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Abkiirzung Bedeutung
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NMR Nuclear Magnetic Resonance (Kernspinresonanz)

PE Phosphatidylethanolamin

PG Phosphatidylglycerol
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Zusammenfassung

Die laterale Organisation biologischer Membranen steht gegenwiértig im Vordergrund des
biophysikalischen Interesses, besonders im Hinblick auf die Mechanismen der Signaltrans-
duktion. Die Existenz von Sphingolipid— und Cholesterol-reichen Doménen, die an der
Rekrutierung von Proteinen der Signalkaskaden beteiligt sind, ist mittlerweile gut do-
kumentiert. Die Bedeutung der Lipidzusammensetzung fiir die Doménenstabilisierung,
und dabei besonders die Rolle des Cholesterols, der Beitrag intra— und intermolekula-
rer Wasserstoffbriicken im Bereich der Lipid—Wasser-Phasengrenze sowie der Einfluf§ der
Oberflichenhydratation auf die Doméneneigenschaften werden bisher allerdings weniger
gut verstanden.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses der Hydratation
auf die Eigenschaften von lamellaren Lipidmembranen. Reine Lipide oder definierte Li-
pidmischungen wurden als Funktion von Temperatur und Hydratation mit Methoden der
Festkorper-NMR, Spektroskopie untersucht. Die Hydratation biologischer Membranen ist
durchaus starken Schwankungen unterworfen; dafiir konnen sowohl die Wasserbindung an
komplexe Kohlenhydrate an der Zelloberfliche 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
verdndern.

Die Anderung physikalischer Eigenschaften bei kontrollierter Dehydratisierung wurden
zuerst fir reine Phosphatidylcholin— (PC-)Systeme eingehend untersucht und diskutiert;
der zweite Schwerpunkt lag auf Modellsystemen mit Sphingomyelin (SM). Die Messun-
gen erfolgten iiberwiegend an orientierten Lipid—Multischichten; diese haben gegeniiber
nicht-orientierten Membranen den Vorteil einfacher Signalprofile im ?H-NMR Spektrum
(Lorentzlinien). Dariiberhinaus erméglichen 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 Préiparation in deuterierten Losungsmit-
teln und anschlielender Hydratation mit DoO die Protonen der Amid— und der Hydro-
xylgruppe des Molekiils gegen Deuteronen aus und sind so im ?H-NMR sichtbar. Es
wurde unter anderem gezeigt, dafl die Austauschraten der labilen Deuteronen von rei-
nen SM—-Multischichten sehr unterschiedlich sind: die Raten der Amiddeuteronen sind im
NMR-Zeitfenster nicht mefibar, 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 Intensitit der NMR-Linien
darauf hin, dafl ein Teil der SM—Molekiile besonders stark mit Cholesterol wechselwirkt.
Aus der Aufspaltung der SM—Hydroxylsignale sowie aus ihrer unterschiedlichen chemischen
Verschiebung geht hervor, dafl die Wechselwirkung mit Cholesterol die Orientierung des
Interface—Bereichs von SM und damit vermutlich dessen Elektrostatik beeinflufit.

Als empirisches Kriterium fiir die Polarisation des interlamellaren Wassers wurde die durch
Rotationsdiffusion gemittelte Quadrupolaufspaltung von Deuteriumoxid (D20) herange-
zogen, wihrend die Dynamik der Acylketten und des Cholesterols durch Einsatz entspre-
chend markierter Lipide ermittelt wurde.

Aus dem Verhalten der Do O—Quadrupolaufspaltung wurde geschlossen, dafl die Oberfliche
von SM—-Membranen deutlich weniger hydrophil ist als bei PC-Membranen, obwohl beide
Lipide dieselbe Kopfgruppe besitzen.

In SM/PC-Mischungen fithren gesittigte bzw. ungesittigte Acylketten im PC—Anteil auf-
grund der unterschiedlichen lateralen Kompressibilitit zu einem gegensétzliches 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 kénnen mit einer unter-
schiedlichen Einbindung der beiden Phosphatidylcholine in das komplexe Netzwerk der
Wasserstoffbriicken erklirt werden.

Fir SM/POPC-Membranen wurde anhand des NMR-Spektrums die Phaseniiber-
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~Gerit relativ einfach und quasi—kontinuierlich vollzogen werden
kann, bietet sich diese Methode gerade auch fiir Lipidsysteme an, in denen nur geringe
kalorimetrische Wirmen beobachtet werden, etwa bei hohem Cholesterolgehalt.

Fiir terndre SM/POPC/Chol-Mischungen wurde, ebenfalls aus dem Temperaturverlauf
der NMR~-Signale, ein Phaseniibergang bei Raumtemperatur postuliert. Es konnte aller-
dings nicht unterschieden werden, ob dieser fiir die gesamte Mischung gilt, d.h. ob sich
SM-reiche Doménen in bestimmten Temperaturbereichen lateral entmischen.

Zusammenfassend 148t sich fiir die untersuchten Sphingomyelin—Systeme sagen, daf} die
Hydratisierung der Membranoberfliche stark durch die Anwesenheit von ungeséttigten
Phosphatidylcholinen und Cholesterol beeinfluit wird. Die verdnderte Packungsdichte in
diesen Systemen scheint einen starken Einflufl auf Richtung und Stirke des inter— und
intramolekularen Wasserstoffbriicken-Netzwerkes von SM zu haben.



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 Molekiilen gegeniiber der Umwelt; in die Membran einge-
baute aktive Transportmechanismen bilden die Grundlage fiir die hohe Spezialisierung
einzelner Zellen in héheren Organismen. Dariiberhinaus laufen chemische Reaktionen an
Oberflichen wesentlich schneller und effizienter 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 Molekiile bestehen — ihre dreidimen-
sionale Anordnung, ihre Funktionalitdt sowie ihre Verteilung im Zellraum laduft dann oft
selbstéindig ab. Dieses Prinzip: Vorgabe der Ausgangslage, der Rest organisiert sich selbst
ist auch die Ursache dafiir, da minimale Anderungen der Erbsubstanz sich auf den ganzen
Organismus auswirken kénnen.

Wasser mit seinen ungewohnlichen physikalischen Eigenschaften ist die Triebfeder der
Selbstorganisation. Es ist vor allem eine Eigenschaft: die Féhigkeit, mit den benachbar-
ten Wassermolekiilen kurzzeitig starke Bindungen einzugehen. Die Anomalien des Wassers
gegeniiber dhnlich groflen Molekiilen — vor allem ein wesentlich htherer Schmelz- und Sie-
depunkt und ein Dichtemaximum bei 4 °C — ergeben sich aus der Temperaturabhingigkeit
dieser sogenannten Wasserstoffbriicken. Sie bestimmen das Verhalten von Wasser als
Losungsmittel und veranlassen indirekt Lipidmolekiile dazu, sich in einer zweidimensio-
nalen Membran zu organisieren. Der Ladungstransport innerhalb von Enzymkomplexen
lduft vermutlich iiber eine Kette von Wasserstoffbriicken; die molekulare Erkennung von
Proteinen wird durch an der Oberfliche orientierte Wasserschichten verstarkt.

Einfache Prinzipien, komplizierte Wirkungen: Obwohl die physikalischen Prinzi-
pien der Selbstorganisation relativ einfach sind, ist ihr Zusammenspiel so kompliziert, dafl
das Versténdnis biologischer Membranen nach jahrzehntelangen Forschungen immer noch
mangelhaft ist. Die erst vor kurzem postulierten lipid rafts, relativ feste ,Flofe“ in der
ansonsten fliissigkristallinen Zellmembran, sind ein Beispiel dafiir, wie neue Erkenntnisse
der Membranstruktur Erklarungen fiir eine ganze Familie von biochemischen Prozessen
(z.B. Signaltransduktion) liefern kénnen.

xi






Kapitel 1

Lipidmembranen

1.1 Physiologie von natiirlichen Membranen

1.1.1 Grundsitzlicher Aufbau

Die Voraussetzung fiir jede Form von Leben war die Abgrenzung chemischer Reaktionsbe-
reiche gegen die Umwelt unter Aufrechterhaltung eines selektiven Stoffaustausches — die
Geburt der Zelle (Abb. 1.1). Diese Barrierefunktion nehmen Doppelschichten aus Lipid-
molekiilen wahr, die sich aufgrund ihrer amphiphilen Eigenschaften spontan zu grofien
zwei— oder dreidimensionalen Strukturen zusammenfinden.

Ribosomen

2 / Peroxisom
! m By \,// Cytoskelett

i Lysosom

Golgi-
Komplex

glattes ER

Kern

R Nucleolus
vey ~" " Rauhes Endoplasmatisches
Mitochondrion ~ Reticulum (ER)

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

Neben der Abgrenzung der Zelle nach auflen 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 eingebettet! und geben z. B. hormonelle Signale aus dem Blut an das Zellinnere wei-

! Das Gewichtsverhltnis von Proteinen zu Lipiden in der Membran variiert zwischen 1:4 und 4:1 [182].
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ter. Ausgedehnte Anordnungen von koordiniert arbeitenden Enzymen nutzen den Vorteil
der zweidimensionalen Membranoberfliche: eine wesentlich héhere Effizienz als im drei-
dimensionalen Raum [136,161]. Aus diesem Grunde finden 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 effiziente Transportwege fiir Molekiile oder ganze Zellorganellen darstellen.

Tabelle 1.1 zeigt fiir zwei unterschiedlich grofle eukaryontische Zellen, dafl die Plasma-
membran nur einen Bruchteil der gesamten Membranfliche einer Zelle ausmacht:

Anteil an gesamter Membranfléiche in %

Membrantyp Leber (Hepatozyt) | Pankreas (exokrine Zelle)
Plasmamembran 2 )
Rauhes ER 35 60
Glattes ER 16 <1
Golgi—Apparat 7 10
Mitochondrien

Innenmembran 32 17

Aulenmembran 7 4
Zellvolumen (pm3) 5000 1000
Membranfliche (pm?) 110 000 13000

Tabelle 1.1: Prozentuale Verteilung von Membrantypen bei Leber-Hepatozyten und exo-
krinen pankreatischen Zellen (nach [1], S. 654)

Erst seit der wegweisenden Verdffentlichung von Singer und Nicolson [179] werden Li-
pidmembranen als héchst dynamische Gebilde begriffen, die Proteinen nicht nur als pas-
sive Matrix dienen, sondern auch deren Verhalten aktiv steuern kénnen. Durch leich-
te Variationen der chemischen Struktur entstehen aus wenigen Lipidfamilien iiber 100
in natiirlichen Membranen vorkommende Spezies mit sehr verschiedenen physikalischen
Eigenschaften. In einer komplexen Mischung gewihrleisten sie, dal die Membranen
iiber einen weiten Bereich von Umweltbedingungen (Temperatur, pH, Ionenkonzentra-
tion, Druck, Wasseranteil) funktionsfihig bleiben. Die aktive Aufrechterhaltung einer
zellspezifischen Lipidzusammensetzung sowie die groflen Unterschiede zwischen Zellen ver-
schiedener Korperbereiche deuten aber auch auf eine viel weiter gehende Abhéingigkeit der
Zellfunktion von der Membranzusammensetzung hin [50].

Lipidmolekiile bestehen aus einem polaren, hydrophilen Kopfgruppenbereich und (meist
zwei) hydrophoben Fettsidureketten (Abb. 1.2(a)). Hydrophob heifit: der Kontakt mit
Wasser ist energetisch sehr ungiinstig; einzelne Molekiile lagern sich spontan zu gréfieren
Strukturen zusammen, die die Lipidketten vom Wasser abschirmen. Die Form dieser
Strukturen hingt unter anderem von der Geometrie der Lipide ab (Kap. 2.1.3, S.20).

Abbildung 1.2(c) zeigt ein Modell fiir eine reale Plasmamembran: der Bilayer und die
ein- und angelagerten Proteine werden auf der Zellinnenseite vom Zytoskelett stabilisiert,
einem polymerartigen Netzwerk, das sich iiber die gesamte Zelle erstreckt. Auf der Au-
Benseite bilden Glykolipide die Glykokalyx, die vor allem der Aufnahme und Weitergabe
von biochemischen Signalen dient.
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Fettsaure- g gg
Ketten:

- apolar

- hydrophob

(a) Struktur eines Lipidmolekiils (b) Assoziation zu Doppelschich-
ten (Bilayern)

Kopfgruppe:
- polar
- hydrophil

(c) Modell einer realen Membran mit Proteinen, Zytoskelett und Glykokalyx (mit
freundl. Genehmigung von O. Mouritsen, MEMPHY'S 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 konnen 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 duflere Hilfte der Zellmembran (FEzoleaflet) be-
steht fast ausschlieBlich 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-
doleaflet, 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 {iber die beiden Membranhilften austauschen, bedarf
es aktiver Transportprozesse, um die Asymmetrie der Verteilung aufrechtzuerhalten.

Die Fluiditdt von Membranen kann iiber einen weiten Temperaturbereich angepafit wer-
den, indem die Fettsdureketten durch Doppelbindungen modifiziert 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 fiir reales Verhalten

Reale Membranen sind weitgehend unzugénglich fiir detaillierte Messungen in vivo, da sich
bereits bei der Préaparation die urspriingliche Verteilung der Lipide und Proteine verédndert
und die Fiille an Wechselwirkungen kaum sortiert werden kann.

Modellmembranen aus wenigen Lipidarten reduzieren die Komplexitét, 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 #hnlich 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. Ca?*, verringern durch Ladungsabschirmung die effektive
Kopfgruppenfliiche 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 ,,gelost® werden. Durch Ultraschall-Bestrahlung erhélt man daraus kleine
unilamellare Vesikel (@ ~ 100 nm), wihrend groflere unilamellare Vesikel mit definiertem
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 Priparationsmethode abhiingen, ist eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht immer gegeben.

Monolayer, Bilayer und Multilayer entstehen, wenn man geléste Lipide mit
passender Molekiilgeometrie auf ein planares Substrat auftrigt und das Losungsmittel
verdampfen 1dt. Monolayer von Lipiden auf einer Wasseroberfliche 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 kénnen durch Stapelung von
Substrathaltern (meist Glaspldttchen) stabil hergestellt werden. Wenn die Lipidbewe-
gungen im Zeitbereich der Untersuchungsmethode zu 100 % bewegungsgemittelt sind,
kénnen die Daten von Vesikeln und Multilayern ineinander umgerechnet werden. Bei
NMR-Messungen heifit dieser Algorithmus dePakeing [17]; die berechneten Spektren sind
jedoch oft ungenauer als die von orientierten Multilayern.

Black Lipid Membranes (BLMs): Vor allem fiir elektrophysiologische Untersu-
chungen gibt es eine einfache Art, grofie Bilayer—Filme zu erzeugen [196]: eine Lipidlésung
wird auf eine kleine Apertur (© =~ 2mm) gestrichen. Durch die Oberflichenspannung wird
die Losung zum Rand hin gezogen und hinterldfit in der Apertur nach dem Verdunsten
des Losungsmittels einen Bilayer—Film. Auf diese Weise lassen sich auch membranlosliche
Proteine in den Film einbauen.
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1.2.3 Temperaturverhalten

Abbildung 1.3 zeigt das temperaturabhingige (thermotrope) Phasenverhalten von DMPC-
Vesikeln? in wiissriger Losung anhand der aus der Losung entnommenen Wirme: bei nied-
rigen Temperaturen befinden sich die Vesikel in der Gelphase (Lg—Phase)?, in der die Be-
wegung von Fettsdureketten und Kopfgruppen stark eingeschrinkt und deshalb die Mem-
bran relativ geordnet ist. Am Voriibergang (Temperatur 7),.) reorganisieren sich vor al-
lem die Kopfgruppen und das mit ihnen assoziierte Wasser, wihrend am Hauptiibergang
(Temperatur T;,,) der Kettenbereich eine locker geordnete, fliissigkristalline Form (L-
Phase) annimmt [36]. Im Ubergangsbereich zwischen Lg— und L,~Phase liegen viele
Lipide, darunter DMPC, in der sogenannten Ripple—Phase Ps vor: die aufgelockerte
Kopfgruppengeometrie bei konstantem Kettenvolumen erfordert eine sigezahnartige Ver-
setzung der Lipidmolekiile.

0.15

0.10-
06 Gelphase Ripple—Phase fluide Phase
o @ H%jg

0.00 ~ L

5 10 15 20 25 30
Temperatur [°C]

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

1.2.4 Problem der Phasendefinition

Im folgenden soll gezeigt werden, dafl bereits bei Modellmembranen aus nur zwei unter-
schiedlichen, ideal mischbaren Lipidkomponenten eine Vielzahl von Phasenzustinden des
Gesamtsystems moglich ist.

Im thermodynamischen Gleichgewicht muf} in einem offenen System mit C' verschiedenen
Teilchensorten (chemischen Komponenten) das chemische Potential ,u{‘ aller Komponenten
7 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 Grofle, so reduziert sich Gleichung 1.1 auf:

2 DMPC: 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-Phosphatidylcholin
3 Das Apostroph steht fiir eine Verkippung der Lipidlingsachse gegen die Bilayernormale (#ilt).
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F=C—-P+1 (1.2)

Fiir eine vollhydratisierte binére Lipidmischung wird Wasser als separate Phase definiert,
d.h. ¢ = 2. Damit koénnen maximal P = 3 — F' Phasen koezistieren:

e P =1, F =2 = Einphasenregion, in der Temperatur und Zusammensetzung frei
variieren konnen (freie Mischbarkeit).

e P =2 F =1 = Zweiphasenregion; Temperatur und Phasenverteilung hingen
voneinander ab (Koezistenzbereich).

e P =3, F = 0 = Dreiphasenregion; die drei Phasen koénnen im Gleichgewicht
nur bei einer bestimmten Temperatur und Zusammensetzung existieren (= eutekti-
scher/peritektischer/monotektischer Punkt, je nach Lage im Phasendiagramm).

Abbildung 1.4 fafit obige Aussagen in einem Temperatur—-Mischungs—-Diagramm zusam-
men: zwei Lipide A und B mit Phaseniibergangstemperaturen 14 bzw. T liegen oberhalb
der fluidus— und unterhalb der solidus—Linie homogen in der fliisssigen bzw. festen Phase
vor (P = 1). Dazwischen liegt ein Zweiphasengebiet fest/fliissig, in dem sich die Zu-
sammensetzung der koexistierenden Phasen sowohl mit der Temperatur als auch mit dem
Mischungsverhéltnis dndert.

e
a X b
Th--------- - - - - - - - ®----
1 1 1
5 I | |
et 1 I
5 fiuid + solid .
[oN 1 1
% 1 1 ]
l— 1 1 1
, \ solid
1 I T
- 1 1 ]
Ty g,o\'\(i\-“s"\"m\e : : :
1 1 1
100 % A Xa Xx Xb 100%B
Zusammensetzung A/B

Abbildung 1.4: Bindres Phasendiagramm fiir zwei Lipide A und B (Schmelztemperatur
Ta, Tp), die in der fliissigkristallinen (L,) Phase und in der Gelphase
(Lg) vollstindig mischbar sind (nach [33]).

Der relative Anteil f von Komponente B, der im Koexistenzgebiet bei einer bestimmten
Temperatur 7T, in der fliissigen Phase vorliegt, ergibt sich mit einem Hebelgesetz (lever
rule) aus den Schnittpunkten a, b der Linie T' = T, mit der liguidus—/solidus—Linie:

_Xb_X:I:

I=%-x (1-3)

Analog erhilt man aus einer Parallele zur Abszisse die Charakteristika einer lateralen
Phasentrennung bei konstanter Zusammensetzung der Mischung. Fiir eine experimen-
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telle Bestimmung der Phasengrenzen mufl beachtet werden, dafl die Diffusionskonstan-
ten in der festen Phase deutlich niedriger sind, d.h. die Aquilibrierung eines Zustan-
des wesentlich linger dauert. Die noch andauernde Diskussion der Ordnung von Pha-
seniibergéngen bei Lipiden ist zum Teil auf die unterschiedliche Dauer der Beobachtungs-
zeitriume zuriickzufithren [99].

Insbesondere bei stark dehydratisierten Membranen stellt sich zusétzlich die Frage nach
der Abgrenzung der Phasen: einige Wassermolekiile gehen mit der Kopfgruppe des Lipids
kurzzeitige Bindungen ein oder sind im Interface-Bereich zwischen Kopfgruppen und Li-
pidketten stark in ihrer Bewegung eingeschrinkt. Damit kann hier von einer unabhéngigen
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 Bilayerhilften und der daraus resultierenden unterschiedlichen Konzentration an
Gegenionen eine Potentialdifferenz AV ~ 70 mV, das Membranpotential (Abb. 1.5(a)).
Dies entspricht bei einer mittleren Bilayerdicke von 4 nm einer elektrischen Feldstéirke von
210" V/m.

(a) Zusammensetzung des elektrischen Potentials (b) Beitrige zum Dipolpotenti-
¥: AV aus der Differenz von Anionen— und Katio- al eines Lipidmolekiils (DPPC):
nenkonzentration zwischen den Wasserphasen, ¥g polare Gruppen und assoziiertes
durch geladene Residuen im Interface—Bereich, ¥4 Wasser (nach [61])

durch Orientierung von polaren Gruppen des Lipids
und des Wassers (nach [37])

Abbildung 1.5: Elektrostatik von Lipidmembranen

Das aus der Orientierung von polaren Gruppen im Lipid und der Orientierung von Wasser-
molekiilen resultierende Dipolpotential ¥, zwischen dem Bilayerinneren und der Ober-
fliche ist mit ca. 220-280 mV (gesittigte PC-Membranen) noch erheblich grofier [37]; die
resultierenden Feldstéirken betragen 10%-10° V/m.

Das Dipolpotential eines einzelnen PC-Molekiils (Abb. 1.5(b)) setzt sich vor allem zu-
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sammen aus den Beitrigen der Carbonylgruppen, den terminalen Methylgruppen der
Fettsiureketten und dem Phosphat in der Kopfgruppe und summiert sich auf 5-10 D*
in Richtung der Membrannormalen [103].

Ein einzelnes HoO—Molekiil hat ein Dipolmoment von 1,855 D; durch Orientierung von
Wassermolekiilen an der Bilayeroberflache kann sich das Dipolpotential der Membran um
bis zu 5-10 D erhéhen [61]. Auf den Beitrag der Wasserorientierung zur Hydratationskraft
zwischen Membranen wird in Kapitel 2.2.3 eingegangen.

Durch Hydratisierung der Lipidschichten mit deuteriertem Wasser (D20) ist die Orien-
tierung oberflichenassoziierter Wassermolekiile ein leicht zugénglicher Parameter in der
Deuterium-NMR, Spektroskopie.

Aufgrund der geringen Dielektrizititszahl € ~ 2 im Inneren von Lipidmembranen fillt
das elektrische Feld erst in der angrenzenden Wasserphase (¢ ~ 80) sowie durch darin
assoziierte Gegenladungen iiber einen Bereich von 2-3nm weitgehend ab. Lagert sich
nun z. B. ein Protein oder Peptid an die Membran an, so wird ein Teil des Wassers ver-
dringt und damit einerseits das Dipolpotential beeinflufit, andererseits die Abschirmung
des elektrischen Feldes herabgesetzt [103,199].

Die obigen Aussagen gelten fiir in vitro—Untersuchungen an weitgehend homogenen Li-
pidschichten. Diese Ergebnisse kénnen nur begrenzt auf reale Membranen iibertragen
werden. Wassermolekiile in hydrophilen Taschen von eingebauten Proteinen sowie die re-
lativ hohe Konzentration von gelostem Sauerstoff [183] oder anderen kleinen Molekiilen im
Bilayer kénnen die effektive Dielektrizititszahl deutlich erh6hen und damit die elektrischen
Feldstédrken reduzieren.

* 1D = 1Debye = 3,336 - 1073° C/m
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1.3 Untersuchte Lipide

Im folgenden werden die in dieser Arbeit untersuchten Lipide kurz vorgestellt. Aufgrund
der Relevanz fiir die Interpretation der Meflergebnisse in Kapitel 6 wird die Geometrie des
Interface—Bereichs von Sphingomyelin n&her diskutiert.

Phosphatidylcholin (PC) ist das hiufigste 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.

. Glycerol o
? 3 5 1 sn-1 - Kette
0=P—0

l /Y\O

0 O

/ O
” w

Kopfgruppe

sn-2 - Kette

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

Phosphatidyl-
Cholin Ethanolamin Glycerol Serin
(PC) (PE) (PG) (PS)
H

" > M o1 H-N-H
—_— N—H -
\B/N\Y ~ H \)\/o/H \/'\”/O

(0]

(b) Kopfgruppenbereich
Abbildung 1.6: Struktur und Nomenklatur von Glycero—Phospholipiden

An das Glycerolgeriist sind iiber Esterbindungen die Fettsdureketten angehingt. In
natiirlich vorkommenden Glycero—Phospholipiden ist die sn-1-Kette zu 90-95 % gesattigt,
wihrend die sn-2-Kette meist ungeséttigt auftritt; nur in weniger als 10 % der Molekiile
sind sn-1 und sn-2-Kette gleichzeitig ungeséttigt [180]. Das Glycerolgeriist von aggregier-
ten Glyerophospholipiden steht nahezu senkrecht zur Membranoberfliche, deshalb weist
der Beginn der sn-2-Kette stets einen ,,Knick® auf.

Cardiolipin (CL) ist eine Ausnahme unter den Phospholipiden: zwei Phosphatidsiure-
reste sind iiber ein Glycerolgeriist verbriickt, damit hat CL vier Fettsdureketten. Die Ver-
teilung der Kettenldngen ist bei dem hier verwendeten Préparat aus Rinderherzen relativ
homogen: 80 % bestehen aus 18:2 A»!2-Ketten [166]. Die beiden Phosphatgruppen sind
ionisierbar mit sehr unterschiedlichen pK-Werten (pK; = 2,8; pKy > 7,5). Bei neutra-
lem pH sind also 1-2 Phosphatgruppen negativ geladen [174] und kénnen, gemeinsam mit
den Carbonylgruppen der Esterbindungen und der zentralen Hydroxylgruppe, zahlreiche
inter— und intramolekulare Wasserstoffbriicken ausbilden [18,174].
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Cardiolipin kommt nur in Prokaryonten und in der inneren Mitochondrienmembran in
grofleren Mengen vor, wo es vermutlich eine besondere Rolle bei der Speicherung freier
Ladungen bei der oxidativen Phosphorylierung spielt.

(0]
l )J\/\/\/\/\/\/\/\/\
oO=P—0O 0
| /E/\
i OW/\/
(0]
\
H
(0]
| JJ\/\/\/\/\/\/\/\/\
o— _OMO

Abbildung 1.7: Struktur von Cardiolipin: 2 Phosphatidsiduren sind iiber ein Glycerol-
Geriist verbriickt, an dem sich eine labile Hydroxylgruppe befindet

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 grofleren Mengen in der Lipidmembran vor-
kommt und deren physikalische Eigenschaften stark modifizieren kann.

Es besitzt gegeniiber anderen Sterolen (z. B. Lanosterol, Ergosterol) eine optimierte Geo-
metrie fiir van-der-Waals—Wechselwirkungen [16] mit Membranlipiden: die 4 fusionierten
Ringstrukturen liegen in einer Ebene und erlauben nur eine geringe Flexibilitét; die polare
3/—Hydroxylgruppe richtet das Molekiil parallel zu den Fettsdureketten der Lipidmatrix
aus. Die Ketten der umgebenden Phospholipide werden in der L,—Phase durch Reduktion
der trans-gauche—Isomerisierungen und Erhohung der trans—Anteile geordnet [159].

Alkylkette

polare Kopfgruppe
HO

Sterolgertist

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 Kohlenstoffe
eingetragen. Das Proton der 38-Hydroxylgruppe tauscht schnell mit dem umgebenden
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Wasser aus. Das 3a—Proton wurde in der vorliegenden Arbeit fiir einige Proben selektiv
deuteriert (zur Praparation s. Kap. 3.1).

Sphingomyelin (SM) (N-Acylsphingosin-1-Phosphorylcholin) ist PC insofern &hnlich,
als beide eine zwitterionische Cholin—-Kopfgruppe, einen ausgepréigten Interface-Bereich
und einen geometrischen Packungsparameter P ~ 1 (Kap. 2.1.3, S.20) iiber einen weiten
pH— und Ionenstirke—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 hohere Kettenldnge
kompensiert, so dafl beide Ketten effektiv etwa gleich lang sind. Sphingomyelin dagegen
besitzt nur eine Acylkette, die iiber eine Amidbindung an die priméire Aminogruppe des
Sphingosin—C2 gebunden ist; die zweite Kette ist bei natiirlichem SM ein D-erythro (28,
3R) Sphingosin mit einer trans—Doppelbindung zwischen den Positionen C4 und C5 [7].
Daraus resultiert ein zum Teil erheblicher Unterschied in den Kettenlingen: 50 % der
Acylketten sind sehr lang (> C18, s. Tabelle 1.2). Daraus und aus der im Vergleich zu
PC wesentlich hoheren Séttigung resultieren hohe Phaseniibergangstemperaturen 7;, im
physiologisch relevanten Bereich von 30-45 °C.

Sphingosin
@—3TH—CH=CH—(CH2JIQ—CH3

ICH,—0—X Rest (hier: PC-Kopfgruppe)

Fettsdure

o]
[
C

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

Die Verteilung der Acylketten variiert stark nach Hersteller und Préiparation; als Demon-
stration sind in Tabelle 1.2 mehrere Analysen fiir SM aus Rinderhirn (bovine brain) und
Eigelb (egg yolk) fiir Préparate desselben Herstellers zusammengefafit:

Fettsidure 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 9,1 6,6 6 1,8 1,1 )
99:0 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: Fettsdureverteilung bei Sphingomyelin (in %)

Im Interface—Bereich kann die Amidbindung als Donor und Akzeptor, die freie Hydroxyl-
gruppe als Akzeptor von Wasserstoffbriicken fungieren. Damit ist die Fihigkeit zu inner—
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und intermolekularer Verbriickung wesentlich hoher als bei PC, wo mit den 2 Ester—
Carbonylen und der Phosphatgruppe nur H-Briicken—Akzeptoren vorliegen, die Wasser
als Mediator fiir intra— und intermolekulare Wechselwirkungen benétigen.

Geometrie des Interface—Bereichs von Sphingolipiden

Die auflergewohnlichen Eigenschaften von Sphingolipiden riihren in erster Linie von der
Struktur des Interface—Bereichs her; deshalb werden im folgenden Literaturdaten zu dieser
Thematik zusammengefafit:

Aus der Familie der Sphingolipide existieren nur fiir das Ceramid Rontgenstruktur-
daten [144]. Bei Ceramid befindet sich anstelle der Cholin—Kopfgruppe von SM nur eine
Hydroxylgruppe; dadurch hat das Molekiil 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 fiir den Interface—
Bereich von wasserfreiem Ceramid:

=
/
£
~
\ < 3]
H21
C N
J
H31 c4
N ci Q
L-sa—0 Sphingosin
P —§7° .
I-s7Qg L% Fettsiure
(a) Konformation der Amidgruppe und sei- (b) Orientierung der Amidebene in
ne —syn-clinale Stellung zur 3-OH-Gruppe Sphingomyelin nach [160]

nach [144]

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

Die Amidgruppe hat nach Pascher [144] eine zentrale Bedeutung fiir das ganze Molekiil:

— Sie ist Teil einer starren, planaren Struktur aus 6 Atomen (analog einer Peptidbin-
dung), die die beiden Kohlenwasserstoffketten verbindet. Diese stehen senkrecht zur
Amidebene, d. h. fiir eine parallele Kettenausrichtung muf} die Fettsaurekette 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 fiihrt; dadurch sind Rotationen um die Bindungsachsen
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energetisch sehr ungiinstig. Aus sterischen Griinden nehmen die Atome C2 und
C2’ in Abbildung 1.10(a) sowie der Carbonyl-Sauerstoff O1’ und der Stickstoff-
gebundene Wasserstoff H1 eine trans—Konformation ein.

— Die Orientierung der Amidebene beziiglich der Sphingosinkette wird durch den Tor-
sionswinkel der C2-N Bindung festgelegt. Aus sterischen Griinden ist diese Rotation
stark eingeschrinkt.

— Laterale Wasserstoffverbriickung zwischen Amid— und Hydroxylgruppen beeinflufit
die Stabilitit und Permeabilitit von Ceramidmembranen. In Membranen mit hohem
physikalischen Stref} ist der Anteil an Sphingolipiden mit mehr als einer Hydroxyl-
gruppe deshalb deutlich hoher.

Die Hydroxylgruppe an der C3—Position liegt beziiglich der Amidgruppe bevorzugt in
einer —syn-clinalen Konformation vor [144]. Die rémischen Ziffern in Abbildung 1.10(a)
unten beziehen sich auf unterschiedliche Sphingolipide®; offensichtlich ist diese Anordnung
wenig abhingig von molekularen Details der Lipide.

Ruocco et al. leiteten aus der Anisotropie der chemischen Verschiebung des !3C-markierten
Carbonyl-Kohlenstoffs die Struktur von Palmitoyl-Cerebrosid bei voller Hydratation mit
Festkorper-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 ungefihr senkrecht steht.
Damit ist die Hydroxylgruppe zum hydratisierten Interface orientiert. Die Orientierung
vom Molekiil weg ist typisch fiir die natiirliche D-erythro-Konfiguration® [102] und erleich-
tert starke Wechselwirkungen mit den Nachbarmolekiilen. Bei der L—threo Konfiguration
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 moglich, die beim D—erythro
Isomer sterisch eingeschrinkt ist [26].

Im Gegensatz dazu konnten Miller et al. [131] mit Circulardichroismus-Untersuchungen an
Cerebrosiden und Sphingomyelinen bestétigen, dafl die Amidgruppe fast senkrecht zu den
Kohlenwasserstoffketten und damit zur Membrannormale steht. Ahnlich der Anordnung
in einem [S-Faltblatt alterniert der Winkel 8 zwischen 81 und 99°.

