Roskilde
University

Anomal swelling af lipide dobbeltlag

Korreman, Stine

Publication date:
1997

Document Version
Ogsa kaldet Forlagets PDF

Citation for published version (APA):
Korreman, S. (1997). Anomal swelling af lipide dobbeltlag. Roskilde Universitet. Tekster fra IMFUFA Nr. 332
http://milne.ruc.dk/ImfufaTekster/

General rights
Copyright and moral rights for the publications made accessible in the public portal are retained by the authors and/or other copyright owners
and it is a condition of accessing publications that users recognise and abide by the legal requirements associated with these rights.

» Users may download and print one copy of any publication from the public portal for the purpose of private study or research.
« You may not further distribute the material or use it for any profit-making activity or commercial gain.
« You may freely distribute the URL identifying the publication in the public portal.

Take down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact rucforsk@ruc.dk providing details, and we will remove access to the
work immediately and investigate your claim.

Download date: 27. Mar. 2021


http://milne.ruc.dk/ImfufaTekster/

TEKSTNR 332 1997

ANOMAL
SWELLING AF
LIPIDE
DOBBELTLAG

En rentgenspredningsundersogelse af repeat distance
som funktion af temperaturen for multilamellare vesikler
af DMPC, DMPC-d54 og DC13PC i excess vandig
oplesning

Specialerapport af Stine Sofia Korreman

Vejleder: Dorthe Posselt

TEKSTER fra

” M FU F ROSKILDE UNIVERSITETSCENTER
INSTITUT FOR STUDIET AF MATEMATIK OG FYSIK SAMT DERES

FUNKTIONER | UNDERVISNING, FORSKNING OG ANVENDELSER




IMFUFA, Roskilde Universitetscenter, Postboks 260, DK-4000 Roskilde, Danmark
ANOMAL SWELLING AF LIPIDE DOBBELTLAG |
Specialerapport af: Stine Sofia Korreman

Vejleder: Dorthe Posselt

IMFUFA-text no. 332/97 135 sider ISSN 0106-6242

~Abstract:

Swelling opfgrslen af multilamellare lipide vesikler i excess vandig oplesning -
undersgges med smévinkel rgntgenspredning henover main faseovergangen fra
~ ripple fasen til den flydende krystallinske fase. Det observeres, at repeat di-
stance udviser anomal opfgrsel som funktion af temperaturen, bestdende af en
anomal top omkring faseovergangstemperaturen fulgt af et anomalt fald i den
flydende krystallinske fase. Den anomale opfersel skyldes, at main faseovergan-
gen er pseudokritisk, dvs. tet pa et kritisk punkt.
Tre forskellige lipider underspges; DMPC, deutereret DMPC og DCI13PC.
DMPC og deutereret DMPC udviser tilneermelsesvis ens opfgrsel, mens den
anomale top er mere udtalt for DC13PC. Dette skyldes, at main faseovergangen
for DC13PC er tattere pd det kritiske punkt.
Der er ikke information nok i data til at fitte et potens lov fald, da der er for
mange fri parametre. Under antagelse af, at den kritiske eksponent for et potens
lov fald har veerdien 1, findes gode fit til data (dette kan dog ikke vise, at den
kritiske eksponent skal vare 1, da der ikke er information nok).
Eksperimenterne understgtter, at den anomale opfgrsel sker p4 grund af stigning
af den repulsiv undulationskraft imellem de lipide dobbeltlag i vesiklerne taet
pa det kritiske punkt fordrsaget af renormalisering af krumningselasticiteten af
de enkelte dobbeltlag, og at der godt kan veere tale om en kritisk “unbinding"
af dobbeltlagene, der afbrydes af main faseovergangen.
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Kapitel 1
Introduktion

Denne rapport fungerer som specialerapport for undertegnede Stine Sofia
Korreman. Projektet er et modul 3 eksperimentelt fysikprojekt p4 IMFUFA,
RUC udfgrt 1 tidsrummet juli 1994 til august 1995. Vejleder for projektet er
Dorthe Posselt. .

‘Da jeg var interesseret i at lave et eksperimentelt speciale og ydermere fattede
umiddelbar interesse for blgde materialers fysik, henvendte jeg mig i foraret
1994 til Dorthe. Dorthe havde umiddelbart forinden med Ole G. Mouritsen
diskuteret muligheden af at udfgre smavinkel rgntgenspredning malinger p3
lipide dobbeltlag, og foreslog dette som konkret specialeemne. Diskussionen
udsprang af nogle malinger, som i vinteren 1993/1994 var blevet udfgrt med
smavinkel neutronspredning pa Risg, og som viste en interessant anomali i
de lipide dobbeltlags opfgrsel nzer en faseovergang. Ijuli 1994 padbegyndte jeg
sa dette projekt med nogle pilotméalinger pd Kratky kameraet p4& IMFUFA -
(prgverne til disse mélinger viste sig desveaerre at vaere "defekte", s& jeg fik
ikke meget ud af piloteksperimenterne udover eksperimentel introduktion til
Kratky kameraet). Hele projektet er udfgrt pA IMFUFA, men med hjelp til
praeparation af prgver og analyse af resultater fra Ole G. Mouritsen, Kent
Jorgensen og Jesper Lemmich fra FKI, DTU.

Indenfor biofysikken arbejdes der i gjeblikket med at opné en dybere indsigt i
grundleeggende feenomener og egenskaber knyttet til den biologiske membran. .
Den biologiske membran er en gennemgaende struktur i levende organismer,
og bestar hovedsageligt af lipider og proteiner. Lipiderne danner et dyna-
misk dobbeltlag, hvori proteiner er indlejret. Som et led i undersggelserne af
biologiske membraner bruger man simple modelsystemer bestdende af aggre-
gater af lipide dobbeltlag med ingen eller f& simple proteiner indlejret. Det er
sddanne simple modelsystemer bestdende af multilamellare vesikler af lipide
dobbeltlag, jeg arbejder med i specialet.
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5 Introduktion

De lipider, jeg undersgger, er meget velkendte lipider, som gennem de sidste
30 ar har veeret grundigt undersggt med mange forskellige eksperimentelle
metoder. Det er fascinerende, at der til stadighed findes nye aspekter ved
disse lipider, som det er veerd at undersgge.

Det feenomen, som jeg konkret undersgger, bestér i en nyligt opdaget anom-
ali i den karakteristiske lamellare afstand (repeat distance) som funktion af
temperaturen i multilamellare vesikler omkring main faseovergangen. Denne
faseovergang er pseudokritisk (teet pé et kritisk punkt), og der er derfor store
fluktuationer i vesiklerne teet pd faseovergangstemperaturen. Anomalien er
dels observeret med neutronspredning pd RIS® [Hgnger et al., 1994], og med
hgjtoplgsende rgntgenspredning pd CHESS, USA [Zhang et al., 1995]. De to
grupper, der har malt anomalien, er dog ikke enige om, hvori den bestir og
hvordan den skal fortolkes. ‘

I [Honger et al., 1994] observeres en anomali bestdende af dels en anomal
top efterfulgt af et anomalt fald. Der foreslds en forklaring baseret pa renor-
malisering af dobbeltlagenes krumningselasticitet pd grund af store densi-
tetsluktuationer. Dette forarsager en gget repulsiv undulationskraft imellem
dobbeltlagene i vesiklerne, s& de frastgder hinanden. Det er altsd fortrinsvis
i vandlagene imellem dobbeltlagene, at den anomale swelling sker.

I [Zhang et al., 1995] observeres en anomali bestdende udelukkende af et ano-
malt fald 1 repeat distance. Dette forklares med en model, hvor det er i selve
dobbeltlagene anomalien foregar.

Formalet med dette speciale er at bidrage til diskussionen af disse to for-
klaringsmodeller ved hjzlp af yderligere smavinkel rgntgenspredningsekspe-
rimenter.

Problemformuleringen for specialet bliver siledes:

1. Kan der med smavinkel rgntgenspredning observeres en anomal swelling
i karakteristikken for repeat-distance som funktion af temperatur for
multilamellare vesikler i excess vandig oplgsning? Hvis ja, hvilken form
har anomalien?

2. Afheenger dette af, hvorvidt der benyttes deutererede eller ikke- deute-
rerede lipider? :
(Dette er interessant, da der benyttes deutererede lipider ved neutrons-
predning, men ikke-deutererede ved rgntgenspredning.)

3. Hvis en anomal top i swelling opfarslen observeres, hvordan pavirkes
toppens stgrrelse da af at fedthale leengden af lipiderne sznkes?
(Herved gges kritikaliteten af faseovergangen.)







4. Hvis en anomal top i swelling opfgrslen ikke observeres, hvori bestér da
forskellen mellem neutronspredningseksperimenterne og rgntgenekspe-
rimenter i denne sammenhzang?

5. Hvilken af de to forklaringsmodeller p4 den anomale swellingopfgrsel
understgtter mine eksperimenter?

Arbejdet i projektforlgbet har bestdet af mange forskellige dele, hvis forde-
~ ling i forhold til arbejdsbyrde ikke afspejles i den skrevne rapport.

Den teoretiske forstaelse af emnet generelt og forstielsen af det konkrete
feenomen har krzevet et stort arbejde, da jeg péd forhdnd kun havde fa forud-
setninger (ét kursus i statistisk mekanik fra Arhus Universitet). Jeg vidste
intet om blgde materialer og faseovergange og kun ganske lidt om termody-
namik i det hele taget. Den forstaelse, som jeg har opnaet, har jeg skitseret
i rapportens to fgrste kapitler, som kun handler om teorien for lipide dob-
beltlag og forslagene til forklaringer p4 det anomale feenomen. Da det er et
eksperimentelt speciale, vil stgrstedelen af rapporten dog veere viet til det
eksperimentelle arbejde.

En anden meget stor arbejdsbyrde har veeret at forberede det eksperimentelle
udstyr til mine konkrete eksperimenter. Da den faseovergang, som undersg-
ges, sker over et meget snaevert temperaturomréade, har det veere vigtigt at
kunne opretholde en god temperaturstabilitet i opstillingen, og udfgre gode
temperaturkalibreringer. Opstillingen var ikke i forvejen beregnet til malin-
ger med sa stor pakraevet stabilitet i temperaturen. Dette har veeret et stykke
arbejde, som har taget flere maneder. '
Selve eksperimenterne har ikke veeret meget tidskreevende, da de - nar fgrst
de var sat op - har kunnet kgre selv om natten. Praeparation af en prgve og
opsatning af opstillingen har generelt kunne ggres pa et par dage, hvorefter
en prgve har kunne kgre to til tre naetter. Naturligvis er der, som altid med
eksperimentel fysik, opstaet uforudsete problemer jeevnligt som har udskudt
og forleenget eksperimenterne (sdsom strgmafbrydelse pd RUC, svigt af kg-
levandssystem til generatoren, pludseligt svigt af detektoren, defekte prgver,
brug af forkert maleprogram etc.).

Analysen af de malte data har dog veeret en lengere affeere. Det stgrste
. problem med analysen har veeret at "desmeare" de maélte data, dvs. ud-
ligne spektre for de effekter, som selve méleudstyret tilfgjer. Til dette har
Otto Glatter (University of Graz) lavet et program, som jeg har brugt
[Glatter og Gruber, 1993]. Det har dog langt fra veeret uproblematisk, og
for flere maleserier har jeg mattet ggre det om flere gange. Den eksperimen-
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telle metode, eksperimenterne og analysen af data praesenteres i tre kapitler
i rapporten.

For at fremme min forstéelse af bade teori og eksperimenter har jeg i projekt-
forlgbet fulgt tre kurser indenfor ph.d.programmet "Soft Materials Science";
"Statistical Physics and Soft Materials", "Scattering Methods" (ved Otto
Glatter) og "Methods in Soft Materials Science".

Til sidst vil jeg neaevne, at jeg deltog i Dansk Fysisk Selskabs drsmgde i Odense
1 maj 1995 med en poster omkring mine eksperimenter.

Laesevejledning til rapporten

Kapitel 2: Phospholipide membraner:

I dette kapitel gives'en kort indfgring i den vigtigste teori, der ligger til grund
for forstdelsen af multilamellare vesiklers struktur og dynamik.

Kapitel 3: Anomal swelling omkring T,:

Her introduceres den anomale swelling opfgrsel, som jeg beskeftiger mig med
samt de foresldede fortolkninger af faenomenet. Til sidst gives en beskrivelse
af, hvordan dette speciale kan bidrage til diskussionen af faenomenet.
Kapitel 4: Den eksperimentelle metode:

Smavinkel rgntgenspredning gennemgés i forbindelse med Bragg-spredning.
Den konkrete maleopstilling med Kratky kameraet skitseres, og jeg forklarer,
hvordan behandling af de m&lte data foregar. Usikkerheden p& de malte data
behandles.

Kapitel 5: Temperatur-kalibrering:

I dette kapitel beskriver jeg, hvordan jeg har grebet temperaturkalibrerin-
gen an. Usikkerhedsmomenter i forbindelse med méling af temperaturen og
temperaturens stabilitet gennemgés. En skitse for en ny prgveholder introdu-
ceres. Dette er et meget praktisk anlagt kapitel, som man kan springe over,
hvis emnet ikke har interesse.

Kapitel 6: Eksperimenter:

Her praesenteres de malte data. Jeg sammenligner med forventede data, og
forsgger at traekke sd megen information ud af de rd data som muligt. Alle-
rede her ses de fgrste resultater.

Kapitel 7: Resultater: A

De ra data desmeares, og karakteristikker for repeat distance vises. I starten
af kapitlet forklarer jeg om de problemer, der er ved desmearing. I dette ka-
pitel preaesenteres de fleste resultater inkl. anomaliens form, fitning af potens
love med kritiske eksponenter til anomalien samt lipidet DC13PC’s opfgrsel.
Kapitel 8: Konklusion og diskussion.







Jeg har igennem rapporten valgt at bruge de engelske ord for begreber, som
jeg har fundet det sveert at overseette tilfredsstillende. Det geelder f.eks. "sme-
aring" og '"desmearing" (udsmgring og afsmgring!), "repeat distance" (gen-
tagelsesleengde), "main" faseovergang m.fl..

Jeg vil gerne sige tak til Dorthe Posselt for at have varet en god vejleder,
altid parat til at lytte til og diskutere mine idéer og til at hjezlpe mig med
eksperimenterne, til Kent Jgrgensen for at have hjulpet med preaeparation
af prgver, til Ole G. Mouritsen for at hjulpet mig igang og vurderet mine
resultater undervejs samt til Joe for at have veeret villig til at diskutere mine
problemer undervejs, have hjulpet ‘'med korrekturleesning i slutfasen og i det
hele taget have veeret meget talmodig.
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Kapitel 2

Phospholipide membraner

Lipide dobbeltlag udgér hovedbestanddelen af biomembraner, som er en
vigtig struktur i levende celler. Generelt er biomembraner meget kom-
plekse strukturer, der bestar af lipider, proteiner, enzymer, kulhydrater og
kolesterol, men som det ses illustreret i figur 2.1 er det lipide dobbeltlag
den grundleeggende struktur. De hyppigst forekommende lipider i biomem-
braner er de sdkaldte glycerophospholipider [Cevc and Marsh], og nér jeg
1 det fplgende omtaler phospholipider er det kun disse lipider, der refereres til.

Nar man i den eksperimentelle fysik undersgger systemer, er formélet som
oftest at fastleegge opfgrslen af f& simple fysiske stgrrelser ved variation af
f& parametre. Jo mere komplekst systemet er, jo flere frihedsgrader er der
i det, og jo vanskeligere er det at karakterisere dets opfgrsel. Hvis man vil
undersgge et meget komplekst system, som f.eks. biomembraner, kan man
veelge at udforme en eksperimentel model, som man istedet kan undersgge.
Den eksperimentelle model er et idealiseret og veldefineret system, som kun
indeholder f& af det oprindelige systems egenskaber.

Som model for biomembraner vil jeg i dette speciale bruge det rene phosp-
holipide dobbeltlag, og undersgge dets strukturelle egenskaber i et snaevert
biologisk interessant temperaturomrade (5 — 30° C).

I dette kapitel vil jeg skitsere de grundleggende fysiske karakteristika
af phospholipider i den grad, jeg finder det formalstjenligt for resten af
rapporten. Dette omfatter deres molekylare struktur, aggregeringer, deres
faseopfgrsel, vekselvirkninger imellem dobbeltlag og de makroskopiske
fysiske stgrrelser, der karakteriserer dobbeltlag (f.eks. elasticitet).
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Figur 2.1: Skematisk fremstilling af en biologisk membran [Mouritsen, 1991a].

0]
/ N0) [
o) CH,-0-CR,
I :
. R;-CO»C<4H O
' : |
® CH, 0—P—0—X
]
O

Figur 2.2: Glycerophospholipider. De indrammede tal angiver den stereospeci-
fikke nummerering [Cevc and Marsh].

2.1 Glycerophospholipiders molekylare struk-
tur

Nasten alle i naturen forekommende phospholipider bestar af en glycerol
backbone (se figur 2.2) og en eller to alkyl/acyl-keeder ogsd kaldet lipidets
hale(r) [Cevc]. Phosphorsyren (H3 PO4) i hovedgruppen er sd godt som altid
substitueret pa glycerolens tredie plads (med stereospecifik nummerering som
vist p& figur 2.2), mens keederne er substitueret pa fgrste og anden plads.

De lipider, jeg vil beskeftige mig 'med, har gruppen choline esterificeret pa
phosphaten, og hovedgruppen kaldes dermed phosphatidylcholine:
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Figur 2.3: Et dimyristoyl phosphatidylcholine molekyle
[Pearson og Pascher, 1979]. 0 '
, | .
O — P— O —CH,—CH; —N(CH3);
!

o
Der er altsd tale om en neutral hovedgruppe, der dog har et perma-

nent dipolmoment stammende fra de to ladninger med modsat fortegn pa
henholdsvis choline og oxygenatomet. Dette kaldes en zwitterionisk hoved-
gruppe. Phosphocholine er en af de hyppigst forekommende hovedgrupper
pa lipider, der forekommer i naturen.

Der er to mattede identiske fedtsyrehaler pa de lipider, jeg vil beskaftige
mig med; de er navngivet efter kaedeleengden, dvs. antallet af methylengrup-
per i keederne. Jeg vil kun beskaftige mig med keaedelengder fra 12 til 14°
methylengrupper, og deres navngivning er angivet 1 tabellen nedenfor.

Symbol | Systematisk navn | Alm. navn | Struktur

12:0 dodecanoyl lauroyl CH3(CH;),,COOH
13:0 tridecanoyl - (DC13) | CH3(CH,)1sCOOH
14:0 tetradecanoyl myristoyl | CH3(CH3)14COOH

Lipidet med to fedthalekeeder med 14 methylengrupper vil séledes alt ialt
komme til at hedde 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine eller bare
dimyristoyl phosphatidylcholine, forkortet DMPC. Forkortelserne for de fire
lipider, jeg vil beskzeftige mig med, bliver saledes DLPC, DC13PC og DMPC.
Disse forkortelser vil jeg bruge i resten af rapporten. I figur 2.3 er vist et helt
DMPC molekyle.

2.2 - Aggregering af lipider

Nar lipider oplgses i vand, strukturerer de sig spontant i stgrre grupper af li-
pider; aggregater. Disse aggregater kan have forskellige former alt efter hvilke
lipider, der er tale om, og hvilke betingelser, der er for systemet. De mest
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almindelige aggregater er miceller, inverse miceller, dobbeltlag og vesikler af
dobbeltlag [Cevc]; strukturerne af disse aggregater er vist 1 figur 2.4. '

. Drivkraften for dissé aggregeringer er den hydrofobiske effekt. Lipidernes
polere hovedgrupper er tilbgjelige til at danne brintbindinger med vandet,
som det oplgses i, mens dette ikke er tilfeeldet for fedtsyrehalerne. De vil
sa vidt muligt undga at komme i kontakt med vandet, og for at opné dette
dannes aggregater, sa fedtsyrehalerne indkapsles.

2.2.1 Den hydrofobiske effekt

Ordet "hydrofob" kommer oprindelig fra greesk og betyder vandskyende. Det
modsatte af hydrofob er "hydrofil", som altsd betyder vandelskende. Lipider
er sdkaldte amfifile molekyler; det vil sige, at de bdde har en hydrofil del
(hovedgruppen) og en hydrofob del (halerne) (nogen steder kaldes sddanne
molekyler ogs& amfipatiske).

Vand er en hgjt struktureret veeske med brintbindinger imellem de enkelte
molekyler (et vandmolekyles hydrogen atom indgér i en brintbinding med
et andet vandmolekyles oxygen atom), der ggr at molekylerne er ordnet i
en forholdsvis fast struktur. En brintbinding er en meget steerk binding (ca.
10-40 kJ/mol), steerkere end van der Waals kreefter kan give anledning til (se
afsnit 2.5), men dog svagere end en covalent binding. En brintbinding skyldes
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2.2 Aggregering af lipider

Figur 2.5: Strukturen af is. Vandmolekylerne er-ordnet i en tetraeder struktur.
De smét-stiplede linier angiver brintbindinger [Tanford]. -

elektrostatiske dipol-dipol vekselvirkninger, og kan blive s steerk pé grund af
hydrogen atomets evne til at blive staerkt polariseret samt dets lille stgrrelse
[Tanford]. Spécielt for vand spiller brintbindinger en stor rolle, idet hvert
vandmolekyle kan indgd fire brintbindinger med andre vandmolekyler; to via
dets egne to hydrogen atomer og to via oxygen atomets ikke-covalent-delte
elektroner i yderste skal. Bulk vand antager derfor hgjst sandsynligt lokalt
en tetraeder struktur, hvor hvert vandmolekyle har fire nzermeste naboer (i
figur 2.5 er tetraeder strukturen for is vist) [Tanford].

Hvis man prgver at oplgse et fremmed molekyle i vand, vil denne struktur
uveergeligt blive brudt. Hvis det, man prgver at oplgse, er et poleert mole-
kyle, vil der dannes nye brintbindinger. Hvis det ikke er poleert (f.eks. en
hydrocarbon keede), kan der ikke dannes brintbindinger imellem vandet og
det fremmede molekyle, og vandmolekylerne vil s& omorganisere sig omkring
det fremmede molekylei den struktur, der er mest fordelagtig [Tanford], dvs.
giver den laveste frie energi.

