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Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, dynamische Vorginge in Phospholipidmembra-
nen zu untersuchen. Messungen an einfachen Phospholipidmembranen wur-
den genutzt, um auf komplexere Vorgéinge in biologischen Membranen zu
schlieBen. Theoretische Uberlegungen sagen eine Proportionalitiit zwischen
Wirmekapazitdt und Relaxationszeit in das thermodynamische Gleichge-
wicht voraus. Mit wenigen Annahmen wird fiir die Relaxationszeit gefunden:

TocT?Cpt

Zur Uberpriifung dieser theoretischen Annahme wurde mit Hilfe von Druck-
spriingen ein thermodynamisches Ungleichgewicht induziert und die expo-
nentielle Relaxation ins Gleichgewicht im Kalorimeter beobachtet. In der
Umwandlung wurden wesentlich hohere Zeiten gefunden als auflerhalb; die
theoretische Vorhersage der Proportionalitit zwischen Wérmekapazitat und
Relaxationszeiten konnte bestitigt werden. Um fiir neue Lipidsysteme Vor-
hersagen fiir die Relaxationszeit alleine aus dem kalorimetrischen Profil ge-
winnen zu konnen, wurde eine Proportionalititskonstante bestimmt. Mit Hil-
fe dieser kann auf das Relaxationsverhalten in biologischen Membranen ge-
schlossen werden. Exemplarisch durchgefiihrt wurde dies an der Membran
Lungsurfactant, dem Oberflichenfilm der Lunge, in welchem breite Umwand-
lungen stattfinden. Des weiteren wurden Lipidsysteme untersucht, welche
mit der Temperatur von einer vesikuldren Struktur in eine netzwerkartige
Struktur {ibergehen. Die Bildung dieses Netzwerkes ldsst sich durch verschie-
dene Parameter wie Natriumionenkonzentration und pH, aber auch durch
Druck steuern. In Membranen, welche diese Gestaltumwandlung normaler-
weise nicht eingehen, war es moglich, diese durch Zugabe bestimmter Stoffe
zu induzieren. Die biologische Relevanz dieses Prozesses, beispielsweise bei
der Fusion von Vesikeln mit der priasynaptischen Membran, wurde diskutiert.

7 : Relaxationszeit, T: absolute Temperatur, C,: Wirmekapazitéit
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Membranen in der belebten Natur

Uberall in der Natur begegnen wir Membranen. Diese erméglichen es in ei-
nem wie auch immer gearteten biologischen Reaktionsraum ein Innen und
ein Auflen zu definieren. Durch sie werden Zellen begrenzt, Zellorganellen wie
Mitochondrien und Golgi-Apparat sind von ihnen umgeben. Der Transport
von Information in komplexeren Lebewesen findet entlang von langgezogenen
Membranréhren, den Axonen statt. Wesentlich bei dieser Form der Informa-
tionsverarbeitung ist die gesteuerte Ausschiittung von Botenstoffen an der
Synapse, der Kontaktstelle zwischen Nervenzellen. Die Synapse selbst sowie
die Botenstoffe transportierenden ,,Behéltnisse“ bestehen aus Membranen.
Geprigt wird die Vorstellung iiber Membranen von einem Modell, das zu-
erst von Singer und Nicolson 1972 vorgeschlagen wurde [25]. Nach diesem
Modell ist die biologische Membran aufgebaut aus einer Doppelschicht von
Phospholipiden (s.u.), in welcher Proteine verankert sind (s. Abb. 1.1). Mem-
branproteine katalysieren beispielsweise Reaktionen an der Membran, oder
steuern den molekularen Transport von Ionen iiber die Membran.
Phospholipide, die wesentlichen Bausteine einer Membran, sind kleine, am-
phiphile Molekiile, d.h., sie haben sowohl einen polaren als auch einen un-
polaren Teil. Der polare Teil des Lipids wird in der Regel als ,,Kopfgruppe*“
bezeichnet. Der unpolare besteht aus (meist zwei) Kohlenwasserstoffketten.
In Abbildung 1.1 ist der prinzipielle Aufbau eines Phospholipides dargestellt.
Fiir die unpolaren Kohlenwasserstoffketten ist es energetisch ungiinstig, dem
Wasser ausgesetzt zu sein. Umgekehrt ist letzteres fiir die Kopfgruppen auf-
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Abbildung 1.1: Ein typisches Phospholipid mit einer polaren Kopfgruppe und
unpolaren Kohlenwasserstoffketten. Die energetisch giinstigste Konfiguration
der Lipide in Wasser ist die einer Doppelschicht, in der die unpolaren Koh-
lenwasserstoffketten einander zugewandt und die polaren Kopfgruppen dem
ebenfalls polaren Wasser ausgesetzt sind.

grund ihrer Polaritdt giinstig. Lipide ordnen sich deshalb in Wasser, dem
Hauptbestandteil eines jeden Lebewesens, in Doppelschichten an, in welchen
die Kohlenwasserstoffketten einander zugekehrt und die Kopfgruppen nach
zwei Seiten dem Wasser zugewandt sind (,,Hydrophober Effekt“). Die so ent-
standene Schicht bildet die Grundlage einer jeden biologischen Membran.

In der jiingeren Vergangenheit mehren sich die Hinweise, dass das Modell
von Singer und Nicolson, welches die Phopholipidmembran zu einem reinen
Stiitzgeriist degradiert, einer Erweiterung bedarf. So bestehen Membranen
aus einer Vielzahl verschiedener Lipide, deren Komposition je nach Aufga-
benbereich teilweise stark variiert. Wachsen z.B. Hefen und bestimmte Bakte-
rien bei verschiedenen Temperaturen, so passen sie ihre Lipidkomposition den
verdnderten Bedingungen an [3]. Die elastischen Eigenschaften von Lungsur-
factant, dem Film, welcher Lungenblédschen von der umgebenden Luft trennt,
héngen wesentlich von ihrer Lipidzusammensetzung ab [4]. Nicht alle Prote-
ine sind in der Membran von Lipiden gleicher Zusammensetzung umgeben;
bestimmte Proteine haben immer dieselbe Lipidumgebung. Damit wird nicht
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nur eine Einteilung der Oberfliche in verschiedene Regionen ermoglicht, un-
ter bestimmten Bedingungen ist sogar ein gerichteter Transport vorstellbar
[5]. All dies weist darauf hin, dass Lipide in der Membran wesentlich mehr
zu leisten haben, als ein Auflen und ein Innen zu definieren und ein Geriist
fiir Proteine zu bilden. Die Untersuchung spezifischer Membraneigenschaften
ist somit fiir das Verstéindnis biologischer Prozesse unerlisslich.

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass
der prinzipielle Aufbau fiir alle in héheren Tieren gefundenen Membranen
mehr oder weniger identisch ist, ja selbst fiir Membranen in Pflanzen und
Bakterien kénnen strukturelle Ahnlichkeiten festgestellt werden. Somit sollte
es moglich sein, mit Hilfe von Erkenntnissen, beispielsweise zu mechanischen
Eigenschaften, an einfachen Membranmodellen auf Vorginge in komplexeren
biologischen Membranen riickzuschlieflen [6].

1.2 Kiinstliche Membranen als Modelle

Die Vielzahl verschiedener Lipide in einer biologischen Membran und deren
Wechselwirkung mit einer noch viel grofleren Zahl verschiedener Proteine ist
fiir eine Erforschung prinzipieller Eigenschaften von Vorgingen zu komplex.
Versucht wird deshalb, von kiinstlich hergestellten Lipidmembranen beste-
hend aus einer einzigen oder nur wenigen Lipidsorten ohne oder mit nur
einer einzigen Proteinsorte, auf prinzipielle Vorgénge zu schliessen.

Lipide unterscheiden sich untereinander vom physikalischen Standpunkt aus
gesehen durch folgende Eigenschaften:

e Grofle und Ladungseigenschaften der Kopfgruppe. Diese kann geladen,
zwitterionisch oder auch neutral sein.

e Anzahl der Kohlenstoffatome in den Ketten. Diese schwankt fiir die
meisten Lipide zwischen 16 und 24.

e Anzahl der Doppelbindungen in den Ketten (zwischen 0 und 6).

Dies fiihrt zu ganz unterschiedlichen Eigenschaften verschiedener Lipidmem-
branen. Kiinstliche Membranen aufgebaut aus einer kontrollierten Zusam-
mensetzung von Lipiden, versprechen genaueren Aufschluss iiber spezifische
Lipideigenschaften in biologischen Systemen. Eine Moglichkeit des Zugangs
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mit den Methoden der Physik bietet sich in der Untersuchung wenig kom-
plexer Modellsysteme. Insbesondere der Vielteilchencharakter der Lipidmem-
bran bietet Ansétze einer theoretischen Behandlung mit Hilfe der Statisti-
schen Physik. Insbesondere die mit der Statistischen Physik verkniipfte expe-
rimentelle Thermodynamik bietet Moglichkeiten des Zugangs, beispielsweise
iiber kalorimetrische Messungen, welche Griéflen wie Enthalpie- und Entro-
piednderungen in der Membran direkt zugédnglich machen.

1.2.1 Thermodynamische Eigenschaften

Lipide bilden in Wasser im einfachsten Falle Doppelschichten, welche sich
zu vielschichtigen kugelférmigen Objekten, sogenannten Vesikeln, organisie-
ren. Wirmekapazitdten von Lipidsuspensionen, aufgetragen iiber der Tem-
peratur, zeigen ausgeprigte Maxima, welche mit Schmelzumwandlungen ver-
kniipft werden. Bei einer niheren Betrachtung dieser Schmelzumwandlungen
zeigt sich, dass in C-C Bindungen der Ketten eine Drehung um die Bindung
angeregt werden kann, was mit einer Aufnahme von Wiarme verbunden ist
(s. Abb. 1.2). Fiir jede C-C Bindung existieren drei Drehwinkel, bei denen
die Energie ein Minimum annimmt. Der Winkel mit der absoluten minimalen
Energie wird als Trans-Konformation bezeichnet, die beiden anderen Mini-
ma gleicher Energie als Gauche™ bzw. Gauche™ -Konformation. Sind alle C-C
Bindungen einer Kette in der Trans-Konformation, so spricht man von einer
All-Trans Konfiguration. Die Kette befindet sich in einem Zustand minimaler
Energie. Befinden sich die Kohlenwasserstoftketten aller Lipide in dieser Kon-
figuration, so spricht man von einer Gel-Phase der Membran, bzw. abgekiirzt
von einer Lg--Phase. Werden mit einer Temperaturerh6hung nach und nach
in allen Ketten Gauche- Konfigurationen angeregt, so spricht man von einer
Fliissig-Kristallinen (L, ) Phase [7]. Abbildung 1.3 zeigt diesen Vorgang sche-
matisch. Mit der Schmelzumwandlung einher geht nicht nur eine Aufnahme
von Enthalpie durch die verdnderte atomare Umgebung der Kettenatome,
sondern auch eine Erh6hung der Entropie, da die Kette nun eine groflere An-
zahl von Anordnungsmoglichkeiten hat. Ferner ist die Umwandlung mit einer
Verringerung der Membrandicke und einer Erh6hung des Volumens von Ve-
sikeln verbunden. Das Schmelzen einzelner Lipide ohne kooperative Effekte,
d. h. zwischen den Lipiden findet keine Wechselwirkung statt, fithrt zu einer
breiten Umwandlung von ca. 60 K- erst nach und nach werden alle Rotati-
onsfreiheitsgrade angeregt. Die mit der Aufnahme von Wirme verbundene
Umwandlung in den Kohlenwasserstoffketten kann in einer kalorimetrischen
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Abbildung 1.2: Schematische Zeichnung des Phospholipides DMPC
(Dimyristoyl-phosphatidyl-cholin). Die Kohlenwasserstoffketten befinden sich
hier in der All-Trans Konfiguration der minimalen Energie. Der Pfeil soll
einen moglichen Rotationsfreiheitsgrad andeuten.
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Abbildung 1.3: Eine Phospholipidmembran geht aus einer Tieftemperatur-
phase Lg‘, in der sich die Kohlenwasserstoffketten in der All-Trans Konfi-
guration befinden, in eine Hochtemperatur L.-Phase iber, in der die Ketten
ungeordnet sind.
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Messung als Erh6hung der Warmekapazitit verfolgt werden. Membranen nur
einer Lipidsorte schmelzen meist mit einem extrem schmalen Maximum in
der Wiarmekapazitit. So ist die Umwandlung des oben vorgestellten Lipides
DMPC lediglich ~0,2 K breit. Lipide dieser Membranen bilden Multischich-
ten aus, mehrere Lagen von Doppelschichten, sogenannte multilamellare Vesi-
kel. Die einzelnen Schichten und die Ketten der Phospholipide in den Schich-
ten beeinflussen sich gegenseitig und schmelzen damit nicht mehr unabhingig
voneinander, sondern tun dies kooperativ, praktisch gleichzeitig. Vor der ei-
gentlichen Umwandlung ist bei einigen Systemen ein weiteres Maximum in
der Wiarmekapazitiat zu finden, welches mit der Aufnahme von wesentlich
weniger Enthalpie verbunden ist. Diese sogenannte Vorumwandlung ist ent-
gegen fritherer Annahmen keine eigene Schmelzumwandlung sondern wie die
Hauptumwandlung ein Aufschmelzen in den Kohlenwasserstoftketten. In der
Literatur wird diese Phase oft als ,Rippelphase“ bezeichnet [14].
Fluktuationen der Enthalpie und des Volumens um einen Gleichgewichts-
wert werden in der Umwandlung besonders groff. Mit Hilfe der Fluktuationen
kann auf verdnderte Werte von Flichen- und Volumenkompressibilitdt und
Elastizitit in der Umwandlung geschlossen werden [8][9][10]. Sind die genau-
en Zusammenh#nge zwischen Umwandlung und mechanischen Eigenschaften
bekannt, so kénnen diese Gréfen direkt aus einer Messung der Warmeka-
pazitdt bestimmt werden. Oftmals ist es moglich, Lage und Form von Um-
wandlungen von auflen zu beeinflussen, sei es durch eine Verdnderung der
elektrostatischen Eigenschaften des Mediums, sei es durch die kontrollierte
Mischung mit anderen Lipiden. Damit wird es moglich, fiir eine bestimm-
te Temperatur Groflen wie Kompressibilitit und Elastizitit der Membran
gezielt einzustellen.

1.2.2 Strukturelle Umwandlungen

Neben der ,einfachen“ Umwandlung, welche in erster Linie Ordnungsum-
wandlungen von Kohlenwasserstoffketten entspricht, konnen in der Mem-
bran kompliziertere Umwandlungen stattfinden, welche mit einer Anderung
der Membrangestalt verbunden sind. Unter bestimmten Bedingungen kann es
zu Anderungen der Form der Membran kommen. Sackmann und Kis zeigen
eindrucksvoll, dass sich in Erythrozytenmembranen biochemisch induzierte
Formvariabilitdt in einem einkomponentigen Lipidsystem durch die Verdnde-
rung des Volumen- zu Fliche- Verhéltnisses der Membran ebenfalls induzie-
ren ldsst [11]. Strukturelle Umwandlungen treten in der Biologie vielfach auf
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und sind in ihrem physikalischen Ablauf oft wenig verstanden, so zum Bei-
spiel bei der Fusion und Teilung von Zellen und Zellkernen, bei der Exo- und
Endocytose an der Synapse von Nervenzellen oder auch bei der sténdigen
Formveréinderungen der Fortbewegung von Amében . Formen von Membran-
gebilden konnen unter anderem beeinflusst werden durch das Verdndern ein-
facher Parameter wie Membranpotential, Ca?t und Na* -Konzentration, pH-
Wert und durch die Lipidzusammensetzung [12][29]. In dieser Arbeit soll der
Ubergang zwischen verschiedenen Membrantopologien eines einkomponenti-
gen Lipidsystemes vorgestellt werden und die Induktion dieses Uberganges
durch verschiedene Parameter dargelegt werden. Ist die Forminderung in
der Membran mit einer Wiarmeédnderung verbunden, wird es moglich, diese
im Kalorimeter nachzuweisen. Auch hier bietet das Warmekapazitétsprofil
die Moglichkeit, Informationen iiber das System zu gewinnen. Der Einfluss
Husserer Bedingungen auf Uberginge wird so einfach nachweisbar.

1.2.3 Relaxationen in Lipidmembranen

Uber die kinetischen Eigenschaften insbesondere an der Schmelzumwand-
lung ist sehr viel weniger bekannt als zu statischen. Wie schnell reagiert eine
Membran auf duflere Einfliisse, wie schnell geschehen Umordnungsprozesse
verschiedener Phasen und wie ist dadurch zum Beispiel die biologisch relevan-
te Umgebung beeinflusst? Katalytische Reaktionen von Membranproteinen
konnen nicht unabhéngig von dynamischen Eigenschaften der sie umgeben-
den Membran gesehen werden. Im Rahmen dieser Arbeit soll eine Methode
vorgestellt werden, die es erlaubt, Relaxationszeiten in das thermodynami-
sche Gleichgewicht in der Schmelzumwandlung zu bestimmen. Diese Relaxa-
tionen sind mit mechanischen Eigenschaften der Membran gekoppelt. Insbe-
sondere soll gezeigt werden, dass an der Schmelzumwandlung stark erhohte
Zeiten auftreten.

1.3 Biologische Relevanz

Umwandlungen, die mit einer Warmeénderung einhergehen, treten auch in
Biomembranen auf. Ist es moglich, zu zeigen, dass die freigewordene Wirme
in erster Linie aus der Lipidmembran kommt, sollte es moglich sein, Erkennt-
nisse aus Messungen am Modell zu iibertragen. Mittels einer Triggerung der
Umwandlungstemperatur durch den Organismus, wie sie von Messungen am
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Modell bekannt sind, sollten die oben aufgefiihrten Grossen wie Elastizitét
und Relaxationszeiten aktiv ansteuerbar werden. Messungen an biologischen
Membranen zeigen, dass Lipidumwandlungen auftreten konnen, bezeichnen-
derweise hiufig in der Ndhe der Kérpertemperatur.

Ziel dieser Arbeit ist es, Relaxationszeiten in das thermodynamische Gleich-
gewicht in der Umwandlung von Phospholipidmembranen zu bestimmen und
die Ergebnisse dieser Messungen auf biologische Systeme zu iibertragen. Fer-
ner sollen mechanische Eigenschaften eines Membrannetzwerkes und die Be-
dingungen seiner Entstehung untersucht werden.