> 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 Domaéinenbildung

In den letzten Jahren hat die Frage nach Doménenbildung im Bilayer erneut grofle Beach-
tung gefunden (siehe [10] fiir eine Ubersicht). Ausgangspunkt war die Entdeckung, daf
die Plasmamembran Doménen enthilt, die reich an Sphingolipiden und Cholesterol sind.
In diesen kénnen sich Proteine anreichern, die mit der Signaltransduktion sowie der Endo—
und Exozytose verkniipft sind.

Bei der Diskussion der Doméinenbildung geht es aus biophysikalischer Sicht vor allem um
folgende Fragen:

e Unter welchen Umstidnden treten bei reinen Lipidmischungen Koexistenzbereiche
von gelférmigen und fliissigen Phasen auf, und welche Rolle hat dies z. B. auf die
Konformation von Transmembranproteinen oder die Aktivitit von Enzymen?

e Welche Rolle spielt Cholesterol in diesen Aggregaten? Konnen die von Chol z. B. in
DPPC induzierten liquid ordered (l,)-Phasen [198] auch bei anderen Lipiden wie SM
oder ungeséittigten PCs beobachtet werden?

e Ist die beobachtete Unloslichkeit 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?

e Welche Zeit— und Gréfenmaflstibe regieren diese Doménen?

1.4.1 Lipid—Lipid — Doméinen

Gawrisch et al. [59] zeigten, daf§ sich Lipide durch Dehydratation entmischen kénnen. Bei
abnehmender Hydratation dndert sich die Wasseraktivitit a,, und damit die Energetik
der Wechselwirkung zwischen gleichen und verschiedenen Lipiden. Entmischung tritt dann
auf, wenn die Abnahme der Freien Energie AF' durch stirkere Lipid-Lipid—Wechselwirkung
grofer ist als der Gewinn an Entropie durch eine stochastische Verteilung. Ahnliches gilt
fiir die Interaktion von Lipiden mit geladenen Peptiden.

Sackmann et al. [163] wiesen darauf hin, daf} eine mogliche Phasentrennung von Lipiden ein
ganz neues Spektrum von Vesikelgeometrien schafft. Doménen sind in keiner Weise stabil
gegen Anderungen der dufieren Bedingungen: so fiihrt eine lokale mechanische Spannung,
etwa beim Kontakt zweier Vesikel, dazu, dafl vor allem solche Lipide zur Kontaktstelle
diffundieren, die dieser Spannung entgegenwirken.

Bisherige Untersuchungen zur Doménenbildung konzentrierten sich vor allem auf binire
PC-Mischungen mit stark unterschiedlicher Kettenlinge (chain mismatch) und daraus re-
sultierenden Unterschieden in 7;,. Phasenseparation in Membranen mit nur einer Lipid-
sorte wurde fiir niedrige Hydratationen beobachtet [87,93,192], jedoch nicht systematisch
untersucht.

1.4.2 Cholesterol im Bilayer

Cholesterol ist das wohl am h&ufigsten untersuchte Molekiil, das in Lipidschichten wohl-
definierte Subphasen induziert. Seine primire Rolle liegt in der Regulierung der Mem-
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branfluiditéit: es reduziert die Unterschiede von Gel- und L,—Phase, indem es die erstere
flexibler, die letztere fester macht. Das planare Sterolgeriist ist parallel zu den hydro-
phoben Acylketten der Lipide angeordnet und schriinkt ihre trans/gauche—Isomerisierung
eine, ohne die laterale Beweglichkeit der Lipide zu &ndern. Damit wird die Membran im
Mittel steifer und dicker [44] und fiir kleine Molekiile undurchlissiger.

Cholesterol ist nach Molanteilen der am hiufigsten auftretende Membranbaustein in der
Sdugetiermembran (> 20mol-% in der Plasmamembran, ca. 8 mol-% im Golgiapparat,
6 mol-% im ER [156])7; damit liegt es nahe, daB es neben der globalen Kontrolle der
Fluiditéit weitere Aufgaben in der Membran hat.

Die Stérke der Wechselwirkung von Cholesterol mit den verschiedenen Phospholipidklassen
nimmt in der Reihenfolge

SM > PS, PG > PC > PE

ab [41]. Damit ergeben sich Mdglichkeiten fiir eine inhomogene Verteilung des Sterols
in der Membran, d.h. fiir Domé&nen lokal verdnderter Fluiditat. Da die meisten Protei-
ne Cholesterol-arme Doménen bevorzugen, konnte die laterale Unterteilung in Doméinen
einen grofen Einfluf} auf Verteilung und Funktion von Membranproteinen haben [41].

Computersimulationen von DPPC mit und ohne 12,5 mol-% Cholesterol [191] haben ferner
gezeigt, dafl bereits geringe Mengen des Sterols das Dipolpotential des Bilayers durch eine
leichte Umlagerung der Lipidkopfgruppe und eine verstirkte Orientierung der Wasserdi-
pole an der Grenzfliche deutlich erhGhen.

1.4.3 Ein spezieller Fall: lipid rafts

Unter lipid rafts versteht man Komplexe aus Sphingolipiden und Cholesterol [159]. Sie wer-
den dadurch charakterisiert, daf} sie, zusammen mit eingebetteten Proteinen, bei niedrigen
Temperaturen (4 °C) nicht durch das Detergens Triton X-100 aufgelost werden kénnen.
Lipid rafts werden vor allem in den Caveolae gefunden, mit dem Protein Caveolin aus-
gekleidete Membraneinstiilpungen mit einem hohen Anteil an Sphingolipiden und freiem
Cholesterol [159]. Caveolae haben einen Durchmesser von 60-80 nm und sind auf der
Oberfliche der meisten peripheren Zellen zu finden [54].

Lipid rafts werden in zahlreichen Féllen als Mediator pathogener Verdnderungen von Pro-
teinen vermutet:

e In arteriosklerotischen Plaques stellen Sphingolipide bis zu 75 % aller Phospho-
lipide [140] und assoziieren dort stark mit Cholesterol.

e 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—Anfilligkeit sowie eine um 50 % geringere Haufigkeit der Krankheit
bei regelméfBiger Einnahme von nicht-steroidalen Entziindungshemmern (z. B. Aspi-
rin), die iiber ihre Wirkung auf die Synthese von Derivaten der Arachidonsiure den
Cholesterolspiegel senken [119].

" In der Bakterienmembran fehlt Cholesterol — ein Hinweis darauf, dafl es zur Funktionalitit von Zellmem-
branen urspriinglich nicht benétigt wurde und vielmehr eine evolutiondre Weiterentwicklung darstellt.
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e Die Umwandlung des zelluliiren Prion-Proteins PrP® in die pathogene Isoform
PrP5¢ fiihrt zur Scrapie-Krankheit bei Schafen, deren Analoga die bovine
spongiforme Enzephalopathie (BSE) bei Rindern bzw. die Creutzfeld-Jakob—
Erkrankung beim Menschen sind. Diese Umfaltung der Proteinstruktur wird auf
raft—-Dominen in den sekundiren Lysosomen vermutet [135], den Zellorganellen zum
Abbau von fremdem oder iiberschiissigem Material. Eine Erhohung des SM—Gehalts
fiihrt zu einer geringeren Bildung von PrP5¢ und umgekehrt. Cholesterol- und SM—
Spiegel sind jedoch positiv miteinander korreliert [2,180].

e Auf der Oberfliche von HIV—Viren reichern sich Cholesterol und Sphingomyelin
gegeniiber der Wirtszelle signifikant 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 Griinde fiir die Wechselwirkung gerade
zwischen Sphingomyelin und Cholesterol sind noch nicht vollstindig aufgeklirt; da SM
jedoch vorwiegend lange gesittigte Fettsiureketten hat, kann man annehmen, dafl die
van-der-Waals—Anziehung wischen den Acylketten des Lipids und dem planaren Sterol-
geriist besonders hoch ist [180]. Dariiberhinaus kann SM sowohl als Akzeptor (Amid-
gruppen) als auch als Donor (Hydroxyl-, Carbonyl- und Phosphatgruppen) von Wasser-
stoffbriicken fungieren; damit sind auch besonders starke Wechselwirkungen zur polaren
35-OH-Gruppe des Cholesterols moglich [18].

Auffallend ist, dafl sich der SM-Gehalt im menschlichen Organismus mit dem Alter auf
Kosten von PC zum Teil drastisch erhéht: in der Aorta steigt das Verhéltnis SM/PC von
0,4 bei der Geburt auf 2,4 bei 90-jihrigen; SM kann hier bis zu 80 % aller Phospholipi-
de ausmachen [6,140]. Im menschlichen Gehirn wird ebenfalls PC allméhlich durch SM
und Cerebroside® ersetzt; in den Augenlinsen steigt der SM-Gehalt auf bis zu 70 % der
Phospholipide, wihrend PC auf bis zu 5 % abnimmt [140]. Allgemein nimmt bei Membr-
anlipiden mit dem Alter das Verhiiltnis von geséttigten zu ungeséittigten Fettsdureketten
deutlich zu [6].

Da die Phaseniibergangstemperatur 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 Membranviskositdt und SM-
Gehalt positiv korreliert [6]; so nimmt beispielsweise bei Erythrozyten die Stabilitit der
Membranen mit dem SM-Anteil zu und die Permeabilitit gegeniiber Nicht-Elektrolyten
ab.

1.4.4 Biophysikalische Rolle von Doménen

Die héhere Ordnung der Fettsdureketten in Doménen fithrt zu einer gegeniiber dem rest-
lichen Bilayer erh6hten 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 Diffusion von kleinen Molekiilen in
und an der Membran um Grofilenordnungen beschleunigt [162]. Enzymatische Prozesse
erreichen damit an den Randbereichen von Doménen eine wesentlich héhere Effizienz.
Es konnte gezeigt werden, dafl die Phospholipase As in DPPC-Membranen entlang der
Defektlinien von Gelphasendoménen arbeitet [63].

8 Cerebroside sind Ausgangs— und Abbauprodukt von Sphingomyelin.
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Eine Anderung AA der Enzymoberfliche durch die Verzerrungsspannung entlang von
Defektlinien geht quadratisch in den exponentiellen Term der Michaelis-Menten—Gleichung
fiir die Enzymaktivitit ein [162], d.h. auch dieser Effekt der Doménenbildung hat ein
enormes Steuerungspotential fiir biochemische Prozesse.

1.5 Proteine an und in Membranen

1.5.1 TUberblick

Proteine bilden etwa 50 % der Membranmasse. Sie sind iiber nicht-kovalente Wechsel-
wirkungen an die Membranoberfliche gebunden oder durchspannen den Bilayer als inte-
grale Membranproteine (IMP). IMPs sind meist iiber eine hydrophobe polypeptide Trans-
membrandoméne relativ fest gebunden [142]; die Art der Bindung — hydrophobe Wech-
selwirkung mit den umgebenden Lipiden — gewihrleistet eine hohe Sensibilitdt fiir das
Mikromilieu. In einzelnen Fillen konnte bereits eine Abhéngigkeit der Proteinaktivitit
von der Lipidzusammensetzung, der Mikroviskositéit, dem Phasenzustand oder der loka-
len Kriitmmungsenergie gezeigt werden (in [162]). Aufgrund der Komplexitit der Lipid-
homdostase ist zu vermuten, dafl derartige Regelungsmechanismen weit verbreitet sind
und nur bis jetzt n vivo selten nachgewiesen werden konnten.

Fiir die Wechselwirkung von Membranen mit Proteinen kénnen drei sehr unterschiedliche
Bereiche definiert werden [70, 142]:

e Der Bereich der Fettsiiureketten (hydrocarbon core, ca. 25-30 A) ist eine Newtonsche
Fliissigkeit? mit Wechselwirkungsenergien von ca. kpg-1. Die Viskositéit 7 ist reziprok
zum freien Volumen, d. h. sie ist hoch bei gesittigten Lipiden oder in Anwesenheit
von Cholesterol. Die statische dielektrische Permittivitit ¢ der Kettenregion liegt
bei ca. 2, kleiner also als im Inneren der Proteine (e = 3-5).

e Der Ubergangsbereich zu den Kopfgruppen (interface) zeigt einen groBen Flui-
ditdtsgradienten sowie eine Zunahme von e auf ca. 10-30. Die Wechselwirkungen
sind vor allem elektrostatischer und ionischer Natur und damit wesentlich stirker
und gerichteter als im hydrocarbon core. Wasserstoffbriicken verstirken die Bin-
dungen und stellen KurzschluBleitungen fiir den Ladungstransport dar. Uber ihren
Einfluf} auf die Elektrostatik ist wenig bekannt.

e Das freie Volumen (bulk) auBerhalb der Lipidbilayer ist oft nicht ,frei“, sondern
z.B. bei der Plasmamembran durch die Glycocalix bzw. das Zytoskelett einge-
schriankt. Allerdings konnte nur ein geringer Einfluf§ dieser Schicht auf die Beweg-
lichkeit des oberflichennahen Wassers festgestellt werden [12].

Die Mikroviskositit hat einen direkten Einflufl auf die Zellphysiologie [142]: eine Erhchung
von 7 verlangsamt die Zellteilung; Krebszellen haben ein besonders niedriges 7. Die Akti-
vierungsenergie von Proteinen &ndert sich in dem Bereich, in dem die Lipidmembran ihre
Phaseneigenschaften dndert.

Der Einflu der spontanen Kriimmung pp konnte bei Alamecithin—Kanilen in einer
DOPC/DOPE-Mischung gezeigt werden: die Zeit, in der ein Kanal in der gedffneten
Stellung bleibt, variiert exponentiell mit pg [90].

® Die Viskositét 7 ist fiir ein gegebenes System nur abhsingig 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 fiir die Interaktion
von Ursache und Wirkung in biologischen Systemen: derselbe Mechanismus, der eine
Wechselwirkung veranlafit, wird durch diese selbst solange modifiziert, bis die Freie Energie
des Gesamtsystems minimal ist.

Hydrophobic mismatch: Eine Voraussetzung fiir das Funktionieren von Transmem-
branproteinen ist die optimale Einbettung in die Lipidmatrix. Ist der hydrophobe Bereich
des Proteins linger oder kiirzer als der der Lipidmembran, so werden aus der Membran
diejenigen Lipide in die Umgebung des Proteins diffundieren, die am ehesten diese Liicke
schliefen konnen. Die mittlere Membrandicke in der Umgebung des Proteins pafit sich
dessen hydrophobem Bereich an [132]. Andererseits ist die Liange der hydrophoben Berei-
che der Proteine in den verschiedenen Zellorganellen der Féahigkeit ihrer Wirtsmembran
zum hydrophobic mismatch angepaft [22].

Laterale Phasentrennung: FEine 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 (verdnderten) Lipid-Protein-Wechselwirkungen sein.

Eine experimentell schwer zugingliche Fragestellung ist die Rolle des Zytoskeletts und der
extrazelluliren Matrix bei der Doménenbildung. Es ist zu erwarten, dafl insbesondere
ersteres die Membran lokal dhnlich den lipid rafts versteift [75].

Lokale Kriimmungsenergie: Die Kriimmungsenergie von Lipidmembranen setzt sich
aus der Tendenz der Einzellipide zu nicht—planaren Strukturen zusammen und kann sich
durch laterale Phasentrennung lokal verédndern. Die Konformation und Aktivitéit von Pro-
teinen kann durch die lokale Kriimmungsenergie ebenso reguliert werden wie die Bildung
von Membranausstiilpungen (Endo-/Exozytose) zum interzellulidren Transport [163].



Kapitel 2

Wasser

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

Loren Eiseley

2.1 Wasser als Losungsmittel

Wasser verhilt sich physikalisch ganz anders, als man aufgrund seiner Molekiilgréfie erwar-
ten wiirde: der Siedepunkt sollte bei etwa —93 °C liegen; Oberflichenspannung, Dielek-
trizitdtskonstante, kritische Temperatur, spezifische Warmekapazitit und latente Warme
sind deutlich hoher als bei vergleichbaren Substanzen [74]. Im Gegensatz zu allen anderen
Flissigkeiten ist der Volumenausdehnungs-Koeffizient von Wasser teilweise negativ, was
zu einem Dichtemaximum bei 4 °C fiihrt.

2.1.1 Wasserstoffbriicken

Diese Anomalien haben ihre Ursache in den verbriickten Struktur des Wassers: durch die
kleine Masse des Protons sind quantenmechanische Nullpunktsfluktuationen signifikant;
es bilden sich delokalisierte Zustdnde zu den Nachbaratomen aus [168]. Diese Wasser-
stoffbriicken haben eine relativ hohe Energie von 10-40 kJ/mol [80] bei einer sehr kurzen
Lebensdauer von einigen ps [68]!. Im Mittel ist jedes Wassermolekiil bei Raumtemperatur
mit 3—4 Nachbarn assoziiert.

Die extrem hohe elektrische Leitfihigkeit von Wasser wurde bereits 1806 von de Grott-
hus beobachtet [65] und resultiert aus einer Umwandlung von H-Briicken in kovalente
Bindungen und umgekehrt, wobei am Ende einer Kette verbriickter Wassermolekiile 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
Hy0-Molekiile fiir den néchsten Leitungsproze§ [74]. Ein &hnlicher Mechanismus kann
die hohe Leitfahigkeit von Gramicidin-Kanilen im Bilayer [151] und entlang der Bilayer—
Oberfliche [74,186] erkliren.

Die Clusterung von Wassermolekiilen fiihrt dariiberhinaus zu einem gegeniiber den Mo-
nomeren deutlich héheren Dipolmoment (2,4-2,6 D vs. 1,855 D [64]).

Zum Vergleich: van-der-Waals-Bindung ca. 1kJ/mol, ionische Bindung ca. 500 kJ/mol;
1 kp - T /Molekiil = 2,48 kJ/mol bei 298 K
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2.1.2 Hydrophober Effekt

Die hohe Selbstkohésion des Wassers ist die Ursache fiir eine der wichtigsten Strukturie-
rungskrifte in der belebten Natur: die hydrophobe Wechselwirkung [185]. Sie ist keine
Kraft im klassischen Sinne, sondern eine Folge der Entropie: Oberflichen, die nicht in das
Wasserstoffbriicken—Netzwerk eingebunden werden kénnen, etwa Fettsdureketten, unter-
brechen dieses und fithren so lokal zu einer starken Einschrinkung des Konformations-
raums (Abb. 2.1(a)), d. h. zu einer geringeren Entropie. Die hydrophobe Wechselwirkung
bewirkt, dafl geloste Molekiile so aggregieren, dafl der Entropieverlust minimiert wird.

Bei Lipidmolekiilen wird die Abschirmung der Kohlenwasserstoffketten vom Wasser oft
zusétzlich dadurch begilinstigt, dafl die Kopfgruppen untereinander und mit dem Wasser
durch H-Briicken vernetzt sind [18].
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(a) Wasserstruktur nahe einer (b) Bildung von dehydratisierten Berei-
kleinen hydrophoben Kugel chen zwischen apolaren Oberflichen

Abbildung 2.1: Hydrophober Effekt: Unterbrechung des Wasserstoffbriicken—Netzwerkes
durch apolare Molekiile (nach [115])

Zwischen gegeniiberliegenden groflen apolaren Oberflichen im Abstand D kann durch den
hydrophoben Effekt und durch Fluktuationen dieser Oberflichen die Bewegungsfreiheit
der Wassermolekiile so weit eingeschrinkt sein, daf§ bis zu einem Abstand D, =~ 100 nm
Wasser aus dem Zwischenraum verdrangt wird [115].

2.1.3 Aggregationsformen von Lipidmolekiilen

Welche Formen aggregierte Lipidmolekiile in Losung ausbilden, héngt auch von geometri-
schen Faktoren ab (Abb. 2.2). Zu einer groben Abschitzung kann dazu aus der mittleren
Kopfgruppenfliche A, der Kettenlinge [, und dem Volumen v des Kohlenwasserstoffbe-
reichs ein Packungsparameter P definiert werden [80]:

P=uv/(A-1) (2.1)

Lipidmolekiile, deren Kopfgruppe und Fettsiuren in etwa den gleichen Radius beanspru-
chen (P = 1), bilden lamellare Phasen aus; andernfalls ist eine Vielzahl von mizelliren,
vesikuliren oder anderen Phasen mdglich.
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(a) Definition der (b) P < 3: sphi- (c)P=3---1: (d) P=1:
Lipidgeometrie rische Mizellen Vesikel Planare Bilayer

Abbildung 2.2: Abhéngigkeit der Lipidphase vom Packungsparameter P = v/(A - [.)
(nach [80])

Die geometrischen Faktoren kénnen von der Wechselwirkung der Kopfgruppen unterein-
ander sowie vom Sittigungsgrad der Ketten modifiziert werden [127].

2.1.4 Unterschiede H,0 — D,0

D20 bildet aufgrund seiner hoheren Molekiilmasse stabilere Wasserstoffbriicken als Hy0
[168]. Ein Austausch des Losungsmittels Ho0 gegen D20 beeinflufit vor allem die Tem-
peratur T, des Voriibergangs von vollhydratisierten Lipiden: bei DSPC (Distearoyl-
Phosphatidylcholin) nimmt 7y, in D20 um 2K, 7}, um 0,5K ab [36].

Eine Deuterierung der Lipide senkt die Phaseniibergangstemperatur 7;,, z. B. bei DPPC
von 41,25° C auf 37,75° C bei d62-DPPC [198]%.

Die dielektrische Substruktur von Membranen, insbesondere im Kopfgruppenbereich, wird
von einem Austausch von Hy0 gegen D90 in PC und PC/Cholesterol-Mischungen nicht
verdndert [38].

? d62-DPPC: beide Fettsiureketten sind vollstindig deuteriert.
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2.2 Wasser an der Membranoberfliche

2.2.1 Schalenmodell

Finer und Darke [55] leiteten anhand von ?H-NMR Untersuchungen von DyO-hydrati-
siertem EYPC, EYPE und PS aus dem Verlauf der Quadrupolaufspaltung Av(D20O) des
interlamellaren Wassers als Funktion der reziproken Hydratation 1/m,, (n, =Mol Was-
ser/Mol Lipid) die Existenz verschiedener Hydratationsschalen ab, die sie als ,,Bound
Water®, ,Trapped Water” und , Bulk Water“ bezeichneten:

e Bound Water ist kurzzeitig fest an die Membranoberfliche gebunden; dadurch ist der
Dipolvektor des Wassermolekiils im Mittel senkrecht zum Bilayer orientiert und trigt
zur Quadrupolaufspaltung Av(D,0) bei. Bei PC sind dies ca. 11 Wassermolekiile
pro Lipidmolekiil.

e Trapped Water wird in seiner Bewegung durch die Oberfliche beeinfluf3t, aber nicht
orientiert. Bei PC sind dies weitere 11 Wasser pro Lipidmolekiil.

e Bulk Water verhilt sich wie freies Wasser; die Quadrupolaufspaltung ist aufgrund
der isotropen Bewegung zu 0 gemittelt.

Nach diesem Modell werden mit steigendem n,, die Hydratationsschalen nacheinander
gefiillt. Obwohl ein &hnliches Verhalten im folgenden oft bestitigt wurde (u.a. [52,60]),
stellt es nur eine Ndherung dar. Das Verhalten von Avr(D50) iiber n, wird fir T >
T,, am besten durch eine Exponentialkurve genihert [98,202]. Eine Auftragung nach
Finer und Darke ist damit iiber einen bestimmten Bereich von n,, automatisch eine gute
Né&herung, versagt aber, wenn 7, bei niedrigen Hydratationen ansteigt und in die Nihe
der Mefitemperatur kommt (s. Kap. 5).

2.2.2 Orte verstirkter Wasserbindung

Die Orientierung oberflichennaher Wassermolekiile an Membranen erfolgt {iber kurzlebige
Wasserstoffbriicken, die sich inner— oder intramolekular organisieren kénnen [18]:

e Donoren von Wasserstoffbriicken in Lipiden sind folgende chemische Gruppen: Am-
monium (ionen), Alkohole, Aldehyde.

e Akzeptoren sind Phosphat— und Carbonylgruppen sowie Etherbindungen.

e Die Stirke von Wasserstoffbriicken nimmt fiir Donoren mit der Elektronegativitéit
der Nachbaratome (S < N < O) und fiir Akzeptoren in der Reihenfolge Ether <
Carbonyle < Amine zu.

Aus Experimenten (u. a. [18,118]) und Simulationen (u. a. [77,189]) weifl man, dal bei PC
das Wasser vor allem mit der Phosphatgruppe, der Trimethyl-Ammoniumgruppe und den
Carbonylen der Esterbindung wechselwirkt.

Obwohl die Lebensdauer intermolekularer Wasserstoffbriicken aufgrund der Bewegung des
Lipids deutlich kleiner sein kann als in freiem Wasser, bewirkt die gleichzeitige Ausbil-
dung von mehreren Wasserstoffbriicken einen ausreichend grofien Kraftbeitrag, um das
Phasenverhalten deutlich zu beeinflussen [18].
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2.2.3 Hydratationsdruck

Die Wechselwirkung zwischen Bilayern kann fiir groe Abstinde (d > 10 A) gut mit der
klassischen Elektrostatik (double-layer—Theorie; Gouy-Chapman—Formalismus) beschrie-
ben werden [33]. Fiir kleinere Abstéinde treten starke abstofiende Krifte hinzu: der so-
genannte Hydratationsdruck P, (hydration pressure) und sterische Wechselwirkungen der
Lipdkopfgruppen.

Der Hydratationsdruck wurde vor allem durch Experimente bei hohem osmotischen Druck
bestimmt. Er fillt exponentiell mit d ab mit einer Abfalliinge A ~ 2-3 A [143,158].

Py(d) = Py exp (— d/) (2.2)

Neben der Definition der Referenzebene fiir d = 0 [147,177] ist vor allem die Natur dieser
Kraft strittig:

Maréelja und Radié gehen in ihrem purely-solvent—Modell [122] davon aus, daf sich
der Hydratationsdruck allein aus der Polarisation der ersten Wasserlagen und nicht aus
der Mikrostruktur der Oberfliche ergibt; diese Theorie konnte erst mit einer spéteren
Beriicksichtigung der ortsabhéngigen Polarisation des Wassers [66] die Unterschiede zwi-
schen verschiedenen Lipiden erkliren. Das surface-correlation—Modell von Kornyshev
und Leikin [95] erweitert obiges Modell um Ladungskorrelationen an der Oberfliche; da-
mit hingt der Hydratationsdruck vor allem von der Natur des Interface-Bereichs ab.

Cevc [32] konnte aus einer Erweiterung der klassischen double-layer—Theorie um ober-
flichenassoziierte Uberschuffladungen ebenfalls eine exponentiell mit d abfallende Kraft in
der beobachteten Groflenordnung herleiten.

Israelachvili und Wennerstrém [79] behaupten, daf die Strukturierung des Wassers
nur sekundir in den beobachteten Hydratationsdruck eingeht; der Effekt an sich ist rein
entropischer Natur: die thermisch aktivierten Kopfgruppen werden in ihrer Bewegungs-
freiheit umso mehr eingeschrinkt, je ndher sich gegeniiberliegende Bilayer kommen. Da-
gegen wurde der Interface-Bereich von Marcelja und Radi¢ sowie von Kornyshev et al. als
unendlich diinn betrachtet. Dies kann experimentell [165] und aus Molekulardynamik—
Simulationen [77,120,147] nicht bestitigt werden: der Bereich, in dem die Wasserkonzen-
tration von 10 auf 90 % des Maximalwertes steigt, hat fir 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 Wassermolekiile; beide Effekte gehen
vielmehr auf eine Strukturierung des Wassers durch andere Mechanismen zuriick, etwa
Wasserstoffbriicken zwischen den Lipidkopfgruppen und Wasser.

Dipolorientierung an Grenzflichen unterschiedlich polarer Fliissigkeiten scheint
dariiberhinaus ein allgemeines Phinomen 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 fiir klar definierte makroskopische Eigenschaften. Bei mesoskopischen
Systemen ist die Zahl der Atome oder Molekiile an der Oberfliche und im Volumen von
der gleichen Groflenordnung. Unter diesen Bedingungen sind andere thermodynamische
Eigenschaften als bei ausgedehnten Koérpern moglich, etwa eine negative Warmekapazitit
durch einen Wechsel in der thermodynamischen Verteilungsfunktion [203].
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Die fraktale Natur der Membranoberfliche steuert eine Unschéirfe bei, die in der
Groflenordnung der charakteristischen Linge A liegt [120]; allein dieser Effekt fiihrt zu
einer entsprechenden Unschiirfe des exponentiellen Abfalls. (Die Breite des hydrophilen
(Kopfgruppen-)Bereichs in Lipidmembranen liegt bei ca. 5 + 2 A [32].)

2.3 Protonenleitung lings der Membranoberfliche

Der Autbau eines Konzentrationsgradienten von Protonen sowie deren schneller Flufl von
membrangebundenen Donoren zu Akzeptoren sind essentielle Eigenschaften der ATP-
Synthese in den Mitochondrien [69,154]. Die Protonen miissen akkumuliert und fiir eine
relativ lange Zeit gespeichert werden. Diese Pufferung ist besonders effizient bei anioni-
schen Lipiden [68,69], die in energiekonservierenden Membran gehiuft vorkommen, vor
allem PG, PA und Cardiolipin.

Die Protonenleitfihigkeit an Membranoberflichen ist experimentell schwer zugéinglich; es
liegen daher zum Teil widerspriichliche Ergebnisse vor:

Teissié et al. [153, 187] erhielten fiir die Ausbreitung von Protonen an der Ober-
fliche von PE-Monolayern 20-fach hohere Diffusionsraten als im Volumen (Dpy, =
10~* em? /s, Dgyrgace = 2+ 1073 cm?/s). Im Vergleich mit anderen Lipiden nahm die Ober-
flichenleitfihigkeit in der Reihenfolge PE > PG > PS ab.

Gutman und Nachliel [68] stellten die Aussagekraft dieser Monolayer-Messungen prin-
zipiell in Frage. Sie erkldren die Speicherung von Protonen an der Membranoberfliche mit
der Elektrostatik von acidischen Membranen: die gegeniiber dem freien Wasser verringerte
Dielektrizitadtszahl von oberflichenassoziierten Wassermolekiilen fiihrt 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 fiir ein Ion grofler als die thermische Energie ist. Bei einem Abstand
benachbarter Phosphatgruppen von 7-10 A iiberlappen die Coulomb-cages zu einer zu-
sammenhingenden Ladungswolke; Protonen werden mit hoherer Wahrscheinlichkeit aus
der bulk—Phase angezogen und von den acidischen Phospholipiden gebunden.

Heim [74] zeigte mit Rastertunnelmikroskopie®, daf8 die Leitfihigkeit molekular diinner
Wasserschichten auf Glimmerplittchen um bis zu 10%-mal héher ist als im Volumen. Er-
kldrt wird dieser Effekt mit der Bildung eines zusammenhingenden Wassernetzwerkes
durch die Immobilisierung der Wassermolekiile sowie durch eine hohe Anzahl von dang-
ling bonds (nicht maximal koordinierte Wasserstoffbriicken) und anderen Defektstellen an
der Oberfliche. Die resultierende hohe Dichte an elektronischen Zustinden erzeugt ein
zusammenhéingendes Elektronenband; die hohe Dynamik der Defekte erhoht die Elektro-
nenleitfihigkeit zusitzlich.

3 STM, Scanning Tunneling Microscopy
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2.4 Dehydratisierung von Membranoberflichen

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,, von Wassermolekiilen pro Lipid.

Welchen Sinn macht es aber, Lipidmembranen zu dehydratisieren? Sind derartig wasser-
arme Systeme iiberhaupt von physiologischem Interesse?

e Die Wechselwirkung von Membranen untereinander und mit Makromolekiilen h&ngt
von der Orientierung der ersten Wasserschichten ab [23]; diese wirken als eine Scha-
blone der Oberflichenstruktur auf andere wechselwirkende Molekiile [32].

e Bei der Adsorption von Proteinen an Membranen wird Wasser verdringt, es ent-
stehen lokal stark dehydratisierte Bereiche [162]. Es erscheint plausibel, daf§ die
Struktur von lipid rafts ebenfalls vom Hydratisierungsverhalten der Phospholipide
abhéngt [86].

e Die Wechselwirkung von Metallionen (z. B. Ca?*, Zn?*) mit Membranen hat einen
starken Einfluf} auf die Hydratation und zeigt auch sonst Ahnlichkeiten mit starker
Dehydratisierung [13].

e Dehydratisierung kann die Aktivitit von Enzymen verdindern, wie am Beispiel der
Phospholipase Ay gezeigt wurde [141].

e Die innere Mitochondrienmembran oder die Thylakoidmembran der Chloroplasten
sind so dicht gestapelt, dafl enge Membran-Membran—Kontakte mit einhergehender
Verdriangung des Wassers sehr wahrscheinlich sind.

e Viele primitive Organismen koénnen ihre Funktion auch unter extremem Wasserman-
gel aufrechterhalten bzw. bei erneuter Hydratation wieder herstellen; dazu zihlen
die Austrocknung von Bakterien oder Samen oder das Einfrieren des fliissigen Was-
sers bei Frost [209]. Fiir den Gefrierschutz, z. B. in arktischen Meeresorganismen,
ist eine eigene Klasse von Glycoproteinen (Antifreeze—Proteine) verantwortlich.

e Die lipidabhéngigen Relaxationszeiten der ersten Wasserlagen konnen mit speziellen
Pulssequenzen (z. B. magnetization transfer) zur Erzeugung von MRI-Kontrasten®
im Gehirn genutzt werden [85,96].

e Die Energie fiir die Bindung der ersten Wassermolekiile an der Membranoberfliche
stellt den Hauptbeitrag fiir die repulsive Hydratationskraft zwischen Membranen
dar [121] (Kap. 2.2.3).

e Aus der hydratationsabhingigen Dynamik der Lipidkopfgruppen kann auf die Wech-
selwirkung bei voller Hydratation geschlossen werden, vor allem auf die Rolle von
Wasserstoff-Briickenbindungen [205].

