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1 Phospholipide

Phospholipide, dispergiert in Wasser, stellen ein lyotropes System dar. Aufgrund der
amphiphilen Molekiilgestalt und des hydrophoben Effektes kommt es zur Bildung von
Aggregaten in wassrigen Medien. Es werden hauptsichlich lamellare, aber auch hexago-
nale und kubische Phasen gebildet. Durch die Anderung duferer Parameter wird eine
charakteristische Folge von Phasen durchlaufen. Die Ordnung der Phaseniibergénge liegt
zwischen der einer 1. und 2. Ordnung. Die Kinetik des Phaseniiberganges kann untersucht
werden, wenn sich der dufsere Parameter sehr viel schneller als die Relaxationszeit des
Phaseniiberganges éndert. Konformationelle Anderungen der Molekiile lassen sich dabei
z. B. mit Infrarot-Spektroskopie feststellen.

1.1 Chemische Struktur und Nomenklatur

Zu den Lipiden gehoren z. B. Glycero- und Sphingolipide. Glycerolipide haben dabei ein
Glycerol als zentralen Kern, wihrend sich die Sphingolipide vom langkettigen Amino-
alkohol Sphingosin ableiten. Letztere haben in dieser Arbeit keine Bedeutung, weshalb
auf sie nicht weiter eingegangen werden soll. Das mittlere C-Atom des Glycerolrestes ist
ein Stereozentrum und bei den natiirlich vorkommenden Lipiden immer L-konfiguriert.
Fiir Glycerolipide wurde eine spezielle Nummerierung der C-Atome eingefiithrt: An den
Positionen sn-1 und sn-2 (sn steht dabei fiir stereochemical numbering) ist die OH-Gruppe
mit einer langkettigen Fettsdure verestert (Abb.1.1). Diese stellen, mit Ausnahme der
Estergruppen, den hydrophoben Teil des amphiphilen Gesamtmolekiils dar. An Position
sn-3 dagegen befindet sich ein polarer, hydrophiler Molekiilrest. Bei den Phospholipiden
enthilt diese Gruppe einen Phosphatrest. Die Gesamtheit von Glycerin- und Phosphatteil
wird als Phosphatidyl-Rest bezeichnet. Andere Kopfgruppen leiten sich von Zuckern ab
und bilden die Klasse der Glycolipide. Eine Auswahl an Kopfgruppen und Fettséduren, die
bei den Phospholipiden héaufig auftreten, zeigen die Tabellen 1.1 und 1.2.

Abb. 1.1: Chemische Struktur des 1,2-Dimyristoyl-sn—glycero—3—-phosphocholins (DMPC)
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Tab. 1.1: Kopfgruppen von Phospholipiden, deren Namen und Abkiirzungen

Phosphatidyl-Substituent Bezeichnung

—~CHy-CHo-N " (CHg3)3 Phosphatidylcholin (PC)
~CHy—CHy-NH3 " Phosphatidylethanolamin (PE)
~CHy-CH(OH)-CHy-OH  Phosphatidylglycerin (PG)
~CHy-CH(NH3")-COO~  Phosphatidylserin (PS)

-H Phosphatidsdaure (PA)

Tab. 1.2: Strukturen und Trivialnamen einiger Fettsduren

Fettsdure Struktur
Laurinsdure ~ CH3—(CHz2)10-COOH
Myristinsdure CHz—(CHg)1o-COOH
Palmitinsdure CHs—(CHz2)14~COOH
Stearinsaure ~ CHs—(CHaz)16-

1.2 Selbstaggregation und Hydrophober Effekt

In Wasser bilden Phospholipide spontan héhermolekulare Aggregate, deren Form und Sta-
bilitdt zum Einen von der chemischen Struktur und zum Anderen von dufseren Parametern
wie pH-Wert, lonenstérke, Temperatur und Druck abhédngen. Durch Aggregation wird der
Kontakt von Wasser mit hydrophoben Alkylketten minimiert. Dieser Kontakt ist mit einem
stark positiven Beitrag zum chemischen Potential Ap® des gelosten Stoffes verkniipft und
daher energetisch ungiinstig. Als Modellsystem der Wechselwirkung eines hydrophoben
Stoffes mit Wasser soll das System Neopentan in Wasser betrachtet werden, also die
Verteilung des Neopentan zwischen Wasser und seiner eigenen Phase. Im Gleichgewicht
sind die chemischen Potentiale des Neopentan (CsHj2) in beiden Phasen gleich!:

HCsH12 = HH20, (1.1)

Ap® = —RTIn 29 — _RTWK. (1.2)
CCsHi2

Die chemische Potentialdifferenz Ap® ist positiv und nur leicht temperaturabhingig
(Abb. 1.2). Auffillig dagegen ist die starke Temperaturabhingigkeit von Ah® und des
Terms T'As®. Es gibt eine Temperatur T}, bei der die Enthalpie Ah® und eine Temperatur
T, bei der der Term T'As® gleich null ist. Das bedeutet, dass das System bei T}, entropisch
und bei T enthalpisch getrieben ist. Diese aukergewdhnliche Temperaturabhéngigkeit der

chemischen Potentialdifferenz wird als hydrophober Effekt bezeichnet [67, 76].
Als ein Maf fiir Hydrophobizitdt kann die Gleichgewichtskonstante K der Verteilung
des Neopentan herangezogen werden. Sie hat ein Maximum bei der Temperatur, bei der

! Die subindexbehafteten Gréfen in Gl. 1.1 und 1.2 beziehen sich auf Neopentan im vom Index angegebenen
Losungsmittel.
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Abb. 1.2: Thermodynamik des Transfers von Neopentan aus Neopentan in Wasser [50, 76|

die Planck-Funktion Ap® /T maximal wird. Mit Hilfe der Gleichung von Gibbs-Helmholtz
kann gezeigt werden, dass dies genau bei der Temperatur 7}, der Fall ist.? Es ist aus
Abb. 1.2 somit ersichtlich, dass die Hydrophobizitdt von Neopentan bei Raumtemperatur
am grofsten ist.

Der Umstand, dass die Hydrophobizitdt mit steigender Alkylkettenldnge steigt, zeigt,
dass die Unvertraglichkeit von Wasser und Alkylketten die Haupttriebkraft der Selbs-
taggregation von langkettigen Phospholipiden ist. Die Temperaturabhéngigkeit dieser
Unvertraglichkeit lasst einen ausgepragten thermotropen Polymorphismus erwarten.

Die Form der entstehenden Aggregate kann in einfacher Néherung aus der Form
des Monomermolekiils abgeleitet werden. In seiner Theorie der Selbstaggregation von
Kohlenwasserstoff-Amphiphilen fiithrt Israelachvili et al. [41] einen kritischen Packungspa-
rameter Py, ein, der nach der Gleichung

Vv
_AO'ZC

Py (1.3)
berechnet wird. Dabei ist V' das Volumen des hydrophoben Molekiilteils, [, dessen Lénge
und Ag der Flachenbedarf eines Molekiils an einer theoretischen Grenzflache zwischen
hydrophoben und hydrophilen Teil des Aggregates. Fiir einen zylindrischen Korper gilt:
Py, = 1. Ein Wert grofer oder kleiner eins gilt fiir stumpfe Kegel (Abb. 1.3). Zweikettige
Phospholipide besitzen einen Wert von eins oder leicht darunter. Fiir solche Korper
ist es energetisch giinstig, zu lamellaren Doppelschichten zu aggregieren. Ist B, = 1,
so ist die Schicht nicht gekriimmt. Weicht der Wert dagegen stark von eins ab, bilden
sich Mizellformationen. Diese haben die Lipid-Kopfgruppen aufen (P, < 1) oder sind
invertiert fir P, > 1.

Durch mechanischen Einfluss kénnen lamellare Strukturen gekriimmt werden, bis sie

?Die Gibbs-Funktion Ap® wird dagegen bei T, maximal.
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Abb. 1.3: Molekiilform fiir Packungsparameter Py, > 1, P, =1, 1 > P, > 1/3 und Py, = 1/3.
(von links nach rechts)

einen runden Hohlkorper formen. Diese Vesikel oder Liposomen genannten Gebilde schlie-
$en im Inneren Wasser ein. Befinden sich innerhalb eines Vesikels ein oder mehrere
weitere, werden diese als multilamellare Vesikel (MLV) bezeichnet . Die Strukturen liegen
in der Grofenordnung von ~400nm. Einschalige (unilamellare) Vesikel lassen sich in
verschiedenen Grofen herstellen. Gewodhnlich werden diese entsprechend des Durchmessers
klassifiziert und mit folgenden englischsprachigen Namen und Abkiirzungen bezeichnet:
<25nm, Small Unilamellar Vesicles (SUV);

<100nm, Intermediate Unilamellar Vesicles (IUV);

<250nm, Large Unilamellar Vesicles (LUV);

>250nm, Giant Unilamellar Vesicles (GUV).
Die fehlende interlamellare Wechselwirkung fiithrt zu unterschiedlichen Eigenschaften
zwischen multilamellaren und unilamellaren Vesikeln. Weiterhin haben kleine unilamel-
lare Vesikel aufgrund der groffen Kriimmung, die mit einem positiven Beitrag zur freien
Enthalpie des Systems verkniipft ist, andere Eigenschaften als grofere Vesikel.

1.3 Phasenverhalten

Wassrige Phospholipid-Dispersionen zeigen als bindres Mischsystem nicht nur einen ther-
motropen, sondern auch einen ausgepragten lyotropen Polymorphismus. Das bedeutet,
dass sie auch in Abhéngigkeit des Wassergehaltes der Mischung verschiedene Phasen
ausbilden. Es konnen lamellare, hexagonale und kubische Phasen gebildet werden, die mit
den Zeichen L, H und Q abgekiirzt werden. Das Symbol P steht fiir eine lamellare Phase,
bei der die Schichten ein Zick-Zack-Profil aufweisen. Im Rahmen dieser Arbeit werden die
hexagonalen und kubischen Phasen nicht weiter betrachtet. Die Indizes I und II werden
verwendet, um normale bzw. inverse Phasen zu bezeichnen. Griechische Indizes dagegen
zeigen unterschiedliche Ketten-Konformationen an: c¢ steht fiir kristallin, « fir fluid, 3 fiir
geordnet und gelartig. Weiterhin bedeutet §, dass die Ketten helikal verkn&uelt sind und
af, dass fluide und gelartige Regionen koexistieren. Interdigitierte Bischichten werden
durch den Index I kenntlich gemacht.

Bei tiefen Temperaturen und/oder geringem Wassergehalt bilden die meisten Phospho-
lipide lamellare, kristalline Phasen L., die Nah- und Fernordnungen in alle drei Raumrich-
tungen aufweisen. Je nach Lipid kénnen pro Molekiil ein oder mehrere Wassermolekiile
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung lamellarer Lipidphasen unterscheidlicher Ordnungsgrade [10]

kokristallisieren.

Wird eine Lipiddispersion mit hohem Wasseriiberschuss aufgeheizt, so bildet sich
oberhalb der Umwandlungstemperatur Ty die Gelphase Lg.3 In dieser Phase sind die
Alkylketten immer noch in der all-trans-Konformation und quasi-kristallin, jedoch ist die
Ordnung der Kopfgruppen verringert. Ebenso ist die Korrelation zwischen den Schichten
stark herabgesetzt oder nicht mehr existent. Bei Lipiden mit sehr groffen Kopfgruppen,
wie dies z. B. bei den Phosphatidylcholinen gegeben ist, sind die Ketten beziiglich der
Schichtnormalen geneigt. Dadurch werden Packungsprobleme der Ketten ausgeglichen.
Solche Phasen werden laut Nomenklatur mit Lg bezeichnet. Kann das erhéhte Volumen
der Kopfgruppe durch Neigung nicht mehr kompensiert werden, bilden sich Phasen, bei
denen die Ketten zweier gegeniiberliegender Monoschichten interdigitiert sind (Lgr).

Viele Lipide, u.a. Phosphocholine, bilden oberhalb einer Vorumwandlungstemperatur 7},
eine Rippelphase Pg . Diese Gelphase hat die Besonderheit, dass die Bischichten periodische
Modulationen aufweisen (Abb. 1.4). Diese Wellung kénnte damit erklért werden, dass
die Ketten in bestimmten Regionen partiell schmelzen, wodurch es zu unterschiedlicher
Krimmung der Oberfliche und damit zur Ausbildung der Wellenstruktur kommt [36].

Oberhalb der Hauptumwandlungstemperatur 73, bildet sich aus der Gelphase die
fliissigkristalline Phase L,. In dieser Phase sind die Ketten nicht mehr kristallin sondern
aufgeschmolzen. Die Ketten befinden sich daher nicht mehr in der all-trans-Konfiguration,
sondern haben einen hohen Anteil von gauche-Konformeren. Dies hat zur Folge, dass sich
das Volumen pro Molekiil vergrofsert. Der genaue Wert héngt von der Lange der Kette ab
und betrigt ungefihr 3-5 % bezogen auf die Gelphase [59].

Im Jahr 1983 veroffentlichten Grabielle-Madelmont und Perron einen Artikel [28], der ein
erstes quantitatives Phasendiagramm von DPPC vorstellte, welches auf DSC-Messungen
basierte. Wesentliche Linien des Diagramms (Abb. 1.5) sind die eutektischen Phaseniiber-

3Der Begriff der Gelphase unterscheidet sich von dem Begriff des Gels, wie er in der Polymerphysik
verwendet wird und dort eine dreidimensional-vernetzte Struktur bezeichnet. Auf dem Gebiet der
Lipid-Forschung hat sich dieser Begriff erhalten, weil solche Phasen aufgrund der hohen Viskositét
starke Ahnlichkeit mit einem Polymergel haben. Im strengen Sinne handelt es sich jedoch nicht um ein
Gel.
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Abb. 1.5: Temperatur-Konzentrations-Phasendiagramm des DPPC-H,O-Systems [28]

génge bei 32,5°C (Pg = Lg + H20) und 41,7°C (Lo = Py + H20). Sie erstrecken
sich iiber einen weiten Konzentrationsbereich, der von 100 Ma.-% bis ungefahr 25 Ma.-%
Wasser reicht. Im DSC sind sie als scharfe Peaks ersichtlich. Bei geringeren Wasserantei-
len, also héheren Lipidanteilen, gibt es weitere Umwandlungen, so z.B. die peritektische
Reaktion Lg + Lo = Pg. Da in dieser Arbeit hauptsichling mit Lipidsuspensionen in
groflem Wasseriiberschuss gearbeitet worden ist, soll auf diese Umwandlung nicht weiter
eingegangen werden. Es ist jedoch wichtig festzuhalten, dass bei Lipidsuspensionen hoher
Verdiinnung die Umwandlungstemperaturen der Ubergiinge aufgrund des eutektischen
Charakters der Reaktion iiber einen weiten Konzentrationsbereich unabhdngig von der
Verdiinnung sind.

Die Phasenabfolge bei steigender Temperatur L. — Lg — Pg — L, tritt bei allen Lipi-
den auf, deren Molekiile zur Schichtnormalen geneigt sind. Mit steigender Kettenldnge der
Fettsduren erhdhen sich lediglich die Umwandlungstemperaturen. Sind die Molekiile nicht
geneigt, fehlt im Phasendiagramm die Rippelphase. So zeigen Phosphatidylethanolamine
nur den direkten Ubergang Lz — L. Mit der Aufkldrung der Phasendiagramme in den
1980er Jahren wurde auch aufgedeckt, dass viele der soeben genannten nicht-kristallinen
Phasen nur metastabil sind und auf langeren Zeitskalen eine Umwandlung in kristalline
Phasen erfolgt. Dieser Umstand wurde zuerst bei den Ethanolaminen bemerkt, spater aber
auch fiir Phosphatidylcholine und einige weitere Lipide bestétigt |23, 51, 58, 69]. Besonders
bei Lipiden mit kurzen Acylketten (DLPE, DLPC) macht sich diese Rekristallisation
schon auf einer Stunden-Zeitskala bemerkbar.
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1.4 Schwingungsspektroskopische Untersuchungen an
Phospholipiden

FTIR-Spektroskopie wurde eine der Standardmethoden zur Untersuchung von Lipidphasen.
Sie ist eine Technik, die Aussagen iiber das System auf molekularer Ebene zulésst.
Dies liegt darin begriindet, dass die IR-Spektroskopie eine schnelle Methode ist, deren
Zeitskala in der Grofenordnung von 107195 liegt. Dadurch kénnen gleichzeitig Molekiile
in unterschiedlichen Konformationszustéinden beobachtet werden, da die Anderung der
Konformation auf einer langsameren Skala abléuft.

Das IR-Spektrum eines Phospholipids ist sehr komplex. Wichtige beobachtbare Banden
sind in Tab. 1.3 aufgefiihrt. Die Tabelle zeigt, dass Banden existieren, die Riickschliisse
auf den Zustand der hydrophoben Ketten zulassen (v,s(CHa), vs(CHz) u. a.), oder aber
Aufschluss tiber die Verhéltnisse der hydrophilen Kopfgruppe geben (v(C=0), v,5(PO2)
u.a.). Da es sich bei der Probe jedoch um ein bindres System, bestehend aus Lipid und
Wasser handelt, wobei Wasser meist im groken Uberschuss vorhanden ist, kénnen nicht
alle Banden mit einem Experiment beobachtet werden, da die Absorption des Wassers
(Tab. 1.4) zur Totalabsorption der IR-Strahlung in einem weiten Wellenzahlbereich fiihrt.
Als Ausweg kann statt HoO, D2O verwendet werden, um das experimentell zuging-
liche Wellenzahlfenster zu verschieben. Die Alkylketten des Lipids kénnen aber auch
perdeuteriert werden, um dessen Signale in ein Frequenzfenster zu bringen, das nicht der
Totalabsorption unterliegt.

Nach Subtraktion des Spektrums des reinen Losungsmittels (HoO oder D2O) wird
ein Spektrum erhalten, welches nur auf die Absorption des Lipides zuriickgeht. Das
Losungsmittelspektrum muss vorher durch Multiplikation mit einem Faktor um den
Konzentrationsunterschied zur bindren Mischung korrigiert werden. Anderungen in der
Form des Losungsmittelspektrums aufgrund von Lipid-Wasser-Wechselwirkungen miissen
dabei als vernachldssigbar klein angenommen werden koénnen [16, 82].

Das Durchlaufen der Hauptphasenumwandlung von der Gelphase zur fliissigkristallinen
Phase ist mit einem Anstieg der Wellenzahl des Maximums und der Breite der CHo-
Schwingungsbande verkniipft [55]. Aus IR-spektroskopischen Untersuchungen langkettiger
Alkane und Polymethylen-Ketten [56, 57, 73-75] ist bekannt, dass sich die Schwingungsfre-
quenzen der jeweiligen Konformere unterscheiden, wobei die all-trans-Kette die niedrigste
Wellenzahl hat. Diese Erkenntisse wurden von verschiedenen Autoren auf Lipidphasen
angewandt |9, 13, 14, 60, 61, 71]. Die Verschiebung der Banden beim Phaseniibergang lasst
sich demnach darauf zuriickfithren, dass die Ketten aufschmelzen, sich also unterschiedliche
trans-gauche-Isomere bilden, die hohere Schwingungsfrequenzen haben.

Der Effekt des gleichzeitigen Auftretens verschiedener Konformere der Alkylketten
in der Gelphase tritt bei den CHa-Kippschwingungsbanden (1342-1180cm™!) deutlich
hervor, die miteinander koppeln und dadurch Progressionsbanden erzeugen. So sind im
Abstand von ~10 cm ™! mehrere Banden sichtbar, die Ketten mit unterschiedlich langem
alltrans-Anteil zugeordnet werden kénnen. In Spektren, die bei Temperaturen oberhalb
T gemessen worden sind, existieren diese Banden nicht mehr, weil die Ketten in der



1 Phospholipide

Tab. 1.3: Wichtige Gruppenfrequenzen von Phospholipiden [1]. Die angegeben Wellenzahlen
miissen als Richtwerte verstanden werden, da die genaue Lage der jeweiligen Bande vom
chemischen System abhéngt.

Wellenzahl ~Schwingung Symbol
lem ™|

3028 as C-H-Valenzschwingng der CHs-Gruppe

im Cholin-Rest Vas(NT—(CHgs)3)

2956 as C—H-Valenzschwingung der CH3-Gruppe Vas(CHs)

2918 as C-H-Valenzschwingung der CHy-Gruppe Vas(CHa)

2875 s C-H-Valenzschwingung der CH3-Gruppe vs(CHs)

2849 s C-H-Valenzschwingung der CHy-Gruppe vs(CHz)

2212 as C-D-Valenzschwingung der CD3-Gruppe Vas(CD3)

2178 as C-D-Valenzschwingung der CDo-Gruppe Vas(CD2)

2155 s C-D-Valenzschwingung der CD3-Gruppe v5(CDs3)

2094 s C-D-Valenzschwingung der CDo-Gruppe vs(CD2)

1740 C=0-Valenzschwingung der Estergruppe v(C=0)

1470 CHa-Scherschwingung 0(CHa)y

1380 s CHj3-Scherschwingung 0s(CHg)

1342-1180 CHaz-Kippschwingung (mit Progressionsbanden) Yw(CHz2)y

1250-1220 as O—P-O-Valenzschwingung des Phosphat-Diesters v,5(PO2)
1170 as CO-O—-C-Valenzschwingung der Estergruppe Vas(CO-0-C)

1086-1072 s O—P—O-Valenzschwingung des Phosphat-Diesters  v5(POg)

1085 s CO-O-C-Valenzschwingung der Estergruppe vs(CO-0-C)
970 as N-CHjs-Valenzschwingung der Cholingruppe Vas(C-NT-C)
930 s N-CHgs-Valenzschwingung der Cholingruppe vs(C-NT-C)
725 CHs-Rockingschwingung ~(CHg)

640 CDs-Rockingschwingung 7 (CD3)

s: symmetrisch; as: antisymmetrisch

fliissig-kristallinen Phase keinen ldngeren trans-konfigurierten Abschnitt mehr haben.
Jedoch kann in dieser Phase aus den Schultern der CHa-Kippschwingungsbanden auf die
Art und Anzahl bestimmter trans-gauche-Abfolgen geschlossen werden [72, 81].

An Gelphasen wurde beobachtet, dass sich die CHy-Scherschwingung bei 1470 cm
aufspaltet, da die Ubergangsdipolmomente benachbarter Ketten koppeln kénnen. Anhand
der Lage der beiden Bande kann zwischen trikliner, orthorhombischer und hexagonaler
Packung der Alkylketten unterschieden werden |[§].

Die Lage der C=0-Valenzschwingung léasst Riickschliisse auf die Hydratisierung der
Kopfgruppe zu. Die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen schwécht die C=0-
Doppelbindung, so dass sich deren Kraftkonstante und damit die Schwingungswellenzahl
verringert. Die duflere Form der Bande ldsst auf die Existenz mehrerer Komponenten
schliefsen. Als Ursache dafiir wurden unterschiedliche Grade der Hydratisierung ausge-
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1.4 Schwingungsspektroskopische Untersuchungen an Phospholipiden

Tab. 1.4: IR-Banden der Losungsmittel H,O und DO [82]

Wellenzahl Schwingung Symbol
jem |
3840 Kombination von v5(D20) und §(D20) vs(D20)+(D20)
~ 3600 as H-O-H-Valenzschwingung Vas(H20)
~ 3450 s H-O-H-Valenzschwingung vs(H20)
3404 O-H-Valenzschwingung von HOD v(OH)
~ 3250 Oberton der §(H20)-Schwingung 26(H20)
~ 2600 as D-O-D-Valenzschwingung Vas(D20)
~ 2500 s D—O-D-Valenzschwingung vs(D20)
~ 2400 Oberton der 6(D20)-Schwingung 26(D20)
2128 Kombination aus der Librations- und
der 6(H20)-Schwingung v, (H20)+6(H20)
1644 H-O-H-Biegeschwingung d(H20)
1555 Kombination aus der Librations- und
der 6(D20)-Schwingung v, (D20)+(D20)
1462 H-O-D-Biegeschwingung J(HOD)
1209 D-O-D-Biegeschwingung 5(D20)
800-500  Librationsschwingung, eine Schwingung unter
Beteiligung mehrerer Molekiile v1,(H20)

s: symmetrisch; as: antisymmetrisch

macht, wobei die Zugénglichkeit der Estergruppe der sn-1- und sn-2-Kette fiir Wasser
unterschiedlich ausfallt [3, 53].

