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Abk�urzungen und Konstanten

Abk�urzungen

Abk�urzung Bedeutung

bb bovine brain (Rinderhirn)

Chol Cholesterol

CL Cardiolipin

CSA Chemical Shift Anisotropy (Anisotropie der chemischen Verschiebung)

�� Frequenzaufspaltung von NMR{Signalen

D2O deuteriertes (schweres) Wasser

DMPC 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero{Phosphatidylcholin

DPPC 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero{Phosphatidylcholin

DSC Di�erential Scanning Calorimetry (Di�erentielle Rasterkalorimetrie)

EY Egg Yolk (Eigelb)

ITC Isothermal Titration Calorimetry (Isotherme Titrationskalorimetrie)

MD Molecular Dynamics (Molekulardynamik)

~n Direktorachse, d. h. Fl�achennormale von Lipidmembranen

NMR Nuclear Magnetic Resonance (Kernspinresonanz)

PE Phosphatidylethanolamin

PG Phosphatidylglycerol

POPC 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero{Phosphatidylcholin

S
CD

Deuterium{Ordnungsparameter einer C{D Bindung

SM Sphingomyelin

sn-1, sn-2 Bindungspl�atze der Acylketten am Glycerol{R�uckgrat von Phospholipiden

Konstanten

Symbol Bezeichnung Wert

D Debye 3,336 �10�30 C/m
k
B

Boltzmann{Konstante 1; 3807 � 10�23 J/K
N0 Avogadro{Konstante 6; 022 � 1023/mol
R = N0 � kB molare Gaskonstante 8,314 J/(molK)

Umrechnungsfaktoren f�ur Energieeinheiten

Einheit Alternative Einheit(en)

1 kcal 4,1868 kJ

1 k
B
T/Molek�ul 0,592 kcal/mol = 2,478 kJ/mol

1 eV/Molek�ul 23,06 kcal/mol = 96,48 kJ/mol
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Zusammenfassung

Die laterale Organisation biologischer Membranen steht gegenw�artig im Vordergrund des

biophysikalischen Interesses, besonders im Hinblick auf die Mechanismen der Signaltrans-

duktion. Die Existenz von Sphingolipid{ und Cholesterol{reichen Dom�anen, die an der

Rekrutierung von Proteinen der Signalkaskaden beteiligt sind, ist mittlerweile gut do-

kumentiert. Die Bedeutung der Lipidzusammensetzung f�ur die Dom�anenstabilisierung,

und dabei besonders die Rolle des Cholesterols, der Beitrag intra{ und intermolekula-

rer Wassersto�br�ucken im Bereich der Lipid{Wasser{Phasengrenze sowie der Einu� der

Ober�achenhydratation auf die Dom�aneneigenschaften werden bisher allerdings weniger

gut verstanden.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Einusses der Hydratation

auf die Eigenschaften von lamellaren Lipidmembranen. Reine Lipide oder de�nierte Li-

pidmischungen wurden als Funktion von Temperatur und Hydratation mit Methoden der

Festk�orper{NMR Spektroskopie untersucht. Die Hydratation biologischer Membranen ist

durchaus starken Schwankungen unterworfen; daf�ur k�onnen sowohl die Wasserbindung an

komplexe Kohlenhydrate an der Zellober�ache als auch die Adsorption von Peptiden und

Proteinen verantwortlich sein. Eine niedrige Hydratation kann das Phasenverhalten und

damit auch die Wechselwirkung zwischen Membran und Proteinen oder Peptiden deutlich

ver�andern.

Die �Anderung physikalischer Eigenschaften bei kontrollierter Dehydratisierung wurden

zuerst f�ur reine Phosphatidylcholin{ (PC{)Systeme eingehend untersucht und diskutiert;

der zweite Schwerpunkt lag auf Modellsystemen mit Sphingomyelin (SM). Die Messun-

gen erfolgten �uberwiegend an orientierten Lipid{Multischichten; diese haben gegen�uber

nicht{orientierten Membranen den Vorteil einfacher Signalpro�le im 2H{NMR Spektrum

(Lorentzlinien). Dar�uberhinaus erm�oglichen sie die Beobachtung chemisch labiler Deu-

teronen von Hydroxyl{ oder Amidgruppen im Bereich der Lipid{Wasser{Grenze und die

Messung der Austauschraten. Zu diesem Zweck wurde eine Methode auf der Basis einer

Inversion-Transfer{Pulsfolge entwickelt und auf Membranen mit Phosphatidylglycerol,

Cardiolipin, Cholesterol und Sphingomyelin angewendet.

Im Falle von SM{Multischichten tauschen nach Pr�aparation in deuterierten L�osungsmit-

teln und anschlie�ender Hydratation mit D2O die Protonen der Amid{ und der Hydro-

xylgruppe des Molek�uls gegen Deuteronen aus und sind so im 2H{NMR sichtbar. Es

wurde unter anderem gezeigt, da� die Austauschraten der labilen Deuteronen von rei-

nen SM{Multischichten sehr unterschiedlich sind: die Raten der Amiddeuteronen sind im

NMR{Zeitfenster nicht me�bar, da diese Gruppe vermutlich in starker inter{ oder intramo-

lekular Wechselwirkung mit anderen Gruppen steht. Dagegen steigen die Austauschraten

der Hydroxylgruppe monoton mit der Hydratation an und erreichen ein Maximum, das

im Bereich der Proton{Austauschraten von reinem Wasser liegt.
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In Sphingomyelin/Cholesterol{Mischungen deuten Form und Intensit�at der NMR{Linien

darauf hin, da� ein Teil der SM{Molek�ule besonders stark mit Cholesterol wechselwirkt.

Aus der Aufspaltung der SM{Hydroxylsignale sowie aus ihrer unterschiedlichen chemischen

Verschiebung geht hervor, da� die Wechselwirkung mit Cholesterol die Orientierung des

Interface{Bereichs von SM und damit vermutlich dessen Elektrostatik beeinu�t.

Als empirisches Kriterium f�ur die Polarisation des interlamellarenWassers wurde die durch

Rotationsdi�usion gemittelte Quadrupolaufspaltung von Deuteriumoxid (D2O) herange-

zogen, w�ahrend die Dynamik der Acylketten und des Cholesterols durch Einsatz entspre-

chend markierter Lipide ermittelt wurde.

Aus dem Verhalten der D2O{Quadrupolaufspaltung wurde geschlossen, da� die Ober�ache

von SM{Membranen deutlich weniger hydrophil ist als bei PC{Membranen, obwohl beide

Lipide dieselbe Kopfgruppe besitzen.

In SM/PC{Mischungen f�uhren ges�attigte bzw. unges�attigte Acylketten im PC{Anteil auf-

grund der unterschiedlichen lateralen Kompressibilit�at zu einem gegens�atzliches Verhalten

hinsichtlich der Orientierung des interlamellaren Wassers. In SM/DPPC{Systemen folgt

der Verlauf der Quadrupolaufspaltung des Wassers qualitativ dem Verhalten von reinem

SM, bei SM/POPC dem von reinem POPC. Diese Unterschiede k�onnen mit einer unter-

schiedlichen Einbindung der beiden Phosphatidylcholine in das komplexe Netzwerk der

Wassersto�br�ucken erkl�art werden.

F�ur SM/POPC{Membranen wurde anhand des NMR{Spektrums die Phasen�uber-

gangstemperatur als Funktion der Hydratation bestimmt und mit kalorimetrischen Da-

ten verglichen. Im Rahmen der experimentellen Fehler zeigten die beiden Methoden

einen hohen Grad an �Ubereinstimmung. Da eine Variation der Hydratation von Lipid{

Multischichten im NMR{Ger�at relativ einfach und quasi{kontinuierlich vollzogen werden

kann, bietet sich diese Methode gerade auch f�ur Lipidsysteme an, in denen nur geringe

kalorimetrische W�armen beobachtet werden, etwa bei hohem Cholesterolgehalt.

F�ur tern�are SM/POPC/Chol{Mischungen wurde, ebenfalls aus dem Temperaturverlauf

der NMR{Signale, ein Phasen�ubergang bei Raumtemperatur postuliert. Es konnte aller-

dings nicht unterschieden werden, ob dieser f�ur die gesamte Mischung gilt, d. h. ob sich

SM{reiche Dom�anen in bestimmten Temperaturbereichen lateral entmischen.

Zusammenfassend l�a�t sich f�ur die untersuchten Sphingomyelin{Systeme sagen, da� die

Hydratisierung der Membranober�ache stark durch die Anwesenheit von unges�attigten

Phosphatidylcholinen und Cholesterol beeinu�t wird. Die ver�anderte Packungsdichte in

diesen Systemen scheint einen starken Einu� auf Richtung und St�arke des inter{ und

intramolekularen Wassersto�br�ucken{Netzwerkes von SM zu haben.
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Vorwort

Durch Membranen abgegrenzte Reaktionsbereiche stellten einen Quantensprung

in der Evolution des Lebens dar. Als passive Barriere erlauben Membranen die selektive

An{ oder Abreicherung von Molek�ulen gegen�uber der Umwelt; in die Membran einge-

baute aktive Transportmechanismen bilden die Grundlage f�ur die hohe Spezialisierung

einzelner Zellen in h�oheren Organismen. Dar�uberhinaus laufen chemische Reaktionen an

Ober�achen wesentlich schneller und eÆzienter ab, indem die Reaktionspartner davon

abgehalten werden, sich frei im Raum zu bewegen.

Selbstorganisation ist das elementarste Prinzip des Lebens: im genetischen Code ist

nur festgelegt, woraus und in welcher Abfolge die Molek�ule bestehen { ihre dreidimen-

sionale Anordnung, ihre Funktionalit�at sowie ihre Verteilung im Zellraum l�auft dann oft

selbst�andig ab. Dieses Prinzip: Vorgabe der Ausgangslage, der Rest organisiert sich selbst

ist auch die Ursache daf�ur, da� minimale �Anderungen der Erbsubstanz sich auf den ganzen

Organismus auswirken k�onnen.

Wasser mit seinen ungew�ohnlichen physikalischen Eigenschaften ist die Triebfeder der

Selbstorganisation. Es ist vor allem eine Eigenschaft: die F�ahigkeit, mit den benachbar-

ten Wassermolek�ulen kurzzeitig starke Bindungen einzugehen. Die Anomalien des Wassers

gegen�uber �ahnlich gro�en Molek�ulen { vor allem ein wesentlich h�oherer Schmelz- und Sie-

depunkt und ein Dichtemaximum bei 4 °C { ergeben sich aus der Temperaturabh�angigkeit

dieser sogenannten Wassersto�br�ucken. Sie bestimmen das Verhalten von Wasser als

L�osungsmittel und veranlassen indirekt Lipidmolek�ule dazu, sich in einer zweidimensio-

nalen Membran zu organisieren. Der Ladungstransport innerhalb von Enzymkomplexen

l�auft vermutlich �uber eine Kette von Wassersto�br�ucken; die molekulare Erkennung von

Proteinen wird durch an der Ober�ache orientierte Wasserschichten verst�arkt.

Einfache Prinzipien, komplizierte Wirkungen: Obwohl die physikalischen Prinzi-

pien der Selbstorganisation relativ einfach sind, ist ihr Zusammenspiel so kompliziert, da�

das Verst�andnis biologischer Membranen nach jahrzehntelangen Forschungen immer noch

mangelhaft ist. Die erst vor kurzem postulierten lipid rafts, relativ feste
"
Fl�o�e\ in der

ansonsten �ussigkristallinen Zellmembran, sind ein Beispiel daf�ur, wie neue Erkenntnisse

der Membranstruktur Erkl�arungen f�ur eine ganze Familie von biochemischen Prozessen

(z. B. Signaltransduktion) liefern k�onnen.
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Kapitel 1

Lipidmembranen

1.1 Physiologie von nat�urlichen Membranen

1.1.1 Grunds�atzlicher Aufbau

Die Voraussetzung f�ur jede Form von Leben war die Abgrenzung chemischer Reaktionsbe-

reiche gegen die Umwelt unter Aufrechterhaltung eines selektiven Sto�austausches { die

Geburt der Zelle (Abb. 1.1). Diese Barrierefunktion nehmen Doppelschichten aus Lipid-

molek�ulen wahr, die sich aufgrund ihrer amphiphilen Eigenschaften spontan zu gro�en

zwei{ oder dreidimensionalen Strukturen zusammen�nden.

Abbildung 1.1: Aufbau einer tierischen Zelle (nach [137])

Neben der Abgrenzung der Zelle nach au�en durch die Plasmamembran sowie der ver-

schiedenen Zellorganellen dienen Membranen vielen Proteinen und Enzymen als Nach-

richtenverteiler und
"
Arbeitsbank\. Die Proteine sind an die Membran gebunden oder in

sie eingebettet1 und geben z. B. hormonelle Signale aus dem Blut an das Zellinnere wei-

1 Das Gewichtsverh�altnis von Proteinen zu Lipiden in der Membran variiert zwischen 1:4 und 4:1 [182].
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2 KAPITEL 1. LIPIDMEMBRANEN

ter. Ausgedehnte Anordnungen von koordiniert arbeitenden Enzymen nutzen den Vorteil

der zweidimensionalen Membranober�ache: eine wesentlich h�ohere EÆzienz als im drei-

dimensionalen Raum [136, 161]. Aus diesem Grunde �nden sich bei eukaryontischen (=

nicht{bakteriellen) Zellen auch im Zellinneren vielfach gestapelte und verzweigte Membra-

nen (z. B. in Mitochondrien, im Golgi{Apparat oder im Endoplasmatischen Retikulum),

die zudem eÆziente Transportwege f�ur Molek�ule oder ganze Zellorganellen darstellen.

Tabelle 1.1 zeigt f�ur zwei unterschiedlich gro�e eukaryontische Zellen, da� die Plasma-

membran nur einen Bruchteil der gesamten Membran�ache einer Zelle ausmacht:

Anteil an gesamter Membran�ache in %

Membrantyp Leber (Hepatozyt) Pankreas (exokrine Zelle)

Plasmamembran 2 5

Rauhes ER 35 60

Glattes ER 16 < 1

Golgi{Apparat 7 10

Mitochondrien

Innenmembran 32 17

Au�enmembran 7 4

Zellvolumen (�m3) 5 000 1 000

Membran�ache (�m2) 110 000 13 000

Tabelle 1.1: Prozentuale Verteilung von Membrantypen bei Leber{Hepatozyten und exo-

krinen pankreatischen Zellen (nach [1], S. 654)

Erst seit der wegweisenden Ver�o�entlichung von Singer und Nicolson [179] werden Li-

pidmembranen als h�ochst dynamische Gebilde begri�en, die Proteinen nicht nur als pas-

sive Matrix dienen, sondern auch deren Verhalten aktiv steuern k�onnen. Durch leich-

te Variationen der chemischen Struktur entstehen aus wenigen Lipidfamilien �uber 100

in nat�urlichen Membranen vorkommende Spezies mit sehr verschiedenen physikalischen

Eigenschaften. In einer komplexen Mischung gew�ahrleisten sie, da� die Membranen

�uber einen weiten Bereich von Umweltbedingungen (Temperatur, pH, Ionenkonzentra-

tion, Druck, Wasseranteil) funktionsf�ahig bleiben. Die aktive Aufrechterhaltung einer

zellspezi�schen Lipidzusammensetzung sowie die gro�en Unterschiede zwischen Zellen ver-

schiedener K�orperbereiche deuten aber auch auf eine viel weiter gehende Abh�angigkeit der

Zellfunktion von der Membranzusammensetzung hin [50].

Lipidmolek�ule bestehen aus einem polaren, hydrophilen Kopfgruppenbereich und (meist

zwei) hydrophoben Fetts�aureketten (Abb. 1.2(a)). Hydrophob hei�t: der Kontakt mit

Wasser ist energetisch sehr ung�unstig; einzelne Molek�ule lagern sich spontan zu gr�o�eren

Strukturen zusammen, die die Lipidketten vom Wasser abschirmen. Die Form dieser

Strukturen h�angt unter anderem von der Geometrie der Lipide ab (Kap. 2.1.3, S. 20).

Abbildung 1.2(c) zeigt ein Modell f�ur eine reale Plasmamembran: der Bilayer und die

ein- und angelagerten Proteine werden auf der Zellinnenseite vom Zytoskelett stabilisiert,

einem polymerartigen Netzwerk, das sich �uber die gesamte Zelle erstreckt. Auf der Au-

�enseite bilden Glykolipide die Glykokalyx, die vor allem der Aufnahme und Weitergabe

von biochemischen Signalen dient.
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(a) Struktur eines Lipidmolek�uls (b) Assoziation zu Doppelschich-

ten (Bilayern)

(c) Modell einer realen Membran mit Proteinen, Zytoskelett und Glykokalyx (mit

freundl. Genehmigung von O. Mouritsen, MEMPHYS group, Lyngby/DK)

Abbildung 1.2: Aggregation von Lipiden zu makromolekularen Einheiten

1.1.2 Lipidverteilung

Die von der Zelle synthetisierten ca. 100 verschiedenen Lipidspezies k�onnen nach der La-

dung ihrer Kopfgruppen in zwei Gruppen eingeteilt werden: elektrisch neutrale (meist

zwitterionische) und anionische Lipide; kationische Lipide kommen in der Natur nur in

Form des seltenen Sphingosin vor. Die �au�ere H�alfte der Zellmembran (Exoleaet) be-

steht fast ausschlie�lich aus den zwitterionischen Lipiden Phosphatidylcholin (PC) und

Sphingomyelin (SM) sowie zu geringen Mengen aus dem ebenfalls neutralen Phosphati-

dylethanolamin (PE). Die dem Zellinneren zugewandte (zytoplasmatische) Seite, das En-

doleaet, ist dagegen vor allem aus anionischen Lipiden aufgebaut, deren Ladung von po-

sitiven Gegenionen abgeschirmt wird: Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylinositol (PI)

und phosphorylierte Varianten davon sowie Phosphatidylglycerol (PG) und Cardiolipin

(CL) [207]. Da die Lipide langsam �uber die beiden Membranh�alften austauschen, bedarf

es aktiver Transportprozesse, um die Asymmetrie der Verteilung aufrechtzuerhalten.

Die Fluidit�at von Membranen kann �uber einen weiten Temperaturbereich angepa�t wer-

den, indem die Fetts�aureketten durch Doppelbindungen modi�ziert werden.

Auf die Rolle von Cholesterol im Bilayer wird in Kapitel 1.4 eingegangen.
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1.2 Modellmembranen

1.2.1 Einfache Membranen als Modell f�ur reales Verhalten

Reale Membranen sind weitgehend unzug�anglich f�ur detaillierte Messungen in vivo, da sich

bereits bei der Pr�aparation die urspr�ungliche Verteilung der Lipide und Proteine ver�andert

und die F�ulle an Wechselwirkungen kaum sortiert werden kann.

Modellmembranen aus wenigen Lipidarten reduzieren die Komplexit�at, erfordern aber bei

der �Ubertragung der Ergebnisse auf biologisch relevante Prozesse besondere Sorgfalt [103].

Untersuchungen an Lipidextrakten aus Escherichia coli { Bakterien zeigen allerdings eine

weitgehende �Ubereinstimmung mit �ahnlich konstruierten Modellmembranen [19, 58].

1.2.2 Arten von Modellmembranen

Die meisten reinen Phospholipide bilden unter physiologischen Bedingungen lamellare

oder hexagonale Phasen (Kap. 2.1.3). Spontane hexagonale Phasen zeigt vor allem PE;

zweiwertigen Kationen, z. B. Ca2+, verringern durch Ladungsabschirmung die e�ektive

Kopfgruppen�ache und induzieren dadurch in vielen Lipiden einen �Ubergang von der

lamellaren in eine invertiert hexagonale Phase.

Mizellen und multilamellare Vesikel (MLVs) bilden sich spontan, wenn Lipi-

de in Wasser
"
gel�ost\ werden. Durch Ultraschall{Bestrahlung erh�alt man daraus kleine

unilamellare Vesikel (� � 100 nm), w�ahrend gr�o�ere unilamellare Vesikel mit de�niertem

Durchmesser durch Extrusion von MLVs durch eine Polycarbonatfolie hergestellt werden.

Mizellen und Vesikel werden z. B. bei kalorimetrischen Messungen verwendet. Da die

thermodynamischen Eigenschaften auch von der Pr�aparationsmethode abh�angen, ist eine

Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht immer gegeben.

Monolayer, Bilayer und Multilayer entstehen, wenn man gel�oste Lipide mit

passender Molek�ulgeometrie auf ein planares Substrat auftr�agt und das L�osungsmittel

verdampfen l�a�t. Monolayer von Lipiden auf einer Wasserober�ache werden z. B. mit

Filmwaagenmessungen untersucht und unterscheiden sich von Bilayern in der unterschied-

lichen Kopplung der Kopfgruppen und Lipidketten zur Umgebung.

Multilayer mit mehreren 1000 parallelen Lipidschichten k�onnen durch Stapelung von

Substrathaltern (meist Glaspl�attchen) stabil hergestellt werden. Wenn die Lipidbewe-

gungen im Zeitbereich der Untersuchungsmethode zu 100% bewegungsgemittelt sind,

k�onnen die Daten von Vesikeln und Multilayern ineinander umgerechnet werden. Bei

NMR{Messungen hei�t dieser Algorithmus dePakeing [17]; die berechneten Spektren sind

jedoch oft ungenauer als die von orientierten Multilayern.

Black Lipid Membranes (BLMs): Vor allem f�ur elektrophysiologische Untersu-

chungen gibt es eine einfache Art, gro�e Bilayer{Filme zu erzeugen [196]: eine Lipidl�osung

wird auf eine kleine Apertur (� � 2mm) gestrichen. Durch die Ober�achenspannung wird

die L�osung zum Rand hin gezogen und hinterl�a�t in der Apertur nach dem Verdunsten

des L�osungsmittels einen Bilayer{Film. Auf diese Weise lassen sich auch membranl�osliche

Proteine in den Film einbauen.
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1.2.3 Temperaturverhalten

Abbildung 1.3 zeigt das temperaturabh�angige (thermotrope) Phasenverhalten von DMPC{

Vesikeln2 in w�assriger L�osung anhand der aus der L�osung entnommenen W�arme: bei nied-

rigen Temperaturen be�nden sich die Vesikel in der Gelphase (L
�
0{Phase)3, in der die Be-

wegung von Fetts�aureketten und Kopfgruppen stark eingeschr�ankt und deshalb die Mem-

bran relativ geordnet ist. Am Vor�ubergang (Temperatur T
pre

) reorganisieren sich vor al-

lem die Kopfgruppen und das mit ihnen assoziierte Wasser, w�ahrend amHaupt�ubergang

(Temperatur T
m
) der Kettenbereich eine locker geordnete, �ussigkristalline Form (L

�
-

Phase) annimmt [36]. Im �Ubergangsbereich zwischen L
�
0{ und L

�
{Phase liegen viele

Lipide, darunter DMPC, in der sogenannten Ripple{Phase P
�
0 vor: die aufgelockerte

Kopfgruppengeometrie bei konstantem Kettenvolumen erfordert eine s�agezahnartige Ver-

setzung der Lipidmolek�ule.

Abbildung 1.3: Phasenverhalten von DMPC (DSC{Messung; siehe Kapitel 3.2.3)

1.2.4 Problem der Phasende�nition

Im folgenden soll gezeigt werden, da� bereits bei Modellmembranen aus nur zwei unter-

schiedlichen, ideal mischbaren Lipidkomponenten eine Vielzahl von Phasenzust�anden des

Gesamtsystems m�oglich ist.

Im thermodynamischen Gleichgewicht mu� in einem o�enen System mit C verschiedenen

Teilchensorten (chemischen Komponenten) das chemische Potential �A
i
aller Komponenten

i in allen Phasen A konstant sein. Daraus ergeben sich bei P verschiedenen Phasen nach

der Gibbs'schen Phasenregel F Freiheitsgrade [33]:

F = C � P + 2 (1.1)

Betrachtet man den Druck als konstante Gr�o�e, so reduziert sich Gleichung 1.1 auf:

2 DMPC: 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero{Phosphatidylcholin
3 Das Apostroph steht f�ur eine Verkippung der Lipidl�angsachse gegen die Bilayernormale (tilt).
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F = C � P + 1 (1.2)

F�ur eine vollhydratisierte bin�are Lipidmischung wird Wasser als separate Phase de�niert,

d. h. C = 2. Damit k�onnen maximal P = 3� F Phasen koexistieren:

� P = 1, F = 2 ) Einphasenregion, in der Temperatur und Zusammensetzung frei

variieren k�onnen (freie Mischbarkeit).

� P = 2, F = 1 ) Zweiphasenregion; Temperatur und Phasenverteilung h�angen

voneinander ab (Koexistenzbereich).

� P = 3, F = 0 ) Dreiphasenregion; die drei Phasen k�onnen im Gleichgewicht

nur bei einer bestimmten Temperatur und Zusammensetzung existieren (= eutekti-

scher/peritektischer/monotektischer Punkt, je nach Lage im Phasendiagramm).

Abbildung 1.4 fa�t obige Aussagen in einem Temperatur{Mischungs{Diagramm zusam-

men: zwei Lipide A und B mit Phasen�ubergangstemperaturen TA bzw. T
B
liegen oberhalb

der uidus{ und unterhalb der solidus{Linie homogen in der �usssigen bzw. festen Phase

vor (P = 1). Dazwischen liegt ein Zweiphasengebiet fest/�ussig, in dem sich die Zu-

sammensetzung der koexistierenden Phasen sowohl mit der Temperatur als auch mit dem

Mischungsverh�altnis �andert.

Abbildung 1.4: Bin�ares Phasendiagramm f�ur zwei Lipide A und B (Schmelztemperatur

T
A
, T

B
), die in der �ussigkristallinen (L

�
) Phase und in der Gelphase

(L
�
) vollst�andig mischbar sind (nach [33]).

Der relative Anteil f von Komponente B, der im Koexistenzgebiet bei einer bestimmten

Temperatur T
x
in der �ussigen Phase vorliegt, ergibt sich mit einem Hebelgesetz (lever

rule) aus den Schnittpunkten a, b der Linie T = T
x
mit der liquidus{/solidus{Linie:

f =
X
b
�X

x

X
b
�X

a

(1.3)

Analog erh�alt man aus einer Parallele zur Abszisse die Charakteristika einer lateralen

Phasentrennung bei konstanter Zusammensetzung der Mischung. F�ur eine experimen-
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telle Bestimmung der Phasengrenzen mu� beachtet werden, da� die Di�usionskonstan-

ten in der festen Phase deutlich niedriger sind, d. h. die �Aquilibrierung eines Zustan-

des wesentlich l�anger dauert. Die noch andauernde Diskussion der Ordnung von Pha-

sen�uberg�angen bei Lipiden ist zum Teil auf die unterschiedliche Dauer der Beobachtungs-

zeitr�aume zur�uckzuf�uhren [99].

Insbesondere bei stark dehydratisierten Membranen stellt sich zus�atzlich die Frage nach

der Abgrenzung der Phasen: einige Wassermolek�ule gehen mit der Kopfgruppe des Lipids

kurzzeitige Bindungen ein oder sind im Interface{Bereich zwischen Kopfgruppen und Li-

pidketten stark in ihrer Bewegung eingeschr�ankt. Damit kann hier von einer unabh�angigen

Wasserphase nicht mehr gesprochen werden.

Stark dehydratisierte Systeme werden in Kapitel 5 und 6 untersucht.

1.2.5 Membranelektrostatik und Wasserorientierung

�Uber der Plasmamembran liegt durch die asymmetrische Verteilung von geladenen Lipiden

in den Bilayerh�alften und der daraus resultierenden unterschiedlichen Konzentration an

Gegenionen eine Potentialdi�erenz �	 � 70mV, dasMembranpotential (Abb. 1.5(a)).

Dies entspricht bei einer mittleren Bilayerdicke von 4 nm einer elektrischen Feldst�arke von

2�107 V/m.

(a) Zusammensetzung des elektrischen Potentials

	: �	 aus der Di�erenz von Anionen{ und Katio-

nenkonzentration zwischen den Wasserphasen, 	S

durch geladene Residuen im Interface{Bereich, 	d

durch Orientierung von polaren Gruppen des Lipids

und des Wassers (nach [37])

(b) Beitr�age zum Dipolpotenti-

al eines Lipidmolek�uls (DPPC):

polare Gruppen und assoziiertes

Wasser (nach [61])

Abbildung 1.5: Elektrostatik von Lipidmembranen

Das aus der Orientierung von polaren Gruppen im Lipid und der Orientierung von Wasser-

molek�ulen resultierende Dipolpotential 	
d
zwischen dem Bilayerinneren und der Ober-

�ache ist mit ca. 220{280mV (ges�attigte PC{Membranen) noch erheblich gr�o�er [37]; die

resultierenden Feldst�arken betragen 108{109 V/m.

Das Dipolpotential eines einzelnen PC{Molek�uls (Abb. 1.5(b)) setzt sich vor allem zu-
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sammen aus den Beitr�agen der Carbonylgruppen, den terminalen Methylgruppen der

Fetts�aureketten und dem Phosphat in der Kopfgruppe und summiert sich auf 5{10D4

in Richtung der Membrannormalen [103].

Ein einzelnes H2O{Molek�ul hat ein Dipolmoment von 1,855 D; durch Orientierung von

Wassermolek�ulen an der Bilayerober�ache kann sich das Dipolpotential der Membran um

bis zu 5{10D erh�ohen [61]. Auf den Beitrag der Wasserorientierung zur Hydratationskraft

zwischen Membranen wird in Kapitel 2.2.3 eingegangen.

Durch Hydratisierung der Lipidschichten mit deuteriertem Wasser (D2O) ist die Orien-

tierung ober�achenassoziierter Wassermolek�ule ein leicht zug�anglicher Parameter in der

Deuterium{NMR Spektroskopie.

Aufgrund der geringen Dielektrizit�atszahl � � 2 im Inneren von Lipidmembranen f�allt

das elektrische Feld erst in der angrenzenden Wasserphase (� � 80) sowie durch darin

assoziierte Gegenladungen �uber einen Bereich von 2{3 nm weitgehend ab. Lagert sich

nun z. B. ein Protein oder Peptid an die Membran an, so wird ein Teil des Wassers ver-

dr�angt und damit einerseits das Dipolpotential beeinu�t, andererseits die Abschirmung

des elektrischen Feldes herabgesetzt [103, 199].

Die obigen Aussagen gelten f�ur in vitro{Untersuchungen an weitgehend homogenen Li-

pidschichten. Diese Ergebnisse k�onnen nur begrenzt auf reale Membranen �ubertragen

werden. Wassermolek�ule in hydrophilen Taschen von eingebauten Proteinen sowie die re-

lativ hohe Konzentration von gel�ostem Sauersto� [183] oder anderen kleinen Molek�ulen im

Bilayer k�onnen die e�ektive Dielektrizit�atszahl deutlich erh�ohen und damit die elektrischen

Feldst�arken reduzieren.

4 1D = 1Debye = 3; 336 � 10�30 C/m
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1.3 Untersuchte Lipide

Im folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten Lipide kurz vorgestellt. Aufgrund

der Relevanz f�ur die Interpretation der Me�ergebnisse in Kapitel 6 wird die Geometrie des

Interface{Bereichs von Sphingomyelin n�aher diskutiert.

Phosphatidylcholin (PC) ist das h�au�gste Lipid in der Eukaryontenmembran. Ab-

bildung 1.6 zeigt die allgemeine Struktur von Glycero{Phospholipiden sowie die in dieser

Arbeit untersuchten Subspezies, die sich nur in der Kopfgruppe unterscheiden.

(a) Kettenbereich (Palmitoyl-/Oleoyl{Ketten)

(b) Kopfgruppenbereich

Abbildung 1.6: Struktur und Nomenklatur von Glycero{Phospholipiden

An das Glycerolger�ust sind �uber Esterbindungen die Fetts�aureketten angeh�angt. In

nat�urlich vorkommenden Glycero{Phospholipiden ist die sn-1{Kette zu 90{95% ges�attigt,

w�ahrend die sn-2{Kette meist unges�attigt auftritt; nur in weniger als 10% der Molek�ule

sind sn-1 und sn-2{Kette gleichzeitig unges�attigt [180]. Das Glycerolger�ust von aggregier-

ten Glyerophospholipiden steht nahezu senkrecht zur Membranober�ache, deshalb weist

der Beginn der sn-2{Kette stets einen
"
Knick\ auf.

Cardiolipin (CL) ist eine Ausnahme unter den Phospholipiden: zwei Phosphatids�aure-

reste sind �uber ein Glycerolger�ust verbr�uckt, damit hat CL vier Fetts�aureketten. Die Ver-

teilung der Kettenl�angen ist bei dem hier verwendeten Pr�aparat aus Rinderherzen relativ

homogen: 80% bestehen aus 18:2�9;12{Ketten [166]. Die beiden Phosphatgruppen sind

ionisierbar mit sehr unterschiedlichen pK{Werten (pK1 = 2; 8; pK2 > 7; 5). Bei neutra-

lem pH sind also 1{2 Phosphatgruppen negativ geladen [174] und k�onnen, gemeinsam mit

den Carbonylgruppen der Esterbindungen und der zentralen Hydroxylgruppe, zahlreiche

inter{ und intramolekulare Wassersto�br�ucken ausbilden [18, 174].
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Cardiolipin kommt nur in Prokaryonten und in der inneren Mitochondrienmembran in

gr�o�eren Mengen vor, wo es vermutlich eine besondere Rolle bei der Speicherung freier

Ladungen bei der oxidativen Phosphorylierung spielt.

Abbildung 1.7: Struktur von Cardiolipin: 2 Phosphatids�auren sind �uber ein Glycerol{

Ger�ust verbr�uckt, an dem sich eine labile Hydroxylgruppe be�ndet

Das Proton der zentralen Hydroxylgruppe (im folgenden als
"
labile OH{Gruppe\ bezeich-

net) ist chemisch labil, d. h. es tauscht schnell mit dem umgebenden Wasser aus.

Cholesterol (Chol) ist ein Sterol, das in gr�o�eren Mengen in der Lipidmembran vor-

kommt und deren physikalische Eigenschaften stark modi�zieren kann.

Es besitzt gegen�uber anderen Sterolen (z. B. Lanosterol, Ergosterol) eine optimierte Geo-

metrie f�ur van-der-Waals{Wechselwirkungen [16] mit Membranlipiden: die 4 fusionierten

Ringstrukturen liegen in einer Ebene und erlauben nur eine geringe Flexibilit�at; die polare

3�{Hydroxylgruppe richtet das Molek�ul parallel zu den Fetts�aureketten der Lipidmatrix

aus. Die Ketten der umgebenden Phospholipide werden in der L
�
{Phase durch Reduktion

der trans-gauche{Isomerisierungen und Erh�ohung der trans{Anteile geordnet [159].

Abbildung 1.8: Struktur von Cholesterol: 4 planar fusionierte Ringstrukturen mit einer

polaren Hydroxylgruppe

In Abbildung 1.8 ist die Nomenklatur der Sterolringe sowie der ersten 6 Kohlensto�e

eingetragen. Das Proton der 3�{Hydroxylgruppe tauscht schnell mit dem umgebenden
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Wasser aus. Das 3�{Proton wurde in der vorliegenden Arbeit f�ur einige Proben selektiv

deuteriert (zur Pr�aparation s. Kap. 3.1).

Sphingomyelin (SM) (N -Acylsphingosin-1{Phosphorylcholin) ist PC insofern �ahnlich,

als beide eine zwitterionische Cholin{Kopfgruppe, einen ausgepr�agten Interface{Bereich

und einen geometrischen Packungsparameter P � 1 (Kap. 2.1.3, S. 20) �uber einen weiten

pH{ und Ionenst�arke{Bereich haben.

Der Unterschied liegt vor allem im Acylketten{ und Interfacebereich: in PC{Membranen

wird der Knick und die Doppelbindung der sn-2{Kette durch eine h�ohere Kettenl�ange

kompensiert, so da� beide Ketten e�ektiv etwa gleich lang sind. Sphingomyelin dagegen

besitzt nur eine Acylkette, die �uber eine Amidbindung an die prim�are Aminogruppe des

Sphingosin{C2 gebunden ist; die zweite Kette ist bei nat�urlichem SM ein D-erythro (2S,

3R) Sphingosin mit einer trans{Doppelbindung zwischen den Positionen C4 und C5 [7].

Daraus resultiert ein zum Teil erheblicher Unterschied in den Kettenl�angen: 50% der

Acylketten sind sehr lang (� C18, s. Tabelle 1.2). Daraus und aus der im Vergleich zu

PC wesentlich h�oheren S�attigung resultieren hohe Phasen�ubergangstemperaturen T
m
im

physiologisch relevanten Bereich von 30{45 °C.

Abbildung 1.9: Struktur von Sphingomyelin; OH{ und NH{Gruppe hervorgehoben

Die Verteilung der Acylketten variiert stark nach Hersteller und Pr�aparation; als Demon-

stration sind in Tabelle 1.2 mehrere Analysen f�ur SM aus Rinderhirn (bovine brain) und

Eigelb (egg yolk) f�ur Pr�aparate desselben Herstellers zusammengefa�t:

Fetts�aure bovine brain SM (Avanti) egg yolk SM (Avanti)

Katalog nach [109] nach [157] Katalog nach [109] nach [157]

16:0 1,7 2,4 3{4 83,9 86 68

18:0 45,5 63 43 6,3 4,8 12

20:0 5,1 6,6 6 1,8 1,1 5

22:0 7,2 9,2 8,3 3,8 2,5 5

24:0 6,0 6,1 6 4,2 1,0 10

24:1 6,3 13 28 { 4,2

andere 28,2 { 6 0,4 { {

Tabelle 1.2: Fetts�aureverteilung bei Sphingomyelin (in %)

Im Interface{Bereich kann die Amidbindung als Donor und Akzeptor, die freie Hydroxyl-

gruppe als Akzeptor von Wassersto�br�ucken fungieren. Damit ist die F�ahigkeit zu inner{
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und intermolekularer Verbr�uckung wesentlich h�oher als bei PC, wo mit den 2 Ester{

Carbonylen und der Phosphatgruppe nur H-Br�ucken{Akzeptoren vorliegen, die Wasser

als Mediator f�ur intra{ und intermolekulare Wechselwirkungen ben�otigen.

Geometrie des Interface{Bereichs von Sphingolipiden

Die au�ergew�ohnlichen Eigenschaften von Sphingolipiden r�uhren in erster Linie von der

Struktur des Interface{Bereichs her; deshalb werden im folgenden Literaturdaten zu dieser

Thematik zusammengefa�t:

Aus der Familie der Sphingolipide existieren nur f�ur das Ceramid R�ontgenstruktur-

daten [144]. Bei Ceramid be�ndet sich anstelle der Cholin{Kopfgruppe von SM nur eine

Hydroxylgruppe; dadurch hat das Molek�ul eine konische Struktur (P > 1) und eine starke

Tendenz zur Bildung von Nicht-Bilayer{Phasen [53].

Abbildung 1.10(a) zeigt das aus den Strukturdaten abgeleitete Modell f�ur den Interface{

Bereich von wasserfreiem Ceramid:

(a) Konformation der Amidgruppe und sei-

ne {syn-clinale Stellung zur 3-OH{Gruppe

nach [144]

(b) Orientierung der Amidebene in

Sphingomyelin nach [160]

Abbildung 1.10: Struktur des Interface{Bereichs von Ceramid und Sphingomyelin

Die Amidgruppe hat nach Pascher [144] eine zentrale Bedeutung f�ur das ganze Molek�ul:

{ Sie ist Teil einer starren, planaren Struktur aus 6 Atomen (analog einer Peptidbin-

dung), die die beiden Kohlenwassersto�ketten verbindet. Diese stehen senkrecht zur

Amidebene, d. h. f�ur eine parallele Kettenausrichtung mu� die Fetts�aurekette an den

Positionen C1{3 (Abb. 1.10(b)) abgeknickt sein.

{ Sie liegt in einer Resonanzstruktur vor, die zu einem partiellen Doppelbindungscha-

rakter der CO{NH Bindung f�uhrt; dadurch sind Rotationen um die Bindungsachsen
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energetisch sehr ung�unstig. Aus sterischen Gr�unden nehmen die Atome C2 und

C2' in Abbildung 1.10(a) sowie der Carbonyl{Sauersto� O1' und der Sticksto�{

gebundene Wassersto� H1 eine trans{Konformation ein.