Abbildung 2.3 fafit die moglichen Wechselwirkungen von oberflichennahem (orientiertem)
Wasser mit der Zellmembran zusammen.

* MRI: magnetic resonance imaging (bildgebende Kernspinresonanz)
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veranderte Wasserstruktur?

Einfluf? von
strukt. Wasser
auf Oberflachen-
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Abbildung 2.3: Mogliche 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-a, 5)-DPPC die beiden Methylene der Cholin-Kopfgruppe deuteriert.
Mit 'H-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-a—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 3-5-Hydroxylgruppe (zur
Zahlweise der C-Atome von Cholesterol s. Abb. 1.8, S. 10).

Die Qualitit der Deuterierung wurde mit hochauflésender Protonen-NMR iiberpriift
(Abb. 3.1).

3.2 Analytik

3.2.1 NMR-Bestimmung

Teildeuterierte Lipide werden zur Bestimmung des Deuterierungsgrades in Deutero-
Chloroform geldst und mittels hochauflosender 'H-NMR, untersucht. Die genaue Kenntnis
des Deuterierungsgrades ist fiir die Bestimmung der Hydratationszahl n,, aus dem Inte-
gralverhéltnis der Signale von DoO und Lipid wichtig.

Abbildung 3.1 zeigt 'H-NMR Spektren von undeuteriertem Cholesterol im Vergleich mit
d2—Chol: die spektrale Komponente des 3-a—Protons ist nach der Deuterierung vollstindig
aus dem Spektrum verschwunden.

27
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Losungsmittel Sterol-, Alkylprotonen
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Abbildung 3.1: 'H-NMR-Spektrum von undeuteriertem und 3-a—2?H-Cholesterol

3.2.2 Diinnschichtchromatographie

Die Reinheit der Lipide wurde vor und nach der NMR-Messung mittels Diinnschicht-
chromatographie (DC) iiberpriift. Zusétzlich zu herstellungsbedingten Verunreinigungen
kénnen im Laufe ldngerer Messungen durch Oxidation Fettsdureketten abgespalten wer-
den; die entstehenden Lysolipide verindern aufgrund ihrer deutlich anderen Geometrie die
Phaseneigenschaften der Lipidaggregate (s. Abb. 2.2, S. 21).

Das Lipid wird in einem Loésungsmittelgemisch (Chloroform/Methanol/Wasser, 65:25:4
Vol.-%) gelost 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 Losungsmittel derselben Zusammensetzung bedeckt
ist.

Abhéangig von Molekiilgrole und Hydrophobizitit steigen die gelésten Stoffe durch Ka-
pillarkrifte im Kieselgel nach oben. Nach etwa 45 min wird die DC-Platte der Kammer
entnommen, das Losungsmittel eingetrocknet und in einer zweiten Kammer mit Dampf
von elementarem lod angefirbt. Iod bindet an organische Molekiile und bildet dabei einen
braun-gelben Farbkomplex; dadurch werden die unterschiedlichen Fraktionen der Probe
auf der DC-Platte sichtbar. Mit Molybdénlésung kénnen zusétzlich selektiv Fraktionen
mit Phosphatgruppen blau angefirbt werden.

3.2.3 Kalorimetrie
DSC

Mit DSC (Differential Scanning Calorimetry) werden Enthalpieinderungen bei Pha-
seniibergingen gemessen. Zwei Zellen mit der Probenfliissigkeit und einer geeigneten
Referenzlosung werden synchron erwirmt (Scanrate 5-30 K/h) und der Unterschied in der
spezifischen Wérme C), registriert. An Phaseniibergéingen 1. Ordnung nimmt die Entropie
sprunghaft zu; damit hat C, = T (g—%)p hier die Form einer 6-Funktion [4]. In realen

Systemen ist C), allerdings nicht unstetig, sondern weist am Phaseniibergang ein schar-
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fes Maximum auf. Integration von C), iiber den gesamten Ubergangsbereich ergibt die
kalorische Enthalpie AH,,; des Phaseniibergangs':

AH,, = / C, dT (3.1)

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

Fiir 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 iiber eine Mikrospritze der Reaktand kon-
trolliert zutitriert und schnell verrithrt. Die dabei entstehende oder absorbierte Reakti-
onswéirme A Hy;; pro Injektionsschritt wird {iber einen elektronischen Regelkreis registriert
und ausgeglichen. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis AHy;; = 0 ist. Integration
iiber die Injektionswirmen liefert die Reaktionsenthalpie AH sowie die Bindungsaffinitéit
K, und die Bindungsstéchiometrie n.

Die Messungen erfolgten mit einem VP-ITC der Firma MicroCal. Zur Auswertung stan-
den vorgefertigte Routinen in Origin 5.0 zur Verfiigung (ebd.).

3.2.4 Filmwaage

Das laterale Kompressionsverhalten von Lipid—Monolayern liit sich elegant mit einer
Filmwaage messen: ein Teflontrog wird mit Wasser gefiillt und das in Chloroform geloste
Lipid vorsichtig auf die Oberfliche getropft. Durch die Oberflichenspannung verteilt sich
die Losung rasch iiber die gesamte Oberfliche und das Losungsmittel verdampft. Ein Tef-
lonriegel, der die Lipid-/Wasseroberfliche knapp beriihrt, schiebt diese computergesteuert
zusammen. KEin teilweise eingetauchtes Filterpapier mifit die Oberflichenspannung als
Funktion der aktuellen Fliche ( Wilhelmy—Methode, [8]).

! Eine weitere Kenngrofle ist die van’t Hoff-Enthalpie; sie wird aus dem Verlauf der Scankurve abgeleitet.
Der Quotient der beiden Enthalpien ist ein Maf fiir die Kooperativitdt der Umwandlung [31].
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3.3 Festkorper-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 /. Nach den Gesetzen der Quanten-
mechanik ist dieser durch die Definition einer Vorzugsrichtung Z, z. B. durch ein dufleres
Magnetfeld ES , in dieser Richtung in Vielfachen von h quantisiert:

IL=m,h; m,=—1...+1 (3.2)

h = 27h = 6,626 - 1073* J s ist das Plancksche Wirkungsquantum.

Das magnetische Dipolmoment p, das fiir die Wechselwirkung mit einem &ufleren Ma-
gnetfeld entscheidend ist, ist mit dem Kernspin I iiber das gyromagnetische Verhéltnis
verkniipft:

pw=~vyhlIl (3.3)

Die Wechselwirkung von p mit dem Magnetfeld By hebt die Entartung der Energieeigen-
zustinde auf; es entstehen 27 4 1 dquidistante Energieniveaus (Zeeman—Aufspaltung):

E=m,vByh (3.4)

Es sind nur Uberginge zwischen benachbarten Energieniveaus, also mit der Energiediffe-
renz AE = hwy moglich; wy = yBy ist die Larmorfrequenz. Tabelle 3.1 zeigt die Werte von
I, v und wy sowie die natiirliche Isotopenhiufigkeit fiir die wichtigsten NMR-relevanten
Kerne in der organischen Chemie fiir ein Magnetfeld von 9,36 T 23,

Isotop || I | v (rel.) | wo (MHz) | natiirl. Haufigkeit (%)
'H |3 1 400 99,984
’H 1| 0,154 61,4 0,016
BC |4 0251 100 1,1
UN |l 1] 0,072 28,9 99,635
BN | 1| -0,101 40,5 0,365
Sp | 4| 0,405 162,4 100

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

Die Besetzung der Energieniveaus betrigt fiir ein System mit 2 Spinzustinden (I = %)4:

N AEN YhBy
ny exp <k3T> = exp ( T ) (3.5)

Ublicherweise wird die Feldstirke nicht in Tesla, sondern durch die zugehérige Protonenfrequenz bezeichnet
— hier also 400 MHz.

Fiir v ist die relative Gréfie im Vergleich zu 'H angegeben (yg = 2,675- 103 T s 1),

Der Index « bezieht sich auf das energetisch niedrigere, also hoher besetzte Niveau I, = —%.
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Die Empfindlichkeit einer NMR-Messung ergibt sich aus der relativen Besetzungsdifferenz
An = (no —ng)/(na + ng); fiir Protonen ist An = 3,2-107° bei By = 9,36 T.

Zudem héngt die Sensitivitdt einer NMR-Messung von dem Signal-zu-Rausch—Verhéltnis
S/N ab, in das neben By und vy die Zahl n der detektierten Kerne sowie die Scanzahl Ng,
die Temperatur 7" und die transversale Relaxationszeit T, eingehen [62]:

S/N =n~2BY*NY 11, (3.6)

Die Qualitit der Messungen i3t sich also vor allem durch ein héheres Magnetfeld signifi-
kant erhohen.

3.3.2 Festkorper-NMR von Deuterium— und Phosphor—Kernen

Gleichung 3.4 ist nur eine erste Ndherung fiir den Hamilton—Operator der Wechselwirkung
von Kernen mit dem magnetischen Feld; in der Regel miissen weitere Terme beriicksichtigt
werden [112]:

HKern:Hz—i-Hcs—i-Hdip—i-HJ—i-HQ (3.7)

Die Indizes bezeichnen:

e z: Zeeman—Term

e (S: Chemische Verschiebung (chemical shift): das lokale Magnetfeld Bj,. im Atom-
kern héingt von der Abschirmung durch die Elektronen ab.

dip: Wechselwirkung der magnetischen Dipole untereinander

J: skalare Wechselwirkung der verschiedenen Spinarten, indirekt vermittelt durch
die Bindungselektronen

@: Kopplung von Kernen mit Quadrupolmoment (< I > 1) mit dem elektrischen
Feldgradienten (EFG) einer Molekiilbindung.

Nur die ersten beiden Terme in Gleichung 3.7 héingen (linear) von By ab, d. h. die relativen
Beitrédge der restlichen Terme kénnen durch Erhohung von By reduziert werden.

Bei Deuterium—INMR ist vor allem der quadrupolare Beitrag von Bedeutung: das Qua-
drupolmoment von ?H ist mit 0,22 R? (R: Kernradius) extrem grof§ [125], withrend die
anderen Beitrige 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].

Hyy =H,+ Hg (3.8)

Die Aufspaltung der Energieniveaus von Deuterium ist in Abbildung 3.2(a) skizziert; dar-
aus resultiert ein um die Frequenz vy symmetrisches Spektrum mit 2 Linien im Abstand
Avg®. Durch die chemische Verschiebung liegt die Spektrenmitte nicht exakt bei der
Larmorfrequenz v, sondern ist um einige 100 Hz zu kleineren Feldstéirken hin verschoben.

5 Auf den Index @ wird in den folgenden Kapiteln aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.
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(a) Niveauschema (Effekt von Hg zur Illustra-

tion stark iibertrieben)

Abbildung 3.2: Aufspaltung der Kernniveaus von Deuterium im magnetischen Feld

In planar orientierten Fliissigkristallen skaliert Awvg in erster Niherung nach dem
2. Legendre-Polynom beziiglich des Winkels 6 zwischen Bilayernormale (Direktorachse)

7 und Magnetfeld ES [172]:

§62qQ 1

(3.9)

Avg = 5 5 (3 cos’ 0 — 1) (Sgg + g(Sn — Szz))

Die Ordnungsparameter S;; (i = 1,2,3 = z,y, z) beschreiben die Fluktuationen um die
Direktorachse; n ist ein Aysmmetrieparameter, der die Abweichung des elektrischen Feld-

gradienten (EFG) von der Richtung der chemischen Bindung erfafit.
Fiir C-D Bindungsvektoren in orientierten Phospholipidmembranen ist 7 =~ 0 [172] und

damit nur der Ordnungsparameter in Bindungsrichtung, S35 = S¢p, relevant:

3e2qQ 1 9
AVQ = 5 7 . 5 (3 cos” 0 — 1) . SCD (310)
Fiir 0 = 0 ergibt sich also:
3e2¢Q
Avg = 377, -Sep (3.11)

Der segmentale Ordnungsparameter Scp triagt der Tatsache Rechnung, dafl in Lipidmem-
branen die schnellen Bewegungen um die Direktorachse 7i axial gemittelt werden; Scp
ist charakteristisch fiir jede C—D Bindung bzw. jedes deuterierte Segment einer Acylkette

(siehe auch Abb. 3.11, S. 43).
(3.12)

1 2
SCD N 5 <(3 cos IB B 1)>schnelle Bewegungen

B ist der zeitabhingige Winkel zwischen dem C-D Bindungsvektor und 7 (Abb. 3.3). Die
segmentalen Ordnungsparameter entsprechen der mittleren Ordnung des Systems [24].
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Ohne Bewegungsmittelung entspricht Scp = 1 einer perfekten Orientierung der C-D —
Bindung langs 7, Scp = —5 der Richtung senkrecht dazu und S¢p = 0 dem sogenannten

magischen Winkel 54,74° zw1schen it und CD.

e —
n
B~ oooooo
EFG D S
5§ S
% "

ﬁ"

i

Abbildung 3.3: Definition der Orientierungsachsen 7 (Bilayernormale) und EFG (electric
field gradient) ~ C-D Bindungsvektor

Unter der Voraussetzung n = 0 ist ¢ QQ = x die statische Quadrupol-Kopplungskonstante.
Der elektrische Feldgradient liegt fur C-D, O-D oder N-D Bindungen hinreichend genau
lings der Bindungsachse, um ihn skalar ndhern zu koénnen [155].

X betrigt 170+£7kHz fir C-D Bindungen, 220 kHz fiir O-D Bindungen [172] und (253 —
572/ R3) kHz fiir wasserstoffverbriickte N-D Bindungen mit R = Abstand D---O in A [155].

Der Vorteil von Phosphor-NMR ist, da§ das Isotop 3!P natﬁrlich zu 100 % vorkommt,
d.h. es bedarf keiner Markierung. Der Kernspin betrigt I = , es existiert also nur
ein Ubergang, der durch chemische Verschiebung und dipolare Wechselwirkungen mit
benachbarten Protonen modifiziert wird:

H31p, Membran = H; + Hosa + Hyjp (3.13)

Die chemische Verschiebung ist bei Phosphor richtungsabhingig (CSA = chemical shift
anisotropy) und wird im Hauptachsensystem des Molekiils durch einen Tensor 2. Stufe
(shielding tensor @) beschrieben:

B, = (1 — E)BO (314)

Die CSA wird meist als relative, magnetfeldunabhéngige Verschiebung beziiglich einer
Referenzfrequenz (85 %—ige Phosphorsiure) in ppm ausgedriickt.

w —

“0 . 105 [ppm] (3.15)
wo

o=

Im Falle von Lipidmembranen vereinfacht sich &: 3'P kommt nur in den Phosphatresten
der Kopfgruppen vor; diese bewegen sich oberhalb des Phaseniibergangs wie uniaxiale
Fliissigkristalle mit Rotationssymmetrie ldngs der Direktorachse [170]:
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o, 0 0
T = 0 o O (3.16)
0 0 o

o, und o sind die Tensorelemente senkrecht bzw. parallel zur Rotationsachse des Lipids.

Der isotrope Anteil des shielding tensor ist definiert als o4, = %(2@_ + o)), also die Spur
des Tensors. Der anisotrope Teil des zeitgemittelten Tensors betrigt Ao = o, — o) und
ist nur geringfiigig von der Struktur der Lipid-Kopfgruppe abhingig [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 3! P-Signals fiir eine
makroskopisch orientierte Probe bei einer Variation des Winkels € von 0-180°. Durch einen
Fit der Peak—Positionen an das 2. Legendre-Polynom erhilt man die 0°~Orientierung.

Die Breite des 3'P-Signals nimmt unterhalb des thermotropen Phaseniibergangs stark
zu, wie in Abbildung 3.4(b) am Beispiel von Sphingomyelin gezeigt ist (0°—Orientierung,
teilweise dehydratisiert, T}, =~ 40 °C).

\ 180°
Y—&
150°

i ot

‘ il 120°
i.l / 105°
B 320 44°C
n LY 60° 4°C
" 38°C
7 45°
30° 35°C
15° M 33°C
r T T T T T T T 00 r T T T T y 200 C
45 30 15 0 -15 -30 45 -60 75 50 25 0 -25 -50
ppm ppm
(a) Variation des Winkels 6 von 0-180° bei (b) 0°—Orientierung, Durchgang durch den
T =45°C Phaseniibergang

Abbildung 3.4: 3'P-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 Uberginge zwischen den Energieniveaus nachweisen zu kénnen, mufy die thermische
Verteilung der Spins mit geeigneten Hochfrequenz—Pulsen gestort werden.

Die Spins prizedieren im Laborsystem (Achsen x, y, z) mit der Larmor-Frequenz w um die
Richtung des dufleren Magnetfeldes By. In einem mit wy rotierenden Koordinatensystem
(Achsen x’, y’, z' = z) ist die mittlere Spinorientierung M ein stationédrer Vektor.

Die Bewegung im Laborsystem und im rotierenden Koordinatensystem wird mit den
Bloch—Gleichungen beschrieben [21]. Aus diesen ergibt sich, daf§ die Anregung von Uber-
gingen mit einem im Laborsystem mit wy rotierenden Magnetfeld B; senkrecht zu By
erfolgen mufl (Abb. 3.5(b)).

Z TBO

langsame
Spins

) y y
y 0 M © schnelle
rf-Puls Spins
X X Bl X
(a) Thermisches Gleich- (b) 90°~Puls (c) Verlust der Phasen-
gewicht kohédrenz

Abbildung 3.5: Anregung der Spinniveaus mit einem rotierenden Magnetfeld §1> 1 §0>

E{ wird mit einem linear polarisierten Hochfrequenz—Signal der Frequenz vy = wy/27
erzeugt: die Polarisation 148t sich in einen links— und einen rechtszirkulierenden Anteil
zerlegen; wihrend die eine Komponente die Spinverteilung invertiert, bewegt sich die
andere mit einer relativen Geschwindigkeit —2wy, die praktisch keinen Einflufy auf die
Spins hat.

Die invertierten Spins verlieren durch Feldinhomogenitéiten ihre Phasenkohirenz
(Abb. 3.5(c)). Durch einen 180°~Puls in der x’-y’~Ebene werden die Spins refokussiert.

Im vorliegenden Versuchsaufbau wird E{ mit einem aus Silber—Flachdraht gefertigten Sole-
noid erzeugt (Durchmesser 10 mm, Windungszahl 6, Windungsbreite ~ Ganghohe =1 mm).
Zum Design wurden die Vorgaben aus [57] beachtet. Die Zahl der Windungen legt iiber
Gleichung 3.17 die erreichbare magnetische Feldstirke fest:

P
B, = 3;&0\/3—110 [Gauss] (3.17)

P ist die Verstiirkerleistung in W, V' das Spulenvolumen in ¢cm?® und 1y die Resonanz-
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frequenz in MHz. @ = woL/R heifit Qualititsfaktor; hohe —Werte bedeuten ein gutes
Signal-/Rausch—Verhiltnis, aber auch lange Abklingzeiten. R ist der Widerstand in £2;
die Induktivitéit L ergibt sich aus Windungszahl n, Durchmesser d und Lénge [ der Spule:

n2d?

L=—6_ H 1 1
35d 14l [¢H] [,d in cm (3.18)

Die Anregung erfolgt mit einem Rechteckpuls bei wp, dem im Fourierraum eine breite
Frequenzverteilung entspricht. Somit werden auch Kerne angeregt, die nicht exakt mit
der Anregungsfrequenz prizedieren.

Pulslénge

Wie man leicht anhand der Darstellung im rotierenden Koordinatensystem zeigen
kann [21], ist die Umorientierung der mittleren Spindichte beziiglich der z—Achse pro-
portional zur Zeit t,, wihrend der das Bi-Feld anliegt:

a=vBt (3.19)

« ist der Kippwinkel der mittleren Magnetisierung beziiglich der z—Achse und betrigt 90°
fiir Quadrupolar-Echo— bzw. 180° fiir Inversion-Recovery—Detektion (s. Abschnitt 3.5).

Detektion — FID

Die effektive Magnetisierung der Spins relaxiert nach dem Ende der Anregung exponen-
tiell ins thermische Gleichgewicht (FID, free induction decay). Frequenzbeitrige v ab-
seits der Larmor—Frequenz modulieren den FID mit Sinusschwingungen der Frequenzen
Av = v — 1y (Abb. 3.6(a)). Die Fouriertransformation des Zeitsignals ergibt das NMR~
Frequenzspektrum (Abb. 3.6(b)).

100+
80
60 2 4 0 1 2
3
©
40
20
0 AVIIAS : : : “\AM.
t 30 20 -10 0 10 20 30
Av [kHz]
a) exponentiell abfallende Magnetisie- b) transformiertes Spektrum im Frequenz-
(a) exp g P q
rung im Zeitraum raum

Abbildung 3.6: FID (freier Induktionsabfall) der Magnetisierung
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3.3.4 Aufbau des NMR-Gerits

Der prinzipielle Aufbau des NMR-Magneten (Oxford Instruments, Oxford, UK) ist in
Abbildung 3.7(a) skizziert: in einem doppelt gekiihlten Kryostaten liegt eine supraleitende
Spule bei 4 K. Dieses Feld wird durch zusitzliche Sattelspulen homogenisiert (shimming).

| Vakuum Sender-/Empfangerspule
i1 . W
) Probe
| supraleit.
Magnet ‘
— Anregungs- Abstimmkondensator
Spule
] Anpaltkondensator
\ =
Probenkopf || O BNC-AnschiuB O
(a) Anordnung der supraleitenden Spule im (b) Abstimmung der Sender—/
Kryostaten Empfangerspule

Abbildung 3.7: Prinzipskizze des NMR-Magneten und der Anregungsspule

Das verwendete Gerit ist ein VXR-400S der Firma Varian (Palo Alto, USA) und wird
von einer SPARCstation 5 (Sun Microsystems, Palo Alto, USA) gesteuert. Die Magnet-
feldstirke von 9,36 T entspricht einer 'H-Frequenz von 400 MHz.

Die Signalanregung erfolgt in der Reihenfolge Frequenzgenerator — Pulsgenerator —
Verstirker; bei 2H-NMR wird wegen der Breite des anzuregenden Frequenzspektrums
ein zusétzlicher Breitband-Verstéirker (1000 W) nachgeschaltet.

Die Detektion erfolgt mit einem Vorverstirker; danach wird die Trigerfrequenz demo-
duliert und das Signal iiber einen Audioverstirker 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 (Wortldnge 12 bit) digitalisiert.

Die Abstimmung des Probenkopfes (tuning) auf die Resonanzfrequenz erfolgt mit einem
parallel zur Anregungsspule geschalteten Kondensator (Abb. 3.7(b)); iiber einen weiteren
abstimmbaren Kondensator wird der Wellenwiderstand angepafit (matching).
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3.4 Herstellung orientierter Lipidschichten

3.4.1 Préparation

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 Losungsmittel 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 40 mg Lipid werden in 5ml MeOD
gelost und rasch auf 50 ultradiinne Glasplittchen (8 x 19 x 0,07 mm?, Marienfeld La-
boratory Glassware, Lauda-Konigshofen) aufgetragen. Der Grofiteil des Losungsmittels
verdampft innerhalb weniger Minuten; der Rest wird mittels einer Hochvakummpumpe
18 h lang abgesaugt. Bei keiner Messung wurden anschliefend Reste des Lésungsmittels
gefunden.

Bei einer Einwaage von m = 30 mg Lipid betréigt die mittlere Zahl n von Bilayern zwischen
zwei Glaspliattchen typischerweise etwa 1000:

n:l- m - Ny Apipid
2 A9MW  Aglas

(3.20)

Dabei ist MW das Molekulargewicht, Ap;piq die Kopfgruppenfliche des Lipids, Aglas =
152 mm? die Fliche eines Glasplittchens und Ny = 6,0-10%3 /mol die Avogadro-Konstante.
Fiir DMPC ist MW = 678 g/mol, Apipiq =~ 60 A2 und damit n ~ 1070.

Einige Lipide sind nur gering in MeOD 16slich; in diesen Fillen wurde eine 1:5-Mischung
Chloroform/MeOD verwendet.

Filterpapier Glas-Zylindersegmente

— (D
[/

50 gestapelte Glasplﬁttchen%

S

Abbildung 3.8: Probenanordnung fiir orientierte NMR-Messungen

Teflonstopsel Kerben

Nach der Trocknung werden die Plédttchen gestapelt und in ein beidseitig offenes
Glasrohrchen gegeben, das mit Teflon-Stépseln verschlossen wird (Abbildung 3.8). Zylin-
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dersegmente aus Glas fixieren den Plittchenstapel und minimieren Temperaturgradienten
in der Probe.

Zwischen dem Plittchenstapel und den Teflonstopseln liegen die Hydratationsreservoirs:
passend zugeschnittene Stiickchen Filterpapier, die zuvor in einer DoO—geséittigten Atmo-
sphire ausgeheizt wurden, so dafl das Filterpapier selbst praktisch kein HoO mehr enthélt.

Die Filterpapierstreifen werden nun mit je maximal 6 ul DO getrdnkt, das Réhrchen
verschlossen und in einem Trockenschrank bei 40-50 °C ausgeheizt. Diese Folge wird so
lange wiederholt, bis die gewiinscht Hydratation erreicht ist. Die Ausheizzeit liegt bei
minimal 8 h pro Hydratisierungsschritt.

In der Literatur wurde eine Verbesserung der Qualitit der Orientierung nach wieder-
holter Hydratisierung/Dehydratisierung berichtet [82]; bei eigenen Versuchen konnte dies
bestatigt 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 mufl nur noch die Probe mit dem Stapel von
Glasplittchen im NMR-Magneten in die gewiinschte Position gedreht werden, um win-
kelabhingige Messungen durchzufiihren. Dazu wurde eine Anordnung entwickelt, die eine
auf + 1° genaue Positionierung ermdoglicht [98]: ein abseits des Magneten stehendes Go-
niometer fithrt iiber ein System von unmagnetischen (Messing-)Stangen zur Probe, wo
eine kreuzformiger Stempel in eine entsprechende Ausfrisung in einem der Teflonstopsel
greift; iiber eine Blattfeder wird der Stempel fixiert.

Der Schrittmotor des Goniometers wird vom Mefrechner aus gesteuert. Uber eine Serie
von Winkelschritten von 0-180° wird die 0°—Orientierung bestimmt, bei der die Signale
des ?H-Spektrums den maximalen Frequenzabstand aufweisen: entweder direkt iiber eine
schrittweise Anndherung oder iiber einen Fit der winkelabhéngigen 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% eingestellt wer-
den. Da der exakte Wert am Probenort empfindlich von den Voreinstellungen fiir den
Durchfluf} der Kiihlluft abhingt, muf3 die Temperatursteuerung regelméBig kalibriert wer-
den. Dies geschieht mit einem geeichten P{-100 Widerstand, der in der Léngsachse des
Probenrchrchens (Abb. 3.8) positioniert ist. Damit sind Temperaturgradienten in den
Glaspldttchen und —segmenten einer orientierten Probe nicht berticksichtigt; die gemesse-
ne Temperatur des Phaseniibergangs etwa von d62-DPPC (T, = 37,75°C, [198]) zeigen
jedoch, dafl diese Fehlerquelle vernachlissigbar ist.

5 Diese Ungenauigkeit ist nur durch die Raumtemperierung bedingt.
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3.5 Pulssequenzen in ZH-NMR

3.5.1 Quadrupolar Echo

Ublicherweise wird zur Aufnahme von 2H-Spektren eine Folge von zusammengesetz-
ten Pulsen verwendet, die die Stérungen durch akustisches Ubersprechen und Receiver—
Totzeiten minimiert und die Invertierung von Signalen abseits der Resonanzfrequenz op-

timiert (Abb. 3.9(a)):

s s
dl— (—) —T1 — (—) —Tg—Acqu.
2/ 2/ 9190

Nach einem Intervall dy ~ 5T}, zum vorhergehenden Puls klappt ein §—Puls die Ma-

gnetisierung in die x’-y’~Ebene um. Wéihrend der Zeit 7, nimmt die Phasenkorrelation

der Spins durch transversale Relaxation und Inhomogenitéten von By ab. Der zweite §—

1

Puls (7 fiir I = 5) sorgt dafiir, daf§ die Magnetisierung nach 7 wieder fokussiert wird

(Spin-Echo). Das Maximum des Echos bei ¢ = 27, wird als Beginn des FID definiert.

Die Pulszeiten 3 lagen fiir die verwendeten Spulen typischerweise bei 8-11 ps; 7 und 7

betrugen jeweils 20 us.

A * UUU - *

FID Echo FID Echo
Sign£|I4{\[\/\&«—-—»«I\!\nj\/bvwt Signal wxf\f\n[\j\wit

(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 77 , wird die Magne-
tisierung durch einen 180°-Puls invertiert und die Relaxation der Magnetisierung M, in
den Gleichgewichtswert My beobachtet, die in erster Niherung exponentiell verliuft:

dM, M, — M,
= ————  bazw. 21
% T ZW (3.21)
M,(t) — My = 2My-exp(—t/Ty.,) (3.22)

Die Anregung erfolgt tiber eine Folge von Inversion Recovery Pulsen mit einer exponenti-
ellen Variation der Delayzeit d2 (Abb. 3.9(b)):
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d1—7r—d2—<ﬁ) —7’1—<E> —Tg—Acqu.
2/ 2/ g+90

Der 180°~Puls klappt die Magnetisierung von M, nach —M, um. Die Amplitude von —M,
nimmt durch Spin-Gitter-Relaxation wihrend der Zeit do ab und wird anschliefend 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 ¢, eine Bestimmung der quadrupolaren Relaxationszeit 17 ¢:

dl—g—T—g—tl—%—Acqu.

Quadrupolare Ordnung heift, dal die Spins nicht mehr beziiglich des dufleren Magnetfel-
des geordnet sind (Zeeman-Ordnung), sondern im elektrostatischen Feldgradienten ihrer
Nachbaratome. Die Quadrupolordnung ist maximal bei 7 = m; die Signalintensitit

148t sich durch einen §-Echopuls am Ende verbessern [190].

Fiir eine gleichméflige Anregung iiber den ganzen Spektralbereich wird eine modifizierte
BBJB-Sequenz verwendet, die Wimperis—Pulsfolge [190, 208]:

3
T o S

composite 5-Puls

Die ersten vier Pulse erzeugen die quadrupolare Ordnung, die wihrend der Zeit dy zerfallt.
Die folgenden Pulse bilden das Spin—Echo.
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3.6 Auswertemethoden

3.6.1 Bestimmung der longitudinalen Relaxationszeit 77 ,

Fiir eine Folge von Delayzeiten ds berechnet die VNMR-Software aus den Signalhohen
die longitudinale Relaxationszeit 17, nach Gleichung 3.21. Dabei ist zu beachten, daf§
Phasenfehler und Basisliniendrifts zwischen den Teilmessungen korrigiert werden miissen.

Aus der Frequenzabhéngigkeit von T , sowie aus dem Abfall der quadrupolaren Ordnung
(Th,Q, s.u.) und der Spin-Spin-Kohérenz (T5) konnen die spektralen Dichten J,(mwp)
der molekularen Bewegungsmoden bestimmt werden. (Eine ausfithrliche Diskussion der
Spektraldichten findet sich in [43,190]).

1 3

T = ZW2X2[J1(w0)+4J2(2w0)] (3.23)
1,z
-2 24
Ti g " X i) (3.24)
1 3
= g7T2X2[3JO(0)+3Jl(wo)+2JQ(2WO)] (3.25)
2

Ty, ist also empfindlich fiir Bewegungsmoden im Bereich von wp und 2wg, wéhrend 17 ¢
nur bei wy und 7% zusitzlich im statischen Bereich (w = 0) sensibel ist. Deshalb ist
stets 1y < 77 ,; in Fliissigkeiten wird durch die hohe Molekiilbeweglichkeit die statische
Komponente ausgemittelt (exztreme motional narrowing), d.h. Ty ~ T ,.

Die Spektraldichte ist proportional zur Korrelationszeit 7.:

Te

J _ T
(w) o 1+ 72w?

(3.26)
Beim Ubergang von der fliissigkristallinen in eine gelférmige oder feste Phase sinkt die
Spektraldichte vor allem im hochfrequenten Bereich (Abb. 3.10(a)) und T , steigt stark
an.

_% Festkorper
=
Q N
) viskose =
= Flissigkeit =
£ Fliissigkeit -
<
®©
() Tc
(a) Abhéngigkeit vom Phasenzustand (b) Abhingigkeit von der Magnetfeldstirke

und der Korrelationszeit 7.

Abbildung 3.10: Frequenzverteilung der Bewegungsmoden



3.6. AUSWERTEMETHODEN 43

3.6.2 Ordnungsparameterprofil und projizierte Acylkettenlinge

Die Auftragung des Ordnungsparameters |Scp| von kettendeuterierten Lipiden tiber dem
Index C; der Kettensegmente bietet einen kompakten Vergleich des Einflusses beispiels-
weise von Hydratation, Temperatur oder Sterolzugabe auf den Acylkettenbereich.

Abbildung 3.11 zeigt Spektrum und Ordnungsparameterprofil einer vollhydratisierten
POPC-Membran mit einer perdeuterierten sn-1-Kette (0°~Orientierung).

