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Vi har igennem dette projektforlgb studeret, hvordan den anomali
i repeatafstanden, der er observeret ved main faseovergangen i pho-
spholiddobbeltlag, ndres ved tilszetning af smi koncentrationer af
salt. Derudover har vi undersggt, hvordan saltets effekt afhaenger af
lipidernes kaedelzngde.

Konkret har vi med sméavinkelrgntgenspredning (SAXS) undersggt
den omtalte faseovergang ved at méale gentagende afstande — repea-
tafstande — i multilamellare vesikler af DMPC, DC;5PC og DPPC.
Som solvent har vi anvendt rent vand samt 0,1 M oplgsninger af KBr,
NaCl og NH4Cl.

Arbejdet bygger videre pa studier af alkalihaliders betydning for den
anomale swelling i DC;3PC [Korreman, 2000b}[Korreman & Posselt,
2000b}, hvor der blandt andet findes en sammenhang mellem salte-
nes kaotrope og kosmotrope egenskaber og stgrrelsen af den anom-
ale swelling. Disse resultater understgtter en forklaringsmodet af den
anomale swelling som i denne rapport benzvnes DTU-modellen.

Med vores malinger har vi undersggt om de systematikker der er
observeret for saltenes effekt pd DC;3PC kan genfindes for phosp-
holipider med lengere fedtsyrehaler.

Vi konkluderer, at saltene effekt p3 stgrrelsen af den anomale swel-
ling sammenholdt med deres kaotrope og kosmotrope egenskaber, er
i overensstemmelse med resultaterne for malingerne pa DC;3PC.

Vi finder at den kedelzengdeafhzngighed af den anomale swelling,
som er rapporteret i [Korreman & Posselt, 2000a] med rent vand
som solvent, stadig er galdende ved de tre typer saltoplgsning vi
har anvendt.

Starrelsen af repeatafstandene i temperaturomrader, hvor den ano-
male swelling ikke er dominerende, viser sig at veere i uoverensstem-
melse med den opstillede hypotese for saltenes indvirkning pa syste-
met.

Sammenhzngen mellem stgrrelsen af den anomale swelling og
narveret af en kritisk temperatur for separation af dobbeltla-
gene i den mutilamellare vesikel, der er observeret i [Korreman,
2000b][Korreman & Posselt, 2000b} genfindes ikke ved malinger p&
DMPC, DCy5PC og DPPC, hverken nir solventet er rent vand eller
0,1 M saltoplgsninger.
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Indledning

Kort systembeskrivelse

Et af de omrader, som har stor interesse indenfor biofysik, er lipiddobbelt-
lag. Lipiddobbeltlag bestar af to monolag af lipider, der i vandig oplgsning
vender deres hydrofile hoveder udad og deres hydrofobe haler indad. Der
er forskellige grunde til, at lipiddobbeltlag tiltraekker interesse bade blandt
fysikere og biologer. De udggr en simpel model af en cellemembran, og kan
séledes bruges til at undersgge de mest fundamentale dynamikker og meka-
nismer i sddanne. Desuden er de interessante ud fra en fysikers synspunkt,
fordi de udggr et interessant (og relativt kompliceret) system. Blandt andet
undergér lipiddobbeltlag forskellige typer faseovergange.

De systemer, vi arbejder med, er multilamellare vesikler bestdende af
phospholipiddobbeitlag (DMPC, DCy5PC samt DPPC). Multilamellare ve-
sikler kan beskrives som en lggstruktur, hvor hvert lag er lipiddobbeltlag,
med vand imellem.

Med smavinkelrgntgenspredning er vi i stand til at detektere og bestemme
en hyppigt gentagende afstand i et system — en repeatafstand. En sidan
afstand findes netop i de multilamellare vesikler, og den giver endvidere
information omkring systemets tilstand. Blandt andet kommer det til udtryk
i repeatafstanden, nar lipiddobbeltlagene skifter fase.

Det hidtidige arbejde med anomal swelling

I lgbet af 90-erne har forskellige videnskabelige grupper studeret den tempe-
raturafheengige repeatafstand omkring den faseovergang, som almindeligvis
benzevnes main faseovergangen. Repeatafstanden er mindre i hgjtemperatur-
fasen, men sendringen af repeatafstanden forlgber ikke, som man umiddelbart
ville forvente. Faenomenet omtales ofte som anomal swelling, hvilket vi ogsé
har valgt at ggre i denne rapport.

De forskellige grupper sggte at forklare den anomale swelling ud fra meget
forskellige modeller [Hgnger et al., 1994][Zhang et al., 1994]. De to mest
fremherskende forklaringer kan tilskrives henholdsvis, John F. Nagle og Ole
G. Mouritsen samt deres respektive forskningsgrupper. Sidstnzevntes model
vil i rapporten blive omtalt som DTU-modellen.

1




2 Indledning

P4 det seneste har der veret en vis opblgdning mellem fortalerne for de
forskellige modeller, og specielt har Nagle anerkendt, at hans model formo-
dentligt kun kan forklare en del af den anomale swelling [Nagle, 1998].

Rentgenlaboratoriet pd IMFUFA er et af de steder, hvor der gennem de se-
neste 4-5 &r er blevet foretaget undersggelser af fanomenet anomal swelling
i lipiddobbeltlag. Dette arbejde er senest rapporteret i [Korreman, 2000b],
[Korreman & Posselt, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000a]. [Korreman,
2000b] undersgger vesikler bestaende af phospholipiddobbeltlag ved hjeelp
af en raekke forskellige eksperimentelle metoder, hvoraf smévinkelrgntgen-
spredning er en.

I [Korreman, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000a] undersgges betydningen
af lipidhalernes lzengde (DC13PC, DMPC, DC15PC samt DPPC) for den
anomale swelling. Desuden undersgges det 1 [Korreman, 2000b} og [Korreman
& Posselt, 2000b], hvorledes den anomale swelling pavirkes af forskellige salte
(alkalihalider) i en 0,1 M oplgsning for DC3PC.

Det konkluderes, at rgntgenspredningsresultaterne, s&vel som de gvrige resul-
tater i [Korreman, 2000b], er i overensstemmelse med DTU-modellen. Dette
sker i en ramme, hvor forskellene i saltenes effekt knyttes til deres vands-
trukturerende egenskaber.

Malszetninger og méileserie

Vores malinger i forbindelse med dette projekt ligger i forlengelse af de
ovenfor skitserede. Saledes undersgger vi betydningen af saltoplgsninger og
lipidhalernes kaedeleengde i kombination. Konkret har vi malt p4d DMPC,
DC;5PC samt DPPC og anvendt 0,1 M oplgsninger af KBr, NaCl og NH4Cl.
Begrundelsen for dette valg er beskrevet i afsnit 4.4.1.

Det er vores opfattelse, at vores arbejde 1 hgj grad skal ses i forlengelse af
[Korreman, 2000b], [Korreman & Posselt, 2000b] og [Korreman & Posselt,
2000a}, hvilket blandt andet kommer til udtryk i vores valg af lipider og salte.
Det betyder ogsd, at vi pa et tidligt tidspunkt har valgt at koncentrere os om
DTU-modellen frem for Nagles model eller andre af de foreslaede forklaringer
af den anomale swelling.

I forbindelse med hele diskussionen om forklaringen af den anomale swelling
er det samtidig vigtigt at holde sig for gje, at vesiklerne som system langt fra
er endegyldigt beskrevet. For eksempel er der ubesvarede spgrgsmél omkring
de interlamellare kraefter, der holder lagene i vesiklerne adskilt — og som
sgrger for, at de holder sammen.

Nar det er interessant at beskeftige sig med den anomale swelling, er det
blandt andet, fordi den anomale swelling &bner mulighed for at studere kraef-
terne mellem dobbeltlagene og karakteren af main faseovergangen.




Sidelpbende undersggelser 3

I de fplgende punkter har vi sggt at sammenfatte vores malsetning med
dette projekt og de eksperimenter, vi har udfgrt. Punkterne er anfgrt i en
prioriteret reckkefglge efter, hvor snaevre de er, og hvor praecist vi derfor
forventer at kunne besvare dem.

e Stemmer de i [Korreman, 2000b], [Korreman & Posselt, 2000b] [Korre-
man & Posselt, 2000a] foresldede forklaringer af salt og kadelengdes
betydning for den anomale swelling overens med de resultater vi opnér,
nér de to parametre varieres sidelgbende?

e Opnér vi resultater, der ‘yderligere stgtter DTU-modellen eller som
peger imod den?

e Hvilke informationer giver vores resultater om de interlamellare kraefter
i systemet?

Sidelgbende undersggelser

Udover de egentlige formal med projektet gnsker vi at opbygge en fornem-
melse for, hvor stabilt et system vi maler pa. I den forbindelse er der to
faktorer, vi specielt har fundet interessante. Den forste er maden, hvorpa de
multilamellare vesikler preepareres. Dette ggres nemlig forskelligt i forskellige
laboratorier, og det er derfor interessant, hvorvidt det har vaesentlig betyd-
ning for de opnéede resultater. Det andet er, at vi er usikre pa, hvor lang tid
vesiklerne skal holdes ved en given temperatur inden en termodynamisk lige-
veegt opnds. Derfor har vi foretaget gentagende malinger af repeatafstanden
ved den samme temperatur efter forskellige ventetider.

De undersggelser, vi har foretaget af systemets stabilitet, er meget indle-
dende, idet vi kun i ringe grad har prioriteret at forfglge de ting, vi er stgdt
pa. Det til trods finder vi, at de bidrager med nogle interessante oplysninger.

Projektrapporten

Vores selvstzendige bidrag er, som det allerede er fremgéet, primaert eksperi-
mentelt baseret. Det betyder selviglgelig ikke, at vi ikke samtidig har udfgrt
et litteraturstudie. Som det fremgér af den netop skitserede mélsatning, gn-
sker vi s& vidt muligt at satte vores resultater omkring den anomale swelling
i forbindelse med generelle traek ved vesiklerne. Derfor indleder vi med tre
kapitler, som skal danne baggrund for at ggre dette.

I kapitel 1 starter vi med at karakterisere det system, vi arbejder med, hvilket
vil sige lipider, vesikler, vand og salt. I kapitel 2 praesenterer vi de forskellige
typer vekselvirkninger, der menes at virke mellem dobbeltlag af lipider.



4 Indledning

Kapitel 3 omhandler vesiklernes faseopfgrsel, og specielt karakteren af main
faseovergangen. I denne forbindelse ggr vi nermere rede for, hvad der menes
med anomal swelling. Kapitel 3 afsluttes med kort at redeggre for DTU-
modellen, hvilket sker pa baggrund af kapitel 2 og den forste del af kapitel 3.

Inden vi i kapitel 5 redeggr for vores eksperimentelle teknik og metode, ud-
dyber vi i kapitel 4, hvordan vi mener, at de eksperimenter, vi foretager, kan
belyse de spgrgsmél, vi har arbejdet udfra.

Prasentationen, behandlingen og diskussionen af vores data er opdelt i tre
kapitler. Kapitel 6 udger en afrundet helhed omkring de sidelgbende under-
sggelser, vi har foretaget. Data fra vores mélinger af den anomale swelling
praesenteres i kapitel 7, og tolkningen af disse fremlaegges og diskuteres i
kapitel 8.



1 Systembeskrivelse

Lipidsystemet, som vi undersgger, bestar af tre komponenter, lipider, vand -

og salt. Her beskrives disse komponenter, og en rakke relevante begreber
introduceres.

1.1 Lipidmolekylet

Et phosphatidylcholinlipidmolekyle! er et makromolekyle med en glycerol-
gruppe, hvorpa der sidder en phosphatidylcholin hovedgruppe og to fedtsyre-
haler af varierende laeengde. Phosphatidylcholin er en phosphatgruppe, hvortil
der er bundet en cholingruppe, og i vandig oplgsning har phosphatgruppen
en negativ oxygenion og cholingruppen en positiv nitrogenion, som ggr li-
pidmolekylet zwitterionisk. Hovedgruppen er udadtil neutral, men internt i
gruppen er der en ladningsseparation, hvilket betyder, at hovedgruppen er
poleer. Dette star i modsaetning til de to fedtsyrehaler, som bestar af upolere
methylengrupper. [Cevc & Marsh, 1987, s. 3-6]

O
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Figur 1.1 Et DMPC-molekyle. Til glycerol er der substitueret en phosphat-
gruppe (PO7) med en cholingruppe (N(CH3)3CoH4OH™") og to fedtsyrekseder
(CH3(CH)12COOH). [Avanti Polar Lipids Inc., 2000}

I neerveerende projekt studeres phospholipider med identiske fedtsyrehaler
med henholdsvis 14, 15 og 16 carbonatomer. De anvendte phospolipider for-
kortes henholdsvis DMPC, DC5PC og DPPC (se tabel 1.1 for de kemiske
navne). I naturen findes der kun phospholipider med et lige antal carbona-
tomer i hver af fedtsyrehalerne, mens vi ogsd arbejder med ikke naturligt
forekommende lipider, nemlig phospholipider med 15 carbonatomer i hver
fedtsyrehale.

!Herfra benzevnes disse molekyler phospholipider eller blot lipider.
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6 Systembeskrivelse

Fork. Kemisk navn

DMPC | 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
DCy5PC | 1,2-dipentadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
DPPC 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

Tabel 1.1 Phospholipider, som studeres i narvaerende projekt.
1.2 Lipider i vand

Phospholipidmolekylet er et amfifilt molekyle, idet hovedgruppen er hydrofil,
og fedtsyrehalerne er hydrofobe. Det betyder, at phospholipider i vand aggre-
gerer pa en sddan made, at de hydrofobe haler har mindst mulig kontakt med
vandet. Amfifile molekyler i vand danner forskellige aggregater afheengigt af
deres geometri, og phospholipider danner dobbeltlag, idet tveersnitsarealet
af hovedgruppen og fedtsyrehalerne er i samme stgrrelse [Israelachvili, 1992,

s. 375]. Afhengigt af preepareringsmetoden kan disse dobbeltlag igen struk-
tureres forskelligt.

Figur 1.2 Principskitse af en multilamellar vesikel. [Korreman, 2000b]

I vores system danner dobbeltlagene multilamellare vesikler, hvilket vil sige,
at de er organiseret i en uordnet lggstruktur med vand mellem de enkelte
dobbeltlag. Multilamellare vesikler har, som det er illustreret pé figur 1.2,
en periodisk struktur, der er udgjort af et enhedslag. Hvert enhedslag bestar
af to monolag af lipidmolekyler, og et vandlag. Den samlede bredde af et
enhedslag kalder vi for repeatafstanden, D (se figur 1.3).

De enkelte dobbeltlag er forholdsvis nemt gennemtraengelige for vandmole-
kyler [Cevc & Marsh, 1987, s. 93-95]. I systemer, som dem vi arbejder med,
hvor der er excess vand, er det derfor hovedsageligt de interlamellare veksel-
virkninger, der ved en given temperatur bestemmer repeatafstanden. Dette
sker s&ledes gennem en regulering af vandlagets tykkelse.

Repeatafstanden athenger dog af flere faktorer som for eksempel temperatu-
ren, lipidernes halelzngde og vandets saltindhold. Som overslag pa stgrrelsen



1.3 Solventet 7

Figur 1.3 P4 figuren ses en principskitse af enhedslaget i multilamellare vesikler.
[Marra & Israelachvili, 1985]

af de enkelte dele af enhedslaget arbejder vi med fglgende veerdier, som er
hentet fra [Lemmich et al., 1995],[Marra & Israelachvili, 1985] og [Cevc, 1993,
tabel A6]:

e Repeatafstand: D = 60 — 70 A
e Halelag: Dy =30 —40A

e Vandlag: Dy = 25— 304

e Hovedgruppelag: Dy = 5A

Til sammenligning har vandmolekyler en diameter p& omkring 2,8 A [Israel-
achvili, 1992, s. 110].

1.3 Solventet

Vandet er, gennem sine vekselvirkninger med lipidmolekylernes hovedgrup-
per, en meget vaesentlig del af vores system, og ved tilsaetning af salt er det
netop karakteren af dette forhold, vi endrer pé. I det fglgende redeggr vi
kort for, hvordan tilseetning af salt pévirker vandets struktur, og hvordan
saltet derudover enten direkte eller indirekte kan have indflydelse pd sam-
spillet mellem vand og lipider. Dette er interessant, fordi disse forhold indgér
i forklaringsmodellen for de forskellige saltes effekt pd den anomale swelling
[Korreman, 2000b] [Korreman & Posselt, 2000b].



8 Systembeskrivelse

1.3.1 Vand og salt-

Vand har nogle specielle solventegenskaber, som skyldes, at hvert vandmole-
kyle er i stand til at danne hydrogenbindinger med sine narmeste nabomo-
lekyler. Hydrogenbindingen er en relativ steerk intermolekyler binding med
en energi pad 10 — 40kJ mol™!, svarende til knap en tiendedel ionbinding
[Israelachvili, 1992, s. 125]. Vandmolekylets geometri betyder, at strukturen
med lavest fri energi er en tetraederstruktur (se figur 1.4), hvor hvert vand-
molekyle gennemsnitligt indgér i ca. tre hydrogenbindinger [Marcus, 1985,
s. 92].

Figur 1.4 Bulkvands tetraederstruktur. Det ses, at hvert vandmolekyle har
mulighed for at indg3 i fire hydrogenbindinger. Da bindingerne hele tiden dannes og
brydes, indgir et vandmolekyle kun i omkring tre hydrogenbindinger i gennemsnit.
[Israelachvili, 1992, s. 124]

At salt oplgses i vand skyldes primeert den entropistigning (blandingsentro-
pien), der fglger af, at ionerne forlader deres placering i en krystalstruktur
og bliver frie til at bevaege sig i vandfasen [Israelachvili, 1992, s. 38-39]. Des-
uden bliver tiltreekningen mellem to modsatladede ioner svagere, nar disse
befinder sig i et medium, og denne effekt er seerlig stor i vand pa grund af
vands store dielektricitetskonstant [Israelachvili, 1992, s. 42-44].

Nar et salt oplgses i vand, orienterer ionerne vandmolekylerne pa grund af
deres dipolaere natur og river dermed vandmolekylerne ud af deres tetraeder-
struktur [Bockris & Reddy, 1970, s. 76]. Disse orienterede vandmolekyler er
bundet forholdsvis hardt til ionerne, hvilket betyder, at deres udvekslingstid
i almindelighed bliver nedsat med en faktor 100 eller mere i forhold til vand-
molekylerne i bulkfasen [Israelachvili, 1992, s. 56]. Antallet af vandmolekyler,
der er bundet til ionen, kaldes hydreringstallet, og det omrade, de udfylder,
kaldes hydreringszonen.

Langt fra den oplgste ion er vandet stadig i sin fordelagtige tetraederstruktur,
og det betyder, at der kommer et omride mellem de bundne vandmolekyler
og bulkvandet, hvor vandmolekylerne ikke kan finde ud af om de skal orien-
tere sig i forhold til ionen, eller om de skal falde ind i bulkstrukturen [Bockris
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& Reddy, 1970, s. 79][Franks, 1973, s. 214]. Princippet i denne hydrering af
oplgste ioner er skitseret i figur 1.5.

Orienterede
vandmolekyler

= Desonenterede
vandmolekyler

Bulkvand

Figur 1.5 I figuren er vist, hvordan hydreringen af en kation kan tzenkes at se ud,
hvis vandmolekylerne betragtes som simple dipoler. [Bockris & Reddy, 1970, s. 79]

Nogle ioner har en stgrre hydreringszone end andre ioner, og afhaengigt af
profilen af denne hydreringszone bliver det mellemliggende omrade med des-
orienterede vandmolekyler ogsa af forskellig stgrrelse. Sammenholdes ioners
evne til at strukturere vandmolekyler omkring sig med deres evne til at per-
turbere vandmolekylernes struktur i det mellemliggende omréde kan ioner
opdeles i to grupper. De ioner, som har en hydreringszone, der dominerer i
forhold til det perturberede omrade kaldes vandstrukturerende, mens de io-
ner, hvor det modsatte er tilfzeldet, kaldes vandstrukturnedbrydende. [Bock-
ris & Reddy, 1970, s. 76-80]{Franks, 1973, s. 214]

Om en ion er vandstrukturerende eller vandstrukturnedbrydende afhaenger af
stgrrelsen og geometrien af ionen, og om det er en anion eller en kation. Som
hovedregel er polyvalente og sm& monovalente kationer vandstrukturerende,
mens anioner og store monovalente kationer er vandstrukturnedbrydende.
[Marcus, 1985, s. 125-127][Israelachvili, 1992, s. 56][Koryta, 1991, s. 25}.

I vores arbejde har vi anvendt de tre salte KBr, NH,Cl og NaCl, og i tabel 1.2
har vi angivet relevante data for de involverede ioner. Her ses udfra aendrin-
gerne i vandets entropi, at de to anioner Br™ og Cl~ samt den store kation
K* er vandstrukturnedbrydende, mens den mindre kation Na* er vandstruk-
turerende. NHJ, som i stgrrelse ligger mellem Na* og K¥, ses at have en
nxsten neutral effekt pd vandets struktur.
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: levetiden af ASyandstruktur
ion ion radius [A] | hydreringstal | H-bindingerne [sek.] | [JK~!mol~!]
Na*t 0,95 4-5(@ 107° (e -16¢
NH 4+ 1,22 - - 50
K+t 1,330 3-4(c 10-9 (e 200
Cl- 1,81(e 1(e - 120
Br~ 1,95(¢ 1le - 2905

Tabel 1.2 1 tabellen er der, for de ioner vi arbejder med, opgivet ion-
radier, hydreringstal, levetider for hydrogenbindinger mellem vandmoleky-
ler i hydreringszonen og entropisendringer i forbindelse med omstrukture-
ring af vandmolekylerne.(®[Israelachvili, 1992, tabel 4.2]*[Marcus, 1985, tabel
5.13](°[Weast, 1980]

1.3.2 Lipider i saltoplgsning

I sammenhaeng med de undersggelser vi har foretaget, er det interessante
ikke, hvordan ioner #ndrer p4 vandstrukturen, men naermere hvordan denne
omstrukturering sker i samspil med lipidhovedgruppernes vekselvirkning med
ionerne og vandmolekylerne. Her kommer begreberne salting in og salting out
i spil.

I en forste forklaring af disse begreber kan det siges, at de vandstrukturerende
ioner vil holde p& vandmolekylerne, og at der derfor ikke er s4 mange vand-
molekyler tilbage til lipiderne — dette burde resultere i en salting out-effekt.
Modsat kan det siges, at de vandstrukturnedbrydende ioner vil ggre vand-
molekylerne mere tilgeengelige for lipiderne og derved resultere i en salting
in-effekt. [Bockris & Reddy, 1970, s. 158-159][Franks, 1975, s. 87]

Denne simple forklaring er dog ikke fyldstggrende til en forstielse af salting
i og salting out, idet der ogsd skal tages hensyn til blandt andet disper-
sionsvekselvirkningerne mellem ionerne og hovedgrupperne (jvf. afsnit 2.1).
Det, der er afggrende for om en given ions effekt pa lipidhovedgrupperne er
salting in eller salting out, er altsd et kompliceret samspil mellem geome-
trien og stgrrelsen af hovedgrupperne og ionerne, og s& polarisabiliteten af
hovedgrupperne og ionerne. [Bockris & Reddy, 1970, s. 165-166]

Eksperimenter har vist, at NH] pa trods af sin let vandstrukturnedbrydende
natur har en salting out-effekt p& benzoesyre i vand [Bockris & Reddy, 1970,
s. 167). I [Chapman et al., 1977] rapporteres det, at en 1 M NH4Cl-oplgsning
haever main faseovergangstemperaturen for DMPC, hvilket ifglge [Koynova
et al., 1997] tolkes som en favorisering af ripplefasen (se afsnit 3.1 angh-
ende lipiddobbeltlagets forskellige faser). Da arealet per lipid er mindre i
ripplefasen end i den flydende krystallinske fase, er dette udtryk for en sal-
ting out-effekt. Den samme effekt ses for NaCl, men i meget mindre grad.
[Koynova et al., 1997]
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P4 baggrund af oplysningerne fra [Chapman et al., 1977} og [Koynova et al.,
1997] og veerdierne i tabel 1.2 har vi arbejdet udfra den forestilling, at KBr
giver en salting in-effekt, at NH4Cl giver en salting out-effekt, og at NaCl er
neutral eller giver en let salting out-effekt. Derfor vil vi fra nu af omtale KBr
som et kaotropt salt, NH4Cl som et kosmotropt salt og NaCl som et neutralt
salt.