Kapitel 2

Materialien und Methoden

2.1 Differentialkalorimetrie

Kalorimetrie ist fiir die Untersuchung thermotroper Umwandlungen in Ma-
kromolekiilen von grofler Bedeutung. Ein Warmekapazititsprofil enthélt die
komplette thermodynamische Information einer Umwandlung. Gréflen wie
Umwandlungsenthalpie, -entropie und Zustandsfunktion werden bestimmbar
[22][23]. Das verwendete Differentialkalorimeter VP-DSC (DSC: Differenti-
al Scanning Calorimeter) der Firma Microcal (Northhampton/MA, USA)
besteht im Wesentlichen aus zwei befiillbaren Zellen (fiir Probe und Refe-
renzsubstanz), umgeben von einem , adiabatischen Schild“. Die Temperatur
des adiabatischen Schildes wird mit einer vorzugebenden Rate vom Gerit
verdndert. Gleichzeitig wird die Temperaturdifferenz AT zwischen beiden
Zellen stindig ausgeglichen. Der Unterschied zwischen den Zellen in der zu-
bzw. abgefiihrten Leistung AP wird aufgezeichnet. Bei bekannter Rate der
Temperaturdnderung % ist der Unterschied in der Wérmekapazitit AC,
einfach bestimmbar:

Fiir die Warme gilt:
t+At
AQ = / APdt ~ APAL (2.1)
¢

Fiir die Warmekapazitit gilt:

acg) _AQ AP
p

ACP::(a—T ~AT T AT

(2.2)

13
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Ansteuerung des Geriites und Auslesen der Messwerte erfolgen iiber einen
Personal Computer unter einem von Microcal enwickelten Steuerprogramm.
Hier ist es unter anderem méglich, dem Kalorimeter vorzugeben, {iber wievie-
le Messwerte es mitteln soll (,Filter) und wie schnell es auf Veriinderungen
aus der Probe zu reagieren hat (,,Feedback“). Der Filter glittet die Kurve,
was allerdings in bestimmten Situationen, z.B. bei sehr schmalen Umwand-
lungen, zu Informationsverlusten fiihren kann. Das Feedback (none, low, mid,
high) legt fest, wie stark das Gerét auf beginnende Verdnderungen reagie-
ren soll. Das kann bei einem Messfehler dazu fiihren, dass dieser verstirkt
wird, fiihrt aber bei einem echten Anstieg der Kurve zu einer verbesserten
Reaktion des Kalorimeters. Die Messungen erfolgten, soweit nicht anders an-
gegeben, mit einem , High-Feedback®. Zur Messung wird die Probe auf einen
definierten Druck von ca. 50 psi (pound per square inch, 1 psi~0,07 bar) ge-
bracht. Das verwendete Kalorimeter gilt momentan als eines der besten auf
dem Markt, sowohl beziiglich der Sensitivitit als auch beziiglich des Signal-
zu Rauschverhiltnisses, der Stabilitat der Nulllinie und des geringen Messvo-
lumens.

Mess- Referenz-
zelle zelle

adiabatischer
Schild

P, P,

Abbildung 2.1: Aufbau des DSC (Differential Scanning Calorimeter). Die
Zellen werden von oben mit Mess- bzw. Referenzsubstanz befiillt. Die Tempe-
ratur wird mit einer vorzugebenden Rate verdndert. Das Kalorimeter gleicht
standig die Temperatur zwischen beiden Zellen aus. Aus der Differenz der
den Zellen zugefiihrten Leistung ergibt sich die Wirmekapazitit.
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2.2 Hochdruckkalorimetrie

Fiir Messungen unter Druck ist das beschriebene Kalorimeter aufgrund sei-
ner diinnen Zellwinde nicht geeignet. Um diesen Parameter dennoch un-
tersuchen zu konnen, wurde ein Zusatzgerit entwickelt. Das VP-DSC ist so
empfindlich, daf3 eine probengefiillte Kapillare in der wassergefiillten Messzel-
le ausreicht, um zufriedenstellende Kurven zu erhalten. Eine solche Kapillare
wurde an ein System angelttet, welches iiber eine 200 bar Stickstoffflasche
unter Druck gesetzt werden kann (s. Abb. 2.2). Ein Druckminderer der Fir-
ma Messer Griesheim (Frankfurt, Deutschland) ermdglicht einen variablen
Druck von 0..200 bar, ein flexibler Schlauch fiihrt zu einem hochdichten Ven-
til, iber welches das System dem Druck ausgesetzt wird; flexible Zuleitung
und sémtliche Ventile stammen von Nova Swiss (Effretikon, Schweiz). Die
Ventile wurden wegen ihrer hohen Dichtigkeit auch iiber Tage hinweg aus-
gewdhlt, nachdem Produkte anderer Firmen keine zufriedenstellenden Er-
gebnisse geliefert hatten [26]. Der flexible Druckschlauch derselben Firma
zeigte &hnlich gute Eigenschaften. Er ist ausgelegt auf einen Arbeitsdruck
von 1800 bar und erreicht einen Biegeradius von 13 mm. Eine flexible Ver-
bindungskapillare zur Messkapillare erméglicht ein leichtes Einfiihren in die
Kalorimeterzelle. An dem System ist zusétzlich ein Druckaufnehmer (EBM
6045, ebenfalls von Nova Swiss) angebracht, welcher iiber vier druckabhéngi-
ge Widerstinde mit einer Genauigkeit von 0,1 bar mifit. Um fiir Messdaten
aus der Druckzelle absolute Warmekapazitiaten zu erhalten, muss die Kurve
integriert und die erhaltene, unskalierte Enthalpie mit Hilfe von Werten der-
selben Substanz aus normalen kalorimetrischen Messungen reskaliert werden,
da die Menge der in der Messzelle vorhandenen Substanz meist nicht genau
bekannt ist. Der zu Beginn der Messung eingestellte Druck variiert leicht mit
der Temperatur, was zu keiner erkennbaren Verdnderung der Kurve fiihrt.
Die Erfahrung zeigt, dass der Warmeabfluss iiber die Kapillare wihrend der
Messung ebenfalls vernachlissigbar ist.

2.3 Drucksprungkalorimetrie

Mit der oben beschriebenen Anordnung zur Hochdruckkalorimetrie werden
Experimente mit sich verdnderndem Druck moglich. Das beschriebene Ka-
lorimeter VP-DSC kann aufler in dem oben beschriebenen auch in einem
isothermen Modus betrieben werden. Hierbei hélt das Kalorimeter eine einge-
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Ventil 1 Ventil 2
ent Druck-
l;?' anzeige|

- -

Druckminderer
0..200bar

Stickstoff Messkapillare

200bar

Abbildung 2.2: Um Kalorimetrie unter Druck betreiben zu kiénnen, wurde
eine Kapillare an ein System gelotet, welches tber eine Stickstoffflasche mat
Druckminderer unter einen definierten Druck gesetzt werden kann. Ventil 1
setzt das System dem Druck aus, tber Ventil 2 kann der Druck abgelassen
werden. Die Anzeige ermdoglicht ein Ablesen des Druckes auf 0,1 bar genau.
Die befiillte Kapillare wird in die wassergefiillte Messzelle des Kalorimeters
eingefiihrt.

stellte Temperatur und zeichnet die hierfiir benétigte Leistung iiber der Zeit
auf. Ein plétzliches Verdndern des Druckes fiihrt zu einer Warmeveriande-
rung im System, welche das Gerit ausgleicht. Um den Temperaturwert zu
halten, liefert es Energie ins System nach bzw. fiihrt diese ab. Dieser Vorgang
soll genutzt werden, um Verzégerungen in der Leistungsaufnahme von Lipid-
membranen sichtbar zu machen. Der Druck fillt nach eigenen Messungen in
weniger als 100 ms ab. Das Kalorimeter selbst gibt Leistungswerte gemittelt
iiber eine Sekunde aus.

Es ist bekannt, dass Schmelzprofile unter Druck gegeniiber dem druckfreien
Profil zu hoheren Temperaturen hin verschoben sind [26]. Ein Druckunter-
schied von 40 bar entspricht dabei ungefihr einer Verschiebung um 1 K. Zur
Messung wird das Kalorimeter im isothermen Modus bei einer Temperatur
in der Schmelzumwandlung der druckfreien Lipidprobe gehalten (Abbildung
2.4). Die Messkapillare wird typischerweise unter 40 bar gesetzt. Das System
befindet sich nun unterhalb der Schmelzumwandlung. Durch ein plétzliches
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Abbildung 2.3: Antwort des Kalorimeters auf einen Drucksprung von -40 bar
im isothermen Modus

Ablassen des Druckes springt das System in die Schmelzumwandlung, das
Lipid nimmt Schmelzwérme auf. Die Geschwindigkeit dieser Aufnahme ist
verzogert, das System braucht Zeit, um in das thermodynamische Gleichge-
wicht zu relaxieren. Ein Beispiel einer Antwort des Kalorimeters auf solch
einen drucksprung ist in Abbildung 2.4 dargestellt. Ebenso ist natiirlich das
umgekehrte Vorgehen moglich, bei dem eine Temperatur in der Umwand-
lung unter Druck angesteuert wird und das druckfreie System plotzlich unter
Druck gesetzt wird (,,positiver Drucksprung).

2.3.1 Auswertung von Relaxationsdaten

Um von den Rohdaten des Kalorimeters zu absoluten Relaxationszeiten der
Lipide zu kommen, miissen die Daten von der Gerétefunktion entfaltet wer-
den. Als erfolgreichste Strategie stellte sich heraus, eine , Wasserantwort“
d.h. eine Drucksprungantwort ohne Lipid mit einer Ratengleichung zu be-
schreiben. z,y, z sind zeitabhéngige Funktionen, die die Warme in Wasser,
Zellwand und Detektor beschreiben. [ und m sind Ratenkonstanten, welche
den Wirmefluss beschreiben.

T Y z
Wasser——Zellwand—=»Detektor (2.3)
Dies fiihrt zu dem Differentialgleichungssystem:

T =—lz (2.4)
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ohne Druck
------- unter 40bar Druck
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Abbildung 2.4: Das Kalorimeter hdilt die Temperatur an einem Punkt in
der druckfreien Schmelzumwandlung. Die Probe selbst steht unter Druck, ihr
Zustand ist unterhalb der Schmelzumwandlung. Ein schnelles Ablassen des
Druckes fiihrt zu einem plotzlichen Aufschmelzen der Lipide.

y=Ilr—my
z=my

Mit den Randbedingungen X, = z(0) # 0, Yy = y(0) = 0 findet man eine
Losung fiir die Antwort am Detektor:

z=c-(e™ —e ") c=const (2.5)

Dies wird interpretiert als die Reaktion des Messinstrumentes auf einen ,, Warme-
deltapuls®, soll heissen auf einen in der relevanten Zeit schmalen Warmepeak.
Das Lipid produziert exponentiell verzogert ebenfalls Warme bzw. nimmt
diese auf (s. dazu Theorieteil 3.4). Dieser Anteil wird zusammengesetzt ge-
dacht aus vielen schmalen Rechteckpulsen der Breite 7, welche wiederum zu
Antworten nach Gleichung (2.5) fiihren. Die Lipidantwort wird somit zu:

ZU(T) . efk:n’r@(t _ TLT) [e*m(t*n’l') _ e*l(t*n’r)} +e- (efmt _ eflt) (26)

n=0

v(T) ist eine anzupassende Grofle, welche mit der durch die Lipidumwandlung
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freigesetzten Enthalpie iiber

o0

AH =v(T) - Z e FnT

n=0
zusammenhingt. £ ist die Ratenkonstante, welche aus dem Lipid kommt,
die eigentliche Messgrofie. © symbolisiert die Stufenfunktion, die den negati-
ven Ast der Exponentialfunktionen abschneidet. Fiir 7 wurde eine Sekunde
gewdhlt, da dies der maximalen Auflésung des Instruments entspricht. Um
die freien Parameter ¢, m und [ zu bestimmen, wurden Systemantworten oh-
ne Lipid mit (2.5) gefittet. Als Mittelwerte wurden gefunden:

c=90
m = 0,34
und [ = 0,65

Eingesetzt in (2.6) fiihren diese Werte zu einer Funktion, mit der die Messda-
ten erfolgreich angepasst werden kénnen. Es stellte sich als sinnvoll heraus,
den ansteigenden Ast, welcher in der Regel aus nicht mehr als drei bis vier
Punkten besteht, nicht in die Auswertung mit einzubeziehen. Gefittet wurde
grundsétzlich der abfallende Ast, beginnend bei der halben Maximalhohe (s.
Abb. 2.3 bzw. 4.3).

Bei negativen Druckspriingen in die Umwandlung kann das Gerét die Tempe-
ratur iiber der Messzeit in der Regel konstant halten (Abb. 2.5 A). Schwierig-
keiten hat es allerdings mit positiven Spriingen, bei denen es Warme abfiihren
muss, da die interne Kiihlung wesentlich schlechter arbeitet als die Heizung.
Eine konstante Temperatur iiber den gesamten Relaxationsverlauf ist hier
nicht gewéhrleistet (s. Abb. 2.5 C). Messungen mit positivem Drucksprung
sind darum nur in Ausnahmeféllen sinnvoll. Ebenso kann es geschehen, dass
bei negativen Spriingen durch die ganze Umwandlung zuviel Wérme nach-
geliefert werden muss. Auch hier bleibt die Temperatur nicht konstant, hat
aber schon bald wieder ihren urspriinglichen Wert erreicht (Abb. 2.5 B).

Es zeigte sich, dass das Kalorimeter im ,jisothermal mode“ eine gegeniiber
dem ,scanning mode“ um 0,04 K verschobene absolute Temperatur angibt.
Es liegt nahe anzunehmen, dass Kalibrierungswerte von der Firma Microcal
hier ungenau angegeben sind. Die Relaxationsdaten im Ergebnisteil sind alle
um diesen Wert zu niedrigeren Temperaturen hin verschoben.
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Abbildung 2.5: Drucksprungantworten einer DMPC-Membran mit den zu-
gehorigen Temperaturen. In (A) wird mit einem negativen Drucksprung in
den Anfang der Umwandlung gesprungen, die Temperatur bleibt konstant. In
(B) wird auf die gleiche Weise durch die ganze Umwandlung gesprungen, die
Temperatur kann nicht gehalten werden, ist aber im zu fittenden Bereich wie-
der nahezu auf den alten Wert zurickgegangen. In (C) wird mit einem positi-
ven Drucksprung von oben in die Umwandlung gesprungen. Das Kalorimeter
hat groffe Miihe, die Temperatur zu halten, die Aussage einer Auswertung
erscheint fragwiirdig. Man beachte die unterschiedliche Skalierung in T.
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2.4 Viskosimetrie

Neben thermodynamischen Groflen interessieren oft auch strukturelle bzw.
topologische Verdnderungen in Lipidmembranen. Viskosimetrie ermoglicht
eine Untersuchung der makroskopischen Effekte solcher Verdnderungen.

2.4.1 Zur Newtonschen Viskositit

Eine Newtonsche Fliissigkeit wird wie folgt definiert: Man denke sich eine be-
liebig ausgedehnte Fliissigkeit zwischen zwei parallelen Winden jeweils vom
Inhalt A, die gegeneinander die Relativgeschwindigkeit v haben; ihre Entfer-
nung voneinander sei y. Durch die Fliissigkeit wirkt iiber einen Geschwindig-
keitsgradienten Z—Z eine resultierende Kraft F' auf die unbewegte Wand, wobei
von einer laminaren Stromung ausgegangen wird. Diese Kraft ist bei einer
Newtonschen Fliissigkeit proportional zum Geschwindigkeitsgradienten und
zur Wandfliche. Die Proportionalitidtskonstante ist fliissigkeitsspezifisch und

wird als Newtonsche Viskositit 7 bezeichnet[20][21].

dv F dv
Fx —-A=np:==—.(=—=)"! 2.
x G A== () 2.7
v

— > dv/dy

> F

Y

Abbildung 2.6: Die Newtonsche Viskositit wird definiert als die Eigenschaft
einer Flissigkeit, eine Kraft zwischen zwei ausgedehnten Platten zu tbertra-
gen, welche gegeneinander bewegt sind.

Zur Messung benutzt wurde ein Rotationsviskosimeter Low Shear 30 si-
nus der Firma Contraves (Ziirich, Schweiz), heute ProRheo (Althengstett,
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Abbildung 2.7: Zur Funktionsweise eines Rotationsviskosimeters. In den pro-
bengefiillten Topf wird ein Messstempel gehdngt, welcher tiber einen Torsi-
onsfaden mit der Messeinheit verbunden ist. Der Topf wird konstant bzw.
stnusformig gedreht. Die tber die parallelen Zylinderwdinde auf den Stempel
tibertragene Kraft fihrt zu einer Torsion des Fadens. Ein diffuser Lichtstrahl
fallt tiber einen am Faden befestigten Spiegel auf zwei Fotodetektoren. Fine
Nachregeleinrichtung am Aufhingepunkt des Fadens tordiert den Faden ent-
gegen der aufgetretenen Auslenkung bis die Fotodioden dieselbe Lichtmenge
empfangen wie im unbelasteten Fall.

Deutschland). Ein probengefiillter Topf wird durch einen Synchronmotor
mit konstanter bzw. sinusformiger Geschwindigkeit gedreht (s. Abbildung
2.7). Eine Fliissigkeit im Probentopf iibertréigt iiber die parallelen Zylin-
derwinde auf den in der Probe hingenden Messstempel eine Kraft, welche
den Aufhingefaden des Stempels tordiert. Am Torsionsfaden ist ein Spiegel
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befestigt, der einen diffusen Lichtstrahl auf zwei Fotodetektoren reflektiert.
Eine elektronische Nachregeleinrichtung tordiert den Faden solange gegen
die durch die Kraft verursachte Auslenkung, bis die Detektoren jeweils die-
selbe Lichtmenge registrieren wie im unbelasteten Fall. Die Gegensteuerung
erfolgt so schnell, daf} sich der Stempel kaum bewegt. Die fiir die Gegen-
steuerung bendétigte Spannung wird als Viskositdtswert von einem Personal
Computer unter dem Betriebssystem Microsoft Windows 95 (Redmond /WA,
USA) erfasst. Das Viskosimeter ist iiber ein Wasserbad RK20 der Firma
Lauda (Konigshofen, Deutschland) temperierbar. Nicht nur der Probentopf
wird stdndig mit Wasser einer definierten Temperatur umspiilt, sondern auch
eine Feuchtigkeitsregelung in der Messkammer. Ein mit Wasser getrénkter
Schwamm erzeugt in der Messkammer denselben Dampfdruck wie er iiber
der Probe herrscht; damit wird einer Austrocknung vorgebeugt. Das Wasser-
bad erlaubt eine gezielte Temperierbarkeit der Proben mit einer Genauigkeit
von ca. 12; K. Ein Thermometer PM 135-A von Waldsee Electronic (Bad
Waldsee, Deutschland) misst die Temperatur direkt unter dem Probentopf
mit einer Genauigkeit von ungefahr ﬁ K. Die Schnittstelle zwischen PC
und Geriten tibernimmt eine A/D-D/A Wandlerkarte PCI-1200 von Natio-
nal Instruments (Austin/TX, USA). Die Geriitesteuerung und das Einlesen
und Weiterverarbeiten von Rohdaten wird {iber ein eigenes Programm reali-
siert, welches unter der graphischen Programmiersprache Labview von Natio-
nal Instruments entwickelt wurde. Dieses Programm ermdéglicht die Messung
der Viskositit bei vorgebbaren Temperaturen mit konstanter Anregung des
Probentopfes. Die vom Messgerit ausgelesenen Analogwerte werden von der
Wandlerkarte digitalisiert. Fiir jede Messung wird mit den gleichen Parame-
tern eine Wassermessung vorgenommen, so dass die Viskositét relativ zu der
von Wasser angegeben werden kann.