Den fri energi er Gibb’s fri energi, der ogsé er givet som

G=U+pV -TS=H-TS (2.1)

(Dette er den fri energi for systemer med fastholdt temperatur og fastholdt
tryk.) H er enthalpi, S er entropi og T er systemets temperatur. Andringen
i Gibb’s fri energi er

' AG = AH -TAS ' (2.2)
og kan alts3 opdeles i et enthalpisk bidrag og et entropisk bidrag. Ved overfgr-
sel af et amfifilt molekyle til vand knytter det enthalpiske led sig til brydning
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og dannelse af covalente bindinger og brint-bindinger samt van der Waal-
ske vekselvirkninger (se afsnit 2.5), mens det entropiske led knytter sig til
omstruktureringer af vandmolekylerne ved bevaring af bindinger. Man kan
eksperimentelt bestemme de to led, og dette er gjort for hydrocarbon mole-
kyler. Andringen i den fri energi er, som man kan forvente, positiv (det vil
sige den fri energi af oplgsningen er stgrre end den fri energi af bulk vand plus
hydrocarbon molekyle, s& oplgsningen er mindre energetisk fordelagtig). Den
enthalpiske del viser sig at give et lille enten positivt eller negativt bidrag,
mens den entropiske del giver et stort positivt bidrag [Tanford]. Entropien
ved overfgrsel af et hydrocarbon molekyle til vandig oplgsning er altid nega-
tiv, mens enthalpien altsa kan veere positiv eller negativ. Brintbindingerne i
vandet bibeholdes, men en mere ordnet struktur omkring det fremmede mo-
lekyle formes, der fgrer til en lavere entropi.

Den hydrofobiske effekt kaldes derfor en entropisk effekt, og kreefter, der dri-
ves af endringer 1 den entropiske del af den fri energi, kaldes ogsa entropiske
kreefter'. At der kan veere et negativt enthalpisk bidrag mé siges at veere
overraskende, da det betyder, at den omstrukturering, som vandet undergér
(hvor der ikke dannes brintbindinger med det fremmede molekyle) kan re-
sultere i en mere enthalpisk fordelagtig struktur end den tetraeder struktur,
som bulk vand har. '

Den hydrofobiske effekt bestar sdledes i, at visse molekyler, der ikke kan
danne bindinger med vand, istedet tvinger vandmolekylerne til at omstruk-
turere sig lokalt. Dette resulterer i den struktur, der er mest favorabel (og
enthalpisk set méaske endda mere favorabel end bulk vand), men som p4 grund
af stor entropizendring stadig er hgjst ufavorabel i forhold til bulk vand.

Amfifile molekyler har som sagt bdde en hydrofob og en hydrofil del. Hvis
mange amfifile molekyler oplgses i vand er det klart, at det mest fordelagtige
vil veere, at de hydrofobe dele kan afskeermes fra vandet, sa det kun er de
hydrofile dele, der har kontakt. Dette opnas ved, at molekylerne aggregerer i
strukturer, der indkapsler de hydrofobe dele; for phospholipider fedthalerne.
Hvilke former for aggregater, der forekommer, afhzenger fortrinsvis af de am-
fifile molekylers geometriske struktur.

!Entropiske kraefter har siledes en statistisk beskrivelse, men kan i bund og grund til-
skrives elektrostatiske kreefter knyttet til vekselvirkninger mellem atomerne og molekylerne
i det system, der er tale om.
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2.2.2 Pakning af fedthalerne

Forskellige lipider aggregerer i forskellige strukturer, bestemt fortrinsvis ved
lipidernes form (dette kalder man ogsa, hvordan lipiderne pakker.) Andre
forhold, der kan medvirke til at bestemme, hvilke aggregater, der forekommer
i en oplgsning er parametre som temperatur, tryk, pH, saltkoncentration etc..
Jeg har allerede angivet hvilke aggregater, der er de hyppigst forekommende
(se figur 2.4).

I de geometriske overvejelser omkring hvilke typer aggregater, de forskellige
lipider danner, indgar der en essentiel parameter; den kritiske leengde af et
lipid I;. Denne stgrrelse er et mal for den maksimale leengde af en udstrakt
lipid hydrocarbon keaede (den er dog lidt mindre, idet der her er tale om "fly-
dende" keeder (se ogsa afsnit 2.3), og der er en greense for, hvor langt en keede
kan straekkes, hvis den samtidig skal kunne kaldes flydende [Degiorgio]). Der-
udover indgér tveersnitsarealet af en keede (ao) og keedens specifikke volumen
(v). Eksperimentelt har man fundet, at volumenet af flydende keeder kan
skrives pa formen -

v~ (27.4+ 26.9n,) A® : (2.3)
hvor n. er hydrocarbonkaedens langde [Cevc and Marsh].

For en sfeerisk micelle m& volumenet af en hydrocarbon keede veere givet som

4T R3

3m

v = (2.4)
hvor R er radius af micellen og m er antallet af lipider i micellen, ogsé kaldet
aggregeringstallet. Sammenhangen mellem aggregeringstallet og arealet er
givet som
47 R?
J m

Hvis disse to udtryk sammenholdes med ligning 2.3, vil man for nogle lipider
finde, at nar der indszettes kendte veerdier for v, ag og I, vil R overskride den
kritiske leengde, [., for lipidets hydrocarbon keeder, og disse lipider kan derfor
ikke danne sfeeriske miceller [Cevc and Marsh], [Degiorgio]. Betingelsen for
at lipider kan danne et bestemt aggregat, f.eks. sfeeriske miceller, kan generelt
formuleres ved hjelp af den sakaldte kritiske pakkeparameter, som er givet
ved =% PR For sfzriske miceller skal denne veere mindre end 1 . Lipider med
en kritisk pakkeparameter, som overskrider denne stgrrelse, kan altsé ikke
danne sfzeriske miceller. De kan s& indgd i andre former for aggregater som
f.eks. miceller af andre former (cylindre, ellipsoider etc.), inverterede miceller
eller dobbeltlag. Man kan opstille ligninger svarende til ligning 2.4 for alle

(2.5)

apg =
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de forskellige former for aggregater, og derved finde betingelserne (udtrykt

-ved hjelp af den kritiske pakkeparameter) for, at lipider indgar i dem. En
oversigt over disse overvejelser for de mest almindelige former for aggregater
er vist i figur 2.6.

De lipider, jeg arbejder med, aggregerer spontant i dobbeltlag under mange
forhold. Et dobbeltlag folder ind i sig selv, og danner saledes en lukket struk-
tur, der omslutter oplgsning, og selv er omsluttet af oplgsning. En sddan
struktur kaldes en vesikel (eller liposom). Vesikler kan dannes i en lpgstruk-
tur, s& flere vesikler omslutter hinanden i en sdkaldt multilamellar vesikel
(se figur 2.7). En enkelt vesikel kaldes i samme terminologi en unilamellar
vesikel. -

I ovenstaende beskrivelse kunne en vesikel i princippet blive uendeligt stor.
I praksis har vesikler er optimal stgrrelse pa grund af hydrofiliciteten af de
poleere hoveder og repulsive kreefter imellem hovederne (det sidste iseer for
lipider med ladede hovedgrupper). Det mest optimale for et poleert hoved er
at danne brintbindinger til det omgivende vand. Antallet af brintbindinger,
hovederne i en vesikel kan danne, afhzenger af krumningen af dobbeltlaget og
dermed af vesiklernes stgrrelse. Der vil veere en given stgrrelse, hvor antallet
af brintbindinger er optimalt i forhold til afskeermningen af de hydrofobe
haler. Dette kaldes opponerende kreefters princip.

2.3 Faseopfgrsel af lipide dobbeltlag

Lipide dobbeltlag har en kompleks lyotropisk og termotropisk? faseopfarsel
bade internt i lagene og eksternt i forhold til oplgsningen. Jeg vil fortrinsvis
beskaftige mig med forholdene inde i dobbeltlagene, som er associerede til
forskellige konformationer af halerne og forskellige ordninger af hovederne.
Det er.et meget velundersggt omréde, og mange forskellige eksperimentelle
metoder har veeret brugt til undersggelser af disse forhold [Cevc].

Fra [Janiak et al., 1979] har jeg hentet fasediagrammet for multilamellare
vesikler af DMPC i vandoplgsning vist i figur 2.8.

Figuren viser DMPC’s faseopfgrsel i temperaturomradet fra —10 til 60°C og
ved vandkoncentrationer fra 0 til 60%. De tre faser, der kaldes Lg/, Py og L,
er de interessante faser i forbindelse med dette projekt. Lg> er en fase, hvor

2Dvs. parametrene i fasediagrammer er koncentration og temperatur af lipider i forhold
til solvent.

3Meerkerne pa (et angiver, at halerne heelder (tilter) i forhold til normalen p& dobbel-
tlaget som vist yderst til hgjre pa figur 2.8.
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Figur 2.6: Pakning af lipider med forskellig geometri [Degiorgio].
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Figur 2.7: Et "freeze fracture" billede af en multilamellar vesikel fundet i Zubay:
"Biochemistry", MacMillan, 1988.
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Figur 2.8: Fasediagram for DMPC [Janiak et al., 1979].
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Figur 2.9: Skitser af en del af fasediagrammerne for lipiderne DLPC, DMPC,
DPPC og DSPC foresl3et i [Janiak et al., 1979]. De fuldt optrukne linier er eks-
perimentelt bestemte faseovergange, mens de stiplede linier er forslag til faseo-
vergange. n er antallet af vandmolekyler pr. lipid molekyle.

" halerne er udstrakte og ordnede i en krystallinsk struktur (som vist til hgjre
. pa figuren). Denne fase kaldes ogsa gel fasen. I Pp fasen er halerne ligele-
_ des ordnet i denne krystallinske struktur, men hele dobbeltlaget er "bglget".
Denne fase kaldes ogsd "ripple" fasen. Overgangen mellem gel fasen og rip-
ple fasen kaldes "pretransition". I L, fasen er halerne i en uordnet flydende
struktur med mange mulige konformationer, og denne fase kaldes den fly-
dende krystallinske fase. Overgangen til L, kaldes "main" faseovergangen.
Lipider af samme slags, men blot med andre haleleengder, DLPC (12
methylen-grupper), DPPC (16 grupper) og DSPC (18 grupper) har lignende
fasediagrammer; blot er de forskudt i forhold til temperaturen, saledes at
jo stgrre haleleengden er, jo hgjere er faseovergangstemperaturerne. Dette er
illustreret i figur 2.9, som er hentet fra samme artikel som figur 2.8.

For vandkoncentrationer over ca. 25 — 30% (vaegtprocent) (lidt atheengigt af
hvilket lipid, der er tale om) er der mere vand end dobbeltlagene kan optage
imellem sig, s& der er overskydende vand imellem vesiklerne. Denne tilstand
kaldes "excess water'. Tykkelsen af vandlaget imellem dobbeltlagene stiger
med vandkoncentrationen i oplgsningen, sdlenge koncentrationen er under
ca. 25%. Derefter er tykkelsen konstant, og yderligere ggning af koncentra-
tionen medfgrer blot mere vand i den overskydende vandfase (se figur 2.10).
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Figur 2.10: Tykkelsen af vandlaget imellem dobbeltlagene i multilamellare ve-
sikler af DPPC som funktion af vandkoncentrationen (i vaegtprocent) ved tre
forskellige temperaturer [Inoko og Mitsui, 1978].

Dette kaldes ogsa dobbeltlagenes swelling opfgrsel. Dobbeltlagenes struk-
tur og sterrelse i de forskellige faser og ved forskellige forhold, s&-
som tryk, vandkoncentration, saltkoncentration etc. er grundigt under-
spgt specielt i 1970’erne ([Inoko og Mitsui, 1978], [Janiak et al., 1979],
[Tardieu og Luzzati, 1973] kan f.eks. neevnes). Her vil jeg specielt referere re-
sultaterne fra [Inoko og Mitsui, 1978], idet de opdeler dobbeltlagenes repeat
distance i to bidrag; vandlagets tykkelse og selve lipidlagets tykkkelse. Ved
hjeelp af rgntgendiffraktion pd hhv. multilamellare og unilamellare vesikler
vises det, at repeat distance i en multilamellar vesikel falder ved overgangen
fra ripple fasen til den flydende krystallinske fase, og at dette fald mé tilskri-
ves et fald i selve lipidlagets tykkelse. Halernes gennemsnitsleengde (i retning
normalt pa laget) mé da ogsa falde, idet de gdr fra at veere fuldt udstrakte
til at have op til flere buk og hak. Vandlagets tykkelse derimod stiger svagt
henover main faseovergangen (se figur 2.11). Disse karakteristikker er bereg-
net pa en simpel made udfra den samlede repeat distance under antagelse af
givne specifikke volumener af lipiderne i de to faser.

Dette projekt beskeftiger sig fortrinsvis med overgangen fra ripple fasen til
den flydende krystallinske fase, dvs. main faseovergangen. Denne overgang
kaldes ofte ogsa halernes smelte-overgang, da sendringen fra den store orden
i halernes konformationer i ripple fasen til mindre orden i den flydende fase
minder meget om en smeltning. Main faseovergangen er dog ikke en 1. ordens
faseovergang som smeltninger almindeligvis er. Det er en sékaldt svag 1. or-
dens faseovergang [Doniach, 1978], [Mitaku et al., 1983, [Hatta et al., 1984],
[Mouritsen, 1991b]. Det vil sige at den indeholder elementer af bade en 1. or-
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Figur 2.11: Repeat distance (d) som funktion af temperatur for dobbeltlag
i en multilamellar DPPC vesikel, og opdeling i lipid lagets tykkelse (d;) og
vandlagets tykkelse (d,,). B&de pretransition og main transition gennemlgbes.
[Inoko og Mitsui, 1978]. ‘

dens og en kontinuert (2. ordens) faseovergang. Man kan sige, at det er en
faseovergang, der er teet pa et kritisk punkt, hvor det gar fra at veere en 1.
ordens til at veere en kontinuert faseovergang. Overgangen siges da ogsa at
veere pseudokritisk, siledes at faseovergangstemperaturen T, ligger teet pa
en pseudokritisk temperatur 7, som kun ville nds hvis overgangen var en
zegte kontinuert overgang.
Systemet gir s& at sige igang med at udfgre en kontinuert faseovergang,
nar temperaturen szenkes fra den flydende krystallinske fase - der optree-
der voksende fluktuationer og responsfunktioner begynder som fplge heraf
at divergere - men inden det kritiske punkt nas, overtages denne opfgrsel
~af en 1. ordens faseovergang til ripple fasen med diskontinuerte sendringer
i responsfunktionerne. Divergenserne i responsfunktionerne under en konti-
nuert faseovergang udviser potens lov opfgrsel [Goldenfeld] som funktion af
temperaturens afstand fra det kritiske punkt, og eksponenterne i disse afhaen-
gigheder kaldes de kritiske eksponenter. Kritiske eksponenter er universelle
for kontinuerte faseovergange, og universalitetsklassen afheenger kun af 3
parametre (som f.eks. dimensionen af rummet) [Yeomans|. Et eksempel p&
en responsfunktion, der udviser potens lov opfgrsel efterhdnden som tem-
peraturen neermer sig det kritiske punkt, er den isotherme kompressibilitet,
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hvor v er den krit'iske eksponent, der i middelfelt teori kan findes til at have
vaerdien 1 [Yeomans]. '
Ved hjelp af viden om kritiske eksponenter har f.eks. [Mitaku et al., 1983]
bestemt (1), — T*) for DPPC til at have veerdien ~ 0.6°C. I figur 2.12 er
vist en DSC scanning kurve (Differential Scanning Calorimetry) for DMPC’s
specifikke varme som funktion af temperaturen. Der ses tydeligt to faseover-
gange; den fgrste ved ca. 15°C er pretransition fra gelfasen til ripplefasen,
og den anden, ved ca. 24°C, er main faseovergangen fra ripple fasen til den
flydende krystallinske fase. Hvis man kigger godt efter, er det faktisk muligt
at se, hvordan kurven divergerer ved main faseovergangen, nar man kommer
fra hgje temperaturer, men divergensen bliver afbrudt af et diskontinuert
skift, nar T}, nds. Kritikaliteten af main faseovergangen, dvs. hvor teet pa det
pseudokritiske punkt overgangen ligger, afheenger af lipid fedthalens leengde
[Ipsen et al., 1990]. Jo kortere halen bliver - dvs. jo feerre methylengrupper
den bestér af - jo teettere ligger T,, p& T, dvs. jo mere kritisk bliver over-
gangen. Dette vil jeg vende tilbage til i neeste kapitel.

En faseovergang beskrives ofte ved hjzlp af en ordensparameter for systemet.
En ordensparameter kan typisk veere en densitet eller densitetsforskel. Heno-
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ver en kontinuert faseovergang narmer ordensparameteren i den ene fase sig 0
kontinuert, og vil i det kritiske punkt ramme 0, for i den anden fase konstant
at antage veerdien 0. Lokalt vil ordensparameteren dog fluktuere voldsom-
mere og voldsommere efterhdnden som det kritiske punkt kommer nermere.
Fluktuationernes reekkevidde beskrives med en korrelations leengde, som vok-
ser, nar det kritiske punkt neermer sig, og er co i det kritiske punkt. F.eks. vil
en kontinuert faseovergang typisk veere karakteriseret ved store densitetsfluk-
tuationer.

Udover disse mikroskopiske egenskaber, har lipide dobbeltlag ogsa nogle ma-
kroskopiske egenskaber; de kan betragtes som tynde elastiske membraner med
moduler for elasticitet, kompressibilitet, permeabilitet etc.. I naeste afsnit vil
jeg beskrive de elastiske egenskaber af lipide dobbeltlag.

2.4 Elasticitet af membraner

Jeg vil beskaftige mig med to forskellige moduli i dette afsnit; lateral kom-
pressibilitetsmodulus, K4, dvs. et dobbeltlags areal respons til en isotrop
speending, og elasticitetsmodulus for bgjning (ogsé kaldet bgjningsstivhed),
Kk, dvs. et dobbeltlags krumningsradius’ respons til et bgjningsmoment. S&-
danne moduli kobler lipidlagenes makroskopiske respons pa ydre stimuli til
deres indre dynamik.

Den laterale kompressibilitetsmodulus er givet som

Ky = A(%)T (2.7)
hvor A er arealet af fladen, der pavirkes og T er en isotrop speending (kraft
pr. lengdeenhed af fladens kant).

En bgjning af et dobbeltlag med bgjningsmoment M (den kraft, hvormed
man bgjer dobbeltlaget; dimension Newton) giver anledning til modsatret-
tede speendinger i de to monolag af stgrrelse Ty [Cevc and Marsh]. I figur
2.13 er vist et udsnit af et dobbeltlag, der er bgjet. Bgjningsmomentet og

spendingen er koblede via tykkelsen, d;, af lagene
M = Tid, (2.8)
Hvis man betragter bgjning i kun én retning, kan spaendihgen skrives som

, 6A dy
Ty = Ka— = Kazp (2.9)
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’F_igur' 2.13: Et udsnit af et dobbeltlag bgjet i en retning. M er bgjningsmoment,
T, er spandingen i et monolag, R er krumningsradius og d; er tykkelsen af et
monolag.

hvor K4 er moduius for et monolag og R er krumningsradius (se figur 2.13).
Elasticitetsmodulus er defineret som

oM

= — 2.10
= 50/R (210
og bliver koblet til den laterale kompressibilitetsmodulus via
2
K= I(AEt' (211)

For flydende lipide dobbeltlag har K4 en typisk verdi pé 0, 14 N/m, og &
har dermed en typisk veerdi omkring 0.5 — 3.5 107*° J.

Det arbejde, der udfgres ved bgjningen, svarer til den fri energi associeret til
et bgjet dobbeltlag (pr. arealenhed), dvs.

1 1
F = ~k(=)? 2.12
| h (212)
for bgjning i én retning, og hvis endnu en retning indfgres
‘ 1 1 1
F=Zk(—+—=)? 2.13
2ﬂ(R1 + Rz) (2.13)

Ovenstiende galder for infinitesimal krumning af dobbeltlag, der ikke har
nogen spontan krumning (f.eks. som fglge af kemiske forskelle imellem de to
monolag). Ligeledes er det antaget, at der er tale om lukkede membraner, der
ikke zendrer topologi, séledes at der ikke tages hensyn til sdkaldte "saddle
splay" led [Gompper og Schick].

Den bgjningsmodulus, jeg her har fundet, er for et enkelt frit dobbeltlag,
og jeg vil i det fslgende notere den ko, idet « bruges som betegnelse for
bgjningsmodulus for en membran i en stak.
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2.5 Vekselvirkninger i lipide dobbeltlag

I dette afsnit vil jeg ggre rede for de kreefter, der virker i et lipidt dobbeltlag
og imellem lipide dobbeltlag i stakke (dog kun for lipider med ikke-ladede
hovedgrupper). Jeg vil leegge veegt pd de kreefter, der har stgrst indflydelse pa
det feenomen, jeg undersgger (anomalien i lipidernes swellingopfersel), dvs.
undulationskreaefter, hydreringskreefter og van der Waals krafter.

2.5.1 van der Waals krafter

Der er egentlig tre forskellige slags kreefter, der gér under fellesbetegnel-
sen van der Waals kreefter; orienteringskreefter (dipol-dipol vekselvirkninger),
induktionskraefter (dipol- induceret dipol vekselvirkninger), og dispersions-
kraefter (induceret dipol-induceret dipol vekselvirkninger). Jeg vil fortrinsvis
skrive om den sidste slags - dispersionskreefter - som for de fleste molekyler
giver det stgrste bidrag (undtagelser er meget polare molekyler som f.eks.
H,0) [Israelachvili].

Dispersionkrafter stammer fra molekylers gjeblikkelige dipolmoment til et-
hvert tidspunkt, og er derfor kreefter, der gor sig galdende for alle molekyler,
ogsd neutrale. Et ikke-poleert molekyle har gennemsnitligt over tiden ikke
noget dipolmoment, men til ethvert givet tidspunkt, har ethvert molekyle
(og atom for den sags skyld) et endeligt dipolmoment. Det opstar p& grund
af molekylets ladningers gjeblikkelige positioner. Dette gjeblikkelige dipol-
moment vil s& inducere et dipolmoment i et narliggende molekyle, og de to
dipolmomenter vekselvirker.

Man kan f.eks. se pa et Bohratom med Bohr-radius ag og rotationsfrekvens v.
" Det gjeblikkelige dipolmoment af et Bohratom er u = age. Energien svarende
til dette dipolmoment er

uzao

w(r) = e (2.14)
= _r% (2.15)

hvor ap er polarisabiliteten. van der Waals kraften imellem to vekselvirkende
Bohratomer gar derfor med 7. Denne approksimation kan bruges langt hen
ad vejen for molekyler, der er sfeeriske og sma, men for store og/eller asym-
metriske molekyler ma man ty til lidt sveerere beregninger. Desuden kan
der komme retardations-effekter med i billedet, hvis den tid, det tager for
det elektriske felt at udbrede sig mellem to molekyler er sammenlignelig med
fluktuationstiden for det gjeblikkelige dipolmoment. van der Waals kraefterne
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Figur 2.14: To vekselvirkende dobbeltlag.

er ikke additive, da det inducerede dipolmoment i et molekyle inducerer di-
polmomenter i alle de omkringliggende molekyler, s& man ikke simpelthen
kan addere de parvise potentialer. De forskellige polarisabiliteter af moleky-
lerne og medierne, de er omgivet af, skal der tages hgjde for.