2 Interlamellare vekselvirkninger

Balancen mellem de interlamellare vekselvirkninger bestemmer tykkelsen af
vandlaget imellem de enkelte dobbeltlag og er dermed afggrende for repeat-
afstanden. Det er essentielt for vores problemstilling at have et overblik over
naturen af disse vekselvirkninger, da det kan veere medvirkende til en forsté-
else af den anomale swelling.

Specielt er det centralt i forbindelse med DTU-modellen, idet den opererer
med en hypotese om, at den anomale swelling er et faenomen, der opstér pa
grund af, at tykkelsen af vandlaget pges (jvi. afsnit 3.4).

Den anomale swelling finder sted i den flydende krystallinske fase, og vi
beskaftiger os derfor med vekselvirkningerne i denne fase (jvf. kapitel 3).

De vekselvirkninger, der kan komme pa tale i forbindelse med en beskrivelse
af de multilamellare vesiklers interlamellare afstande, er van der Waals, elek-
trostatiske, steriske og hydreringskrafter. Vi koncentrerer os om de aspekter,
der er vigtigst for forstielsen af vores system og diskussionen af vores resul-
tater. Det betyder, at der laegges vaegt pd den kvalitative forstielse af de
forskellige vekselvirkninger, deres afstandsafthngighed, samt betydningen
af solventets sammensatning.

I forbindelse med opstilling af udtryk for de forskellige vekselvirkninger er det
almindelig praksis at antage, at vekselvirkningen sker imellem plane dobbelt-
lag. Denne antagelse har stgrst betydning for langtreekkende kraefter og far
endvidere stgrre betydning, jo nsermere man er vesiklens midte, idet krum-
ningen af dobbeltlagene er stgrst her. I litteraturen har vi ikke fundet nogen,
der behandler betydningen af at negligere dobbeltlagenes krumning, og vi
mener ikke, at det @ndrer p& det kvalitative billede af vekselvirkningerne.
Af samme grund er vi ikke get nermere ind pa betydningen af denne anta-
gelse.

Vi gnsker at understrege, at der er forskel pd de forskellige vekselvirkningers
teoretiske fundament. For eksempel er van der Waals kraften velbeskrevet og
veldokumenteret, mens mekanismerne bag hydreringskraften stadig diskute-
res (jvf. afsnit 2.4).

13
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2.1 van der Waals kraefter

van der Waals kreefter giver anledning til den vigtigste tiltraekkende kraft
mellem dobbeltlagene. :

Grundleeggende bestar van der Waals kraften af tre forskellige kraftbidrag,
der alle aftager med [~7, nar de virker mellem frie partikler. Dipol-dipol
vekselvirkningen, dipol-induceret dipol vekselvirkningen og dispersionsvek-
selvirkningen. De grundlaeggende kvalitative forklaringer af disse tre effekter
er primeert udarbejdet p& baggrund af [Israelachvili, 1992] og [Levine, 1995].

Dipol-dipol vekselvirkningen er bestemt af de permanente dipoler i systemet
og de elektrostatiske kreefter mellem disse. Kraften mellem to statiske di-
poler aftager med [=%. I et system med termiske fluktuationer er dipolernes
orientering imidlertid Boltzmannfordelt. Dipolerne pavirker hinandens ori-
entering, siledes at det er mest energetisk favorabelt for dem at vende i de
retninger, der giver anledning til tiltraekning. Alt i alt giver dipol-dipol vek-
selvirkningen derfor anledning til en gennemsnitlig tiltreekkende kraft, der
aftager med temperaturen. Boltzmannfordelingen af dipolernes orientering
betyder, at kraften ikke laengere aftager med /=, men med [~7.

Dernaest er der vekselvirkninger mellem en permanent dipol og en induceret
dipol. Et upolaert molekyle, der befinder sig i et elektrostatisk felt, polariseres
og bliver alts3 en induceret dipol. Dipolen kan for eksempel induceres af feltet
fra en permanent dipol, og vil i s3 tilfeelde vaere orienteret siledes, at der
opstar en tiltraekkende kraft de to dipoler imellem.

Endelige er der dispersionsvekselvirkningen, som for mange typer af mole-
kyler er det vigtigste bidrag til den samlede van der Waals kraft. Samtidig
er den nok ogsd den intuitivt mest vanskelige at forstd, fordi den i mod-
seetning til de to fgrstnaevnte effekter ikke er en ren elektrostatisk effekt. En
fuld teoretisk forstaelse af denne vekselvirkning kraever en kvantefeltteoretisk
beregning [Israelachvili, 1992, s. 180}.

Kvalitativt kan dispersionsvekselvirkningen forstds som hidrgrende fra det
elektriske felt, der er genereret af de instantane dipoler i systemet. P4 grund
af fluktuationer i de indre ladningsfordelinger findes disse instantane dipoler
til enhver tid i alle atomer og molekyler. De instantane dipoler polariserer
ogsd de andre molekyler i systemet og giver anledning til en tiltraekkende
kraft analog til kraften mellem en permanent dipol og en induceret dipol.

I beskrivelsen af vesiklerne er vi interesserede i van der Waals kraefterne mel-
lem strukturerede grupper af molekyler, nemlig mellem de enkelte dobbelt-
lag. van der Waals kreefterne er ikke additive, fordi to molekylers vekselvirk-
ning vil styre deres polarisering og polariseringsretning, og dermed pévirke
deres respektive vekselvirkning med et tredie molekyle. Derfor kan man ikke
beregne to dobbeltlags van der Waals vekselvirkninger p4 baggrund af de en-
kelte partikelvekselvirkninger. En additiv tilgang giver alligevel den rigtige
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afstandsafhangighed, og van der Waals kraften mellem to uendelig tykke

flader er givet ved:
A

PQ) < ~ 3, (2.1.1)
hvor P er kraften per areal, [ er afstanden mellem de to overflader og A er
Hamakerkonstanten [Israelachvili, 1992, s. 177 og 180].

Det ses, at kraften ikke aftager med /=7, som van der Waals kraften mellem
to partikler, men i stedet som [~3. Det betyder, at van der Waals kraften
mellem to flader (f.eks. to dobbeltlag) er en meget langtraekkende kraft i
forhold til kraften mellem to partikler.

Hamakerkonstanten korrigeres for van der Waals kraftens manglende additi-
vitet. Den effektive Hamakerkonstant er saledes direkte koblet til karakteren
af systemet. For vores system afthanger Hamakerkonstanten af lipidernes
polarisabilitet, polaritet og temperaturen, samt solventets dielektriske eller
ledende egenskaber.

Tager man hgjde for, at dobbeltlaget har en endelig tykkelse, d, kan van der
Waals kraften beskrives ved:
‘ 1 2 |
Pllx—-A| =z — : : 2.1.2
(1) (13 (d+l)3+(2d+l)3) (212)
[Rand, 1981], hvor ligning 2.1.2 kan approksimeres med ligning 2.1.1 for
[« d.

Ved store afstande bliver tiden for feltets udbredelse mellem lagene sammen-
lignelige med fluktuationstiden af ladningsforskydningerne, hvilket betyder,
at dispersionsvekselvirkningen svaekkes. Dette kan intuitivt forstas pa bag-
grund af fglgende: Nar feltet fra en induceret dipol skal pavirke den instan-
tane dipol, den blev induceret af, har den instantane dipol net at sendre
orientering.

Svaekkelsen af dispersionsvekselvirkningen betyder, at ligning 2.1.1 og ligning
2.1.2 ikke er strengt gyldige. Dette fAr dog ferst betydning efter en given
afstand, hvis stgrrelse er athaengig af lyshastigheden i mediet mellem lagene.
Imellem dobbeltlagene er denne afstand ~ 30 A [Israelachvili, 1992, s. 396].

Som det fremgar i kapitel 1 er de interlamellare afstande i vores vesikler netop
i stgrrelsesordenen 20-30 A. Vi vurderer, at det betyder, at ligning 2.1.2 som
udgangspunkt vil vaere en god approksimation, men at man samtidig skal
vaere opmarksom pé, at forsinkelseseffekter kan spille ind.

Betydningen af tilsetning af salt

Nar der tilsaettes salt til vandet mellem vesiklerne vil ionerne virke som lad-
ningsberere i en leder. Det betyder, at de fordeler sig p& en made, der sveek-
ker de elektrostatiske felter og dermed dipol-dipol og dipol-induceret dipol
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bidragene af van der Waals krafterne. Denne effekt kaldes Debye-skaermning
og medfgrer, at stgrrelsen af dipol-dipol og dipol-induceret dipol vekselvirk-
ningerne aftager eksponentielt med afstanden. Svaekkelsen af van der Waals
kraften vil bade afhenge af ionernes valens og koncentrationen af salt.

Dispersionsvekselvirkningen pavirkes ikke af tilsztningen af salt, idet de in-
volverede felter endrer sig hurtigere, end ionerne kan na at reagere. [Israel-
achvili, 1992, s. 199] : )

2.2 Elektrostatiske krafter

Hovedgrupperne er som beskrevet i afsnit 1.1 zwitterioniske og har dermed
et permanent dipolmoment. Dette dipolmoment bidrager naturligvis til van
der Waals krafterne mellem lagene.

P4 grund af lipidmolekylernes kollektive strukturering i dobbeltlaget mener
vi, at det er sandsynligt, at hovedgruppernes orientering er delvist bestemt,
eller i hver fald begraenset, af hele lipidmolekylets placering i dobbeltlaget.
For eksempel er der visse orienteringer af hovedgruppen i forhold til fedtsy-
rehalerne, der er mere sandsynlige end andre [Hong et al., 1996].

Det betyder, at dipolernes orientering er pavirket af andre faktorer end de-
res indbyrdes vekselvirkning. De dipolare hovedgruppers indbyrdes veksel-
virkning er derfor ikke fuldt ud beskrevet ved van der Waals kraften, idet
yderligere elektrostatiske kreefter kan spille ind.

Det afggrende i beskrivelsen af den elektrostatiske krafts betydning er de
gennemsnitlige pavirkninger af alle hovedgrupperne midlet over tid. Vi be-
skeeftiger os med membranerne i den flydende krystallinske fase, hvor li-
piderne er frie til at bevaege sig lateralt i det enkelt monolag, sdledes at
deres position i tangentialplanen er tilfzeldig (jvi. afsnit 3.1). Desuden kan
hovedgrupperne rotere siledes, at dipolernes orientering i tangentialplanen
er tilfeldig. Det betyder, at den gennemsnitlige tangentialkomposant af ho-
vedgruppernes dipolmoment er nul, og denne giver altsd ikke umiddelbart
anledning til vekselvirkninger mellem dobbeltlagene betragtet som helhed
(jvf. appendiks A). Det samme er imidlertid ikke tilfeeldet med normalkom-
posanten af dipolmomentet, idet denne ikke pavirkes af lipidernes bevaegelse
i planen.

Vi har ikke fundet ret meget litteratur om elektrostatiske kreefter mellem
de zwitterioniske overflader. [Israelachvili, 1992, side 255-256] skriver, at en
simpel beregning giver, at tilfzeldigt placerede normale dipoler ikke vil bi-
drage med nogen gennemsnitlig kraft lagene imellem, mens en beregning,
der tager hgjde for en Boltzmann-middelvekselvirkning, resulterer i en svagt
tiltrekkende kraft. Vi mener imidlertid, at det umiddelbart intuitive ville
vaere, at de modstéende normalrettede dipoler vil frastgde hinanden, og har



2.2 Elektrostatiske kraefter 17

derfor valgt at regne den simplest taenkelige situation igennem (se appendiks
A).

6P, P.
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Figur 2.1 Skitse over to dipoler hvis Figur 2.2 F, angivet som funktion
indbyrdes elektrostatiske kraftpavirk- afr.

ning vi betragter.

Vi betragter som udgangspunkt to ideelle dipoler, hvis placeringer og orien-
teringer er som skitseret i figur 2.1. Vi beregner z-komposanten af den kraft
P, pdvirker P, med og far heraf:

_ 3PP ( —3r? 4+ 22 )

F; 4dme (r2 + l2)(7/2)

(2.2.1)

hvor [ er afstanden mellem dobbeltlagene, og ¢ er dielektricitetskonstanten
af mediet mellem dipolerne. .

Denne krafts r-afhaengighed, som er skitseret i figur 2.2, bliver positiv og
dermed frastgdende for r < (V6)/3, mens den for stgrre verdier af r bliver
negativ og altsé tiltreekkende. Positionen af skiftet mellem tiltreekkende og
frastgdende kreefter er uaftheengig af Py, P, og €, og r = (V6)/3 svarer uaf-

heengigt af [ til en vinkel # = 0, 287. Desuden gir kraften ikke overraskende
mod nul for r gdende mod uendelig.

For at opna P;’s pavirkning af hele den flade som P2 teenkes at befinde sig
1, integreres F, op over planen ved fastholdt [, hvilket giver et samlet bidrag

pa:
oo 27 o0
/ / F,rdpdr = / F,2nrdr=0 (2.2.2)
0o Jo 0 !

hvor ¢ er azimutalvinklen, og det forste lighedstegn folger af, at F, ikke
atheenger af denne.

For at f4 den samlede kraft fra det plan P; befinder sig i, pa det plan P,
befinder sig i, skal der principielt ogsd integreres op over Pi-planen. Dette
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@ndrer selvfglgelig ikke’bé, at den samlede kraft bliver nul i overensstemmelse
med [Israelachvili, 1992, side 255-256].

Det rimelige i at foretage integrationen i ligning 2.2.2 bygger p4 en antagelse
om, at dipolernes placering kan tilneermes med en homogen dipolfordeling.
Begrundelsen for denne antagelse er, at vi er interesserede i et gennemsnit
over tid og sted, og hvis lipiderne har helt fri beveaegelse i planen er alle
placeringer lige sandsynlige.

Hvis der er en svagt stgrre sandsynlighed for, at lipiderne befinder sig i de
situationer, hvor frastgdningen mellem dipolerne er mindst, og energien er
lavest, vil det give en svagt tiltraekkende kraft. Dette er i overensstemmelse
med udsagnet i [Israelachvili, 1992, s. 256].

Vi finder det dog sandsynligt, at sémimakroskopiske forskydninger af
dobbeltlagene vil ggre orienteringen af hovedgrupperne i et dobbeltlag uaf-
heengig af orienteringen af hovedgrupperne i nabodobbeltlaget.

Samtidig ved vi, at dobbeltlagene befinder sig i den flydende krystallinske
fase, som blandt andet er kendetegnet ved, at lipiderne har fri lateral bevae-
gelse. Alt i alt vurderer vi derfor, at antagelsen om en homogen ladnings-
fordeling er fornuftig, og at den elektrostatiske vekselvirkning mellem lagene
derfor vil vaere af en ubetydelig stgrrelsesorden.

Betydningen af salt

Tilseetningen af salt til vandet kan introducere et bidrag fra elektrostatiske
kreefter i de tilfzelde, hvor ionerne binder sig direkte til hovedgrupperne.

Kaliumionen, natriumionen, bromidionen og chloridionen binder formodent-
lig ikke til hovedgrupperne [Korreman, 2000b]. Vi har ikke fundet litteratur
angdende ammoniumionens evne til at binde sig til dobbeltlaget.

Ydermere kan ioner skerme for elektrostatiske vekselvirkninger, pd samme
méde som de skermer for den statiske del af van der Waals kraften. Men
da den elektrostatiske kraft antages at veere nul, er denne effekt heller ikke
relevant.

2.3 Steriske kreefter

I den flydende krystallinske fase er dobbeltlagenes rumlige struktur afheengig
af temperaturen, idet lipidernes bevaegelse er temperaturatheengig pa samme
méde som alle andre molekylers bevagelse. De termiske fluktuationer i
dobbeltlaget forekommer p& to niveauer. P4 et semimakroskopisk niveau
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har dobbeltlaget karakter af en sammenhangende bglgende flade, hvor am-
plituden af bglgerne er temperaturafhzengig. P4 et mikroskopisk niveau fo-
rekommer der fluktuationer af lipidernes enkeltvise placering i dobbeltlaget
bade lateralt og ud af planen.

I stakke af dobbeltlag er der steriske hindringer for de termiske fluktuationer
pA begge niveauer. Uafhaengig af typen af fluktuationer resulterer dette i, at
de respektive dobbeltlag presses fra hinanden. Denne type vekselvirkninger
kaldes entropiske, fordi de hidrgrer fra, at termiske fluktuationer hindres.

Den resulterende frastgdende steriske kraft mellem dobbeltlagene er oplagt
athengig af afstanden mellem dobbeltlagene, uanset niveauet af fluktua-
tioner. Kraftens faktiske afstandsafhaengighed viser sig endvidere at veere
atheengig af fluktuationernes niveau. '

Undulationskraften og den peristaltiske kraft er begge kreefter resulterende
fra termiske fluktuationer p4 et semimakroskopisk niveau. Dobbeltlaget kan
pd det semimakroskopiske niveau betragtes som et kontinuum, og undula-
tionskraften oprinder fra en bgjning af dobbeltlaget, mens den peristaltiske
kraft er resultat af lokale sendringer af overfladearealet. Lipidernes laterale
bevaegelse i dobbeltlagene har umiddelbart ingen indflydelse pad dobbeltla-
genes vekselvirkning, mens lipider, som bevaeger sig ud af dobbeltlaget og
ind i det mellemliggende vandlag, forarsager en frastgdende kraft mellem
dobbeltlagene, som kaldes protrusionkraften!.

Undulationskraften er central i DTU-modellen, og er i nogen grad relateret
til den peristaltiske kraft, via dobbeltlagets elastiske egenskaber. Protrusion-
kraften medtages dels for at give en stgrre forstielse for systemet, og dels
fordi det er foreslaet, at den kan give en alternativ teoretisk forklaring pa
hydreringskraften (se afsnit 2.4) [Israelachvili & Wennerstrom, 1992)).

2.3.1' Elasticiteten af lipiddobbeltlag

Der er to moduler, som er vigtige i beskrivelsen af dobbeltlagets elastiske
egenskaber, bgjningsmodulet K} og arealkompressibilitetsmodulet K,. Bgj-
ningsmodulet bruges i beskrivelsen af undulationskraften, mens den peristal-
tiske kraft bestemmes af arealkompressibilitetsmodulet.

P4 figur 2.3 ses de to former for semimakroskopiske termiske fluktuationer,
der forekommer i lipiddobbeltlagene. Nar et dobbeltlag er bgjet, er det gver-
ste lag strukket ud i forhold til ligeveegtspositionen, mens det nederste lag
er presset sammen. Dobbeltlagets bgjning giver anledning til spendinger i
dobbeltlaget, som medfgrer en modsatrettet kraft, analogt til fjederkraften.
Pa figur 2.4 angiver S; og S, spaendinger i dobbeltlaget. Spaendingerne giver

'Protrusion kan overszttes med fremspring.
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monolag

(2) (b)

Figur 2.3 a) Undulation af dobbeltlagene. b) Peristaltisk bevagelse, hvor der
sker en lokal sndring i monolagets overfladeareal.

Figur 2.4 Bgjning af dobbeltlag. [Cevc & Marsh, 1987, s. 365]

anledning til et kraftmoment eller bg jnihgsmoment omkring midtpunktet af
laget, der er givet ved:

M= Slg - Szg 'y (2.3.1)

hvor d er tykkelsen af laget. Med en fgrste ordens antagelse om, at sammen-
presning og udvidelse af dobbeltlaget kraever den samme energi (det vil sige,
at ligning 2.3.5 gelder) fis, at S = S = —55.

Bgjningsgraden af et stykke dobbeltlag, der er bgjet i én retning, er givet
ved en krumningsradius R, som gir fra et taenkt centrum af en cirkel ud til
midt i dobbeltlaget. Det ses pa figur 2.4, at jo mindre R jo stgrre krumning.
I vesiklerne kan der ske bgjning i to retninger, hvilket kraever angivelse af to
krumningsradier.

Stivheden eller bgjningsmodulet (i den retning vi betragter) er ved en fast
temperatur T defineret ved

oM

= 5w,

(2.3.2)
[Ceve & Marsh, 1987, s. 349].

Det ses, at hvis bgjningsmomentet i membranen sendrer sig meget, nar man
bgjer membranen lidt, vil bgjningsmodulet vaere stort. Det vil sige, jo sveerere
membranen er at bgje, jo stgrre er bgjningsmodulet.

En bgjet membran besidder en potentiel energi, som svarer til arbejdet, der
er udfgrt for at bgje den. Udtrykket for energien forbundet med bgjning er
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direkte analogt til energien oplagret i en fjeder. Ved bgjning i to retninger
med krumningsradier R; og R er energien per areal siledes givet ved:

1 1 1?2
=K, [ — 4+ — 3.3
By =3 b(R1+R2) ’ (233)

idet man skal huske, at en kraftig bgjning giver en lille krumningsradius.
[Ceve & Marsh, 1987, s. 366]

Arealkompressibilitetsmodulet er en todimensionel analog til bulkmodulet,
der for fastholdt temperatur defineres som

Ko=a 2

54 (2.3.4)

T
hvor 85 er sendringen i spaendingen i dobbeltlaget ved en endring A af
overfladearealet A [Cevc & Marsh, 1987, s. 348]. Det udstrakte eller sammen-
pressede dobbeltlag besidder en potentiel energi, der som funktion af den
relative arealzendring er givet ved

1

Ea - §Ka

(A4)

o (2.3.5)

[Israelachvili, 1992, s. 309)].

Bgjningsmodulet af dobbeltlaget og arealkompressibilitetsmodulet af
dobbeltlaget er indbyrdes relaterede egenskaber for et dobbeltlag. Intuitivt
hanger det sammen med, at en bgjning som nzevnt medfgrer en sammen-
presning af det nederste monolag og en udvidelse af det gverste monolag. I
denne forstielsesramme har dobbeltlagets tykkelse betydning for relationen
mellem modulerne. I [Ceve & Marsh, 1987, s. 348-366] udregnes fglgende
proportionale sammenhang mellem modulerne:

d2
Ky =Ko (2.3.6)

Proportionalitetskonstanten afhanger, som det ses, af dobbeltlagets tykkelsé.

Udregningen er lavet pd det simplest mulige grundlag, hvor det antages, at
arealudvidelsen i dobbeltlagets to monolag er lige store og modsatrettede.

2.3.2 Undulationskraften og den peristaltiske kraft

Undulationskraften kan udregnes ud fra udtrykket for et dobbeltlags energi,
angivet i ligning 2.3.3, ved at betragte energien forbundet med undulationen
af et dobbeltlag anbragt mellem to stive vaegge. Disse beregninger er udfert
i [Helfrich, 1978], og undulationskraften kaldes i nogen sammenhange Hel-
frich’s undulationskraft. Det er ikke trivielt at udfgre disse beregninger af
undulationskraften, og vi vil ikke gennemgd dem her.
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Helfrich fremkommer ﬁed folgende udtryk for undulationskraften per areal:

(kT)?

Py(l) A

(2.3.7)

[Israelachvili & Wennerstrom, 1992] skriver, at den peristaltiske kraft per
areal kan udregnes til:

(kT)?
K5

Pp(l) x (2.3.8)

Det ses, at den peristaltiske kraft har mindre betydning over store afstande
end undulationskraften.

2.3.3 Protrusionkraften

Afsnittet er skrevet pd baggrund af [Israelachvili & Wennerstrom, 1992]
og [Israelachvili, 1992]. Der tages udgangspunkt i et enkelt dobbeltlag, se
figur 2.5. Energien af et fremsprungen lipid er positiv, idet blottelsen af de

: ®
l @W@@

Figur 2.5 Figuren illustrerer et fremspringende lipid [Koryta, 1991, frit efter
forsiden].

upolare fedtsyrehaler for vandet medferer en forggelse af energien. Jo mere
der blottes, jo stgrre energi. Da overfladen af de blottede dele af fedtsyreha-
lerne er proportional med den sprungne afstand, kan energien af det frem-
springende lipid antages at veere proportional med afstanden [Israelachvili,
1992, s. 305).

Er et lipid i en afstand [ fra overfladen af laget, er dets energi givet ved
E = al, (2.3.9)

hvor proportionalitetskonstanten o« angiver energien per leengdeenhed for et
fremspring. Udfra Boltzmannfordelingen kan densiteten af fremspring, det
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vil sige densiteten af lipider, i en afstand ! fra membranoverfladen bereg-
nes, hvilket giver en eksponentiel afheengighed med en temperaturathengig
henfaldsleengde A,r = k_ai_" Apr ligger typisk i stgrrelsesordenen 0,8-3 A [Isra-
elachvili, 1992, s. 306)

Lipidfremspringene hindres sterisk, hvilket igen giver anledning til en frastg-
dende entropisk kraft. I en stak af dobbeltlag med N hovedgruppefremspring
per enhedsareal kan der angives approksimationer for kraften geeldende for en
maksimal afstand mellem dobbeltlagene pa 10)\,,. For en afstand i intervallet

I € [Apr;10Ap,] kan kraften ifglge [Israelachvili, 1992, s. 306] approksimeres
med:

NKT -y,

P(ly)x —— e
) o

(2.3.10)

Protrusionkraften er langt mindre dominerende over lange afstande end und-
ulationskraften og den peristaltiske kraft, omend den over korte afstande
bliver mere dominerende.