2.4.2 Fliissigkeiten mit elastischem Anteil: Maxwell-
modell

Nicht jede Fliissigkeit reagiert newtonsch, d.h. nicht jede Kraftantwort héngt
linear mit einer anregenden Geschwindigkeit zusammen, sondern verhélt sich
oftmals nach komplexeren Gesetzen. Von uns betrachtete Suspensionen zeig-
ten bei plotzlicher Auslenkung ein ,Nachschwingverhalten“, welches auf ela-
stische Anteile schliessen 148t. J.C. Maxwell schlug fiir solche Fliissigkeiten
ein Ersatzschaltbild vor, zusammengesetzt aus Hookescher Feder und New-
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tonschem Dampfungsglied (s. Abb. 2.9) [18]. Das Viskosimeter Low shear
30 sinus ermdoglicht eine sinusférmige Anregung des Probentopfes im Be-
reich 0,01 bis 1,5 Hz. Der newtonsch-viskose Anteil der Fliissigkeit verur-
sacht eine Kraft auf den Stempel proportional zur Geschwindigkeit, der ela-
stische Anteil proportional zur Auslenkung (Hookesche Feder). Eine rein vis-
kose Substanz (z.B. Wasser, von welchem die Viskositéit als Funktion der
Temperatur bekannt ist) sollte somit zur Anregung eine um I verzogerte
Antwort verursachen, eine rein elastische Substanz eine Antwort in Phase.
Aus Phasenverschiebung und Amplitude der Antwort sollten die gewiinsch-
ten Groflen einfach bestimmbar sein. Die Spannung o in einem dreidimen-
sionalen Korper ist definiert als eine Kraft auf diesen Koérper bezogen auf
eine Fliche, die Dehnung ¢ ist definiert als eine Lingeninderung bezogen
auf eine Ursprungslénge. Fiir gewohnlich wird das Verhéltnis von Spannung
zu Dehnung als komplexe Grofle G = G* + i1G“ angegeben. G bezeichnet
den hookeschen Anteil in Phase, G* den um 7 phasenverschobenen newton-
schen. o bezeichnet eine Spannung, ¢ sei eine Dehnung der Substanz. Die
Federkonstante, bzw. der Dehnungsmodul (Federkonstante bezogen auf eine

Normlénge) sei mit s bezeichnet, die Viskositét mit 7.
Gilt fiir den Anteil aus der Feder: o = se,

und fiir den Viskosen Anteil: o = né,

1
so folgt fiir ein Maxwellsches Ersatzschaltbild: ¢ = -6 + 7 (2.8)
s n

Nimmt man an, dass die Spannung in der Probe wie in unserem Experiment

oszilliert (o = ope™?), so folgt:
¢ = jw0eiwt 4 70wt (2.9)
s n
. . Lot @ wt |2 ﬂ iwt |t2
Integration fiihrt zu: | = —e™*|2 + —e""| (2.10)
niw

Ae 1 1 1
= -— =—+— = = 2.11
Ao s nw G (2.11)



2.4. VISKOSIMETRIE 25

Fiir die Anteile der komplexen Grosse G = G* + iG “ gilt dann:

2,,2
 _ nw-s
2
« nws
= iy (2.13)

Fiir Die Messung einer rein viskosen Substanz, wie zum Beispiel Wasser, geht
die Elastizitédt gegen unendlich:

s—>o00=G—=0

s —=>00=G"—nu

Im viskoelastischen Falle sollten in der doppeltlogarithmischen Auftragung
die beiden Gréflen einen wie in Abbildung 2.8 schematisch dargestellten Ver-
lauf nehmen. Oftmals ist die Annahme, der elastische Anteil setze sich aus nur
einer Feder zusammen, nicht ausreichend, um des Verlauf von G “ zu erkléiren.
Das Auftreten verschiedener Stufen wird als Zusammenspiel mehrerer Federn
interpretiert, welche iiber der Frequenz nacheinander hart werden [36]. Diese
Analyseform wird auch als ,,mechanische Spektroskopie“ bezeichnet. Der Zu-
sammenhang zwischen Antwort des Systems und Auslenkung ist genau dann
ein linearer, wenn die Antwort die selbe Form hat wie die Anregung. Damit
das vorgestellte Modell Giiltigkeit erlangt, muss die Systemantwort im vor-
gestellten Falle ebenso wie die Anregung sinusférmig sein. Unsere Apparatur
zeigt bei einer reinen Wassermessung Resonanzen im Bereich von 1 Hz. Ein
im Folgenden beschriebenes erweitertes Modell erlaubte uns, trotzdem iiber
einen weiten Bereich zu messen (Abb. 2.9).

Zur Entkopplung der Gerateantwort von der Antwort aus der Substanz wird
dem Torsionsfaden mit der Regelektronik eine lineare Feder zugeordnet. Die
beobachtete Resonanz setzt sich in unserem Modell somit aus den Anteilen
zweier Federn zusammen.

Im Folgenden werden statt der Gréssen Spannung, Dehnung und Elastizitéts-
modul der Einfachheit halber Grossen wie Kraft, Auslenkung und Federkon-
stante betrachtet. Die Umrechnung erfolgt iiber eine multiplikative Konstan-
te.

Es sei p die Federkonstante der Messapparatur, s die der Fliissigkeit, n ist die
Newtonsche Viskositit der Fliissigkeit, z die Auslenkung des Probentopfes
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Log(w)

Abbildung 2.8: Erwarteter Verlauf fiir die Grifen G (unten) und G “ (oben)
tiber der Frequenz fiir ein System, in welchem genau eine Relazationszeit
auftritt.

und z die Antwort des Systems. y ist als eine virtuelle Grofle zu verstehen,
welche Aussagen iiber Vorginge in der Fliissigkeit enthilt. Die Auslenkung
des Pendels selbst sei 7. Da das Pendel durch die schnelle Regelelektronik
praktisch nicht bewegt wird, ist » & 0, ebenso alle Ableitungen von r. Die
Differentialgleichungen zu diesem System werden zu:

1. DGL des anregenden Teiles des Gerétes.

Die Geschwindigkeit der Auslenkung des Probentopfes und die momentane
Geschwindigkeit der Substanz selbst verursachen eine Auslenkung der der
Fliissigkeit zugeordneten Feder.

—sy~s(r—y)=-ny+n (2.14)

2. DGL fiir den Antwortteil des Messgerites.
Das Pendel erfihrt praktisch keine Beschleunigung, die Feder des Messgerites
und die der Substanz kompensieren einander.

0~ mit =px — s(r —y) =~ pxr + sy (2.15)

Fiir die Antwort wird angenommen (die Phasenverschiebung steckt in dem
komplexen B):

z = Be™' BeC B = |B|e? (2.16)
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Abbildung 2.9: Mazwellmodell einer viskoelastischen Flissigkeit und erwei-
tertes Schaltbild der viskoelastischen Flissigkeit und des Messgerdtes. Dem
Torsionsfaden mit der Regelungselektronik wird eine zur Resonanz fihige li-
neare Feder zugeordnet.

Fiir die Anregung gilt:
z= A" = i = iwAe™" AeR (2.17)
Damit folgt mit (2.15)(2.16)

= 0=pBe"' +sy=y= _PZ gt (2.18)
s

Aus (2.14) wird damit:

. B . .
pBe™t = m'wp—e“"t + niwAe™?
S

B
= pB = m'wp— + niwA (2.19)
s

Das Maxwellsche Ersatzschaltbild geht in das Ersatzschaltbild fiir Wasser
iiber, wenn gilt:
SH,0 —* Q!

Damit folgt fiir eine Eichmessung mit Wasser:

pBu,0 = Nu,0iwA (2.20)
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p - B ist die Kraft, die vom Messgerit detektiert wird. Sie ist somit genauso
gross wie die Kraft, die aus der Substanz kommt. Mit der Kenntnis von pBy,o
aus (2.20) folgt:

p-B . |B‘ i(6—6
G _ | i6=1,0) 2.21
A MH0W ‘BH20| € ( )
B ) .
= NEow Bl (—sin(d — dg,0) + icos(d — dm,0))
|BH20|

Damit folgt fiir die Grolen G¢ und G“:
, Bl .
G = —ng,ow———sin(d — dg,0) (2.22)
| B0l

und

|B

| B0l

G*“ = nuyow cos(6 — 0m,0) (2.23)
Diese Groflen sind bei Kenntnis der Gerétefunktion |Bpr,ole?#20 durch ei-
ne Messung der Kraft iiber der Frequenz bestimmbar. Die Messung selbst
wird wiederum von einem unter Labview entwickelten Programm {ibernom-
men, welches die Aufgabe hat, Motorbewegung und Reaktion des Pendels
auszulesen, jeweils mit der Funktion A + Bsin(Ct + D) zu fitten und zu
vergleichen. Als Messwerte abgespeichert werden Amplitude der Antwort,
Phasenverschiebung, Temperatur und Frequenz. Die Standardabweichung,
welche die Fitroutine ausgibt, wird als Maf fiir die Qualitit des Fits eben-
falls mit abgespeichert.

2.5 Dynamische Lichtstreuung

Die Grofe von Vesikeln wurde mit Hilfe dynamischer Lichtstreuung bestimmt.
Zur Verfiigung stand ein Nicomp 370 Autodilute Submicron Particle Sizer
der Firma Particle Sizing Systems, Inc. (Santa Barbara/CA, USA). Voraus-
setzung fiir eine korrekte Bestimmung der Groflenverteilung ist die Kugelform
der zu vermessenden Objekte. Die Giiltigkeit dieser Voraussetzung bestimmt
die Korrektheit der Messung. Durchgefiihrt wurden die Messungen bei einer
anfinglichen Lipidkonzentration von 10 mM. Das Gerét verdiinnt Proben,
bis es bei einer messbaren Konzentration angelangt ist. Die Endkonzentrati-
on liegt bei den vorgestellten Messungen immer oberhalb von 1 mM.
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2.6 Materialien und Priparation der Proben

Samtliche Lipide, welche den Messungen dieser Arbeit zugrunde liegen, stam-
men von der Firma Avanti Polar Lipids (Alabaster/AL, USA). Dies wa-
ren DMPC (1,2- Dimyristoyl-sn- Glycero-3- Phosphocholin)und DPPC (1,2-
Dipalmitoyl-sn- Glycero-3- Phosphocholin). Geladenes Lipid (DMPG: 1,2-
Dimyristoyl- sn- Glycero- 3-[Phospho- rac- (1-glycerol)]) lag als Natriumsalz
vor. Samtliche Lipide wurden tiefgekiihlt als Pulver geliefert. Der Angiotensin-
Rezeptorantagonist Losartan wurde uns von der Firma Merck/MSD Sharp
& Dohme (Haar, Deutschland) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Er
wurde als Kaliumsalz tiefgekiihlt geliefert. Die Proben wurden gel6st, soweit
nicht anders angegeben, in einem pH-Puffer aus HEPES (2-[4-(2-Hydroxyethyl)
-1-piperazinyl] -ethan -sulfonséure) von Sigma-Aldrich (St. Louis/MO, USA)
und dem Kalzium-Puffer EDTA (Ethylen- diamin- tetraessigsiure- diam-
moniumsalz) von Fluka (Buchs, Schweiz). Der pH-Wert wurde mit NaOH
(Merck, Deutschland) bzw. HCl (Baker, Deventer, Holland) in 1-molarer
Konzentration eingestellt und bei Bedarf zur fertigen Suspension zugegeben.
HEPES wurde zum einen aufgrund seiner guten Puffereigenschaften iiber
einen weiten Temperaturbereich ausgewéhlt, zum anderen wegen des pKg-
Wertes im physiologischen Bereich (zwischen 7 und 8). EDTA bindet stark
an Kalzium und verhindert so, dass Verunreinigungen mit dieser Substanz
zu Wechselwirkungen mit der Membran fiihren. Insbesondere Suspensionen
geladener Lipide reagieren ausgesprochen sensibel auf Kalzium. Ein weiterer
Effekt der Kalzium-Bindung an EDTA ist, dass die Proben weniger leicht von
Mikroorganismen befallen werden. NaCl wurde von der Firma Baker (Deven-
ter, Holland) bezogen. Sdmtliche Chemikalien zur Pufferherstellung wiesen
den Reinheitsgrad zur Analyse auf. Die Pufferlosungen wurden mit hoch-
reinem Wasser hergestellt, welches durch ein mehrstufiges chemisch aktives
Filtersystem Milli-Q UF Plus der Firma Millipore (Eschborn, Deutschland)
gelaufen war. Der pH-Wert wurde mit Hilfe eines elektronischen pH-Meters
der Firma WTW (Wien, Osterreich) iiberpriift und eingestellt. Wenn nicht
anders angegeben, wurden die Phospholipide einfach zum Puffer zugegeben,
meist in der Konzentration 10 mM (4%%) und oberhalb des Schmelzpunktes
je nach Lipid zwischen 15 und 60 Minuten geriihrt. Bei Messungen mit NaCl
wurde ein Puffer mit fester Na-Konzentration hergestellt. Mischungen aus Li-
piden und anderen Stoffen wurden in organischen Losungsmitteln gelést und
dann gemischt. Zur Losung verwendet wurde eine Mischung aus Dichlorme-
than und Methanol im Verhiltnis 1:2 (jeweils Baker, Deventer, Holland).
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Die Mischung wurde unter Stickstoff trockengeblasen und anschlieflend 12
Stunden im Exsikator unter Vakuum (p < 0, 1 mbar) gehalten. Das Gemisch
wurde weiterverarbeitet wie reine Proben. Die meisten (ungeladenen) Lipide
bilden spontan Multischichten aus (multilamellare Vesikel). Um unilamellare
Vesikel dieser Lipide zu erhalten, wurden die Proben oberhalb der Schmel-
zumwandlung 15 mal durch Filter mit Porendurchmessern von 100 nm ge-
presst (extrudiert). Der verwendete Extruder LipoFast Basic stammt von der
Firma Avestin (Ottawa, Kanada); zugehdorige Filter derselben Firma beste-
hen aus einer perforierten Polycarbonatfolie. Elektronenmikroskopische Auf-
nahmen zeigen, dass die resultierenden Vesikeldurchmesser der Porengrosse
des Filters entsprechen [24]. Fiir Drucksprungexperimente wurden Vesikel in
hoher Konzentration benétigt (ca. 100 mM). Da der benétigte Kraftaufwand
beim Extrudieren zum Reiflen der Filterfolie fithrt, wurden diese Proben bei
einer Konzentration von 10 mM extrudiert und anschliefend fiir zehn Minu-
ten in einer Vakuumzentrifuge bei 10.000 Umdrehungen pro Minute zentri-
fugiert. Die Vesikel sinken bei dieser Behandlung auf den Grund des Geféfes
ab. Vom Uberstand wurden 90% abgenommen, so dass die verbleibende Pro-
be eine Konzentration von 100 mM aufwies. Lungsurfactant (surfactant =
surface active agent) wurde uns von Herrn Fred Possmayer (University of
London, Ontario, Kanada) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Lung-
surfactant ist der Oberflichenfilm der Lunge, welcher die Grenze zwischen
Lungenoberfliche und Luft bildet. Zur Gewinnung wurden Lungen geschlach-
teter Rinder ausgewaschen, die Substanz gesdubert und gefriergetrocknet.
Fiir die Messung wieder angesetzt wurde die Substanz bei pH7,0 mit 1,5 mM
Tris-Puffer (Tris(hydromethyl)-aminomethan) der Firma Merck (New York,
USA). NaCl und CaCly, wurden in physiologischer Konzentration zugege-
ben, d.h. 150 mM NaCl und 1,5 mM CaCl,. Das Kalzium stammt ebenfalls
von Merck. Die Lipidzusammensetzung des Lungsurfactant der Rinderlunge
ergibt sich aus 79,2% Phosphatidylcholin, 11,3% Phosphatidylglycerol, 1,8%
Phosphatidylinositol, 3% Cholesterin und 3,5% Phosphatidylethanolamin so-
wie Spuren anderer Lipide. Des weiteren besteht Lungsurfactant zu ca. zehn
Gewichtsprozent aus spezifischen Proteinen. Diese Proteine lassen sich un-

terteilen in die vier Gruppen Surfactant-Protein A bis Surfactant-Protein D
(SP-A..SP-D)[15][16] [17].