C16
(term.)

c7 C15
C12 C13C14

-25 -20 -15 -10 -5 0
Av [kHZ]
(a) NMR-Spektrum, Zuordnung der Kettensegmente fiir eine

Spektrenhalfte; der starke Anstieg am rechten Rand ist durch
das Signal des interlamellaren D2O verursacht

0.20

U T

" o
n
0.15- ]
n
n
280.10- ]
n
n

0.05- n
0-00 T T T T T T T T T T T T T T T

2 3456 7 8 91011121314 1516

C-Position

(b) Ordnungsparameterprofil

Abbildung 3.11: Ordnung der sn-1-Kette von POPC bei n,, = 28,6 und 7' =42,44+0,5°C



44 KAPITEL 3. MATERIALIEN UND METHODEN

Aus der Quadrupolaufspaltung Av berechnet sich der Betrag des Ordnungsparameters
nach Gleichung 3.11:

wino

Ay fiir Methylensegmente

170kHz

|Scp| = (3.27)

3- % fiir die terminale Methylgruppe

Das Spektrum ist eine Uberlagerung von individuellen Spektren fiir jedes der 15 Ketten-
segmente. In der Nidhe des Glycerol-Riickgrats unterscheiden sich die Ordnungsparameter
nur noch geringfiigig, weshalb die Spektren in einem ,,Schulter“-Bereich zusammenfallen’.

Die Zuordnung der Ordnungsparameter zur Kettenposition erfolgte auf der Basis von
Literaturwerten [77]. Im Falle der sn-1-Kette nimmt Av bzw. |Scp| ausgehend von der
terminalen Methylgruppe kontinuierlich zu und damit die Mobilitit der Kettensegmente
ab.

Fiir eine rotierende all-trans Polymethylen-Kette betrdgt Scp minimal —%; effektiv wird
dieser Wert durch zusétzliche innere Freiheitsgrade auf —0, 20 bis —0, 30 reduziert [149].

)

Aus dem Ordnungsparameter Sg p des i~ten Kettensegments ergibt sich die auf die Mem-
brannormale 7 projizierte Segmentlinge (D;) [173]:

(Di)
lo

1 i
=5+ 159 ] (3.28)

lo = 1,27 A ist die maximale projizierte Bindungsléinge einer all-trans Methylenkette [134].
Daraus folgt fiir die volle Kettenlinge (L¢):

1 Z-771,0,1

Imaz — i
(Le) = 22— 3~ 1SEpl 1o (3.29)
1=2

Die Austauschisomerie der Deuteronen in der terminalen Methylgruppe bertiicksichtigt 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
Moglichkeit der Ordnungsparameterprofile konnen die mittleren Ordnungsparameter auch
aus den spektralen Momenten abgeleitet werden [44,190]. Da die 2H-Spektren (fast) sym-
metrisch um wy sind, definiert man das n-te Moment fiir die halben Spektren als:

[ o f (w)dw
M, =* (3.30)

j‘:f(w)dw

Die kleinen Signalbeitrdge zwischen den aufgelosten 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 Fléiche unter dem Spektrum, das 1. Moment der Schwer-
punkt usw.

Bei homogen verbreiterten Spektren ist die Kenntnis aller Momente des vollen Spektrums®
gleichbedeutend mit der Kenntnis des FID f(¢) selbst [57]:
t2 ¢t 6
f(t):MO <1—M2§+M4E—Mﬁa+...> (331)

Fiir Spektren mit mehreren Quadrupolaufspaltungen, d. h. einer Verteilung von Ordnungs-
parametern, kann der mittlere Ordnungsparameter (|Scp|) sowie (|Scp|?) aus den ersten
beiden Momenten berechnet werden [190]:

™

M, = ﬁXUSCDD (3.32)
2
My = Sy (ISeol?) (3.33)

Die mittlere quadratische Abweichung Ay beschreibt die Breite der Ordnungsparameter-
Verteilung:

(ISenl?) = (ISepl)? Mo
Ao, = = -1 3.34
: (150012 EITE (3:34)

Bei einem Ubergang von der fliissigkristallinen in die Gelphase kommt es durch teilweises
Ausfrieren von Bewegungsmittelung zu einem starken Anstieg der Ordnungsparameter
und damit von M;. Die Streuung A, ist im Bereich des Phaseniibergangs dann maximal,
wenn gleichzeitig Gelphasen- und fliissigkristalline Doménen vorliegen.

Das 2. Moment liefert zusétzlich eine Abschétzung fiir die mittlere Korrelationszeit 7 der
Bewegungen in 2H-NMR [112]:

1

TCO L (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 Mafl wurde hier fiir kettendeuterierte Lipide
der Mittelpunkt der maximalen Quadrupolaufspaltung ( Plateauwert) gewihlt. Um daraus
entstehende Fehler sowie die leichte Asymmetrie der Spektren durch Phasenverschiebungen
zu berticksichtigen, wurden die linke und rechte Spektrenhélfte 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 fiir die 2H-NMR-Spektren die Zahl n,, der gebundenen Wassermolekiile pro Lipid
bestimmen zu konnen, mufl das Lipid entweder teilweise deuteriert sein oder iiber labile
Hydroxyl-Gruppen verfiigen, die in einem festen Verhiltnis mit dem Wasser austauschen.
Zur Hydratisierung wurde meist reines DoO verwendet (Isotec, Miamisburg, USA; Isoto-
penreinheit 99,9 %); H,O/D2O-Mischungen wurden nur verwendet, wenn das Wassersignal
andere NMR-Signale maskiert hétte.

Die Hydratationszahl n,, ergibt sich dann aus dem Integralverhéltnis der Resonanzen des
Wassers und der Lipide:

D»0 _ prLipid
_ I Np

= ipid . yD20 P [mol/mol] (3.36)

Ty

Dabei bezeichnet I das Integral iiber der 2H-Resonanz, Np die Zahl dquivalenter Deute-
ronen und p der Molenbruch des deuterierten Lipids beziiglich der Gesamtlipidmenge.

Voraussetzung fiir eine zuverlidssige Bestimmung von n,, ist der Ausschlufl von Wasser-
dampf aus der Probenpréiparation und wihrend der Messung; dies wurde durch verschie-
dene Mafinahmen erreicht:

e Die Filterpapierstreifen, die als Wasserspeicher zur Hydratisierung der Membran-
stapel dienen (Abb. 3.8, S. 38), wurden in einer DoO—Atmosphire ausgeheizt und
anschlieflend in einem abgeschlossenen Behilter mit DoO-Dampf aufbewahrt.

e Wihrend des Ausheizens wurden die Proben mit Parafilm (Pechiney, Paris) luftdicht
verschlossen.

e Wihrend der Messung wurde der Luftstrom, der zur Temperierung der Probe
benétigt 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,, fiir gleiche Quadrupolauf-
spaltungen liegt bei A n,, < 1.

Fehler bei der Bestimmung von n,, 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 dafiir empfindlichen NMR-Parameter zusammengefait. Ms, < My ist das re-
siduelle 2. spektrale Moment, das die Linienverschmilerung durch motional narrowing
berticksichtigt [114].

. . - sehr schnell,
langsam adiabat. —» -4—— schnell adiabatisch —» <_nicht adiabat.
T (s) 104 10°5 1076 10°7 10-8 1079 10-10
] ] ] | | ] ]
| | | [ | | |
Betroffene NMR-Parameter:
-t T -
<7 T2 =
Bewegungen im fliissigkristallinen Bilayer:
Cberflachenundulationen Lipidrotationen
- | —
trans-gatiche
Kompressionsmoden Kopfgruppenbewegungen Isomerisierungen
- / | P

Abbildung 3.12: NMR—zugingliche Zeitbereiche von Membranbewegungen nach [114]. Die
genauen Grenzen der Zeitskalen hingen von wy und damit von der Ma-
gnetfeldstirke ab sowie von der spektroskopischen Zeitskala 74 = 1079 s.
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Kapitel 4

Bestimmung von
Deuteron—Austauschraten

4.1 Problemstellung

In dieser Arbeit wurde fiir orientierte Multischichten erstmals eine Pulssequenz ange-
wandt, die die Bestimmung der Austauschraten labiler Deuteronen von Lipidmolekiilen
erlaubt [97].

In die Austauschraten kop' gehen neben einem geometrischen Faktor der Zuginglichkeit
der austauschenden Deuteronen fiir Wasser auch der Grad der inner— und intramolekularen
Wasserstoffverbriickung und die Hydratation ein. Unter optimalen Bedingungen sollte der
Maximalwert von kop in etwa gleich der Protonenaustauschrate von reinem Wasser bei
neutralem pH und Raumtemperatur, 1100s~! [129], sein.

Zur Messung der Austauschraten wurde die Magnetisierung des Wassers an der Membran-
oberfliache invertiert und der Transfer der Inversion auf die austauschenden Deuteronen als
Funktion der Zeit A zwischen Anregung und Detektion bestimmt. Abbildung 4.1 zeigt fiir
eine PC/Chol-Mischung schematisch den Inversionstransfer vom kopfgruppenassoziierten
Wasser auf die labile 3-f—Hydroxylgruppe von Cholesterol.

—>
D20 M/
D20

D20 2
e /D

Cho

Abbildung 4.1: Ubertrag der magnetischen Invertierung von Wasser auf die labile 33—
Hydroxylgruppe in einer PC/Cholesterol-Membran

! Der Index OD bezeichnet im folgenden die das austauschende Deuteron tragende Gruppe.

49
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Es wird davon ausgegangen, dafl der Transfer selbst sehr schnell abliduft, etwa iiber 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 A kénnen die Austauschraten iiber die Simu-
lation eines Zweiseiten—Austausches berechnet werden (s. u.).

Ein weiteres Motiv fiir die Messung von Austauschraten ist die noch offene Diskussion des
Protonenflusses in energiekonservierenden Membranen, die in Kapitel 2.3 skizziert wurde.
Es ist unklar, ob sich die Protonen tiber das freie Wasser (bulk) oder lings der hydrati-
sierten Oberfliiche bewegen. Aus den Austauschraten kann bei bekannter Geometrie auf
die Geschwindigkeit des Protonentransfers in Oberflichennéhe riickgeschlossen werden.

4.2 Pulssequenz

Die selektive Anregung des Spektrums erfolgt mit einer modifizierten Quadrupolar-Echo—
Sequenz:

(T)se1 — A — <g>m_7-_ (g)y—T—Acqu.

Der erste Puls ()¢, positioniert in der Mitte des Spektrums und mit niedriger Leistung,
ist gerade so breit, daf} er selektiv das DoO—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 hoher als die
des D2O (einige kHz).

Pulsstérke und —breite werden fiir jede Messung angepafit und liegen etwa bei 36 dB
bzw. 240 ps. Fiir eine schirfere Anregung ist (7)se; in mehrere Teilpulse aufgeteilt (com-
posite—Pulse).

Die nicht-selektiven Pulse (5) und (F) entsprechen der normalen Quadrupolar-Echo-
Sequenz. ’ !

4.3 Berechnung der Austauschraten

Durch den Inversionstransfer wird das Signal der austauschenden Deuteronen im Idealfall
vollstdndig invertiert.

Abbildung 4.2(a) zeigt typische Spektren austauschender Deuteronen bei Sphingomyelin.
Das duflere Signalpaar bei Av = 115kHz entspricht der Amidgruppe, das innere der
Hydroxylgruppe in der C3—Position (Abb. 1.9, S. 11). Die OD-Deuteronen werden fiir
A = 2...8ms weitgehend invertiert. Fiir lingere 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) unterdriickt; die
Breite des Filters ssfilter und die Zahl der Koeffizienten ssntaps wurden jeweils so
angepaft, dafl die Intensitiat der restlichen Signale unverdndert bleibt (hier: ssfilter =
1000, ssntaps = 39).
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Um systematische Veréinderungen wihrend der Meflzeit auszuschlielen, wurde fiir jeden
Wert A ein Referenzspektrum ohne selektive Wasseranregung gemessen. Die relative Ma-
gnetisierung in Abbildung 4.2(b) ist also die normierte Intensitit des OD-Signals fiir jeden
Einzelwert von A.

1.0
= Meldaten
A[ms] Fit
128
64 o 0.5
S
32 b
1]
16 k]
5 0.0-
8 =
4 O
2
-0.54
1
75 50 25 0 25 50 75 9.11882E4 0002 0007 0018 005 0.135
Av [kHZ] A[ms]
(a) NMR-Signal austauschender OD- (b) Relative Magnetisierung mit Fit an Glei-
Gruppen (mit Unterdriickung des Wassersi- chung 4.3, logarithmische Zeitachse

gnals)

Abbildung 4.2: Entwicklung des OD—Signals von vollhydratisiertem EYSM bei Variation
der Delayzeit A =2"ms, n=0...7 (T =46,5°C, n,, = 29)

Die Hin— und Riickraten des Inversionsiibertrags, k,, und kop, sind definiert als:
* kﬂ *
ROD + D*OD hy ROD* +DOD (4.1)

oD

Der Asterisk steht fiir eine magnetische Markierung in Form der selektiven Inversion; die
entsprechenden Ratenkonstanten 1. Ordnung, k_, und k., ergeben sich formal aus den
Deuteron—Austauschraten:

kop = k-[D20] bzw. (4.2)
ko = ke[DsO]

Gleichungen 4.3 und 4.4 beschreiben den Zusammenhang von DyO- und OD-
Magnetisierung [104,105]:

oD
dﬂgt = ky MY —kop- MOD _ (MOD _ MgD) . ROD (4.3)

Amw
= —ky-MY+kop-MOP — (M"Y — M%) - RY (4.4)

dit
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Dabei sind MP und M* die relativen Magnetisierungen fiir die OD-Deuteronen bzw. fiir
das orientierte Wasser und M2P und MY deren Gleichgewichtswerte.

RPP und RY sind die inversen Relaxationszeiten; RY = 1 /T1’, wird in einer separaten
Messung ermittelt, wihrend RY? ein Fitparameter ist.

Mit der weiteren Bedingung, dafl im chemischen Gleichgewicht der Magnetisie-
rungiibertrag konstant ist, 148t sich der Parameter k,, eliminieren:

kw MY = kop-M2QP (4.5)
NDQO
mit  M2/MQP = —B-——-n, analogGlg. 3.36
NDp -p

Die analytische Losung der gekoppelten Differentialgleichungen 4.3-4.4 hat die allgemeine
Form

M(t) =4 exp()\lt) + Cy eXp()\Qt) + Mo, (4.6)

also die Summe zweier Exponentialfunktionen. Die Abfallingen \; sind Funktionen
héherer Ordnung der beiden Austauschraten; in die Vorfaktoren C; gehen neben den
Mefgroflen wiederum Funktionen von A; ein.

Aufgrund der Komplexitit der analytischen Losung wurden obige Gleichungen numerisch
mit Mathematica (Version 3.0, Wolfram Research Inc., Champaign/Il., USA) gelost.

Eingabeparameter sind die Delayzeiten A, die zugehorigen relativen Magnetisierungen
Mop(A), die inverse Relaxationszeit RY des orientierten Wassers sowie das Verhiltnis
der Gleichgewichtsmagnetsierungen M% /MZQP. Die Fitprozedur wurde auf die linke und
rechte Signalhilfte des NMR-Spektrums separat angewandt und die Ergebnisse unter
Beachtung der Fehlerpropagation gemittelt.

Aus Abbildung 4.2(a) geht hervor, dafl die Austauschmessungen oft nur mit einem signi-
fikanten Fehler zu machen sind: die Probenmenge ist durch die Versuchsanordnung auf
ca. 30 mg limitiert und die Mefizeit kann nicht beliebig lang gewihlt werden. Ungeachtet
dessen ist der Auswertealgorithmus relativ robust.

Die im folgenden angegebenen Fehlerbalken berechnen sich aus der Ungenauigkeit in der
Bestimmung der Austauschraten fiir die linke und rechte Spektrenhélfte 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 Festkorper-NMR, liefert, am Beispiel von verschiedenen rei-
nen und gemischten PC-Systemen in makroskopisch orientierten Membranmul-
tischichten! ausgiebig untersucht. Zur Bestimmung der Hydratationszahl n,,
im 2H-NMR-Spektrum wurden die Membranen mit deuteriertem Wasser (D2O)
prapariert (s.Kap. 3.4). Ziel dieser Arbeiten war es, Referenzsysteme fiir 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.

— In Kapitel 6 werden Ergebnisse fiir orientierte Sphingomyelin—-Multilayer diskutiert.

Bei jeder Messung werden meist mehrere Parameter gleichzeitig erfafit: neben der Orientie-
rung des interlamellaren Wassers und von 2H-markierten Molekiilsegmenten als Funktion
der Hydratation auch Relaxationszeiten, ggf. Austauschraten labiler Deuteronen sowie die
Bildung von Doménen 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 Schluf} des Kapitels.

5.1 Reine Phosphatidylcholin-Membranen

In diesem Abschnitt wird fiir orientierte Multischichten von d54-DMPC und d62-DPPC
(jeweils beide Acylketten perdeuteriert) sowie von d31-POPC (sn-1-Kette deuteriert)?
anhand der Quadrupolaufspaltung die Ordnung des interlamellaren Wassers (D20O) und

Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich alle Angaben auf senkrecht zum Magnetfeld orientierte Mem-
branen (6 = 0).

? DMPC: 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-Phosphatidylcholin

DPPC: 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero—Phosphatidylcholin

POPC: 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero—Phosphatidylcholin

93
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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 fiir 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 kénnen. Bei niedrigen Hydratationen wurde
Doméinenbildung in orientierten Multischichten beobachtet und daraus die Abhingigkeit
der Phaseniibergangstemperatur 7;, von der Hydratisierung n,, bestimmt.

Die geometrischen Eigenschaften der untersuchten Lipidmembranen bei voller Hydratisie-
rung? sind in Tabelle 5.1 zusammengefafit [134]*.

Lipid DMPC (30°C) | DPPC (50°C) | EYPC (30°C)
Ny (mol/mol) 25,6 30,1 34,7
A (A?) 59,6 64 69,4
Vo (A3) 782 913 942
Venz (A3 /Gruppe) 28,1 28,7 -
D (A) 62,7 64 66,3

Tabelle 5.1: Physikalische Eigenschaften von vollhydratisierten PC-Multilayern; A: mitt-
lere Kopfgruppenfliche, Vio: mittleres Volumen der Kohlenwasserstoffketten;
Veone: Volumen einer einzelnen Methylengruppe, D: Wiederholabstand zwi-
schen zwei Bilayern (lamellar repeat distance)

Die Phaseniibergangstemperaturen fiir die untersuchten Lipide in der protonierten und
deuterierten Form sind in Tabelle 5.2 zusammengestellt; soweit nicht anders zitiert, wurden
die Daten aus den verfiigbaren LIPIDAT-Eintrigen [113] gemittelt:

Lipid DMPC DPPC POPC
TT%rotoniert [°C] 23’7 41725 [198] -5
deuteriert 11 19 540,5 [190] | 37,75 [198] | -6 [188]

Tabelle 5.2: Phaseniibergangstemperaturen 7}, von vollhydratisiertem DMPC, DPPC und
POPC fiir 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—empfindlichen Parameter
bei Erhéhung von n,, (fast) konstant bleiben.
* 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 DyO hydratisierten d62-DPPC Mul-
tilayern bei n,, = 23,4 fiir Temperaturen ober— und unterhalb des Phaseniibergangs.

Oberhalb des Phaseniibergangs bei 37,75°C nehmen die Quadrupolaufspaltungen der
Acylkettensignale mit steigender Temperatur durch erhthte Segmentbewegungen ab.
Beim Ubergang in die Gelphase steigt Av durch Einfrieren der Kettenbewegung stark
an; es kénnen keine Einzelsignale mehr aufgel6st werden.

% ; t % 354°C
, , , , 495°C

354°C

L L

37,2°C
38,9°C
U 495°C
60 -40  -20 0 20 40 60

Av[kHz]

Abbildung 5.1: NMR-Spektren von d62-DPPC Multilayern bei n,, = 23,4; Inlay: DyO-
Signale. Die Pfeile kennzeichnen die Position der terminalen Methylgrup-
pen in der Gelphase

Die DyO-Aufspaltung Av(D20O) 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 D20 ist in der fliissigkristallinen 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 vesikuldre Phasen, die in ihrem Innern und in den Zwischenrdumen
Wasserkavititen enthalten.

Abbildung 5.2 faBt die Temperaturabhingigkeit von Arv(D5O) von DPPC und POPC
fiir unterschiedliche Hydratationen zusammen. In beiden Fillen steigt Av(D2O) in der
L,—Phase mit abnehmendem n,,. Bei niedriger Hydratisierung steigt die Temperatur
des Phaseniibergangs etwas an (Abschnitt 5.1.4) und es bleibt fiir 7' < T}, ein Splitting
Av(D20)> 0. Zugleich tritt in diesem Bereich eine zweite Komponente im Spektrum auf.

Anmerkung: Die Aquilibrierungszeit betrug bei allen Messungen mit Temperaturvariation 15—
20 min pro 2 K Temperaturdnderung. Eichexperimente mit einem Temperatursensor am Probenort
(S. 39) sowie die NMR-Spektren der Lipide zeigen, daf§ diese Intervalle ausreichend sind. Soweit
nicht anders angegeben, sind fiir Messungen bei variabler Temperatur nur die Daten der Kiihlzyklen
gezeigt, da fiir n,, > 5 die Quadrupolaufspaltungen in Heiz— und Kiihlzyklus gleich sind.
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Abbildung 5.2: Av(D50) vs. Temperatur bei DPPC- und POPC-Membranen fiir unter-
schiedliche n,,; offene Symbole in (a): 2. Komponente im 2H-Spektrum

Der Betrag von Av(D20) ist fiir POPC bei vergleichbaren Hydratationen deutlich grofer,
da es weiter vom Phaseniibergang entfernt ist. Normiert man die Temperatur auf eine
reduzierte Temperatur beziiglich des Phaseniibergangs, Tyeq = (T — T0n) /T (T, Ty, in
Kelvin), so fallen die Kurven fiir gleiche Hydratation annihernd zusammen:

......
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'
z1- - |
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n
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\. o n,=114.117
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Abbildung 5.3: Av(D20) fir DPPC und POPC als Funktion der reduzierten Tempera-
tur Tyeq; ny betrigt fiir POPC 24,0 bzw. 11,4 und fiir DPPC 24,6 bzw.

11,7. Bei DPPC wurde der Anstieg von T, auf ca.39,5°C bei n,, =11,7
beriicksichtigt.

Fiir hohe Hydratationen folgt Av(D20) fiir DPPC und POPC trotz unterschiedlicher Ket-
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tenlinge und —séttigung einem universellen Verhalten. Die mittleren Kopfgruppenflichen
der Lipide sind in etwa gleich (Tabelle 5.1) und damit auch die Zahl der Wassermolekiile,
die in direkten Kontakt zur Membranoberfliche treten kénnen. Deren Wechselwirkung
mit den PC-Molekiilen findet vor allem mit den Carbonylgruppen, der Phosphat— und
der Trimethylammoniumgruppe statt [77,145].

Bei n,, = 11 ist die Korrelation von Av(D90) fiir DPPC und POPC schlechter, da sich
DPPC in der Nédhe des Phaseniibergangs befindet und sich deshalb Anderungen in der
Kopfgruppenfliche und der Molekiilbeweglichkeit ergeben.

Ein skaleninvariantes Verhalten beziiglich der reduzierten Temperatur ist typisch fiir Pha-
seniibergénge, die sich nach der Landau—Entwicklung der Freien Energie beschreiben
lassen [162]. Ein invariantes Verhalten gegeniiber T).4 wurde in [173] auch fiir 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 beschrankt. Unterhalb von 15°C muf} der
Gasstrom fiir die Temperaturregelung im NMR-Gerdt mit fliissigem Stickstoff betrieben werden;
dies wurde wegen der Kondensatbildung im Kiihlsystem und in der Probe vermieden. Bei zu hohen
Temperaturen sinkt die Hydratation wiithrend eines MefBzyklus um mehr als 5 %.

Die Hydratationsabhéngigkeit von Ar(D20) bei konstanter Temperatur ist in Abbil-
dung 5.4 fir DMPC, DPPC und POPC zusammengefait. Es wurde jeweils oberhalb
des Phaseniibergangs der vollhydratisierten Lipide gemessen (7' = 38 °C fiir POPC und
DMPC, T = 45°C fiir DPPC).
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l: : = ‘: "
4 O <
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(a) d54-DMPC, d62-DPPC

(b) d31-POPC

Abbildung 5.4: Av(D50) bei PC-Membranen als Funktion von n,, bei konstanter Tempe-
ratur (7' = 38°C fiir POPC und DMPC, T = 45°C fiir DPPC)

Die Zunahme der Wasserordnung bei Dehydratisierung ist fiir DMPC und DPPC trotz
unterschiedlicher Kettenldnge und einer daraus resultierenden anderen Schmelztemperatur
Ty, fiir ny, > 8 dhnlich und qualitativ anders als bei POPC. Bei POPC (Abb. 5.4(b)) steigt
Av(D20) in etwa exponentiell mit abnehmendem n,,, wihrend dieser Verlauf bei DMPC
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und DPPC weniger deutlich ausgeprégt ist.

Fiir die gesiittigten PCs flacht der Verlauf von Ar(D20) bei n,, < 10 ab: da sich beide
Lipide nahe dem Phaseniibergang befinden und 7},, in diesem Bereich deutlich ansteigt
(s.u.), wird der Effekt der Dehydratisierung (Zunahme von Av) durch den Anstieg von
T (Abnahme von Av, vgl. Abb. 5.3) kompensiert.

Fiir ny, < 5 bricht Av(D20) bei DMPC und DPPC zusammen und es tritt eine zweite
Signalkomponente im Spektrum auf. Dies ldft sich mit einer partiellen Entmischung in
koexistierende Gelphasen— und fliissigkristalline Doménen erkldren (siehe Abb. 5.12(d)).
Jede Lipidkopfgruppe ist im Mittel nur noch von einer Wasserlage bedeckt; es wird eine
Art Perkolationsgrenze fiir die Bewegung des Wassers in der Bilayerebene erreicht. Bei
POPC wurde bis zu einer Hydratation von n,, = 1,7 keine Perkolationsgrenze beobachtet.

Die Koexistenz von 2 Wassersignalen bedeutet, da§ die Gel-/Fluiddoménen grofl genug
sind, so dafl das Wasser im Beobachtungszeitraum nicht mehr zwischen ihnen austau-
schen kann. Aus der Integral der beiden Signale ldfit sich unter Verwendung der in [204]
mit PFGSE-'H-NMR?® gemessenen Diffusionskonstanten Djq; parallel zur Oberfliche die
Grofle der Gelphasendoménen abschétzen. Dabei wird vereinfachend angenommen, dafl
die Doméinen kreisférmig sind und sich in einer zusammenhingenden fliissigkristallinen
Matrix befinden; die Breite des Ubergangsbereichs von Gel- zu Fluiddoménen wird ver-
nachl&ssigt.

Abbildung 5.5 zeigt die aus [204] entnommenen Diffusionskonstanten als Funktion der
Hydratation.
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Abbildung 5.5: Diffusionskonstante D;,; von HoO auf orientierten EYPC—Multilayern als
Funktion von 7" und n,,; Daten aus [204] bzw. fiir 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 Diffusion moduliert:
A(G) = A(0) exp[—2G25*(A — §/3)D};
G bzw. ¢ sind Amplitude und Breite des Gradientenpulses und A der Abstand zwischen aufeinanderfol-
genden Pulsen, v ist das gyromagnetische Verhéltnis und D die Diffusionskonstante.
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Die mittlere quadratische Entfernung, die ein Wassermolekiil in der Zeit At durchliuft,
ergibt sich aus der Einstein—-Gleichung fiir zweidimensionale Diffusion [111]:

(r?)(At) = 4 Dyyy At (5.1)
At = 1/AAv ist der reziproke Frequenzabstand der austauschenden Signale (Abb. 5.6).
Damit ist die mittlere Fliche Ag,,, einer Gelphasendoméne:
Agom = (1) (5.2)

Bei ny, = 6,5 ist AAv = 200...300Hz und Dy, ~ 2-10 " m?/s bei T ~ 40 °C; damit
erhilt man Agop, ~ 13...8 um? bzw. einen mittleren Doménenradius von 2...1,6 pm.
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Abbildung 5.6: DoO-Signal von koexistierenden Gel-/Fluiddoménen in DPPC-Membra-
nen bei n,, =6,5; AAv ist der Frequenzabstand von Gel- und Fluidpha-
sensignal

Die grofite Unsicherheit in der Bestimmung der Doménengréfle Ag,,, liegt in der
Abschitzung der Diffusionskonstante Dy, in diesem Bereich. Es existieren nur Daten
fiir EYPC, das sich bei den in [204] untersuchten Hydratationen (n, = 4,9...18,6) und
Temperaturen (7' =1...31°C) anders als DPPC meist iiber dem Phaseniibergang befin-
det (Abb. 5.11(b)). In einer gemischten Gel-/Fluidphase konnte Dy und damit Agep,
deutlich kleiner sein.
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5.1.2 Acylkettenbereich

In Abbildung 5.7 ist fiir d54-DMPC, d62-DPPC und d31-POPC die Hydratations-
abhéngigkeit von Av fiir den Plateaubereich der Acylketten und die terminale Methyl-
gruppe zusammengefaflt.

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 fiir n,, > 6 identisch und errei-
chen bei n,, = 20 einen Minimalwert von 51 kHz, entsprechend einem Ordnungsparameter
|Sep| = 0,20.

Die Kettenordnung von POPC ist aufgrund der gréfieren Kopfgruppenfliche (Tabelle 5.1)
und der hoheren reduzierten Temperatur deutlich niedriger als bei den geséttigten Lipiden.
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(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,, 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
Kettenldnge und/oder Unsittigung entsprechend den mittleren Kopfgruppenflichen ab.

Fiir ny, > 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 300 Hz
beobachtet.

Bei DPPC spaltet das Signal der terminalen Methylgruppe fiir n,, < 5 in 3 Sub-
spektren auf: neben einem Gelphasensignal bei 16,5-17,7 kHz sieht man 2 Signale der
fliissigkristallinen Phase mit einer mittleren Frequenzaufspaltung von 740 Hz.
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Der monoton ansteigende Teil der Kurven in Abbildung 5.7(b) 148t sich in einem modell-
freien Ansatz mit einer Exponentialkurve nach Gleichung 5.3 nidhern:

Av(CHs) = Av™ 4+ a - exp (_n_w) (5.3)

Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.8 mit den MeBwerten dargestellt und in Tabelle 5.3
zusammengefafit.

14 T T
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Av [kHZ]
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Abbildung 5.8: Exponentialfits der Quadrupolaufspaltung der terminalen Methylgruppen
von d54-DMPC, d62-DPPC und d31-POPC (T = 38°C fiir DMPC und
POPC, T = 45°C fiir DPPC)

Lipid | DMPC DPPC POPC
Av® | 6,124+0,05 | 5,680,010 | 4,85 0,04
a |20,2940,70 | 18,72 +£0,48 | 6,63 £0,14
3,4940,10 | 3,09+0,04 |4,26+0,14

Tabelle 5.3: Fitparameter in Abbildung 5.8

Die Abfallinge b ist fiir POPC deutlich grofler als fiir die geséittigten Lipide. Die Dop-
pelbindung in der sn-2-Kette fithrt zu einem héheren isothermen Kompressibilitdtsmodul
Ky = A(0T/0A), [134]; damit erstreckt sich der Ordnungsprozef der Acylketten bei
Dehydratisierung iiber einen ldngeren Bereich.

Die auf n,, = 0 extrapolierte Quadrupolaufspaltung Av(CHsz) = Av™ + ¢ ist fiir DPPC
24,4kHz und damit gleich der Aufspaltung der Signale in der vollhydratisierten Gelphase
(23,2kHz; Markierung in Abb. 5.1). Die Zunahme der Kettenordnung von DPPC
in der Gelphase ist also dquivalent einer weitgehenden Dehydratisierung.
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5.1.3 Interpretation der Hydratationsabhingigkeit von Ar(D,0)

Volke et al. [201] stellten ein Modell auf, in dem der hydratationsabhéngige Verlauf von
Avr(D20) als Zweiseiten—Austausch zwischen oberflichennahem, mit der Membran wech-
selwirkendem Wasser und freiem Wasser (bulk water) interpretiert wird:

Aufgrund schnellen Austausches wird bei der Hydratation n,, eine mittlere Quadrupolauf-
spaltung (Av) von DyO gemessen:

(Av(n)) = iw /0 " Av(n!, ydn!, (5.4)

n

Das Quadrupolsplitting des n),—ten Wassermolekiils betrigt:

nl
Av(nl,) = AvPexp (—n—g)> (5.5)
w
nQ ist eine Konstante und ArY ein hypothetisches Splitting fiir n,, = 0.

Damit ergibt sich fiir Gleichung 5.4:

(Av(ny)) = M [1 — exp (—Z—g)] (5.6)

o w

Aus der obigen Diskussion geht hervor, dal Gleichung 5.6 nur bei hohen reduzierten
Temperaturen, also weit weg vom Phaseniibergang, erfiillt ist.

In Abbildung 5.9(a) ist Arv(D20) von POPC nach Gleichung 5.6 genéhert.

0 10 20 30 0 5 10 15
n,, [mol/mol] d, 2 [Al
(a) Av(D20) als Funktion von n,, mit Fit nach (b) Av(D20O) als Funktion von d, /2 mit Fit
Gleichung 5.6 nach Gleichung 5.7; d./2: Dicke der Wasser-

schicht iiber der Membran

Abbildung 5.9: Fit von Av(D20) von POPC-Membranen geméf Gleichung 5.6 bzw. 5.7

Die Fitergebnisse sind Av? = 4571 + 64 Hz und ng) = 6,10 £+ 0,18, im Vergleich mit
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2343 + 80 Hz bzw. 5,03 £ 0,3 fiir POPC bei 23°C in [201]°. Die etwas gréere Abfallinge
n? in orientierten Multischichten entspricht der Beobachtung, daff in diesen Systemen
auch bei hoher Hydratation eine endliche Quadrupolaufspaltung beobachtet wird.

In Abbildung 5.9(b) wurde n,, auf die durchschnittliche Dicke d,,/2 der Wasserschicht

iber der Membran transformiert:

Ty * Uy

dw/2 = (57)

Aka
Agg ~ 69,4A? ist die mittlere Kopfgruppenfliiche von POPC (Tab. 5.1) und v, =
29,13 A® das mittlere Volumen eines Dy0-Molekiils bei 40 °C [110]7.