2.4 Hydreringskraften

Hydreringskraften er ofte naevnt i litteraturen som en meget betydningsfuld
aktor i vekselvirkningsbalancen mellem to lipiddobbeltlag. Kraften oprinder

fra en hydrering af membranoverfladerne, og er i lipidsystemet en frastgdende
kraft.

I afsnit 1.3 beskrev vi, hvordan ioner i vandig oplgsning eendrer vandmoleky-
lernes indbyrdes vekselvirkning pd en sddan made, at deres struktur bliver
forskellig fra strukturen af bulkvand. P3 en tilsvarende made perturberes
strukturen af det interlamellare vand mellem de to membranoverflader.

Som det er illustreret i figur 2.6 vil vandmolekyler binde sig steerkt til de
zwitterioniske hovedgrupper. Ifglge [Cevc & Marsh, 1987, s. 59] vil disse
bindinger primeert ske til phosphat-gruppen, men ogsé i en betydelig grad
til -N+(CHj3)3 gruppen.

I modseetning til disse steerke bindinger tyder det p&, at det ikke-bundne vand
i omradet omkring hovedgrupperne bliver mere ustruktureret og med sva-
gere hydrogenbindinger end bulkvand [Cevc & Marsh, 1987, s. 61]. Selvom
hydreringen formentlig totalt set er en energetisk favorabel proces, er der
meget, der tyder pd, at den afggrende faktor for hydreringen er en stor en-
tropistigning i systemet [Binder et al., 1999][Markova et al., 2000]. Denne
entropistigning kan hovedsageligt tilskrives, at hovedgrupperne far en gget
beveegelsesfrihed i naervar af vand, bade hvad angar beveegelser i planen og
rotation af hovedgruppen [Cevc & Marsh, 1987, s. 91-92}.
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X
" vandmolekyler

Figur 2.6 Figuren illustrerer, hvordan vandmolekyler binder sig til en hoved-
gruppe. [Israelachvili, 1992, s. 305}

Disse forskellige effekter gor det meget ufavorabelt at dehydrere membran-
overfladen, og et forsgg pa at trykke to dobbeltlag sammen vil derfor resultere
i en frastgdende kraft. '

Forskellige eksperimenter har vist [Marcelja & Radic, 1976], at denne kraft
kan beskrives med en eksponentielt aftagende funktion

Piu(l) = Pye= />, (2.4.1)

hvor Py er en stgrrelse, som afhenger af hydreringen af overfladerne, [ er
afstanden mellem dobbeltlagene, og Ap er den temperaturafheengige hen-
faldsleengde. [Lipowsky & Grotehans, 1993]{Simon et al., 1991][Israelachvili,
1992, s. 276] ’

Der har i de senere ar vaeret en diskussion om hydreringskraftens sande natur.
Det er blevet foresldet, at det observerede tryk ikke skyldes den egentlige
hydrering, men i stedet at protrusionkraften, beskrevet i afsnit 2.3.3, gges
nar der tilseettes vand. [Israelachvili & Wennerstrom, 1992}[Markova et al.,
2000]

Denne hypotese er nzrliggende, da det teoretiske udtryk for protrusionkraf-
ten ogsd aftager eksponentielt, men sandheden kan méske ligge et sted imel-
lem. Ifplge [Lipowsky & Grotehans, 1993] kan det vises, at begge feenomener
har betydning, og at den klassiske hydrering er dominerende ved lave tem-
peraturer, mens protrusionkraften dominerer ved hgje temperaturer.

Vi vil her ikke beskeftige os yderligere med naturen af hydreringen, men
stille os tilfredse med en viden om, at tilfgrslen af vand til membranoverfladen
resulterer i en frastgdende kraft.

Betydningen af salt

I afsnit 1.3.2 har vi set pa saltets indvirkning p3 hydreringen af overfladen,
og det heenger naturligvis sammen med saltenes betydning for hydrerings-
kraften. Saltenes betydning for hydreringskraften udggr en helt afggrende
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rolle i den forklaring af saltenes effekt p4 den anomale swelling, som preesen-
teres i [Korreman, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000b]. Vi vil derfor ikke
behandle saltenes betydning for hydreringskraften i dette kapitel. I stedet
preesenteres forklaringen i kapitel 4 og diskuteres i forhold til vores resulta-
ter i kapitel 8.

- 2.5 Kiritisk unbinding

De forskellige vekselvirkninger, der er blevet prasenteret i de foregéende
afsnit, udggr tilsammen vekselvirkningen mellem to dobbeltlag og afggr der-
med afstanden mellem dem.

Idet de forskellige vekselvirkninger er temperaturafheengige, er det indly-
sende, at afstanden mellem dobbeltlagene ogsé er det. Ifglge [Lipowsky &
Leibler, 1986] vil en gget temperatur fgre til en kritisk unbinding af dobbelt-
lagene. Det betyder, at der findes en temperatur Te, som ikke kan nds uden,
at lagene gar fra hinanden.

Den kritiske unbinding afhaenger af de 1nterlamellare kraefter, som per areal
er givet ved:
e van der Waals kraften, se ligning 2.1.2:

2 1
P(l) x —A (13 EEE + @d+ l)3) , (2.5.1)

Hydreringskraften, se ligning 2.4.1:

Pu(l) = Pye P (2.5.2)

Undulationskraften, se ligning 2.3.7:

(kT)?
P,(l) o E (2.5.3)
e Den peristaltiske kraft, se ligning 2.3.8:
2
P(1) o« D) (2.5.4)

Protrusionkraften, se ligning 2.3.10:
NkT

pT

Pr(l) e P for Ay <1< 10Xy  (2.5.5)
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Den eneste tiltraekkende kraft blandt de interlamellare kraefter, som vi regner
med har betydning, er van der Waals kraften. Den og undulationskraften vir-
ker begge over relativt store afstande, i forhold til hydreringskraften, protru-
‘sionkraften og den peristaltiske kraft. Det ses som naevnt af udtrykkene, at
den samlede vekselvirkning resulterer i, at afstanden [ mellem dobbeltlagene
er temperaturafhaengig, idet de steriske kraefter er direkte temperaturafheen-
gige, mens van der Waals kraften, hydreringskraften og protrusionkraften er
indirekte temperaturafhengige gennem A, Ay og Apr.

_For at bestemme den samlede vekselvirkning mellem dobbeltlagene betrag-
ter [Lipowsky & Leibler, 1986] en superposition af de teoretisk bestemte
van der Waals krafter og undulationskreefter, samt den eksperimentelt be-
stemte hydreringskraft. Denne superposition fgrer ikke til en seperation af
dobbeltlag, hvilket normalt tolkes som et tegn p&, at der sker en diskonti-
nuert endring svarende til en forsteordens faseovergang. Man har imidler-
tid observeret en kontinuert kritisk unbinding af dobbeltlagene ved stigende
temperatur. Denne kritiske unbinding er blevet modelleret ved at benytte
renormaliserings gruppeteori, som er en statistisk mekanisk teori.

En total adskillelse af lagene mé betyde, at de frastgdende kraefter har over-
vundet den tiltrazkkende van der Waals kraft. En modellering vil derfor skulle
afhaenge af van der Waals kraftens stgrrelse, angivet ved Hamakerkonstan-
ten, og en kritisk veerdi, der angiver, hvornar Hamakerkonstanten bliver for
lille til, at van der Waals kraften kan balancere de frastédende kraefter.

Den przacise formulering af, hvordan middelafstanden I mellem dobbeltlagene
afhaenger af de interlamellare krafter, bliver ifglge [Lipowsky & Leibler, 1986]

I~ (A—A)™, (2.5.6)

hvor « = 1 er en universel kritisk eksponent, A er den temperaturafheengige
Hamakerkonstant, og A, er den kritiske veerdi for Hamakerkonstanten. Da
A, er et udtryk for, at van der Waals kraften bliver opvejet af de frastgdende
kreefter, vil den udover at veere en funktion af temperaturen ogsd athaenge
af blandt andet d, P, A og Kp.

Det kritiske punkt, hvor ! divergerer er siledes bestemt af bade hydrerings-
kraften, van der Waals kraften, undulationskraften og temperaturen [Lipow-
sky & Leibler, 1986].

Den kritiske unbinding indgir i DTU-modellen, hvilket vi vender tilbage til
i afsnit 3.4.




3 Faseopferslen og anomal swelling

I dette kapitel ggr vi rede for faseopfgrsien af lipiddobbeltlagene. I den for-
bindelse forklares det, hvad begrebet anomal swelling dackker over og det
praesenteres, hvordan DTU-modellen forklarer den anomale swelling. Essen-
sen af forklaringen er, at dobbeltlagenes faseopfarsel forer til en forskydning
af balancen mellem de interlamellare kreefter, hvilket, som vi beskrev i fore-
ghende kapitel, resulterer i en kritisk unbinding.

3.1 De forskellige faser

Nér et lipidmolekyle sidder i et dobbeltlag, kan det kun i begraenset omfang
sndre sin rumlige placering, hvis den kollektive dobbeltlagsstruktur skal be-
vares. Kollektivt kan lipiderne dog @ndre struktur i en mindre, men meget
veesentlig grad. Denne kollektive molekylaere aktivitet fgrer til en rackke for-
skellige faser i lipiddobbeltlaget afhengigt af termodynamiske variable som
tryk, temperatur og koncentration (forholdet mellem vand og lipid).

I figur 3.1 vises det, hvordan DMPC'’s tilstand afhaenger af temperatur og
koncentration. De andre phosphatidylcholinlipider opfgrer sig tilsvarende,
men har andre faseovergangstemperaturer. Ved en hgj koncentration af vand,
som vi har det i vores system, er tilstanden kun afhaengig af temperaturen.
Her gir dobbeltlaget fra gelfasen, Lg:, over ripplefasen, Py, til den flydende
krystallinske fase, L,, med stigende temperatur.

I bade gelfasen og ripplefasen har fedtsyrehalerne og hovedgrupperne f3 fri-
hedsgrader, og de to faser ligner hinanden p4 mange mader. I begge fa-
ser sidder fedtsyrehalerne fastlist i en krystallinsk struktur bade pé tveers i
dobbeltlaget og i dobbeltlagets plan. Samtidig er halerne strakte og vinklede
i forhold til planen (jvf. figur 3.1). I gelfasen sidder fedtsyrehalerne i irregu-
lere sekskanter i planen, mens de i ripplefasen sidder i regulare sekskanter.
Endvidere er der den forskel mellem gelfasen og ripplefasen, at dobbeltla-
genes overflader er plane i gelfasen, mens de i ripplefasen har en periodisk
bglget struktur. [Janiak et al., 1979]

Ved hgje temperaturer har halerne mange frihedsgrader — halerne synes at
vaeret smeltet. De kan nu stort set beveaege sig frit i lipidlaget (dog er de
stadig bundet til hovedgrupperne), og samtidig kan hovedgrupperne bevage

27
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sig frit i planen. I denne hgjtemperaturfase er der i en stak af dobbeltlag -
en krystallinsk struktur pé tveers af stakken med en veldefineret periodisk
afstand, mens der i dobbeltlagenes plan er tale om en slags flydende tilstand

af bade halerne og hovedgrupperne. Derfor kaldes denne fase for den flydende
krystallinske fase.
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Figur 3.1 Til venstre i figuren er skitseret et fasediagram for DMPC. Til hgjre ses
en illustration af, hvordan halerne kunne taenkes at vaeret struktureret i henholdsvis

gelfasen Lg, ripplefasen Pg og i den flydende krystallinske fase L. [Janiak et al.,
1979)

I forbindelse med vores malinger er vi kun interesserede i en forstéelse af
den flydende krystallinske fase, samt en forstielse af faseovergangen mellem
denne fase og ripplefasen. Denne faseovergang bliver pa godt dansk betegnet
main faseovergangen, og er genstand for mange studier af phospholipidsyste-
mer. I omradet omkring main faseovergangen kan man operere med excess

vand og derved ggre faseovergangstemperaturen koncentrationsuathaengig (se
figur 3.1).

3.2 Main faseovergangen og den anomale swelling

Som beskrevet ovenfor betyder overgangen fra ripplefasen til den flydende
krystallinske fase, at antallet af frihedsgrader i halerne gges drastisk, samt
at det enkelte lipidmolekyle nu nemmere kan bevaege sig rundt i planen. Et
sadan skift i systemets tilstand kan klassificeres og karakteriseres med forskel-
lige parametre. For en almindelig 1. ordens faseovergang vil der for eksempel
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kunne registreres en latent varme og en divergerende varmekapacitet, hvilket
er blevet observeret for main faseovergangen ved forskellige studier [Koynova
et al., 1997][Korreman, 2000b).

I en multilamellar vesikel er repeatafstanden en anden parameter, der giver
en god beskrivelse af den molekylaere opfgrsel i dobbeltlaget. I figur 3.2 ses en

skitse, som viser repeatafstandens typiske temperaturathengighed omkring
main faseovergangen.

il
I

T, T

Figur 3.2 I figuren ses repeatafstandens temperaturafhzengighed omkring main
faseovergangen. Den divergerende repeatafstand, der observeres, ndr man kommer
fra hgjtemperatursiden betegnes som den anomale swelling. (Se for eksempel
[Lemmich et al., 1995][Korreman, 2000b] [Zhang et al., 1994] og kapitel 7 i denne
rapport.)

Er main faseovergangen en 1. ordens faseovergang ville man udfra et teore-
tisk fundament forvente, at repeatafstanden i hver af de to faser ville ligge
pé hver deres nogenlunde konstante niveau, og at de to niveauer ville veere
forbundet ved et diskontinuert spring ved faseovergangstemperaturen. Det
er imidlertid ikke, hvad man ser i figur 3.2. Her ses i stedet, at nar man
nermer sig faseovergangstemperaturen fra hgjtemperatursiden, divergerer
repeatafstanden for ved faseovergangstemperaturen at foretage et diskonti-
nuert skift til et nogenlunde konstant niveau i ripplefasen. Den divergerende
opfgrsel, der observeres p4 hgjtemperatursiden af faseovergangen, betegnes
den anomale swelling.

Der er indenfor kredsen af folk, der beskaftiger sig med main faseovergangen
bred enighed om, at main faseovergangen er en 1. ordens faseovergang. Sam-
tidig leegges der imidlertid vaegt pé, at faseovergangen formodentlig foregar
teet pa et kritisk punkt, analogt til det kritiske punkt, der er pa veeske-gas
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fasekoeksistenslinien i et almindeligt monokomponent fasediagram!. Kriti-
kaliteten underbygges af s&vel modeller som af eksperimentelle resultater.
[Morrow et al., 1992] [Mouritsen, 1991] [Nagle, 1998]

Forskellige modeller (her iblandt DTU-modellen) for den anomale swelling
bygger pa en ide om, at det er kritikaliteten af faseovergangen, der direkte el-
ler indirekte giver anledning til divergensen i repeatafstanden. I [Zhang et al.,
1994] beskrives en kritisk swelling i selve lipidlaget. I DTU-modellen er hypo-
tesen derimod, at kritikaliteten af faseovergangen indirekte gger tykkelsen af
vandlaget mellem dobbeltlagene. [Honger et al., 1994][Lemmich et al., 1994]

I fasediagrammet i figur 3.1 er der ikke noget kritisk punkt p4 fasekoek-
sistenslinien mellem ripplefasen og den flydende krystallinske fase. Denne
fasekoeksistenslinie adskiller sig ogsa pa flere mader fra fasekoeksistenslinien
i et almindeligt monokomponent fasediagram. I et monokomponent system
kan man @ndre faseovergangstemperaturen ved at @ndre pa f.eks. trykket.
I vores system er trykket ikke en oplagt parameter at sendre. Man kunne
selvfglgelig eendre koncentrationen, s& der ikke laengere er excess vand, men
det ville zendre grundlzeggende pa systemet.

I stedet kan man angribe problemet p en lidt anden méde ved at velge en ny
parameter, der kan sendres pa, og som zndrer dobbeltlagenes egenskaber som
for eksempel faseovergangstemperaturen. En parameter, som kan ggre dette,
er antallet af carbonatomer i lipidmolekylernes fedtsyrekseder, men denne
parameter er ikke en almindelig termodynamisk parameter. Den afviger fra
almindelige termodynamiske parametre ved at veere diskret og ved, at man
far et nyt system, ndr parameteren zndres.

En 2ndring af lipidernes kaedeleengde har vist sig at sendre kritikaliteten af
faseovergangen, sdledes at den bliver mere kritisk med mindre kadelaengde
[Morrow et al., 1992]. Den latente varme forbundet med faseovergangen falder
omtrent linezert med keedelaengden, og ved en kaedeleengde pa 9 carbonatomer
ville den veere nul [Ceve & Marsh, 1987]. Desuden antyder modelberegninger
og ekstrapolerede eksperimentelle data, at det kritiske punkt skulle ligge ved
en keedeleengde pd 9 [Wack & Webb, 1988].

I figur 3.3 har vi vist, hvordan fasekoeksistenslinien kan tankes at ende i
et kritisk punkt i et (kedelengde, T )-fasediagram. Den kontinuerte fasekoek-
sistenslinie i (kedelengde, T)-fasediagrammet er selvfglgelig en ufysisk kon-
struktion, da keedeleengden er en diskret variabel, men det giver alligevel en
illustration af, hvordan kritikaliteten er forskellig for lipider med forskellige
kaedelengder.

!Nzrheden af det kritiske punkt har givet anledning til at faseovergangen ofte betegnes
som pree-kritisk eller som en svag fgrsteordens faseovergang.
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Figur 3.3 I figuren ses, hvordan fasekoeksistenslinien i et (kedelengde, T)-
fasediagram kan teenkes at ende i et kritisk punkt.

3.3 Neerveeret af et kritisk punkt

Fgr vi i1 afsnit 3.4 ser pd, hvordan DTU-modellen forklarer den anomale
swelling ved naerveeret af et kritisk punkt, vil vi kort redeggre for, hvad det
egentlig betyder, at faseovergangen sker taet pa et kritisk punkt.

2 skrevet en del om, hvordan det skal forstas, at

en faseovergang foregar i nerheden af kritiske punkter, men for det konkrete
system foreligger der ikke s& meget materiale. '

I [Morrow et al., 1992| findes der imidlertid en grundig behandling af proble-
met, og i dette afsnit giver vi en bearbejdet gennemgang af dette arbejde.

Der tages udgangspunkt i 2H NMR-studier af deuterede phospholipider,
hvorved der er opndet viden om en parameter, < [ >. < [ > angiver en
middelvaerdi af lipidhalernes projektion pa dobbeltlagets normal, normeret
med kaedeleengde. Det skal bemaerkes, at der ikke skelnes mellem ripplefasen
og gelfasen, fordi denne faseovergang ikke kommer til udtryk i < >.

Gruppen bag det omtalte arbejde definerer en ordensparameter for systemet,
s, givet ved:
. <I>'-<I>]!
<1>:t

, (3.3.1)

idet < I >~! antages at veere proportional med areal per lipid3. Her angiver
<l >, stgrrelsen af <! > ved det kritiske punkt.

Arealet per lipid giver et udtryk for membranens tilstand, og det vokser ved
overgangen fra gelfasen til den flydende krystallinske fase.

2Vi har iseer haft glede af [Callen, 1985, s. 255-275] og [Adkins, 1983, s. 188-192].
3Denne antagelse er ensbetydende med en antagelse om, at volumen per lipid er kon-
stant.
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Det a.nﬁa,ges, at den Gibbs fri energi kan skrives som
st 2
G= Go Z + OZ(T - Tc)? + ﬁ(Tm — T)S] , (332)

idet der argumenteres for, at dette udtryk er det simpleste, som giver god
overensstemmelse med eksperimentelle data®.

Nulpunkterne i den afledte Gibbs-funktion

dG ,

— =Go [s* + (T — T)s + B(Tm — T)] =0, (3.3.3)
angiver lokale ekstrema. De lokale og globale minima angiver henholdsvis
metastabile og stabile tilstande for systemet.

I figur 3.4 har vi skitseret lgsningsmengden til den forste afledte af Gibbs-
funktionen i et (s,T)-fasediagram for en given veerdi af faseovergangs-
temperaturen. Vi har desuden indtegnet binodallinien, som angiver graensen
til fasekoeksistensomradet.

ustabile tilstande

metastabile tilstande

T T
F
binodallinie
E

D spinodallinie

T, s T s
Figur 3.4 Skitse over gransen til ko- Figur 3.5 Fasekoeksistensomradet
eksistensomradet og lgsningsmaengden er skitseret sammen med spinodal-
til forste afledte af Gibbs-funktionen linierne. Frit efter [Morrow et al,,
er skitseret for en given T},. Frit efter 1992].

[Morrow et al., 1992].

4Vi er ikke ghet nxrmere ind i baggrunden for dette udtryk. Kvalitativt svarer det
til den ordensparameterafheengighed af den Gibbs fri energi i nerheden af det kritiske
punkt, som vi kender fra for eksempel [Callen, 1985]. Det er imidlertid et udgangspunkt
for [Morrow et al., 1992}, at faseovergangen narmer sig sit kritiske punkt, nar T, stiger.
Dette er som beskrevet i forrige afsnit ikke tilfeeldet. Derfor har vi modificeret afbildningen
af binodallinien i figur 3.4 og 3.5. Vi har ikke modificeret ligning 3.3.2 og 3.3.3 og man skal
derfor viere opmaerksom péa, at der er inkonsistens mellem disse ligninger og afbildningerne
i figur 3.4 og 3.5.
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I omradet fra A til B er der et globalt minimum i Gibbs-funktionen, hvilket
vil sige, at systemet befinder sig i en stabil tilstand (gelfasen). I omradet
fra B til C er der et lokalt minimum, svarende til en metastabil tilstand i
systemet. Fra C til D er der et lokalt maksimum, svarende til en ustabil
tilstand. Fra D til E er systemet igen i en metastabil tilstand og fra E til F
i en stabil tilstand (den flydende krystallinske fase).

Punkterne C og D kaldes spinodalpunkter. Det ses, at de ligger, hvor den an-
den afledte af Gibbs fri energi med hensyn til ordensparameteren er nul. Ind-
tegnes spinodalpunkterne svarende til forskellige faseovergangstemperaturer
fas et diagram, hvor punkterne udggr spinodallinier — det har vi gjort i figur
3.5. I dette diagram kan ses, at der i koeksistensomradet er to regioner med
metastabile tilstande og en region med ustabile tilstande.

I figur 3.5 ses ogsd at jo taettere faseovergangstemperaturen ligger pa det

kritiske punkt, jo kortere bliver afstanden mellem de to spinodallinier. Sam-
tidigt vil det lokale maksimum i Gibbs funktionen, som ligger mellem to
spinodalpunkter ogsd blive mindre og mindre. Da dette maksimum reprze-
senterer en energibarriere, som systemet skal overvinde for at g fra en fase
til en anden fase, betyder det, at systemet bliver mere og mere ustabilt og
folsomt over for termiske fluktuationer, jo nzrmere det er pd den kritiske
temperatur.

3.4 DTU-modellen

Der er, som nzvnt i indledningen, fremkommet forskellige forklaringsmo-
deller p&4 den anomale swelling. I det fglgende praesenteres den model, vi
seetter vores eksperimenter i forhold til. Vi har valgt at kalde modellen for
DTU-modellen.

Den overordnede pointe i DTU-modellen er, at vandlaget mellem dobbelt-
lagene vokser, fordi undulationskraften gges ved main faseovergangen [Hen-
ger et al., 1994]. Senere er dette blevet kaedet sammen med teorien for den
kritiske unbinding (jvf. afsnit 2.5), med temperaturen som den aktiverende
faktor for den kritiske unbinding via en reducering af bgjningsmodulet [Lem-
mich et al., 1995].

DTU-modellen tager udgangspunkt i, at faseovergangstemperaturen mellem
ripplefasen og den flydende krystallinske fase ligger teet pa et kritisk punkt.
Neer det kritiske punkt er forskellen mellem de to faser meget lille, hvorved
energibarrieren ved en overgang fra den ene fase til den anden ogsé er lille.
Ved en meget lav energibarriere far systemets termiske fluktuationer stor
betydning, idet selv en lille &ndring af temperaturen er nok til at zndre
fasen. I et gjeblik kan en lille del af membranen siledes vere i ripplefasen,
for i naeste gjeblik at veere i den flydende krystallinske fase. Da de to faser
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har forskelligt gennemsnitligt areal per lipid trods neerheden af det kritiske
punkt [Cevc & Marsh, 1987, s. 234][Cevc, 1993, Tabel A6], vil teetheden i
systemet variere over meget korte afstande.