Kapitel 3

Theorie

3.1 Elastische Eigenschaften von Membranen
Die Enthalpien der zuginglichen Zustéinde einer Membran ergeben sich aus:
H, = E; +pV; + 114, (3.1)

wobei E; die innere Energie der Doppelschicht im Zustand i ist, V; das Volu-
men mit dem Druck p, und A; die Flache mit dem lateralen Druck II. H; kann
man als die Hamiltonenergie eines isobar-isothermen Systems betrachten. Die
Zustandsfunktion eines solchen Systems ist gegeben durch:

Q=Y Muexp(—7r) 32)

Q; bezeichnet die Entartung des Systems, R die Boltzmannkonstante. Der
Mittelwert der Observablen X wird definiert iiber die Mittelung der mogli-
chen Zusténde :

(X) = % Z X exp(—%). (3.3)

Durch Differentiation von (H) nach T, (V) nach p und (A) nach II, erhélt
man mit (3.3) als Suszeptibilitédten die Wirmekapazitdt C, und isotherme

Volumen- und Flichenkompressibilitit x4 bzw. k¢ :

31
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d(H)\  (H?) - (H)?
= (d—T> = RP (34)
vol __ _L M — <V2> — <V>2
= ( Iy )T (VVRT (3:5)
area __ 1 d<A> _ <A2> - <A>2
= (d—n)T = (ART (3.6)

Damit sind Suszeptibilitdten mit Fluktuationen des Systems verkniipft. Sei
Hy(T) die intrinsische Enthalpien der Kohlenwasserstoffketten und AH(T)
die durch Konformationsénderungen verursachte Wérme. Fiir C, folgt dann:

6= (%) +("52) =Cu+ac, (3.7

dTr dTr

Ahnlich definiert man die intrinsischen GréBen Vo(T) und Ag(T) bzw. die
Groen AV (T) und AA(T)aus der Umwandlung:

1 d(AVp) 1 d(AV)
vol T = — ( = N = vol A vol .
k' (T) (V dp )T (V dp . Ko + AKp (3-8)

area _ 1 d(AAO) 1 d(AA) __ area area
KPUT) = (A T )T (A T T:l{}Tyo + AkY (3.9)

Mit der experimentell gut bestéitigten [26] Annahme

AV <« AH

bzw.
AV = vpaAH

kann man zeigen, dass
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AV; = '-YvolAHz' (310)

fiir alle zugéinglichen Zustiande gilt [8]. Mit Hilfe der Gleichungen (3.4), (3.5)
und (3.6) findet man fiir die Kompressibilitdt aus der Kettenschmelze:

vol __ /YgolT

AVAiE G AC, (3.11)
Damit ist eine Proportionalitit zwischen der Verdnderung von Kompressibi-
litdt und Warmekapazitatsprofil gezeigt. Insbesondere in der Umwandlung
der Membran ist somit ein Maximum der Kompressibilitdt zu erwarten[8].
Ebel [26] zeigt mit einer entsprechenden Gleichung fiir die isotherme laterale
Kompressibilitdt die Proportionalitdt von Biegeelastizitdt und Warmekapa-
zitdt:

]‘ 6’727’60,T

Kp = Kp,0 (T) + D2A

AC, (3.12)

3.2 Lipidmembranen unter dusserem Druck

Die Eigenschaft (3.10) soll genutzt werden, um Schlussfolgerungen zur Druck-
abhéngigkeit der Umwandlung zu ziehen. Um deutlicher zu machen, dass 3.10
fiir einen festen Druck pg gilt, wird Gleichung 3.10 umformuliert zu:

AVP = P AHP (3.13)

ol

Zusatzlich wird vorausgesetzt, dass weder die Anzahl der zugénglichen Zusténde
und deren Entartung ; (s. Abb.3.3) noch innere Energie und Volumenénde-
rung des Zustandes ¢ vom Druck p abhéingen:

AEP = AE (3.14)

AVY = AV (3.15)



34 KAPITEL 3. THEORIE

Bei einer Druckénderung Ap findet man fiir die Enthalpie:

AHP = AEP 4+ pAVP (3.16)
AH? = AE}+ (po+ Ap)AVY (3.17)

Mit (3.10), (3.14), (3.15) folgt daraus:

AH} = AE + po AV + Apy?? AHY®

ol

AHP(1+ Ay, (3.18)

Mit (3.3) folgt fiir AHP:

S UAH exp (— (14 Apy?o)Alk)

(AH)p = (1+ ApYyg) . (3.19)
' : > Siexp ( —(1+ Apﬁgz)% )
Mit der neuen Temperatur
. T
wird aus (3.19):
(AH) = (14 Apyye) (AH)T (3.21)

Das bedeutet, dass die Enthalpie unter Druck linear auf den druckfreien Fall
reskalierbar ist. Der Umkehrschluss gilt ebenfalls, ist die Enthalpie unter
Druck auf den druckfreien Fall reskalierbar, so verhalten sich Volumenénde-
rung und Enthalpieinderung der Umwandlung proportional zueinander.

3.3 Strukturelle Umwandlungen im kalorime-
trischen Profil

Wie in Kapitel 3.1 gezeigt wurde, sind elastische Eigenschaften nicht un-
abhingig von Schmelzumwandlungen der Lipidmembran. Groflen wie Kom-
pressibilitdt nehmen in der Umwandlung maximale Werte an. Umwandlungen
der Gestalt der Membran bis hin zu topologischen Verdnderungen erscheinen
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in diesem Bereich somit am wahrscheinlichsten. Finige dieser Gestaltum-
wandlungen lassen sich mit Hilfe elastischer Konstanten theoretisch verste-
hen [28]. Ausgehend von einem Modell von Heimburg und Schneider [29] soll
hier der Zusammenhang zwischen der Bildung eines Membrannetzwerkes und
dem kalorimetrischen Profil des Systems vorgestellt werden.

Fiir eine planare und eine gekriimmte Membran ist die Gibbssche Freie Ener-
gie jeweils gegeben durch:

G(T) = Go+ G+ AH(T) - T-AS(T)
T T AC,
= Go+ Gy + AC’pdT -T-

To To T

dr,  (3.22)

wobei G, fiir die Freie Enthalpie der Wechselwirkung mit dem Lésungs-
mittel stehen soll. Die restlichen Gréflen bezeichnen wie iiblich Enthalpie,
Temperatur, Entropie und die isobare Warmekapazitit. Der Unterschied in
der Gibbsschen Freien Enthalpie zwischen der gekriimmten (curved) und der
planaren (planar) Membran wird somit zu:

AG(T) — (yeurved _ GplanaT

O solv solv
ACgsrolv
T T Accurved _ Acplanar
+ / (ACgerved — ACEm T )dT — T - / £ E—dT (3.23)
To To T

N J/

TV
AGelast

AG(T)erast ist definiert als die Freie Enthalpie, welche benétigt wird, um ei-
ne planare Membran zu einer gekriimmten zu verbiegen. AG(T) o1, représen-
tiert die verdnderte Wechselwirkung mit dem Losungsmittel. Der Einfachheit
halber wird angenommen, dass die Temperaturabhéngigkeit von AG,y,, im
Umwandlungsbereich klein ist. Simuliert man wie in [29] mit Monte-Carlo-
Verfahren die Wirmekapazititsprofile gekriimmter und planarer Membra-
nen, so findet man Ausdriicke fiir C, in (3.23) und kennt die Freie Enthal-
pie bis auf den Anteil, der aus der verianderten Wechselwirkung mit dem
Lésungsmittel kommt. Wahlt man den Beitrag von AG,,;, so, dass sich die
simulierten Kurven der Freien Enthalpie schneiden, so wird in einem be-
stimmten Bereich der Ubergang von einer planaren zu einer gekriimmten
Membran energetisch begiinstigt (s. Abb. 3.1). Aus dem Unterschied der Frei-
en Enthalpien AG gewinnt man durch Differentiation nach der Temperatur
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das zu erwartende Wiarmekapazititsprofil einer solchen Umwandlung. Eine
Aufspaltung in drei Maxima ist die theoretische Vorhersage fiir die Warme-
kapazitidtskurve einer Umwandlung, welche mit einer Kriimmungsénderung
einhergeht.

planar : planar
T gekriimmt l !

Temperatur

Abbildung 3.1: Simulation der Gibbsschen Freien Enthalpie einer gekrimm-
ten (gestrichelt) und einer planaren (durchgezogene Linie) Membran. Ist
der Beitrag der Wechselwirkung mit dem Ldésungsmittel zur freien Enthal-
pie geeignet gewdhlt, so tberschneiden sich die Kurven. In einem bestimm-
ten Temperaturbereich wird eine Verdnderung der Krimmung energetisch
gunstiger (AG schematisch). Im Wirmekapazititsprofil C, erwartet man ei-
ne Dreipeakaufspaltung.
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3.4 Relaxationen ins thermodynamische Gleich-
gewicht

In Abschnitt 3.1 wurde bereits auf die Bedeutung von Fluktuationen ther-
modynamischer Groflen hingewiessen. Aus Monte-Carlo-Simulationen einer
Lipidmembran mit der Annahme, dass es fiir jedes Lipid genau die Zustéinde
,fluid“ und , gelférmig“ gibt (Ising-Modell) [31], lassen sich die Enthalpiefluk-
tuationen um das thermodynamische Gleichgewicht bestimmen. Die Wahr-
scheinlichkeit, einen bestimmten Zustand mit einer Enthalpie H zu finden
sei P(H). Fiir die Gibbssche Freie Enthalpie gilt:

GH)=—-InP(H)+ C,C = const (3.24)

Daraus berechnet sich die Entropie einfach zu

H+InP(H)-C
T

Approximiert man die Wahrscheinlichkeitsverteilung um Hj in der Nihe des
Gleichgewichtes mit einer Gaussverteilung:

S(H) =

(3.25)

P(H) = Pyexp (-w“)a—;H")Z) (3.26)

wobei (H(t) — Hy) kleine Fluktuationen um das Gleichgewicht Hj sind, so
folgt fiir die Gibbssche Freie Enthalpie eine einfache, in (H (t) — Hp) quadra-
tische Form:

H(t) — Hp)?
G(H) = (()0—20) ImPy+C (3.27)
Daraus folgt fiir die Entropie:

H-AGH) H (H-—H)? WP+C
SH) =~ == (3.28)

Die thermodynamischen Kréfte in den Gleichgewichtszustand kénnen allge-
mein aus der Entropie berechnet werden [33]:

X, = Z ( o 8%) (3.29)
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wobei die o; den Fluktuationen der Grossen entsprechen, von denen S abhéngt.
In der linearen Nichgleichgewichtsthermodynamik sind die Fliisse lineare
Funktionen der entsprechenden thermodynamischen Krifte, d.h.:

dOéi
Ji=— =Zj:Linj (3.30)

L;; sind hier phéinomenologische Koeffizienten. In unserem Beispiel gilt damit
fiir die Kraft in Richtung der maximalen Entropie, da S nur von H abhingt:

9%S 2(H — Hy)
Xy=—-—22  (H-Hy) =220 31
"7 5(H — Hy)? ( 0) To? (3:31)
und fiir die entsprechende Kraft folgt aus (3.30):
d(H - H 2L
Jy = ( 0 __ 5 - (H — Hy) (3.32)

dt To

Diese Differentialgleichung in (H (¢)—H) fiihrt zu einer einfach-exponentiellen
Zeitabhangigkeit fiir die Relaxation der Fluktuationen (H (t) — Hy):

(H(t) — Ho) = exp (—ﬁ—;t) = exp (—é) (3.33)

mit einer Relaxationszeit
To?
= — 3.34
Y (3.34)

Gleichzeitig gilt fiir die Warmekapazitét' (3.4):
(H?) — (H)* _ 0o°

C,= T = TR (3.35)
und damit
RT?

Das heifit, die Relaxationszeit 7 der Energie ins thermodynamische Gleichge-
wicht ist proportional zur Wérmekapazitit multipliziert mit der Temperatur
zur dritten Potenz. Damit sollte es bei Kenntnis der Konstanten L mdglich
sein, Relaxationszeiten aus kalorimetrischen Messungen vorherzusagen.

L(H?) — (H)? entspricht im Fall einer Gaussverteilung genau der Breite der Verteilung
zum Quadrat s. z.B. [34].
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Ergebnisse

4.1 Thermodynamische Relaxationen

Zu dynamischen Vorgéngen in biologischen Systemen, welche nicht auf ei-
ner molekularen Lingenskala, sondern unter der Beteiligung vieler Molekiile
stattfinden, ist bislang wenig bekannt. Im vorliegenden Abschnitt soll das
Verhalten kiinstlicher und biologischer Membranen in der Néhe des thermo-
dynamischen Gleichgewichtes untersucht werden.

Theoretische Uberlegungen fiihren zu der Vorhersage, dass Relaxationszei-
ten in das thermodynamische Gleichgewicht in der Umwandlung von Lipid-
membranen proportional zur Wirmekapazitit der Umwandlung sind (Ab-
schnitt 3.4, Gleichung 3.36). Im Rahmen dieser Arbeit werden Messungen
von Relaxationszeiten vorgestellt und eine Proportionalitdt zum Wéarmeka-
pazitétsprofil gezeigt.

Um Relaxationsmessungen in ein Gleichgewicht durchfiihren zu kénnen, muss
zuvor ein Ungleichgewicht prapariert werden. Ausgenutz wird hierfiir in den
folgenden Messungen eine Volumendnderung der Membran, welche mit der
Umwandlung einher geht. Durch die Volumenénderung verschiebt Druck die
Umwandlungstemperatur hin zu hoheren Temperaturen. Zur Messung wird
eine Temperatur angesteuert, bei der sich das druckfreie System in der Um-
wandlung befinden wiirde. Der Druck wird schnell abgelassen, wodurch sich
das Lipidsystem plotzlich in der Umwandlung befindet. Die dabei aufgenom-
mene bzw. abgegebene Wirme wird detektiert. Eine verzogerte Warmeauf-
nahme wird als die Zeit interpretiert, welche benétigt wird, um in das Gleich-
gewicht zu finden.

39
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Abbildung 4.1:  Wairmekapazititsprofil einer Multilamellaren DPPC-
Membran ohne (links) und unter 40 bar Druck (rechts). Ein lineares Reska-
lieren der Temperaturachse fir die Umwandlung unter Druck fihrt zu einer
Deckungsgleichheit der Profile.

Induziert wird das Ungleichgewicht, indem eine in der Umwandlung auftre-
tende Anderung des Volumens (AV) ausgenutzt wird; detektiert wird wie-
derum ein Unterschied in der Enthalpie (AH), welcher aus einem Aufschmel-
zen der Kohlenwasserstoffketten stammt. Fiir die Zuldssigkeit der Messung
ist somit zu priifen, ob Anderungen des Volumens und der Enthalpie pro-
portional zueinander auftreten (Abschnitt 3.4). Im theoretischen Teil dieser
Arbeit (Abschnitt 3.1) wurde gezeigt, dass eine Proportionalitéit zwischen
Volumen- und Enthalpieinderung in der Umwandlung &dquivalent ist zu ei-
ner Verschiebung der Umwandlung mit Druck, falls es moglich ist, das durch
Druck verschobene Profil allein durch ein lineares Reskalieren der Tempe-
raturachse in das druckfreie Profil zu iiberfiihren. Abbildung 4.1 zeigt ex-
emplarisch das Umwandlungsprofil multilamellarer DPPC-Vesikel mit und
ohne Druck. Wird die Temperaturachse der Umwandlung unter Druck nach
Gleichung (3.20) reskaliert, so wird dieses Profil mit dem druckfreien nahezu
deckungsgleich. Fiir eine Proportionalitdtskonstante v nach Gleichung (3.20:
AV = yAH) wird nach dieser Messung ein Wert, von 7,95 - 10_4m7l gefunden.
Fiir einige Lipidsysteme wurden nacheinander verschiedene Temperaturen in
der druckfreien Umwandlung angesteuert. Durch einen Drucksprung von -40
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Abbildung 4.2: Typische Rohdaten einer Drucksprungantwort. Deutlich sind
Unterschiede in der Menge der frei gewordenen Enthalpie sowie in den Re-
lazationen zu erkennen, je nachdem an welchem Punkt der Umwandlung ge-
messen wird.

bar wurde fiir jede dieser Temperaturen ein Ungleichgewicht induziert. Ab-
bildung 4.2 zeigt verschiedene typische Antwortprofile des Gerétes auf einen
Drucksprung. Deutlich ist ein Unterschied in der aufgenommenen Enthal-
pie (Integral der Kurven) und in der Zeit zu erkennen, welche das System
braucht, um die Warme aufzunehmen, je nachdem an welchen Punkt der Um-
wandlung gesprungen wird. Wesentlich fiir die Richtigkeit der in Abschnitt
3.4 dargelegten theoretischen Uberlegungen ist, dass Wahrscheinlichkeits-
verteilungen von Zustinden um das Gleichgewicht gaussverteilt sind. Eine
Gaussverteilung dieser Zusténde ist genau dann gegeben, wenn Relaxationen
nach einem einfach-exponentiellen Gesetz erfolgen. Der abfallende Ast der ge-
messenen Kurven kann erfolgreich nach einem einfach-exponentiellen Gesetz
angepasst werden (Abb. 4.3). Die theoretische Annahme zur Herleitung von
Gleichung (3.36) scheint somit gerechtfertigt. Das Angeben von absoluten
Relaxationswerten verlangt ein Entfalten der Messkurven von der Geréte-
funktion, wie es in Abschnitt 2.3.1 beschrieben ist. Alle folgenden Zeiten
sind nach dieser Methode bestimmt. Um bei vorhandener Proportionalitét
eine Proportionalititskonstante zwischen Warmekapazitdt und Relaxations-
zeiten zu bestimmen, bedarf es absoluter Wirmekapazititen. Da sich zur
Druckmessung die Substanz in einer Kapillare befindet, deren effektiver In-
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Abbildung 4.3: Der abfallende Ast der Antwortkurve lifit sich einfach-
exponentiell fitten. Fiir Relaxationszeiten, von denen die Gerdtekonstante
entfaltet ist, war ein aufwendigeres Verfahren ndtig.

halt nicht exakt bekannt ist, konnen absolute Warmekapazitidten hier nicht
genau bestimmt werden. Profile werden dennoch aufgenommen, integriert
und mit den bekannten molaren Schmelzenthalpien der Lipide verglichen.
Die urspriinglichen Profile kénnen jetzt einfach zu absoluten Werten reska-
liert werden. Fiir DMPC- Membranen betrigt der Wert der Umwandlungs-
enthalpie 27,2 £Z fiir DPPC-Membranen 36,4 £Z [45]. Siimtliche Messungen
wurden mit einer Lipidkonzentration von 100 mM in einem 10 mM HEPES,
1 mM EDTA-Puffer bei pH7,0 durchgefiihrt. Druckspriinge erfolgten, falls

nicht anders angegeben, um -40 bar.

4.1.1 Relaxationen in multilamellaren DMPC-Membranen

Fiir erste Messungen wurden multilamellare DMPC- Membranen gewéhlt,
da diese ein extrem schmales und damit mit einer hohen maximalen Wiarme-
kapazitat verbundenes Schmelzprofil aufweisen. Ist die vorausgesagte Pro-
portionalitit richtig, so sind in diesen Membranen besonders hohe Zeiten zu
erwarten.