Eine entsprechende Modifikation von Gleichung 5.6,

(Av) = %U;AO [1 — exp (—Z—B’)] (5.8)

ergibt A’ = 2,56 + 0,07 A, in guter Ubereinstimmung mit der Abfallinge A des Hydrata-
tionsdrucks (Glg. 2.2, S. 23): in [158] wurde fiir EYPC mit der osmotic pressure Methode
A=2,1A gemessen.

5.1.4 Hydratationsabhingigkeit der Phaseniibergangstemperatur 7,,

Mit abnehmender Hydratation steigt die Temperatur 7, des Phasenhauptiibergangs in
PC—Multischichten stark an. Bedingt durch die Schwierigkeit, kontrolliert und exakt nied-
rige Hydratationen einzustellen, streuen die Literaturwerte fiir 7}, (n,,) erheblich. Bei der
Untersuchung dehydratisierter Vesikel (z. B. mittels DSC) besteht zudem die Schwierig-
keit, eine Wechselwirkung der Vesikel untereinander und mit der Mefzelle zu vermeiden.

Die Dehydratisierung orientierter, 2H-markierter Multischichten im NMR-Spektrometer
ist gut kontrollierbar, wenn der Austausch von DyO gegen HoO aus der Kiihlluft unter-
bunden wird (Kap. 3.6.4, S. 46). Der Fehler von +0,5°C bei der Probentemperierung
im NMR-Gerit ist gegeniiber der Breite der Phaseniibergéinge bei kleinen n,, meist ver-
nachléssigbar. Allerdings liegt T, bei deuterierten Lipiden um einige °C tiefer als bei
protonierten (Tab. 5.2).

In Abbildung 5.10 wird der Anstieg von T, bei d54-DMPC in D30 mit Literaturdaten
fiir protoniertes DMPC in D2O [52] (DSC) sowie in HoO (dielektrische Messungen [139]
bzw. verschiedene Techniken [113]) verglichen. Die Fehlerbalken der NMR-Resultate stel-
len keine Ungenauigkeit in der Bestimmung von 7}, dar, sondern den Bereich, in dem die
D50O-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
Lo~ und Lg-Phase kann experimentell nicht bestétigt werden; dies liegt unter anderem
an der Definition von Anfangs— und Endpunkt des Phaseniibergangs.

In Abb. 5.11(a) werden NMR-Resultate von d62-DPPC mit 49 LIPIDAT-Daten vergli-
chen. Letztere wurden aufgrund der starken Streuung fiir gleiche n,, gemittelt (Fehler-
balken: Standardabweichung). Die gestrichelten Linien sind aus einer optischen Untersu-

6 Da in [201] multilamellare Vesikel untersucht wurden, unterscheidet sich Av® um einen Faktor 2.
" Korrekturen fiir die Hydratationsabhingigkeit von Axg [39,134] wurden in erster Niherung vernachlissigt.
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chung von DPPC-Bilayern [152] ermittelte Grenzen des Koexistenzbereichs von L,— und

Lg—Phase.
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Abbildung 5.10: Hydratationsabhingigkeit von T}, fiir DMPC
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Abbildung 5.11: Hydratationsabhingigkeit von 7T}, fiir DPPC und POPC

In Abbildung 5.11(b) sind analog NMR-Resultate und Literaturwerte fir POPC zusam-
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mengefafft. Aufgrund der niedrigen Phaseniibergangstemperatur bei voller Hydratation
liegen nur wenige Mef3— und Literaturwerte vor.

5.1.5 Doménenbildung

Die Existenz von koexistierenden Gel-/Fliissigphasen-Doménen in Lipidschichten bei nied-
riger Hydratation wurde bereits fir DPPC beobachtet [88,94,192]. In der vorliegenden
Arbeit wurden dhnliche Resultate fiir 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.

[ i

|
M

51,5°C
2 -1 0 1 2 60 40 20 0 20 40
Av [kHZ] Av [kHZ]
(a) DPPC: orientiertes Wasser (b) DPPC: Acylkettensignale
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%%%
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(c) POPC: orientiertes Wasser (d) POPC: Acylkettensignale

Abbildung 5.12: Koexistierende Doménen in d62-DPPC- und d31-POPC Membranen
(ny = 6 bzw. 4); Temperaturschritte AT = 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 Av(D2O) iiber der reduzierten Tem-
peratur 7T).q dargestellt wird (Abb. 5.3 und [71]); fiir die Orientierung der Wassermolekiile
ist also in erster Linie die Struktur der Kopfgruppe relevant.

Bei teilweiser Dehydratisierung versagt eine Darstellung von Av(D2O) vs. T4, da hier
die Dynamik des Wassers und der Acylketten fiir 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 iiber T}..q zwar auch parallel, unterscheiden sich aber
aufgrund der Unséittigung der Oleoylkette von POPC um ca. 13 % [173].

Am Phaseniibergang verschwindet die Aufspaltung der DoO-Linien bei vollhydratisierten
Proben zugunsten einer einzigen, stark verbreiterten Linie (Abb. 5.1, Inlay—Spektrum).
Ein dhnliches Verhalten wurde fiir geséttigte Lipide (DMPC, DPPC und DMPE) bereits
von Hawton und Doane [71] gezeigt und mit einem sehr starken motional narrowing durch
kritische Prozesse in der Nihe des Phaseniibergangs (pretransitional phenomena) erklért.
Laterale Fluktuationen der Kopfgruppenfliche am Phaseniibergang erzeugen kurzzeitig
Kavitidten im Bereich der Kopfgruppen, in die Wassermolekiile eindringen kénnen. Es
wurde postuliert, dafl Av(D2O) = 0 ist in Bereichen, in denen die Flichenfluktuationen
mindestens die Grofle eines Wassermolekiils haben und nur noch kleinere Bereiche zur
Quadrupolaufspaltung beitragen.

Aufgrund der Nihe der Mefitemperatur zum Phaseniibergang weicht der Verlauf von
Av(D20) vs. ny, bei DMPC und DPPC (Abb. 5.4) deutlich von dem Exponentialver-
halten ab, das fiir Lipide bei T' > T, gefunden wurde. In [52,55] wurde deshalb eine
andere Auftragung, Av(D20) vs. 1/n,, gewdhlt und aus der abschnittsweisen Linearitit
der Daten Riickschliisse iiber die Zahl der Wassermolekiile in verschiedenen , Hydrata-
tionsschalen“ getroffen. Angesichts der unterschiedlichen Faktoren, die Ar(D50) in der
Néhe des Phaseniibergangs beeinflussen, scheint eine derartige Interpretation nicht ge-
rechtfertigt.

Neben der Anndherung an den Phaseniibergang konnen bei DMPC und DPPC weitere
Ursachen fiir die Abflachung von Av(D50) im Bereich 5 < n,, < 12 verantwortlich sein:
eine Perkolationssimulation von DMPC [205] zeigt, dal in diesem Bereich die Zahl der
Wassermolekiile mit > 2 H-Briicken zu Nachbarmolekiilen stirker zunimmt als die mit
< 2 H-Briicken abnimmt; das interlamellare Wasser wird ,zdher“. Lipid und Wasser
konnen in diesem Bereich nicht mehr als getrennte Phasen behandelt werden.

An POPC-Membranen wurde gezeigt, dafl 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
dhnlich oder stirker sein, da das Dipolfeld der Carbonylgruppen gleich grofl und das der
terminalen Methylgruppen durch die héhere Kettenordnung eher grofier ist als in POPC
(siehe Kap. 1.2.5, S. 7). Dem wirkt eine verstérkte Orientierung des interlamellaren Was-
sers mit abnehmender Hydratation entgegen.
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Hydratationsabhingigkeit von 7},:

Die Zunahme von T, 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 Integralverhiltnissen der Subspektren. Dagegen lifit die grole Streuung der
Literaturdaten den Schlufl zu, daf} eine Definition der Hydratation allein aus der Einwaage
von Wasser oder aus eine Hydratisierung iiber die Dampfphase fiir diesen Zweck relativ
ungenau ist. Daneben héngt die Bestimmung von T},, auch von der Mefimethode ab: ob
sie sensibel ist fiir den Beginn, das Ende oder den ganzen Phaseniibergang.

Die Anderung von T, mit n, kann als Kriterium fiir den Begriff ,volle Hydratati-
on“ herangezogen werden: bei voller Hydratation sind die Eigenschaften der Lipidmem-
bran unabhingig vom Wasseranteil, die beiden Phasen mithin unabhingig voneinander.
Bei teilweiser Dehydratisierung beeinflufit die reduzierte Dynamik des Wassers in Ober-
flichennédhe 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 fiir die Bindung der ersten 3 Wassermolekiile, gefolgt von
einer leicht positiven Enthalpie im Bereich 3 < n, < 10. Anders als von den Autoren
interpretiert ist dies der Koexistenzbereich von Lg— und L,-Phase (Abb. 5.10(b)). Die
positive Enthalpie ist somit teilweise eine Entmischungswirme.

Analog erklirt sich der starke Abfall der partiellen molaren Transferenthalpie® von Wasser
bei ny, & 3 in einem bei 25°C gemessenen POPC—System (Abb. 8 in [14]): bei dieser
Hydratation kreuzt die Phaseniibergangstemperatur die Mefitemperatur (Abb. 5.11(b)).

In derselben Arbeit wurde gezeigt, dafl die Freie Energie AG = AH — TAS der Dehy-
dratisierung im Bereich 10 > n,, > 0 monoton ansteigt (Abb. 9 in [14]). Ubertragen
auf die vorliegenden NMR-Messungen bedeutet dies, dal das chemische Potential y der
Dehydratisierung auch iiber den Phaseniibergang hinweg kontinuierlich verliuft.

Die aus dem Verlauf von AG vs. n,, 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 nl = 6,1 40,2 (38°C) resp. 5,0 & 0,3 (23 °C).

Hydratationsdruck:

Die Transformation von Av(n,,) auf Av(d,/2) in Abbildung 5.9(b) liefert bei einer Aus-
wertung nach dem Zweiseiten—-Modell von Volke et al. [201] eine gute Abschitzung fiir die
Abfallange A des Hydratationsdrucks.

Dagegen konnte argumentiert werden, dafl bei der Betrachtung nur eines ,Halbrau-
mes“ dy,/2- Ak iber jedem Lipidmolekiil der Einflufl der gegeniiberliegenden Membran
nicht berticksichtigt wird. Anders als bei multilamellaren Vesikeln [201] geht Ar(D20)
in Membran—Multischichten auch im vollhydratisierten Zustand nicht auf 0 zuriick. Ein
Vergleich der Abfallingen A fiir die beiden Versuchsanordnungen zeigt jedoch, daf} dieser
Effekt vernachléssigt werden kann, da A von der Gréflenordnung nur einer Wasserlage

(= vy =3 4) ist.

Transferenthalpie: Enthalpiesinderung eines Wassermolekiils beim Ubergang von der bulk—Phase in die
Hydratationsschale des Lipids.
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Doménenbildung:

Die 3 untersuchten PC-Systeme — DMPC, DPPC und POPC — verhalten sich bei sehr
niedrigen Hydratationen #hnlich: die 2H-Spektren zeigen sowohl beim interlamellaren
D50 als auch im Acylkettenbereich koexistierende Gel- und Fliissigphasendoménen.

Unterschiede bestehen in der Art der koexistierenden Signale (Abb. 5.1): bei DPPC und
DMPC (Spektren nicht gezeigt) ist Av(D20) in der Gelphase grifier, bei POPC kleiner
als in der Ly,—Phase. Anders als bei DPPC verbreitern sich bei POPC die Signale von DoO
und der Acylketten bei Anndherung an den Phaseniibergang stark. Es scheinen bei POPC
auch bei niedrigen Hydratationen mehr trans/gauche—Isomerisierungen moglich zu sein als
bei DPPC. Entsprechend sollte auch die Kopfgruppenfliche von POPC weniger abnehmen
als bei den geséttigten Lipiden [39] und die oben erlduterte Bildung von Wasserkavitéiten
am Phaseniibergang bei POPC auch bei niedrigen Hydratationen noch teilweise moglich
sein.

Acylkettenbereich:

Obwohl Kettenordnung und Kopfgruppenhydratisierung unabhéngige Parameter sind, er-
wartet man bei abnehmender Hydratation ein #hnliches Verhalten: wenn die Kopfgrup-
penfliche durch Dehydratation abnimmt, sind die verbleibenden Wassermolekiile im Mittel
fester gebunden und der Kettenbereich hoher geordnet.

Dies trifft auf POPC zu, nicht aber auf DMPC und DPPC. Die Wasserordnung ist im
Bereich 5 < n,, < 12 fast konstant, wihrend die mittlere Bilayerdicke durch die hohere
Ordnung der Acylkettensegmente zunimmt.

Der Nachweis von Doménenbildung im Kettenbereich und beim assoziierten Wasser erfolgt
auf verschiedenen Zeitskalen: wéihrend der Austausch von Ketten zwischen Lo~ und Lg—
Phase aufgrund der Stabilitit zusammenhédngender Doménen [161] langsam sein kann,
erfolgt der diffusive Austausch von Wasser zwischen Domé&nen an der Membranoberfliche
schnell. Der dhnliche Verlauf der beiden Signale in Abbildung 5.12 bedeutet also, daf die
Gelphasendoménen relativ grof} sind und sich das Wasser zwischen Signalanregung und
~detektion (ca. 107%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 148t sich die Qua-
drupolaufspaltung des interlamellaren Wassers nicht aus einer einfachen Mittelung der
Konformation der DoO-Molekiile berechnen. Die Kurzzeitigkeit der Wechselwirkung mit
der Membranoberfliche und der schnelle Austausch mit bulk—Wasser werden zusétzlich da-
durch kompliziert, da} der gemessene Ordnungsparameter von orientiertem Wasser sehr
empfindlich ist, z. B. gegen kleine Anderungen des Bindungswinkels /(O-H-0). Ungeach-
tet dessen kann Av(D20) 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 oberflichennaher Wassermo-
lekiile, etwa aus MD-Simulationen, ist bisher nicht gezeigt worden. Eine mogliche Vorge-
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hensweise fiir PC-Membranen soll kurz skizziert werden:

In [111] wurde die mittlere Orientierung von Wassermolekiilen in unmittelbarer Nihe von
unterschiedlich geladenen, glatten Oberflichen untersucht. Abbildung 5.13 zeigt die Wahr-
scheinlichkeitsverteilung des Winkels 6 zwischen dem Dipolvektor eines Wassermolekiils
und der Oberflichennormalen fiir positive, negative und neutrale Oberflichenladung. An
negativ geladenen Oberflichen ist die Verteilung besonders scharf um 6 ~ +126° zentriert,
wenn also eine der O—H Bindungen direkt zur Oberfliche zeigt.

T T T T T T T

v negativ

0.01

+
positiv

neutral

Probability density (degrees™)

0 N " 1 i " 1 . 1 r r N L " 1 " " L i "
180 135 90 45 0 45 90 135 180
Angle to surface normal (degrees)

Abbildung 5.13: Orientierung des Dipolvektors von Wasser an geladenen Oberflichen
nach [111]

Die Orientierung des interlamellaren Wasser geht vor allem auf die Wechselwirkung mit
den Carbonylgruppen (negative Partialladung 0~ ) und in geringerem Umfang mit der
Trimethylammonium- und Phosphatgruppe (61 bzw. §~) zuriick [78]. Aus der relativen
Position dieser 3 Gruppen im Bilayer sowie ihrer Zugénglichkeit fiir die Wassermolekiile
konnte so die Quadrupolaufspaltung des Wassers zumindest qualitativ verstanden werden.

Abschitzung von Dominengriéfien

Die wichtigste Voraussetzung fiir eine Abschitzung der Grofie von koexistierenden Gel/—
Flissigphasendoménen ist eine genaue Kenntnis der Diffusionskonstanten in teilweise de-
hydratisierten Systemen. KEs wurde bisher nicht untersucht, wie sich die Diffusion am
Phaseniibergang als Funktion von n,, &dndert.

Desweiteren konnte aus den (kleinen) Differenzen zwischen den NMR-Signalen der Acyl-
ketten und des Wassers fiir die koexistierenden Phasen die Grofie des Ubergangsbereiches
zwischen Doménen und damit mit Annahmen iiber die Doménenform deren Grofie be-
rechnet werden. Voraussetzung hierfiir ist, daf die Anregung im NMR {iiber den ganzen
Frequenzbereich gleichméBig 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 H-Austausches zwischen zwischen der Hy-
droxylgruppe des Cholesterols und dem interlamellaren DO in einer orientierten (6 = 0)
POPC/Chol-Mischung (30 mol-% Chol).

Das Proton der 3-S-Hydroxylgruppe von Cholesterol tauscht bei einer Priparation der
Proben mit Deutero-Methanol und anschlielender Hydratisierung mit D2O vollstéindig
gegen Deuteronen aus. Als Referenzsignal dient eine kovalent gebundene 2H-Markierung
in der 3-a—Position von Cholesterol (Kap. 3.1, S. 27).

Hydratisierungsverhalten

Abbildung 5.14 zeigt die Entwicklung der Quadrupolaufspaltung des interlamellaren Do O
und der sn-1-Kette von POPC (terminale Methylgruppe und Plateaubereich) als Funktion
von n,, bei T = 38°C. Zum Vergleich sind die entsprechenden Daten fiir reines POPC

(ebenfalls T' = 38 °C) mit angefiihrt.

Die Hydratation des POPC/Chol-Systems wurde beziiglich der Gesamtmenge Lipid +
Sterol berechnet.
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Abbildung 5.14: d31-POPC/Chol-System (7:3-molar, T = 38 °C); Verlauf von Av vs. n,,
fiir D20 (a) und die sn-1-Kette von POPC ((¢): terminale Methylgruppe;
(b): Plateaubereich); jeweils im Vergleich mit reinem POPC

Im POPC/Chol-System ist Av(D50) fiir n,, > 4 geringfiigig hoher als bei reinem POPC.
Dagegen wird die Kettenordnung von POPC durch Cholesterol deutlich erhéht durch
die Bildung einer liquid-ordered— (l,—)Phase (u.a. [49,138]). Fiir n, < 4 geht Av im
POPC/Chol-System sowohl fiir das D2O als auch fiir die POPC—Ketten stark zuriick;
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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, dafl in diesem
Bereich eine Entmischung in POPC- und Cholesterol-reiche Doménen stattfindet.

Abbildung 5.15 fafit die n,,~Abhingigkeit der 3-o—2H und 3-5-2HO Splittings? von Cho-
lesterol in einer POPC/d2-Chol-Mischung bei 30 °C zusammen. Die Signale verlaufen in
etwa parallel mit einem Maximum bei n,, = 10. Wie spéter (S. 100) diskutiert wird, kann
aus der Aufspaltung des CD—Signals der mittlere Kippwinkel oy zwischen der Molekiilachse
von Cholesterol und der Bilayernormale abgeleitet werden. Im Vorgriff darauf sei bemerkt,
dafl nach diesem Modell Av(CD) =88...93 kHz einem Winkel ag =16,8. ..14,8° entspricht.
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N . 3p2HO | .
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Abbildung 5.15: POPC/d2-Chol-Mischung (7:3-molar, 7" = 30 °C); Verlauf Av vs. n,, der
3-a—2?H und 3-4-2HO Signale von Chol

Austauschraten der labilen Deuteronen

In Abbildung 5.16 sind fiir eine POPC/d2-Chol-Mischung (7:3-molar, T' = 30 °C) bei einer
Variation der Delay-Zeit A =0,5...128 ms (Kap. 4.2) repriisentative Austauschspektren
sowie die relative Signalhohe M PP der austauschenden OD-Signale von Chol mit einem
Fit der Daten gemifl Gleichung 4.3 bei n,, = 19 dargestellt.

Der Verlauf der Austauschrate kop als Funktion von n,, ist in Abbildung 5.17(a) gezeigt:
kop steigt mit zunehmender Hydratation deutlich an und erreicht bei n,, =25 einen Ma-
ximalwert von 280 + 20s!; fiir grofere Hydratationen verlangsamt sich der Austausch
wieder. Im Vergleich mit den Austauschraten der OD-Gruppen von anderen Lipiden!?
sind die Absolutwerte von kop jedoch relativ niedrig.

Im Bereich des Maximums von kop pendelt sich die longitudinale Relaxationszeit T4 ,
von des Chol-OD bei einem Wert von ca. 150ms ein (Abb. 5.17(b)). Dagegen dndern
sich die Quadrupolaufspaltungen von D3O und der beiden Steroldeuteronen (Abb. 5.15)
in diesem Bereich kontinuierlich mit der Hydratation; die longitudinale Relaxationszeit
von D20 steigt stetig mit n,, an auf ca. 125 ms bei n,, = 38. Im Gegensatz dazu liegt 11 ,
fiir das CD-Signal fast unabhéngig von n,, bei ca. 5-10ms !

 Im weiteren mit CD- bzw. OD-Signal bezeichnet.
YYPOPG, Cardiolipin: Kap. 5.3, Sphingomyelin: Kap. 6.1.2, SM/Cholesterol: Kap. 6.2
" Es muf allerdings darauf hingewiesen werden, daf T}, (OD) stark temperaturabhingig ist: bei 37 °C bleibt
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Abbildung 5.16: POPC/d2-Chol-Mischung (7:3-molar, 7' = 30 °C): NMR-Spektren und
relative Signalhohen fiir Inversion- Transfer—Anregung bei n,, = 19
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Abbildung 5.17: POPC/d2-Chol (7:3-molar, T' = 30°C): Austauschraten kop des 3-5-
Deuterons und longitudinale Relaxationszeit 77 , von D2O und den deu-
terierten Chol-Positionen

es fiir n, > 6 bei einem Wert von = 50 ms konstant [97,98].
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Diskussion

Im Bereich 10 < n,, < 25 nimmt die Austauschrate kop der 3-f—Deuteronen von Chole-
sterol monoton mit der Hydratation zu. In diesem Bereich dndert sich die Orientierung
des Cholesterol-Molekiils im Bilayer leicht von 14,8 auf 16,8° und die Kopfgruppenfliche
von POPC nimmt bis n, ~ 20...25 zu [92]. Beide Effekte bewirken eine Abnahme
der Packungsdichte im Bilayer und damit auch eine bessere Zuginglichkeit der Chol-OD
Gruppe fiir das interlamellare Wasser.

Das Maximum bei n,, ~ 25 féllt mit einer Abflachung des Verlaufs von T} ,(OD) zu-
sammen; der OD-Bindungsvektor erreicht hier offenbar seine volle Bewegungsfreiheit. In
diesem Bereich erreichen auch die Quadrupolaufspaltungen von DoO sowie der CD- und
OD-Signale von Chol ein konstantes Niveau.

Fiir n, > 25 nimmt kop wieder ab: die mittlere Kopfgruppenfliche erreicht einen kon-
stanten Wert, wihrend sich die Fluktuationen der Gesamtmembran mit steigendem Was-
seranteil erhohen. Der Austausch von Deuteronen mit der OD—Gruppe des Sterols bein-
haltet einen geometrischen Faktor: die Hydroxylgruppe liegt im Mittel auf der Hohe der
Carbonylgruppen von PC [49,146]. Damit nimmt ihre Wechselwirkung mit dem interla-
mellaren Wasser ab, wenn der Konfigurationsraum 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 24 Gew.-% Wasser (n,, =~ 10) ausgemacht.
Bei einer geringeren Hydratisierung sind die Cholesterolmolekiile nicht optimal in die
PC-Matrix eingebunden und segregieren teilweise in Doménen. 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, daf} es iiber 4
Acylketten verfiigt und in grofleren Mengen nur in Membranen auftritt, an denen zellulire
Prozesse der Energiekonservierung stattfinden (siehe S. 9). Die beiden Phosphate der
Kopfgruppe sowie die 4 Carbonylgruppen der Fettsdureketten sind in ein dichtes Netz-
werk von inter— und innermolekulare Wasserstoffbriicken eingebunden [18, 174]. Diese
bilden vermutlich auf molekularer Ebene die strukturelle Basis fiir 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 Priparation 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 kop der labilen
Deuteronen bestimmt und mit Daten fiir POPG-Membranen verglichen.

Das Mischungsverhéltnis PC/PE/CL (2:2:1-molar) wurde analog der physiologischen Li-
pidverteilung in der inneren Mitochondrienmembran gewéhlt [42].

Hydratisierungsverhalten

Avr(D20) verlduft in einem 2:2:1-molaren POPC/POPE/CL-System (Abb. 5.18(a)) qua-
litativ dhnlich wie bei reinem POPC (Abb. 5.4(b)). Die monotone Zunahme von Av mit
abnehmender Hydratisierung kehrt sich jedoch bei einer Grenzhydratisierung ns% = 14
um. Dieser Effekt ist in einer POPC/CL-Membran mit 50 mol-% CL noch deutlicher
ausgepriigt; hier liegt das Maximum von Av(Dy0) bei n3® = 19.
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(a) interlamellares Wasser (b) Cardiolipin (zentrale Hydroxylgruppe)

Abbildung 5.18: Av(n,,) fiir das interlamellare DoO 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 fiir eine DMPC/CL-Membran der gleichen molaren Zusammensetzung dhnliche Werte
gemessen wurden [98], scheint dieser Effekt unabhingig von der PC—Struktur zu sein.

Fiir die zentrale Hydroxylgruppe von CL (Abb. 5.18(b)) ist Av fiir n,, > ns% fast konstant
und nimmt fiir n,, < ns% stark ab. In [98] wurde bei PC/CL-Systemen die Bildung von
invertiert hexagonalen (H;;—)Doméinen bei niedriger Hydratation postuliert und
mit H- und 3'P-NMR nachgewiesen. Die Quadrupolaufspaltung von Lipiden ist in lang-
gestreckten Hyj—Phasen um einen Faktor 4 gegeniiber der L,—Phase reduziert [172], da
die Lipide nicht nur um ihre Molekiilachse, sondern auch um die Lingsachse der Zylin-
der rotieren kénnen. Die CL-reichen H;j—Doménen tauschen schnell mit den lamellaren
Doménen aus, so dal im NMR eine mittlere Quadrupolaufspaltung beobachtet wird.

Abbildung 5.19 zeigt ein Modell fiir derartige transiente Doménen: durch Dehydratisie-
rung werden die Kopfgruppen von CL stirker komprimiert als der Acylkettenbereich, der
geometrische Packungsparameter P (Kap. 2.1.3, S. 20) wird grofer als 1. Die damit ver-
bundene intrinsische Spannung in der Membran ermoglicht den flip-flop der CL-Molekiile,
der fiir die ,eingegrabenen® Zylinderstrukturen notwendig ist. Da aber eine Struktur nach
Abb. 5.19 den PC-Molekiilen einen Packungsparameter P < 1 und damit eine geringere
Abschirmung der Acylketten von der Wasserphase aufzwingt, tauschen die Hyi—Doménen
schnell mit lamellaren Domé&nen aus.

PC entmischt

\
PC/CL &S%&ggg?

AT RIAT
I
ffﬁﬁ% Wasser

Abbildung 5.19: Vermutete Struktur von PC/CL-Membranen bei niedrigen Hydratatio-
nen (analog zu [40])

CL entmischt

Austauschraten der labilen Deuteronen

Die Deuteron—Austauschraten der beiden untersuchten CL—-Systeme sind in Abbil-
dung 5.20 als Funktion von n,, gegeniibergestellt.

In der 1:1-molaren PC/CL-Mischung ist die Austauschrate fiir n,, > 20 auf einem kon-
stanten Niveau von kop ~ 500s~!. Darunter, also in dem Bereich, in dem der Anteil an
koexistierenden Hjj—Doménen sukzessive zunimmt, steigt kop erst stark an und fillt fiir
Ny < 13 wieder ab. In einer Membrangeometrie nach Abb. 5.19 nimmt die Zugénglichkeit
der CL—Hydroxyle fiir DoO und damit des Austausches mit DoO stark ab: ein Teil des CL
ist ganz von der Wasserphase abgeschirmt, ein anderer Teil reichert sich wahrscheinlich in
den stark gekriimmten Bilayerregionen an, die die H;j—Doménen umschlielen.

In der PC/PE/CL-Mischung durchliuft kop(n,) ebenfalls ein Maximum in dem Bereich,
in dem sich der Verlauf der Quadrupolaufspaltung von D20 und des CL-Hydroxyls um-
kehrt. Es wurde nicht systematisch untersucht, ob auch hier ein kontinuierlicher Ubergang
in eine Hjj—Phase auftritt; angesichts der hohen Tendenz von PE zur Bildung nichtlamel-
larer Phasen ist eine solche Annahme jedoch plausibel. Fiir n,, > 20 nimmt die Deuteron—
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Austauschrate stark ab auf kop ~ 200s~ L.
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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 T}, von D2O und der OD-Gruppe von CL,
wobei die beiden Groflen im Rahmen der Mefigenauigkeit gleich verlaufen.
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Abbildung 5.21: Longitudinale Relaxationszeit 77 , 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, dafl PG in
vielen Bakterien die hiufigste Lipidkomponente darstellt [11]. Die POPG-Kopfgruppe hat
zwei austauschende Hydroxylgruppen am - und y—Segment (zur Nomenklatur s. Abb. 1.6,
S. 9).

Der Verlauf der Austauschraten und die longitudinalen Relaxationszeiten T4 , des inter-
lamellaren Wassers und der austauschenden Hydroxylgruppen sind in Abbildung 5.22 als
Funktion der Hydratation gezeigt.
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Abbildung 5.22: Austauschraten kop und longitudinale Relaxationszeit 77 , der interla-
mellaren Wassers bei POPG (T' = 30 °C); siehe auch [97]

Die Austauschraten von S— und y—Segment sind bei niedrigem n,, leicht unterschiedlich
und erreichen fiir hohe Hydratation einen Sittigungswert k&%, ~ 1000s~1.
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Interpretation von 77, mit dem Modell eines Zweiseiten—Austausches

In [201] wird ein Modell fiir die Hydratationsabhingigkeit von T} . entwickelt: unter der
Annahme, dafl nur Wassermolekiile in unmittelbarer Nihe der Oberfliche von der Mem-
bran in ihrem Relaxationsverhalten gestért werden und fiir n, > 10 schnell mit den
ungestorten Wassermolekiilen austauschen, erhilt man analog zu Gleichung 5.6:

Ry (ny) =1/T1 ,(ny) = g(Zﬂx)2 [TE exp (—Z—f) + 75 <1 — exp <—Z—:’)>] (5.9)

w w

Die Korrelationszeit der Wassermolekiile ist im ungestorten Zustand (bulk water) 7¢ und an
der Oberfliche 70; n” ist die Abfallkonstante der Korrelationszeit des von der Oberfléiche
beeinfluBten Wassers. Fiir bulk water bei 23°C ist T} , ~ 450 ms und 7; = 3-10~1%5 [201].

T1,, wurde fiir die CL-Systeme (unter Vernachlissigung der oben diskutierten Koexistenz
von L,/Hrr—Phasen fiir n,, < 20) und POPG nach Gleichung 5.9 ausgewertet. Die Er-
gebnisse sind in Tabelle 5.4 zusammengefaflt; zum Vergleich sind die Daten fiir POPC
aus [201] mit angefiihrt.

Lipid(e) T [°C] | 77 [107125] | 79 [107198] | n!) [mol/mol]
POPC/POPE/CL (2:2:1) | 38 6,1+1,2 | 2,54+0,5 5,640,6
POPC/CL (1:1) 38 7,9+2,9 | 3,6+0,7 6,5+ 0,9
POPG 30 | 12,4+1,4| 4,840,4 4,740,3
POPC [201] 23 5,1+0,8 | 1,14+0,2 4,340,7
EYPC [201] 23 9,1+1,3 | 3,240,3 3,74+0,3

Tabelle 5.4: Parameter fiir Fit von T} ,(n,,) von D2O gemifl Gleichung 5.9 fiir verschiedene
Lipidmischungen

Die grofiere Abfallange n;, der Relaxation fiir die CL-Systeme und fiir POPG im Vergleich
zu POPC kann mit einer hoheren Zahl von H-Briicken an der Membranoberfliche erklart
werden.
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Diskussion

Fiir POPG néhert sich kop bei hoher Hydratation dem Wert der Austauschrate von
Protonen in reinem Wasser bei neutralem pH und Raumtemperatur [129], kox = 1100s~1.

In den CL-Systemen wird diese Rate im Ubergangsbereich zwischen der rein lamella-
ren Phase und koexistierenden H;;—Phasen erreicht, in einem Bereich also, in dem die
Membran vermutlich starken Formfluktuationen unterworfen ist. Fiir hohe Hydratationen
(ny > 30) erreicht kop in den CL-Systemen einen konstanten Wert k&, der linear vom

Molanteil geladenen Lipids'? in der Membran abhéingt (Abb. 5.23(a)).

1 500 T T T T T 6 T ! ! ' PdPG
POPC/CL 1:1 }
1000 | T
— PC/PE/CL 2:2:1
o,
i {
500 POPC ]
0 T T T T T 0 T T
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
Anteil geladenes Lipid [mol-%] Anteil geladenes Lipid [mol-%)]

(a) Austauschraten k&%, (b) Korrelationszeit 72

Abbildung 5.23: Gemittelte Austauschraten fiir n,, > 30 und Korrelationszeit 70 als Funk-
tion des Molanteils geladener Lipide (Annahme: CL einfach ionisiert)

Die aus T . (ny) abgeleitete Korrelationszeit des Wassers an der Membranoberfliche, 72,
steigt ebenfalls mit der Membranladung an.

Der Abhingigkeit von k&% und 70 von der Ladungsdichte lit auf eine héhere Ver-

weildauer bzw. langsamere Diffusion von Wasser an geladenen Membranober-
flachen schlieflen.