{ Die Orientierung der Amidebene bez�uglich der Sphingosinkette wird durch den Tor-

sionswinkel der C2{N Bindung festgelegt. Aus sterischen Gr�unden ist diese Rotation

stark eingeschr�ankt.

{ Laterale Wassersto�verbr�uckung zwischen Amid{ und Hydroxylgruppen beeinu�t

die Stabilit�at und Permeabilit�at von Ceramidmembranen. In Membranen mit hohem

physikalischen Stre� ist der Anteil an Sphingolipiden mit mehr als einer Hydroxyl-

gruppe deshalb deutlich h�oher.

Die Hydroxylgruppe an der C3{Position liegt bez�uglich der Amidgruppe bevorzugt in

einer {syn-clinalen Konformation vor [144]. Die r�omischen Zi�ern in Abbildung 1.10(a)

unten beziehen sich auf unterschiedliche Sphingolipide5; o�ensichtlich ist diese Anordnung

wenig abh�angig von molekularen Details der Lipide.

Ruocco et al. leiteten aus der Anisotropie der chemischen Verschiebung des 13C{markierten

Carbonyl{Kohlensto�s die Struktur von Palmitoyl{Cerebrosid bei voller Hydratation mit

Festk�orper{NMR ab (Abb. 1.10(b)):

Die planare Peptidstruktur O=C{N{H ist um einen Winkel � = 38{55° gegen die Bi-

layernormale gekippt, zu der die Achse C1{C5 des Sphingosins ungef�ahr senkrecht steht.

Damit ist die Hydroxylgruppe zum hydratisierten Interface orientiert. Die Orientierung

vom Molek�ul weg ist typisch f�ur die nat�urliche D-erythro{Kon�guration6 [102] und erleich-

tert starke Wechselwirkungen mit den Nachbarmolek�ulen. Bei der L{threo Kon�guration

sind H und OH an der C3{Position des Sphingosin vertauscht. Damit ist beim L{threo

Isomer eine volle Rotationsfreiheit um die C1{C2 Bindung m�oglich, die beim D{erythro

Isomer sterisch eingeschr�ankt ist [26].

Im Gegensatz dazu konnten Miller et al. [131] mit Circulardichroismus{Untersuchungen an

Cerebrosiden und Sphingomyelinen best�atigen, da� die Amidgruppe fast senkrecht zu den

Kohlenwassersto�ketten und damit zur Membrannormale steht. �Ahnlich der Anordnung

in einem �{Faltblatt alterniert der Winkel � zwischen 81 und 99°.

5 I: N-tetracosanoyl{Phytosphingosin; II: Glycosyl{Phytosphingosin{Hydrochlorid; III: Sphingosin{

Hydrochlorid
6 SM hat im Interface{Bereich 2 optische Zentren, es existieren also 4 Stereoisomere: D/L-erythro/threo{SM.
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1.4 Dom�anenbildung

In den letzten Jahren hat die Frage nach Dom�anenbildung im Bilayer erneut gro�e Beach-

tung gefunden (siehe [10] f�ur eine �Ubersicht). Ausgangspunkt war die Entdeckung, da�

die Plasmamembran Dom�anen enth�alt, die reich an Sphingolipiden und Cholesterol sind.

In diesen k�onnen sich Proteine anreichern, die mit der Signaltransduktion sowie der Endo{

und Exozytose verkn�upft sind.

Bei der Diskussion der Dom�anenbildung geht es aus biophysikalischer Sicht vor allem um

folgende Fragen:

� Unter welchen Umst�anden treten bei reinen Lipidmischungen Koexistenzbereiche

von gelf�ormigen und �ussigen Phasen auf, und welche Rolle hat dies z. B. auf die

Konformation von Transmembranproteinen oder die Aktivit�at von Enzymen?

� Welche Rolle spielt Cholesterol in diesen Aggregaten? K�onnen die von Chol z. B. in

DPPC induzierten liquid ordered (l
o
){Phasen [198] auch bei anderen Lipiden wie SM

oder unges�attigten PCs beobachtet werden?

� Ist die beobachtete Unl�oslichkeit von SM/Chol{reichen Membranen in Triton X{100

bei 4 °C ein Artefakt oder zeigen diese Systeme auch bei physiologischen Tempera-

turen Besonderheiten?

Spielt der Anstieg des Anteils an Sphingolipiden im Alter oder der Gehalt an freiem

Cholesterol eine besondere Rolle bei der Entstehung von Krankheiten?

� Welche Zeit{ und Gr�o�enma�st�abe regieren diese Dom�anen?

1.4.1 Lipid{Lipid { Dom�anen

Gawrisch et al. [59] zeigten, da� sich Lipide durch Dehydratation entmischen k�onnen. Bei

abnehmender Hydratation �andert sich die Wasseraktivit�at aw und damit die Energetik

der Wechselwirkung zwischen gleichen und verschiedenen Lipiden. Entmischung tritt dann

auf, wenn die Abnahme der Freien Energie �F durch st�arkere Lipid-Lipid{Wechselwirkung

gr�o�er ist als der Gewinn an Entropie durch eine stochastische Verteilung. �Ahnliches gilt

f�ur die Interaktion von Lipiden mit geladenen Peptiden.

Sackmann et al. [163] wiesen darauf hin, da� eine m�ogliche Phasentrennung von Lipiden ein

ganz neues Spektrum von Vesikelgeometrien scha�t. Dom�anen sind in keiner Weise stabil

gegen �Anderungen der �au�eren Bedingungen: so f�uhrt eine lokale mechanische Spannung,

etwa beim Kontakt zweier Vesikel, dazu, da� vor allem solche Lipide zur Kontaktstelle

di�undieren, die dieser Spannung entgegenwirken.

Bisherige Untersuchungen zur Dom�anenbildung konzentrierten sich vor allem auf bin�are

PC{Mischungen mit stark unterschiedlicher Kettenl�ange (chain mismatch) und daraus re-

sultierenden Unterschieden in T
m
. Phasenseparation in Membranen mit nur einer Lipid-

sorte wurde f�ur niedrige Hydratationen beobachtet [87,93,192], jedoch nicht systematisch

untersucht.

1.4.2 Cholesterol im Bilayer

Cholesterol ist das wohl am h�au�gsten untersuchte Molek�ul, das in Lipidschichten wohl-

de�nierte Subphasen induziert. Seine prim�are Rolle liegt in der Regulierung der Mem-
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branuidit�at: es reduziert die Unterschiede von Gel{ und L
�
{Phase, indem es die erstere

exibler, die letztere fester macht. Das planare Sterolger�ust ist parallel zu den hydro-

phoben Acylketten der Lipide angeordnet und schr�ankt ihre trans/gauche{Isomerisierung

eine, ohne die laterale Beweglichkeit der Lipide zu �andern. Damit wird die Membran im

Mittel steifer und dicker [44] und f�ur kleine Molek�ule undurchl�assiger.

Cholesterol ist nach Molanteilen der am h�au�gsten auftretende Membranbaustein in der

S�augetiermembran (> 20mol-% in der Plasmamembran, ca. 8mol-% im Golgiapparat,

6mol-% im ER [156])7; damit liegt es nahe, da� es neben der globalen Kontrolle der

Fluidit�at weitere Aufgaben in der Membran hat.

Die St�arke der Wechselwirkung von Cholesterol mit den verschiedenen Phospholipidklassen

nimmt in der Reihenfolge

SM � PS, PG > PC � PE

ab [41]. Damit ergeben sich M�oglichkeiten f�ur eine inhomogene Verteilung des Sterols

in der Membran, d. h. f�ur Dom�anen lokal ver�anderter Fluidit�at. Da die meisten Protei-

ne Cholesterol-arme Dom�anen bevorzugen, k�onnte die laterale Unterteilung in Dom�anen

einen gro�en Einu� auf Verteilung und Funktion von Membranproteinen haben [41].

Computersimulationen von DPPC mit und ohne 12,5mol-% Cholesterol [191] haben ferner

gezeigt, da� bereits geringe Mengen des Sterols das Dipolpotential des Bilayers durch eine

leichte Umlagerung der Lipidkopfgruppe und eine verst�arkte Orientierung der Wasserdi-

pole an der Grenz�ache deutlich erh�ohen.

1.4.3 Ein spezieller Fall: lipid rafts

Unter lipid rafts versteht man Komplexe aus Sphingolipiden und Cholesterol [159]. Sie wer-

den dadurch charakterisiert, da� sie, zusammen mit eingebetteten Proteinen, bei niedrigen

Temperaturen (4 °C) nicht durch das Detergens Triton X{100 aufgel�ost werden k�onnen.

Lipid rafts werden vor allem in den Caveolae gefunden, mit dem Protein Caveolin aus-

gekleidete Membraneinst�ulpungen mit einem hohen Anteil an Sphingolipiden und freiem

Cholesterol [159]. Caveolae haben einen Durchmesser von 60{80 nm und sind auf der

Ober�ache der meisten peripheren Zellen zu �nden [54].

Lipid rafts werden in zahlreichen F�allen als Mediator pathogener Ver�anderungen von Pro-

teinen vermutet:

� In arteriosklerotischen Plaques stellen Sphingolipide bis zu 75% aller Phospho-

lipide [140] und assoziieren dort stark mit Cholesterol.

� Das Amyloid Precursor Protein (APP), das eine wichtige Rolle bei der Entwick-

lung der Alzheimer-Krankheit spielt, reichert sich teilweise in lipid rafts an [178].

Nachgewiesen ist auch eine genetische Verbindung von Cholesterol{Metabolismus

und Alzheimer{Anf�alligkeit sowie eine um 50% geringere H�au�gkeit der Krankheit

bei regelm�a�iger Einnahme von nicht-steroidalen Entz�undungshemmern (z. B. Aspi-

rin), die �uber ihre Wirkung auf die Synthese von Derivaten der Arachidons�aure den

Cholesterolspiegel senken [119].

7 In der Bakterienmembran fehlt Cholesterol { ein Hinweis darauf, da� es zur Funktionalit�at von Zellmem-

branen urspr�unglich nicht ben�otigt wurde und vielmehr eine evolution�are Weiterentwicklung darstellt.
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� Die Umwandlung des zellul�aren Prion{Proteins PrPC in die pathogene Isoform

PrP Sc f�uhrt zur Scrapie{Krankheit bei Schafen, deren Analoga die bovine

spongiforme Enzephalopathie (BSE) bei Rindern bzw. dieCreutzfeld-Jakob{

Erkrankung beim Menschen sind. Diese Umfaltung der Proteinstruktur wird auf

raft{Dom�anen in den sekund�aren Lysosomen vermutet [135], den Zellorganellen zum

Abbau von fremdem oder �ubersch�ussigem Material. Eine Erh�ohung des SM{Gehalts

f�uhrt zu einer geringeren Bildung von PrP Sc und umgekehrt. Cholesterol{ und SM{

Spiegel sind jedoch positiv miteinander korreliert [2, 180].

� Auf der Ober�ache von HIV{Viren reichern sich Cholesterol und Sphingomyelin

gegen�uber der Wirtszelle signi�kant an [180].

Sphingolipide, also Sphingomyelin und Glycosphingolipide, werden auf der cis{ oder Bil-

dungsseite des Golgiapparats synthetisiert [1] und dann zur trans{Seite transportiert, wo

sie vermutlich mit Cholesterol assoziieren. Die Gr�unde f�ur die Wechselwirkung gerade

zwischen Sphingomyelin und Cholesterol sind noch nicht vollst�andig aufgekl�art; da SM

jedoch vorwiegend lange ges�attigte Fetts�aureketten hat, kann man annehmen, da� die

van-der-Waals{Anziehung wischen den Acylketten des Lipids und dem planaren Sterol-

ger�ust besonders hoch ist [180]. Dar�uberhinaus kann SM sowohl als Akzeptor (Amid-

gruppen) als auch als Donor (Hydroxyl{, Carbonyl{ und Phosphatgruppen) von Wasser-

sto�br�ucken fungieren; damit sind auch besonders starke Wechselwirkungen zur polaren

3�-OH{Gruppe des Cholesterols m�oglich [18].

Au�allend ist, da� sich der SM{Gehalt im menschlichen Organismus mit dem Alter auf

Kosten von PC zum Teil drastisch erh�oht: in der Aorta steigt das Verh�altnis SM/PC von

0,4 bei der Geburt auf 2,4 bei 90{j�ahrigen; SM kann hier bis zu 80% aller Phospholipi-

de ausmachen [6, 140]. Im menschlichen Gehirn wird ebenfalls PC allm�ahlich durch SM

und Cerebroside8 ersetzt; in den Augenlinsen steigt der SM{Gehalt auf bis zu 70% der

Phospholipide, w�ahrend PC auf bis zu 5% abnimmt [140]. Allgemein nimmt bei Membr-

anlipiden mit dem Alter das Verh�altnis von ges�attigten zu unges�attigten Fetts�aureketten

deutlich zu [6].

Da die Phasen�ubergangstemperatur aller Sphingomyeline bei 30{45°C, d. h. im physiolo-

gisch relevanten Bereich, liegt [5], ist mit dem Anstieg des SM{Gehalts ein wesentlich kom-

plexeres Phasenverhalten zu erwarten. Im allgemeinen sind Membranviskosit�at und SM{

Gehalt positiv korreliert [6]; so nimmt beispielsweise bei Erythrozyten die Stabilit�at der

Membranen mit dem SM{Anteil zu und die Permeabilit�at gegen�uber Nicht-Elektrolyten

ab.

1.4.4 Biophysikalische Rolle von Dom�anen

Die h�ohere Ordnung der Fetts�aureketten in Dom�anen f�uhrt zu einer gegen�uber dem rest-

lichen Bilayer erh�ohten Dicke und mittleren Kettenorientierung. Eine Konsequenz daraus

ist ein Ring von Defekten in der �Ubergangszone zu weniger geordneten Bereichen; diese

erzeugen lokal eine hohe Verzerrungsenergie, die die Di�usion von kleinen Molek�ulen in

und an der Membran um Gr�o�enordnungen beschleunigt [162]. Enzymatische Prozesse

erreichen damit an den Randbereichen von Dom�anen eine wesentlich h�ohere EÆzienz.

Es konnte gezeigt werden, da� die Phospholipase A2 in DPPC{Membranen entlang der

Defektlinien von Gelphasendom�anen arbeitet [63].

8 Cerebroside sind Ausgangs{ und Abbauprodukt von Sphingomyelin.
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Eine �Anderung �A der Enzymober�ache durch die Verzerrungsspannung entlang von

Defektlinien geht quadratisch in den exponentiellen Term der Michaelis-Menten{Gleichung

f�ur die Enzymaktivit�at ein [162], d. h. auch dieser E�ekt der Dom�anenbildung hat ein

enormes Steuerungspotential f�ur biochemische Prozesse.

1.5 Proteine an und in Membranen

1.5.1 �Uberblick

Proteine bilden etwa 50% der Membranmasse. Sie sind �uber nicht-kovalente Wechsel-

wirkungen an die Membranober�ache gebunden oder durchspannen den Bilayer als inte-

grale Membranproteine (IMP). IMPs sind meist �uber eine hydrophobe polypeptide Trans-

membrandom�ane relativ fest gebunden [142]; die Art der Bindung { hydrophobe Wech-

selwirkung mit den umgebenden Lipiden { gew�ahrleistet eine hohe Sensibilit�at f�ur das

Mikromilieu. In einzelnen F�allen konnte bereits eine Abh�angigkeit der Proteinaktivit�at

von der Lipidzusammensetzung, der Mikroviskosit�at, dem Phasenzustand oder der loka-

len Kr�ummungsenergie gezeigt werden (in [162]). Aufgrund der Komplexit�at der Lipid-

hom�oostase ist zu vermuten, da� derartige Regelungsmechanismen weit verbreitet sind

und nur bis jetzt in vivo selten nachgewiesen werden konnten.

F�ur die Wechselwirkung von Membranen mit Proteinen k�onnen drei sehr unterschiedliche

Bereiche de�niert werden [70, 142]:

� Der Bereich der Fetts�aureketten (hydrocarbon core, ca. 25{30 �A) ist eine Newtonsche

Fl�ussigkeit9 mitWechselwirkungsenergien von ca. k
B
�T . Die Viskosit�at � ist reziprok

zum freien Volumen, d. h. sie ist hoch bei ges�attigten Lipiden oder in Anwesenheit

von Cholesterol. Die statische dielektrische Permittivit�at � der Kettenregion liegt

bei ca. 2, kleiner also als im Inneren der Proteine (� = 3{5).

� Der �Ubergangsbereich zu den Kopfgruppen (interface) zeigt einen gro�en Flui-

dit�atsgradienten sowie eine Zunahme von � auf ca. 10{30. Die Wechselwirkungen

sind vor allem elektrostatischer und ionischer Natur und damit wesentlich st�arker

und gerichteter als im hydrocarbon core. Wassersto�br�ucken verst�arken die Bin-

dungen und stellen Kurzschlu�leitungen f�ur den Ladungstransport dar. �Uber ihren

Einu� auf die Elektrostatik ist wenig bekannt.

� Das freie Volumen (bulk) au�erhalb der Lipidbilayer ist oft nicht
"
frei\, sondern

z. B. bei der Plasmamembran durch die Glycocalix bzw. das Zytoskelett einge-

schr�ankt. Allerdings konnte nur ein geringer Einu� dieser Schicht auf die Beweg-

lichkeit des ober�achennahen Wassers festgestellt werden [12].

Die Mikroviskosit�at hat einen direkten Einu� auf die Zellphysiologie [142]: eine Erh�ohung

von � verlangsamt die Zellteilung; Krebszellen haben ein besonders niedriges �. Die Akti-

vierungsenergie von Proteinen �andert sich in dem Bereich, in dem die Lipidmembran ihre

Phaseneigenschaften �andert.

Der Einu� der spontanen Kr�ummung �0 konnte bei Alamecithin{Kan�alen in einer

DOPC/DOPE{Mischung gezeigt werden: die Zeit, in der ein Kanal in der ge�o�neten

Stellung bleibt, variiert exponentiell mit �0 [90].

9 Die Viskosit�at � ist f�ur ein gegebenes System nur abh�angig von der Temperatur.
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1.5.2 Art und Funktion der Lipid{Protein{Wechselwirkung

Lipid{Protein{Wechselwirkungen in der Membran sind beispielhaft f�ur die Interaktion

von Ursache und Wirkung in biologischen Systemen: derselbe Mechanismus, der eine

Wechselwirkung veranla�t, wird durch diese selbst solange modi�ziert, bis die Freie Energie

des Gesamtsystems minimal ist.

Hydrophobic mismatch : Eine Voraussetzung f�ur das Funktionieren von Transmem-

branproteinen ist die optimale Einbettung in die Lipidmatrix. Ist der hydrophobe Bereich

des Proteins l�anger oder k�urzer als der der Lipidmembran, so werden aus der Membran

diejenigen Lipide in die Umgebung des Proteins di�undieren, die am ehesten diese L�ucke

schlie�en k�onnen. Die mittlere Membrandicke in der Umgebung des Proteins pa�t sich

dessen hydrophobem Bereich an [132]. Andererseits ist die L�ange der hydrophoben Berei-

che der Proteine in den verschiedenen Zellorganellen der F�ahigkeit ihrer Wirtsmembran

zum hydrophobic mismatch angepa�t [22].

Laterale Phasentrennung: Eine Folge des hydrophobic mismatch ist eine lokale Pha-

sentrennung der Lipide. Wie am Fall der lipid rafts gezeigt wurde, kann die Phasensepa-

ration aber auch Ursache von (ver�anderten) Lipid{Protein{Wechselwirkungen sein.

Eine experimentell schwer zug�angliche Fragestellung ist die Rolle des Zytoskeletts und der

extrazellul�aren Matrix bei der Dom�anenbildung. Es ist zu erwarten, da� insbesondere

ersteres die Membran lokal �ahnlich den lipid rafts versteift [75].

Lokale Kr�ummungsenergie: Die Kr�ummungsenergie von Lipidmembranen setzt sich

aus der Tendenz der Einzellipide zu nicht{planaren Strukturen zusammen und kann sich

durch laterale Phasentrennung lokal ver�andern. Die Konformation und Aktivit�at von Pro-

teinen kann durch die lokale Kr�ummungsenergie ebenso reguliert werden wie die Bildung

von Membranausst�ulpungen (Endo-/Exozytose) zum interzellul�aren Transport [163].



Kapitel 2

Wasser

If there is magic on this planet, it is contained in water.

Loren Eiseley

2.1 Wasser als L�osungsmittel

Wasser verh�alt sich physikalisch ganz anders, als man aufgrund seiner Molek�ulgr�o�e erwar-

ten w�urde: der Siedepunkt sollte bei etwa �93 °C liegen; Ober�achenspannung, Dielek-

trizit�atskonstante, kritische Temperatur, spezi�sche W�armekapazit�at und latente W�arme

sind deutlich h�oher als bei vergleichbaren Substanzen [74]. Im Gegensatz zu allen anderen

Fl�ussigkeiten ist der Volumenausdehnungs-KoeÆzient von Wasser teilweise negativ, was

zu einem Dichtemaximum bei 4 °C f�uhrt.

2.1.1 Wassersto�br�ucken

Diese Anomalien haben ihre Ursache in den verbr�uckten Struktur des Wassers: durch die

kleine Masse des Protons sind quantenmechanische Nullpunktsuktuationen signi�kant;

es bilden sich delokalisierte Zust�ande zu den Nachbaratomen aus [168]. Diese Wasser-

sto�br�ucken haben eine relativ hohe Energie von 10{40 kJ/mol [80] bei einer sehr kurzen

Lebensdauer von einigen ps [68]1. Im Mittel ist jedes Wassermolek�ul bei Raumtemperatur

mit 3{4 Nachbarn assoziiert.

Die extrem hohe elektrische Leitf�ahigkeit von Wasser wurde bereits 1806 von de Grott-

hus beobachtet [65] und resultiert aus einer Umwandlung von H{Br�ucken in kovalente

Bindungen und umgekehrt, wobei am Ende einer Kette verbr�uckter Wassermolek�ule ein

Proton frei wird (Grotthus{ oder hop-and-turn{Mechanismus, s. Kap. 2.3). Eine hohe

Anzahl von Defekten mit hoher Beweglichkeit erleichtert die schnelle Reorientierung der

H20{Molek�ule f�ur den n�achsten Leitungsproze� [74]. Ein �ahnlicher Mechanismus kann

die hohe Leitf�ahigkeit von Gramicidin{Kan�alen im Bilayer [151] und entlang der Bilayer{

Ober�ache [74, 186] erkl�aren.

Die Clusterung von Wassermolek�ulen f�uhrt dar�uberhinaus zu einem gegen�uber den Mo-

nomeren deutlich h�oheren Dipolmoment (2,4{2,6 D vs. 1,855 D [64]).

1 Zum Vergleich: van-der-Waals{Bindung ca. 1 kJ/mol, ionische Bindung ca. 500 kJ/mol;

1 kB � T/Molek�ul = 2,48 kJ/mol bei 298 K
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2.1.2 Hydrophober E�ekt

Die hohe Selbstkoh�asion des Wassers ist die Ursache f�ur eine der wichtigsten Strukturie-

rungskr�afte in der belebten Natur: die hydrophobe Wechselwirkung [185]. Sie ist keine

Kraft im klassischen Sinne, sondern eine Folge der Entropie: Ober�achen, die nicht in das

Wassersto�br�ucken{Netzwerk eingebunden werden k�onnen, etwa Fetts�aureketten, unter-

brechen dieses und f�uhren so lokal zu einer starken Einschr�ankung des Konformations-

raums (Abb. 2.1(a)), d. h. zu einer geringeren Entropie. Die hydrophobe Wechselwirkung

bewirkt, da� gel�oste Molek�ule so aggregieren, da� der Entropieverlust minimiert wird.

Bei Lipidmolek�ulen wird die Abschirmung der Kohlenwassersto�ketten vom Wasser oft

zus�atzlich dadurch beg�unstigt, da� die Kopfgruppen untereinander und mit dem Wasser

durch H{Br�ucken vernetzt sind [18].

(a) Wasserstruktur nahe einer

kleinen hydrophoben Kugel

(b) Bildung von dehydratisierten Berei-

chen zwischen apolaren Ober�achen

Abbildung 2.1: Hydrophober E�ekt: Unterbrechung des Wassersto�br�ucken{Netzwerkes

durch apolare Molek�ule (nach [115])

Zwischen gegen�uberliegenden gro�en apolaren Ober�achen im Abstand D kann durch den

hydrophoben E�ekt und durch Fluktuationen dieser Ober�achen die Bewegungsfreiheit

der Wassermolek�ule so weit eingeschr�ankt sein, da� bis zu einem Abstand D
c
� 100 nm

Wasser aus dem Zwischenraum verdr�angt wird [115].

2.1.3 Aggregationsformen von Lipidmolek�ulen

Welche Formen aggregierte Lipidmolek�ule in L�osung ausbilden, h�angt auch von geometri-

schen Faktoren ab (Abb. 2.2). Zu einer groben Absch�atzung kann dazu aus der mittleren

Kopfgruppen�ache A, der Kettenl�ange lc und dem Volumen v des Kohlenwassersto�be-

reichs ein Packungsparameter P de�niert werden [80]:

P = v=(A � l
c
) (2.1)

Lipidmolek�ule, deren Kopfgruppe und Fetts�auren in etwa den gleichen Radius beanspru-

chen (P � 1), bilden lamellare Phasen aus; andernfalls ist eine Vielzahl von mizell�aren,

vesikul�aren oder anderen Phasen m�oglich.
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(a) De�nition der

Lipidgeometrie

(b) P <
1

3
: sph�a-

rische Mizellen

(c) P = 1

2
� � �1:

Vesikel

(d) P = 1:

Planare Bilayer

Abbildung 2.2: Abh�angigkeit der Lipidphase vom Packungsparameter P = v=(A � l
c
)

(nach [80])

Die geometrischen Faktoren k�onnen von der Wechselwirkung der Kopfgruppen unterein-

ander sowie vom S�attigungsgrad der Ketten modi�ziert werden [127].

2.1.4 Unterschiede H20 { D20

D20 bildet aufgrund seiner h�oheren Molek�ulmasse stabilere Wassersto�br�ucken als H20

[168]. Ein Austausch des L�osungsmittels H20 gegen D20 beeinu�t vor allem die Tem-

peratur T
pre

des Vor�ubergangs von vollhydratisierten Lipiden: bei DSPC (Distearoyl{

Phosphatidylcholin) nimmt T
pre

in D20 um 2K, T
m
um 0,5 K ab [36].

Eine Deuterierung der Lipide senkt die Phasen�ubergangstemperatur Tm z. B. bei DPPC

von 41,25°C auf 37,75°C bei d62{DPPC [198]2.

Die dielektrische Substruktur von Membranen, insbesondere im Kopfgruppenbereich, wird

von einem Austausch von H20 gegen D20 in PC und PC/Cholesterol{Mischungen nicht

ver�andert [38].

2
d62{DPPC: beide Fetts�aureketten sind vollst�andig deuteriert.
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2.2 Wasser an der Membranober�ache

2.2.1 Schalenmodell

Finer und Darke [55] leiteten anhand von 2H-NMR Untersuchungen von D2O{hydrati-

siertem EYPC, EYPE und PS aus dem Verlauf der Quadrupolaufspaltung ��(D2O) des

interlamellaren Wassers als Funktion der reziproken Hydratation 1=n
w
(n

w
=Mol Was-

ser/Mol Lipid) die Existenz verschiedener Hydratationsschalen ab, die sie als
"
Bound

Water\,
"
Trapped Water\ und

"
Bulk Water\ bezeichneten:

� Bound Water ist kurzzeitig fest an die Membranober�ache gebunden; dadurch ist der

Dipolvektor des Wassermolek�uls im Mittel senkrecht zum Bilayer orientiert und tr�agt

zur Quadrupolaufspaltung ��(D2O) bei. Bei PC sind dies ca. 11 Wassermolek�ule

pro Lipidmolek�ul.

� Trapped Water wird in seiner Bewegung durch die Ober�ache beeinu�t, aber nicht

orientiert. Bei PC sind dies weitere 11 Wasser pro Lipidmolek�ul.

� Bulk Water verh�alt sich wie freies Wasser; die Quadrupolaufspaltung ist aufgrund

der isotropen Bewegung zu 0 gemittelt.

Nach diesem Modell werden mit steigendem n
w
die Hydratationsschalen nacheinander

gef�ullt. Obwohl ein �ahnliches Verhalten im folgenden oft best�atigt wurde (u. a. [52, 60]),

stellt es nur eine N�aherung dar. Das Verhalten von ��(D2O) �uber nw wird f�ur T �
T
m

am besten durch eine Exponentialkurve gen�ahert [98, 202]. Eine Auftragung nach

Finer und Darke ist damit �uber einen bestimmten Bereich von n
w
automatisch eine gute

N�aherung, versagt aber, wenn T
m
bei niedrigen Hydratationen ansteigt und in die N�ahe

der Me�temperatur kommt (s. Kap. 5).

2.2.2 Orte verst�arkter Wasserbindung

Die Orientierung ober�achennaher Wassermolek�ule an Membranen erfolgt �uber kurzlebige

Wassersto�br�ucken, die sich inner{ oder intramolekular organisieren k�onnen [18]:

� Donoren von Wassersto�br�ucken in Lipiden sind folgende chemische Gruppen: Am-

monium(ionen), Alkohole, Aldehyde.

� Akzeptoren sind Phosphat{ und Carbonylgruppen sowie Etherbindungen.

� Die St�arke von Wassersto�br�ucken nimmt f�ur Donoren mit der Elektronegativit�at

der Nachbaratome (S < N < O) und f�ur Akzeptoren in der Reihenfolge Ether <

Carbonyle < Amine zu.

Aus Experimenten (u. a. [18,118]) und Simulationen (u. a. [77,189]) wei� man, da� bei PC

das Wasser vor allem mit der Phosphatgruppe, der Trimethyl-Ammoniumgruppe und den

Carbonylen der Esterbindung wechselwirkt.

Obwohl die Lebensdauer intermolekularer Wassersto�br�ucken aufgrund der Bewegung des

Lipids deutlich kleiner sein kann als in freiem Wasser, bewirkt die gleichzeitige Ausbil-

dung von mehreren Wassersto�br�ucken einen ausreichend gro�en Kraftbeitrag, um das

Phasenverhalten deutlich zu beeinussen [18].



2.2. WASSER AN DER MEMBRANOBERFL�ACHE 23

2.2.3 Hydratationsdruck

Die Wechselwirkung zwischen Bilayern kann f�ur gro�e Abst�ande (d > 10 �A) gut mit der

klassischen Elektrostatik (double-layer{Theorie; Gouy-Chapman{Formalismus) beschrie-

ben werden [33]. F�ur kleinere Abst�ande treten starke absto�ende Kr�afte hinzu: der so-

genannte Hydratationsdruck P
h
(hydration pressure) und sterische Wechselwirkungen der

Lipdkopfgruppen.

Der Hydratationsdruck wurde vor allem durch Experimente bei hohem osmotischen Druck

bestimmt. Er f�allt exponentiell mit d ab mit einer Abfall�ange � � 2{3 �A [143, 158].

P
h
(d) = P0 exp (� d=�) (2.2)

Neben der De�nition der Referenzebene f�ur d = 0 [147,177] ist vor allem die Natur dieser

Kraft strittig:

Mar�celja und Radi�c gehen in ihrem purely-solvent{Modell [122] davon aus, da� sich

der Hydratationsdruck allein aus der Polarisation der ersten Wasserlagen und nicht aus

der Mikrostruktur der Ober�ache ergibt; diese Theorie konnte erst mit einer sp�ateren

Ber�ucksichtigung der ortsabh�angigen Polarisation des Wassers [66] die Unterschiede zwi-

schen verschiedenen Lipiden erkl�aren. Das surface-correlation{Modell von Kornyshev

und Leikin [95] erweitert obiges Modell um Ladungskorrelationen an der Ober�ache; da-

mit h�angt der Hydratationsdruck vor allem von der Natur des Interface{Bereichs ab.

Cevc [32] konnte aus einer Erweiterung der klassischen double-layer{Theorie um ober-

�achenassoziierte �Uberschu�ladungen ebenfalls eine exponentiell mit d abfallende Kraft in

der beobachteten Gr�o�enordnung herleiten.

Israelachvili und Wennerstr�om [79] behaupten, da� die Strukturierung des Wassers

nur sekund�ar in den beobachteten Hydratationsdruck eingeht; der E�ekt an sich ist rein

entropischer Natur: die thermisch aktivierten Kopfgruppen werden in ihrer Bewegungs-

freiheit umso mehr eingeschr�ankt, je n�aher sich gegen�uberliegende Bilayer kommen. Da-

gegen wurde der Interface{Bereich von Mar�celja und Radi�c sowie von Kornyshev et al. als

unendlich d�unn betrachtet. Dies kann experimentell [165] und aus Molekulardynamik{

Simulationen [77,120,147] nicht best�atigt werden: der Bereich, in dem die Wasserkonzen-

tration von 10 auf 90% des Maximalwertes steigt, hat f�ur PC und PE eine Ausdehnung

von ca. 10�A.

Nach Gawrisch et al. [61] ist der Hydratationsdruck nicht eine Folge der ordnenden

Wirkung des Dipolpotentials auf die assoziierten Wassermolek�ule; beide E�ekte gehen

vielmehr auf eine Strukturierung des Wassers durch andere Mechanismen zur�uck, etwa

Wassersto�br�ucken zwischen den Lipidkopfgruppen und Wasser.

Dipolorientierung an Grenz�achen unterschiedlich polarer Fl�ussigkeiten scheint

dar�uberhinaus ein allgemeines Ph�anomen zu sein, das sich aus der lokalen Anisotropie

des Dipolpotentials ergibt [133].

Das Problem bei der Beschreibung des Hydratationsdrucks liegt vermutlich in der meso-

skopischen Skala der Wechselwirkungen: sie sind nicht mehr atomar, aber noch nicht aus-

reichend gemittelt f�ur klar de�nierte makroskopische Eigenschaften. Bei mesoskopischen

Systemen ist die Zahl der Atome oder Molek�ule an der Ober�ache und im Volumen von

der gleichen Gr�o�enordnung. Unter diesen Bedingungen sind andere thermodynamische

Eigenschaften als bei ausgedehnten K�orpern m�oglich, etwa eine negative W�armekapazit�at

durch einen Wechsel in der thermodynamischen Verteilungsfunktion [203].
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Die fraktale Natur der Membranober�ache steuert eine Unsch�arfe bei, die in der

Gr�o�enordnung der charakteristischen L�ange � liegt [120]; allein dieser E�ekt f�uhrt zu

einer entsprechenden Unsch�arfe des exponentiellen Abfalls. (Die Breite des hydrophilen

(Kopfgruppen{)Bereichs in Lipidmembranen liegt bei ca. 5� 2�A [32].)

2.3 Protonenleitung l�angs der Membranober�ache

Der Aufbau eines Konzentrationsgradienten von Protonen sowie deren schneller Flu� von

membrangebundenen Donoren zu Akzeptoren sind essentielle Eigenschaften der ATP{

Synthese in den Mitochondrien [69, 154]. Die Protonen m�ussen akkumuliert und f�ur eine

relativ lange Zeit gespeichert werden. Diese Pu�erung ist besonders eÆzient bei anioni-

schen Lipiden [68, 69], die in energiekonservierenden Membran geh�auft vorkommen, vor

allem PG, PA und Cardiolipin.

Die Protonenleitf�ahigkeit an Membranober�achen ist experimentell schwer zug�anglich; es

liegen daher zum Teil widerspr�uchliche Ergebnisse vor:

Teissi�e et al. [153, 187] erhielten f�ur die Ausbreitung von Protonen an der Ober-

�ache von PE{Monolayern 20-fach h�ohere Di�usionsraten als im Volumen (Dbulk =

10�4 cm2/s, Dsurface = 2 � 10�3 cm2/s). Im Vergleich mit anderen Lipiden nahm die Ober-

�achenleitf�ahigkeit in der Reihenfolge PE > PG > PS ab.

Gutman und Nachliel [68] stellten die Aussagekraft dieser Monolayer{Messungen prin-

zipiell in Frage. Sie erkl�aren die Speicherung von Protonen an der Membranober�ache mit

der Elektrostatik von acidischen Membranen: die gegen�uber dem freien Wasser verringerte

Dielektrizit�atszahl von ober�achenassoziierten Wassermolek�ulen f�uhrt zu einem langsame-

ren Abfall der von den Kopfgruppenladungen erzeugten Potentiale. Daraus resultieren bis

zu einigen 10�A ausgedehnte Coulomb{cages, d. h. Bereiche, in denen die elektrostatische

Wechselwirkung f�ur ein Ion gr�o�er als die thermische Energie ist. Bei einem Abstand

benachbarter Phosphatgruppen von 7{10 �A �uberlappen die Coulomb{cages zu einer zu-

sammenh�angenden Ladungswolke; Protonen werden mit h�oherer Wahrscheinlichkeit aus

der bulk{Phase angezogen und von den acidischen Phospholipiden gebunden.

Heim [74] zeigte mit Rastertunnelmikroskopie3, da� die Leitf�ahigkeit molekular d�unner

Wasserschichten auf Glimmerpl�attchen um bis zu 104-mal h�oher ist als im Volumen. Er-

kl�art wird dieser E�ekt mit der Bildung eines zusammenh�angenden Wassernetzwerkes

durch die Immobilisierung der Wassermolek�ule sowie durch eine hohe Anzahl von dang-

ling bonds (nicht maximal koordinierte Wassersto�br�ucken) und anderen Defektstellen an

der Ober�ache. Die resultierende hohe Dichte an elektronischen Zust�anden erzeugt ein

zusammenh�angendes Elektronenband; die hohe Dynamik der Defekte erh�oht die Elektro-

nenleitf�ahigkeit zus�atzlich.

3
STM, Scanning Tunneling Microscopy
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2.4 Dehydratisierung von Membranober�achen

Der Parameter, der in der vorliegenden Arbeit am leichtesten variiert werden konnte und

deswegen am besten untersucht wurde, war die Membranhydratation, also die durch-

schnittliche Zahl n
w
von Wassermolek�ulen pro Lipid.

Welchen Sinn macht es aber, Lipidmembranen zu dehydratisieren? Sind derartig wasser-

arme Systeme �uberhaupt von physiologischem Interesse?

� Die Wechselwirkung von Membranen untereinander und mit Makromolek�ulen h�angt

von der Orientierung der ersten Wasserschichten ab [23]; diese wirken als eine Scha-

blone der Ober�achenstruktur auf andere wechselwirkende Molek�ule [32].

� Bei der Adsorption von Proteinen an Membranen wird Wasser verdr�angt, es ent-

stehen lokal stark dehydratisierte Bereiche [162]. Es erscheint plausibel, da� die

Struktur von lipid rafts ebenfalls vom Hydratisierungsverhalten der Phospholipide

abh�angt [86].

� Die Wechselwirkung von Metallionen (z. B. Ca2+, Zn2+) mit Membranen hat einen

starken Einu� auf die Hydratation und zeigt auch sonst �Ahnlichkeiten mit starker

Dehydratisierung [13].

� Dehydratisierung kann die Aktivit�at von Enzymen ver�andern, wie am Beispiel der

Phospholipase A2 gezeigt wurde [141].

� Die innere Mitochondrienmembran oder die Thylakoidmembran der Chloroplasten

sind so dicht gestapelt, da� enge Membran-Membran{Kontakte mit einhergehender

Verdr�angung des Wassers sehr wahrscheinlich sind.

� Viele primitive Organismen k�onnen ihre Funktion auch unter extremem Wasserman-

gel aufrechterhalten bzw. bei erneuter Hydratation wieder herstellen; dazu z�ahlen

die Austrocknung von Bakterien oder Samen oder das Einfrieren des �ussigen Was-

sers bei Frost [209]. F�ur den Gefrierschutz, z. B. in arktischen Meeresorganismen,

ist eine eigene Klasse von Glycoproteinen (Antifreeze{Proteine) verantwortlich.

� Die lipidabh�angigen Relaxationszeiten der ersten Wasserlagen k�onnen mit speziellen

Pulssequenzen (z. B. magnetization transfer) zur Erzeugung von MRI{Kontrasten4

im Gehirn genutzt werden [85, 96].