Alt i alt er van der Waals krafter ikke simple at regne pé.

For multilamellare lipide vesikler er der essentielt to van der Waals krafter,
der kunne veere interessante; de intermembrane og de intramembrane. Jeg
vil kun se pa de fgrste, da de fortrinsvis er de interessante i forbindelse
med systemets swelling opfgrsel. Geometrien er altsa to overflader af samme
slags adskilt af et vandigt medium. van der Waals kraefter imellem identiske
legemer i et medium er altid attraktive [Israelachvili], s& jeg kan starte med
at konstatere, at der ma vaere tale om en attraktiv kraft imellem fladerne.
Hvis man antager, at der ikke er tale om retardationseffekter, at kreefterne er
additive, og at antalsdensiteten af atomer (antal atomer pr. volumenenhed)
i de to legemer er homogen, kan energien imellem to sddanne flader findes
ved addition af parvise potentialer [Israelachvili til at veere

A.

hvor D er afstanden imellem fladerne, og A er Hamaker konstanten givet ved
A=7Cpp; (2.17)

hvor 1 dette tilfeelde p; og p, (antalsdensiteten for hver af de to flader) er ens.
Hvis jeg nu udvider fladerne til at veere to dobbeltlag med hydrofile grupper
pa begge sider, far jeg tre yderligere bidrag til kraften (se figur 2.14). I ligning
2.16 er kun vekselvirkningen mellem fladerne b og ¢ taget med. Derudover er
der en vekselvirkning mellem fladerne a og ¢, mellem b og d og mellem a og
d. Vekselvirkningerne mellem hhv. fladerne a og ¢ og fladerne b og d er lige
store og har modsat fortegn af de andre, da hovedgruppernes dipolmomenter
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er modsat rettede. Den samlede van der Waals energi imellem to dobbeltlag
bliver s& i denne simplificerede beskrivelse [Israelachvili]

_ i(_i_ S U —
~ 127DL (Du+Ds)? " (Du+2D4)%

(2.18)

hvor D,, nu er vandlaget tykkelse og D; er selve dobbeltlagets tykkelse. Kraf-
ten gar altsd med r~3, og er dermed en langtraekkende kraft. Dette kan sd
udvides til at omfatte flere dobbeltlag i en stak, men allerede ved afstande
svarende til tre dobbeltlag er kraften aftaget til forsvmdende st;zirrelse (fuldt
hydreret lipid) [Israelachvili].

Der er altsd en langtreekkende attraktiv kraft imellem dobbeltlagene i en
multilamellar vesikel af neutrale lipider (ovenst&ende er godt nok en approk-
simation med simple antagelser, men giver dog et rimeligt billede af van
der Waals kraefterne). Denne kraft er den hovedansvarlige for, at afstanden
imellemn dobbeltlagene ikke bliver ved med at stige ved stgrre vandkoncen-
trationer, men bliver holdt p& et fast niveau (se figur 2.10).

2.5.2 Hydreringskreefter

For kolloide systemer i oplgsning taler man ogs& om oplgsningskreefter ("solv-
ation forces"), som for vandige oplgsninger ogsd kaldes hydreringskrefter.
Disse er meget kortrakkende kreefter, hvis oprindelse er ordning af solvent- .
molekylerne omkring overflader. Efter lenge at have troet, at det fgrst og
fremmest var elektrostatiske (for ladede overflader) og elektrodynamiske (van
der Waals) kreefter, der styrede kolloide systemer, har man for nylig opdaget,
at hydreringskreefter spiller en vaesentlig rolle ved sma afstande, hvor de er
kraftigt dominerende [Leikin et al., 1993].

Man kan opdele hydreringskraefterne i to forskellige slags. Der er dels de
oscillatoriske, der skyldes en "lag-deling" af vandmolekylerne i afgraensede
rum, f.eks. imellem to overflader, og altsd fortrinsvis er geometrisk betin-
gede (se figur 2.15). Dernzest er der de monotont (exponentielt) variende
kraefter, der kan tilskrives perturbationer i solventet associeret til reorgani-
sering af brintbindings-netvaerket 1 vand. Det er kreefter, der optraeder for
hydrofobe/hydrofile molekyler i vand, og perturbationerne opstéar, idet vek-
selvirkninger mellem vand og de polere grupper oplgst i vandet kan inducere
positionel/orientationel ordning af vandmolekylerne [Leikin et al., 1993].

De sidstnaevnte er de vigtigste, da de er dominerende, og ikke er geometriaf-
heengige, men de samlede hydreringskreefter vil veere en superposition af de
to (se figur 2.16).
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Figur 2.15: Den oscillerende densitetsprofil af en vaeske imellem to flader, der
_er arsag til oscillerende hydreringskreefter [Israelachvili].
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Figur 2.16: Superposition af oscillerende og exponentielt variende hydrerings-
kraefter for henholdsvis hydrofile og hydrofobe overflader (figur modificeret fra
[Israelachvili]).
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Neutrale zwitterioniske lipide dobbeltlag frastgder hinanden med en expo-
nentielt aftagende kraft:

P(d,) = Pye~ % | (2.19)

hvor A er af stprrelsesordenen 1 — 3A. Kraften er stort set uafheengig af sol-
ventets ionstyrke og komposition [Leikin et al., 1993]. Det arbejde, der skal
bruges til at fgre to membraner sammen, svarer til det arbejde, der skal bru-
ges til at bringe det perturberede vand ud i bulk fasen. Denne energi er i
samme stgrrelsesorden som brintbindingsenergien, dvs. det er en meget stor
energi. -
Halveringsleengden, A, scaler med stgrrelsen pé solventmolekylerne, og aftheaen-
ger dernaest af geometrien og naturen af lipidernes hovedgrupper (og halerne
gennem deres indflydelse pd geometrien).

Hydreringskraefter af denne slags ses ogsa for lipider med ladede hovedgrup-
© per, og for andre former for hydrofobe/hydrofile materialer (f.eks. DNA og
proteiner). '

Hydreringskreefterne er som fgr nevnt dominerende for sm3 afstande, og
spiller derfor en stor rolle for faenomener, der involverer molekylser kontakst,
og sandsynligvis i forbindelse med den hydrofobiske effekt, aggregering af
makromolekyler og faseovergange f.eks. i lipide dobbeltlag.

2.5.3 TUndulationskrefter

Lipide membraner er meget blgde, og kan udvise store termiske ud-af-
plan fluktuationer. Udefra set kan de betragtes som tynde elastiske flader
("sheets"), der undulerer. I stakke af membraner - f.eks. multilamellare ve-
sikler - udggr tilstgdende membraner en sterisk og entropisk hindring for
en membrans undulationer. Der opstér altsd en repulsiv undulationskraft af
sterisk og entropisk oprindelse. Den steriske hindring bestdr simpelthen i,
at dobbeltlagenes hovedgrupper har en vis udstraekning i vandlaget, og ikke
kan overlappe. Den entropiske hindring bestar i, at hovedgruppernes konfi-
gurationelle muligheder bliver smé, n&r to membraner kommer helt teet pé
hinanden, og dermed giver en ufavorabel entropi.

Stgrrelsen af undulationskraften kan beregnes pa flere mader. F.eks. kan man
se et lipidt dobbeltlag i en stak som en enkelt elastisk membran, der p& hver
side er omgivet af stive veegge (se figur 2.17), og periodiske randbetingel-
ser for undulationstilstandene kan antages. Et praecist udtryk for kraften er
farst beregnet af Helfrich i [Helfrich, 1978] p& to forskellige mader, hvor den
ovenfor skitserede er den ene. Jeg vil ikke gennemgé udledningen, men blot
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Figur 2.17: En elastisk membran omgivet af to parallelle stive vaegge.

angive resultatet. Helfrich finder, at den repulsive undulationskraft imellem
dobbeltlagene 1 en stak m& veere givet ved

~ 37r (k‘BT)
64 wd®

hvor k er elasticitetsmodulus af en membran og d er repeat distance i stak-
ken.

Denne kraft har samme afstandsathengighed som van der Waals krefterne
imellem dobbeltlag i en stak, og virker altsd i de samme afstande (lange
afstande ca. 20 — 100A). Undulationskraften kan nedszttes ved at udsztte
membraner for speendinger ("tension"), idet undulationer derved undertryk-
kes. Ligeledes vil membraner med ladede hovedgrupper have sma (ned til
forsvindende) undulationskreefter.

(2.20)

Det er et preecist balanceret regnskab imellem de forskellige kraefter beskrevet
ovenfor, der styrer multilamellare vesiklers swelling opfgrsel. Repeat distance
bestemmes isar af de to modsatrettede kraefter, der virker 1 samme afstande;
van der Waals og undulationskrefter. Det er de attraktive van der Waals
. kraefter og de attraktive hydreringskreefter, der ggr at dobbeltlagene holdes
sammen i en stak; det er de repulsive undulationskrefter, der sgrger for at
afstanden mellem dobbeltlagene ikke bliver meget lille, og det er de repulsive
hydreringskraefter, der ggr at dobbeltlagene ikke klasker helt sammen for sm3
afstande.

For de lipider, jeg beskeftiger mig med, er der ingen elektrostatiske vek-
selvirkninger imellem de hydrerede dobbeltlag, da hovedgrupperne ikke er
ladede, men sddanne er vigtige i forbindelse med lipider med ladede hoved-
grupper. At swellingopfgrslen for lipider med ladede hovedgrupper adskiller
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sig s3 meget fra dem med ikke-ladede hovedgrupper er ikke mzrkeligt set i
dette lys (ogsi undulationskreefterne adskiller sig for de to slags lipider).
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Kapitel 3
Anomal swelling omkring 7; m

I dette speciale vil jeg koncentrere mig specielt om den sékaldte "main" fa-
seovergang fra ripple fasen til den flydende krystallinske fase. Specialet tager
udgangspunkt i en reekke spredningseksperimenter foretaget af dels en forsk-
ningsgruppe fra Fysisk Kemisk Institut pa DTU i vinteren/foraret 1993-94
dels en forskningsgruppe pa Carnegie Mellon University, USA. Begge grup-
per har i eksperimenterne observeret en anomal opfgrsel af repeat distance 1
multilamellare vesikler tzet pa "main" faseovergangstemperaturen Tr,. Ano-
malien skal ses i forhold til den karakteristik, man tidligere har kendt for
repeat distance, og som er vist i figur 2.11. Her zndres stgrrelsen af repeat
distance meget pludseligt ved temperaturen for faseovergangen, som var det
en forste ordens smeltning af fedthalerne. Den anomale opfgrsel er relateret
til, at "main" faseovergangen ikke er en ren fgrste ordens faseovergang, men
en svag forste ordens faseovergang taet pa et kritisk punkt.

Ved hjzlp af sméavinkel neutronspredning pé Risg er en anomal karakteristik
af repeat distance bestdende i en anomal top omkring T, fulgt af et potens lov
fald med en kritisk eksponent for stigende temperatur observeret (se figur 3.1)
[Honger et al., 1994]. Gruppen har udviklet en teori, der forklarer feenomenet
pa basis af en renormalisering af dobbeltlagets bgjningsstivhed forarsaget af
stzerke densitetsfluktuationer i neerheden af faseovergangen. Denne forklaring
vil jeg ggre rede for i afsnit 3.1.

Med hgjtoplgsende rgntgenspredning pa CHESS, USA, er en anomali udeluk-
kende bestiende af et anomalt fald i repeat distance for temperaturer stgrre
end T, observeret (se figur 3.2) [Zhang et al., 1995]. At faldet er anomalt vil
her sige, at kurven har en stadigt stgrre (negativ) heeldning, jo teettere tempe-
raturen kommer pé Tr,. Denne gruppe afviser renormaliseringsmodellen, men
foreslar en forklaring p feenomenet med udgangspunkt i en kommensurat-
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Figur 3.1: Anomali i swellingopfgrslen af DMPC og DPPC [Hgnger et al., 1994].
Sammenlign med figur 2.11.

ikkekommensurat faseovergang. Dette vil jeg behandle i afsnit 3.2.

3.1 Anomal top

I dette afsnit ggr jeg rede for den forklaring pé den anomale karakteristik af
repeat distance, som gives i [Hgnger et al., 1994]. '
Hovedpunkterne i denne forklaring er, at main faseovergangens pseudokri-
tikalitet medfgrer laterale densitetsfluktuationer i dobbeltlagene, som igen
fgrer til en renormalisering af lagenes krumningselasticitet. Stgrrelsen af ela-
sticitetmodulus vil siledes mindskes omkring T, hvilket igen medfgrer at
Helfrich’s repulsive undulationskraft imellem lagene gges, s3 afstanden imel-
lem dobbeltlagene gges. Alt i alt er det altsé faseovergangens kritiske natur,
der medfgrer, at tykkelsen af vandlagene imellem dobbeltlagene i multilam-
ellare vesikler bliver stgrre omkring faseovergangen.

Som omtalt i kapitel 2 er et kritisk punkt altid karakteriseret ved kraftige fluk-
tuationer, som kan fgre til anomalier i de mekaniske responsfunktioner. Det
var netop sddanne anomalier i dobbeltlags responsfunktioner; der fgrte til for-
modningen om, at main faseovergangen for de omtalte systemer sker teet ved
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Figur 3.2: Karakteristik af repeat distance for DMPC malt med hgjtoplgsende
rgntgenspredning [Zhang et al., 1995]. ‘

en kritisk punkt, og saledes kan kaldes pseudokritisk ([Ipsen et al., 1990)).
F.eks. kan modulus for den laterale kompressibilitet for dobbeltlag beskrives
ved en potens lov singularitet

K(T) o< |T — T - (3.1)

hvor eksponenten er sat til 1, og Ty, er indsat istedet for den pseudokritiske
temperatur, da de er naesten ens [Lemmich et al., 1994)]. Densitetsfluktuatio-
nerne i et dobbeltlag omkring det kritiske punkt kan beskrives ved to skalare
felter; et dilationsfelt, 7(Z) og et densitetsdifferensfelt, (7). Her vil jeg kun
beskaeftige mig med densitetsdifferensfeltet:

$(@) = $i(&) - ¢ld) (3.2)
o) A=

hvor po er middeldensiteten, i = 1,2 angiver hvert af de to monolag 1 et
dobbeltlag og Z er en parametrisering af planets to koordinater z og y. (Di-
lationsfunktionen er givet ved addition af de to ¢-funktioner).

Densitetsdifferensen betragtes som en ordensparameter for systemet henover
faseovergangen (forskellig fra 0 for temperaturer stgrre end T.., og glende
mod 0 for temperaturer giende mod den pseudokritiske temperatur). Or-
densparameterens veerdi varierer i rummet og fluktuerer gaussisk omkring
en middelveerdi. At det er denne stgrrelse, der valges som ordensparameter
skyldes, at det netop er forskellen imellem de to monolags densitet, der kan
antages at have indflydelse pé dobbeltlagets krumning, samt at stgrrelsen







34 Anomal swelling omkring T,,

har en direkte sammenheeng med de kritiske fluktuationer i de to monolag.
Den fri energi (Landau) udviklet til anden orden i ordensparameteren vil da
veere givet ved

(@) = [ LY@ + 59 (33)

Her er ¢ stivhedskoefficienten. Stivhedskoefficienten er relateret til fluktu-
ationernes korrelationslengde, (, i planet og kompressibilitetmodulus ved

folgende relation
¢

¢(T) = 70 IT — T.|"2 (3.4)

Derudover bidrager densitetsdifferensfeltet via en kobling til dobbeltlagets
lokale middelkrumning. Det antages, at der er tale om en linezr kobling med
en koblingsparameter 7. Krumningen beskrives ved ud-af-plan koordinaten,
dvs. z = z(z,y).

Ialt er den fri energi givet ved funktionalet

H{o(2), 9(@) = [ @EEV@ + 5[e(THE) + KS@)] + () V72(D))
’ (3.5)

Det fgrste led er Helfrich’s fri energi for en membran i en stak (se afsnit 2.5.3)

1 en lineariseret version.

Hvis man ser pa lzengdeskalaer meget stgrre end ¢, kan dobbeltlaget betragtes

som vaerende fladt, og der vil gaelde, at

K9*(&) > o(Vi(3))? (3.6)

Det gaussisk fluktuerende densitetsdifferensfelt kan da integreres ud (i det
funktionelle integral for tilstandssummen [Hgnger et al., 1994}), og man far
et funktional for den effektive fri energi

Hofle(@) = 5 [ @ds(Va(@) - (V@)
1 r? 20 A (2
= s(— %) / PF(A(7)) (3.7)

Dette udtryk svarer fuldstzendig til den fri energi for membraner i lameller
(se afsnit 2.4), hvor & blot er skiftet ud med en effektiv krumningselasticitet
modulus &.sy givet ved

K,eff = K,—}-(-
K = —£C2 3.8
eff = KT (3.8)
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Forskellen i densitetsfluktuationerne i de to monolag, der udggr et dobbeltlag
1 en stak medfgrer altsd en renomalisering af krumningselasticitet modulus
for hver enkelt dobbeltlag i stakken. Omkring det kritiske punkt, og der-
med faseovergangstemperaturen, falder K (jvf. ligning 3.1), hvilket giver en
reduktion af .z i forhold til &, s& dobbeltlagene bliver bilgdere.

Krumningselasticitet modulus, &, indgér som parameter 1 Helfrich’s undula-
tionskraft imellem membraner i stak (se afsnit 2.5.3)

(kT)?
Dig

Nar & reduceres omkring T, vil den repulsive undulationskraft imellem dob-
beltlagene altsd forgges, hvilket igen medfgrer en forggelse af afstanden, D,
imellem lagene. Den repulsive undulationskraft er kun én af mange kreef-
ter, der virker imellem lagene (jvf. afsnit 2.5), og den faktiske stgrrelse af
afstandens forggelse vil veere et resultat af samspil imellem disse forskellige
kraefter. Man kan dog sige, at jo blgdere dobbeltlagene er, jo stgrre betydning
har undulationskraften imellem dem, og jo stgrre vil forggelsen af afstanden
imellem dem vzere.

Fhel &8 (39)

Koblingsparameteren, r, er ikke en kendt stgrrelse, og ligeledes kendes xq og
K ikke tilstreekkeligt preecist til, at ligning 3.8 kan danne grundlag for en
forudsigelse af absolutte stgrrelser.

Men forklaringsmodellen kan danne baggrund for nogle kvalitative forud-
sigelser i forbindelse med anomaliens stgrrelsesforhold. Det bgr f.eks. veere
sddan, at jo stivere dobbeltlagene er, jo mere undertrykkes anomalien. En
made at modulere stivheden er at tilseette membranstivende stoffer til oplgs-
ningen. I forbindelse med de eksperimenter, der ovenfor er refereret, udfgrtes
tilsvarende maélinger, hvor der var tilsat sma maengder af det membransti-
vende stof gramicidin A. Disse malinger viste en fuldsteendig undertrykkelse
af swelling-anomalien, hvilket understgtter forklaringsmodellen.

En anden méade at variere stivheden af dobbeltlag er ved at variere fedthale-
leengden. Jo kortere fedthalerne af lipiderne er, jo tyndere er dobbeltlagene
og jo blgdere er dobbeltlagene. Desuden vil kritikaliteten af main faseover-
gangen variere med fedthale leengden, saledes at jo kortere fedthale lzengden
er, jo teettere er main faseovergangen pa det kritiske punkt, og jo stgrre vil
fluktuationerne veere. Det bgr altsd vaere sddan, at for lipider med korte fed-
thaler er anomalien mere udtalt end for lipider med lange fedthaler. Dette
ses i artiklen [Hgnger et al., 1994] at veere tilfeeldet for DMPC og DPPC (fi-
gur 3.1). Af de to lipider har DMPC den korteste fedthale leengde, dvs. den
stgrste blgdhed og sterste kritikalitet, og udviser den stgrste anomali. Dette
understgtter igen forklaringsmodellen. I forbindelse med eksperimenter, der
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har haft til formal at pavise reproducerbarheden af disse resultater, har man
ikke fundet s§ markante anomalier som i figur 3.1. For DPPC har der ikke
vaeret nogen top at se, hvilket ogsd er vist i figur 3.3.a. Det vil derfor ikke
give nogen mening at prgve at udfgre malinger med lipider med endnu leen-
gere fedthaler. Man kunne til gengeeld gé ned i fedthaleleengde, men ville
s& skulle méle pd DLPC, som har en faseovergangstemperatur pa ca. —5°C
(deutereret lipid). Dette ville give problemer, da man kommer under fryse-
punktstemperaturen for det overskydende vand. Desuden har DLPC en lidt
anden faseopfgrsel for temperaturer under ripple fasen (en krystallinsk fase,
som jeg ikke har omtalt, L., indstiller sig hurtigt).

Som en yderligere understgttelse af forklaringsmodellen, udfgres en mere
tilbundsgdende analyse af méaledata [Lemmich et al., 1995], udfra en én-
dimensional parakrystallinsk model, der opdeler repeat distance i vandlags-
tykkelse og lipidlagets tykkelse. Ifglge denne analyse sker den anomale swel-
ling fortrinsvis i vandlagene og ikke i selve dobbeltlagene (se figur 3.3). I mo-
"dellen antages det, at man kan beskrive en prgve som et antal parakrystallin-
ske stakke uden krumning hver bestdende af N perioder 4 fire forskellige lag;
et vandlag, to lipidhoved lag og ét lipidhale lag. Det antages, at hver af de fire
lag har tykkelser med middelveerdier, der fluktuerer gaussisk uafheengigt af
hinanden, og kan beskrives med en én-dimensional elektrondensitet. Model-
len er helt analog til den, der preesenteres i [Hosemann og Bagchi, kap. XII).
Modellen giver en forventningsveerdi for spredningsintensiteten som funktion
af elektrondensitetsprofilerne henover lipidlag og vandlag. En vesikel deles s&
at sige op i et antal segmenter, hvor det indenfor hvert segment antages, at
krumningen er si lille, at lagene kan siges at veere flade, og med N perioder
i hvert segment. Det antages at de enkelte segmenter ikke vekselvirker. Tyk-
kelsen af lipidlaget og vandlaget er frie parametre i modellen, og de veerdier,
som er fundet for disse parametre er angivet i figur 3.3.b og c.