In Abbildung 4.4 sind mit der molaren Warmekapazitiat aus Drucksprung-
messungen ausgewertete Relaxationszeiten fiir multilamellare DMPC-Mem-
branen dargestellt. Zwar liegen die Relaxationszeiten in dieser Messung nicht
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Abbildung 4.4: Molare Wirmekapazitit und Relazationszeiten von multila-
mellaren DMPC-Membranen.

genau auf dem Wirmekapazitétsprofil, dennoch sind in der Umwandlung
selbst erhthte Zeiten gut zu erkennen. Unterhalb des Scheitelpunlktes ist
der Verlauf der Warmekapazitit Cp anndhernd parallel zu dem der Rela-
xationszeiten 7; nicht so oberhalb des Scheitelpunktes: die Unsymmetrie im
Verlauf der Warmekapazitit wird von den Relaxationszeiten nicht wiederge-
geben. Ein moglicher Grund koénnte darin liegen, dass fiir diese Messpunk-
te durch die ganze Umwandlung gesprungen werden muss. Das Kalorime-
ter muss hier die gesamte Schmelzenthalpie in kurzer Zeit zur Verfiigung
stellen. Das Kalorimeter kommt an diesen Messpunkten oft an seine Lei-
stungsgrenze, so dass die Temperatur nicht mehr konstant bleibt. Zwar ist
die Temperatur an der Stelle, an welcher ausgewertet wird, wieder auf den
urspriinglichen Wert zuriickgeregelt, dennoch sind hier durch das Gerét be-
dingte Fehler denkbar. Um diesen Sachverhalt genauer zu iiberpriifen, bietet
es sich an, statt durch negative Druckspriinge durch positive Spriinge in der
Umwandlung unter Druck ein Ungleichgewicht zu induzieren. Das Ungleich-
gewicht wird nun in der bereits aufgeschmolzenen Membran verursacht, es
wird gleichsam von oben in die Umwandlung gesprungen. Das Gerdt muss
nun an der Seite hin zu hoheren Temperaturen nicht mehr Lipide aufschmel-
zen, sondern Leistung aufnehmen, welche durch den Ubergang fluid-gel in
einem Teil der Lipide frei wird. Das so enstandene Profil ist gemeinsam mit
der Messung aus negativen Spriingen in Abbildung 4.5 dargestellt. Dem zur
Messung verwendeten Kalorimeter bereitet es sehr viel mehr Schwierigkei-
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Abbildung 4.5: Warmekapazititen multilamellarer DMPC-Membranen mit
Relazationszeiten aus negativen (runde Symbole) und positiven (eckige Sym-
bole) Druckspriingen.

ten, Warme ab- als zuzufithren. Messungen von Relaxationszeiten mit Hil-
fe positiver Druckspriinge, bei denen die Membran von dem fluiden in den
gelférmigen Zustand iibergeht und somit Wirme frei wird, sind deshalb nur
unter bestimmten Bedingungen sinnvoll. Muss von dem Gerit in kurzer Zeit
mehr Wirme abgefiihrt werden, als es zu kompensieren vermag, so bleibt
die Temperatur wihrend der Messung nicht mehr konstant. Die Relaxations-
zeit aus einer solchen Messung ist sicherlich verfilscht, da nicht mehr klar
ist, an welchem Punkt in der Umwandlung die Relaxation stattfindet. Bei-
spiele fiir Temperaturverldufe wihrend der Relaxation sind in Abbildung 2.5
wiedergegeben. Die Temperaturkonstanz wihrend der Messung war nur bei
den Relaxationszeiten oberhalb des mit einem Pfeil gekennzeichneten Mes-
spunktes gewéhrleistet. Bei allen Messungen, in denen das Kalorimeter mehr
Wirme abfiihren musste, war die Temperatur wihrend der Messung nicht
konstant. In Abbildung 4.6 ist der Verlauf der Antwort auf einen Druck-
sprung an dem mit einem Pfeil gekennzeichneten Messpunkt dargestellt. Zu
Beginn dieses Kapitels und ausfiihrlich in Abschnitt 3.1 wird dargelegt, dass
Daten unter Druck nach einem linearen Gesetz (Gleichung 3.20) auf den
druckfreien Fall reskaliert werden konnen. Ausgewihlte Daten aus negativen
und reskalierten positiven Drucksprungmessungen sind gemeinsam mit der
druckfreien Warmekapazitdt in Abbildung 4.7 aufgetragen. In dieser Auf-
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Abbildung 4.6: Der Datensatz dieses Drucksprunges kann ausgewertet wer-
den. Die aus dem Lipid kommende Wirme kann vom Kalorimeter schnell
genug abgefiihrt werden, deshalb bleibt die Temperatur konstant
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Abbildung 4.7: Auswahl von Relazationszeiten aus negativen (runde Symbole)
und positiven (eckige Symbole) Druckspriingen. Die Daten aus den positiven
Spriingen sind nach Gleichung (3.20) reskaliert.
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tragung wurden all jene Punkte vernachlissigt, bei denen die Temperatur,
wenn auch nur fiir kurze Zeit, nicht konstant gehalten werden konnte. Dies
sind bei den negativen Druckspriingen all jene, bei denen durch die gesamte
Umwandlung gesprungen werden musste, bei den positiven Druckspriingen
die, bei denen die Wiarme nicht schnell genug abgefiihrt werden konnte. In
diesem Gemeinsamen Profil ist eine Proportionalitit im Rahmen der Genau-
igkeit zu erkennen. Selbst die Unsymmetrie im Verlauf der Warmekapazitit
wird wiedergegeben.

4.1.2 Relaxationen in multilamellaren DPPC-Membranen

Falls es moglich ist, eine Proportionalitit zwischen Warmekapazitiat und Re-
laxationszeiten nachzuweisen, so sollte dies fiir verschiedene Membransyste-
me nachgepriift werden. Eine zu bestimmende Proportionalitétskonstante
kann so auf ihre Universalitdt hin iiberpriift werden. Erst wenn feststeht,
dass diese Konstante lipidunabhingig ist, wird es moglich, fiir ganz neue
Messungen alleine aus der Warmekapazititskurve Relaxationszeiten zu be-
stimmen.

Ein ausgepréigtes Maximum in der Warmekapazitéit wie das oben vorgestellte
System zeigen auch multilamellare DPPC- Vesikel, welche erst bei ~41,3 °C
schmelzen. Fiir dieses Lipid wurden ganz &hnliche Messungen wie fiir DMPC-
Membranen durchgefiihrt. In Abbildung 4.8 sind mit der molaren Warmeka-
pazitdt aus Drucksprungmessungen ausgewertete Relaxationszeiten fiir mul-
tilamellare DPPC-Membranen dargestellt. Zwar beginnt in dieser Messung
die Relaxationszeit ausserhalb der Umwandlung nicht bei null Sekunden, in
der Umwandlung selbst sind erhohte Zeiten dennoch gut zu erkennen. Die
héchste Zeit an der Spitze der Umwandlung liegt bei 46 Sekunden. Viele der
Relaxationszeiten liegen in der Umwandlung nahezu deckungsgleich mit dem
Wirmekapazitétsprofil. Lediglich die Unsymmetrie in der Warmekapazitit
hin zu héheren Temperaturen wird wie im Falle des DMPC nicht wieder-
gegeben. Der Grund scheint der gleiche zu sein, wie im oben beschriebenen
Falle.

Eine weitere, sehr viel ausfiihrlichere Messung zeigt den Anstieg der Zeiten
in der Umwandlung ebenfalls (4.9). Auch hier sind die Relaxationswerte im
Bereich der Schmelzumwandlung stark erhoht.

Ausserhalb der Umwandlung konnen hier wesentlich kleinere Werte als im
vorigen Falle gefunden werden. Der Grund ist wohl darin zu suchen, dass fiir
die erste Messung in Abbildung 4.8 nur eine unvollstindige Apparatur zu
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Abbildung 4.8: Molare Wirmekapazitit und Relazationszeiten von multila-
mellaren DPPC-Membranen.

400x10°

— 25

300 | 20

200 —

T
o
[s]uonexejoy

Cp[J/mol*K]

100 —

T T T T T T T T
40.2 40.4 40.6 40.8 41.0 41.2 41.4 41.6
Temperatur{°C]

Abbildung 4.9: Wiederholungsmessung von Wirmekapazitit und Relazations-
zeiten einer multilamellaren DPPC-Membran.

Verfiigung stand. Der in Abbildung 2.2 dargestellte Verbindungsschlauch zur
Druckflasche war hier noch nicht vorhanden, so dass fiir jede Relaxationszeit
die Messkapillare aus der Kalorimeterzelle entnommen werden musste, um
erneut unter Druck gesetzt zu werden. Erst ein flexibler Druckschlauch 16ste
dieses Problem (Details s. Abschnitt 2.2). Trotz der Vielzahl der Messpunk-
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Abbildung 4.10: Warmekapazititskurven multilamellarer Membranen bleiben
die ersten Tage nach der Zubereitung nicht stabil. Zwischen diesen beiden
Messungen liegen sechs Tage

te konnte in dieser Messung aus Abbildung 4.9 nicht die gleiche maximale
Zeit von 46 Sekunden festgestellt werden. Erst im Nachhinein wurde fest-
gestellt, dass sich Eigenschaften multilamellarer Membranen mit der Zeit
etwas dndern konnen (s. Abb. 4.10). Insbesondere die ersten Tage nach der
Zubereitung der Probe wird das Wiarmekapazititsprofil breiter und damit
weniger hoch. Das gemessene Wiarmekapazitétsprofil muss somit nicht unbe-
dingt exakt dem zur Zeit der Relaxationsmessung giiltigen entsprechen. In
der Berechnung einer Proportionalitdtskonstanten wird dies zu beriicksichti-
gen sein.

Extrudierte, somit unilamellare DPPC- Membranen zeigen im kalorimetri-
schen Profil bei gleicher Schmelzenthalpie ein wesentlich breiteres Profil (s.
Abb. 4.11). Relaxationszeiten sind in dieser Lipidsuspension wesentlich nied-
riger, als in den oben vorgestellten Messungen, dennoch mit der Umwandlung
verkniipft. Die Antwortzeit des Kalorimeters liegt bei knapp 5 Sekunden. Die
gemessenen Relaxationswerte liegen mit ca. 3 Sekunden deutlich unterhalb
dieser Zeit. Mit der Methode der Entfaltung der Messwerte von der Gerite-
funktion (Abschnitt 2.3.1) wird es dennoch méglich, erh6hte Zeiten zu finden.
Dessen ungeachtet leidet die Genauigkeit der Messung, die Auflésungsgrenze
ist wohl eben erreicht.
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Abbildung 4.11: Warmekapazitit und Relaxationszeiten einer multilamella-
ren, extrudierten DPPC- Membran. Die Relaxationszeiten sind hier wesent-
lich niedriger als in den vorigen Fillen. Die gemessenen Werte liegen un-
terhalb der Responsezeit des Kalorimeters, die Auflosungsgrenze ist eben er-
reicht.

In der folgenden Tabelle sind fiir die einzelnen Messungen Proportionalitéits-
konstanten L zwischen Relaxationszeit und Wiarmekapazitdt nach Formel
3.36 dargestellt.

Lipid L in 1025 | Abb. Nr.
DMPC MLV 1,242 A7
DPPC MLV 1,246 438
DPPC MLV 1,773 4.9
DPPC LUV (3,110) 411
Durchschnitt 1 | 1,843 £0,881
Durchschnitt 2 | 1,420 40,305

Der erste Durchschnittswert bezieht sich auf den Durchschnitt aus allen
Werten. In dem zweiten Durchschnittswert ist die Messung fiir grofie unila-
mellare Vesikel vernachlissigt. Diese fand an der Auflésungsgrenze der Appa-
ratur statt — grofle Fehler sind hier kaum zu vermeiden. Die Abweichung der
zweiten DPPC-MLV Messung von den beiden vorhergehenden Werten ist am
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ehesten darin zu suchen, dass die Messung iiber einen zu langen Zeitraum
stattfand und sich die Warmakapazitidtskurve wie beschrieben verschoben
hatte.

4.2 Biomembranen

Messungen an kiinstlichen Lipidmembranen, wie zum Beispiel zu Relaxati-
onszeiten, konnen immer nur auf Vorgénge in der Biologie hinweisen. Grund-
sitzliche Uberlegungen an Modellsystemen sollten auf ihre Relevanz in ,rea-
len“, biologischen Systemen gepriift werden. Im folgenden Abschnitt soll des-
halb das Verhalten einer einfachen biologischen Membran untersucht werden.

4.2.1 Lungsurfactant

Lungsurfactant (surfactant = surface active agent) ist der Oberfléichenfilm
der Lunge, welcher die Alveolen (Lungenbldschen) von der sie umgebenden
Luft trennt. Lungsurfactant besteht zu 90 Gewichtsprozent aus Lipiden. Die
Lipidmischung selbst besteht im Wesentlichen aus DPPC (80%). Zusitzlich
sind im Surfactant spezifische Proteine eingelagert, Surfactantprotein (SP)
A bis D. Gewaschener Lungsurfactant wurde von peripheren Proteinen, ins-
besondere SP-A, befreit.

Relaxationszeiten in Lungsurfactant

In der kalorimetrischen Messung zeigt der gewaschene Surfactant eine breite
Umwandlung. Abbildung (4.12) zeigt das zugehoérige Wirmekapazititspro-
fil in physiologischer Kochsalz- und Kalziumumgebung (150 mM NaCl und
1,5 mM CaCl,) bei pH7,0 in einem Trispuffer unter verschiedenen Drucken.
Das Ende der Umwandlung liegt im druckfreien Fall bei 33,44 °C, unter 100
bar bei 35,67 °C und unter 196 bar bei 37,89 °C. Gemessen wurde jeweils
mit einer Messrate von 60 % Werden die Kurven unter Druck mit Hilfe der
bekannten Gleichung (3.20): T* = T'(1+~Ap)~" auf den druckfreien Fall res-
kaliert, so liegen sie praktisch deckungsgleich aufeinander (Abb. 4.13). Fiir
die Konstante v ergibt sich hier ein Wert von v = 7,71 - 10’4m7l. Ebel et
al. geben fiir diesen an kiinstlichen Modellmembranen gemessenen Skalie-
rungsfaktor einen Wert von y = 7,79 - 107" + 0,11 an [27]. Im Rahmen
der angegebenen Genauigkeit reskaliert die Verschiebung von Lungsurfactant
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Abbildung 4.12: Oberfiichenfilm der Lunge (Lungsurfactant) unter physio-
logischen Bedingungen (150 mM NaCl, 1,5 mM CaCly in einem Tris-Puffer

bei pH7,0). Kalorimetrische Messung in der Druckzelle bei 196, 100 und 0
bar.
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Abbildung 4.13: Wirmekapazitit wvon Lungsurfactant reskaliert nach

GI.(3.20). Der Wert fiir den Skalierungsfaktor wurde Messungen an kinstli-
chen Membranen entnommen.
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genau wie die kiinstlicher Membranen auch. Aus dieser linearen Reskalier-
barkeit sowie aus der Tatsache, dass die Umwandlung in dieser Substanz
vollstindig reversibel ist, liegt es nahe anzunehmen, es handele sich um eine
reine Lipidumwandlung. Konformationséinderungen in Proteinen sind zwar
in aller Regel auch mit einer Warmeénderung verbunden und somit in einer
kalorimetrischen Messung detektierbar, meist aber nicht reversibel. Die ent-
falteten Proteine bilden hiufig Aggregate, eine Faltung in die urspriingliche
Form ist nicht mehr moglich.

Die Erfiillung des Kriteriums der linearen Reskalierbarkeit mit einem Fak-
tor (1 +p-~)~!, wie er aus Messungen an Modellmembranen bekannt ist,
ermutigt zu Uberlegungen iiber Relaxationsmessungen an dieser Membran.
Voraussetzung fiir die korrekte Messung mit Hilfe der vorgestellten Druck-
sprungmethode ist die lineare Reskalierbarkeit der Wérmekapazititskurve
unter Druck. Eine direkte Messung der Relaxationszeiten in der Umwand-
lung von Lungsurfactant zeigt keinerlei Ergebnis. Die Auflosungsgrenze der
verwendeten Apparatur liegt bei ca. 2 Sekunden (s. Abschnitt 4.1). Relaxa-
tionszeiten sollten somit unterhalb dieses Wertes liegen.

Geht man von einer Proportionalitéit zwischen Warmekapazitiat und Relaxa-
tionszeit aus, so bietet sich die Moglichkeit, aus dem Warmekapazitétsprofil
von Lungsurfactant bei Kenntnis der Proportionalitdtskonstanten aus Mes-
sungen an kiinstlichen Membranen Relaxationszeiten in der Umwandlung
von Lungsurfactant abzuschétzen. Aus den im vorigen Abschnitt vorgestell-
ten Relaxationsmessungen berechnet sich eine Relaxationskonstante nach der
Gleichung 7 = RQ'_—? -Cpzu L =1,42- 101272(0'—{228 (Ausfiihrliche Auswertung
in Abschnitt 5.1). Fiir eine Abschitzung der Relaxationszeit bedarf es der
Kenntnis der absoluten molaren Wirmekapazitit. Da aufgrund der Hetero-
genitit der Zusammensetzung von Lungsurfactant die Angabe eines exakten
Molgewichtes nicht sinnvoll ist, wird die Warmekapazitit auf die Menge der
gemessenen Substanz bezogen (C, in gLK) Ungereinigter Lungsurfactant be-
steht zu 90 Gewichtsprozent aus Phospholipiden. Die fiir die Messung benutz-
te Substanz war von einem Grofiteil der Proteine gereinigt. Geht man somit
davon aus, dass die erhaltene Warme in erster Naherung aus dem Lipidan-
teil stammt und nimmt man ferner ein durchschnittliches molares Gewicht
von 700 L an, so ergibt sich daraus eine grobe Abschitzung der molaren
Wirmekapazitit mit C, = 1060 mo‘;_ = an der Spitze der Umwandlung (s.
Abb. 4.14). Mit Hilfe dieser Werte ergibt die Berechnung der Relaxationszeit
an der Spitze der Umwandlung einen Wert von ca. 150 ms. Dieser Wert liegt
weit unterhalb der Auflésungsgrenze der verwendeten Apparatur.
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Abbildung 4.14: Da die Angabe eines Molgewichtes von Lungsurfactant auf-
grund der Heterogenitit der Mischung nicht sinnvoll ist, muss die Wirme-
kapazitdt fir absolute Kurven in g_iK angegeben werden. Fiir diese absolute

Kurve wurde die urspringliche um eine Grundlinie korrigiert.

Ungereinigter Lungsurfactant

Die bisherigen Messungen erfolgten an gereinigtem Surfactant, aus dem fiir
seine Funktion wesentliche Proteine entfernt waren. Die folgenden Messun-
gen wurden an Surfactant durchgefiihrt, welcher nicht von peripheren Prote-
inen gereinigt ist. Der eigentliche Unterschied zur gesduberten Probe besteht
im Vorhandensein des Surfactantproteins SP-A. Abbildung (4.15) zeigt ka-
lorimetrische Messungen, welche direkt aufeinander folgten (von oben nach
unten). Die erste Messung endet bei 45 °C, weit iiber einer fiir Sduger er-
traglichen Korpertemperatur. Dennoch bleibt die Umwandlung dieselbe wie
im Falle der gereinigten Substanz. Erst in der Wiederholungsmessung bis
55 °C tritt eine Verdnderung gegeniiber dem bekannten Profil auf. In einem
weiteren Scan bis 80 °C tritt an genau derselben Stelle eine erh6hte Warme-
kapazitit mit einem Maximum bei 56,5 °C auf. Diese verschwindet in einem
weiteren Scan. Das erste Maximum, welches im vorigen Abschnitt mit einer
Lipidumwandlung identifiziert wurde, behélt seine Form iiber den einzelnen
Scans bei. Es liegt nahe anzunehmen, dass das zweite Maximum mit der De-
naturierung des Proteines SP-A verbunden ist, da der Peak nur in der Probe
mit diesem Protein zu finden ist und er, anders als bei Lipidumwandlungen,
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Abbildung 4.15: Lungsurfactant mit Surfactantprotein-A unter physiologi-
schen Bedingungen in der normalen Zelle des Kalorimeters gemessen. Die
Lipidumwandlung hat sich gegeniiber der proteinfreien Probe nicht verdndert.
Der zweite Peak liegt bei 56,46 °C (Mitte des Peakprofils).

nicht reversibel ist.

