rotationsviskosimeter Low She-
ar 30 der Firma Contraves (Ziirich, Schweiz) wird iiber ein Wasserbad TUK 30 D
von Lauda (Lauda-Konigshofen, Deutschland) temperiert, das eine Temperatur-
konstanz von 0,02 K iiber Zeitrdume von einigen Minuten erlaubt. Die Solltempe-
ratur des Wasserbads wird iiber einen selbstkonstruierten Programmgeber vom
PC aus vorgegeben. Die Schnittstelle des Computers mit dem Viskosimeter und
dem Thermometer PM 135-A von Waldsee Electronic (Bad Waldsee, Deutsch-
land) ist eine A/D-D/A-Wandlerkarte PCI-1200 von National Instruments (Aus-
tin/TX, USA). Dariiber werden die Temperatur im Viskosimeter und eine dem

Drehmoment M proportionale Spannung eingelesen sowie die Motorgeschwin-
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Abbildung 2.9: Gleichgewicht der makroskopischen Kréfte beim Monofilm. Die
Oberflachenspannung des Lipidfilms, der sich links der beweglichen Barriere auf
der Subphase befindet, ist kleiner als die der Luft/Wasser-Grenzfliche. Deshalb
hat der Monofilm die Tendenz sich auszubreiten, der mit einem Oberflichendruck
IT {iber die bewegliche Barriere entgegengewirkt wird.

digkeit vorgegeben. Das Steuerprogramm wurde mit der Entwicklungsumgebung

LabView 4.0.1 von National Instruments erstellt.

2.5 Monofilm-Messungen

Fiir die Messung von Isothermen des Oberflichendrucks II in Abhéngigkeit der
Fldche pro Molekiil A wurde eine Langmuir-Filmwaage benutzt, deren Funkti-
onsprinzip in Abbildung 2.9 wiedergegeben ist.

Eine Langmuir-Filmwaage besteht aus einem Trog, in dem sich die sogenann-
te Subphase, hier hochreines Wasser, befindet. Die Oberfliche wird durch eine
bewegliche Barriere geteilt. Auf einer der beiden Seiten der Barriere wird nun ein

Lipidfilm aufgebracht. Wenn dessen Oberflichenspannung ~y

) = (g_i) . (2.14)

(F': freie Energie) kleiner als die der Wasser/Luft-Grenzfliche ist, breitet sich der
Film {iber die Oberfliche aus. Um dem entgegenzuwirken, muf} auf die bewegli-

che Barriere eine Kraft F ausgeiibt werden. Das Verhiltnis von dieser Kraft und
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Abbildung 2.10: Schema der modifizierten Filmwaage (nach Brockman et al.,
1984). A: Trog, B: Subphase, C: feste Barriere, D: bewegliche Barriere, E: Be-
festigung, F: Kapillare zum Absaugen, G: Nadel zur Probeninjektion, H: Einlaf}
fiir die Subphase.

der Liinge der Barriere L bezeichnet man als Oberfliichendruck IT = F/L. Ne-
ben dieser operativen Definition gibt es auch eine dquivalente thermodynamische

Beziehung

OF,,
M=—(22 2.1
( 04 >N,T 219

wobei F), die freie Energie des Monofilms ist. Diese ergibt sich aus der Differenz
der freien Oberflichenenergie bei Anwesenheit des Monofilms Fs und der der
reinen Luft/Wasser-Grenzfliche Iy (Feng, 1999).

Den Oberflichendruck II kann man auf verschiedene Weisen messen. Die ver-
wendete Filmwaage FW-1 von Lauda (Lauda-Kénigshofen, Deutschland) verfiigte
iiber eine zweite, feste Barriere, die an einer Feder befestigt war. Die geringfiigi-
ge Auslenkung der festen Barriere wurde iiber eine induktive Abstandsmessung
aufgezeichnet und daraus der Oberflichendruck bestimmt.

Die Monofilm-Messungen wurden wihrend eines Aufenthaltes am Hormel In-
stitute der University of Minnesota in Austin durchgefiihrt. Die dortige Lauda-
Filmwaage ist auf vielfdltige Weise modifiziert worden, was an anderer Stelle
verdffentlicht ist (Brockman et al., 1980; Brockman et al., 1984).

Die wesentlichen Merkmale sind in Abbildung 2.10 dargestellt. Die Filmwaage

befindet sich in einem klimatisierten Raum und ist gegen Umwelteinfliisse (Tem-
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peratur, Verunreinigungen, Erschiitterungen) und Verdunstung geschiitzt. Die
Temperatureinstellung erfolgt auf 0,1 K genau durch eine Temperier-Schlange
unter dem Trog, die von einem Wasserbad-Thermostaten gespeist wird.

Die Vorteile dieses speziellen Designs sind hohe Reproduzierbarkeit und voll-
automatische Vermessung mehrerer Proben. Die hohe Reproduzierbarkeit wird

durch drei Eigenschaften erreicht.

e Ein sehr gut reproduzierbares Volumen der Probe wird mit einem Autoin-
jektor stets an der gleichen Stelle iiber der Subphase injiziert (G in Abb.
2.10).

e Eine automatisierte Reinigungsprozedur bei geschlossener Filmwaage, bei
der Subphase zugegeben, die Oberfliche mit der beweglichen Barriere mehr-
fach ,abgewischt“ und Subphase wieder abgesaugt wird, sorgt fiir eine sehr

saubere Subphasen-Oberflache (F und H in Abb. 2.10).

e Die rechte der beiden Absaugkapillaren F in Abb. 2.10 saugt die Subphase
bis zu einem bestimmten Niveau ab, so dafl Effekte durch die Anderung der

gekriimmten Subphasen-Oberfliche minimiert werden.

Fiir alle Messungen war die Subphase Wasser, das — durch Umkehrosmose
und einen Kohlenstoffilter vorgereinigt — ein Elix-3 Deionisierungs-System und
ein Milli-QUV-Plus-Polishing-System von Millipore (Bedford/MA, USA) durch-
laufen hatte. Die Leitfdhigkeit betrug danach noch 18,2 MQcm, der Gesamtgehalt
an organischen Verbindungen sollte nach Herstellerangaben unter 5 ppb gelegen
haben.

Vor den Messungen wurde der Drucksensor der Filmwaage kalibriert. Dazu
wurden bei 25,0 °C die Kollaps-Oberflichendriicke von Triolein und Oleylalkohol
bestimmt und mit Referenzwerten verglichen (Oleylalkohol: (33,44£0,6) mN/m,
Triolein: (11.8740,3) mN/m). Beide Substanzen stammten von Nu-Chek-Prep

(Elysian/MN, USA). Dann wurde der entsprechende Parameter im Steuerpro-
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gramm angepaft, bis die Anzeige im Rahmen der Genauigkeit der Literaturwerte

diesen entsprach.

2.6 Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie

Bei der Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie) nutzt man
die Wechselwirkung magnetischer Dipole mit einem dufleren Feld aus, um mehr
iiber die Umgebung dieser Dipole zu erfahren. In einem ESR-Experiment bringt
man eine paramagnetische Probe in ein starkes, statisches Magnetfeld, dem man
ein schwicheres magnetisches Wechselfeld (Mikrowellen) iiberlagert. Dann wird
die Absorption der Probe in Abhéngigkeit der eingestrahlten Frequenz unter-
sucht. Meist benutzt man aber einen Resonator mit festen Abmessungen und
148t daher die Frequenz konstant. Dann wird das starke Magnetfeld, von dem die
Energien der induzierten Uberginge abhiingen (vgl. z. B. Gln. (2.19)), kontinuier-
lich verindert. Das war auch bei dem benutzten ESR-Spektrometer der Fall, wo
dieses Magnetfeld zusétzlich moduliert wurde, um Empfindlichkeit und Auflésung
zu steigern. Durch diese Modulierung entsprachen die gewonnenen ESR-Spektren
der ersten Ableitung der eigentlichen Absorptionsspektren.

In der ESR-Spektroskopie betrachtet man die magnetischen Momente von
ungepaarten Elektronen, die in Ionen der Ubergangselemente und in Komplexen
dieser Elemente in Proteinen (z. B. Cytochrom C oder Himoglobin) natiirlich vor-
kommen. Bei Lipiden tritt das Problem auf, dal diese in ihrer natiirlichen Form
keine ungepaarten Elektronen aufweisen und somit fiir die ESR ,,unsichtbar sind.
Deshalb gibt man zu den Lipiden sogenannte Spin-Label. Dabei handelt es sich
um Lipid-Molekiile, die an einer Stelle eine radikalische Gruppe tragen. Bei der
Interpretation der ESR-Spektren wird angenommen, dafl diese Spin-Label die
Membranen nur unwesentlich storen und gleichzeitig die Dynamik der sie umge-
benden Lipid-Molekiile widerspiegeln.

Ein hier verwendetes Spin-Label ist das sogenannte 5-PC-SL (Abb. 2.11), bei
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Abbildung 2.11: Strukurformel des Spin-Labels 5-PC-SL. An dem ersten
Fettsdurerest eines Phosphatidylcholins ist an Position 5 eine Doxyl-Gruppe an-
gebracht. Das ungepaarte Elektron der Nitroxidgruppe wechselwirkt bei der ESR-
Spektroskopie mit den dufleren Magnetfeldern.

dem sich an der ersten aliphatischen Kette eines Phosphatidylcholins an Positi-
on 5 eine Doxyl-Gruppe befindet. Die darin enthaltene Nitroxid-Gruppe besitzt
ein ungepaartes Elektron in einem 2p7-Orbital des Stickstoffs (Heimburg, 1989,
S. I1I-2). Die Beschaffenheit der Fettsidurereste ist nicht fiir jedes Molekiil ge-
nau festgelegt, da fiir die Spin-Label-Synthese ein aus Eigelb gewonnenes Lyso-
Phosphatidylcholin-Gemisch verwendet wurde, sogenanntes egg (yolk) lysophos-
phatidylcholine. Die darin enthaltenen Molekiile hatten zu 90 % gesittigte Ketten
der Lénge 16 und 18. Des weiteren wurde das Spin-Label 13-DMPC-SL benutzt,
bei dem sich analog an Position 13 der ersten Kohlenstoffkette eines DMPC-
Molekiils eine Doxylgruppe befand. Die fiir diese Arbeit benutzten Spin-Label
wurden freundlicherweise von Derek Marsh (Max-Planck-Institut fiir biophysika-

lische Chemie, Gottingen) zur Verfiigung gestellt.

Da das magnetische Moment eines Molekiils von seinem Spin abhéngt, ist zur
theoretischen Beschreibung der ESR eine relativistische Theorie erforderlich. Zur
Vereinfachung geht man aber zu einem effektiven Spin-Hamilton-Operator Hg e
tiber (Kohlrausch, 1985, S. 812). Fiir die ESR enthilt dieser in guter Ndherung

nur einen Term fiir den Elektron-Zeeman-Effekt H ¢ und einen fiir die Elektron-
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Kern-Spinwechselwirkung ;g

Hset = Hs + His (2.16)
Hs=ppH-g-S (2.17)
His=1-A-S (2.18)

(1p: Bohrsches Magneton, g: g-Tensor fiir Elektronen, S: Elektronen-Spin-Ope-
rator, I: Kernspin—Operator_ und A: Hyperfeinstruktur-Tensor).

Da die Wechselwirkung von Elektronen-Spin und duflerem Magnetfeld im all-
gemeinen von der Lage des Molekiils zum Feld abhéngt, sind H und S durch
einen Tensor gekoppelt. Ebenso héngen Elektronen-Spin und Kern-Spin iiber den
Tensor é zusammen, da ihre Wechselwirkung von der rdumlichen Verteilung der
Aufenthaltswahrscheinlichkeitsdichte des Elektrons abhéngt.

Bei dem Stickstoffatom der Nitroxid-Gruppe ist die Kernspinquantenzahl
I =1 und der Elektronenspin S = 1. Nach den Regeln fiir quantenmechani-
sche Drehimpulse sind also drei bzw. zwei Eigenwerte moglich, m; ¢ {—1,0,1}
beim Kernspin und mg € {—%, +%} fiir den Elektronenspin. Mit den Auswahl-
regeln Am; = 0 und Amg = 1 erhilt man die in Abbildung 2.12 dargestellten
Ubergiinge.

Nach Diagonalisierung der Tensoren g und A gelten folgende Beziehungen fiir

die Ubergangsenergien (Heimburg, 1989, S. I11-4):

hw = gwm,U'BHz + Agzmy (219)
hwe = gyyupHy + Ayymy (2.20)
hws =g, ,upH,+ A,,m; (2.21)

Wenn man mit konstanter Frequenz der eingestrahlten Mikrowellen und va-

riablem Magnetfeld arbeitet, bietet es sich an, den A-Tensor in den Einheiten des
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Abbildung 2.12: Aufspaltung des Grundzustandes und erlaubte Uberginge bei
der Nitroxid-Gruppe.

Magnetfelds auszudriicken:

Aji
gii UB

Aii —

(2.22)

Als Spektrum wird dann die Absorption (bzw. deren erste Ableitung) als Funk-
tion des Magnetfelds aufgenommen, so dafl die Hauptachsenelemente des Hyper-
feinstrukturtensors den maximalen und minimalen Abstand der Resonanz-Linien
angeben.

Fiir alle Orientierungen des Molekiils relativ zum Magnetfeld gibt es also sechs
Energieniveaus mit drei moglichen Ubergiingen. Fiir das Doxyl-Label sind die
Hauptachsenelemente des g-Tensors relativ dhnlich verglichen mit den Differenzen
der Elemente des Hyperfeinstruktur-Tensors (Heimburg, 1989, S. II1-5).

Die Anisotropie des A-Tensors nutzt man nun aus, um die Dynamik der Li-
pidketten zu untersuchen. Angenommen, die Lipide ldgen als Kristall vor. Dann
wiren sie alle auf eine bestimmte Weise gegeniiber dem Magnetfeld orientiert,
so dafl man im allgemeinen ein Absoptionsspektrum mit drei Maxima erwartete.
Wire die Probe ein Kristallpulver, so wiirden sich verschiedene Spektren ver-
schieden orientierter Molekiile {iberlagern. In einer Fliissigkeit jedoch sind die

Lipide beweglich, so daf} eine Mittelung der Anisotropie der Hyperfeinaufspal-
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tung stattfinden kann, falls diese Bewegung schneller als die Zeitskala der ESR
ist. Bei vollstdndiger Mittelung wird ein Spektrum mit drei scharfen Linien ge-
messen werden. Diese Beweglichkeit wird als Rotation der Molekiile in den Bloch-
Gleichungen beriicksichtigt (Marsh, 1986). Damit wird die Linienform der Spek-
tren von der Beweglichkeit der Molekiile abhingig. Ein weiterer Effekt, der die Li-
nien verbreitert und mit der Beweglichkeit der Spin-Label zusammenhéngt, ist die
sogenannte Spin-Spin-Austauschwechselwirkung (Marsh, 1986). Dabei fiihrt eine
hohe Begegnungsrate der Spin-Label zur Verbreiterung der Linien, womit man
Diffusionsgeschwindigkeiten messen kann (Sachse und Marsh, 1986; Sachse et al.,
1987). Denselben Effekt haben auch lokal hohe Spin-Label-Konzentrationen, z.
B. wenn sich Spin-Label in kristallinen Lipid-Phasen nicht mischen und Aus-
scheidungen bilden. Des weiteren wirkt sich die Lebensdauer der elektronisch
angeregten Zusténde auf die Linienbreite aus (Spin-Gitter-Relaxation).

Man kann mit weiteren Betrachtungen unter Ausnutzung der Symmetrie der
Membran aus den Abstinden der Resonanzextrema, die Diagonalelementen des
A-Tensors entsprechen, bei bekannter Orientierung der Nitroxid-Gruppe zum
Lipid-Molekiil einen Ordnungsparameter definieren (Heimburg, 1989, S. III-5 —
I11-12). Dieser Ordnungsparameter ist ein Maf fiir die Ordnung der Kohlenstoff-
Ketten im Lipidmolekiil. Er wird so definiert, daf§ er unterhalb der Umwand-
lung, also im geordneten Zustand, 1 ist. Oberhalb der Umwandlung, wenn sehr
viele verschiedene Zustinde gleichberechtigt vorliegen kénnen, wird er zu Null.
Je nachdem, ob sich der Ordnungsparamter bei einer bestimmten Temperatur
unstetig sindert oder stetig verschwindet, spricht man von einem Ubergang er-
ster bzw. hoherer Ordnung. Ist das Verschwinden iiber einen Temperaturbereich
ausgeschmiert, bezeichnet man den Ubergang als kontinuierlich. In der Landau-
Theorie, die Phaseniibergéinge hoherer Ordnung betrachtet, wird die freie Energie
F eines Systems nach einem Ordnungsparameter entwickelt, um solche Ubergiinge
phénomenologisch beschreiben zu kénnen (Becker, 1985, S. 265). Die Landau-

Theorie kann auch auf den Ubergang vom Gel-Zustand zum fliissig-kristallinen
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Zustand bei Lipid-Membranen angewendet werden (Sackmann, 1995b).