Slutteligt ses der i [Lemmich et al., 1995] p& haldningen af karakteristikken
for repeat distance for temperaturer stgrre end T,,. Pa figur 3.4 er repeat
distance plottet som funktion af (7' — T*)~!. Datapunkterne ligger tet pd
en ret linie i dette plot, hvilket kan fortolkes som at haldningen udviser en
typisk potens lov opfgrsel for begge lipider med kritisk eksponent 1

D(T) = Dy o (T — T.)™ | (3.10)

med ¢ = 1. I [Lemmich et al., 1995] foreslds det, at der er tale om en
kritisk "unbinding" af dobbeltlagene i vesiklerne, dvs. at dobbeltlagene i
den kritiske opfgrsel er pd vej mod en fuldstzendig frastgden af hinanden
[Lipowsky og Leibler, 1986]. Den kritiske eksponent for denne opfgrsel skal
netop veere ¥ = 1. Den pseudokritiske temperatur findes pd denne méade at
ligge teet pa faseovergangstemperaturen Iﬂﬁ% ~ 1072,
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(T - Tw) [°C]

Figur 3.3: Opdeling af repeat distance i hhv. vandlagenes og lipidlagenes tykkelse
for DMPC og DPPC henover faseovergangen. (a) repeat distance, (b) lipidlags
tykkelse, (c) vandlags tykkelse (inklusiv lipid -hoveder). Firkanter angiver data
for DPPC, cirkler angiver data for DMPC. Her er brugt méledata fra et andet
eksperiment end i [Hanger et al., 1994]. Der ses ikke nogen anomali i repeat
distance for DPPC, og for DMPC er den tydeligt mindre end i figur 3.1.
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Figur 3.4: Kurverne fra figur 3.3.a plottet som repeat distance mod (T'— T, )™
[Lemmich et al., 1995].

3.2 Anomal haeldning

Tilsvarende eksperimenter med hgjtoplgsende rgntgenspredning er blevet ud-
fgrt af en gruppe p& Carnegie Mellon University ligeledes i 1994. Den swelling
opfgrsel, der ses 1 disse eksperimenter, indeholder kun en lille anomal top pa
ca. 0.2A, som det ses i figur 3.2. I artiklen antages 0.2A at veere s3 lille et
udsving, at toppen kan kaldes forsvindende. Til gengaeld legges der i ar-
tiklen [Zhang et al., 1995] veegt pé kurvens form fra T}, gaéende mod hgjere
temperaturer. Som det kan ses i figur 3.2 er der tale om en stadigt stigende
(negativ) haldning nar temperaturen neermer sig T, oppefra. Dette er en -
anomal opfgrsel. v

I artiklen tages der afstand fra forklaringsmodellen renormalisering af krum-
ningselasticitet modulus, idet det argumenteres, at koblingsparameteren kan
veere sd lille, at effekten bliver negligibel. Til gengeeld introduceres en model,
hvor anomalien fortrinsvis skyldes anomal tilvaekst i selve lipidlagets tykkelse.
Denne model forklares ikke neermere; det neevnes kun at den kan sammenlig-
nes med en sékaldt "commensurate-incommensurate' faseovergang (beskre-
vet i [Nagle et al., 1989]). Istedet vies artiklen til en afvisning af renormali-
seringsmodellen.
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0.01

Figur 3.5: Formen af 1. og 2. ordens Bragg-toppene (udfyldte punkter er 1.
ordens toppen og cirkler er 2. anden ordens toppen), og teoretiske kurver for
Bragg-toppe med n-koefficienter 0.8 og 0.6. Positionen af den h'te Bragg-top
angives gy, [Zhang et al., 1995].

Der tages fat i to punkter, som begge udnytter, at eksperimenterne er foreta-
get med hgjtoplgsende spredning, til at afvise renormaliseringsmodellen. For
begge punkter tages der udgangspunkt i de maélte spektres konkrete form, sa
en smule kendskab til disse er ngdvendig for at forstd det fslgende. Jeg vil her
blot naevne, at multilamellare vesikler i excess vand tilstand giver anledning
til Bragg-toppe, hvor toppenes position svarer til repeat distance imellem
dobbeltlagene i en vesikel. I kapitel 4 beskrives dette grundigere.

Det fgrste punkt, der ses pa, er Bragg-toppenes form (se figur 3.5). Ifglge
[Caillé, 1972] vil toppenes detaljerede form afhaenge af fluktuationer i vesik-
lerne og dermed af kompressibilitet og elasticitet moduli for dobbeltlagene.
Til at beskrive formen anvendes en koefficient, n, som er givet ved

_ ksTq? 1

8t +/BK

" hvor B er kompressibilitetmodulus for stakke af dobbeltlag og K er reduceret
krumningselasticitet K = «D. Bragg-toppenes form skal asymptotisk g& som
lg — qn|™'*", og Bragg-toppe for forskellige veerdier af n er vist i figur 3.5.
Hvis renormaliserings forklaringen er korrekt, skal bdde B og K falde om-
kring T,n, hvorved n vil stige. I [Zhang et al., 1995] udregnes det, at 7 ialt vil
skulle stige med mindst en faktor 2 omkring 7). Det vises ved fitning af n til
de eksperimentelle kurver, at dette ikke er tilfaeldet, men at Bragg-toppene
for hhv. 24.3°C (ca. overgangstemperaturen) og 33°C (langt fra overgangs-
temperaturen) har samme n-koeflicient.

Det andet punkt, der ses pé, er den sdkaldte diskrete dobbeltlags form faktor

(3.11)
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defineret ved

Flo)= [ l;’; o(2)e ds (3.12)

hvor D er repeat distance og p er elektrondensiteten i retning vinkelret pa
dobbeltlagene minus elektrondensiteten af vand. Da det kun er selve dobbel-
tlaget, der bidrager til denne stgrrelse, skal den kun endre sig, hvis dobbelt-
lagets tykkelse (elektrondensitet) sndrer sig. I [Zhang et al., 1995] argumen-
teres det, at F'(q) alts& bgr veere konstant med temperaturen for et givet g,
hvis renormaliseringsforklaringen er korrekt. Dette vises ikke at veere tilfeel-
det; F'(q) er temperaturafhengig, siledes at Dp (selve dobbeltlagstykkelsen)
ma& andre sig med temperaturen.

Jeg mener ikke, at nogen af de to kritik-punkter er holdbare. :
Det fgrste punkt (de konstante n-koefficienter) kan kun veere korrekt,
hvis det er korrekt, at kompressibilitet og elasticitet moduli ikke zen-.
drer sig med temperaturen (omkring faseovergangen). Til dette argumen-
terer [Zhang et al., 1995], at koblingsparameteren r, som introduceres i
[Henger et al., 1994), imellem densitetsfluktuationer og elasticitet, kan veere
negligibel. Denne koblingsparameter er dog ikke den eneste evidens for ano-
malier i de to moduli. I [Fernandez-Puente et al., 1994] er en anomali i krum-
ningselasticitet malt direkte med dynamisk lysspredning. Ligeledes er kom-
pressibiliteten med ultrasoniske eksperimenter i [Mitaku et al., 1983] maélt
til at" have en anomali omkring faseovergangen. Hvis disse mé&linger er kor-
rekte (bare én af dem), vil n vaere stgrre omkring faseovergangen. Man mé
s& spgrge, hvorfor [Zhang et al., 1995] ikke har malt n til at zendre sig. Det
kan f.eks. skyldes, at den faktor 2, som de har beregnet, at n ma endre sig
for at give den anomale top, ikke er helt s3 stor, og at den ligger i et omréde,
hvor forskellen er sveer at se inden for den eksperimentelle statistik og oplgs-
ningsevne.

I det andet punkt (form faktor) leegges der til grund, at selve dobbeltla-
gene ikke zendrer tykkelse i renormaliseringsmodellen. Dette er ikke korrekt.
Hvis man ser pd figur 3.3 fremgar det tydeligt, at bade vandlaget og dob-
beltlaget ifplge den parakrystallinske model zndrer tykkelse. Det fald, der
sker i repeat distance fra ripple fasen til den flydende krystallinske fase sker
fortrinsvis i selve selve dobbeltlagene, mens den anomale top og potens lov
opfgrslen skyldes en stigning efterfulgt af et fald i vandlagenes tykkelse. I
renormaliseringsmodellen er den diskrete dobbeltlags form faktor altsd tem-
peraturafheengig, som den ogsé i [Zhang et al., 1995] vises at veere.

Alt i alt mener jeg ikke, at de argumenter, der i denne artikel fremfgres mod
renormaliseringsmodellen, holder. Det er dog et faktum, at den anomale top
i repeat distance ikke blev fundet med hgjtoplgsende rgntgenspredning. Der
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er ingen oplysninger i artiklen om hvilket solvent, der er brugt, men jeg har
fra John Nagle erfaret [Nagle], at der er tale om rent destilleret vand (i neu-
tronspredningseksperimenterne blev brugt et solvent med bade salt, buffer og
bakteriozid [Hgnger et al., 1994]). Der er heller ingen oplysninger om, hvor-
dan repeat distance er aflest pad de maélte spektre. Der kunne ligge nogle
forklaringer p& forskellene imellem de to artiklers mélinger i disse aspekter.

3.3 Opsamling

Med sméavinkel neutronspredning og hgjtoplgsende rgntgenspredning er der
malt en anomal swelling opfgrsel af lipide dobbeltlag omkring 7,,. Med neu-
tronspredning er anomalien malt som dels en anomal heldning af repeat
distance karakteristikken for temperaturer stgrre end 7,, og dels en anomal
top for temperaturer lige omkring T,,. Med rgntgenspredning er anomalien
kun mélt som en anomal haldning for temperaturer stgrre end T,,.
[ [Honger et al., 1994] argumenteres der for, at anomalien kan skyldes en
renormalisering af krumningselasticitet omkring 7, pd grund af store den-
sitetsfluktuationer. En reduceret krumningselasticitet modulus vil medfgre
stgrre repulsiv undulatorisk kraft imellem dobbeltlagene og dermed en stgrre
" repeat distance. Den anomale haldning kan si veere et udtryk for, at der er
en kritisk unbinding af dobbeltlagene igang, der dog afbrydes af en 1. ordens
faseovergang. ‘
I [Zhang et al., 1995] argumenteres der for, at der ikke sker en reduktion
af krumningselasticitet modulus af en stgrrelse, der kan ses pé sprednings-
spektrene, og at der dermed ikke kan veere nogen markant stigning i afstanden
imellem dobbeltlagene. Den anomale heeldning vil da veere udtryk for en kri-
tisk forleengelse af fedthalerne. Der bruges i det veesentlige to argumenter
imod renormaliseringsmodellen, som jeg dog begge imgdegar.

Forméalet med dette projekt er at yderligere undersgge den anomale swelling
opfgrsel med smavinkel rgntgenspredning som supplement til de ovenfor be-
skrevne eksperimenter.

Fgrst og fremmest vil det veere interessant, om jeg overhovedet kan detek-
tere en anomal top i repeat distance med rgntgenspredning. Hvis dette er
tilfeeldet, vil det s& veere interessant at konstatere, hvorvidt keedeleengde af-
hangigheden ogsa kan udstraekkes til endnu kortere keeder, og det vil veere
interessant at forspge at bruge modellen beskrevet i afsnit 3.1 p& data malt
med rgntgen.

Hvis jeg ikke kan detektere en anomal top, vil det veere interessant at un-
dersgge, hvori forskellen imellem neutronspredningsmalingerne og rgntgens-
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predningsmalingerne ligger.

Min hypotese er, at rgntgenspredningsmalingerne vil vise en anomal top samt
en anomal heldning i repeat distance. Toppens stgrrelse vil veere keedeleengde
afheengig, og den parakrystallinske model kan bruges p& rgntgensprednings-
data, og vil vise at toppen skyldes en stigning i vandlagets tykkelse.







Kapitel 4
Den eksperimentelle metode

Den eksperimentelle metode, jeg bruger til undersggelse af lipiderne er smé-
vinkel rgntgenspredning med Kratky-kameraet pd IMFUFA, RUC. I dette
kapitel vil jeg forklare kort om principperne i rgntgenspredning og specifikt
principperne for Kratky-kameraets funktion. Dernzest vil jeg redeggre for,
hvordan data fra eksperimenter med Kratky-kameraet analyseres.

4.1 Smavinkel rgntgenspredning

Rgntgenstraling er elektromagnetisk straling med energi svarende til bglge-
lzengder p4 ca. 0.1—10A. Nar rgntgenstraling sendes ind pé et stof, vekselvir-
ker fotonerne med elektronerne i stoffet ved to processer; Compton-spredning
og Thomson-spredning.

Ved Compton-spredning vekselvirker fotonerne med frie elektroner (de
bundne elektroner i en prgve kan opfattes som frie pa grund af de hgje foton-
energier i rgntgen-stralingen) som en partikel-partikel (stgd) vekselvirkning.
Den udgaende foton har en lidt mindre energi end den indkommende, og
det er derfor en inelastisk spredningsproces. Energien af den udgiende foton
afheenger af den indkommende fotons energi og spredningsvinklen:

AN =X =Xc(1 - cosh) - (4.1)

hvor A er bglgeleengden af den udgéende foton, A er bglgeleengden af den
indkommende foton, A¢ er en konstant ( %) og 0 er spredningsvinklen. Da
spredningsprocesserne mé ses som enkeltstiende begivenheder, dvs. de har
ikke en veldefineret faserelation, og de udgdende fotoner har forskellig bglge-

lengde, vil de dog ikke interferere. De giver s3ledes anledning til et inkoherent
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bidrag til et spektrum, og ses som en jevn baggrund.

Ved Thomson-spredning vekselvirker fotonerne med frie elektroner ved at
fotonernes elektromagnetiske felt accelererer elektronerne i takt med feltet,
s& de hver iszr bliver svingende dipoler. De accelererede elektroner udsender
da elektromagnetiske bglger (fotoner) med en frekvens svarende til dipol-
beveegelsens periode, dvs. de udgdende fotoner har samme energi som de
indkommende. Der er altsa tale om elastisk spredning. Vinkelfordelingen for
udgdende fotoner svarer til feltet omkring en accelereret dipol:

e? (1 + cos?9) : '

Ie = Iind(mcg) 242 (42)

2 . . . . . .
hvor = er den klassiske elektronradius, [ins er den indkommende intensitet

og a er afstanden imellem observationspunktet og elektronen, der spredes pa.
Denne formel kaldes ogsa Thomson’s spredningsformel. I smavinkelspredning
er I, neesten konstant, og settes som regel til 1 [Glatter]. Da sprednings-
processerne sker som et resultat af den indgéende bglges (beamets) acce-
leration af mange elektroner, dvs. der er veldefinerede faserelationer, og de .
udgéende fotoner har samme bglgelaengde, vil de interferere. Thomsonspred-
ning er saledes koherent, og superpositionsprincippet for spredningsamplitu-
derne kan anvendes. Intensitetsfunktionen, 7(§), for spredningen fra en prgve
er dermed givet som kvadratet p& den samlede spredningsamplitude, R(q)
[Hosemann og Bagchi]:

1@ = ROE (@ @y

hvor ¢ er spredningsvektoren og spredningsamplituden er defineret som fou-
riertransformet af elektrondensiteten igennem prgven

R(@) = [ (@) o, (@)

Stor intensitet i spredningen fra prgven vil ses i de retninger, hvor der sker
konstruktiv interferens. En polykrystal vil give anledning til konstruktiv in-
terferens i kegler omkring det direkte beam (hvis det direkte beam er punkt-
formet), som pa en flade vinkelret pd det direkte beam vil ses som ringe;
sdkaldte Debye-Scherrer-ringe. De vinkler, hvor der er konstruktiv interfe-
rens, er givet ved Bragg-relationen:

2Dsind = nA (4.5)

hvor D er den karakteristiske afstand i krystallitterne, 6 er spredningsvinkel
og n er et helt positivt tal, som angiver ordenen for ringene (fgrste ring svarer
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|5indl = Isudl - 7/

Figur 4.1: En spredningssituation. 6 er spredningsvinklen, ¢ er spredningsvekto-
ren, 7 er vektoren imellem de to partikler og g7 er faseforskydningen imellem de
udgéende felter. '

til n=1 etc.). Laengden af spredningsvektoren ¢ er for vinklen 8 givet ved (se
spredningssituationen i figur 4.1):

4
4] = TWSmo (4.6)

Den karakteristiske afstand i prgven kan altsa findes som

_ 2mn

.D_ﬁ

(4.7)

De multilamellare vesikler, som jeg vil undersgge, har samme egenskaber rent
spredningsmeessigt som en polykrystal; der er en veldefineret karakteristisk
afstand (repeat distance), og alle orienteringer af lamelnormalen er til stede.
Jeg vil altsa forvente at se Bragg-spredning, hvor spredningsvektoren angiver
repeat distance i vesiklerne.

Med smévinkel spredning kan man se strukturer med karakteristiske leengder
pa ca. 1-100 nm, dvs. store strukturer.

Rgntgenstraler vekselvirker med elektronerne i et stof, og spredningsintensi-
teten afheenger lineeert af antallet af elektroner i stoffet. Tunge atomer/ioner
har saledes et stgrre spredningstveersnit end lette. For lipider oplgst i vand,
befinder de tungeste ioner sig i lipid hovederne (phosphor er det tungeste stof
1 oplgsningen, hvis man ser bort fra natrium og chlor, som kun er tilstede i
smé koncentrationer), s& de har den stgrste elektrondensitet, og dermed det
stgrste spredningstveersnit.
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De eksperimenter, der er beskrevet i afsnit 3.1, er udfgrt med smévinkel neu-
tronspredning. Ved neutronspredning vekselvirker neutronerne med atom-
kernerne, og der geelder ikke en lignende lineer relation for spredningst-
veersnittets stgrrelse. Man udnytter ofte ved neutronspredning at den tunge
hydrogen-isotop deuterium har et betydeligt anderledes spredningstveersnit
end hydrogen. Ved forskellige grader af deuterering af en prgve, kan man
séledes regulere kontrasten i prgven [Mortensen, 1994]. I de SANS eksperi-
menter, der er beskrevet i kapitel 3, har lipidhovederne séledes en helt anden
spredningsintensitet end resten af prgven, idet der er brugt tungt vand, og
lipidhalerne er deutererede.

I min data-analyse far jeg kun brug for at se pa simpel Bragg-diffraktion,
men smavinkel spredning bruges oftest til at studere makromolekyler og kol-
loiders form. Her ggr man brug af et lidt mere indviklet analyseapparat, hvor
bl.a. formfaktor og strukturfaktor for spektrene beregnes, dog stadig med ud-
gangspunkt i de fundamentale ligninger 4.3 og 4.4. Jeg vil ikke beskrive dette
naermere, da jeg ikke selv f&r brug for det, men blot henvise til [Glatter].

4.2 Kratky-kameraet

Et Kratky-kamera bestdr i store trak af et rgntgentdrn, et vakuumkammer
med en kollimeringsblok og en prgveholder samt en detektor med et filter, der
fungerer som beamstop for det direkte beam (se figur 4.2). Rgntgenstralen
genereres ved hjzlp af et filament (katoden), som opvarmes ved at sende
strgm igennem det. Der Igsrives s8 elektroner fra filamentet. Disse elektroner
accelereres ved hjzlp af et elektrisk felt hen til en kobberplade (anoden),
som de rammer. Derved vekselvirker de med kobberets elektroner, og der
udsendes fotoner med bglgelengder begraenset nedadtil af det accelererende
felts stgrrelse, og med de for kobber karakteristiske bglgeleengder fremhaevet.
Ved hjzlp af et filter (nikkel) absorberes fotoner, s& kun en smal del af disse
bolgeleengder - CuK,, dvs. A = 1.54A - sendes videre ind til proven.

De lgsrevne fotoner fra kobberanoden udsendes i alle retninger, men kun
en lille del af dem rammer igennem porten i rgntgentarnet ud til prgven i
vakuumkammeret. I Kratky-kameraet er porten en aflang slit (i stgrrelses-
ordenen cm og med hgjde i stgrrelsesordenen um), og beamet bliver derfor
linieformet. Linieformen er valgt, for at der ikke skal blive for lille intensitet
i beamet. Det havde veeret mest ideelt med et punktformet beam for at f3
gode data.

For at afgreense beamet, s det har en veldefineret form og retning, er der
umiddelbart efter rgntgentérnet indfgrt et blokkollimeringssystem. P4 figur
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Figur 4.2: Delene i et Kratkykamera (Tegning: Stine Bgggild).

4.3.a er princippet i denne kollimering vist. Kratky-kollimeringens speci-
elle udformning minimerer parasit-spredning, dvs. fotonanslag pa detekto-
ren, som ikke stammer fra spredning pa prgven. De to blokke By og B, og
indgangsspraekken afgreenser stralen, sdledes at den netop rammer omréadet
S, hvor prgven befinder sig. I planet PR sidder detektoren og registrerer
fotonansalg. Det direkte beam rammer i omradet p. Over det tveergéende
H-plan, vil der ideelt ikke veere nogen parasitspredning, men kun spredning
fra selve prgven, s det er kun her, der rent faktisk registreres. P& grund af
den lille parasitspredning over H-planet vil man kunne maéle for meget smé
g-veerdier, dvs. meget sma vinkler.

Enderne af de to blokke B, og B, er i ngjagtig samme plan, og netop dette er
den vigtigste del af kollimeringen. Dette ses iszer, hvis man prgver at forskyde
de to blokke lidt i forhold til hinanden, som det er vist pa figur 4.3.b. Hvis
B, haeves lidt i forhold til By, vil der komme sekundzr spredning (parasit-)
fra kanten b. Reelt vil man ikke kunne placere B; og B; ngjagtig i plan med
hinanden, s& der vil komme lidt parasitspredning over H-planet.

Selve prgven befinder sig i et aflangt horisontalt placeret glasrgr med dia-
meter 1 mm, s& beamet kan ramme prgven i hele beamlaengden. Detektoren
bestar af en lodret placeret trdd i et gaskammer. Nar en foton rammer gassen
ioniseres den, og en kaskade af ladede partikler vil ramme trdden i en position
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Figur 4.3: Blokkollimeringsystemet i et Kratkykamera [Glatter] (a)'blokkene B,
og B, er i samme plan; der er ingen parasit-spredning, (b) B, er lidt haevet i
forhold til By; der er parasit-spredning.

bestemt af spredningsvektoren. Positionen bestemmes af anslaget pa traden,
der er opdelt i 1024 kanaler, fordelt pa ca. 5 cm. Man kan sd omsaette kanal-
nummeret til g-veerdi. Inden detektoren er et filter indsat. Filteret fungerer
som beamstop, sa det direkte beam ikke rammer selve traden, da det har for
stor intensitet. Filterets position kan varieres.

4.2.1 Indstilling af kameraet

Inden en méaleserie szttes i gang, skal kameraet indstilles korrekt. Det om-
fatter indstilling af: -

e Kamerahovedets horisontale position.
° Beqmeﬁs h¢jde og leengde.

o Glasrgrets vertikale position.

e Heldning af glasrgret.

o Filterets position.