Eine Messung der Warmekapazitit unter 150 bar Druck zeigt die bereits
bekannte Verschiebung der Lipidumwandlung. Das zweite Maximum bei ca.
57,8 °C dagegen ist gegeniiber dem einer druckfreien Messung kaum verscho-
ben (s. Abb. 4.16). Offensichtlich ist die Entfaltung des Proteines mit einer
nur sehr geringen Volumenénderung verbunden.

Auffallend bei der Wiederholungsmessung ist ein Effekt, welcher sich in der
in Abb. (4.15) dargestellten Messung nur andeutet (s. Abb. 4.17). Nach der
Denaturierung des Proteins verteilt sich die Lipidumwandlung auf einen wei-
teren Temperaturbereich, in dem eine Schulter hin zu héheren Temperaturen
zu finden ist. Ivanova und Heimburg [31][32] identifizieren eine Schulterbil-
dung bei Umwandlungsprofilen von Lipidmembranen mit in der Membran
16slichen Stoffen als Aggregation dieser Stoffe in der Lipidphase, auf deren
Seite sich die Schulter bildet. Im vorliegenden Falle wiirde das einer Ag-
gregation des denaturierten Proteines SP-A in der fluiden Phase des Lung-
surfactant entsprechen.
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Abbildung 4.16: Wiarmekapazititsprofil von Lungsurfactant unter 150 bar
Druck (obere Kurve) und ohne Druck (untere Kurve). Das erste Mazimum
wst wie im Falle der gereinigten Substanz verschoben. Der zweite Peak da-
gegen kaum. Die mit diesem Mazximum identifizierte Proteindenaturierung
scheint mit keiner nennenswerten Volumenverdnderung verbunden zu sein.
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Abbildung 4.17: Folgemessungen von Lungsurfactant mit Surfactantprote-
in SP-A unter 150 bar Druck. Dargestellt sind Folgemessungen, nach der
Denaturierung des Proteins. Die Schulter in den Folgescans weist auf eine
Aggregation des denaturierten Proteins in der fluiden Membran hin.
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4.3 Netzwerke von Lipidmembranen

Alle bisher untersuchten Membranen erfiillen die notwendigen Kriterien fiir
die Auswertbarkeit einer Messung der Relaxationszeit nach der oben be-
schriebenen Methode, d.h. unter Druck verschiebt sich die Umwandlung, oh-
ne dass sich die Form dieser dndert. Fiir das Phospholipid DMPG kann diese
Eigenschaft nicht mehr nachgewiesen werden. Das ungewthnliche Wérmeka-
pazitétsprofil verschiebt sich zwar mit dem Druck hin zu héheren Tempe-
raturen, verdndert aber dabei seine Form. Dadurch ist die Proportionalitét
zwischen Volumen- und Enthalpieinderung wihrend der Umwandlung nicht
mehr gewihrleistet. Die Messung von Relaxationszeiten nach der oben vor-
gestellten Methode stellt keine eindeutigen Ergebnisse mehr in Aussicht. Das
Verhalten dieser Membran soll im Folgenden ndher untersucht werden.

4.3.1 Wirmekapazitit von DMPG unter Druck

Anders als alle von uns untersuchten Membranen zeigt das einfach negativ ge-
ladene Phospholipid DMPG keine lineare Verschiebung der Warmekapazitit
unter Druck. Die Profile zeigen im Unterschied zu den Profilen gewthnlicher
Lipide eine verbreiterte Umwandlung mit einer Aufspaltung in drei Maxima.

Mit einem Erhéhen des Druckes wandern erster und letzter Peak auseinander
(s. Abb. 4.18).

Das hat zur Folge, dass die Voraussetzungen fiir eine im Rahmen der oben
angefiihrten Theorie (Abschnitt 3.4) auswertbaren Relaxationsmessung in
das thermodynamische Gleichgewicht nicht gegeben sind. Dennoch wurden
versuchsweise Druckspriinge in die Umwandlung unternommen. Die Antwor-
ten des Kalorimeters auf Druckspriinge zeigten in der Zeitkonstanten der
Relaxation keinen Unterschied zur lipidfreien Kalibrierungsprobe. Ubertrigt
man die Uberlegungen zu Lungsurfactant, bei dem versucht wurde, auf des-
sen Relaxationsverhalten aus Relaxationsmessungen an Modellmembranen
zu schliessen, wiirden dies im Falle von DMPG zu einem Wert von ca. 1,7 s
am absoluten Maximum der Umwandlung fithren. Dieser Wert liegt knapp
unterhalb der Auflésungsgrenze der Apparatur.

Die Aufspaltung eines Lipidumwandlungsprofiles in drei Maxima kann mit
Hilfe eines auf Schneider und Heimburg zuriickgehenden einfachen Model-
les verstanden werden, so wie es in Abschnitt 3.3 beschrieben ist [29]. Zum
Versténdnis einer Dreipeakaufspaltung wird (z.B. mit Hilfe von Simulatio-
nen) die Gibbssche Freie Enthalpie iiber der Temperatur jeweils fiir eine
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Abbildung 4.18: Anders als bei ,normalen” Membranen spaltet sich das
Wirmekapazititsprofil von DMPG auf in drei Mazxzima. Dieses Profil behdlt
unter Druck seine Form nicht bei.

gekriimmte und eine planare Membran bestimmt. Zum Wert der Freien Ent-
halpien wird zusétzlich ein Parameter der Wechselwirkung mit dem Lsungs-
mittel addiert. Ist der Unterschied in diesen Wechselwirkungsparametern fiir
gekriimmte und planare Membran geeignet gewéhlt, so schneiden sich die
Kurven der Freien Enthalpien. Fiir bestimmte Membranen wird es somit in
einem bestimmten Temperaturbereich giinstiger, vom planaren in den ge-
kriimmten Zustand iiberzugehen (s. Abschnitt 3.3 bzw. Abb. 3.1). Im zu-
gehorigen Wiarmekapazitatsprofil spiegelt sich dies als eine Aufspaltung in
drei Peaks wider. Genau diese Art der Aufspaltung wird in DMPG gefun-
den. Der erste Peak wird hierbei als Ubergang von einer planaren zu einer ge-
kriimmten Membran verstanden, der zweite als Resultat einer Kettenschmel-
ze (der eigentlichen Umwandlung) und der dritte Peak als Ubergang von der
gekriimmten zuriick zu einer planaren Membran. Im Rahmen dieser Theorie
wird es auch moglich zu verstehen, aus welchem Grund das Profil des DMPG
unter Druck seine Form respektive seine Breite verdndert. Geht man davon
aus, dass der Unterschied in den Wechselwirkungsparametern G, zwischen
Lipid und Losungsmittel nach Gleichung (3.23) abhéngig ist vom Umge-
bungsdruck, so verschieben sich die Schnittpunkte der Freien Enthalpie der
gekriimmten und der planaren Membran. Das hiermit gekoppelte Warmeka-
pazitatsprofil verbreitert sich, was in Abb.(4.19) schematisch angedeutet ist.
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4.3.2 Membrannetzwerke

Bei der Untersuchung von DMPG-Suspensionen fillt auf, dass diese im Un-
terschied zu anderen Lipidsuspensionen im Bereich der Umwandlung eine
stark erhohte Viskositit aufweisen. Die je nach Préparation der Probe um
einen Faktor 25 bis 120 gegeniiber Wasser erhohte Viskositit setzt mit dem
ersten Peak im Wérmekapazititsprofil ein und endet ungefidhr mit dem drit-
ten der Maxima (Abb. 4.20). Schneider und Heimburg [29] identifizieren dies
mit der Umwandlung einer Vesikelstruktur in ein langreichweitiges Mem-
brannetzwerk am ersten Maximum des Warmakapazititsprofiles und mit ei-
ner Umwandlung zuriick in eine vesikuldre Struktur am letzten Maximum.
Zur Untermauerung dieser These wurden elektronenmikroskopische freeze-
fracture-Aufnahmen gemacht. Bei diesem Verfahren wird die Lipidprobe bei
einer bestimmten Temperatur mit mehr als 10.000 % schockgefroren. Die
Probe wird zerbrochen, mit Kohlenstoff und Metall bedampft und unter ei-
nem Elektronenmikroskop untersucht. Es wird davon ausgegangen, dass die
Probe in der kurzen Zeit des gefrierens keine strukturellen Verdnderungen
erfihrt. Bei den Aufnahmen sind unterhalb der Schmelzumwandlung Vesi-
kel mit einem Durchmesser von ungefihr 1000 nm zu erkennen. Im Bereich
der Umwandlung sind keine identifizierbaren Strukturen zu sehen, oberhalb
des dritten Peaks sind wiederum Vesikel, allerdings mit einem Durchmesser
von ca. 20 nm zu beobachten (s. Abb. 4.21). Nicht nur die unidentifizierbare
Struktur und die hohe Viskositét in der Umwandlung sprechen fiir das postu-
lierte Netzwerk, sondern auch die Tatsache, dass Vesikel bei tiefen Tempera-
turen deutlich grosser sind als bei hohen Temperaturen. Damit dies moglich
ist, bedarf es eines irgendwie gearteten reversiblen Verschmelzungsprozesses,
bzw. Teilungsprozesses der Vesikel, je nachdem in welche Richtung die Tem-
peratur verdndert wird.

Um die beobachtete Griossenverinderung der Vesikel quantitativ fassen zu
kénnen, wurden Lichtstreuexperimente bei verschiedenen Temperaturen durch-
gefithrt (Abb. 4.22). Bei 40 °C, oberhalb der Umwandlung, haben DMPG-
Vesikel einen mittleren Durchmesser von ca. 40 nm. Unterhalb der Umwand-
lung, bei 13 °C ist der Durchmesser mit 300 nm um fast eine Gréfenordnung
grofler.

Bei einer Vergleichsmessung mit DMPC, welches sich von DMPG durch die
ungeladene Kopfgruppe unterscheidet und eine ,, gew6hnliche“ Umwandlung
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Temperatur

Abbildung 4.19: Bei einer Druckabhdngigkeit der Wechselwirkungsparame-
ter mit dem Losungsmittel erscheint es denkbar, dass die Schnittpunkte der
Freien Enthalpien (s. Abschn. 3.8) unter Druck auseinanderwandern, was,
wie hier schematisch angedeutet, zu einer Verbreiterung des Wirmekapa-
zitdtsprofiles fiihren wiirde.
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Abbildung 4.20: Im Bereich der Umwandlung von DMPG erhdht sich die
Viskositdt stark. Schneider und Heimburg identifizieren dies mit einem lang-
reichweitigen Membrannetzwerk.

zeigt, kann keine so starke Verdnderung des mittleren Durchmessers gefunden
werden (Abb. 4.23). Er bleibt mit 110 nm bei 13 °C und 70 nm bei 40 °C im
gleichen Grossenbereich. Der trotzdem unversténdliche Unterschied in der
Grossenverteilung bei einer niedrigen und einer hohen Temperatur konnte
aus der hohen Temperaturdifferenz zwischen den Messungen resultieren. Fiir
die Bestimmung der Grésse in der Lichtstreuung wird von der Voraussetzung
ausgegangen, es handle sich um kugelférmige Objekte. Diese Annahme trifft
hier eventuell nicht mehr zu. Membranen sind im fluiden Zustand sehr viel
weicher als im gelférmigen. Sind die Vesikel bei 40 °C z.B. oval verformt,
wird eine Abweichung verstédndlich. Bei dem viel grisseren Unterschied bei
DMPG erscheint dies nicht mehr wahrscheinlich. Ebel [26] findet fiir den Un-
terschied in der Grossenverteilung von DMPC unterhalb und oberhalb der
Schmelzumwandlung 104 nm (bei 22 °C), bzw. 106 nm Durchmesser (bei
24 °C). Wird mit anderen Worten direkt unterhalb und oberhalb der Um-
wandlung gemessen, verschwindet der Unterschied im Durchmesser praktisch
vollsténdig.

Der Unterschied in der absoluten Gréssenverteilung zu den elektronenmikro-
skopischen Aufnahmen des DMPG (Durchmesser von 1000 nm oberhalb und
200 nm unterhalb der Umwandlung) mag an der Zubereitung der Probe lie-
gen. Der Probe miissen mehrere chemische Zusétze zugegeben werden, damit
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Abbildung 4.21: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von DMPG unterhalb
(A bei C), in (B bei 24,5°C) und oberhalb (C bei 50°C) der Schmelzum-
wandlung. Unterhalb der Umwandlung sind grosse, oberhalb der Umwand-

lung kleine Vesikel zu erkennen. In der Umwandlung ist eine nicht-vesikuldre
Struktur zu sehen. Abb. aus [29].
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Abbildung 4.22: Lichtstreuerperimente zeigen, dass der mittlere Durchmesser
von DMPG-Vesikeln unterhalb der Schmelzumwandlung mit 40 nm deutlich
unter dem Wert bei 18 °C von ca. 300 nm liegt. In die Berechnung dieser
Werte geht die Annahme ein, es handle sich um kugelférmige Objekte.
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Abbildung 4.23: Lichtstreuexperimente zeigen, dass der Unterschied in der
Vesikelgrosse von DMPC unterhalb und oberhalb der Schmelzumwandlung
nicht allzu gross ist.
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sich wihrend des Einfrierprozesses keine Eiskristalle bilden, ferner wurde die-
ses Experiment bei einer Lipidkonzentration von 45 mM durchgefiihrt: Die
vorliegenden Lichtstreuexperimente fanden bei einer Lipidkonzentration von
weniger als 10 mM statt (s. Absch. 2.5). Auf die Ausbildung einer Dreipeak-
aufspaltung im Wirmekapazitétsprofil haben die erwihnten Zusétze keinen
Einfluss.

Die Annahme einer Umwandlung von einer vesikuldren Struktur hin zu ei-
ner netzwerkartigen scheint somit plausibel. Biologisch kénnte dieses einfache
Prinzip der Netzwerkbildung aufgrund einer Minimierung der Freien Enthal-
pie helfen, Fusions- und Teilungsprozesse zu verstehen, die in der Natur hiufig
vorkommen.

Biologische Relevanz Biologisch relevant kann die vorgestellte Netzwerk-
bildung bzw. der Fusionsprozess nur sein, wenn der Vorgang von einem Or-
ganismus gesteuert werden kann. Die Fusion der DMPG-Vesikel ist bestimmt
von thermodynamischen Grossen wie Temperatur und Druck. Weiter unten
wird gezeigt werden, dass durch eine verédnderte Natriumionenkonzentrati-
on die Umwandlung verédndert und damit die Fusionstemperatur in einem
gewissen Rahmen beeinflussbar wird. Schneider [30] weist darauf hin, dass
insbesondere freies Kalzium, von dem man annimmt, dass es bei Fusionspro-
zessen eine wichtige Rolle spielt (s. z.B. [35]), zu einer starken Veridnderung
der Umwandlungstemperatur bzw. des Wérmekapazitétsprofiles fiihrt. Hier
soll gezeigt werden, dass es moglich ist, in Membranen, die unter normalen
Bedingungen nur Vesikel bilden, eine Dreipeakaufspaltung mit einer erhéhten
Viskositét zu erzeugen.

Das Phospholipid DMPC unterscheidet sich von dem netzwerkbildenden DMPG
durch seine ungeladene Kopfgruppe. Die Umwandlung von DMPC erfolgt
in einem Schritt, ohne dass die Viskositét an dieser Stelle ansteigt (s. Abb.
4.24). Mit dem Molekiil Losartan (Struktur Abb. 4.25) wurde ein Stoff gefun-
den, welcher sich in Membranen 16st und einfach negativ geladen ist. Marsh
und Theodoropoulou konnten zeigen, dass sich bei Zugabe dieses Stoffes zu
DMPC und DPPC das Wirmekapazititsprofil signifikant dndert [37]. Das
Profil geht von einer schmalen Umwandlung in ein stark verbreitertes Profil
mit einer Aufspaltung in drei Maxima {iber. Eine Messung der Viskositét
im Bereich der Aufspaltung unter den angegebenen #usseren Bedingungen
zeigt eine um einen Faktor 2000 gegeniiber Wasser erhohte Viskositét (Abb.
4.26). Fiir den Fusionsprozess, bzw. fiir die Bildung eines Membrannetzwer-
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Abbildung 4.24: Wirmekapazititsprofil und Viskositdt einer multilamellaren
DMPC-Membran. Die Umwandlung erfolgt in einem Schritt, in der Visko-
sitdt ist keine Verdnderung zu finden.

Abbildung 4.25: Struktur des einfach negativ geladenen Molekiles Losartan
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Abbildung 4.26: Warmekapazititsprofil von DMPC mit Losartan. FEine Auf-
spaltung in drei Peaks mit einer stark erhéhten Viskositdt tritt auf.

kes scheint die geladene Membran entscheidend zu sein. Eine Verdnderung
der Elektrostatik in der Fliissigkeit z.B. durch Zugabe von Ionen beeinflusst,
wie im folgenden Paragraphen gezeigt werden wird, die Ausbildung solcher
Strukturen.

4.3.3 Einfluss von NaCl auf Membrannetzwerke

Einfluss auf das Warmekapazitétsprofil von DMPG und damit auf den Pro-
zess der Netzwerkbildung respektive der Fusion von Vesikeln hat ausser
den genannten Faktoren Druck und Ca’*-Konzentration die Konzentrati-
on von Natriumionen im Losungsmittel. Natrium unterdriickt mit zuneh-
mender Konzentration die Ausbildung eines Netzwerkes (s. Abb. 4.27). Mit
zunehmender Natriumionenkonzentration wird das Umwandlungprofil von
DMPG immer schmaler, bis bei einer Konzentration von 200 mM die Auf-
spaltung ganz verschwindet. Die Umwandlung wird damit der des ungelade-
nen DMPC sehr dhnlich. Fiir jede der Natriumionenkonzentrationen wurde
bei Drucken von 0 bar, 100 bar und 193 bar gemessen. Druck verbreitert
auch bei verdnderter Natriumumgebung das Umwandlungsprofil in DMPG
und verschiebt dieses hin zu hoheren Temperaturen.