� Die Energie f�ur die Bindung der ersten Wassermolek�ule an der Membranober�ache

stellt den Hauptbeitrag f�ur die repulsive Hydratationskraft zwischen Membranen

dar [121] (Kap. 2.2.3).

� Aus der hydratationsabh�angigen Dynamik der Lipidkopfgruppen kann auf die Wech-

selwirkung bei voller Hydratation geschlossen werden, vor allem auf die Rolle von

Wassersto�{Br�uckenbindungen [205].

Abbildung 2.3 fa�t die m�oglichen Wechselwirkungen von ober�achennahem (orientiertem)

Wasser mit der Zellmembran zusammen.

4 MRI: magnetic resonance imaging (bildgebende Kernspinresonanz)
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Abbildung 2.3: M�ogliche Rollen von strukturiertem Wasser in der Membranmorphologie

und der biologischen Funktion (nach [85])



Kapitel 3

Materialien und Methoden

3.1 Materialien

Alle in dieser Arbeit verwendeten deuterierten sowie die meisten protonierten Lipide wur-

den von Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) bezogen und ohne weitere Reinigung ver-

wendet. Die 2H{Markierung lag entweder in den Acylketten oder in der Kopfgruppe vor.

Angaben deuterierter Segmente verwenden die sn{Notation (Abb. 1.6, S. 9); so sind bei-

spielsweise bei (d4-�; �){DPPC die beiden Methylene der Cholin-Kopfgruppe deuteriert.

Mit 1H{NMR wurde bei allen untersuchten Lipiden ein Deuterierungsgrad von fast 100%

nachgewiesen.

Cardiolipin, Cholesterol, Cholest-5-en-3-on und Sphingomyelin sind Produkte von Sigma{

Aldrich Fine Chemicals (Deisenhofen).

Deuteriertes 3-�{2H{Cholesterol (d2{Chol) wurde aus Cholest-5-en-3-on (Sigma{

Aldrich, Deisenhofen) analog zu der in [206] publizierten Vorschrift synthetisiert. Das an

der Position C3 kovalent gebundene Deuteron dient als Referenzsignal zur Bestimmung

der Hydratation bei der Messung der Austauschraten der labilen 3-�{Hydroxylgruppe (zur

Z�ahlweise der C{Atome von Cholesterol s. Abb. 1.8, S. 10).

Die Qualit�at der Deuterierung wurde mit hochau�osender Protonen{NMR �uberpr�uft

(Abb. 3.1).

3.2 Analytik

3.2.1 NMR{Bestimmung

Teildeuterierte Lipide werden zur Bestimmung des Deuterierungsgrades in Deutero-

Chloroform gel�ost und mittels hochau�osender 1H{NMR untersucht. Die genaue Kenntnis

des Deuterierungsgrades ist f�ur die Bestimmung der Hydratationszahl n
w
aus dem Inte-

gralverh�altnis der Signale von D2O und Lipid wichtig.

Abbildung 3.1 zeigt 1H{NMR Spektren von undeuteriertem Cholesterol im Vergleich mit

d2{Chol: die spektrale Komponente des 3-�{Protons ist nach der Deuterierung vollst�andig

aus dem Spektrum verschwunden.

27
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Abbildung 3.1: 1H-NMR{Spektrum von undeuteriertem und 3-�{2H{Cholesterol

3.2.2 D�unnschichtchromatographie

Die Reinheit der Lipide wurde vor und nach der NMR{Messung mittels D�unnschicht-

chromatographie (DC) �uberpr�uft. Zus�atzlich zu herstellungsbedingten Verunreinigungen

k�onnen im Laufe l�angerer Messungen durch Oxidation Fetts�aureketten abgespalten wer-

den; die entstehenden Lysolipide ver�andern aufgrund ihrer deutlich anderen Geometrie die

Phaseneigenschaften der Lipidaggregate (s. Abb. 2.2, S. 21).

Das Lipid wird in einem L�osungsmittelgemisch (Chloroform/Methanol/Wasser, 65:25:4

Vol.-%) gel�ost und auf ein Ende einer fertigen DC{Platte (Kieselgel 60; Merck, Darm-

stadt) aufgetragen. Die DC{Platte wird (mit dem lipidbedeckten Teil nach unten) in eine

Kammer gestellt, deren Boden mit L�osungsmittel derselben Zusammensetzung bedeckt

ist.

Abh�angig von Molek�ulgr�o�e und Hydrophobizit�at steigen die gel�osten Sto�e durch Ka-

pillarkr�afte im Kieselgel nach oben. Nach etwa 45min wird die DC{Platte der Kammer

entnommen, das L�osungsmittel eingetrocknet und in einer zweiten Kammer mit Dampf

von elementarem Iod angef�arbt. Iod bindet an organische Molek�ule und bildet dabei einen

braun-gelben Farbkomplex; dadurch werden die unterschiedlichen Fraktionen der Probe

auf der DC{Platte sichtbar. Mit Molybd�anl�osung k�onnen zus�atzlich selektiv Fraktionen

mit Phosphatgruppen blau angef�arbt werden.

3.2.3 Kalorimetrie

DSC

Mit DSC (Di�erential Scanning Calorimetry) werden Enthalpie�anderungen bei Pha-

sen�uberg�angen gemessen. Zwei Zellen mit der Proben�ussigkeit und einer geeigneten

Referenzl�osung werden synchron erw�armt (Scanrate 5{30K/h) und der Unterschied in der

spezi�schen W�arme Cp
registriert. An Phasen�uberg�angen 1. Ordnung nimmt die Entropie

sprunghaft zu; damit hat C
p
= T

�
@S

@T

�
p

hier die Form einer Æ{Funktion [4]. In realen

Systemen ist C
p
allerdings nicht unstetig, sondern weist am Phasen�ubergang ein schar-
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fes Maximum auf. Integration von C
p �uber den gesamten �Ubergangsbereich ergibt die

kalorische Enthalpie �H
cal

des Phasen�ubergangs1:

�H
cal

=

Z
C
p
dT (3.1)

Abbildung 1.3 (S. 5) zeigt ein typisches DSC{Experiment mit DMPC{Vesikeln.

F�ur die vorliegenden Messungen wurde ein VP-DSC der Firma MicroCal (Northampton,

USA) verwendet.

ITC

Anders als bei DSC wird mit ITC (Isothermal Titration Calorimetry) bei konstanter Tem-

peratur gemessen. In eine Probenzelle wird �uber eine Mikrospritze der Reaktand kon-

trolliert zutitriert und schnell verr�uhrt. Die dabei entstehende oder absorbierte Reakti-

onsw�arme �Htit
pro Injektionsschritt wird �uber einen elektronischen Regelkreis registriert

und ausgeglichen. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis �H
tit

= 0 ist. Integration

�uber die Injektionsw�armen liefert die Reaktionsenthalpie �H sowie die BindungsaÆnit�at

K
a
und die Bindungsst�ochiometrie n.

Die Messungen erfolgten mit einem VP-ITC der Firma MicroCal. Zur Auswertung stan-

den vorgefertigte Routinen in Origin 5.0 zur Verf�ugung (ebd.).

3.2.4 Filmwaage

Das laterale Kompressionsverhalten von Lipid{Monolayern l�a�t sich elegant mit einer

Filmwaage messen: ein Teontrog wird mit Wasser gef�ullt und das in Chloroform gel�oste

Lipid vorsichtig auf die Ober�ache getropft. Durch die Ober�achenspannung verteilt sich

die L�osung rasch �uber die gesamte Ober�ache und das L�osungsmittel verdampft. Ein Tef-

lonriegel, der die Lipid-/Wasserober�ache knapp ber�uhrt, schiebt diese computergesteuert

zusammen. Ein teilweise eingetauchtes Filterpapier mi�t die Ober�achenspannung als

Funktion der aktuellen Fl�ache (Wilhelmy{Methode, [8]).

1 Eine weitere Kenngr�o�e ist die van't Ho�{Enthalpie; sie wird aus dem Verlauf der Scankurve abgeleitet.

Der Quotient der beiden Enthalpien ist ein Ma� f�ur die Kooperativit�at der Umwandlung [31].
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3.3 Festk�orper{NMR an Phospholipid{Membranen

3.3.1 Prinzip

Bei einer Reihe von Atomkernen addieren sich die Bahndrehimpulse der Ladungsverteilun-

gen von Protonen und Neutronen zu einem Kernspin I. Nach den Gesetzen der Quanten-

mechanik ist dieser durch die De�nition einer Vorzugsrichtung ~z, z. B. durch ein �au�eres

Magnetfeld
�!
B0, in dieser Richtung in Vielfachen von �h quantisiert:

I
z
= m

z
�h; m

z
= �I : : : + I (3.2)

h = 2��h = 6; 626 � 10�34 J s ist das Plancksche Wirkungsquantum.

Das magnetische Dipolmoment �, das f�ur die Wechselwirkung mit einem �au�eren Ma-

gnetfeld entscheidend ist, ist mit dem Kernspin I �uber das gyromagnetische Verh�altnis 

verkn�upft:

� =  �h I (3.3)

Die Wechselwirkung von � mit dem Magnetfeld B0 hebt die Entartung der Energieeigen-

zust�ande auf; es entstehen 2I + 1 �aquidistante Energieniveaus (Zeeman{Aufspaltung):

E = m
z
B0 �h (3.4)

Es sind nur �Uberg�ange zwischen benachbarten Energieniveaus, also mit der Energiedi�e-

renz �E = �h!0 m�oglich; !0 = B0 ist die Larmorfrequenz. Tabelle 3.1 zeigt die Werte von

I,  und !0 sowie die nat�urliche Isotopenh�au�gkeit f�ur die wichtigsten NMR{relevanten

Kerne in der organischen Chemie f�ur ein Magnetfeld von 9,36T 2,3.

Isotop I  (rel.) !0 (MHz) nat�url. H�au�gkeit (%)

1H 1
2

1 400 99,984

2H 1 0,154 61,4 0,016

13C 1
2

0,251 100 1,1

14N 1 0,072 28,9 99,635

15N 1
2

-0,101 40,5 0,365

31P 1
2

0,405 162,4 100

Tabelle 3.1: �Ubersicht �uber wichtige Kerne mit magnetischem Moment (nach [21])

Die Besetzung der Energieniveaus betr�agt f�ur ein System mit 2 Spinzust�anden (I = 1
2
)4:

n
�

n
�

= exp

�
�E

k
B
T

�
= exp

�
�hB0

k
B
T

�
(3.5)

2 �Ublicherweise wird die Feldst�arke nicht in Tesla, sondern durch die zugeh�orige Protonenfrequenz bezeichnet

{ hier also 400MHz.
3 F�ur  ist die relative Gr�o�e im Vergleich zu 1H angegeben (H = 2; 675 � 108 T�1s�1).
4 Der Index � bezieht sich auf das energetisch niedrigere, also h�oher besetzte Niveau Iz = �

1

2
.
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Die Emp�ndlichkeit einer NMR{Messung ergibt sich aus der relativen Besetzungsdi�erenz

�n = (n
�
� n

�
)=(n

�
+ n

�
); f�ur Protonen ist �n = 3; 2 � 10�5 bei B0 = 9; 36T.

Zudem h�angt die Sensitivit�at einer NMR{Messung von dem Signal-zu-Rausch{Verh�altnis

S=N ab, in das neben B0 und  die Zahl n der detektierten Kerne sowie die Scanzahl N
S
,

die Temperatur T und die transversale Relaxationszeit T2 eingehen [62]:

S=N = n2B
3=2
0 N

1=2
S

T�1 T2 (3.6)

Die Qualit�at der Messungen l�a�t sich also vor allem durch ein h�oheres Magnetfeld signi�-

kant erh�ohen.

3.3.2 Festk�orper{NMR von Deuterium{ und Phosphor{Kernen

Gleichung 3.4 ist nur eine erste N�aherung f�ur den Hamilton{Operator der Wechselwirkung

von Kernen mit dem magnetischen Feld; in der Regel m�ussen weitere Terme ber�ucksichtigt

werden [112]:

H
Kern

= H
z
+H

CS
+H

dip
+H

J
+H

Q
(3.7)

Die Indizes bezeichnen:

� z: Zeeman{Term

� CS : Chemische Verschiebung (chemical shift): das lokale Magnetfeld B
loc

im Atom-

kern h�angt von der Abschirmung durch die Elektronen ab.

� dip: Wechselwirkung der magnetischen Dipole untereinander

� J : skalare Wechselwirkung der verschiedenen Spinarten, indirekt vermittelt durch

die Bindungselektronen

� Q : Kopplung von Kernen mit Quadrupolmoment (, I � 1) mit dem elektrischen

Feldgradienten (EFG) einer Molek�ulbindung.

Nur die ersten beiden Terme in Gleichung 3.7 h�angen (linear) von B0 ab, d. h. die relativen

Beitr�age der restlichen Terme k�onnen durch Erh�ohung von B0 reduziert werden.

Bei Deuterium{NMR ist vor allem der quadrupolare Beitrag von Bedeutung: das Qua-

drupolmoment von 2H ist mit 0,22R2 (R: Kernradius) extrem gro� [125], w�ahrend die

anderen Beitr�age in Gleichung 3.7 durch das geringe gyromagnetische Moment keine Rolle

spielen [172]. Die chemische Verschiebung ist allerdings relativ hoch (ca. 10 ppm) und zeigt

sich in Form von Phasenverzerrungen im detektierten Spektrum [48].

H2H = H
z
+H

Q
(3.8)

Die Aufspaltung der Energieniveaus von Deuterium ist in Abbildung 3.2(a) skizziert; dar-

aus resultiert ein um die Frequenz �0 symmetrisches Spektrum mit 2 Linien im Abstand

��
Q

5. Durch die chemische Verschiebung liegt die Spektrenmitte nicht exakt bei der

Larmorfrequenz �0, sondern ist um einige 100 Hz zu kleineren Feldst�arken hin verschoben.

5 Auf den Index Q wird in den folgenden Kapiteln aus Gr�unden der �Ubersichtlichkeit verzichtet.
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(a) Niveauschema (E�ekt vonHQ zur Illustra-

tion stark �ubertrieben)

(b) NMR{Signal

Abbildung 3.2: Aufspaltung der Kernniveaus von Deuterium im magnetischen Feld

In planar orientierten Fl�ussigkristallen skaliert ��
Q

in erster N�aherung nach dem

2. Legendre{Polynom bez�uglich des Winkels � zwischen Bilayernormale (Direktorachse)

~n und Magnetfeld
�!
B0 [172]:

��
Q
=

3

2

e2qQ

�h
�
1

2

�
3 cos2 � � 1

��
S33 +

�

3
(S11 � S22)

�
(3.9)

Die Ordnungsparameter S
ii
(i = 1; 2; 3 = x; y; z) beschreiben die Fluktuationen um die

Direktorachse; � ist ein Aysmmetrieparameter, der die Abweichung des elektrischen Feld-

gradienten (EFG) von der Richtung der chemischen Bindung erfa�t.

F�ur C{D Bindungsvektoren in orientierten Phospholipidmembranen ist � � 0 [172] und

damit nur der Ordnungsparameter in Bindungsrichtung, S33 = S
CD

, relevant:

��
Q
=

3

2

e2qQ

�h
�
1

2
(3 cos2 � � 1) � S

CD
(3.10)

F�ur � = 0 ergibt sich also:

��
Q
=

3

2

e2qQ

�h
� S

CD
(3.11)

Der segmentale Ordnungsparameter S
CD

tr�agt der Tatsache Rechnung, da� in Lipidmem-

branen die schnellen Bewegungen um die Direktorachse ~n axial gemittelt werden; S
CD

ist charakteristisch f�ur jede C{D Bindung bzw. jedes deuterierte Segment einer Acylkette

(siehe auch Abb. 3.11, S. 43).

S
CD

=
1

2

D
(3 cos2 � � 1)

E
schnelle Bewegungen

(3.12)

� ist der zeitabh�angige Winkel zwischen dem C{D Bindungsvektor und ~n (Abb. 3.3). Die

segmentalen Ordnungsparameter entsprechen der mittleren Ordnung des Systems [24].
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Ohne Bewegungsmittelung entspricht S
CD

= 1 einer perfekten Orientierung der C{D {

Bindung l�angs ~n, SCD = �1
2
der Richtung senkrecht dazu und S

CD
= 0 dem sogenannten

magischen Winkel 54,74° zwischen ~n und ~CD.

Abbildung 3.3: De�nition der Orientierungsachsen ~n (Bilayernormale) und EFG (electric

�eld gradient) � C{D Bindungsvektor

Unter der Voraussetzung � = 0 ist e
2
qQ

�h
= � die statische Quadrupol{Kopplungskonstante.

Der elektrische Feldgradient liegt f�ur C{D, O{D oder N{D Bindungen hinreichend genau

l�angs der Bindungsachse, um ihn skalar n�ahern zu k�onnen [155].

� betr�agt 170�7 kHz f�ur C{D Bindungen, 220 kHz f�ur O{D Bindungen [172] und (253 �
572=R3) kHz f�ur wassersto�verbr�uckte N{D Bindungen mitR = Abstand D� � �O in �A [155].

Der Vorteil von Phosphor{NMR ist, da� das Isotop 31P nat�urlich zu 100% vorkommt,

d. h. es bedarf keiner Markierung. Der Kernspin betr�agt I = 1
2
, es existiert also nur

ein �Ubergang, der durch chemische Verschiebung und dipolare Wechselwirkungen mit

benachbarten Protonen modi�ziert wird:

H31P; Membran = H
z
+H

CSA
+H

dip
(3.13)

Die chemische Verschiebung ist bei Phosphor richtungsabh�angig (CSA = chemical shift

anisotropy) und wird im Hauptachsensystem des Molek�uls durch einen Tensor 2. Stufe

(shielding tensor �) beschrieben:

B
loc

= (1� �)B0 (3.14)

Die CSA wird meist als relative, magnetfeldunabh�angige Verschiebung bez�uglich einer

Referenzfrequenz (85%{ige Phosphors�aure) in ppm ausgedr�uckt.

� =
! � !0

!0
� 106 [ppm] (3.15)

Im Falle von Lipidmembranen vereinfacht sich �: 31P kommt nur in den Phosphatresten

der Kopfgruppen vor; diese bewegen sich oberhalb des Phasen�ubergangs wie uniaxiale

Fl�ussigkristalle mit Rotationssymmetrie l�angs der Direktorachse [170]:
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� =

0
B@ �? 0 0

0 �? 0

0 0 �k

1
CA (3.16)

�? und �
k
sind die Tensorelemente senkrecht bzw. parallel zur Rotationsachse des Lipids.

Der isotrope Anteil des shielding tensor ist de�niert als �
iso

= 1
3
(2�? + �

k
), also die Spur

des Tensors. Der anisotrope Teil des zeitgemittelten Tensors betr�agt �� = �? � �
k
und

ist nur geringf�ugig von der Struktur der Lipid-Kopfgruppe abh�angig [173]: �45 ppm bei

PC, �40 ppm bei PE, �55 ppm bei PS und �30 ppm bei Cardiolipin.

Abbildung 3.4(a) zeigt die Variation der chemischen Verschiebung des 31P{Signals f�ur eine

makroskopisch orientierte Probe bei einer Variation des Winkels � von 0{180°. Durch einen

Fit der Peak{Positionen an das 2. Legendre{Polynom erh�alt man die 0°{Orientierung.

Die Breite des 31P{Signals nimmt unterhalb des thermotropen Phasen�ubergangs stark

zu, wie in Abbildung 3.4(b) am Beispiel von Sphingomyelin gezeigt ist (0°{Orientierung,

teilweise dehydratisiert, T
m
� 40 °C).

(a) Variation des Winkels � von 0{180° bei

T = 45 °C

(b) 0°{Orientierung, Durchgang durch den

Phasen�ubergang

Abbildung 3.4: 31P-NMR{Spektren von EYSM
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3.3.3 Gepulste NMR{Spektroskopie

Anregung

Gleichung 3.5 beschreibt die Spinverteilung im thermischen Gleichgewicht (Abb. 3.5(a)).

Um �Uberg�ange zwischen den Energieniveaus nachweisen zu k�onnen, mu� die thermische

Verteilung der Spins mit geeigneten Hochfrequenz{Pulsen gest�ort werden.

Die Spins pr�azedieren im Laborsystem (Achsen x, y, z) mit der Larmor{Frequenz !0 um die

Richtung des �au�eren Magnetfeldes
�!
B0. In einem mit !0 rotierenden Koordinatensystem

(Achsen x', y', z' = z) ist die mittlere Spinorientierung
�!
M ein station�arer Vektor.

Die Bewegung im Laborsystem und im rotierenden Koordinatensystem wird mit den

Bloch{Gleichungen beschrieben [21]. Aus diesen ergibt sich, da� die Anregung von �Uber-

g�angen mit einem im Laborsystem mit !0 rotierenden Magnetfeld
�!
B1 senkrecht zu

�!
B0

erfolgen mu� (Abb. 3.5(b)).

(a) Thermisches Gleich-

gewicht

(b) 90°{Puls (c) Verlust der Phasen-

koh�arenz

Abbildung 3.5: Anregung der Spinniveaus mit einem rotierenden Magnetfeld
�!
B1 ?

�!
B0

�!
B1 wird mit einem linear polarisierten Hochfrequenz{Signal der Frequenz �0 = !0=2�

erzeugt: die Polarisation l�a�t sich in einen links{ und einen rechtszirkulierenden Anteil

zerlegen; w�ahrend die eine Komponente die Spinverteilung invertiert, bewegt sich die

andere mit einer relativen Geschwindigkeit �2!0, die praktisch keinen Einu� auf die

Spins hat.

Die invertierten Spins verlieren durch Feldinhomogenit�aten ihre Phasenkoh�arenz

(Abb. 3.5(c)). Durch einen 180°{Puls in der x'{y'{Ebene werden die Spins refokussiert.

Im vorliegenden Versuchsaufbau wird
�!
B1 mit einem aus Silber{Flachdraht gefertigten Sole-

noid erzeugt (Durchmesser 10mm, Windungszahl6, Windungsbreite�Gangh�ohe=1mm).

Zum Design wurden die Vorgaben aus [57] beachtet. Die Zahl der Windungen legt �uber

Gleichung 3.17 die erreichbare magnetische Feldst�arke fest:

B1
�= 3�0

s
QP

V �0
[Gauss] (3.17)

P ist die Verst�arkerleistung in W, V das Spulenvolumen in cm3 und �0 die Resonanz-
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frequenz in MHz. Q = !0L=R hei�t Qualit�atsfaktor; hohe Q{Werte bedeuten ein gutes

Signal-/Rausch{Verh�altnis, aber auch lange Abklingzeiten. R ist der Widerstand in 
;

die Induktivit�at L ergibt sich aus Windungszahl n, Durchmesser d und L�ange l der Spule:

L =
n2d2

3; 5d + 4l
[�H] l,d in cm (3.18)

Die Anregung erfolgt mit einem Rechteckpuls bei !0, dem im Fourierraum eine breite

Frequenzverteilung entspricht. Somit werden auch Kerne angeregt, die nicht exakt mit

der Anregungsfrequenz pr�azedieren.

Pulsl�ange

Wie man leicht anhand der Darstellung im rotierenden Koordinatensystem zeigen

kann [21], ist die Umorientierung der mittleren Spindichte bez�uglich der z{Achse pro-

portional zur Zeit t
p
, w�ahrend der das B1{Feld anliegt:

� =  B1 t (3.19)

� ist der Kippwinkel der mittleren Magnetisierung bez�uglich der z{Achse und betr�agt 90°

f�ur Quadrupolar-Echo{ bzw. 180° f�ur Inversion-Recovery{Detektion (s. Abschnitt 3.5).

Detektion { FID

Die e�ektive Magnetisierung der Spins relaxiert nach dem Ende der Anregung exponen-

tiell ins thermische Gleichgewicht (FID, free induction decay). Frequenzbeitr�age � ab-

seits der Larmor{Frequenz modulieren den FID mit Sinusschwingungen der Frequenzen

�� = � � �0 (Abb. 3.6(a)). Die Fouriertransformation des Zeitsignals ergibt das NMR{

Frequenzspektrum (Abb. 3.6(b)).

(a) exponentiell abfallende Magnetisie-

rung im Zeitraum

(b) transformiertes Spektrum im Frequenz-

raum

Abbildung 3.6: FID (freier Induktionsabfall) der Magnetisierung
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3.3.4 Aufbau des NMR{Ger�ats

Der prinzipielle Aufbau des NMR{Magneten (Oxford Instruments, Oxford, UK) ist in

Abbildung 3.7(a) skizziert: in einem doppelt gek�uhlten Kryostaten liegt eine supraleitende

Spule bei 4K. Dieses Feld wird durch zus�atzliche Sattelspulen homogenisiert (shimming).

(a) Anordnung der supraleitenden Spule im

Kryostaten

(b) Abstimmung der Sender{/

Empf�angerspule

Abbildung 3.7: Prinzipskizze des NMR{Magneten und der Anregungsspule

Das verwendete Ger�at ist ein VXR{400S der Firma Varian (Palo Alto, USA) und wird

von einer SPARCstation 5 (Sun Microsystems, Palo Alto, USA) gesteuert. Die Magnet-

feldst�arke von 9,36 T entspricht einer 1H{Frequenz von 400MHz.

Die Signalanregung erfolgt in der Reihenfolge Frequenzgenerator { Pulsgenerator {

Verst�arker; bei 2H{NMR wird wegen der Breite des anzuregenden Frequenzspektrums

ein zus�atzlicher Breitband{Verst�arker (1000W) nachgeschaltet.

Die Detektion erfolgt mit einem Vorverst�arker; danach wird die Tr�agerfrequenz demo-

duliert und das Signal �uber einen Audioverst�arker in Quadraturdetektion aufgenommen.

Quadraturdetektion bedeutet die getrennte Digitalisierung des Signals und seiner Verschie-

bung um 90° zum Erhalt der Phaseninformation. Die Signale wurden mit einem schnellen

AD{Wandler (Wortl�ange 12 bit) digitalisiert.

Die Abstimmung des Probenkopfes (tuning) auf die Resonanzfrequenz erfolgt mit einem

parallel zur Anregungsspule geschalteten Kondensator (Abb. 3.7(b)); �uber einen weiteren

abstimmbaren Kondensator wird der Wellenwiderstand angepa�t (matching).
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3.4 Herstellung orientierter Lipidschichten

3.4.1 Pr�aparation

Die verwendeten Lipide liegen meist in Pulverform vor und werden zum Schutz gegen oxi-

dative Abbauprozesse bei �18 °C gelagert. Sie sind in diesem Zustand sehr hygroskopisch,

d. h. sie binden bei Kontakt mit Luft schnell Wasser.

Als L�osungsmittel wurde meist am Alkoholrest deuteriertes Methanol (MeOD) verwendet,

um einen eventuellen Austausch labiler Protonen gegen Deuteronen bereits vor der Hydra-

tisierung mit D2O zu erreichen. Circa 25 bis maximal 40mg Lipid werden in 5ml MeOD

gel�ost und rasch auf 50 ultrad�unne Glaspl�attchen (8 � 19 � 0; 07mm3, Marienfeld La-

boratory Glassware, Lauda{K�onigshofen) aufgetragen. Der Gro�teil des L�osungsmittels

verdampft innerhalb weniger Minuten; der Rest wird mittels einer Hochvakummpumpe

18 h lang abgesaugt. Bei keiner Messung wurden anschlie�end Reste des L�osungsmittels

gefunden.

Bei einer Einwaage vonm = 30mg Lipid betr�agt die mittlere Zahl n von Bilayern zwischen

zwei Glaspl�attchen typischerweise etwa 1000:

n =
1

2
�
m �N0

49MW
�
ALipid

AGlas

(3.20)

Dabei ist MW das Molekulargewicht, ALipid die Kopfgruppen�ache des Lipids, AGlas =

152mm2 die Fl�ache eines Glaspl�attchens undN0 = 6; 0�1023/mol die Avogadro{Konstante.
F�ur DMPC ist MW = 678 g/mol, ALipid � 60�A2 und damit n � 1070.

Einige Lipide sind nur gering in MeOD l�oslich; in diesen F�allen wurde eine 1:5{Mischung

Chloroform/MeOD verwendet.

Abbildung 3.8: Probenanordnung f�ur orientierte NMR-Messungen

Nach der Trocknung werden die Pl�attchen gestapelt und in ein beidseitig o�enes

Glasr�ohrchen gegeben, das mit Teon{St�opseln verschlossen wird (Abbildung 3.8). Zylin-
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dersegmente aus Glas �xieren den Pl�attchenstapel und minimieren Temperaturgradienten

in der Probe.

Zwischen dem Pl�attchenstapel und den Teonst�opseln liegen die Hydratationsreservoirs:

passend zugeschnittene St�uckchen Filterpapier, die zuvor in einer D2O{ges�attigten Atmo-

sph�are ausgeheizt wurden, so da� das Filterpapier selbst praktisch kein H2O mehr enth�alt.

Die Filterpapierstreifen werden nun mit je maximal 6�l D2O getr�ankt, das R�ohrchen

verschlossen und in einem Trockenschrank bei 40{50 °C ausgeheizt. Diese Folge wird so

lange wiederholt, bis die gew�unscht Hydratation erreicht ist. Die Ausheizzeit liegt bei

minimal 8 h pro Hydratisierungsschritt.

In der Literatur wurde eine Verbesserung der Qualit�at der Orientierung nach wieder-

holter Hydratisierung/Dehydratisierung berichtet [82]; bei eigenen Versuchen konnte dies

best�atigt werden.

3.4.2 Orientierung im NMR{Magneten

Bilayer{formende Lipide ordnen sich nach der Hydratisierung spontan zu Multischich-

ten parallel zur Substratebene an; damit mu� nur noch die Probe mit dem Stapel von

Glaspl�attchen im NMR{Magneten in die gew�unschte Position gedreht werden, um win-

kelabh�angige Messungen durchzuf�uhren. Dazu wurde eine Anordnung entwickelt, die eine

auf � 1° genaue Positionierung erm�oglicht [98]: ein abseits des Magneten stehendes Go-

niometer f�uhrt �uber ein System von unmagnetischen (Messing-)Stangen zur Probe, wo

eine kreuzf�ormiger Stempel in eine entsprechende Ausfr�asung in einem der Teonst�opsel

greift; �uber eine Blattfeder wird der Stempel �xiert.

Der Schrittmotor des Goniometers wird vom Me�rechner aus gesteuert. �Uber eine Serie

von Winkelschritten von 0{180° wird die 0°{Orientierung bestimmt, bei der die Signale

des 2H-Spektrums den maximalen Frequenzabstand aufweisen: entweder direkt �uber eine

schrittweise Ann�aherung oder �uber einen Fit der winkelabh�angigen Quadrupolaufspaltung

an das Legendre{Polynom 2.Ordnung (Gleichung 3.10, S. 32).

3.4.3 Temperaturkalibrierung

Die Temperatur im NMR{Magneten kann mit einer separaten Steuereinheit auf belie-

bige Werte zwischen ca. 10{100 °C mit einer Genauigkeit von �0; 5 °C 6 eingestellt wer-

den. Da der exakte Wert am Probenort emp�ndlich von den Voreinstellungen f�ur den

Durchu� der K�uhlluft abh�angt, mu� die Temperatursteuerung regelm�a�ig kalibriert wer-

den. Dies geschieht mit einem geeichten Pt{100 Widerstand, der in der L�angsachse des

Probenr�ohrchens (Abb. 3.8) positioniert ist. Damit sind Temperaturgradienten in den

Glaspl�attchen und {segmenten einer orientierten Probe nicht ber�ucksichtigt; die gemesse-

ne Temperatur des Phasen�ubergangs etwa von d62{DPPC (T
m
= 37; 75 °C, [198]) zeigen

jedoch, da� diese Fehlerquelle vernachl�assigbar ist.

6 Diese Ungenauigkeit ist nur durch die Raumtemperierung bedingt.
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3.5 Pulssequenzen in 2H{NMR

3.5.1 Quadrupolar Echo

�Ublicherweise wird zur Aufnahme von 2H{Spektren eine Folge von zusammengesetz-

ten Pulsen verwendet, die die St�orungen durch akustisches �Ubersprechen und Receiver{

Totzeiten minimiert und die Invertierung von Signalen abseits der Resonanzfrequenz op-

timiert (Abb. 3.9(a)):

d1 �
�
�

2

�
�

� �1 �
�
�

2

�
��90

� �2 �Acqu:

Nach einem Intervall d1 � 5 � T1;z zum vorhergehenden Puls klappt ein �

2
{Puls die Ma-

gnetisierung in die x'{y'{Ebene um. W�ahrend der Zeit �1 nimmt die Phasenkorrelation

der Spins durch transversale Relaxation und Inhomogenit�aten von B0 ab. Der zweite
�

2
{

Puls (� f�ur I = 1
2
) sorgt daf�ur, da� die Magnetisierung nach �2 wieder fokussiert wird

(Spin{Echo). Das Maximum des Echos bei t = 2 �1 wird als Beginn des FID de�niert.

Die Pulszeiten �

2
lagen f�ur die verwendeten Spulen typischerweise bei 8{11 � s; �1 und �2

betrugen jeweils 20�s.

(a) Quadrupolar Echo (b) Inversion Recovery

Abbildung 3.9: Pulssequenzen in 2H{NMR

3.5.2 Inversion Recovery

Zur Bestimmung der longitudinalen (Spin{Gitter{) Relaxationszeit T1;z wird die Magne-

tisierung durch einen 180°{Puls invertiert und die Relaxation der Magnetisierung M
z
in

den Gleichgewichtswert M0 beobachtet, die in erster N�aherung exponentiell verl�auft:

dM
z

dt
= �

M
z
�M0

T1;z
bzw. (3.21)

M
z
(t)�M0 = 2M0 � exp(�t=T1;z) (3.22)

Die Anregung erfolgt �uber eine Folge von Inversion Recovery Pulsen mit einer exponenti-

ellen Variation der Delayzeit d2 (Abb. 3.9(b)):
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d1 � � � d2 �
�
�

2

�
�

� �1 �
�
�

2

�
��90

� �2 �Acqu:

Der 180°{Puls klappt die Magnetisierung vonM
z
nach �M

z
um. Die Amplitude von �M

z

nimmt durch Spin-Gitter{Relaxation w�ahrend der Zeit d2 ab und wird anschlie�end mit

einer Echo{Sequenz detektiert.

3.5.3 Breitband-Jeener-Broekaert{Sequenz

Die Breitband-Jeener-Broekaert (BBJB) Pulsfolge [84, 190] transformiert die Zeeman{

Ordnung in eine dipolare oder quadrupolare Ordnung und erlaubt durch Variation der

Delay{Zeit t1 eine Bestimmung der quadrupolaren Relaxationszeit T1;Q:

d1 �
�

2
� � �

�

4
� t1 �

�

4
�Acqu:

Quadrupolare Ordnung hei�t, da� die Spins nicht mehr bez�uglich des �au�eren Magnetfel-

des geordnet sind (Zeeman{Ordnung), sondern im elektrostatischen Feldgradienten ihrer

Nachbaratome. Die Quadrupolordnung ist maximal bei � = 1
4��Q

; die Signalintensit�at

l�a�t sich durch einen �

2
{Echopuls am Ende verbessern [190].

F�ur eine gleichm�a�ige Anregung �uber den ganzen Spektralbereich wird eine modi�zierte

BBJB{Sequenz verwendet, die Wimperis{Pulsfolge [190, 208]:

d1 �
�

2
� 2 � �

3�

8
� 2 � �

�

4| {z }
composite �

2
-Puls

�� �
�

4
� d2 �

�

4
� �1 �

�

2
� �2 �Acqu:

Die ersten vier Pulse erzeugen die quadrupolare Ordnung, die w�ahrend der Zeit d2 zerf�allt.

Die folgenden Pulse bilden das Spin{Echo.
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3.6 Auswertemethoden

3.6.1 Bestimmung der longitudinalen Relaxationszeit T1;z

F�ur eine Folge von Delayzeiten d2 berechnet die VNMR{Software aus den Signalh�ohen

die longitudinale Relaxationszeit T1;z nach Gleichung 3.21. Dabei ist zu beachten, da�

Phasenfehler und Basisliniendrifts zwischen den Teilmessungen korrigiert werden m�ussen.

Aus der Frequenzabh�angigkeit von T1;z sowie aus dem Abfall der quadrupolaren Ordnung

(T1;Q, s. u.) und der Spin{Spin{Koh�arenz (T2) k�onnen die spektralen Dichten J
m
(m!0)

der molekularen Bewegungsmoden bestimmt werden. (Eine ausf�uhrliche Diskussion der

Spektraldichten �ndet sich in [43, 190]).

1

T1;z
=

3

4
�2�2[J1(!0) + 4J2(2!0)] (3.23)

1

T1;Q
=

9

4
�2�2J1(!0) (3.24)

1

T2
=

3

8
�2�2[3 J0(0) + 3J1(!0) + 2J2(2!0)] (3.25)

T1;z ist also emp�ndlich f�ur Bewegungsmoden im Bereich von !0 und 2!0, w�ahrend T1;Q
nur bei !0 und T2 zus�atzlich im statischen Bereich (! = 0) sensibel ist. Deshalb ist

stets T2 � T1;z; in Fl�ussigkeiten wird durch die hohe Molek�ulbeweglichkeit die statische

Komponente ausgemittelt (extreme motional narrowing), d. h. T2 ' T1;z.

Die Spektraldichte ist proportional zur Korrelationszeit �
c
:

J(!) /
�
c

1 + �2
c
!2

(3.26)

Beim �Ubergang von der �ussigkristallinen in eine gelf�ormige oder feste Phase sinkt die

Spektraldichte vor allem im hochfrequenten Bereich (Abb. 3.10(a)) und T1;z steigt stark

an.

(a) Abh�angigkeit vom Phasenzustand (b) Abh�angigkeit von der Magnetfeldst�arke

und der Korrelationszeit �c

Abbildung 3.10: Frequenzverteilung der Bewegungsmoden
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3.6.2 Ordnungsparameterpro�l und projizierte Acylkettenl�ange

Die Auftragung des Ordnungsparameters jS
CD
j von kettendeuterierten Lipiden �uber dem

Index C
i
der Kettensegmente bietet einen kompakten Vergleich des Einusses beispiels-

weise von Hydratation, Temperatur oder Sterolzugabe auf den Acylkettenbereich.

Abbildung 3.11 zeigt Spektrum und Ordnungsparameterpro�l einer vollhydratisierten

POPC{Membran mit einer perdeuterierten sn-1{Kette (0°{Orientierung).

(a) NMR{Spektrum, Zuordnung der Kettensegmente f�ur eine

Spektrenh�alfte; der starke Anstieg am rechten Rand ist durch

das Signal des interlamellaren D2O verursacht

(b) Ordnungsparameterpro�l

Abbildung 3.11: Ordnung der sn-1{Kette von POPC bei n
w
= 28,6 und T = 42; 4�0; 5 °C
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Aus der Quadrupolaufspaltung �� berechnet sich der Betrag des Ordnungsparameters

nach Gleichung 3.11:

jS
CD
j =

��

170 kHz
�

8><
>:

2
3

f�ur Methylensegmente

3 � 2
3

f�ur die terminale Methylgruppe

(3.27)

Das Spektrum ist eine �Uberlagerung von individuellen Spektren f�ur jedes der 15 Ketten-

segmente. In der N�ahe des Glycerol{R�uckgrats unterscheiden sich die Ordnungsparameter

nur noch geringf�ugig, weshalb die Spektren in einem
"
Schulter\{Bereich zusammenfallen7.

Die Zuordnung der Ordnungsparameter zur Kettenposition erfolgte auf der Basis von

Literaturwerten [77]. Im Falle der sn-1{Kette nimmt �� bzw. jS
CD
j ausgehend von der

terminalen Methylgruppe kontinuierlich zu und damit die Mobilit�at der Kettensegmente

ab.

F�ur eine rotierende all-trans Polymethylen{Kette betr�agt SCD minimal �1
2
; e�ektiv wird

dieser Wert durch zus�atzliche innere Freiheitsgrade auf �0; 20 bis �0; 30 reduziert [149].

Aus dem Ordnungsparameter S
(i)
CD

des i{ten Kettensegments ergibt sich die auf die Mem-

brannormale ~n projizierte Segmentl�ange hDi
i [173]:

hD
i
i

l0
=

1

2
+ jS(i)

CD
j (3.28)

l0 = 1; 27 �A ist die maximale projizierte Bindungsl�ange einer all-trans Methylenkette [134].