De fire fgrste punkter sikrer, at der bliver stgrst mulig intensitet i beamet,
og at det rammer prgven i hele sin leengde og hgjde. Med filterets position
kan man bestemme, hvor lave g-veerdier, man maéler til.
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4.3 Behandling af data

N&r man far de r& data fra et eksperiment p& Kratky-kameraet, skal der en
del forarbejde til, fgr man har data, der kun afspejler den spredning, man er
interesseret i; 1 dette tilfzelde de rene Bragg-peaks, som man ville male, hvis
en punktformet rgntgenstrile blev spredt p& prgven.

Forst og fremmest skal der tages hensyn til det baggrundsspektrum, som
kameraet og prgveholderen giver anledning til. Dernaest skal der tages hgjde
for at detektoren maéske ikke er lige fglsom i alle kanaler. Til sidst skal der
tages hgjde for, at beamet ikke er punktformet, men linieformet. Dette sidste
kaldes den instrumentelle desmearing. Der kan ogsd vere bidrag til denne
effekt, hvis beamet har en hgjde, og/eller der er en spredning pé fotonernes
bolgeleengde.

4.3.1 Detektortradens fglsomhed

Detektortrdden kan mélei et antal kanaler svarende til et antal g-veerdier. Af
forskellige grunde kan det veere, at detektortrdden ikke er lige fglsom i alle
kanaler, séledes at der for bestemte g-veerdier telles for fa fotoner. Dette kan .
man tage hgjde for, hvis man kender fglsomheden af trdden. Fglsomheden
af trdden vil f.eks. kunne findes, hvis man kan lave et spektrum, som man
ved skal have samme intensitet i alle kanaler. Et sddant spektrum kan opnés
ved at saette en radioaktiv Fe55 kilde ind i kameraet. Vi ved, at fotonerne fra
kilden rammer jeevnt i alle kanaler (n&r der tages hgjde for geometriske for-
skelle forarsaget af, at kilden ikke er udstrakt i hele detektortradens leengde,
men naermere er skiveformet, og placeret udfor den ene ende af trdden). Et
typisk spektrum fra en brugt detektortrdd er vist i figur 4.4. Der kan tages
hgjde for fglsomheden ved at normalisere et sddant spektrum for detektorens
fslsomhed omkring en ideel fplsomhed af veerdien én (se figur 4.4) og dividere
det malte spektrum med det kanal for kanal. Hvis man er meget afheengig
af, at detektorens fglsomhed medregnes helt ngjagtigt, kan man blive ngdt
til at tage mere sindrige metoder i brug, men det har jeg ikke gjort. Den geo-
metriske effekt, der ses i figur 4.4 kommer ikke til at pavirke mine resultater,
da jeg skeerer spektrene af ved en forholdsvis lav g-veerdi, inden jeg udfgrer
den instrumentelle desmearing. Dette kan jeg ggre, fordi de toppe, som jeg
koncentrerer mig om, ligger ved lave g-veerdier.







50 . Den eksperimentelle metode

intensitet
1.20 _

a2 4
i.0¢ 4
0.96 |

0.88

0.80 J

0.72 §

0.64

™

Ty Y T T T T T T T T T T T T
1.80 2.60 3.40 4.20 5.00 5.80 8.80 7.40 8.20 4.00

kanolnummerx10+*2

Figur 4.4: Et typisk spektrum genereret af en fe55 radioaktiv kilde placeret i ka-
meraet. Den jaevnt faldende hgjde af spektret for hgjere kanaler er en geometrisk
effekt. Der ses to tydelige dyk i tradens fglsomhed. Det fgrste skyldes, at det
direkte beam har géet ind der; det andet, at en serie prgver har spredt specielt
meget i denne vinkel.

4.3.2 Fratrazkning af baggrund

Selvom beamet kollimeres, s det kun skulle ramme prgven, vil der veere lidt
spredning fra resten af kameraet, som giver en lille baggrund i et spektrum.
Derudover giver glascuvetten, som prgven opbevares i og den oplgsning, som
proven befinder sig i, hver iser et bidrag til baggrunden. Stgrrelsen af denne
baggrund kan man finde ved at tage et spektrum med prgveholderen fyldt
med solvent. Et typisk baggrundsspektrum er vist i figur 4.5. Denne bag-
grund vil indga i ethvert spektrum, som findes med kameraet, men har ikke
noget med spredning fra selve prgven at ggre. Der skal derfor tages hgjde for
det, for spektret fra prgven kan analyseres. Jeg antager, at de fire bidrag til
spektret - de tre baggrundsbidrag og bidraget fra selve prgven - er additive
og traekker derfor et samlet baggrundsspektrum fra det mélte spektrum. Der
skal dog tages hgjde for, at spektrene ikke har samme transmissionskoetffici-
ent, dvs. ikke absorberer lige mange fotoner. Transmissionskoefficienten, T,
er et udtryk for, hvor stor en del af det direkte rgntgenbeam, der nar igennem
kameraets kammer uden at blive absorberet eller spredt. Den kan méles som
summen af intensiteterne i detektorkanalerne lige omkring det direkte beam
ved cuvette (med "fyld") i prgveholderen i forhold til den samme sum, nér
der ikke er cuvette i prgveholderen.
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Figur 4.5: Et typisk baggrundsspektrum for en prgveholder fyldt med en oplgs-
ning af destilleret vand (1 mM NaNj og 10 mM NaCl).

Intensiteten af prgven uden baggrunden kan altsd findes udfra den samlede
maélte intensitet siledes:

Ttotal

_ 4.8
Tbackground ( )

Isample(Q) = Itotal - Ibackground

Baggrundsspektret skal naturligvis ogsd korrigeres for detektortrddens fgl-
somhed, fgr det traekkes fra det malte spektrum. I figur 4.6 ses et eksempel
pé& et mélt spektrum for DMPC, et baggrundsspektrum (begge korrigerede
for detektorens fglsomhed) og spektret med baggrunden fratrukket.

I praksis viser det sig desveerre ofte, at den mélte transmissionskoefficient ikke
er anvendelig (den bliver f.eks. stgrre end 1, eller transmissionkoefficienten
for prgven bliver stgrre end for tom cuvette). Jeg har derfor i realiteten ikke
brugt ligning 4.8, men blot trukket baggrunden fra de mélte spektre uden at
tage hgjde for transmissionskoefficienter. Dette vil ikke introducere en stor
fejl, da jeg hverken forventer, at mine prgver absorberer eller spreder meget.

' 4.3.3 Instrumentel desmearing

Som det kan ses i figur 4.6 udviser et malt spektrum ikke symmetriske Bragg-
toppe som det burde, men er hgjst asymmetrisk. Det skyldes den sdkaldte
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Figur 4.6: Et spektrum malt pA DMPC, et baggrundsspektrum og baggrunds—
“spektret fratrukket det malte.

instrumentelle smearing.

Nar kollimeringen i et rgntgenkamera giver et linieformet beam, vil der
komme bidrag til de mélte spektre fra alle dele af beamet. De fotoner, der
rammer et givet sted pa detektortrdden kan komme fra hele beamets leengde.
Dette giver anledning til en smearing af spektret. Da beamet ligeledes har
en hgjde, vil ogsa spredning fra de forskellige steder i beamets hgjde give en
smearing. | Kratky-kameraet er hgjden dog meget mindre end leengden, sé
hgjde-smearingen er meget mindre end leengde-smearingen. Disse smearinger
indebaerer for spektre med Bragg-toppe, at toppene kommer til at fremtraede
asymmetriske og forskudte. Fordelingen af fotonernes bglgelaengde i beamet
bevirker ogs& en smearing, som man kan tage hgjde for. Dette kraever dog, at
man kender fordelingen. For Kratky-kameraet er der en lille spredning af bgl-
geleengder (nikkel-filteret er ikke en fuldkommen afskeering og CuK, toppen
har en bredde), men da effekten af denne spredning kun er lille, og vi ikke
kender den konkrete fordeling, udfgrer vi ikke desmearing for bglgelaengde-
fordelingen. Laengde- og hgjdesmearinger kan man tage hgjde for ved at kende
en fordeling af fotoner fra de forskellige steder i beamet i de to dimensioner,
og lade det samlede antal fotoner i en given kanal pé detektoren veere vaegtet
med denne fordeling. Med udgangspunkt i fordelingerne kan man s& udfgre
en desmearing af spektrene, si de bliver symmetriske, og viser den ideelle
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opfersel, som hvis der ikke havde varet nogen smearing.
La(@) =2 [ _do [~ #tQ@)P()I([(m—of + 1) (49)

angiver smearingen af det ideelle spektrum I, s& et malt spektrum, Iz,
fremkommer, hvor Q(z) er hgjdefordelingen, P(t) er lengdefordelingen og
m er leengden i cm pé& detektoren svarende til spredningsvektoren ¢ (se figur
4.7) [|Glatter og Gruber, 1993].

Fordelingerne af fotoner fra de forskellige steder i beamet kan man finde ved
~ at se pd beam-profilen. Hgjde-profilen kan man f.eks. finde ved simpelthen at
se pa formen af det direkte beam i et baggrundsspektrum. Laengde-profilen
kan man finde ved at translatere detektoren i beamets leengdedimension,
og maéle antallet af fotonanslag som funktion af leengden®. P& figur 4.7 er
vist en typisk leengdeprofil. Det antages s, at de to profiler er konstante i
den vinkelrette dimension (dvs. at hgjdeprofilen er den samme i hele leeng-
deretningen og omvendt). Vi bruger en procedure til desmearing, som er
lavet af Otto Glatter; ITR (Indirect Transformation in Reciprocal Space)
[Glatter og Gruber, 1993]. Et antal (/V) B-spline funktioner i q-rummet veel-
ges til med de rette koefficienter, ¢ (hvor k er en tzeller for de N pd hinan-
den fglgende spline-funktioner), at skulle udggre den desmearede intensitets-
funktion. B-spline funktionerne smeares med de angivne profiler for beamet.
De smearede B-spline funktioner, vy, fittes s& til de eksperimentelle data.
De koefficienter, der findes, ¢y, vil ogsé veere koefficienter for de desmearede
B-splines, da smearing er en linzer transformation, og man har dermed fun-
det en desmearet intensitets-funktion. Fitningen foregdr med en least-squares
fitte-rutine

& (Leap(hi) = chv=1‘ck"/)k(hi))
L=2 o?(hs)

= minimum (4.10)

=1 . ’
(hvor a%(h;) er variationen i det i’te punkts intenstitet), men bl.a. p& grund
af den statistiske stgj 1 de eksperimentelle data, som der skal fittes til, vil der
blive stabilitetsproblemer i fitningen. Dette tages der hgjde for ved indfgrsel
af en stabilitetsparameter A, som angiver i hvor hgj grad stabiliteten skal
veegtes.

L+ 2Ny = minimum
N-1
Nc’ = Z(C]H_]_ - Ck)2 (411)
k=1

1Hvis man har mulighed for det kan man ogsi vende detektoren, si den direkte maler
i beamets leengderetning. Dette fik vi mulighed for undervejs i forlgbet, s& jeg har brugt
begge metoder.
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Figur 4.7: En lzengdeprofil for et beam p& 10 mm, fundet ved méling med detek-
toren orienteret i beamets lengderetning, samt en illustrering af koordinaterne.
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Figur 4.8: En typisk desmearing af et malt spektrum. Bade den fittede smearede
funktion og den desmearede funktion er vist.

N. er summen af afvigelser imellem nabospline-funktionernes koefficienter,
og stgrrelsen af A angiver dermed, hvor vigtigt det er, at denne sum er lille.
Denne stabilisering kan gé godt, sileenge der ikke er smalle toppe i de eks-
perimentelle data. Hvis dette derimod er tilfeeldet - som med Bragg-spektre
- vil man da enten stabilisere toppene vaek eller f& store oscillationer imellem
- toppene. Dette er ikke acceptabelt, men kan lgses ved at starte med at udfgre
en top genkendelses-procedure, og derefter sgrge for, at der bliver brugt flere
spline-funktioner i de omrader, hvor der er toppe, end i de omrader, hvor der
ikke er toppe.

Da hgjden af beamet er s& lille (20 — 40 um), og en desmearing for denne
effekt ikke vil flytte toppene, velger jeg kun at desmeare for leengdefordelin-
gen. En typisk desmearing af data med Bragg-toppe ser ud som vist i figur
4.8. Desmearingen bevirker at toppene i spektret flytter sig op til ca. 1%.
Né&r en konkret desmearing udfgres, veelges det manuelt, hvilke toppe der skal
genkendes (gennem valg af en stgj-parameter), hvor mange punkter der skal
medtages i hhv. top- og ikke top-omrader, antallet af spline-funktioner veelges
og stabilitetsparameteren veelges. Det er vigtigt, at den smearede funktion,
som fittes til de eksperimentelle data i s& hgj grad som muligt udviser et
godt fit. I denne sammenhaeng vil det sige, at positionen og formen af Bragg-
toppene er korrekt. Det er ogsé vigtigt, at den desmearede funktion viser et
Bragg-spektrum, der er sd ideelt som muligt. Det vil i denne sammenheeng
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sige, at toppene er symmetriske, at der er s& mange toppe med som muligt,
og at der er s& fa oscillationer som muligt imellem toppene.

Hvor vidt disse kriterier er opfyldt for en desmearing, vurderer man selv ved
at se pd de tre kurver sammen. Hvis man vurderer, at det ikke er godt nok
opfyldt, prgver man at variere nogle af parametrene. Man kan argumentere,
at dette ikke kan vaere en objektiv vurdering, og at resultaterne vil afspejle
dette. Hertil er der at sige, at variationerne i Bragg-toppenes positioner (som
er det eneste, jeg er interesseret i), er meget smé i forhold til hele g-skalaen
(i stgrrelsesordenen en procent hgjst). Jeg kan derfor ikke med det blotte gje
se pa et enkelt spektrum, hvor stor repeat distance i prgven er i forhold til
andre spektre. Vurderingen af desmearingernes kvalitet vil veere subjektiv,
men kan ikke veere praeget af en forventning om en gnsket veerdi for repeat
distance for det enkelte spektrum.

4.4 Usikkerheder

Pa et malt spektrum er der tre usikkerheder; den statistiske usikkerhed
pé intensiteten, usikkerheden pd detektorens bestemmelse af q-veerdien og
usikkerheden pd den temperatur, spektret er malt ved. Usikkerheden pé
temperaturen er uddybet 1 kapitel 5, s& den vil jeg ikke beskeftige mig
mere med her. Den statistiske usikkerhed p3 intensiteten er givet som
VI, men kan nedsaettes ved at lave flere gentagne spektre, og bruge en
gennemsnitsveerdi for intensiteten. Hvis man f.eks. tager n uafhaengige
spektre ved samme temperatur, bliver usikkerheden p& gennemsnitsspektret

\/g , hvor I er gennemsnitsintensiteten.

Nar man sd gar igang med at operere p& spektret med de ovennaevnte
operationer (division med et jernspektrum, fratreekning af baggrunden
etc.), bliver usikkerheden for hvert operation stgrre?. Den usikkerhed, der
er pd intensiteten i en kanal, kobler til usikkerheden p& kanalnummer.
I selve registreringen af fotonanslag er der en lille usikkerhed p& kanal-
nummeret, idet kaskaden af ioniserede partikler har en vis udstraekning.
Denne usikkerhed kender vi dog ikke, men idet der veelges 1024 kanaler pa
detektoren, vil jeg antage, at dette netop svarer til dens oplgsningsevne
(dvs. udstreekningen af en kaskade er ca. 5; af detektorens leengde). Idet

Der udfgres tre slags operationer; transformation af spektre med konstanter, division
af spektre og subtraktion af spektre. Usikkerhederne er for disse tre operationer:
Transformation: af &+ aAfl

R 2 2 2 2
Division: Is + Al ; Iy = -If; s AIZ = Qﬂz#ﬂﬂ
2
Subtraktion: I3 ALz ; [3=1 — I ; AIZ = AI? + AlZ
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der yderligere er en statistisk usikkerhed pa intensiteten i to kanaler lige ved
siden af hinanden, kan man ikke udelukkende ved at se pa de to intensiteters
stgrrelse bestemme, hvilken af de to kanaler, der har den absolut stgrste
intensitet (denne effekt bliver selvfglgelig formindsket jo mindre stgj, der er
pa et spektrum). Dette er vigtigt, ndr man netop er ude efter positionen af
toppe 1 spektret. I et méalt spektrum mé& man derfor sige, at usikkerheden
p& positionen af toppe i spektret er £1.5 kanal. Nar man skal omregne
kanalnumre til spredningsvektorer, bruger man en q-kalibrering fundet
ved hjeelp af et stof med et veldefineret spektrum; f.eks. sglvbehenat.
Der er naturligvis en usikkerhed pd denne kalibrering, som vil optreede i
omregningen fra kanalnummer til spredningsvektor. En usikkerhed p& et
kanalnummer svarer til en usikkerhed p& 0.00821 % 0.00002 nm™' (mélt ved
en g-kalibrering i august 1994).

Né&r man udfgrer desmearingen, bliver resultatet en kontinuert funktion, som .
er fundet med hensyntagen til den statistiske usikkerhed. Den symmetriske
Bragg-top, som ses i et desmearet spektrum har et veldefineret centrum
(hvis den vel at maerke er symmetrisk). Usikkerheden pé positionen af denne
top behgver ikke at have lige si stor usikkerhed som positionen af en top i
det mélte spektrum. Hvis positionen af en sddan top skal flyttes, skal hele
toppen nemlig forskydes, ikke bare nogle fa punkter.(husk der er tale om en
fuldt symmetrisk top). Afleesningen af centrum for en sddan top ggres lettest
ved at fitte en symmetrisk funktion til toppen (f.eks. en Lorentz-kurve), og
fa centrum ud som fitte-variabel. Som oftest vil den desmearede Bragg-top
* desveerre ikke vere helt symmetrisk, og dette introducerer en usikkerhed
1 afleesningen af top-punktet. Alt i alt bliver det temmelig kompliceret at
skulle regne pé usikkerheden pa positionen ved desmearing. :
Jeg mener, at den eneste acceptable made at kunne udtale sig om usikker-
heden pa positionen er ved at prgve sig frem. Da en god desmearing og et
godt fit til toppen er et spgrgsmal om subjektiv vurdering, m& man prgve
sig frem og finde ydergreenserne for desmearinger og fit, som man finder
acceptable, og angive usikkerheden som den variation pé& positionen, der
* derved accepteres.

P& denne méde finder jeg, at usikkerheden pé& afleesningen af positionen af
en top i et desmearet spektrum giver en usikkerhed i repeat distance pa ca.
0.02nm for toppe, som bliver meget symmetriske, men kan blive helt op til
0.05nm (dvs. ca. 1 %) for toppe, som ikke kan blive serlig symmetriske ved
desmearing.

Bestemmelse af usikkerheden p4 temperaturen viste sig at veere et omfattende
problem, som jeg vil beskrive i naeste kapitel.
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Kapitel 5
Temperatur-kalibrering

Faseovergangen fra ripple fasen til den flydende krystallinske fase er en svag
fgrste ordens faseovergang (se kapitel 2), der foregér over et temperatur-
omrade p3 f& tiendedele grader, og hvis placering pa temperaturskalaen er
veldefineret for de materialer, jeg undersgger. I mine eksperimenter gnsker
jeg med s stor ngjagtighed som muligt at undersgge den temperaturafheen-
gighed, der indgér i den anomale swelling omkring overgangstemperaturen.
Det er derfor vigtigt, at jeg har stor kontrol med netop denne parameter i
eksperimenterne. Det vil sige, at temperaturen er si stabil som muligt un-
der eksperimenterne, og at jeg kender stgrrelsen af temperaturen med s lille
usikkerhed som muligt; helst mindre end +0.2°C.

Da der ikke tidligere i laboratoriet har veeret arbejdet med feenomener, hvor
ngjagtigheden af temperaturen er si vigtig, har der ligget en del arbejde i
at opna si stor ngjagtighed. For jeg beskriver, hvordan jeg har grebet denne
temperaturkalibrering an, vil jeg kort beskrive, hvordan temperaturregule-
ringen i Kratky-kameraet foregér.

5.1 Regulering af temperaturen

I prgveholderen til flydende prgver, seettes temperaturen ved hjeelp af en
temperatur-regulator, der bruger et Peltierelement placeret i prgveholder-
blokken (se figur 5.1).

Peltierelementet kan b&de opvarme og afkgle, og kan sette temperaturen in-
denfor et omréde fra 0 til 70°C. '

Fra Peltierelementet i preveholderblokken til selve prgven er der imidlertid to
mellemled; prgveholderen og glascuvetten. Hvis der er fuld termisk kontakt

39
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Figur 5.1: Temperaturreguleringen af. prgven.

imellem hvert af disse ialt tre led, vil varmen diffundere fra prgveholderblok-
ken til selve prgven og de vil med tiden opnd samme temperatur. Hvis der
derimod ikke er god termisk kontakt imellem de tre led, vil temperaturen i
prgven ikke opnéd samme stgrrelse som temperaturen i prgveholderblokken.

Imellem prgveholderblokken og prgveholderen er der ikke god termisk kon-
takt, da kontaktfladen imellem dem er lille. Prgveholderen er kun opheengt i fa
punkter, hvor varmeoverfgrslen kan ske. Imellem prgveholderen og glascuvet-
ten er den termiske kontakt ligeledes darlig pa grund af en lille kontaktflade
[Arleth et al., 1993]. Varmeoverfgrslen fra prgveholderblokken til selve prg-
ven sker derfor ikke kun ved diffusion, men til dels ogsd ved varmestraling.

P4 grund af varmetabet til omgivelserne (som jo er et varmereservoir pa ca.
20°C) vil der veere en temperaturgradient fra prgveholderblokken til selve
prgven (dette er behandlet mere dybtgiende i [Arleth et al., 1993]). Gradi-
enten ma jeg tage hgjde for, nar temperaturen af prgverne skal szttes i mine -
eksperimenter.

5.2 Maling af prgvens temperatur

Temperaturgradienten fra prgveholderblokken til selve prgven bestemmer jeg
ved at méle temperaturen af prgven, og sammenholde den med prgveholde-
rens temperatur ifglge regulatoren, for en reekke temperaturer.

Temperaturen af prgven maéles direkte p& glascuvetten ved hjeelp af et ter-
mokoblerelement. Et termokoblerelement udnytter den termoelektriske effekt
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Figur 5.2: Den termoelektriske effekt. To ledninger af forskelligt materiale med
én forbindelse ved temperaturen T; og den anden forbindelse via et voltmeter
ved temperaturen 1. '

ved temperaturgradienter i metal. Ved at lave et kredslgb af to forskellige me-
taller, siledes at den ene forbindelse befinder sig ved en temperatur 77, og
den anden (forbundet via et voltmeter) ved en temperatur T, (se figur 5.2),
vil der opstd en elektromotorisk kraft i kredslgbet, som maéles i voltmeteret.