Fiir diese Beobachtung kénnen mehrere Erklarungen herangezogen werden:

e Die PC-Kopfgruppe richtet sich mit steigender negativer Membranladung zuneh-
mend parallel zur Bilayerebene aus [117, 150, 171]. Dadurch stabilisieren sich
H-Briicken zwischen dem interlamellaren Wasser und dem Interface-Bereich, wie
in [174] mit FTIR fir Cardiolipin in PC-Membranen gezeigt wurde.

e Der Radius der Coulomb-cages (S. 24) nimmt linear mit der Ladung zu [67]; damit
steigt auch die Verweildauer von Protonen an der Membranoberfliche. Dies erklirt

2Dabei wurde angenommen, dal CL nur einfach ionisiert ist (pKi = 2,8; pK2 > 7,5, [166]) und sich kop
und 72 zwischen 30 (POPG) und 38 °C (CL-Systeme) nicht stark &ndern.
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auch, warum der Fluf von Protonen durch die Membran durch CL [34] erhoht wird
und allgemein die Protonenleitung an der Membranoberfliche in Anwesenheit von
negativ geladenen Lipiden steigt [69].

e In [46] wird die Stérung der Orientierung und Rotation von Wasser in direktem
Kontakt mit (Protein-) Oberflichen bestimmt: die verlangsamte Dynamik der Was-
sermolekiile in der 1. Hydratschale fiihrt zu einer 10-100-fach reduzierten lateralen
Mobilitdt — in etwa das Verhéltnis der Korrelationszeiten 7;/7).

Fiir 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 (Hjy) uiber [98].

Aus diesem Grunde ist es auch nicht mdéglich, in Analogie zu Kapitel 5.1.4 die Zunahme
der lyotropen Phaseniibergangstemperatur bei Dehydratisierung zu messen. In den obigen
Messungen wurde stets angenommen, daf dieser Effekt im untersuchten Hydratationsbe-
reich keine Rolle spielt.

Eine weitere Komplikation besteht darin, daff der pH-Wert teilhydratisierter, ungepuffer-
ter Systeme nicht bekannt ist; es ist daher nicht klar, ob CL unter diesen Umstinden ein—
oder zweifach ionisiert ist. Da die Ladung des Lipids durch Gegenladungen (hier: Na™)
kompensiert wird, erscheint es plausibel, dal die Hydrathiille um diese Ionen die effektive
Hydratisierung erniedrigt.

Ob diese Dehydratisierung zu einer Absenkung des pH—Wertes fiithrt, die ihrerseits einen
Ubergang in die H;;-Phase auslosen kann [169], ist offen.

Ausblick

Abbildung 5.23 legt nahe, dafl sowohl die Deuteron-Austauschraten als auch die Kor-
relationszeit oberflichennaher Wassermolekiile, 70, von der mittleren Membranladung
abhédngen. Eine systematische Untersuchung dieser Groflen, etwa mit variablen Antei-
len POPG in einer POPC-Matrix, sowie der lateralen Diffusion an der Membranober-
fliche [204] wire von groflem Interesse, weil sie helfen koénnte, die Rolle geladener Lipide
in der Plasmamembran zu verstehen.

Der kontinuierliche [”Jbergang zwischen L,—und Hj;—Phase, der in Cardiolipin—
Membranen bei niedriger Hydratation beobachtet wurde ( [98] und diese Arbeit), weist
auf eine der moglichen Rollen dieses Lipids hin: die ,,Bereitstellung® eines hohen Mafles
an Kriimmungsenergie in der Membran. Diese kann den Einbau von Proteinen in die
Membran sowie die Aktivitdt der Proteine in und an der Membran kontrollieren [162].

Durch Dehydratisierung der Membranoberflache erhéht sich offensichtlich die Tendenz zu
Nicht-Bilayer-Phasen. Wie gezeigt wurde, treten bereits bei n,, ~ 15 koexistierende H;;—
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 wéren in dieser Hinsicht
sehr aufschlufireich.



Kapitel 6
Sphingomyelin

| believe [...] that it will be found that
the significance 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
Doméinenbildung in Lipidmembranen hingewiesen. Bis heute sind viele Modellsysteme
mit SM untersucht worden, die jedoch alle unter einer wichtigen Einschrinkung leiden:

Es existieren keine Rontgen—Strukturdaten, da die Flexibilitit des Lipids die Ziichtung
hochreiner Kristalle verhindert [184]. Ob die Daten von Ceramid (S. 12) auch fir SM
giiltig sind, ist fraglich. Damit ist sowohl die Geometrie der Lipide im Bilayer als auch die
der intra— und intermolekularer Wasserstoftbriicken bereits bei reinem SM spekulativ; fiir
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 natiirlich
vorkommendes SM, d.h. um das D-erythro—Stereoisomer aus Rinderhirn (bbSM, bovine
brain SM) oder Eigelb (EYSM, egg yolk SM).

Da spezifisch deuteriertes Sphingomyelin nicht kommerziell erhéltlich ist und eine Synthese
im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich 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-hydrozy—
Gruppe von SM!: bei einer Priparation der Proben mit Deutero-Methanol (H3C-OD)
und anschliefender Hydratisierung mit DoO 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, daf} in einer C-D-O Bindung der OD—Vektor frei um die C-O Achse
drehbar ist (£(C-D, O-D) = 72,5°), zugeordnet werden. Damit ist die effektive Quadru-
polaufspaltung von Hydroxyldeuteronen durch Bewegungsmittelung stark reduziert.

! Im folgenden als ND— bzw. OD-Gruppe bezeichnet.

81
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Zum Verstdndnis von Phasenumwandlungsphdnomenen wurden fiir einige der Modellsy-
steme DSC- und Filmwaagenexperimente (FW) gemacht (Tabelle 6.1).

Lipide (Sterol) in mol-%
pPC SM Chol Methode(n)
DPPC | POPC | bov. brain | egg yolk
- - 100 - — | NMR, DSC, FW
- - - 100 - NMR, DSC
- ] et | - ] 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 Phaseniibergang erfolgt kontinuierlich iber
einen Bereich von 20-45°C mit einem Maximum bei T}, =35-40°C. Die Breite des
Ubergangs ist aus der Verteilung der Kettenlingen (Tabelle 1.2, S.11) allein nicht zu
verstehen: sie ist fiir EYSM nur unwesentlich kleiner als fiir bbSM, obwohl EYSM eine
relativ homogene Fettsiureverteilung (vorwiegend C 16:0) hat.

Eine mogliche Ursache ist die intensive Wasserstoffverbriickung im Interface— und Kopf-
gruppenbereich: Amid— und Hydroxylgruppe kénnen als Donor und Akzeptor, die Phos-
phatgruppe des Cholins nur als Akzeptor von H-Briicken agieren (S. 11).

In allen untersuchten orientierten Multischichten (6 =0°) zeigten die OD— und ND-Grup-
pe von SM in der L,—Phase ein weitgehend konstantes Quadrupolsplitting (ca. 55+5 bzw.
115+5kHz) in einem Bereich von 35-80°C. In der Gelphase sind diese Signale so stark
verbreitert, daf} sie auch bei hohen Scanzahlen kaum vom Rauschen zu unterscheiden sind.

Das Verhiltnis des Integrals I(7") iiber dem ND- bzw. OD-Signal bei der Temperatur
T in der Ndhe des Phaseniibergangs zum maximalen Integral I,,,,; oberhalb des Pha-
senitbergangs, I(T")/I ez, korreliert bei reinen SM-Membranen qualitativ sehr gut mit
DSC-Ergebnissen, wenn man einen Umwandlungsgrad gel-fluid, U(T"), definiert als:

_ fi?mm Cp(T")dT" { 0 fiir reine Gelphase (6.1)

U(T) - gm.az Cp (Tl) dT/ - ]_ fur reine LOé*Phalse
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Das relative Integral der ND—/OD-Signale ist damit ein Maf} fiir den fluiden Anteil an
Sphingomyelin (Abb. 6.1; DSC-Daten fiir bbSM aus [45]).
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Abbildung 6.1: Vergleich des Umwandlungsgrades U (T) aus DSC-Messungen mit dem
Integral der ND—/OD-Signale im NMR

Die Quadrupolaufspaltung des Do O—Signals verhéilt sich reziprok zum Umwandlungsgrad:
sie verschwindet, im Gegensatz etwa zu PC, in der fliissigkristallinen Phase (Abb. 6.2).
Die Wendepunkte der beiden Kurven liegen im Rahmen der Genauigkeit der Temperatur-
regelung im NMR~Gerét (40,5 °C) bei gleichen Temperaturen.
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Abbildung 6.2: wie Abb. 6.1; Vergleich von U(T') mit Av(D50)
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Die geringe Zunahme der Wasserorientierung bei bbSM fiir T' > T}, 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 77 , zu Werten, die fiir Festkérperphasen typisch sind
(Abb. 3.10(a), S.42). Abbildung 6.3 zeigt ein NMR—-Spektrum von EYSM bei 23 °C, das
mit reduzierter Pulslinge entsprechend einer geschétzten Relaxationszeit T , = 10s unter
einem Ernst-Winkel 0 von 82° aufgenommen wurde?. Die Mefidaten wurden aufgrund
des niedrigen Signal-/Rauschverhéltnisses geglittet (gleitender Mittelwert iiber 25 Mef-
punkte).

450 100 -50 0 50 100 150
Av [kHz]

Abbildung 6.3: Gelphasenspektrum von vollhydratisiertem EYSM bei 23 °C

Das Signal bei Av =~ 130-140 kHz wurde den Amid-Deuteronen zugeordnet; die Hydro-
xylgruppe bleibt aufgrund der Bewegungsmittelung schlecht aufgelost. Trotz der starken
Einschrinkung der Rotationsfreiheit des Lipids in der Gelphase ist der Ordnungsparameter
Snxp = 0,40 dhnlich hoch wie in der L,—Phase (s.u.). Die asymmetrische Form der ND-
Spektren deutet darauf hin, dal der Asymmetrieparameter n etwa durch eingeschrinkte
Rotationsfreiheit von Null abweicht (siehe S.32).

6.1.1 Hydratisierungsverhalten

Ungewohnlich ist die isotrope Beweglichkeit der DoO-Molekiile im Bereich der SM-
Kopfgruppe oberhalb des Phaseniibergangs (Abb. 6.2), die zu einem Verschwinden der
Quadrupolaufspaltung fithrt. PC hat dieselbe Cholin—-Kopfgruppe und orientiert vor allem
oberhalb und zu einem geringeren Ausmaf} unterhalb des Phaseniibergang Wasser. Dies
fithrt zu einer temperaturabhiingigen Quadrupolaufspaltung des DoO-Signals (Kap. 5.1.1
und [27]) mit einem Minimum bei T,,.

Bei vollhydratisiertem Sphingomyelin tritt erst bei hohen Temperaturen wieder eine Qua-
drupolaufspaltung, d.h. partielle Orientierung von D20, auf (Abb. 6.4(a)). Dies deutet
darauf hin, daf§ alle Donoren und Akzeptoren von Wasserstoftbriicken in der L,—Phase

Zur Verkiirzung der Mefizeit werden die Spins nicht komplett in die x’-y’-Ebene geklappt, sondern nur
um den Winkel #g; Voraussetzung dafiir ist die ungefdhre Kenntnis von T ..
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intra- oder intermolekular geséttigt sind. Bei 7" = 70 °C brechen diese Wasserstoftbriicken
auf, und das Lipid kann mit dem Wasser wechselwirken.

ND ND
A -
88°C
82°C
75°C
69°C
63°C
57°C
52°C
46°C
41°C
N
050 025 000 025 050 0.75 60 40 20 0 20 40 60
Av [kHZ] Av [kHz]
(a) Wasserorientierung (b) ND- und OD-Gruppe (Wassersignal digital

gefiltert, siehe S. 50)

Abbildung 6.4: Temperaturabhingigkeit der NMR-Signale von vollhydratisiertem EYSM
(ny = 32)

Die iiber den ganzen Temperaturbereich weitgehend konstante Position der ND— und OD—
Signale (Abb. 6.4(b)) zeigt, daf sich die Orientierung des Interface-Bereichs im Bilayer
nicht dndert.

Die Verbreiterung des Hydroxylsignals bei hohen Temperaturen verlduft parallel zu
Av(D20), vermutlich durch eine starke Beschleunigung des Austausches von labilen Deu-
teronen mit dem interlamellaren Wasser.

Einflufl der Dehydratisierung

In Abbildung 6.5 ist fiir bbSM die Temperaturabhingigkeit von Av fiir das interlamellare
D>0O, die Hydroxylgruppe und die Amidgruppe bei verschiedenen Hydratationen zusam-
mengefafit.

Mangels kovalenter Markierungen wurde n,, aus dem Integralverhiltnis der OD—/ND-
Signale und dem Wassersignal berechnet. Wenn ein Teil der OD— oder ND-Gruppen
durch unvollstdndigen Austausch, durch partielle Sattigung (77 , ~ Wiederholrate) oder
grofle Linienbreite nicht im Spektrum sichtbar ist, konnte n,, kleiner sein als angegeben.
Allerdings miifite dies ein Mechanismus sein, der beide Gruppen in gleichem Umfang
betrifft. Mit FTIR konnte zudem gezeigt werden, dafl nach einem Austausch von HoO
gegen DoO die NH-Protonen in weniger als einer Stunde wollstindig gegen Deuteronen
austauschen [197].
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Wihrend die Quadrupolaufspaltung von D2O in der L,—Phase bei n,, > 20 verschwindet,
steigt sie in der Gelphase fiir abnehmende Temperatur und/oder Hydratation stark an.
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Abbildung 6.5: Quadrupolsplittings von bbSM als Funktion von n,, und Temperatur

Die Quadrupolsplittings der Amid— und Hydroxylsignale sind in der L,—Phase kaum tem-
peraturabhéngig; nur beim Ubergang in die Gelphase nimmt Av etwas ab. Es kann nicht
unterschieden werden, ob die Ursache eine leichte Verkippung des Interface-Bereiches oder

eine andere Geometrie der Wasserstoffbriicken ist?.

% In wasserstoffverbriickten N-D Bindungen skaliert die statische Quadrupol-Kopplungskonstante mit dem

Abstand R(D--- O) (R in A): x = (253 — 572/R?) kHz [155].
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Auch bei EYSM-Multischichten hingt Ar(D2O) im Bereich hoher Hydratation (n, =
20...32) nur geringfiigig von n, ab und zeigt zudem dieselbe Temperaturabhingigkeit

beim Durchgang durch den Phaseniibergang (Abb. 6.6(a)).

T T T T |77'r1‘N_|:32 7'7nl_32' T T V|/v
1.0 :}O\ o n =20 10+ 707n:=20 /v/ i
.\2::3’\0 —a—n, =15 Vil
= 8l VvV — n,= 12 /v .
AW v
\-\o %V/
— — G- E
= Z
2" " | F | et
o LA\kv
\ \ &‘:iw‘vw
\O\ 21 Vv ]
O\O A-A A A v
Q:Q:Q:Q:Q:Q:Q:Q:Q\
0.0 : : ; : 0- : eoaay —
20 30 40 50 60 20 30 40 50 60
T[°Cl T[r°Cl
(a) vollhydratisiert (b) dehydratisiert

Abbildung 6.6: Av(D20) in teilhydratisierten EYSM-Membranen

Bei niedriger Hydratation (n, < 15) treten im Wassersignal bis zu 3 Subspektren
mit ungewthnlich hoher Quadrupolaufspaltung auf; Abbildung 6.7 zeigt die Tempera-
turabhiingigkeit des Wassersignals im Vergleich mit den anderen 2H-Signalen.

48°C ma ]

0 20 40 60 8 6 4 2 0 2 4 6 8
Av [kHZ] Av[kHz]
(a) rechte Spektrenhilfte (b) D20O-Signale

Abbildung 6.7: NMR-Spektren von teilhydratisierten EYSM-Membranen (n,, = 12)
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Eine Komponente bleibt relativ stabil bei 4-5 kHz, wihrend die anderen stark temperatu-
rabhingig sind. Die OD— und ND-Signale liegen in diesem Spektrum wiederum bei etwa

45 bzw. 120 kHz, sind aber fiir T" < 50 °C stark verbreitert. Mit ihnen korreliert ist die

breiteste Wasseraufspaltung bei 11 kHz T2 % 6,5 kHz.

Diskussion

In vollhydratisierten SM—Systemen verschwindet die Quadrupolaufspaltung von DoO
in der L,—Phase. Das heifit, dafl Interface- und Kopfgruppenbereich in hohem Mafle
durch Wasserstoffbriicken vernetzt sind; Donatoren und Akzeptoren von H-Briicken sind
abgesittigt und interlamellare Wassermolekiile finden wenig Méglichkeiten der Wechsel-
wirkung. Dieser Effekt ist bei bbSM gegeniiber EYSM aufgrund der heterogenen Zusam-
mensetzung der Fettsdureketten etwas abgeschwécht.

Eine schwache Assoziation des Wassers mit der Oberfliche von SM—Membranen in der
L,—Phase wurde bereits frither postuliert [85,86]. Sphingolipide [89] oder allgemein Lipide
mit gleichzeitig vorhandenen Donatoren und Akzeptoren von H-Briicken [18] sollten nur
in geringem Umfang mit dem Wasser wechselwirken.

Es wurde gezeigt [6,26,102,167,176], daB sich am Phaseniibergang von SM vor allem die
Eigenschaften der Cholin—Kopfgruppe dndern: ihre Beweglichkeit nimmt bei sinkender Hy-
dratation oder Temperatur stirker ab als bei vergleichbaren PC—Membranen. Dies deutet
auf starke Wasserstoffbriicken zwischen Amid—, Hydroxyl- und Phosphatgruppe [176] hin.
Aus dem Circulardichroismus des Interface—Bereichs von SM [6] wurde ebenfalls abgeleitet,
dafl H-Briicken zwischen Phosphatgruppe und Hydroxyl- oder Amidgruppe zu einer gerin-
geren Bewegungsfreiheit der Kopfgruppe als bei PC fithren. Diese H-Briicken sind relativ
stark, da Hydroxyl- und Amidgruppe in einem Bereich mit niedriger Dielektrizitéitszahl
¢ liegen [6]. Aus 'H- und 3'P-NMR Messungen an invertierten SM-Mizellen in Chloro-
form [184] wurde gefolgert, dafl die Wasserstoffbriicken zwischen dem Sphingosin—
Hydroxyl und dem Phosphatester—Sauerstoff in der Kopfgruppe intramolekular
sind. Dagegen ist die Amidgruppe intra— und intermolekular H-verbriickt.

Die Abbildungen 6.6(a) und 6.4 werden derart interpretiert, daff fiwr 7' < T3, und 7' > Ty,
die H-Briicken zwischen dem Sphingosin-Hydroxyl und dem Phosphatester—Sauerstoff
teilweise aufbrechen und es zu Wechselwirkungen zwischen OD-Gruppe und Wasser
kommt. Fiir T' < T}, kann dies daraus resultieren, daf} die Beweglichkeit der Kopfgruppe
und die des Interface—Bereichs in der Gelphase in unterschiedlichem Mafle abnehmen.

Daf sich die (geringe) Hydratisierung der Amidgruppe am Phaseniibergang kaum &ndert,
wurde mit FTIR-Messungen? von vollhydratisiertem EYSM gezeigt [73].

3IP-NMR Messungen bestitigen, dal Sphingomyelin iiber einen weiten Temperatur—
und Hydratationsbereich eine stabile Bilayerphase bildet (Abb. 3.4(b), S.34). Die star-
re Interface-Struktur bewirkt, &hnlich dem Einflul von Cholesterol in PC-Membranen,
eine Verwischung des Unterschiedes Gelphase/fliissigkristalline Phase. In der Gelphase
sind die Ketten kondensiert, allerdings durch die starre Struktur des Interface-Bereichs
mit einem hohen Grad an Rotationsfreiheit: 34 % befinden 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 einzuschrinken und ihre transversale
Relaxationszeit stark zu verringern.

* Fourier-transformierte Infrarot—Spektroskopie
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Die Ubergang zwischen voller Hydratisierung und teilweiser Dehydratisierung findet nach
Abb. 6.5(a) und 6.6 bei n,, ~ 20 statt. Dies steht im Einklang mit Rontgenstreuungs—
Messungen, bei denen fiir bbSM-Membranen bei 40 °C eine Grenzhydratation ni® =~ 25
(40 Gew.-%) gemessen wurde [195], bei der die mittlere Kopfgruppenfliche einen konstan-
ten Wert Axe = 54 A2 annimmt [7].

Bei niedrigen Hydratationen (n,, < 15) erreicht Av(D20) sehr hohe Werte (Abb. 6.6
und 6.7) und es treten bis zu 3 koexistierende Wasserdoméinen auf. In Abbildung 6.7(b)
nehmen sowohl Quadrupolaufspaltung als auch Linienbreite des duflersten DoO-Signals
mit steigender Temperatur stark zu.

Der molekulare Ordnungsparameter Spp eines mit der Molekiilachse zur Membran-
oberfliche orientierten Wassermolekiils liegt iiblicherweise bei nur 0,01-0,02 [61], d.h.
Av(D90O) s = %-0, 02-220kHz = 6,6 kHz. Die beobachteten Werte Av =~ 10 kHz kénnen
nur erkldrt werden, wenn man annimmt, dafl ein Teil der DoO-Molekiile im Mittel iiber
einen lingeren Zeitraum ,schrig® 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 Membranoberfliche und Wasser bedingt [32]. Da bei SM in der L,—-Phase weder die
Kopfgruppe noch der Interface-Bereich Wasser orientieren, sollte der Hydratationsdruck
Py (Kap. 2.2.3 und 5.1.3) relativ niedrig sein. In der Tat wurde mit der Osmotic-Pressure—
Methode [143,158] fiir SM ein wesentlich geringerer Wert als fiir EYPC gemessen (P =1,6
bzw. 3,2 - 108 dyn/cm?; jeweils L,-Phase), withrend die Abfallinge \ fiir beide Lipide
gleich ist (=~ 2 A, [126)).

Eine Messung des Hydratationsdrucks fiir verschiedene Sphingomyeline tiber den ganzen
Bereich des Phaseniibergangs sollte die aus den NMR-Daten abgeleitete Anderung der
Hydrophilie der SM-Oberfliche bestétigen.
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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, dafl die ND—Signale durch die selektive Inversion der DsO—
Magnetisierung nicht beeinflufit werden (Abb. 6.8), d. h. daf die Deuteron-Austauschraten
hier < 1/T1? sind.

Referenz

Delay A [ms]
256
128

60 40 20 0 20 40 60
Av [kHZ]

Abbildung 6.8: NMR-Spektren von austauschenden Deuteronen in orientierten EYSM-
Membranen bei T' = 42,4°C und n,, = 29 (D2O-Signal durch digitale
Filterung unterdriickt)

In Abbildung 6.9 und 6.10 sind die Austauschraten kop von EYSM- und bbSM-
Membranen als Funktion der Temperatur und der Hydratation gezeigt. Aufgrund der
Heterogenitéit der Fettsdureketten sind die austauschenden Signale bei bbSM breiter und
mit einem stirkeren Rauschen behaftet als bei EYSM; die Bestimmung der Austauschraten
wird dadurch ungenauer.

Sowohl bei EYSM als auch bei bbSM steigt kop mit der Temperatur stark an, ohne im
untersuchten Temperaturbereich einen Sittigungswert zu erreichen. Bei vergleichbarer
Hydratation (n, = 20 bei bbSM, n,, = 23 oder 17 bei EYSM) sind die Austauschraten
bei bbSM-Membranen, trotz eines grofleren Fehlers, hoher.

Bei konstanter Temperatur nimmt kop fiir EYSM und bbSM monoton mit der Hydrata-
tion zu.
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Abbildung 6.10: Austauschraten von labilen Deuteronen in bbSM-Membranen
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Da es sich beim Deuteronenaustausch offensichtlich um einen temperaturaktivierten
Proze handelt, kann die Aktivierungsenergie F4 aus den Austauschraten iiber eine
Arrhenius-Beziehung abgeleitet werden [4,76]:

E,
= A S 2
kop exp ( RT) (6.2)
bzw. p
Inkop o —R—; (6.3)

R = 8,314 J/(molK) ist die molare Gaskonstante. Vereinfachend wurde eine Reaktion
1. Ordnung angenommen.

In Abbildung 6.11 sind die temperaturabhingigen Austauschraten von bbSM und EYSM
aus Abb. 6.9(b) und 6.10(b) fir n, > 20 zusammengefafit und gemeinsam ausgewertet.
Die Werte fiir n,, < 20 wurden verworfen, da in diesem Bereich nicht mehr von voller
Hydratation ausgegangen werden kann und sich entsprechend 7},, zu hheren Werten hin
verschiebt.

Aus der Steigung der Fitgeraden ergibt sich eine mittlere Aktivierungsenergie E4 =
(41,1 £6,0) kJ/mol °.

74 i
"o,
£
Q
NS
= 6- 7
a
NS = bbSM, n, =20
= e EYSM,n, =23
A EYSM,n, =26
v EYSM,n, =29
Linearer Fit durch alle Daten
5 T T T
3.0 3.2 3.3

3.1
1000/T [K"]

Abbildung 6.11: Arrhenius—Auftragung der Deuteron—Austauschraten von SM mit einem
linearen Fit an alle Mefipunkte; die Steigung der Fitgeraden betrigt
—(4,94 £0,73) - 103/K

® Anmerkung: Die hier und im folgenden angegebenen Aktivierungsenergien sind extrem groff im Vergleich
zur thermischen Energie RT = 2, 5kJ/mol bei 298 K. Eine Aussage iiber die Wahrscheinlichkeit, mit der ein
Prozef} ablduft, erfordert zusétzliche Informationen iiber den praexponentiellen Faktor A in Gleichung 6.2.
Dieser ist von der Groflenordnung 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, dal die Hydroxylgruppe von SM zum
interlamellaren Wasser hin orientiert ist; damit ist die Aktivierung des Austausches allein
thermisch und nicht durch geometrische Faktoren bestimmt.

Fiir hohe Hydratation und/oder Temperatur nihert sich kop dem Wert von 1100s~!, der
fiir Protonenaustausch in reinem Wasser bei Raumtemperatur und neutralem pH bestimmt
wurde [129].

Die monotone Zunahme von kpp mit der Temperatur erlaubt die Abschidtzung der Akti-
vierungsenergie F4 = (41,1 £+ 6,0) kJ/mol des Protonenaustausches. Diese liegt deutlich
hoher als bei reinem Wasser, wo fiir einen Austausch nach Gleichung 6.4 fiir Protonen
AH(H") = 10kJ/mol und fiir Hydroxylionen AH(OH ) = 8,8kJ/mol gemessen wur-
de [116].

k
H,0 + H;0t 2 H30%  + HyO  baw.

H,O +OH 2 OH +H,0 (6.4)

Ein Teil des Unterschieds geht auf die stabileren Wasserstoffbriicken von D2O zuriick
(Kap. 2.1.4, S.21); den Hauptbeitrag liefert aber vermutlich die reduzierte Mobilitit von
Wasser an der Membranoberfliche (Kap. 5.3, S.78).

Wie im néchsten Abschnitt gezeigt wird, ist das Relaxationsverhalten von DO 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 meibare Austausch der Amiddeuteronen koénnte aus
einer sehr starken Wechselwirkung mit den Carbonyl-Sauerstoffen iiber H-Briicken [102]
resultieren.
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6.1.3 Relaxationsverhalten des interlamellaren Wassers

Die longitudinale Relaxationszeit 77, des Wassers nimmt bei EYSM &hnlich wie
bei PC-Membranen [201] mit steigender Hydratation stark zu (Abb. 6.12(a)), ohne
jedoch die Werte zu erreichen, die fiir PC bei sehr hoher Hydratation typisch sind
(Th,, ~ 350ms, [201]). Ein starker Anstieg von Ti , erfolgt bei hoheren Hydratationen
als bei PC- [ebd.] oder CL-Systemen (Abb. 5.21). Fiir hohe Temperaturen erreicht die
Relaxation ein hydratationsabhingiges Maximum (Abb. 6.12(b)).
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(a) als Funktion der Hydratation (b) als Funktion der Temperatur

Abbildung 6.12: Longitudinale Relaxationszeit 17 , von EYSM

Die Relaxationszeiten von DoO im bbSM-System sind bei gleicher Hydratation und Tem-
peratur etwas hoher als bei EYSM (Daten nicht gezeigt).

Aus der Temperaturabhingigkeit von 77 , kann unter der Voraussetzung einer monoex-
ponentiellen Relaxation die effektive Korrelationszeit 7. der Wassermolekiile berechnet
werden [194, 201]:

1
Tl,z

= %(270()27'C (6.5)

X = 220 kHz ist die statische Kopplungskonstante von D>O. Fiir reines Wasser ist 17 , ~
450 ms (bei 23 °C) und damit 7. = 3 ps [201]. Der Maximalwert von T} , betréigt fir EYSM
125 ms; damit ist 7. < 11ps — deutlich langsamer als bei reinem Wasser, aber schnell
genug, um die Annahme eines schnellen Austausches der Wassermolekiile untereinander
zu rechtfertigen ( [81], S. 361).

Sofern Gleichung 6.5 giiltig ist, kann analog zu Gleichung 6.3 die Aktivierungsenergie
E, des Wassers aus der Temperaturabhingigkeit der Relaxationsrate 1/7; , berechnet
werden [193]:

1 Ey
. X exp <R—T> (6.6)
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Fiir eine quantitative Analyse konnen nur die Daten aus Abbildung 6.12 herangezogen
werden, in denen Tj,(7') monoton steigt. Die starke Streuung der Daten ergibt sich
daraus, dal Av(D,0O) fast Null ist und die Linien deshalb kaum aufgelost sind. T,
wurde fiir jede Signalkomponente separat bestimmt; der angegebene Fehler setzt sich also
aus der Abweichung der zwei Werte von 77 , vom Mittelwert und aus den individuellen
Fitfehlern zusammen.

44 w EYSMn,=17 ' . | ' |
e EYSM,n,=23 " 60
A EYSM,n,=26 .
v EYSM,n,=29 - DPPC
— o bbSM, n, =20
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£ ? 40 DPPC
" N i
= 3 103
.- =, .
) < °
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E/ o’ 201 T l E 1
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(20,9 kJ/mol)
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Abb. 6.12(b) — d. h. fiir Bereiche, in denen 77,
mit der Temperatur steigt

und DPPC-Membranen nach Glg. 6.6; DPPC—
Daten aus [94]; Ea(H20) aus [204]

Abbildung 6.13: Aktivierungsenergie der DoO-Relaxation von SM-Systemen im Vergleich
mit (orientierten) DPPC-Multilayern

Abbildung 6.13(b) fafit die nach Gleichung 6.6 fiir die SM—Systeme gewonnenen Daten
zusammen. Mit angefiihrt sind Literaturdaten fiir 0°—orientierte DPPC-Multilayer® und
zum Vergleich die Aktivierungsenergie fiir Selbstdiffusion von reinem H2O (20,9 kJ/mol,
[204]).

5 Der im Originaltext genannte Wert von E4 = 32,1kJ/mol fiir n, = 3-4 mufite nach einer Reevaluierung
der Daten auf 57,9 + 8,9 kJ/mol korrigiert werden.
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Diskussion

Die oben durchgefiihrte Ableitung einer Aktivierungsenergie der DoO-Relaxation ist aus
mehreren Griinden problematisch:

e Da T ,(D20) nicht monoton mit der Temperatur steigt, wurde zur Bestimmung von
E 4 gemif Gleichung 6.6 nur ein Teil der 77 ,—~Werte herangezogen.

e Die Mechanismen, die zu einer Abnahme von T} , bei hohen Temperaturen und/oder
Hydratationen fithren, kénnen nur teilweise verstanden werden (s. u.).

e Vergleichbare Literaturdaten, d.h. die Temperaturabhéngigkeit der Relaxation des
interlamellaren Wassers, wurden nur in [94] fir teilweise dehydratisierte DPPC-
Multilayer (n,, = 8 bzw. 3-4) gefunden. Andere Untersuchungen beschrinken sich
auf die Aktivierung deuterierter Lipidsegmente (z. B. [194]).

Eine vorsichtige Interpretation der Abbildungen 6.12 und 6.13(b) laft folgende Schliisse
Zu:

Der Hydratationsbereich, in dem die Dynamik des interlamellaren Wassers von der Ober-
fliche der SM—Membranen beeinflufit ist, ist deutlich hoher als bei PC-Systemen. Dies
steht nicht im Widerspruch zu der Feststellung, dafl sich SM-Oberflichen weniger hy-
drophil als ihre PC-Pendants verhalten: wihrend hydrophile Oberflichen vor allem die
Ordnung des Wassers in ihrer unmittelbaren Nidhe beeinflussen, bewirken hydrophobe
Oberflichen eine starke Ordnung des Wassers, die sich {iber relativ grofie Distanzen er-
strecken kann [80].

Der Riickgang von T, bei hohen Temperaturen wird auf einen komplexen Zusammen-
hang mit der Anderung der Wasserstoffverbriickung (Abb. 6.4) und einem (bis jetzt nicht
gemessenen) Einfluf von Membranundulationen zuriickgefiihrt.

In diesem Sinne wird auch der Verlauf von E4(n,) von D2O fiir das EYSM-System in-
terpretiert: die ,,Hydrophobizitdt“ von SM wird nur bei hoher Hydratation beobachtet
(Abb. 6.6); in diesem Bereich steigt E4(n,,) auf Werte, die beim (hydrophileren) DPPC
nur fiir sehr geringe Hydratationen erreicht werden.

Die Aktivierungsenergie der Selbstdiffusion von reinem Wasser wird als eine Untergrenze
fiir die Aktivierung der DoO-Relaxation verstanden.
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6.2 Bindre SM/Cholesterol-Systeme

Nach dem Temperatur— und Phasenverhalten von reinem Sphingomyelin wurde als
néchstes der Einflufl von Cholesterol untersucht.

Abbildung 6.14 zeigt das NMR-Spektrum einer 2:1-molaren bbSM/Cholesterol-Mischung
bei n,, = 27, also in einem Bereich, in dem reine SM—Membranen als voll hydratisiert an-
genommen werden konnen. Die 3a—Position von Cholesterol wurde nach der in Kapitel 3.1
beschriebenen Methode selektiv deuteriert.