In dieser Arbeit wird ein anderer Zugang zur Dynamik der Lipid-Ketten
gewahlt, da die Bestimmung der Absténde der Resonanzlinien bei den sehr breiten
und niedrigen Extrema der gemessenen ESR-Spektren nur zu einer groben Anga-
be eines Ordnungsparameters fithrt. Dazu sei daran erinnert, daf} eine zunehmen-
de Rotationsgeschwindigkeit der Lipid-Ketten zu einer zunehmenden Mittelung
der Anisotropie des A-Tensors fiihrt, was sich in schmaleren Resonanzmaxima
duflert. Da aber die Gesamtabsorption der Probe nur von der Konzentration der
Spin-Label abhéngt, mufl das Doppelintegral iiber die ESR-Spektren (erste Ab-
leitung der Absorptionsspektren) eine Konstante sein. Demzufolge bedeutet eine
groflere Schérfe der Linien eine Vergréflerung der Hohe jedes einzelnen Maxi-
mums. Zeichnet man nun die Linienhdhe einer Resonanzlinie als Funktion der
Zeit auf, so gewinnt man Informationen iiber die stattfindenden Anderungen der
Beweglichkeit der Lipid-Molekiile (Heimburg, 1989, S. I11-10), und das sensibler
als bei Verwendung der extremalen Absténde der Resonanzlinien (Heimburg und
Biltonen, 1994). Aus der Verdnderung der Linienhthe kann auch ein Ordnungs-
parameter zur weiteren quantitativen Untersuchung der Umwandlung definiert

werden.

Fiir die Messungen im Rahmen dieser Arbeit wurde ein ESR-Spektrometer
Century-Line von Varian (Palo Alto/CA, USA) verwendet. Die Frequenz der ein-
gestrahlten Mikrowellen betrug 9,118 GHz, das Magnetfeld wurde von 3193 G bis
3293 G verdndert. Die Probe wurde in eine Quartzkapillare gefiillt und diese zu-
geschmolzen in ein ESR-Probengefif} gesteckt, das zur thermischen Stabilisierung
mit Silikon-Ol gefiillt war. In dem Silikon-Ol befand sich ein Thermoelement, mit
dem die Temperatur bestimmt wurde. Die Temperierung erfolgte auf etwa 0,1 K
genau mit einer speziellen Regelungseinheit, die bei konstanter Kiihlung durch

gasformigen Stickstoff ein Heizelement steuerte.
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DMPC 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-phosphocholin
677,94 g/mol | Dimyristoylphosphatidylcholin

DPPC 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-phosphocholin
734,05 g/mol | Dipalmitoylphosphatidylcholin
DMPG 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)]

665,06 g/mol | Dimyristoylphosphatidylglycerol

Tabelle 2.3: Abkiirzung, systematischer Name, molare Masse und ein gebrauchli-
ches Synonym fiir jedes der verwendeten Lipide. Fiir DMPG ist die Molmasse des
Anions angegeben. Molekiilstrukturen von DMPC und DMPG finden sich in Ab-
bildung 1.1. DPPC unterscheidet sich von DMPC nur um je zwei CHy-Gruppen
lingere Kohlenwasserstoff-Ketten.

2.7 Praparation der Proben
Materialien

Die verwendeten Phospolipide (Tab. 2.3) wurden, falls nichts anderes angegeben
ist, von der Firma Avanti Polar Lipids (Alabaster/AL, USA) als Pulver bezogen.
Dabei lag DMPG als Natriumsalz vor. Die Reinheit dieser Lipide wurde mittels
Diinnschichtchromatographie gepriift (Boyer, 1993, S. 61). Dazu wurden SiO,-
beschichte Glasplatten und als Laufmittel ein Gemisch von CH,Cl,, CH30H und
32%iger NH,OH-Losung im Volumenverhéltnis von 65:30:3 benutzt. Die Lipide
wurden in einem 2:1-Gemisch von CH,Cl; und CH30H gelst.

Soweit zur Herstellung der Proben ein Puffer verwendet wurde, bestand die-
ser aus dem pH-Puffer HEPES (2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethan-sul-
fonséure) von Sigma (St. Louis/MO, USA), dem Kalzium-Puffer EDTA (Ethy-
lendiamin-tetraessigsiure-diammoniumsalz) von Fluka (Buchs, Schweiz) und Na-
triumchlorid von Baker (Deventer, Holland). Der spezielle Puffer HEPES wurde
vor allem wegen der geringen Temperaturabhingigkeit seines pK,-Wertes und
der vernachléssigbaren Interaktion mit Membranen verwendet (Boyer, 1993, S.
36). Der Kalziumpuffer EDTA hatte den Nebeneffekt, das Wachstum von Mi-

kroorganismen in einer Probe stark zu erschweren. Der pH-Wert wurde mit Na-
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triumhydroxid (0,1 mol/l) eingestellt, das ebenfalls von Baker bezogen wurde.
Alle Pufferkomponenten wiesen mindestens den Reinheitsgrad z. A. (zur Ana-
lyse) auf. Als Losungsmittel wurde bidestilliertes Wasser verwendet. Die genaue
Zusammensetzung der Lipid-Dispersion ist immer bei den Meflergebnissen ange-
geben.

Alle verwendeten organischen Losungsmittel stammten, falls nichts anderes

angegeben ist, von Baker (Deventer, Holland).

Multilamellare Vesikel

Aus den zwitterionischen Phosphatidylcholinen wurden Dispersionen multilamel-
larer Vesikel (MLV) hergestellt, indem diese einfach in bidestilliertem Wasser oder
Puffer bei einer Temperatur oberhalb der Umwandlung vom Gel-Zustand nach
fliissig-kristallin gelost wurden. Man bezeichnet Vesikel als multilamellar, wenn sie
von einer Membran aus mehreren Doppelschichten umgeben sind. Der Losungs-
prozel wurde durch kurzes Schiitteln mit einem MS1 Minishaker von IKA Works
(Wilmington/NC, USA) bei 2400 min ! unterstiitzt. Dabei formen sich spontan
multilamellare Vesikel (Szoka und Papahadjopoulos, 1980; Lasic, 1988).

Unilamellare Vesikel

Bei unilamellaren Vesikeln héngt die Art der Priparation vom verwendeten Li-
pid ab. Das anionische DMPG bildet ober- und unterhalb der Phasenumwandlung
spontan hauptséchlich unilamellare Vesikel (Lasic, 1988). Da das thermische Ver-
halten von DMPG sehr sensibel gegeniiber pH-Wert, Ionenstirke und Kalzium-
Konzentration ist, wurde hier stets ein Puffer verwendet.

Die zwitterionischen Phosphatidylcholine bilden spontan MLV, so dafl es hier
einer weiteren Technik bedarf, um unilamellare Vesikel zu erhalten. Dazu wur-
de ein sogenannter Extruder (LipoFast Basic) von Avestin (Ottawa, Kanada)
benutzt. Bei diesem handelt es sich um eine Apparatur, bei der man mittels

einer Spritze eine Dispersion multilamellarer Vesikel durch einen Filter in ei-
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ne zweite Spritze preft (MacDonald et al., 1991). Der Filter besteht aus einer
Polycarbonat-Folie, in der sich Lécher mit einem Durchmesser von etwa 100 nm
befinden. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen, dafi diese Methode
unilamellare Vesikel ergibt, die einen mittleren Duchmesser haben, der dem der
Filteroffnungen entspricht (MacDonald et al., 1991). Die Breite der Groflenver-
teilung hiangt dabei davon ab, wie oft die Dispersion durch den Filter gedriickt
wurde. Bei einer Grofle von etwa 100 nm spricht man von groflen, unilamellaren
Vesikeln (LUV fiir large unilamellar vesicles).

Zum Extrudieren der MLV-Dispersionen wurde der Extruder in einen Mes-
singblock eingeschlossen, der mit einem Wasserbad auf eine Temperatur oberhalb
der Hauptumwandlung gebracht wurde. Die Ausgangsdispersion wurde 21mal
durch den Filter gedriickt. Die Konzentrationen von Phosphatidylcholin-Disper-
sionen waren auf etwa 10 mg/ml begrenzt, da bei hoheren Konzentrationen ein
zu hoher Druck fiir die Extrusion hétte angewendet werden miissen.

Fiir eine LUV-Dispersion von DMPC in Wasser (10 mg/ml) wurde die Gréfien-
verteilung durch dynamische Lichstreuung mit einem Nicomp Model 370 Submi-
cron Particle Sizer V5.0 von Pacific Scientific (Silver Spring/MD, USA) kontrol-
liert. Dabei wurde unter der Annahme nichtwechselwirkender, sphérischer Vesi-
kel mittels der Abfallzeit der Intensitits- Autokorrelationsfunktion des gestreuten
Lichts und der Einstein-Stokes-Beziehung fiir die Diffusionskonstante von Kugeln
in einem viskosen Medium eine Verteilung von Durchmessern ermittelt. Diese war
im Fall der LUV-Dispersion unimodal und ergab einen Durchmesser von (105426)

nm (vgl. Abb. 2.13).

Mischungen

Zur Erstellung einer dquimolaren Mischung von DMPC und DPPC (entspricht
M,, = 706,0 g/mol) wurden entsprechende Mengen beider Lipide eingewogen und
in Chloroform gelost. Die so entstandende Losung wurde zunéchst unter einem

Stickstoffstrom getrocknet. Dann wurde iiber 5 Stunden in einem Exsikkator bei
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Durchmesser [nm] Durchmesser [nm]

(a) 22 °C, Durchmesser (104+34) nm (b) 24 °C, Durchmesser (106+35) nm

Abbildung 2.13: Beispiele aus Lichtstreuungsexperimenten gewonnener Groéfien-
verteilungen fiir extrudierte DMPC-Vesikel. Fiir die Extrusion wurde ein Fil-
ter mit 100 nm Porendurchmesser verwendet, durch den die Ausgangsdispersion
21mal gedriickt wurde.

einem Druck unter 0,1 mbar das restliche Chloroform abgepumpt. Das trockene
Gemisch wurde dann in Wasser geldst und daraus eine LUV-Disperion hergestellt,

wie auf Seite 40 beschrieben ist.

Vesikel mit Spin-Labeln

Zunichst wurde aus dem jeweiligen Spin-Label (5-PC-SL oder 13-DMPC-SL,
vgl. S. 33) eine Losung in Methanol erstellt und diese dann mit in Dichlormethan
gelostem DMPC gemischt, so dafl zu 2 mg Lipid 1,5 % Spin-Label hinzukamen.
Diese Losung wurde unter Stickstoff getrocknet und verbliebenes Losungsmittel
in einem Exsikkator bei einem Druck von unter 0,1 mbar iiber 12 Stunden ab-
gepumpt. Danach wurden 95 pl Puffer (5 mmol/l HEPES, 1 mmol/l EDTA, pH
= 7,48) zugegeben und die Probe darin bei 48 °C gelgst. Diese Dispersion wurde
in eine Kapillare gefiillt, die MLVs abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und

die Kapillare zugeschmolzen.
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Monofilme

Bei Monofilmmessungen wird eine Lipid-Losung in organischem Loésungsmittel
auf eine Wasseroberfliche aufgebracht, so dafl sich nach Verdunsten des Losungs-
mittels ein monomolekularer Film auf dem Wasser ausbildet. Da die Messungen
an Monofilmen iiberaus empfindlich gegen Verunreinigungen sind, mufite hier mit
besonderer Sorgfalt gearbeitet werden.

DMPC und DPPC wurden wiederum von Avanti bezogen, diesmal jedoch als
Lésung in Chloroform. Die Lipide wurden zunichst unter Stickstoff getrocknet.
Dann wurde, um verbliebenes Chloroform zu entfernen, etwas Benzol und Me-
thanol beigegeben und wiederum getrocknet. Schliefilich wurden die Proben in
einem Gemisch von Hexan und Ethanol (Volumenverhéltnis 95:5) wieder geldst.
Die fiir die Monofilm-Messungen verwendeten organischen L&ésungsmittel aufler
Ethanol wurden von Burdick & Jackson (Muskegon/MI, USA) bezogen und waren
von hoher Reinheit. Das Ethanol war hochrein und stammte von Aaper (Shelby-
ville/KY, USA). Zusitzlich wurde es iiber CaH, destilliert, um den Wassergehalt
weiter zu reduzieren.

Abschlielend wurde die Lipid-Konzentration anhand des Phosphorgehalts
nach der Methode von Fiska und SubbaRow (Bartlett, 1958) auf 0,4 % genau
und besser bestimmt.

Die so erhaltenen Losungen wurden dann zum Teil mit Hexan/Ethanol weiter
verdiinnt. Dies war notwendig, da das auf die Subphase injizierte Volumen durch
den Autoinjektor der Filmwaage vorgegeben war und fiir eine Verdnderung der

Kompressionsrate die Anzahl der Molekiile angepafit werden mufite.
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3 Theorie

3.1 Proportionalitit von Umwandlungsenthal-
pie und -volumen

Bei den in diesem Abschnitt dargestellten Uberlegungen zur Thermodynamik
einer Lipid-Membran soll von folgender Voraussetzung ausgegangen werden. Es
wird angenommen, dafl im Temperaturbereich der Schmelzumwandlung der Koh-
lenwasserstoff-Ketten die Warmekapazitdt proportional zur Volumenédnderung
ist.

oV

6—T = ’)’VO]ACP (31)

Dabei ist Ac, die molare UberschuB-Wirmekapazitit gegeniiber einer Referenz-
substanz, 7, eine Proportionalitdtskonstante und V das scheinbare molare Vo-
lumen des Lipids. Letzteres berechnet sich aus der Dichte der Probe p, der Dichte
des Losungsmittels py und der molaren Massen M, des Lipids. Es wird als ,,schein-
bares“ Volumen bezeichnet, da der Berechnung die Annahme zugrunde liegt, daf}
sich das Probenvolumen additiv aus Lésungsmittelvolumen und Lipidvolumen

zusammensetzt (Jolicoeur, 1981).

V= % (1 _ 1000(p = p0) (’C’ — pO)) (3.2)

Fiir ¢ ist die Konzentration des Lipids in g/l einzusetzen, um V in ml/mol zu

erhalten. Oft benutzt man in der physikalischen Chemie auch das partielle molare

Volumen V.
V= (8—V) (3.3)
on T,Pno
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(ng: Stoffmenge des Losungsmittels, n: Stoffmenge des Lipids). Dieses beriicksich-
tigt die Konzentrationsabhéngigkeit des Losungs-Volumens, das sich im allgemei-
nen nicht als Summe der Komponenten-Volumina ergibt. Fiir Vesikel-Dispersionen
ist der Unterschied zwischen scheinbarem und partiellem molarem Volumen je-
doch gering (Wiener et al., 1988). Im folgenden soll weiterhin angenommen wer-
den, dal das Volumen V eines Lipids in einfacher Weise durch das scheinbare

molare Volumen V angegeben werden kann

V=nV (3.4)
wobei n fiir die Stoffmenge des Lipids steht.
Die nun aufgefiihrten Uberlegungen zur Ausnutzung der Annahme (3.1) folgen
dem von Heimburg vorgeschlagenen Modell (Heimburg, 1998). Die Giiltigkeit der
Annahme (3.1) wird im Abschnitt 5.2 diskutiert werden.

Fiir die Enthalpie aller Zusténde ¢ einer Membran gilt jeweils

(E;: innere Energie, p: Druck, V;: Volumen, II: Oberflichendruck, A;: Fliche).
In einem isobar-isothermen System (p, IT und 7" konstant) kann man H; als die
Energie betrachten, die man aus der Hamilton-Funktion und einem Term pV fiir
die Volumenarbeit fiir einen Zustand ¢ bestimmen kann. Damit ergibt sich fiir die

Zustandsfunktion Z

7= ZQ exp (-ka) (3.6)

mit ; als Entartung des Zustandes ¢ und der Boltzmann-Konstanten kp. Der
MeBwert einer Observablen X ist dann der folgende Mittelwert iiber die X der

jeweiligen Zusténde

(X) = % ZX Q; exp (- ka> (3.7)
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Durch Differenzierung der Erwartungswerte der Observablen Enthalpie (H), Vo-
lumen (V') und Fliche (A) jeweils nach der Temperatur 7', nach dem Druck p bzw.
nach dem Oberflichendruck II erhilt man als Suszeptibilititen die Warmekapa-
zitét Cp, die isotherme Volumenkompressibilitit 3! bzw. die isotherme Flichen-

kompressibilitit £37¢*.

C, = (3<H>) _ (H?) — (H)’ (3.8)

oT kgT?
w Loy (VB —(V)?
=y (a—p>T— TV kel (3.9)
area _ 1 8<A> _ <A2> - <A>2
=g (o), = Tomr 10

Nun seien Hy und V) die intrinsische Enthalpie bzw. das intrinsische Volumen ei-
nes Lipids der Membran, wihrend AH und AV die durch Konformationséinderun-
gen der Lipid-Ketten verursachten Verdnderungen von Enthalpie und Volumen
sind. Die Klammern fiir die Erwartungswerte werden im folgenden der Einfach-

heit halber weggelassen. Es folgt

0H, 0AH
- = q1
Cy (aT >p+ ( 5T )p Cpo + AG, (3.11)
. 1 [0V, 1 (0AV ol ol
vol _ _ — _ _ — gV AgY 3.12
K v ap . Vv ap . K’T,O + K ( )
In gleicher Weise wird die Fliche A in Ay und AA zerlegt.
1 (04 1 [(0AA
area _ _ - — gArea | A area 1
K A ( aH >T A ( aH )T K;T,O + K (3 3)

Die Grofien C g, k3% und 27 sind intrinsische GréSen, die mit Fluktuationen
) )

der Molekiile verkiipft sind, aber nicht mit Umwandlungen der Membran. Die
Anteile, die aus den Fluktuationen des Zustands der Membran kommen, sind in
AC,, Ax¥! und Ak beriicksichtigt.

vol area

Bis jetzt sind die Funktionen fiir 7, £#°* und C, unabhéngig voneinander,

und es existiert keine einfache Beziehung zwischen ihnen.
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Jetzt wird von der Annahme (3.1) Gebrauch gemacht. Wenn (3.1) zutrifft,

dann kann gezeigt werden, dafl ebenso fiir alle zugénglichen Zusténde
AV; = v AH; (3.14)

gilt (Heimburg, 1998). Mit den Gleichungen (3.8), (3.9), (3.11) und (3.12) gewinnt
man eine Beziehung fiir die Uberschu-Kompressibilitit

2
T
AR = ’QT1> AC, (3.15)

Als Folge der Proportionalitidts-Annahme (3.1) ist die Kompressibilitét propor-
tional zur Wirmekapazitit. Beide nehmen also insbesondere Maxima bei den
Phaseniibergéngen an.