Daraus folgt f�ur die volle Kettenl�ange hLCi:

hL
C
i =

i
max

� 1

2

imaxX
i=2

jS(i)
CD
j � l0 (3.29)

Die Austauschisomerie der Deuteronen in der terminalen Methylgruppe ber�ucksichtigt der

Faktor 3 in Gleichung 3.27.

3.6.3 Spektrale Momente

In 2H-NMR{Spektren von perdeuterierten Lipiden lassen sich nicht immer alle Signa-

le eindeutig den verschiedenen Kettensegmenten zuordnen. Neben der oben genannten

M�oglichkeit der Ordnungsparameterpro�le k�onnen die mittleren Ordnungsparameter auch

aus den spektralen Momenten abgeleitet werden [44,190]. Da die 2H{Spektren (fast) sym-

metrisch um !0 sind, de�niert man das n{te Moment f�ur die halben Spektren als:

M
n
=

1R
!0

!nf(!)d!

1R
!0

f(!)d!

(3.30)

7 Die kleinen Signalbeitr�age zwischen den aufgel�osten POPC{Signalen stammen von einem Kettentausch,

d. h. von einer geringen Verunreinigung durch OPPC [77,100].
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Anschaulich ist das 0.Moment die Fl�ache unter dem Spektrum, das 1.Moment der Schwer-

punkt usw.

Bei homogen verbreiterten Spektren ist die Kenntnis aller Momente des vollen Spektrums8

gleichbedeutend mit der Kenntnis des FID f(t) selbst [57]:

f(t) =M0

 
1�M2

t2

2!
+M4

t4

4!
�M6

t6

6!
+ : : :

!
(3.31)

F�ur Spektren mit mehreren Quadrupolaufspaltungen, d. h. einer Verteilung von Ordnungs-

parametern, kann der mittlere Ordnungsparameter hjS
CD
ji sowie hjS

CD
j2i aus den ersten

beiden Momenten berechnet werden [190]:

M1 =
�
p
3
�hjS

CD
ji (3.32)

M2 =
9�2

20
�2
D
jS

CD
j2
E

(3.33)

Die mittlere quadratische Abweichung �2 beschreibt die Breite der Ordnungsparameter-

Verteilung:

�2 =
hjS

CD
j2i � hjS

CD
ji2

hjS
CD
ji2

=
M2

1; 35M2
1

� 1 (3.34)

Bei einem �Ubergang von der �ussigkristallinen in die Gelphase kommt es durch teilweises

Ausfrieren von Bewegungsmittelung zu einem starken Anstieg der Ordnungsparameter

und damit von M1. Die Streuung �2 ist im Bereich des Phasen�ubergangs dann maximal,

wenn gleichzeitig Gelphasen- und �ussigkristalline Dom�anen vorliegen.

Das 2. Moment liefert zus�atzlich eine Absch�atzung f�ur die mittlere Korrelationszeit �C der

Bewegungen in 2H{NMR [112]:

�
C
�

1p
M2

(3.35)

Die Berechnung der Momente erfolgte in dieser Arbeit mit einer Mathematica{Routine

(Version 3.0, Wolfram Research Inc., Champaign/Il., USA). Aufgrund der unterschiedli-

chen chemischen Verschiebung der spektralen Komponenten kann die Festlegung des Spek-

trenmittelpunktes nicht exakt erfolgen; als Ma� wurde hier f�ur kettendeuterierte Lipide

der Mittelpunkt der maximalen Quadrupolaufspaltung (Plateauwert) gew�ahlt. Um daraus

entstehende Fehler sowie die leichte Asymmetrie der Spektren durch Phasenverschiebungen

zu ber�ucksichtigen, wurden die linke und rechte Spektrenh�alfte separat ausgewertet und

der Mittelwert gebildet. Die Standardabweichung der zwei Werte wurde als Fehlerbalken

aufgetragen.

8 Aufgrund der Symmetrie des Spektrums verschwinden alle ungeraden Momente.
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3.6.4 Bestimmung der Hydratation

Um f�ur die 2H-NMR{Spektren die Zahl n
w
der gebundenen Wassermolek�ule pro Lipid

bestimmen zu k�onnen, mu� das Lipid entweder teilweise deuteriert sein oder �uber labile

Hydroxyl{Gruppen verf�ugen, die in einem festen Verh�altnis mit dem Wasser austauschen.

Zur Hydratisierung wurde meist reines D2O verwendet (Isotec, Miamisburg, USA; Isoto-

penreinheit 99,9%); H2O/D2O{Mischungen wurden nur verwendet, wenn das Wassersignal

andere NMR{Signale maskiert h�atte.

Die Hydratationszahl n
w
ergibt sich dann aus dem Integralverh�altnis der Resonanzen des

Wassers und der Lipide:

n
w
=
ID20 �NLipid

D

ILipid �ND20
D

� p [mol/mol] (3.36)

Dabei bezeichnet I das Integral �uber der 2H{Resonanz, N
D
die Zahl �aquivalenter Deute-

ronen und p der Molenbruch des deuterierten Lipids bez�uglich der Gesamtlipidmenge.

Voraussetzung f�ur eine zuverl�assige Bestimmung von n
w
ist der Ausschlu� von Wasser-

dampf aus der Probenpr�aparation und w�ahrend der Messung; dies wurde durch verschie-

dene Ma�nahmen erreicht:

� Die Filterpapierstreifen, die als Wasserspeicher zur Hydratisierung der Membran-

stapel dienen (Abb. 3.8, S. 38), wurden in einer D2O{Atmosph�are ausgeheizt und

anschlie�end in einem abgeschlossenen Beh�alter mit D2O{Dampf aufbewahrt.

� W�ahrend des Ausheizens wurden die Proben mit Para�lm (Pechiney, Paris) luftdicht

verschlossen.

� W�ahrend der Messung wurde der Luftstrom, der zur Temperierung der Probe

ben�otigt wird, mit einem CuSO4{Filter (W.A. Hammond Drierite, Xenia, USA)

getrocknet. Das Trockenmittel wurde nach jeder Messung bei ca. 220°C ausgeheizt.

Zu Kontrollzwecken wurden Proben mehrfach hydratisiert und gemessen sowie mehrere

Proben desselben Lipids untersucht; die Abweichung von n
w
f�ur gleiche Quadrupolauf-

spaltungen liegt bei � n
w
< 1.

Fehler bei der Bestimmung von n
w
resultieren vor allem aus der Schwierigkeit, das Echo{

Maximum festzulegen. Dies ist der Punkt im Echo{Spektrum, ab dem der FID ausgewertet

wird.
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3.7 NMR{Zeitskalen bei der Untersuchung von Lipidmem-

branen

In Abbildung 3.12 sind die Zeitskalen der Bewegungsmoden von Lipidmembranen so-

wie die daf�ur emp�ndlichen NMR{Parameter zusammengefa�t. M2r < M2 ist das re-

siduelle 2. spektrale Moment, das die Linienverschm�alerung durch motional narrowing

ber�ucksichtigt [114].

Abbildung 3.12: NMR{zug�angliche Zeitbereiche von Membranbewegungen nach [114]. Die

genauen Grenzen der Zeitskalen h�angen von !0 und damit von der Ma-

gnetfeldst�arke ab sowie von der spektroskopischen Zeitskala �
s
� 10�5 s.
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Kapitel 4

Bestimmung von

Deuteron{Austauschraten

4.1 Problemstellung

In dieser Arbeit wurde f�ur orientierte Multischichten erstmals eine Pulssequenz ange-

wandt, die die Bestimmung der Austauschraten labiler Deuteronen von Lipidmolek�ulen

erlaubt [97].

In die Austauschraten k
OD

1 gehen neben einem geometrischen Faktor der Zug�anglichkeit

der austauschenden Deuteronen f�urWasser auch der Grad der inner{ und intramolekularen

Wassersto�verbr�uckung und die Hydratation ein. Unter optimalen Bedingungen sollte der

Maximalwert von k
OD

in etwa gleich der Protonenaustauschrate von reinem Wasser bei

neutralem pH und Raumtemperatur, 1100 s�1 [129], sein.

Zur Messung der Austauschraten wurde die Magnetisierung des Wassers an der Membran-

ober�ache invertiert und der Transfer der Inversion auf die austauschenden Deuteronen als

Funktion der Zeit � zwischen Anregung und Detektion bestimmt. Abbildung 4.1 zeigt f�ur

eine PC/Chol{Mischung schematisch den Inversionstransfer vom kopfgruppenassoziierten

Wasser auf die labile 3-�{Hydroxylgruppe von Cholesterol.

Abbildung 4.1: �Ubertrag der magnetischen Invertierung von Wasser auf die labile 3�{

Hydroxylgruppe in einer PC/Cholesterol{Membran

1 Der Index OD bezeichnet im folgenden die das austauschende Deuteron tragende Gruppe.
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Es wird davon ausgegangen, da� der Transfer selbst sehr schnell abl�auft, etwa �uber einen

Grotthus{Mechanismus (Kap. 2.1.1, S. 19). Damit ist der Austausch am Zielort der ge-

schwindigkeitsbestimmende Schritt.

Aus der �Ubertragungsrate als Funktion von � k�onnen die Austauschraten �uber die Simu-

lation eines Zweiseiten{Austausches berechnet werden (s. u.).

Ein weiteres Motiv f�ur die Messung von Austauschraten ist die noch o�ene Diskussion des

Protonenusses in energiekonservierenden Membranen, die in Kapitel 2.3 skizziert wurde.

Es ist unklar, ob sich die Protonen �uber das freie Wasser (bulk) oder l�angs der hydrati-

sierten Ober�ache bewegen. Aus den Austauschraten kann bei bekannter Geometrie auf

die Geschwindigkeit des Protonentransfers in Ober�achenn�ahe r�uckgeschlossen werden.

4.2 Pulssequenz

Die selektive Anregung des Spektrums erfolgt mit einer modi�zierten Quadrupolar-Echo{

Sequenz:

(�)
sel
���

�
�

2

�
x

� � �
�
�

2

�
y

� � �Acqu:

Der erste Puls (�)
sel
, positioniert in der Mitte des Spektrums und mit niedriger Leistung,

ist gerade so breit, da� er selektiv das D2O{Signal invertiert, nicht aber die Lipidsignale.

Die Frequenzaufspaltungen der austauschenden Hydroxylgruppen (ca. 30 kHz bei Chole-

sterol, ca. 55 kHz bei Sphingomyelin; jeweils 0°{Orientierung) sind deutlich h�oher als die

des D2O (einige kHz).

Pulsst�arke und {breite werden f�ur jede Messung angepa�t und liegen etwa bei 36 dB

bzw. 240 �s. F�ur eine sch�arfere Anregung ist (�)
sel

in mehrere Teilpulse aufgeteilt (com-

posite{Pulse).

Die nicht{selektiven Pulse
�
�

2

�
x

und
�
�

2

�
y

entsprechen der normalen Quadrupolar-Echo{

Sequenz.

4.3 Berechnung der Austauschraten

Durch den Inversionstransfer wird das Signal der austauschenden Deuteronen im Idealfall

vollst�andig invertiert.

Abbildung 4.2(a) zeigt typische Spektren austauschender Deuteronen bei Sphingomyelin.

Das �au�ere Signalpaar bei �� � 115 kHz entspricht der Amidgruppe, das innere der

Hydroxylgruppe in der C3{Position (Abb. 1.9, S. 11). Die OD{Deuteronen werden f�ur

� = 2 : : : 8ms weitgehend invertiert. F�ur l�angere Delay{Zeiten relaxiert die Inversion ins

thermische Gleichgewicht.

Die Amid{Deuteronen tauschen im Beobachtungszeitraum nicht mit dem Wasser aus.

Das Wassersignal wurde mit digitaler Filterung (solvent suppression) unterdr�uckt; die

Breite des Filters ssfilter und die Zahl der KoeÆzienten ssntaps wurden jeweils so

angepa�t, da� die Intensit�at der restlichen Signale unver�andert bleibt (hier: ssfilter =

1000, ssntaps = 39).
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Um systematische Ver�anderungen w�ahrend der Me�zeit auszuschlie�en, wurde f�ur jeden

Wert � ein Referenzspektrum ohne selektive Wasseranregung gemessen. Die relative Ma-

gnetisierung in Abbildung 4.2(b) ist also die normierte Intensit�at des OD{Signals f�ur jeden

Einzelwert von �.

(a) NMR{Signal austauschender OD{

Gruppen (mit Unterdr�uckung des Wassersi-

gnals)

(b) Relative Magnetisierung mit Fit an Glei-

chung 4.3, logarithmische Zeitachse

Abbildung 4.2: Entwicklung des OD{Signals von vollhydratisiertem EYSM bei Variation

der Delayzeit � = 2nms, n = 0 : : : 7 (T = 46; 5°C, n
w
= 29)

Die Hin{ und R�uckraten des Inversions�ubertrags, kw und k
OD

, sind de�niert als:

ROD +D�OD
kw
*)
kOD

ROD� +DOD (4.1)

Der Asterisk steht f�ur eine magnetische Markierung in Form der selektiven Inversion; die

entsprechenden Ratenkonstanten 1. Ordnung, k! und k , ergeben sich formal aus den

Deuteron{Austauschraten:

k
OD

= k![D2O] bzw: (4.2)

k
w

= k [D2O]

Gleichungen 4.3 und 4.4 beschreiben den Zusammenhang von D2O{ und OD{

Magnetisierung [104, 105]:

dMOD

dt
= k

w
�Mw � k

OD
�MOD �

�
MOD �MOD

1

�
�ROD

1 (4.3)

dMw

dt
= �k

w
�Mw + k

OD
�MOD � (Mw �Mw

1
) � Rw

1 (4.4)
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Dabei sindMOD undMw die relativen Magnetisierungen f�ur die OD{Deuteronen bzw. f�ur

das orientierte Wasser und MOD

1
und Mw

1
deren Gleichgewichtswerte.

ROD

1 und Rw

1 sind die inversen Relaxationszeiten; Rw

1 = 1=Tw

1;z wird in einer separaten

Messung ermittelt, w�ahrend ROD

1 ein Fitparameter ist.

Mit der weiteren Bedingung, da� im chemischen Gleichgewicht der Magnetisie-

rung�ubertrag konstant ist, l�a�t sich der Parameter k
w
eliminieren:

k
w
�Mw

1
= k

OD
�MOD

1
(4.5)

mit Mw

1
=MOD

1
=

ND2O
D

N
Lipid
D

� p
� n

w
analog Glg: 3:36

Die analytische L�osung der gekoppelten Di�erentialgleichungen 4.3{4.4 hat die allgemeine

Form

M(t) = C1 exp(�1t) + C2 exp(�2t) +M1; (4.6)

also die Summe zweier Exponentialfunktionen. Die Abfall�angen �
i
sind Funktionen

h�oherer Ordnung der beiden Austauschraten; in die Vorfaktoren C
i
gehen neben den

Me�gr�o�en wiederum Funktionen von �
i
ein.

Aufgrund der Komplexit�at der analytischen L�osung wurden obige Gleichungen numerisch

mit Mathematica (Version 3.0, Wolfram Research Inc., Champaign/Il., USA) gel�ost.

Eingabeparameter sind die Delayzeiten �, die zugeh�origen relativen Magnetisierungen

M
OD

(�), die inverse Relaxationszeit Rw

z
des orientierten Wassers sowie das Verh�altnis

der Gleichgewichtsmagnetsierungen Mw

1
=MOD

1
. Die Fitprozedur wurde auf die linke und

rechte Signalh�alfte des NMR{Spektrums separat angewandt und die Ergebnisse unter

Beachtung der Fehlerpropagation gemittelt.

Aus Abbildung 4.2(a) geht hervor, da� die Austauschmessungen oft nur mit einem signi-

�kanten Fehler zu machen sind: die Probenmenge ist durch die Versuchsanordnung auf

ca. 30mg limitiert und die Me�zeit kann nicht beliebig lang gew�ahlt werden. Ungeachtet

dessen ist der Auswertealgorithmus relativ robust.

Die im folgenden angegebenen Fehlerbalken berechnen sich aus der Ungenauigkeit in der

Bestimmung der Austauschraten f�ur die linke und rechte Spektrenh�alfte sowie aus deren

Abweichungen vom gemeinsamen Mittelwert.



Kapitel 5

Phosphatidylcholin

Anmerkungen:

Die experimentellen Ergebnisse wurden entsprechend der inhaltlichen Schwerpunkte in

zwei Kapitel unterteilt:

{ In Kapitel 5 werden die Informationen, die eine kontrollierte Dehydratisierung

von Membranen mit Festk�orper{NMR liefert, am Beispiel von verschiedenen rei-

nen und gemischten PC{Systemen in makroskopisch orientierten Membranmul-

tischichten1 ausgiebig untersucht. Zur Bestimmung der Hydratationszahl n
w

im 2H-NMR{Spektrum wurden die Membranen mit deuteriertem Wasser (D2O)

pr�apariert (s. Kap. 3.4). Ziel dieser Arbeiten war es, Referenzsysteme f�ur die fol-

gende Untersuchung von Sphingomyelin{Membranen zu erhalten. Am Beispiel von

PC/Cholesterol{ und Cardiolipin{Systemen wurde die Methode des Inversionstrans-

fers zur Bestimmung von Austauschraten labiler Deuteronen etabliert.

{ InKapitel 6 werden Ergebnisse f�ur orientierte Sphingomyelin{Multilayer diskutiert.

Bei jeder Messung werden meist mehrere Parameter gleichzeitig erfa�t: neben der Orientie-

rung des interlamellaren Wassers und von 2H{markierten Molek�ulsegmenten als Funktion

der Hydratation auch Relaxationszeiten, ggf. Austauschraten labiler Deuteronen sowie die

Bildung von Dom�anen in teilhydratisierten Systemen. Da diese Parameter oft miteinan-

der im Zusammenhang stehen, wurden die Ergebnisse nicht thematisch, sondern nach den

untersuchten Lipiden geordnet. Eine Zusammenfassung und Interpretation der Resultate

erfolgt am Schlu� des Kapitels.

5.1 Reine Phosphatidylcholin{Membranen

In diesem Abschnitt wird f�ur orientierte Multischichten von d54{DMPC und d62{DPPC

(jeweils beide Acylketten perdeuteriert) sowie von d31{POPC (sn-1{Kette deuteriert)2

anhand der Quadrupolaufspaltung die Ordnung des interlamellaren Wassers (D2O) und

1 Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich alle Angaben auf senkrecht zum Magnetfeld orientierte Mem-

branen (� = 0).
2 DMPC: 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero{Phosphatidylcholin

DPPC: 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero{Phosphatidylcholin

POPC: 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero{Phosphatidylcholin
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der Acylketten als Funktion der Hydratation bestimmt. Diese Modellsysteme wurden

bereits in der Vergangenheit eingehend untersucht (siehe z. B. [52, 55, 93, 98, 201, 202]).

In der vorliegenden Arbeit sollten sie als Referenzmessungen f�ur Mischungen, z. B. mit

Sphingomyelin, sowie zum Vergleich mit einer Molekulardynamik{Simulation von

POPC [77] herangezogen werden. Dabei haben sich jedoch neue Ergebnisse aufge-

tan, die im Hinblick auf aktuelle Untersuchungen zur Energetik von Hydratisierungs-

prozessen [14, 118] gut verstanden werden k�onnen. Bei niedrigen Hydratationen wurde

Dom�anenbildung in orientierten Multischichten beobachtet und daraus die Abh�angigkeit

der Phasen�ubergangstemperatur Tm von der Hydratisierung n
w
bestimmt.

Die geometrischen Eigenschaften der untersuchten Lipidmembranen bei voller Hydratisie-

rung3 sind in Tabelle 5.1 zusammengefa�t [134]4.

Lipid DMPC (30°C) DPPC (50°C) EYPC (30°C)

n
w
(mol/mol) 25,6 30,1 34,7

A (�A2) 59,6 64 69,4

V
C
(�A3) 782 913 942

VCH2 (�A
3/Gruppe) 28,1 28,7 {

D (�A) 62,7 64 66,3

Tabelle 5.1: Physikalische Eigenschaften von vollhydratisierten PC{Multilayern; A: mitt-

lere Kopfgruppen�ache, VC : mittleres Volumen der Kohlenwassersto�ketten;

VCH2: Volumen einer einzelnen Methylengruppe, D: Wiederholabstand zwi-

schen zwei Bilayern (lamellar repeat distance)

Die Phasen�ubergangstemperaturen f�ur die untersuchten Lipide in der protonierten und

deuterierten Form sind in Tabelle 5.2 zusammengestellt; soweit nicht anders zitiert, wurden

die Daten aus den verf�ugbaren LIPIDAT{Eintr�agen [113] gemittelt:

Lipid DMPC DPPC POPC

T protoniert
m

[°C] 23,7 41,25 [198] -5

T deuteriert
m

[°C] 19,5�0,5 [190] 37,75 [198] -6 [188]

Tabelle 5.2: Phasen�ubergangstemperaturen Tm von vollhydratisiertem DMPC, DPPC und

POPC f�ur protonierte und perdeuterierte Acylketten (POPC: d31 (sn-1);

DMPC: d54 (sn-1,2); DPPC: d62 (sn-1,2))

3

"
Volle Hydratisierung\ bezeichnet im folgenden den Bereich, in dem die NMR{emp�ndlichen Parameter

bei Erh�ohung von nw (fast) konstant bleiben.
4 EYPC, d. h. aus Eigelb (Egg Yolk) extrahiertes PC, ist weitgehend mit POPC identisch.
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5.1.1 Interlamellares Wasser

Abbildung 5.1 zeigt typische NMR{Spektren von mit D2O hydratisierten d62{DPPC Mul-

tilayern bei n
w
= 23; 4 f�ur Temperaturen ober{ und unterhalb des Phasen�ubergangs.

Oberhalb des Phasen�ubergangs bei 37,75 °C nehmen die Quadrupolaufspaltungen der

Acylkettensignale mit steigender Temperatur durch erh�ohte Segmentbewegungen ab.

Beim �Ubergang in die Gelphase steigt �� durch Einfrieren der Kettenbewegung stark

an; es k�onnen keine Einzelsignale mehr aufgel�ost werden.

Abbildung 5.1: NMR{Spektren von d62-DPPC Multilayern bei n
w
= 23; 4; Inlay : D2O{

Signale. Die Pfeile kennzeichnen die Position der terminalen Methylgrup-

pen in der Gelphase

Die D2O{Aufspaltung ��(D2O) nimmt in der L
�
{Phase mit steigender Temperatur zu

(Inlay{Spektrum); in der Gelphase tritt im untersuchten Temperaturbereich nur eine

stark verbreiterte Linie auf. Ein geringer Anteil D2O ist in der �ussigkristallinen Phase

unorientiert (Signal in der Spektrenmitte); durch zu schnelle Hydratisierung oder zu kurze
�Aquilibrierungszeiten ordnen sich eventuell Teile des Lipid/Wasser{Gemisches nicht zu Bi-

layern, sondern bilden vesikul�are Phasen, die in ihrem Innern und in den Zwischenr�aumen

Wasserkavit�aten enthalten.

Abbildung 5.2 fa�t die Temperaturabh�angigkeit von ��(D2O) von DPPC und POPC

f�ur unterschiedliche Hydratationen zusammen. In beiden F�allen steigt ��(D2O) in der

L
�
{Phase mit abnehmendem n

w
. Bei niedriger Hydratisierung steigt die Temperatur

des Phasen�ubergangs etwas an (Abschnitt 5.1.4) und es bleibt f�ur T � T
m
ein Splitting

��(D2O)> 0. Zugleich tritt in diesem Bereich eine zweite Komponente im Spektrum auf.

Anmerkung: Die �Aquilibrierungszeit betrug bei allen Messungen mit Temperaturvariation 15{

20min pro 2K Temperatur�anderung. Eichexperimente mit einem Temperatursensor am Probenort

(S. 39) sowie die NMR{Spektren der Lipide zeigen, da� diese Intervalle ausreichend sind. Soweit

nicht anders angegeben, sind f�ur Messungen bei variabler Temperatur nur die Daten der K�uhlzyklen

gezeigt, da f�ur nw > 5 die Quadrupolaufspaltungen in Heiz{ und K�uhlzyklus gleich sind.
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(a) d62{DPPC (b) d31{POPC

Abbildung 5.2: ��(D2O) vs. Temperatur bei DPPC{ und POPC{Membranen f�ur unter-

schiedliche n
w
; o�ene Symbole in (a): 2. Komponente im 2H{Spektrum

Der Betrag von ��(D2O) ist f�ur POPC bei vergleichbaren Hydratationen deutlich gr�o�er,

da es weiter vom Phasen�ubergang entfernt ist. Normiert man die Temperatur auf eine

reduzierte Temperatur bez�uglich des Phasen�ubergangs, Tred = (T � T
m
)=T

m
(T , T

m
in

Kelvin), so fallen die Kurven f�ur gleiche Hydratation ann�ahernd zusammen:

Abbildung 5.3: ��(D2O) f�ur DPPC und POPC als Funktion der reduzierten Tempera-

tur T
red

; n
w
betr�agt f�ur POPC 24,0 bzw. 11,4 und f�ur DPPC 24,6 bzw.

11,7. Bei DPPC wurde der Anstieg von T
m
auf ca. 39,5 °C bei n

w
=11,7

ber�ucksichtigt.

F�ur hohe Hydratationen folgt ��(D2O) f�ur DPPC und POPC trotz unterschiedlicher Ket-
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tenl�ange und {s�attigung einem universellen Verhalten. Die mittleren Kopfgruppen�achen

der Lipide sind in etwa gleich (Tabelle 5.1) und damit auch die Zahl der Wassermolek�ule,

die in direkten Kontakt zur Membranober�ache treten k�onnen. Deren Wechselwirkung

mit den PC{Molek�ulen �ndet vor allem mit den Carbonylgruppen, der Phosphat{ und

der Trimethylammoniumgruppe statt [77, 145].

Bei n
w
� 11 ist die Korrelation von ��(D2O) f�ur DPPC und POPC schlechter, da sich

DPPC in der N�ahe des Phasen�ubergangs be�ndet und sich deshalb �Anderungen in der

Kopfgruppen�ache und der Molek�ulbeweglichkeit ergeben.

Ein skaleninvariantes Verhalten bez�uglich der reduzierten Temperatur ist typisch f�ur Pha-

sen�uberg�ange, die sich nach der Landau{Entwicklung der Freien Energie beschreiben

lassen [162]. Ein invariantes Verhalten gegen�uber Tred wurde in [173] auch f�ur den Ord-

nungsparameter der Acylketten von POPC, DPPC, DPPS und DPPE gezeigt.

Anmerkung: Untersuchungen bei reduzierter Temperatur lassen sich besser vergleichen; praktisch

sind die Messungen auf den Bereich � 15 : : :60 °C beschr�ankt. Unterhalb von 15 °C mu� der

Gasstrom f�ur die Temperaturregelung im NMR{Ger�at mit �ussigem Sticksto� betrieben werden;

dies wurde wegen der Kondensatbildung im K�uhlsystem und in der Probe vermieden. Bei zu hohen

Temperaturen sinkt die Hydratation w�ahrend eines Me�zyklus um mehr als 5%.

Die Hydratationsabh�angigkeit von ��(D2O) bei konstanter Temperatur ist in Abbil-

dung 5.4 f�ur DMPC, DPPC und POPC zusammengefa�t. Es wurde jeweils oberhalb

des Phasen�ubergangs der vollhydratisierten Lipide gemessen (T = 38 °C f�ur POPC und

DMPC, T = 45 °C f�ur DPPC).

(a) d54{DMPC, d62{DPPC (b) d31{POPC

Abbildung 5.4: ��(D2O) bei PC{Membranen als Funktion von n
w
bei konstanter Tempe-

ratur (T = 38 °C f�ur POPC und DMPC, T = 45 °C f�ur DPPC)

Die Zunahme der Wasserordnung bei Dehydratisierung ist f�ur DMPC und DPPC trotz

unterschiedlicher Kettenl�ange und einer daraus resultierenden anderen Schmelztemperatur

T
m
f�ur nw > 8 �ahnlich und qualitativ anders als bei POPC. Bei POPC (Abb. 5.4(b)) steigt

��(D2O) in etwa exponentiell mit abnehmendem n
w
, w�ahrend dieser Verlauf bei DMPC
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und DPPC weniger deutlich ausgepr�agt ist.

F�ur die ges�attigten PCs acht der Verlauf von ��(D2O) bei nw < 10 ab: da sich beide

Lipide nahe dem Phasen�ubergang be�nden und T
m

in diesem Bereich deutlich ansteigt

(s. u.), wird der E�ekt der Dehydratisierung (Zunahme von ��) durch den Anstieg von

T
m
(Abnahme von ��, vgl. Abb. 5.3) kompensiert.

F�ur nw < 5 bricht ��(D2O) bei DMPC und DPPC zusammen und es tritt eine zweite

Signalkomponente im Spektrum auf. Dies l�a�t sich mit einer partiellen Entmischung in

koexistierende Gelphasen{ und �ussigkristalline Dom�anen erkl�aren (siehe Abb. 5.12(d)).

Jede Lipidkopfgruppe ist im Mittel nur noch von einer Wasserlage bedeckt; es wird eine

Art Perkolationsgrenze f�ur die Bewegung des Wassers in der Bilayerebene erreicht. Bei

POPC wurde bis zu einer Hydratation von n
w
= 1; 7 keine Perkolationsgrenze beobachtet.

Die Koexistenz von 2 Wassersignalen bedeutet, da� die Gel{/Fluiddom�anen gro� genug

sind, so da� das Wasser im Beobachtungszeitraum nicht mehr zwischen ihnen austau-

schen kann. Aus der Integral der beiden Signale l�a�t sich unter Verwendung der in [204]

mit PFGSE-1H{NMR5 gemessenen Di�usionskonstanten D
lat

parallel zur Ober�ache die

Gr�o�e der Gelphasendom�anen absch�atzen. Dabei wird vereinfachend angenommen, da�

die Dom�anen kreisf�ormig sind und sich in einer zusammenh�angenden �ussigkristallinen

Matrix be�nden; die Breite des �Ubergangsbereichs von Gel{ zu Fluiddom�anen wird ver-

nachl�assigt.

Abbildung 5.5 zeigt die aus [204] entnommenen Di�usionskonstanten als Funktion der

Hydratation.

Abbildung 5.5: Di�usionskonstante D
lat

von H2O auf orientierten EYPC{Multilayern als

Funktion von T und n
w
; Daten aus [204] bzw. f�ur 40 °C daraus extrapoliert

5
Pulsed Field Gradient Spin Echo{NMR: in einem statischen Feldgradienten wird die Echo{Amplitude nach

einer Quadrupolar-Echo{Anregung (Kap. 3.5.1, S. 40) durch Di�usion moduliert:

A(G) = A(0) exp[�2G2
Æ
2(�� Æ=3)D];

G bzw. Æ sind Amplitude und Breite des Gradientenpulses und � der Abstand zwischen aufeinanderfol-

genden Pulsen,  ist das gyromagnetische Verh�altnis und D die Di�usionskonstante.
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Die mittlere quadratische Entfernung, die ein Wassermolek�ul in der Zeit �t durchl�auft,

ergibt sich aus der Einstein{Gleichung f�ur zweidimensionale Di�usion [111]:

hr2i(�t) = 4D
lat

�t (5.1)

�t = 1=��� ist der reziproke Frequenzabstand der austauschenden Signale (Abb. 5.6).

Damit ist die mittlere Fl�ache Adom
einer Gelphasendom�ane:

A
dom

� hr2i� (5.2)

Bei n
w
= 6; 5 ist ��� = 200 : : : 300Hz und D

lat
� 2 � 10�11m2/s bei T � 40 °C; damit

erh�alt man A
dom

� 13 : : : 8�m2 bzw. einen mittleren Dom�anenradius von 2 : : : 1; 6 �m.

Abbildung 5.6: D2O{Signal von koexistierenden Gel{/Fluiddom�anen in DPPC{Membra-

nen bei n
w
=6,5; ��� ist der Frequenzabstand von Gel{ und Fluidpha-

sensignal

Die gr�o�te Unsicherheit in der Bestimmung der Dom�anengr�o�e A
dom

liegt in der

Absch�atzung der Di�usionskonstante D
lat

in diesem Bereich. Es existieren nur Daten

f�ur EYPC, das sich bei den in [204] untersuchten Hydratationen (n
w
= 4; 9 : : : 18; 6) und

Temperaturen (T = 1 : : : 31 °C) anders als DPPC meist �uber dem Phasen�ubergang be�n-

det (Abb. 5.11(b)). In einer gemischten Gel{/Fluidphase k�onnte Dlat
und damit A

dom

deutlich kleiner sein.
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5.1.2 Acylkettenbereich

In Abbildung 5.7 ist f�ur d54-DMPC, d62-DPPC und d31-POPC die Hydratations-

abh�angigkeit von �� f�ur den Plateaubereich der Acylketten und die terminale Methyl-

gruppe zusammengefa�t.

Die Quadrupolaufspaltungen des Plateaubereichs (Abb. 5.7(a)), also der Methylengrup-

pen 2{6 (sn-1) bzw. 3{6 (sn-2), sind bei DMPC und DPPC f�ur nw � 6 identisch und errei-

chen bei n
w
� 20 einen Minimalwert von 51 kHz, entsprechend einem Ordnungsparameter

jS
CD
j = 0; 20.

Die Kettenordnung von POPC ist aufgrund der gr�o�eren Kopfgruppen�ache (Tabelle 5.1)

und der h�oheren reduzierten Temperatur deutlich niedriger als bei den ges�attigten Lipiden.

(a) Plateaubereich der Methylengruppen (b) terminale Methylgruppen

Abbildung 5.7: Quadrupolaufspaltungen des Acylkettenbereichs von d54-DMPC, d62-

DPPC und d31-POPC als Funktion von n
w
bei konstanter Temperatur

(38 °C bei DMPC und POPC bzw. 45 °C bei DPPC); geschlossene Symbo-

le in (b): Gelphasensignale

Die Ordnung der terminalen Methylgruppen (Abb. 5.7(b)) nimmt mit zunehmender

Kettenl�ange und/oder Uns�attigung entsprechend den mittleren Kopfgruppen�achen ab.

F�ur nw > 15 wurden bei DMPC, nicht aber bei DPPC separate Signale der terminalen

Methylgruppen der sn-1 und sn-2 Kette mit einem mittleren Frequenzabstand von 300Hz

beobachtet.

Bei DPPC spaltet das Signal der terminalen Methylgruppe f�ur n
w

< 5 in 3 Sub-

spektren auf: neben einem Gelphasensignal bei 16,5{17,7 kHz sieht man 2 Signale der

�ussigkristallinen Phase mit einer mittleren Frequenzaufspaltung von 740Hz.
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Der monoton ansteigende Teil der Kurven in Abbildung 5.7(b) l�a�t sich in einem modell-

freien Ansatz mit einer Exponentialkurve nach Gleichung 5.3 n�ahern:

��(CH3) = ��1 + a � exp
�
�
n
w

b

�
(5.3)

Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.8 mit den Me�werten dargestellt und in Tabelle 5.3

zusammengefa�t.

Abbildung 5.8: Exponential�ts der Quadrupolaufspaltung der terminalen Methylgruppen

von d54-DMPC, d62-DPPC und d31-POPC (T = 38 °C f�ur DMPC und

POPC, T = 45 °C f�ur DPPC)

Lipid DMPC DPPC POPC

��1 6; 12 � 0; 05 5; 68 � 0; 01 4; 85 � 0; 04

a 20; 29 � 0; 70 18; 72 � 0; 48 6; 63 � 0; 14

b 3; 49 � 0; 10 3; 09 � 0; 04 4; 26 � 0; 14

Tabelle 5.3: Fitparameter in Abbildung 5.8

Die Abfall�ange b ist f�ur POPC deutlich gr�o�er als f�ur die ges�attigten Lipide. Die Dop-

pelbindung in der sn-2{Kette f�uhrt zu einem h�oheren isothermen Kompressibilit�atsmodul

K
A
= A (@T=@A)

T
[134]; damit erstreckt sich der Ordnungsproze� der Acylketten bei

Dehydratisierung �uber einen l�angeren Bereich.

Die auf n
w
= 0 extrapolierte Quadrupolaufspaltung ��(CH3) = ��1 + a ist f�ur DPPC

24,4 kHz und damit gleich der Aufspaltung der Signale in der vollhydratisierten Gelphase

(23,2 kHz; Markierung in Abb. 5.1). Die Zunahme der Kettenordnung von DPPC

in der Gelphase ist also �aquivalent einer weitgehenden Dehydratisierung.
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5.1.3 Interpretation der Hydratationsabh�angigkeit von ��(D2O)

Volke et al. [201] stellten ein Modell auf, in dem der hydratationsabh�angige Verlauf von

��(D2O) als Zweiseiten{Austausch zwischen ober�achennahem, mit der Membran wech-

selwirkendem Wasser und freiem Wasser (bulk water) interpretiert wird:

Aufgrund schnellen Austausches wird bei der Hydratation n
w
eine mittlere Quadrupolauf-

spaltung h��i von D2O gemessen:

h��(n
w
)i =

1

n
w

Z
nw

0
��(n0

w
)dn0

w
(5.4)

Das Quadrupolsplitting des n0
w
{ten Wassermolek�uls betr�agt:

��(n0
w
) = ��0 exp

�
�
n0
w

n0
w

�
(5.5)

n0
w
ist eine Konstante und ��0 ein hypothetisches Splitting f�ur nw = 0.

Damit ergibt sich f�ur Gleichung 5.4:

h��(n
w
)i =

��0 � n0
w

n
w

�
1� exp

�
�
n
w

n0
w

��
(5.6)

Aus der obigen Diskussion geht hervor, da� Gleichung 5.6 nur bei hohen reduzierten

Temperaturen, also weit weg vom Phasen�ubergang, erf�ullt ist.

In Abbildung 5.9(a) ist ��(D2O) von POPC nach Gleichung 5.6 gen�ahert.

(a) ��(D2O) als Funktion von nw mit Fit nach

Gleichung 5.6

(b) ��(D2O) als Funktion von dw=2 mit Fit

nach Gleichung 5.7; dw=2: Dicke der Wasser-

schicht �uber der Membran

Abbildung 5.9: Fit von ��(D2O) von POPC{Membranen gem�a� Gleichung 5.6 bzw. 5.7

Die Fitergebnisse sind ��0 = 4571 � 64Hz und n0
w
= 6; 10 � 0; 18, im Vergleich mit
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2343� 80 Hz bzw. 5; 03� 0; 3 f�ur POPC bei 23 °C in [201]6. Die etwas gr�o�ere Abfall�ange

n0
w
in orientierten Multischichten entspricht der Beobachtung, da� in diesen Systemen

auch bei hoher Hydratation eine endliche Quadrupolaufspaltung beobachtet wird.

In Abbildung 5.9(b) wurde n
w
auf die durchschnittliche Dicke d

w
=2 der Wasserschicht

�uber der Membran transformiert:

d
w
=2 =

n
w
� v

w

A
KG

(5.7)

A
KG

� 69; 4 �A2 ist die mittlere Kopfgruppen�ache von POPC (Tab. 5.1) und v
w

=

29; 13 �A3 das mittlere Volumen eines D20{Molek�uls bei 40 °C [110]7.

Eine entsprechende Modi�kation von Gleichung 5.6,

h��i =
��0 � �0

n
w

�
1� exp

�
�
n
w

�0

��
(5.8)

ergibt �0 = 2; 56 � 0; 07 �A, in guter �Ubereinstimmung mit der Abfall�ange � des Hydrata-

tionsdrucks (Glg. 2.2, S. 23): in [158] wurde f�ur EYPC mit der osmotic pressure Methode

� = 2; 1�A gemessen.

5.1.4 Hydratationsabh�angigkeit der Phasen�ubergangstemperatur T
m

Mit abnehmender Hydratation steigt die Temperatur T
m

des Phasenhaupt�ubergangs in

PC{Multischichten stark an. Bedingt durch die Schwierigkeit, kontrolliert und exakt nied-

rige Hydratationen einzustellen, streuen die Literaturwerte f�ur Tm(nw) erheblich. Bei der

Untersuchung dehydratisierter Vesikel (z. B. mittels DSC) besteht zudem die Schwierig-

keit, eine Wechselwirkung der Vesikel untereinander und mit der Me�zelle zu vermeiden.