Ebenfalls sensitiv auf Anderungen der Hydratation reagieren die v(POs)-Banden, jedoch
fallen die Anderungen withrend der Hauptphasenumwandlung gering aus. Bei Phosphati-
dylcholinen zeigen sich die stirksten Anderungen jedoch wihrend der Vorumwandlung,
bei der die Bandenfrequenz um 2-3cm ! steigt [63]. Ungewohnlich niedrige Frequenzen
der Banden werden bei DMPE und DMPG gefunden. Bei diesen Lipiden gibt es eine inter-
molekulare Wechselwirkung zwischen der Phosphat- und der endsténdigen NH;-Gruppe
des DMPE, bzw. OH-Gruppe des DMPG, die sich auf die Bandenlage dhnlich auswirkt
wie eine Hydratisierung [38, 52].
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2 Phaseniibergange

2.1 Die Thermodynamik von Phaseniibergangen

Die fiir die Thematik benétigten thermodynamischen Betrachtungen wurden 1980 in
einem Artikel [33] von Gruenewald et al. durchgefiihrt. Die Autoren fiihren aus, dass sich
die Phasenumwandlung gut durch den Umwandlungsgrad 6 beschreiben lésst, der fiir den
Fall einer einfachen Umwandlung A = B von der Gleichgewichtskonstanten K abhéngt:

K

= —:. 2.1
b 1+ K (2.1)

Der Umwandlungsgrad muss eine Funktion von Druck p und Temperatur 7' sein, da
dies nach den Gleichungen von van’t Hoff auch fiir die Gleichgewichtskonstante K zutrifft:

K(T) = Kr,, - exp [A?'H (;-;ﬂ)] (2.2)
K(p) = Ko xp |~ S (0 ) 23)

Dabei sind AH, . die van’t Hoff-Enthalpie, bzw. AV, . das van’t Hoff-Volumen.
Die Kombination der Gleichungen 2.1 und 2.2 ergibt fiir §(7") die Beziehung
K
= Agm : (2.4)
Ko+ o [0 (1 2]

o(T)

die in Abb. 2.1 schematisch dargestellt ist. Da die Lipidphasenumwandlungen keine Uber-
génge einer reinen 1. Ordnung sind, dndert sich die Funktion 6(7") bei der Umwandlungs-
temperatur Ty, nicht sprunghaft, sondern hat bei Ty, einen endlichen Anstieg. Weil sich das
Molvolumen von Lipidphasen bei der Umwandlung vergrofert, AV5 . also einen positiven
Wert hat, verschiebt sich die 8(T")-Kurve geméf Gl.2.3 bei groferen Driicken zu hoheren
Temperaturen. Fiir Relaxationsexperimente ist die Anderung des Umwandlungsgrades
mit dem sich sprunghaft &ndernden externen Parameter von Interesse. Die Gleichungen
2.5 und 2.6 beschreiben dies.

00\ . (OmK\ . AH.y

() —r (28K) _y 2 .
a0\ O0lnK o AV,
<8p>T_r.< - )T_ r. A (2.6)
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2 Phaseniibergange

Zur Vereinfachung wurde die Ableitung dabei 00/01n K = T' gesetzt, wobei I' Ampli-
tudenfaktor genannt wird. Die Kombination der Gleichungen 2.5 und 2.6 ergeben eine
Beziehung zur Vergleichbarkeit von Drucksprung- und Temperatursprung-Experiment:

(), (2), T
ap T oT P AHV.H.
)
Die Gleichung 2.7 ist niitzlich, um aus der Messung temperaturinduzierter Phaseniiber-
gange Voraussagen iiber druckinduzierte Phaseniibergénge zu machen. Thr letzter Term
entspricht der reziproken Clausius—Clapeyron-Beziehung. Die Amplitude A, welche sich
unter isothermen Bedingungen bei einem Sprung von einem héheren Druck ps zu einem
niedrigeren Druck p; ergeben wiirde, ist in Abb. 2.1 als blaue Kurve eingezeichnet. Sie
hat ein Maximum bei einer Temperatur, die zentriert zwischen T%' und T%? liegt. Der
blaue Pfeil reprasentiert den Sonderfall, bei dem der Endpunkt der Relaxation genau bei
T liegt. Bei dieser Temperatur erreicht die Relaxationszeit 7 ein Maximum. Auf diese
kinetischen Aspekte soll im Detail in Kap. 2.2.3 eingegangen werden.
Da sich bei einem Drucksprung-Experiment der Druck schneller dndert als die Warme

vom System abgefiihrt oder aufgenommen werden kann, muss Gl. 2.7 noch um einen
adiabatischen Term ergénzt werden:

©
T
op) g oT » AHea  pep
Dabei stellt oy, in Gl. 2.8 den thermischen Ausdehnungskoeffizienten, p die Dichte und ¢, die
spezifische Warmekapazitéat dar. Im Experiment wiirde sich die Temperaturdanderung durch
eine zusétzliche Anderung der Amplitude bemerkbar machen. Der blaue Pfeil in Abb. 2.1
wiirde damit nicht mehr senkrecht stehen, sondern leicht schrag bei einer geringeren
Temperatur enden. Bei einer Abschitzung mit konkreten Werten fanden Gruenewald et al.

heraus, dass sich die Amplitude dadurch nur um 10 % &ndert [33].
Unter der Annahme, dass bei einem einfachen System mit zwei Zustdnden gilt

00

= MK 6(1—0), (2.9)
wobei I'y, = 0,25 bei 0(Ty,) = 0,5 ist, kann man anhand Gl. 2.5 erkennen, dass der Anstieg
der 0(T')-Funktion bei T}, unmittelbar mit AH, g verkniipft ist. Das Verhéltnis der van’t
Hoff-Groken AH, y. und AV, y zu den molaren Grofen AH., und AV®, die durch
kalorimetrische bzw. densimetrische Messungen zugénglich sind, wird als kooperative
Einheit N bezeichnet. Es gilt:

AH,u,  AVinm

N =4T,, = _
AHg  AV®

(2.10)

Die kooperative Einheit gilt als Maf der Kooperativitit des Phaseniiberganges [34, 79].
Fiir einen Ubergang 1. Ordnung ist N = oo, fiir eine total unkooperative Umwandlung
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2.2 Die Kinetik von Phaseniibergidngen

P1 P2
Tm 7-‘Ill T

Abb. 2.1: Abhéngigkeit des Umwandlungsgrades 6 von der Temperatur 7" bei zwei verschiedenen
Driicken p; < ps (schwarze und rote Kurve). Die blaue Kurve entspricht dem A6 einer isothermen
Phasenumwandlung, die durch Anderung des Druckes von p, auf p; induziert wurde. Der blaue
Pfeil reprasentiert die Amplitude der Temperatur TP, bei der die Relaxationskonstante 7

m

(griine Kurve, rechte Ordinate) ein Maximum hat (Kap. 2.2).

gilt N = 1. Sie kann aus kalorimetrischen Messungen berechnet werden. Zur Bestimmung
von AH, g nach GI. 2.5 muss die DSC-Kurve integriert, normiert und der Anstieg der
Kurve bei § = 1/2 bestimmt werden. Dabei muss sichergestellt sein, dass die Kurve nicht
durch apparative Einfliisse verbreitert ist [21, 79].

2.2 Die Kinetik von Phaseniibergangen

2.2.1 Die Theorie der Relaxationskinetik

Die Theorie der Relaxationskinetik soll am Beispiel der einfachen isomeren Umwandlung
A = B erlautert werden. Es wird davon ausgegangen, dass sich das System im Gleich-
gewicht befindet und zum Zeitpunkt tg = 0 durch sprunghafte Anderung eines externen
Parameters (Druck, Temperatur, elektrisches Feld) gestort wird. Die Storung soll als
unendlich schnell angenommen werden (Rechteckfunktion). Die Ausgangskonzentrationen
[A]p und [B]p zum Zeitpunkt ¢y entsprechen dabei den Gleichgewichtskonzentrationen des
alten Zustandes. Im weiteren Verlauf relaxiert das System, bis die neuen Gleichgewichts-

konzentrationen [A] und [B] erreicht sind. Die Abweichung = vom Gleichgewichtszustand
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2 Phaseniibergange

~ unter der Annahme, dass [A]g > [A] und [B]o < [B] sei — ist somit gegeben durch
v =[4] - W [B] - [B]. (2.11)
Das differentielle Zeitgesetz des genannten Mechanismus lautet

_ d([{;” _ d(f] — k[A] - k_1[B], (2.12)

wobei k1 und k_1 die Geschwindigkeitskonstanten der Hin- und Riickreaktion des genannten
Mechanismus bezeichnen. Wird in Gl.2.12 fiir die Konzentrationen [A] und [B] die Grofke
x entsprechend der Gl. 2.11 eingefiihrt, ergibt sich:

D) o4 D)~ b (B - )
i{f (kl + k_ )x—i-k‘lﬁ— kfl[i]
=1/7 =0
dr 1
- = (2.13)

Die zeitliche Anderung der Abweichung verhélt sich demzufolge proportional zur Auslen-
kung selber. Die Integration der Gl.2.13 ergibt

x(t) = x(to) exp(—t/T). (2.14)

Fiir den Fall einer mehrstufigen Relaxation ergibt sich fiir die Gl. 2.13 ein Satz gekoppelter
Differentialgleichungen, deren Losung eine Summe von Exponentialtermen ist (Gl. 2.15).

= Zmi(to) exp(—t/7;) (2.15)

In der Praxis konnen die Konstanten 7; bestimmt werden, wenn sie sich bei gleicher
Amplitude x; mindestens um den Faktor vier unterscheiden.

Diese soeben beschriebene Herleitung gilt in der Theorie unter der Annahme einer un-
endlich schnellen Anderung des externen Parameters. In der Praxis gilt sie ndherungsweise,
wenn die Dauer der Sprungfunktion gegeniiber der Relaxationszeit 7 des zu beobachtenden
Prozesses vernachlassigbar ist. Umgekehrt gilt: Ist 7 sehr viel kleiner als die Sprungdauer,
existiert kein Ungleichgewichtszustand und die Methode kann nicht auf das System ange-
wendet werden. Fiir Félle, die zwischen diesen beiden Extrema liegen, muss die Antwort
des Systems auf die Sprungfunktion mit eingerechnet werden. Die gemessene Antwort
(L * R)(t) ist dann die Faltung® der Relaxationsantwort L(¢) mit der Sprungfunktion R(t)
nach dem Faltungstheorem (Gl.2.16).

t
(L*R)( /L R(t—z)dz (2.16)
0

'Der Faltungsoperator wird durch das Symbol ,,%* représentiert.
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2.2 Die Kinetik von Phaseniibergidngen

2.2.2 Kinetische Untersuchungen an Lipidphasen

Die ersten Untersuchungen zur Kinetik der Phasenumwandlungen von Phosphatidylcholi-
nen stammen aus dem Jahr 1971 und wurden von Trauble [79] mit der Temperatursprung-
Methode, realisiert durch joulesches Heizen, durchgefiihrt. Die Relaxation wurde durch
das Fluoreszenzsignal des beigemischten t-Anilino-8-naphthalinsulfonats (ANS) verfolgt.
Der Autor beschreibt das Auftreten eines Relaxationsprozesses, welcher bei der Tem-
peratur der Umwandlungsmitte 7y, am langsamsten verlauft. Die Zeitkonstanten 7 bei
dieser Temperatur liegen bei 12ms fiir DMPC und 1,2s fiir DPPC. Dagegen konnte
Gruenewald bis zu drei Relaxationsprozesse unterscheiden [32]. Er fand, unter Benutzung
mehrerer, verschiedener Fluoreszenz-Sonden, jedoch das gleiche Temperaturverhalten von
7 mit einem Maximum bei Ty,. Tsong und Kanehisa [80] verwendeten die Messung der
optischen Triibung als Detektionsmethode. Dadurch ist die Fluoreszenz-Sonde unnétig,
deren Einfluss auf das zu untersuchende System unbekannt ist. Die Autoren berichteten
von zwei auflosbaren kinetischen Prozessen in der Grofenordnung von Millisekunden und
Sekunden.

Eine Verbesserung der Zeitauflosung der Temperatursprung-Methode wurde durch die
Verwendung eines lod-Lasers erreicht. Die Losung erwéarmt sich durch Photonenabsorption
des Wassers. Aufgrund der kurzen Lebensdauer der so angeregten Zustédnde wird die
Zeitauflosung lediglich durch die Dauer des Laserpulses bestimmt, die bei den Experimenten
von Genz und Holzwarth [26] im Intervall von 100 ps bis 2 ps einstellbar war. Weiterhin
treten, im Gegensatz zur Methode des jouleschen Heizens, keine starken elektrischen Felder
auf, welche die Vesikel bersten lassen und damit zusétzliche, unerwiinschte Kinetiken
auslosen. Als Detektionsmethode wurde Triibungs- aber auch Floureszensmessung speziell
markierter Lipidmolekiile gewahlt.

Die Messungen an DMPC |26, 31| und DPPC [27] zeigten bis zu fiinf auflosbare Relaxa-
tionsprozesse mit Zeitkonstanten im Bereich von Nano- bis Millisekunden. Alle Prozesse
zeigten das schon von anderen Autoren gefundene Temperaturverhalten der Relaxations-
konstanten mit einem Maximum bei T;,. Die Prozesse unterschieden sich jedoch hinsichtlich
ihrer Kooperativitét, die bei den schnelleren Prozessen nur sehr schwach ausgepragt ist. Die
Autoren fiihrten die schnellen, nicht-kooperativen Prozesse auf Umordnungen der zuvor
all-trans geordneten Acylkette (,Kinkenbildung®) und eine Membranexpansion zuriick
(Abb.2.2). Die Zeitkonstanten dieser Vorgénge lagen im Nano- bzw. Mikrosekundenbe-
reich. Die sich anschliefenden konzertierten Ablaufe beinhalteten die Bildung weiterer
gauche-Konformere sowie den Abbau der Cluster der alten Phase.

Mit der Drucksprung-Methode sind, wenn die Berstmembran-Technik verwendet wird
(Kap. 3.3), nur Prozesse bis in den Mikrosekunden-Bereich zugénglich. Sie ist jedoch, neben
der Laser-Temperatursprungmethode, eine weitere Alternative, um die dielektrischen
Nebeneffekte des jouleschen Heizens zu umgehen. Die Apparatur von Gruenewald et al.
[33] hatte eine Totzeit von 100 ps, so dass die von Genz und Holzwarth beobachteten
schnellen nicht-kooperativen Prozesse nicht beobachtbar waren. Die Autoren berichteten
von zwei auflosbaren Relaxationsvorgdngen an DMPC und DPPC, die durch Messung der
Triibung detektiert wurden. Schnellere Prozesse existierten, jedoch waren aufgrund der
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2 Phaseniibergange
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Lipid-Phasenumwandlung nach
Eck und Holzwarth [17]

Totzeit der Apparatur nur deren Amplituden bestimmbar.

Ebenso wurden mit der gleichen Apparatur Phosphatidsiure-Vesikel untersucht [18].
Elamrani und Blume berichteten von (im Vergleich zu den Phosphatidylcholinen) um den
Faktor 2-6 verlangsamten Kinetiken, so dass ein dritter Prozess zeitlich aufgelést werden
konnte. Alle Teilrelaxationen sind kooperativ, d. h. sie zeigen die typische Temperaturab-
hangigkeit der Zeitkonstante 7 mit einem Maximum bei T},.

Beziiglich der Phosphatidsduren ist bekannt, dass die Phasenumwandlungstempera-
tur T, stark pH-abhéngig ist und sich iiber einen weiten pH-Bereich mit zunehmender
Protonierung der Kopfgruppe erhoht [2]. Dieser Umstand wurde von Elamrani und Blu-
me ausgenutzt, um den Phaseniibergang auch durch einen pH-Sprung zu induzieren
und zeitaufgelost zu verfolgen [19]. Dazu wurden in einer Stopped-Flow-Apparatur zu
der Vesikellosung H"- oder OH -Ionen zugemischt und die Triibung iiber die Zeit be-
obachtet. Im Gegensatz zum Drucksprung-Experiment mit konstantem pH-Wert wird
das zu untersuchende System komplexer, da sich in der Lésung zwei unterschiedlich
geladene Lipid-Spezies befinden (DMPA~ und DMPA?"). Zwar ist die Protonierungs-
bzw. Deprotonierungsreaktion diffusionskontrolliert, d. h. sehr schnell, jedoch muss die
Kinetik der Permeation der Ionen in das Innere der Vesikel beriicksichtigt werden. Weiter-
hin unterscheiden sich die Zeitkonstanten der Gel-Fluid-Umwandlung fiir DMPA ™ und
DMPA?~. Auch mit der pH-Sprung-Methode fanden Elamrani und Blume drei auflésbare
kooperative Relaxationsvorginge, allerdings konnen diese wegen der Unterschiedlichkeit
der Methoden nicht mit denen des Drucksprung-Experimentes verglichen werden. Aus
der Summe ihrer Ergebnisse schlussfolgerten die Autoren, dass die Keimbildung der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Umwandlung sei.

In einer umfangreichen Arbeit stellten Erbes et al. [22] Ergebnisse von Drucksprung-
Untersuchungen, detektiert mit Synchrotron-Strahlung, an Phosphatidylcholinen und
Phosphatidylethanolaminen sowie Mischungen unterschiedlicher Lipide vor. Die Auto-
ren untersuchten sowohl lamellar-lamellar-Uberginge als auch Umwandlungen lamellar—
hexagonaler Art. Ihre Untersuchungen, deren Zeitauflésung auf einer Skala von 107 3s
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2.2 Die Kinetik von Phaseniibergidngen

bis 1s angesiedelt war, stellen das Verhalten des Wassers im lyotropen System in den
Vordergrund. Zwar giabe es eine Mehrprozesskinetik im ms-Bereich, die Keimbildungs-
und Keimwachstumsschritten zuzuordnen sei, jedoch sei der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Wasserfluss [22, S. 160]:

»In most cases the rate of the transition is limited by the transport and
redistribution of water into and in the new lipid phase, rather than being
controlled by the time required for a rearrangement of the lipid molecules.”

Diese Schlussfolgerung beruht auf der Messung der Gitterkonstanten «, die sich auf
einer zweistelligen Sekundenskala &ndert. Die Erkenntnis dieser Arbeit von Erbes et al.
unterscheidet sich daher methodenbedingt von denen aller anderen bisher aufgefiihrten
Artikel.

Die Rontgenstreumethode wurde auch bei Messungen von Seddon et al. [70] ein-
gesetzt, um lamellar-hexagonal-Ubergéinge von Lipidphasen, z.T. auch in Mischung
mit Fettsduren, zu untersuchen. Der Autor unterstiitzt den Aufbau einer Drucksprung-
Relaxationsapparatur mit Mikrosekundenaufloésung am Diamond-Synchrothron in Grofs-
britannien [40]|. Dies zeigt, dass das Interesse an dieser Methode weiterhin sehr hoch
ist.

Langsame Relaxationsvorginge mit Zeitkonstanten im Sekundenbereich wurden auch
von Grabitz et al. beobachtet [29]. Die Autoren kombinierten die Drucksprung-Technik
mit der Mikrokalorimetrie als Detektionsmethode. Der apparative Aufbau wurde derart
gestaltet, dass sich die Probe und die Referenz in Edelstahlkapillaren befanden, welche
dann in die entsprechenden Kammern eines Fliissigkeitskalorimeters eingefiihrt wurden.
Dadurch konnten Druckspriinge von 40 bar (und mehr) realisiert werden, die im Falle des
direkten Komprimierens der Zellen das Kalorimeter zerstort hétten.

Das gemessene Signal kann mathematisch als die Faltung des Wéarmesignals der Pha-
senumwandlung mit der Warmeleitfunktion des Kalorimeters verstanden werden. Zur
Bestimmung der Relaxationskonstanten 7 wurde das kinetische Modell (die Autoren
verwendeten lediglich eine monoexponentielle Funktion) mit der Antwortfunktion des
Kalorimeters analytisch gefaltet und dann in einer nichtlinearen Regressionsanalyse ver-
wendet.

Die Zeitkonstanten 7 zeigen kooperatives Verhalten mit einem Maximum bei T},. Fiir
multilamellare Vesikel von DMPC und DPPC haben die langsamsten Umwandlungen
eine Zeitkonstante 7 von ~30s. Fiir grofe unilamellare Vesikel von DPPC sinkt diese auf
ein Zehntel des Wertes. Die Autoren vermuteten Kriimmungseffekte der Membran als
Ursache fiir diesen grofien Unterschied. Bemerkenswert an dieser Arbeit ist nicht nur die
Tatsache, dass wiederum sehr langsame Prozesse mit Zeitkonstanten der Gréfsenordnung
10' s gefunden wurden, sondern auch der Umstand, dass dieser langsame Prozess die volle
bzw. einen Grofteil der Gesamtamplitude beanspruchte. Dies steht im starken Widerspruch
zu den frithen Arbeiten aus den 1970er und 1980er Jahren, bei denen die langsameren
Prozesse einen immer geringeren Anteil an der Gesamtamplitude der Umwandlung hatten
[18, 19, 26, 27, 32, 33|.
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2 Phaseniibergange

Boehm et al. fithrten ebenfalls Drucksprungkalorimetrie-Experimente durch [5], jedoch
mit viel kleineren Druckunterschieden (3 bar), da die Probe direkt in der Zelle komprimiert
wurde. Die Autoren fanden ebenfalls einen Relaxationsprozess, dessen Zeitkonstante 7
(wie auch bei Grabitz et al. [29]) bei DMPC, DPPC und DSPC einen Wert von ~30s
hat. Die Autoren mutmafsten aufgrund der Tatsache, dass die Zeitkonstante unabhéngig
von der chemischen Struktur ist, dass es sich bei diesem Prozess um Wasserumlagerungen
handeln kdnnte.

2.2.3 Theoretische Beschreibungsansatze

Als klassischer Ansatz zur Berechnung der Kinetik von Lipidphasen-Umwandlungen gilt
das Cluster-Modell von Kanehisa und Tsong [46]. Der Begriff des ,Clusters® wurde jedoch
schon lange vorher in der Physik kondensierter Materie verwendet [25|. Fisher fiihrte das
Ising-Modell in die Cluster-Theorie ein [24] und lieferte damit die Grundlage, die Kanehisa
und Tsong auf Lipidphasen anwandten.

Die Lipidmembran wird in der Modellvorstellung auf ein zweidimensionales Spin-Gitter
reduziert. Die Spins kénnen zwei Zustdnde annehmen und reprisentieren damit die fluide
Phase F' und die Gelphase S. Beide Zusténde unterscheiden sich in der Enthalpie € und
der Entropie «. Ein Cluster ist somit als eine Mikrodoméne nichtdominierender Spins
gleichen Zustandes definiert. Bei Temperaturen unterhalb T}, sind also die F-Spins in der
Unterzahl und kénnen einen Cluster bilden, der aus einer Spinanzahl [ besteht. Der Umfang
s gibt an, wie viele Spins den Cluster zur Umgebung abgrenzen. Es wird angenommen,
dass das Wachstum oder das Schrumpfen eines Clusters nur durch Spinumkehr an dieser
Grenze stattfinden kann. Trotzdem koénnen die Cluster aus entropischen Griinden im
Inneren ,Defekte”, d.h. entgegengesetzt ausgerichtete Spins, beinhalten. Die Cluster-
Verteilungsfunktion n;(l) gibt an, wieviele Cluster der jeweiligen Grofse | vorhanden
sind.