Trigt man fiir verschiedene Drucke Anfang und Ende der Umwandlungs-
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Abbildung 4.27: Wairmekapazititen von DMPG unter Druck bei verschiede-
nen Na'-Tonenkonzentrationen. Von oben links nach unten rechts: 10 mM
Nacl, 30 mM NaCl, 4,0 mM NaCl, 100 mM NaCl, 200 mM NaCl. Die Brei-
te der Umwandlung nimmt mit steigender Natriumkonzentration ab, Druck
verbreitert die Aufspaltung nach wie vor. Bei einer Konzentration von 200
mM Natriumchlorid ist die Aufspaltung vollstindig verschwunden.
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Abbildung 4.28: Breite der Umwandlung von DMPG bei verschiedenen Na-
triumkonzentrationen unter verschiedenen Drucken. In der logarithmischen
Auftragung ist im betrachteten Bereich ein ndherungsweiser linearer Zusam-
menhang zwischen Nat-Konzentration und Anfang und Ende der Umwand-
lungstemperatur erkennbar.

temperatur iiber der logarithmierten Nat-Konzentration auf, so ist im be-
trachteten Bereich fiir jeden der untersuchten Drucke ein ndherungsweise
linearer Zusammenhang zu erkennen (Abb. 4.28). Diesen logarithmischen
Zusammenhang kann man versuchen, mit Hilfe der Gouy-Chapman Theorie
zu verstehen. Diese beschreibt den Einfluss freier Ladungstréger auf die Elek-
trostatik geladener Oberflichen. Das einfach negativ geladene Phospholipid
DMPG bildet solch eine geladene Oberflache, welche durch die positiven Na-
triumionen abgeschirmt wird. Nach der Gouy-Chapman Theorie verringert
die Konzentration freier Gegenionen das Oberflichenpotential um [72]:*

[ 2¢kT
T ™
U = —k—ln —

e 20

Cc

Der logarithmische Zusammenhang zwischen Natriumionenkonzentration und
Breite der Umwandlung deutet somit darauf hin, dass die Bildung eines Netz-

'k: Boltzmannkonstante, e: Elementarladung, e: Dielektrizitiitskonstante, o: Ober-
flaichenladung, ¢: Gegenionenkonzentration
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werkes stark von der Elektrostatik der Substanz abhéngt.

Neben Temperatur und Druck ist es moglich, mit einer Verdnderung der
dusseren Bedingungen Membrannetzwerke zu induzieren und dies sogar in
Lipidsystemen, welche unter normalen Bedingungen lediglich in einer ein-
fachen vesikuldren Struktur vorkommen, ist es durch Zugabe bestimmter
Stoffe moglich, eine Fusion einzelner Vesikel zu induzieren. Ob in der Natur
lokal &hnliche Prozesse tatsichlich auftreten, 148t sich mit diesen Messungen
freilich nicht zeigen. Dennoch erscheint es zumindest plausibel, dass solche
Vorgénge eine Rolle spielen kénnten.

4.4 Viskoelastische Eigenschaften von DMP G-
Membranen

In den vorangegangenen Abschnitten wurden die Bedingungen einer Netz-
werkbildung in Membranen beschrieben. Relaxationsmessungen in das ther-
modynamische Gleichgewicht konnten nicht durchgefiihrt werden. Die Mes-
sung des viskoelastischen Verhaltens dieser Netzwerkphase soll im folgenden
Abschnitt einen Eindruck von mechanischen Relaxationsphdnomenen ver-
mitteln.

Zur Charakterisierung viskoelastischer Fliissigkeiten wird iiblicherweise die
Spannung o (diese hat die Einheiten einer Kraft pro Fliche) als Antwort
auf eine oszillatorische Dehnung € angegeben. Die komplexe Grofle G = £
(Spannung pro Dehnung) besteht aus einem Anteil G* in Phase mit der An-
regung und einem Teil G“ um 7 gegen die Anregung phasenverschoben. Fiir
den Verlauf dieser Groflen erwartet man fiir eine rein viskose Substanz fiir G*
den Wert Null und fiir G einen linearen Anstieg mit der Frequenz, fiir Sub-
stanzen mit elastischem Anteil den in Abb. 2.8 dargestellten Verlauf. Dabei
wurde die Annahme gemacht, die mechanischen Eigenschaften der Fliissig-
keit konnten durch ein Feder-Dampfer-System in Reihe dargestellt werden
(Maxwell-Modell). Fiir den Verlauf von G‘ wird in der doppeltlogarithmi-
schen Auftragung ein Anstieg mit der Steigung 2 erwartet. Bei der ,,Reso-
nanzfrequenz“ der Feder wird G* konstant. G“ sollte mit einer Steigung +1
ansteigen, bei der Resonanz ein Maximum erreichen und dann mit einer Stei-
gung von —1 abfallen. In Abbildung 4.29 ist der theoretisch zu erwartende
Verlauf einer viskoelastischen Fliissigkeit, welche mit dem Maxwellmodell be-
schrieben wird, aufgetragen.
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Abbildung 4.29: Schematischer Verlauf der zu erwartenden Kurve fir G
(oben) und G (unten), wenn in der Substanz mehrere Resonanzbereiche zu
finden sind.



70 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

Es erscheint vorstellbar, dass in einer viskoelastischen Fliissigkeit verschiede-
ne Resonanzen angeregt werden kénnen. Das fiihrt zu mehreren hintereinan-
derfolgenden Plateaus in G*. Der Verlauf von G'“ ist davon nicht unabhéngig.
Wird ein Plateau erreicht, so ist fiir den Verlauf von G“ ein Maximum zu
erwarten. Kurven aus Substanzen mit mehreren Relaxationszeiten addieren
sich zu einer Resultierenden auf, wie in Abbildung 4.29 schematisch verdeut-
licht. Fiir im betrachteten Frequenzbereich rein viskose Substanzen sollte G*
null sein und G“ linear mit der Frequenz ansteigen.

Gemessen wurde eine 10 mM DMPG-Suspension in einem 10 mM HEPES-
Puffer bei pH7,0 mit 1 mM EDTA und 10 mM NaCl bei verschiedenen
Temperaturen unterhalb und in der Umwandlung (Abb. 4.30). Zur Messung
wurde ein Antwortprofil iiber der Frequenz der Anregung aufgenommen. In
Abschnitt 2.4.2 wird beschrieben, wie bei dem benutzten oszillatorisch ange-
regten Rotationsviskosimeter Messdaten von einer Gerdtefunktion zu entfal-
ten sind. Die aufgetragenen Werte der Grossen G und G sind relativ zur
Viskositdt von Wasser aufgetragen. Der Wert der Konstanten 7y,o in den
Gleichungen zur Auswertung 2.22 und 2.23 ist auf 1 gesetzt. Die Viskositit
von Wasser hingt von der Temperatur ab. Im betrachteten Temperaturbe-
reich fiihrt dieser Fehler aber nur zu einem geringfiigigen Offset in G* und
G“

Notwendige Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit des Maxwellmodells auf
eine viskoelastische Fliissigkeit ist der lineare Zusammenhang zwischen An-
regung und Antwort des Systems. Auf einen anregenden Sinus antwortete die
vorgestellte Fliissigkeit immer mit einem (wenn auch phasenverschobenen)
ebenfalls reinen Sinus. In Abbildung 4.31 ist die Amplitude einer Wasserant-
wort mit dem Amplitudenverlauf aus einer DMPG-Messung bei 20 °C, d.h.
kurz unterhalb der Schmelzumwandlung, aufgezeichnet. Die Amplitude von
DMPG ist geringfiigig grofler als die von Wasser. Im Phasenunterschied zur
Anregung ist keine Differenz auflésbar (s. Abb. 4.32). In Abbildung 4.33
sind Verhiltnis der Amplituden und Differenz der Phasen unterhalb der Um-
wandlung von DMPG dargestellt. Daraus ergibt sich fiir G* und G“ der in
Abbildung 4.34 dargestellte Verlauf. DMPG reagiert unterhalb der Schmel-
zumwandlung wie fiir eine rein viskose Substanz zu erwarten; der Anteil in
Phase (G*) ist praktisch null, der um 7 verschobene Anteil, G“ steigt linear
mit der Frequenz an. Die Steigung sollte wie in Abschnitt 2.4.2 beschrie-
ben der Viskositét relativ zu der von Wasser entsprechen. Der Wert ist mit
0,9440, 12 etwas zu klein . Man erwartet nach den vorangegangenen Messun-
gen ohne oszillierende Anregung eine mindestens so hohe Viskositéit wie bei
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Abbildung 4.30: Cp-Profil von DMPG mit Viskosititsmessung. Die Linien
ber 20 °C, 22 °C und 23 °C deuten an, an welcher Stelle in der Schmelzum-
wandlung viskoelastische Messungen durchgefiihrt wurden.
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Abbildung 4.31: Verlauf der Amplituden der Antwort auf eine oszillierende
Kraft auf DMPG (Dreiecke) und Wasser (runde Symbole) bei 20 °C. Die
Amplitude einer DMPG-Dispersion ist geringfiigig grofer als die von Wasser.
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Abbildung 4.32: Phasenunterschied zur Anrequng in DMPG und Wasser bei
20 °C. Da die Ergebnisse der beiden Messungen nahezu identisch sind, st
die DMPG-Phase mit einem Offset von +0,3 versehen.
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Abbildung 4.33: Unterschied in Amplitude und Phasendifferenz zwischen An-
requng und Antwort von DMPG und Wasser unterhalb der Schmelzumwand-
lung. Das Verhdltnis der Amplituden bleibt etwas tber 1, die Phasendifferen-
zen sind im Rahmen der Messgenauigkeit identisch 0.
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Abbildung 4.34: Der Verlauf des Spannungsanteils in Phase mit der Anre-
gung G* und der um 5 phasenverschobene Anteil G“ in DMPG bei 20 °C.
Unterhalb der Schmelzumwandlung bleibt G¢ im Rahmen der Messgenauigkeit
konstant 0; die Substanz hat in diesem Bereich keine aufiosbaren elastischen
Anteile. Der Verlauf von G* nimmt mit einer konstanten Steigung einen er-
warteten Verlauf. G ist wegen der kleinen Absolutwerte nahe bei 0 linear

dargestellt.

Wasser, d.h. im Verhiltnis einen Wert von 1. Die Abweichung ist hier wohl
nur eine Messungenauigkeit, der Wert liegt nahe bei 1.

Fiir Amplitude und Phasenunterschied von Wasser und DMPG in der Um-
wandlung des Lipides bei 22 °C ergibt sich der in Abbildung 4.35 bzw. 4.36
dargestellte Verlauf. Das Verhiltnis der Amplituden ist nimmt bei niedrigen
Frequenzen einen hohen Wert an und fillt dann auf einen konstanten Wert
ab. Die Phasenunterschiede schwanken iiber der Frequenz, sind aber iiberall
deutlich von 0 verschieden (Abb. 4.37).

Aus diesen Daten ausgewertete Spannungsverldufe in Phase und gegen die
Phase sind in Abbildung 4.38 dargestellt. Der Verlauf von G° ist mit dem
der Auswertung zu Grunde liegenden Maxwellmodell nur begrenzt versteh-
bar. Der ansteigende Ast zeigt eine Steigung von 2,76+0, 10. Eine Steigung
von 2 wire zu erwarten. Nach dem Anstieg wird ein Plateau erreicht, wie
es theoretisch erwartet wird. Das Minimum bei 0,2 Hz ist im Rahmen des
Maxwellmodells nicht verstehbar. Die Kurve sollte einen monotonen Verlauf
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Abbildung 4.35: Amplitudenverlauf von Wasser (runde Symbole) und DMPG
(dreieckige Symbole) innerhalb der Umwandlung bei 22 °C. Insbesondere bei
niedrigen Frequenzen ist ein deutlicher Unterschied zu den Werten unterhalb
der Schmelzumwandlung (Abb. 4.31) zu erkennen.
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Abbildung 4.36: Phasenverlauf von Wasser (runde Symbole) und DMPG
(dreieckige Symbole) bei 22 °C. Im Gegensatz zum Verlauf unterhalb der Um-
wandlung (Abb. 4.32) ist hier eine deutliche Differenz im Phasenunterschied
zu erkennen.
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Abbildung 4.37: Verhdltnis der Amplituden und Differenz der Phasen in der
Umwandlung bei 22 °C.

nehmen. G'“ ist wesentlich einfacher interpretierbar. Die Steigung des anstei-
genden Astes ist mit einem Wert von 0,93+0, 18 etwas kleiner als erwartet.
Vorstellbar ist, dass die Kurve aus den Anteilen mehrerer zur Resonanz fihi-
gen Federn zusammengesetzt ist. Diese Annahme wiirde erkldren, dass an
der Stelle des Plateaus in G “ nicht wie erwartet ein Maximum auftritt, wie
in Abbildung 4.29 schematisch angedeutet.

In Abbildung 4.39 ist der Verlauf der Amplitudenverhéltnisse und der Pha-
sendifferenzen bei 23 °C in der Umwandlung dargestellt. In Abbildung 4.40
sind die Verlidufe von G und G*“ bei 23 °C aufgetragen. G* zeigt in dem
gemessenen Frequenzbereich von Anfang an ein Plateau. Bei einer Frequenz
von ca. 0,6 Hz steigt der Wert mit einer Steigung von 1,53+0, 11 weiter an.
Der erwartete Wert von 2 wird hier im Gegensatz zu der Messung bei 22 °C
unterschritten. Am Verlauf von G ist zu erkennen, dass das mechanische
Ersatzschaltbild der Substanz auch hier aus dem Zusammenspiel mehrerer
Federn gedacht werden muss. An der Stelle, an der G* ansteigt, ist ein kleiner
Knick im Verlauf von G* zu erkennen. Das sollte dem durch eine nachfol-
gende Kurve verdeckten Maximum entsprechen. Die Kurve steigt mit einer
Steigung von 0,70+0,17 auch hier etwas geringer an, als erwartet werden
sollte.

Offensichtlich ist das verwendete Maxwellmodell fiir die Beschreibung der
Phénomene in dieser Substanz nicht ausreichend. Insbesondere bei niedrigen
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Abbildung 4.38: Der Verlauf von G* und G“ in DMPG bei 22 °C in der
Umwandlung. Der ansteigende Ast in G° hat eine Steigung von 2,76+0, 10,
der ansteigende Ast in G“ hat eine Steigung von 0,93+0,18.
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Abbildung 4.39: Verhdltnis der Amplituden und Unterschied in den Phasen-
differenzen bei 23 °C in der Umwandlung.

Frequenzen ist eine Abweichung vom erwarteten Verlauf zu erkennen. Nichts-
destoweniger ist in der Umwandlung des DMPG ein Anteil der Spannung
in Phase mit der anregenden Auslenkung zu finden, welcher unterhalb der
Schmelzumwandlung nicht auftritt. Insbesondere bei niedrigen Frequenzen
ist der Verlauf nicht so, wie er theoretisch erwartet wird. Bei etwas hoéher-
en Frequenzen nehmen die Kurven einen erwarteten Verlauf. In jedem Fall
aber kann davon ausgegangen werden, dass elastische Anteile in der DMPG-
Suspension in der Schmelzumwandlung vorhanden sind und ausserhalb nicht.
Dies kann als weiterer Hinweis darauf gewertet werden, dass eine langreich-
weitige Struktur in der Fliissigkeit vorhanden ist.
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Abbildung 4.40: Verlauf von G* und G* dber der Frequenz bei 23 °C in der
Schmelzumwandlung.



Kapitel 5

Diskussion

5.1 Relaxationszeiten in Lipidmembranen

In der Vergangenheit wurde auf vielerlei Art und Weise versucht, Relaxa-
tionszeiten in das thermodynamische Gleichgewicht in Lipidmembranen zu
bestimmen. So von Tsong und Kaneshina 1977 bzw. Holwarth et al. 1984
bzw. 1986 mit Hilfe einer Temperatursprungmethode [38][39][40]; wie in der
vorliegenden Arbeit mit einer Drucksprungmethode arbeiteten Gruenewald
1980 und Elamrani und Blume 1983 [41][42]. Biltonen et al. 1991 nutzten ein
,» Volumenperturbationskalorimeter® [43].

Allen Messungen gemein war, dass mehrere verschiedene Relaxationszeiten
gefunden wurden. So finden Holzwarth und Rys [39] mit Hilfe einer laser-
gestiitzten T-Sprungmethode fiinf verschiedene Zeitskalen von 10710 s bis
1 s bei DPPC, welches auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde.
Die langsamen Relaxationen im Sekundenbereich werden dabei nicht mit der
Relaxation in einzelnen Molekiilen identifiziert, sondern mit einem Umord-
nungsprozess ganzer Doménen von Lipiden [40]. Schnellere Prozesse werden
mit Effekten in einzelnen Molekiilen erklirt [44]. Die im Rahmen dieser Ar-
beit ermittelten Werte liegen ausschliefilich im Bereich von mehreren Sekun-
den, was nicht mit der Reaktion einzelner Molekiile verbunden werden kann,
sondern mit Relaxationszeiten ganzer Cluster von Lipiden.

Holzwarth und Mitarbeiter messen zeitabhéngig Lichtstreuung in DPPC-
Membranen in der Nihe der Umwandlung [39][40]. Das Ungleichgewicht wird
durch einen Temperatursprung mittels eines Lasers in einer kleinen Lipidpro-
be (=~ 150ul) induziert. Gefunden wird eine maximale Relaxationszeit von

79
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ca. 5 ms, die Abweichung vom Basiswert in der Nihe der Umwandlung be-
ginnt bereits 5 K vor dem eigentlichen Schmelzpunkt. Fraglich ist, ob dieser
Wert die gleichen Effekte wiedergibt wie in unserem Fall. Die Genauigkeit
der Temperaturansteuerung mit der Methode Holzwarth et al. scheint un-
geniigend. Kanehisa und Tsong finden mit einer ganz &hnlichen Methode
Werte von etwas iiber 30 ms im Bereich der Umwandlung. Gruenewald und
auch Blume nutzten wie in dieser Arbeit geschehen die Druckabhingigkeit
der Schmelzumwandlung fiir Relaxationsmessungen [41][42]. Die Detektion
erfolgt wie oben mit optischen Methoden iiber eine Anderung in der Licht-
streuung. Gefunden werden Werte von maximal 3,5 s. Auch hier finden sich
die maximalen Zeiten in der Umwandlung. Gruenewald weist darauf hin, dass
die Relaxationwerte umso hoher sind, je kooperativer die Umwandlung ist.
Die Temperatur konnte hier nicht sehr genau (+0,1 K) eingestellt werden.
Fiir die Messung wurde eine durchsichtige Druckzelle (bis 150 bar) benutzt,
um optische Verdnderungen zu erkennen. Diese ist nur eingeschriankt tem-
perierbar. Zusétzlich konnte der Druck auf nur ca. 10 bar genau bestimmt
werden, was im Wiarmekapazititsprofil nach unseren Messungen einer Unge-
nauigkeit von weiteren ca. 0,25 K entspricht (s. Abschnitt 2.3). Entsprechend
breit sind die gemessenen Relaxationsverldufe dieser Untersuchung.