Die Dehydratisierung orientierter, 2H{markierter Multischichten im NMR{Spektrometer

ist gut kontrollierbar, wenn der Austausch von D2O gegen H2O aus der K�uhlluft unter-

bunden wird (Kap. 3.6.4, S. 46). Der Fehler von � 0,5 °C bei der Probentemperierung

im NMR{Ger�at ist gegen�uber der Breite der Phasen�uberg�ange bei kleinen n
w
meist ver-

nachl�assigbar. Allerdings liegt T
m

bei deuterierten Lipiden um einige °C tiefer als bei

protonierten (Tab. 5.2).

In Abbildung 5.10 wird der Anstieg von T
m
bei d54{DMPC in D20 mit Literaturdaten

f�ur protoniertes DMPC in D2O [52] (DSC) sowie in H2O (dielektrische Messungen [139]

bzw. verschiedene Techniken [113]) verglichen. Die Fehlerbalken der NMR{Resultate stel-

len keine Ungenauigkeit in der Bestimmung von T
m
dar, sondern den Bereich, in dem die

D2O{Signale von 10 auf 90% ihres Maximalwertes in der Fluid{ bwz. Gelphase ansteigen

(vgl. Abb. 6.37(b)).

Ein Ausschnitt der Daten ist in Abbildung 5.10(b) in ein berechnetes Phasendiagramm von

protoniertem DMPC [118] eingetragen. Die erwartete Breite des Koexistenzbereichs von

L
�
{ und L

�
{Phase kann experimentell nicht best�atigt werden; dies liegt unter anderem

an der De�nition von Anfangs{ und Endpunkt des Phasen�ubergangs.

In Abb. 5.11(a) werden NMR{Resultate von d62{DPPC mit 49 LIPIDAT{Daten vergli-

chen. Letztere wurden aufgrund der starken Streuung f�ur gleiche nw gemittelt (Fehler-

balken: Standardabweichung). Die gestrichelten Linien sind aus einer optischen Untersu-

6 Da in [201] multilamellare Vesikel untersucht wurden, unterscheidet sich ��0 um einen Faktor 2.
7 Korrekturen f�ur die Hydratationsabh�angigkeit von AKG [39,134] wurden in erster N�aherung vernachl�assigt.
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chung von DPPC{Bilayern [152] ermittelte Grenzen des Koexistenzbereichs von L
�
{ und

L
�
{Phase.

(a) NMR{Daten (d54{DMPC) und Literatur-

daten aus [52,139] und LIPIDAT (9 Eintr�age)

(b) Ausschnitt aus (a) mit berechneten Phasen-

grenzen (in [118])

Abbildung 5.10: Hydratationsabh�angigkeit von T
m
f�ur DMPC

(a) DPPC: NMR{Daten (d62{DPPC) und LI-

PIDAT (49 Eintr�age); gestrichelte Linien: Ko-

existenzbereich L�/L� nach [152]

(b) POPC: NMR-Daten (d31{POPC) und LI-

PIDAT (4 Eintr�age)

Abbildung 5.11: Hydratationsabh�angigkeit von T
m
f�ur DPPC und POPC

In Abbildung 5.11(b) sind analog NMR{Resultate und Literaturwerte f�ur POPC zusam-



5.1. REINE PHOSPHATIDYLCHOLIN{MEMBRANEN 65

mengefa�t. Aufgrund der niedrigen Phasen�ubergangstemperatur bei voller Hydratation

liegen nur wenige Me�{ und Literaturwerte vor.

5.1.5 Dom�anenbildung

Die Existenz von koexistierenden Gel-/Fl�ussigphasen{Dom�anen in Lipidschichten bei nied-

riger Hydratation wurde bereits f�ur DPPC beobachtet [88, 94, 192]. In der vorliegenden

Arbeit wurden �ahnliche Resultate f�ur POPC und DMPC erhalten. Auf Glas nach der in

Kapitel 3.4 beschriebenen Methode orientierte Multischichten von DPPC liefern vergleich-

bare Ergebnisse wie die in [94] verwendete Methode der Vesikelspreitung auf Silizium{

Substraten mit Hydratation aus der Dampfphase.

(a) DPPC: orientiertes Wasser (b) DPPC: Acylkettensignale

(c) POPC: orientiertes Wasser (d) POPC: Acylkettensignale

Abbildung 5.12: Koexistierende Dom�anen in d62-DPPC{ und d31-POPC Membranen

(n
w
= 6 bzw. 4); Temperaturschritte �T = 1 °C (a,b) bzw. 1,5 °C (c,d)
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5.1.6 Diskussion

Interlamellares Wasser:

Bei voller Hydratation zeigt die Quadrupolaufspaltung des interlamellaren Wassers bei

DPPC und POPC ein universelles Verhalten, wenn ��(D2O) �uber der reduzierten Tem-

peratur T
red

dargestellt wird (Abb. 5.3 und [71]); f�ur die Orientierung der Wassermolek�ule

ist also in erster Linie die Struktur der Kopfgruppe relevant.

Bei teilweiser Dehydratisierung versagt eine Darstellung von ��(D2O) vs. Tred, da hier

die Dynamik des Wassers und der Acylketten f�ur die verschiedenen Lipide divergieren und

zudem eine unterschiedliche Interbilayer{Wechselwirkung unterstellt werden kann.

Die Ordnungsparameter der Acylketten (genauer: des Plateaubereichs) von POPC und

DPPC verlaufen in einer Auftragung �uber Tred zwar auch parallel, unterscheiden sich aber

aufgrund der Uns�attigung der Oleoylkette von POPC um ca. 13% [173].

Am Phasen�ubergang verschwindet die Aufspaltung der D2O{Linien bei vollhydratisierten

Proben zugunsten einer einzigen, stark verbreiterten Linie (Abb. 5.1, Inlay{Spektrum).

Ein �ahnliches Verhalten wurde f�ur ges�attigte Lipide (DMPC, DPPC und DMPE) bereits

von Hawton und Doane [71] gezeigt und mit einem sehr starken motional narrowing durch

kritische Prozesse in der N�ahe des Phasen�ubergangs (pretransitional phenomena) erkl�art.

Laterale Fluktuationen der Kopfgruppen�ache am Phasen�ubergang erzeugen kurzzeitig

Kavit�aten im Bereich der Kopfgruppen, in die Wassermolek�ule eindringen k�onnen. Es

wurde postuliert, da� ��(D2O) � 0 ist in Bereichen, in denen die Fl�achenuktuationen

mindestens die Gr�o�e eines Wassermolek�uls haben und nur noch kleinere Bereiche zur

Quadrupolaufspaltung beitragen.

Aufgrund der N�ahe der Me�temperatur zum Phasen�ubergang weicht der Verlauf von

��(D2O) vs. n
w
bei DMPC und DPPC (Abb. 5.4) deutlich von dem Exponentialver-

halten ab, das f�ur Lipide bei T � T
m

gefunden wurde. In [52, 55] wurde deshalb eine

andere Auftragung, ��(D2O) vs. 1=nw, gew�ahlt und aus der abschnittsweisen Linearit�at

der Daten R�uckschl�usse �uber die Zahl der Wassermolek�ule in verschiedenen
"
Hydrata-

tionsschalen\ getro�en. Angesichts der unterschiedlichen Faktoren, die ��(D2O) in der

N�ahe des Phasen�ubergangs beeinussen, scheint eine derartige Interpretation nicht ge-

rechtfertigt.

Neben der Ann�aherung an den Phasen�ubergang k�onnen bei DMPC und DPPC weitere

Ursachen f�ur die Abachung von ��(D2O) im Bereich 5 < n
w
< 12 verantwortlich sein:

eine Perkolationssimulation von DMPC [205] zeigt, da� in diesem Bereich die Zahl der

Wassermolek�ule mit � 2 H{Br�ucken zu Nachbarmolek�ulen st�arker zunimmt als die mit

< 2 H{Br�ucken abnimmt; das interlamellare Wasser wird
"
z�aher\. Lipid und Wasser

k�onnen in diesem Bereich nicht mehr als getrennte Phasen behandelt werden.

An POPC{Membranen wurde gezeigt, da� sich die Kopfgruppe bei abnehmender Hydra-

tation zunehmend parallel zur Bilayerebene ausrichtet [9] und damit ihr Dipolmoment

senkrecht zur Membranebene abnimmt. Dieses Verhalten sollte bei DMPC und DPPC

�ahnlich oder st�arker sein, da das Dipolfeld der Carbonylgruppen gleich gro� und das der

terminalen Methylgruppen durch die h�ohere Kettenordnung eher gr�o�er ist als in POPC

(siehe Kap. 1.2.5, S. 7). Dem wirkt eine verst�arkte Orientierung des interlamellaren Was-

sers mit abnehmender Hydratation entgegen.
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Hydratationsabh�angigkeit von T
m
:

Die Zunahme von T
m
bei sinkender Hydratation kann mit NMR relativ genau und quasi{

kontinuierlich ermittelt werden. Da es sich hierbei nicht um einen scharfen �Ubergang

handelt, ist auch die Breite des Koexistenzbereichs von Bedeutung; diese ergibt sich di-

rekt aus den Integralverh�altnissen der Subspektren. Dagegen l�a�t die gro�e Streuung der

Literaturdaten den Schlu� zu, da� eine De�nition der Hydratation allein aus der Einwaage

von Wasser oder aus eine Hydratisierung �uber die Dampfphase f�ur diesen Zweck relativ

ungenau ist. Daneben h�angt die Bestimmung von T
m
auch von der Me�methode ab: ob

sie sensibel ist f�ur den Beginn, das Ende oder den ganzen Phasen�ubergang.

Die �Anderung von T
m

mit n
w

kann als Kriterium f�ur den Begri�
"
volle Hydratati-

on\ herangezogen werden: bei voller Hydratation sind die Eigenschaften der Lipidmem-

bran unabh�angig vom Wasseranteil, die beiden Phasen mithin unabh�angig voneinander.

Bei teilweiser Dehydratisierung beeinu�t die reduzierte Dynamik des Wassers in Ober-

�achenn�ahe die Dynamik des Gesamtsystems, die beiden Phasen sind gekoppelt.

Eine kalorimetrische Untersuchung der Hydratisierung von DMPC bei 27 °C [118] zeigt

eine stark negative Enthalpie f�ur die Bindung der ersten 3 Wassermolek�ule, gefolgt von

einer leicht positiven Enthalpie im Bereich 3 < n
w
< 10. Anders als von den Autoren

interpretiert ist dies der Koexistenzbereich von L
�
0{ und L

�
{Phase (Abb. 5.10(b)). Die

positive Enthalpie ist somit teilweise eine Entmischungsw�arme.

Analog erkl�art sich der starke Abfall der partiellen molaren Transferenthalpie8 von Wasser

bei n
w
� 3 in einem bei 25 °C gemessenen POPC{System (Abb. 8 in [14]): bei dieser

Hydratation kreuzt die Phasen�ubergangstemperatur die Me�temperatur (Abb. 5.11(b)).

In derselben Arbeit wurde gezeigt, da� die Freie Energie �G = �H � T�S der Dehy-

dratisierung im Bereich 10 > n
w
> 0 monoton ansteigt (Abb. 9 in [14]). �Ubertragen

auf die vorliegenden NMR{Messungen bedeutet dies, da� das chemische Potential � der

Dehydratisierung auch �uber den Phasen�ubergang hinweg kontinuierlich verl�auft.

Die aus dem Verlauf von �G vs. n
w
abgeleitete Abfallkonstante des Hydratationsdrucks

von 2; 6 � 0; 2 (mol/mol) ist jedoch deutlich kleiner als der in Kapitel 5.1.3 bzw. [201]

berechnete Wert n0
w
= 6; 1 � 0; 2 (38 °C) resp. 5; 0 � 0; 3 (23 °C).

Hydratationsdruck:

Die Transformation von ��(n
w
) auf ��(d

w
/2) in Abbildung 5.9(b) liefert bei einer Aus-

wertung nach dem Zweiseiten{Modell von Volke et al. [201] eine gute Absch�atzung f�ur die

Abfall�ange � des Hydratationsdrucks.

Dagegen k�onnte argumentiert werden, da� bei der Betrachtung nur eines
"
Halbrau-

mes\ d
w
=2 �A

KG �uber jedem Lipidmolek�ul der Einu� der gegen�uberliegenden Membran

nicht ber�ucksichtigt wird. Anders als bei multilamellaren Vesikeln [201] geht ��(D2O)

in Membran{Multischichten auch im vollhydratisierten Zustand nicht auf 0 zur�uck. Ein

Vergleich der Abfall�angen � f�ur die beiden Versuchsanordnungen zeigt jedoch, da� dieser

E�ekt vernachl�assigt werden kann, da � von der Gr�o�enordnung nur einer Wasserlage

(� 3
p
v
w
= 3�A) ist.

8 Transferenthalpie: Enthalpie�anderung eines Wassermolek�uls beim �Ubergang von der bulk{Phase in die

Hydratationsschale des Lipids.
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Dom�anenbildung:

Die 3 untersuchten PC{Systeme { DMPC, DPPC und POPC { verhalten sich bei sehr

niedrigen Hydratationen �ahnlich: die 2H{Spektren zeigen sowohl beim interlamellaren

D2O als auch im Acylkettenbereich koexistierende Gel{ und Fl�ussigphasendom�anen.

Unterschiede bestehen in der Art der koexistierenden Signale (Abb. 5.1): bei DPPC und

DMPC (Spektren nicht gezeigt) ist ��(D2O) in der Gelphase gr�o�er, bei POPC kleiner

als in der L
�
{Phase. Anders als bei DPPC verbreitern sich bei POPC die Signale von D2O

und der Acylketten bei Ann�aherung an den Phasen�ubergang stark. Es scheinen bei POPC

auch bei niedrigen Hydratationen mehr trans/gauche{Isomerisierungen m�oglich zu sein als

bei DPPC. Entsprechend sollte auch die Kopfgruppen�ache von POPC weniger abnehmen

als bei den ges�attigten Lipiden [39] und die oben erl�auterte Bildung von Wasserkavit�aten

am Phasen�ubergang bei POPC auch bei niedrigen Hydratationen noch teilweise m�oglich

sein.

Acylkettenbereich:

Obwohl Kettenordnung und Kopfgruppenhydratisierung unabh�angige Parameter sind, er-

wartet man bei abnehmender Hydratation ein �ahnliches Verhalten: wenn die Kopfgrup-

pen�ache durch Dehydratation abnimmt, sind die verbleibendenWassermolek�ule imMittel

fester gebunden und der Kettenbereich h�oher geordnet.

Dies tri�t auf POPC zu, nicht aber auf DMPC und DPPC. Die Wasserordnung ist im

Bereich 5 < n
w
< 12 fast konstant, w�ahrend die mittlere Bilayerdicke durch die h�ohere

Ordnung der Acylkettensegmente zunimmt.

Der Nachweis von Dom�anenbildung im Kettenbereich und beim assoziierten Wasser erfolgt

auf verschiedenen Zeitskalen: w�ahrend der Austausch von Ketten zwischen L
�
{ und L

�
{

Phase aufgrund der Stabilit�at zusammenh�angender Dom�anen [161] langsam sein kann,

erfolgt der di�usive Austausch von Wasser zwischen Dom�anen an der Membranober�ache

schnell. Der �ahnliche Verlauf der beiden Signale in Abbildung 5.12 bedeutet also, da� die

Gelphasendom�anen relativ gro� sind und sich das Wasser zwischen Signalanregung und

{detektion (ca. 10�4 s) nur in einer Phase bewegt.

5.1.7 Ausblick und Anregungen

Orientierung des interlamellaren Wassers

Anders als die NMR{Signale von Deuterium{Markierungen der Lipide l�a�t sich die Qua-

drupolaufspaltung des interlamellaren Wassers nicht aus einer einfachen Mittelung der

Konformation der D2O{Molek�ule berechnen. Die Kurzzeitigkeit der Wechselwirkung mit

der Membranober�ache und der schnelle Austausch mit bulk{Wasser werden zus�atzlich da-

durch kompliziert, da� der gemessene Ordnungsparameter von orientiertem Wasser sehr

emp�ndlich ist, z. B. gegen kleine �Anderungen des Bindungswinkels 6 (O{H{O). Ungeach-

tet dessen kann ��(D2O) gut mit Eigenschaften der Lipidmembranen im vollhydratisierten

und teilweise dehydratisierten Zustand korreliert werden (diese Arbeit und [61,98,200{202]

bzw. [9, 27{29, 98]).

Eine mikroskopische Herleitung der mittleren Orientierung ober�achennaher Wassermo-

lek�ule, etwa aus MD{Simulationen, ist bisher nicht gezeigt worden. Eine m�ogliche Vorge-
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hensweise f�ur PC{Membranen soll kurz skizziert werden:

In [111] wurde die mittlere Orientierung von Wassermolek�ulen in unmittelbarer N�ahe von

unterschiedlich geladenen, glatten Ober�achen untersucht. Abbildung 5.13 zeigt die Wahr-

scheinlichkeitsverteilung des Winkels � zwischen dem Dipolvektor eines Wassermolek�uls

und der Ober�achennormalen f�ur positive, negative und neutrale Ober�achenladung. An

negativ geladenen Ober�achen ist die Verteilung besonders scharf um � � �126° zentriert,
wenn also eine der O{H Bindungen direkt zur Ober�ache zeigt.

Abbildung 5.13: Orientierung des Dipolvektors von Wasser an geladenen Ober�achen

nach [111]

Die Orientierung des interlamellaren Wasser geht vor allem auf die Wechselwirkung mit

den Carbonylgruppen (negative Partialladung Æ�) und in geringerem Umfang mit der

Trimethylammonium{ und Phosphatgruppe (Æ+ bzw. Æ�) zur�uck [78]. Aus der relativen

Position dieser 3 Gruppen im Bilayer sowie ihrer Zug�anglichkeit f�ur die Wassermolek�ule

k�onnte so die Quadrupolaufspaltung des Wassers zumindest qualitativ verstanden werden.

Absch�atzung von Dom�anengr�o�en

Die wichtigste Voraussetzung f�ur eine Absch�atzung der Gr�o�e von koexistierenden Gel/{

Fl�ussigphasendom�anen ist eine genaue Kenntnis der Di�usionskonstanten in teilweise de-

hydratisierten Systemen. Es wurde bisher nicht untersucht, wie sich die Di�usion am

Phasen�ubergang als Funktion von n
w �andert.

Desweiteren k�onnte aus den (kleinen) Di�erenzen zwischen den NMR{Signalen der Acyl-

ketten und des Wassers f�ur die koexistierenden Phasen die Gr�o�e des �Ubergangsbereiches

zwischen Dom�anen und damit mit Annahmen �uber die Dom�anenform deren Gr�o�e be-

rechnet werden. Voraussetzung hierf�ur ist, da� die Anregung im NMR �uber den ganzen

Frequenzbereich gleichm�a�ig erfolgt.
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5.2 Austausch labiler Deuteronen in POPC/Cholesterol{

Systemen

Eine erste Anwendung der in dieser Arbeit entwickelten Inversion-Transfer{Technik

(Kap. 4) war die Bestimmung der Raten des 2H{Austausches zwischen zwischen der Hy-

droxylgruppe des Cholesterols und dem interlamellaren D2O in einer orientierten (� = 0)

POPC/Chol{Mischung (30mol-% Chol).

Das Proton der 3-�{Hydroxylgruppe von Cholesterol tauscht bei einer Pr�aparation der

Proben mit Deutero{Methanol und anschlie�ender Hydratisierung mit D2O vollst�andig

gegen Deuteronen aus. Als Referenzsignal dient eine kovalent gebundene 2H{Markierung

in der 3-�{Position von Cholesterol (Kap. 3.1, S. 27).

Hydratisierungsverhalten

Abbildung 5.14 zeigt die Entwicklung der Quadrupolaufspaltung des interlamellaren D2O

und der sn-1{Kette von POPC (terminale Methylgruppe und Plateaubereich) als Funktion

von n
w
bei T = 38 °C. Zum Vergleich sind die entsprechenden Daten f�ur reines POPC

(ebenfalls T = 38 °C) mit angef�uhrt.

Die Hydratation des POPC/Chol{Systems wurde bez�uglich der Gesamtmenge Lipid +

Sterol berechnet.

(a) interlamellares Wasser (b) , (c) POPC, sn-1{Kette

Abbildung 5.14: d31-POPC/Chol{System (7:3{molar, T = 38 °C); Verlauf von �� vs. n
w

f�ur D2O (a) und die sn-1{Kette von POPC ((c): terminale Methylgruppe;

(b): Plateaubereich); jeweils im Vergleich mit reinem POPC

Im POPC/Chol{System ist ��(D2O) f�ur nw > 4 geringf�ugig h�oher als bei reinem POPC.

Dagegen wird die Kettenordnung von POPC durch Cholesterol deutlich erh�oht durch

die Bildung einer liquid-ordered{ (l
o
{)Phase (u. a. [49, 138]). F�ur nw < 4 geht �� im

POPC/Chol{System sowohl f�ur das D2O als auch f�ur die POPC{Ketten stark zur�uck;
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interessanterweise schneiden die entsprechenden Kurven in Abbildung 5.14 die von reinem

POPC bei derselben Hydratation. Es kann davon ausgegangen werden, da� in diesem

Bereich eine Entmischung in POPC{ und Cholesterol{reiche Dom�anen statt�ndet.

Abbildung 5.15 fa�t die n
w
{Abh�angigkeit der 3-�{2H und 3-�{2HO Splittings9 von Cho-

lesterol in einer POPC/d2-Chol{Mischung bei 30 °C zusammen. Die Signale verlaufen in

etwa parallel mit einem Maximum bei n
w
� 10. Wie sp�ater (S. 100) diskutiert wird, kann

aus der Aufspaltung des CD{Signals der mittlere Kippwinkel �0 zwischen der Molek�ulachse

von Cholesterol und der Bilayernormale abgeleitet werden. Im Vorgri� darauf sei bemerkt,

da� nach diesem Modell ��(CD)=88: : :93 kHz einem Winkel �0=16,8: : :14,8° entspricht.

Abbildung 5.15: POPC/d2-Chol{Mischung (7:3{molar, T = 30 °C); Verlauf �� vs. n
w
der

3-�{2H und 3-�{2HO Signale von Chol

Austauschraten der labilen Deuteronen

In Abbildung 5.16 sind f�ur eine POPC/d2-Chol{Mischung (7:3{molar, T = 30 °C) bei einer

Variation der Delay{Zeit � = 0; 5 : : : 128ms (Kap. 4.2) repr�asentative Austauschspektren

sowie die relative Signalh�ohe MOD der austauschenden OD{Signale von Chol mit einem

Fit der Daten gem�a� Gleichung 4.3 bei n
w
= 19 dargestellt.

Der Verlauf der Austauschrate k
OD

als Funktion von n
w
ist in Abbildung 5.17(a) gezeigt:

k
OD

steigt mit zunehmender Hydratation deutlich an und erreicht bei n
w
=25 einen Ma-

ximalwert von 280 � 20 s�1; f�ur gr�o�ere Hydratationen verlangsamt sich der Austausch

wieder. Im Vergleich mit den Austauschraten der OD{Gruppen von anderen Lipiden10

sind die Absolutwerte von k
OD

jedoch relativ niedrig.

Im Bereich des Maximums von k
OD

pendelt sich die longitudinale Relaxationszeit T1;z
von des Chol{OD bei einem Wert von ca. 150ms ein (Abb. 5.17(b)). Dagegen �andern

sich die Quadrupolaufspaltungen von D2O und der beiden Steroldeuteronen (Abb. 5.15)

in diesem Bereich kontinuierlich mit der Hydratation; die longitudinale Relaxationszeit

von D2O steigt stetig mit n
w
an auf ca. 125ms bei n

w
= 38. Im Gegensatz dazu liegt T1;z

f�ur das CD{Signal fast unabh�angig von n
w
bei ca. 5{10ms 11.

9 Im weiteren mit CD{ bzw. OD{Signal bezeichnet.
10POPG, Cardiolipin: Kap. 5.3, Sphingomyelin: Kap. 6.1.2, SM/Cholesterol: Kap. 6.2
11Es mu� allerdings darauf hingewiesen werden, da� T1;z(OD) stark temperaturabh�angig ist: bei 37 °C bleibt
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(a) NMR{Spektren (mit Unterdr�uckung des

D2O{Signals durch digitale Filterung)

(b) relative Signalh�ohen in Abb. (a) mit Fit

nach Gleichung. 4.3

Abbildung 5.16: POPC/d2-Chol{Mischung (7:3{molar, T = 30 °C): NMR{Spektren und

relative Signalh�ohen f�ur Inversion-Transfer{Anregung bei n
w
= 19

(a) Austauschraten kOD(nw) (b) longitudinale Relaxationszeit T1;z(nw)

Abbildung 5.17: POPC/d2-Chol (7:3{molar, T = 30 °C): Austauschraten k
OD

des 3-�{

Deuterons und longitudinale Relaxationszeit T1;z von D2O und den deu-

terierten Chol{Positionen

es f�ur nw > 6 bei einem Wert von � 50ms konstant [97, 98].
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Diskussion

Im Bereich 10 < n
w
< 25 nimmt die Austauschrate k

OD
der 3-�{Deuteronen von Chole-

sterol monoton mit der Hydratation zu. In diesem Bereich �andert sich die Orientierung

des Cholesterol{Molek�uls im Bilayer leicht von 14,8 auf 16,8° und die Kopfgruppen�ache

von POPC nimmt bis n
w
� 20 : : : 25 zu [92]. Beide E�ekte bewirken eine Abnahme

der Packungsdichte im Bilayer und damit auch eine bessere Zug�anglichkeit der Chol{OD

Gruppe f�ur das interlamellare Wasser.

Das Maximum bei n
w
� 25 f�allt mit einer Abachung des Verlaufs von T1;z(OD) zu-

sammen; der OD{Bindungsvektor erreicht hier o�enbar seine volle Bewegungsfreiheit. In

diesem Bereich erreichen auch die Quadrupolaufspaltungen von D2O sowie der CD{ und

OD{Signale von Chol ein konstantes Niveau.

F�ur nw > 25 nimmt k
OD

wieder ab: die mittlere Kopfgruppen�ache erreicht einen kon-

stanten Wert, w�ahrend sich die Fluktuationen der Gesamtmembran mit steigendem Was-

seranteil erh�ohen. Der Austausch von Deuteronen mit der OD{Gruppe des Sterols bein-

haltet einen geometrischen Faktor: die Hydroxylgruppe liegt im Mittel auf der H�ohe der

Carbonylgruppen von PC [49, 146]. Damit nimmt ihre Wechselwirkung mit dem interla-

mellaren Wasser ab, wenn der Kon�gurationsraum der PC{Kopfgruppe bei zunehmender

Hydratation [193] oder Temperatur zunimmt.

In [175] wird die Grenzhydratisierung, ab der eine DMPC/Chol{Mischung als Zweikom-

ponentensystem behandelt werden kann, bei 24Gew.-% Wasser (n
w
� 10) ausgemacht.

Bei einer geringeren Hydratisierung sind die Cholesterolmolek�ule nicht optimal in die

PC{Matrix eingebunden und segregieren teilweise in Dom�anen. Dies zeigt sich in den

Quadrupolsignalen der CD{ und OD{Gruppe: das Sterol richtet sich in der Membran auf

und der Austausch der Deuteronen nimmt stark ab.
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5.3 Cardiolipin{Systeme

Cardiolipin (CL) unterscheidet sich von anderen Phospholipiden dadurch, da� es �uber 4

Acylketten verf�ugt und in gr�o�eren Mengen nur in Membranen auftritt, an denen zellul�are

Prozesse der Energiekonservierung statt�nden (siehe S. 9). Die beiden Phosphate der

Kopfgruppe sowie die 4 Carbonylgruppen der Fetts�aureketten sind in ein dichtes Netz-

werk von inter{ und innermolekulare Wassersto�br�ucken eingebunden [18, 174]. Diese

bilden vermutlich auf molekularer Ebene die strukturelle Basis f�ur die postulierte Rolle

von CL bei der Speicherung und dem Transport von Protonen in energiekonservierenden

Membranen [72].

Das Proton der zentralen OH{Gruppe von Cardiolipin tauscht unter der in Kapitel 5.2

beschriebenen Pr�aparation gegen Deuteronen aus und ist so im 2H{NMR Spektrum sicht-

bar. Es wurde das Hydratisierungsverhalten von CL in Mischungen mit PC und/oder PE

untersucht und mit der Inversion-Transfer{Methode die Austauschraten k
OD

der labilen

Deuteronen bestimmt und mit Daten f�ur POPG{Membranen verglichen.

Das Mischungsverh�altnis PC/PE/CL (2:2:1{molar) wurde analog der physiologischen Li-

pidverteilung in der inneren Mitochondrienmembran gew�ahlt [42].

Hydratisierungsverhalten

��(D2O) verl�auft in einem 2:2:1{molaren POPC/POPE/CL{System (Abb. 5.18(a)) qua-

litativ �ahnlich wie bei reinem POPC (Abb. 5.4(b)). Die monotone Zunahme von �� mit

abnehmender Hydratisierung kehrt sich jedoch bei einer Grenzhydratisierung nsat
w

= 14

um. Dieser E�ekt ist in einer POPC/CL{Membran mit 50mol-% CL noch deutlicher

ausgepr�agt; hier liegt das Maximum von ��(D2O) bei n
sat

w
= 19.

(a) interlamellares Wasser (b) Cardiolipin (zentrale Hydroxylgruppe)

Abbildung 5.18: ��(n
w
) f�ur das interlamellare D2O und die Hydroxylgruppe von CL in

POPC/CL (1:1{molar) und POPC/POPE/CL (2:2:1{molar) bei 38 °C
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Da f�ur eine DMPC/CL{Membran der gleichen molaren Zusammensetzung �ahnliche Werte

gemessen wurden [98], scheint dieser E�ekt unabh�angig von der PC{Struktur zu sein.

F�ur die zentrale Hydroxylgruppe von CL (Abb. 5.18(b)) ist �� f�ur nw > nsat
w

fast konstant

und nimmt f�ur nw < nsat
w

stark ab. In [98] wurde bei PC/CL{Systemen die Bildung von

invertiert hexagonalen (H
II
{)Dom�anen bei niedriger Hydratation postuliert und

mit 2H{ und 31P{NMR nachgewiesen. Die Quadrupolaufspaltung von Lipiden ist in lang-

gestreckten H
II
{Phasen um einen Faktor 4 gegen�uber der L�{Phase reduziert [172], da

die Lipide nicht nur um ihre Molek�ulachse, sondern auch um die L�angsachse der Zylin-

der rotieren k�onnen. Die CL{reichen H
II
{Dom�anen tauschen schnell mit den lamellaren

Dom�anen aus, so da� im NMR eine mittlere Quadrupolaufspaltung beobachtet wird.

Abbildung 5.19 zeigt ein Modell f�ur derartige transiente Dom�anen: durch Dehydratisie-

rung werden die Kopfgruppen von CL st�arker komprimiert als der Acylkettenbereich, der

geometrische Packungsparameter P (Kap. 2.1.3, S. 20) wird gr�o�er als 1. Die damit ver-

bundene intrinsische Spannung in der Membran erm�oglicht den ip-op der CL{Molek�ule,

der f�ur die
"
eingegrabenen\ Zylinderstrukturen notwendig ist. Da aber eine Struktur nach

Abb. 5.19 den PC{Molek�ulen einen Packungsparameter P < 1 und damit eine geringere

Abschirmung der Acylketten von der Wasserphase aufzwingt, tauschen die H
II
{Dom�anen

schnell mit lamellaren Dom�anen aus.

Abbildung 5.19: Vermutete Struktur von PC/CL{Membranen bei niedrigen Hydratatio-

nen (analog zu [40])

Austauschraten der labilen Deuteronen

Die Deuteron{Austauschraten der beiden untersuchten CL{Systeme sind in Abbil-

dung 5.20 als Funktion von n
w
gegen�ubergestellt.

In der 1:1{molaren PC/CL{Mischung ist die Austauschrate f�ur nw > 20 auf einem kon-

stanten Niveau von k
OD

� 500 s�1. Darunter, also in dem Bereich, in dem der Anteil an

koexistierenden H
II
{Dom�anen sukzessive zunimmt, steigt k

OD
erst stark an und f�allt f�ur

n
w
< 13 wieder ab. In einer Membrangeometrie nach Abb. 5.19 nimmt die Zug�anglichkeit

der CL{Hydroxyle f�ur D2O und damit des Austausches mit D2O stark ab: ein Teil des CL

ist ganz von der Wasserphase abgeschirmt, ein anderer Teil reichert sich wahrscheinlich in

den stark gekr�ummten Bilayerregionen an, die die H
II
{Dom�anen umschlie�en.

In der PC/PE/CL{Mischung durchl�auft kOD(nw) ebenfalls ein Maximum in dem Bereich,

in dem sich der Verlauf der Quadrupolaufspaltung von D2O und des CL{Hydroxyls um-

kehrt. Es wurde nicht systematisch untersucht, ob auch hier ein kontinuierlicher �Ubergang

in eine H
II
{Phase auftritt; angesichts der hohen Tendenz von PE zur Bildung nichtlamel-

larer Phasen ist eine solche Annahme jedoch plausibel. F�ur nw > 20 nimmt die Deuteron{
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Austauschrate stark ab auf k
OD

� 200 s�1.

(a) POPC/CL (1:1{molar) (b) POPC/POPE/CL (2:2:1{molar)

Abbildung 5.20: Austauschraten der zentralen Hydroxylgruppe von CL in POPC/CL (1:1{

molar) und POPC/POPE/CL (2:2:1{molar) bei 38 °C

In beiden CL{Systemen korreliert das Maximum der Austauschraten mit einem starken

Anstieg der longitudinalen Relaxationszeit T1;z von D2O und der OD{Gruppe von CL,

wobei die beiden Gr�o�en im Rahmen der Me�genauigkeit gleich verlaufen.

(a) POPC/CL (1:1{molar) (b) POPC/POPE/CL (2:2:1{molar)

Abbildung 5.21: Longitudinale Relaxationszeit T1;z von D2O und der CL{Hydroxylgruppe

in POPC/CL und POPC/POPE/CL bei 38 °C
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Am Beispiel von POPG wurde das Austauschverhalten einer Membran untersucht, die zu

100% aus anionischen Lipiden besteht. Der physiologische Hintergrund dazu ist, da� PG in

vielen Bakterien die h�au�gste Lipidkomponente darstellt [11]. Die POPG{Kopfgruppe hat

zwei austauschende Hydroxylgruppen am �{ und {Segment (zur Nomenklatur s. Abb. 1.6,

S. 9).

Der Verlauf der Austauschraten und die longitudinalen Relaxationszeiten T1;z des inter-

lamellaren Wassers und der austauschenden Hydroxylgruppen sind in Abbildung 5.22 als

Funktion der Hydratation gezeigt.

(a) Austauschraten kOD(nw) (b) longitudinale Relaxationszeit T1;z(nw)

Abbildung 5.22: Austauschraten k
OD

und longitudinale Relaxationszeit T1;z der interla-

mellaren Wassers bei POPG (T = 30 °C); siehe auch [97]

Die Austauschraten von �{ und {Segment sind bei niedrigem n
w
leicht unterschiedlich

und erreichen f�ur hohe Hydratation einen S�attigungswert ksat
OD

� 1000 s�1.
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Interpretation von T1;z mit dem Modell eines Zweiseiten{Austausches

In [201] wird ein Modell f�ur die Hydratationsabh�angigkeit von T1;z entwickelt: unter der

Annahme, da� nur Wassermolek�ule in unmittelbarer N�ahe der Ober�ache von der Mem-

bran in ihrem Relaxationsverhalten gest�ort werden und f�ur nw > 10 schnell mit den

ungest�orten Wassermolek�ulen austauschen, erh�alt man analog zu Gleichung 5.6:

R1;z(nw) = 1=T1;z(nw) =
3

8
(2��)2

�
�0
s
exp

�
�
n
w

nr
w

�
+ �

f

�
1� exp

�
�
n
w

nr
w

���
(5.9)

Die Korrelationszeit der Wassermolek�ule ist im ungest�orten Zustand (bulk water) �f und an

der Ober�ache �0
s
; nr

w
ist die Abfallkonstante der Korrelationszeit des von der Ober�ache

beeinu�ten Wassers. F�ur bulk water bei 23 °C ist T1;z � 450ms und �
f
= 3 �10�12 s [201].

T1;z wurde f�ur die CL{Systeme (unter Vernachl�assigung der oben diskutierten Koexistenz

von L
�
=H

II
{Phasen f�ur nw < 20) und POPG nach Gleichung 5.9 ausgewertet. Die Er-

gebnisse sind in Tabelle 5.4 zusammengefa�t; zum Vergleich sind die Daten f�ur POPC

aus [201] mit angef�uhrt.

Lipid(e) T [°C] �
f
[10�12 s] �0

s
[10�10 s] nr

w
[mol/mol]

POPC/POPE/CL (2:2:1) 38 6; 1� 1; 2 2; 5 � 0; 5 5; 6� 0; 6

POPC/CL (1:1) 38 7; 9� 2; 9 3; 6 � 0; 7 6; 5� 0; 9

POPG 30 12; 4 � 1; 4 4; 8 � 0; 4 4; 7� 0; 3

POPC [201] 23 5; 1� 0; 8 1; 1 � 0; 2 4; 3� 0; 7

EYPC [201] 23 9; 1� 1; 3 3; 2 � 0; 3 3; 7� 0; 3

Tabelle 5.4: Parameter f�ur Fit von T1;z(nw) von D2O gem�a� Gleichung 5.9 f�ur verschiedene

Lipidmischungen

Die gr�o�ere Abfall�ange nr
w
der Relaxation f�ur die CL{Systeme und f�ur POPG im Vergleich

zu POPC kann mit einer h�oheren Zahl von H{Br�ucken an der Membranober�ache erkl�art

werden.
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Diskussion

F�ur POPG n�ahert sich k
OD

bei hoher Hydratation dem Wert der Austauschrate von

Protonen in reinemWasser bei neutralem pH und Raumtemperatur [129], k
OH

= 1100 s�1.

In den CL{Systemen wird diese Rate im �Ubergangsbereich zwischen der rein lamella-

ren Phase und koexistierenden H
II
{Phasen erreicht, in einem Bereich also, in dem die

Membran vermutlich starken Formuktuationen unterworfen ist. F�ur hohe Hydratationen

(n
w
> 30) erreicht k

OD
in den CL{Systemen einen konstanten Wert ksat

OD
, der linear vom

Molanteil geladenen Lipids12 in der Membran abh�angt (Abb. 5.23(a)).

(a) Austauschraten ksatOD (b) Korrelationszeit �0s

Abbildung 5.23: Gemittelte Austauschraten f�ur nw > 30 und Korrelationszeit �0
s
als Funk-

tion des Molanteils geladener Lipide (Annahme: CL einfach ionisiert)

Die aus T1;z(nw) abgeleitete Korrelationszeit des Wassers an der Membranober�ache, �0
s
,

steigt ebenfalls mit der Membranladung an.

Der Abh�angigkeit von ksat
OD

und �0
s
von der Ladungsdichte l�a�t auf eine h�ohere Ver-

weildauer bzw. langsamere Di�usion von Wasser an geladenen Membranober-

�achen schlie�en.

F�ur diese Beobachtung k�onnen mehrere Erkl�arungen herangezogen werden:

� Die PC{Kopfgruppe richtet sich mit steigender negativer Membranladung zuneh-

mend parallel zur Bilayerebene aus [117, 150, 171]. Dadurch stabilisieren sich

H{Br�ucken zwischen dem interlamellaren Wasser und dem Interface{Bereich, wie

in [174] mit FTIR f�ur Cardiolipin in PC{Membranen gezeigt wurde.

� Der Radius der Coulomb-cages (S. 24) nimmt linear mit der Ladung zu [67]; damit

steigt auch die Verweildauer von Protonen an der Membranober�ache. Dies erkl�art

12Dabei wurde angenommen, da� CL nur einfach ionisiert ist (pK1 = 2; 8; pK2 > 7; 5, [166]) und sich kOD

und �0s zwischen 30 (POPG) und 38 °C (CL{Systeme) nicht stark �andern.
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auch, warum der Flu� von Protonen durch die Membran durch CL [34] erh�oht wird

und allgemein die Protonenleitung an der Membranober�ache in Anwesenheit von

negativ geladenen Lipiden steigt [69].