Hvis de to metaller og T, er kendte, kan malingen af den elektromotoriske
kraft entydigt omseettes til temperaturen 7. Dette er ikke helt sa simpelt
som det umiddelbart lyder, idet stgrrelsen af den elektromotoriske kraft er
meget fglsom. Fglgende aspekter [Schooley| kan have indflydelse:

o Endepunkterne i kredslgbet har ikke kun forskellige elektrostatiske po-
tentialer, men ogséd forskellige kemiske potentialer.

e Temperaturen af de to endepunkter, der er forbundet via voltmeteret
skal have ngjagtig samme temperatur.

o Evt. skarpe kanter eller metaltraeethed kan sendre kablernes karakteri-
stika.

o Ydre kilder til den elektomotoriske kraft; f.eks. forleengerledninger, ikke-
tilsigtede jordforbindelser, ydre elektromagnetiske felter etc..

Der findes instrumenter, der s vidt muligt tager hgjde for de af effekterne,
som omhandler kemisk potentiale og referencetemperaturens ngjagtighed.
Et s&dant har jeg brugt (IMPO Multiinterface MI 14.36 til chromel-alumel
termokoblere). ‘ '
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kabel til termoelement

glas-cuvette

vakuumfedt

Figur 5.3: Opstilling til maling af temperaturen af prgven.

Jeg antager, at ydre kilder til den elektromotoriske kraft ikke har nogen rele- -
vans i dette tilfaelde, idet jeg har veeret omhyggelig med kredslgbet, og anta-
ger, at rgntgengeneratoren ikke genererer et felt, som har nogen betydning.
Men et enkelt af punkterne har relevans, og kan fa betydning for malingerne
af prgvens temperatur. Det er punktet vedrgrende skarpe kanter pa kablerne,
hvilket vil fremgé af nedenstdende gennemgang af den konkrete opstilling.

Kablet til termoelementet har jeg fgrt igennem et deeksel ind i vakuumkam-
meret, hvor forbindelsespunktet mellem de to metaller (loddet sammen med
almindeligt loddetin) er fastklaebet til glascuvetten med vakuumfedt. Dette
er illustreret pé figur 5.3.

Den termiske kontakt mellem loddepunktet af de to metaller og prgven er
god, da der er en stor kontaktflade (via vakuumfedtet) og vakuumfedt er en
god varmeleder. Der er dog det problem, at jeg for at f4 denne gode kontakt
har veeret ngdt til at bukke enden af kablet (se figur 5.3) og hage lodningen
fast p& cuvetten?.

For at tage hgjde for den fejl, som et sddant buk pad kablet medfgrer, bgr
selve termoelementet kalibreres. Dette kommer jeg ind pa senere 1 kapitlet.

!Lodningen kunne fgrst sattes pa, efter at prgveholderen var sat pd plads i kameraet.
Det gjorde, at det var en besvarlig affeere, at sztte lodningen fast, sa den blev siddende.
Kablernes stivhed og vakuumfedtets ringe kleebeevne gjorde det simpelthen ngdvendigt at -
lave et buk pé elementet.
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5.3 Usikkerheder

Der er flere forskellige usikkerhedsmomenter ved denne form for terhperatur- '
kalibrering: ‘

o Den termiske kontakt imellem loddepunktet og prgven.
o Temperaturgradienter igennem prgven langs glascuvetten.
¢ Rumtemperaturens indflydelse pd prgvens temperatur.

o Termoelementets ngjagtighed er méske ikke optimal pga. knaekket pa
kablet. :

Disse punkter vil jeg nu behandle hver for sig.

5.3.1 Termisk kontakt imellem loddepunkt og pf¢ve

I afsnit 5.2 skrev jeg kort, at den termiske kontakt kan formodes at veere god.
Dette begrunder jeg med, at kontaktfladen er stor, idet hele loddepunktet er i
termisk kontakt med glascuvetten. Dette opnés ved at indkapsle loddepunk-
tet 1 vakuumfedt som er smurt p& cuvetten. Der kan dog veere en usikkerhed
i dette, da det er en manuel proces; hvis udfald kan blive lidt forskelligt fra
gang til gang.

For at fa en idé om, hvor stor denne usikkerhed er, har jeg taget en rakke
sma ens méaleserier med loddepunktet placeret samme sted pa cuvetten, men
hvor det har veeret fjernet igen mellem hver serie. Afvigelsen imellem hver
méleserie tager jeg som et mal for usikkerheden pa den termiske kontakt
imellem loddepunktet og prgven.

Afvigelserne imellem de enkelte maleserier belgber sig hgjst til 0.1 grader,
dvs. en usikkerhed pa +0.1°C.

5.3.2 Temperaturgradient i prgven

Nar den termiske kontakt fra Peltier-elementet til selve prgven er darlig,
saledes at en del af varmeoverfgrslen sker ved stréling, kan man ogs4 forestille
sig, at der kan veere en gradient i prgven. For at fastsld, hvorvidt dette er
tilfeeldet, maler jeg temperaturen tre forskellige steder pa cuvetten. Dette gor
jeg for to temperaturer ved yderpunkterne for temperaturomrédet, 1°C og
60°C, da eventuelle gradienter vil veere stgrst her.
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Figur 5.4: Resultatet af malingerne forskellige steder p& cuvetten.

De tre punkters omtrentlige beliggenhed pé cuvetten, og resultatet af malin-
gerne er vist 1 figur 5.4.

Det ses, at der er rent faktisk er en gradient ved begge temperaturer, og at
den ikke er negligibel. For en temperatur pa 1°C er gradienten pa 0.5°C, og
for 60°C er den 0.9°C (med modsat fortegn).

Ved at antage, at der ingen gradient er ved stuetemperatur, kan jeg ap-
proximere gradientens temperaturafthsengighed med en ret linie, der skeerer
igennem de tre punkter. Det giver en pen ret linie med haldning 0.025 (se
figur 5.5).

En made at tage hgjde for denne gradient vil veere at indskraenke rgntgen-
beamets leengde, s kun en lille del af prgven, hvor gradienten kan forventes
at veere lille, rammes. Jeg vil derfor se pa, hvordan temperaturen afhznger
af positionen pa cuvetten. Dette er vist i figur 5.6.

Dette kan ikke approximeres med en ret linie, men jeg har i hdnden tegnet
kurven, som jeg kunne formode, den vil se ud (s8 jeevn som muligt). For at fa
en gradient pa f.eks. 0.1°C ved en Ty pa 60°C, skal beamet veere ca. 4 mm.
Dette er et forholdsvist kort beam (med hensyn til intensiteten) i forhold til
en relativt stor gradient. De temperaturer, jeg skal méle ved, ligger i omréadet
10 — 30°C, og her er gradienten over cuvetten hgjst 0.3°C. Beamet vil derfor
kunne vezere betydeligt leengere (8-10 mm). Man kan ogsa skabe en termisk’
kontakt imellem cuvetten og prgveholderblokken i begge ender af cuvetten.
Jeg vil dog ikke fortseette med disse overvejelser, da der muligvis findes en
helt anden lgsning pd problemet (som jeg desveerre ikke selv har naet at
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Figur 5.5: Temperaturforskellen imellem cuvettens ender som funktion af tem-
peraturen sat med Peltier-elementet, T,;.
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Figur 5.7: Sammenhgrende vaerdier af rumtemperaturen og prgvens temperatur
(Tse: = 1°C) i tidsrummene hhv. 25/1 kl. 15-21 og 27/1 kl. 10-20. Bemeerk at
tidsskalaen gar fra hgjre mod venstre og er forskellig pa de to grafer.

benytte), og som preasenteres i afsnit 5.5.

5.3.3 Rumtemperaturens indflydelse

..Da der ikke er nogen afskeermning af prgven og prgveholderblokken fra det
omgivende rum og kameraet, kan stabiliteten af rummets temperatur have
en stor indvirkning pé stabiliteten af prgvens temperatur. Dette undersgger
jeg ved at male rummets temperatur over flere dggn, samtidig med at jeg
jeevnligt maler prgvens temperatur for en given reguleringstemperatur.
Rummets temperatur males med en termofgler placeret i umiddelbar neaer-
hed af kameraet, og regulatoren setter prgvens temperatur til 1°C. De sam-
menhgrende verdier er vist for to udvalgte tidsrum, hvor svingningerne i
rumtemperaturen var store, i figur 5.7.

Det ses ret tydeligt, at der er en korrelation. Ved @ndringer i rumtempera-
turen pa et par grader, sendrer prgvens temperatur sig med op til flere tien-
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Figur 5.8: Afskaermning til prgveholderblokken.

dedele grader. Udsvingene i prgvens temperatur kommer helt op p& +0.3°C
indenfor fa timer. Det er ikke acceptabelt. Der er flere mulige tilgange til at
lgse det problem. Da rumtemperaturen har ret store udsving (21 til 24°C),
kunne man forestille sig, at det er muligt at begraense disse udsving. Det
er der gjort tiltag til, idet der er installeret en ny temperaturregulering i
rummet, som holder temperaturen indenfor et omrade pa 0.5 — 1°C, efter
* indsvingningstid (ca. 2 timer), nir rummet er lukket. Med denne regulator
ser jeg ikke udsving i prgvens temperatur stgrre end ca. 0.1°C over de tids-
rum, som en maling foregdr over (dvs. 10-15 minutter). Man kan ogsd preve
at afskeerme prgven fra rummet. Dette er dog ikke nemt, da der er meget
'lidt plads omkring prgven og prgveholderblokken. Jeg har designet en simpel
afskeermning bestdende af en 1 mm tyk kobberplade beklaedt med isolerende
skum, som er gennemhullet, s& beamet kan passere igennem (se 5.8), og som
settes ned over blokken, og er i kontakt med denne.

5.3.4 Termoelementets ngjagtighed

P& grund af praktiske problemer har jeg ikke kalibreret selve termokoblere-
lementet. Grunden til at dette havde varet relevant, er det skarpe buk p3
ledningerne beskrevet i afsnit 5.2 Dette buk kan have den effekt, at ngjag-
tigheden af termokoblerelementet ikke er optimal.

I sidste afsnit fandt jeg dog, at stabiliteten af pregvens temperatur med den
nye rumtemperatur regulator er helt nede p& 0.1°C. Det kan ikke blive bedre
indenfor den ngjagtighed IMPO MI’en kan male med, og jeg konkluderer der-
for at bukket ikke har indflydelse pa stabiliteten af temperaturmalingerne.
Det kan dog stadig have indflydelse p4 stgrrelsen af den absolutte tempera-
tur, der males med termokoblerelementet. Formodentlig vil dette dog ikke
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have stor betydning i forhold til de svingninger, der pa grund af omgivelser-
nes temperatur i forvejen findes over meget store tidsskalaer, dvs. fra uge til
uge (den tidsskala, der relevant fra maleserie til maleserie).

5.4 Kalibreringen

Selve kalibreringen bestar i at tage en méaleserie af sammenhgrende veerdier
af den temperatur, som regulatoren seetter (Ty:), og den malte temperatur i
proven (Toneqs). Idet jeg antager, at reguleringen opfgrer sig deterministisk?,
vil jeg sd kunne antage, at temperaturen i prgven for en given Ty.; er givet til
stor ngjagtighed ved den temperatur, jeg har malt i kalibreringsserien med
de usikkerheder, jeg har fundet i de forrige afsnit. P3 figur 5.9 er tre af disse
kalibreringsserier vist i et plot af Tieqs versus Tie.

Desveerre viste det sig, at kalibreringsserierne alle gav forskellige resultater,
s& jeg m& regne med, at der er en ret stor usikkerhed (op til £1°C) til
mit kendskab til den absolutte temperatur i prgven. Jeg veelger i praksis
at benytte én af seriernes resultat som kalibrering, idet det fortrinsvis er
stabiliteten af temperaturen, der er vigtig. Indenfor en maéleserie - en nat
- er karakteristikken for kalibreringen en pan ret linie, s& kendskab til den
absolutte temperatur er blot et spgrgsméal om skalering.

5.5 Ny prgveholder

For at imgdegd mange af de problemer, der er skitseret i foregdende afsnit,
har jeg gjort tiltag til at tage en prgveholder af et lidt andet design i brug.
Designet er udfgrt af en projektgruppe under deres projekt efterdret 1993
[Arleth et al., 1993], men blev ikke samlet og taget i brug. Princippet i prov-
eholderen er at bruge to flade glasplader som cuvette fremfor et langt rgr som
i de ovenfor skitserede prgveholdere (se figur 5.10). Dette har flere fordele:

o Rgntgenbeamet skal passere lige store meengder glas ligegyldigt hvor pa
cuvetten, det rammer. Dette ggr maledataene mere pélidelige end fra
en rund cuvette, hvor glastykkelsen er atheengig af, hvor pa cuvetten
beamet rammer.

2Det vil her sige, at regulatoren opfgrer sig p& samme méde, hver gang den udsettes for
samme forespgrgsel med samme forudsaetninger. F.eks at regulatoren maler en temperatur
t4, og jeg satter den til en anden temperatur ¢,. Forudseetningerne kan naturligvis ikke
vare ngjagtig de samme, da f.eks. rumtemperaturen og trykket i vakuumkammeret kan
variere fra eksperiment til eksperiment.
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Figur 5.9: Plot af tre kalibreringsserier. Den med lavest heldning er fra fgr den
nye regulator af rumtemperaturen blev indfgrt, og fgr jeg begyndte at benytte
afskeermning af prgven. '
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Figur 5.10: Den ny prgveholder set hhv. forfra og i tvaersnit [Arleth et al., 1993].

e Prgven er i stgrre kontakt med prgveholderen, som har stor bergrings-
flade med glaspladerne. Dette bgr mindske eventuelle temperaturgra- -
dienter.

e Prgven er bedre afskeermet i forhold til omgivelserne, da der kun er
et lille hul, som beamet kan passere igennem. Dette bgr ggre prgvens
temperatur mindre afheaengig af rummets temperatur.

Holderen er lavet af kobber, og der bruges glasplader af tyndt mikroskopg-
las. De to plader, der adskiller glaspladerne er af messing. Til at lime delene
sammen bruges en lim med stor termisk ledningsevne (Eccobond 57C).
Desveerre var der mange praktiske problemer forbundet med at f& prgve-
holderen til at fungere, og jeg méatte derfor opgive af tidsmaessige arsager
undervejs. Jeg mener dog stadig, at den mé udggre et godt alternativ til de
gamle prgveholdere med runde glasrgr.

Et af de praktiske problemer var, at da holderen var samlet, kunne den ikke
passe ind i prgveholderblokken. Dette skyldes formodentlig, at der ikke blev
taget hgjde for en vis tolerance, da malene til holderen blev taget. Holderen
métte derfor efter sammenlimningen drejes igen, s3 den kunne passe ind i
blokken. Dette resulterede igen i, at der kom kobberstgv pa glaspladerne, s&
den matte skilles ad og samles pany (hvilket var lidt af et problem, da limen
var meget resistent overfor oplgsningsmidler).

Et andet problem i forbindelse med denne prgveholder, som ikke er relevant
for den anden, er at prgven kommer i direkte bergring med metallet bade pa
selve holderen i de to ender og p& messingpladerne. Dette er ikke hensigts-
maessigt, da der kan lgsrives metalioner, der kan diffundere ud i prgven, og
dermed eventuelt zendre prgvens struktur. Metallet ma derfor skeermes. Dette
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forsggte jeg at ggre med en metallak - zaponlak - men det m& ogsd testes,
hvorvidt lakken skeermer godt nok. Zaponlakken oplgses desveerre nemt, og
det giver en stor begreensning p4, hvilke prgver, der kan bruges i prgveholde-
ren, og hvordan den kan renggres. Det er naturligvis ikke hensigtsmeessigt,
og man bgr overveje istedet at afskeerme metallet med plastik, teflon eller
glas. '

Et sidste problem, jeg stgdte ind i, var at den ledende lim ikke holdt vakuum
godt. Man kan derfor blive ngdt til enten at finde en anden ledende lim eller
daekke sammenlimningerne med f.eks. Araldit. Hvis man bruger den sidste
lgsning, skal man tage hgjde for det, nir der tages maél til prgven.

Jeg mener, at designet alt i alt m& teenkes om med specielt hensyn til de
problemer, jeg har neevnt. Selve princippet med de flade glasplader skal be-
holdes, men sammenfgjningen og materialerne mé& nok sndres. Dette har jeg
desveerre ikke haft tid til i dette projekt.

5.6 Opsamling

~ Jeg har haft mange genvordigheder i forbindelse med temperaturkalibrering,
som jeg har fundet det veerd at gengive her i rapporten, dels fordi det har
udgjort en veesentlig del af det reelle eksperimentelle arbejde i lgbet af pro-
jektet, dels for at andre eventuelt kan have gleede af mine overvejelser og
tiltag. A

Jeg har brugt "gamle" prgveholdere til alle mailinger i dette projekt, men
foreslar, at man forsgger at f4 nye prgveholdere som skitseret i afsnit 5.5 i
produktion. Ulemperne ved de gamle prgveholdere er, at de er meget fol-
somme overfor rummets temperatur, og at der er en temperaturgradient fra
den ene ende til den anden af en holder. Jeg har malt, hvor store disse effekter
er, og tager s& vidt muligt hgjde for dem.

Dels méler jeg rummets temperatur under alle eksperimenter (og der er in-
stalleret en bedre regulator af rumtemperaturen end tidligere), dels maler jeg
om natten, dels afskeermer jeg prgveholderen fra rummet og dels afgraenser
jeg beamets lzengde for at minimere gradienten. Temperaturens stabilitet in-
denfor en maling (ca. 3-900 sekunder) er nu ca. +0.1°C (forudsat at der ikke
sker drastiske udsving i rummets temperatur). Der er en usikkerhed p& mit
kendskab til den absolutte temperatur p& op til £1°C, og dette vil kunne ses
pa f.eks. beliggenheden af faseovergangstemperaturen pa karakteristikkerne
for repeat distance. Indenfor en méleserie (dvs. ca. en nat) sker der ikke store
udsving, sa det er blot et spgrgsmél om skalering.
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Kapitel 6
Eksperimenter

I dette kapitel vil jeg preesentere de eksperimenter, som jeg har udfgrt. Ekspe-
rimenterne er foretaget pa tre forskellige lipider; DMPC, deutereret DMPC(-
d54) og DC13PC. Alle lipider er kgbt hos Avanti Polar Lipids Inc.! og har
 en renhed pa > 99%.

DMPC er det lipid, der i SANS eksperimenterne udviste den stgrste anomale
top (se kapitel 3). Jeg bruger derfor dette lipid til i fgrste omgang over-
hovedet at detektere den anomale top med SAXS. Med SANS var det dog
deutereret DMPC, der blev brugt (af hensyn til kontrasten), og jeg veelger
ogsh at undersgge deutereret DMPC med SAXS for at afggre hvorvidt selve
deutereringen kan have effekt p& swellingen (kritikaliteten af main faseover-
gangen og/eller blgdheden af dobbeltlagene kan f.eks. veere forskellig). Med
SANS eksperimenterne blev det vist, at en senkning af fedthale leengden fra
16 til 14 pgede stgrrelsen af den anomale top. Det foreslds at dette skyldes,
at kritikaliteten af main faseovergangen gges, nar fedthale leengden szenkes
[Henger et al., 1994]. Med SANS kan man dog ikke g& leengere ned end til
en leengde pa 14%. Med SAXS er der ikke noget problem i at senke leengden
yderligere til 13, dvs. DC13PC, da der ikke er behov for deuterering.

Det primere mal i dette kapitel er at prgve at treekke sé meget information -
som muligt ud af hver maleserie pa baggrund af de r4 data alene (jeg vil dog

korrigere for baggrund og detektortradens fglsomhed fprst). I neeste kapitel

vil jeg s& g igang med desmearingen af spektrene, og se pa karakteristikker

for repeat distance.

Jeg vil starte med at beskrive preepareringen af prgver og overvejelser om-

! Alabaster, Alabama, USA
2DC13PC kan ikke umiddelbart kgbes deutereret (det er for kostbart), og DLPC udviser
en anden faseopfgrsel [Cevc], [Finegold et al., 1990].
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kring eksperimenternes opseetning. Derefter vil jeg pd baggrund af tidligere
rgntgenspredningseksperimenter pa lipide dobbeltlag beskrive, hvordan jeg
forventer, at de malte data vil tage sig ud.

6.1 Praeparation af prgver og eksperimentel op-
s@etning

Alle prgver praepareres pa omtrent samme made, og jeg vil her beskrive prin-
cipperne for praeparering. Detaljerne for de enkelte eksperimenter er angivet
i tabeller i de respektive afsnit.

Lipiderne opbevares pa pulverform i dybfryseren, og de tges langsomt op
fgr preeparering. Der afvejes ca. 45-50 mg lipid, som oplgses 1 0.2 ml sol-
vent. Dette svarer til en veegtprocent pa ca. 17-20% lipid. Solventet bestér
af millipore vand, som er kogt, og tilsat salt og bakteriozid (10 mM NaCl,
1 mM NaNj). Valget af solvent er foretaget efter vejledning af Kent Jgrgen-
sen, FKI, DTU, og det er ikke det samme solvent, som er benyttet i nogen
af eksperimenterne refereret i kapitel 3. Ifglge Kent Jgrgensen er det en for-
del, at der er s& fa fremmede molekyler som muligt i solventet, men at det
erfaringsmaessigt har vist sig, at der bgr veere et minimum af netop salt og
bakteriozid. Jeg har ikke fundet nogen systematisk undersggelse af virkninger
af tilssetninger til solventet, men gentagne neutronspredningseksperimenter
foretaget af gruppen pd DTU viser, at f.eks. variationer i saltkoncentrationen
indenfor omradet 0-150 mM ikke har nogen péavislig effekt pa anomalien.
Oplgsningen nedseenkes i et vandbad ca. 15 — 20°C over lipidets main fa-
seovergangstemperatur (for DMPC f.eks. ca. 40°C). Ved denne temperatur
holdes prgven i ca. 2 timer, mens den rystes jevnligt med 10-15 minutters
mellemrum. Herefter kgler oplgsningen langsomt af til stuetemperatur, inden
den sprgjtes ind i prgveholderens glascuvette. Resten af oplgsningen placeres
umiddelbart herefter i dybfryseren, og i de fleste tilfaelde vil man kunne tg
den op, og tage endnu en prgve fra (dette har jeg dog kun gjort i et enkelt
tilfeelde).

Hvert lipid undersgges i temperaturomradet fra 6° under til 6° over main fase-
overgangstemperaturen (enkelte dog i et lidt stgrre temperatur omrade). Der .
fokuseres specielt p& omradet lige omkring overgangstemperaturen. I tabel
6.1 er angivet faseovergangstemperaturerne for de tre lipider, jeg undersgger.
Den kan dog variere lidt fra prgve til prgve indenfor ca. £0.5°C p4 grund af
sma forskelle i praeparationen.