Die Dynamik des Systems kann durch die gemittelte Cluster-Konzentration m;(t) =
(n{*(t)),, beschrieben werden, deren zeitliche Ableitung nach weiterer Bearbeitung die

Form I (4
TZ}E) = fioam—(t) — (fy + b)) (t) + bisamuga (t) (2.17)

hat, was dem Zeitgesetz des kinetischen Schemas
o=0-1)=l=(0+1)=... (2.18)

entspricht, wobei f; die Geschwindigkeitskonstante eines Wachstums— und b; die Geschwin-
digkeitskonstante eines Abbauschrittes darstellt. Die Losung der Differentialgleichung
(2.17) lautet:

lmax

() =m(00) + Y _ o exp(—Ajt). (2.19)

Jj=1

Die Eigenwerte \; entsprechen dem Reziproken der Relaxationskonstanten 7;:

Tj = 1/)‘j (220)
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2.2 Die Kinetik von Phaseniibergidngen

ot T ™ T
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Abb. 2.3: Temperaturabhéngigkeit der Relaxationskonstanten 7; nach Gl.2.19 fiir /. = 30 und
Ty, = 25°C [46]. Die Zahlen stehen fiir die entsprechende Nummer des Eigenwertes. (siche Text)

Die Relaxationskonstanten zeigen eine starke Temperaturabhéngigkeit mit einem Maximum
bei Ty, der Temperatur des Mittelpunktes der Umwandlung (Abb. 2.3). Der langsamste
Prozess ist die Nukleation, also die Bildung eines Keimes der neu entstehenden Phase.
Die Keimwachstumsschritte sind dagegen sehr viel schneller. Das Modell liefert also ein
Spektrum von Relaxationszeiten mit einer Abstufung der Zeitkonstanten um 0,5 bis einer
Grofenordnung.

Wihrend das Cluster-Modell von Kanehisa und Tsong einen kinetischen Ansatz verfolgt,
stellen Grabitz et al. [29] ein Modell vor, welches von thermodynamischen Grundsétzen
ausgeht. Sie wihlen das Fluktuations-Dissipations-Theorem, welches die Warmekapazitét
¢p mit den Fluktuationen der Enthalpie H des Systems verkniipft:

_ oI (2.01)

Die Autoren nehmen eine Gauss-Verteilung der Enthalpien um den Gleichgewichtswert
an, eine Naherung, die fiir hinreichend grofse Systeme mit groffem Abstand vom kriti-
schen Punkt gerechtfertigt ist. Der Zahler in Gl. 2.21 entspricht dabei dem Quadrat der
Verteilungsbreite o:

2

o’=H?-H . (2.22)

Die Fluktuationen wurden durch Monte-Carlo-Simulation an einem zweidimensionalen
Ising-Gitter berechnet [42]. Der Fluss J der Enthalpie zuriick zum Gleichgewicht ist durch
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2 Phaseniibergange

die phanomenologische Gleichung

J=L-X

M:L.X(H_ﬁ):_L.H_H
dt To?

(2.23)

gegeben, wobei X die das System riicktreibende Kraft ist und L ein phdnomenologischer
Koeffizient, der X mit dem Fluss J linear verkniipft. Damit ist das Zeitverhalten der
Relaxation durch das Exponentialgesetz 1. Ordnung

(H—H)(t)=(H — H)(0) - exp(— TLJ2 1) (2.24)
—~—

=1/7

gegeben. Unter Beriicksichtigung von GI.2.22 und GI. 2.21 gilt damit fiir die Relaxations-
konstante 7:

_ RT?

UL

Die Zeitkonstante 7 ist demzufolge proportional zu ¢,. Die Temperaturabhangigkeit von
7 wird folglich durch die Funktion ¢,(7") dominiert, die ein Maximum bei T3, hat. In
diesem Punkt stimmen die Modelle von Grabitz et al. sowie Kanehisa und Tsong iiberein.
Sie unterscheiden sich jedoch dahin gehend, dass das Modell von Grabitz et al. nur
einen einzigen Relaxationsprozess liefert, obwohl zum gegenwértigen Stand der Forschung
experimentell mehrere Prozesse bestétigt worden sind. (Kap.2.2.2)

¢p. (2.25)
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3 Instrumentelle Methoden

3.1 ZeitaufgelGste Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie

Da sich die FTIR-Spektroskopie als methodische Variante der IR-Spektroskopie seit den
1970er Jahren als Standardmethode etabliert hat, soll in diesem Abschnitt lediglich auf die
Besonderheit der zeitaufgelosten FTIR-Spektroskopie eingegangen werden. Im Zentrum
der FTIR-Spektroskopie steht das Interferogramm, eine am Detektor gemessene Intensitat
eines IR-Strahls, die aufgrund des Durchgangs des Strahles durch ein Interferometer in
Abhéngigkeit der Interferometer-Spiegelposition systematische Ausléschung oder Verstér-
kung aufweist. Mit Hilfe der Fouriertransformation erh&lt man ein Spektrum und damit
die Information iiber die Absorption bestimmter Frequenzen des Lichtes durch die Probe.
Spektrum und Interferogramm enthalten dabei die gleichen Informationen.

Um zeitaufgeldste Interferogramme messen zu konnen, existieren zwei Moglichkeiten:
die Step-Scan- und die Rapid-Scan-Methode. Bei der Rapid-Scan-Technik werden fort-
laufend Interferogramme gemessen, im Gegensatz zur Step-Scan-Methode, bei der fiir
jede Spiegelposition nacheinander die Intensitét als Funktion der Zeit aufgezeichnet wird
(Abb. 3.1). Wihrend die Zeitauflosung des Systems bei der letzteren Moglichkeit nur vom
Zeitverhalten der Elektronik und des Detektors bestimmt wird und damit sehr schnell sein
kann (< 10765s), hingt sie im Rapid-Scan-Modus von der Dauer der Messung eines ganzen
Interferogrammes ab. Die Zeitauflosung verbessert sich demnach, wenn das Interferogramm
mit hoher Spiegelgeschwindigkeit gemessen wird und aus einer geringen Punktzahl besteht.

Nach dem Nyquist-Shannon-Abtasttheorem (Gl. 3.1) muss die Abtastfrequenz Dypast
mindestens doppelt so groft wie die obere Bandfrequenz oy, sein. Die Punktdichte des
Interferogramms erhoht sich dementsprechend mit einer steigenden oberen Grenzfrequenz
Umax- Die maximale Auslenkung des Interferometerspiegels dpa.x bestimmt dabei die
spektrale Auflosung des Spektrums (Gl. 3.2).

ﬁabtast > 2i)max (31)
AD = (2dmax) "

Nirg = VaXZSt = 2211;)( (3.3)
Die Anzahl der zu messenden Interferogrammpunkte Nipg kann demnach verringert
werden, wenn die spektrale Auflosung A auf ein vertretbares Maft reduziert und die
obere Grenze des Spektrums herabgesetzt wird (Gl. 3.3). Durch den Einsatz optischer
oder elektronischer Filter muss gewéhrleistet sein, dass die Intensitdten der Wellenzahlen
oberhalb der Grenzfrequenz .y null sind, weil diese sonst in das Spektrum riickgefaltet

werden wiirden.
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t - \ )

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Prinzips der Messung zeitaufgeloster Interferogramme.

Step-Scan-Modus: Messung der zeitlichen Anderung der Intensitéit I(t) bei konstanter Spiegel-
auslenkung d (griine Pfeile). Rapid-Scan-Modus: Fortlaufende Messung von Interferogrammen
I(d) im Spiegelvorhub und Riicklauf (blaue Pfeile).

Hohe Spiegelgeschwindigkeiten vg von bis zu 10 cm/s verbessern ebenfalls die Zeitauflo-
sung. Da zum Triggern der Messung eines Interferometerpunktes das Modulationssignal
eines He-Ne-Lasers (633nm = 15798 cm 1) verwendet wird, kann das Interferogramm
nach Gl. 3.4 mit einer maximalen Datenrate von 320 kHz abgetastet werden.

Vabtast = 2 Us VHe-Ne (34)

Aufgrund dieser hohen Werte fiir v5 kdnnen die weitverbreiteten pyroelektrischen DTGS-
Detektoren nicht mehr verwendet werden, da deren Empfindlichkeit proportional zu 1/v
abféllt. Sie miissen durch Halbleiterdetektoren ersetzt werden, deren Sensitivitit bis in
den MHz-Bereich ansteigt. Verbreitet sind HgCdTe-Detektoren, die allerdings im Betrieb
mit fliissigem Stickstoff gekiihlt werden miissen [30, 35].

Die Zeitauflosung im Rapid-Scan-Modus kann um den Faktor 4 verbessert werden, indem
das Interferogramm in Spiegelvorhub- und Riicklaufteil gespalten und diese wiederum in
die rechte und linke Hélfte getrennt werden (Abb. 3.2). Die Teile werden dann voneinander
unabhéngig weiterverarbeitet. Bei der Trennung in die rechte und linke Hélfte ist zu
beachten, dass aufgrund der Phasenkorrektur eine geringe Anzahl von Punkten der jeweils
anderen Seite benotigt wird. In der Konsequenz sind die Interferogramme damit nicht
mehr strikt voneinander unabhéngig. Als Kompromiss muss die Anzahl der Punkte fiir
die Korrektur begrenzt werden, was wiederum der Phasenkorrektur entgegensteht.
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3.2 Zeitaufgeloste Dynamische Differenzkalorimetrie

links ! rechts rechts ! links d
Vorwérts-Scan Riickwarts-Scan

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Spaltung des Interferogrammes zur Verbesserung der
Zeitauflosung (s. Text)

Um das Signal-Rausch-Verhéltnis einer Messung zu verbessern, sind in der Regel viele
Akkumulationen notwendig. Wahrend im Rapid-Scan-Modus das Relaxationsexperiment
einfach n-mal unter gleichen Bedingungen wiederholt wird, sind bei der Step-Scan-Methode
dagegen n - Nipg Relaxationsexperimente notwendig, weil die Akkumulation fiir jeden
Interferogramm-Punkt durchgefiihrt werden muss. Es muss daher streng gewéahrleistet
sein, dass sich die Probe wahrend des Step-Scan-Experimentes nicht verdndert.

3.2 Zeitaufgeloste Dynamische Differenzkalorimetrie

Geriite zur Dynamischen Differenzkalorimetrie! arbeiten nach dem Wirmefluss- oder
Leistungskompensationsprinzip [37]. Der Aufbau eines Gerétes der zuletzt genannten
Klasse ist in Abb. 3.3 dargestellt. Es besteht aus je einer Proben- und Referenzkammer,
die sich unabhéngig von einander temperieren lassen. Die Kammern sind durch einen
Schild von der Umgebung abgetrennt, dessen Temperatur ebenfalls kontrolliert werden
kann. Die Referenzkammer wird wihrend einer Messung mit einer konstanten Rate beheizt.
Die Temperaturdifferenz AT; wird verwendet, um die Probenkammer so zu beheizen,
dass ATy immer gleich null ist (Leistungskompensation). Der Schild wird nach dem
gleichen Verfahren temperiert, damit AT = 0 ist. Dadurch werden im Kalorimeter
quasi-adiabatische Bedingungen eingehalten. Die gegeniiber der Referenzzelle zusétzlich
benotigte elektrische Leistung P wird aufgezeichnet. Bei Kenntnis der Heizrate dT'/dt
kann die Warmekapazitat ¢, bestimmt werden, die beide Grofien in Beziehung setzt:

dT

P — CPE'

(3.5)

'engl.: Differential Scanning Calorimetry (DSC)
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Abb. 3.3: Schematische und vereinfachte Darstellung des Aufbaus eines dynamischen Leistungsdif-
ferenzkalorimeters, bestehend aus zwei separat beheizbaren Kammern und einem beheizbaren
Schild. Diverse Temperatursensoren steuern die Temperierung.

Fiir kinetische Untersuchungen wird die Leistung P als Funktion der Zeit registriert.
Das Kalorimeter muss dazu im isothermen Modus betrieben werden, wozu die Heizrate
theoretisch den Wert null annehmen muss. In der Praxis wird die Heizrate auf den
kleinstmoglichen Wert gesetzt, da sonst die Regelkreise des Gerétes versagen wiirden. Die
Steuerung der Temperatur des Schildes kann im isothermen Modus aufgrund der Differenz
AT, oder aber anhand der absoluten Temperatur T,y,s (wahrer isothermer Modus) erfolgen.
Letztere Variante bedingt jedoch ein erhohtes Rauschen der Messgrofe [65].

Eine Kombination der Drucksprung-Technik mit der Kalorimetrie stellte die Firma
MicroCal (Northampton, USA) 2002 als ,Pressure Perturbation Calorimetry* (PPC) vor
[54]. Diese Methode wurde entwickelt, um thermische Ausdehnungskoeffizienten bestimmen
zu kénnen. Dazu muss die nach einem Drucksprung von maximal 4 bar gemessene P(t)-
Kurve integriert werden. Es lassen sich damit auch Kinetiken auswerten, ein Nebeneffekt,
der in dieser Arbeit untersucht wurde. Einen dhnlichen Ansatz verfolgten Rosgen und
Hinz [68] sowie Boehm et al. |[5] mit einer Apparatur, bei der die Druckstérung aber auch
Ségezahn-Charakter haben kann, weshalb die Autoren die Methode ,Pressure-Modulated
Differential Scanning Calorimetry* (PM-DSC) nannten. Im Gegensatz zu Rosgen und
Hinz liefen Grabitz et al. den Druck nicht direkt auf die Probenkammern des Kalorimeters
wirken, sondern fiihrten druckresistente Edelstahlkapillaren in die Kammern ein. Damit
lassen sich Spriinge mit Differenzen grofer 4 bar realisieren, ohne das Kalorimeter zu
zerstoren [29].

Die Zeitauflosung der isothermen Kalorimetrie liegt aufgrund langsamer Wéarmeiiber-
gangsprozesse im Kalorimeter im Sekundenbereich. Das gemessene Leistungssignal Pexperim (t)
lésst sich als Faltung des Signals der Lipidkinetik Ppipiq(t) mit der Warmeleitfunktion des
Instruments Ry, (f) verstehen:

t
Pexperim(t) = / PLipid(Z)RInstr (t - Z)dZ. (36)
z=0

Die Instrumentenfunktion der Warmeleitung wird bei den o.g. Arbeiten |5, 29| als
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Gleichung mit zwei exponentiellen Termen geméfs des konsekutiven Mechanismus

Wasser 5 Wand “2» Detektor (3.7)

mit den Geschwindigkeitskonstanten ki und ko angenommen:

kika
ko — k1

Rinstz () = < > lexp(—kit) — exp(—kat)] . (3.8)

Die Zeitkonstante 19 = 1/ko hat bei den genannten Quellen einen Wert von 5-10's, 71 liegt
eine Grofenordnung darunter. Sind die Relaxationszeitkonstanten der Lipidumwandlung
sehr viel grofer als die der Kalorimeterfunktion, kénnen sie mit einer Regressionsanalyse
direkt anhand der Messdaten bestimmt werden. Haben sie jedoch die gleiche Gréfsenord-
nung, muss entweder das gemessene Signal mit der Kalorimeterfunktion (Gl.3.8) zuvor
numerisch entfaltet werden oder das Regressionsmodell muss analytisch mit Gl. 3.8 gefal-
tet werden. Die Entfaltung kann fehlschlagen, wenn das gemessene Signal zu stark von
Rauschen beeinflusst wird.

3.3 Drucksprung-Techniken

In der Literatur sind drei Mdéglichkeiten zum Durchfiithren von Drucksprung-Experimenten
beschrieben. Die einfachste Variante beinhaltet die Benutzung zweier Ventile und einer
Druckquelle. Viele Ventile haben den Vorteil, dass sie von einem Computer gesteuert
werden konnen. Die Automatisierung ist Voraussetzung fiir Detektionsmethoden, die eine
héhere Zahl von Akkumulationen benétigen. Die Totzeit der Apparatur hingt sowohl von
der Offnungszeit der Ventile als auch von der Geometrie der Apparatur (Querschnitt und
Weglénge) ab. Zur Totzeit triagt aber auch das druckiibertragende Mittel bei. Hydrau-
lische Systeme [6, 15, 77| sind bedingt durch die geringe Kompressibilitat des Mediums
(in der Regel Wasser) meist schneller als pneumatische Systeme, miissen aber von der
Probensubstanz durch einen Druckiibertriager raumlich getrennt werden. Die pneumatisch
betriebenen Apparaturen [47, 83| verwenden ein Inertgas (He, N3), von dem angenommen
wird, dass es mit der Probe nicht wechselwirkt. Die mit Ventilen betriebenen Apparaturen
erreichen eine untere Totzeit von 10™3s bis 10™*s.

Eine Alternative besteht darin, ein (meist hydraulisches) System mit einer Pumpe
solange zu komprimieren, bis eine Berstmembran bei einem definierten Druck bricht
und die Probe entspannt [33, 48, 78]. Der Nachteil dieser Art des Drucksprunges liegt
darin, dass der Wechsel der Membran einen manuellen Eingriff erfordert. Andererseits
ist das Bersten einer Metallmembran schneller als das Offnen eines Ventils. Strehlow und
Becker [78] berichten von einer Totzeit von 6 - 107°s. Einen Sonderfall der Berstmembran
stellt das Stofswellenrohr dar [45], bei dem allerdings ein Drucksprung von niedrigem zu
hohem Druck erfolgt. Bedingt durch den Umstand, dass das Druckreservoir gegeniiber dem
Probenvolumen sehr viel grofier ist, wird der Sprung mit bis zu 1000 bar Druckdifferenz
von einer starken adiabatischen Temperaturerh6hung begleitet, so dass nicht mehr allein
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von einem Drucksprung gesprochen werden kann. Die Methode spielt bei der Untersuchung
von Lipidphasen-Umwandlungen keine Rolle. Daher soll auf sie nicht weiter eingegangen
werden.

Eine weitere Moglichkeit einen Drucksprung zu generieren ist die direkte Komprimierung
der Probe durch einen Kolben, wobei dieser durch einen Piezokristall-Stapel angetrieben
wird [11, 43]. Die dadurch erreichbaren Sprungzeiten liegen in der Grékenordnung von 10~4
bis 1075 s, allerdings ist der Hub eines Piezostapels im Bereich von lediglich Mikrometern,
so dass das Probenvolumen sehr klein gehalten werden muss. Dennoch erreichen die
Autoren Druckdifferenzen von 200 bar.
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4 Problemstellung und Motivation

Wie in Kap. 2.2.2 ausgefiihrt, wurde die Kinetik der Phasenumwandlungen wéssriger
Lipidsysteme bereits mit unterschiedlichen Methoden untersucht. Die Experimente unter-
scheiden sich hinsichtlich der verwendeten Detektionsmethode (Triibung, Kalorimetrie,
Fluoreszenz, Rontgenstreuung usw.) und Sprungmethode (Temperatur-, Druck- und pH-
Sprung). Aus einer vergleichenden Betrachtung ergeben sich drei nachfolgend aufgefiihrte
offene Probleme.

e Es wurde eine unterschiedliche Anzahl von Relaxationszeiten gefunden. Wihrend
eine Vielzahl von Autoren beobachteten, dass sich die mit der jeweiligen Detek-
tionsmethode gemessene Gesamtamplitude auf mehrere Relaxationsprozesse mit
Zeitkonstanten unterschiedlicher Groflenordnungen verteilte, gingen Grabitz et al.
von einem einzigen Prozess aus, dem die gesamte Amplitude zugeordnet wurde.

e Die von den Autoren gefundenen Relaxationsprozesse zeigen stark unterschiedliche
Zeiten. Die von Erbes et al. und Grabitz et al. gefundenen langsamen Relaxations-
prozesse auf einer Sekunden-Zeitskala wurden von anderen Autoren nicht beobachtet,
obwohl die Zeitauflosung der Apparatur dieses technisch erméglicht hétte.

e Es herrscht Unklarheit dariiber, wie die zeitlich aufgelésten Vorgénge zu interpre-
tieren sind und welche Prozesse die Kinetik bestimmen. Erbes et al. stellen die
Wasserumlagerungen in den Mittelpunkt, wahrend die Mehrzahl der Autoren die
Konformerenbildung der Acylketten als langsamen Schritt ansehen. Die bisher ver-
wendeten Methoden waren nur beziiglich makroskopischer Anderungen sensitiv und
liefsen somit keine Riickschliisse auf Vorgénge der molekularen Ebene zu.

Die IR-Spektroskopie ist eine Methode, die — im Gegensatz zu den bisher verwendeten
Methoden — nicht auf makroskopische Eigenschaften anspricht, sondern vielmehr beziiglich
Anderungen am Einzelmolekiil sensitiv ist. Die Moglichkeiten, um aus IR-Spektren Aussa-
gen Uber die Konformation der Ketten und die Hydratation der Kopfgruppen zu gewinnen,
wurden in Kap. 1.4 beschrieben. Aspekte zum Einsatz dieser Methode zur Untersuchung
zeitaufgeloster Phanomene wurden in Kap. 3.1 abgehandelt.

Um die IR-Spektroskopie zur Aufklarung der Kinetik der Lipid-Phasenumwandlungen
einsetzen zu konnen, wurde eine Drucksprung-Apparatur gebaut, die mit einem FTIR-
Spektrometer synchronisiert werden kann. Der Drucksprung hat, wie in Kap. 3.3 be-
schrieben, den Vorteil, dass er sich homogen auf die Probe auswirkt. Weiterhin ldsst er
sich im Gegensatz zur Temperatursprung-Methode auch fiir groke Zeitskalen verwenden,
um die o.g. langsamen Relaxationsprozesse aufzuklaren. Da die FTIR-Spektroskopie
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die Akkumulation mehrerer Spektren erforderlich macht, wurde der Drucksprung unter
Verwendung zweier Ventile erzeugt, da diese eine Automatisierung erméglichen.

Ein erster Ansatz zum Aufbau der Methode wurde bereits in der Dissertation von Pax
[64] beschrieben, der ATR-FTIR-Spektroskopie fiir diese Zwecke verwendete. Das Haupt-
problem dieser Apparatur war die Dichtigkeit der ATR-Messzelle, die bei einem maximalen
Enddruck von 40 bar aufgrund der prinzipbedingten groften Dichtungsfliche unzureichend
war. Ein weiterer Nachteil bestand in dem mit Gasdruck realisierten Druckaufbau und
die damit verbundene lange Drucksprungzeit. Weiterhin waren die grofsen Scanzeiten des
verwendeten Spektrometers unbefriedigend. Fiir den Bau der neuen Apparatur wurde
daher eine Transmissionszelle sowie ein hydraulisches System verwendet. Weiterhin stand
ein Spektrometer einer neueren Generation zur Verfiigung, welches besser fiir kinetische
Messungen geeignet ist.

Um nicht nur auf die Detektionsmethode mit FTIR-Spektroskopie beschréankt zu blei-
ben, wurden weiterhin Drucksprung-Kalorimetrie-Experimente durchgefiihrt. Da ein sol-
ches Gerét der Firma MicroCal kommerziell erhéltlich ist, entfiel hierbei die apparative
Entwicklungsarbeit. Allerdings mussten Auswerteroutinen geschaffen werden, weil die
PPC-Methode urspriinglich nicht fiir kinetische Gesichtspunkte entwickelt worden ist.
Dabei wurden zum Einen Lipide vermessen, deren Phasenumwandlungskinetik bisher nicht
untersucht wurden und zum Anderen wurde die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der
Arbeiten von Grabitz et al. [29] sowie Rosgen und Hinz [68] tiberpriift.
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Ergebnisse und Diskussion

31






5 Bau einer Drucksprung-
Relaxationsapparatur mit IR-Detektion

Bei der Drucksprung-FTIR-Spektroskopie wird als Detektionssystem auf das FTTIR-Spek-
trometer IFS66s/v* der Firma Bruker (Ettlingen, Deutschland) zuriickgegriffen. Das
Drucksystem ist dagegen eine Eigenentwicklung, die in den folgenden Abschnitten beschrie-
ben wird. Beide Systeme werden von je einem Computer gesteuert. Die Kommunikation
beider Systeme ist derart gestaltet, dass das Drucksystem vom Spektrometerrechner
Befehle erhilt, die es abarbeitet, so dass die Kontrolle immer beim Spektrometerrechner
verbleibt.