De mange teethedsfluktuationer i membranens over- og underside betyder,
at membranens to lag ikke ngdvendigvis har samme taethed pé et givet tids-
punkt. Er en del af det ene monolag i ripplefasen, mens den modstiende del
af det andet monolag er i den flydende krystallinske fase, krummer membra-
nen spontant. Da arealet per lipid er stgrst i den flydende krystallinske fase,
sker krumningen omkring det monolag, der er i ripplefasen.

De spontane smi bgjninger i membranen reducerer energien forbundet med
yderligere bgjning af membranen, og ger altsd membranen effektivt blgdere.
Det vises i [Hgnger et al., 1994], at den reducerede energi forbundet med
bgjning kan fortolkes i form af et effektivt bgjningsmodul beskrevet ved

7‘2
Ko = Kb (1 - E) , (3.4.1)

hvor K} betegner membranernes ukorrigerede bgjningsmodul, K, er areal-
kompressibilitetsmodulet, og r er en faenomenologisk koblingskonstant mel-
lem tsethedsfluktuationer i membranen og membranens lokale krumning.

Computersimuleringer viser, at membranens arealkompressibilitetsmodul gar
som K;! ~ (T - T:‘,;)_l [Lemmich et al., 1994], hvor T er temperaturene
knyttet til spinodalpunkterne.

Fra ligning 3.4.1 ses, at det effektive bgjningsmodul aftager for T giende
mod T* fra hgjtemperatursiden. En reducering af det effektive bgjningsmo-
dul betyder en stigning af undulationskraften (se ligning 2.3.7). Dette fgrer
umiddelbart til en gget afstand mellem dobbeltlagene, idet undulationskraf-
ten er frastgdende.

Udfra teorien om den kritiske unbinding (jvf. afsnit 2.5) fas, at afstanden mel-
lem dobbeltlagene divergerer ved den kritiske vaerdi for Hamakerkonstanten,
hvor van der Waals kraften overvindes af de andre frastpdende kreefter. [Lem-
mich et al., 1995] fremfgrer, at idet alle vekselvirkningsparametrene mellem
dobbeltlagene varierer glat med temperaturen, vil fglgende gaelde

Imn(A-A) " Il~(T-T)7" (3.4.2)
hvor T, er temperaturen for en fuldstendig separation af dobbeltlagene.

Af DTU-modellen forventes det derfor, at repeatafstanden vokser omvendt
proportionalt med den reducerede temperatur pd fglgende made

D~ (T—T)™" (3.4.3)

Denne afhengighed er blevet observeret eksperimentelt, hvor den kritiske
eksponent er v = 1 i overensstemmelse med teorien for kritisk unbinding
[Lemmich et al., 1995][Korreman, 2000b] (jvf. afsnit 2.5).




4 Baggrund for vores eksperimenter

I dette kapitel fremdrager vi nogle af de relevante modeller og hypoteser,
som findes om den anomale swelling. P4 denne baggrund forklarer vi, hvad
vi forventer af vores resultater, og hvordan vi vil forholde vores resultater
til de fremsatte modeller og hypoteser. Som det fremgar af indledningen, er
det specielt resultater og hypoteser i [Korreman, 2000b][Korreman & Pos-
selt, 2000b][Korreman & Posselt, 2000a] og deres sammenhang med DTU-
modellen, vi koncentrerer os om.

4.1 Swelling i vandlag eller lipiddobbeltlag

I foregdende kapitel har vi beskrevet, hvordan DTU-modellen forklarer den
anomale swelling ved en swelling i vandlaget. Det er, som vi har nzevnt tid-
ligere, ikke det eneste bud pa en forklaring af den anomale swelling. Specielt
har Nagle og gruppen omkring ham ogsé arbejdet med den anomale swelling
og forklarer faenomenet ved en swelling i lipidhalelaget [Zhang et al., 1994].

I tolkningen af vores SAXS-malinger bestemmer vi kun den samlede repeat-
afstand, hvoraf det ikke umiddelbart kan tolkes, hvor den anomale swelling
foregar. I litteraturen findes der resuitater, som kan give et bud pa dette,
men forskellige forskningsgrupper anvender forskellige metoder og nar frem
til forskellige konklusioner.

For eksempel preesenterer [Nagle, 1998] NMR-data, hvoraf det tolkes, at halv-
delen af den anomale swelling i DMPC finder sted i lipidhalelaget. [Lemmich
et al., 1995] praesenterer SANS data for DMPC-ds4 og DPPC-dg2, hvoraf
det tolkes, at der ikke er swelling i lipidhalelaget. Endelig praesenteres der i
[Kirchner & Cevc, 1993] SAXS-malinger, hvor der ses swelling i sivel vandlag
som i lipidlaget. De rapporterede data tyder alts& pi, at der sker en forggelse
af vandlagets tykkelse, omend det ikke er entydigt, om denne forggelse er det
eneste bidrag til den mélte anomale swelling.

I vores eksperimenter arbejder vi med multilamellare vesikler i forskel-
lige saltoplgsninger. Saltene kan pavirke hovedgrupperne og dermed fase-
overgangen i dobbeltlagene. I [Koynova et al., 1997| rapporteres forskydnin-
ger af faseovergangstemperaturer for 1 M saltoplgsninger. Da saltkoncentra-
tionerne, i de prgver vi méler p4, er 0,1 M forventer vi, at saltenes pavirkning

35
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af faseovergangen kan antages at veere vaesentlig mindre end de rapporte-
rede aendringer. Dette er i overensstemmelse med vores maleresultater (se
kapitel 7). '

Vi mener derfor, at det primaert er balancen mellem de interlamellare kraef-
ter, der forskydes ved tilseetning af salt i de meengder, vi anvender. Dermed
antager vi, at de sendringer tilsaetningen af salt giver i repeatafstanden in-
denfor sammie kaedela®ngde, er forarsaget af sndringer i vandlagets tykkelse.

P4 denne baggrund finder vi det mest interessant at stille vores resultater op
mod DTU-modellen, da denne netop forklarer swellingen ved, at der sker &n-
dringer af balancen mellem de interlamellare krafter. Endvidere ligger vores
malinger i forleengelse af [Korreman, 2000b], [Korreman & Posselt, 2000b] og
[Korreman & Posselt, 2000a], hvis arbejde understgtter DTU-modellen.

I [Korreman, 2000b], [Korreman & Posselt, 2000b] og [Korreman & Posselt,
2000a] opstilles hypoteser for kaedelzngdernes og saltenes betydning for den
anomale swelling. I analysen af vores resultater fokuserer vi bade pé, hvor-
vidt hypotesen om saltes betydning for den anomale swelling kan viderefgres
til leengere keedeleengder, og hvorvidt den anomale swellings kaedeleengdeaf-
hengighed pavirkes af saltene.

I det fplgende giver vi et resumé af de resultater og hypoteser, som pree-
senteres i [Korreman, 2000b], [Korreman & Posselt, 2000a] og [Korreman &
Posselt, 2000b] om dels den anomale swellings kedeleengdeafheengighed, og
dels betydningen af salte for den anomale swelling.

4.2 Ka=:delengdeafhaengigheden

Hvor intet andet navnes er resultater og hypoteser, som praesenteres i dette
afsnit refereret fra [Korreman, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000a).

Der praesenteres maélinger af den anomale swelling af DCy3PC, DMPC,
DC15PC og DPPC i rent vand, og resultaterne sammenholdes med blandt
andet DTU-modellen.

Ifglge [Korreman, 2000b] forudsiger DTU-modellen, som den eneste, at
den anomale swelling sveekkes ved lengere ksedeleengder, idet main fase-
overgangen rykker veek fra det kritiske punkt p& den hypotetiske fasekoeksi-
stenslinie i (kedelengde, T')-fasediagrammet (jvf. figur 3.3).

For repeatafstandens laveste niveau i den flydende krystallinske fase observe-
res en stgrre repeatafstand ved laengere kadelengder, hvilket oplagt haenger
sammen med, at de lengere fedtsyrehaler bidrager til repeatafstanden.

Der observeres endvidere, at stgrrelsen af den anomale swelling aftager med
stgrre keedeleengde. Med stgrrelsen af den anomale swelling mener vi for-
skellen mellem den mindste repeatafstand i den flydende krystallinske fase,
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og den stgrste repeatafstand i den flydende krystallinske fase teet ved main
faseovergangen.

I analysen af ovennavnte malinger benyttes, at man ifglge DTU-modellen
kan forvente, at den anomale swelling for en given méling kan fittes med
potensfunktionen:

D= Dy+k(T-T,) !, (4.2.1)

hvor T, er den kritiske temperatur for unbinding, og konstanterne Dy og k
er systemspecifikke konstanter. For en given méling kan man ud fra denne
model bestemme, hvor teet main faseovergangstemperaturen ligger -pa den
kritiske temperatur for unbinding. ‘

Med udgangspunkt i ligning 4.2.1 vises det, at den kritiske temperatur for
unbinding ligger teettere p4 main faseovergangen ved kortere kadelengder.
Det viser sig dog, at DC15PC falder uden for denne systematik.

Det konkluderes, at DTU-modellens forklaring af den anomale swelling un-
derstgttes af de fundne resultater, idet kritikaliteten af dobbeltlagenes main
faseovergang har stor betydning for den anomale swelling.

4.3 Betydningen af salt

I dette afsnit er de prasenterede resultater og hypoteser refereret fra [Kor-
reman, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000b). '

Den anomale swelling af DC13PC er i [Korreman, 2000b] og [Korreman &
Posselt, 2000b] blevet malt ved tilsaetning af smé koncentrationer (0,1-0,2 M)
af alkalihalider. Saltenes pavirkning af den anomale swelling analyseres ud
fra de forskellige saltes kosmotrope og kaotrope egenskaber. De anvendte
saltes gradinddeling i forhold til disse egenskaber menes som udgangspunkt
at veere:

NaF > KF > NaCl > KCl > NaBr > KBr > KI,

hvor NaF er det mest kosmotrope salt og KI det mest kaotrope salt [Kor-
reman, 2000b]. Malingerne pa oplgsninger med KI anvendes dog ikke, fordi
der ikke kan findes veldefinerede Braggtoppe med SAXS-maélingerne.

Saltene pavirker den samlede kraftbalance forskelligt, og det observeres, at
den mindste repeatafstand i den flydende krystallinske fase langt fra main
faseovergangen forskydes. Der kan opstilles folgende reekkefplge for saltenes
forskydning af den mindste repeatafstand:

rent vand = NaCl < KF < KCl < NaBr < NaF < KBr,
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hvor den stgrste repeatafstand altsd opnés ved tilsstning af det kaotrope
KBr, mens den neststgrste repeatafstand ses for det kosmotrope NaF. I
[Korreman, 2000b] bemaerkes det imidlertid, at der i [Pedersen & Jalving,
1998] rapporteres en mindre repeatafstand for DMPC i en 0,15M oplgsning
af det kosmotrope salt NH,Cl, end for DMPC i rent vand.

For stgrrelsen af den anomale swelling opstilles fglgende rackkefglge:
NaF < rent vand < KF < NaCl < KCl < NaBr < KBr,

hvor KBr giver den stgrste forskydning i stgrrelsen af den anomale swel-
ling. Denne rxkkefglge stemmer overens med gradinddelingen af saltenes
kosmotrope og kaotrope egenskaber.

Nar resultaterne fra malingerne p4 de forskellige salte fittes til potensfunk-
tionen fra DTU-modellen, ligning 4.2.1, findes, at kaotrope salte bringer den
kritiske temperatur for unbinding taettere p& main faseovergangen, mens kos-
motrope salte fjerner den kritiske temperatur for unbinding fra main fase-
overgangen. Der opstilles fglgende raekkefglge for forskydning af den kritiske
temperatur i forhold til main faseovergangstemperaturen:

KF > NaF = rent vand > NaCl > KCl > NaBr > KBr

Bortset fra, at KF er rykket i forhold til NaF og rent vand, er denne raekke
identisk med rzekken opstillet efter stgrrelsen af den anomale swelling af
DCy3PC i de tilsvarende saltoplgsninger. Det vil med andre ord sige, at
reekkefglgen er i overensstemmelse med hypotesen om, at en gget swelling
haenger sammen med, at den kritiske temperatur for unbinding naermer sig
main faseovergangen.

Der opstilles en hypotese for denne saltspecifikke pavirkning af den anomale
swelling. For det fgrste antages det, at saltene ingen effekt har p4 de steriske
kreefter, samt at ionerne ikke binder sig kemisk til dobbeltlagene. Dernaest
antages det som udgangspunkt, at Debye-skeermningen af van der Waals
kraften kun afheenger af saltkoncentrationen og ionernes valens.

Tilbage er der kun hydreringskraften, og den saltspecifikke effekt foreslas be-
grundet i, at de kosmotrope salte mindsker hydreringskraftens rackkevidde,
mens de kaotrope salte gger den. Dette forklares ved, at de kosmotrope salte
hydreres meget, saledes at der er mindre vand til at hydrere hovedgrupperne.
Det vil med andre ord sige, at de har en salting out-effekt. Denne effekt med-
ferer, at hydreringskraftens raekkevidde mindskes. De kaotrope salte giver i
modsaetning hertil en salting in-effekt, hvilket vil sige, at de ggr vandmole-
kylerne mere tilgengelige for hovedgrupperne (jvf. afsnit 1.3). Dermed gges
hydreringskraftens rakkevidde. Denne hypotese er, som det ogsd pipeges
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i [Korreman & Posselt, 2000b], i forlaengelse af den klassiske forstielse af
hydreringskraften (jvf. afsnit 2.4).

Alle saltene svaekker den tiltraekkende van der Waals kraft, og de kaotrope
salte styrker endvidere den frastgdende hydreringskraft. Derfor er den frem-
stillede hypotese i overensstemmelse med, at repeatafstanden i den flydende
krystallinske fase stiger. Den forggede hydreringskraft formodes at mindske
(T —T,) i DTU-modellen, hvilket eventuelt kan forklare, at vesiklerne sweller
mere ved tilseetning af kaotrope salte.

For de kosmotrope salte har svaekkelsen af van der Waals kraften og svaek-
kelsen af hydreringskraften en modsatrettet effekt. Derfor er det ikke umid-
delbart muligt at forudsige disse saltes pavirkning af den anomale swelling
udfra den opstillede hypotese. Neutrale salte, som er meget lidt kosmotrope
eller kaotrope, har lille indflydelse p& hydreringskraften, mens van der Waals
kraften stadig svaekkes, og man vil derfor forvente, at repeatafstanden stiger
ved tilszetning af et neutralt salt.

Det er imidlertid i modstrid med hypotesen, at det laveste niveau af repeat-
afstanden i den flydende krystallinske fase er hgjere for kosmotrope salte end
for nogle af de kaotrope salte. Dette sgges forklaret ved, at de pigzldende
salte er fluoridsalte, og at disse muligvis svaekker van der Waals kraften mere
end andre salte p& grund af en relativ hgjere interlamellar koncentration af
fluoridioner. Endvidere bemerkes det, at fluoridionen er basisk, hvilket ogsa
kan have betydning for systemets opfgrsel.

Pa baggrund af overstiende konkluderes det i [Korreman, 2000b] og [Korre-
man & Posselt, 2000b], at tilssetningen af salt manipulerer med hydrerings-
kraften, hvilket p& baggrund af DTU-modellen resulterer i en forskydning af
den kritiske temperatur for unbinding.

4.4 Vores salte og kedelengder

Vi gnsker at undersgge om de hypoteser og resultater der preesenteres i [Kor-
reman, 2000b), [Korreman & Posselt, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000a),
stemmer overens med de resultater, vi opnar ved at méale p& swellingen ved
andre phosphatidylcholinlipider end DC13PC. Specielt er vi interesserede i
tolkningen af betydningen af saltenes kaotropigrad.

4.4.1 Valg af salte og kaedelzngder

Vi har valgt at male pA DMPC, DC5PC og DPPC i forskellige saltoplgs-
ninger, hvilket primeert er et praktisk valg. DLPC’s main faseovergangs-
temperatur er s8 lav (—1°C [Wack & Webb, 1988]), at det ikke kan lade sig
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gore at male helt ned til faseovergangstemperaturen. Den anomale swelling
aftager endvidere, nér kedelengden gges. DPPC sweller allerede halv s me-
get som DC;3PC [Korreman, 2000b][Korreman & Posselt, 2000b]. Vi finder
det derfor ikke umiddelbart interessant at undersgge saltes betydning for den
anomale swelling ved leengere kadeleengder.

Vi har valgt tre salte med forskellige egenskaber. Vi har valgt KBr, som er
det salt, hvor [Korreman, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000b] ser den
klareste kaotrope effekt og vi har valgt NaCl, som har en neutral effekt,
jvf. afsnit 1.3. De kosmotrope salte som undersgges i [Korreman, 2000b],
[Korreman & Posselt, 2000b] er alle fluoridsalte, og det er muligt, at den
observerede usystematiske p&virkning af systemet er specifik for fluoridionen
og ikke skyldes den kosmotrope egenskab. Vi har derfor valgt NH4Cl, som
vores kosmotrope salt, idet [Korreman, 2000b] mener, at [Pedersen & Jalving,
1998] muligvis har observeret en ‘ren’ kosmotrop effekt.

Se endvidere afsnit 1.3 angdende saltenes kosmotrope og kaotrope egenska-
ber.

4.4.2 Betydningen af salte og kaedeleengder

P& baggrund af [Korreman, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000a] forventer
vi, at den ggede kritikalitet af main faseovergangen for mindre kaedelaeng-
der giver stgrre swelling og bringer den kritiske temperatur for unbinding
narmere, nir mélinger med samme saltoplgsning sammenlignes.

Med vores valg af salte og lipider forventer vi udfra DTU-modellen og hy-
potesen for saltenes betydning i [Korreman, 2000b] og [Korreman & Posselt,
2000b), at se en lignende effekt af saltene ved maling p4 DMPC, DC;5PC og
DPPC. Det vil sige, at vi forventer, at den kritiske temperatur for unbinding
er nzrmest main faseovergangen ved tilsetning af KBr, nastnermest for
NaCl og fjernest for NH4Cl.

Saltenes effekt skyldes formodentlig en forskydning af de interlamellare kraef-
ter. De interlamellare kraefter er samtidig afhaengige af keedeleengden, og det
er derfor muligt, at betydningen af salt er forskellig ved forskellige kaedelaeng-
der.

Zndringen af keedelzengden vil oplagt @endre dobbeltlagets tykkelse. Da dob-
beltlagets tykkelse indgar direkte i van der Waals kraften og indirekte i und-
ulationskraften via bgjningsmodulet, formoder vi, at kedeleengden har be-
tydning for de interlamellare vekselvirkninger.

Fra kapitel 2 ved vi endvidere, at alle de interlamellare kraefter er tempera-
turafhaengige, og vi er derfor i den sammenhang opmarksomme pé, at main
faseovergangen foregr ved forskellige temperaturer for de forskellige lipider.
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Vi finder det sandsynligt, at de ca. 20 graders forskel i temperatur har liges3
stor eller stgrre betydning for balancen mellem de interlamellare kraefter end
den godt og vel 10 procent &ndring i dobbeltlagets tykkelse.

Om balancen forskydes saledes, at saltes betydning for naerveeret af det kri-
tiske punkt (i forhold til systemer med rent vand) mindskes eller gges med
keedelzengden, kan der ikke konkluderes noget om ud fra DTU-modellen og
hypotesen i [Korreman, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000b]. Dette skyl-
des, at der ikke findes en kvantitativ beskrivelse af, hvor meget de pagaldende
salte zendrer hydreringskraften, og det er derfor ikke muligt at forudsige, hvor
meget denne @endring kommer til at vaegte i forhold til de gvrige faktorer.



5 Eksperimentel teknik og metode

Vi studerer lipidsystemet ved brug af sméavinkelrgntgenspredning. I dette
kapitel beskrives denne metode anvendt p4 lipidsystemet, og der ggres rede
for den eksperimentelle opstilling. Derudover beskrives, hvordan maledata
bliver behandlet og fortolket.

5.1 Rgntgenspredning pd multilamellare vesikler

Rgntgenspredning er en hyppigt anvendt teknik til strukturanalyse af forskel-
lige iseer krystallinske materialer. Rgntgenstralingen vekselvirker med elek-
tronerne i prgven, og en maling med rgngentspredning giver saledes et billede
af elektrondensiteten gennem prgven.

Da elektrondensiteten i vores system er periodisk p& grund af vesiklernes
lagstruktur, giver den elastiske del af spredningen anledning til konstruktiv
interferens ved nogle bestemte spredningsvinkler.

Spredningsvinklen defineres som den halve af vinklen mellem den indkomne
og den udkomne strale, og interferensmgnsteret kan beskrives ved Braggs lov

2D sin(6%) = nA n=123,... (5.1.1)

hvor D er en karakteristisk periodisk afstand i vesiklerne, 6* er de vink-
ler, hvor der opstar konstruktiv interferens, og A er bglgelzengden af den
indkomne rgntgenstraling. Stgrrelsen af de karakteriske afstande der kan be-
stemmes afhanger af bglgelengde, samt af hvor sma vinkler der kan males
ned til.

Smévinkelrgntgenspredning (SAXS) er ideelt til at undersgge vores system,
idet rgntgenstraling indeholder bglgeleengder fra 0,1 — 100 A, hvilket ifplge
Braggs lov svarer til afstande i stgrrelsesordenen 10 — 1000 A ved vinkler
mindre end 10 grader. I vesiklerne svarer den karakteristiske periodiske af-
stand til repeatafstanden, der angiver tykkelsen af et lipiddobbeltlag og et
vandlag, som samlet er i stgrrelsen 60-70 A (se kapitel 1).

Det er her praktisk at indfgre spredningsvektoren q, som en stgrrelse, der er
uafhangig af den eksperimentelle opstilling,

g = 2ksin(6), (5.1.2)
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hvor k er den indkomne stralings bglgevektor, som har stgrrelsen k = %{—'

For vores system med fastholdt D og A, er spredningsvinklerne, hvor der
opstdr konstruktiv interferens, konstant lig 6*. Dette svarer til bestemte
spredningsvektorer q*, hvis stgrrelse er omvendt proportional med repeat-

afstanden:
_ 2rn

Dette udtryk er centralt i fortolkningen af vores rgntgenspredningsdata, da
det giver en simpel sammenhang mellem ¢* og den afstand i systemet, som

vi undersgger. :

Lipidsystemet er et dynamisk system, som fluktuerer om en ligeveegtstil-
stand. En SAXS-maling med en monokromatisk punktformet rgntgenstréle
giver derfor en Braggtop med en vis bredde, og jo flere fluktuationer der
er i systemet, jo bredere bliver toppen. Positionen af toppens maksimum
angiver den hyppigst forekommende repeatafstand. Ved en sddan méling er
det en god antagelse at beskrive hver Braggtop som en Gauss-funktion med
toppunktets placering som middelvzerdi.

I vores system har dobbeltlagene dannet vesikler og har derfor ingen fo-
retrukken orientering. Den samlede spredning er derfor centralsymmetrisk
omkring den indkomne strale, svarende til et pulverspektrum. Fgrsteordens
Braggtoppens intensitetsfordeling i spredningen fra en punktformig rgntgen-
strale pa vesikler kan derfor approksimativt beskrives ved en centralsymme-
trisk Gauss-funktion, det vil sige

(r=g")?

I(r) = Iye” 27 (5.1.4)
hvor r angiver afstanden fra den direkte stralel.

De gvrige koefficienter er de sadvanlige parametre for en Gauss-fordeling,
hvor Iy angiver Braggtoppens hgjde, ¢* angiver fordelingens middelveerdi
svarende til placeringen af Braggtoppen, og 02 angiver fordelingens varians
svarende til Braggtoppens bredde. Hver af de gvrige Braggtoppe kan beskri-
ves ved en tilsvarende funktion med andre parametre i Gauss-fordelingen.

5.2 Kratkykameraet

Vores malinger p4 phosphatidylcholinlipider er foretaget med et Kratkyka-
mera i rgntgenlaboratoriet pd IMFUFA, RUC.