For hvert lipid preepareres mindst to prgver, som hver undersgges gennem to




6.1 Praeparation af prgver og eksperimentel opsatning : 75

[ Lipid [T, [Tn |
DMPC 11°C [ 23°C
DMPC-d54 | ? 17°C
DC13PC | 1°C | 14°C

Tabel 6.1: Tabel over faseovergangstemperaturerne for pre-transition (7,) og
main faseovergangen (T,,) for de tre lipider. Oplysningerne er hentet fra [Cevc],
[Henger et al., 1994] og katalog fra Avanti Polar Lipids, Inc. Jeg har ikke kunnet
finde oplysninger om T, for deutereret DMPC, men man kan gatte p8, at den
ligger omkring 5°C, hvis der er samme afstand imellem de to faseovergangstem-
peraturer som for DMPC.

eller tre opvarmninger. Imellem hver opvarmning star prgven i cuvetten ved
stuetemperatur i ca. 12 timer (da der kun kan maéles om natten af hensyn til
temperaturens stabilitet). Der er to grunde til, at jeg gennemgéende udfgrer
. flere opvarmninger for hver prgve. Fgrst og fremmest gnsker jeg, at fa s&
mange data som muligt ud af hver prgve. Dernzest gnsker jeg at undersgge
reproducerbarheden af resultaterne for hvér prgve. P3 et tidligt tidspunkt i
forlgbet sa jeg en gennemgdende tendens til, at anomalien var kraftigere for
anden opvarmning af prgverne end for fgrste opvarmning. Dette gnskede jeg
at undersgge yderligere, og jeg udfgrte derfor systematisk tre opvarmninger
for de efterfplgende prgver. Tendensen viste sig ikke at veere holdbar, hvilket
ogsé vil fremga af de fglgende afsnit med de eksperimentelle data.

Hver gang rgntgenkameraet tages i brug efter at have stiet stille et stykke
tid, skal alle indstillingerne seettes (se afsnit 4.2.1). For hver maleserie (dvs.
hver praepareret prgve) vil jeg i de fglgende afsnit angive den konkrete eks-
perimentelle opszetning (og andre relevante oplysninger) i et skema.

De fgrste eksperimenter er udfgrt med kun en enkelt maling for hver tem-
peratur over temmelig kort tid (500-600 sekunder), men da der er meget
statistisk stgj pa disse spektre, har jeg udfgrt de fglgende eksperimenter (fra
maj maned og frem) med tre malinger for hver temperatur ialt over ca. 1.5-3
gange s& lang tid (900-1200 sekunder), s& der blev mindre stgj. Derudover
har jeg pa disse senere eksperimenter ladet prgverne stabilisere et stykke tid
(svingende fra 800 til 6000 sekunder) p& en temperatur lidt lavere end start-
temperaturen for mélingerne. Dette ggr jeg dels for at sikre mig, at ripple
fasen har stabiliseret sig, dels for at ggre alle serier p4 alle lipider s& ens som
muligt. For en enkelt serie pd deutereret DMPC var denne stabiliseringstem-
peratur dog muligvis i lipidets gelfase. For hvert temperaturskridt har jeg
ladet prgverne stabilisere i 800 sekunder. Dette gaelder for alle serier.
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Figur 6.1: Strukturen af ripple fasen med de to gitterkonstanter er angivet. de
viste konturer er for elektron densiteten fundet ved hjeelp af krystallografiske data
fra rgntgenspredning [Tardieu og Luzzati, 1973].

6.2 Forventede eksperimentelle kurver

I dette afsnit vil jeg beskrive, hvordan jeg forventer, at mine spred-
ningsdata vil se ud, baseret fortrinsvis p& [Wack og Webb, 1989] og
[Tardieu og Luzzati, 1973].

Jeg kommer kun til at se p& spektre for de to faser Pgr og La.

I ripple fasen P er strukturen i dobbeltlagene pad molekylert plan endnu
ikke fastlagt, selvom der er mange forskellige teorier [Wack og Webb, 1989].
Den basale struktur er dog indfanget i [Tardieu og Luzzati, 1973], vhor det
vises, at smévinkel spredningen i ripple fasen svarer til spredning fra et to-
dimensionalt monoklint gitter, dvs. et gitter med to gitterkonstanter; repeat
distance og ripple leengden. Vid-vinkel spredningen svarer til, at fedthalerne
er udstrakte og heelder i forhold til normalen p4 membranerne. I figur 6.1 er
strukturen for ripple fasen vist med de to gitterkonstanter angivet.

I [Wack og Webb, 1989] preesenteres et detaljeret smévinkel spektrum for
ripple fasen optaget med hgj-resolution rgntgen pulver diffraktion (se figur
6.2). Der ses tydelige toppe for begge gitter konstanter (hl), hvor h er den
lamellare konstant og 1 er ripple konstanten. Det vises dog ogsa at yderligere
hydrering gger gitter uordenen, s& toppene bliver mere utydelige (se figur 6.3).
Den hgjeste viste vandkoncentration svarer til fuld hydrering, og det vil veere

e,
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Figur 6.2: Mikrodensitometer spor af hgj-resolution rgntgen diffraktion mgnster
for DMPC (ikke fuldt hydreret) i ripple fasen [Wack og Webb, 1989].
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Figur 6.3: Diffraktionsmgnstre for DC13PC i ripple fasen ved stigende vandkon-
centrationer, ¢,, [Wack og Webb, 1989].
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spektre som det, jeg kan forvente at se i ripple fasen. Der er to tydelige toppe
(10 og 20) svarende til den lamellare gitterkonstant (dvs. repeat distance)
og en svag tredie ordens top (30). Desuden er der fa (to-tre) toppe svarende
til ripple konstanten, hvor den ene er at se som en sidetop til (10)-toppen,
og svarer til enten (11)-toppen eller (02)-toppen. P& (20)-toppen ses der en
asymmetri, som ligeledes ma skyldes en ripple-top. Spektrene i figur 6.3 har
dog en oplgsning mht. g-veerdi, der er ca. 8 gange s& stor, som den vi kan
opnd med Kratky kameraet. ‘

Ripple fasen kan veere meget lang tid om at stabilisere sig, og der kan ga op
til flere timer, fgr den er fuldfert [Cevc]. Dette har jeg ikke veeret opmeerksom
nok pé, sa jeg kan forvente at komme til at se en vis stabiliseringstid i nogle
serier.

Den flydende krystallinske fase har kun én konstant, repeat distance. I denne
fase forventer jeg derfor kun at se toppe svarende til fgrste og anden (og en
svag tredie) orden for den lamellare afstand. ‘

Ingen maélinger foregér i gelfasen.

Alt efter, hvordan man mener, at de multilamellare vesikler kan beskrives,
vil man ogs3 have nogle forventninger for bredden af Bragg-toppene. For en
parakrystallinsk model (se kapitel 3) vil bredden af en top generelt afheenge
af kvadratet p& ordenen af toppen [Glatter og Kratky]. For en specifik model
[Glatter og Kratky], kan bredden f.eks. vises at veere givet ved
: A
-1,2, 2

B,=D 7rn(D) | (6.1)
- hvor n er ordenen af toppen, D er repeat distance og A er er fluktuationer i
repeat distance. Den specifikke formel for B, vil vere forskellig fra model til
model (parakrystallinske), men det er generelt, at afheengigheden af ordenen
skal veere n?. Anden ordens toppene vil altsd veere ca. 4 gange si brede som
" fgrste ordens toppene.
I Caillés teori med n-koeeficienter, vil toppenes: form veere givet som |g —
qrn| 7 (se kapitel 3), hvor 7 er givet som 1 afsnit 3.2.  atheenger af kvadratet
pé ordenen af en top, men da denne indgér som potens i ligningen for toppens
form, vil bredderne af toppene ikke afhange simpelt af kvadratet pa ordenen.

P& grund af den instrumentelle smearing, vil toppene i mine spektre ikke
veere s& symmetriske som i figur 6.2 og 6.3. Det kan forventes, at hzeldningen
af toppene vil veere mindre stejl for siderne med lave g-veerdier end for siderne
med hgje g-veerdier. Denne asymmetri bliver mere udtalt jo stgrre q er, s&
jeg kan forvente, at forholdet imellem bredderne af toppene péd grund af
smearingen vil veere lidt for stort.
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Lgerie l Dato

| Vaegt % lipid | Opvarmn. | beamleengde | beamhgjde |

1 6-7/2 95 21.1% 2 10 mm 0.015 mm
2 25-27/5 95 | 19.7% 3 10 mm 0.025 mm
Serie | Hgjde | Hoved | Filter | Position | Kommentarer

1 6.5 2.1 A 13900 -

2 6.0 2.1 B 13800 -

Tabel 6.2: Tabel over de eksperimentelle opsatninger for malinger p& DMPC.
Se afsnit 4.2.1 for betydningen af de specifikke kameraopsatninger.

Nér jeg skal vurdere bredden af en sddan asymmetrisk top, ma jeg veelge en
konvention for méling af breddens stgrrelse. For en ideel symmetrisk top vil
man som regel male bredden ved halvdelen af toppens hgjde. Jeg valger at
gore det ved at male bredden ved halvdelen af hgjden taget fra top-punktet
ned til niveauet for toppens lave g-veerdi side.

>
»

q

Fra andre eksperimenter ved jeg, at repeat distance er lavere i den flydende
krystallinske fase end i ripple fasen, og at den skal begynde at falde lige ved
faseovergangstemperaturen (se f.eks. figur 2.11). Da jeg ikke kender prgvens
absolutte temperatur efter kalibrering (se kapitel 5), og faseovergangstem-
peraturen kan variere lidt fra prgve til prgve, vaelger jeg at afleese faseover-
gangstemperaturen som den kalibrerede temperatur for det spektrum hvorfra
repeat distance begynder at falde. Den vil derfor kunne variere med flere gra-
der fra tabelvaerdien.

6.3 DMPC

Med DMPC har jeg lavet to serier med henholdsvis to og tre opvarmninger.
De eksperimentelle oplysninger er angivet i tabel 6.2. '
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6.3.1 1. serie

I figur 6.4 er de ra data (dog korrigeret for baggrund og detektorfglsomhed)
for fgrste og anden opvarmning vist i et plot med hhv. kanalnummer og in-
tensitet ud af akserne. For hvert temperaturskridt er intensiteten forskudt
med 1, og hvert spektrums temperatur er angivet i figurens hgjre side. De
temperaturer, der er angivet er kalibrerede, og faseovergangstemperaturen er
angivet som det spektrum, hvorfra h-veerdien begynder at stige. Udelukkende
ved at se p& de ré data kan man tydeligt se, at toppenes position (og dermed
repeat distance) varierer med temperaturen. Iszer er det tydeligt - specielt
hvis man ser pd 2. ordens toppene - at lige omkring faseovergangstempera-
turen sker der et pludseligt fald i positionen svarende til en stigning i repeat
distance pa ca. 0.1 nm. Tallet er fundet ved at aflzese h-veerdien for spektret
lige fgr faseovergangstemperaturen og h-veerdien for spektret angivet som
faseovergangstemperaturen pa figur 6.4, udregne de tilsvarende veerdier for
repeat distance og subtrahere. Dette er efterfulgt af en stigning i positionen,
dvs. fald i repeat distance. Dette er netop, hvad jeg forventer at se.

En anden variation, som man umiddelbart kan se ved at kigge pa figur 6.4, er
i toppenes intensitet. Det er tydeligt, at intensiteten er stgrre i den flydende -
krystallinske fase end i ripple fasen. Dette ses bade for fgrste og anden ordens
toppene.

I figur 6.5 er vist to enkelte spektre fra hhv. en temperatur i ripple fasen
(17.8°C) og en temperatur i den flydende krystallinske fase (25.5°C). Her ses
det tydeligt, at der er en forskel i bredden pé fgrste og anden ordens toppene.
I ripple fasen er anden ordens toppen ca. 3-4 gange sé& bred som fgrste ordens
toppen. Dette geelder generelt for alle spektrene i ripple fasen. Det ses ogsd
her, at fgrste ordens toppen har en lille ekstra struktur pd den nedadgiende
side, som jeg vil kalde en sidetop. Nar man kun ser p& et enkelt spektrum
kunne der godt veere tale om statistisk stgj, men det er et gennemgaende
treek for alle spektrene i ripple fasen: Der ses desuden en asymmetri i anden
“ordens toppen pd samme made som i figur 6.3.
I den flydende krystallinske fase er anden ordens toppen ca. 1.5-2 gange s
bred som fgrste ordens toppen, og der er ingen sidetop til fgrste ordens top-
pen. Desuden er toppene smallere end i ripple fasen. Hvis et enkelt spektrum
plottes pd samme made som i figur 6.3, dvs. med logaritmen til intensiteten
pé y-aksen (figur 6.6) ses det tydeligt, at et spektrum i ripple-fasen er meget
lig det, der er vist for en fuldt hydreret prgve i [Wack og Webb, 1989]. Jeg
antager altsd, at sidetoppen er enten (11)- eller (02)-toppen for ripple-fasen.
Den karakteristiske afstand for ripple-fasen er i stgrrelsesordenen 15-20 nm,
og skal derfor give en fgrste ordens top i g-omradet 0.31 — 0.42 nm™!. Der
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Figur 6.4: De r4 data korrigeret for baggrund og detektorfglsomhed vist for (a)
fgrste opvarmning og (b) anden opvarmning af DMPC 1. serie. P4 akserne er
hhv. g-vaerdi og intensitet. Temperaturen er angivet til hgjre for hvert spektrum,
og det spektrum, hvor faseovergangen sker er angivet med T',. Der ses for begge
opvarmninger en zndring i bade toppenes intensitet og position som funktion af

temperaturen.
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Figur 6.5: To enkelte spektre ved hhv. 17.8°C og 25.5°C.
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Figur 6.6: Spektrum fra ripple fasen (17.8°C) anden serie pA DMPC i plot med
logaritmen til intensiteten p3 y-aksen.







6.3 DMPC | ' 83

er dog ikke nogen top at se for disse g-veerdier. Det kan skyldes, at toppens
intensitet er for lav i forhold til den statistiske stgj pa spektrene.

Den fundne sidetop er ikke uden betydning, da den ligger oveni og @ndrer
(10)-toppens form, og dermed kan fa indflydelse pad bestemmelsen af (10)-
toppens position. Desmearingsproceduren kan ikke genkende den som en top,
da den ligger for tet p& den store (10)-top, men vil alligevel blive pavirket af
den, ndr den smearede funktion fittes til de eksperimentelle data. Dette kan
naturligvis pavirke afleesningen af top-positionen, og dermed repeat distance
i ripple fasen. Ifglge John F. Nagle kan dette veare s stor en fejlafleesning,
at den fuldstaendigt forarsager den anomale top i repeat distance som funk-
tion af temperaturen i neutronspredningseksperimenterne (hvor der kun er
lille oplgsningsevne i g-veerdi ca. 0.033 nm™! imellem hvert datapunkt), og
at den anomale top helt ville forsvinde, hvis man tog hgjde for sidetoppene
[Nagle]. Dette vender jeg tilbage til i naeste kapitel.

6.3.2 2. serie

I denne serie er der tre opvarmninger. De rd data for alle tre opvarmninger
er vist i figur 6.7. Ligesom for farste serie ses det tydeligt, at der sker et -
pludseligt fald i toppenes position ved faseovergangstemperaturen, efterfulgt
af en stigning. Dette svarer til en pludselig stigning i repeat distance pa ca.
0.01-0.03 nm, efterfulgt af et fald, som jeg ogsa forventer at se det. Ligeledes
ses det, at intensiteten af toppene er stgrst i den flydende krystallinske fase.
For denne maleserie er der mindre statistisk stgj end for fgrste serie, idet
jeg har mélt over leengere tid opdelt pa flere spektre, sd jeg har kunnet tage
gennemsnit og dermed formindske stgjen (se afsnit 4.4). Dette betyder, at jeg
nemmere kan skelne detaljer 1 spektrene. Hvis man ser pa et enkelt spektrum
fra ripple fasen er det tydeligt at se sidetoppen til (10)-toppen, og der ses
ogsd en asymmetri pa (20)-toppen (se figur 6.8). Dette er dog mest udtalt
for de laveste temperaturer i ripple fasen. Ser man pé figur 6.7, kan man’
ogsd se, at spektrene for de laveste 2-3 temperaturer er anderledes end de
efterfglgende; positionen af toppene er lavere og intensiteten er lavere, og
der sker en gradvis stigning fra spektrum til spektrum. Dette ses generelt
for alle tre opvarmninger i ripple fasen. Jeg tror, at dette m& have noget
med stabilisering af ripple fasen at ggre. Ifglge John F. Nagle [Nagle] kan
ripple fasen veere lang tid om at indstille sig, iseer teet pa T),. Da jeg i mine
eksperimenter allerede har haft en ripple fase med to gitterkonstanter, inden
jeg nér temperaturer taet pd 1., er jeg dog ikke sikker pé, at dette kan veere
arsagen.

Ligesom for fgrste serie er bredden af anden ordens toppen ca. 3-4 gange s3
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Figur 6.7: De ra data for anden maleserie p& DMPC; tre opvarmninger kor-
rigeret for baggrund og detektortradens fglsomhed. P4 akserne er hhv. g-veerdi
og intensitet. Temperaturen for hvert spektrum og faseovergangstemperaturen

er angivet i hgjre side.
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Figur 6.8: Et enkelt spektrum fra ripple fasen (fgrste opvarmning, anden serie
pd DMPC). Der ses tydeligt sidetoppe til bade (10)- og (20)-toppene.

stor som bredden af fgrste ordens toppen i ripple fasen, mens den kun er ca.
1.5-2 gange sa stor 1 den flydende krystallinske fase. Toppene er smallest i
den flydende krystallinske fase.

6.3.3 Opsamling

For eksperimenterne med DMPC observerer jeg, ved at se pa de ra data al-
ene, en tydelig tendens til en anomal top pa hhv. ca. 0.1 0og-0.01-0.03 nm
1 repeat distance omkring faseovergangstemperaturen. Der er altsd en stor
forskel p& de to serier.

Jeg ser ligeledes, at intensiteten i toppene er stgrre i den flydende krystallin-
ske fase end i ripple fasen for begge serier. Bredden af anden ordenstoppen
er ca. 3-4 gange sa stor som bredden af fgrste ordenstoppen i ripple fasen,
mens den er kun ca. 1.5-2 gange s stor i den flydende krystallinske fase.
Jeg observerer sidetoppe til fgrste ordens Bragg-toppene og asymmetrier pa
anden ordens toppene i ripple fasen; i anden serie dog fortrinsvis for de la-
veste temperaturer. Dette kan muligvis fordrsage en fejlaflaesning af repeat
distance i denne fase. P4 de rd data ser det dog ikke umiddelbart ud som
om den anomale top i repeat distance vil forsvinde, hvis man tog hgjde for
sidetoppenes endring af (10)-toppenes form.
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| Serie | Dato | Vaegt % lipid | opvarmn. | beamlzengde | beamhgjde |
1 17-20/3 95 | 19.9% 2 10 mm 0.015 mm
2 21-22/3 95 | 19.9% 2 10 mm 0.015 mm
3 15-16/5 95 | 16.8% 2 10 mm 0.025 mm
Serie | Hgjde THoved | Filter | Position | Kommentarer 7

1 6.5 2.1 A 13900 -

2 6.5 2.1 A 13900 Samme przeparering som
1.serie, taget fra fryseren

3 6.0 2.1 B 13800 Problem med filtergraensen

Tabel 6.3: Tabel over den eksperimentelle opsaetning for malinger p& DMPC-
db54. :

6.4 DMPC-d54

P& deutereret DMPC har jeg udfgrt tre maleserier alle med to opvarmninger.
De eksperimentelle opsaetninger er angivet i tabel 6.3.

6.4.1 1. serie

De ra data korrigeret for baggrund og detektorfglsomhed er vist i figur 6.9.
Jeg observerer, at toppenes positioner varierer med temperaturen, svarende
til at repeat distance stiger lige omkring faseovergangstemperaturen med
ca. 0.05 nm 1 fgrste opvarmning og ca. 0.15 nm i anden opvarmning for
derefter at falde igen. Jeg observerer desuden samme variation i toppenes
intensitet som for DMPC, dvs. stgrst intensitet i den flydende krystallinske
fase. Bredden af anden ordenstoppene er generelt ca. 3 gange s& stor som
bredden af fgrste ordens toppene i ripple fasen, og ca. 1.5-2 gange s stor i den
flydende krystallinske fase. Toppene er smallest i den flydende krystallinske
fase.

Ogsé her observerer jeg sidetoppe til forste ordens toppene i ripple fasen-
(se figur 6.10). De adskiller sig ikke vaesentligt fra sidetoppene beskrevet for
ikke-deutereret DMPC udover at veere lidt tydeligere. Dette er sveert at se pé
figur 6.10 i forhold til figur 6.5 og 6.8, men kan ses som en generel tendens,
nar man ser pd flere spektre. Da intensiteten af sidetoppene i forhold
til den statistiske stgj er lav, er der for stor usikkerhed p4 en afleesning
af sidetoppenes position, til at jeg kan sammenligne dette for DMPC og
DMPC-d54.

Ligesom for anden serie pd ikke-deutereret DMPC er sidetoppene tydeligst
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Figur 6.10: To spektre fra DMPC-d54 fgrste serie hhv. (a) r|pp|e fasen og (b)
den flydende krystallinske fase.

ved de laveste 4-5 temperaturer. Der ses ogsd her, at de rd spektre ved
de laveste temperaturer er anderledes end de efterfglgende, idet de har en
lavere position og en lavere intensitet.

6.4.2 2. serie

I denne serie er der ligeledes to opvarmninger, og de rd data korrigeret for
baggrund og detektorfglsomhed er vist i figur 6.11. Jeg vil ikke kommentere
yderligere eller vise flere figurer, men blot konstatere, at man iser for fgr-
ste opvarmning kan ggre de samme observationer som for fgrste serie (anden
opvarmning adskiller sig dog, idet spektrene for de laveste temperaturer fuld-
steendig ligner de fglgende spektre, og det er sveert at se sidetoppe pé nogen
spektre overhovedet). Stigningen i repeat distance er hhv. ca. 0.02 og ca. 0.04
nm.