� In [46] wird die St�orung der Orientierung und Rotation von Wasser in direktem

Kontakt mit (Protein-) Ober�achen bestimmt: die verlangsamte Dynamik der Was-

sermolek�ule in der 1. Hydratschale f�uhrt zu einer 10{100-fach reduzierten lateralen

Mobilit�at { in etwa das Verh�altnis der Korrelationszeiten �
f
/�0

s
.

F�ur niedrige Hydratationen ist die Bestimmung und Interpretation von Austauschra-

ten in CL{Systemen problematisch, da diese auch in Abwesenheit divalenter Kationen oder

anderer Trigger ein komplexes Phasenverhalten aufweisen. Bei hohem CL{Anteil oder in

Anwesenheit etwa von PE geht mit abnehmender Hydratation die L
�
{Phase kontinuierlich

in eine invers hexagonale Phase (H
II
) �uber [98].

Aus diesem Grunde ist es auch nicht m�oglich, in Analogie zu Kapitel 5.1.4 die Zunahme

der lyotropen Phasen�ubergangstemperatur bei Dehydratisierung zu messen. In den obigen

Messungen wurde stets angenommen, da� dieser E�ekt im untersuchten Hydratationsbe-

reich keine Rolle spielt.

Eine weitere Komplikation besteht darin, da� der pH{Wert teilhydratisierter, ungepu�er-

ter Systeme nicht bekannt ist; es ist daher nicht klar, ob CL unter diesen Umst�anden ein{

oder zweifach ionisiert ist. Da die Ladung des Lipids durch Gegenladungen (hier: Na+)

kompensiert wird, erscheint es plausibel, da� die Hydrath�ulle um diese Ionen die e�ektive

Hydratisierung erniedrigt.

Ob diese Dehydratisierung zu einer Absenkung des pH{Wertes f�uhrt, die ihrerseits einen
�Ubergang in die H

II
{Phase ausl�osen kann [169], ist o�en.

Ausblick

Abbildung 5.23 legt nahe, da� sowohl die Deuteron{Austauschraten als auch die Kor-

relationszeit ober�achennaher Wassermolek�ule, �0
s
, von der mittleren Membranladung

abh�angen. Eine systematische Untersuchung dieser Gr�o�en, etwa mit variablen Antei-

len POPG in einer POPC{Matrix, sowie der lateralen Di�usion an der Membranober-

�ache [204] w�are von gro�em Interesse, weil sie helfen k�onnte, die Rolle geladener Lipide

in der Plasmamembran zu verstehen.

Der kontinuierliche �Ubergang zwischen L
�
{und H

II
{Phase, der in Cardiolipin{

Membranen bei niedriger Hydratation beobachtet wurde ( [98] und diese Arbeit), weist

auf eine der m�oglichen Rollen dieses Lipids hin: die
"
Bereitstellung\ eines hohen Ma�es

an Kr�ummungsenergie in der Membran. Diese kann den Einbau von Proteinen in die

Membran sowie die Aktivit�at der Proteine in und an der Membran kontrollieren [162].

Durch Dehydratisierung der Membranober�ache erh�oht sich o�ensichtlich die Tendenz zu

Nicht-Bilayer{Phasen. Wie gezeigt wurde, treten bereits bei n
w
� 15 koexistierende H

II
{

Phasen auf. Dies entspricht etwa 3 Wasserlagen, bzw. einer 10�A dicken Wasserschicht.

Eine derartige Dehydratisierung ist in stark gefalteten Membranen (etwa in den Cristae

der Mitochondrien) oder bei Anlagerung von Proteinen an die Membran zu erwarten.

Phasendiagramme von PC/CL{ sowie, physiologisch noch bedeutender, PC/PE/CL{

Systemen als Funktion der Hydratation und der Temperatur w�aren in dieser Hinsicht

sehr aufschlu�reich.



Kapitel 6

Sphingomyelin

I believe [. . . ] that it will be found that

the signi�cance of the hydrogen bond for physiology

is greater than any other single strucural feature.

Linus Pauling 1939

in
"
The Nature of the Chemical Bond\

Vorbemerkung

In Kapitel 1.4.3 wurde auf die biochemische Relevanz von Sphingomyelin (SM) bei der

Dom�anenbildung in Lipidmembranen hingewiesen. Bis heute sind viele Modellsysteme

mit SM untersucht worden, die jedoch alle unter einer wichtigen Einschr�ankung leiden:

Es existieren keine R�ontgen{Strukturdaten, da die Flexibilit�at des Lipids die Z�uchtung

hochreiner Kristalle verhindert [184]. Ob die Daten von Ceramid (S. 12) auch f�ur SM

g�ultig sind, ist fraglich. Damit ist sowohl die Geometrie der Lipide im Bilayer als auch die

der intra{ und intermolekularer Wassersto�br�ucken bereits bei reinem SM spekulativ; f�ur

Mischungen etwa mit Cholesterol gilt dies umso mehr.

Im folgenden wird versucht, diese Fragen mittels 2H{NMR{Untersuchungen von

SM/PC/Chol{Mischungen etwas einzugrenzen. Es handelt sich dabei immer um nat�urlich

vorkommendes SM, d. h. um das D-erythro{Stereoisomer aus Rinderhirn (bbSM, bovine

brain SM) oder Eigelb (EYSM, egg yolk SM).

Da spezi�sch deuteriertes Sphingomyelin nicht kommerziell erh�altlich ist und eine Synthese

im Rahmen dieser Arbeit nicht m�oglich war, wurden die Informationen indirekt ermittelt:

aus der Ordnung des interlamellaren Wassers, aus der Ketten{ oder Kopfgruppenord-

nung beigemischter deuterierter Lipide oder aus den Signalen der Amid{ und 3-hydroxy{

Gruppe von SM1: bei einer Pr�aparation der Proben mit Deutero{Methanol (H3C{OD)

und anschlie�ender Hydratisierung mit D2O tauschen die Protonen dieser Gruppen gegen

Deuteronen aus und sind so mit 2H{NMR detektierbar.

Die ND{ und OD{Signale konnten durch ihre unterschiedliche chemische Verschiebung

und die Tatsache, da� in einer C{D{O Bindung der OD{Vektor frei um die C{O Achse

drehbar ist ( 6 (C{D, O{D) � 72; 5°), zugeordnet werden. Damit ist die e�ektive Quadru-

polaufspaltung von Hydroxyldeuteronen durch Bewegungsmittelung stark reduziert.

1 Im folgenden als ND{ bzw. OD{Gruppe bezeichnet.

81
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Zum Verst�andnis von Phasenumwandlungsph�anomenen wurden f�ur einige der Modellsy-

steme DSC{ und Filmwaagenexperimente (FW) gemacht (Tabelle 6.1).

Lipide (Sterol) in mol-%

PC SM Chol Methode(n)

DPPC POPC bov. brain egg yolk

{ { 100 { { NMR, DSC, FW

{ { { 100 { NMR, DSC

{ { 67 { 33 NMR

75 { { { 25 NMR

33 { 67 { { NMR, DSC, FW

33 { { 67 { NMR, DSC

25 { 50 { 25 NMR, DSC

25 { { 50 25 NMR, FW

{ 25 50 25 NMR

{ 33 67 { { NMR, FW, DSC

{ 67 33 { { NMR

Tabelle 6.1: Untersuchte Sphingomyelin{Systeme

6.1 Reines Sphingomyelin

Das thermotrope Phasenverhalten von Sphingomyelin unterscheidet sich deutlich von an-

deren physiologischen Phospholipiden: der Phasen�ubergang erfolgt kontinuierlich �uber

einen Bereich von 20{45 °C mit einem Maximum bei T
m
=35{40 °C. Die Breite des

�Ubergangs ist aus der Verteilung der Kettenl�angen (Tabelle 1.2, S. 11) allein nicht zu

verstehen: sie ist f�ur EYSM nur unwesentlich kleiner als f�ur bbSM, obwohl EYSM eine

relativ homogene Fetts�aureverteilung (vorwiegend C16:0) hat.

Eine m�ogliche Ursache ist die intensive Wassersto�verbr�uckung im Interface{ und Kopf-

gruppenbereich: Amid{ und Hydroxylgruppe k�onnen als Donor und Akzeptor, die Phos-

phatgruppe des Cholins nur als Akzeptor von H{Br�ucken agieren (S. 11).

In allen untersuchten orientierten Multischichten (�=0°) zeigten die OD{ und ND{Grup-

pe von SM in der L
�
{Phase ein weitgehend konstantes Quadrupolsplitting (ca. 55�5 bzw.

115�5 kHz) in einem Bereich von 35{80 °C. In der Gelphase sind diese Signale so stark

verbreitert, da� sie auch bei hohen Scanzahlen kaum vom Rauschen zu unterscheiden sind.

Das Verh�altnis des Integrals I(T ) �uber dem ND{ bzw. OD{Signal bei der Temperatur

T in der N�ahe des Phasen�ubergangs zum maximalen Integral I
max

oberhalb des Pha-

sen�ubergangs, I(T )=Imax
, korreliert bei reinen SM{Membranen qualitativ sehr gut mit

DSC{Ergebnissen, wenn man einen Umwandlungsgrad gel{uid, U(T ), de�niert als:

U(T ) =

R
T

Tmin
C
p
(T 0) dT 0R

Tmax

Tmin
C
p
(T 0) dT 0

=

(
0 f�ur reine Gelphase

1 f�ur reine L�{Phase
(6.1)
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Das relative Integral der ND{/OD{Signale ist damit ein Ma� f�ur den uiden Anteil an

Sphingomyelin (Abb. 6.1; DSC{Daten f�ur bbSM aus [45]).

(a) EYSM, vollhydratisiert (nw = 32) (b) bbSM, vollhydratisiert (nw = 41)

Abbildung 6.1: Vergleich des Umwandlungsgrades U(T ) aus DSC{Messungen mit dem

Integral der ND{/OD{Signale im NMR

Die Quadrupolaufspaltung des D2O{Signals verh�alt sich reziprok zum Umwandlungsgrad:

sie verschwindet, im Gegensatz etwa zu PC, in der �ussigkristallinen Phase (Abb. 6.2).

Die Wendepunkte der beiden Kurven liegen im Rahmen der Genauigkeit der Temperatur-

regelung im NMR{Ger�at (�0; 5 °C) bei gleichen Temperaturen.

(a) EYSM (b) bbSM

Abbildung 6.2: wie Abb. 6.1; Vergleich von U(T ) mit ��(D2O)
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Die geringe Zunahme der Wasserorientierung bei bbSM f�ur T > T
m
kann eine Folge der

inhomogenen Kettenzusammensetzung sein, die einen gewissen Grad an Unordnung im

Bilayer erzeugt.

Das
"
Verschwinden\ der OD{ und ND{Signale ist die Folge eines extremen Anstiegs

der longitudinalen Relaxationszeit T1;z zu Werten, die f�ur Festk�orperphasen typisch sind

(Abb. 3.10(a), S. 42). Abbildung 6.3 zeigt ein NMR{Spektrum von EYSM bei 23 °C, das

mit reduzierter Pulsl�ange entsprechend einer gesch�atzten Relaxationszeit T1;z = 10 s unter

einem Ernst{Winkel �
E
von 82° aufgenommen wurde2. Die Me�daten wurden aufgrund

des niedrigen Signal-/Rauschverh�altnisses gegl�attet (gleitender Mittelwert �uber 25 Me�-

punkte).

Abbildung 6.3: Gelphasenspektrum von vollhydratisiertem EYSM bei 23 °C

Das Signal bei �� � 130{140 kHz wurde den Amid{Deuteronen zugeordnet; die Hydro-

xylgruppe bleibt aufgrund der Bewegungsmittelung schlecht aufgel�ost. Trotz der starken

Einschr�ankung der Rotationsfreiheit des Lipids in der Gelphase ist der Ordnungsparameter

SND � 0; 40 �ahnlich hoch wie in der L
�
{Phase (s. u.). Die asymmetrische Form der ND{

Spektren deutet darauf hin, da� der Asymmetrieparameter � etwa durch eingeschr�ankte

Rotationsfreiheit von Null abweicht (siehe S. 32).

6.1.1 Hydratisierungsverhalten

Ungew�ohnlich ist die isotrope Beweglichkeit der D2O{Molek�ule im Bereich der SM{

Kopfgruppe oberhalb des Phasen�ubergangs (Abb. 6.2), die zu einem Verschwinden der

Quadrupolaufspaltung f�uhrt. PC hat dieselbe Cholin{Kopfgruppe und orientiert vor allem

oberhalb und zu einem geringeren Ausma� unterhalb des Phasen�ubergang Wasser. Dies

f�uhrt zu einer temperaturabh�angigen Quadrupolaufspaltung des D2O{Signals (Kap. 5.1.1

und [27]) mit einem Minimum bei T
m
.

Bei vollhydratisiertem Sphingomyelin tritt erst bei hohen Temperaturen wieder eine Qua-

drupolaufspaltung, d. h. partielle Orientierung von D2O, auf (Abb. 6.4(a)). Dies deutet

darauf hin, da� alle Donoren und Akzeptoren von Wassersto�br�ucken in der L
�
{Phase

2 Zur Verk�urzung der Me�zeit werden die Spins nicht komplett in die x'{y'{Ebene geklappt, sondern nur

um den Winkel �E ; Voraussetzung daf�ur ist die ungef�ahre Kenntnis von T1;z.
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intra- oder intermolekular ges�attigt sind. Bei T � 70 °C brechen diese Wassersto�br�ucken

auf, und das Lipid kann mit dem Wasser wechselwirken.

(a) Wasserorientierung (b) ND{ und OD{Gruppe (Wassersignal digital

ge�ltert, siehe S. 50)

Abbildung 6.4: Temperaturabh�angigkeit der NMR{Signale von vollhydratisiertem EYSM

(n
w
= 32)

Die �uber den ganzen Temperaturbereich weitgehend konstante Position der ND{ und OD{

Signale (Abb. 6.4(b)) zeigt, da� sich die Orientierung des Interface{Bereichs im Bilayer

nicht �andert.

Die Verbreiterung des Hydroxylsignals bei hohen Temperaturen verl�auft parallel zu

��(D2O), vermutlich durch eine starke Beschleunigung des Austausches von labilen Deu-

teronen mit dem interlamellaren Wasser.

Einu� der Dehydratisierung

In Abbildung 6.5 ist f�ur bbSM die Temperaturabh�angigkeit von �� f�ur das interlamellare

D2O, die Hydroxylgruppe und die Amidgruppe bei verschiedenen Hydratationen zusam-

mengefa�t.

Mangels kovalenter Markierungen wurde n
w
aus dem Integralverh�altnis der OD{/ND{

Signale und dem Wassersignal berechnet. Wenn ein Teil der OD{ oder ND{Gruppen

durch unvollst�andigen Austausch, durch partielle S�attigung (T1;z � Wiederholrate) oder

gro�e Linienbreite nicht im Spektrum sichtbar ist, k�onnte nw kleiner sein als angegeben.

Allerdings m�u�te dies ein Mechanismus sein, der beide Gruppen in gleichem Umfang

betri�t. Mit FTIR konnte zudem gezeigt werden, da� nach einem Austausch von H2O

gegen D2O die NH{Protonen in weniger als einer Stunde vollst�andig gegen Deuteronen

austauschen [197].
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W�ahrend die Quadrupolaufspaltung von D2O in der L
�
{Phase bei n

w
> 20 verschwindet,

steigt sie in der Gelphase f�ur abnehmende Temperatur und/oder Hydratation stark an.

(a) interlamellares Wasser (b) wie (a), f�ur ausgew�ahlte Temperaturen

(c) Hydroxylgruppe (d) Amidgruppe

Abbildung 6.5: Quadrupolsplittings von bbSM als Funktion von n
w
und Temperatur

Die Quadrupolsplittings der Amid{ und Hydroxylsignale sind in der L
�
{Phase kaum tem-

peraturabh�angig; nur beim �Ubergang in die Gelphase nimmt �� etwas ab. Es kann nicht

unterschieden werden, ob die Ursache eine leichte Verkippung des Interface{Bereiches oder

eine andere Geometrie der Wassersto�br�ucken ist3.

3 In wassersto�verbr�uckten N{D Bindungen skaliert die statische Quadrupol{Kopplungskonstante mit dem

Abstand R(D� � � O) (R in �A): � = (253� 572=R3) kHz [155].



6.1. REINES SPHINGOMYELIN 87

Auch bei EYSM{Multischichten h�angt ��(D2O) im Bereich hoher Hydratation (n
w
=

20 : : : 32) nur geringf�ugig von n
w
ab und zeigt zudem dieselbe Temperaturabh�angigkeit

beim Durchgang durch den Phasen�ubergang (Abb. 6.6(a)).

(a) vollhydratisiert (b) dehydratisiert

Abbildung 6.6: ��(D2O) in teilhydratisierten EYSM{Membranen

Bei niedriger Hydratation (n
w
� 15) treten im Wassersignal bis zu 3 Subspektren

mit ungew�ohnlich hoher Quadrupolaufspaltung auf; Abbildung 6.7 zeigt die Tempera-

turabh�angigkeit des Wassersignals im Vergleich mit den anderen 2H{Signalen.

(a) rechte Spektrenh�alfte (b) D2O{Signale

Abbildung 6.7: NMR{Spektren von teilhydratisierten EYSM{Membranen (n
w
= 12)
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Eine Komponente bleibt relativ stabil bei 4{5 kHz, w�ahrend die anderen stark temperatu-

rabh�angig sind. Die OD{ und ND{Signale liegen in diesem Spektrum wiederum bei etwa

45 bzw. 120 kHz, sind aber f�ur T < 50 °C stark verbreitert. Mit ihnen korreliert ist die

breiteste Wasseraufspaltung bei 11 kHz
T!Tm�! 6,5 kHz.

Diskussion

In vollhydratisierten SM{Systemen verschwindet die Quadrupolaufspaltung von D2O

in der L
�
{Phase. Das hei�t, da� Interface{ und Kopfgruppenbereich in hohem Ma�e

durch Wassersto�br�ucken vernetzt sind; Donatoren und Akzeptoren von H{Br�ucken sind

abges�attigt und interlamellare Wassermolek�ule �nden wenig M�oglichkeiten der Wechsel-

wirkung. Dieser E�ekt ist bei bbSM gegen�uber EYSM aufgrund der heterogenen Zusam-

mensetzung der Fetts�aureketten etwas abgeschw�acht.

Eine schwache Assoziation des Wassers mit der Ober�ache von SM{Membranen in der

L
�
{Phase wurde bereits fr�uher postuliert [85,86]. Sphingolipide [89] oder allgemein Lipide

mit gleichzeitig vorhandenen Donatoren und Akzeptoren von H{Br�ucken [18] sollten nur

in geringem Umfang mit dem Wasser wechselwirken.

Es wurde gezeigt [6, 26, 102, 167, 176], da� sich am Phasen�ubergang von SM vor allem die

Eigenschaften der Cholin{Kopfgruppe �andern: ihre Beweglichkeit nimmt bei sinkender Hy-

dratation oder Temperatur st�arker ab als bei vergleichbaren PC{Membranen. Dies deutet

auf starke Wassersto�br�ucken zwischen Amid{, Hydroxyl{ und Phosphatgruppe [176] hin.

Aus dem Circulardichroismus des Interface{Bereichs von SM [6] wurde ebenfalls abgeleitet,

da� H{Br�ucken zwischen Phosphatgruppe und Hydroxyl{ oder Amidgruppe zu einer gerin-

geren Bewegungsfreiheit der Kopfgruppe als bei PC f�uhren. Diese H{Br�ucken sind relativ

stark, da Hydroxyl{ und Amidgruppe in einem Bereich mit niedriger Dielektrizit�atszahl

� liegen [6]. Aus 1H{ und 31P{NMR Messungen an invertierten SM{Mizellen in Chloro-

form [184] wurde gefolgert, da� die Wassersto�br�ucken zwischen dem Sphingosin{

Hydroxyl und dem Phosphatester{Sauersto� in der Kopfgruppe intramolekular

sind. Dagegen ist die Amidgruppe intra{ und intermolekular H{verbr�uckt.

Die Abbildungen 6.6(a) und 6.4 werden derart interpretiert, da� f�ur T < T
m
und T � T

m

die H{Br�ucken zwischen dem Sphingosin{Hydroxyl und dem Phosphatester{Sauersto�

teilweise aufbrechen und es zu Wechselwirkungen zwischen OD{Gruppe und Wasser

kommt. F�ur T < T
m
kann dies daraus resultieren, da� die Beweglichkeit der Kopfgruppe

und die des Interface{Bereichs in der Gelphase in unterschiedlichem Ma�e abnehmen.

Da� sich die (geringe) Hydratisierung der Amidgruppe am Phasen�ubergang kaum �andert,

wurde mit FTIR{Messungen4 von vollhydratisiertem EYSM gezeigt [73].

31P{NMR Messungen best�atigen, da� Sphingomyelin �uber einen weiten Temperatur{

und Hydratationsbereich eine stabile Bilayerphase bildet (Abb. 3.4(b), S. 34). Die star-

re Interface{Struktur bewirkt, �ahnlich dem Einu� von Cholesterol in PC{Membranen,

eine Verwischung des Unterschiedes Gelphase/�ussigkristalline Phase. In der Gelphase

sind die Ketten kondensiert, allerdings durch die starre Struktur des Interface{Bereichs

mit einem hohen Grad an Rotationsfreiheit: 34% be�nden sich noch in einer gauche{

Konformation [102]. Die Kondensation der Ketten reicht jedoch aus, um die Bewegung

der ND{ und OD{Gruppen in ihrer Rotationsfreiheit einzuschr�anken und ihre transversale

Relaxationszeit stark zu verringern.

4 Fourier-transformierte Infrarot{Spektroskopie
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Die �Ubergang zwischen voller Hydratisierung und teilweiser Dehydratisierung �ndet nach

Abb. 6.5(a) und 6.6 bei n
w
� 20 statt. Dies steht im Einklang mit R�ontgenstreuungs{

Messungen, bei denen f�ur bbSM{Membranen bei 40 °C eine Grenzhydratation nsat
w
� 25

(40Gew.-%) gemessen wurde [195], bei der die mittlere Kopfgruppen�ache einen konstan-

ten Wert A
KG

= 54�A2 annimmt [7].

Bei niedrigen Hydratationen (n
w
< 15) erreicht ��(D2O) sehr hohe Werte (Abb. 6.6

und 6.7) und es treten bis zu 3 koexistierende Wasserdom�anen auf. In Abbildung 6.7(b)

nehmen sowohl Quadrupolaufspaltung als auch Linienbreite des �au�ersten D2O{Signals

mit steigender Temperatur stark zu.

Der molekulare Ordnungsparameter S
OD

eines mit der Molek�ulachse zur Membran-

ober�ache orientierten Wassermolek�uls liegt �ublicherweise bei nur 0,01{0,02 [61], d. h.

��(D2O)max
� 3

2
�0; 02 �220 kHz = 6,6 kHz. Die beobachteten Werte �� � 10 kHz k�onnen

nur erkl�art werden, wenn man annimmt, da� ein Teil der D2O{Molek�ule im Mittel �uber

einen l�angeren Zeitraum
"
schr�ag\ im Kopfgruppenbereich der Lipide angeordnet ist [83].

Die Korrelation der maximalen Wasseraufspaltung in Abbildung 6.7 mit der Verbreiterung

insbesondere des Sphingosin{Hydroxylsignals deutet auf eine derartige Konformation des

Wassers mit der Hydroxylgruppe hin.

Ausblick

Die Hydratisierung von Lipidmembranen ist vor allem durch direkte Wechselwirkung zwi-

schen Membranober�ache und Wasser bedingt [32]. Da bei SM in der L
�
{Phase weder die

Kopfgruppe noch der Interface{Bereich Wasser orientieren, sollte der Hydratationsdruck

P0 (Kap. 2.2.3 und 5.1.3) relativ niedrig sein. In der Tat wurde mit der Osmotic-Pressure{

Methode [143,158] f�ur SM ein wesentlich geringerer Wert als f�ur EYPC gemessen (P0 =1,6

bzw. 3; 2 � 10�8 dyn/cm2; jeweils L
�
{Phase), w�ahrend die Abfall�ange � f�ur beide Lipide

gleich ist (� 2�A, [126]).

Eine Messung des Hydratationsdrucks f�ur verschiedene Sphingomyeline �uber den ganzen

Bereich des Phasen�ubergangs sollte die aus den NMR{Daten abgeleitete �Anderung der

Hydrophilie der SM{Ober�ache best�atigen.



90 KAPITEL 6. SPHINGOMYELIN

6.1.2 Austauschraten labiler Deuteronen

Das Austauschverhalten der labilen Deuteronen in Sphingomyelin{Multischichten wurde

mit der Inversion-Transfer{Technik (Kap. 4) als Funktion von Hydratation und Tempe-

ratur untersucht.

Ein gemeinsames Merkmal sowohl von reinen SM{Membranen als auch von Mischungen

mit PC oder Cholesterol ist, da� die ND{Signale durch die selektive Inversion der D2O{

Magnetisierung nicht beeinu�t werden (Abb. 6.8), d. h. da� die Deuteron{Austauschraten

hier � 1=TND
1;z sind.

Abbildung 6.8: NMR{Spektren von austauschenden Deuteronen in orientierten EYSM{

Membranen bei T = 42; 4 °C und n
w
= 29 (D2O{Signal durch digitale

Filterung unterdr�uckt)

In Abbildung 6.9 und 6.10 sind die Austauschraten k
OD

von EYSM{ und bbSM{

Membranen als Funktion der Temperatur und der Hydratation gezeigt. Aufgrund der

Heterogenit�at der Fetts�aureketten sind die austauschenden Signale bei bbSM breiter und

mit einem st�arkeren Rauschen behaftet als bei EYSM; die Bestimmung der Austauschraten

wird dadurch ungenauer.

Sowohl bei EYSM als auch bei bbSM steigt k
OD

mit der Temperatur stark an, ohne im

untersuchten Temperaturbereich einen S�attigungswert zu erreichen. Bei vergleichbarer

Hydratation (n
w
= 20 bei bbSM, n

w
= 23 oder 17 bei EYSM) sind die Austauschraten

bei bbSM{Membranen, trotz eines gr�o�eren Fehlers, h�oher.

Bei konstanter Temperatur nimmt k
OD

f�ur EYSM und bbSM monoton mit der Hydrata-

tion zu.
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(a) als Funktion der Hydratation (b) als Funktion der Temperatur

Abbildung 6.9: Austauschraten von labilen Deuteronen in EYSM{Membranen

(a) als Funktion der Hydratation bei

T = 46,5 °C

(b) als Funktion der Temperatur bei nw = 20

Abbildung 6.10: Austauschraten von labilen Deuteronen in bbSM{Membranen
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Da es sich beim Deuteronenaustausch o�ensichtlich um einen temperaturaktivierten

Proze� handelt, kann die Aktivierungsenergie E
A

aus den Austauschraten �uber eine

Arrhenius{Beziehung abgeleitet werden [4, 76]:

k
OD

= A exp

�
�
E
A

RT

�
(6.2)

bzw.

lnk
OD

/ �
E
A

RT
(6.3)

R = 8; 314 J/(molK) ist die molare Gaskonstante. Vereinfachend wurde eine Reaktion

1. Ordnung angenommen.

In Abbildung 6.11 sind die temperaturabh�angigen Austauschraten von bbSM und EYSM

aus Abb. 6.9(b) und 6.10(b) f�ur nw � 20 zusammengefa�t und gemeinsam ausgewertet.

Die Werte f�ur nw < 20 wurden verworfen, da in diesem Bereich nicht mehr von voller

Hydratation ausgegangen werden kann und sich entsprechend T
m
zu h�oheren Werten hin

verschiebt.

Aus der Steigung der Fitgeraden ergibt sich eine mittlere Aktivierungsenergie E
A

=

(41; 1 � 6; 0) kJ/mol 5.

Abbildung 6.11: Arrhenius{Auftragung der Deuteron{Austauschraten von SM mit einem

linearen Fit an alle Me�punkte; die Steigung der Fitgeraden betr�agt

�(4; 94 � 0; 73) � 103/K

5 Anmerkung: Die hier und im folgenden angegebenen Aktivierungsenergien sind extrem gro� im Vergleich

zur thermischen Energie RT = 2; 5 kJ/mol bei 298K. Eine Aussage �uber die Wahrscheinlichkeit, mit der ein

Proze� abl�auft, erfordert zus�atzliche Informationen �uber den pr�aexponentiellen Faktor A in Gleichung 6.2.

Dieser ist von der Gr�o�enordnung der typischen Schwingungsfrequenzen des Systems.
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Diskussion

Die Austauschraten der labilen Deuteronen von SM{Membranen sind im Vergleich zu

denen in POPC/Chol{ und Cardiolipin{Systemen (Abb. 5.17(a) bzw. Abb. 5.20) bei allen

Hydratationen sehr hoch. Dies deutet darauf hin, da� die Hydroxylgruppe von SM zum

interlamellaren Wasser hin orientiert ist; damit ist die Aktivierung des Austausches allein

thermisch und nicht durch geometrische Faktoren bestimmt.

F�ur hohe Hydratation und/oder Temperatur n�ahert sich kOD dem Wert von 1100 s�1, der

f�ur Protonenaustausch in reinemWasser bei Raumtemperatur und neutralem pH bestimmt

wurde [129].

Die monotone Zunahme von k
OD

mit der Temperatur erlaubt die Absch�atzung der Akti-

vierungsenergie E
A
= (41; 1 � 6; 0) kJ/mol des Protonenaustausches. Diese liegt deutlich

h�oher als bei reinem Wasser, wo f�ur einen Austausch nach Gleichung 6.4 f�ur Protonen

�H(H+) = 10 kJ/mol und f�ur Hydroxylionen �H(OH�) = 8,8 kJ/mol gemessen wur-

de [116].

H2O+H3O
+

k1*) H3O
+ +H2O bzw.

H2O+OH�
k2

*) OH� +H2O (6.4)

Ein Teil des Unterschieds geht auf die stabileren Wassersto�br�ucken von D2O zur�uck

(Kap. 2.1.4, S. 21); den Hauptbeitrag liefert aber vermutlich die reduzierte Mobilit�at von

Wasser an der Membranober�ache (Kap. 5.3, S. 78).

Wie im n�achsten Abschnitt gezeigt wird, ist das Relaxationsverhalten von D2O in SM{

Systemen komplexer als bei PC{Systemen; deshalb kann das Modell eines Zweiseiten{

Austausches hier nicht verwendet werden.

Der auf der NMR{Zeitskala nicht me�bare Austausch der Amiddeuteronen k�onnte aus

einer sehr starken Wechselwirkung mit den Carbonyl{Sauersto�en �uber H{Br�ucken [102]

resultieren.
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6.1.3 Relaxationsverhalten des interlamellaren Wassers

Die longitudinale Relaxationszeit T1;z des Wassers nimmt bei EYSM �ahnlich wie

bei PC{Membranen [201] mit steigender Hydratation stark zu (Abb. 6.12(a)), ohne

jedoch die Werte zu erreichen, die f�ur PC bei sehr hoher Hydratation typisch sind

(T1;z � 350ms, [201]). Ein starker Anstieg von T1;z erfolgt bei h�oheren Hydratationen

als bei PC{ [ebd.] oder CL{Systemen (Abb. 5.21). F�ur hohe Temperaturen erreicht die

Relaxation ein hydratationsabh�angiges Maximum (Abb. 6.12(b)).

(a) als Funktion der Hydratation (b) als Funktion der Temperatur

Abbildung 6.12: Longitudinale Relaxationszeit T1;z von EYSM

Die Relaxationszeiten von D2O im bbSM{System sind bei gleicher Hydratation und Tem-

peratur etwas h�oher als bei EYSM (Daten nicht gezeigt).

Aus der Temperaturabh�angigkeit von T1;z kann unter der Voraussetzung einer monoex-

ponentiellen Relaxation die e�ektive Korrelationszeit �
c
der Wassermolek�ule berechnet

werden [194, 201]:

1

T1;z
=

3

8
(2��)2�

c
(6.5)

� = 220 kHz ist die statische Kopplungskonstante von D2O. F�ur reines Wasser ist T1;z �
450ms (bei 23 °C) und damit �

c
= 3ps [201]. Der Maximalwert von T1;z betr�agt f�ur EYSM

125ms; damit ist �
c
� 11 ps { deutlich langsamer als bei reinem Wasser, aber schnell

genug, um die Annahme eines schnellen Austausches der Wassermolek�ule untereinander

zu rechtfertigen ( [81], S. 361).

Sofern Gleichung 6.5 g�ultig ist, kann analog zu Gleichung 6.3 die Aktivierungsenergie

E
A
des Wassers aus der Temperaturabh�angigkeit der Relaxationsrate 1=T1;z berechnet

werden [193]:

1

T1;z
/ exp

�
E
A

RT

�
(6.6)
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F�ur eine quantitative Analyse k�onnen nur die Daten aus Abbildung 6.12 herangezogen

werden, in denen T1;z(T ) monoton steigt. Die starke Streuung der Daten ergibt sich

daraus, da� ��(D2O) fast Null ist und die Linien deshalb kaum aufgel�ost sind. T1;z
wurde f�ur jede Signalkomponente separat bestimmt; der angegebene Fehler setzt sich also

aus der Abweichung der zwei Werte von T1;z vom Mittelwert und aus den individuellen

Fitfehlern zusammen.

(a) ln(1=T1;z) f�ur ausgew�ahlte Werte in

Abb. 6.12(b) { d. h. f�ur Bereiche, in denen T1;z
mit der Temperatur steigt

(b) Aktivierungsenergie von T1;z(D2O) an SM{

und DPPC{Membranen nach Glg. 6.6; DPPC{

Daten aus [94]; EA(H2O) aus [204]

Abbildung 6.13: Aktivierungsenergie der D2O{Relaxation von SM{Systemen im Vergleich

mit (orientierten) DPPC{Multilayern

Abbildung 6.13(b) fa�t die nach Gleichung 6.6 f�ur die SM{Systeme gewonnenen Daten

zusammen. Mit angef�uhrt sind Literaturdaten f�ur 0°{orientierte DPPC{Multilayer6 und

zum Vergleich die Aktivierungsenergie f�ur Selbstdi�usion von reinem H2O (20,9 kJ/mol,

[204]).

6 Der im Originaltext genannte Wert von EA = 32; 1 kJ/mol f�ur nw =3{4 mu�te nach einer Reevaluierung

der Daten auf 57; 9� 8; 9 kJ/mol korrigiert werden.
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Diskussion

Die oben durchgef�uhrte Ableitung einer Aktivierungsenergie der D2O{Relaxation ist aus

mehreren Gr�unden problematisch:

� Da T1;z(D2O) nicht monoton mit der Temperatur steigt, wurde zur Bestimmung von

E
A
gem�a� Gleichung 6.6 nur ein Teil der T1;z{Werte herangezogen.

� Die Mechanismen, die zu einer Abnahme von T1;z bei hohen Temperaturen und/oder

Hydratationen f�uhren, k�onnen nur teilweise verstanden werden (s. u.).

� Vergleichbare Literaturdaten, d. h. die Temperaturabh�angigkeit der Relaxation des

interlamellaren Wassers, wurden nur in [94] f�ur teilweise dehydratisierte DPPC{

Multilayer (n
w
= 8 bzw. 3{4) gefunden. Andere Untersuchungen beschr�anken sich

auf die Aktivierung deuterierter Lipidsegmente (z. B. [194]).

Eine vorsichtige Interpretation der Abbildungen 6.12 und 6.13(b) l�a�t folgende Schl�usse

zu:

Der Hydratationsbereich, in dem die Dynamik des interlamellaren Wassers von der Ober-

�ache der SM{Membranen beeinu�t ist, ist deutlich h�oher als bei PC{Systemen. Dies

steht nicht im Widerspruch zu der Feststellung, da� sich SM{Ober�achen weniger hy-

drophil als ihre PC{Pendants verhalten: w�ahrend hydrophile Ober�achen vor allem die

Ordnung des Wassers in ihrer unmittelbaren N�ahe beeinussen, bewirken hydrophobe

Ober�achen eine starke Ordnung des Wassers, die sich �uber relativ gro�e Distanzen er-

strecken kann [80].

Der R�uckgang von T1;z bei hohen Temperaturen wird auf einen komplexen Zusammen-

hang mit der �Anderung der Wassersto�verbr�uckung (Abb. 6.4) und einem (bis jetzt nicht

gemessenen) Einu� von Membranundulationen zur�uckgef�uhrt.

In diesem Sinne wird auch der Verlauf von E
A
(n

w
) von D2O f�ur das EYSM{System in-

terpretiert: die
"
Hydrophobizit�at\ von SM wird nur bei hoher Hydratation beobachtet

(Abb. 6.6); in diesem Bereich steigt E
A
(n

w
) auf Werte, die beim (hydrophileren) DPPC

nur f�ur sehr geringe Hydratationen erreicht werden.

Die Aktivierungsenergie der Selbstdi�usion von reinem Wasser wird als eine Untergrenze

f�ur die Aktivierung der D2O{Relaxation verstanden.
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6.2 Bin�are SM/Cholesterol{Systeme

Nach dem Temperatur{ und Phasenverhalten von reinem Sphingomyelin wurde als

n�achstes der Einu� von Cholesterol untersucht.

Abbildung 6.14 zeigt das NMR{Spektrum einer 2:1{molaren bbSM/Cholesterol{Mischung

bei n
w
= 27, also in einem Bereich, in dem reine SM{Membranen als voll hydratisiert an-

genommen werden k�onnen. Die 3�{Position von Cholesterol wurde nach der in Kapitel 3.1

beschriebenen Methode selektiv deuteriert.

Nach der oben erw�ahnten Pr�aparation mit Deutero{Methanol erwartet man neben den

D2O{Signalen die Signalpaare der austauschenden Deuteronen der ND{ und OD{Gruppen

des SM mit einer Quadrupolaufspaltung von ca. 110 bzw. 55 kHz sowie die Signale des ko-

valent gebundenen 3�{Deuterons und der austauschenden 3�{Hydroxylgruppe von Cho-

lesterol bei ca. 90 bzw. 30 kHz. Die Integralverh�altnisse sollten den molaren Anteilen

entsprechen, d. h. 2:2:1:1 in der genannten Reihenfolge.

(a) 2H{Spektrum bei 53 °C (b) Dekonvolution der linken Spektrenh�alfte

nach Gauss{Linien; Fl�achen auf das Integral

des 3�{OD Signals von Chol normiert

Abbildung 6.14: 2H{Spektrum einer 2:1{molaren bbSM/Chol{Membran bei n
w
= 27

Beobachtet wird (Abbildung 6.14):

1. Das 3�{OD Signal von Cholesterol ist im 2H{Spektrum kaum nachweisbar.

2. Das Integralverh�altnis SM{OD/Chol{3�-D ist etwas gr�o�er als der erwartete Wert,

w�ahrend das SM{ND Signal nur etwa die H�alfte des erwarteten Integrals hat.

3. Das SM{OD Signal zeigt eine stark verbreiterte zweite Komponente mit einem Fre-

quenzabstand von 2,34 bzw. 1,37 kHz mit einem Unterschied der chemischen Ver-

schiebung von 0,98 kHz.

Punkt 2 ist nur teilweise erkl�arbar mit der endlichen Breite der Signalanregung: in Versu-

chen mit d31-POPC/SM und d31-POPC/Chol, in denen die Methyl{ und Methylensignale
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des POPC eindeutige Referenzen liefern, lag der Verlust an Intensit�at des ND{Signals bei

ca. 10{15%, die Chol{3�-OD Gruppe zeigte keinen me�baren Signalr�uckgang.

Die zwei Komponenten des SM{OD Signals sind in etwa gleich gro�. Nimmt man an, da� je

ein SM{ und ein Chol{Molek�ul stark miteinander wechselwirken, so kann die Aufspaltung

aus einer minimalen Verkippung des Interface{Bereichs von SM f�ur Cholesterol{assoziierte

SM{Molek�ule resultieren. Damit ver�andern sich Elektrostatik und/oder Geometrie der H{

Br�ucken des SM{OD und bewirken die unterschiedliche chemische Verschiebung der zwei

Subsignale.

In Abbildung 6.15 sind die Quadrupolaufspaltungen bei n
w
= 27 �uber einen Temperatur-

bereich von 26: : :60 °C zusammengestellt. F�ur das SM{OD ist nur die Quadrupolaufspal-

tung der schmalen Komponente in Abb. 6.14 gezeigt.