Nach der oben erwidhnten Priparation mit Deutero-Methanol erwartet man neben den
D,O-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 3a—Deuterons und der austauschenden 35-Hydroxylgruppe von Cho-
lesterol bei ca. 90 bzw. 30kHz. Die Integralverhiiltnisse sollten den molaren Anteilen
entsprechen, d. h. 2:2:1:1 in der genannten Reihenfolge.

Chol 3a-D

96 %
Chol I3OL—D :

SM—ND? SM-OD SM-OD éSM—ND f

60 40 20 0 20 40 60 -60 -50 -40 -30 -20
Av [kHZ] Av [kHz]
(a) H-Spektrum bei 53 °C (b) Dekonvolution der linken Spektrenhilfte

nach Gauss-Linien; Flichen auf das Integral
des 38—OD Signals von Chol normiert

Abbildung 6.14: 2H-Spektrum einer 2:1-molaren bbSM/Chol-Membran bei n,, = 27

Beobachtet wird (Abbildung 6.14):

1. Das 38-OD Signal von Cholesterol ist im 2H-Spektrum kaum nachweisbar.

2. Das Integralverhiltnis SM—OD/Chol-3a-D ist etwas grofier als der erwartete Wert,
wahrend das SM-ND Signal nur etwa die Hélfte 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 erkldrbar 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 Intensitit des ND—Signals bei
ca. 10-15 %, die Chol-35-OD Gruppe zeigte keinen mefibaren Signalriickgang.

Die zwei Komponenten des SM—OD Signals sind in etwa gleich grofl. Nimmt man an, daf} je
ein SM— und ein Chol-Molekiil stark miteinander wechselwirken, so kann die Aufspaltung
aus einer minimalen Verkippung des Interface-Bereichs von SM fiir Cholesterol-assoziierte
SM-Molekiile resultieren. Damit verdndern sich Elektrostatik und/oder Geometrie der H-
Briicken des SM-OD und bewirken die unterschiedliche chemische Verschiebung der zwei
Subsignale.

In Abbildung 6.15 sind die Quadrupolaufspaltungen bei n,, = 27 iiber einen Temperatur-
bereich von 26...60 °C zusammengestellt. Fiir das SM-OD ist nur die Quadrupolaufspal-
tung der schmalen Komponente in Abb. 6.14 gezeigt.
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(a) Interlamellares D2O und Chol (3a-D) (b) Sphingomyelin-Signale

Abbildung 6.15: Temperaturverlauf der 2H-Aufspaltungen Av in einer 2:1-molaren
bbSM/Chol-Membran bei n,, = 27

Sie unterscheiden sich bemerkenswert von denen des reinen Sphingomyelin:

Avr(D20) steigt fiir T > 33 °C kontinuierlich mit der Temperatur an; der Anstieg verlduft
parallel zur Abnahme der Quadrupolaufspaltung des Chol-3a-D und des SM-OD. Das
SM-ND Signal ist im Bereich von 33-44 °C weitgehend konstant.

Die Sphingomyelin—Signale sind iiber den ganzen Temperaturbereich klar aufgelost. Im
Bereich des Phaseniibergangs 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 trigt sie iiber Av(D20) auf, so sieht man erneut
den parallelen Verlauf der Aufspaltungen von DO, SM—OD und Chol-3a-D:



6.2. BINARE SM/CHOLESTEROL-SYSTEME

99

1,00 i
f0.051 ]
Z
3
m  Chol-3u0-D
e SM-OD
A SM-ND
0.90 i
33|°C 42|°C 51I°C 59|°C
0.2 04 06

AV(D,0) [kHZ]

Abbildung 6.16: Relative Anderung Av/Avp,; der SM— und Chol-Signale in Abb. 6.15
fiir T > 33 °C als Funktion von Ar(D50); durchgezogene Linien: lineare

Né&herungen

Einflufl der Dehydratisierung

Die Quadrupolaufspaltungen des D2O und des 3a—Deuterons von Cholesterol ist in Abbil-
dung 6.17 gezeigt. Av(D20O) nimmt fiir niedrige Hydratationen stark zu. Das Chol-Signal
dndert sich weniger deutlich, steigt aber fiir abnehmende Hydratation und Temperatur

kontinuierlich an.

1 .5 T T T T
—m—n,=32 A
—e—n, =21 e
—A—n, = A
A-A }/A/A/A
1.0- // . ]
A
¥
=, oo’
o
2 0.5 /././-/. .
o % m ol
2"
eooy e 24
0.0 T T T T
20 30 40 50 60
T[°C

(a) Interlamellares Wasser

1 00 A\ T T T T
A JR— nW =32
\ —e—n,, =21
Aaa, A, —a—n,=
/o/.\o\ A
oy "M \l kA\
— e A\k
3 et M
= 95- \\:\ b
> [}
< SN
\l\.
—~o
\o
90 T T T T
20 30 40 50 60
T [°C]
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Abbildung 6.17: Dehydratisierung der 2:1-molaren bbSM/Chol-Mischung: Quadrupol-
aufspaltungen von DO und Chol-3a-D als Funktion von n,, und T'
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Orientierung von Cholesterol

Aus dem Ordnungsparameter Scp des 3a—Deuterons von Chol kann die mittlere Orien-
tierung der Molekiilachse von Cholesterol abgeleitet werden. Scop setzt sich zusam-
men aus den Beitrdgen der Molekiilgeometrie, S, und der Orientierung der Molekiilachse
zur Bilayernormalen im Winkel a, S, (Abb. 6.18(a)):

Sep = Sa-S, mit (6.7)
1
S, = 5(:>,cos,2ry—1) und (6.8)
_ 1 2
So = §<3cos a—1> (6.9)

S, ist ein geometrischer Faktor, bestimmt durch den Winkel v zwischen C—2H Bindung und
Molekiilachse. Aus fritheren Arbeiten ist bekannt, dafl v = 79° und damit S, = —0,445 ist
(in [30]). Fiir den molekularen Ordnungsparameter S, mufl ein Bewegungsmodell ange-
nommen werden, um das Zeitmittel zu bestimmen. Fiir eine axialsymmetrische Gauf3—
Verteilung von « um einen mittleren Kippwinkel oy herum kann g durch numerische
Integration simuliert werden:

% o sin(a) exp (—a?/2a3) (3 cos? o — 1)da

Sa = o sin(a) exp (—a?/2a2) da

(6.10)

In PC/Chol-Mischungen wird «y durch die Geometrie der Wasserstoffbriicke zwischen der
sn-2 Carbonylgruppe und dem 35-OH festgelegt [108] und liegt bei ca. 16° [30].

Im vorliegenden Fall nimmt das Quadrupolsplitting des 3a—Deuterons von 93 auf 100 kHz
zu; dem entsprechen Werte von «g von 14,8...11,8° (Abb. 6.18(b)).

Membrannormale 17
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Y 16
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c-D o
Bindun‘g\ 151
My 14
<3 13-
12
114
10 T T T
90 95 100
AV(Chol-30-D) [kHz]
(a) Geometrie eines Cho- (b) Simulation des Kippwinkels g als Funk-
lesterol-Molekiils im Bilayer tion von Av(Chol-3a-D) gemif 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 3-5—-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 zugehorigen Aus-
tauschraten kénnen aufgrund der teilweisen Aufspaltung des OD-Signals nur mit einer
groflen Unschérfe bestimmt werden.

Im Rahmen dieses Fehlers schwanken die Austauschraten um den Wert fiir Protonenaus-
tausch in reinem Wasser, 1100s~! (vgl. Diskussion auf S. 93).

1500- \ \H ]
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Abbildung 6.19: Deuteron—Austauschraten der labilen Hydroxylgruppe von SM im 2:1-
molaren bbSM/Chol-System

Diskussion

Frithere Untersuchungen haben gezeigt, dafl zwischen der 38—-OH Gruppe von Cholesterol
und der Amidgruppe von Sphingomyelin eine stabile Wasserstoffbriicke vorliegt [15, 18].
Dies erklart die Abnahme des ND-Signals in Abbildung 6.14: wenn zwischen einem Teil
der Amidgruppen und Cholesterol H-Briicken bestehen, die statisch in der Membranebene
ausgerichtet sind, so ist ihr 2H-Spektrum stark verbreitert (Pulverspektrum). Auch eine
Einschrinkung der Rotationsfreiheit des SM—-ND kann &hnlich wie im Falle des Chol-34-
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, daf sich die Orientierung des Interface—Bereichs von SM bei einer
Assoziation mit Chol leicht dndert. Im Interface—Bereich ist die Dielektrizitdtszahl e nied-
rig (= 2) und deshalb die H-Briicken relativ stark [7]. Bereits geringfiigige Anderungen
in der Molekiilgeometrie konnen die Elektrostatik und damit die Stérke der H-Briicken in
diesem Bereich modifizieren [148]. Dies erklirt die Aufspaltung der SM—OD Linien sowie
ihre unterschiedliche chemische Verschiebung.

In anderen Messungen wurde gezeigt, dafl bei bbSM-Monolayern die Zugabe einer
dquimolaren Menge Cholesterol zu einem starken Anstieg des Dipolpotentials fithrt [126].

Av(D20) 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)): fir 7" > 33°C nimmt Ar(D-0)
kontinuierlich zu. In [51] wurde fir Palmitoyl-SM /Chol-Vesikel mittels DSC gezeigt, daf§
der Phaseniibergang 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 unabhingig vom Chol-Anteil bei etwa 42 °C. Die Ergebnisse
wurden derart interpretiert, dafl der scharfe Peak den Phaseniibergang einer SM-reichen
und der breitere Peak denjenigen einer Chol-reichen Subphase oder der Grenzregion um
diese Doménen darstellt.

Das Minimum von Av(D20) bei T' = 33 °C wird daher als eine Komponente des Phasen-
iibergangs der SM/Chol-Mischung interpretiert, obwohl bei der hier untersuchten Chol-
Konzentration von 33 mol-% 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, daf§ diese 3 Gruppen von demselben Mechanismus
beeinfluflt werden. Mit steigender Temperatur nimmt der mittlere Kippwinkel o von
Cholesterol im Bilayer zu; dies fithrt zu einer verdnderten Ausrichtung der SM—OD Gruppe
sowie zu verstiarkter Wechselwirkung mit dem interlamellarem Wasser.

Die Deuteron—Austauschraten des Hydroxylgruppe von SM sind in Anwesenheit von Chol
deutlich hoéher als bei reinem SM und hingen kaum von Temperatur und Hydratation
ab (Abb. 6.19); kop liegt fast immer im Bereich der Proton—Austauschraten von reinem
Wasser. Dies deutet ebenfalls darauf hin, daf} sich die Wasserstoffverbriickung der SM-
Hydroxylgruppe in Anwesenheit von Cholesterol dndert.

Ausblick

Nur mit kettendeuteriertem Sphingomyelin ist eine Aussage dariiber moglich, in welchem
Umfang und bei welchen Segmenten sich die Ordnung der SM—Acylketten in der Gelphase
durch Cholesterol erhoht.

Eine systematische Variation der Stereoisomere von SM und Chol, d.h. von 4 x 2
Méglichkeiten (SM: D /L-erythro/threo; Chol: nat/ent), konnte die Geometrie der Wasser-
stoffverbriickung entschliisseln. Ein Vergleich der Kondensation von EYSM-Monolayern
durch die beiden Enantiomere nat-Cholesterol (natiirliche Variante) und ent-Cholesterol
zeigte einen deutlichen Einflufl der Stereogeometrie des Sterols, der fiir 30 mol-% Chol
maximal ist [101].
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6.3 SM/DPPC—-Membranen

Phosphatidylcholin und Sphingomyelin gehéren zu den hiufigsten 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,
daf} reines Sphingomyelin sich deutlich anders als Phosphatidylcholin verhilt und Chole-
sterol einen starken Einfluf} auf dieses Verhalten hat.

In der Literatur finden sich vor allem Daten fiir 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 bindrer SM/Chol-
und DPPC/Chol-Mischungen (z.B. [3, 15,109, 198]) stehen jedoch wenige Arbeiten ge-
geniiber, die den differentiellen Effekt eines Austausches von PC gegen SM untersuchen
(z.B. [123,180]).

In den folgenden Untersuchungen wurde DPPC meist in der d4(«, f)-Form verwendet,
d. h. die beiden Methylensegmente der Cholinkopfgruppe sind deuteriert (zur Nomenklatur
siche Abb. 1.6, S. 9). Gegeniiber der kettendeuterierten Form hat d4-DPPC den Vorteil,
dafB sich die ?H-Signale nicht mit denen von Sphingomyelin {iberlappen und zusétzlich
Anderungen in der mittleren Kopfgruppenorientierung verfolgt werden kénnen: so éndert
die Cholingruppe ihren mittleren Winkel von = 30° zur Membranoberfliche in Anwesenheit
von geladenen Lipiden [171] oder bei Dehydratation [9].

6.3.1 DSC- und Filmwaagenexperimente

Zum besseren Verstindnis wurden fiir einige der mit NMR untersuchten SM/PC-
Mischungen Filmwaagen— und DSC—Versuche gemacht.

In Abbildung 6.20(a) sind die exothermen Wirmen des Phaseniibergangs von
bbSM/DPPC-Schallvesikeln” der Zusammensetzung 2:1 mol/mol mit und ohne Chole-
sterol gezeigt. Das molare Verhiltnis SM/PC ist dabei konstant, der Cholesterol-Anteil
betriagt 25 mol-%. Die Enthalpien wurden auf die Gesamt-Molmenge normalisiert. Es
wurden Heiz— und Kiihlkurven gemessen, die sich nur geringfiigig unterscheiden; darge-
stellt sind jeweils die Kiihlkurven.

Die Enthalpie AH =6,23kcal/mol des Phaseniibergangs 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]%).

Der gemessene Wert AH = 3,76 kcal/mol fiir die bbSM/DPPC/Chol-Vesikel liegt fiir glei-
che Molanteile Cholesterol deutlich iiber denen von bindren SM/Chol- und PC/Chol-
Systemen [181]. Im Vergleich mit der bbSM/DPPC-Mischung zeigt sich, da§ Cholesterol
vor allem die Breite des Phaseniibergangs erhoht, wihrend seine Position konstant bleibt.

In [181] wurde gezeigt, daf fiir steigende Anteile Cholesterol AH bei SM/Chol schnel-
ler abfillt als bei DPPC/Chol. Eine Dekonvolution der DSC-Kurve nach den Bei-
tragen idealer und nichtidealer Mischung ergab, daf} die langsamere Abnahme von AH im
DPPC/Chol-System vor allem auf eine weniger ideale Mischbarkeit zuriickgeht.

Schallvesikel werden durch Ultraschall-Bestrahlung der Lipiddispersion erzeugt; aufgrund ihrer relativ klei-
nen Durchmesser (ca. 100 nm) ist der Phaseniibergang geringfiigig zu kleineren Temperaturen verschoben.
Die Aufspaltung der Enthalpie von DPPC in Vor— und Hauptiibergang ist hier nicht beriicksichtigt;
nach [35] liegt das Verhiltnis AHp,e/AHmain bei 1/6,33.
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Abbildung 6.20: DSC—- und Filmwaagenmessungen von bbSM-enthaltenden Systemen

Abbildung 6.20(b) zeigt unter anderem fiir molare Zusammensetzungen wie in Abb. 6.20(a)
isotherme Monolayermessungen (7' = 25 °C):

DPPC-Anteile reduzieren den lateralen Druck = von bbSM—-Monolayern etwas; Cholesterol
hat den erwarteten kondensierenden Effekt. SM/POPC-Monolayer sind aufgrund der
zusétzlichen Doppelbindung im POPC wesentlich weniger kompressibel als entsprechende
SM/DPPC-Systeme.

Ein Vergleich der Druck-Fliche- (n—A)-Diagramme von bindren DPPC/Chol- bzw.
bbSM/Chol-Monolayern ( [3] bzw. [109]) zeigt in beiden Fillen deutlich den kondensieren-
den Effekt von Cholesterol; bei Sphingomyelin ist dieser jedoch fiir bis zu 30 mol-% Chol
stirker ausgeprigt. Bei DPPC erreicht der laterale Druck m(A) nach einem anfinglichen
Anstieg einen Plateaubereich, in dem sich die Ketten zunehmend ordnen. Erst wenn hier
ein Maximum erreicht ist, steigt m(A) weiter an. Dieser Plateaubereich verschwindet bei
DPPC bei etwa 30 mol-%, wozu bei bbSM bereits < 10 mol-% Chol ausreichen.

6.3.2 Vollhydratisierte SM/DPPC(/Chol)-Systeme

Der Einflufl von Cholesterol auf die Orientierung des interlamellaren Wassers von voll-
hydratisierten EYSM/DPPC-Membranen geht aus Abbildung 6.21 hervor. Teil (a) zeigt
Avr(D20) fiir eine 2:1-molare EYSM/DPPC-Mischung im Vergleich mit entsprechenden
Daten von reinem EYSM bzw. d62-DPPC; in Teil (b) enthilt die EYSM/DPPC-Mischung
zusitzlich 25 mol-% 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 éndert Cholesterol das Hydratisierungsverhalten
des SM/PC-Systems drastisch.
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Abbildung 6.21: EYSM/DPPC-Multischichten ohne und mit Cholesterol (Molanteile
SM/PC 2:1 bzw. SM/PC/Chol 2:1:1); Einflul von Chol auf die Tempe-
raturabhiingigkeit von Av(D50) im Vergleich mit entsprechenden Daten
fiir reines EYSM bzw. DPPC (a) sowie fiir DPPC/Chol 3:1-molar (b)

Die Temperaturabhéingigkeit der Quadrupolaufspaltung des Wassers ist fiir
EYSM/DPPC (2:1-molar) dhnlich wie fiir reines EYSM (Abb. 6.21(a)), d.h. Arv(D20)
verschwindet bei Temperaturen oberhalb des Phaseniibergangs. In Anwesenheit von
DPPC ist die absolute Frequenzaufspaltung Av(D,0) zwar reduziert, ihr Riickgang
fir T — T, jedoch akzentuierter. Oberhalb des Phaseniibergangs von reinem DPPC
(Tab. 5.2, S. 54) tragt 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 D50 als den Phaseniibergang, so ist dieser im gemischten
System gegeniiber reinem DPPC bzw. EYSM (7}, = 39 °C, [7]) etwas zu niedrigeren Tem-
peraturen verschoben. Oberhalb des Phaseniibergangs nimmt Ar(D20) 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 Schlufi nahe, dal DPPC weitgehend ideal mit EYSM
mischt. Ahnliche Ergebnisse wurden firr Palmitoyl-SM/DMPC-Messungen aus DSC-
Untersuchungen abgeleitet [107].

Der Verlauf von Av(D20O) als Funktion der Temperatur ist fiir EYSM/DPPC #hnlich wie
bei reinem EYSM und ganz anders als fiir reines DPPC; der Riickgang von Arv(D20O) am
Phaseniibergang ist sogar deutlicher ausgepragt.
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Wenn sich die Wasserorientierung im gemischten System der von SM ,anpafit“, heifit dies,
dal DPPC in die intensive Wasserstoffverbriickung von SM einbezogen und die Wechsel-
wirkung insbesondere der Ester—Carbonyle mit dem Wasser stark reduziert ist. In [197]
wurde fiir 1:1-molare SM/DPPC-Mischungen mit FTIR aus der Verschiebung der C=0-
Signale der sn-1-Kette von DPPC gezeigt, dafl eine solche Wechselwirkung moglich 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 Zuginglichkeit der
PC—Carbonylgruppe fiir Wasser sinkt.

Cholesterol kehrt das Verhalten von Av(D20) im SM/DPPC-System um: bei niedrigen
Temperaturen verschwindet Av(D50O) und steigt oberhalb des Phaseniibergangs mit der
Temperatur an, analog dem Verhalten von SM/Chol-Membranen (Abb. 6.15). DPPC be-
einflufit 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 Av(D5O 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 3-3-2HO-Gruppe von Cholesterol ist auch beim SM/DPPC/Chol-System
stark verbreitert. Dies bedeutet wiederum eine relativ starre Orientierung des Hydroxyls
oder der damit verbriickten Wasser.

Ausblick

Bisher wurden vor allem binire SM/Chol- oder PC/Chol-Systeme untersucht. Das
Verhalten ternidrer SM/PC/Chol-Systeme ist naturgemif komplexer; wie die obigen
Gegeniiberstellungen gezeigt haben, spricht jedoch vieles dafiir, in SM/DPPC/Chol-
Membranen den Effekt der Substitution von PC durch SM systematisch zu untersuchen.

Die hydrophobe Linge von Cholesterol betrigt 17,5 A; dies entspricht in Bilayern aus
gesittigten PCs einer mittleren Kettenlinge 17:0/17:0 [128]. Fiir kiirzere Acylket-
ten nimmt 7, in Anwesenheit von Chol zu, fir lingere nimmt es ab [128]. Damit
besteht die Mdoglichkeit, dafl das ungewohnliche Verhalten der Wasserorientierung in
SM/DPPC/Chol-Systemen die Folge eines Zusammenspiels von Kettenorientierung (von
DPPC durch SM) und Cholesterol-Effekten ist. Es miifite also die Kettenlinge der PC—
Komponente systematisch variiert werden, um diesen Effekt zu untersuchen.
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6.3.3 Dehydratisierung von SM/DPPC(/Chol)-Systemen

Das gegensitzliche Verhalten der Wasserorientierung an EYSM/DPPC-Membranen mit
und ohne Cholesterol bleibt auch bei niedrigen Hydratationen erhalten, wie aus Abbil-

dung 6.22 hervorgeht:
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Abbildung 6.22: Arv(D20) von 2:1-molaren SM/DPPC-Systemen ohne und mit 25 mol-%
Chol als Funktion von 7" und n,; (c): DSC-Messung von 2:1:1-molaren
EYSM/DPPC/Chol-Schallvesikeln

Im EYSM/DPPC-System (Abb. 6.22(a)) nimmt Avr(D20) fiir n, < 13 mit abnehmen-



108 KAPITEL 6. SPHINGOMYELIN

der Temperatur dhnlich wie bei reinem EYSM (Abb. 6.6) stark zu; gleichzeitig treten
im Bereich des Phaseniibergangs mehrere koexistierende Wassersignale auf. Der Koexi-
stenzbereich verschiebt sich fiir n, < 10 zu héheren Temperaturen, wie man es bei einer
Erh6hung der Phaseniibergangstemperatur bei niedrigen Hydratationen erwarten wiirde.

Abbildung 6.23 zeigt NMR-Spektren des D,O-Signals bei n,, = 9,4 im Temperaturbe-
reich, in dem mehrere koexistierende Doménen auftreten.

M 375
M 394
M 41.3
433
453

47.3

494

3 2 A o 1 2 3
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Abbildung 6.23: Doménenbildung im EYSM/DPPC-System (2:1-molar) bei n,, = 9,4

In Anwesenheit von Cholesterol (Abb. 6.22(b)) steigt Av(D20O) im EYSM/DPPC-System
unabhéngig von n,, annidhernd 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 Av(D20) ebenfalls fast linear mit der Temperatur zu, allerdings
dndert sich fiir n, > 19 nur die Steigung der Kurve.

Eine lineare Niherung des Anstiegs von Av(D20O) vs. T im EYSM/DPPC/Chol-System
ergibt fir alle untersuchten Hydratationen eine mittlere Steigung dAvr(D,0O)/dT =
22,4+ 2,1Hz/K (Abb. 6.24(a)). Die Temperatur 7, bei der Av(D20) oder eine lineare
Extrapolation davon verschwindet, verschiebt sich mit abnehmendem n,, zu niedrigeren
Temperaturen (Abb. 6.24(b)).

Eine genauere Betrachtung von Abbildung 6.22(b) zeigt, dafl der Anstieg von Ar(D20O)
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 Systeme?.
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 zugehorige Enthalpie ging dabei von ca. 6,8 kcal/mol bei
0 % Cholesterol auf 0 bei etwa 25mol-% zuriick. Die Ergebnisse werden derart interpre-
tiert, dafl in diesen Mischungen eine Phasentrennung in SM— und Chol-reiche Doménen
stattfindet, 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 MeBgenauigkeit'? stimmen die Maxima der Wirmekapazitét Cp mit den Temperaturen

9 EYSM besteht je nach Priparat zu 68-84 % aus Palmitoyl-SM, siehe Tabelle 1.2, S. 11.
10Die absoluten Warmen 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) iiberein.
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Abbildung 6.24: Lineare Ndherung der Quadrupolaufspaltung von D5O 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.
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Der absolute Wert der Quadrupolaufspaltung dndert sich nur wenig; von Interesse ist
besonders die Temperatur, unterhalb der die Signale nicht mehr aufgelost werden kénnen.
Die Temperatur wurde wie in Abb. 6.22(b) zwischen 18 und ca. 45°C variiert. Man
erkennt, dafl die ND— und OD-Signale bei Temperaturen dhnlich 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 verdndert, gilt auch
bei niedrigen Hydratationen.

Cholesterol kehrt den Verlauf der Quadrupolaufspaltung des interlamellaren D5O
von SM/DPPC-Systemen um: anstatt in der L,—Phase verschwindet Av(D20) im
SM/DPPC/Chol-System im Bereich unterhalb des Phaseniibergangs. Es erscheint ge-
rechtfertigt, die aus der Temperaturabhiingigkeit von Ar(Ds0) abgeleiteten Grofien 7%
und T** (Abb. 6.24(b)) als Phaseniibergangstemperaturen 7}, ; und T}, 2 zu interpretie-
ren. Ahnlich wie in Palmitoy]l-SM/Chol-Mischungen [51] nimmt 7}, fiir einen Teil der
Membran bei Dehydratisierung stark ab. Aus Abb. 6.25 geht hervor, daf} es sich dabei
vermutlich um SM-angereicherte Doménen handelt — analog der Diskussion in [51], die auf
Seite 101 kurz skizziert wurde. Wie im néchsten Abschnitt gezeigt wird, kann der zweite
Peak in Abb. 6.22(c) DPPC-reichen Doménen zugeordnet werden. Im Bereich zwischen
Tiny und T3, o koexistieren dann fliissigkristalline SM-reiche Doménen mit gelformigen
DPPC-reichen Doménen; iiber die Anreicherung von Cholesterol in den verschiedenen
Subphasen kann keine Aussage getroffen werden.

Es kann mit dieser Interpretation nicht gekldrt werden, wieso ein derartiger Koexistenzbe-
reich (fast) keinen Einflufl auf das Temperaturverhalten von Av(D5O) zeigt. Der in erster
Néiherung lineare Anstieg der Quadrupolaufspaltung mit der Temperatur konnte durch
eine thermische Ausdehnung der Membran zustande kommen. Dafiir existieren fiir das
untersuchte System keine Daten.
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6.3.4 Kopfgruppendynamik von DPPC

Es ist bekannt, daf} sich die Orientierung der PC-Kopfgruppe gegeniiber der Bilayerebene
bei Dehydratisierung [9,193] oder in Anwesenheit von geladenen Lipiden [117,171] &ndert.
Ist die PC-Komponente selektiv an den a— und f-Methylengruppen deuteriert (d4-PC;
zur Nomenklatur der Segmente s. Abb. 1.6, S. 9), so beobachtet man im zweiten Fall iiber
einen weiten Ladungsbereich einen linearen Zusammenhang der Quadrupolaufspaltungen

Av(a) und Av(p) in der Form [9]:

m = —0,5 fiir positive Oberflichenladung

m = —1,0 fiir negative Oberflachenladung (6.11)

Av(p) = m-Av(a)+const.  mit {

Beim Dehydratisierung des zwitterionischen POPC é&ndern sich Av, und Avg im
Verhiltnis m = —0,76, also zwischen den Grenzwerten positiver und negativer Ober-
flachenladung [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 a—Methylengruppe sind iiber einen weiten Tempera-
turbereich in 2 Subspektren aufgespalten.

B
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Abbildung 6.26: NMR-Signale der a/f-Segmente von DPPC in einer vollhydratisierten
bbSM/d4-DPPC/Chol-Mischung (2:1:1-molar; n,, = 39, T'=48,4°C)

In Abbildung 6.27 ist fir 2:1-molare SM/DPPC-Mischungen ohne und mit Chol der
Temperaturverlauf von Av(a) und Av(p) fiir verschiedene Hydratationen im Vergleich
mit reinem d4-DPPC (in (a)) zusammengefafit. Bei allen gemessenen Systemen sind die
a—Deuteronen oberhalb des Phaseniibergangs indquivalent; bei Anndherung an T, ver-
schmelzen die 3 Signale. Fiir Hydratationen iiber n, = 12 sind Av(a) und Av(3) fast
unabhéngig von der Hydratation; unterhalb dieser Grenze wird das Verhalten relativ kom-
plex. Die Subspektren koaleszieren dann bei hGheren Temperaturen, entsprechend einem
Anstieg der Phaseniibergangstemperatur von reinem Sphingomyelin.
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Abbildung 6.27: Quadrupolaufspaltung der a— und f—Methylengruppen von DPPC in An-
wesenheit von Sphingomyelin (bbSM oder EYSM) und Cholesterol
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Trigt man Av(f) iiber Av(a) auf (,a/f-Plot“), so erhilt man annihernd einen linearen
Zusammenhang (Abb. 6.28). Die Mefipunkte sind indes nicht ausreichend, um die Stei-
gung dieser Geraden zuverlissig zu bestimmen. Der lineare Zusammenhang versagt fiir
Temperaturen unmittelbar iiber 7,,, (Datenpunkte am rechten Rand der Abbildungen).
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Abbildung 6.28: «/f—Verhalten der Kopfgruppenmethylene von d4-DPPC bei voller Hy-
dratisierung: Av(f3) als Funktion von Av(a) bzaw. Av(ay)

Diskussion

Anders als bei reinem DPPC und der EYSM/DPPC-Mischung dndern sich sowohl bei
EYSM/DPPC/Chol als auch bei bbSM/DPPC/Chol die a— und S-Splittings von d4-
DPPC in der fliissigkristallinen Phase anndhernd linear und gegenléufig mit der Tempe-
ratur. Dafl der in fritheren Arbeiten [9,117,171,193] eingefiihrte a/5-Plot auch in den
terndren SM/PC/Chol-Systemen angewandt werden kann, ist a priori nicht zu erwar-
ten. In den zitierten Arbeiten ist die gegenliufige Anderung von Av(a) und Av(B) das
Resultat einer verdnderten Elektrostatik im Kopfgruppenbereich; dies kann direkt durch
das Einbringen geladener Lipide oder indirekt durch Dehydratisierung erfolgen. Letztere
fithrt iber die Erhchung der mittleren Wasserorientierung vermutlich zu einem gréfieren
Dipolpotential iiber der Membran.

Die annihernd lineare Anderung von Av(8) vs. Av(a) bei Variation der Temperatur kann,
ebenso wie der lineare Verlauf von Ar(D50) in diesen Membranen (Abb. 6.22(b) und (d)),
durch eine thermische Ausdehnung zustandekommen.

Die Steigung m des a/f—Plots ist fiir die beiden terniren Mischungen jeweils negativ,
fiir bbSM als SM-Komponente allerdings mit einem deutlich htheren Betrag. Nur fiir
EYSM ist m = —0, 65 vergleichbar mit Werten fiir reine PC-Membranen (m ~ —0, 76 fiir
POPC [9]).

Eine Indquivalenz der beiden Deuteronen an der a—Position wurde zwar beobachtet, be-
triagt 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 hoheren Linienbreite der a—Signale
bei reinem DPPC (Daten nicht gezeigt) kann geschlossen werden, daf§ dieses Segment
durch die Néhe zur Phosphatgruppe weniger Rotationsfreiheit besitzt und deshalb die Li-
nien iniquivalent sind.

In Anwesenheit von Sphingomyelin ist die Infiquivalenz der a—Signale deutlich hoher, bei-
spielsweise 1,5 kHz im bbSM/DPPC/Chol-System bei T' = 44,3 °C und n,, = 39.

Fiir das unterschiedliche Verhalten konnen mehrere Effekte verantwortlich sein: Zum einen
konnen Wasserstoffbriicken zwischen SM und der Phosphatgruppe des PC diese und das
nachfolgende a—Methylen in ihrer Bewegungsfreiheit einschrinken. Dies entspriche der
Beobachtung, dafi die Ordnung der Wassermolekiile in SM/DPPC-Membranen der von
SM folgt, mithin also die Wechselwirkung der PC-Komponente mit dem Wasser einge-
schrankt ist.

Ferner zeigt ein Vergleich der Infrarot-Banden von SM und SM/DPPC-Mischungen [197],
daf sich in der Mischung das Glycerol-Riickgrat von DPPC etwas aufstellt, d. h. das sn-1—
Segment etwas tiefer in den hydrophoben Bereich sinkt, wihrend das sn-2—Segment mehr
in einen hydrophileren Bereich gelangt. Diese Umlagerung kénnte sich in den Kopfgrup-
penbereich — und dort vor allem in den ersten Segmenten — fortsetzen.

Die Aufspaltung der a—Deuteronen kann auch dadurch zustande kommen, daf sich die
DPPC—Kopfgruppen in verschiedenen Umgebungen befinden, wenn ein Teil der Molekiile
enger mit SM oder Chol assoziiert ist.

Die Aufspaltung der a—Deuteronen verschwindet etwa bei der oben definierten Tempera-
tur T* bzw. T}, 2, wihrend o~ und B-Signal zwischen T™ und T™* bzw. T}, 1 und T}, o
koaleszieren.

Bei der Dehydratisierung von reinen POPC-Membranen ist der Abstand Av(a) — Av(f)
fiir n,, > 15 in etwa konstant und nimmt darunter stark zu [9].