5.1 Drucksystem

Auf die verschiedenen Méglichkeiten der technischen Realisierung eines Drucksprunges
wurde in Kap. 3.3 eingegangen. Fiir das hier vorgestellte System wurde die Moglichkeit der
Verwendung schnell schaltender Ventile genutzt. Die Berstmembran-Version ist ungeeignet,
da sie nicht automatisierbar und die Komprimierung mit dem Piezostapel aufgrund des
zu grofen Probenvolumens der vorhandenen Zelle nicht realisierbar ist. Im Gegensatz zur
Apparatur von Pax [64| mit einem pneumatischen Aufbau wurde auf ein hydraulisches
System gesetzt. Dadurch ldsst sich die Druckdifferenz erhéhen und die Totzeit von 115 ms
[64] auf 4 ms verringern.

5.1.1 Mechanische Komponenten

Der Druck wird von einer HPLC-Pumpe ,K-501¢ (Knauer GmbH, Berlin Deutschland)
erzeugt. Die Pumpe hat einen Enddruck von 500 bar und wurde in einer Version mit
Titan- statt Keramikeinlagen erworben, da letztere durch den Schock des Drucksprunges
Schaden nehmen kénnen. Die Pumpe ist iiber einen RS232-Anschluss fernsteuerbar. Alle
Komponenten sind iiber 1/8Zoll Stahlkapillaren (Swagelok, Frankfurt, Deutschland)
miteinander verbunden. Wie in Abb. 5.1 dargestellt, sind die Ventile und die Messzelle
in einer T-artigen Anordnung miteinander verbunden. Die Ventile (2/2-Wegeventile)
der Firma ,Norgren—Herion Fluidtronic GmbH* (Fellbach, Deutschland) sind vom Typ
,normal geschlossen und werden elektromagnetisch betrieben. Sie kénnen einem maximalen
Arbeitsdruck von 120 bar standhalten und sind so die drucklimitierenden Bauteile des
Systems. Uber eine Relais-Elektronik (Elektronikwerkstatt der Universitit Kaiserslautern,
Deutschland) kénnen die Ventile via TTL-Signale vom Computer gesteuert werden.
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I

%

IR

Abb. 5.1: Darstellung eines Flussschemas der Hydraulik des Drucksprungsystems, welches aus
einer Pumpe (P), zwei Ventilen (Vi, V3), einer flexiblen Membran (M, s. Abb.5.3), einer
IR-Messzelle (IR) und einem Drucksensor (S) besteht.

Die Messzelle ist eine bis 300 bar druckstabile Durchfluss-Transmissionszelle von Grace-
by—Specac (Kent, Grofsbritannien). Leider waren die Eigenschaften der Zelle unter Druck
nicht optimal, so dass Modifikationen vorgenommen werden mussten. Bei Druckerho-
hung verénderte sich der Fenster-Fenster-Abstand derart stark, dass bei einem Druck
von 100 bar im gesamten spektralen Bereich Totalabsorption auftrat. Dem konnte etwas
entgegen gewirkt werden, indem die fensterdichtenden O-Ringe, die bei erhohtem Druck
prinzipbedingt nachgeben und dadurch dichten, gegen solche aus harterem Material (FPM,
90 ShoreA) ausgetauscht wurden. Da diese Mafnahme allein nicht ausreichte, wurde die
Dicke [ der Abstandshalter auf 100 pm erhoht, damit die relative Dickendnderung Al/1
hinreichend klein gehalten werden kann. Mit diesen Mafnahmen konnte der Wert fiir Al/I
auf ~ 1 reduziert werden. Die fiir die IR-Spektroskopie ungewo6hnlich hohe Probenschicht-
dicke von 100 pm erfordert kleine Konzentrationen des Lipids, weil dessen Banden, wie
in Kap. 1.4 beschrieben, auf den Auslaufern der Wasserbanden liegen und damit Gefahr
laufen, im Rauschen der Totalabsorption unterzugehen.

Die Schichtdickendnderung hatte weiterhin zur Folge, dass die Abstandshalter, welche
aufgrund der Auslegung der Zelle als Durchflusszelle eine Halbmondform hatten, ver-
rutschten und den optischen Pfad des Lichtes blockierten. In Abb. 5.2 ist ein modifizierter
Abstandshalter gezeigt, der durch seine unten geschlossene Art ein Verrutschen verhindert,
jedoch trotzdem den Durchfluss der Losung durch die Zelle gewédhrleistet. Abstandshalter
dieser Art wurden aus Silberfolie (Ag 99,99 %, weichgewalzt, Schlenk Metallfolien GmbH
& Co. KG, Roth-Barnsdorf, Deutschland) der entsprechenden Dicke gefertigt.

Die ZnSe-Fenster der Zelle wurden gegen solche aus MgO oder CaFs ersetzt, da die
Erstgenannten einen sehr hohen Brechungsindex haben. Dies fiihrt zu Interferenzen des
zwischen den Kiivettenfenstern mehrfach reflektierten Strahles und damit zu sinusmo-
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Tab. 5.1: Bruchmodul, Brechungsindex und untere Grenze des Transmissionsbereiches einiger
verwendeter Materialien fiir IR-Kiivettenfenster im Vergleich [49]

Material Bruchmodul/MPa Brechungsindex n iy, /cm !

ZnSe 55,0 2,40 (10,6 um) ~ 500

CaF, 36,5 1,41 (4,4 pm) ~ 900

MgO 138.0 no: 1,78 (0,37 pm) ~ 1000
ne: 1,62 (5,35 pm)

o: ordinary, e: extraordinary

0.1]

Abb. 5.2: Konstruktionszeichnung des modifizierten Kiivettenfenster-Abstandshalters. Die Zeich-
nung ist nicht mafistabsgetreu. (Angaben in mm).

dulierten Spektren, deren Bandenmaxima nicht mehr auswertbar sind. Dieser Effekt
tritt vor allem auf, wenn die in DO préparierten Vesikel wihrend einer langen Messung
langsam aufschwimmen und ein Teil des IR-Strahles durch reines DO geht. CaFo-Fenster
haben den Nachteil, sehr bruchempfindlich zu sein. MgO-Fenster sind dagegen mechanisch
sehr stabil (s. Bruchmodul in Tab.5.1), jedoch nimmt die Transmission fiir IR-Strahlung
unterhalb 1400 cm ! sehr stark ab. In der Praxis ist die v(C=0)-Bande bei 1740 cm !
schon deutlich durch Rauschen beeintrachtigt. Weiterhin werden MgO-Fenster triib, wenn
Phosphatpuffer eingesetzt wird. Phosphat-gepufferte Lipidsuspensionen wurden daher
unter Verwendung von CalFs-Scheiben untersucht.

Um die Durchmischung der Probenlésung mit der druckiibertragenden Fliissigkeit
(destilliertes Wasser) zu verhindern, wurde der IR-Kiivette ein Membran-Druckiibertriager
(Eigenbau) vorgeschaltet. Dabei handelt es sich, wie in Abb. 5.3 dargestellt, um zwei
Flansche, die eine Plastikfolienmembran einschlieften. Zwei O-Ringe dichten das System.
Die Folie muss einerseits dehnbar sein, um sich ausbeulen zu konnen, andererseits aber
auch dick genug, um den H/D-Austausch mit der in DO préparierten Probe hinreichend
zu verzogern. Dieser macht sich in den IR-Spektren auf einer Stunden-Zeitskala negativ
bemerkbar. Ein Flansch des Ubertréigers ist immer fest mit der IR-Zelle verbunden, so
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Abb. 5.3: Explosionsdarstellung des Membran-Druckiibertriagers zur Trennung der Probenlésung
von der Hydraulikfliissigkeit

dass die Zelle einfach durch Teilen des Ubertrigers von der Apparatur getrennt werden
kann.

Der IR-Zelle nachgeschaltet ist ein Einschraub-Drucksensor mit M5-Gewinde (EPX-
M5IW-350G, Entran Sensoren GmbH, Ludwigshafen, Deutschland). Zum Befiillen der
Zelle wird der Sensor entfernt und an dem Einschraubloch eine Spritze fest abdichtend
angebracht. Die Losung wird anschlieffend langsam eingespritzt. Dabei steigt diese von
unten nach oben, damit das Entstehen von Luftblasen in der Zelle vermieden wird. Das
Einspritzen wird gestoppt, wenn sich die Losung mit einem konvexen Meniskus oben am
geteilten Druckiibertriager zeigt. Dieser Meniskus ist notwendig, damit beim Auflegen der
flexiblen Membran ebenfalls keine Luftblaschen eingeschlossen werden kénnen. Die Flansche
werden zusammengeschraubt, die Spritze entfernt und der Drucksensor eingeschraubt.
Anschliefsend kann die Zelle an die Apparatur montiert werden. Fiir die Messung wird
ein Probenvolumen von 1ml benétigt. Um das Einfiillen zu erleichtern, sollten Zelle
und Losung auf eine Temperatur oberhalb von Ty, erwdrmt werden. Dadurch wird die
Viskositéat der Probe herabgesetzt und somit die Gefahr der Blasenbildung verringert.

Der Druckabfall in der Zelle wird bei jedem Drucksprung aufgezeichnet. Die Dauer des
Abfalles entspricht der Totzeit der Apparatur. Wie in Abb. 5.4 ersichtlich ist, bleibt der
Druck nach dem Startsignal zunéchst fiir 14 ms konstant und fallt dann innerhalb von
4 ms sigmoidal ab, so dass er bei &~ 18 ms den Umgebungsdruck erreicht. Der Zeitpunkt
des Durchganges der Kurve bei 50 bar wird als Startzeit tg des Relaxationsexperimentes
gesetzt. Da mehrere Relaxationsexperimente akkumuliert werden, muss dieser Zeitpunkt
gut reproduzierbar sein. FEine Statistik an iiber 20 fortlaufend durchgefiihrten Spriingen
zeigt, dass dieser Wert keinen systematischen Anderungen unterliegt und eine Standard-
abweichung von g, = 0,043 ms fiir die Verteilung aufweist. Dieser Fehler liegt damit zwei
Grofienordnungen unter der Zeitauflosung einer Apparatur mit Millisekundenauflésung
und kann somit toleriert werden. Abb. 5.4 zeigt weiterhin, dass die Schwankungen der
Drucksprungamplitude vernachlassigt werden kénnen.
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Abb. 5.4: Zwanzigfache Messung des Druckabfalles wihrend eines Drucksprunges. Die Totzeit
betragt 4ms (s. Pfeile). Der eingebettete Graph zeigt die Reproduzierbarkeit der Zeit des
Durchgangs bei 50 bar mit einem Mittelwert bei ¢ = 16,20 ms und einer Standardabweichung
von ¢ = 0,043 ms.

5.1.2 Beschreibung der Hardware

Alle steuerbaren Teile des Drucksystems werden von einem Computer kontrolliert. Die
HPLC-Pumpe und der Wasserbad-Thermostat (Haake Phoenix II P1-C25P, Thermo Elec-
tron Karlsruhe GmbH, Karlsruhe, Deutschland), der die IR-Zelle temperiert, werden iiber
je eine RS232-Schnittstelle angesprochen. Das Signal des Drucksensors wird nach Durch-
laufen eines Operationsverstiarkers (IAM-15/10/50-1W /L02M, Entran Sensoren GmbH,
Ludwigshafen, Deutschland) von einer AD-Wandlerkarte (CIO-DAS802/16, Measurement
Computing Corp., Norton, USA) ausgelesen und digitalisiert. Weiterhin detektiert diese
das Drucksignal der HPLC-Pumpe. Zur Steuerung der Ventile wird eine TTL-1/O-Karte
der Firma Decision—Computer Jiirgen Merz e.K. (Lienen, Deutschland) mit 192 Kanélen
verwendet.

Da die Steuerung der Ventile wihrend des Relaxationsexperimentes auch direkt vom
Spektrometer erfolgen muss, ist zwischen der 1/O-Karte und den Ventilen eine Logik-
Schaltung (Eigenbau) installiert (Abb.5.5). Die Kontakte V"' und V$"* sind TTL-
Ausginge, welche direkt die Ventile schalten. Durch Anlegen eines 5 V-Pegels an den V-
und/oder Vizn—Eingang durch den ,,Druck-Computer” kann entschieden werden, welches
Ventil geschaltet werden soll. Das so ausgewéhlte Ventil 6ffnet sich jedoch erst, wenn
vom Spektrometer zum Auslésen des Drucksprunges ein 5 V-Signal auf den Trig-Eingang
gegeben wird. Da der ,Druck-Computer zur Vorbereitung des Sprunges die Kontrolle
iiber die Ventile bendtigt, kénnen diese auch durch Schalten des Strg-Einganges vom
,Druck-Computer” selber betétigt werden.
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Abb. 5.5: Logikschaltung zur gemeinsamen Steuerung der Ventile durch den Drucksprung-
Computer und das Spektrometer (weitere Erklarung im Text)

Die Kommunikation zwischen Druck- und Detektionssystem wéahrend einer zeitauf-
gelosten Messung beruht ebenfalls auf TTL-Signalen. Am Spektrometer kénnen dafiir
jeweils vier lesende und schreibende Kanile genutzt werden. Das Spektrometer fordert die
Vorbereitung eines Drucksprunges durch Hochsetzen der ,,Beginn Druckaufbau“-Leitung
an (Abb.5.6). Der ,Druck-Computer detektiert dies, steuert die Pumpe sowie die Ventile
und bestéatigt den erfolgreichen Druckaufbau durch einen kurzen Impuls auf dem ,,Ende
Druckaufbau“-Kanal. Das Spektrometer wiederum setzt die ,Beginn Druckaufbau*-Leitung
zuriick, misst eine Anzahl von Spektren bei hohem Druck (Pretrigger-Spektren) und
16st dann den Drucksprung durch das Hochsetzen der ,Ventil offen“-Leitung aus, die
mit dem Trig-Eingang der Schaltung in Abb. 5.5 verbunden ist. Gleichzeitig nimmt das
Spektrometer weiter die gewiinschte Anzahl von Posttrigger-Spektren auf. Anschliessend
startet der Vorgang erneut, wobei der ,,Druckrechner” den néchsten Drucksprung nur
dann vorbereitet, wenn die ,Ventil offen“-Leitung vom Spektrometer wieder zuriickgesetzt
worden ist.

Eine weitere Kommunikation zwischen Druck- und Detektionssystem erfolgt iiber ein
RS232-Kabel. Dieses dient der vorherigen Konfiguration des Drucksystems. Zu diesem
Zweck muss der ,,Druckrechner” zuvor mitgeteilt bekommen, welche Amplitude der vom
Spektrometer via TTL angeforderte Drucksprung haben soll. Dazu wurde ein Befehlssatz
entwickelt, der im folgenden Abschnitt beschrieben wird.

5.1.3 Beschreibung der Software

Die im vorigen Abschnitt erwidhnte Hardware wird iiber ein in der Programmiersprache
,Delphi 6 der Firma ,Borland Software Corporation (Cupertino, USA) geschriebenes
Programm gesteuert. Die Software besteht aus mehreren Komponenten (Klassen), welche
jeweils einem Gerét zugeordnet sind und Methoden beinhalten, die der jeweiligen Funktion
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Abb. 5.6: Schematische Darstellung der TTL-Trigger-Kommunikation zwischen Spektrometer
und Drucksprung-Computer wihrend eines Relaxationsexperiments. Pfeile an den Leitungen
zeigen an, welches Gerét Sender bzw. Empfanger ist.

entsprechen. Als Beispiel soll die Funktion ,,ValveControl()“ der Klasse , TIOCard“!
genannt werden, die es dem Programm ermdoglicht, iiber die I/O-Karte, die Ventile zu
steuern. Weitere Klassen auf der Gerdteebene wurden fiir die AD-Karte, den Haake-
Thermostaten sowie die Pumpe geschrieben. Eine Ubersicht aller Klassen und ihrer
Beziehungen zueinander gibt ein UML-Klassendiagramm in Abb. 5.7. Eine Klasse , TP Jump*
stellt Funktionen bereit, die das Zusammenspiel mehrer Geréte erfordern. So miissen zum
Aufbauen eines Druckes (Funktion TPJump.PressurizeSystem()) die Ventile betétigt,
die Pumpe geschaltet und mit der AD-Karte der Druck gemessen werden. Da alle diese
Klassen keine graphischen Komponenten benétigen, sind sie von der Klasse ,,TDataModule
abgeleitet, die Delphi fiir diese Zweckbestimmung bereithélt. Klassen, welche die RS232-
Schnittstelle verwenden, integrieren die freie Drittpartei-Komponente ,,ComPort Library*
von Crnila und Dybdahl [12]. Als GUI (Klasse ,,TGUI“) enthélt das Programm lediglich ein
Formular mit einem Auswahldialog zur Angabe einer Logdatei, eine Start-Stop-Schaltflache
und zwei Diagrammanzeigen jeweils fiir den Temperatur-Zeit-Verlauf an der Messzelle
sowie den Druck-Zeit-Verlauf wiahrend des letzten Drucksprunges. Zur Darstellung der
Diagramme wird die Drittpartei-Komponente ,,XYGraph“ von Emmens [20] verwendet.

Nach der Aktivierung wartet das Programm auf den Eingang von Befehlen an der
RS232-Schnittstelle zum Spektrometer-Rechner. Der Befehlssatz zur Konfiguration des
Drucksystems umfasst folgende Kommandos:

'Es ist eine Konvention, dass Namen von Klassen und Komponenten mit einem vorangestellten ,/ T% (fiir
, Type) beginnen.
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| TDataModule Iq

AN

TPump TPJump
—ComPort: TComPort —ComPort: TComPort
+SetFlowRate(): Boolean —TTLTimer: TTimer
+PumpControl () : Boolean -TTLPressure: Single

+ErrorByte: Integer
THaake —-InterpretCommand () : Boolean

-HaakePort: TComPort —PressurizeSystem() : Boolean
+CellTemperature: Single —-DePressurizeSystem() : Boolean
—Equilibrium() : Boolean —CellTemp(): Boolean
+PumpControl () : Boolean +LogToFile(): Boolean
+SetTemperature() : Boolean

TADCard bt

—CheckIfIdle(): Boolean TF
orm
+GetVoltage () : Boolean A-

+PrepareTriggeredDAQ: Boolean
+SaveVoltsToFile() : Boolean

I TGUI
TIOCard | Start/Stop-Button
LogFile-Savedialog
Temperatur-Zeit-Display
Druckabfall-Display
Logfile-Anzeige

+WaitStartTrigger(): Boolean
+SendOutTrigger () : Boolean
+CheckPJumpTrigger () : Boolean
+WaitPJumpTrigGone() : Boolean
+ValveControl(): Boolean

Abb. 5.7: UML-Klassendiagramm der Drucksprung-Steuersoftware. Aus Platzgriinden sind nur
relevante Attribute und Methoden der Klassen aufgefiihrt. ,,TComPort* bezeichnet die unter
[12] referenzierte Komponente. (Erlduterungen im Text)

celltemp=24.10 Stellt die Temperatur der Messzelle auf z. B. 24,10°C ein. Warmever-
luste in der Zuleitung vom Thermostat zur Zelle werden durch eine Kalibrierung
ausgeglichen. Das Programm stellt also am Thermostat eine geringfiigig abweichende
Temperatur ein, damit die geforderte Temperatur erreicht wird.

tprecision=true Schaltet die erweiterte Temperaturkontrolle ein. Bedingt durch geringe
Schwankungen der Raumtemperatur kann trotz der o. g. Kalibrierung die angefor-
derte Temperatur um wenige Zehntelgrade verfehlt werden. Aufgrund der scharfen
Umwandlungskurven der Lipidphasen kann diese Abweichung jedoch Bedeutung
haben. In einem zweiten Temperierschritt korrigiert dann das System diese Differenz.

pressure=—100 Das System wird sofort fiir einen Drucksprung von 100 bar auf 0bar
Uberdruck vorbereitet. Im Anschluss an diesen Befehl kann z. B. eine statische
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Messung von Spektren bei erhéhtem Druck erfolgen.

ttlpressure=—100 Das System wird, im Gegensatz zum vorherigen Befehl, erst nach einem
TTL-Signal auf der ,Beginn Druckaufbau“-Leitung (Abb. 5.6) fiir einen Drucksprung
von 100bar Uberdruck auf Normaldruck pripariert. Dazu wird der Timer der
TPJump-Klasse aktiviert (Abb. 5.7), welcher in kurzen Abstédnden den Zustand der
Leitung abfragt.

waittime=6000 Zwischen dem Druckaufbau und -sprung soll eine Aquilibrierungszeit von
z. B. 6000 ms abgewartet werden, damit das System relaxieren kann. Diese Wartezeit
stellt sicher, dass der Sprung aus einem Gleichgewichtszustand heraus startet.

control=stop Ermoglicht das automatisierte Herunterfahren des Systems nach einer
Messung. Die Pumpe und die Messzelle werden entspannt, der Thermostat wird
angehalten.

valvecontrol=111 Ermoglicht fiir Wartungszwecke das Schalten der Ventile. Die drei
Ziffern entsprechen jeweils den logischen Zustdnden der Eingédnge nach Abb. 5.5.

Wiéhrend einer Messung werden diese Kommandos von der Spektrometer-Software an den
,Drucksprung-Computer {ibermittelt. Dieser antwortet mit der zuvor erhaltenen Phrase,
korrigiert um die wahre Temperatur bzw. den wahren Druck, oder er iibermittelt ,,ERROR",
sofern ein Fehler aufgetreten ist.

5.1.4 Temperaturkontrolle

Die Zelle wird, wie in Kap.5.1.1 beschrieben, mit Hilfe eines Wasserbad-Thermostaten
temperiert. Bedingt durch den Umstand, dass Lipid-Phaseniibergidnge hoch kooperativ
sind und in einem engen Temperaturintervall ablaufen, ist eine prazise Temperaturkontrolle
notig. Wie in Abb. 2.1 dargestellt, konnen kleine Temperaturschwankungen grofie Ande-
rungen in der Amplitude und den Zeitkonstanten der Umwandlung hervorrufen. Speziell
bei spektroskopischen Methoden ist die Thermostatisierung erschwert, weil die Probe auf-
grund des Strahlenganges nicht vollstéindig von allen Seiten temperiert werden kann. Uber
die Kiivettenfenster findet ein Warmeaustausch mit dem Spektrometerinnenraum statt,
der die Temperierung beeinflusst und innerhalb der Probe einen Temperaturgradienten
entstehen lasst. Weiterhin ist die Positionierung des Temperatursensors nur aufserhalb
des Strahlengangs moglich. Somit lasst sich die Temperatur des optisch zugénglichen
Probenvolumens nur durch Vermessen eines internen Standards vornehmen.

Ein groferer Aufwand musste beziiglich der Frage betrieben werden, nach welchen
Kriterien die Temperatur als konstant angesehen werden kann und welche Schwankungen
wahrend der Messung akzeptiert werden kénnen. Weil lange Zuleitungen im Wasserkreislauf
den Regelmechanismus des Thermostaten behindern, wurde dieser so konfiguriert, dass
dessen interner Pt100-Sensor, statt des Fiithlers an der IR-Zelle, fiir die Regelung verwendet
wird. Ist ein stationdrer Zustand erreicht, sorgt die Tragheit der Zelle und der Leitungen
dafiir, dass Temperaturfluktuationen gegliattet werden. Warmeverluste aufgrund der

41



5 Bau einer Drucksprung-Relaxationsapparatur mit IR-Detektion

Contral | Log File | PTrace  TTrace

Temperature

INTF*C EXTHC
S5--25.00

Time tfs

Abb. 5.8: Darstellung des Drucksprung-Steuerprogramms mit der Darstellung des Temperaturver-
laufes an der Zelle (externer Sensor) und im Thermostaten (interner Sensor). Die gestrichelten
Linien stellen den Mittelwert der Punkte dar.

Zuleitung zur Zelle wurden durch die Verwendung kurzer Schlauche und deren Isolierung
minimiert. Eine Kalibrierung sorgt fiir die weitere Korrektur. Das Drucksprung-Programm
fragt im Abstand von 10s vom Thermostaten die Daten des internen und des Pt100-
Sensors der IR-Zelle ab. Es behélt immer die letzten 40 Werte im Speicher und deckt
damit einen Zeitbereich von 400s ab (Abb.5.8).