Fiir die Flichenéinderung wird ausgehend von (3.14) in Analogie ebenfalls eine

Proportionalititsrelation postuliert
AA’L = "Yarea AHZ (316)

(A;: Fliache auf der Membran pro Molekiil im Zustand i) deren Giiltigkeit im
Zusammenhang mit Monofilmexperimenten diskutiert werden wird (vgl. Abschn.
5.4). Damit erhélt man nun auch eine Beziehung fiir die isotherme laterale Kom-
pressibilitét.

2
T
Argres = ng) AC, (3.17)

Dieses Ergebnis wird in eine Beziehung fiir den Biegemodul K} eingesetzt.
In der Elastizitdtstheorie von Membranen bezeichnet der Biegemodul K, (auch
Biegesteifigkeit genannt) die Abh#nigkeit der Kriimmungsenergiedichte fi imm

von mittlerer und spontaner Kriimmung (s. z. B. Seifert und Lipowsky, 1995).

K, (1 1 2
Siriimm = 7” (E + Ez — Co) + weitere Terme (3.18)

(R1, Ry: Kriimmungsradien der Membran, Cy: spontane Kriimmung)
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Die Beziehung fiir den Biegemodul

mono
1 _ 2K7

E::K/b— 12

(3.19)

wurde von Evans (1974) fiir eine isotrope Lipid-Doppelschicht mit symmetrischen
Monoschichten abgeleitet (x7°"°: isotherme laterale Kompressibilitit einer Mono-
schicht, h: Abstand der beiden Monoschichten). Die Kopplung der Monoschichten
im Bereich der Phasenumwandlung wird hier vernachléssigt. Fiir Phosphatidyl-
choline ist diese Wechselwirkung so schwach ausgeprigt, dafl beide Monoschich-
ten unabhingig voneinander vom Gel-Zustand zum fliissig-kristallinen Zustand

iibergehen konnen (Sillerud und Barnett, 1978). Man setzt deshalb einfach

1
Kpome 5 K (3.20)

sowie den Abstand der Monoschichten gleich dem ihrer Zentren A = D/2 und
erhilt

area
16 kT

Kp = D2

(3.21)

Damit gelangt man schliefilich mit diesem einfachen Modell zu einer Proportio-

nalitiit von Uberschul-Biegeelastizitit und -Wirmekapazitit

16 Yarea T
Ky = Kb’()(T) + ﬂ AC',, (322)

Damit wird vorhergesagt, dafi bei einer Phasenumwandlung mit der Warmeka-
pazitit auch die Biegeelastizitit ein Maximum annimmt. Dieses Ergebnis wird in

Abschnitt 3.3 weitere Verwendung finden.

3.2 Folgerungen fiir die Druckabhingigkeit der
Wiarmekapazitit

Ausgehend von (3.14), also der Proportionalitit von Umwandlungsenthalpie und

-volumen fiir jeden Zustand

AV; = 7o AH;
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sollen nun hier, einer Idee von Heimburg folgend, Schliisse auf das thermotrope
Verhalten von Lipid-Membranen bei Druckerh6hung gezogen werden. Darum wird
die Beziehung (3.14) jetzt etwas anders aufgeschrieben, um deutlich zu machen,

daf sie nur bei einem bestimmten Druck p, gilt.
AV = Ao AH] (3.23)

Fiir die UberschuB-Enthalpie AH bzw. deren Erwartungswert (AH) gilt unter

isobar-isothermen Bedingungen
Zi QZAHZ exp <—%)
> Qiexp (— ﬁg&)

(Q;: Entartung des Zustands 7). Neben der Annahme (3.1) wird noch vorausge-

(AH) =

(3.24)

setzt, dafl die Anzahl der zugénglichen Zustéinde und deren Entartung fiir die

betrachteten Driicke nicht vom Druck p abhéngt, sowie
AEP = AE? (3.25)
AVP = AV? (3.26)

(E;: innere Energie des Zustands i).

Bei einer Druckerh6hung um Ap erhélt man fiir die beiden Driicke py und
p=po+Ap

AH) = AE] + pyAV (3.27)

AH} = AE} 4 (po + Ap) AVP (3.28)

In Gleichung (3.28) kann man nun (3.25), (3.26) und (3.23) einsetzen und kommt

ZUu
AH? = AE) + popAV + Ap 2 AHY

= AHY (1+ Apaly) (3.29)

Dies kann man als eine Entwicklung bis zur linearen Ordnung von AH? in p um

po interpretieren.
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Der Erwartungswert fiir die UberschuBenthalpie bei den Randbedingungen T
und p ist also gegeben durch

S GAH exp (= (1+ Apaly) 22

(AHY; = (14 Apveq) — (3.30)
S Qiexp (= (14 ApY) £
Nun kann man die Temperatur neu skalieren
T
T ———————— 3.31
1+ Apady, (331
und (3.30) schreiben als
(AHYE = (1+ Apvgy) (AH)S- (3.32)

Das Ergebnis dieser Betrachtungen ist also, dafl der Meflwert der Enthalpie bei
dem Druck p und der Temperatur 7" in erster Ndherung gleich dem bei dem Druck
po und der Temperatur 7% = (1 4+ Ap 7301)71 T ist. Damit werden Verschiebung
und Form der Wirmekapazititsprofile von Lipid-Membranen bei Druckéinderung
vorhersagbar.

Ein Vergleich mit experimentellen Ergebnissen wird in Abschnitt 5.3 vorge-

nommen.

3.3 Kopplung von kalorischen und strukturellen
Umwandlungen

Am Ende von Abschnitt 3.1 wurde festgestellt, dafl unter den dortigen Annahmen
die Elastizitdt einer Membran im Temperaturbereich der Hauptumwandlung mit
der Warmekapazitét ein Maximum annimmt. Hier soll ein davon ausgehender An-
satz von Heimburg geschildert werden, mit dem versucht wird, Zusammenhénge
von Ordnungsiibergéingen der Lipid-Ketten mit strukturellen Umwandlungen von
Membranen zu verstehen (Schneider et al., 1999, zur Veréffentlichung einge-

reicht).
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Neben Ordnungsiibergéngen der Lipid-Ketten kénnen bei Membranen auch
Gestaltumwandlungen stattfinden. Diese morphologischen Umwandlungen lassen
sich mit Hilfe der elastischen Konstanten der Membran theoretisch verstehen
(Seifert und Lipowsky, 1995). Die elastischen Konstanten sind aber im Bereich
der Umwandlung nicht unabhéngig von der Wiarmekapazitéit der Membran, da
sie iiber die thermodynamischen Fluktuationen mit ihr verkniipft sind, wie in
Abschnitt 3.1 gezeigt wurde (Halstenberg et al., 1998; Heimburg, 1998). Darum
liegt die Annahme nahe, dafl morphologische Umwandlungen von Vesikeln vor
allem im Bereich der Schmelzumwandlung der Lipid-Ketten stattfinden. Dies soll
nun genauer begriindet werden.

Der Einfachheit halber wird ein Zwei-Zustands-Modell angenommen, mit ei-
ner planaren und einer sphérischen Membran. Es werden lokal Gebiete auf einem
groflen Vesikel betrachtet, so dafl Randeffekte nicht ins Gewicht fallen. Die Diffe-
renz der Gibbsschen freien Enthalpien beider Zusténde wird mit AG(T') bezeich-

net. AG(T) soll sich aus zwei Termen zusammensetzen
AG(T) = AGepast (T) + AGsory(T) (3.33)

AGeast(T) ist die freie Enhalpie, die gebraucht wird, um die planare Membran
bis zu einer sphéirischen Kriimmung zu verbiegen. Wenn man alle anderen Wech-
selwirkungen vernachlissigt, ist fiir eine symmetrische Membran der planare Zu-
stand thermodynamisch stabil. Der zweite Summand AGg,,(7") steht fiir die
verdnderte Wechselwirkung mit dem Losungsmittel. Er wird begriindet durch
die bei vielen Lipid-Systemen experimentell sichtbare, zum Teil starke Abhéngig-
keit der Hauptumwandlung vom Lésungsmittel. Diese Abhéngigkeit riihrt von der
Beeinflussung der Elektrostatik (Ionenstéirke, pH-Wert) und osmotischen Kriften
her. Bei der Kriimmung der Membran bzw. der damit einhergehenden Veriinde-
rung der Losungsmittel-Membran-Grenzschicht soll nun freie Enthalpie freiwer-
den, AGsoy(T) also negativ sein. Wenn — bedingt durch die hohen Fluktuationen

—in der Umwandlung AGep.s geniigend klein wird, wird AG im wesentlichen von
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AGgpy bestimmt und die Membran kriimmt sich.

Mit diesem einfachen Modell kann erkldrt werden, dafl eine Kopplung von
einer Ordnungsumwandlung der Lipid-Ketten mit einer Formumwandlung der
Membran zu einer Aufspaltung des Wérmekapazitéts-Maximums fiihrt (vgl. Ab-
schn. 4.1 und 5.5).

Dazu simuliert oder mifit man die Warmekapazitétsprofile von nur planaren
und nur sphérischen Membranen. Bei der Simulation erreicht man die Kriimmung
dadurch, dafl man die Anzahlen der Lipidzustinde gel und fluid in den beiden
Hilften der Doppelschicht verschieden setzt. Da der fluide Zustand eine groflere
molekulare Fliiche hat, ergibt sich so eine Kriimmung der Membran.! Die Wirme-
kapazitéten erhdlt man dann durch Monte-Carlo-Simulationen (Metropolis et al.,
1953; Heimburg und Biltonen, 1996).

Fiir die freie Enthalpie einer dieser Membranen gilt dann

G(T) = Go + Goory + AH(T) — TAS(T) (3.34)
T T AC
= Go + Gaow + / AC,dT = T / S RdT
To To

bzw. fiir die Differenz zwischen gekriimmter und planarer Membran

AG(T) = GEE™™ — G (3.39)
T T krimmt __ lanar
+ / (Acﬁekrﬁmmt _ ACglanar) dTI _ T/ ACIg)e ) ACB o dT/
TI
To To

Die ersten beiden Terme bilden die durch Wechselwirkungen mit dem Losungs-
mittel verursachte Differenz AGg,,, deren Temperaturabhéngigkeit im Bereich
der Umwandlung als vernachlédssigbar klein angesehen wird. Die letzten beiden
Glieder geben den Anteil AGes; der Kriimmung wieder. Mit Gleichung (3.35)
148t sich nun aus simulierten Warmekapazititskurven die freie Enthalpie berech-
nen. In Abbildung 3.1 sind im oberen Bild die freien Enthalpien von gekriimmtem

(curved) und planarem (flat) Zustand aufgetragen. AGyo, wurde so gewihlt, daf

Fiir die in Abbildung 3.1 berechneten Kurven wurde fiir die gekriimmte Membran auf diese
Weise ein mittlerer Kriimmungsradius von 60 nm angenommen.
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Abbildung 3.1: Freie Enthalpie und Wérmekapazitidt bei einer Kopplung von
Kettenschmelzen und Formumwandlung (Schneider et al., 1999, mit freundlicher
Genehmigung). Im oberen Teilbild sind die freien Enthalpien des gekriimmten
(curved) und planaren (flat) Zustands eingezeichnet, wobei die minimale freie
Enthalpie durchgezogen ist. Darunter befindet sich die Differenz zwischen ge-
kriimmtem und planarem Zustand AG(T). Im untersten Teil ist das aus der
freien Enthalpie errechnete Warmekapazitéits-Profil dargestellt.
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sich die beiden Kurven schneiden. Dann wurde die Differenz AG bestimmt, deren
Ableitung nach der Temperatur den ganz unten in Abbildung 3.1 dargestellten
Wirmekapazitétsverlauf ergibt.

Aus diesen einfachen Betrachtungen folgt, dafl bei einer Kopplung der Ord-
nungsumwandlung der Lipid-Ketten mit einer strukturellen Umwandlung der Ve-
sikel eine Aufspaltung des Maximums der Warmekapazitét zu erwarten ist. Durch
die hohen Fluktuationen im Temperaturbereich des Kettenschmelzens kann der
Anteil der freien Kriimmungsenthalpie AGejas; s0 weit vermindert werden, dafl die
Losungsmittelwechselwirkungen AGg,, zu Formumwandlungen fiihren. Ob die
Schmelzumwandlung der Lipid-Ketten jedoch solch ein Ereignis auslost, hingt
von den Eigenschaften des Losungsmittels ab. Die Diskussion dieser Voraussagen

erfolgt in Abschnitt 5.5.
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4 Ergebnisse

4.1 Spezifisches Volumen, Wirmekapazitit und
Viskositéit unilamellarer Systeme

Im folgenden sind die Resultate der kalorimetrischen, densitometrischen und vis-

kosimetrischen Messungen fiir Dispersionen unilamellarer Vesikel dargestellt.

Auswertung der Messungen

Zur Auswertung der Dichte-Messungen an den Lipid-Dispersionen wurde die
Dichtedifferenz zum Lsungsmittel in das scheinbare molaren Volumen V nach
Gleichung (3.2) umgerechnet. Daraus wurde die erste Ableitung nach der Tempe-
ratur bestimmt (thermischer Volumenexpansionskoeffizient), indem bei dem je-
weiligen Datenpunkt des Volumens fiir ein lokales Datenfenster eine polynomiale
Regression zweiter Ordnung durchgefiihrt wurde. Dieses Datenfenster wurde so-
lange verkleinert, bis sich die Form der Kurve (Extrema, Hohe, Breite) bis auf ein
zunehmendes Rauschen nicht mehr dnderte. Die gewihlten Datenfenster umfaf3-
ten 7 bis 21 Punkte, was je nach gemessenem System etwa 0,1...0,7 K entsprach.
Jeder Datenpunkt wurde aus 25 bis 30 Mefwerten bei gleicher Temperatur als
Mittelwert ausgerechnet. Zwei Beispiele fiir gemessene Dichtekurven sind in Ab-
bildung 4.1 angegeben.

Obwohl das Thermometer am DichtemeBgerit Temperaturdifferenzen auf 0,01
K genau messen konnte, lag die Genauigkeit des Absolutwerts laut Hersteller
nur bei etwa 0,2 K. Beim Kalorimeter, das die Temperatur sogar bis auf 0,001

K aufloste, gehorte zur Ausstattung eine Referenz, mit der die Temperaturan-
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Abbildung 4.1: Typische Meflkurven der Dichte fiir Dispersionen extrudierter
DMPC- und DPPC-Vesikel. Pro Temperatur wurden 30 Meflwerte aufgenommen,
deren Mittel hier wiedergegeben ist. Die eingezeichneten Fehlerbalken (einfache
Standardabweichung) liegen in der Grofienordnung der Liniendicke.

zeige auf 0,1 K genau kalibriert werden konnte. Fiir alle untersuchten Systeme
lagen die Umwandlungstemperaturen aus densitometrischen Messungen um 0,2
K hoher als die entsprechenden Punkte in den Wéarmekapazititsprofilen. Da die
Uberginge zum Teil sehr scharf waren (Halbwertsbreiten unter 0,1 K), wurde
diese Abweichung als systematischer Fehler der Absoluttemperatur gewertet. Die
Temperaturen aller Messungen des Dichtemefigeréits wurden um 0,2 K verringert,
um eine einheitliche Bezugstemperatur zu haben. Fiir die Angabe der Umwand-
lungstemperaturen sind im folgenden nur die vom Kalorimeter gelieferten Werte

beriicksichtigt.

Soweit bei den einzelnen Messungen Fehlergrenzen angegeben werden konn-
ten, orientieren sich diese —wenn nichts anderes angegeben ist — an einem Vertrau-
ensintervall fiir den statistischen Fehler mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
5 %, wobei eine Normalverteilung angenommen wurde. Die Fehlergrenzen wur-
den aus den Standardabweichungen der Mittelwerte ausgerechnet, die entspre-
chend dem Stichprobenumfang erhéht wurden (Walcher, 1994, S. 30-33). Diese
Erh6hung geschah durch Multiplikation mit einem tabellierten Faktor (Walcher,
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1994, S. 395).

Fiir Umrechnungen in verschiedene Einheiten wurden die in Tabelle 2.3 auf
S. 39 angegebenen Molmassen verwendet.

Zusammen dargestellte Messungen von molarer Warmekapazitdt, Volumen-

expansionskoeffizienten oder Viskositit beziehen sich immer auf dieselbe Probe.