'] forbindelse med at vi har rettet rapporten forud for genoptrykningen som IMFUFA-
tekst, er vi blevet opmaerksomme pé, at der er et dimensionsproblem i ligning 5.1.4. Her
er r en leengde og ¢" en reciprok lengde. At g er en reciprok lengde fremgér af sivel
ligning 5.1.3 som af ligning 5.1.2. De enkelte g-vardier svarer imidlertid samtidig til et
givent kanalnummer (se figur 5.9) og kan altsd omskrives til en afstand til den direkte
strile, ligesom r.
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Kratkykameraet bestdr grundleggende af et rgntgenrgr, en prgveholder og
en detektor (se figur 5.1), og disse beskrives i det fplgende pa baggrund af
[Korreman, 1997] og [Pedersen & Jalving, 1998].

Blyplade som ﬁn&z}mm Rentgeatdm
Vskuumkammer mmd§kcr stﬁlesl&iden og
med i
kollimeringsblok
Blyindfattet
glaslig

e

Figur 5.1 Kratkykamera [Korreman, 1997, s. 47].

Rgntgenstralingen produceres i et rgntgenrgr, som bestar af en katode og
‘en kobberanode med en stor spandingsforskel. Elektroner fra katoden ac-
celereres i det elektriske felt for derefter at ramme kobberanoden med en
hgj energi. Rgntgenstralingen produceres pd denne méde ved to forskellige
processer, stimuleret emission fra kobber og bremsestréling fra elektronerne.

Rentgenstraling, som fremkommer ved stimuleret emission giver veldefine-
rede spektrallinier. For kobber er der tre elektronovergange, som giver an-
ledning til udsendelse af rgntgenstraling. Energien ved elektronovergangene
og de tilsvarende bglgelengder er

Ko:A=1,54A, E=8,03KeV
Kg:2=1,39A, E=8,90KeV
Lo :A=13,34A, E=0,93KeV

[Weast, 1980]2.

De veldefinerede spektrallinier fra elektronovergange i kobber blandes med
den sdkaldte bremsestréling, som stammer fra elektronernes nedbremsning
ved kollision med kobberanoden. Dette spektrum er ikke af samme diskrete
natur som stralingen fra stimulerede overgange, men er et kontinuert spek-
trum af bglgeleengder. Den korteste bglgeleengde i dette spektrum afhaenger
af den maksimale energi af elektronerne i rgntgenrgret.

“Navnene for elektronovergangene henviser til orbitaler.
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Amin ‘nikkel-kanten A

Figur 5.2 Principskitse af stralingen fra rgntgenrgret. Bremsestralingen resulterer
i den kontinuerte del af spektret, mens elektronovergange i anoden medfgrer de
diskrete toppe. Den stiplede linie angiver placeringen af nikkelkanten.

Den samlede straling fra rgntgenrgret bestir af et kontinuert spektrum

med fremtreedende toppe omkring kobbers spektrallinier, som illustreret i
figur 5.2.

Det brede spektrum af bglgeleengder i rgntgenstralingen fra rgntgenrgret
reduceres inden brug i kameraet med et nikkelfilter. Nikkel har en absorp-
tionskant p& 1,49 A [Weast, 1980], hvilket betyder, at bglgeleengder under
denne stgrrelse absorberes, mens bglgelaengder over transmitteres. Kg-linien
har en bglgeleengde pa 1,39 A og absorberes derfor.

Rgntgenrgret producerer en bred rgntgenstrile, ca. 10 mm x 0.02mm [Kor-
reman, 1997], hvilket har to konsekvenser for vores malinger med kameraet.
Fgrst og vigtigst mindskes maletiden, fordi en stgrre del af prgven udsattes
for rgntgenstraling, og vi derved hurtigt opnér en kraftig intensitet. Desveerre
betyder den brede rgntgenstrale, at de mélte spektre bliver udsmurte og der-
ved sveerere at fortolke. Sidstnaevnte er dog ikke noget stort problem, salaenge
Braggtoppene er rimeligt paene. Dette vender vi tilbage til i afsnit 5.3.1.

O _ D

Figur 5.3 Prgveholder.

Inden malingen sattes igang evakueres kameraet for luft for at undgd, at luf-
ten spreder stralingen yderligere, og derved gdelaegger det spredte spektrum
fra prgven. Prgven er placeret i en prgveholder, designet s prgven ram-
mes af hele rgntgenstrilen, sdledes at der males p4 et stort antal vesikler (se
figur 5.3). Ved prgveholderen sidder en computerstyret temperaturregulator,
som kan kontrollere prgvens temperatur.
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5.2.1 Detektorfolsomhed

Detektoren bestar af et kammer med en blanding af argon- og methangas
(i forholdet 9:1), hvor der sidder en tynd trad vinkelret pd rentgenstralen,
ca. 20cm fra prgven. Detektorens funktion er at registrere de enkelte fotoner
af den spredte rgntgenstraling, og udregne en position af dem i forhold til
tradden. Denne position digitaliseres til et tal mellem 1 og 1024, og antallet
af registrerede fotoner i hver kanal opsamles med en computer. De tekniske
detaljer bag den pracise positionsberegning er vi ikke bekendt med.

Detektoren kan ikke tale den del af strilen, som kommer direkte fra rgnt-
genrgret og som ikke bliver spredt af prgven. Der er derfor indsat et filter,
som stopper den direkte strale, inden detektoren rammes. Selv med et filter
bliver detektortradden slidt, nar der foretages malinger med kameraet. Fore-
tages der mange malinger med kraftig intensitet ved en bestemt vinkel, er
detektorens registreringer ikke et sandt udtryk for den spredte straling. Vi
har underspgt detektortrddens tilstand ved semesterets start og afslutning
ved at lade en 55Fe-kilde bestrale detektoren. Malingerne er vist i figur 5.4.
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Figur 5.4 Maling af detektorfslsomhed med 3°Fe-kilde. Den mélte stralingsinten-
sitet aftager en smule med stigende kanalnummer pé grund af kildens placering.
Til venstre vises folsomheden ved semesterets start og til hgjre vise detektorens
folsomhed ved afslutningen af semesteret.

Da vi ikke udfra disse méalinger kan se nogle dbenlyse defekter pa traden,
foretager vi ikke yderligere korrektioner af vores mélinger i forhold til even-
tuelle usikkerheder pa fglsomheden af detektortraden.

5.2.2 Temperaturkontrol

Under vores eksperimenter foretager vi malinger ved temperaturer mellem
18 og 62°C. Disse temperaturer opnds og reguleres ved hjalp af temperatur-
regulatoren, der aktiveres i den ene ende af prgveholderen.
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Tidligere undersggelser [Korreman, 1997] har vist, at man ved denne kon-
struktion ikke kan opnd den samme temperatur i hele prgven, men at der vil
vaere en temperaturgradient igennem prgven. I forbindelse med undersggel-
serne er der blevet foretaget en temperaturkalibrering, som angiver fglgende
sammenhang mellem den temperatur, regulatoren er indstillet til og den
faktiske gennemsnitstemperatur i prgven:

Tprﬂue =1,53+0,93. Tregulator (5.2.1)

Det er muligvis et problem, at temperaturkalibreringen kan veere forskellig for
forskellige prgveholdere og derfor ikke direkte kan bruges ved vores malinger.
Vi har imidlertid observeret, at hvis vi benytter denne temperaturkalibrering,
finder vi faseovergangstemperaturer, som er i bedre overensstemmelse med
dem, der findes i litteraturen, (jvf. kapitel 7), og vi har derfor valgt at benytte
denne kalibrering.

Desuden betyder temperaturgradienten gennem prgven, at malinger meget
teet pa faseovergangen bliver uanvendelige, idet den ene halvdel af lipidsyste-
met er i den ene fase, mens den anden halvdel er i den anden fase. I enkelte
tilfelde har vi mélinger med tydelig indikation af en blanding af de to faser,
og vi lader derfor ikke disse indgé i dataanalysen.

5.2.3 Placering af den direkte strile

Nér vi skal kalibrere Kratkykameraet (jvf. afsnit 5.3.3), er det vigtigt at vide
i hvilken kanal, den direkte strale rammer. Dette undersgges ved at beskytte
detektortrdden med et filter, siledes at der sker mindst mulig beskadigelse.
Der er to filtre, som kan beskytte trdden. Det ene filter kan szttes op foran
stralens indgang til kameraet (filterposition A), og det andet filter kan saettes
op foran detektoren (filterposition B).

Malinger for de to filterpositioner ses i figur 5.5. Méilingen ved filterposi-
tion A angiver den direkte strales placering til kanalnummer 203,0396, mens
malingen ved filterposition B placerer stralen i kanalnummer 203,5282. Top-
punktet af intensiteten er fittet med en Lorentz funktion, hvilket forklares
nzrmere i afsnit 5.3.2. Vi antager, at mélingen med filterposition B giver
den mest preecise placering af strilen, idet det vil reducere usikkerheden pa
malingen, at strilens intensitet forst reduceres teet ved detektoren.

5.2.4 Baggrundsspektrum

Nar der sendes straling ind p4 prgven, er det ikke alene vesiklerne, som
spreder rgntgenstralingen. Glasset, som prgveholderen er lavet af, og sol-
ventet, som vesiklerne befinder sig i, spreder ogsd den indkomne straling.
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Figur 5.5 MaAling af den direkte strale ved filterposition A (venstre), og ved
filterposition B (hgjre). Intensiteten angives ved det totale antal teellinger.
Maletiden er ca. 300 sek.
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Figur 5.6 Maling af baggrundsstraling. Intensiteten angives ved tellinger per
sekund.

Dette korrigerer vi for ved at male pd prgveholderen indeholdende vand.
Baggrundsmaélingen er foretaget ved tre forskellige temperaturer (15°C, 25°C
og 35°C), som ikke giver noget forskelligt resultat. Middelveerdien af de tre
spektre er vist i figur 5.6.

Vores fgrste prgveholder gik i stykker undervejs i forlgbet, og vi har der-
for mattet skifte prgveholderen. Forskellen mellem den gamle og den nye
proveholder ligger udelukkende i udformningen af lukkemekanismen. Denne
forskel mener vi ikke vil f& indflydelse p& vores resultater, og vi har derfor

valgt at benytte baggrundsspektret for den gamle prgveholder for at lette
databehandlingen.

5.3 Databehandling

I det fplgende ggr vi rede for, hvordan vi har bestemt repeatafstande udfra
vores radata fundet ved SAXS-malingerne.
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5.3.1 Instrumentel smearing

Den instrumentelle smearing henviser til den smearing, der skyldes, at de
konkrete instrumentelle dele af vores opstilling ikke er perfekte. Vi vurderer,
at de veesentligste afvigelser fra den ideelle méling 1 vores instrumentelle
opstilling er rgntgenstrlens bredde, og rgntgenstralingens sammensatning
af forskellige bglgelaengder. Derfor ser vi neermere pa disse effekter. Specielt
har vi regnet pa betydningen af strilens bredde.

P4 figur 5.7 ses en skitse af méaleopstillingen. Den direkte strale er placeret
i £ = z,, proveholderen er i £ = z,, mens detektortrdden er placeret langs
z-aksen, og méler siledes intensiteten I(y,z) ved y = 0. Vi betragter kun
forsteordens Braggtoppen.

Rontgenstralen er ikke punktformet, men af en betydelig bredde. Vi antager
imidlertid, at den brede strale kan beskrives som en rakke af punktformige
rgntgenstraler, hvis intensitetsfordeling er givet ved en funktion P(y'). Hver
af disse punktformige straler vil give anledning til centralsymmetriske spred-
ningsspektre (jvf. ligning 5.1.4), hvis centrum alle ligger p4 y-aksen, med

y=y.
Z

T
S

Ts
T

Figur 5.7 I figuren er skitseret, hvordan forsteordenstoppene i det centralsym-
metriske spredningsspektrum kommer til at se ud, hvis den bredde rgntgenstrale
kan antages at besta af en raekke punktformige straler.

Bidraget til smearingen fra den brede strale kan da udregnes ved integralet:
o0 , _ (r—q')2 ,
Iy, 2) = / Py pe” 27 dy hvorr=+/(y—9y)2+22 (53.1)
-0

I det simpleste tilfzelde er P(y') en step-funktion med vaerdien 1 i et passende
interval svarende til strlens bredde. Vi er kun interesserede i intensitetsfor-
delingen i y = 0, hvor vores endimensionelle detektor sidder, og ved numerisk
integration fis den asymmetriske funktion, hvis graf ses i figur 5.8. Udover
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Figur 5.8 Begge figurer viser fgrsteordens Braggtoppe i et spektrum fra
lipidsystem med og uden instrumentel smearing beregnet udfra ligning 5.1.4 og
5.3.1 med o = 0,005 (figuren til venstre) og o = 0,0025 (figuren til hgjre). Alle
fire grafer er beregnet med parametrene Iy = 1 og ¢* = 0.1. Intensitetsfunktionen
P(y') =11 intervallet fra —0.11 til 0.11 og nul ellers. Toppenes hgjde er skaleret
til samme stgrrelse, idet den usmearede top er omkring 15-20 gange stgrre end den
smearede top.

at spektret bliver asymmetrisk omkring toppunktet p4 grund af smearing-
seffekter i forbindelse med strilens bredde, sker der ogs& en forskydning
af toppunktet. Toppunktets forskydning afhaenger bade af toppens bredde,
bredden af den direkte strale og vaerdien af g*.

Toppunktets forskydning afheenger, for en fastholdt veerdi af ¢*, af toppens
bredde saledes, at jo skarpere Braggtoppen er, jo mindre forskydes toppunk-
tet, hvilket ogsé ses illustreret i figur 5.8.

Toppunktets forskydning som funktion af ¢* er mere kompliceret, idet den
bade afhaenger af stralens og toppens bredde. Vores beregninger har ikke givet
noget kvantitativt resultat, omend det dog kan konstateres, at forskydningen
af toppunktet bliver relativ stor for smé veerdier af ¢*.

Da vores mélinger giver toppe indenfor et meget lille omréde, mener vi, at
placeringen bliver forskudt det samme ved alle méalingerne. Denne forskyd-
ning har derfor ikke vaesentlig betydning for vores resultattolkning.

Indtil dette punkt har vi ikke taget hgjde for, at stralingen ikke er mono-
kromatisk, men bestar af mange forskellige bglgeleengder. I [Pedersen et al.,
1990] beskrives effekten af ikke-monokromatisk straling udfra en ligning sva-
rende til ligning 5.3.1, hvor der integreres over stralingens forskellige bglge-
leengder. En s&dan integration giver, at Braggtoppens bredde afhaenger af
q*, siledes, at toppen bliver bredere for stgrre veerdier af ¢*.

Vi vil ikke benytte os af det ovenstdende udtryk som teoretisk udtryk for
vores malte spektre, da det tager meget lang tid at fitte en funktion til et
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enkelt spektrum. Vores fgrsteordens Braggtoppe er imidlertid relativt smalle,
og vi forventer derfor ikke, at den instrumentelle smearing vil medfgre en
betydelig forskydning af toppunktet.

5.3.2 Fitning

I vores malinger varierer placeringen af toppunkterne kun 4-5 kanaler, hvilket
er for fa punkter til, at det kan give et fornuftigt billede af repeatafstandens
@ndring. Vi er derfor ngdt til at fitte en top til vores malinger for at fa et
mere pracist tal for variationen i toppunktets placering. Da det som forklaret
i forrige afsnit ikke er trivielt at finde et analytisk udtryk, som tager hgjde
for alle &rsagerne til smearingen af spektrene, har vi i stedet valgt at benytte
Lorentz funktionen til at bestemme mere pracise veerdier for toppunkterne.
Lorentz funktionen er en forholdsvis simpel symmetrisk funktion med tre
parametre, som vi har set anvendt i andre eksperimentelle studier af samme
art [Korreman, 2000b][Hgnger et al., 1994]. Lorentz funktionen er defineret

ved:
C1

e

Fitningen af funktionen sker p4 baggrund af en MatLab funktion?, der mini-
merer den kvadratiske afvigelse mellem datapunkterne og Lorentz funktio-
nen. Denne procedure benyttes til alle senere fitninger med Lorentz funktio-
nen, og i de tilfeelde, hvor der udfgres linezr regression.

(5.3.2)

I fitningen vaegtes hgjresiden af Braggtoppen hgjere end venstresiden. Der
kan opstd situationer, hvor MatLab ikke kan fitte en Braggtop, og i stedet
fitter toppen igjnefaldende forkert. Det er derfor ikke helt muligt konsekvent
at benytte et fast antal punkter pa hver side af toppene. Vi har valgt at fitte
med ét punkt pa venstresiden og 5 punkter p4 hgjresiden i de tilfeelde, hvor
det er muligt. I de gvrige {3 tilfelde har vi enten anvendt et ekstra punkt pd
venstresiden eller et punkt mindre pé hgjresiden.

Dette valg er foretaget pa baggrund af et antal fitninger i MatLab, hvor vi
har varieret antallet af fittepunkter p4 hver side af toppene. Fitninger med et
enkelt punkt pa venstresiden og et antal punkter mellem 3 og 9 pa hgjresiden
viste forst en afvigelse pa 5. betydende ciffer. Den valgte vagtning af hgjre
og venstresiden er den veegtning, hvor vi umiddelbart skal korrigere feerrest
fitninger.

5.3.3 Kalibrering

Inden vi kan fortolke malingerne pé vesiklerne i form af en repeatafstand, er
vi ngdsaget til at kalibrere opstillingen ved brug af et kendt materiale. I [Hu-

MatLab er et matrix manipulationsprogram, som vi bruger til vores databehandling.
Ved fitning benyttes kommandoen fminsearch.
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ang et al., 1993] anbefales sglvbehenat til dette formél, og dets repeatafstand
angives til Dggpp = 58,38031A. Dette svarer til, at vi med en maéling skal

forvente at finde Braggtoppe ved g givet ved

27
D agbn

* —
QAgbh = T

n=123,...

(5.3.3)

hvor hver top svarer til forskellige indfaldsvinkler i krystallen.

Vi har malt, hvordan rgntgenstrlingen spredes p& sglvbehenat pulver; re-

sultatet er vist i figur 5.9.
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Figur 5.9 Maling pa sglvbehenat. @verst ses fittet til hver af de fem toppe.
Nederst til venstre ses spredningsspektret. Nederst til hgjre er ¢*-vaerdier fra
[Huang et al., 1993} plottet mod placeringen af de fem toppe. Resultatet af den
linezere regression er angivet med funktionsudtryk.

I malingen er der fem tydelige Braggtoppe, hvortil vi har fittet en Lorentz-
funktion, som tidligere beskrevet i afsnit 5.3.2. Dette giver fem koordinatsaet,
der har kanalnummer k som fgrstekoordinat og g-veerdierne fra [Huang et al.,
1993] som andenkoordinat. Vi har imidlertid endnu en oplysning, idet vi har
malt den direkte strales placering, som angiver g(k) = 0. Udfra en antagelse
om, at linearitet er en god tilneermelse, kan vi ved lineser regression opné et

funktionsudtryk for g(k):

q(k) = 8,6652 - 1074k — 0,1749.

(5.3.4)

Mindste kvadraters afvigelse for fitningen i ligning 5.3.4 bliver ~ 1077.

Ligning 5.3.4 er siledes den omregning, der sker mellem de rigtige rddata,
som stammer fra rgntgenapparatet, og de data vi praesenterer i bilag B som
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vores radata. Det vil sige, at vores radata praesenteres i form af intensitet som
funktion af ¢-veerdi, hvilket ggr vores rddata sammenlignelige med resultater
fra eksperimenter med samme materiale udfgrt p4 andre rgntgenapparater.

5.3.4 Niveauet af repeatafstandene

Det skal bemarkes, at vi med vores databehandlingsprocedure finder vores
repeatafstande forskudt med ca. 2 A, i forhold til de veerdier der przesenteres
i [Korreman, 2000b]. Malingerne er foretaget med samme apparatur, som vi
har anvendt. For at blotleegge grunden til denne uoverensstemmelse har vi
prgvet at behandle nogle af de radata, der er anvendt i [Korreman, 2000b}
med den i dette kapitel beskrevne procedure. Forskellen forsvandt ved at
anvende vores databehandlingsprocedure pé disse radata.

Ifglge [Korreman, 2000a] er positionen af Braggtoppene i nogle tilfzelde ma-
nuelt blevet forskudt ca. 2 kanalnumre inden veerdierne af repeatafstanden
er blevet beregnet i [Korreman, 2000b]. Dette er gjort for at sikre, at den di-
rekte strale altid ligger i ¢ = 0. Vi formoder, at det primeert er denne forskel
i resultatbehandlingen, der giver forskydningen i repeatafstandene, og vi har
ikke forfulgt spgrgsmaélet narmere.

5.4 Udfarsel af eksperiment

I dette afsnit beskrives prgvepraepareringen og opbygningen af méaleprogram-
merne samt de overvejelser, der ligger til grund herfor.

5.4.1 Prgvepreeparering

Til hver af vores malinger har vi fremstillet en prgve, bestdende af 50 mg lipid
og 200 ul vand eller 0,1 M saltoplgsning, svarende til en lipidkoncentration
pa ca. 20 wt%, hvorved vi forventer at have en stor maengde excess vand eller
saltoplgsning. De anvendte lipider DMPC, DC15PC og DPPC, er indkgbt p
pulverform fra Avanti Polar Lipids, Inc. (renhed: > 99%). Saltoplgsningerne
er fremstillet af milli-q vand med KBr fra Merck (renhed: > 99,8%), NH,Cl
fra Struers Kebo Lab A/S (renhed: > 99,8%) og NaCl fra Merck (renhed:
> 99,5%).

P34 grund af lipidernes komplicerede strukturering ma der ved prgvepraepa-
reringen tages hgjde for muligheden, af at systemet kan stabilisere sig i me-
tastabile tilstande, som fglge af faktorer som eksempelvis systemets termiske
historie.

Alle prover er derfor fremstillet pd samme vis ved forst at afveje lipiderne,
for derefter at tilsaette vand eller saltoplgsning med en temperatur over main
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faseovergangstemperaturen. Herefter er de teetsluttede prgveopbevaringsglas
blevet skiftevis rystet og varmet i ialt 70 min., s&ledes at de under hele
sammenblandingsproceduren har haft en temperatur mellem 10 og 20 grader
over main faseovergangstemperaturen. Prgven er blevet opbevaret i kgleskab
ved ca. 5°C til neeste dag. Inden overfgrslen af prgven til prgveholderen er
prgven opvarmet til over main faseovergangstemperaturen.

Der har umiddelbart ikke veeret problemer i forbindelse med prapareringen
af DMPC, mens preepareringen af DC5PC og iser af DPPC har veeret en
smule problematisk p& grund af deres hgje main faseovergangstemperaturer.
Dette har givet problemer i to omgange.

Under selve praepareringen af vores prgver har temperaturen varet ca. 50°C
for DC15PC og ca. 60°C for DPPC, hvilket har bevirket, at en del af van-
det er fordampet og siden fortsettet under laget af det glas, prgverne er
blevet preepareret i. For de prgver, hvor solventet er rent vand, har dette
ikke haft nogen betydning, da vi har masser af excess vand. For de prgver
hvor solventet er saltoplgsninger, har det derimod haft den betydning, at
koncentrationen af det padgaldende salt har veeret hgjere under dannelsen af
vesiklerne. Hvis permabiliteten af ioner gennem dobbeltlagene er lav, bety-
der det, at der muligvis i disse prgver vil vaere en hgjere koncentration af
ioner i det interlamellare vand.

Det naste problem opstar, nar prgven skal ggres klar til at blive overfgrt til
pragveholderen. Her er den igen blevet opvarmet, hvilket igen har fort til en
forhgjet saltkoncentration. Det betyder, at nar prgven udtages, vil der vaere
en forhgjet saltkoncentration i excess vandet.

Betydningen af en forhgjet saltkoncentration vil, ndr det er aktuelt, blive
diskuteret i forbindelse med analysen af vores resultater i kapitel 8.

5.4.2 Maleprogram

Vi har sigtet mod at begreense antallet af malepunkter i ripplefasen til om-
kring 3 punkter for at optimere mélingen af den flydende krystallinske fase,
men samtidig bibeholde information om ripplefasens niveau. I udarbejdel-
sen af et méaleprogram er det derfor ngdvendigt at tage hgjde for, at fase-
overgangstemperaturer for de tre lipider er forskellige, og at tilstningen af
salt kan forskyde faseovergangstemperaturerne.

For hver af de tre lipider i vand har vi udarbejdet en standard maéleserie,
hvor der méles ved 18 forskellige temperaturer, hvor den sidste maling ligger
omkring 20 grader over Ty,. Der er i gennemsnit 3 mélepunkter i ripplefasen,
mens resten af malepunkterne er fordelt siledes, at der er stgrst koncentra-
tion tzet ved T;, pi hejtemperatursiden.
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Ved hver temperatur foretages tre malinger 4 400 sek., som dels skal forbedre
statistikken, og dels bruges til at se om der sker en systematisk udvikling af
systemet pé en lille tidsskala.