Das Programm nimmt Temperaturkonstanz an, wenn der Mittelwert der Temperatur
des internen Bades sich in einem Bereich von +0,007 K um den gewiinschten Wert befindet.
Weiterhin muss sich der Anstieg einer linearen Regression iiber alle Punkte im Interval
4+2,5-10~* K /s befinden. Das bedeutet, dass sich die Werte im Interval von 400 s nicht um
mehr als 0,1 K dndern diirfen. Zusétzlich muss auch die Standardabweichung aller Daten,
die direkt an der Zelle gemessen wurden, unterhalb einer Grenze von 0,014 K liegen. Die
Praxis hatte gezeigt, dass das Einhalten des letzten Kriteriums erschwert wurde, wenn der
Spektrometerinnenraum zu stark mit trockener Luft gespiilt wurde. Bei einem moderaten
Luftstrom kann die Temperatur mit einer Genauigkeit von 0,01 K (Standardabweichung)
gehalten werden. Die Dauer der Aquilibrierung bei einer anfinglichen Temperaturdifferenz
von 15K kann bis zu 2h betragen. Da die temperaturabhingigen Relaxationsexperimente
jedoch mit Temperaturinkrementen von lediglich Zehntelgraden durchgefiihrt wurden,
verkiirzte sich die Justierungsdauer entsprechend auf Zeiten von <30 min.

5.2 Konfiguration des Spektrometers

Fiir die Experimente wurde ein IFS66s/v-Spektrometer der Firma Bruker (Ettlingen
Deutschland) verwendet. Mit einer Erweiterung fiir Rapid-Scan-Messungen erreicht es
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Spiegelgeschwindigkeiten, die eine Abtastrate von maximal 320 kHz zulassen. Das Interfe-
rogramm wird mit einem HgCdTe-Detektor ,D313“ von der Firma ,,Graceby* aufgezeichnet.
Dieser ist sehr schmalbandig (10000-700 cm ! Bandbreite), hat jedoch dadurch eine hohe
Sensitivitit von 4-10'° cmHz"/?W~'. Die schmalbandige Charakteristik ist unerheblich, da
die untere Grenzwellenzahl, wie in Kap. 5.1.1 beschrieben, vom Fenstermaterial bestimmt
wird.

Im Strahlengang befindet sich ein optisches Filter (Filtrop AG, Balzers, Liechtenstein)
mit einer oberen Grenzwellenzahl von 3100 cm !, Damit wird zwar die Valenzschwingung
des Wassers ausgeblendet, die C—H-Valenzvibrationen der Lipide kénnen jedoch noch
detektiert werden. Die spektrale Auflssung wurde auf 8 cm—! herabgesetzt, da die Banden
des Spektrums eine ausreichend grofse Breite haben, um das Maximum nach der Interpola-
tion noch hinreichend genau bestimmen zu konnen |7]. Die Interferogramme werden, wie
in Abb. 3.2 gezeigt, aufgespalten, wobei die Uberlappung der Spektren von der rechten
und linken Seite auf 10% der Punkte begrenzt wird. Durch die soeben beschriebenen
Mafknahmen kann die Zahl der Interferogrammpunkte Nipg auf 771 gesenkt werden,
wodurch die Dauer der Messung eines Interferogramms und damit die Zeitauflosung 8,5 ms
betragt. Demzufolge ist die Zeitauflosung durch das Detektions- und nicht durch das
Drucksystem (4ms Sprungzeit, s. Abb. 5.4) bestimmt.

Es werden im Rapid-Scan-Modus hintereinander 500 bereits aufgespaltene Interfero-
gramme gemessen und im Speicher des Spektrometers gehalten. Damit ldsst sich ein
Zeitbereich von 5,6 s nach dem Drucksprung detektieren. Diese Zeit ergibt sich aus dem
Produkt von Interferogrammzahl und Zeitauflosung, ist jedoch langer als berechnet (4,25s),
da der Interferometerspiegel an seinem Ausgangspunkt zusétzliche Zeit bendtigt. Dadurch
sind immer vier Interferogramme durch eine Unterbrechung von 12 ms getrennt. In der
Regel wurden 81 Drucksprung-Experimente akkumuliert, um ein hinreichend grofses
Signal-Rausch-Verhéltnis zu erreichen.

5.3 Bearbeitung der Spektren

Die weitere Verarbeitung der Interferogramme wird mit der Software ,Bruker OPUS*
vorgenommen, die auch das Spektrometer steuert. Das Programm hat die Moglichkeit,
Prozesse mit Hilfe einer Makrosprache zu automatisieren, was eine Vorraussetzung fiir die
Bearbeitung von 500 Spektren in einer Serie ist. Ebenso kann die Software iiber eine Pipe
oder iiber DDE von anderen Programmen ferngesteuert werden.

Durch Fouriertransformation erhélt man aus den nach der Messung vorliegenden Inter-
ferogrammen die benotigten Spektren. Als unbefriedigend erwies sich dabei die Phasen-
korrektur, die durchgefithrt werden muss, weil die Interferogramme in der Praxis nicht
perfekt symmetrisch sind und sich jene Interferogramme, die beim Vor- und Riicklauf
des Spiegels aufgenommen wurden, aufgrund von Jitter-Effekten unterscheiden. Einer
Phasenkorrektur steht allerdings entgegen, dass die Interferogramme aufgrund der Auf-
spaltung nur einseitig sind und von der Gegenseite nur wenige Punkte vorhanden sind
(10% der Gesamtpunktzahl). Dadurch hat das Phasenspektrum eine sehr viel geringere
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Auflésung, die erst durch Interpolation an die Auflésung der Spektren angepasst werden
muss. Weiterhin weisen die Spektren grofe Bereiche auf, in denen Totalabsorption auftritt,
so z. B. :

e > 3100cm ! wegen des Tiefpassfilters,
e 2700-2180 cm ™! aufgrund der O-D-Valenzschwingungsbande des DO und
e < 1000cm ! bedingt durch die Absorption der Kiivettenfenster.

Da der Phasenwinkel 65 nach der Gleichung

S(@)
o (5.1)

0; = arctan

aus dem Real- und Imaginérteil errechnet wird, schlidgt die Berechnung fehl, wenn weite
Teile der Spektren nur aus Rauschen bestehen und somit keine Informationen beinhalten.
In der Praxis macht sich die ungeniigende Phasenkorrektur dadurch bemerkbar, dass die
Wellenzahlen der Bandenmaxima je nach Herkunft der Spektren aus dem ungespaltenen
Interferogramm leicht verschoben sind. Bei der weiteren Bearbeitung wird daher das
Prinzip angewandt, dass immer nur Spektren gleicher Herkunft beziiglich des ungespaltenen
Interferogramms miteinander verrechnet werden diirfen, da diese Spektren den gleichen
Phasenfehler haben. Eine endgiiltige Korrektur des Problems wird als letzter Schritt
anhand der kinetischen Kurven der Bandenmaxima vorgenommen, wie es in Kap. 5.4
beschrieben wird.

Das durch die Fouriertransformation erhaltene Einkanalspektrum wird mit einem zuvor
gemessenen Einkanalspektrum des Hintergrundes zum Absorptionsspektrum verrechnet
und anschliefend das Spektrum des reinen Losungsmittels subtrahiert (Abb. 5.9). Zuvor
muss das DsO-Spektrum durch Multiplikation mit einem Faktor fkon, um den Konzen-
trationsunterschied zur Lipid-DoO-Suspension korrigiert werden. Basisliniendifferenzen
beider Absorptionsspektren werden in der Variablen AA beriicksichtigt. Die Variablen
fionz und AA werden durch Minimierung der y2-Funktion (Gl.5.2) bestimmt. Dazu muss
ein Spektrenabschnitt verwendet werden, in dem nur das Losungsmittel absorbiert, der
aber eine ausgepriagte Bandenstruktur besitzen muss, da die Parameter sonst nicht zu
unterscheiden sind. Es wurde die DoO-Bande im Intervall von 2150-1520 cm ™! verwendet,
die im Wesentlichen die D2O-Assoziationsschwingung umfasst, wobei der Spektrenbereich
von 18001660 cm ! aufgrund der v(C=0)-Schwingung des Lipids ausgeklammert wurde.

X2 — Z(All;’robe _ (fKonz . A[\;Vasser + AA))Z (52)

7

Die Subtraktion des HoO- bzw. DyO-Spektrums wird von einem in Delphi 6 geschriebe-
nen Programm durchgefiihrt, welches iiber DDE mit der OPUS-Software kommuniziert.
Es ladt von OPUS die zur Minimierung bendtigten Spektrenbereiche des Proben- und
D5O-Spektrums und minimiert nach dem Nelder-Mead-Algorithmus [62], wie er im Buch
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Abb. 5.9: Spektrensubtraktion: das DyO-Spektrum wurde mit den Parametern fxon, = 0,975 und
AA = —0,437 skaliert und vom DSPC-Spektrum (1,5 Ma.-% in D2O) subtrahiert. Das Differenz-
spektrum hat aufgrund der unterschiedlichen Bandenform der O—D-Valenzschwingungsbande
an den mit Pfeilen markierten Stellen Artefakte, die die weitere Auswertung jedoch nicht
beeinflussen.

,Numerical Recipes* [66] implementiert ist, 2. Nach der Bestimmung der Parameter ver-
anlasst das Programm die Subtraktion der Gesamtspektren mit OPUS-eigenen Routinen.
Dadurch wird unnotiger Transfer von Daten zwischen den Programmen vermieden.

5.4 Auswertung der Spektren

In einer Serie zeitaufgelGster, um die Losungsmittel-Absorptionen korrigierter Spektren
fallen die Pretrigger-Spektren deutlich durch die (im Vergleich zu den Posttrigger-Spektren)
um einen Faktor 2 erh6hten Absorptionen auf (Abb. 5.10). Dies ist in der Druckabhéngigkeit
der Schichtdicke begriindet und wurde in Kap. 5.1.1 beschrieben. Weiterhin tritt bei diesen
Spektren im Bereich der O—D-Valenzschwingungsbande eine deutliche Verschiebung der
Basislinie zu negativen Werten auf. Dies ist ein Artefakt aufgrund der Totalabsorption,
das jedoch keine stérenden Konsequenzen nach sich zieht.

Ein detaillierter Blick auf die Maxima der Banden, wie im eingebetteten Plot der
Abb. 5.10 fiir die v,5(CHg2)-Bande dargestellt, zeigt bereits qualitativ eine Verschiebung der
Maxima in Abhéngigkeit der Zeit. Zur quantitativen Beschreibung der Zeitabhéngigkeit
muss die Wellenzahl des Maximums der Banden bestimmt werden. Da die Banden nahezu
Basislinien-getrennt sind, ist die in OPUS implementierte ,,Standardmethode”, die zunéchst
eine Interpolation mit einem Polynom durchfithrt und dann den héchsten Wert sucht,
ausreichend. Zur Vereinfachung der Maximumssuche werden die Spektren durch Hinzufligen
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Abb. 5.10: Zeitliche Anderung der Spektren von DSPC (1,5 Ma.-% in D,0) nach einem Druck-

sprung von 100 bar Uberdruck bei 53,57°C. Der eingebettete Graph zeigt den Ausschnitt des
sich verschiebenden Maximums der v,s(CHs)-Bande. Die rote Kurve wurde vertikal verschoben.

einer grofen Zahl von Nullen zum Interferogramm (Faktor 32) vorher interpoliert, weil
mit einer vergleichsweise geringen spektralen Auflésung von 8 cm ! gemessen wurde. Das
Erstellen der Zeitachse erfolgt anschliefend, indem die in der Spektrendatei gespeicherte
Anfangs- und Endzeit der Messung des Interferogramms ausgelesen und gemittelt wird.
Diese Ablédufe werden mit Hilfe von OPUS-Makros automatisiert.

Ein n&herer Blick auf die kinetischen Daten offenbart das in Kap. 5.3 beschriebene
Problem der unzureichenden Phasenkorrektur der Spektren. In Abb.5.11 ist dies anhand
der Maximumswellenzahl der vs(CHs)-Bande fiir 20 Spektren dargestellt. Die Rohdaten
zeigen einen starken, systematischen, periodischen Trend (rote Linien). Dieser entsteht
dadurch, dass die Wellenzahl je nach Herkunft ¢ (i = 1...4) des Spektrums aus dem
ungespaltenen Interferogramm um den Wert A; abweicht. Diese Grofke wurde bestimmt,
indem fiinf aufeinander folgende Datenpunkte gleicher Abstammung i zu einem Wert 7;
gemittelt wurden. Diese vier Wellenzahlen 7; (blaue Linien in Abb.5.11) wurden wiederum

zu einer Grofe gemittelt, so dass A7; nach der Gleichung
AT =0 — 1 (5.3)

berechnet werden kann. Die korrigierte Wellenzahl ergibt sich dann durch Subtraktion der
Differenz:

ot = puokorr _ Ap, (5.4)

Der so erhaltene Graph ist nur noch durch Rauschen verbreitert (griine Linie in Abb.5.11).
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Abb. 5.11: Korrektur des Phasenproblems an den kinetischen v5(CHsz)-Daten. Rot: unkorrigierte

Daten mit systematischen periodischen Abweichungen, blau: Mittelwerte 7;, griin: um A,
korrigierte Daten.

Es muss betont werden, dass sich durch diese Art der nachtriglichen Bearbeitung die
Form des Signals nicht verdndert, da sowohl bei den ersten als auch bei den letzten Punkten
derselbe konstante Wert Ap; subtrahiert wird. Es kdnnen somit keine Relaxationsprozesse
weggeglattet® werden und auch keine neuen Artefakte entstehen. Auch das Rauschen
der Kurve bleibt erhalten. Um die Werte sinnvoll zu korrigieren, muss die Zahl der
flir die Mittelung verwendeten Interferogramme klein gegeniiber der Gesamtpunktzahl
sein. Es wurden daher immer 20 von 500 Punkte (20 Punkte entsprechen 5 ungeteilte
Interferogramme) vom Ende der Kurve verwendet, da dort der Anstieg der Kurve klein ist,
so dass nur Werte mit iiberwiegend statistischen Streuungen in die Mittelung eingehen.

Die nach der unzureichenden Phasenkorrektur geglatteten Kurven der Maximumswel-
lenzahl der v,s(CHa)-, v5(CHz)- und v(C=0)-Bande von DSPC in D50 sind in Abb. 5.12
dargestellt. Wie in Kap. 1.4 ausgefiihrt, erhoht sich die Wellenzahl der CHs-Valenzschwin-
gungsbanden mit fortschreitender Zeit, wiahrend sich die der v(C=0)-Bande verringert. Es
zeigt sich, dass die Kurven vor Beginn des Drucksprungs ein deutlich grofteres Rauschen
aufweisen. Dies liegt an der vergrofierten Schichtdicke der Probe unter erhéhtem Druck,
was die Absorption der Banden und damit deren Rauschen erhoht. Die v(C=0)-Kurve hat
allgemein ein schlechteres Signal-Rausch-Verhaltnis, weil im Frequenzbereich der Bande
die D2O-Assoziationsschwingung und das Fenstermaterial (MgO) ebenfalls absorbieren.
Zusatzlich heben sich die Drucksprung-bedingten Frequenzverschiebungen nur schwach
vom Rauschen ab.

Die ersten zwei Punkte unmittelbar nach dem Druckabfall zeigen deutliche Abweichungen
von der erwarteten Kurvenentwicklung (s. eingebettete Graphen in Abb. 5.12). Dabei
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handelt es sich um ein Artefakt, der durch die vom Drucksprung ausgeloste Schallwelle
hervorgerufen wird. Diese setzt sich {iber die Kapillaren und die Zelle in das Spektrometer
fort und 16st Schwingungen des Interferometers aus, welche die Messung erheblich storen.
Die betroffenen Interferogramme weisen eine unregelméfige Basislinie auf, so dass die
daraus resultierenden Spektren keinen sinnvollen physikalischen Hintergrund widerspiegeln.
Diese zwei Punkte miissen daher vor der Regressionsanalyse (Kap.6.1.3) der Kurve
verworfen werden.

Weiterhin ist aus den eingebetteten Graphen ersichtlich, dass immer vier Punkte von
einer geringfiigig langeren Pause abgetrennt werden. Dies liegt an der Wartezeit, die
das Interferometer einlegt, wenn sich der Spiegel in der Startposition befindet. Auf die
Auswertung und Interpretation der erhaltenen kinetischen Daten soll in Kap. 6 eingegangen
werden.
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Abb. 5.12: Zeitliche Anderung der Wellenzahl des Maximums der v,5(CHs)-, v5(CHs)- und
v(C=0)-Bande (oben, mittig, unten) von DSPC unter den in Abb. 5.10 gegebenen Bedingungen.
Gezeigt sind die Kurven vor (griin) und nach (rot) der Gliattung. Angegeben ist die Standard-
abweichung o der letzten 20 Punkte der geglatteten Daten. Die eingebetteten Graphen zeigen
die Entwicklung des Signals in einem engeren Intervall um den Drucksprung.
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6 Drucksprung-Relaxationsexperimente
mit IR-Detektion

6.1 Materialien und Methoden

6.1.1 Probenprdparation

Alle Lipide wurden bei Genzyme Pharmaceuticals (Cambridge, USA) erworben. Vor der
Nutzung wurden sie je dreimal in D2O suspendiert und wieder gefriergetrocknet, um
einen weitestgehenden H/D-Austausch zu erreichen. Alle Lipide wurden als multilamellare
Vesikel (1,5 Ma.-%) in D20 (99,9 %, Glas-destilliert, Aldrich, St. Louis, USA) hergestellt.
Dazu wurde die Probe auf eine Temperatur von 10°C iiber T}, erwarmt und so lange im
Vortexer geschiittelt sowie mit Ultraschall behandelt, bis sie vollstdndig hydratisiert war.
Anschliefsend wurde sie mit einer Spritze in die IR-Zelle gefiillt, die ebenfalls auf 10°C
iiber T,, vorgeheizt wurde.

Die DMPA-Probe wurde in 100 mM Phosphatpuffer auf DoO-Basis prapariert. Dazu
wurden die nicht-deuterierten Phosphatsalze (Aldrich) ebenfalls je dreimal mit DoO
versetzt und anschliefend im Vakuum getrocknet, um die D-haltigen Salze herzustellen.
Die nachfolgend hergestellten Stammlésungen (100mM) wurden gemischt und die Losung
mit Hilfe eines pH-Meters (pMX3000, WTW GmbH, Weilheim, Deustchland) auf einen
Wert pD = 6,0 gebracht.

6.1.2 Messung der Spektren

Die zeitaufgelosten Spektren wurden mit der in Kap. 5 beschriebenen Apparatur mit den
im Kapitel ebenso angegebenen Parametern gemessen. Alle Spektren — mit Ausnahme der
von DMPA — wurden mit MgO als Kiivettenfenstermaterial aufgenommen. Da sich diese
bei Kontakt mit der DMPA-Probe schnell eintriibten, wurde in diesem Fall CaFy verwen-
det. Da wihrend der zum Teil recht langen Temperatur-Aquilibrierungszeit die Lipide
aufschwimmen und dadurch den Strahlengang verlassen, wurden nach der Aquilibrierung,
unmittelbar vor einer Messung, drei Druckspriinge ohne Messung durchgefiihrt, um die
Probe wieder zu durchmischen. Die Drucksprungamplitude! betrug immer —100 bar.
Unter isothermen Bedingungen wurden jeweils 81 Relaxationsexperimente akkumuliert,
um ein hinreichend groftes Signal-Rausch-Verhéltnis zu erhalten. Bei der Spektrensubtrak-
tion der zeitaufgelosten Spektren wurde von allen Spektren das DoO- bzw. DoO-Puffer-

'Ein negativer Wert der Druckamplitude bedeutet, dass der Sprung von Uberdruck auf Umgebungsdruck
durchgefiihrt worden ist.
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Tab. 6.1: Aus der Temperaturabhéngigkeit des Maximums der vs(CHgz)-Bande bestimmte Um-
wandlungstemperaturen T}, bei Umgebungsdruck (0bar) und Uberdruck (=100 bar), sowie die
daraus berechneten Clausius-Clapeyron-Koeffizienten d7;,/dp und Volumenénderungen AV,
im Vergleich mit der Literatur

Lipid 70bar TI00bar ATy /Ap  dT/dp [Ref] AV AVp [Ref]
[°C] [°C] [K-MPa~"!] [K-MPa™'] [ml/mol] [ml/mol]
DSPC 53,7 55,7 (97 bar) 0,21 0,212 [39] 27,8 31,6 [39]
DPPC 42,1 44,2 (97 bar) 0,22 0,220 [39] 23,5 25,4 [39]
DMPC 27,0 28,9 (96 bar) 0,20 0,230 [39] 15,9 17,6 [39)]
DMPA 533 54,6 (98 bar) 0,13 — 7,7 —
DMPE 50,1 51,6 (98bar) 0,15 — 12,6 —

Spektrum der Temperatur 72 subtrahiert. Dies erfolgte in der Annahme, dass das DyO-
bzw. DoO-Puffer-Spektrum in dem engen beobachteten Temperaturintervall (=1 K um
Ty) keine Anderungen aufweisen wiirde.

Zur Bestimmung der Anfangs- und Endtemperatur des Intervalls, in dem zeitaufgeloste
Messungen durchgefiihrt werden sollen, wurden zuvor statische, d. h. nicht zeitaufgeloste
Spektren in Abhéngigkeit der Temperatur bei Umgebungsdruck und erhéhtem Druck
gemessen. Die Verschiebung der Wellenzahl des Maximums der v5(CHs)-Absorptionsbande
ist fiir DSPC stellvertretend fiir alle vermessenen Lipide in Abb. 6.1 dargestellt. Der Beginn
des Intervalls bei Temperaturen T' < TOP¥ wird so festgelegt, dass die Wellenzahldiffe-
renz beider Kurven bei dieser Temperatur mindestens 0,5 cm ™! betriigt. Zeitaufgeloste
Messungen bei geringeren Temperaturen sind nicht sinnvoll, da sich die Amplituden der
Relaxationsprozesse nicht vom Rauschen abheben wiirden.

Bei Temperaturen zwischen T9P2" und T,100bar hat die Wellenzahldifferenz beider Kurven
in Abb. 6.1 hinreichend grofse Werte, um zeitaufgeloste Relaxationsmessungen durchfiithren
zu konnen. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass die Relaxationskonstante 7 bei
TOPar am groRten ist und mit steigender Temperatur abfillt, so dass sie bei hoheren
Temperaturen kleiner als die Totzeit der Apparatur wird und nicht mehr bestimmt werden
kann. Als obere Grenze des Messintervalls wurde daher die Temperatur gewéhlt, bei der die
0 bar-Kurve? ihr Plateau erreicht. Bei DSPC ist dieses bei 54,1°C der Fall. Zeitaufgeloste
Messungen an dieser Probe wurden somit im Intervall von 53,2-54,1°C durchgefiihrt
(Abb.6.1).

Das Temperaturinkrement der Messung muss grofier als die Temperaturgenauigkeit
der Apparatur sein. Fiir die Untersuchungen an DSPC wurde ein Wert von 0,05 K ge-
wahlt. Dieser ist damit um einen Faktor fiinf grofer als die Standardabweichung der
Temperaturfluktuation an der Zelle (o7 ~ 0,01 K, s. Kap.5.1.4).

Die aus den zeitunabhéngigen Messungen ermittelten Umwandlungstemperaturen, sowie
die daraus berechneten Clausius-Clapeyron-Koeffizienten ATy, /Ap und molaren Umwand-
lungsvolumina AV;, sind in Tab. 6.1 aufgelistet. Die berechneten thermodynamischen

2 Alle Druckwerte sind relative Angaben. Ein Wert von 0 bar bedeutet demnach Umgebungsdruck.
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Abb. 6.1: Temperaturabhingigkeit der Wellenzahl des Maximums der v4(CH;)-Absorptionsbande

einer Probe von DSPC (1,5 Ma.-% in D20) bei Umgebungsdruck (rot) und 100 bar Uberdruck
(griin). Die Pfeile markieren die Umwandlungstemperaturen 72" = 53,7°C und T,.00Par =
55,7°C. Das Temperaturfenster der zeitaufgelosten Messungen wird durch gestrichelte Linien
reprasentiert.