Extrudierte DMPC-Vesikel

In Abbildung 4.2 sind die Verldufe von Volumenexpansionskoeffizienten und mo-
larer Wirmekapazitit fiir extrudierte DMPC-Vesikel (Konzentration 10,0 mg/ml,
in bidestilliertem Wasser) dargestellt. Die kalorimetrischen Daten stammen aus
einer Messung mit einer Rate von +5 K/h (Upscan). Beide Verldufe liegen selbst
in den Details der Umwandlung annihernd deckungsgleich iibereinander, 8V /oT
und Ac, sind also im Bereich der Hauptumwandlung proportional zueinander.
Die quantitative Auswertung dieser Proportionalitat ist auf S. 62 durchgefiihrt.
Weiterhin fillt auf, daf sich die Maxima von molarer Warmekapazitét und Vo-
lumenexpansionskoeffizienten in zwei Peaks aufspalten. Diese Beobachtung wur-
de bisher nur in einem Poster fiir die Jahrestagung der Biophysical Society (Jin
et al., 1998) und als Ergebnis dieser Arbeit (Heimburg, 1998) versffentlicht. Des-
halb wurde die Reproduzierbarkeit dieses Ergebnisses eingehend untersucht. Bei
allen durchgefiihrten Priaparationen konnte die charakteristische Kurvenform aus
Abbildung 4.2 bestétigt werden. Lediglich Details schwankten leicht, wie z. B.
das Verhéltnis der Peakhthen zueinander. Eine Probe wurde nach dem Extru-
dieren 25 Stunden bei 42 °C gelagert und danach eine kalorimetrische Messung
bei absteigender Temperatur sowie darauf folgende Messungen mit aufsteigender
Temperatur durchgefiihrt (jeweils 5 K/h). Diese zeigten alle eine entsprechende
Aufspaltung. Bei einer weiteren Probe wurde die Ausgangsdispersion von multi-
lamellaren Vesikeln 8mal eingefroren und wieder aufgetaut (freeze-thawing), ohne
daf} ein wesentlicher Einflufl auf die Aufspaltung beobachtet wurde. Gleiche Er-

gebnisse wurden auch mit Proben in bidestilliertem Wasser und in Puffer (5
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Abbildung 4.2: Volumenexpansionskoeffizient und molare Warmekapazitat im
Temperaturbereich der Hauptumwandlung fiir extrudierte DMPC-Vesikel. In die-
sem Bild sind fiir die Ableitung des scheinbaren molaren Volumens nicht wie
sonst Mittelwerte aus 25...30 Mefiwerten bei jeder Temperatur beriicksichtigt,
sondern die einzelnen Mefiwerte selbst. Dies veranschaulicht die geringe Streuung
der Mef3werte.

mmol/l HEPES, 1 mmol/l EDTA, pH = 7,5) erzielt. Auch DMPC von Fluka
(Buchs, Schweiz) zeigte ein zweigeteiltes Umwandlungsmaximum. Unterschied-
liche Geschwindigkeiten (Driicke) beim Extrudieren bewirkten nur eine ausge-
prigtere Aufspaltung bei langsameren Extrudieren (niedrigere Driicke) und eine
Verdnderung des Verhiltnisses der Peakhohen. Eine Abhéngigkeit von der Tem-

peraturdnderungsrate zeigte sich im Bereich von 1...5 K/h nicht.

Weitere Systeme unilamellarer Vesikel

Volumetrische und kalorimetrische Messungen wurden auch an weiteren Systemen
von unilamellaren Vesikeln durchgefiihrt. Sowohl bei Dispersionen des anionischen
Lipids DMPG bei niedriger Ionenstérke (Abb. 4.3) als auch bei hoher Ionenstérke
und bei extrudierten Vesikeln des zwitterionischen Lipids DPPC (Abb. 4.4) lagen
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Abbildung 4.3: Molare Warmekapazitit, Volumenexpansionskoeffizient und Vis-
kositét fiir DMPG- (links) und DMPC-Dispersionen (rechts). DMPG lag in Puf-
fer (5 mmol/l HEPES, 1 mmol/l EDTA, pH = 7,8) bei niedriger Ionenstérke (10
mmol/l NaCl) in einer Konzentration von 6,65 mg/ml vor. Fiir DMPC wurde
ein 10,0 mg/ml MLV-Dispersion in bistelliertem Wasser 21mal extrudiert. Die
Wirmekapazitdtsmessungen erfolgten mit einer Rate von +5 K/h.

die Kurven fiir Ac, und dV /0T in guter Niherung iibereinander.

Bei den Profilen fiir DPPC-Vesikel links in Abb. 4.4 zeigte sich ein abrupter
Abfall der molaren Warmekapazitéit im oberen Temperaturbereich der Umwand-
lung, wéhrend der Verlauf des Volumenexpansionskoeffizienten anndhernd sym-
metrisch war. Diese Asymmetrie verschwand bei Messungen der Wiarmekapazitét
mit langsameren Raten bis zu +0,1 K/h (Daten nicht gezeigt). Da der isotherme
Modus des Dichtemefigeriits etwa einer Rate von +0,2 K/h entsprach, ist bei ei-
ner wirklich quasistatischen Messung eine bessere Ubereinstimmung der Kurven
zu erwarten. Hier wurden die kalorimetrischen Daten fiir +5 K/h dargestellt, da
Wirmekapazitit, Volumendnderung und Viskositit von derselben Probe stam-

men sollten.

Auf die Ergebnisse der Viskositdtsmessungen wird auf S. 64 eingegangen.
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Abbildung 4.4: Molare Wérmekapazitit, Volumenexpansionskoeffizient und Vis-
kositét fiir DMPG- (links) und DPPC-Dispersionen (rechts). DMPG war in Puf-
fer (5 mmol/l HEPES, 1 mmol/l EDTA, pH = 7,8) bei hoher Ionenstirke (200
mmol/l NaCl) in einer Konzentration von 6,65 mg/ml angesetzt worden. Fiir
DPPC wurde eine MLV-Dispersion (10,0 mg/ml) in bistelliertem Wasser 21mal
extrudiert. Die Warmekapazitdtsmessungen erfolgten mit einer Rate von +5 K/h.

Auch bei den untersuchten Mischungen zwitterionischer Lipide (DMPC/DPPC
in Abb. 4.5, DLPC/DPPC in Abb. 4.6) ist die Proportionalitit von Ac,(7") und
9V /0T gut zu erkennen.

Das Verhalten multilamellarer Systeme wird im Abschnitt 4.2 mit Hilfe von
Druckkalorimetrie untersucht. Die Dichte solcher Dispersionen ist mit Biege-
schwinger-Densitometrie nicht zugénglich, da sich multilamellare Vesikel nach
einigen zehn Minuten absetzen. Sie verteilen sich dann nicht mehr homogen im

Ostzillator, so dal quantitative Messungen nicht moglich sind.

Proportionalititen

Die quantitative Auswertung der oben gezeigten Probensysteme ist fiir die Haupt-

umwandlung in Tabelle 4.1 und fiir die Vorumwandlung in Tabelle 4.2 aufgefiihrt.

62



-6

6 -
] -4
Z . s
1] o -2 o
< £
1S o 2
[ -
R 40 Q™
> <
o

0 o -2

T T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45

Temperatur [°C]

Abbildung 4.5: Volumenexpansionskoeffizient und molare Wirmekapazitit ei-
ner DMPC/DPPC-Mischung. Aus einer Dispersion multilamellarer Vesikel (10,0
mg/ml, dquimolar in bidestilliertem Wasser, M,, = 706,0 g/mol) wurden durch
21maliges Extrudieren unilamellare Vesikel hergestellt. Die Warmekapazitétsmes-
sungen erfolgten mit einer Rate von +5 K/h.

Bei den Vorumwandlungen der oben aufgefiihrten Lipid-Systeme war die Re-
produzierbarkeit der Kurvenform von Wirmekapazitdten und Volumenexpansi-
onskoeffizienten weniger gesichert. Ein genaues Ubereinanderliegen war deshalb
nicht zweifelsfrei zu erkennen. Dies spiegelt sich in den deutlich hoheren Fehlern
der Daten in Tabelle 4.2 wider. AH und AV wurden jeweils aus den Profilen
der molare Wiarmekapazitit bzw. des Volumenexpansionskoeffizienten durch In-
tegration bestimmt. Dazu wurde zuniichst bei Messungen derselben Probe von
Acp und V in gleicher Weise eine gerade Linie in die Nullinie unter die Umwand-
lungsmaxima gelegt und diese dann von den gemessenen Profilen abgezogen. Fiir
die Berechnung des Proportionalitdtsfaktors v wurden nicht die Mittelwerte von
AH und AV herangezogen, sondern die Einzelwerte der entsprechenden Proben.
Erst danach wurde der jeweilige Mittelwert von v bestimmt. Der Grund dafiir ist

die Abhhéngigkeit der Kurvenformen von der genauen Préparation. Quantitativ
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Abbildung 4.6: Molare Wirmekapazitdt und Volumenexpansionskoeffizient fiir
eine DLPC/DPPC-Mischung. Die Mischung (8,0 mg/ml, Stoffmengenverhiltnis
16:84 in bidestilliertem Wasser, 13mal extrudiert, M,, = 761,1 g/mol) wurde von
Michael Kahle priapariert. Die Wiarmekapazititsmessungen erfolgten mit einer
Rate von +5 K/h.

dufert sich dies darin, dafl die Fehler der aus den gemittelten Groflen bestimmten
~v wesentlich hoher sind als die der aus Einzelmessungen gemittelten -y, ndmlich
bei der Hauptumwandlung etwa um den Faktor 3 und bei der Vorumwandlung
ungefihr um den Faktor 2. Die Gréfle der angebenen statistischen Fehler fiir die
jeweiligen Systeme ist auch bedingt durch die Verfiigbarkeit von zum Teil nur
wenigen Messungen, so dafl die einfachen Standardabweichungen entsprechend

erhoht werden mufiten (vgl. S. 58).

Viskositit

In den Abbildungen 4.3 und 4.4 sind auch die Viskositétsverlaufe fiir die jeweiligen
Lipid-Dispersionen eingezeichnet. Die Viskositit wurde dabei relativ zu der von
Wasser gemessen. Referenzwerte fiir die Viskositdt von Wasser finden sich bei

Lide und Frederikse (1996, S. 6-8).
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System AH,, [2] AV, [1073 mEl] T, [°C] Yo [10-* 2]
DMPC extr. 23,44+3,2 | 30,7+5,2 23,78+0,07 | 9,01+0,71
24,18+0,06
DPPC extr. 30,5+3,0 | 35,2+7,5 41,26+0,25 | 8,14+0,67
DMPC/DPPC | 36,6 45,8 20,91 8,85
extr. 33,10
DLPC/DPPC | 37,5 39,7 37,89 7,59
extr.
DMPG 27,7458 | 31,6+2,4 20,25+0,12 | 7,60+0,61
10 mM NaCl 23,31+0,15
27,35+0,12
DMPG 28,3 35,1 22,91 8,27
200 mM NaCl
Ym | 8,52+0,44

Tabelle 4.1: Quantitative Auswertung der kalorimetrischen und volumetrischen
Messungen fiir die Hauptumwandlung. Die DLPC/DPPC-Mischung war von Mi-
chael Kahle hergestellt worden (vgl. Abb. 4.6). Soweit geniigend Ergebnisse vor-
lagen, wurde ein Fehler angegeben. Bei der Berechnung der +,,-Faktoren wurden
nicht die Mittelwerte von AH,, und AVm verwendet, sondern fiir die Werte der
entsprechenden Proben jeweils 7, bestimmt und dann gemittelt. In der letzten
Zeile ist der Mittelwert iiber alle Einzelmessungen 7, aufgefiihrt. (extr.: extru-
diert, mM: mmol/l)

System AH, [E] | AV, [107 2] | 7, [°C] vy [107% 21
DMPC extr. | 1,06+0,24 | 1,14+0,76 13,99+0,26 | 7,542,0
DPPC extr. | 1,55+0,49 | 1,15+0,88 33,4540,46 | 4,6+2,2
DMPG 4,26+0,12 | 1,37+0,16 11,4140,07 | 2,14-0,30
10mM NaCl

To | 4,7+2,9

Tabelle 4.2: Ergebnisse der kalorimetrischen und volumetrischen Messungen fiir
die Vorumwandlung. Fiir die Berechnung der «y,-Faktoren wurden nicht die Mit-
telwerte von AH, und Af/;, verwendet, sondern fiir die jeweiligen Proben v, be-
stimmt und dann gemittelt. Schlieflich wurde aus allen Einzelmessungen der
Mittelwert 7, bestimmt. (extr.: extrudiert, mM: mmol/I)
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Dispersionen des anionischen Lipids DMPG bei niedriger Ionenstérke zeigen
ein stark ausgeprigtes Viskositdtsmaximum bis etwa zum 80fachen der Viskositit
von Wasser im Bereich der Hauptumwandlung' (links in Abb. 4.3). Diese star-
ke Verinderung der Zahigkeit kann selbst mit bloflem Auge beobachtet werden.
Bei hoher Ionenstirke hingegen (200 mmol/1 NaCl) ist kein Viskositdtsmaximum
mehr zu erkennen (links in Abb. 4.4).

Extrudierte Vesikel des zwitterionischen DMPC lassen ebenfalls ein Maximum
der Viskositédt in der Umwandlung erkennen (rechts in Abb. 4.3), wenn auch
weit weniger stark ausgeprigt als bei DMPG und niedriger Ionenstirke. Beim
gegeniiber DMPC nur um zwei CHo-Gruppen je Kette lingeren DPPC ist jedoch
keine Verdnderung der Viskositéit sichtbar.

Immer dann, wenn die molare Wiarmekapazitit bzw. der Volumenexpansions-
koeffizient eine Aufspaltung in der Hauptumwandlung zeigt, wird ein Maximum
der Viskositdt beobachtet. Dieses Resultat wird mit dem Modell aus Abschnitt
3.3 in Abschnitt 5.5 erklért.

4.2 Wairmekapazititsprofile bei verschiedenen
Driicken

Berechnung der molaren Wirmekapazititen

Mit der in Abschnitt 2.3 beschriebenen Druckzelle wurde die Abhingigkeit der
Wirmekapazitéiten von verschiedenen Lipid-Systemen im Temperaturbereich der
Umwandlungen untersucht. Dabei mufite fiir die Angabe der molaren Warmeka-
pazitit die Stoffmenge der Probe in der Druckkapillare bestimmt werden. Dies ge-
schah durch Vergleich der mit der Druckzelle beobachteten Umwandlungswéirme
mit der Umwandlungswirme derselben Probe in der normalen Probenzelle des

Kalorimeters. Da das effektive Mefivolumen der Probenzelle vom Hersteller des

L Als ,Bereich der Hauptumwandlung® wird hier Heimburg und Biltonen (1994) folgend der
Temperaturbereich von 20 °C bis 28 °C bezeichnet.
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Kalorimeters sehr genau bestimmt worden war, konnte dort die molare Umwand-
lungswérme ausgerechnet werden, womit Riickschliisse auf die Probenmenge in
der Druckzelle moglich waren.

Eine Ermittlung des effektiven Mefivolumens der Druckzelle erwies sich aus
zwei Griinden als nicht sinnvoll. Zum einen war die Position der Druckzelle in
der Referenzzelle nur eingeschriinkt reproduzierbar (vgl. Abschnitt 2.3). Zweitens
traten bei Messungen multilamellarer Vesikel durch die Geometrie der Druckzel-
le bedingte Effekte durch Absetzen auf. Im Gegensatz zur Druckzelle ist bei der
Probenzelle das Volumen in den Fiillkapillaren {iber Proben- und Referenzzelle
sehr klein (vgl. Abb. 2.4). Sinkt nun Substanz aus den Fiillkapillaren in die Zel-
len ab, so fithrt dies zu einer vernachlissigbar kleinen Konzentrationserhhung.
Bei der Druckzelle jedoch kann die Konzentration durch das Absinken zusétzli-
chen Lipids bei multilamellaren Vesikel etwa um einen Faktor 7 zunehmen. Fiir
Dispersionen unilamellarer Vesikel, bei denen kein Absetzen zu beobachten war,
wurde eine Abschétzung des effektiven Meflvolumens vorgenommen. Sie fiihrte
zu einem Wert von (13,445,7) ul, was etwa einem Vierzigstel des Volumens der

Kalorimeter-Probenzelle entspricht.

Ergebnisse fiir verschiedene Systeme

In den folgenden Graphiken sind fiir Vesikel-Dispersionen verschiedener Lipide die
Wirmekapazitéitsverldufe in der Umgebung von Haupt- und Vorumwandlung bei
verschiedenen Driicken dargestellt. Temperatur- und Wiarmekapazitits-Achsen
sind fiir das gleiche System bei verschiedenen Driicken jeweils gleich skaliert, um
einen ersten Vergleich der Kurvenform zu ermdglichen. Auf die Anderung der
Wirmekapazitéitsprofile mit dem Druck wird in Abschnitt 5.3 detailliert einge-
gangen werden. Die verwendeten Heizraten betrugen stets +5 K/h.

Die multilamellaren Systeme lieferten einerseits ein starkes Signal wegen ih-
rer hohen Konzentration, die fiir unilamellare Vesikel aufgrund der Extrusion

nicht eingestellt werden konnte. Andererseits waren ihre Hauptumwandlungen
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Abbildung 4.7: Druckabhéngigkeit des Warmekapazitdtsprofils der Hauptum-
wandlung von DPPC (MLV). Die Hauptumwandlungen bei Driicken von py (Um-
gebungsdruck) (a) und py + 194 bar (b) sind fiir multilamellare DPPC-Vesikel
(15,0 mg/ml in bidestilliertem Wasser) in gleichem Mafistab abgebildet.

sehr scharf, was eine hohe Anforderung an die Auflésung des Kalorimeters mit
Druckzelle stellte. In Abbildung 4.7 ist die Hauptumwandlung fiir DPPC-Vesikel
dargestellt und in Abbildung 4.8 die zugehoérige Vorumwandlung. Sowohl bei
Haupt- als auch bei Vorumwandlung sind die Wiarmekapazititsprofile im Rahmen
der Mefigenauigkeit nahezu deckungsgleich. Bei multilamellaren DMPC-Vesikeln
trifft dies fiir die Vorumwandlung ebenfalls zu (Abb. 4.10). Bei der Hauptum-
wandlung sind zwar die Breiten der beiden Kurven gleich, das Warmekapazitéts-
maximum bei Umgebungsdruck ist aber niedriger. Da in dem zugehorigem Expe-
riment erst Vor- und Hauptumwandlung bei hohem und dann bei niedrigem Druck
gemessen wurden, hatte sich wahrscheinlich nach Messung der Vorumwandlung

das effektive Meflvolumen verindert.