Vi venter to timer inden den fgrste méling i hver méaleserie for at sikre, at
proven er i ligevaegt. Nar temperaturen zndres ventes mellem 30 min. og
100 min., atheengig af sterrelsen af temperaturspringet, for igen at sikre, at
proven er i ligeveegt. : 7 '

Ved méling pa lipiderne i saltoplgsning har det ikke veeret ngdvendigt at
korrigere standard maleserierne, idet vi ikke har registreret en betydende
forskydning af T4,.




6 Sidelgbende undersggelser

Undervejs i projektforlgbet har vi foretaget en raekke undersggelser af
lipidsystemet sidelgbende med de gvrige malinger af repeatafstanden. Disse
malinger har haft til formal at undersgge reproducerbarheden af vores resul-
tater og betydningen af den valgte prapareringsmetode. Derudover har vi
vaeret i tvivl om, hvorvidt systemet befinder sig i termodynamisk ligevaegt,
nar vi mler pa det, hvilket vi har forsggt at undersgge ved langtidsmalinger
ved fastholdt temperatur.

De sidelgbende undersggelser er udfgrt med DMPC i vandig oplgsning, som
vores standard system. Som en stikprgvekontrol pa reproducerbarheden af
maélingerne pi de andre lipider og saltoplgsninger har vi udvalgt DPPC i
0,1 M KBr-oplgsning. Valget skyldes, at DPPC i opbygning adskiller sig mest
fra DMPC, og at KBr giver den stgrste effekt pad den anomale swelling af de
tre udvalgte salte.

6.1 Reproducerbarhed af data
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Figur 6.1 Reproduktion af spektrum ved méling pA DMPC i rent vand ved
25,6°C.
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Figur 6.2 Reproduktion af DMPC i rent vand.
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Figur 6.3 Reproduktion af DPPC i 0,1 M KBr oplgsning.
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Vores prgvepraepareringsprocedure giver ikke reproducerbare resultater i den
forstand, at hvert spektrum for de enkelte temperaturer har samme intensitet
i alle kanaler (se figur 6.1). Der er altid en lille forskel, som ggr, at inten-
siteten varierer fra maling til maling, eksempelvis prgveholderens placering
i kameraet og koncentrationen af lipid i den del af prgven, som der méles
pé. En reproduktion af intensitetens stgrrelse er imidlertid ikke umiddelbart
vaesentlig for os, idet vi kun er interesserede i toppens placering med hensyn
til g-vaerdien, fordi den angiver repeatafstanden i prgven.

P4 figur 6.2 ses fire malinger af DMPC i vandig oplgsning. En méling er ikke
foretaget med samme maleprogram som de gvrige, og en méling er pa en
prgve, som under prgveprapareringen blev frosset (jvf. afsnit 6.2). Det ses,
at det er sveert at reproducere repeatafstanden i ripplefasen, mens der ingen
markant afvigelse er mellem mélingerne i den flydende krystallinske fase. Det
skal dog bemarkes, at den ene af mélingerne i overgangen til ripplefasen nar
op pa en repeatafstand, der ligger ~ 0,3 A hgjere end de tre andre mélinger.

Tt pd main faseovergangen er repeatafstanden altsd meget folsom over

for sm& temperaturudsving, hvilket giver en usikkerhed p stgrrelsen af den
anomale swelling. I reproduktionen af DPPC i 0,1 M KBr oplgsning (vist
pa figur 6.3), har vi anvendt to forskellige temperaturméleserier, idet vi i
forste méling fejlbedgmte placeringen af faseovergangstemperaturen, hvorved
vi fik for mange malepunkter med i ripplefasen. Selvom vi har anvendt to
forskellige maleserier, er det dog tydeligt, at malingerne stemmer overens i
den flydende krystallinske fase.

6.1.1 Usikkerheder

I hver méleserie har vi undersggt tidsudviklingen for de tre mélinger p& hver
temperatur, og vi kan ikke med statistisk beleeg konstatere, at der er en
tidslig udvikling i systemet indenfor de tre mélinger. Vi benytter derfor re-
peatafstandens gennemsnit i de tre malinger som den malte veerdi ved hver
temperatur. De tre mélinger ved hver temperatur kan med denne antagelse
benyttes til at estimere variansen af toppunktets placering ved hver tempe-
ratur.

Indenfor hver af de méleserier som praesenteres i kapitel 7, er variansen af top-
punktets placering i ripplefasen generelt dobbelt s& stor, som variansen i den
flydende krystallinske fase. For den flydende krystallinske fase er variansen
ved hver temperatur mindre end 0.04 A2, p& neer to outliers p& henholdsvis
0.07 A2 0g 0.09 A2. Middelvzerdien af variansen er 0.027 A2,

Vi har foretaget ialt 3 reproduktioner af en méleserie p&4 DMPC i rent vand,
som vi med god samvittighed kan sammenligne. Det vil sige, vi sammen-
ligner méleserien pd prgven, som blev frosset under preepareringen med de
gvrige méaleserier pA DMPC i rent vand (se afsnit 6.2). Méalinger i ripplefasen
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kan ikke sammenlignes, da de er meget forskellige. Malinger foretaget ved
en temperatur, som er en halv grad stgrre end faseovergangstemperaturen,
stemmer godt overens. Variansen mellem maélingerne er af samme stgrrelse
som variansen indenfor hver maleserie.

For temperaturer, som ligger under en halv grad fra faseovergangs-
temperaturen, er der stor forskel p& den anomale swelling. Stgrrelsen af swel-
lingen varierer op til 0,3 A mellem mélingerne. Dette indikerer, at selv sm3,
variationer i prgvens temperaturhistorie har betydning for bade ripplefasen
og stgrrelsen af den anomale swelling. Temperaturhistorien har imidlertid
ikke s& stor betydning for den gvrige del af den flydende krystallinske fase.

6.2 Prgveprapareringens betydning

Skal vores resultater kunne sammenlignes med resultater opnaet ved tidligere
eksperimentelle studier er det ikke nok, at vores resultater er reproducerbare.
Det er ogsa vigtigt, at vores resultater ikke afhzenger af prgvepraeparerings-
metoden. Vi har derfor undersggt om malinger pA DMPC i rent vand giver
afvigende resultater ved to alternative prgvepraepareringsprocedurer.
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Figur 6.4 MaAling pA DMPC i vand fremstillet ved frysning i flydende nitrogen.
Maling p4 DMPC fremstillet ved standard przepareringsmetoden er plottet som
referencemaling.

Den fgrste alternative procedure afviger kun lidt fra vores anvendte pro-
cedure, som er beskrevet i afsnit 5.4.1. Efter sammenblandingsproceduren
er prgven blevet frosset i flydende nitrogen, inden den hviler i kgleskab til



6.2 Prgveprzpareringens betydning 61

65.5

+ Normal
0 Chloroform

65} g C .

645 °

Repeatafstand [A)
8
»n 2

3

625 ’- E

s2f . ° -

61.5 1 1 1 ' —

15 20 25 30 35 40 45
Temperatur PC]

Figur 6.5 Maling pa prove fremstillet ved oplgsning i chloroform. Maling pd
DMPC fremstillet ved standard prapareringsmetoden er plottet som referencema-
ling.

nzste dag. Med dette ekstra trin i proceduren undersgger vi om en struk-
turel sndring af solventet, som en frysning jo medfgrer, har indvirkning pa
vesiklernes struktur.

Det ses pa figur 6.4, at det ikke har nogen umiddelbar indflydelse, da afvi-
gelsen er sammenlignelig med afvigelsen mellem ens praparerede prgver.

Den anden alternative procedure bestar i, at lipiderne fgrst oplgses i chloro-
form inden tilszetningen af solventet. Arsagen til, at vi har valgt at undersgge
denne prapareringsmetode er, at der i andre relaterede eksperimentelle ar-
bejder, eksempelvis [Markova et al., 2000}, anvendes lipider leveret i chloro-
formoplgsning i stedet for p4 pulverform. Endvidere bruges denne procedure
til at undersgge om en strukturel andring af lipiderne, inden de oplgses i
vand, har betydning for vesikeldannelsen.

Vores prapareringsprocedure er, at chloroformen efter tilseetningen af lipidet
fordampes, hvorved lipidet satter sig som et lag i bunden af en rundbundet
kolbe, som lipidet prapareres i. Solventet tilsettes og preveprapareringen
fglger herefter vores standardprocedure.

Resultaterne af den anden alternative prgveprapareringsprocedure er vist i
figur 6.5. Det ses, at disse resultater ikke ligner de gvrige malinger pA DMPC
i rent vand. Malingen afviger bdde i den flydende krystallinske fases laveste
repeatafstand og i main faseovergangstemperatur. Vi har foretaget to méalin-
ger med denne praepareringsmetode, hvor den fgrste maling var uanvendelig,
idet Braggtoppene forsvandt ved hgje temperaturer. Vi formoder, at dette
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skyldtes, at der var chloroformrester i prgven, som forstyrrede, mens vi méalte.

Dette kan maske ogsé forklare, hvorfor malingen i figur 6.5 afviger fra vores
gvrige mélinger.

Vi foretager os intet yderligere i denne forbindelse, men konstaterer, at vi
finder en forskel mellem vores anvendte praepareringsmetode og en praepare-
ringsmetode, hvor lipiderne er oplgst i1 chloroform.

6.3 Ligevaegt i systemet

Der er mange metastabile tilstande i det system, vi méler pé, og det er
derfor ikke sikkert, at lipidsystemet befinder sig i termodynamisk ligevaegt.
Vi har i denne forbindelse undersggt, om der forekommer en tidslig udvikling
i systemet.
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Figur 6.6 Langtidsméaling over 3 x 10 timer. Fgrst males ved 24,6°C, herefter ved
25,6°C og til sidst ved 26,6°C. Bemeerk repeatafstandens skala.

Vi har lavet to malinger, som viser den tidslige udvikling af den flydende
krystallinske fase i DMPC i rent vand. Ved den fgrste langtidsméaling pé
3 x 10 timer har vi m3lt ved 3 temperaturer, som alle ligger over main fase-
overgangstemperaturen (jvf. figur 6.6). I denne méling finder vi en umiddel-
bar tendens til, at systemet udvider sig undervejs i méalingen. For alle tre

temperaturer svarer det til en udvidelse pa ca. 0.1 — 0.2 A for hver af de 10
timer.

Denne udvikling har motiveret os til at lave en maling over endnu langere
tid (se figur 6.7). Malingen starter i ripplefasen ved 22°C saledes at den er
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Figur 6.7 Langtidsméling over 30 timer. Det fgrste malepunkt er ved 22°C,

som angiver ripplefasens niveau pa 64,68 A. Herefter males ved 25°C. Bemark
repeatafstandens skala.

sammenlignelig med vores gvrige malinger som ogs& starter i ripplefasen.
Efter en stabiliseringsperiode pa 2,5 time skiftes temperaturen til 25°C og
der males i 30 timer med en maling hver halve time.

Der er visse ting, vi kan observere ved de to langtidsmélinger. Det primeere
er selvfplgelig, at der indenfor den 30 timers méleperiode (figur 6.7) ses en
klar tendens til, at repeatafstanden gges, selvom spredningen er af en vis
stgrrelse.

Denne udvikling kan ikke skyldes, at systemet muligvis ikke har stabiliseret
sig i den flydende krystallinske fase. Var dette tilfeeldet skulle tendensen have
veeret med modsat heeldning, idet repeatafstanden er mindre i den flydende
krystallinske fase end i ripplefasen.

P4 30 timers malingen har vi testet den statistiske hypotese, om tendensen i
udviklingen er signifikant. Samlet kan méledata ikke beskrives ved en linezer
regressionslinie med hzldning nul. Der er siledes evidens for, at systemet
udvikler sig. Vi har testet om der sker en udvikling i de fgrste 3 timer, men
p& grund af den store spredning kan vi ikke afvise, at systemet udvikler sig
allerede i de forste 3 timer.

I [Korreman, 2000b] og [Pedersen & Jalving, 1998] er der observeret, at mé-
lingen af lipidsystemet er afheengigt af om der varmes op eller kgles ned under
malingen. Det vil sige, at der er en hystereseopfarsel, hvor skiftet i repeat-
afstand under den anomale swelling er stgrre, nar systemet kgles ned end néar



64 Sidelgbende undersggelser

systemet varmes op. Denne opfgrsel kan eventuelt forklare, hvorfor systemet
vokser, nar det fastholdes ved en temperatur nar main faseovergangen.

Ifglge [Korreman, 2000a] vil repeatafstanden vokse uforandret i en maling
pé 50 timer. [Korréman, 2000a] har imidlertid ogsa observeret at hvis prgven
far lov at hvile udenfor kameraet efter en langtidsméling, vil systemet vende
tilbage til sin oprindelige tilstand og vil ved endnu en langtidsmaling begynde
at vokse igen.

Udviklingen kunne ogsd vaere et udtryk for, at rgntgenstrdlingen eendrer
vesiklerne. Denne hypotese forestiller vi os kan undersgges ved at foretage
en langtidsmaling, hvor rgntgenstralingen afbrydes, nar der alligevel ikke
méles, hvorved rgntgenstralingseksponeringen mindskes.

Vi har ikke korrigeret for denne observation i vores malinger, idet vi ikke har
tilstreekkelig information om feenomenet. Da alle malinger er foretaget med
samme maéleprogram, forventer vi dog, at forskydningen af repeatafstanden
er den samme for alle mélinger.
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I dette kapitel fremleegger vi systematisk resultaterne af vores mélinger pa
DMPC, DC15PC og DPPC i henholdsvis rent vand, KBr-oplgsning, NH4Cl-
oplgsning og NaCl-oplgsning. Grundlaget for praesentationen af de forskellige
malinger med saltoplgsning er mélingerne p4 DMPC, DCy5PC og DPPC i
rent vand. Ved en sammenligning af malingerne med rent vand og malingerne
med saltoplgsning kan vi udtale os kvalitativt om den relative forskydning
af den anomale swelling.

Vores radata findes i appendiks B, mens vi i dette kapitel praesenterer vores
data ved at plotte repeatafstanden mod temperaturen.

Der er ved denne fremstilling af vores data primaert to stgrrelser, som er
relevante at fokusere pé. Disse stgrrelser kan afleeses direkte af vores grafer.
Det er repeatafstandens laveste niveau i den flydende krystallinske fase, som

vi benaevner Dy,;,, og stgrrelsen af den anomale swelling, som vi benavner
AD.

Sterrelsen af den anomale swelling udregner vi ved forskellen mellem D,y;p,
og repeatafstandens maksimumvzerdi pa hgjtemperatursiden af main fase-
overgangen. Vi kommenterer ikke de repeatafstande, vi ser i ripplefasen,
fordi der er meget darlig reproducerbarhed af disse data (jvf. afsnit 6.1).

De forskellige AD- og Dppin-veerdier er vist bade i tabel 7.1, og ved siden af
de figurer, hvor den pigaldende maling er plottet.

Maling Dpin  AD
DMPC i rent vand 61,6 3,5
DMPC i KBr 65,5 6,5
DMPC i NH,Cl 62,2 3,6
DMPC i NaCl 61,1 4.8
DC,ysPCirent vand | 63,2 3,0
DCi5PC i KBr 64,8 4,2
DCisPC i NH4Cl 65,1 24
D015PC i NaCl 62,3 3,5
DPPC i rent vand 64,7 2,1
DPPC i KBr 66,0 3,3
DPPC i NH4Cl 67,3 1,6
DPPC i NaCl 650 28

Tabel 7.1 D.,;,- og AD-verdierne for de systemer vi har malt pa.
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Dobbeltlag af de tre forskellige lipider DMPC, DC15PC og DPPC har for-
skellige faseovergangstemperaturer, og vi praesenterer derfor malingerne med
en reduceret temperatur (T — Ty,) for at lette overskueligheden.

Vi har bestemt faseovergangstemperaturerne udfra vores radata (jvf.
appendiks B). Intensiteten og skarpheden falder ved overgangen til ripple-
fasen, samtidig med at positionen af Braggtoppene aendres. I rent vand finder
vi faseovergangstemperaturer pa 23,8°C, 33,8°C og 41, 5°C, for henholdsvis
DMPC, DC;y5PC og DPPC. Disse vaerdier afviger med under en grad fra,
hvad vi ellers har set rapporteret [Wack & Webb, 1988].

Tilseetning af salt forskyder faseovergangstemperaturerne med mindre end
0,1 grad.

I nogle tilfeelde far vi Braggtoppe ved T,,, som hverken ligner toppe fra
ripplefasen eller toppe fra den flydende krystallinske fase. Vi antager, at
méalingen er foretaget sd taet pd faseovergangstemperaturen, at vi har mélt
pa en sammenblanding af de to faser. Vi medtager derfor ikke disse punkter
i vores dataanalyse.

I de forskellige plot af repeatafstanden som funktion af temperaturen har vi
for hver enkel maéleserie indtegnet linier mellem punkterne. Disse linier er
kun indtegnet for de punkter, som vi inddrager i dataanalysen.

7.1 Rent vand

Malingerne i rent vand er udgangspunktet for en vurdering af saltes betyd-
ning for den anomale swelling ved de forskellige lipider (se figur 7.1).

Malingerne stemmer ved fgrste blik overens med intuitionen, idet repeat-
afstanden vokser som funktion af kedeleengden. Der er dog nogle detaljer
ved de viste malinger i figur 7.1, som kreaever en kommentar.

For det forste er repeatafstandens forskydning mellem malingerne forskellig i
ripplefasen og i den flydende krystallinske fase, henholdsvis 3 — 4 Aog1,5A.
Dette skyldes, at halerne er mere udstrakte i ripplefasen end i den flydende
krystallinske fase.

Dernaest er ogsd karakteren af den anomale swelling forskellig. Stgrrelsen af
den anomale swelling falder fra 3,5 A for DMPC til 3,0 A for DC15PC og sidst
er den 2,1 A for DPPC. Som en sidste bemarkning kan det ses, at den ano-
male swelling ikke starter i samme afstand fra faseovergangstemperaturen.
For DC15PC og DPPC skal man lsngere ned i temperatur, for swellingen
begynder, end man skal for DMPC.

Malingerne i den flydende krystallinske fase, som er vist i figur 7.1, er alle i
overensstemmelse med [Korreman & Posselt, 2000a]. Det er derfor fornuftigt
at sammenholde vores gvrige resultater med disse mélinger.
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Figur 7.1 I figuren ses repeatafstanden plottet mod den reducerede temperatur
for malinger p4 DMPC, DC;;PC og DPPC i rent vand.

7.2 Fastholdt ksedeleengde med varierende salte

Vi starter med at sammenholde de méalinger, hvor der er mélt pa lipider med
samme ksedelengde i forskellige saltoplgsninger.

7.2.1 DMPC

I figur 7.2 er resultaterne for malinger p4 DMPC i de forskellige saltop-
lgsninger sammenholdt med malingen for vand. Her observeres en rakke
interessante faenomener.

Veerdierne af Dy 1 systemet forskydes tydeligvis forskelligt ved de forskel-
lige saltoplgsninger. Iser er det igjnefaldende, at Dy, i preven med KBr-
oplgsning er meget stgrre end de gvrige méalinger. Sammenlignet med vand
svarer det til en forskydning p4 3,9 A.

Storrelsen af den anomale swelling er ogsd den mest ekstreme for mélingen
p4 KBr-oplgsningen. AD for malingen p&4 KBr-oplgsningen er p 6,5 A, hvil-
ket er naesten det dobbelte af den anomale swelling i rent vand og NH4Cl-

oplgsningen, mens den er en halv gang stgrre end for malingen p4 NaCl-
oplgsningen.

Interessant er det ogsd, at veerdien af D,,;, for proven med NaCl ligger
lavere end mélingen med rent vand, omend det kun drejer sig om ca. 0,5 A.
Saltet pavirker dog den anomale swelling kraftigt, siledes at den omkring
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Figur 7.2 1 figuren er vist resultater af malinger pA DMPC i rent vand og i
saltoplgsninger.

12 grader over faseovergangstemperaturen 'overhaler’ malingen pé rent vand.
Repeatafstanden i malingen p& NaCl-oplgsningen kommer derved op pd en
veerdi, der er hgjere end for rent vand, inden main faseovergangen.

Dy, for prgven med NH4Cl-oplgsning ligger kun svagt hgjere end for vand.
Stgrrelsen af den anomale swelling er taet pa stgrrelsen af swellingen i rent
vand, og generelt ser det ud til, at resultaterne er en parallelforskydning pa
ca. 0,6 A af den, der ses i rent vand.

7.2.2 DC;;PC

I figur 7.3 er resultaterne af vores malinger p4 DC;5PC praesenteret. Disse
resultater adskiller sig p4 flere mé&der bade kvalitativt og kvantitativt fra
resultaterne af malingerne p4 DMPC.

Igen ses en tydelig forskel mellem malingen med rent vand og de forskel-
lige malinger med saltoplgsning. Malingen med NH,Cl-oplgsning er her den
maling med den stgrste Dpn-veerdi pa 65, 1A, hvilket er ca. 1,9A stgrre
end for méalingen pd rent vand. Stgrrelsen af den anomale swelling pa kun
2,4A er imidlertid den mindste i forhold til de gvrige malinger. Malingen
med NH4Cl-oplgsning adskiller sig yderligere fra de gvrige maélinger, idet
repeatafstanden begynder at vokse igen ved hgje temperaturer.

Malingen med KBr-oplgsning har en Dyp;,-vaerdi pa 64,8 A, hvilket er den
naststgrste veerdi. Den ringe stgrrelse af den anomale swelling ved mélingen
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Figur 7.3 I figuren er vist resultater af malinger pA DCy5PC i rent vand og i
saltoplgsninger.

pd NH4Cl-oplgsning gor, at dennes repeatafstand undervejs i den anomale

swelling 'overhales’ af malingen p&4 KBr-oplgsningen, som ender med en AD
verdi pa 4,2 A.

Ved malingen med NaCl-oplgsningen er D, 0,9 A mindre end for maélingen

med rent vand. Samtidig giver mélingen med NaCl-oplgsningen den naest-
storste AD pa 3,5 A.

7.2.3 DPPC

I figur 7.4 vises resultaterne af vores mélinger p4 DPPC.

Den hgjeste temperatur i malingen med NH4Cl-oplgsningen er ikke anven-
delig, da Braggtoppen er meget bred. Der var derfor ikke noget ordentligt fit
med Lorentz-funktionen, og den fittede topplacering varierede meget mellem
de tre mélinger ved denne temperatur (jvf. afsnit 5.3.2 og 6.1).

Malingen pad NH4Cl har igen den stgrste D;,-veerdi pé 67, 3 A. Stgrrelsen af
AD er for denne méling 1,6 A, hvilket er den mindste swelling, vi ser blandt
méalingerne p4 DPPC.

For malingen p4 KBr-oplgsningen finder vi, at stgrrelsen af den anomale
swelling stadig er den stgrste pA 3,3A. Dpn er stadig sterre end vand,
omend den er betydeligt mindre end for NH4Cl-oplgsningen.

Dppin-veerdien for malingen med NaCl-oplgsning er her stgrre end for malin-
gen med rent vand, i modseetning til hvad vi s for de andre kedelaengder.
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Figur 7.4 Figuren viser resultater af malinger paA DPPC i rent vand og i
saltoplgsninger.

Dpin, veerdien for mélingen med NaCl-oplgsning og mélingen med rent vand
er sammenlignelige p4 henholdsvis 65, 0A og 64,7 A.

Samtidig giver malingen med NaCl-oplgsning igen den neeststgrste AD-
vaerdi, og denne er pa 2, gA.

7.3 Fastholdt salt med varierende ksedelzengde

I dette afsnit sammenholder vi malinger, hvor der er méalt pé lipider med
forskellige kaedelzengder i den samme saltoplgsning.

7.3.1 Kaliumbromid

I figur 7.5 har vi vist resultaterne af vores mélinger p4 DMPC, DC;5PC og
DPPC i KBr-oplgsning.

Det er bemarkelsesvaerdigt, at veerdien af D,,;, pd 65,5.2& for mélingen pa
DMPC ligger over Dp,;p for mélingen p& DCysPC, som er 64, 8 A. Sammen-
holdes disse resultater med resultaterne i figur 7.1, hvor solventet er rent
vand, ses markante forskelle i de skift i Dy,;r,, der sker imellem de forskellige
keedeleengder.

I rent vand gges Dyp;, naesten konstant med ca. 1,5 A for hver keedelengde,
hvor DPPC har den hgjeste veerdi og DMPC den laveste. For systemerne med
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Figur 7.5 I figuren vises resultaterne af vores malinger p4 DMPC, DC5PC og
DPPC i 0,1 M KBr-oplgsning. .