Parameter stimmen mit bereits publizierten Werten anderer Autoren tiberein (Tab.6.1).
Dabei muss darauf hingewiesen werden, dass die eigenen Werte nur Abschétzungen dar-
stellen, die durch die Messung bei lediglich zwei verschiedenen Driicken ermittelt worden
sind, da deren genaue Bestimmung nicht das vorrangige Ziel dieser Arbeit war.

Die tabellierten Umwandlungstemperaturen der untersuchten Lipide fallen bis auf jene
der DSPC-Probe zu hoch aus. Die Abweichung von den aus der Literaur bekannten
Daten ist dabei um so kleiner, je hoher die Umwandlungstemperatur des Lipides ist.
Beziiglich der DSPC-Probe wurde ein um 0,8 K zu niedriger T;,-Wert gemessen, so dass
die Abweichung negativ ist. Insgesamt zeigt die Differenz, mit Ausnahme des zu DMPA
gehdrenden Punktes, eine nahezu lineare Abhéngigkeit von der Umwandlungstemperatur
(Abb. 6.2). Dieser Effekt ist auf Temperaturgradienten in der Zelle und damit verbundene
Temperierungsschwierigkeiten, wie sie in Kap.5.1.4 beschrieben sind, zuriickzufiihren.
Etwaige Verunreinigungen der Substanzen koénnen ausgeschlossen werden, da die mit
Kalorimetrie bestimmten 7;,-Werte von Proben identischer Charge gut mit Literaturdaten
iibereinstimmen (Tab.7.1). Anhand der in Abb. 6.2 gezeigten Ausgleichsgeraden wurden
alle in den folgenden Abschnitten genannten Temperaturangaben um die Differenz zwischen
dem vom Pt100-Sensor ermittelten Wert und der in der Probe tatsédchlich vorherrschenden
Temperatur korrigiert.

Die Abweichung der Umwandlungstemperaturen der DMPA-Proben von diesem linea-
ren Trend kann auf geringfiigige Unterschiede bei der Probenpréparation und weitere
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Abb. 6.2: Abweichung der mit FTIR-Spektroskopie bei Umgebungsdruck bestimmten Umwand-

lungstemperatur 7* der Lipide von der mit DSC bestimmten (7.25C). Die Daten zeigen mit
Ausnahme des Punktes fiir DMPA einen linearen Abfall.

Verédnderungen der Probe wahrend der Messungen zuriickgefiihrt werden. DMPA-Proben
tendieren dazu, besonders kleine Vesikel zu bilden, die eine hthere Umwandlungstempertur
aufweisen. Erfahrungsgeméf sind die Eigenschaften dieser Proben nicht langzeitstabil,
was an einer Serie hintereinander gemessener Kalorigramme nachgewiesen werden kann.

6.1.3 Regressionsanalyse der Daten

Die mit der Spektrenauswertung (Kap. 5.4) erhaltenen kinetischen Daten (#-t-Kurven)
wurden durch eine nichtlineare Regression mit einem multiexponentiellem Modell analy-
siert:

p(t) =+ Y Al (1 —exp(—t/7)) 75 <Tit1. (6.1)
=1

Der Parameter 7y reprasentiert die zeitunabhéngige Wellenzahl des Systems vor dem
Drucksprung (bei erhdhtem Druck). Er wurde durch Mittelwertbildung aller Pretrig-
gerpunkte bestimmt und wihrend der Regression konstant gehalten. Die Anzahl der
exponentiellen Terme j wurde vor der Regression durch ,,Sichtbarkeit der Relaxationspro-
zesse beim Betrachten der Daten bestimmt. Da bei einem mit ms-Auflésung gemessenen
Zeitintervall von 5,6s drei Gréfsenordnungen abgedeckt werden, wurden zumeist ebenso
drei Exponentialterme angesetzt. Die Zahl wurde auf j = 2 verringert, wenn die Kurve
stark verrauscht war. Eine hohere Zahl an exponentiellen Termen wiirde x? weiter sinken
lassen, jedoch haben die Werte der 7; keinen physikalischen Hintergrund mehr, da sie
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sich nicht mehr ausreichend unterscheiden. Geringfiigige systematische Abweichungen der
Residuen im Modell mit j = 3 miissen daher akzeptiert werden (Abb.6.3).

Die 71;-Parameter wurden Grenzwertbedingungen unterworfen, um sie unterscheidbar
und in einer aufsteigenden Ordnung zu erhalten. Realisiert wurde dies durch die Funktion

AbS(Tmin), AbS(Tl‘) S AbS(Tmin)

(6.2)
Abs(r;),  Abs(7i) > Abs(Tiin)

AbsLim(Tiin, 73) = {

welche verhindert, dass die Zeitkonstanten negativ werden und eine untere Grenze Tpin
unterschreiten. Die schnellen, von der Apparatur nicht auflosbaren Prozesse wurden durch
den Parameter 71 = 1 ms beschrieben, der nicht variiert wurde. Wahrend die Bestimmung
der Amplituden AZ; unproblematisch ist, miissen die Ergebnisse fiir die Zeitkonstanten ;
kritisch betrachtet werden. Dies gilt speziell fir die Falle, wenn

e die Amplitude Ay; des Prozesse in der Grofenordnung des Rauschens liegt,
e der Wert fiir 7; nur wenig grofier als die Zeitauflosung ist oder
o der 7;-Wert grofier als die Messdauer des Experimentes ist.

Die Ergebnisse haben dann keinen sinnvollen physikalischen Hintergrund.
Zur Behandlung der Pretrigger-Punkte wurde eine Funktion

0, <0
Pos(t) = {t . ; 0 (6.3)

eingefiihrt, die negative Zeiten auf den Zustand ¢t = 0 einfriert. Diese Funktion wurde in
der Art Pos(t — ty) verwendet, so dass Daten mit einem Startzeitpunkt ¢y # 0 verwendet
werden konnten. Die Regression wurde mit einem in Borland Delphi 6 geschriebenen
Programm ausgewertet. Zur Minimierung der x?-Funktion wurde der Algorithmus nach
Nelder und Mead [62, 66| verwendet.

6.2 Ergebnisse

Zeitaufgeloste IR-Spektren einer DSPC-DyO-Suspension wurden bereits in Abb. 5.10
dargestellt. Die Spektren der anderen untersuchten Lipide sehen &hnlich aus, so dass auf
eine Darstellung an dieser Stelle verzichtet werden soll. Die Temperaturangaben wurden
um die Temperaturdifferenz, die zwischen Sensor und Probe auftritt (Abb. 6.2) korrigiert.

6.2.1 DSPC

Die zeitliche Entwicklung der Wellenzahl des Maximums der v,5(CHs)-, v5(CHs)- und
v(C=0)-Absorptionsbande einer Probe von DSPC (1,5 Ma.-% in D20O) nach einem Druck-
sprung von 100 bar Uberdruck auf Umgebungsdruck bei verschiedenen Temperaturen
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Abb. 6.3: Regression und Residuen (mit Standardabweichung der Posttriggerpunkte) der kineti-
schen Kurve aus Abb. 5.12 mit dem Modell nach Gl.6.1 fiir j = 2 (griin) und j = 3 (blau). Mit
steigendem j verringert sich x?, jedoch sind die Zeitkonstanten 7; nicht mehr unterscheidbar.
Parameter (j = 2): 72 = 0,42s; Parameter (j = 3): 72 = 81,6 ms, 73 = 1,66

um T9P" ist in Abb. 6.4 dargestellt. Es ist ersichtlich, dass sich die Wellenzahl der C-H-
Schwingungen mit zunehmender Zeit erhoht. Das Maximum der v(C=0)-Bande verschiebt
sich dagegen zu niedrigeren Wellenzahlen.

Wiéhrend die bei 54,35°C aufgenommen Kurven (griine Daten) nahezu den Charakter
einer Rechteckfunktion haben, sind die Kurven bei geringeren Temperaturen deutlich
abgerundeter. Dies lésst bereits qualitativ erkennen, dass der Kurve mehrere Relaxations-
prozesse zugrundeliegen, wobei ein Grofsteil der Amplitude zu Prozessen gehort, die zeitlich
nicht aufgelost werden kénnen. Die grofste im beobachteten Temperaturintervall gemessene
Wellenzahlverschiebung betriigt bei den v,5(CHz)-Bande 3 cm 1, fiir die v5(CHs)-Bande
2cm ! und nur 1em ! bei der v(C=0)-Absorptionsbande.

Die durch die Regression ermittelten Amplituden A7; sind in Abb. 6.5 dargestellt. Die
Diagramme, welche sich auf die C-H-Schwingungen bezichen, zeigen eine gute Uberein-
stimmung der Kurvenform, wenngleich die genauen Werte fiir Ap; unterschiedlich sind.
Der Verlauf der ) S Aw;-Kurve entspricht der des Umwandlungsgrades Af(T") (Abb. 2.1),
die ein Maximum zwischen 7109 und T0Par hat. Dieses liegt bei den gemessenen Am-
plitudenkurven in Abb. 6.5 jedoch aufserhalb des beobachteten Temperaturintervalls. Die
Maxima der Einzelamplituden verschieben sich fiir die langsameren Prozesse zu geringe-
ren Temperaturen. Das Maximum der Ary-Kurve liegt noch auferhalb des detektierten
Temperaturintervalles, das der Abs-Daten bei 54,3°C und 54,17°C fiir Ars. Generell sind
die Ap;-Werte umso kleiner, je langsamer der Prozess ablduft. Die Amplitudendaten der
v(C=0)-Kurven streuen aufgrund des starken Rauschens und der geringeren Gesamtam-
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6.2 Ergebnisse

plitude im Vergleich zu den v(CHz)-Kurven sehr viel stérker, insbesondere am unteren
Temperaturlimit.

Die 7;(T')-Daten in Abb. 6.5 zeigen starke Streuungen im unteren Temperaturbereich bis
max. 53,8 °C. Aufgrund der dort vorherrschenden kleinen Amplitude sind die Zeitkonstanten
nicht hinreichend genau bestimmbar. Bei den v(C=0)-Daten ist diese Streuung nochmals
verschérft. Die Relaxationskonstanten 7 und 75 unterscheiden sich um eine Groéfsenordnung.
Die Kurven zeigen ein Maximum bei 54,06 °C. Die Zeitkonstanten betragen bei dieser
Temperatur 0,8s (72) und 1,8s (73), unabhéngig davon, ob sie von der v,5(CHz)- oder
vs(CHg)-Kurve bestimmt worden sind.
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Abb. 6.4: Zeitliche Anderung der Wellenzahl des Maximums der v,s(CHs)-, v5(CHs)- und v(CO)-
Bande (oben, mittig, unten) von DSPC bei 53,51°C (—), 54,35°C () und Zwischentempera-
turen (—).
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Abb. 6.5: Amplituden (links) und Zeitkonstanten (rechts) der v,s(CHs)-, v5(CHs)- und v(CO)-
Bande (oben, mittig, unten) von DSPC.
Amplituden: Ay (+), Aby (%), Ay (x), Y Ap; ()
Zeitkonstanten: 71 (1 ms const., nicht gezeigt), 72 (%), 73 ()
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6 Drucksprung-Relaxationsexperimente mit IR-Detektion

6.2.2 DPPC

Die gemessenen kinetischen Kurven einer DPPC-Probe (1,5 Ma.-% in D20O) sind in der
Abb. 6.6 dargestellt. Der Trend der mit steigender Temperatur ansteigenden Gesamtam-
plitude der Wellenzahl ist auch bei DPPC zu beobachten. Auffillig ist der langsame,
bei langeren Zeiten nahezu linear verlaufende Abfall jener Kurven, die aus den C-H-
Streckschwingungsbanden gewonnen wurden. Diesen Kurven wurde ein Modell mit drei
exponentiellen Termen (j = 3) angepasst. Da die Amplitude des Abfalles sehr klein und
die Zeitkonstante dagegen sehr grof ist, liefert die Regressionsanalyse irreguldr grofte
Werte fiir 73 und Avs. Daher wurde auf die Darstellung dieser Regressionsergebnisse in
Abb. 6.7 verzichtet. Diese wurden ebenso bei der Berechnung der ) Ay;-Kurve ignoriert.
Die v(C=0)-t-Kurven zeigen gleichermafsen ein abweichendes Verhalten gegeniiber den
entsprechenden Daten von DSPC (Kap. 6.2.1): Manche Kurven steigen zunéchst an, bevor
sie anschliefsend abfallen. Insgesamt ist der Effekt der Wellenzahlverschiebung zu klein,
so dass das Rauschen der Kurven und die Fehler bei der Spektrensubtraktion in der
Kurvenform dominieren.

Die > Ap;-Kurve bleibt bei niedrigen Temperaturen fiir die ersten Punkte konstant
und steigt ab 41,24°C steil an, bzw. fillt bei den v(C—=0)-Daten steil ab. Alle Maxima
der Ap;-Werte liegen aufserhalb des beobachteten Temperaturintervalls. Im Bereich von
40,90-41,24°C sind die Apy-Daten der C—H-Streckschwingung im negativen Bereich.

Im Temperaturverhalten der Relaxationskonstanten 7o deutet sich in der v,5(CHg)-Kurve
bei 41,02°C bzw. in den v5(CHgz)-Daten bei 41,24°C ein scharfer Peak an, der jedoch nicht
gut aufgelost ist, da die Temperaturpunkte nicht eng genug gesetzt werden konnten. Die
aus den v(C=0)-Daten gewonnenen Zeitkonstanten lassen keine systematischen Trends
erkennen.
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Abb. 6.6: Zecitliche Anderung der Wellenzahl des Maximums der v,5(CHp)-, v5(CHs)- und v(CO)-
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6.2.3 DMPC

Die zeitlich aufgelosten Maximaverschiebungen der IR-Banden von DMPC (Abb.6.8)
zeigen den gleichen Effekt des langsamen Abfallens der Wellenzahl der C—H-Streckschwing-
ungsbanden wie DPPC. Es wurde deshalb gleichfalls ein Modell mit drei exponentiellen
Termen zur Analyse benutzt, wobei der dritte Relaxationsprozess in Abb. 6.9 nicht darge-
stellt ist.

Der Temperaturverlauf der Gesamtamplitude Az; hat eine sigmoide Form, wobei sich die
Umwandlung in einem engen Intervall von lediglich 0,2°C vollzieht (Abb.6.9). Aufgrund
dieser hohen Kooperativitit reicht die Temperaturgenauigkeit der Apparatur nicht aus,
um den Phaseniibergang gut aufzulésen. Wahrend die Apj-Kurve kein Maximum im
vermessenen Temperaturintervall hat, zeigt die As-Kurve ein Maximum bei 24,37°C.
Die aus den v(C=0)-Banden gewonnenen Amplituden und Zeitkonstanten ergeben auf-
grund des starken Rauschens keine auswertbare Temperaturabhangigkeit. Beziiglich der
C—H-Streckschwingungsbanden gilt dies lediglich fiir den Temperaturverlauf der Relaxati-
onskonstanten.
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Bande (oben, mittig, unten) von DMPC bei 23,89°C (—), 24,57°C () und Zwischentempera-
turen (—).
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6.2.4 DMPA

Beim Betrachten des Verlaufs der kinetischen Umwandlungskurven von DMPA in Abb. 6.10
fallt auf, dass sich die Kurven zwar in der Amplitude unterscheiden, jedoch eine nahezu
identische Kurvenform besitzen. Dies ldsst eine nur schwach ausgepriagte Temperaturab-
héngigkeit der Relaxationskonstante erwarten.

Die graphische Darstelllung der Amplituden in Abb.6.11 zeigt, dass der Hauptteil
der Umwandlung im Temperaturintervall von 53-55°C stattfindet. Die Gesamtamplitude
hat ein Maximum bei 54,3°C. Die Kurven der Teilamplituden zeigen Maxima bei der
gleichen Temperatur. Wiederum sind die Amplituden umso kleiner, je langsamer der
Prozess ablauft. Generell sind die Wellenzahldnderungen der C-H-Valenzschwingungen
von DMPA kleiner als die der Phosphocholine. Das Maximum der Gesamtamplitude der
v(C=0)-Daten ist dagegen grofer als bei den Phosphatidylcholinen.

Die Zeitkonstanten der C-H-Streckschwingungskurven zeigen iibereinstimmend Werte
der Grokenordnung 10~!s und 10°s. Ein Kurvenmaximum deutet sich insbesondere bei
den vs(CHg)-Daten bei 53,4°C als Haufung von Punkten an. Ein stark ausgeprigtes
Extremum war aufgrund der nahezu parallelen Kurvenverlaufe nicht zu erwarten.
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Abb. 6.10: Zeitliche Anderung der Wellenzahl des Maximums der v,(CHs)-, v5(CHz)- und
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Abb. 6.11: Amplituden (links) und Zeitkonstanten (rechts) der v,s(CHs)-, v5(CHs)- und v(CO)-
Bande (oben, mittig, unten) von DMPA.
Amplituden: Ay (+), Aby (%), Avg (x), > Ap; ([)
Zeitkonstanten: 71 (1 ms const., nicht gezeigt), 1o (<), 73 (%)
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6.3 Diskussion

6.2.5 DMPE

Im Gegensatz zu DMPA zeigen die Wellenzahl-Zeit-Daten von DMPE (Abb. 6.12) qualitativ
deutliche Anderungen der Zeitkonstanten der Relaxationskurven in Abhingigkeit von
der Temperatur. Beim Betrachten sind zwei Relaxationsprozesse sichtbar, so dass das
Regressionsmodell Gl. 6.1 fiir alle Banden mit dem Parameter j = 2 angewandt wurde.

Die aus den C-H-Valenzschwingungsbanden extrahierten temperaturabhéngigen Daten
der Gesamtamplitude (Abb. 6.13) zeigen ein Maximum bei 50,27°C. Dies ist auch fiir die
As-Kurve derselben Bande der Fall. Bei den A7q-Daten kann lediglich von einem Plateau
gesprochen werden. Die auf die v(C=0)-Bande zuriickgehenden Amplituden sind wegen der
geringen Wellenzahlverschiebungen, welche sich nur in der Nachkommastelle &ndern, stark
von Artefakten geprigt. So sind die Ap;-Werte durch Fehler bei der Spektrensubtraktion
positiv. Dadurch verfilschen sich die > Ar;-Daten. Lediglich die As-Werte zeigen ein
Minimum bei 50,3°C.

Die Relaxationskonstanten zeigen fiir die C—H-Streckschwingungsbanden ein ausgeprég-
tes Maximum bei 50,0°C. Der langsamste Prozess hat eine Relaxationszeit 7 von 0,9s.
Die Kurvenform hat fiir beide C—H-Banden eine vergleichbare, nahezu symmetrische Peak-
form mit einer Breite von 1°C bei halber Hohe. Die aus der v(C=0)-Absorptionsbande
berechneten Zeitkonstanten zeigen aufgrund starker Streuung keine derartige Peakform.
Lediglich die Werte haben dieselbe Gréfsenordnung.

6.3 Diskussion

Die meisten bisher publizierten Daten {iber die Kinetik der Lipid-Phasenumwandlung
(Kap. 2.2.2) zeigen, dass wihrend der Umwandlung eine Vielzahl von Prozessen ablaufen,
die auf unterschiedlichen Zeitskalen angesiedelt sind. Jedoch lassen die gewéahlten Unter-
suchungsmethoden keine Riickschliisse dariiber zu, welcher Art diese Prozesse sind. Es
konnte daher nur angenommen werden, dass konformationelle Anderungen der Alkylketten
der Lipidmolekiile ein Glied in dieser Abfolge von Prozessen darstellen.

Die in dieser Arbeit vorgestellten, mit FTIR-Detektion erhaltenen Daten zeigen nun,
dass Konformationsdnderungen, die eine Verschiebung der symmetrischen und antisym-
metrischen C-H-Streckschwingungsbanden hervorrufen, nicht nur einen Prozess in dieser
Abfolge darstellen, sondern vielmehr selber in mehrere Prozesse gegliedert sind, die wieder-
um auf Zeitskalen unterschiedlicher Grofenordnungen angesiedelt sind. Wie im Kap.6.1.3
ausgefiihrt wurde, lassen sich die Kurven mit einer festgelegten Zahl von Relaxations-
prozessen nicht exakt beschreiben. Vielmehr zeigen die kinetischen Kurven, dass es sich
um ein Spektrum von Zeitkonstanten handelt, welches nicht aufgelost, sondern nur durch
Annahme einer Mindestzahl von Prozessen angendhert werden kann.

Bei allen in dieser Arbeit untersuchten Systemen entféllt der Hauptteil der Gesamtam-
plitude (>50%) auf Prozesse, die nicht aufgelost werden konnen. Das bedeutet, dass
die konformationellen Anderungen der Molekiile zu einem Grofteil bereits innerhalb der
Totzeit der Apparatur (= 4 ms) abgeschlossen sind. Die langsameren, auflésbaren Prozesse
sind zu einem viel kleineren Teil an der Gesamtamplitude beteiligt. Dabei gilt die Regel,
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Abb. 6.12: Zeitliche Anderung der Wellenzahl des Maximums der v,s(CHs)-, v5(CHz)- und
v(CO)-Bande (oben, mittig, unten) von DMPE bei 48,65°C (—), 55,03°C () und Zwischen-
temperaturen (—).
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Abb. 6.13: Amplituden (links) und Zeitkonstanten (rechts) der v,s(CHs)-, vs(CHz)- und v(CO)-
Bande (oben, mittig, unten) von DMPE.

Amplituden: Ay (+), Ady (%), D AD; (B)

Zeitkonstanten: 71 (1 ms const., nicht gezeigt), 72 (x)
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6 Drucksprung-Relaxationsexperimente mit IR-Detektion

Tab. 6.2: Vergleich der groften bestimmten Relaxationszeiten mit den Literaturwerten. Weiterhin

ist das Temperaturintervall der Umwandlung als Maf der Ubergangsschirfe sowie die Anzahl
der auflésbaren Prozesse angegeben.

Lipid AT/°C Anzahl 7; 7Tmax/ S | Tmax [Ref., (Methode)]

DSPC 1.3 2 2.1 | 30s [5, (PPC)]

DPPC 1,0 1 ~0,4 | 40ms [33, (UV)], 30s [5, 29, (PPC)]
DMPC 0,9 1 ~0,1 | 12ms [33, (UV)], 335 [29, (PPC)]
DMPA 4,3 2 3,5 | 700ms [18, (UV)]

DMPE 1,1 1 09| —

Detektionsmethoden: Kalorimetrie (PPC), Triibungsmessung (UV)

dass die Wellenzahldnderung umso kleiner ist, je langsamer der Prozess wird.

Damit stehen diese Ergebnisse im Einklang mit jenen, die mit Hilfe von Triibungsmessun-
gen [18, 33| gewonnen worden sind. Ebenso fiigen sich die Erkenntisse in das in Kap. 2.2.2
beschriebene Kinkenmodell von Eck und Holzwarth [17] ein, die die Phasenumwandlung
in die Anfangsschritte ,,Kinkenbildung” und ,,Membranexpansion* einteilen. Die Bildung
von gauche-Konformeren ist mit einer Volumenzunahme verkniipft. Dieser Schritt ist
damit an Prozesse gebunden, die zusédtzliches Volumen zur Verfiigung stellen. Sind diese
Expansionsprozesse in mehrere Teilschritte untergliedert, miissen es demnach auch die
Konformationséinderungen sein, was das Auftreten eines Spektrums von Relaxationszeiten
erklart.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergenbnisse stehen im Widerspruch zu den Arbeiten
von Grabitz et al. [29] sowie Boehm et al. [5], welche die Gesamtamplitude des kalorimetri-
schen Signals einem einzigen Prozess zuordnen. Dieser Umstand wird bei der Diskussion
der Kalorimetrieergebnisse dieser Arbeit (Kap.7.3) abgehandelt.