(a) Interlamellares D2O und Chol (3�{D) (b) Sphingomyelin{Signale

Abbildung 6.15: Temperaturverlauf der 2H{Aufspaltungen �� in einer 2:1{molaren

bbSM/Chol{Membran bei n
w
= 27

Sie unterscheiden sich bemerkenswert von denen des reinen Sphingomyelin:

��(D2O) steigt f�ur T > 33 °C kontinuierlich mit der Temperatur an; der Anstieg verl�auft

parallel zur Abnahme der Quadrupolaufspaltung des Chol{3�-D und des SM{OD. Das

SM{ND Signal ist im Bereich von 33{44 °C weitgehend konstant.

Die Sphingomyelin{Signale sind �uber den ganzen Temperaturbereich klar aufgel�ost. Im

Bereich des Phasen�ubergangs von reinem bbSM verbreitert sich das SM{ND Signal etwas,

wobei die breite Schulter des SM{OD Signals erhalten bleibt (Daten nicht gezeigt).

Normiert man die Quadrupolaufspaltungen in Abbildung 6.15 auf ihren Maximalwert bei

T = 33 °C (bzw. 44 °C beim SM{ND) und tr�agt sie �uber ��(D2O) auf, so sieht man erneut

den parallelen Verlauf der Aufspaltungen von D2O, SM{OD und Chol{3�-D:
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Abbildung 6.16: Relative �Anderung ��/��
max

der SM{ und Chol{Signale in Abb. 6.15

f�ur T � 33 °C als Funktion von ��(D2O); durchgezogene Linien: lineare

N�aherungen

Einu� der Dehydratisierung

Die Quadrupolaufspaltungen des D2O und des 3�{Deuterons von Cholesterol ist in Abbil-

dung 6.17 gezeigt. ��(D2O) nimmt f�ur niedrige Hydratationen stark zu. Das Chol{Signal

�andert sich weniger deutlich, steigt aber f�ur abnehmende Hydratation und Temperatur

kontinuierlich an.

(a) Interlamellares Wasser (b) Cholesterol (3�{Deuteron)

Abbildung 6.17: Dehydratisierung der 2:1{molaren bbSM/Chol{Mischung: Quadrupol-

aufspaltungen von D2O und Chol{3�-D als Funktion von n
w
und T
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Orientierung von Cholesterol

Aus dem Ordnungsparameter S
CD

des 3�{Deuterons von Chol kann diemittlere Orien-

tierung der Molek�ulachse von Cholesterol abgeleitet werden. S
CD

setzt sich zusam-

men aus den Beitr�agen der Molek�ulgeometrie, S , und der Orientierung der Molek�ulachse

zur Bilayernormalen im Winkel �, S
�
(Abb. 6.18(a)):

S
CD

= S
�
� S


mit (6.7)

S


=
1

2
(3 cos2  � 1) und (6.8)

S
�

=
1

2

D
3 cos2 �� 1

E
(6.9)

S

ist ein geometrischer Faktor, bestimmt durch denWinkel  zwischen C{2H Bindung und

Molek�ulachse. Aus fr�uheren Arbeiten ist bekannt, da�  = 79° und damit S

= �0; 445 ist

(in [30]). F�ur den molekularen Ordnungsparameter S
�
mu� ein Bewegungsmodell ange-

nommen werden, um das Zeitmittel zu bestimmen. F�ur eine axialsymmetrische Gau�{

Verteilung von � um einen mittleren Kippwinkel �0 herum kann �0 durch numerische

Integration simuliert werden:

S
�
=

1
2

R
�

0 sin(�) exp
�
��2=2�20

�
(3 cos2 �� 1)d�R

�

0 sin(�) exp
�
��2=2�20

�
d�

(6.10)

In PC/Chol{Mischungen wird �0 durch die Geometrie der Wassersto�br�ucke zwischen der

sn-2 Carbonylgruppe und dem 3�{OH festgelegt [108] und liegt bei ca. 16° [30].

Im vorliegenden Fall nimmt das Quadrupolsplitting des 3�{Deuterons von 93 auf 100 kHz

zu; dem entsprechen Werte von �0 von 14,8 : : : 11,8° (Abb. 6.18(b)).

(a) Geometrie eines Cho-

lesterol{Molek�uls im Bilayer

(b) Simulation des Kippwinkels �0 als Funk-

tion von ��(Chol{3�-D) gem�a� Glg. 6.10

Abbildung 6.18: Orientierung von Cholesterol im Bilayer (nach [30])
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Austauschraten labiler Deuteronen

Wie oben gezeigt wurde, kann das austauschende 3-�{Deuteron von Cholesterol im NMR{

Spektrum kaum nachgewiesen werden. Eine Inversion-Transfer{Anregung invertiert also

in der SM/Chol{Mischung nur das OD{Signal von Sphingomyelin. Die zugeh�origen Aus-

tauschraten k�onnen aufgrund der teilweisen Aufspaltung des OD{Signals nur mit einer

gro�en Unsch�arfe bestimmt werden.

Im Rahmen dieses Fehlers schwanken die Austauschraten um den Wert f�ur Protonenaus-

tausch in reinem Wasser, 1100 s�1 (vgl. Diskussion auf S. 93).

Abbildung 6.19: Deuteron{Austauschraten der labilen Hydroxylgruppe von SM im 2:1{

molaren bbSM/Chol{System

Diskussion

Fr�uhere Untersuchungen haben gezeigt, da� zwischen der 3�{OH Gruppe von Cholesterol

und der Amidgruppe von Sphingomyelin eine stabile Wassersto�br�ucke vorliegt [15, 18].

Dies erkl�art die Abnahme des ND{Signals in Abbildung 6.14: wenn zwischen einem Teil

der Amidgruppen und Cholesterol H{Br�ucken bestehen, die statisch in der Membranebene

ausgerichtet sind, so ist ihr 2H{Spektrum stark verbreitert (Pulverspektrum). Auch eine

Einschr�ankung der Rotationsfreiheit des SM{ND kann �ahnlich wie im Falle des Chol{3�-

OD die transversale Relaxationszeit dieser Komponente stark reduzieren und damit die
2H{Linien verbreitern.

Die Aufspaltung der Signale des SM{OD sowie ihre unterschiedliche chemische Verschie-

bung deuten darauf hin, da� sich die Orientierung des Interface{Bereichs von SM bei einer

Assoziation mit Chol leicht �andert. Im Interface{Bereich ist die Dielektrizit�atszahl � nied-

rig (� 2) und deshalb die H{Br�ucken relativ stark [7]. Bereits geringf�ugige �Anderungen

in der Molek�ulgeometrie k�onnen die Elektrostatik und damit die St�arke der H{Br�ucken in

diesem Bereich modi�zieren [148]. Dies erkl�art die Aufspaltung der SM{OD Linien sowie

ihre unterschiedliche chemische Verschiebung.

In anderen Messungen wurde gezeigt, da� bei bbSM{Monolayern die Zugabe einer

�aquimolaren Menge Cholesterol zu einem starken Anstieg des Dipolpotentials f�uhrt [126].

��(D2O) zeigt in vollhydratisierten SM/Chol{Systemen ein deutlich anderes Temperatur-
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verhalten als bei reinem SM (Abb. 6.17(a) bzw. 6.5(a)): f�ur T > 33 °C nimmt ��(D2O)

kontinuierlich zu. In [51] wurde f�ur Palmitoyl-SM/Chol{Vesikel mittels DSC gezeigt, da�

der Phasen�ubergang zwei Komponenten aufweist. Neben einem scharfen Peak, dessen Ma-

ximum sich kontinuierlich von 41 °C bei 0% Chol auf 35 °C bei 20% Chol verschiebt, liegt

ein relativ breiter Peak fast unabh�angig vom Chol{Anteil bei etwa 42 °C. Die Ergebnisse

wurden derart interpretiert, da� der scharfe Peak den Phasen�ubergang einer SM{reichen

und der breitere Peak denjenigen einer Chol{reichen Subphase oder der Grenzregion um

diese Dom�anen darstellt.

Das Minimum von ��(D2O) bei T � 33 °C wird daher als eine Komponente des Phasen-

�ubergangs der SM/Chol{Mischung interpretiert, obwohl bei der hier untersuchten Chol{

Konzentration von 33mol-% in [51] kein kalorimetrisches Signal mehr detektiert wurde.

Der parallele Verlauf der Quadrupolaufspaltungen des D2O, des 3�{Deuterons von Chol

und des SM{OD (Abb. 6.15) legt nahe, da� diese 3 Gruppen von demselben Mechanismus

beeinu�t werden. Mit steigender Temperatur nimmt der mittlere Kippwinkel �0 von

Cholesterol im Bilayer zu; dies f�uhrt zu einer ver�anderten Ausrichtung der SM{OD Gruppe

sowie zu verst�arkter Wechselwirkung mit dem interlamellarem Wasser.

Die Deuteron{Austauschraten des Hydroxylgruppe von SM sind in Anwesenheit von Chol

deutlich h�oher als bei reinem SM und h�angen kaum von Temperatur und Hydratation

ab (Abb. 6.19); k
OD

liegt fast immer im Bereich der Proton{Austauschraten von reinem

Wasser. Dies deutet ebenfalls darauf hin, da� sich die Wassersto�verbr�uckung der SM{

Hydroxylgruppe in Anwesenheit von Cholesterol �andert.

Ausblick

Nur mit kettendeuteriertem Sphingomyelin ist eine Aussage dar�uber m�oglich, in welchem

Umfang und bei welchen Segmenten sich die Ordnung der SM{Acylketten in der Gelphase

durch Cholesterol erh�oht.

Eine systematische Variation der Stereoisomere von SM und Chol, d. h. von 4 x 2

M�oglichkeiten (SM: D/L-erythro/threo; Chol: nat/ent), k�onnte die Geometrie der Wasser-

sto�verbr�uckung entschl�usseln. Ein Vergleich der Kondensation von EYSM{Monolayern

durch die beiden Enantiomere nat -Cholesterol (nat�urliche Variante) und ent-Cholesterol

zeigte einen deutlichen Einu� der Stereogeometrie des Sterols, der f�ur 30mol-% Chol

maximal ist [101].
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6.3 SM/DPPC{Membranen

Phosphatidylcholin und Sphingomyelin geh�oren zu den h�au�gsten Phospholipiden in bio-

logischen Membranen. Der altersbedingte Austausch von PC durch SM (Kap. 1.4.3) legt

nahe, die Eigenschaften von Sphingomyelin{ und PC{Membranen mit und ohne Choleste-

rol vergleichend zu untersuchen. In den vorangegangenen Abschnitten ist gezeigt worden,

da� reines Sphingomyelin sich deutlich anders als Phosphatidylcholin verh�alt und Chole-

sterol einen starken Einu� auf dieses Verhalten hat.

In der Literatur �nden sich vor allem Daten f�ur SM/PC(/Chol){Systeme mit DPPC

als PC{Komponente, da DPPC und DPPC/Chol wohl die am besten charakterisier-

ten Membransysteme darstellen. Den zahlreichen Untersuchungen bin�arer SM/Chol{

und DPPC/Chol{Mischungen (z. B. [3, 15, 109, 198]) stehen jedoch wenige Arbeiten ge-

gen�uber, die den di�erentiellen E�ekt eines Austausches von PC gegen SM untersuchen

(z. B. [123, 180]).

In den folgenden Untersuchungen wurde DPPC meist in der d4(�; �){Form verwendet,

d. h. die beiden Methylensegmente der Cholinkopfgruppe sind deuteriert (zur Nomenklatur

siehe Abb. 1.6, S. 9). Gegen�uber der kettendeuterierten Form hat d4{DPPC den Vorteil,

da� sich die 2H{Signale nicht mit denen von Sphingomyelin �uberlappen und zus�atzlich
�Anderungen in der mittleren Kopfgruppenorientierung verfolgt werden k�onnen: so �andert

die Cholingruppe ihren mittlerenWinkel von � 30° zur Membranober�ache in Anwesenheit

von geladenen Lipiden [171] oder bei Dehydratation [9].

6.3.1 DSC{ und Filmwaagenexperimente

Zum besseren Verst�andnis wurden f�ur einige der mit NMR untersuchten SM/PC{

Mischungen Filmwaagen{ und DSC{Versuche gemacht.

In Abbildung 6.20(a) sind die exothermen W�armen des Phasen�ubergangs von

bbSM/DPPC{Schallvesikeln7 der Zusammensetzung 2:1 mol/mol mit und ohne Chole-

sterol gezeigt. Das molare Verh�altnis SM/PC ist dabei konstant, der Cholesterol{Anteil

betr�agt 25mol-%. Die Enthalpien wurden auf die Gesamt{Molmenge normalisiert. Es

wurden Heiz{ und K�uhlkurven gemessen, die sich nur geringf�ugig unterscheiden; darge-

stellt sind jeweils die K�uhlkurven.

Die Enthalpie �H =6,23 kcal/mol des Phasen�ubergangs der bbSM/DPPC{Mischung

liegt zwischen der von reinem bbSM ((5,84�0,27) kcal/mol, [126]) und reinem DPPC

(8,6 kcal/mol, [181]8).

Der gemessene Wert �H =3,76 kcal/mol f�ur die bbSM/DPPC/Chol{Vesikel liegt f�ur glei-

che Molanteile Cholesterol deutlich �uber denen von bin�aren SM/Chol{ und PC/Chol{

Systemen [181]. Im Vergleich mit der bbSM/DPPC{Mischung zeigt sich, da� Cholesterol

vor allem die Breite des Phasen�ubergangs erh�oht, w�ahrend seine Position konstant bleibt.

In [181] wurde gezeigt, da� f�ur steigende Anteile Cholesterol �H bei SM/Chol schnel-

ler abf�allt als bei DPPC/Chol. Eine Dekonvolution der DSC{Kurve nach den Bei-

tr�agen idealer und nichtidealer Mischung ergab, da� die langsamere Abnahme von �H im

DPPC/Chol{System vor allem auf eine weniger ideale Mischbarkeit zur�uckgeht.

7 Schallvesikel werden durch Ultraschall{Bestrahlung der Lipiddispersion erzeugt; aufgrund ihrer relativ klei-

nen Durchmesser (ca. 100 nm) ist der Phasen�ubergang geringf�ugig zu kleineren Temperaturen verschoben.
8 Die Aufspaltung der Enthalpie von DPPC in Vor{ und Haupt�ubergang ist hier nicht ber�ucksichtigt;

nach [35] liegt das Verh�altnis �Hpre=�Hmain bei 1/6,33.
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(a) DSC von bbSM/DPPC (2:1{molar)

und bbSM/DPPC/Chol (2:1:1{molar);

�H = 6,23 bzw. 3,76 kcal/mol

(b) Isotherme Monolayerkompression von

bbSM bei T = 25 °C; Einu� von Choleste-

rol und Kettens�attigung

Abbildung 6.20: DSC{ und Filmwaagenmessungen von bbSM{enthaltenden Systemen

Abbildung 6.20(b) zeigt unter anderem f�ur molare Zusammensetzungen wie in Abb. 6.20(a)

isotherme Monolayermessungen (T = 25 °C):

DPPC{Anteile reduzieren den lateralen Druck � von bbSM{Monolayern etwas; Cholesterol

hat den erwarteten kondensierenden E�ekt. SM/POPC{Monolayer sind aufgrund der

zus�atzlichen Doppelbindung im POPC wesentlich weniger kompressibel als entsprechende

SM/DPPC{Systeme.

Ein Vergleich der Druck{Fl�ache{ (�{A){Diagramme von bin�aren DPPC/Chol{ bzw.

bbSM/Chol{Monolayern ( [3] bzw. [109]) zeigt in beiden F�allen deutlich den kondensieren-

den E�ekt von Cholesterol; bei Sphingomyelin ist dieser jedoch f�ur bis zu 30mol-% Chol

st�arker ausgepr�agt. Bei DPPC erreicht der laterale Druck �(A) nach einem anf�anglichen

Anstieg einen Plateaubereich, in dem sich die Ketten zunehmend ordnen. Erst wenn hier

ein Maximum erreicht ist, steigt �(A) weiter an. Dieser Plateaubereich verschwindet bei

DPPC bei etwa 30mol-%, wozu bei bbSM bereits < 10mol-% Chol ausreichen.

6.3.2 Vollhydratisierte SM/DPPC(/Chol){Systeme

Der Einu� von Cholesterol auf die Orientierung des interlamellaren Wassers von voll-

hydratisierten EYSM/DPPC{Membranen geht aus Abbildung 6.21 hervor. Teil (a) zeigt

��(D2O) f�ur eine 2:1{molare EYSM/DPPC{Mischung im Vergleich mit entsprechenden

Daten von reinem EYSM bzw. d62-DPPC; in Teil (b) enth�alt die EYSM/DPPC{Mischung

zus�atzlich 25mol-% Cholesterol (bezogen auf die Gesamtmenge Lipid + Sterol). Als Ver-

gleich dient hier reines d62-DPPC und eine DPPC/Chol{Mischung.

�Ahnlich wie bei reinen SM{Membranen �andert Cholesterol das Hydratisierungsverhalten

des SM/PC{Systems drastisch.
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(a) EYSM/DPPC 2:1{molar, im Vergleich

mit reinem EYSM bzw. DPPC

(b) EYSM/DPPC/Chol 2:1:1{molar, im Ver-

gleich mit reinem DPPC und DPPC/Chol

(3:1{molar)

Abbildung 6.21: EYSM/DPPC{Multischichten ohne und mit Cholesterol (Molanteile

SM/PC 2:1 bzw. SM/PC/Chol 2:1:1); Einu� von Chol auf die Tempe-

raturabh�angigkeit von ��(D2O) im Vergleich mit entsprechenden Daten

f�ur reines EYSM bzw. DPPC (a) sowie f�ur DPPC/Chol 3:1{molar (b)

Die Temperaturabh�angigkeit der Quadrupolaufspaltung des Wassers ist f�ur

EYSM/DPPC (2:1{molar) �ahnlich wie f�ur reines EYSM (Abb. 6.21(a)), d. h. ��(D2O)

verschwindet bei Temperaturen oberhalb des Phasen�ubergangs. In Anwesenheit von

DPPC ist die absolute Frequenzaufspaltung ��(D2O) zwar reduziert, ihr R�uckgang

f�ur T ! T
m

jedoch akzentuierter. Oberhalb des Phasen�ubergangs von reinem DPPC

(Tab. 5.2, S. 54) tr�agt die DPPC{Komponente in dieser Mischung nicht mehr zur

Orientierung des Wassers bei.

Interpretiert man beim EYSM/DPPC/Chol{System (Abb. 6.21(b)) die verschwinden-

de Quadrupolaufspaltung von D2O als den Phasen�ubergang, so ist dieser im gemischten

System gegen�uber reinem DPPC bzw. EYSM (T
m
� 39 °C, [7]) etwas zu niedrigeren Tem-

peraturen verschoben. Oberhalb des Phasen�ubergangs nimmt ��(D2O) fast linear mit der

Temperatur zu, jedoch deutlich weniger als in einer 3:1{molaren DPPC/Chol{Mischung,

wenn also der SM{Anteil gegen PC ausgetauscht ist.

Diskussion

Der homogene Verlauf der Quadrupolaufspaltungen des Wassers und der SM{Signale im

EYSM/DPPC{System legen den Schlu� nahe, da� DPPC weitgehend ideal mit EYSM

mischt. �Ahnliche Ergebnisse wurden f�ur Palmitoyl-SM/DMPC{Messungen aus DSC{

Untersuchungen abgeleitet [107].

Der Verlauf von ��(D2O) als Funktion der Temperatur ist f�ur EYSM/DPPC �ahnlich wie

bei reinem EYSM und ganz anders als f�ur reines DPPC; der R�uckgang von ��(D2O) am

Phasen�ubergang ist sogar deutlicher ausgepr�agt.
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Wenn sich die Wasserorientierung im gemischten System der von SM
"
anpa�t\, hei�t dies,

da� DPPC in die intensive Wassersto�verbr�uckung von SM einbezogen und die Wechsel-

wirkung insbesondere der Ester{Carbonyle mit dem Wasser stark reduziert ist. In [197]

wurde f�ur 1:1{molare SM/DPPC{Mischungen mit FTIR aus der Verschiebung der C=O{

Signale der sn-1{Kette von DPPC gezeigt, da� eine solche Wechselwirkung m�oglich ist;

sie konnte aber nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Nach [197] bewirkt SM in DPPC{Membranen in der L
�
{Phase auch eine Abnahme der

Amplitude der Kettenbewegungen, ohne die Zahl der trans/gauche{Isomerisierungen zu

reduzieren. Damit steigt die Packungsdichte der Membran und die Zug�anglichkeit der

PC{Carbonylgruppe f�ur Wasser sinkt.

Cholesterol kehrt das Verhalten von ��(D2O) im SM/DPPC{System um: bei niedrigen

Temperaturen verschwindet ��(D2O) und steigt oberhalb des Phasen�ubergangs mit der

Temperatur an, analog dem Verhalten von SM/Chol{Membranen (Abb. 6.15). DPPC be-

einu�t also die Wechselwirkung einer SM/Chol{Membran mit dem interlamellaren Was-

ser kaum.

Wird der SM{Anteil durch DPPC ersetzt, so ist zwar der Verlauf von ��(D2O qualitativ

�ahnlich, der absolute Wert ist jedoch sowohl im SM/Chol{ als auch im SM/DPPC/Chol{

System bei vergleichbarer Hydratation deutlich geringer.

Das Signal der 3-�{2HO{Gruppe von Cholesterol ist auch beim SM/DPPC/Chol{System

stark verbreitert. Dies bedeutet wiederum eine relativ starre Orientierung des Hydroxyls

oder der damit verbr�uckten Wasser.

Ausblick

Bisher wurden vor allem bin�are SM/Chol{ oder PC/Chol{Systeme untersucht. Das

Verhalten tern�arer SM/PC/Chol{Systeme ist naturgem�a� komplexer; wie die obigen

Gegen�uberstellungen gezeigt haben, spricht jedoch vieles daf�ur, in SM/DPPC/Chol{

Membranen den E�ekt der Substitution von PC durch SM systematisch zu untersuchen.

Die hydrophobe L�ange von Cholesterol betr�agt 17,5 �A; dies entspricht in Bilayern aus

ges�attigten PCs einer mittleren Kettenl�ange 17:0/17:0 [128]. F�ur k�urzere Acylket-

ten nimmt T
m

in Anwesenheit von Chol zu, f�ur l�angere nimmt es ab [128]. Damit

besteht die M�oglichkeit, da� das ungew�ohnliche Verhalten der Wasserorientierung in

SM/DPPC/Chol{Systemen die Folge eines Zusammenspiels von Kettenorientierung (von

DPPC durch SM) und Cholesterol{E�ekten ist. Es m�u�te also die Kettenl�ange der PC{

Komponente systematisch variiert werden, um diesen E�ekt zu untersuchen.
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6.3.3 Dehydratisierung von SM/DPPC(/Chol){Systemen

Das gegens�atzliche Verhalten der Wasserorientierung an EYSM/DPPC{Membranen mit

und ohne Cholesterol bleibt auch bei niedrigen Hydratationen erhalten, wie aus Abbil-

dung 6.22 hervorgeht:

(a) EYSM/DPPC 2:1{molar (b) EYSM/DPPC/Chol 2:1:1{molar

(c) EYSM/DPPC/Chol 2:1:1{molar, DSC{

Messung

(d) bbSM/DPPC/Chol 2:1:1{molar

Abbildung 6.22: ��(D2O) von 2:1{molaren SM/DPPC{Systemen ohne und mit 25mol-%

Chol als Funktion von T und n
w
; (c): DSC{Messung von 2:1:1{molaren

EYSM/DPPC/Chol{Schallvesikeln

Im EYSM/DPPC{System (Abb. 6.22(a)) nimmt ��(D2O) f�ur nw � 13 mit abnehmen-
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der Temperatur �ahnlich wie bei reinem EYSM (Abb. 6.6) stark zu; gleichzeitig treten

im Bereich des Phasen�ubergangs mehrere koexistierende Wassersignale auf. Der Koexi-

stenzbereich verschiebt sich f�ur nw < 10 zu h�oheren Temperaturen, wie man es bei einer

Erh�ohung der Phasen�ubergangstemperatur bei niedrigen Hydratationen erwarten w�urde.

Abbildung 6.23 zeigt NMR{Spektren des D2O{Signals bei nw = 9; 4 im Temperaturbe-

reich, in dem mehrere koexistierende Dom�anen auftreten.

Abbildung 6.23: Dom�anenbildung im EYSM/DPPC{System (2:1{molar) bei n
w
= 9; 4

In Anwesenheit von Cholesterol (Abb. 6.22(b)) steigt ��(D2O) im EYSM/DPPC{System

unabh�angig von nw ann�ahernd linear mit der Temperatur, wobei die Steigung der Kurven

nahezu konstant ist. In bbSM/DPPC/Chol{Membranen der gleichen molaren Zusammen-

setzung (2:1:1) nimmt ��(D2O) ebenfalls fast linear mit der Temperatur zu, allerdings

�andert sich f�ur nw > 19 nur die Steigung der Kurve.

Eine lineare N�aherung des Anstiegs von ��(D2O) vs. T im EYSM/DPPC/Chol{System

ergibt f�ur alle untersuchten Hydratationen eine mittlere Steigung d��(D2O)/dT =

22; 4 � 2; 1 Hz/K (Abb. 6.24(a)). Die Temperatur T �, bei der ��(D2O) oder eine lineare

Extrapolation davon verschwindet, verschiebt sich mit abnehmendem n
w
zu niedrigeren

Temperaturen (Abb. 6.24(b)).

Eine genauere Betrachtung von Abbildung 6.22(b) zeigt, da� der Anstieg von ��(D2O)

nicht exakt linear ist, sondern einen kleinen
"
dip\ aufweist, dessen Position in Abb. 6.24(b)

als T �� eingetragen wurde.

Estep et al. [51] untersuchten mit DSC (vollhydratisierte) Palmitoyl-SM/Chol Systeme9.

Die DSC{Kurven zeigten dabei eine breite Komponente bei ca. 42 °C und eine scharfe

Komponente, deren Maximum sich mit zunehmendem Chol{Anteil deutlich zu tieferen

Temperaturen verschob. Die zugeh�orige Enthalpie ging dabei von ca. 6,8 kcal/mol bei

0% Cholesterol auf 0 bei etwa 25mol-% zur�uck. Die Ergebnisse werden derart interpre-

tiert, da� in diesen Mischungen eine Phasentrennung in SM{ und Chol{reiche Dom�anen

statt�ndet, wobei der scharfe DSC{Peak der SM{reichen Phase zugeordnet wird.

Abbildung 6.22(c) zeigt eine DSC{Messung von EYSM/DPPC/Chol{Vesikeln; im Rahmen

der Me�genauigkeit10 stimmen die Maxima der W�armekapazit�at Cp
mit den Temperaturen

9 EYSM besteht je nach Pr�aparat zu 68{84% aus Palmitoyl-SM, siehe Tabelle 1.2, S. 11.
10Die absoluten W�armen sind bei 25mol-% Cholesterol extrem niedrig; damit kann die Subtraktion der

Basislinie die Peaks der DSC{Kurve verschieben.
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T � und T �� in Abb. 6.24(b) �uberein.

(a) Inkrement d��(D2O)/dT als Funktion von

nw (Fehlerbalken: Fitfehler)

(b) Nulldurchgang T � von ��(D2O) vs. T als

Funktion von nw ; Erkl�arung von T
�� im Text

Abbildung 6.24: Lineare N�aherung der Quadrupolaufspaltung von D2O in 2:1:1{molaren

EYSM/DPPC/Chol{Membranen

Abbildung 6.25 zeigt die OD{ und ND{Signale des Sphingomyelin in der

EYSM/DPPC/Chol{Mischung.

(a) OD{Gruppe (b) ND{Gruppe

Abbildung 6.25: EYSM/DPPC/Chol 2:1:1{molar; Quadrupolaufspaltungen der SM{

Signale
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Der absolute Wert der Quadrupolaufspaltung �andert sich nur wenig; von Interesse ist

besonders die Temperatur, unterhalb der die Signale nicht mehr aufgel�ost werden k�onnen.

Die Temperatur wurde wie in Abb. 6.22(b) zwischen 18 und ca. 45 °C variiert. Man

erkennt, da� die ND{ und OD{Signale bei Temperaturen �ahnlich T �
"
verschwinden\.

Diskussion

Die Beobachtung, da� DPPC die Hydratisierungseigenschaften sowohl von SM{ als auch

von SM/Chol{Systemen (vgl. Abb. 6.6 bzw. 6.17(a)) nicht wesentlich ver�andert, gilt auch

bei niedrigen Hydratationen.

Cholesterol kehrt den Verlauf der Quadrupolaufspaltung des interlamellaren D2O

von SM/DPPC{Systemen um: anstatt in der L
�
{Phase verschwindet ��(D20) im

SM/DPPC/Chol{System im Bereich unterhalb des Phasen�ubergangs. Es erscheint ge-

rechtfertigt, die aus der Temperaturabh�angigkeit von ��(D20) abgeleiteten Gr�o�en T �

und T �� (Abb. 6.24(b)) als Phasen�ubergangstemperaturen T
m;1 und T

m;2 zu interpretie-

ren. �Ahnlich wie in Palmitoyl-SM/Chol{Mischungen [51] nimmt T
m;1 f�ur einen Teil der

Membran bei Dehydratisierung stark ab. Aus Abb. 6.25 geht hervor, da� es sich dabei

vermutlich um SM{angereicherte Dom�anen handelt { analog der Diskussion in [51], die auf

Seite 101 kurz skizziert wurde. Wie im n�achsten Abschnitt gezeigt wird, kann der zweite

Peak in Abb. 6.22(c) DPPC{reichen Dom�anen zugeordnet werden. Im Bereich zwischen

T
m;1 und T

m;2 koexistieren dann �ussigkristalline SM{reiche Dom�anen mit gelf�ormigen

DPPC{reichen Dom�anen; �uber die Anreicherung von Cholesterol in den verschiedenen

Subphasen kann keine Aussage getro�en werden.

Es kann mit dieser Interpretation nicht gekl�art werden, wieso ein derartiger Koexistenzbe-

reich (fast) keinen Einu� auf das Temperaturverhalten von ��(D2O) zeigt. Der in erster

N�aherung lineare Anstieg der Quadrupolaufspaltung mit der Temperatur k�onnte durch

eine thermische Ausdehnung der Membran zustande kommen. Daf�ur existieren f�ur das

untersuchte System keine Daten.
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6.3.4 Kopfgruppendynamik von DPPC

Es ist bekannt, da� sich die Orientierung der PC{Kopfgruppe gegen�uber der Bilayerebene

bei Dehydratisierung [9,193] oder in Anwesenheit von geladenen Lipiden [117,171] �andert.

Ist die PC{Komponente selektiv an den �{ und �{Methylengruppen deuteriert (d4-PC;

zur Nomenklatur der Segmente s. Abb. 1.6, S. 9), so beobachtet man im zweiten Fall �uber

einen weiten Ladungsbereich einen linearen Zusammenhang der Quadrupolaufspaltungen

��(�) und ��(�) in der Form [9]:

��(�) = m���(�)+const: mit

(
m = �0; 5 f�ur positive Ober�achenladung

m = �1; 0 f�ur negative Ober�achenladung
(6.11)

Beim Dehydratisierung des zwitterionischen POPC �andern sich ��
�

und ��
�

im

Verh�altnis m = �0; 76, also zwischen den Grenzwerten positiver und negativer Ober-

�achenladung [9].

Abbildung 6.26 zeigt ein typisches NMR{Spektrum einer 2:1:1{molaren EYSM/d4-

DPPC/Chol{Mischung in der L
�
{Phase, wobei die Signale aufgrund von Literaturwerten

zugeordnet wurden. Die Signale der �{Methylengruppe sind �uber einen weiten Tempera-

turbereich in 2 Subspektren aufgespalten.

Abbildung 6.26: NMR{Signale der �/�{Segmente von DPPC in einer vollhydratisierten

bbSM/d4-DPPC/Chol{Mischung (2:1:1{molar; n
w
= 39, T = 48; 4 °C)

In Abbildung 6.27 ist f�ur 2:1{molare SM/DPPC{Mischungen ohne und mit Chol der

Temperaturverlauf von ��(�) und ��(�) f�ur verschiedene Hydratationen im Vergleich

mit reinem d4-DPPC (in (a)) zusammengefa�t. Bei allen gemessenen Systemen sind die

�{Deuteronen oberhalb des Phasen�ubergangs in�aquivalent; bei Ann�aherung an T
m

ver-

schmelzen die 3 Signale. F�ur Hydratationen �uber nw � 12 sind ��(�) und ��(�) fast

unabh�angig von der Hydratation; unterhalb dieser Grenze wird das Verhalten relativ kom-

plex. Die Subspektren koaleszieren dann bei h�oheren Temperaturen, entsprechend einem

Anstieg der Phasen�ubergangstemperatur von reinem Sphingomyelin.
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(a) EYSM/d4-DPPC 2:1{molar im Vergleich

mit reinem d4-DPPC

(b) bbSM/d4-DPPC/Chol 2:1:1{molar

(c) EYSM/d4-DPPC/Chol 2:1:1{molar bei

hoher Hydratation

(d) EYSM/d4-DPPC/Chol 2:1:1{molar bei

niedriger Hydratation

Abbildung 6.27: Quadrupolaufspaltung der �{ und �{Methylengruppen von DPPC in An-

wesenheit von Sphingomyelin (bbSM oder EYSM) und Cholesterol
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Tr�agt man ��(�) �uber ��(�) auf (
"
�=�{Plot\), so erh�alt man ann�ahernd einen linearen

Zusammenhang (Abb. 6.28). Die Me�punkte sind indes nicht ausreichend, um die Stei-

gung dieser Geraden zuverl�assig zu bestimmen. Der lineare Zusammenhang versagt f�ur

Temperaturen unmittelbar �uber Tm (Datenpunkte am rechten Rand der Abbildungen).

(a) EYSM/d4-DPPC/Chol 2:1:1 (b) bbSM/d4-DPPC/Chol 2:1:1

Abbildung 6.28: �=�{Verhalten der Kopfgruppenmethylene von d4{DPPC bei voller Hy-

dratisierung: ��(�) als Funktion von ��(�) bzw. ��(�1)

Diskussion

Anders als bei reinem DPPC und der EYSM/DPPC{Mischung �andern sich sowohl bei

EYSM/DPPC/Chol als auch bei bbSM/DPPC/Chol die �{ und �{Splittings von d4-

DPPC in der �ussigkristallinen Phase ann�ahernd linear und gegenl�au�g mit der Tempe-

ratur. Da� der in fr�uheren Arbeiten [9, 117, 171, 193] eingef�uhrte �=�{Plot auch in den

tern�aren SM/PC/Chol{Systemen angewandt werden kann, ist a priori nicht zu erwar-

ten. In den zitierten Arbeiten ist die gegenl�au�ge �Anderung von ��(�) und ��(�) das

Resultat einer ver�anderten Elektrostatik im Kopfgruppenbereich; dies kann direkt durch

das Einbringen geladener Lipide oder indirekt durch Dehydratisierung erfolgen. Letztere

f�uhrt �uber die Erh�ohung der mittleren Wasserorientierung vermutlich zu einem gr�o�eren

Dipolpotential �uber der Membran.

Die ann�ahernd lineare �Anderung von ��(�) vs. ��(�) bei Variation der Temperatur kann,

ebenso wie der lineare Verlauf von ��(D2O) in diesen Membranen (Abb. 6.22(b) und (d)),

durch eine thermische Ausdehnung zustandekommen.

Die Steigung m des �=�{Plots ist f�ur die beiden tern�aren Mischungen jeweils negativ,

f�ur bbSM als SM{Komponente allerdings mit einem deutlich h�oheren Betrag. Nur f�ur

EYSM ist m � �0; 65 vergleichbar mit Werten f�ur reine PC{Membranen (m � �0; 76 f�ur
POPC [9]).

Eine In�aquivalenz der beiden Deuteronen an der �{Position wurde zwar beobachtet, be-

tr�agt aber bei DPPC{Vesikeln nur ca. 300 Hz [25] und bei den vorliegenden orientierten
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DPPC{Membranen im Mittel 420 Hz. Aus der deutlich h�oheren Linienbreite der �{Signale

bei reinem DPPC (Daten nicht gezeigt) kann geschlossen werden, da� dieses Segment

durch die N�ahe zur Phosphatgruppe weniger Rotationsfreiheit besitzt und deshalb die Li-

nien in�aquivalent sind.

In Anwesenheit von Sphingomyelin ist die In�aquivalenz der �{Signale deutlich h�oher, bei-

spielsweise 1,5 kHz im bbSM/DPPC/Chol{System bei T = 44; 3 °C und n
w
= 39.

F�ur das unterschiedliche Verhalten k�onnen mehrere E�ekte verantwortlich sein: Zum einen

k�onnen Wassersto�br�ucken zwischen SM und der Phosphatgruppe des PC diese und das

nachfolgende �{Methylen in ihrer Bewegungsfreiheit einschr�anken. Dies entspr�ache der

Beobachtung, da� die Ordnung der Wassermolek�ule in SM/DPPC{Membranen der von

SM folgt, mithin also die Wechselwirkung der PC{Komponente mit dem Wasser einge-

schr�ankt ist.

Ferner zeigt ein Vergleich der Infrarot{Banden von SM und SM/DPPC{Mischungen [197],

da� sich in der Mischung das Glycerol{R�uckgrat von DPPC etwas aufstellt, d. h. das sn-1{

Segment etwas tiefer in den hydrophoben Bereich sinkt, w�ahrend das sn-2{Segment mehr

in einen hydrophileren Bereich gelangt. Diese Umlagerung k�onnte sich in den Kopfgrup-

penbereich { und dort vor allem in den ersten Segmenten { fortsetzen.

Die Aufspaltung der �{Deuteronen kann auch dadurch zustande kommen, da� sich die

DPPC{Kopfgruppen in verschiedenen Umgebungen be�nden, wenn ein Teil der Molek�ule

enger mit SM oder Chol assoziiert ist.

Die Aufspaltung der �{Deuteronen verschwindet etwa bei der oben de�nierten Tempera-

tur T �� bzw. T
m;2, w�ahrend �{ und �{Signal zwischen T � und T �� bzw. T

m;1 und T
m;2

koaleszieren.

Bei der Dehydratisierung von reinen POPC{Membranen ist der Abstand ��(�)���(�)

f�ur nw � 15 in etwa konstant und nimmt darunter stark zu [9].

Im vorliegenden Fall verschwindet ��(�)���(�) in der L
�
{Phase bei Ann�aherung an den

Phasen�ubergang. Gemeinsam mit der Beobachtung verschwindender Wasserorientierung

bei SM{ und SM/DPPC{Membranen in diesem Temperaturbereich ist dies ein weiteres

Indiz f�ur die geringere Hydrophilie von SM{Ober�achen.
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6.3.5 Austauschraten labiler Deuteronen

F�ur die tern�aren Mischungen SM/DPPC/Chol im Molverh�altnis 2:1:1 wurden die Aus-

tauschraten der labilen Deuteronen der Sphingomyelin{Komponente bestimmt. Die Ge-

gen�uberstellung in Abbildung 6.29 zeigt extreme Unterschiede zwischen EYSM und bbSM:

k
OD

ist f�ur EYSM bei allen Temperaturen kleiner als 150 s�1, auch bei hohen Hydratatio-

nen. F�ur T = 39 °C, also im Bereich des Phasen�ubergangs von reinem EYSM, geht dieser

Wert mit steigender Temperatur weiter zur�uck.

(a) EYSM/DPPC/Chol; kOD als Funktion

der Temperatur

(b) bbSM/DPPC/Chol; kOD als Funktion der

Temperatur

(c) EYSM/DPPC/Chol; kOD als Funktion der

Hydratation

Abbildung 6.29: Deuteron{Austauschraten k
OD

der SM{Hydroxylgruppe in 2:1:1{molaren

SM/DPPC/Chol{Mischungen
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Ein Vergleich mit den Austauschraten von reinem EYSM und bbSM (Abb. 6.9 und 6.10,

S. 91) zeigt, da� die Raten in den SM/DPPC/Chol{Membranen durchwegs niedriger sind

als bei den reinen Lipiden. Ebenso liegen sie f�ur bbSM deutlich unter den f�ur bbSM/Chol

bestimmten Werten (Abb. 6.15, S. 98).