Die Signale der Umwandlungen unilamellarer Vesikel waren wesentlich schwé-
cher, da hier wegen der Extrusion nur mit Konzentrationen bis etwa 10 mg/ml
gearbeitet werden konnte und keine Erh6hung der Probenmenge durch Absetzen
stattfand. Aus diesem Grund waren die Vorumwandlungen in den Wirmekapa-

zitédtsprofilen schwer oder gar nicht sichtbar.
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Abbildung 4.8: Druckabhingigkeit des Warmekapazitétsprofils der Vorumwand-
lung von DPPC (MLV). Die Vorumwandlungen multilamellarer DPPC-Vesikel
(15,0 mg/ml in bidestilliertem Wasser) sind fiir Driicke von py (Umgebungsdruck)
(a) und py + 194 bar (b) in gleicher Skalierung dargestellt.
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Abbildung 4.9: Druckabhéngigkeit des Warmekapazitatsprofils der Hauptum-
wandlung von DMPC (MLV). Fiir multilamellare DMPC-Vesikel (10,0 mg/ml in
Puffer: 5 mmol/l HEPES, 1 mmol/l EDTA, pH = 7,5) sind die Hauptumwand-
lungen bei Umgebungsdruck py (a) und bei py + 175 bar (b) in gleich skalierten
Koordinatensystemen dargestellt.
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Abbildung 4.10: Druckabhéngigkeit des Warmekapazitétsprofils der Vorumwand-
lung von DMPC (MLV). Die Vorumwandlungen multilamellarer DMPC-Vesikel
(10,0 mg/ml in Puffer: 5 mmol/l HEPES, 1mmol/l EDTA, pH = 7.,5) sind bei
Umgebungungsdruck py (a) und bei py + 175 bar (b) in gleicher Skalierung dar-
gestellt.

Die Aufspaltung der Hauptumwandlung von extrudierten DMPC-Vesikeln
konnte trotz Verwendung der Druckzelle und dadurch verschlechterter Mef3be-
dingungen reproduziert werden (Abb. 4.11). Auch hier waren die Kurven bei
Umgebungsdruck und bei um 175 bar erh6htem Druck nahezu deckungsgleich.
Ebenso édhnlich fielen die Profile fiir extrudierte DPPC-Vesikel aus, die in Abbil-
dung 4.12 dargestellt sind.

Schlieflich wurde auch eine Dispersion extrudierter Vesikel einer DMPC/-
DPPC-Mischung (Stoffmengenverhéltnis 1:1) untersucht (Abb. 4.13). Hier kam
man bei einer Héhe der Umwandlung von etwa 6 kJ/(mol K) in die Nihe der
Auflésung des Kalorimeters mit Druckzelle. Trotz der verrauschten Kurven ist
aber die groe Ahnlichkeit in Form und Hohe zu erkennen. Das in Abbildung 4.5
gemessene Maximum bei etwa 21 °C kann jedoch nur andeutungsweise wiederge-

funden werden.
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Abbildung 4.11: Druckabhingigkeit des Wirmekapazititsprofils der Hauptum-
wandlung von DMPC (LUV). Die Hauptumwandlungen bei verschiedenen
Driicken sind fiir extrudierte DMPC-Vesikel (10,0 mg/ml in bidestilliertem Was-
ser) in (a) und (b) in gleichem Mafistab abgebildet (py: Umgebungsdruck).
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Abbildung 4.12: Druckabhingigkeit des Warmekapazititsprofils der Hauptum-
wandlung von DPPC (LUV). Fiir extrudierte DPPC-Vesikel (10,0 mg/ml in bi-
destilliertem Wasser) sind mit gleicher Skalierung die Hauptumwandlungen bei
den Driicken pg (a) und py + 175bar (b) abgebildet (py: Umgebungsdruck).
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Abbildung 4.13: Druckabhéngigkeit des Wairmekapazitatsprofils einer
DMPC/DPPC-Mischung (LUV). Der Verlauf der molaren Wirmekapazitét
ist fiir extrudierte Vesikel einer DMPC/DPPC-Mischung (Stoffmengenverhéltnis
1:1, 10,0 mg/ml in bidestilliertem Wasser, M,, = 706,0 g/mol) beim Umgebungs-
druck py und beim Druck py + 175 bar in gleich skalierten Achsensystemen
dargestellt.

Vergleich der Wirmen

Unter der Annahme, daf§ sich bei Druckerhéhung die Umwandlungs-Enthalpie
AH nur um einen Term fiir die Volumenarbeit dndert, kann man versuchen, aus
den gemessenen Kurven das Umwandlungs-Volumen AV und dann die Poportio-

nalititskonstante bei Umgebungsdruck 72, zu berechnen.

AH? = AH’ + Ap AV (4.1)
AHP — AH°
AV = —o—— 4.2
= AV Ap (4.2)
AHP — AH°
0
= 4.
= Yvol Ap AHO ( 3)

Wie man in Gleichung (4.3) aber sieht, muf§ dazu die Differenz der beiden Um-
wandlungsenthalpien berechnet werden, die sich relativ nur sehr wenig unter-
scheiden und zudem durch die Festlegung der Nullinie im Wirmekapazitétspro-
fil fiir die Integration mit einer hohen Unsicherheit behaftet sind. Als Beispiel

ist diese Auswertung fiir die Hauptumwandlung multilamellarer DMPC-Vesikel
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Ap | AHY | AHP |AHE—AHY | AV, Voim
[10° Pa] | [kJ/mol] | [kJ/mol] [J/mol] [1073 ml/g] | [10~* ml/J]
175 18,564+2,5 | 18,7+2,5 216£112 18,2+£9,5 6,7+4,1

Tabelle 4.3: Vergleich der Hauptumwandlungs-Wéirmen bei verschiedenen
Driicken py und p = pg + Ap fiir multilamellare DMPC-Vesikel. AV,,, und 7,
ergeben sich als Mittel {iber die aus den Einzelmessungen berechneten Werte.

durchgefiihrt worden (Tab. 4.3), die fiir densitometrische Messungen aufgrund
des Absetz-Effektes nicht zugéinglich waren. Man erhilt eine Abschétzung fiir die
gesuchten Groflen, die im Vergleich mit den Daten aus Abschnitt 4.1 plausibel

erscheint.

Auswertung der Temperaturverschiebung

Vielversprechender fiir die Bestimmung der Proportionalitdtskonstanten ist die
Beriicksichtigung der druckabhéngigen Temperaturverschiebungen der Umwand-
lungen, die sehr genau bestimmt werden kénnen. Dabei wird von Gleichung (3.31)
Gebrauch gemacht, die fiir die Annahme einer Proportionalitdt von Umwand-

lungsenthalpie und -volumen hergeleitet wurde (vgl. Abschn. 3.2).

Tll;mwandlung = Tgmwandlung (1 + Ap 7301) (44)
Daraus folgt sofort
")/0 . Tgmwandlung - Tgmwandlung ( 4 5)
1 — .
v Tgmwandlung Ap

Mit dieser Beziehung wurden die Proportionalitidtskonstanten ~ fiir die entspre-
chenden Temperaturverschiebungen ausgerechnet (Tab. 4.4). Insgesamt zeigt sich
sowohl bei Haupt- als auch Vorumwandlung ein deutlich geringerer statistischer
Fehler als bei der Bestimmung aus den Umwandlungswérmen bei verschiedenen
Driicken. Gleichzeitig stimmen die so berechneten Werte gut mit den aus den
Dichtemessungen bestimmten Faktoren iiberein (vgl. Tab. 4.1). Dabei gibt es ein
leichtes Indiz dafiir, dafl die hier ausgerechneten y-Faktoren systematisch etwas

niedriger liegen als die aus Abschnitt 4.1.
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System Ap | TS | Th | The | The | om Vet
[10° Pa] | [°C] | [°C] | [°C] | [°C] | [107*%] | [107*%]
DMPC MLV | 173 | 23,80 | 27,52 7,241
DMPC MLV | 175 | 23,66 | 27,88 8,124
DMPC MLV | 175 | 23,73 | 27,89 | 13,14 | 15,69 | 8,007 5,09
DMPC MLV | 173 | 23,81 | 27,57 | 12,47 | 14,54 | 7,319 4,19
DMPC MLV | 175 | 23,78 | 27,96 | 13,55 | 15,82 | 8,044 4,52
DMPC extr. | 175 | 23,77 | 27,79 | 14,1 | 16,0 7,737 3,78
24,21 | 28,24 7,744
DPPC MLV | 140 | 41,40 | 44,78 | 34,04 | 36,95 | 7,675 6,77
DPPC MLV | 194 | 41,40 | 46,25 | 35,05 | 38,12 | 7,948 5,13
DPPC extr. 174 | 41,34 | 45,53 | 33,60 | 36,1 7,657 4,68
DMPC/ 175 | 33,27 | 37,48 7,851
DPPC (1:1)
extr.
Y| 7,76+0,22 | 4,9+1,0

Tabelle 4.4: Temperaturverschiebung von Vor- und Hauptumwandlung bei
Druckerhéhung fiir verschiedene Lipid-Systeme. Fiir die untersuchten Dispersio-
nen uni- und multilamellarer Lipid-Vesikel sind die Umwandlungstemperaturen
von Vor- und Hauptumwandlung (Tm bzw. Tpm) bei verschiedenen Driicken und
die daraus berechneten Proportionalitdtskonstanten 72, eingetragen (zur Fehler-
berechnung s. S. 58, extr.: extrudiert).

Inwieweit die gemachten Voraussetzungen fiir dieses Auswertungsverfahren

gerechtfertigt sind, ist in Abschnitt 5.3 Gegenstand der Diskussion.
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4.3 Oberflichendruck-Fliche-Isothermen der Mo-
nofilme

Isothermen

Von auf eine Wasseroberfliche aufgebrachten Monofilmen aus den Lipiden DMPC
und DPPC wurden mit einer Langmuir-Filmwaage Isothermen des Oberflichen-
drucks II in Abhéngigkeit von der Fliche pro Molekiil A vermessen. Um sicher-
zugehen, dafl bei diesen dynamischen Messungen keine Abhéngigkeit von der
Kompressionsrate vorlag, wurden fiir DPPC Isothermen bei Kompressionsraten
zwischen 2 und 14 A? Molekiil~! min~" aufgenommen und verglichen. Dabei war
kein Einflu} auf die MeBkurven zu beobachten. Es wurden dann bei Raten von
ungefihr 2 A2 Molekiil™! min~! pro Temperatur und Lipid-System jeweils fiinf
verschiedene Monofilme der gleichen Probe untersucht, aus denen sich die hier
dargestellten Kurven als Mittel ergaben.

In Abbildung 4.14 sind die entsprechenden Isothermen fiir DMPC-Monofilme
dargestellt. Von der mit der Filmwaage kleinsten erreichbaren Temperatur von
5,1 °C bis zu 15,0 °C ist der Beginn des Ubergangs von fliissig-expandiert (LE:
liquid-expanded) nach fliissig-kondensiert (LC: liquid-condensed) als Knick deut-
lich sichtbar. (vgl. Abb. 1.4). Das Ende des LE/LC-Koexistenzbereichs ist mit
blolem Auge weniger klar erkennbar, kann aber mit einem geeigneten Algorith-
mus bestimmt werden, der auf S. 76 beschrieben ist. Bei 20,0 °C sind LE-LC-
Umwandlung und der entsprechende Koexistenzbereich gerade noch auszuma-
chen, bei 24,0 °C und dariiber ist ein Ubergang nicht mehr feststellbar.

Ahnliche Charakteristika weisen die Isothermen fiir DPPC auf (Abb. 4.15).
Auch hier entsprechen die dargestellten Kurven jeweils dem Mittel aus fiinf gemes-
senen Isothermen. Allerdings ist hier bei 10,0 °C noch gar keine Umwandlung zu
erkennen. Erst von 15,0 °C bis 35,0 °C sind der Beginn der LE-LC-Umwandlung
und der LE/LC-Koexistenzbereich gut zu beobachten. Die Isotherme fiir 38,5 °C

stammt aus einer spiteren Mefireihe. Bei ihr ist die Umwandlung nur sehr schwach
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Abbildung 4.14: Druck-Fliche-Isothermen fiir DMPC-Monofilme. Fiir verschie-
dene Temperaturen wurden Isothermen fir DMPC-Monofilme (Molekiilanzahl:
(6,552=0,027)-10') mit einer Kompressionsrate von 2,5 A? Molekiil ' min~! ver-
messen. Die Kurven sind aus jeweils fiinf Isothermen gemittelt. Mit zunehmender
Temperatur verschiebt sich der Beginn des LE-LC-Ubergangs zu héheren Driicken
e und der LE/LC-Koexistenzbereich wird schmaler (vgl. Abb. 1.4).

ausgeprigt, aber immer noch sichtbar.

Sowohl bei DMPC- als auch bei DPPC-Monofilmen liegen die Aste ober-
und unterhalb des LE/LC-Koexistenzbereichs nidherungsweise iibereinander. Le-
diglich der Koexistenzbereich selbst wird mit zunehmender Temperatur immer
schmaler, bis schliefilich — zumindest bei DMPC — keine Umwandlung mehr zu be-
obachten ist. Fiir DPPC konnte die entsprechende Beobachtung (s. z. B. Phillips
und Chapman, 1968) nicht iiberpriift werden, da keine Isothermen iiber 38,5 °C

aufgenommen werden konnten.

Bestimmung der Phasengrenzen

Zur quantitativen Auswertung wurden nun die Oberflichendriicke Ilgc am Be-

ginn der LE-LC-Umwandlung, die zugehorige molekulare Fliche Agc und die
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Abbildung 4.15: Druck-Fliche-Isothermen fiir DPPC-Monofilme. Von DPPC-
Monofilmen (Molekiilanzahl (6,83040,037)-10'® Molekiile) wurden bei Kompres-
sionsraten von 2,2 A2 Molekiil™" min~! von 10 °C bis 35 °C Druck-Fliche-
Isothermen aufgenommen. Die Kurve fiir 38,5 °stammt aus einer spéteren Mes-
sung (6,55310' Molekiile, 2,5 A2 Molekiil ' min~'). Die Druck-Profile ergaben
sich als Mittelwert aus jeweils fiinf Isothermen.

Flachendifferenz zwischen LE- und LC-Zustand AAgc bestimmt (vgl. Abb. 1.4).
Die Bestimmung des Anfangs und des Endes der LE-LC-Umwandlung geschah
mit dem Programm FilmFit 3.061, das freundlicherweise von Howard L. Brock-
man vom Hormel Institute der University of Minnesota (Austin/MN, USA) zur
Verfiigung gestellt wurde. Darin wurde der Begin einer Umwandlung dann fest-
gestellt, wenn die dritte Ableitung der Isotherme II(A) bei abnehmender Fliche
einen Vorzeichenwechsel von positiv nach negativ hatte und die zweite Ableitung
kleiner als eine zu bestimmende Schranke war. Bei Feststellung des Endes einer
Umwandlung galt entsprechend umgekehrt, dafl die dritte Ableitung einen Vor-
zeichenwechsel von negativ nach positiv hatte und die zweite Ableitung gréfer als
der negative Wert der Schranke war (Brockman et al., 1980). Die Schranke wurde

einmal entsprechend dem Signal-Rausch-Verhiltnis der Messungen angepafit und

7



dann nicht mehr veréndert.

Mit diesem Algorithmus wurden fiir alle Einzelmessungen die gesuchten Wer-
te bestimmt und dann fiir die jeweiligen Systeme gemittelt (Tab. 4.5). Als Maf§
fiir den Fehler ist hier die einfache Standardabweichung angegeben.

Die weitere Auswertung, die die ermittelten Grélen in Beziehung zu den Ei-

genschaften von Lipid-Doppelschichten setzt, findet sich in Abschnitt 5.4.

4.4 ESR-Spektroskopie mit Spin-Labeln
ESR-Spektren

Fiir Temperaturen von -5 °C bis 40 °C wurden ESR-Spektren von multilamel-
laren DMPC-Vesikeln aufgenommen, wobei zwei Spin-Label eingesetzt wurden:
5-PC-SL und 13-DMPC-SL (vgl. S. 33). Die ESR-Spektren selbst stellen die erste
Ableitung der Absorptionsspektren dar, so dal das zweifache Integral der ESR-
Spektren iiber das Magnetfeld die Gesamt-Absorption ergibt. Da diese nur von
der Probenmenge abhéngt, wurden die Rohdaten der ESR-Spektren normiert, in-
dem sie durch das zugehorige Doppelintegral dividiert wurden. Beispiele fiir solche
normierten ESR-Spektren sind in den Abbildungen 4.16 und 4.17 aufgefiihrt. Da-
bei wurde jeweils bei der niedrigsten und héchsten erreichten Temperatur sowie

vor und nach den Umwandlungstemperaturen ein Spektrum ausgewéhlt.