Die Relaxationszeiten 7 der Phosphatidylcholine zeigen eine Abhéngigkeit von der
Kettenlédnge der Fettsdurereste. Wahrend bei DSPC (Cig-Kette) fiir den langsamsten
Prozess 73 = 2,1s gefunden wurde, sind die entsprechenden Relaxationskonstanten von
DPPC (Cy6) und DMPC (Ci4) eine Grofenordnung kleiner (Tab. 6.2). Zwar wurden an
der DPPC-Probe auch Zeitkonstanten im Sekundenbereich gefunden (Abb.6.7), allerdings
sollten diese als Ausreifer betrachtet werden. Der Grund dafiir liegt in der Uberlagerung der
Relaxationsprozesse mit dem Vorgang, der zum langsamen Wiederabfallen der Wellenzahl
fiihrt. Dieser Umstand kann vom Regressionsmodell nicht beschrieben werden, so dass die
ermittelten Konstanten verfilscht werden.

Im Vergleich mit bereits publizierten Daten (Tab.6.2) liegen die gefundenen Werte
zwischen denen mit Triibungsmessung und Kalorimetrie gewonnenen Daten. Die mit Trii-
bungsmessung gefundenen Werte sind allesamt kleiner als 1 s, wahrend die mit Drucksprung-
Kalorimetrie ermittelten Zeitkonstanten die bereits in Kap. 2.2.2 erwahnten, langsamen
Prozesse mit Zeitkonstanten >10s sichtbar machten. Es liegt dabei in der Methodik
der Drucksprung-Kalorimetrie begriindet, dass damit keine schnelleren Prozesse sichtbar
gemacht werden konnen.
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6.3 Diskussion

Als Artefakt muss das auf der Sekundenskala beobachtete Wiederabfallen der Wellen-
zahlen der C-H-Streckschwingungen von DMPC (Abb. 6.8) und DPPC (Abb. 6.6) gewertet
werden. Der Umstand, dass dieses Phanomen bei DMPC stéarker als bei DPPC und bei
DMPE, DMPA und DSPC gar nicht auftritt, lasst darauf schlieffen, dass dieser Effekt
mit steigender Temperatur verschwindet, da sich die Umwandlungstemperatur der Lipide
in der genannten Reihenfolge erhoht. Es kann angenommen werden, dass Wéarmeiiber-
gangsprozesse in die Umwandlungskinetik einkoppeln. Aufgrund der Tatsache, dass der
Temperaturgradient zwischen optisch aktivem Volumen und dem Ort des Durchflusses
der Temperierfliissigkeit bei Temperaturen um die Raumtemperatur sehr klein ist, laufen
Wiérmeiibergangsprozesse auf einer langsamen Zeitskala ab. Da die IR-Zelle aus Edelstahl
gebaut ist, welcher im Vergleich zu Kupfer eine sehr schlechte Warmeleitfiahigkeit hat,
sind die Prozesse sehr langsam. Die mit dem Drucksprung einhergehende polytrope Zu-
standsénderung fiihrt zu einer Abkiihlung der Probe und damit, bedingt durch die Schérfe
der Umwandlung, zu einer Verschiebung der Wellenzahl. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die so entstandenen Temperaturinhomogenitéten auf einer Sekundenzeitskala
abgebaut werden. In einer Rechnung schitzten Gruenewald et al. [33] die durch adiabati-
sche Abkiihlung hervorgerufene Amplitudenanderung auf ~10 % der Gesamtamplitude
ab. Dieser Wert trifft in etwa auch auf den Abfall der Kurven von DMPC und DPPC
entsprechend Abb. 6.8 und 6.6 zu.

Werden in Tab.6.2 die Werte fiir DMPC, DMPE und DMPA verglichen, so lassen
sich Kopfgruppeneinfliisse ablesen. Wahrend fiir DMPE keine Vergleichsdaten gefunden
werden konnten, fallt auf, dass flir DMPA sowohl mit der eigenen als auch mit der
Triibungsdetektion im Vergleich mit den anderen Lipiden die jeweils langsamsten Prozesse
gefunden worden sind. DMPA ist im Gegensatz zu den anderen untersuchten Lipiden
negativ geladen. Es tendiert zur Bildung besonders kleiner Vesikel, deren Kooperativitét
herab gesetzt ist, weshalb auch das Temperaturintervall der Umwandlung verbreitert ist.
Ein Zusammenhang mit der Umwandlungskinetik ist jedoch unklar.

Der Wert der langsamsten Umwandlung fiir DMPE liegt zwischen dem von DMPC
und DMPA. Besonders auffillig an den Ergebnissen von DMPE ist allerdings die stark
ausgepragte Peakform der mo—T-Daten, die in dieser Form bei keiner anderen Probe
beobachtet werden konnte.
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7 Drucksprung-Relaxationsexperimente
mit Kalorimetrie-Detektion

7.1 Materialien und Methoden

7.1.1 Probenprdparation

Alle Lipide wurden von Genzyme Pharmaceuticals (Cambridge, USA) erworben und
ohne weitere Reinigung verwendet. Die Proben wurden als Suspension (50 mmol/l) in
mit Ionenaustauscher gereinigtem Wasser hergestellt. Um eine vollstandige Hydratisie-
rung sicherzustellen, wurde die Probe 10°C iiber der jeweiligen Umwandlungstemperatur
T hinreichend lange mit Ultraschall behandelt und auf einem Vortex-Gerét geriittelt.
Anschliefend wurden die Proben im leichten Vakuum entgast.

7.1.2 Messung der Kalorigramme

Mit einer Spritze wurden 500 pul der Probe blasenfrei in die Probenkammer des VP-
DSC-Kalorimeters (MicroCal LLC, Northampton, USA) gefiillt. Das Dispersionsmittel
wurde ebenfalls entgast und in die Referenzzelle transferiert. Zur Bestimmung des Tem-
peraturintervalls fiir die zeitaufgelosten, isothermen Messungen wurden statische, d. h.
zeitunabhangige, Kalorigramme aufgezeichnet. Da sich die erste Kurve in der Regel von
den weiteren Wiederholungsmessungen unterscheidet, wurden zunéchst 2 Aufheizkurven
mit einer schnellen Heizrate von 60 K /h gemessen, um die Probe zu #quilibrieren. Anhand
eines dritten Heizganges wurde das Umwandlungstemperaturintervall fiir die zeitaufgelos-
ten Experimente bestimmt. Um apparative Verbreiterungen des Umwandlungspeaks zu
minimieren, wurde die Heizrate dabei auf 1,5 K/h reduziert.

Die Messung kinetischer Leistungskurven wurde anschliefend im isothermen! Modus
durchgefiithrt. Um die Zeitauflosung des Gerétes, die durch Warmeiibergénge in der Zelle
bestimmt wird (Kap. 3.2), voll auszuschopfen, wurde das Antwortverhalten der Regelau-
tomatik des Kalorimeters auf die Stufe ,hoch* gesetzt. Die Regelung der Zelle erfolgte
im ,Jow noise~-Modus auf das AT»-Signal (Abb. 3.3). Nach Erreichen der geforderten
Messtemperatur wurde eine konstante Aquilibrierungszeit von 5min eingehalten, um eine
stabile Basislinie ohne systematische Temperaturgénge zu erreichen. Dabei hatte das
Gerat mit Hilfe der PPC-Zusatzeinheit und einer No-Gasflasche den Druck bereits auf
4,6 bar Uberdruck erhoht, so dass nach Ende der Aquilibrierung ein Drucksprung auf
Umgebungsdruck durchgefiihrt und die Entwicklung des Signals mit einem Inkrement von

! Aus apparativen Griinden handelt es sich lediglich um einen quasi-isothermen Modus (Kap. 3.2).
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Abb. 7.1: Kalorigramme von DSPC, DPPC, DMPC, DMPA und DMPE (je 50mM in H50) zur
Bestimmung des Messintervalls der zeitaufgelosten Drucksprungmessung. Die Aufheizrate betrug
geringe 1,5 K/h, um die Verbreiterung der Kurven durch apparative Einfllisse zu minimieren.
Die thermodynamischen Parameter der Systeme sind in Tab. 7.1 aufgelistet.

Tab. 7.1: Umwandlungstemperaturen 7y, und -Enthalpien AH,,, ermittelt anhand der Kalori-
gramme in Abb. 7.1 im Vergleich mit Literaturwerten. Weiterhin ist die Peakbreite bei halber
Hohe AT} /5 angegeben.

Lipid T T |Ref!] AVAW AH, AH,, |Ref|
[°C] [C] [’C] | [kCal/mol] [kCal /mol|
DSPC | 54,5 55,3 [51], 54,3 [4] | 0,36 104 9851, 10,9 4]
DPPC | 41,5 414 [51], 41,5 [4] | 0,17 8,0 7,7 51], 8,7 [4]
DMPC | 24,0 23,9 [51], 24,0 [4] | 0,09 5,6 59 [51], 6,5 [4]
DMPA | 495 52,2 (pH 6) [4] | 0,40 45 5,7 (pH 6) [4]
DMPE | 49,6 49,9 [4] 0,41 6.5 6,6 [4]
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Abb. 7.2: Temperaturabhingigkeit der mittels Regression ermittelten Zeitkonstanten 71 (4) und
To (%) der Warmeiibergangsfunktion des Kalorimeters. Die Daten wurden mit einem Polynom
5. Grades beschrieben.

1s fiir die maximal vorgesehene Zeit von 999 s verfolgt wurde. Im Anschluss wurde ein
Drucksprung in umgekehrter Richtung vollzogen und wiederum eine Messzeit von 999 s
eingehalten.

7.1.3 Entfaltung der zeitaufgelosten Kalorigramme

Zur Verbesserung der Zeitauflosung der Apparatur wurden die mit PPC gemessenen
P-t-Daten mit der Antwortfunkton des Kalorimeters entfaltet. Dazu wurde der Umstand
ausgenutzt, dass die Faltung eines 6-Pulses mit der Antwortfunktion gleich dieser Antwort-
funktion selber ist. In der Praxis wurde dazu die Relaxationskurve einer Losung vermessen,
deren Zeitkonstanten derart schnell sind, dass diese dem Drucksprung unmittelbar folgen
kénnen. Bekannt ist dies vom Protonierungsgleichgewicht des pH-Indikators Methylrot.
Eine Losung der Substanz wurde mit verdiinnter HCI auf eine Umschlagfarbe zwischen
rot und gelb? eingestellt und anschliekend vermessen. Den Kurven (Abb. 7.3) wurde ein
biexponentielles Modell nach GI.3.7 und 3.8 angepasst. Die Zeitkonstanten 71 und 7o
der Warmeiibergénge im Kalorimeter zeigen eine leichte Temperaturabhéangigkeit. Diese
wurde mit einem Polynom 5. Grades beschrieben, um Kurven bei beliebigen Temperaturen
im Intervall von 5-65°C entfalten zu kénnen (Abb.7.2).

Die Dekonvolution der experimentellen Methylrot-Kurve mit einer simulierten Kalorime-

2Die Substanz wurde zur Bestimmung der Totzeit der Drucksprung-Apparatur mit Triilbungsdetektion
[33] verwendet, wobei deren optische Eigenschaft im Vordergrund stand. Fiir den Einsatz im Kalorimeter
ist lediglich wichtig, dass die freigesetzte Warme den Drucksprungverlauf abbildet.
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Abb. 7.3: P-t-Kurven von Methylrot in HoO, an denen mit Regression die Konstanten 7 = 2,571 s
und 72 = 5,682s der Kalorimeter-Antwortfunktion nach (GI. 3.8) bestimmt worden sind. Die
mit diesen 7-Werten entfalteten Kurven sowie auch jene mit den Konstanten 7;(54,982°C)
nach Abb.7.2 (11 = 2,573, 7o = 5,6775s) zeigen eine d-dhnliche Funktion. Eine zum Vergleich
dargestellte Kurve im originalen und entfalteten Zustand von DSPC zeigt die Verdnderung der
Kurvenform beim Auftreten von auflésbaren Relaxationsprozessen. Weitere Erklarungen folgen
im Text.

ter-Antwortfunktion (Abb. 7.3) ergibt entsprechend der Theorie eine d-dhnliche Funktion.
Werden zur Simulation der Warmeleitfunktion die unmittelbar aus der Regression der
Methylrot-Kurve gewonnenen Zeitkonstanten verwendet, ist die Dekonvolutionskurve leicht
iiberentfaltet, was dazu fiihrt, dass negative Werte auftreten (rote, gestrichelte Kurve). Wer-
den dagegen die temperaturgemittelten - und m»-Werte nach Abb. 7.2 angewandt, tritt
der Effekt der Unterentfaltung auf, sichtbar am auftretenden , Pseudo“-Relaxationsprozess
im Zeitintervall 0-10s (rote, fein-gestrichelte Kurve). Diese Storamplituden erscheinen,
weil der tatséchliche Verlauf der Kalorimeter-Antwortfunktion nicht hinreichend genau
wiedergegeben werden kann. Dies hat seine Ursache darin, dass zum Einen die durch
Regression bestimmten Zeitkonstanten der Antwortfunktion fehlerbehaftet sind und zum
Anderen das Regressionsmodell an sich lediglich eine phdnomenologische Beschreibung des
Kurvenverlaufes ist. Abb. 7.3 zeigt jedoch, dass die Artefaktamplituden bei Zeiten ¢t > 10s
soweit abgeklungen sind, dass die entfaltete Kurve zur Auswertung herangezogen werden
kann. Bei Verzicht auf die Dekonvolution wére dies erst ab einem Zeitpunkt >30s mdoglich.
Bei der ebenfalls in Abb. 7.3 gezeigten Beispielkurve von DSPC ist deutlich zu sehen, wie
ein Relaxationsprozess durch Entfaltung auch im Zeitfenster von 10-30s sichtbar gemacht
werden kann.

Technisch wurde die Dekonvolution mit einem in ,,Delphi 6* selbstgeschriebenen Pro-
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7.2 Ergebnisse

gramm ermoglicht, welches auf dazu benotigte FET-Algorithmen der ,Numerical Recipes*
[66] zuriickgreift.

7.1.4 Regressionsanalyse

Den kinetischen Kurven wurde ein multiexponentielles Modell (Gl.7.1) angepasst. Es
konnten nicht alle Punkte des gesamten Zeitintervalls der Messung fiir die Regression
herangezogen werden, weil sich prinzipbedingt die Temperatur mit einer Rate der Grofsen-
ordnung 107> K /s #indert. Bei Temperaturen oberhalb der Raumtemperatur tritt dadurch
ein Abkiihlungs- und unterhalb ein Erwarmungseffekt auf. Dies hat zur Folge, dass auf-
grund der grofsen c,-Werte bei Temperaturen nahe T}, eine Basisliniendrift einsetzt, welche
sich storend auswirkt. So ist in Abb. 7.4 zu sehen, dass nach dem ersten Abfall der Leistung
diese ab 300s wieder ansteigt. Die Kurve in Abb. 7.4 fallt auch durch die Relaxation nicht
auf null ab, sondern néhert sich einem konstanten Wert an, bevor sie wieder langsam zu
steigen beginnt. Das Zeitintervall fiir die Regression muss somit hinreichend kurz gewahlt
werden, damit die Basislinie in guter Ndherung durch eine Konstante A Ppagis beschrieben
werden kann.

J
P(t) = APRagis + EAPz - exp <t .to) (7'@' < Tiy1,t > to) (71)
i=1 ¢

Die Anzahl der Relaxationsprozesse wurde auf j = 2 begrenzt. Mit Grenzbedingungen
wurde gewahrleistet, dass sich die 7; um mindestens einen Faktor 2 unterscheiden. Dazu
wurde wiederum die Funktion ,,AbsLim()“ (Gl 6.2) herangezogen. Ebenso gelten fiir
die Beurteilung der Regressionsergebnisse kalorimetrischer Daten die Ausfiihrungen aus
Kap. 6.1.3, wonach u. a. die Werte fiir 7; unrealistisch hoch werden, wenn die zugehorigen
Amplituden in der Gréfenordnung des Rauschens liegen. Die Minimierung der y?-Funktion
erfolgte geméfs des Algorithmus nach Nelder und Mead [62, 66] und wurde vom gleichen
Programm {ibernommen, welches auch die Entfaltung durchfiihren kann (Kap.7.1.3).

7.2 Ergebnisse

7.2.1 DSPC

Die kinetischen Kurven einer DSPC-Probe nach der Entfaltungsprozedur sind in Abb. 7.5
dargestellt. Die Gesamtamplitude der Kurven steigt mit sich erhéhender Temperatur
zunéchst an, erreicht bei 54,70°C ein Maximum und fallt anschliefiend wieder ab. Im Zeitin-
tervall von 40-500s sind zwei Relaxationsprozesse sichtbar, so dass das Regressionsmodell
(GL.7.1) fiir diesen Bereich mit dem Parameter j = 2 angewendet wurde.

Die Teilamplituden AP; sowie auch die Gesamtamplitude zeigen ein ausgeprégtes
Maximum bei 54,70°C (Abb.7.6). Dabei ist die Amplitude des langsameren Prozesses um
einen Faktor 2 kleiner als die des schnelleren Prozesses. Insgesamt wird ein maximaler Wert
von »  AP; = 600 pCal/s erreicht. Die Basislinienverschiebung A Pp,g;s ist vom Betrag um
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Abb. 7.4: Regressionsanalyse der entfalteten Kurven einer Probe von DMPC bei 24,01 °C. Dar-
gestellt ist das Regressionsmodell nach GI.7.1 sowie dessen Teilterme mit den Amplituden
(in pCal/s) APpgasis = 48,6, AP; = 139,8 und AP, = 159,6 sowie den Relaxationskonstanten
71 = 12,58 und 7o = 47,1s. Der untere Graph zeigt die Residuen im Vergleich zur Standardab-
weichung der Messdaten fiir Zeiten ¢ < ¢y (op = 0,21 pCal/s).
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Abb. 7.5: Entfaltete P-t-Kurven einer Probe von DSPC bei steigenden Temperaturen: Beginn

des Messintervalls bei 54,24°C (—), Maximum der Gesamtamplitude bei 54,70°C (

), Ende

des Messintervalls bei 55,19°C (—) sowie Zwischenwerte (—).
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mindestens eine Grofenordnung kleiner als die Teilamplituden, so dass Kreuzkorrelationen
zwischen diesen Gréfen vernachlissigt werden kénnen. Die Temperaturabhéngigkeit der
Zeitkonstanten 7; zeigen ebenfalls ausgepriagte Maxima bei 54,80°C (71) und 54,90°C
(12). Die jeweils langsamsten Relaxationskonstanten unterscheiden sich um den Faktor
5 und betragen 7 = 18s bzw. 75 = 103s. Der Anstieg der 7;,-Werte bei Temperaturen
T < 54,4°C muss als Artefakt ohne sinnvollen physikalischen Hintergrund angesehen
werden, der auf die geringen Amplituden in diesem Temperaturbereich zuriickzufithren ist.

Die Umwandlungswéarmen der Teilprozesse wurden aus den Amplituden und Relaxati-
onszeiten nach der Gleichung

t
Qi = /APZ exp (—) dt = AP’ZTZ (72)
Ti
0

berechnet und in Abb. 7.6 den Gesamtwarmen (Qiota1), die durch Integration der nicht-
entfalteten P-t-Kurven erhalten wurden, gegeniibergestellt. Die Daten zeigen, wie auch
die AP;-Werte, ein Maximum bei 54,70°C. Erwartungsgeméf sind die Gesamtenergien
Qtotal grober als die Warmen der Teilprozesse. Auffallig ist jedoch, dass (entgegen der
Erwartung) die Warmen A P79, die dem langsameren Umwandlungsprozess zuzuordnen
sind, grofer sind als die des schnelleren Prozesses mit der Zeitkonstanten 71. Diese Warmen
APy werden durch die hoheren Werte von 75 bestimmt, deren Berechnung jedoch durch
den Basislinienparameter A Pg,sis beeinflusst wird. Die Basislinie wird, wie in Kap.7.1.4
beschrieben, durch die Lénge des Zeitintervalls bestimmt, so dass die Relaxationskonstanten
79 liberbestimmt sind. Die Energie der schnellen, fiir die Apparatur nicht auflésbaren
Prozesse liefe sich durch Bildung der Differenz Qota1 — (AP1 71 + A Py72) ermitteln. Bedingt
durch die Uberbestimmung der 7o-Werte ist diese Bilanz jedoch verfilscht, so dass auf die
Darstellung der Umwandlungswérmen (analog zu Abb. 7.6) fiir die anderen vermessenen
Lipide verzichtet werden soll.
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7.2.2 DPPC

Die entfalteten PPC-Kurven der Messung an DPPC sind in Abb. 7.7 zu sehen. Wiederum
steigt die Gesamtamplitude mit sich erhéhender Temperatur an, erreicht in der bei
41,65°C gemessenen Kurve ein Maximum und fallt anschliefend ab. Den Kurven wurden
im Intervall von 40-500 s ein Modell mit zwei exponentiellen Termen nach Gl. 7.1 angepasst.

Die grofite Amplitude APy des schnellen Prozesses ist nur unwesentlich grofser als die des
langsameren Vorgangs A Ps, jedoch sind die Maxima auf der Temperaturskala verschoben.
Wahrend AP, bei 41,70°C maximal wird, erscheint jenes von AP, um 0,1 K bei tieferen
Temperaturen (Abb. 7.8). Die Y AP;-Daten haben dadurch ein breites Maximum im Inter-
vall von 41,6-41,7°C. Die Beeinflussung der A P;-Werte durch die Basislinienverschiebung
kann aufgrund der kleinen Werte fiir A Pp,gis vernachléssigt werden.

Sehr unterschiedlich sehen die Daten der Relaxationskonstanten aus. Wéhrend die
Zeitkonstanten des schnelleren Prozesses 7 bei 41,65°C mit einem Wert von 34 s ein Ma-
ximum aufweisen, kann ein solches bei den mo-Werten nicht gefunden werden. Stattdessen
steigt die Kurve weiter an, allerdings nimmt die Streuung der Werte stark zu. Da die
Amplitude bei diesen Temperaturen jedoch wieder abfallt, muss dieser weitere Anstieg der
Zeitkonstanten 7 als Artefakt angesehen werden. Die Beschreibung der Basislinie durch
den Parameter A Pp,sis nach Modell 7.1 ist nicht hinreichend genau. Unter der Annahme,
dass sich, wie auch bei den 7-Werten, das Maximum bei 41,65°C befindet, ergibt sich
damit eine Zeitkonstante von 5 = 111s als grofter Wert.
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Abb. 7.7: Entfaltete P-t-Kurven einer Probe von DPPC bei steigenden Temperaturen: Beginn
des Messintervalls bei 41,43°C (—), Maximum der Gesamtamplitude bei 41,65°C (), Ende
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7 Drucksprung-Relaxationsexperimente mit Kalorimetrie-Detektion

7.2.3 DMPC

Die entfalteten P-t-Daten von DMPC zeigen wiederum das schon aufgezeigte Temperatur-
verhalten mit einem Maximum der Gesamtamplitude bei 24,04°C (Abb. 7.9). Der Sprung in
der Basislinie nach dem Drucksprung ist bei der DMPC-Probe sehr viel stéarker ausgepragt
als bei den anderen untersuchten Lipiden. Auch tritt der Effekt der anschliefenden Basis-
liniendrift (Abb.7.4), bedingt durch die hohe Kooperativitdt der Umwandlung, stérend in
Erscheinung. Das fiir die Regressionsanalyse verwendete Zeitintervall musste daher auf den
engeren Bereich von 40-300s begrenzt werden. Kurven, die bei Temperaturen sehr nah an
T aufgenommen wurden, konnten nicht zur Auswertung herangezogen werden, weil zum
Einen die auftretenden Amplituden zu grof waren und vom Kalorimeter nicht kompensiert
werden konnten und zum Anderen die Basisliniendrift aufgrund grofer dc,/dT-Werte
zu stark war. Die Basislinienkorrektur im Regressionsmodell (Gl. 7.1) hétte dann durch
einen Polynom niederen Grades erfolgen miissen, wobei die Regression aufgrund zu hoher
Kreuzkorrelationen zu den Parametern der Exponentialterme fehlschlagen wiirde.