Diskussion

Prinzipiell ist es problematisch, f�ur das vorliegende tern�are System mit 2 austauschenden

Hydroxylgruppen (in SM und Chol) den Austauschproze� als Reaktion 1. Ordnung zu

betrachten, wie es die Grundannahme bei der Herleitung der Austauschgleichungen in

Kapitel 4 war. Eine separate Betrachtung der beiden Beitr�age scheint nur dann m�oglich,

wenn sie mit deutlich unterschiedlichen Geschwindigkeiten ablaufen.

Ebenso wie bei den vorhergehenden Messungen an SM/Chol{Systemen ist auch hier das

OD{Signal von Chol nicht im 2H{Spektrum nachweisbar.

Wenngleich die absoluten Werte der Austauschraten eventuell durch Prozesse h�oherer

Ordnung ver�andert werden, so ist doch ein relativer Vergleich zwischen bbSM und EYSM

m�oglich, da die molaren Anteile an DPPC und Chol in Abb. 6.29(a) bzw. 6.29(b) gleich

sind.

Die niedrigen Austauschraten im EYSM/DPPC/Chol{System k�onnen mit der dich-

teren Packung der Membran aufgrund der im Vergleich mit bbSM homogeneren und

ges�attigteren Ketten (Tab. 1.2) erkl�art werden.

Die Zunahme von k
OD

mit sinkender Hydratation im EYSM/DPPC/Chol{System

(Abb. 6.29(c)) bei T = 39 °C deutet ebenso wie der Verlauf der D2O{Quadrupolaufspal-

tung in diesem System (Abb. 6.22(b)) darauf hin, da� in dieser Mischung zumindest f�ur

einen Teil der Lipide die Phasen�ubergangstemperatur mit abnehmendem n
w
sinkt.
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6.4 SM/POPC{Membranen

In fr�uheren Arbeiten wurde als Beispiel f�ur die Modi�kation von SM{Membranen durch

PC vor allem DPPC untersucht (z. B. [123, 124, 197]). Physiologisch relevanter ist es

jedoch, unges�attigte Phosphatidylcholine zu betrachten. Hierbei ist POPC ein gutes Mo-

dellsystem, da die L�ange seiner Acylketten (C16:0/18:1) etwa in der Mitte der nat�urlichen

Kettenverteilung liegt.

Die (wenigen) Literaturdaten f�ur POPC/SM{Systeme sollen kurz vorgestellt werden:

� Molare SM/POPC{Verh�altnisse von 2:1 bis 4:1 sind typisch f�ur das Exoleaet der

B�urstensaummembran der Nierenrinde [130]. Monolayer dieser Zusammensetzung

zeigen auf Glimmerober�achen [130] sowie auf silanisiertem Glas [47] bei Zimmer-

temperatur eine makroskopische Phasentrennung in PC{reiche liquid expanded

und SM{reiche liquid condensed Phasen. Cholesterol assoziiert vor allem mit den

SM{reichen Dom�anen und verst�arkt die laterale Trennung von POPC und SM.

� Isotherme Kompressionskurven bei Raumtemperatur sind f�ur POPC/Chol{ und

SM/Chol{Monolayer fast identisch, wenn man die gr�o�ere Kopfgruppen�ache von

POPC ber�ucksichtigt [109].

� In tern�aren Monolayern aus PC (POPC oder DPPC), Cholesterol und SM (N-oleoyl{

Sphingomyelin oder N-palmitoyl{Sphingomyelin) ist die Wechselwirkung zwischen

Sterol und Lipid f�ur die POPC{enthaltenden Systeme schw�acher als f�ur DPPC [123].

Der Unterschied zwischen ges�attigtem und unges�attigtem PC h�angt dabei nicht vom

Mischungsverh�altnis PC/SM, sondern vom Verh�altnis SM/Chol ab.

� Untracht und Shipley [195] erstellten aus DSC{und R�ontgenmessungen ein tern�ares

Phasendiagramm f�ur bbSM/EYPC/H2O im Temperaturbereich 10{44 °C. F�ur

bestimmte Zusammensetzungen und/oder Temperaturen treten dabei laterale Pha-

sentrennungen auf:

{ Bei mehr als 33mol-% Sphingomyelin separiert bei Abk�uhlung auf 20 °C zuneh-

mend eine lamellare SM{reiche Gelphase.

{ Die Phasen�ubergangstemperatur T
m

steigt in allen untersuchten Systemen

(SM/PC 3:1{, 2:1{, 1:1{, 1:2{molar) unterhalb von � 20Gewichts-% Wasser

(n
w
� 12) an.

In Tabelle 6.2 ist die Zusammensetzung der im folgenden untersuchten SM/POPC(/Chol){

Modellmembranen aufgelistet:

Lipidanteil in mol-%

bbSM d31-POPC Chol

{ 100 {

67 33 {

33 67 {

50 25 25

Tabelle 6.2: Untersuchte Sphingomyelin/POPC{Membranen
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6.4.1 Vollhydratisierte Membranen

Die Temperaturabh�angigkeit der Quadrupolaufspaltung f�ur das interlamellare D2O, die

terminale Methylgruppe und den Plateaubereich der Methylensignale der d31(sn-1){Kette

von POPC in SM{Membranen sind in Abbildung 6.30 f�ur nw = 25{26 zusammengefa�t.

Der SM{Gehalt der Mischungen wurde dabei von 0{67mol-% variiert.

(a) interlamellares Wasser (b) 2H{Signale der terminalen Methylgruppe

von POPC

(c) 2H{Signale des Plateaubereichs von POPC (d) Mittlere Linienbreite der 2H{Signale der

terminalen Methylgruppe von POPC

Abbildung 6.30: Vergleich der 2H{NMR Aufspaltungen von reinem d31-POPC mit

bbSM/d31-POPC (2:1{ und 1:2{molar); n
w
jeweils 25{26
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Verhalten des interlamellaren Wassers

Aus Abbildung 6.30(a) geht hervor, da� die Quadrupolaufspaltung des interlamellaren

Wassers f�ur hohe Temperaturen (T > 30 °C) proportional zum SM{Anteil abnimmt.

Wie anhand von Abbildung 5.3 (S. 56) diskutiert wurde, zeigt bei PC{Membranen

��(D2O) als Funktion der reduzierten Temperatur T
red

ein einheitliches Verhalten. Ein

verallgemeinerter Ansatz, der anstelle der Phasen�ubergangstemperatur Tm eine sogenann-

te kritische Temperatur T � sowie einen kritischen Exponenten n verwendet, lautet [71]:

��(D2O) /
���� TT � � 1

����
n

= A � jT � T �jn (6.12)

Ein Fit von ��(D2O) aus Abb. 6.30(a) nach Gleichung 6.12 mit den Fitparametern T �,

n und A und den Annahmen, da� bei reinem POPC T
m
= T � � �5 °C und ��(D2O) bei

T
m
verschwindet, ergibt folgende kritische Gr�o�en:

Membran T � bzw. T
m
[°C] n A

POPC �5 0,28�0,02 0,41

bbSM/POPC 1:2 17,4�0,3 0,34�0,01 0,26

bbSM/POPC 2:1 32,5�0,1 0,39�0,02 0,14

bbSM 40�2,5 { (� 0)

Tabelle 6.3: Ergebnisse f�ur den Fit von ��(D2O) vs. T in bbSM/POPC{Mischungen

gem�a� Gleichung 6.12; f�ur POPC und bbSM wurde T � = T
m

angenommen

(Werte f�ur Tm aus [77] bzw. [45]); n
w
jeweils 25{26

Der Vergleich von T � mit DSC{Daten f�ur den Phasen�ubergang von bbSM/EYPC{

Vesikeln [195] in Abbildung 6.31(a) zeigt, da� diese Gr�o�e sehr gut mit Tm �ubereinstimmt.

Die geringf�ugigen Unterschiede zwischen T � und T
m

ergeben sich aus der Heteroge-

nit�at von EYPC im Vergleich zu POPC sowie aus einer anderen Zusammensetzung der

Fetts�aureketten des hier verwendeten bbSM. Die in [195] aufgelistete Verteilung weicht vor

allem in den Anteilen an C18:0 (36,1%) und C24:1 (35,0 %) von den Werten in Tabelle 1.2

(S. 11) ab.

Der Vorfaktor A in Gleichung 6.12 ist a priori nur eine Normierungsgr�o�e f�ur den Wert

von ��(D2O) in der L
�
{Phase. Die Extrapolation von A auf eine reine SM{Membran

(Abb. 6.31(b)) suggeriert, da� A bei 100% SM verschwindet. Wie unter anderem in

Abb. 6.2 gezeigt wurde, geht ��(D2O) in der �ussigkristallinen Phase von reinen SM{

Systemen tats�achlich fast auf 0 zur�uck.
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(a) Fitparameter T � aus NMR{Messungen im

Vergleich mit Tm aus DSC{Daten aus [195]

(b) Vorfaktor A der Quadrupolaufspaltung

Abbildung 6.31: Fitparameter T � und A f�ur vollhydratisierte bbSM/POPC{Membranen

als Funktion des SM{Anteils. T � wurde mit DSC{Daten f�ur Tm (aus

[195]) verglichen; die durchgezogene Linie ist eine quadratische N�aherung

des Verlaufs von T �

Acylkettenbereich

Die terminale Methylgruppe der sn-1 Kette von POPC, die sensitiv f�ur das Zentrum des

hydrophoben Bereichs ist, zeigt f�ur SM/POPC{Membranen eine h�ohere Ordnung als bei

reinem POPC (Abb. 6.30(b)); diese steigt mit zunehmendem SM{Anteil. In der Membran

mit 67mol-% SM tritt bei T < 33 °C ein
"
Knick\ im Verlauf der Temperaturabh�angigkeit

von �� auf { d. h. in dem Bereich, in dem die Wasserordnung in diesem System mini-

mal ist und die Membran vermutlich in eine Gelphase �ubergeht. Die Linienbreite der

Methylsignale steigt in diesem Bereich stark an (Abb. 6.30(d)).

Die Ordnungsparameter des Plateaubereichs, also der Methylengruppen in der N�ahe des

Interface{Bereichs, �andern sich in Anwesenheit von SM f�ur hohe Temperaturen kaum,

steigen jedoch bei niedrigen Temperaturen gegen�uber reinem POPC stark an. Zwischen

33 und 67mol-% SM scheint der Sphingomyelin{Anteil dabei nur eine geringe Rolle zu

spielen.

Der Anstieg der Ordnung der sn-1{Kette von POPC betri�t alle Kettensegmente. In

Abbildung 6.32 ist das Ordnungsparameterpro�l der sn-1{Kette von POPC f�ur 0, 33

und 67mol-% Sphingomyelin (n
w
= 26{27, T = 42; 4 °C) aufgetragen. Die SM{Signale

liegen au�erhalb des gezeigten Frequenzbereichs bzw. im Plateaubereich von POPC.

Die mittlere L�ange LC der sn-1{Kette von POPC betr�agt nach Gleichung 3.29 (S. 44)

12,23 �A f�ur reines POPC, 12,40 �A bei 33mol-% bbSM und 12,47 �A f�ur 67mol-% bbSM.

Abbildung 6.33 zeigt NMR{Spektren und Ordnungsparameterpro�l f�ur dieselbenMischun-

gen bei T = 21,3 °C. Bei 67mol-% bbSM be�ndet sich die PC{Komponente bereits in einer

gel�ahnlichen Phase. Gel�ahnlich insofern, als die Signale wie in einer Gelphase stark
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verbreitern, aber im Unterschied zu reinem POPC nicht eine deutlich h�oheren Frequenz-

aufspaltung zeigen (siehe Abb. 5.12(d), S. 65). Entsprechend bleiben auch die Werte f�ur

L
C
in einem engen Bereich: 12,87 �A, 13,1 �A und �13,2 �A f�ur 0/33/67mol-% bbSM.

(a) NMR{Spektren

(b) Ordnungsparameterpro�l

Abbildung 6.32: Ordnungsparameter der sn-1{Kette von POPC als Funktion des bbSM{

Anteils bei n
w
= 26{27 und T = 42; 4 � 0; 5 °C
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(a) NMR{Spektren

(b) Ordnungsparameterpro�l

Abbildung 6.33: Ordnungsparameter der sn-1{Kette von POPC als Funktion des bbSM{

Anteils bei n
w
= 26{27 und T = 21; 3 � 0; 5 °C
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Um den di�erentiellen E�ekt von SM auf die Kettenordnung von POPC zu demonstrieren,

wurden die segmentellen Ordnungsparameter jS(i)
CD
j der bbSM/POPC{Systeme auf die

entsprechenden Werte der reinen POPC{Membran, jS(i)
CD
jPOPC, normiert. Abbildung 6.34

zeigt die normierten Ordnungsparameter bei 42,4 °C (o�ene Symbole) sowie f�ur die 1:2{

molare SM/POPC{Mischung bei 21,3 °C (geschlossene Symbole).

Einige Werte (Symbole in Klammern) weichen vom mittleren Verlauf ab. Sie beziehen

sich auf Signale im �Ubergang zum Plateaubereich, wo eine eindeutige Zuordnung der

Kettensegmente schwierig ist.

Abbildung 6.34: Ordnungsparameter der bbSM/POPC{Systeme normiert auf den jewei-

ligen Wert von reinem POPC. O�ene Symbole: bei 42,4 °C (Abb. 6.32);

geschlossene Symbole: bei 21,3 °C (Abb. 6.33). Im �Ubergang zum Pla-

teaubereich ist die Zuordnung der Segmente nicht eindeutig und f�uhrt

deshalb zu einem hohen relativen Fehler (umklammerte Symbole).

Diskussion

Interlamellares Wasser: Anders als bei DPPC folgt in SM/POPC{Mischungen die

Quadrupolaufspaltung des Wassers qualitativ nicht dem Verhalten der reinen SM{

Komponente, sondern dem von POPC. Dies ist ein Hinweis auf eine deutlich geringere

Wechselwirkung der Lipide, wie sie auch aus Monolayer{Messungen (Abb. 6.20(b), S. 104)

erwartet wird: aufgrund der unges�attigten Oleoyl{Kette des POPC sind SM/POPC{

Membranen lockerer gepackt als vergleichbare SM/DPPC{Membranen.

Die
"
Hydrophobizit�at\ der Sphingomyelin{Ober�ache �au�ert sich in einem geringeren Ab-

solutwert von ��(D2O) in Anwesenheit von SM. Das interlamellare Wasser wechselwirkt

vor allem mit der POPC{Komponente; die beobachtete Quadrupolaufspaltung stellt in

der �ussigkristallinen Phase eine Mittelung von ��(D2O)POPC und ��(D2O)SM � 0 dar.

Dies zeigt sich deutlich bei einer N�aherung von ��(D2O) nach Gleichung 6.12, in der der

Vorfaktor A, der als Normierungsgr�o�e der Quadrupolaufspaltung interpretiert werden

kann, linear mit dem SM{Anteil abnimmt (Abb. 6.31(b)).

Aus diesen Beobachtungen folgt, da� in SM/POPC{Systemen die Wassersto�br�ucken von

SM weitgehende innermolekular koordiniert sind; damit sollten POPC und SM in der

L
�
{Phase weitgehend ideal mischbar sein.
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Acylketten: Aus den Ordnungsparameterpro�len in Abb. 6.32 und 6.33 geht hervor, da�

Sphingomyelin die Ordnung der sn-1{Kette von POPC in allen Segmenten erh�oht.

Der di�erentielle E�ekt von SM auf jS(i)
CD
j (Abb. 6.34) in der �ussigkristallinen Phase

(T = 42; 4 °C) beginnt sich vor allem ab dem Methylensegment C5 von POPC bemerkbar

zu machen, also in etwa auf der H�ohe der trans{Doppelbindung in der Sphingosinkette

(C4=C5)
11. Bis zum C13{Segment von POPC steigt der relative Unterschied auf circa 12

bzw. 17% f�ur einen SM{Anteil von 33 bzw. 67 mol-%.

Die Erh�ohung der Ordnungsparameter der sn-1{Kette von POPC geht auf eine Reduktion

der gauche{Isomerisierungen in Anwesenheit von SM zur�uck; f�ur den di�erentiellen Un-

terschied im Vergleich zu reinem POPC spielt vor allem die Position der Doppelbindung

in der Sphingosinkette von SM eine Rolle.

Bei 21,4 °C ist die 1:2{molaren SM/POPC{Mischung in der N�ahe des Phasen�ubergangs

(T
m
� 17; 4 °C). Ein Vergleich der di�erentiellen Ordnungsparameter (Abb. 6.34) zeigt,

da� gegen�uber T = 42,4 °C vor allem Breite und Ordnungsparameter des Plateaubereichs

etwas erh�oht sind.

Dagegen ist die Membran mit 67% bbSM bei 21,4 °C in einem Zustand, der weiter oben

als gel�ahnlich beschrieben wurde. Es fehlen typische Eigenschaften der Gelphase wie ein

deutlich h�oherer Ordnungsparameter des Plateaubereichs. Dies wird darauf zur�uckgef�uhrt,

da� bei (reinem) SM die Gelphase relativ ungeordnet ist; ca. 34% der Ketten liegen nach

FTIR{Messungen noch in einer gauche{Konformation vor [102].

Untracht und Shipley [195] beobachteten in bbSM/EYSM{Systemen bei sinkenden Tempe-

raturen eine zunehmende Entmischung f�ur > 33mol-% SM. Eine geordnete lamellare SM{

Gelphase koexistiert in diesem Bereich neben einer �ussigkristallinen SM/PC{Mischphase.

Auf eine Entmischung deuten bei den NMR{Messungen nur die Signale der terminalen Me-

thylgruppe von POPC bei 67% SM hin, deren Quadrupolaufspaltung sich f�ur T < 33 °C

zunehmend der von reinem POPC ann�ahert (Abb. 6.30(b)). Gleichzeitig nimmt die Linien-

breite dieses Signals stark zu (Abb. 6.30(b)), da die Wechselwirkung mit den SM{Dom�anen

die transversale Relaxationszeit der Methylgruppen reduziert.

Sphingomyelin{Signale: Das Signal der Hydroxylgruppe von Sphingomyelin f�allt mit

dem Plateaubereich von POPC zusammen, d. h. es kann im Spektrum nicht aufgel�ost

werden. Dagegen ist die Aufspaltung der ND{Gruppe bei 33mol-% bbSM �uber den gan-

zen untersuchten Temperaturbereich, d. h. bis T = 20 °C, zu sehen (Daten nicht gezeigt).

In der Mischung mit 67mol-% bbSM steigt ��(ND) mit abnehmender Temperatur bis

T � 35 °C leicht an und nimmt bei weiterer Abk�uhlung wieder ab. Im Bereich des Pha-

sen�ubergangs bei T � 32 °C verbreitert sich das ND{Signal stark.

Aus diesen Beobachtungen kann zwar geschlossen werden, da� die Membran mit 33mol-%

bbSM bis T = 20 °C voll mischbar ist; die von Untracht und Shipley [195] geforderte teilwei-

se Entmischung bei>33mol-% bbSM kann jedoch nicht eindeutig anhand der NMR{Daten

gezeigt werden. Dazu m�u�te auch die Kettenordnung von deuteriertem Sphingomyelin

herangezogen werden.

11Es wurde bisher nicht gezeigt, da� sich Segmente gleicher Indizes in der sn-1{Kette von POPC und in der

Sphingosinkette von SM in etwa auf gleicher H�ohe im hydrocarbon core be�nden; eine derartige Annahme

erscheint aber bei einem Vergleich der Molek�ulgeometrie gerechtfertigt.
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6.4.2 Einu� der Dehydratisierung

Interlamellares Wasser; Ableitung der Phasen�ubergangstemperatur

Abbildung 6.35 fa�t das Temperaturverhalten von ��(D2O) bei verschiedenen Hydrata-

tionen n
w
der bbSM/POPC{Systeme im Vergleich mit reinem POPC zusammen.

(a) reines POPC (b) SM/POPC 2:1; zur Koexistenz zweier

D2O{Signale bei nw = 12 und T = 37 °C vgl.

Abb. 6.37(a)

(c) SM/POPC 1:2, intermedi�are Hydratation (d) SM/POPC 1:2, niedrige Hydratation

Abbildung 6.35: ��(D2O) in POPC{ und bbSM/POPC{Membranen als Funktion der

Temperatur bei Variation der Hydratation n
w
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Bei hohem n
w
kann aus dem Verlauf der D2O{Quadrupolaufspaltung der thermotrope

Phasen�ubergang von SM/POPC{Membranen abgeleitet werden (vgl. Abb. 6.31(a)). Bei

teilweise dehydratisierten Proben ist es schwieriger, die NMR{Signale mit dem Phasen-

zustand zu korrelieren, da oft mehrere koexistierende, D2O{Signale im NMR{Spektrum

auftreten.

bbSM/POPC 2:1{molar: Nur bei dieser Mischung liegt der Phasen�ubergang bei vol-

ler Hydratisierung im untersuchten Temperaturbereich. Ein Vergleich mit Literaturda-

ten zeigt, da� auch bei dehydratisierten Membranen das Minimum von ��(D2O) in

Abb. 6.35(b) als Phasen�ubergang interpretiert werden kann. Die so gewonnenen Daten

sind in Abbildung 6.36 in das von Untracht und Shipley [195] ermittelte hydratations-

abh�angige Phasendiagramm T
m
vs. n

w
(grau hinterlegter Bereich12) eingetragen.

Die mit NMR ermittelten Werte divergieren bei niedrigen Hydratationen leicht f�ur die

Heiz{ und K�uhlzyklen. Soweit entsprechende Daten vorhanden waren, wurden sie in das

Diagramm integriert.

Die NMR{Daten f�ur Tm vs. n
w
sind etwas zu h�oheren Hydratationen hin verschoben.

Neben der deutlich anderen Fetts�aureverteilung von bbSM in [195] kann unterstellt wer-

den, da� teilhydratisierte Proben in der NMR{Anordnung de�niertere Phasen bilden als

im DSC und in der vorliegenden Untersuchung eher dem Gleichgewichtszustand entspre-

chen13. Die
"
Fehlerbalken\ der NMR{Resultate geben die Breite des Bereichs an, in dem

die Fluid{ bzw. Gelphasensignale von 10 auf 90% ihres maximalen Integrals ansteigen

(Abb. 6.37(b)).

Abbildung 6.36: Hydratationsabh�angiges Phasendiagramm des 2:1{molaren SM/POPC{

Systems; schattierter Bereich: aus [195] entnommene Daten

F�ur den Bereich, in dem mehrere D2O{Signale koexistieren, sind in Abbildung 6.37(a)

NMR{Spektren des Wassersignals gezeigt.

12Die angegeben Fehlerbalken ber�ucksichtigen die Ungenauigkeit dieser Daten bzw. der Interpolation zwi-

schen ihnen sowie den Ablesefehler.
13Die in [195] angegebenen Heiz{ und K�uhlraten von 5 bzw. 10 °C/min sind extrem hoch; �ublich sind f�ur

derartige Messungen einige °C/h.
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(a) NMR{Spektren als Funktion der Tempera-

tur

(b) relatives Integral der Subspektren aus De-

konvolution nach Lorentz{Linien

Abbildung 6.37: Nachweis koexistierender Dom�anen im Phasen�ubergangsbereich der 2:1{

molaren bbSM/POPC{Mischung bei n
w
= 10; 6: 2H{NMR Spektren von

D2O und relative �Anderung der Signalintegrale

bbSM/POPC 1:2{molar: Im Falle der POPC{Membran mit 33mol-% bbSM wurde T
m

dem Bereich zugeordnet, in dem sich das Temperaturverlauf von ��(D2O) in Abb. 6.35(c)

und (d) �andert.

Abbildung 6.38: Hydratationsabh�angiges Phasendiagramm des 1:2{molaren

bbSM/POPC{Systems

Der ann�ahernd temperaturunabh�angige Verlauf des einen Astes von ��(D2O) f�ur T < T
m

(gef�ullte Symbole in Abb. 6.35(d)) sowie das Auftreten eines zweiten Signals (o�ene Sym-
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bole) wird der in die Gelphase �ubergehenden POPC{ bzw. SM{Komponente zugeschrie-

ben.

Acylkettenbereich

Der Einu� der Dehydratisierung auf die Temperaturabh�angigkeit der Ordnung von termi-

naler Methylgruppe und Plateaubereich der sn-1{Kette von POPC ist in Abbildung 6.39

f�ur 0, 33 und 67mol-% bbSM{Anteil dargestellt.

(a) terminale Methylgruppe

(b) Plateaubereich

Abbildung 6.39: Ordnung der sn-1{Kette von d31-POPC f�ur 0/33/67mol-% bbSM;

geschlossene Symbole: n
w
= 25{26; o�ene Symbole: n

w
= 11{12
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Es ist jeweils der Verlauf von �� bei hoher Hydratation (n
w
= 25{26, geschlossene Sym-

bole) und niedriger Hydratation (n
w
= 11{12, o�ene Symbole) gezeigt. Alle Quadrupol-

splittings wurden K�uhlkurven entnommen; Unterschiede zwischen Heiz{ und K�uhlkurven

traten erst bei n
w
< 8 auf.

Beide Signalgruppen nehmen monoton (und in etwa exponentiell) mit abnehmender Tem-

peratur zu, bis sie den Bereich des Phasen�ubergangs erreichen. Im vermuteten Koexi-

stenzbereich von Fl�ussig{ und Gelphase zeigen sich bei n
w
= 11{12 Unterschiede: die

Aufspaltung der terminalen Methylgruppe bleibt in etwa konstant, w�ahrend die des Pla-

teaubereichs deutlich abnimmt.

In dem Bereich, in dem alle 3 untersuchten SM/POPC{Systeme bei niedriger Hydrati-

sierung in der �ussigkristallinen Phase vorliegen (T > 38 °C), verlaufen die Kurven ��

vs. T f�ur dieMethylgruppen in etwa parallel und proportional zum SM{Anteil verscho-

ben. Dagegen nimmt bei hoher Hydratisierung der Ordnungsparameters zwischen 0 und

33mol-% SM deutlich st�arker zu als zwischen 33 und 67mol-% SM.

Die Ordnung des Plateaubereichs h�angt in der �ussigkristallinen Phase ebenfalls stark

von n
w
ab: sie ist bei n

w
� 25 fast unabh�angig vom SM{Gehalt, w�ahrend sie f�ur nw �

12 �uberproportional mit dem SM{Anteil zunimmt. So ist beispielsweise bei 40 °C der

Ordnungsparameter des Plateaubereichs gegen�uber reinem POPC um 6,8 bzw. 17,5% bei

33 bzw. 67mol-% bbSM erh�oht.

Von den NMR{Signalen von Sphingomyelin kann nur die Amidgruppe aufgel�ost werden,

da die Hydroxylgruppe im Bereich der Acylkettensignale von POPC liegt. Bei allen Hy-

dratationen verbreitert sich das ND{Signal am Phasen�ubergang (Daten nicht gezeigt).

Diskussion

Der �Ubergang der bbSM/POPC{Systeme von der �ussigkristallinen in die Gelphase �au�ert

sich im Verlauf von ��(D2O) in Form eines Minimums bzw. in einer Abweichung im Tem-

peraturverhalten. Im Acylkettenbereich von POPC n�ahert sich die Quadrupolaufspaltung

in der Gelphase bei 67mol-% SM f�ur T ! 20 °C dem Splitting von reinem POPC. Dies be-

deutet, da� die von Untracht und Shipley [195] beobachtete Separation SM{reicher Phasen

in diesem Bereich auch bei niedrigen Hydratationen statt�ndet.

Die Dehydratisierung der Membranober�ache f�uhrt zu einer h�oheren Packungs-

dichte im Acylkettenbereich und damit zu einem steigenden Anteil von trans{

Konformationen der Methylengruppen, d. h. zu einer Zunahme der mittleren Ket-

tenl�ange. Die �uberproportionale Zunahme von ��(Plateau) mit dem SM{Gehalt in der

�ussigkristallinen Phase kann darauf zur�uckgehen, da� POPC nicht nur durch den Ket-

tenbereich von SM, sondern auch durch den starren Interface{Bereich h�oher geordnet

wird. Beide E�ekte gehen umso st�arker zur�uck, je gr�o�er der Gelphasenanteil der SM{

Komponente wird.
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6.4.3 E�ekt von Cholesterol

Zur Untersuchung des Einusses von Cholesterol auf bbSM/POPC{Membranen wurden

f�ur eine 2:1:1{molare bbSM/d31-POPC/Chol{Mischung Messungen bei verschiedener Hy-

dratation (n
w
= 13{27) durchgef�uhrt. Abbildung 6.40 fa�t die jeweiligen Quadrupolauf-

spaltungen von D2O, der Amidgruppe von SM sowie der terminalen Methylgruppe und

des Plateaubereichs von d31-POPC zusammen.

(a) interlamellares D2O (b) Amidgruppe von SM

(c) terminale Methylgruppe von POPC (d) Plateaubereich von POPC

Abbildung 6.40: 2H{Aufspaltungen eines 2:1:1{molaren bbSM/d31-POPC/Chol{Systems

(geschlossene Symbole) im Vergleich mit 1:1{molarem d31-POPC/Chol

(o�ene Symbole)
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Zum Vergleich wurde f�ur dieselben Molanteile eine Membran ohne SM, d. h. eine 1:1{

molare d31-POPC/Chol{Mischung, gemessen.

In Kapitel 6.3 wurde gezeigt, da� sich das Hydratisierungsverhalten von SM/DPPC{Mem-

branen in Anwesenheit von Cholesterol fundamental �andert. Bei SM/POPC{Membranen

w�urde man dies a priori nicht erwarten, da hier das Hydratisierungsverhalten in der L
�
{

Phase von der POPC{Komponente bestimmt wird (Abb. 6.30(a)).

In der Tat zeigt der Verlauf von ��(D2O) f�ur das bbSM/POPC/Chol{System ein f�ur

POPC typisches Verhalten (Abb. 6.40(a)), wobei ��(D2O) f�ur alle untersuchten Hydra-

tationen, anders als in SM/DPPC/Chol{Mischungen (Abb. 6.22), auf eine Temperatur

T � 24{25 °C zu konvergieren scheint. Diese Beobachtung kann allerdings dadurch relati-

viert werden, da� in bbSM/POPC{Systemen die Phasen�ubergangstemperatur Tm erst bei

niedrigen Hydratationen von n
w
abh�angt (Abb. 6.38 und 6.36).

In diesem Temperaturbereich verbreitern auch die ND{Signale der SM{Komponente

(Abb. 6.30(d)) stark und sind im 2H{Spektrum nicht mehr aufzul�osen.

Diskussion

Die verschwindende Quadrupolaufspaltung von D2O in der 2:1:1{molaren

bbSM/POPC/Chol{Mischung bei 24{25 °C deutet auf einen Phasen�ubergang in diesem

Bereich hin, der in DSC{Untersuchungen nicht detektiert werden konnte.

Sollte dies der Fall sein, so k�onnen die mit dem Phasen�ubergang verbundenen Fluktua-

tionen der Membranstruktur das Auftreten extrem gro�er Dom�anenstrukturen sowohl

in Monolayern als auch in Bilayern und Vesikeln [47] von SM/POPC/Chol{Mischungen

bzw. Extrakten aus der B�urstensaummembran der Nierenrinde erkl�aren. Bei Temperatu-

ren um 25 °C wurden in 1:1:1{molaren DOPC/SM/Chol{Vesikeln geordnete Dom�anen in

der Gr�o�enordnung einiger 10�m beobachtet (Abb. 5 in [47]).

Die Ordnung der sn-1{Kette von POPC ist in der SM/d31-POPC/Chol{Mischung sowohl

f�ur die terminale Methylgruppe als auch f�ur den Plateaubereich extrem hoch. Im Ver-

gleich mit einer �aquimolaren d31-POPC/Chol{Membran zeigt sich, da� auch ohne SM

der Plateaubereich von POPC sehr hoch geordnet ist. Allerdings wird die Temperatu-

rabh�angigkeit von �� in Anwesenheit von SM deutlich moduliert.
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6.5 Beobachtungen en passant

Zum Schlu� soll noch auf eine Beobachtung hingewiesen werden, die im Hinblick auf die

Wechselwirkung von Sphingomyelin{enthaltenden Membranen mit Detergentien wie Tri-

tonX{100 interessant ist: bei der Pr�aparation der Multilayer{Proben wird das in Methanol

oder Methanol/Chloroform gel�oste Lipid auf die Glaspl�attchen aufgetragen und in einem

warmen Luftstrom getrocknet. Dieses Verfahren dauert �ublicherweise etwa 15min, bei

SM{enthaltenden Proben jedoch bis zu 90min.

Abbildung 6.41 zeigt die Zeitdauer bis zur vollst�andigen Verdunstung von jeweils 1mg

Lipid (Gesamtmenge) in 100�l Methanol/Chloroform (5:1{molar); jeder Me�wert wur-

de durch Mittelung �uber je 5 Proben bestimmt. Alle Proben wurden unter identischen

Bedingungen getrocknet.

Abbildung 6.41: Verdunstungzeiten verschiedener in Methanol/Chloroform (5:1{molar)

gel�oster Lipide oder Lipidmischungen

Diese Ergebnisse weisen auf eine starke Wechselwirkung zwischen Sphingomyelin/Cho-

lesterol und dem L�osungsmittel hin, die zu einer Erniedrigung des Dampfdrucks f�uhrt.

Detailliertere Messungen des Aggregatszustandes der gel�osten Lipide sowie die Bestim-

mung der Dampfdruckkurven etwa mit statischer Lichtstreuung bzw. einer Thermowaage

k�onnten diese Beobachtungen untermauern.

In [7] wird darauf hingewiesen, da� SM in apolaren organischen L�osungsmitteln (anders

als PC) eine gelartige Phase bildet. Gel�ost in Chloroform bildet PC Mizellen, w�ahrend SM

praktisch unl�oslich ist. Selbst bei Zugabe von (polarem) Methanol existieren erhebliche

Unterschiede zwischen PC und SM.
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Ausblick

Weiteres experimentelles Vorgehen

Die wichtigste Voraussetzung weiterer Untersuchungen von Sphingomyelin{Systemen mit

Festk�orper{NMR ist eine spezi�sche Markierung mit geeigneten Isotopen:

� Eine selektive Deuterierung der Fetts�aurekette bzw. der Sphingosinkette kann die

Unterschiede in der Kettenpackung und {dynamik gegen�uber PC{Membranen auf-

zeigen. Insbesondere sollte der hohe Anteil von gauche{Konformationen in der Gel-

phase mit 2H{NMR Spektroskopie best�atigt werden und die Konsequenzen im Hin-

blick auf Untersuchungen bei Raumtemperatur (z. B. Monolayerexperimente) disku-

tiert werden. Auch die st�arkere Wechselwirkung mit Cholesterol kann so vielleicht

besser verstanden werden.

�
2H{Markierungen im Kopfgruppenbereich k�onnen den Einu� der h�oheren Wasser-

sto�verbr�uckung auf Orientierung und Dynamik der Cholingruppe im Vergleich mit

PC zeigen. Die Dynamik der SM{Kopfgruppe sollte sich bei Dehydratisierung oder

in Anwesenheit zus�atzlicher Donoren/Akzeptoren vonWassersto�br�ucken (z. B. Cho-

lesterol) deutlich �andern.

� Mit einer 13C-/15N{Doppelmarkierung der S�aureamidgruppe l�a�t sich die mittlere

Orientierung dieses Segments bestimmen. Aus �Anderungen der statischen Kopp-

lungskonstante kann die St�arke der Wassersto�br�ucken in diesem Bereich abgeleitet

werden.

Die Geometrie der Wassersto�br�ucken im Interface{Bereich von Sphingomyelin und

dabei insbesondere die Rolle der Amid{ und Hydroxylgruppe sind mangels R�ontgen-

strukturdaten weiterhin spekulativ. Dies gilt umso mehr f�ur Mischungen von SM mit

Cholesterol und PC, d. h. f�ur sogenannte raft{Mischungen. Ein m�ogliches Vorgehen zur

Kl�arung dieser Fragen besteht darin, in diesen Modellsystemen die Stereoisomere von SM

und Chol (D/L-erythro/threo{SM und nat/ent{Chol) systematisch zu variieren.

Auch die Dynamik kollektiver Ober�achenbewegungen (Undulationen) von Sphingo-

myelin{Membranen sowie das makroskopische Verhalten von SM{Vesikeln wurden bis-

her wenig untersucht. Die relativ starre Interface{Struktur und ihre hohe Wassersto�-

verbr�uckung lassen elastische Konstanten erwarten, die sich deutlich von denen anderer

Lipide unterscheiden.

133
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Zum Vergleich bieten sich dazu auch in vivo geeignete Modellsysteme an: die Au�enseite

der Plasmamembran von Wiederk�auer{Erythrozyten besteht zum Gro�teil aus Sphingo-

myelin [20,56], da Wiederk�auer ein spezielles Enzym zur Abt�otung von Ciliaten (Wimper-

tierchen) ben�otigen, das auch gegen PC aktiv ist [56]. Die Mikroviskosit�at der Plasma-

membran von Schaf{Erythrozyten ist infolge des hohen SM{Gehalts im physiologischen

Temperaturbereich wesentlich h�oher als beim Menschen [7, 20].

Selbst bei menschlichen Erythrozyten (24mol-% Cholesterol, 15% SM, 18% PC { davon

82% des SM bzw. 76% des PC im Exoleaet) wurde aus Monolayer{Untersuchungen gefol-

gert, da� sich da� System unter physiologischen Bedingungen in der N�ahe eines kritischen

Mischbarkeitspunktes be�ndet [91].

Allgemein enthalten Erythrozyten neben SM und PC hohe Mengen an Phosphatidyle-

thanolamin (PE) im Exoleaet (27,4�2,0 mol-% beim Menschen, 29,9�2,8 mol-% beim

Rind [56]). Untersuchungen von Modellsystemen SM/PE/PC(/Chol) wurden bisher nicht

durchgef�uhrt; es ist zu erwarten, da� sich in Anwesenheit dieses Lipids, das selbst in hohem

Ma�e Wassersto�br�ucken bildet, das Verhalten von SM/PC{Membranen markant �andert.

Aus der Quadrupolaufspaltung des interlamellaren Wassers kann sehr gut auf viele Eigen-

schaften von Membranen geschlossen werden; theoretische Modelle f�ur den absoluten Wert

dieser Me�gr�o�e sowie seiner �Anderung mit der Temperatur, der Hydratisierung oder der

Lipidstruktur existieren bisher jedoch noch nicht. Vor diesem Hintergrund wurde ange-

regt, die Orientierung ober�achennaher Wassermolek�ule mit Simulationen von Wasser an

geladenen Ober�achen [111] zu vergleichen.

Biologische Bedeutung dieser Arbeit

Aus der verschwindenden Quadrupolaufspaltung von D2O in der L
�
{Phase von vollhydra-

tisierten, reinen SM{Multischichten wurde im Einklang mit anderen Untersuchungen [126]

gezeigt, da� die Ober�ache dieser Membranen trotz gleicher Kopfgruppenstruktur weniger

hydrophil als die von PC ist. Damit sollten deutliche Unterschiede bei der Bindung ungela-

dener Molek�ule auftreten. In der Tat unterscheidet sich die Bindung des hochhydrophoben

Proteins �-Lactoglobulin an SM deutlich von der an DPPC oder DMPC [106]: w�ahrend

und oberhalb des Phasen�ubergangs scheint das Protein mit SM, nicht aber mit PC zu

wechselwirken. Ebenso sinkt die Aktivit�at der Lipoprotein{Lipase, eines der wichtigsten

Sto�wechselenzyme, in PC/SM{Membranen aufgrund der geringeren Hydratisierung der

Ober�ache [164].

Das unterschiedliche Phasenverhalten von SM und PC sowie ihre unterschiedlicheWechsel-

wirkung mit Proteinen k�onnte im Hinblick auf die altersbedingte Ersetzung von PC durch

SM in vielen Membranen ein wichtiger Beitrag zur Bildung pathogener Ver�anderungen

sein. Schlie�lich sei darauf hingewiesen, da� die starke Wechselwirkung zwischen Sphingo-

myelin und Cholesterol eine Rolle im Fortschreiten neurodegenerativer Erkrankungen zu

spielen scheint.
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