Im vorliegenden Fall verschwindet Av(a)—Av(f) in der L,—Phase bei Anndherung an den
Phaseniibergang. Gemeinsam mit der Beobachtung verschwindender Wasserorientierung
bei SM— und SM/DPPC-Membranen in diesem Temperaturbereich ist dies ein weiteres
Indiz fiir die geringere Hydrophilie von SM-Oberfldchen.



6.3. SM/DPPC-MEMBRANEN 115

6.3.5 Austauschraten labiler Deuteronen

Fiir die terndren Mischungen SM/DPPC/Chol im Molverhéltnis 2:1:1 wurden die Aus-
tauschraten der labilen Deuteronen der Sphingomyelin—-Komponente bestimmt. Die Ge-
geniiberstellung in Abbildung 6.29 zeigt extreme Unterschiede zwischen EYSM und bbSM:
kop ist fiir EYSM bei allen Temperaturen kleiner als 150 s~!, auch bei hohen Hydratatio-
nen. Fir T' = 39°C, also im Bereich des Phaseniibergangs von reinem EYSM, geht dieser
Wert mit steigender Temperatur weiter zuriick.
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TrC 22 31 34
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(c) EYSM/DPPC/Chol; kop als Funktion der
Hydratation

Abbildung 6.29: Deuteron—Austauschraten kop 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, daBl die Raten in den SM/DPPC/Chol-Membranen durchwegs niedriger sind
als bei den reinen Lipiden. Ebenso liegen sie fiir bbSM deutlich unter den fiir bbSM/Chol
bestimmten Werten (Abb. 6.15, S. 98).

Diskussion

Prinzipiell ist es problematisch, fiir das vorliegende terndre System mit 2 austauschenden
Hydroxylgruppen (in SM und Chol) den Austauschprozef als Reaktion 1. Ordnung zu
betrachten, wie es die Grundannahme bei der Herleitung der Austauschgleichungen in
Kapitel 4 war. Eine separate Betrachtung der beiden Beitrige scheint nur dann mdglich,
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 hoherer
Ordnung verdndert werden, so ist doch ein relativer Vergleich zwischen bbSM und EYSM
moglich, 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 konnen mit der dich-
teren Packung der Membran aufgrund der im Vergleich mit bbSM homogeneren und
gesittigteren Ketten (Tab. 1.2) erklirt werden.

Die Zunahme von kop mit sinkender Hydratation im EYSM/DPPC/Chol-System
(Abb. 6.29(c)) bei T = 39 °C deutet ebenso wie der Verlauf der DoO—Quadrupolaufspal-
tung in diesem System (Abb. 6.22(b)) darauf hin, daff in dieser Mischung zumindest fiir
einen Teil der Lipide die Phaseniibergangstemperatur mit abnehmendem n,, sinkt.
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6.4 SM/POPC-Membranen

In fritheren Arbeiten wurde als Beispiel fiir die Modifikation von SM-Membranen durch
PC vor allem DPPC untersucht (z.B. [123,124,197]). Physiologisch relevanter ist es
jedoch, ungesiittigte Phosphatidylcholine zu betrachten. Hierbei ist POPC ein gutes Mo-
dellsystem, da die Lange seiner Acylketten (C16:0/18:1) etwa in der Mitte der natiirlichen
Kettenverteilung liegt.

Die (wenigen) Literaturdaten fir POPC/SM-Systeme sollen kurz vorgestellt werden:

e Molare SM/POPC—Verhiltnisse von 2:1 bis 4:1 sind typisch fiir das Ezoleaflet der
Biirstensaummembran der Nierenrinde [130]. Monolayer dieser Zusammensetzung
zeigen auf Glimmeroberflichen [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 Doménen und verstirkt die laterale Trennung von POPC und SM.

e Isotherme Kompressionskurven bei Raumtemperatur sind fir POPC/Chol- und
SM/Chol-Monolayer fast identisch, wenn man die gréBere Kopfgruppenfliche von
POPC beriicksichtigt [109].

e In terniren Monolayern aus PC (POPC oder DPPC), Cholesterol und SM (N-oleoyl-
Sphingomyelin oder N-palmitoyl-Sphingomyelin) ist die Wechselwirkung zwischen
Sterol und Lipid fiir die POPC—enthaltenden Systeme schwiicher als fiir DPPC [123].
Der Unterschied zwischen geséttigtem und ungeséttigtem PC hingt dabei nicht vom
Mischungsverhéltnis PC/SM, sondern vom Verhiltnis SM/Chol ab.

e Untracht und Shipley [195] erstellten aus DSC—und Réntgenmessungen ein ternéres
Phasendiagramm fiir bbSM/EYPC/H,0 im Temperaturbereich 10-44 °C. Fir
bestimmte Zusammensetzungen und/oder Temperaturen treten dabei laterale Pha-
sentrennungen auf:

— Bei mehr als 33 mol-% Sphingomyelin separiert bei Abkiihlung auf 20 °C zuneh-
mend eine lamellare SM-reiche Gelphase.

— Die Phaseniibergangstemperatur 7, steigt in allen untersuchten Systemen
(SM/PC 3:1-, 2:1-, 1:1-, 1:2-molar) unterhalb von =~ 20 Gewichts-% Wasser
(ny =~ 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 -
o0 25 25

Tabelle 6.2: Untersuchte Sphingomyelin/POPC-Membranen
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Vollhydratisierte Membranen

Die Temperaturabhingigkeit der Quadrupolaufspaltung fiir das interlamellare DO, die
terminale Methylgruppe und den Plateaubereich der Methylensignale der d31(sn-1)-Kette
von POPC in SM-Membranen sind in Abbildung 6.30 fiir n,, = 25-26 zusammengefafit.
Der SM—Gehalt der Mischungen wurde dabei von 0-67 mol-% variiert.
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Abbildung 6.30: Vergleich der 2H-NMR Aufspaltungen von reinem d31-POPC mit
bbSM/d31-POPC (2:1- und 1:2-molar); n,, jeweils 25-26
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Verhalten des interlamellaren Wassers

Aus Abbildung 6.30(a) geht hervor, daf die Quadrupolaufspaltung des interlamellaren
Wassers fiir hohe Temperaturen (7' > 30 °C) proportional zum SM-Anteil abnimmt.

Wie anhand von Abbildung 5.3 (S. 56) diskutiert wurde, zeigt bei PC-Membranen
Av(D90) als Funktion der reduzierten Temperatur 7.4 ein einheitliches Verhalten. Ein
verallgemeinerter Ansatz, der anstelle der Phaseniibergangstemperatur 7}, eine sogenann-
te kritische Temperatur T sowie einen kritischen Exponenten n verwendet, lautet [71]:

n
Av(D0) ‘%—1 AT =T (6.12)

Ein Fit von Ar(D20O) aus Abb. 6.30(a) nach Gleichung 6.12 mit den Fitparametern 7%,
n und A und den Annahmen, daf bei reinem POPC T}, = T* ~ —5°C und Ar(D20) bei
T, verschwindet, ergibt folgende kritische Gréflen:

Membran T* bzw. Ty, [°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 32,5640,1 0,39+0,02 | 0,14
bbSM 40+2,5 (=~ 0)

Tabelle 6.3: Ergebnisse fiir den Fit von Avr(D20) vs. T' in bbSM/POPC-Mischungen
gemif Gleichung 6.12; fiir POPC und bbSM wurde T = T, angenommen
(Werte fiir T, aus [77] bzw. [45]); 1y jeweils 25-26

Der Vergleich von 7% mit DSC-Daten fiir den Phaseniibergang von bbSM/EYPC-
Vesikeln [195] in Abbildung 6.31(a) zeigt, dal diese Grofie sehr gut mit 7}, iibereinstimmt.
Die geringfiigigen Unterschiede zwischen 7% und T}, ergeben sich aus der Heteroge-
nitdt von EYPC im Vergleich zu POPC sowie aus einer anderen Zusammensetzung der
Fettsiureketten 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 Normierungsgrifle fiir den Wert
von Av(D20O) in der L,—Phase. Die Extrapolation von A auf eine reine SM-Membran
(Abb. 6.31(b)) suggeriert, dal A bei 100 % SM verschwindet. Wie unter anderem in
Abb. 6.2 gezeigt wurde, geht Av(D20) in der flissigkristallinen Phase von reinen SM-—
Systemen tatsichlich fast auf 0 zurtick.
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Abbildung 6.31: Fitparameter 7" und A fiir vollhydratisierte bbSM/POPC-Membranen
als Funktion des SM-Anteils. 7% wurde mit DSC-Daten fiir 7}, (aus
[195]) verglichen; die durchgezogene Linie ist eine quadratische Niherung
des Verlaufs von T

Acylkettenbereich

Die terminale Methylgruppe der sn-1 Kette von POPC, die sensitiv fiir das Zentrum des
hydrophoben Bereichs ist, zeigt fir SM/POPC-Membranen eine héhere Ordnung als bei
reinem POPC (Abb. 6.30(b)); diese steigt mit zunehmendem SM-Anteil. In der Membran
mit 67 mol-% SM tritt bei T' < 33 °C ein ,,Knick* im Verlauf der Temperaturabhiangigkeit
von Av auf — d.h. in dem Bereich, in dem die Wasserordnung in diesem System mini-
mal ist und die Membran vermutlich in eine Gelphase iibergeht. Die Linienbreite der
Methylsignale steigt in diesem Bereich stark an (Abb. 6.30(d)).

Die Ordnungsparameter des Plateaubereichs, also der Methylengruppen in der Nihe des
Interface—Bereichs, dndern sich in Anwesenheit von SM fiir hohe Temperaturen kaum,
steigen jedoch bei niedrigen Temperaturen gegeniiber reinem POPC stark an. Zwischen
33 und 67 mol-% SM scheint der Sphingomyelin—Anteil dabei nur eine geringe Rolle zu
spielen.

Der Anstieg der Ordnung der sn-1-Kette von POPC betrifft alle Kettensegmente. In
Abbildung 6.32 ist das Ordnungsparameterprofil der sn-1-Kette von POPC fiir 0, 33
und 67 mol-% Sphingomyelin (n,, = 26-27, T" = 42,4 °C) aufgetragen. Die SM-Signale
liegen auflerhalb des gezeigten Frequenzbereichs bzw. im Plateaubereich von POPC.

Die mittlere Linge L¢ der sn-1-Kette von POPC betrigt nach Gleichung 3.29 (S. 44)
12,23 A fiir reines POPC, 12,40 A bei 33 mol-% bbSM und 12,47 A fiir 67 mol-% bbSM.

Abbildung 6.33 zeigt NMR—Spektren und Ordnungsparameterprofil fiir dieselben Mischun-
gen bei T' = 21,3 °C. Bei 67 mol-% bbSM befindet sich die PC-Komponente bereits in einer
geldhnlichen Phase. Geldhnlich insofern, als die Signale wie in einer Gelphase stark
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verbreitern, aber im Unterschied zu reinem POPC nicht eine deutlich héheren Frequenz-
aufspaltung zeigen (siehe Abb. 5.12(d), S. 65). Entsprechend bleiben auch die Werte fiir
L¢ in einem engen Bereich: 12,87 A, 13,1 A und ~13,2 A fiir 0/33/67 mol-% bbSM.
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Abbildung 6.32: Ordnungsparameter der sn-1-Kette von POPC als Funktion des bbSM-
Anteils bei n,, = 26-27 und T'= 42,4+ 0,5°C
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Abbildung 6.33: Ordnungsparameter der sn-1-Kette von POPC als Funktion des bbSM-
Anteils bei n,, = 2627 und 7' =21,3 £ 0,5°C
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Um den differentiellen Effekt von SM auf die Kettenordnung von POPC zu demonstrieren,
wurden die segmentellen Ordnungsparameter |Sg)D| der bbSM/POPC-Systeme auf die

entsprechenden Werte der reinen POPC—Membran, |Sg)D |popc, normiert. Abbildung 6.34
zeigt die normierten Ordnungsparameter bei 42,4 °C (offene Symbole) sowie fiir 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.
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Abbildung 6.34: Ordnungsparameter der bbSM/POPC-Systeme normiert auf den jewei-
ligen Wert von reinem POPC. Offene 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 fiihrt
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 ungesittigten Oleoyl-Kette des POPC sind SM/POPC-
Membranen lockerer gepackt als vergleichbare SM/DPPC-Membranen.

Die ,,Hydrophobizitéit“ der Sphingomyelin—Oberfliche duflert sich in einem geringeren Ab-
solutwert von Av(D20O) in Anwesenheit von SM. Das interlamellare Wasser wechselwirkt
vor allem mit der POPC-Komponente; die beobachtete Quadrupolaufspaltung stellt in
der fliissigkristallinen Phase eine Mittelung von Av(D2O)popc und Av(D20)gym =~ 0 dar.
Dies zeigt sich deutlich bei einer Niherung von Ar(D20O) nach Gleichung 6.12, in der der
Vorfaktor A, der als Normierungsgrofle 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 Wasserstoffbriicken 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 Ordnungsparameterprofilen in Abb. 6.32 und 6.33 geht hervor, dafl
Sphingomyelin die Ordnung der sn-1-Kette von POPC in allen Segmenten erhoht.

Der differentielle Effekt von SM auf |S(C%| (Abb. 6.34) in der fliissigkristallinen Phase
(T =42,4°C) beginnt sich vor allem ab dem Methylensegment Cs von POPC bemerkbar
zu machen, also in etwa auf der Hohe der trans—Doppelbindung in der Sphingosinkette
(C4=C5)!. Bis zum Cy3-Segment von POPC steigt der relative Unterschied auf circa 12
bzw. 17% fiir einen SM-Anteil von 33 bzw. 67 mol-%.

Die Erhohung der Ordnungsparameter der sn-1-Kette von POPC geht auf eine Reduktion
der gauche—Isomerisierungen in Anwesenheit von SM zuriick; fiir den differentiellen 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 Nihe des Phaseniibergangs
(T), = 17,4°C). Ein Vergleich der differentiellen Ordnungsparameter (Abb. 6.34) zeigt,
daf gegeniiber T' = 42,4 °C vor allem Breite und Ordnungsparameter des Plateaubereichs
etwas erhoht sind.

Dagegen ist die Membran mit 67 % bbSM bei 21,4°C in einem Zustand, der weiter oben
als geldhnlich beschrieben wurde. Es fehlen typische Eigenschaften der Gelphase wie ein
deutlich hoherer Ordnungsparameter des Plateaubereichs. Dies wird darauf zuriickgefiihrt,
daf} 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/EY SM—Systemen bei sinkenden Tempe-
raturen eine zunehmende Entmischung fiir > 33 mol-% SM. Eine geordnete lamellare SM—
Gelphase koexistiert in diesem Bereich neben einer fliissigkristallinen 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 fiir 7' < 33 °C
zunehmend der von reinem POPC anndhert (Abb. 6.30(b)). Gleichzeitig nimmt die Linien-
breite dieses Signals stark zu (Abb. 6.30(b)), da die Wechselwirkung mit den SM-Doménen
die transversale Relaxationszeit der Methylgruppen reduziert.

Sphingomyelin—Signale: Das Signal der Hydroxylgruppe von Sphingomyelin fillt mit
dem Plateaubereich von POPC zusammen, d.h. es kann im Spektrum nicht aufgelost
werden. Dagegen ist die Aufspaltung der ND-Gruppe bei 33 mol-% bbSM iiber den gan-
zen untersuchten Temperaturbereich, d.h. bis 7' = 20 °C, zu sehen (Daten nicht gezeigt).
In der Mischung mit 67 mol-% bbSM steigt Arv(ND) mit abnehmender Temperatur bis
T =~ 35°C leicht an und nimmt bei weiterer Abkiihlung wieder ab. Im Bereich des Pha-
seniibergangs bei T' = 32 °C verbreitert sich das ND—Signal stark.

Aus diesen Beobachtungen kann zwar geschlossen werden, daff die Membran mit 33 mol-%
bbSM bis T' = 20 °C voll mischbar ist; die von Untracht und Shipley [195] geforderte teilwei-
se Entmischung bei >33 mol-% bbSM kann jedoch nicht eindeutig anhand der NMR—-Daten
gezeigt werden. Dazu miifite auch die Kettenordnung von deuteriertem Sphingomyelin
herangezogen werden.

" Es wurde bisher nicht gezeigt, daB sich Segmente gleicher Indizes in der sn-1-Kette von POPC und in der
Sphingosinkette von SM in etwa auf gleicher Hohe im hydrocarbon core befinden; eine derartige Annahme
erscheint aber bei einem Vergleich der Molekiilgeometrie gerechtfertigt.
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6.4.2 Einflu3 der Dehydratisierung

Interlamellares Wasser; Ableitung der Phaseniibergangstemperatur

125

Abbildung 6.35 fait das Temperaturverhalten von Av(D20) bei verschiedenen Hydrata-
tionen n,, der bbSM/POPC-Systeme im Vergleich mit reinem POPC zusammen.
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(d) SM/POPC 1:2, niedrige Hydratation

Abbildung 6.35: Av(D20) in POPC- und bbSM/POPC-Membranen als Funktion der
Temperatur bei Variation der Hydratation n,,



126 KAPITEL 6. SPHINGOMYELIN

Bei hohem n,, kann aus dem Verlauf der DoO—Quadrupolaufspaltung der thermotrope
Phaseniibergang 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, DoO—Signale im NMR-Spektrum
auftreten.

bbSM/POPC 2:1-molar: Nur bei dieser Mischung liegt der Phaseniibergang bei vol-
ler Hydratisierung im untersuchten Temperaturbereich. Ein Vergleich mit Literaturda-
ten zeigt, daB auch bei dehydratisierten Membranen das Minimum von Av(D9O) in
Abb. 6.35(b) als Phaseniibergang interpretiert werden kann. Die so gewonnenen Daten
sind in Abbildung 6.36 in das von Untracht und Shipley [195] ermittelte hydratations-
abhiingige Phasendiagramm T}, vs. n,, (grau hinterlegter Bereich'?) eingetragen.

Die mit NMR ermittelten Werte divergieren bei niedrigen Hydratationen leicht fiir die
Heiz— und Kiihlzyklen. Soweit entsprechende Daten vorhanden waren, wurden sie in das
Diagramm integriert.

Die NMR-Daten fiir T}, vs. n, sind etwas zu hoheren Hydratationen hin verschoben.
Neben der deutlich anderen Fettsidureverteilung von bbSM in [195] kann unterstellt wer-
den, daf} teilhydratisierte Proben in der NMR—-Anordnung definiertere Phasen bilden als
im DSC und in der vorliegenden Untersuchung eher dem Gleichgewichtszustand entspre-
chen'. 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)).

T T T
80 I O NMR-Messungen T
grau: Ubergangsbereich nach
Untracht/Shipley
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&)
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Abbildung 6.36: Hydratationsabhingiges Phasendiagramm des 2:1-molaren SM/POPC-
Systems; schattierter Bereich: aus [195] entnommene Daten

Fiir den Bereich, in dem mehrere DyO-Signale koexistieren, sind in Abbildung 6.37(a)
NMR-Spektren des Wassersignals gezeigt.

2 Die angegeben Fehlerbalken beriicksichtigen die Ungenauigkeit dieser Daten bzw. der Interpolation zwi-
schen ihnen sowie den Ablesefehler.

3 Die in [195] angegebenen Heiz— und Kiihlraten von 5 bzw. 10°C/min sind extrem hoch; iiblich sind fiir
derartige Messungen einige °C/h.
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Abbildung 6.37: Nachweis koexistierender Doménen im Phaseniibergangsbereich der 2:1—
molaren bbSM/POPC-Mischung bei n,, = 10,6: 2H-NMR Spektren von
DO und relative Anderung der Signalintegrale

bbSM/POPC 1:2-molar: Im Falle der POPC-Membran mit 33 mol-% bbSM wurde T,

dem Bereich zugeordnet, in dem sich das Temperaturverlauf von Arv(D20) in Abb. 6.35(c)
und (d) dndert.
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Abbildung 6.38: Hydratationsabhingiges Phasendiagramm des 1:2-molaren
bbSM /POPC-Systems

Der annédhernd temperaturunabhingige Verlauf des einen Astes von Av(D20) fir T < Tpy,
(gefiillte Symbole in Abb. 6.35(d)) sowie das Auftreten eines zweiten Signals (offene Sym-
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bole) wird der in die Gelphase iibergehenden POPC- bzw. SM-Komponente zugeschrie-

ben.

Acylkettenbereich

Der Einflufl der Dehydratisierung auf die Temperaturabhéingigkeit der Ordnung von termi-
naler Methylgruppe und Plateaubereich der sn-1-Kette von POPC ist in Abbildung 6.39

fiir 0, 33 und 67 mol-% bbSM—Anteil dargestellt.
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(b) Plateaubereich

Abbildung 6.39: Ordnung der sn-1-Kette von d31-POPC fir 0/33/67 mol-% bbSM;
geschlossene Symbole: n,, = 25-26; offene Symbole: n,, = 11-12
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Es ist jeweils der Verlauf von Av bei hoher Hydratation (n, = 25-26, geschlossene Sym-
bole) und niedriger Hydratation (n,, = 11-12, offene Symbole) gezeigt. Alle Quadrupol-
splittings wurden Kiihlkurven entnommen; Unterschiede zwischen Heiz— und Kiihlkurven
traten erst bei n, < 8 auf.

Beide Signalgruppen nehmen monoton (und in etwa exponentiell) mit abnehmender Tem-
peratur zu, bis sie den Bereich des Phaseniibergangs erreichen. Im vermuteten Koexi-
stenzbereich von Fliissig— und Gelphase zeigen sich bei n,, = 11-12 Unterschiede: die
Aufspaltung der terminalen Methylgruppe bleibt in etwa konstant, wihrend die des Pla-
teaubereichs deutlich abnimmt.

In dem Bereich, in dem alle 3 untersuchten SM/POPC-Systeme bei niedriger Hydrati-
sierung in der fliissigkristallinen Phase vorliegen (7" > 38°C), verlaufen die Kurven Av
vs. T fiir die Methylgruppen in etwa parallel und proportional zum SM—-Anteil verscho-
ben. Dagegen nimmt bei hoher Hydratisierung der Ordnungsparameters zwischen 0 und
33 mol-% SM deutlich stiarker zu als zwischen 33 und 67 mol-% SM.

Die Ordnung des Plateaubereichs hingt in der fliissigkristallinen Phase ebenfalls stark
von 1., ab: sie ist bei n,, ~ 25 fast unabhingig vom SM-Gehalt, wihrend sie fiir n,, ~
12 iiberproportional mit dem SM-Anteil zunimmt. So ist beispielsweise bei 40 °C der
Ordnungsparameter des Plateaubereichs gegeniiber reinem POPC um 6,8 bzw. 17,5 % bei
33 bzw. 67 mol-% bbSM erhoht.

Von den NMR-Signalen von Sphingomyelin kann nur die Amidgruppe aufgelést werden,
da die Hydroxylgruppe im Bereich der Acylkettensignale von POPC liegt. Bei allen Hy-
dratationen verbreitert sich das ND—Signal am Phaseniibergang (Daten nicht gezeigt).

Diskussion

Der Ubergang der bbSM/POPC-Systeme von der fliissigkristallinen in die Gelphase dufiert
sich im Verlauf von Ar(D50) in Form eines Minimums bzw. in einer Abweichung im Tem-
peraturverhalten. Im Acylkettenbereich von POPC néhert sich die Quadrupolaufspaltung
in der Gelphase bei 67 mol-% SM fiir T" — 20 °C dem Splitting von reinem POPC. Dies be-
deutet, dafl die von Untracht und Shipley [195] beobachtete Separation SM-reicher Phasen
in diesem Bereich auch bei niedrigen Hydratationen stattfindet.

Die Dehydratisierung der Membranoberfliche fithrt zu einer hoheren Packungs-
dichte im Acylkettenbereich und damit zu einem steigenden Anteil von trans—
Konformationen der Methylengruppen, d.h. zu einer Zunahme der mittleren Ket-
tenldnge. Die iiberproportionale Zunahme von Av(Plateau) mit dem SM-Gehalt in der
fliissigkristallinen Phase kann darauf zuriickgehen, dafl POPC nicht nur durch den Ket-
tenbereich von SM, sondern auch durch den starren Interface-Bereich hoher geordnet
wird. Beide Effekte gehen umso stirker zuriick, je grofler der Gelphasenanteil der SM-
Komponente wird.
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6.4.3 Effekt von Cholesterol

Zur Untersuchung des Einflusses von Cholesterol auf bbSM/POPC-Membranen wurden
fiir eine 2:1:1-molare bbSM/d31-POPC/Chol-Mischung Messungen bei verschiedener Hy-
dratation (n, = 13-27) durchgefiithrt. Abbildung 6.40 faBt die jeweiligen Quadrupolauf-
spaltungen von D50, der Amidgruppe von SM sowie der terminalen Methylgruppe und

des Plateaubereichs von d31-POPC zusammen.
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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

(offene Symbole)
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Zum Vergleich wurde fiir dieselben Molanteile eine Membran ohne SM, d.h. eine 1:1-
molare d31-POPC/Chol-Mischung, gemessen.

In Kapitel 6.3 wurde gezeigt, daf sich das Hydratisierungsverhalten von SM/DPPC-Mem-
branen in Anwesenheit von Cholesterol fundamental &ndert. Bei SM/POPC-Membranen

wiirde 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 Av(D20) fir das bbSM/POPC/Chol-System ein fiir
POPC typisches Verhalten (Abb. 6.40(a)), wobei Ar(D20) fiir 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, dafl in bbSM/POPC-Systemen die Phaseniibergangstemperatur 7}, erst bei
niedrigen Hydratationen von n,, abhingt (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 aufzulésen.

Diskussion

Die verschwindende Quadrupolaufspaltung von DO in der 2:1:1-molaren
bbSM/POPC/Chol-Mischung bei 24-25°C deutet auf einen Phaseniibergang in diesem
Bereich hin, der in DSC—Untersuchungen nicht detektiert werden konnte.

Sollte dies der Fall sein, so konnen die mit dem Phaseniibergang verbundenen Fluktua-
tionen der Membranstruktur das Auftreten extrem grofier Doménenstrukturen sowohl
in Monolayern als auch in Bilayern und Vesikeln [47] von SM/POPC/Chol-Mischungen
bzw. Extrakten aus der Burstensaummembran der Nierenrinde erkliren. Bei Temperatu-
ren um 25 °C wurden in 1:1:1-molaren DOPC/SM/Chol-Vesikeln geordnete Doménen in
der Groflenordnung einiger 10 um beobachtet (Abb. 5 in [47]).

Die Ordnung der sn-1-Kette von POPC ist in der SM/d31-POPC/Chol-Mischung sowohl
fiir die terminale Methylgruppe als auch fiir den Plateaubereich extrem hoch. Im Ver-
gleich mit einer dquimolaren d31-POPC/Chol-Membran zeigt sich, dafl auch ohne SM
der Plateaubereich von POPC sehr hoch geordnet ist. Allerdings wird die Temperatu-
rabhéngigkeit von Av in Anwesenheit von SM deutlich moduliert.
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6.5 Beobachtungen en passant

Zum Schluf} soll noch auf eine Beobachtung hingewiesen werden, die im Hinblick auf die
Wechselwirkung von Sphingomyelin—enthaltenden Membranen mit Detergentien wie Tri-
ton X100 interessant ist: bei der Priparation der Multilayer—Proben wird das in Methanol
oder Methanol/Chloroform geloste Lipid auf die Glasplittchen aufgetragen und in einem
warmen Luftstrom getrocknet. Dieses Verfahren dauert tiblicherweise etwa 15 min, bei
SM-enthaltenden Proben jedoch bis zu 90 min.

Abbildung 6.41 zeigt die Zeitdauer bis zur vollstindigen Verdunstung von jeweils 1mg
Lipid (Gesamtmenge) in 100 ul Methanol/Chloroform (5:1-molar); jeder Mewert wur-
de durch Mittelung iiber je 5 Proben bestimmt. Alle Proben wurden unter identischen
Bedingungen getrocknet.
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Abbildung 6.41: Verdunstungzeiten verschiedener in Methanol/Chloroform (5:1-molar)
geltster Lipide oder Lipidmischungen

Diese Ergebnisse weisen auf eine starke Wechselwirkung zwischen Sphingomyelin/Cho-
lesterol und dem Losungsmittel hin, die zu einer Erniedrigung des Dampfdrucks fiithrt.
Detailliertere Messungen des Aggregatszustandes der gelosten Lipide sowie die Bestim-
mung der Dampfdruckkurven etwa mit statischer Lichtstreuung bzw. einer Thermowaage
kénnten diese Beobachtungen untermauern.

In [7] wird darauf hingewiesen, dal SM in apolaren organischen Losungsmitteln (anders
als PC) eine gelartige Phase bildet. Gelost in Chloroform bildet PC Mizellen, wihrend SM
praktisch unléslich 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
Festkorper-NMR ist eine spezifische Markierung mit geeigneten Isotopen:

e Kine selektive Deuterierung der Fettsiurekette bzw. der Sphingosinkette kann die
Unterschiede in der Kettenpackung und —dynamik gegeniiber PC-Membranen auf-
zeigen. Insbesondere sollte der hohe Anteil von gauche-Konformationen in der Gel-
phase mit 2H-NMR Spektroskopie bestitigt werden und die Konsequenzen im Hin-
blick auf Untersuchungen bei Raumtemperatur (z. B. Monolayerexperimente) disku-
tiert werden. Auch die stéirkere Wechselwirkung mit Cholesterol kann so vielleicht
besser verstanden werden.

e 2H-Markierungen im Kopfgruppenbereich kénnen den Einflul der hoheren Wasser-
stoffverbriickung auf Orientierung und Dynamik der Cholingruppe im Vergleich mit
PC zeigen. Die Dynamik der SM-Kopfgruppe sollte sich bei Dehydratisierung oder
in Anwesenheit zusitzlicher Donoren/Akzeptoren von Wasserstoffbriicken (z. B. Cho-
lesterol) deutlich dndern.

e Mit einer *C-/'N-Doppelmarkierung der Siaureamidgruppe lit sich die mittlere
Orientierung dieses Segments bestimmen. Aus Anderungen der statischen Kopp-
lungskonstante kann die Stirke der Wasserstoftfbriicken in diesem Bereich abgeleitet
werden.

Die Geometrie der Wasserstoffbriicken im Interface-Bereich von Sphingomyelin und
dabei insbesondere die Rolle der Amid- und Hydroxylgruppe sind mangels Réntgen-
strukturdaten weiterhin spekulativ. Dies gilt umso mehr fiir Mischungen von SM mit
Cholesterol und PC, d.h. fiir sogenannte raft-Mischungen. Ein mogliches Vorgehen zur
Kldrung 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 Oberflichenbewegungen (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 Wasserstoff-
verbriickung 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 Auflenseite
der Plasmamembran von Wiederkduer-Erythrozyten besteht zum Grofiteil aus Sphingo-
myelin [20,56], da Wiederkiuer ein spezielles Enzym zur Abtétung von Ciliaten (Wimper-
tierchen) benétigen, das auch gegen PC aktiv ist [56]. Die Mikroviskositdt der Plasma-
membran von Schaf-Erythrozyten ist infolge des hohen SM—-Gehalts im physiologischen
Temperaturbereich wesentlich héher als beim Menschen [7,20].

Selbst bei menschlichen Erythrozyten (24 mol-% Cholesterol, 15 % SM, 18 % PC — davon
82 % des SM bzw. 76 % des PC im Exoleaflet) wurde aus Monolayer-Untersuchungen gefol-
gert, daf} sich dal System unter physiologischen Bedingungen in der Nihe eines kritischen
Mischbarkeitspunktes befindet [91].

Allgemein enthalten Erythrozyten neben SM und PC hohe Mengen an Phosphatidyle-
thanolamin (PE) im Exoleaflet (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
durchgefiihrt; es ist zu erwarten, daf} sich in Anwesenheit dieses Lipids, das selbst in hohem
Mafle Wasserstoftbriicken bildet, das Verhalten von SM/PC-Membranen markant dndert.

Aus der Quadrupolaufspaltung des interlamellaren Wassers kann sehr gut auf viele Eigen-
schaften von Membranen geschlossen werden; theoretische Modelle fiir den absoluten Wert
dieser MeBgrofie sowie seiner Anderung mit der Temperatur, der Hydratisierung oder der
Lipidstruktur existieren bisher jedoch noch nicht. Vor diesem Hintergrund wurde ange-
regt, die Orientierung oberflichennaher Wassermolekiile mit Simulationen von Wasser an
geladenen Oberflédchen [111] zu vergleichen.

Biologische Bedeutung dieser Arbeit

Aus der verschwindenden Quadrupolaufspaltung von D5O in der L,—Phase von vollhydra-
tisierten, reinen SM—Multischichten wurde im Einklang mit anderen Untersuchungen [126]
gezeigt, dafl die Oberfliche dieser Membranen trotz gleicher Kopfgruppenstruktur weniger
hydrophil als die von PC ist. Damit sollten deutliche Unterschiede bei der Bindung ungela-
dener Molekiile auftreten. In der Tat unterscheidet sich die Bindung des hochhydrophoben
Proteins -Lactoglobulin an SM deutlich von der an DPPC oder DMPC [106]: wihrend
und oberhalb des Phaseniibergangs scheint das Protein mit SM, nicht aber mit PC zu
wechselwirken. Ebenso sinkt die Aktivitit der Lipoprotein—Lipase, eines der wichtigsten
Stoffwechselenzyme, in PC/SM-Membranen aufgrund der geringeren Hydratisierung der
Oberfliche [164].

Das unterschiedliche Phasenverhalten von SM und PC sowie ihre unterschiedliche Wechsel-
wirkung mit Proteinen konnte im Hinblick auf die altersbedingte Ersetzung von PC durch
SM in vielen Membranen ein wichtiger Beitrag zur Bildung pathogener Veridnderungen
sein. Schliefllich sei darauf hingewiesen, daf} die starke Wechselwirkung zwischen Sphingo-
myelin und Cholesterol eine Rolle im Fortschreiten neurodegenerativer Erkrankungen zu
spielen scheint.
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