Anderung der Kettenbeweglichkeit

Die Hohen der Extrema aller ESR-Spektren wurden nun bestimmt und gegen die
Temperatur aufgetragen. Qualitativ zeigten alle diese Auftragungen das gleiche
Verhalten.

In den Abbildungen 4.18 und 4.19 kann jeweils der Temperaturverlauf der
Hohe des zweiten Maximums verfolgt werden. Dieses Extremum wurde aus-
gewihlt, da aufgrund seiner starken Ausprigung gegeniiber den anderen Extrema

bei allen Temperaturen (vgl. Abb. 4.16 und 4.17) die Hohendnderung hier am
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Tabelle 4.5: Auswertung der Monofilm-Isothermen. Fiir Monofilme von DMPC
(a) und DPPC (b) sind fiir verschiedene Isothermen jeweils der Oberflichendruck
ITgc des Beginns des Ubergangs von fliissig-expandiert (LE: liquid-exzpanded) nach
fliissig-kondensiert (LC: liguid-condensed), die zugehérige molekulare Fliche Agc
und die Flichendifferenz AApc zwischen LE- und LC-Zustand aufgefiihrt (vgl.
Abb. 1.4). Es wurden aus je fiinf Isothermen die entsprechenden Daten bestimmt
und dann Mittelwerte gebildet. Als Fehler ist die einfache Standardabweichung

angegeben.
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T g Agc AAgc
[°C] | [mN/m] | A%/Molekiil] | [A%/Molekiil]
5,1 | 10,87+0,22 | 66,2640,32 | 16,36+0,44
10,0 | 18,94+0,15 | 60,23+0,28 | 11,32-+0,30
15,0 | 29,69+0,12 | 54,534+0,24 | 7,3440,37
20,0 | 42,7040,20 | 48,82+0,11 | 3,02+0,17
(a) DMPC
T g Agrc AAgrc
[°C] | [mN/m] | [A%/Molekiil] | [A%/Molekiil]
20,0 | 4,08+0,17 | 81,734+0,32 | 28,68+0,35
24,0 | 9,55+0,11 | 74,254+0,28 17,4412
30,0 | 19,5640,16 | 63,2940,18 | 14,18+0,22
35,0 | 30,3640,09 | 58,1840,11 | 10,03+0,15
38,5 | 38,9840,29 | 52,0840,17 | 7,46+0,42
(b) DPPC
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Abbildung 4.16: ESR-Spektren fiir multilamellare DMPC-Vesikel mit Spin-Label
5-PC-SL. Als Beispiel fiir die aufgenommenen Spektren sind hier Verlaufe bei ver-
schiedenen Temperaturen vor der Vorumwandlung, zwischen Vor- und Hauptum-
wandlung und nach der Hauptumwandlung aufgefiihrt. Die Anderung der Skalie-
rung wird an dem Spektrum fiir 16,4 °C deutlich, das in beiden Bildern einge-
zeichnet ist. Die Nullinien der Spektren sind zur besseren Ubersichtlichkeit um
einen willkiirlichen Wert nach oben verschoben.
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Abbildung 4.17: ESR-Spektren fiir multilamellare DMPC-Vesikel mit Spin-
Label 13-DMPC-SL. Fiir Temperaturen unterhalb und oberhalb von Vor- und
Hauptumwandlung sind Beispiele der gemessenen ESR-Spektren eingetragen. Um
die unterschiedliche Skalierung deutlich zu machen, ist in beiden Bildern das
Spektrum fiir 21,9 °C eingetragen. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind die Nulli-
nien der Spektren vertikal um einen willkiirlichen Wert verschoben.
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deutlichsten ausfiel.

Bei Verwendung des Spin-Labels 5-PC-SL sind bei etwa 10 °C und 24 °C starke
Zunahmen der Peakhohen zu beobachten (Abb. 4.18). Diese Temperaturen liegen
jeweils im Bereich der Vor- bzw. Hauptumwandlung einer DMPC-Membran.

Der Hohenverlauf der Probe mit dem Spin-Label 13-DMPC-SL zeigt nur bei
24 °C eine auflergewShnliche Verédnderung. Im Bereich von 5 °C bis 15 °C ist
hingegen kein besonderes Ereignis sichtbar.

Insgesamt wird also im Temperaturbereich der Hauptumwandlung eine starke
Zunahme der Kettenbeweglichkeit verzeichnet. Ebenso nimmt auch die Beweg-
lichkeit der Ketten in der Vorumwandlung zu, wie die Experimente mit dem Label
5-PC-SL zeigen. Mogliche Griinde dafiir, dafl diese Beobachtung bei Verwendung
des Spin-Labels 13-DMPC-SL nicht gemacht wurde, werden in Abschnitt 5.1

erortert.
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Abbildung 4.18: Temperaturabhéingigkeit der Hohe des ESR-Spektrums fiir mul-
tilamellare DMPC-Vesikel mit Spin-Label 5-PC-SL. Die Hohe des zweiten Maxi-
mums des (normierten) ESR-Spektrums ist als Funktion der Temperatur darge-
stellt. Deutlich sind starke Verdnderungen im Bereich von Vor- und Hauptum-
wandlung auszumachen (Pfeile). (r. E.: relative Einheiten)
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Abbildung 4.19: Temperaturabhiangigkeit der Hohe des ESR-Spektrums fiir mul-
tilamellare DMPC-Vesikel mit Spin-Label 13-DMPC-SL. Fiir unterschiedliche
Temperaturen ist die Hohe des zweiten Maximums vom (normierten) ESR-
Spektrums aufgetragen. Im Gegensatz zu Abbildung 4.18 ist eine auffallende
Verdnderung der Héhe nur bei der Hauptumwandlungs-Temperatur zu beob-
achten. Vor- und Hauptumwandlung sind durch Pfeile markiert. (r. E.: relative
Einheiten)
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5 Diskussion

5.1 Kettenschmelzen in Vor- und Hauptumwand-
lung

In Abschnitt 4.4 wurde mit Spin-Label-ESR die Kettenbeweglichkeit in Abhéngig-
keit von der Temperatur fiir multilamellare DMPC- und DPPC-Vesikel unter-
sucht. Es wurde festgestellt, da} sowohl Haupt- als auch Vorumwandlung mit
einer deutlichen Erhohung der Kettenbeweglichkeit einhergehen. Fiir die Vor-
umwandlung konnte dieser Effekt allerdings nur mit dem Spin-Label 5-PC-SL

gemessen werden.

Daf} bei der Hauptumwandlung einer Lipid-Membran vom Gel-Zustand in den
fliissig-kristallinen Zustand (Py — L,) ein Ubergang von einem stark geordne-
ten Zustand der Lipid-Ketten zu einem Zustand geringer Ordnung mit vielen
gleichberechtigten Konformeren stattfindet, ist allgemein anerkannt (siehe z. B.
Marsh, 1991; Laggner und Kriechbaum, 1991; Sackmann, 1995b). Fiir die Vor-
umwandlung hingegen finden sich in der Literatur verschiedene Ergebnisse (Lag-
gner und Kriechbaum, 1991; Rappolt und Rapp, 1996). Ahnliche Resultate wie
die hier vorgestellten sind mit verschiedenen Spin-Labeln fiir DMPC (Heimburg,
1989; Heimburg et al., 1992) und DPPC (Tsuchida und Hatta, 1988) dokumen-
tiert. NMR-Messungen an DPPC (Wittebort et al., 1981) und an DMPC, DPPC
und weiteren Phosphatidylcholinen (Wittebort et al., 1982) zeigen eine tempe-
raturabhiinige Uberlagerung von Lg- und L,-8hnlichen Spektren, was auf eine

strukturelle Heterogenitét der Pg-Phase mit Anteilen von Lipiden mit geordneten
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und ungeordneten Ketten hinweist. Experimente mit Rontgen-Beugung dagegen
sprechen fiir eine geordnete All-trans-Konformation der Ketten (Tardieu et al.,
1973; Janiak et al., 1976) mit vielleicht einigen Gauche-Konformeren (Ruocco
und Shipley, 1982). Neuere Arbeiten zur Réntgenbeugung beurteilen den Anteil
von Lipiden, die denen in der fliissig-kristallinen Phase #hnlich sind, als ,sehr
klein“ (Rappolt und Rapp, 1996; Rapp et al., 1993) bzw. kleiner als 10 % (Wack
und Webb, 1989).

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse mit dem Spin-Label 5-PC-SL zeigen,
daf} schon in der Vorumwandlung ein signifikanter Anteil des Kettenschmelzens
stattfindet. Sie stimmen mit anderen Resultaten fiir 5-PC-SL (Heimburg et al.,
1992) und 5-Diacylglycerid-Spin-Label (Heimburg, 1989, S. I1I-11) bei DMPC so-
wie fiir 5-, 12- und 16-SASL-Spin-Label' bei DPPC (Tsuchida und Hatta, 1988)
gut iiberein. Dafl die Verinderung der Kettenbeweglichkeit mit dem Spin-Label
13-DMPC-SL, bei dem die radikalische Doxyl-Gruppe fast am Ende des ersten
Fettsdure-Restes eines DMPC-Molekiils liegt, nicht gemessen wurde, kénnte auch
daran liegen, dafl an dieser Position die Verdnderung der Kettenbeweglichkeit re-
lativ zu der in der Hauptumwandlung klein ist und in den hier dargestellten
Experimenten nicht mehr aufgelost werden konnte. Eine weitere Abklarung des
Verhaltens von DMPC-Membranen mit n-DMPC-Spin-Labeln fiir verschiedene n
wiire deshalb interessant, da das Fehlen einer Anderung der Kettenbeweglichkeit
am Ende der Kohlenstoffketten eine wichtige Erkenntnis iiber das Kettenschmel-

zen in der Vorumwandlung bedeuten wiirde.

Dafl auch in der Vorumwandlung Kettenschmelzen stattfindet, wird in Ab-
schnitt 5.5 im Zusammenhang mit der Kopplung von kalorischen und strukturel-

len Umwandlungen von Lipid-Membranen wieder aufgegriffen werden.

I'Mit n-SASL werden Spin-Label auf Basis von Stearinsiure bezeichnet, an deren n-ter Po-
sition sich eine Doxyl-Gruppe befindet (vgl. S. 33).
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5.2 Nachweis der Proportionalitit von Umwand-
lungsenthalpie und -volumen

In Abschnitt 4.1 wurde der Nachweis erbracht, daf} fiir verschiedene Systeme von
Lipid-Vesikeln im Bereich der Hauptumwandlung Volumenexpansionskoeffizient
oV /0T und molare Wirmekapazitit Ac, proportional zueinander sind.

g—¥ =7Ac¢
Fiir die Vorumwandlung konnte eine so eindeutige Aussage anhand der Dichte-
messungen nicht getroffen werden, aber auch hier gibt es starke Hinweise auf eine
Proportionalitétsrelation (vgl. Abschnitt 5.3). Aus Densitometrie und Kalorime-

trie wurde in dieser Arbeit fiir alle Lipidsysteme ein y-Faktor fiir Haupt- bzw.

Vorumwandlung (7, bzw. 7,) bestimmt (vgl. Tab. 4.1 und 4.2).

Y = (8,52 +0,44) - 10~* ml/J (5.1)

Yp = (4,7£2,9)-10 * ml/] (5.2)

In der Literatur sind zahlreiche Messungen des Volumens und der Warmeka-
pazitét fiir multilamellare DMPC- und DPPC-Vesikel dokumentiert (Referenzen
in Tab. 5.1). Meist wurden nur das Umwandlungsvolumen AV und die Umwand-
lungsenthalpie AH bestimmt. In zwei Arbeiten sind aber auch Kurven von Volu-
menexpansionskoeffizienten und Warmekapazitét fiir DPPC und DMPC/DPPC
(Stoffmengenverhéltnis 25:75) bzw. fiir DPPC/Cholesterin-Gemische verglichen
worden, wobei Ubereinstimmung der Kurvenformen beobachtet wurde (Melchior
et al., 1980; Anthony et al., 1981).

In Tabelle 5.1 sind die in der Literatur gefundenen Ergebnisse zusammen-
gestellt. Die Volumeninderung der Vesikeldispersionen wurde mit Dilatometrie
(Messung der Ausdehnung), Densitometrie und Auftriebs-Methoden in Mischun-
gen aus D2O und HyO (neutral buoyancy method) bestimmt, fiir die Messung der

Wirmen wurde durchgehend Differentialkalorimetrie angewandt.
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System AH,, AV, T, Vo Quellen
[kJ/mol] | [1073ml/g] [°C] [107*ml/]J]
DMPC MLV | 23,9+1,7 9741 | 23,74+0,42 | 7,66+£0,63 | a, e, b, i
DPPC MLV | 35,76+0,73 | 3642 | 41,77+0,47 | 7,3940,45 | a, b, ¢, d,

f’ g’ h’ i’
J k1
(a) Hauptumwandlung
System AH, A\A/p Tp Yp Quellen

[kJ/mol] | [10~>ml/g] [°C] [10~*ml/J]
DMPC MLV | 4,18 95403 | 133+14 | 4054050 | a, e h, i

DPPC MLV | 7,66 3,3+£1,1 |34,5940,60 | 32411 |a,d, g h,
i7j7 k7]

(b) Vorumwandlung

Tabelle 5.1: Literaturwerte fiir die Phasenumwandlungen von multilamellaren
DMPC- und DPPC-Vesikeln. Die Fehlerangaben stammen aus den zitierten Ar-
beiten oder geben die Standardabweichung aller in der Literatur gefundenen Da-
ten an. Bei der Berechnung der -Faktoren wurde die Fortpflanzung der Stan-
dardabweichung berechnet, um ein Maf fiir die Streuung der Werte zu erhalten.
Quellen: a: (Janiak et al., 1976), b: (Posch et al., 1983), c¢: (Anthony et al., 1981), d: (Blazyk
et al., 1975), e: (Epand und Epand, 1980), f: (MacDonald, 1978), g: (Melchior et al., 1980),
h: (Nagle und Wilkinson, 1978), i: (Mabrey und Sturtevant, 1978), j: (Ohki et al., 1990), k:
(Wiener et al., 1988), 1: (Wilkinson und Nagle, 1978).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen alle mit den Daten aus der Literatur gut
iiberein, selbst wenn man in Betracht zieht, daf§ die in Tabelle 5.1 aufgefiihrten
Daten aus Messungen multilamellarer Vesikel stammen. Die y-Faktoren, die sich
insgesamt aus der Literatur ergeben, sind im Rahmen der Fehlergrenzen den

experimentell gewonnenen aus (5.1) und (5.2) gleich

,_le;literatur — (7’ 53+ 0, 78) . 10—4 ml/J (53)

AR = (3,6 £ 1,2) - 10* ml/J (5.4)

Fiir die gemessene Mischung aus DMPC und DPPC (Stoffmengenverhéltnis
1:1) gibt es ebenfalls fiir einige Groflen Literaturwerte (7, = 32 °C, AV, =
0,047 ml/g, Vesikel durch Beschallung mit Ultraschall hergestellt; Laggner und
Stabinger, 1976), die nahe an den Messungen dieser Arbeit liegen (vgl. Tab. 4.1).

Ahnliche Ergebnisse fiir die Proportionalititskonstante kénnen auch aus Da-
ten fir DLPE? und DMPE? (Wilkinson und Nagle, 1981) berechnet werden
(Ym = 6,35-107* ml/J bzw. v, = 5,45 - 107* ml/J).

Die in Abschnitt 4.1 gemessene Proportionalitdtsrelation von Volumenexpan-
sionskoeffizienten GV/OT und spezifischer Warmekapazitdt Ac, hélt dem Ver-
gleich mit bisher verdffentlichten Daten anderer Gruppen stand. Sie ist fiir ver-
schiedenen Lipide in unterschiedlichen Priparationen giiltig und kann als Aus-

gangspunkt fiir theoretische Uberlegungen wie in Abschnitt 3.1 genutzt werden.

5.3 Druckabhingigkeit der Wiarmekapazititspro-
file

Verschiebung der Umwandlung bei Druckerhéhung

Die Verschiebung der Hauptumwandlungstemperatur bei Druckerh6hung ist fiir

Phospholipide im Bereich von 1...2000 bar mit verschiedenen isothermen oder

2DLPE: Dilaurylphosphatidylethanolamin
3DMPE: Dimyristoylphosphatidylethanolamin

89



isobaren Methoden eingehend untersucht worden (vgl. Referenzen in Tab. 5.2).
Ubereinstimmend wurde bis 1500 bar eine Proportionalitit von T,, und p gefun-
den, wohingegen bei hoheren Driicken eine Abweichung vom linearen Verlauf mit
leicht negativer Kriimmung zu beobachten ist (B6ttner et al., 1994). Weiter wird
berichtet, daf} sich das Umwandlungsvolumen AV,, nicht mit dem Druck &ndert,
zumindest fiir multilamellare DPPC-Vesikel und Driicke bis 267 bar (Liu und
Kay, 1977).

Werte von 07, /0p fiir DMPC und DPPC sind in Tabelle 5.2 aufgefiihrt. Sie
stimmen mit Daten fiir weitere Lipide (DSPC*, DEPC?, POPC®) aus den dort
zitierten Arbeiten iiberein.

Aus diesen Steigungen kann die Proportionalitdtskonstante v berechnet wer-

den, indem man die Clausius-Clapeyron-Gleichung bei p, auswertet

aTUmwandlung 0 AVO 0 .
(T o - TUmwandlung AHO - TUmwandlung’Y (55)
= ’YO _ (aTUmgvandlung/ap)po (56)
TUmwandlung

Dies wurde fiir die Daten aus der Literatur durchgefithrt und die Ergebnisse
(Mittelwerte nebst Standardabweichung) in Tabelle 5.2 eingetragen.