Neuere Daten stammen von Biltonen et al. 1991 [43]. Gemessen wurde mit
einem ,, Volumenperturbationskalorimeter”. Eine mit Wasser gefiillte Zelle
wird temperiert und einem oszillierenden Druck ausgesetzt. Das System wird
stindig aus dem Gleichgewicht genommen und muss in dieses zuriickfinden.
Wiéhrenddessen wird die Leistung aufgezeichnet, welche bendtigt wird, um
die Temperatur in der Zelle konstant zu halten. Ist die Warmeaufnahme bzw.
-abgabe im Lipid verzogert, spiegelt sich das in einer verzégerten Antwort auf
die Anregung wider. Aus dem entstehenden Phasenunterschied wird die Re-
laxationszeit bestimmt. Auch in dieser Messung steigt die Relaxationszeit in
der Ndhe der Umwandlung stark an. Erstmals konnte die Breite der Relaxa-
tionskurve entscheidend schmaler bestimmt werden, sie betrdgt hier nur noch
ca. 0,3 K. Allerdings sind die angegebenen Relaxationszeiten mit maximal 4
s noch immer wesentlich kleiner als in unseren Messungen. Das mag durch
den wihrend der Messung variablen Druck zustande kommen. Zwar kann
eine Temperatur sehr genau angesteuert und auch gehalten werden, der Ort
auf der Umwandlungskurve ist durch die Druckvariation dennoch unscharf
bestimmt. Die Amplitude der Druckanregung betrégt in dieser Messung ca. 5
bar. Das entspricht einer Unschérfe in der Temperatur von 0,125 K. Bei einer
Breite der Umwandlung von nur ca. 0,2 K ist das ein sehr hoher Wert. Hieraus
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ist die maximale Relaxationszeit als ein maximaler Mittelwert ,,verschmiert*
iiber die Umwandlung zu verstehen.

Die sehr viel hoheren Relaxationszeiten in den vorliegenden Messungen konnen
aus der genaueren Ansteuerung eines Punktes in der Umwandlung verstanden
werden (£ 1..2 mK). Alle vorhergehenden Messungen konnten entweder die
Temperatur nicht stabil halten, und/oder beachteten nicht, dass Unklarheit
iiber den Druck zu Unschérfen in der Temperatur fiihren.

In dieser Arbeit konnte eine theoretisch vorhergesagte Proportionalitidt zwi-
schen Wirmekapazitit und Relaxationszeit empirisch nachgewiesen werden.
Selbst nahe am Wiarmekapazitdtsmaximum konnten wir im Rahmen der
Messgenauigkeit einen einfach-exponentiellen Abfall in der Leistung feststel-
len. Somit erscheint auch die Annahme gerechtfertigt, eine Wahrscheinlich-
keitsverteilung von Zustéinden um das Gleichgewicht sei gaussverteil (Ab-
schnitt 3.4). Ein mathematischer Zusammenhang zwischen Wirmekapazitét
und Relaxationszeit, wie ihn Gleichung (3.36) darstellt, wurde in der Ver-
gangenheit nicht explizit angegeben, der genaue Zusammenhang war bislang
nicht bekannt, so dass fiir die phinomenologische Gréfle L, der Proportio-
nalitdtskonstanten zwischen Warmekapazitiat und Relaxationszeiten, bisher
keine Angaben existieren. Messungen der Relaxationszeit in der Zeitskala des
oberen Sekundenbereiches aus der Vergangenheit sind zu ungenau, um sinn-
volle Proportionalitdtskonstanten bestimmen zu koénnen. Ein erster Durch-
schnittswert aller Proportionalitdtskonstanen fithrt zu

L=1,843- 10'%(£0, 881) L4

Einige der Messungen sind allerdings fiir die Bestimmung dieses Wertes nur
bedingt geeignet. So fand die Messung zu Groflen Unilamellaren Vesikeln
(LUV) der DPPC-Membran an der unteren Aufslgsungsgrenze des Gerétes
statt. Die hieraus berechnete Proportionalititskonstante weicht vom Durch-
schnittswert am stérksten ab. Erst im Nachhinein konnte festgestellt werden,
dass Warmekapazitiatskurven Multilamellarer Vesikel iiber der Zeit nicht sta-
bil bleiben, sondern zu tieferen Temperaturen hin verschoben und breiter
werden. Da die Warmekapazititsprofile extrem schmal sind, bewirkt bereits
eine kleine Anderung in der Breite bei der gleichen aufgenommenen Enthal-
pie eine signifikante Verkleinerung des absoluten Maximums. Erfolgt nun
die Messung der Relaxationszeit eine gewisse Zeit versetzt zur Messung der
Wairmekapazitit, so verfilscht das den Wert einer Proportionalititskonstan-
te. Fiir weiterfiihrende Messungen ist es sicherlich sinnvoll, die Substanz nach
der Zubereitung einige Tage zu equilibrieren. Ein zweiter Durchschnittswert,
bei dessen Berechnung der Wert der Unilamellaren Membran vernachléissigt
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wird, liefert dann auch einen verbesserten Durchschnittswert fiir die Pro-
portionalititskonstante von L=1,420 - 10'2(£0, 305)£> . Im Rahmen der
Messgenauigkeit scheint es gerechtfertigt, fiir verschiedene Lipidsorten ein
universelles L anzunehmen, da die Abweichungen zwischen den einzelnen
Messungen auftreten, nicht zwischen einzelnen Lipidsorten. Mit diesen Wer-
ten wird es moglich, allein aus kalorimetrischen Messungen auf kinetische
Vorgénge in der Membran Riickschliisse zu ziehen. Damit scheint auch die
in Abschnitt 4.2.1 vorweggenommene Abschidtzung zur Relaxationszeit in
biologischen Proben gerechtfertigt, sofern die Wiarmekapazititsprofile die-
ser Proben unter Druck dasselbe Verhalten zeigen wie Modellmembranen,
d.h. Druckkurven sind linear auf den druckfreien Fall reskalierbar mit einer
Skalierungskonstanten, wie sie aus Modellmembranen bekannt ist. Fiir das
Maximum der Umwandlung des Lungsurfactant konnte ein Wert der Rela-
xationszeit von 7 ~100 ms abgeschétzt werden.

Die Grofle von Relaxationszeiten in Membranen beeinflusst sicherlich das
mechanische Verhalten von in der Membran eingelagerten Molekiilen. So ist
beispielsweise bekannt, dass die lichtgetriebene lonenpumpe Bacteriorhodop-
sin bestimmte Konformationsénderungen im Millisekundenbereich durchléuft
[61]. Ferner spielen sich enzymatische Reaktionen in der Membran hiufig
ebenfalls in diesem Zeitbereich ab [50]. Sind solche Prozesse mit Volumenénde-
rungen verbunden, kann die Geschwindigkeit dieser Anderung nicht von der
umgebenden Membran getrennt gesehen werden. M.-L. Ahrens findet fiir die
Na*-Kat-ATPase, einem wichtigen Protein welches Ionengradienten iiber der
Membran aufbaut, dass sich deren Aktivitdt mit der Umwandlung der um-
gebenden Lipidmembran wesentlich veridndert [70][71]. Es erscheint moglich,
dass Organismen durch ein aktives Verschieben der Umwandlungstemperatur
einen Kontrollmechanismus fiir Reaktionsgeschwindigkeiten in der Protein-
kinetik vorfinden. Im folgenden Abschnitt wird die Schmelzumwandlung des
Lungsurfactant diskutiert, welche sehr nahe an der Korpertemperatur liegt,
ein weiteres Anzeichen dafiir, dass solche Prozesse eine wichtige Rolle in der
Biologie spielen konnten.

5.2 Kalorimetrie an Lungsurfactant

Kalorimetrie an Lungsurfactant wurde bereits an Surfactant verschiedener
Sauger durchgefiihrt. Die dltesten Messungen gehen auf Teubner et al. 1983
zuriick [46][47]. In diesen Arbeiten wurde Lungenfilm von Schaf, Hase und
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Ratte untersucht. Es finden sich ganz dhnliche Wirmekapazitétsprofile, wie
sie auch im Rahmen dieser Arbeit gemessen wurden, sie enden jedoch bei
héheren Temperaturen als in unseren Messungen. So liegt das Ende der Um-
wandlung bei Schafen bei 34,3 °C, bei Ratten bei 39,3 °C und bei Hasen sogar
bei 42,1 °C. Allerdings sind die damals verwendeten Kalorimeter um ein viel-
faches weniger empfindlich als die heute géingigen Gerite. Die Messrate ist
mit 10 % um einen Faktor 60 bis 120 schneller als mit heutigen Geriten
moglich. Daraus folgt, dass die Profile von Teubner et al. verglichen mit heu-
tigen weniger scharf ausgeprigt sind. Das Ende einer Umwandlung 148t sich
weniger eindeutig bestimmen. Die Profile aus unseren Messungen an Rinder-
lungsurfactant liegen im Vergleich dazu mit einem Ende der Umwandlung
bei 33,44 °C bei tieferen Temperaturen; nicht weit unterhalb der des Schafes,
deren Profil den unseren auch am dhnlichsten ist. Wahrend wir bei ca. 58 °C
die Denaturierung eines Proteines fanden, konnte diese von Teubner et al.
nicht festgestellt werden, da die Messungen bei einer Temperatur von 52 °C
beendet wurden, kurz unterhalb der Stelle, an der diese zu erwarten wére.
Andere Messungen stammen von Mautone et al. 1987 [48], welche nur Lung-
surfactant von Hasen untersuchten. Die kalorimetrischen Messungen ergeben
ein Ende der Umwandlung bei ca. 38 °C, 4 K weniger als von Teubner ange-
geben. Die Messungen von Mautone sind trotz jiingeren Datums mit einem
wesentlich stirkeren Rauschen behaftet als die von Teubner. Die Form des
Profils ist trotz des Rauschens dem unseren #hnlich, eine Proteindenaturie-
rung ist auch hier nicht zu erkennen, da die Messung bei 50 °C endet.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Messungen an Lungsurfactant von Rin-
dern zeigen in der Tendenz die gleichen Resultate wie dltere Messungen an
Surfactant anderer Sduger, auch wenn die neueren Messungen mit einem
wesentlich empfindlicheren Gerét eine hohere Aussagekraft erhalten. Prote-
indenaturierungen, wie wir sie sehen konnten, wurden in anderen Messungen
nicht gefunden, da diese bei zu tiefen Temperaturen abgebrochen wurden.
Zu Wirmekapazitdten von Lungsurfactant unter Druck existierten bislang
noch keine Messungen. Erst die Ergebnisse dieser Druckmessungen machten
es moglich, der direkten Messung nicht zugéngliche Relaxationszeiten in der
Umwandlung zu bestimmen.

Im vorangegangenen Abschnitt wurde die Frage aufgeworfen, ob die Ge-
schwindigkeit konformationeller Anderungen in Membranproteinen durch die
Lipidumwandlung der umgebenden Membran verdndert werden kann. Lung-
surfactant als Beispiel fiir eine biologische Membran scheint diese Idee zu
untermauern, liegt die sehr breite Umwandlung doch genau unterhalb der
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Korpertemperatur von Sdugern. Ebenso ist es denkbar, dass ein Organismus
durch das gezielte Verschieben einer Umwandlung neben der Relaxationszeit
Groflen wie Kompressibilitdt und Biegeelastizitét ,,einzustellen® vermag.

5.3 Netzwerke in Lipidmembranen

Ein Modell von Schneider und Heimburg erklirt das Auftreten einer Auf-
spaltung in drei Maxima im Wiarmekapazitiatsprofil von Lipidmembranen
mit einem energetisch begiinstigten Ubergang von einer planaren zu einer
gekriimmten Membran und zuriick zu einer planaren. Die Schmelzumwand-
lung des Phospholipides DMPG, welche in drei Maxima aufgespalten ist,
wird mit Hilfe dieses Modells erklért (Ausfiihrlich dazu Abschnitt 3.3). Mit
Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen unterhalb, oberhalb und in der
Umwandlung konnte gezeigt werden, dass vesikuléire Strukturen bei niedrigen
und bei hohen Temperaturen stark unterschiedliche Durchmesser aufweisen.
Es konnte desweiteren nachgewiesen werden, dass direkt in der Umwandlung
keine vesikuldren Strukturen zu erkennen sind. Zusitzlich zeigte die Sub-
stanz zwischen erstem und drittem Maximum der Umwandlung eine stark
erhohte Viskositdt. Schneider und Heimburg folgern daraus, dass die vesi-
kuldre Struktur des geladenen Lipides DMPG im Bereich der Umwandlung
in eine netzwerkartige iibergeht [29]. Insbesondere die Tatsache, dass Vesikel
unterhalb und oberhalb erhebliche Unterschiede in der Grésse aufweisen, wird
als Hinweis darauf gewertet, dass in der Umwandlung irgend eine Art von
Verschmelzung der einzelnen Vesikel stattfinden muss. Unterstiitzt wird diese
Annahme durch Lichtstreuexperimente, welche ebenfalls einen signifikanten
Groflenunterschied der DMPG-Vesikel unter- und oberhalb der Umwandlung
feststellen (s. Abschnitt 4.3.2).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen steht ein von Riske et al. durchgefiihr-
tes Experiment [65][66]. In diesen Untersuchungen werden 10 % der DMPG-
Vesikel in der Probe mit Lipiden versetzt, welche fluoreszenzmarkiert sind.
Die fluoreszenzmarkierten Lipide werden in einer solch hohen Konzentration
zugegeben, dass sie ,quenchen“ und somit kein Fluoreszenzlicht mehr nach
aussen dringen lassen. Die gesamte Lipidsuspension wird auf eine Tempera-
tur im Bereich der Schmelzumwandlung gebracht. Fusionieren die Vesikel zu
einem Netzwerk, so sollten sich die fluoreszenzmarkierten Lipide gleichméafig
iiber die gesamte Lipidprobe verteilen. Die Konzentration der fluoreszieren-
den Lipide ist so gewihlt, dass sie bei einer gleichmissigen Verteilung nicht
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mehr quenchen, sondern normal fluoreszieren sollten. Eine Fluoreszenz konn-
te von Riskenach Durchgang durch die Schmelzumwandlung von Riske nicht
festgestellt werden. Nicht gewédhrleistet ist allerdings, dass die fluoreszenz-
markierten Lipide Ort und Form der Schmelzumwandlung unverdndert las-
sen. Um dies nachpriifen zu kénnen, bediirfte es einer kalorimetrischen Analy-
se, welche hier nicht durchgefiihrt wurde, da zu wenig der fluoreszenzmarkier-
ten Substanz zur Verfiigung stand. Denkbar ist, dass die markierten Vesikel
gar keine Aufspaltung des Umwandlungsprofiles mehr zeigen; oder dass die
Umwandlung bei einer anderen Temperatur stattfindet. Ein weiterer Versuch,
bei dem Vesikel mit einem quenchenden Farbstoff gefiillt werden zeigte, dass
in der Umwandlung sémtlicher Farbstoff ausgeschiittet wird. Das Kontroll-
experiment mit DMPC-Vesikeln, welche im Profil keine Aufspaltung zeigen,
zeigt allerdings das gleiche Verhalten. In der Umwandlung ist die Membran
sehr viel permeabler als ausserhalb. Die Farbstoffmolekiile k6nnen hier ent-
weichen. Bisher ist es nicht moglich, das Ergebniss von Riske abschliessend
zu beurteilen. Nichts desto weniger deuten die anderen vorgestellten Ergeb-
nisse auf die Existenz einer langreichweitigen Struktur hin. Insbesondere die
Messung eines elastischen Anteiles der Viskositét in der Schmelzumwandlung
unterstiitzt zusdtzlich diese These. Es erscheint nicht vorstellbar, dass in ei-
ner Fliissigkeit elastische Anteile auftreten, in der nicht Wechselwirkungen
iiber lingere Distanzen existieren. Ublicherweise werden elastische Anteile
in Fliissigkeiten mit der Polymerisation von Molekiilen zu langreichweitigen
Strukturen in der Fliissigkeit identifiziert [36].

Druck beeinflusst die Umwandlung von DMPG in génzlich anderem Masse
als die Umwandlung von anderen Lipidsystemen. Zahlreiche Autoren bestéti-
gen eine lineare Reskalierbarkeit der Schmelzumwandlung unter Druck auf
den druckfreien Fall in Lipisystemen, bei welchen die Umwandlung in ei-
nem Schritt erfolgt !. Festgestellt wird, dass die Reskalierungskonstante -y
nach einer Gleichung 7* = T'(1 +yAp)~! im Rahmen eines gewissen Fehlers
universell fiir verschiedene Lipidsysteme ist. Die Vorumwandlung verschiebt
sich nach dem gleichen Gesetz, allerdings mit einer anderen Konstanten
[26][57][63][62]. Die Verschiebung der Umwandlung des DMPG scheint auf ein
anderes, komplizierteres Konzept zuriickzugehen. Mit Hilfe des von Heimburg
und Schneider [29] vorgeschlagenen Modells zum Verstdndnis der Dreipea-
kaufspaltung der DMPG-Umwandlung kann auch dieses Phéinomen verstan-
den werden. Wesentlich in diesem Modell ist die Freie Enthalpie der Wech-

Lsiehe z.B.:[26][27)[52][53][54][55][56][57)[58][59][60] [61][62][63]
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selwirkung der Lipiddoppelschicht mit dem Losungsmittel. Ist diese Freie
Wechselwirkungsenthalpie abhéngig vom Umgebungsdruck, so sollte sich das
Profil anders als {iblicherweise verschieben, beziehungsweise zusétzlich seine
Form #ndern (s. Abbildung 4.19).

Gesteuert werden kann die Ausbildung eines Membrannetzwerkes auf vieler-
lei Weise. Thermodynamische Parameter wie Temperatur, Druck und Na™-
Konzentration vermégen die Aufspaltung in drei Maxima in der Umwandlung
von DMPG-Membranen zu induzieren; in Membranen, welche diese Art der
Umwandlung nicht zeigen, ist es moglich, ein Netzwerk durch die Zugabe
eines negativ geladenen Stoffes, welcher sich in der Membran 16st, zu indu-
zieren. Es erscheint denkbar, dass in der Biologie dhnliche Prozesse, z.B. bei
der Fusion von Vesikeln an der priasynaptischen Membran eine Rolle spielen.
Der Ablauf der Fusion synaptischer Vesikel wird momentan intensiv unter-
sucht (s.z.B.[73]). Allerdings wird praktisch nur auf die Rolle von Proteinen
in ihrer Funktion als ,,Nanomaschinen®, welche den ganzen Prozess steuern,
eingegangen. Vielleicht kann das vorgestellte einfache physikalische Prinzip
der Vesikelfusion einen Beitrag zum Verstindniss dieses komplexen Vorgan-
ges leisten.
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