KBr-oplgsning er det derimod DC;5PC, der har den mindste D,;p-veerdi og
DPPC, der har den stgrste.

Storrelsen af swellingen, AD, er langt stgrre end de tilsvarende malinger
med rent vand. I forbindelse med kaedelengdeafhengigheden af AD er der
konsistens i forhold til figur 7.1, idet AD falder, n&r keedelengden vokser.

7.3.2 Natriumchlorid
I figur 7.6 har vi vist resultaterne af vores mélinger pa DMPC, DC;5PC og
DPPC i 0,1 M NaCl-oplgsning.

Her er det i fgrste omgang vaerd at bemaerke, at der sker en en vasentlig
mindre #ndring af veerdien af Dy, fra DMPC til DC15PC end fra DCy5PC
til DPPC.

AD falder som ved de gvrige malinger ved gget kaedelengde. Endvidere er
vaerdierne af AD stgrre end for de tilsvarende méalinger i rent vand.

7.3.3 Ammoniumchlorid
I figur 7.7 har vi vist resultaterne af vores malinger p4 DMPC, DCy5PC og
DPPC i 0,1 M NH4Cl-oplgsning.

Det skal igen bemszrkes, at méalingen ved den hgjeste temperatur for DPPC
er uanvendelig (jvf. afsnit 7.2.3).
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Figur 7.6 1 figuren ses resultaterne af vores malinger p4 DMPC, DC;5PC og
DPPC i 0,1M NaCl-oplgsning.
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Figur 7.7 1 figuren viser resultaterne af vores méalinger p4 DMPC, DC15PC og
DPPC i 0,1M NH,4Cl-oplgsning.

Det ses, at Dy, er stgrre jo stgrre, kaedeleengden er, og forskellene mellem
Dyyip, for de forskellige kaedelaengder er stgrre end for vand. Dy, for DPPC
er ca. 2A hgjere end for DCi5PC og ca. 5A stgrre end for DMPC. I rent
vand er Dy, for DPPC kun 1,5 A starre end for DC15PC og ca. 3 A stgrre
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end for DMPC.

Kedelengdens betydning for den anomale swelling bevirker, at stgrrelsen
af swellingen falder som funktion af keedeleengden, sddan som det ogsé ses i
rent vand. Desuden er der en tendens til, at den anomale swelling er mindre
end for de tilsvarende méalinger pa rent vand.

Endelig sker der det bemeerkelsesvaerdige, at repeatafstanden begyhder at
stige igen ved hgje temperaturer for DC,5PC og DPPC.




8 Analyse og diskussion af data

Vi vil i fgrste omgang analysere, hvordan vores resultater stemmer over-
ens med [Korreman, 2000b]’s hypoteser om saltenes specifikke pavirkning af
hydreringskraften og den anomale swellings afhangighed af kedelaengden.

Afslutningsvis ser vi pa, hvordan vores resultater passer i forhold til resulta-

terne fra [Korreman, 2000b}, nar de sammenholdes med DTU-modellen. Det
forste afsnit skal derfor ses i direkte forlzengelse af kapitel 4.

Dernaest karakteriserer vi mere overordnet hvert salts effekt ved de forskellige
kadelengder. Vi har observeret visse systematikker i saltenes pé&virkning
af repeatafstanden ved varierende keedelengder, og i forbindelse med at vi
redeggr for disse, kommer vi med bud pa, hvad der kunne ligge bag dem.

For at lette laeseligheden i de fglgende afsnit har vi valgt kun at henvise til
{Korreman, 2000b], idet denne inkluderer indholdet fra de to andre publika-
tioner [Korreman & Posselt, 2000a] og [Korreman & Posselt, 2000b).

8.1 Sammenligning af resultater

Vi opstiller i dette afsnit saltene i raekkefglger, svarende til de reekkefglger
som praesenteres i afsnit 4.3, og sammenligner dem i forhold til vores re-
sultater. Dette gor vi fgrst med udgangspunkt i de observerede Dpin- 08
AD-vardier, som blev preesenteret i forrige kapitel. Derefter ser vi pd, hvad
vi far ud af at fitte vores resultater med den af DTU-modellen forudsagte po-
tensfunktion for den anomale swellings temperaturathzngighed (jvf. ligning
3.4.3).

8.1.1 Forskydning af D,,;,-veerdierne
Fastholdt kzdel®ngde med varierende salte

P4 baggrund af de i forrige afsnit praesenterede data, kan vi opstille fplgende
serier for saltenes effekt pd Dp,;n-vaerdierne ved de forskellige kaedelaengder:

DMPC: NaCl < rent vand < NH4Cl < KBr
DC;sPC: NaCl < rent vand < KBr < NH,4Cl
DPPC: rent vand < NaCl < KBr < NH,4Cl
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Figur 8.1 De observerede veerdier for Dyy;, i saltoplgsninger sammenholdt med
de forskellige keedeleengder.

Der ses en vis systematik i reckkefplgen af saltene for de tre kaedeleengder,
idet systemerne med NaCl og rent vand har de mindste veerdier af Dy,
mens systemerne med NH4Cl og KBr giver de stgrste vaerdier. For malinger
med lipider i rent vand, KBr-oplgsning og NaCl-oplgsning er dette i over-
ensstemmelse med den rakkefglge, der kan opstilles pa baggrund af data fra
maélinger p&4 DC;3PC [Korreman, 2000b]:

DC13PC: rent vand = NaCl < KF < KCl < NaBr gNaF < KBr

Det mest bemarkelsesvaerdige med hensyn til de salte, som bide vi og [Kor-
reman, 2000b] har malt pd, er, at hos [Korreman, 2000b] ligger DC13PC i
NaCl-oplgsning pé& samme niveau som DCy3PC i rent vand. Vores mélinger
pd DMPC og DC;y5PC i NaCl-oplgsning har derimod en lavere Dy,;p-veerdi
end tilsvarende mélinger med rent vand. Denne tendens skifter ved malingen
pa DPPC i NaCl-oplgsning.

Foretages en vurdering af de fundne rakker i forhold til saltenes kaotro-
pigrad, er der flere ting, der er interessante og anderledes end forventet ud
fra hypotesen i [Korreman, 2000b] om saltenes effekt.

Det kosmotrope salt NH4Cl vil skeerme for van der Waals kraften og samti-
digt sveekke hydreringskraften. Da alle saltene vil skaerme for van der Waals
kraften, forventer vi en Dyy,;,-veerdi for systemer med NH4Cl, der béde ligger
under systemer med KBr og NaCl. I modstrid med denne forventning ligger
NH,Cl-oplgsningen pa det naesthgjeste niveau ved DMPC og pé det hgjeste
niveau for DC5PC og DPPC (se figur 8.1).



8.1 Sammenligning af resultater 7

En tilsvarende observation findes i [Korreman, 2000b] for det kosmotrope salt
NaF, men som beskrevet i kapitel 4, spges dette forklaret ved, at der muligvis
er en hgjere koncentration af fluoridioner i det interlamellare vand, og det
pointeres samtidig, at fluoridioner kan optraede som en base i systemet. Disse
effekter kan ikke bruges til at forklare vores hgje Dy,in-veerdier for NH,Cl,
da der ikke er nogle fluoridioner, og da NH4Cl i modsatning til NaF skaber
et svagt surt miljg. Man kan derfor godt forestille sig, at der ligger en anden

egenskab ved de kosmotrope salte til grund for de hgje observerede veerdier
af Dmin-

Fastholdt salt med varierende kadelengde

Ved maéling pa de forskellige kaedelaengder i rent vand genfinder vi den syste-
matik, som [Korreman, 2000b] har fundet ved tilsvarende mélinger. Det vil
sige mindre Dy,;,-veerdier for kortere kaedeleengder. Vores veaerdier er imid-
lertid nogle Angstrgm mindre, end dem [Korreman, 2000b] rapporterer. Som
beskrevet i afsnit 5.3.4, kan niveauforskellen formodentlig forklares ved an-
vendelse af forskellige databehandlingsprocedurer.

Kadelengdesystematikken fra [Korreman, 2000b] genfindes for NH4Cl og
NaCl. KBr haver derimod Dy, niveauet si meget for DMPC, at dennes
D pyin-veerdi bliver hgjere end den tilsvarende veerdi for DC15PC. [Korreman,
2000b] rapporterer en endnu sterre effekt p& D, ved tilseetningen af KBr
til DC13PC, og dette resultat peger altsi pd, at KBr’s effekt er stgrre ved
kortere keedeleengder. Dette kan ikke umiddelbart forklares ud fra [Korreman,
2000b]’s hypotese, men er heller ikke i modstrid med denne.

8.1.2 AEndring i AD-vserdierne
Fastholdt kadeleengde med varierende salte
P& baggrund af de praesenterede data i forrige kapitel kan vi ogsd opstille
serier for, hvordan saltene zndrer pa stgrrelsen af den anomale swelling,
AD.

DMPC:  rent vand < NH4Cl < NaCl < KBr

DC5PC: NH4Cl < rent vand < NaCl < KBr
DPPC: NH4Cl < rent vand < NaCl < KBr

Disse observationer ligger i klar forleengelse af resultaterne i [Korreman,
2000b], hvor der opstilles fplgende reekke:

DCi3PC: NaF < rent vand < KF < NaCl < KCl < NaBr < KBr
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Generelt ses, at de systemer med kaotrope salte har en gget anomal swel-
ling i forhold til vand, mens systemer med kosmotrope salte har en svakket
anomal swelling. Den eneste afvigelse i vores mélinger fra dette er vores mé-
ling p4 DMPC i NH4Cl-oplgsning, hvor det ses, at AD er stgrre end AD
for DMPC i rent vand. Hos [Korreman, 2000b] ses det tilsvarende med KF,
som formentligt er et mindre kosmotropt salt end NH4Cl, hvor DC13PC i en
KF-oplgsning her giver en stgrre AD-veerdi end DC13PC i rent vand.

Systemer med den neutrale NaCl-oplgsning giver bade i vores resultater og i
[Korreman, 2000b]’s resultater en hgjere vaerdi af AD end systemer med rent
vand. Dette kan forklares ved, at NaCl skeermer for van der Waals kraften.

Den eneste afvigelse fra hypotesen i [Korreman, 2000b] om saltenes effekt
pa hydreringen og den anomale swelling er DMPC i NH4Cl-oplgsningen.
Vezrdien for AD ligger imidlertid meget teet pad den tilsvarende veerdi for
DMPC i rent vand.

Samlet finder vi, at der her er en god overensstemmelse mellem vores re-
sultater, hvad angdr AD-verdierne og resultaterne fra [Korreman, 2000b), i
forhold til hypotesen i [Korreman, 2000b] om saltenes effekt p4 den anomale
swelling.

Fastholdt salt med varierende kaedelangder

P4 figur 8.2 har vi plottet AD-vaerdierne for DMPC, DCi5PC og DPPC i
rent vand og i de tre saltoplgsninger. Savel for rent vand som for alle tre

— rent vand
&~ KBr
6 r - NH4C| -
-8- NaCl
5r i
a4 -
<
3+ 4
2t 4
1 L i 1 1 1 1
13.5 14 145 15 15.5 16 16.5 17

Keedeleengde

Figur 8.2 AD som funktion af ksedeleengden ved forskellige salte.
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salte genfinder vi fglgende rakkefglge for AD:
DMPC > DC,5PC > DPPC

Dette er i fuldsteendig overensstemmelse med det, [Korreman, 2000b] finder
ved maélinger i rent vand. [Korreman, 2000b] peger pd, at denne rakkefglge
skyldes, at main faseovergangen er mere kritisk for lavere kaedeleengder. Dette
er i overensstemmelse med DTU-modellen, som forudsiger, at de kritiske
fluktuationer gges ved lavere keedeleengde, hvorved stgrrelsen af den anomale
swelling stiger.

Udover at vores malinger underbygger formodningen om, at stgrrelsen af
den anomale swelling stiger ved lavere keedelaengder, tyder vores resultater
ogsd pa, at kedelengdens effekt p4 den anomale swelling er meget stabil
trods andre pavirkninger af systemet. Dette bekrafter hypotesen om, at
kritikaliteten af main faseovergangen er en grundleggende faktor for den
anomale swelling.

8.1.3 DTU-modellen

Som beskrevet i afsnit 4.2, fitter [Korreman, 2000b] sine resultater med po-
tensfunktionen

 D=Dy+k(T-T,)! (8.1.1)

hvorved der findes, at der er en sammenhseng mellem rxkkefglgen stillet
op efter AD-vaerdierne, og hvor teet de fittede T,-vaerdier ligger p& fase-
overgangstemperaturen. For at teste om denne systematik kan genfindes ved
malinger pA DMPC, DC15PC . og DPPC, har vi fittet den samme funktion
til vores resultater.

Udfra (T, — T,)-veerdierne i tabel 8.1 ses det, at vi ikke kan genfinde den
samme systematik i vores resultater ved disse kazdeleengder, som der er fundet
for DC13PC. P4 baggrund af tabellen far vi fglgende raekke ved ordning af
systemerne efter (T}, — T¢)-veerdierne:

DMPC: NaCl 2 KBr > rent vand = NH,4Cl1
DCi5PC: NaCl > KBr > rent vand 2 NH4Cl
DPPC: KBr > NaCl > rent vand > NH,Cl

Som det ses, er der en god systematik mellem ksedeleengderne i reekkefglgen
af rent vand og de tre salte, hvor systemerne med NaCl og KBr giver de stgr-
ste (T, — T¢)-veerdier, og systemerne med rent vand og NH4Cl-oplgsningen
giver de mindste veerdier. Det er dog meget bemeerkelsesvzerdigt, at der ikke
er nogen sammenhzng mellem denne rakkefglge, og hvilke systemer der
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Maling Do k T, | Tm— T,
DMPC i rent vand | 61.05611 10.4115 21.3718 | 24
DMPC i KBr 64.2829 28.2765 20.2485 | 3.5
DMPC i NH,CI 61.8434 10.1785 21431 | 2.4
DMPC i NaCl 60.2739 21.1972 20.159 | 3.6
DC15PC i rent vand | 62.8725 5.3461 32.2814 | 1.5
DC15PC i KBr 63.3933 37.7385 27.3421 | 6.4
DC;sPC i NH,Cl | 64.5812 4.6166 32.3763 | 1.4
DC15PC i NaCl 60.8896 37.0773 26.3613 | 7.4
DPPC i rent vand | 64.3542 54541 39.3833 | 2.1
DPPC i KBr 64.9077 23.5939 36.0259 | 5.5
DPPC i NH,Cl 66.8628 3.8033 39.7854 | 1.7
DPPC i NaCl 64.3916 11.0209 38.2071 | 3.3

Tabel 8.1 I tabellen ses de fittede veerdier af Dy, k og T, samt stgrrelsen (T, — T,),
der angiver, hvor mange grader faseovergangstemperaturen ligger fra temperaturen
for kritisk unbinding. Faseovergangstemperaturen er til T, = 23,8°C for DMPC,
Tm = 33,8°C for DCy5PC og T, = 41,5°C for DPPC (jvf. kapitel 7).

sweller mest, angivet ved AD-vardierne. Dette er i direkte modstrid med
resultaterne fra [Korreman, 2000b], hvor der findes en sammenheng mellem
vaerdierne af AD og stgrrelsen af T;, — T,.

Sammenlignes kaedelzengderne ved fastholdt solvent, findes der ikke nogen
form for orden i veerdierne af T;, — Ty:

Rent vand: DCy5PC < DPPC < DMPC

KBr: DMPC < DPPC < DCy5PC
NH,4CI: DC,5PC < DPPC < DMPC
NaCl: DPPC < DMPC £ DCy5PC

Disse rekkefglger virker meget tilfzeldige, og det ser hverken ud til, at der er
noget slaegtskab mellem de enkelte salte, eller at der er nogen kadelsengde-
afheengighed af, hvor teet faseovergangstemperaturen ligger pa den kritiske
temperatur for unbinding. Det skal i den forbindelse naevnes, at i [Korre-
man, 2000b] faldt DCy5PC i rent vand udenfor den kaedelengdeafthengige
systematiske opfgrsel. Selv med dette for gje er der dog stadig ingen fornuft
i reekkefglgen, idet der i tre ud af de fire tilfzelde findes en mindre vaerdi af
T — T, for DPPC end for DMPC.

8.1.4 Vurdering af DTU-modellen og [Korreman, 2000b}’s
hypoteser

Af de gennemgaede effekter ved tilstedeveerelsen af salt ved forskellige kaede-
leengder har vi nu gjort en raekke interessante iagttagelser.
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Den raekkefglge, vi har fundet for de forskellige saltes betydning for veerdierne
af AD ved de tre kedelengder, er i overensstemmelse med malingerne pa
DC,13PC i [Korreman, 2000b] og med hypotesen for saltenes indvirkning p4 de
interlamellare kraefter. Kvalitativt er disse observationer, sammenholdt med
hypotesen om saltenes betydning, i overensstemmelse med DTU-modellen.
Kvantitativt er der i vores resultater ingen indikation for, at disse observa-
tioner kan beskrives med teorien for kritisk unbinding, som det er tilfzeldet i
[Korreman, 2000b].

Denne uoverensstemmelse er et udtryk for, at der i vores malinger ikke er
nogen direkte sammenhang mellem stejlheden af den anomale swelling og
storrelsen af swellingen. Dette er umiddelbart i modstrid med vores forestil-
ling om sammenhangen mellem stgrrelsen af swellingen og nzrheden af en
kritisk temperatur for unbinding. Vi har haft en forventning om, at en stor
anomal swelling ville indikere, at det kritiske punkt 14 teet p4 faseovergangs-
temperaturen. '

Der kan veere flere grunde til, at dette ikke er tilfseldet. Som det fprste kan
man gette pd, at vores data ikke er pracise nok, og at usikkerhederne pé
" de fittede veerdier derfor bliver for store. Dernzest kan det skyldes, at DTU-
modellen med brugen af teorien for kritisk unbinding ikke giver en fyldest-
gorende beskrivelse af det komplekse system. Og i kombination med disse
ting kan det vaere, at saltenes betydning for systemet ikke er deekket helt ind
med hypotesen i [Korreman, 2000b].

En diskussion af reproducerbarheden af vores resultater er allerede foretaget i
afsnit 6.1, men vi har i den sammenhaeng ikke diskuteret, hvor stor betydning
selv smé forskelle kan have, nar man fitter et udtryk med tre frie parametre.
For at vurdere dette har vi foretaget os tre ting.

Som det fgrste har vi prgvet at undersgge, hvor stor spredningen er pé vaer-
dierne for T, — T, ved de fire malinger vi har foretaget pA DMPC i rent vand
(jvi. afsnit 6.1). Fitteparametrene for denne underspgelse er angivet i tabel
8.2, hvor det ses, at veerdierne for T,, — T, varierer mellem 2,1 og 2,6 grader.
Hvis det antages, at dette kan bruges som et overslag p4 usikkerheden ved
fittene, kan det ikke forklare usystematikken i tabel 8.1.

Maling Do k T, | Tm—T¢
DMPC 1. maling | 60,9310 11,9326 21.2050 | 2,6
DMPC 2. maling | 61,0456 10,0110 21,7218 | 2,1
DMPC 3. maling | 61,0229 10,3609 21,4454 | 2,4
DMPC 4. maling | 61,0511 10,4115 21,3718 | 24

Tabel 8.2 I tabellen ses vaerdierne af de fittede parametre for vores fire malinger
pd DMPC. Faseovergangstemperaturen er bestemt til at veere til 7,,, = 23,8°C
(jvi. kapitel 7).
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I den oprindelige teori for kritisk unbinding [Lipowsky & Leibler, 1986] blev
den kritiske eksponent y = 1 beregnet udfra vekselvirkningen mellem to
dobbeltlag. I et senere arbejde (Netz & Lipowsky, 1993] er der blevet regnet
pa stakke af dobbeltlag, hvor det er fundet, at « bliver mindre. Da en stak
af dobbeltlag formodentlig er en bedre model af en multilamellar vesikel end
blot to vekselvirkende dobbeltlag, har vi prgvet at fitte med en @endret kritisk
eksponent for at se, hvordan det pavirker resultatet. Fittes vores resultater
med en kritisk eksponent, v = 0,9, forekommer der ingen zndring i de
rekkefplger, vi har opstillet pd baggrund af det oprindelige fit.

Uoverensstemmelsen mellem den kvalitative og kvantitative fortolkning af
vores méleresultater kan forklares ved en forestilling om, at andre feenome-
ner end den kritiske unbinding er dominerende ved temperaturer langt fra
faseovergangen. Som en sidste ting har vi derfor prgvet at endre antallet af
punkter, der medtages i de enkelte fit.

I figur 8.3 har vi vist, hvordan det zendrer pa fittet at g fra at medtage alle
punkter i den flydende krystallinske fase til 20 grader over faseovergangs-
temperaturen til i stedet kun at medtage punkter indtil ca. 6 grader over
faseovergangstemperaturen. Det ses, at dette sendrer fittet, og det sendrer
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Figur 8.3 1 figuren ses, hvordan det sndrer pa fittet at mindske antallet af

fittepunkter. Maling pd DC;y5PC i NaCl-oplgsning. Faseovergangstemperaturen er
ved 33,8°C.

derfor ogsa pé de fittede parametre. Konkret far det reducerede antal fitte-
punkter veerdierne af (T, —T) for forskellige systemer til at ligge teettere, og
hvis der kun fittes til punkter til 6 grader over faseovergangstemperaturen,
kan der med en usikkerhed pa 0,5 grader ikke opstilles nogen raekkefglge for
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systemerne.

Vi har med potensfunktionsfitningerne af vores maledata vist, at der ikke
umiddelbart findes en sammenhang mellem stgrrelsen af swellingen og naer-
heden af en kritisk temperatur. Nar der fittes med potensfunktionen er det
primart kurvens form, det vil sige stejlheden, der afggr nezerheden af det kri-
tiske punkt, og derved kritikaliteten af den anomale swelling. Dette ses ogsé
illustreret ved figur 8.3, hvor en reducering af fittepunkter sendrer formen af
den kurve, der fittes til, hvilket medfgrer ®ndringer i de fittede parametre.
En fitning med potensfunktionen vil derfor ikke direkte benytte storrelsen af
swellingen i beregningen af den kritiske temperaturs placering.

Fitningen med potensfunktionen forekommer derfor at vare en ufuldstendig
made at analysere den anomale swelling i vesiklerne p4, idet den ikke direkte
tager hgjde for stgrrelsen af swellingen.

I [Korreman, 2000b] er der overensstemmelse mellem stgrrelsen af swellin-
gen og placeringen af den kritiske temperatur; det vil sige, at der er en
sammenhzeng mellem det kvalitative billede og det kvantitative udregnet pa
baggrund af DTU-modellen.

En mulig forklaring kan veere, at DTU-modellen er en simpel beskrivelse af
det komplekse system, som kun er deekkende, nér kritikaliteten overskygger
andre faktorer, som ogs& har betydning for swellingen. Ved DCy3PC er den
anomale swelling betydelig stgrre end ved de kaedelengder, vi har mailt pa,
og indenfor vores malinger ser vi ogsa at stgrrelsen af den anomale swelling
falder ved laengere kaeder. Dette kan maske veere en medvirkende forklaring
pa den manglende systematik i vores resultater ved potensfunktionsfitningen.

Overordnet kan saltenes store betydning for karakteren af den anomale swel-
ling dog tyde p4, at den anomale swelling hovedsageligt foregir i vandlaget
og er et resultat af en forskydning i de interlamellare vekselvirkninger.

8.2 Kadel®ngdens betydning for saltets effekt

I mange tilfzelde ser det ud til, at saltenes effekt afheenger systematisk
af kedeleengden, og disse systematikker redeggr vi for i dette afsnit. Som
vi forklarede i kapitel 4, havde vi ikke med udgangspunkt i [Korreman,
2000b],[Korreman & Posselt, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000a] nogen
pracis forestilling om, hvordan de forskellige saltes effekt ville variere med
kadeleengderne.

Vi gnsker at skelne kaedeleengdeafhangigheden af saltenes effekt fra den di-
rekte keedeleengdeafhaengighed af D,,;, og AD i rent vand. Derfor viser vi
Dpin-veerdierne for malingerne p& prgverne i de forskellige saltoplgsninger
fraregnet Dp,in for malingen af samme kaedelaengde i rent vand i figur 8.4.
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Tilsvarende viser vi i figur 8.5 AD-vzrdierne for malingerne p& prgverne i
de forskellige saltoplgsninger fraregnet A D-veerdierne for mélingen af samme
keedeleengde i rent vand.I figur 8.4 og figur 8.5 har vi i de to tilfelde, hvor

det var muligt medtaget resultaterne af malinger p4 DC13PC fra [Korreman,
2000b).