Die so erhaltenen Werte sind in guter Ubereinstimmung mit den aus Dich-
temessung und Kalorimetrie bestimmten ~-Faktoren (vgl. Abschn. 4.1). Dies ist
auch zu erwarten, wenn 97,,/0p = konstant gilt und man dann die bei Um-
gebungsdruck gemessenen Volumen- und Enthalpie-Anderungen in die Clausius-
Clapeyron-Gleichung einsetzt.

Berechnet man den Mittelwert aus allen in Tabelle 5.2 aufgefiihrten Arbeiten
fiir alle verschiedenen Lipide (DMPC, DPPC, DSPC, DEPC, POPC), so erhilt
man aus insgesamt 21 Messungen y%Mteratur — (731 4 (,57) - 10™* ml/J. Dieser

Wert deckt sich gut mit dem Ergebniss der Druckmessungen dieser Arbeit (72, =

4DSPC: Distearoylphosphatidylcholin
5Dielaidoylphosphatidylcholin
6 Palmitoyloleoylphosphatidylcholin
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System 0T,/ 0p T v Quelle
[1078K /Pa] K] [10~*ml/J]
DMPC, MLV | 218412 |297,140,1 | 7,3440,38 | d. e f g k
DPPC, MLV | 223411 | 314,9404 | 7,0740,33 | a, b, ¢, d, e, f, k
DPPC, son. 227 314,7 7,22 i, j
DSPC, MLV 25,0 3276 7.63 e, h

Tabelle 5.2: Literaturwerte fiir die Druckabhingigkeit der Hauptumwandlung.
Fiir die verschiedenen Systeme sind die Anderung der Umwandlungstemperatur
T,, mit dem Druck, die Umwandlungstemperatur bei Normaldruck 7° und der
daraus berechnete Proportionalititsfaktor 72, angeben. Die y-Faktoren wurden
fiir jede Arbeit einzeln berechnet und dann gemittelt. Quellen: a: (Liu und Kay,
1977), b: (Mountcastle et al., 1978), c¢: (Utoh und Takemura, 1985), d: (Wong et al., 1988), e:
(Braganza und Worcester, 1986), f: (Winter und Pilgrim, 1989), g: (Béttner et al., 1994), h:
(Landwehr und Winter, 1994), i: (Bernsdorff et al., 1996), j: (Maruyama et al., 1996), k: (Ichi-
mori et al., 1997). (son.: durch Beschallung mit Ultraschall hergestellte unilamellare
Vesikel, DSPC: Distearoylphosphatidylcholin)

System oT,/0p 1) o Quelle
[10°K/Pa] | [K] |[10~*ml/J]
DPPC, son. 14,0 307,3 4,56 a
DPPC, MLV 16,2 308,2 5,26

Tabelle 5.3: Literaturwerte fiir die Druckabhingigkeit der Vorumwandlung bei
DPPC. Quellen: a: (Wong et al., 1988), b: (Ichimori et al., 1997). (son.: durch Beschal-
lung mit Ultraschall hergestellte unilamellare Vesikel)

(7,76 £0,22) - 107* ml/J, vgl. Tab. 4.4).

Fiir die Vorumwandlung liegen weniger Daten vor (vgl. Tab. 5.3). Braganza
und Worcester (1986) kamen sogar aufgrund ihrer Messungen an DMPC und
DPPC zu dem Schluf}, da8 die Vorumwandlung mit keiner nennenswerten Volu-

mendnderung einhergeht.

Jedoch zeigen die in Tabelle 5.3 ausgerechneten y-Faktoren eine befriedigende
Ubereinstimmung mit den aus Dichte- bzw. Druckmessungen gewonnenen Daten

(v =(4,7£2,9)-10"* ml/J bzw. ») = (4,9+1,0) - 10~* ml/J).
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Abbildung 5.1: Reskalierung der Temperaturachse fiir Wirmekapazitétsprofile
bei unterschiedlichen Driicken von DMPC (MLV). Bei der Vorumwandlung ist
fiir die Messung bei Umgebungsdruck py zur besseren Ubersichtlichkeit nur jeder
dritte Mefipunkt eingezeichnet.

Reskalierung der Temperaturachsen

Eine weitere Uberlegung aus Abschnitt 3.2 war, da sich die Form der Wirme-
kapazitiatsprofile bei Druckerh6hung kaum &dndern wiirde. In den Abbildungen
5.1 bis 5.5 sind deshalb Wirmekapazititsprofile von Vor- und Hauptumwand-
lungen bei verschiedenen Driicken dargestellt. Dabei wurde fiir die Kurve bei
Umgebungsdruck py mit folgender Formel aus Abschnitt 3.2 die Temperatur neu

skaliert:
T =T° (1 + Ap’yo)

Auf eine Reskalierung der Enthalpie AH, wie sie in (3.32) angegeben ist, wurde
verzichtet, da sie nur Effekte hitte, die unter der Auflésung der Meflwerte lagen.

In allen Abbildungen zeigt sich sowohl fiir Vor- als auch Hauptumwandlung
eine gute Ubereinstimmung von reskaliertem Profil und tatséichlich gemessenem
Kurvenverlauf. Zumindest fiir multilamellare DPPC-Vesikel beobachteten auch
Mountcastle et al. (1978), da8 sich die Kurvenform der Warmekapazitét bis 138

bar nicht verdndert.
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Abbildung 5.2: Reskalierung der Temperaturachse fiir Wéarmekapazitatsprofile
bei unterschiedlichen Driicken von DPPC (MLV).
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Abbildung 5.3: Reskalierung der Temperaturachse fiir Wéarmekapazitatsprofile
bei unterschiedlichen Driicken von DMPC (extrudierte Vesikel).
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Abbildung 5.4: Reskalierung der Temperaturachse fiir Wirmekapazitéitsprofile
bei unterschiedlichen Driicken von DPPC (extrudierte Vesikel).
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Abbildung 5.5: Reskalierung der Temperaturachse fiir Warmekapazitétsprofile bei
unterschiedlichen Driicken von DMPC/DPPC (Stoffmengenverhéltnis 1:1, extru-

dierte Vesikel).
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Insgesamt zeigen sowohl die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse der
Druck-Kalorimetrie als auch der Vergleich mit den Arbeiten anderer Gruppen,
daf die unter anderem mit der Proportionalitdt 0V /0T « AC, bzw. der daraus
folgenden Beziehung AV; o AH; abgeleitete Ndherung (3.32) fiir das Verhal-
ten von Lipid-Disperionen bei Driicken bis 200 bar im Bereich von Vor- und

Hauptumwandlung zu verniinftigen Vorhersagen fiihrt.

5.4 Bedeutung der Monofilm-Isothermen fiir
Membraneigenschaften

Wann entspricht eine Monoschicht der Hilfte einer Dop-
pelschicht?

Ein generelles Problem bei der Interpretation von Monoschicht-Experimenten
ist die Frage, wann eine Monoschicht an einer Wasser/Luft-Grenzfliche einer
Hiilfte einer membranbildenden Doppelschicht entspricht. Erst dann konnen aus
den experimentellen Ergebnissen Riickschliisse auf das Verhalten der zugehorigen
Membran gezogen werden.

In der Literatur gibt es zum Teil abweichende Ansichten zur Antwort auf
diese Frage. Als Ansatz wurde generell gewihlt, dal bestimmte Mefgrofien von
Doppelschichten und Monoschichten bei verschiedenen Oberflichendriicken ver-
glichen wurden, um daraus den Schluf} zu ziehen, bei welchem Oberflichendruck
eine Monoschicht am ehesten einer Doppelschicht entspricht. Vergleiche der mo-
lekularen Fliche fiir DPPC ergaben einen Wert nahe des Kollaps-Drucks von
50 mN/m (Hui et al., 1975). Albrecht et al. (1978) beriicksichtigten dagegen
die Ubergangswirmen und -flichen und kamen damit zu 12,5 mN/m. Blume
(1979) zeigte fiir verschiedene Phospholipide, dafi die Umwandlungsentropie der
Monoschicht bei hoheren Oberflichendriicken etwa gleich der der Doppelschicht-
Hauptumwandlung ist und schlo nach weiteren Vergleichen von molekularer

Fléche und Einflul des Losungsmittels bzw. der Subphase auf 30 mN/m. Hinz et
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al. (1985) richteten sich nach der Ubereinstimmung der Umwandlungstempera-
turen und schitzen einen Oberflichendruck von etwa 50 mN/m, bei denen Mo-
noschichten aus Glucolipiden den zugehorigen Doppelschichten entsprechen sol-
len. MacDonald und Simon (1987) fiihrten Messungen der Temperaturabhéngig-
keit des Oberfichenpotentials an DMPC-Monoschichten durch. Diese befanden
sich im Gleichgewicht mit der Doppelschicht-Membran grofier Vesikel, was einem
Oberflachendruck von 49 mN/m entsprach. Der so erhaltene Potentialverlauf lag
deckungsgleich iiber einer Kurve fiir die Lichtdurchléssigkeit einer entsprechen-
den Vesikeldispersion, so daf} sie annahmen, dafl die Monoschicht bei 49 mN/m in
ihrem Eigenschaften der Hilfte einer Doppelschicht am néchsten kam. Kober et
al. (1997) betrachteten zum Vergleich sowohl Enthalpie als auch Umwandlungs-
temperaturen fiir Glykolipide und kamen dementsprechend auf unterschiedliche
Werte (30 mN/m bzw. 43 mN/m). Insgesamt deuten aber die meisten Daten dar-
auf hin, daf8 eine Monoschicht in der N&he des Kollaps-Druck bei 49 mN/m der
Hilfte einer Doppelschicht am niichsten kommt (MacDonald, 1996), auch wenn
in anderen Ubersichtsartikeln ein Wert von 30...35 mN/m vertreten wird (Marsh,
1996). Kiirzlich wurde der Aquivalenzdruck von 49 mN /m auch theroretisch niher

begriindet (Feng, 1999).

Riickschliisse aus den Monofilm-Isothermen

Fiir Monofilme aus DMPC und DPPC waren in Abschnitt 4.3 aus den II-A-
Isothermen die Oberflichendriicke IIgc der Umwandlung von fliissig-expandiert
(LE: liquid expanded) nach fliissig-kondensiert (LC: liquid expanded) gewonnen
worden (vgl. Tab. 4.5). Diese Daten sind den Ergebnissen anderer Gruppen dhn-
lich (Phillips und Chapman, 1968) bzw. stimmen mit diesen gut iiberein (Al-
brecht et al., 1978). Die beobachtete Unabhéngigkeit der DPPC-Isothermen von
der Kompressionrate findet sich ebenfalls in vertffentlichten Messungen wieder
(Jyoti et al., 1996).

Die Ergebnisse aus Tabelle 4.5 sind in den Abbildungen 5.6 und 5.6 graphisch
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dargestellt. Dazu sind jeweils eine lineare und eine quadratische Regression ein-
gezeichnet (berechnet mit Origin 5.0 von MicroCal (Northampton/MA, USA)).

Die Gleichungen fiir die Ausgleichskurven lauten fiir DMPC

mN mN
e = (2,144 £ 0,170) T — (587.5 £ 49,0) 5.7
EC ( ) ) )III K ( ’ ) m ( )
N N
e = (3310.1 & 130) 2 — (25,143 + 0, 870) T
m m K
mN
+ (0,047748 % 0,00153) —— T (5.8)
mK
und fiir DPPC
mN mN
e = (1,83 +£1,1) =7 — (534 £ 31) 5.9
EC ( ) J )m K ( ) m ( )
N N
Mpe = (3180.6 + 194)— — (22,814 +1,29) T
m m K
+ (0, 04086 + 0, 00220) 72 (5.10)
) b m K2 -

Dabei sind zum Teil mehr Stellen bei den Koeffizienten angegeben, als durch den
Fehler gerechtfertigt ist, damit die obigen Gleichungen auch genau die eingezeich-
neten Kurven ergeben. Die Fehlerangaben stammen vom verwendeten Analyse-
Programm Origin 5.0 und beriicksichtigen die Fehler der einzelnen Datenpunkte.

Bei beiden Lipid-Systemen féllt auf, daf}, gemessen an den Fehlerbalken der
einzelnen Meflpunkte, die linearen Regressionen den Verlauf der Daten unzurei-
chend darstellen. Beide Kurven zeigen nédmlich eine positive Kriimmung, so daf
als néchste Niaherung eine quadratische Regression durchgefiihrt wurde, die die
Ergebnisse weitaus besser widerspiegelt.

In der Literatur wurden nur lineare Ausgleichsrechnungen gefunden, die zu
Steigungen von 1,89 mN/(m K) (Blume, 1979, DMPC und DPPC) bzw. 1,6
mN/(m K) (Phillips und Chapman, 1968, DPPC) fiihren. Diese Werte stimmen
mit den Ergebnissen dieser Arbeit in (5.7) und (5.9) iiberein, wobei jedoch im
Gegensatz zu Blume ein kleiner, aber signifikanter Unterschied zwischen DMPC

und DPPC festgestellt wurde.
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Abbildung 5.6: Umwandlungsdruck IIgc(7") fiir DMPC-Monofilme. Die Daten
aus Tabelle 4.5 fiir DMPC-Monofilme sind mit zugehériger linearer und quadra-
tischer Regression eingezeichnet, wobei die einzelnen Mefipunkte entsprechend
ihrem Fehler gewichtet wurden. Gemessen an den Fehlerbalken der einzelnen Da-
tenpunkte, ergibt die quadratische Ausgleichskurve eine deutlich bessere Uber-
einstimmung.
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Abbildung 5.7: Umwandlungsdruck Igc(7) fiir DPPC-Monofilme. Fiir DPPC-
Monofilme wurden die Daten aus Tabelle 4.5 entnommen und lineare bzw. qua-
dratische Regressionen durchgefiihrt. Die einzelnen Stiitzstellen gingen dabei mit
ihrem Fehler gewichtet ein. Die quadratische Ndherung gibt die Ergebnisse der
Messungen sehr gut wieder, wihrend die Ausgleichsgerade nur bei einem Daten-
punkt im Bereich des Fehlerbalkens liegt.
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Die quadratischen Ndherungen erlauben nun eine genauere Untersuchung des
Verhiltnisses von Umwandlungsfiche A A und -enthalpie AH. In Gleichung (3.16)
wurde die Proportionalitdt von Umwandlungswéirme und -flache fiir alle Makro-
zustidnde postuliert, da direkte Vergleiche von Umwandlungsenthalpie und -fliche
bei Lipid-Vesikeln experimentell nur schwer zugénglich sind. Nun nutzt man die

zweidimensionale Clausius-Clapeyron-Gleichung aus

Ollgc AS AH

aT — AA_ TAA (5.11)
womit man fiir das Verhéltnis von AA und AH erhélt:
AA 1
(5.12)

Tarea "= NH T T 0llge/0T

Aus den quadratischen Niherungen werden nun die Steigungen 0llgc/0T aus-
gerechnet und daraus a.ea(7') bestimmt (Abb. 5.8). Zusétzlich ist in Abbildung
5.8 eine horizontale gestrichelte Linie eingezeichnet, die einen fiir Vesikel ab-
geschiitzten Wert wiedergibt (Heimburg, 1998, 8930 cm?/J). Die sehr grofien Feh-
lerbalken ergeben sich bei der Fehlerfortpflanzung aus der Struktur von (5.12),
in der kleine Fehler zu grofien Unsicherheiten von 7,e, fiihren.

Fiir niedrige Temperaturen der Isothermen und damit fiir niedrige Umwand-
lungsdriicke Ilgc weichen die ,.ea-Faktoren stark von dem abgeschitzten Wert
ab. Mit zunehmender Temperatur (zunehmenden IIgc) ndhern sie sich aber im-
mer mehr an.

Zu Beginn dieses Abschnitts wurde bei der Sichtung der Literatur festgestellt,
dafl Monofilme bei Oberflichendriicken nahe des Kollapses Eigenschaften von
Hilften entsprechender Doppelschichten haben. Im Bereich hoher Oberflichen-
driicke, d. h. hier bei hohen Temperaturen der Isothermen (vgl. Tab. 4.5), sollte
darum der aus den Monofilm-Isothermen berechnete Faktor 7,,., dem einer Dop-
pelschicht gleich sein. Durch die hier vorgestellten Messungen erscheint ein Faktor
in der GroéBenordnung von 9000cm?/J plausibel, wobei fiir eine genauere Angabe

weitere Isothermen bei hoheren Temperaturen nétig sind.
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Abbildung 5.8: Yarea fiir DMPC- und DPPC-Monofilme als Funktion der Tem-
peratur. Mit Gleichung (5.12) wurden aus den Steigungen der ITgc(T)-Kurven
die Verhiltnisse von Umwandlungsfliche AA und -enthalpie AH ausgerech-
net. Die gestrichelte horizontale Linie gibt einen fiir Lipid-Vesikel abgeschétz-
ten Wert wieder (Heimburg, 1998, 8930 cm?/J). Die beiden Kreuze stehen fiir
die Hauptumwandlungs-Temperaturen von Membranen der beiden Lipide (linkes
Kreuz: DMPC). Die Fehlerbalken ergeben sich aus der Fortpflanzung der Stan-
dardabweichungen.

Um aber darauf schlieen zu konnen, dal AA; o« AH; auch fiir alle Ma-
krozustdnde gilt, miifite man iiberpriifen, ob die Meflkurven von Enthalpie und

Fliche einer Membran proportional zueinander sind (vgl. Heimburg, 1998) .