Die wesentlichen Anderungen der Amplituden und Relaxationskonstanten (Abb.7.10)
laufen in einem Temperaturintervall von lediglich 0,1 K ab. Maxima sind in beiden
Diagrammen nicht ersichtlich, da im Bereich von 24,05-24,10°C aus o. g. Griinden keine
Daten bestimmt werden konnten. Bei den Amplituden ist auffillig, dass die AP; nahezu
gleich groft sind. Ebenso ist der Wert der Basislinienverschiebung A Ppg,gs nicht um
eine Grofenordnung, sondern lediglich um einen Faktor 2 kleiner als die Amplituden.
Die groften gefundenen Relaxationszeiten betragen 18s (71) und 91s (72). Aus dem
Kurvenverlauf ist jedoch ersichtlich, dass es im Temperaturintervall der nicht auswertbaren
Kurven noch langsamere Prozesse geben sollte.
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7.2.4 DMPA

Die kinetischen Kurven einer DSPC-Probe nach der Entfaltungsprozedur sind in Abb. 7.11
dargestellt. Die Gesamtamplitude der Kurve erreicht ein Maximum bei 49,90 °C. Den Daten
wurde ein biexponentielles Regressionsmodell angepasst. Da ab einem Zeitpunkt ¢ > 300s
keine Anderungen ersichtlich waren, wurde dazu der Zeitbereich 40-300s verwendet.

Alle Teilamplituden (Abb.7.12) zeigen ein Maximum bei 49,90°C. Daneben ist ein
Maximum bei 49,65 °C mit kleinerer Gesamtamplitude ersichtlich. In den AP»-Daten ist
dieses lediglich als Schulter angedeutet. Generell sind die Amplituden des schnelleren
Prozesses grofer als die des langsameren Abfalls. Die Werte des Parameters A Ppasis liegen
in der Grokenordnung 10~7 pCal/s und kénnen daher praktisch vernachlissigt werden.
Die Relaxationskonstanten in Abb.7.12 zeigen kein ausgepréigtes Temperaturverhalten
mit einem Maximum. Die Werte fiir 7 schwanken stattdessen zwischen 2s und 10s. Die
Daten von 7 decken den Bereich von 20-60s ab.
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7.2.5 DMPE

Die entfalteten PPC-Kurven der Messung an DMPE sind in Abb. 7.13 abgebildet. Mit stei-
gender Temperatur erreichen die Kurven ein Maximum der Gesamtamplitude bei 50,04 °C,
die bei weiterer Temperaturerhohung wieder abfallt. Auswertbare Amplitudenédnderungen
wurden im Bereich von 40-300s beobachtet, so dass dieses Intervall einer Regression mit
zwei Exponentialtermen nach Modell 7.1 unterworfen wurde.

Die Amplituden des Regressionsmodells (Abb. 7.14) zeigen alle ein Maximum bei 50,04 °C.
Die Amplituden AP; sind um einen Faktor 6 grofser als die A Py-Werte. Die Werte der
Basislinienverschiebung A Pgasis sind negativ und liegen in der Gréfenordnung 10~ pCal/s
und sind somit sehr viel kleiner als die der Teilamplituden. Die Relaxationskonstanten
71 zeigen ein breites Maximum bei 50,0°C. Der grofite Wert dieses schnelleren Prozesses
betrdgt 26s. Die Hohe des langsameren Prozesses 1o lasst sich aufgrund der kleinen
zugehorigen Amplitude schwer bestimmen. Unter der Annahme, dass die Daten bei
50,0°C einen sinnvollen physikalischen Hintergrund widerspiegeln, ergibe sich damit eine
Relaxationskonstante 7 = 70s fiir den langsamsten Prozess.

7.3 Diskussion unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der
IR-Untersuchungen aus Kap. 6

Die durch Regressionsanalyse ermittelten maximalen Relaxationszeiten der untersuchten
Lipidproben sind in Tab. 7.2 zusammengefasst und Literaturdaten gegeniibergestellt. Im
Gegensatz zu den mit IR-Spektroskopie erhaltenen Daten (Kap.6), bei denen aus der Li-
teratur keine dquivalenten Messungen bekannt sind, konnen die im vorigen Unterabschnitt
vorgestellten Kalorimetrie-Ergebnisse unter Berticksichtigung der dhnlichen Arbeiten von
Grabitz et al. [29] und Boehm et al. [5] diskutiert werden. DPPC ist dabei das einzige
Element der Schnittmenge der untersuchten Substanzen. Der Wert 7 = 34, der den
schnelleren Prozess der Umwandlung von DPPC symbolisiert, stimmt gut mit den verof-
fentlichten Werten dieser Autoren iiberein. Zusétzlich wurde in dieser Arbeit jedoch ein
weiterer langsamerer Prozess gefunden, ein Umstand, der nicht nur fir DPPC, sondern
fiir alle in dieser Arbeit vorgestellten Messungen gilt.

Die Ursache dafiir kann in dem unterschiedlichen Vorgehen bei der Auswertung liegen.
Grabitz et al. sowie auch Boehm et al. verwendeten ein Regressionsmodell, bei dem
von vornherein ein einziger Relaxationsprozess angenommen wird und analytisch mit
der Kalorimeter-Antwortfunktion gefaltet wird. Der Hauptteil der Amplitude der Daten
befindet sich jedoch im Zeitbereich der Antwortfunktion des Kalorimters (0-30s), wahrend
die der langsamen Prozesse sehr viel kleiner sind. Bei der Minimierung von x? werden
diese langsamen Prozesse somit weniger berticksichtigt, weil sie einen viel geringeren Anteil
an der Summe der Fehlerquadrate x? haben. Das in Kap.7.1.3 und 7.1.4 beschriebene
Vorgehen umgeht dieses Problem. Die Kurven werden hierbei numerisch entfaltet, was
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Tab. 7.2: Vergleich der jeweils langsamsten Relaxationskonstanten 71 und 75 mit Werten aus der
Literatur

Lipid 71/s 72/s Tmax [Ref., (Methode)]

DSPC 18 103 30s |5, (PPC)]

DPPC 34 111 40ms [33, (UV)], 30s [5, 29, (PPC)]
DMPC 18 91 12ms [33, (UV)], 33s |29, (PPC)]
DMPA 7 40 700ms [18, (UV)]

DMPE 26 70 —

Detektionsmethoden: Kalorimetrie (PPC), Triibungsmessung (UV)

zur Folge hat, dass die grofsen Amplituden, deren schnelles Zeitverhalten aufgrund der
Totzeit des Instruments von vornherein nicht aufgelost werden kann, unberiicksichtigt
bleiben und die Regressionsanalyse somit nicht mehr dominieren kénnen.

Fiir DSPC fallt der Vergleich mit den Werten von Boehm et al. anders aus. Der eigene
Wert ist mit 18 s um ein Drittel geringer als der in der Literatur. Im Fall von DMPC fehlen
Daten in der Ndhe von Ty, so dass ein Vergleich nicht sinnvoll erscheint. Die Umwandlung
der Probe ist hoch kooperativ, so dass die Methode mit der nur annéhernd gegebenen
isothermen Bedingung aufgrund der starken Anderung von cp mit der Temperatur an
ihre Grenzen kommt. Ein eventueller Trend, der bei den Phosphatidylcholinen mit l&nge-
ren Fettsdureketten langsamere Umwandlungen erwarten lassen wiirde, ldsst sich nicht
bestéatigen.

Vergleicht man Substanzen gleicher Kettenldnge aber unterschiedlichen Kopfgruppen
(DMPC, DMPA, DMPE), zeigen sich dagegen starke Anderungen. DMPE, dessen Kopf-
gruppe den Phosphatidylcholinen in chemischer Hinsicht am &hnlichsten ist, hat fiir 7
ahnliche Werte, wie sie von Grabitz et al. [29] aber auch von Boehm et al. [5] fiir Phospha-
tidylcholine gefunden wurden (Tab. 7.2). Der in dieser Arbeit neu beschriebene Prozess
mit der Konstante m zeigt fiir DMPE im Vergleich mit den eigenen Ergebnissen jedoch
deutlich kleinere Werte als die Choline. Dies trifft auch fiir die DMPA-Probe zu, welche die
kleinsten Relaxationszeiten aufwies. Eine Besonderheit ist, dass das Temperaturprofil der
Zeitkonstanten 7 und 75 kein Maximum erkennen lasst. Dies lasst auf eine verminderte
Kooperativitat dieser Prozesse schliefsen, die damit erklart werden kann, dass sich unter
dem Eindruck der mechanischen Belastung der Probe durch die zunehmende Anzahl von
Druckspriingen wahrend der Messung kleinere Vesikel bilden, die eine verringerte Tempe-
ratur und Kooperativitdt der Umwandlung aufweisen. Gestiitzt wird diese Annahme durch
die Temperaturprofile der Amplituden, deren Daten Nebenmaxima zeigen, welche sich
bei 49,65 °C und damit 0,25 K unterhalb der Temperatur des Hauptmaximums befinden
(Abb. 7.12).

Die Ergebnisse der Drucksprung-Kalorimetrie und der Drucksprung-FTIR-Methode
zeichnen kein einheitliches Bild der Umwandlungskinetiken. So unterscheiden sich z. B. die
Entwicklungstendenzen der langsamsten Relaxationskonstanten bei den Phosphatidylcholi-
nen. Wahrend mit der IR-Spektroskopie eine Abnahme der Umwandlungsgeschwindigkeit
bei kiirzeren Alkylketten beobachtet werden konnte, geben die PPC-Ergebnisse ein unkla-
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res Bild. Gleiches gilt bei der Betrachtung des Einflusses der Kopfgruppe bei den Lipiden
mit Cy4-Acylketten. Wahrend mit der IR-Spektroskopie fiir DMPA die (bezogen auf die
Zeitskala der Methode) langsamsten Umwandlungen gefunden worden sind, sind sie bei der
Drucksprung-Kalorimetrie relativ schnell. Die Griinde dafiir kénnen vielfaltig sein, da sich
beide Methoden nicht nur in der Art der Detektion unterscheiden, sondern auch Kinetiken
auf unterschiedlichen Zeitskalen betrachten, die wiederum mit stark unterschiedlichen
Druckdifferenzen (4 bar gegen 100 bar) induziert werden.

Die Hauptursache dafiir, dass mit der Drucksprung-FTIR-Spektroskopie keine lang-
samen Prozesse auf einer zweistelligen Sekundenskala gefunden werden kénnen, liegt
in den Temperaturschwankungen innerhalb der IR-Zelle begriindet. Diese sind bei der
IR-Apparatur eine Grofenordnung hoher als beim verwendeten VP-DSC-Kalorimeter.
Die gemessenen Relaxationszeiten repréasentieren damit einen mittleren Wert aller Zeit-
konstanten im Temperaturintervall dieser Schwankung. Da die Relaxationskonstanten ein
Maximum durchlaufen, werden durch diese Mittelung Werte gemessen, die kleiner als die
wahren (aber unbekannten) Werte sind.

Gemein ist den Ergebnissen beider Methoden, dass der Hauptteil der Gesamtamplitude
schnelleren, nicht auflésbaren Prozessen gehort und die Teilamplituden der langsameren
Prozesse kleiner sind. Dabei muss immer hervorgehoben werden, dass die zur Auswertung
herangezogenen Regressionsmodelle Gl. 7.1 und GI. 6.1 zwar eine feste Anzahl von Relaxa-
tionstermen vorgeben, die Daten jedoch eher den Anschein erwecken, dass sie eine Vielzahl
von Prozessen widerspiegeln, deren Zeitkonstanten eng beieinander liegen oder gar ein
kontinuierliches Spektrum bilden. Somit geben die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen
Daten einen Sachverhalt wieder, der auch im Cluster-Modell nach Kanehisa und Tsong
(Kap. 2.2.1) verarbeitet und beschrieben worden ist. Da das Cluster-Modell annimmt, dass
die Umwandlung nur an den Cluster-Grenzflachen stattfindet, sollte sich die Umwandlung
von Lipid-Gemischen im Vergleich zu reinen Lipidproben verlangsamen, weil durch den
Drucksprung auch ein Ungleichgewicht beziiglich der Konzentration der einzelnen Lipids-
pezies abgebaut werden muss, was nur durch laterale Diffusion erfolgen kann. Derartige
Effekte wurden von Janetzki im Rahmen einer Diplomarbeit [44] bestétigt. Weitergehende
Messungen mit Drucksprung-Kalorimetrie und der im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten
Drucksprung-FTIR-Spektroskopie sind gute Ankniipfungspunkte fiir zukiinftige Arbeiten.

Ein anderes Modell zur Beschreibung der Kinetik von Lipid-Phasenumwandlungen
geht auf Grabitz et al. zuriick (Kap.2.2.3). Es ist kein kinetisches Modell, wie das o.g.
Cluster-Modell, sondern hat einen thermodynamischen Ansatz. Nach dieser Theorie ist
nach GI.2.25 die Relaxationskonstante 7 proportional zur Wérmekapazitit c,. Die auf die
jeweiligen Maximumswerte normierten Kurven ¢,(7") und 7(7") fallen demnach aufeinander.
Aussagen iiber einzelne kinetische Elementarschritte kann das Modell dabei nicht geben.

In Abb. 7.15 ist die auf den jeweiligen Maximumswert normierte Relaxationskonstante
7; und DSC-Kurve von DSPC dargestellt. Es soll gepriift werden, ob die Proportionalitat
von ¢, und 7 auf eine Mehrprozesskinetik iibertragbar ist. Es zeigt sich jedoch, dass die
normierten 7;-Daten eine sehr viel breitere Verteilung als die der DSC-Kurve aufweisen.
Weiterhin sind die Maxima der Zeitkonstanten gegeneinander verschoben (Abb. 7.15).

Die gleiche Auftragung wurde in Abb. 7.16 fiir DMPE vorgenommen. Da die anhand
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Abb. 7.15: Darstellung der auf die Maxima normierten Gréfen der Relaxationskonstanten 7; (mit
Drucksprung-Kalorimetrie bestimmt) und Warmekapazitéten Ac, von DSPC. Symbole: Ac,
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Abb. 7.16: Darstellung der auf die Maxima normierten Grofsen der Relaxationskonstanten 7;
bestimmt mit IR-Spektroskopie (links) und Kalorimetrie (rechts) sowie der Wiarmekapazitét
Ac, von DMPE. Es bedeuten: Ac, (—), 11 ().
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der v5(CHgy)-Bande bestimmten Relaxationskonstanten eine stark ausgeprigte Peakform
der Temperaturabhingigkeit aufweisen (Kap.6.2.5), werden in Abb.7.16 die mit FTIR-
Spektroskopie erhaltenen normierten Daten denen gegeniibergestellt, die mit Kalorimetrie
erhalten worden sind. Es zeigt sich, dass die IR-Daten von DMPE die Proportionalitétsbe-
dingung nach GI. 2.25 nahezu erfiillen, wihrend die mit PPC erhaltenen temperaturabhan-
gigen Kurven im Vergleich zur DSC-Kurve verbreitert sind. Die Daten in Abb. 7.15 und
7.16 sind lediglich eine Auswahl, bei denen eine normierte Auftragung sinnvoll erschien.
Bei anderen Proben, wie DMPA, zeigen die Zeitkonstanten kein Maximum, so dass auf
eine normierte Auftragung verzichtet wurde.

Abschliessend l&sst sich sagen, dass die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Daten
keine Aussage iiber die Giiltigkeit oder Ungiiltigkeit der von Grabitz et al. [29] postulierten
T-cp-Proportionalitit zulassen. Bedingt durch die Annahme einer Einprozesskinetik ist
diese Theorie jedoch sehr limitiert und es muss kritisch hinterfragt werden, ob es gerecht-
fertigt ist, ein Modell zu entwickeln, welches experimentelle Befunde vieler Autoren iiber
die Existenz mehrerer Prozesse bei der Umwandlung von Lipidphasen einfach ignoriert.
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Motivation

e Das Anliegen dieser Arbeit war es, Aufklarung dariiber zu verschaffen, welche Vorgén-
ge auf molekularer Ebene wihrend der Phasenumwandlung wissriger Lipidsysteme
ablaufen. Bereits veroffentlichte Daten waren mit Methoden erzielt worden, die
lediglich auf makroskopische Eigenschaften der Systeme ansprachen und somit keine
Zuordnung der Prozesse ermoglichten.

e Als Ausweg wurde die IR-Spektroskopie verwendet, da sie gute Moglichkeiten bietet,
konformationelle Anderungen der Alkylketten und Anderungen der Hydratisierung
der Kopfgruppen zu verfolgen.

e Es wurden auch Drucksprung-Kalorimetrie-Experimente durchgefiihrt, um die ex-
perimentelle Basis zu verbreitern und auch globale Aussagen iiber die bei der
Phasenumwandlung ablaufenden Prozesse ableiten zu konnen. Die Daten wurden
sowohl den eigenen, mit IR-Spektroskopie erhaltenen Werten, als auch den Ergeb-
nissen der Arbeiten von Grabitz et al. [29] und Boehm et al. [5] gegeniibergestellt
und diskutiert.

Apparative Arbeiten

e Es wurde eine Apparatur fiir die Drucksprung-FTIR-Spektroskopie beschrieben, die
das zeitaufgeloste Messen von Spektren nach einem Drucksprung von bis zu 100 bar
auf Umgebungsdruck ermdglicht.

e Das Drucksystem besteht aus folgenden Komponenten:

— einer bis 300 bar druckstabilen IR-Transmissionszelle,
— einer HPLC-Pumpe als Druckgeber eines hydraulisch arbeitenden Systems

— zwei elektromagnetisch schaltende Ventile zum Auslosen des Drucksprunges
(4 ms Totzeit) und

— einem Druckiibertrager auf der Basis einer flexiblen Membran zur rdumlichen
Trennung von Probe und Hydraulikflissigkeit.

e Das Detektionssystem (FTIR-Spektrometer) kann Spektren iiber einen Zeitraum von
5,6 s mit einer Zeitauflosung von 8 ms aufnehmen. Um diese Messungen durchfiihren
zu kénnen, waren Kompromisse bei der maximalen Wellenzahlauflssung (8 cm 1)
und der Bandbreite der Spektren (3100-1400 cm 1) notwendig. Weiterhin mussten
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Probleme bei der Phasenkorrektur der Spektren bewiltigt werden, die bei der
statischen FTIR-Spektroskopie unter Normaldruck nicht auftreten.

e Es wurde eine Software programmiert, die das Zusammenspiel von Druck- und

Detektionssystem ermoglicht.

Drucksprung-FTIR-Spektroskopie

e Mit der o.g. Apparatur wurden fiinf Lipidsysteme (DSPC, DPPC, DMPC, DMPA

und DMPE) untersucht.

Die konformationellen Anderungen der Alkylketten wihrend des Uberganges von
der geordneten zur fluiden Phase stellen nicht einen Prozess der bisher nicht zuord-
baren Vorgéange dar, sondern zeigen vielmehr, dass die Umorientierung selber in
mehrere Prozesse gegliedert ist. Diese Prozesse sind auf unterschiedlichen Zeitskalen
angesiedelt. Dabei haben die langsameren Prozesse einen immer geringeren Anteil
an der Umwandlung.

Bei den Phosphatidylcholinen ist eine Kettenldngenabhéangigkeit der anhand der
vs(CHg)-Schwingung ermittelten langsamsten Relaxationskonstante 7 festzustellen:
7 wird mit kiirzer werdender Kette kleiner.

Bei Lipiden mit jeweils gleicher Cq4-Kette, aber unterschiedlicher Kopfgruppe, unter-
scheiden sich die langsamsten Relaxationszeiten ebenfalls. DMPA zeigt ein breites
Temperaturprofil der Relaxationskonstanten, dessen Maximum die grofste mit dieser
Apparatur bestimmte Zeitkonstante von 3,5s hat. Der korrespondierende Wert von
DMPE ist mit 0,9s kleiner, jedoch hat das 7-T-Profil von DMPE die ausgeprigteste
Peakform aller untersuchten Lipidsysteme. Da langsame Warmeiibergangsprozesse
im niedrigen Temperaturbereich die kinetischen Kurven beeinflussen, kann keine
Aussage iiber entsprechende Prozesse bei DMPC getroffen werden.

Drucksprung-Kalorimetrie
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e Im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Autoren [5, 29] mit dieser Methode,

konnten statt einem, zwei Relaxationsprozesse aufgelost werden. Die Zeitkonstanten
flir diese Prozesse liegen im Bereich von 18-34s und 70-111s. Fiir DMPA fallen
sie kleiner aus (71 = 7s, 2 = 40s). Die Daten zeigen, dass auf die langsameren
Prozesse ein immer kleinerer Anteil der Gesamtamplitude fallt. Schnellere, nicht
auflosbare Prozesse existieren ebenfalls, lassen sich jedoch nur anhand der Differenz
der Teilamplituden zur Gesamtamplitude identifizieren.

Das PPC-Signal wurde vor der Regressionsanalyse numerisch entfaltet, um damit
auch die im Vergleich zur Gesamtamplitude kleinen Amplituden der auflésbaren
Prozesse besser erfassen zu kénnen.



e Die ermittelten Zeitkonstanten des schnelleren auflésbaren Prozesses stimmen nicht
in jedem Fall mit denen der genannten Autoren iiberein. So wurde fiir DSPC ein
leicht kleinerer Maximalwert gefunden. Der Wert fiir DPPC passt dagegen gut zu
den Daten aus der Literatur. Insgesamt kann die Kettenlangenabhéngigkeit der
Relaxationskonstanten, wie sie mit IR-Detektion gefunden worden ist, mit den Kalo-
rimetriedaten nicht bestétigt werden. Gleiches gilt fiir die Kopfgruppenabhéngigkeit.

Schlussfolgerungen

e Der Umstand, dass sowohl die kinetischen IR- als auch die Kalorimetrie-Daten
nicht mit einer festen Zahl von zwei oder drei Exponentialtermen angepasst werden
konnen, deutet darauf hin, dass den Kurven ein Spektrum von Relaxationszeiten
zugrunde liegt. Damit sind die Daten konform zum Cluster-Modell von Kanehisa
und Tsong [46], welches ein solches Spektrum vorhersagt.

e Die mit IR-Spektroskopie beobachtete konformationelle Umlagerung der Alkylketten
stellt nicht einen Elementarschritt der Phasenumwandlung dar, sondern lauft iber
mehrere Prozesse der Umwandlung verteilt ab. Dies kann so verstanden werden,
dass die Bildung von gauche-Konformeren zusétzliches Volumen benétigt, welches
durch andere Prozesse bereitgestellt werden muss, bzw. zieht die Umlagerung auch
weitere Verdanderungen nach sich. Wird das bendétigte Volumen iiber mehrere Pro-
zesse verteilt bereitgestellt, kann die Bildung von gauche-Konformeren auch nur
stufenweise erfolgen. Ahnliche Uberlegungen impliziert das ,Kinkenmodell“ von Eck
und Holzwarth [17].

e Die Ergebnisse lassen sich nicht mit dem thermodynamischen Modell von Grabitz
et al. [29] in Einklang bringen. Dieses Modell beschreibt den zeitlichen Ablauf
der Umwandlung lediglich als Einprozesskinetik. In der eigenen Arbeit wurden
jedoch Ergebnisse vorgestellt (Kap. 7), die — unter Verwendung einer sehr &hnlichen
Apparatur — das Auftreten mehrerer Prozesse bestétigen. Dies steht im Widerspruch
zu den Arbeiten von Grabitz et al. [29] und Boehm et al. [5].

Ausblick

e Als Ankniipfungspunkt an die hier vorgestellten Ergebnisse bietet sich die Unter-
suchung von Lipidgemischen an. Da bei diesen Systemen durch den Drucksprung
ebenfalls eine Anderung des Lipidanteils der beider Phasen induziert wird, die
durch Diffusion ausgeglichen werden muss, sind Verlangsamungen der Kinetiken zu
erwarten.

e Weiterhin lassen sich die Experimente mit der vorgestellten Drucksprung-FTIR-
Apparatur auch auf andere lyotrope Systeme, wie z. B. Block-Copolymere in Lésung,
ausweiten.
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