8t A-. -4 KBr |
-o- NH4CI
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Figur 8.4 Den kadelengdeafhaengige forskel pa D,,;, malt i et system med rent
vand og i de forskellige salt-oplgsninger. Punkterne for DC;3PC er bestemt ved
aflesning af grafer i [Korreman, 2000b].

Som neaevnt i afsnit 5.3.4 far vi lidt forskudte repeatafstande i forhold til
[Korreman, 2000b] i de tilfelde, hvor vi har malt pA =kvivalente systemer.
Imidlertid ser det ud til, at der blot er tale om en parallelforskydning af de
opndede resultater. Da de anvendte punkter viser differenser mellem to af
[Korreman, 2000b]’s egne mélinger, mener vi ikke, at parallelforskydningen
har nogen stor effekt, og det er derfor rimeligt at inddrage de p3gseldende
resultater.

Formalet med at inddrage [Korreman, 2000b)’s data er selvfglgelig at fa nogle
ekstra punkter som udgangspunkt for vores diskussion af keedelzengdeafhzaen-
gigheden af saltenes effekt.

8.2.1 Kaliumbromid

KBr haever Dy,;, markant i forhold til systemer med rent vand. Denne effekt
er stgrre jo mindre kaedeleengde, hvilket blandt andet fremgar af figur 8.4.
Faktisk er KBr’s effekt pd repeatafstanden i DMPC si stor, at vi her, i
modszetning til for alle andre malinger, fir et fald i Dy, i forbindelse med en
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Figur 8.5 Den kadeleengdeathangige forskel pd AD i mélt rent vand og i de
forskellige saltoplgsninger. Punkterne for DC,3PC er bestemt ved aflaesning af
grafer i [Korreman, 2000b}.

eendring i keedelengden fra DMPC til DCy5PC (jvf. figur 8.1). Fra DCy5PC
til DPPC stiger Djy,in-veerdien lidt, men denne stigning er stadig mindre end
stigningen i systemet i rent vand.

At KBr, som er kaotropt, haever repeatafstanden, er som vi beskrev i fo-
regende afsnit helt i forleengelse af resultater og hypoteser i [Korreman,
2000b). Der er imidlertid ikke direkte noget, der forudsiger den markante
kaedeleengdeafhaengighed.

KBr gger ogsa den anomale swelling markant, og her genfinder vi den syste-
matik, at kortere kaedelzengder giver stgrre effekt af KBr (pé neer nar vi gar
fra DCy5PC til DPPC, hvor AD— A Dy, ikke @ndrer sig). Denne kedelaeng-
deafhangighed bliver tydelig, hvis man, som vi har gjort i figur 8.5, medtager
malingen p& DCy3PC fra [Korreman, 2000b]. Det ser endvidere ud til, at det
betyder mere at g et trin ned i keedelzengde jo mindre keedelzengden er.

Disse observationer er en god indikation af, at saltet ikke blot rykker repeat-
afstanden, men gger effekten af et allerede eksisterende feenomen — den ano-
male swelling.

Vi har overordnet to forestillinger omkring, hvordan denne kaedeleengdeaf-
heengighed af tilseetning af det kaotrope KBr, kan forklares. Begge disse
forklaringer er i overensstemmelse med [Korreman, 2000b]’s forklaring af
saltenes betydning for hydreringskraften.

Forklaring 1

Vi tager udgangspunkt i forestillingen om, at tilsetningen af det kaotrope
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salt forskyder balancen mellem de interlamellare kreefter sledes, at den resul-
terende kraft bliver mere frastgdende. Denne forskydning mindsker afstanden
til den kritiske temperatur for unbinding.

I den simpleste forestilling vil den absolutte @ndring af afstanden til den
kritiske temperatur, der fas ved at tilfgre systemet KBr, veere uafhaengig
(eller svagt afhaengig) af keedeleengden. Det vil betyde, at den relative zn-
dring af afstanden til den kritiske temperatur vil veere stgrst for de korte
kaedelaengder, hvor afstanden til den kritiske temperatur for unbinding som
udgangspunkt er mindst. Det vil igen betyde, at den ggede swelling ved til-
sething af det kaotrope salt, som vi ogsé har set det, vil veere mest markant
for korte keaedeleengder.

Det stgrste problem med den ovenfor skitserede forklaring af den kadeleeng-
deafhaengige effekt af KBr er, at vi, trods det at KBr gger swellingen, ikke
finder, at den mindsker afstanden til den kritiske temperatur for unbinding.
Som beskrevet i afsnit 8.1.4 mener vi imidlertid, at vores resultater stem-
mer godt overens med DTU-modellens kvalitative forudsigelser. Ligesom vi
overordnet set mener, at de store effekter ved tilseetning af salt understgtter
forestillingen om, at balancen mellem de interlamellare kreefter er afggrende
for den anomale swelling.

Forklaring 2

Som vi tidligere har veeret inde pé, arbejder vi ved forskellige temperaturer,
nar vi maler pa lipider med forskellige kedeleengder. [Korreman, 2000b}’s
hypotese er som naevnt flere gange, at de kaotrope salte gger hydreringen af
overfladen siledes, at hydreringskraften gges. Denne forklaring bygger pd en
klassisk forstéelse af hydreringskraften.

Som neevnt i afsnit 2.4 mener [Lipowsky & Grotehans, 1993], at den ekspe-
rimentelt observerede eksponentielt aftagende kraft, der kaldes hydrerings-
kraften, stammer fra bade den klassiske hydreringskraft og protrusionkraf-
ten. Den klassiske hydreringskraft skulle endvidere have stgrst betydning ved
lave temperaturer, og ifplge [Korreman, 2000b]’s hypotese er det den klassi-
ske hydreringskraft, der styrkes ved tilsetning af KBr. Vi forestiller os, at
en pavirkning af hydreringskraften, kan have stgrst betydning, nr denne er
kraftig. Hvis hydreringskraften virkelig har stgrst betydning ved lave tem-
peraturer, og endvidere ikke er direkte afhangig af keedelngden, ville det i
givet fald kunne forklare, at KBr har stgrst effekt ved lave keedeleengder.

Den egentlige forklaring pa den keedeleengdeafhaengige effekt af de kaotrope
salte, kan vaere en kombination af de to forklaringer, vi her har preesenteret,
idet der ikke er nogen modstrid imellem dem.

Alt i alt konkluderer vi, at KBr effekt pa bade D, 0g AD er i overensstem-
melse med hypoteserne omkring kaotrope salte i [Korreman, 2000b]. Desuden
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er disse effekter stgrre jo mindre kaedelangde.

8.2.2 Natriumchlorid

Effekten af NaCl ser ikke ud til at veere systematisk aftheengig af keedeleengden
i samme grad som effekten af KBr.

For DMPC og DC;5PC ligger Dy, lavere efter tilseetning af NaCl-oplgsning
end med rent vand. For DPPC ligger Dy, imidlertid lidt hgjere for malingen
med NaCl end malingen med rent vand, og endelig ser [Korreman, 2000b]
ikke nogen effekt af NaCl pd Dpin-veerdien for DC3PC (se figur 8.4).

AD-verdierne ligger lidt hgjere for malinger med NaCl-oplgsning end for
malinger med rent vand. For bAde DMPC og DC;5PC ser vi altsi, at malin-
gen pé et system med NaCl ved hgje temperaturer har mindre repeatafstand
end ved den tilsvarende maling for vand, mens det modsatte er tilfzeldet ved
lavere temperaturer (jvi. figur 7.2 og figur 7.3).

De lavere Dy,in-veerdier ville kunne veere i overensstemmelse med hypotesen
om kosmotropigradens betydning [Korreman, 2000b}, hvis NaCl er en smule
kosmotropt (jvi. afsnit 1.3). Dette vil s& betyde, at NaCl skulle veere si
kosmotropt, at hydreringskraften svaekkes mere end van der Waals kraften.
Det vil imidlertid ikke forklare, at Dy,;,-veerdien er stgrre for mélingen med
DPPC i NaCl end for méalingen pd DPPC i rent vand.

Vi har overvejet, om afvigelsen i NaCl’s effekt pA DPPC i forhold til effekten
pé de gvrige keedeleengder kan skyldes koncentrationsforskelle. Som beskrevet
i afsnit 5.4.1 opvarmede vi prgverne til over main faseovergangstemperaturen,
fgr vi fgrte dem over i prgveholderen. For DPPC betgd det, at der var en
del vand kondenseret under laget p& det glas, hvori prgven blev opvarmet.
Det har betydet, at koncentrationen af salt har vaeret hgjere for mélingerne
pd DPPC, end ved de andre maélinger. I den sammenheang skal det dog
nzvnes, at effekten af en gget koncentration ogsd burde komme til udtryk
ved maélingen pd DCi5PC. Dette ser vi ingen tegn pé.

Den hgjere koncentration af ioner vil kunne give en stgrre skeermning af van
der Waals kraften. Naturligvis kan den hgjere koncentration samtidig give en
stgrre svaekkelse af hydreringskraften. Der er imidlertid ingen speciel grund
til, at koncentrationsafhangigheden af de to effekter skal veere den samme.
Desuden er det, som vi papegede i forrige afsnit muligt, at effekten af at
pavirke hydreringskraften bliver mindre ved hgjere temperaturer og dermed
ved hgjere kaedelaengder.

(Korreman, 2000b] rapporterer, at saltenes effekt p4 DCy3PC er koncentra-
tionsafhangig. For eksempel giver en sndring af NaBr koncentrationen fra
0,1M til 0,2M ca. en sendring pa 2 A i repeatafstanden. Der er imidlertid
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ikke malt p& NaCl, sa vi kan ikke bruge disse resultater til direkte at afggre,
om det vi ser er en konsekvens af @ndringer i koncentrationen.

Selvom det altsd ikke er umuligt, at Dp,;n-veerdierne for malingerne pé NaCl

kan forklares ud fra hypotesen om saltenes effekt p3 de interlamellare kraefter,

er der stadig ting, der ikke stemmer med hinanden. For det fgrste heever

andre kosmotrope salte Dy,;n-veerdierne markant. Desuden gger NaCl AD-

- veerdierne, hvilket peger p4, at dette salt har en nettoeffekt, der giver stgrre
frastpdende kraefter.

8.2.3 Ammoniumchlorid

Vi ser, at NH4Cl har en tendens til at mindske den anomale swelling, hvilket
som naevnt svarer til forudsigelserne fra [Korreman, 2000b).Vi ser endvidere
det overraskende p& baggrund af [Korreman, 2000b}’s hypotese, at repeat-
afstanden i den flydende krystallinske fase gges ved tilsetning af NH4Cl
sammenlignet med systemer med rent vand og de to andre saltoplgsninger
(undtaget DMPC i KBr-oplgsning)(jvi. figur 8.1 og figur 8.4). Dette er, som
~vi har vaeret inde p8, i direkte modstrid med hypotesen om, at det kos-
motrope salt svaekker hydreringskraften.

Effekten, der giver anledning til en stigning i Dy,;,, #ges nar kaedeleengden
gges (jvi. figur 8.5). Samtidig med at NH4Cl gger repeatafstanden i den fly-
dende krystallinske fase, mindsker det den anomale swelling. Dette virker
overraskende, idet vi forventede, at en forskydning i retning af mere fra-
stgdende kraefter, og en deraf storre repeatafstand, ville give stgrre anomal
swelling.

Det interessante er, at observationerne méske har tilknytning til NH4Cl’s
kosmotrope egenskaber. Dette understgttes af, at der i [Korreman, 2000b]
ses en tilsvarende effekt af det mest kosmotrope af de anvendte salte, NaF.
Det vil sige, at NaF mindsker den anomale swelling men gger repeatafstanden
i den flydende krystallinske fase mere end flere af de andre mere kaotrope
salte.

Der er nogle observationer, som har fort os p4 den tanke, at de kosmotrope
salte har en effekt p4 andre fzenomener end den anomale swelling, nar vi
heaever temperaturen et stykke over main faseovergangstemperaturen.

Ved malingen p4d DCysPC i NH4Cl-oplgsning ser vi, at repeatafstanden
stiger svagt ved den sidste méling ca. 18 grader over main faseovergangs-
temperaturen. For DPPC i NH4Cl er vi ikke i stand til at finde en fornuftig
repeatafstand for det tilsvarende punkt ca. 18 grader over faseovergangs-
temperaturen, men vi ser antydningen af en stigning allerede ca. 12 grader
over den. Det geelder endvidere for sivel [Korreman, 2000b]’s DC,3PC i NaF,
som for alle vore milinger med NH4Cl, at repeatafstanden ser ud til at sta-
biliseres hurtigere efter main faseovergangen end ved tilsetning af de andre
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Figur 8.6 1 figuren til venstre ses Braggtoppene fra vores méaling p4 DPPC i
NH,Cl-oplgsning og til hgjre Braggtoppene fra maling pad DPPC i rent vand. Det
ses, at toppene bliver bredere ved hgje temperaturer, nar solventet er NH,Cl-
oplgsning, end nér det er rent vand. Skalaen for de to spektre er forskellige, fordi
intensiteterne ikke er lige store.
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salte. Desuden giver saltene, som naevnt flere gange, en stigning i repeat-
afstanden i forhold til vand, og denne effekt gges med leengere keeder.

I [Kirchner & Cevc, 1993] rapporteres det, at repeatafstanden stiger for
DMPC fra ca. 20 grader over mainfaseovergangen (det vil sige ved lidt over
40°C), samt at denne stigning skyldes en forskydning i balancen mellem de
interlamellare kreafter. Det er muligt, at tilszetningen af kosmotrope salte
bringer denne stigning i repeatafstand nsermere, og at det er det, der giver
tendensen til en stigning i repeatafstand for DC,5PC og DPPC i NH,4Cl-
oplgsning. . '

Et gt pd en forklaring af dette kunne vaere, at de kosmotrope saltes effekt
kan vzre relaterede til de termiske fluktuationer i systemet. Dette bygger vi
dels pd, at effekten af de kosmotrope salte stiger nir kaedelengden og der-
med maletemperaturen stiger. Desuden ser det ud til, at vores Braggtoppe
er mindre skarpe ved tilseetning af NH4Cl end ved tilsztning af andre salte
eller for systemer i rent vand (se figur 8.6). Dette er specielt tydeligt for
malingen af DPPC i NH4Cl-oplgsning. De bredde Braggtoppe kunne vare
relaterede til, at termiske fluktuationer ggr dobbeltlagenes afgreensning mere
udefineret. Hvis de kosmotrope salte gger de termiske fluktuationer ved hg-
jere temperaturer, vil det ogsd gge de steriske kraefter og dermed kunne det
forklare den ggede repeatafstand, vi observerer for NH4Cl.

En teoretisk forklaring p3, at en tilseetning af kosmotrope salte kunne med-
fore ggede termiske fluktuationer kunne veere, at de kosmotrope salte ved
at szenke entropien i vandet, gor det favorabelt for det samlede system, at
entropien gges i lipiddobbeltlaget.

Det er ogs& muligt at effekten af NH4Cl p& Dy, -veerdierne ikke er knyttet til
saltets kosmotrope egenskaber, men skyldes andre specifikke egenskaber ved
NH4Cl. Vi er ikke glet nermere ind i at undersgge, hvilke andre egenskaber
NH,4CI har, og vi kan selviglgelig ikke afvise [Korreman, 2000b]’s hypotese
om de kosmotrope saltes effekt pd hydreringskraften alene pd baggrund af
malinger med NH4Cl.

I forbindelse med bade den generelle effekt af KBr og betydningen af NH4Cl
for den anomale swelling far vi resultater, der er i overensstemmelse med
hypotesen i [Korreman, 2000b).

Betydningen af NH4Cl for Djp;p-veerdierne og [Korreman, 2000b]’s tilsva-
rende resultater for KF er imidlertid i modstrid med hypotesen i {Korreman,
2000b]. Vi finder det derfor usandsynligt, at denne hypotese giver en fyldest-
gorende forklaring pa betydningen af kosmotrope salte for de interlamellare
kraefter.
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Vi observerer i overensstemmelse med [Korreman, 2000b] og [Korreman &
Posselt, 2000a], at jo mindre kedelengden er, jo stgrre er den anomale swel-
ling, AD. Denne systematik genfindes uafhsengigt af, om vi tilseetter KBr,
NaCl eller NH4Cl, hvilket peger pd, at kedeleengdens betydning for den
anomale swelling er bibeholdt trods andre sndringer af systemet. Dette er
i overensstemmelse med formodningen om, at kritikaliteten af main fase-
overgangen er afggrende for den anomale swelling.

Vi finder, at AD generelt mindskes ved tilseetning af det kosmotrope salt
NH,4CIl, og at AD vokser lidt ved tilseetning af det neutrale salt NaCl. End-
videre observerer vi, at AD stiger ved tilseetning af det kaotrope salt KBr,
samt at denne effekt gges med kortere kaedeleengder. Systematikken i de ud-
valgte saltes effekt pd AD stemmer endvidere overens med observationer og
forklaringer i [Korreman, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000b].

Vi konkluderer derfor, at vores udvalgte saltes indflydelse p4 AD i forlen-
gelse af hypotesen i [Korreman, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000b] kan
karakteriseres ved deres kosmotrope og kaotrope egenskaber.

I overensstemmelse med resultater og hypoteser i [Korreman, 2000b] og [Kor-
reman & Posselt, 2000b] observerer vi, at repeatafstandens niveau i den fly-
dende krystallinske fase, Dy,;n, #ges ved tilsetning af det kaotrope salt KBr.
Samtidig ser vi, at det kosmotrope salt NH4Cl har en tilsvarende effekt, og
at effekten er stgrre for NH4Cl end for KBr ved maélinger pd DCi5PC og
DPPC. Dette resultat er i modstrid med den foresldede forklaring af saltenes
betydning i [Korreman, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000b]. Endelig har
NaCl en usystematisk og relativ lille betydning for Dp.

Generelt er resultaterne for vores udvalgte saltes indfiydelse p& Dy, altsd
ikke i overensstemmelse med den foresliede forklaring i [Korreman, 2000b]
og [Korreman & Posselt, 2000b).

Dpin-verdiernes afhengighed af kaedeleengden endres ved tilsatningen af
salt, og de forskellige salte har forskellig betydning. For malinger med
KBr falder stgrrelsen (Dmin = Dminvend) ved stgrre keedelengde, mens
den for malinger med NH4Cl stiger ved stgrre keaedelengde. Stgrrelsen

(Dmin — Dminwand) har en usystematisk keedelengdeafheengighed for ma-
linger med NaCl.
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Vi mener, at de store effekter, der ses p4 den anomale swelling ved at tilsztte
salt, og dermed forskyde de interlamellare kraefter, peger p4, at zendringen af
vandlagets tykkelse bidrager betydeligt til den anomale swelling. Sammen-
~ holdt med forklaringerne af salte og kaedelangders betydning i [Korreman,
2000b], [Korreman & Posselt, 2000b] og [Korreman & Posselt, 2000a] stem-
mer vores resultater desuden kvalitativt overens med DTU-modellen.

Vi har imidlertid ikke genfundet den sammenhang mellem AD og (Ty, — T¢),
som observeres i [Korreman, 2000b], [Korreman & Posselt, 2000b] og [Kor-
reman & Posselt, 2000a]. Vi mener, at denne manglende sammenhang
indikerer, at DTU-modellen ikke kan give en fuldsteendig forklaring af den
anomale swelling.
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A Elektrostatiske kraefter

I det folgende gennemgar vi de beregninger, som vi har foretaget for at fa
en forstielse af, hvorfor de elektrostatiske kreefter mellem de zwitterioniske
overflader ikke er af veesentlig betydning. Resultaterne og diskussionerne af
disse er gennemgaet i afsnit 2.2.

Vi tager udgangspunkt i fglgende idealiserede situation. Zwitterionerne kan
beskrives ved ideelle dipoler, der ligger i hver deres plan. Dipolerne flyder
rundt siledes, at der i ethvert punkt i planen er lige stor sandsynlighed for
at finde en dipol. Derudover er enhver orientering i planen lige sandsynlig.
Sidstnaevnte betyder, at tangentialkomposanten af dipolerne midlet over tid
og sted er nul. I modsetning hertil antages det, at middelvaerdien af normal-
komposanten er forskellig fra nul.

I vakuum er feltet fra en dipol P givet ved:

3P-RR-P

Edipol = d7eg R3 3 (1)

hvor R er stedvektoren fra P til det punkt, hvor feltet evalueres. R angiver
normen af R og R = R/g. [Griffiths, 1999, side 155}

I de multilamellare vesikler vekselvirker zwitterionerne gennem vand. Da hele
omrédet mellem dipolerne er opfyldt, af vandet, bevirker dette blot, at €¢ skal
udskiftes med dielektricitetskonstanten for vand, €.

Da elektrostatiske felter er additive, er det oplagt, at feltet fra en dipol kan
adskilles i feltet fra henholdsvis dipolens tangential- og normalkomposant,
hvilket man ogsd kan overbevise sig om ud fra ligning 1.

Den nettokraft et elektrisk felt, E, pavirker en ideel dipol, P, med er givet
ved ‘

F=(P. V)E 2)

[Griffiths, 1999, side 165]. .
Denne kraft kan ogsi opdeles i en sum af kraften pd normalkomposanten og
kraften p& tangentialkomposanten.

Den ovenfor beskrevne additivitet af kreefterne mellem dipolerne betyder,
at den samlede kraft p& dipolen kan behandles opdelt mellem de normale
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komposanters pavirkning af henholdsvis normal- og tangentialkomposanter
og omvendt. Det giver ialt fire bidrag.

I sidste ende er vi interesserede i den samlede kraft pa et dobbeltlag fra et
andet dobbeltlag, beregnet som et middel over tid og sted. Derfor giver de
tre tilfelde som involverer tangentialkomposanterne ikke noget bidrag. Dette
skyldes, at middelveerdien af tangentialkomposanterne er nul.

For enhver kraft virkende pé eller hidrgrende fra en tangentialkomposant
findes en modsatrettet kraft fra en anden modsatrettet og lige s sandsynlig
placering af en tangentialkomposant.

6P, P,
z Fz 4melt
P2
R !
1 :
P, 6 ; \
r Wo/g
L] \ L}
Figur A.1 Skitse over to dipoler hvis
indbyrdes elektrostatiske kraftpévirk— Figur A2 F, angivet som funktion
ning vi betragter. af r.

Vi vil derfor ngjes med at beregne kraeften mellem de normalrettede dipoler.
Som udgangspunkt betragter vi to ideelle dipoler, hvis placering og oriente-
ring er som skitseret i figur A.1. Vi beregner z-komposanten af den kraft P
pavirker P2 med, idet det kun er 2-komposanten, der giver anledning til en
tiltraekkende eller frastgdende kraft pé laget af dipoler betragtet som helhed.
Det giver fglgende udtryk:

F,

_ 3PP ((—3r2 + 212 ) ' 3)

Are r2 + 12)(7/2)

Denne krafts athzengighed af r er skitseret i figur A.2. Kraften bliver positiv
og dermed frastgdende for r < (l\/é)/g, mens den for stgrre veerdier af r bliver
negativ og altsa tiltraekkende. Positionen af skiftet mellem tiltreekkende og
frastgdende kreefter er uafhangig af Pi, P; og €, og r = (W8)/3 svarer uaf-
heengigt af { til en vinkel 8 = 0, 28n. Ikke overraskende gér kraften mod nul,
for r ghende mod uendelig.

For at opna P,’s pavirkning af hele den flade som P9 tankes at befinde sig
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i integreres F, op over planen, hvilket giver et samlet bidrag pa:

oo p2m 00
/ / F,rdpdr= / F, 2rr dr =0, 4)
o Jo 0

hvor ¢ er azimutalvinklen, og det fgrste lighedstegn fglger af, at F, ikke
athzenger af denne.

For at fi den samlede kraft fra det plan P; befinder sig i, p4 det plan P
befinder sig i, skal der principielt ogsd integreres op over P;-planen. Dette
endre selviglgelig ikke pd, at den samlede kraft bliver nul.



B Resultater

P4 de fglgende sider vises resultaterne af alle vores malinger. For hver male-
serie er der vist en (I, g)-graf for hver temperatur, og den tilsvarende repeat-
afstand er afbildet pd en (T, D)-graf.

Forst vises de méalinger, som blev preesenteret og analyseret i kapitel 7 og 8,1 -
folgende raekkefglge DMPC, DC;5PC og DPPC. For hver kedelaengde vises
forst malingen i rent vand og derefter i KBr-oplgsning, NH4Cl-oplgsning og
sidst NaCl-oplgsning.

Sidst vises resultaterne fra de sidelgbende undersggelser.
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