5.5 Kopplung von Ordnungs- und Strukturum-
wandlungen

Bedeutung der Viskosititsmessungen

Neben der Beobachtung der Proportionalitit von Wéarmekapazitit und Volumen-
expansionskoeffizienten im Bereich der Hauptumwandlung wurde in Abschnitt
4.1 ein Zusammenhang von Warmekapazitatsprofil und Viskositéitsverlauf fest-
gestellt. Immer wenn bei der Hauptumwandlung die Ac,-Kurve mehrere Spitzen

zeigte, fand sich auch ein Maximum der Viskositdt. Gab es nur ein Hauptum-
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wandlungs-Maximum, so konnte keine Veriinderung der Viskositiit beim Uber-
gang beobachtet werden (vgl. Abb. 4.3 bzw. Abb. 4.4).

Die Viskositét einer Vesikel-Dispersion kann auf zwei Weisen beeinflufit wer-
den. Betrachtet man zunéichst nur ein Vesikel, das sich in einem Gradienten der
Stromungsgeschwindigkeit befindet, so wird sich dieses um sich selbst drehend
mit der Stromung fortbewegen. Es ist im folgenden zweckméBig, die intrinsische
Viskositét [n] zu benutzen

[n] := lim
=0 ToCo

(5.13)
die nur den Anteil der dispergierten Teilchen an der Viskositit wiedergibt (cq:
Konzentration der Teilchen, 7: Viskositéit der Dispersion, 7y: Viskositéit des Losungs-

mittels). Fiir feste Teilchen gilt dann:

[n] = fv (5.14)

(f: Formfaktor, v: spezifisches Volumen des Teilchens). Stellt man sich das Vesikel

als Polymer aus Lipiden vor, so erhélt man andererseits
[n] o< (RE)"” (5.15)

wobei v von der rdumlichen Gestalt und den Annahmen iiber die Wechselwirkung
der Monomere abhéngt (Cantor und Schimmel, 1980, S. 1019ff.). Der ,, Gyrations-
radius“ Rg ist der mittlere quadratische Abstand Rg eines Monomers (Lipids)

zum Schwerpunkt des Vesikels

n

1
2 2
Ryi=—— §' 'RY; (5.16)

i=0

Vesikel aus Lipid-Membranen koénnen nun abhingig von Randbedingungen wie
z. B. der Temperatur vielfdltige Formen annehmen (Seifert und Lipowsky, 1995;
Lipowsky, 1996). Findet eine Anderung der Vesikelform statt, so dndern sich der
Formfaktor f bzw. Gyrationsradius Rs sowie Exponent v und mit diesen dann

die Viskositét.
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Liegen viele Vesikel vor, konnen sich zusétzlich Wechselwirkungen unterein-
ander bzw. Uberginge zu anderen Strukturen als einer Vesikel-Dispersion auf die
Viskositdt auswirken. Die Aggregation von Vesikeln zu grofleren Partikeln fiihrt
dabei zu einem hoheren Gyrationsradius und einer kleineren Teilchenkonzentra-
tion ¢y, wihrend die Ausbildung einer qualitativ anderen Struktur, wie z. B. die
eines Netzwerks von Membranen, eine dramatische Verdnderung der Stromungs-
eigenschaften zur Folge haben kann.

Eine Anstieg der Viskositét, wie er in Abschnitt 4.1 beobachtet wurde, 148t
darum auf strukturelle Anderungen in der Vesikel-Dispersion schlieSen.

Die Kopplung von kalorischen und strukturellen Umwandlungen war in Ab-
schnitt 3.3 betrachtet worden, wo ein einfaches Modell vorgestellt wurde, mit dem
die Korrelation zwischen Aufspaltung der Warmekapazitatskurven und Formum-
wandlungen erkldrt werden konnte. Dort war ausgefiihrt worden, dafl im Bereich
eines Ubergangs mit latenter Wirme, wo mit der Wirmekapazitit auch die Ela-
stizitdt ein Maximum annimmt (vgl. Abschn. 3.1), strukturelle Umwandlungen
wahrscheinlicher werden. Entscheidend fiir das Zustandekommen solch einer Um-
wandlung war die Balance von freier Kriimmungsenthalpie und freier Enthalpie
der Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel. Dies korrespondiert sehr gut mit
den Ergebnissen fiir DMPG, wo bei niedriger Ionenstérke eine strukturelle Um-
wandlung stattfand, die durch Erhéhung der Ionenstérke schlieffilich unterdriickt

werden konnte.

Beobachtung struktureller Umwandlungen

Daf3 bei dem Viskositdtsmaximum, das fiir DMPG bei niedriger Ionenstérke ge-
messen wurde, wirklich ein Ubergang zu einer anderen Struktur stattfindet, ist in
der Literatur belegt. So beobachteten Heimburg und Biltonen (1994) bei DMPG-
Dispersionen zwischen 20 °C und 28 °C neben einer erhéhten Viskositéit mit elek-
tronenmikroskopischen Methoden ein ,Netzwerk von Schlduchen®. Experimente

mit Kernresonanz-Spektroskopie zeigten weiter, dafl die Lipide in der netzwerk-
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artigen Phase in einer lamellaren Struktur vorlagen.

Dispersionen von DMPG bei hoher und niedriger Ionenstéirke wurden von
Schneider et al. detailliert untersucht (Schneider et al., 1999, zur Veréffentlichung
eingereicht). Unabhéingig von der Ionenstérke wurden mit verschiedenen elektro-
nenmikroskopischen Methoden ober- und unterhalb der Hauptumwandlung Vesi-
kel beobachtet, wihrend nur bei niedriger Ionenstéirke in der Hauptumwandlung
eine netzwerkartige Phase auftrat. Die Vesikelpopulationen oberhalb und unter-
halb der Umwandlung unterschieden sich dabei in Form und Gréfle (rund bzw.
rund-kantig, 100...400 nm bzw. 400...1400 nm Durchmesser). Letzteres kann fiir
die genauere Erklarung des Wirmekapazitatsprofil herangezogen werden, das im
Gegensatz zu dem modellhaft in Abschnitt 3.3 berechneten (vgl. Abb. 3.1) eine
unsymmetrische Feinstruktur des Maximums der Hauptumwandlung zeigte (Abb.
4.3).

Fiir extrudierte DMPC-Vesikeln, bei denen ebenfalls ein Viskositdts-Maximum
in der Umwandlung beobachtet wurde, gibt es in der Literatur Hinweise auf eine
Forménderung in der Hauptumwandlung. Zunichst kann die Prédparation mit-
tels Extrusion im Gegensatz zu anderen Techniken zu einer nicht-sphérischen
Vesikel-Population fiihren. Dies wurde fiir DOPE” (100 mmol/l NaCl) (Talmon
et al., 1990) und EPC®/Cholesterin-Gemische (Stoffmengenverhiltnis 55:45, 150
mmol/l NaCl) (Mui et al., 1993) untersucht, wobei Mui et al. beobachteten, daf§
bei Priparationen von EPC/Cholesterin in destilliertem Wasser nur sphérische
Vesikel auftraten. Dies erkldrten sie damit, dafl die Vesikel dazu tendieren, ihre
nicht-sphérische Form nach der Extrusion durch Erhéhung des Innenvolumens zur
Kugelgestalt umzuwandeln. Eine Aufnahme von Wasser ist aber bei Anwesenheit
von lonen wegen osmotischer Effekte nicht mdéglich, da eine Lipid-Membran fiir
Ionen im Gegensatz zu Wasser kaum durchléssig ist.

Die Form von DPPC-Vesikeln mit groen (100 nm) und sehr groflen (400...4000

"DOPE: Dioleoylphosphatidylethanolamin
8EPC: egg phosphatidylcholine, aus Eigelb gewonnenes Phosphatidylcholin-Gemisch
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nm) Durchmessern (50 mmol/l KCI) wurde von Parente et al. (1985) vor und
nach der Hauptumwandlung untersucht. Die Autoren fanden dabei unterhalb
der Hauptumwandlung facettierte Vesikel, wihrend solche oberhalb des Uber-
gangs vollstdndig abgerundet waren. Ein dhnliches Ergebnis erzielten Chestnut
et al. (1992) mit extrudierten DMPC-Vesikeln (100mM NaCl), die bei Tempe-
raturen unterhalb der Hauptumwandlung eine polygonale Gestalt zeigten und
bei hoheren Temperaturen schlieflich vollstéandig rund waren. Auch Vesikel, die
von einer Temperatur oberhalb der Hauptumwandlung abgekiihlt wurden, wiesen
eine polygonale Beschaffenheit auf. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu der
Interpretation von Mui et al., wo die nicht-sphérische Vesikel-Gestalt von osmo-
tischen Kriiften abhing. Denn wiire beim Ubergang durch die Hauptumwandlung
einmal die Kugelgestalt erreicht (z. B. durch erhéhte Permeabilitéit fiir Ionen
beim Ubergang), so sollte das Vesikel beim Abkiihlen nicht mehr zur ,kantigen“
Morphologie zuriickkehren.

Da in dieser Arbeit fiir Phosphatidylcholine keine Abhéingigkeit der Wérme-
kapazitdtsverldufe von der Verwendung eines Puffers oder bidestillierten Wassers
als Losungsmittel festgestellt wurde, wird aus den oben aufgefiihrten Ergebnis-
sen der andereren Gruppen geschlossen, dafl die extrudierten Vesikel unterhalb
ihrer jeweiligen Umwandlungstemperatur in nur ungefihr kugelférmiger Gestalt
und oberhalb als sphérische Vesikel vorlagen. Ein Erkldrungsansatz fiir die ,,kan-
tige“ Form kann eine unterschiedliche Elastizitdt in Gel-Zustand und fliissig-
kristallinem Zustand sein.

Informationen iiber die Zustdnde im Temperaturbereich der etwa 1 K breiten
Hauptumwandlung von extrudierten DMPC-Vesikeln fanden sich nur bei Jin et al.
(1998), die mit einer speziellen Form der Kalorimetrie in destilliertem Wasser und
in NaCl-Losung bei 23,76 °C, also mitten in der Hauptumwandlung (vgl. Abb.
4.2), Anzeichen fiir eine lingerreichweitige strukturelle Korrelation der Dispersi-
on als bei anderen Temperaturen in der Nidhe des Hauptiibergangs beobachten

konnten.
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Zusammenfassend liegen nach Interpretation der in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse sowie der Resultate anderer Gruppen extrudierte Phosphatidylcholin-
Vesikel unterhalb ihrer Hauptiibergénge als nicht-sphérische Vesikel vor. Ober-
halb des Ubergangs nehmen sie eine kugelférmige Gestalt an. Bei DMPC-Vesikeln
deuten Messungen der Viskositit sowie von Wiarmekapazitiat und thermischer
Leitfihigkeit (Jin et al., 1998) darauf hin, dafl im Bereich der Hauptumwand-
lung eine strukturell andere Phase vorliegt. Fiir Vesikel des Lipids DPPC, bei
dem keine Aufspaltung des Umwandlungsmaximums gemessen wurde, konnten
in Ubereinstimmung mit dem Modell aus Abschnitt 3.3 keine Anzeichen fiir eine
strukturelle Umwandlung beobachtet werden.

Fiihrt man die in Abschnitt 3.3 ausgefiihrten Betrachtungen zur Kopplung
von kalorischen und strukturellen Umwandlungen weiter, so kann man zu einer
neuen Interpretation der Vorumwandlung gelangen. Da bei dieser ein signifikanter
Anteil des Kettenschmelzens stattfindet (vgl. Abschn. 5.1), kann man nun anneh-
men, daf} die beiden Maxima von Vor- und Hauptumwandlung aus der Kopplung
einer morphologischen Umwandlung, der Ausbildung einer gerippten Oberfléche,
mit der Schmelzumwandlung der Lipid-Ketten hervorgehen. Damit hétte man
es nicht mehr mit zwei getrennten Ubergingen zu tun, sondern mit einer Fein-
struktur des Ordnungsiibergangs der Lipid-Ketten. Dies wird auch dadurch un-
terstiitzt, dal Wirmekapazitit und Volumenexpansionskoeffizient zwischen den
Spitzen von Vor- und Hauptumwandlung einen Wert deutlich iiber der Nullinie

haben (Daten nicht gezeigt).
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6 Schlufibetrachtung und
Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden thermodynamische Eigenschaften der Vor- und
Hauptumwandlung verschiedener Lipid-Systeme untersucht. Mit Spin-Label-ESR
wurde gezeigt, dal neben der Hauptumwandlung auch die Vorumwandlung mit
einem zwar kleineren, aber signifikanten Anteil des Kettenschmelzens verbunden
ist. Mittels Densitometrie und Kalorimetrie konnte fiir die Hauptumwandlung
unilamellarer Vesikel eine Proportionalitit von Volumenexpansionskoeffizienten

und Wirmekapazitit nachgewiesen werden.

Fiir die Vorumwandlung beobachtete man mit diesen Verfahren ein dhnliches Ver-
halten. Ausgehend von obiger Proportionalitét fiihren theoretische Betrachtungen
der thermodynamischen Fluktuationen im Bereich des Phaseniibergangs zu einem
ebenfalls proportionalen Verhalten von Warmekapazitit und Elastizitdt (Heim-
burg, 1998). Die in diese Uberlegungen eingeflossene Annahme, da8 auch Fliche
und Enthalpie der Umwandlung proportional zueinander sind, konnte durch Mes-
sungen von Oberflichendruck-Flache-Isothermen an Monofilmen unterstiitzt wer-
den. Es wurden aus den theoretischen Betrachtungen Voraussagen iiber das Ver-
halten von Lipid-Membranen bei hohen Driicken gemacht. Bei Druckerhéhung
sollte sich die Umwandlungstemperatur in erster Ndherung proportional zum
Druck nach oben verschieben, wihrend die Form der Warmekapazititskurven

erhalten bleiben sollte. Dies wurde im Bereich bis 200 bar mit einem dafiir modi-
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fizierten Kalorimeter nachgewiesen. Da in die Voraussagen die Proportionalitéts-
konstante 7, einging, konnte diese aus den Druckmessungen fiir uni- und auch
multilamellare Vesikel bestimmt werden. Die Werte von ~y, stimmten durchweg
mit den ~y-Faktoren iiberein, die mit Hilfe der Densitometrie gewonnen worden
waren. Insgesamt wurde in dieser Arbeit fiir die Hauptumwandlung ein Wert von
(8,154 0,49) - 10~% ml/J gefunden, wihrend die Messungen fiir die Vorumwand-
lung zu einem deutlich unsicheren Faktor von (4,8 +3,1) - 107* ml/J fiihrten.

Ein Modell von Heimburg zur Kopplung von strukturellen Umwandlungen
der Membranen mit dem Kettenschmelzen der Lipide wurde vorgestellt, mit dem
die Viskositiitsmessungen an Vesikel-Dispersionen im Bereich der Uberginge er-
klsirt werden konnten. Danach fiihrt die mit der Wirmekapazitit am Ubergang
erhohte Elastizitdt zu einer hheren Wahrscheinlichkeit struktureller Umwand-
lungen. Lassen dann die Wechselwirkungen mit dem Loésungsmittel eine solche
Formumwandlung zu, so hat diese eine Aufspaltung des Warmekapazititsmaxi-
mums in mehrere Spitzen zur Folge. Dies konnte bei den untersuchten Systemen
bestitigt werden.

Die hier vorgestellten Ergebnisse stehen im Einklang mit in anderen Zusam-
menhéngen verdffentlichten Daten anderer Gruppen. Sie bieten eine neue Sicht-
weise auf die Phaseniibergénge in Lipid-Membranen an, die mit einfachen theore-
tischen Uberlegungen zu weiteren Voraussagen, z. B. fiir die Schallgeschwindigkeit
von Vesikel-Dispersionen (Halstenberg et al., 1998; Heimburg, 1998) fiihrt.

Die Betrachtung von Ordnungsiibergéngen, mechanischen Eigenschaften und
Formumwandlungen bei Lipid-Vesikeln kann zu einem besseren Verstindnis der
Funktion von Lipiden in Biomembranen beitragen. Dazu aber wird man schritt-
weise mit den an einfachen Modellmembranen gewonnenen Prinzipien zu immer
komplexeren Systemen iibergehen miissen, um herauszufinden, welche physika-
lischen Eigenschaften die Funktionalitit der Organelle Membran entscheidend
beeinflussen. In unserer Gruppe wird deshalb gegenwirtig mit der Untersuchung

von pulmonary surfactant begonnen, einem Gemisch, das zu 90 % aus Lipiden
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(vor allem Phosphatidylcholine und Phosphatidylglycerole) und zu 10 % aus Pro-
teinen besteht. Diese auch lung surfactant genannte Substanz dient dazu, die
Oberfliche von Lungen zu stabilisieren, indem sie die Oberflichenspannung der
Luft/Fliissigkeit-Grenzfliche reduziert (s. z. B. Veldhuizen et al., 1998). Erste
densitometrische und kalorimetrische Messungen zeigen auch fiir dieses komplexe
biologische System #hnliche Verldufe von Wiarmekapazitat und Volumenexpansi-
onskoeflizienten.

Es gibt viele Hinweise, dal Organismen aktiv physikalische Groflen ihrer Mem-
branen, wie z. B. die Umwandlungstemperatur, an verinderte Umgebungsbedin-
gungen anpassen. Die Frage nach den Griinden dafiir steht am Horizont der Er-

forschung der Eigenschaften von Modellmembranen.
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