6.4.3 3. serie

I denne serie er der mindre statistisk stgj end i de to foregéende. Det skulle
derfor veere lettere at se detaljer i spektrene. Desveerre var der for fgrste op-
varmning et problem med filteret, s& der er uforholdsmaessig stor intensitet
pa filtergraensen. Det forvansker spektret, som det ses i figur 6.12, hvor de r&
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data for begge opvarmninger er vist, og ggr det vanskeligt at uddrage infor-
mationer fra det. Denne serie blev fra starten stabiliseret pa en temperatur,
der er lav nok til méske at veere i gelfasen, men der méles ikke ved denne
temperatur. Der blev heller ikke stabiliseret i s& lang tid (800 sekunder),
at det er sandsynligt, at gelfasen néede at stabilisere sig. Alle temperaturer,
hvor der males, ligger indenfor et omrade, s& kun ripple fasen og den flydende
krystallinske forekommer. Det er dog lidt forskudt, s& der kun er f& malinger
i den flydende krystallinske fase, mens der er mange i ripple fasen.

I ripple fasen ses sidetoppe til bade fgrste og anden ordens toppene for begge
opvarmninger meget tydeligt i hele ripple fasen, og spektrene for de laveste
temperaturer er ikke meget anderledes end de fglgende.

Det adskiller sig igvrigt ikke meget fra fgrste serie. For fgrste opvarmning er
stigningen 1 repeat distance ca. 0.1 nm, for anden opvarmning ca. 0.12 nm.

6.4.4 Opsamling |

Jeg observerer for DMPC-d54 egenskaber svarende til DMPC mht. positionen
af toppene, intensiteten, bredden af toppene samt toppenes form (stigningen
i repeat distance ved faseovergangen er lidt stgrre end for DMPC og 81detop-
pene er generelt lidt tydeligere end for DMPC).

6.5 DC13PC

Med DC13PC har jeg udfgrt tre maleserier hver med tre opvarmninger. Des-
veerre er data fra fgrste series anden opvarmning gdet tabt, inden jeg overho-
vedet ndede at se pad dem. De eksperimentelle oplysninger for serierne kan ses
i tabel 6.4. For alle tre serier har jeg malt i lang tid, fordelt pa flere spektre for
hver temperatur, sd der er kun lidt statistisk stgj pd de viste gennemsnitlige
spektre.

6.5.1 1. serie

I figur 6.13 er vist de rd data korrigeret for baggrund og detektorens fglsom-
hed.

Béde for fgrste og tredie opvarmning ses det meget tydeligt, at toppenes po-
sition falder lige pa faseovergangstemperaturen og derefter stiger igen. Det
svarer til en stigning i repeat distance pa hhv. ca. 0.18 og 0.16 nm. Det er
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fgrste serie ses der en stor intensitet ved filtergraensen. For at man overhovedet
skal kunne skelne de interessante toppe, har jeg skdret intensiteten af ved en
passende lav veerdi.
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| Serie | Dato | Oplgsning | Opvarmn. | beamlangde | beamhgjde |

|1 22-23/5 95 | 19.8% 3 10 mm 0.025 mm

2 5-7/7 95 20.8% 3 10 mm 0.025 mm

3 12-14/7 95 | 19.0% 3 10 mm 10.025 mm

Serie | Hgjde | Hoved [ Filter | Position | Kommentarer ]

1 6.0 2.1 B 13800 Data fra anden opvarm-

ning géet tabt.
2 4.5 2.4 B 3500 Nyt filter
3 6.0 2.4 B 3600 -

Tabel 6.4: Tabel over den eksperimentelle opsatning for malinger p& DC13PC.

tydeligt bade for forste og anden ordens toppene, og lidt tydeligere, end det
var for DMPC og DMPC-d54.

Til gengeeld er tendensen til stgrre intensitet i toppene i den flydende kry-
stallinske fase ikke s& tydelig her. Det ses mest for anden ordens toppene.
Bredden af toppene er ca. 2-3 gange storre for anden ordens toppene end
for fgrste ordens toppene i ripple fasen, mens den i den flydende krystallin-
ske fase kun er ca. 1-2 gange sd stor. Toppene er smallest i den flydende
. krystallinske fase.

I figur 6.14 ses et enkelt spektrum fra en.temperatur i ripple fasen. Der
ses kun svag eller slet ikke nogen sidetop til fgrste ordens toppen, selv om
spektret er fra en temperatur i ripple fasen. Dette geelder bade for fgrste og
tredie opvarmning. Der ses en svag top omkring 0.6 nm™!, som evt. kan veere
en (01) ripple top. Néar sidetoppene er s& svage, kan det enten skyldes, at
ripple fasen ikke har stabiliseret sig eller at sidetoppene ikke skal veere neer
s& tydelige som for de to andre lipider (f.eks. p& grund af deres position eller
deres intensitet).

6.5.2 2. serie

I figur 6.15 er vist de rd data for alle tre opvarmninger.

Det ligner meget fgrste serie, bdde med hensyn til variationen i toppenes
position, deres intensitet og deres bredde. Stigningen i repeat distance er for
de tre opvarmninger ca. 0.13, 0.12 og 0.19 nm. I disse spektre ses der en svag
tendens til en sidetop til fgrste ordens toppen og en svag asymmetri i anden
ordens toppen (se figur 6.16), men ikke nogen top, der kunne veere (01)-
toppen. Sidetoppene er dog ikke naer s& udtalte som for DMPC og DMPC-
d54. Det er tydeligst ved de laveste par temperaturer. Ogs& her kan man se
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Figur 6.14: Et enkelt spektrum ved fra DC13PC fgrste serie npple fasen 13°C.
Der ses ikke nogen sidetop.

pa de ra data, at ved de laveste temperaturer er positionen af toppene lavere,
" og intensiteten er lavere.

6.5.3 3. serie

De r3 data er vist i figur 6.17.

Heller ikke denne serie adskiller sig vaesentligt fra fgrste serie, bortset fra at
der her ligesom 1 anden serie er en svag tendens til sidetoppe i ripple fasen. Det
er dog endnu svagere end for anden serie, s& det er svaert at afggre, hvorvidt
de virkelig er der, eller om der er tale om et synsbedrag (se figur 6.18). Der er
ingen (01)-top. Stlgnmgen i repeat distance er for de tre opvarrnnmger hhv.
ca. 0.11, 0.15 og 0.14 nm.

6.5.4 Opsamling

For DC13PC ses der en tydelig variation i toppenes position med tempera-
turen, svarende til en pludselig stigning i repeat distance ved faseovergangs-
temperaturen pa ca. 0.11-0.19 nm efterfulgt af et fald.

Intensiteten er stgrre i den flydende krystallinske fase end i ripple fasen, men
ikke s& udtalt som for DMPC og DMPC-d54. Bredden af anden ordens top-

pene i ripple fasen er ca. 2-3 gange s3 store som fgrste ordens toppene, mens







6.5 DC13PC ' 95

]2 TTTTT7T TTTTTTITT AT T 12 Triiyrt IERNLAASN L REA 12 Terrper T i i l
i e e B e i
[,,/\\_’,/L' [__.J\\,/L‘ [““J\*—"/g 19.5%C

= . 19.0C.

'10% 10% 10 %l&.ﬁt.
M F”Ml&o%
L.._JL__/! FJL,/L 5

. E/'JL"/\\ EIJL_/L_ . 2oL
8 FJL_/C 8 FJL/C 8 leST
> [-,JL/L’ M fl.o%
L F/A’/! | f.,.bg 55¢C
- M S

__’_>J\ 0 F’J\*"/Q S [M o) M3
—~ M PL/LA 4.3
- M M =4 4.0
i M \ﬁ’/\‘/L I3.¥¢.
c 4 MT‘ 4 [‘/'J\*—"'/L: 4 ' TR
H13°%CT,

[E«”JJ\EE pj\titu —
M o 126
2 [\4.«)\.__,_/\_4 g ZK‘M 2 ' ST

M Thotc

m | M b.o“(,

QD

O O.I('.)l I l05| H |‘I 0| l 1.5 - l2.0 2.5 O O.IOl L:).SLLI' |1 Ol 1.5 H l2.0 2.5 O O.OliO‘Sl lJJ1 O| 1.5L“ l2.0 2.5$‘°°C'

h (1/nm) h (1/nm) ~h (1/nm)

Figur 6.15: De rd data for DC13PC anden serie, tre opvarmninger.







96 - Eksperimenter

1.0 ———r—"T—T T+ T
. i
I |
0.8 - -
/\. [
o} I
G 0.6 . s
o .
> L :
= S
] :
(IC) 04 r— :" =
£ . & a ﬂ
. . 3
o ':..‘/ H
02 Lo '."3 ..:..;:"'.. ;‘. -~
Wy _
%
e} ST B N0 et R e a
0 [ 2 3 4
h (1/nm)

Figur 6.16: Et spektrum fra ripple fasen i DC13PC, anden serie, anden opvarm-
ning. Der ses en svag tendens til sidetoppe.

i den flydende krystallinske fase er de kun ca. 1-2 gange sa store.

Der ses kun en svag tendens til sidetoppe, og kun for de to sidste serier. Dette
~ kan veere en indikator for, at ripple fasen ikke har haft tid til at stabilisere sig.
For at afggre hvorvidt dette er tilfeeldet har jeg udfgrt en ekstra maleserie pa’
DC13PC, hvor jeg giver proven flere timer til at stabilisere sig, hver gang jeg
skifter temperatur. Jeg har praepareret en ny prgve, og lavet en serie med kun
en enkelt opvarmning. Spektrene er ikke meget anderledes end de tidligere
spektre. Ved faseovergangstemperaturen sker der et fald i toppenes position,
svarende til en stigning i repeat distance pa ca. 0.19 nm. Det adskiller sig
ikke fra de tidligere serier.

Sidetoppene er lidt tydeligere end de har veeret for de tre fgrste serier, men
stadig ikke lige s& tydelige som for DMPC og DMPC-d54 (se figur 6.19). Der
er en svag top omkring 0.6 nm™!. Det er dog heller ikke givet, at sidetop-
pene skal vare lige si tydelige som for DMPC og DMPC-d54. Det ser ud
til at ripple fasen nir at stabilisere sig lidt bedre, n&r der gives lengere tid.
Det giver dog ikke nogen signifikant zndring i repeat distance variation ved
faseovergangstemperaturen.
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6.6 Opsamling

Jeg har nu set pa alle de rd data fra de eksperimenter, jeg har udfgrt og
‘draget s& meget information ud af dem, som jeg kan:

e For alle tre lipider - DMPC, DMPC-d54 og DC13PC - ser jeg en
pludselig stigning i repeat distance ved faseovergangstemperaturen
efterfulgt af et fald. Stigningen er stgrst for DC13PC.

e For DMPC og DMPC-d54 ser jeg sidetoppe i ripple fasen, men de
optreeder ikke altid lige tydeligt igennem hele ripple fasen. Dette kan
muligvis skyldes, at ripple fasen er lang tid om at stabilisere sig, og
at jeg ikke har givet lang tid nok i eksperimenterne. For DC13PC ser
jeg kun svage eller ingen sidetoppe overhovedet, og dette har muligvis
samme forklaring. Effekten af at give lang stabiliseringstid er dog ikke
stor, idet jeg kun ser lidt tydeligere sidetoppe, og variationen i repeat
distance er usendret.

o Jeg ser generelt for alle serier en stgrre intensitet i toppene og smallere
toppe 1 den flydende krystallinske fase end i ripple fasen. Umiddelbart
vil jeg tro, at det skyldes stgrre gitterorden i den flydende krystallinske
fase.

o Ligeledes er det generelt for alle serier, at forholdet mellem bredden af
fgrste og anden ordens toppene er stgrre i ripple fasen end i den flydende -
krystallinske fase. Dette er mere udpraeget for DMPC og DMPC-d54,
hvor forholdet er ca. 3-4 1 ripple fasen mod ca. 1.5-2 i den flydende
krystallinske fase, end for DC13PC, hvor det er ca. 2-3 i ripple fasen
mod ca. 1-2 i den flydende krystallinske fase. P4 grund af smearingen
er disse afleeste forhold lidt for store (se afsnit 6.2). Dette passer ikke
godt med en parakrystallinsk model for de multilamellare vesikler, som
forudsiger, at forholdet er ca. 4, og at toppene er bredere i den flydende
krystallinske fase end i ripple fasen (idet repeat distance falder i den
flydende krystallinske fase); jvf. ligning 6.1. Der er stgrre mulighed for,
at det passer med Caillés n-koefficienter, som kan variere med bade
kompressibilitetsmodulus, elasticitetsmodulus, temperatur og g-veerdi
for toppenes position.
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Kapitel 7
Resultater

I dette kapitel vil jeg koncentrere mig om at se pd de resultater, jeg far
efter desmearingen af de eksperimentelle data. Det eneste, jeg vil se pé i
de desmearede spektre, er positionen af toppene. Efter desmearingen kan
toppenes form ikke lzengere gives nogen fysisk fortolkning, idet den i for hgj
grad atheenger af de konkrete parametre i desmearingsprocessen.

Jeg opdeler kapitlet s& de forskellige lipider fgrst behandles hver for sig,
hvorefter jeg sammenligner resultaterne for lipiderne i en opsamling.
Allerfarst vil jeg dog beskrive de problemer, jeg er stgdt pa i forbindelse med
desmearingen, og hvordan jeg har forsggt at lgse dem.

7.1 Problemer ved desmearing

Nar man skal udfgre en desmearing af et spektrum fra Kratky kameraet med
ITR-proceduren (se afsnit 4.3), er der en del parametre, som skal szettes. Der
er specielt tale om

e afgreensning af spektret mht. g-veerdi (kun datapunkter, der ligger in-
denfor filtergreensen kan tages med, og det vil ikke veere ngdvendigt at
tage hgje g-veerdier (hvor der kun er baggrund) med).

° st¢jniVeau. Denne parameter bestemmer, hvilke omréader top genken-
delsesproceduren anerkender som toppe, og hvilke der anses for at vaere

stg).

e antal datapunkter i de forskellige omrader af spektret. Der tages mange
punkter med i de omréder, hvor der er toppe og fa 1 de omréder, hvor
der ikke er toppe.
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e antal spline-funktioner.
e \-vaerdien for stabilisering.

e mange andre parametre, som jeg ikke vil beskrive neermere, da jeg ikke
har varieret dem. Som eksempel kan neevnes skridtleengden i g-veerdi
for ekstrapolation til ¢ = 0 (denne har jeg som den eneste af disse
parametre rent faktisk varieret ganske f& gange, da programmet ellers
ikke kunne kgre).

Det kan veere ganske sveert at styre samspillet imellem variationer af alle disse
forskellige parametre. Man varierer parametrene for en desmearing, indtil
man er tilfreds med desmearingen. Jeg har fortrinsvis brugt to kriterier for,
hvornar en desmearing er god: ‘ '

e Den smearede desmearede funktion, som man fitter til de eksperimen- °
telle data, skal have top-position ved samme g-veerdi som de eksperi-
mentelle data (og toppens form skal ligne den eksperimentelle top).

o Den desmearede funktion skal have symmetriske toppe (ellers er det
sveert (og slet ikke entydigt) at finde deres centrum).

Jeg fokuserer altsd p& toppene i vurderingen af en desmearing. Resten af
spektrene imellem toppene vil jeg ikke tilleegge s& stor vaegt; der kan godt
vaere store oscillationer i den desmearede funktion, og den smearede behgver -
ikke ngdvendigvis at ligne den eksperimentelle godt.

Dette skyldes naturligvis, at jeg fortrinsvis er interesseret i at bruge spektrene
til at finde toppenes ngjagtige positioner. Da de variationer, jeg er "pé udkig
efter", oven i kgbet er meget sma (fa Angstrgm) er det essentielt, at jeg
afleeser toppenes position korrekt.

Det sker meget sjzldent, at begge de to kriterier bliver fuldsteendigt opfyldt
p4 en gang, og resultatet vil basere sig pa en subjektiv vurdering foretaget
med det blotte gje. Denne kan veere sveer at foretage, og man kan let blive
udsat for synsbedrag af forskellige slags. Der kan derfor ske det, at to spektre,
som for de eksperimentelle data syner ens, kan give meget forskellige top-
positioner og grad af symmetri efter desmearing. Der er s ikke andet at ggre
end at prgve at desmeare om igen.

Alt i alt lyder desmearingen som en meget speget affeere, men efterhdnden
som man far en traening i at ggre det, begynder det at g& nemmere. Det kan
dog ikke undgds at visse spektre giver store problemer og er sveere at desmeare
tilfredsstillende. Punkter i de fglgende karakteristikker for repeat distance,
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Figur 7.1: Et eksempel pad et desmearet spektrum, der har store oscillationer
ved lave g-vaerdier. De tilhgrende eksperimentelle data er ogsa vist.

som er fremstillet fra sidanne spektre, vil jeg markere med en ring. Jeg vil
kort beskrive nogle af de konkrete aspekter, der kan vare problematiske i en
" desmearing.

Et problem, som jeg typisk stgder pd, er at den desmearede funktion udviser
meget store oscillationer for smé q-veerdier. Jeg har vist et eksempel pd dette
i figur 7.1. Da de kan ligge meget teet pd fgrste ordens toppen, kan de have
den effekt, at toppen bliver steerkt asymmetrisk, og nummer to kriterie for
en god desmearing er dermed ikke opfyldt. Man kan forsgge at athjeelpe det
ved at afgrzense det malte spektrum teattere pd g = 0 og ved at tage feerre
punkter med i omradet op til den fgrste top. Det kan ogsd hjelpe at sndre
A-veerdien. Det er dog en effekt, som er meget sveer at komme af med, og nok
den stgrste arsag til asymmetriske toppe 1 de desmearede funktioner.

Et andet problem, jeg ofte stgder p4, er at positionen af den smearede funk-
tions toppe ligger lidt forskudt i forhold til de eksperimentelle data, selvom
resten af toppens form er meget lig den eksperimentelle. Dette er illustreret
i figur 7.2. Dette problem kan som oftest lgses ved at sznke A-veerdien, men
seenkningen kan til gengeeld i nogle tilfeelde have implikationer i forhold til
toppens symmetri. Man kan s& evt. prgve at gge antallet af spline-funktioner,
men dette kan ogsd medfgre stgrre oscillationer.
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Figur 7.2: Et eksempel p4 at den smearede funktlons top ligner den eksperi-
mentelle meget, men har en lidt forskudt position af top punktet.

Efter desmearing bruger jeg kun afleesning af fgrste ordens toppenes positio-
ner til at finde karakteristikker for repeat distance. Anden ordens toppene
bliver alt for asymmetriske, til at de kan bruges.

Der er stgrst problemer med desmearingen for de spektre, hvor der er mest
stgj. Som beskrevet i sidste kapitel er der en del mindre statistik for de forste
spektre, jeg tog, end de senere, og det er da ogséd dem, der giver de stgrste
problemer. Alle disse spektre med megen stgj har jeg desmearet flere gange
uafheengigt af hinanden og med forskellig veegt pa de to kriterier. Dette har
givet forskellige karakteristikker for repeat distance. Jeg ma da fo1s¢ge at
tage stilling til, hvilken karakteristik, jeg stoler mest pa.

De spektre, hvor der er mindre stgj, er alle meget mindre komplicerede at
desmeare, s& der har jeg kun gjort det én gang (men grundigt naturligvis).

Som en generel ledetrad for, hvorvidt de D-karakteristikker, jeg opnar efter
desmearingen er fornuftige, vil jeg fortrinsvis bruge en sammenligning med
plottene af de rd data vist i kapitel 6.

7.2 DMPC

For DMPC har jeg lavet to serier, hvor den ene har meget stgj, og desmea-
ringen af de rd data ikke var problemfri, mens den anden ikke havde meget
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stgj, og desmearingen stort set var problemfri.

Efter desmearing af spektrene aflaeses alle Bragg-toppenes positioner som
centrum for de tilsvarende lorentz-kurver, hvorefter de omsaettes til veerdier
for repeat distance ved ligning 4.7. For fgrste serie p& DMPC har jeg gjort
dette to gange. Dette resulterer i karakteristikker for repeat distance vist i
figur 7.3. Det er bemaerkelsesvaerdigt for begge desmearinger, at anden op-
varmning giver en betydeligt stgrre anomal top end fgrste opvarmning. Dette
sas kun svagt for de r3 data. Der er igvrigt ikke stor forskel pa de to desme-
aringer. Den stgrste forskel er, at niveauet for repeat distance i ripple fasen
er en smule hgjere for anden desmearing end for fgrste. Dette er ikke si
meerkeligt, da jeg som kriterie for anden desmearing har lagt stor veegt pa, at
fgrste ordens toppen blev symmetrisk. P4 denne méde har jeg kunnet "skeere"
den nedre del af toppen, der indeholder sidetoppen fra ripple-leengden, fra i
afleesningen. Dette imgdekommer Nagle’s formodning om, at negligering af
sidetoppen giver en kunstigt lav veerdi for D. Af denne grund veelger jeg ogsé
at tro mere pa anden desmearing end pa farste.

For b&de fgrste og anden opvarmning (anden desmearing) i figur 7.3 er repeat
distance i ripple fasen ca. 66-66.5 A. I den flydende krystallinske fase ender
repeat distance pa ca. 64-64.5 A. Den anomale top ligger for fgrste og anden
opvarmning hhv. ca. 0.5-1 A og ca. 1-1.5 A over niveauet for ripple fasen. Da.
usikkerheden er p& ca. £0.2 A, er der alts en signifikant anomal top.

For anden opvarmning ligger de fgrste par punkter lidt hgjere end niveauet
for resten af punkterne, og dette stemmer godt overens med, hvad jeg iagttog
for de ra data.

Ved desmearing af anden serie pd DMPC har jeg brugt samme princip som
ved anden desmearing af fprste serie. Dvs. jeg har lagt stor veegt pé, at fgrste
ordens toppene i de desmearede spektre var symmetriske for pa4 denne méade
at separere sidetoppene fra. Dette har givet gode desmearinger generelt (da
der ogsd var en del mindre statistisk stgj i denne serie), og jeg har derfor
kun desmearet én gang. D-karakteristikkerne for de tre opvarmninger er vist
i figur 7.4. :

For alle tre opvarmninger er niveauet for ripple fasen ca. 65-65.5A. Niveauet
for den flydende krystallinske fase ender pa 62.5-63A, og den anomale top
ligger ca. 0-0.5A over niveauet for ripple fasen. Dette er i overensstemmelse
med de ra data. Der er ikke neaevneveerdig forskel p4 de tre opvarmninger.
Generelt ligger de fgrste 2-3 punkter hgjere end niveauet for de efterfglgende
punkter i overensstemmelse med observationerne for de r3 data.

lalt har jeg set, at den anomale top i repeat distance observeres for DMPC
ved rgntgenspredning. Den varierer i stgrrelse fra 0-1.5A, men ses ikke s&
stor som den rapporteres for SANS eksperimenter i [Hgnger et al., 1994] (ca.
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Figur 7.3: Karakteristikker for repeat distance for DMPC fgrste serie vist for (a)
fgrste desmearing og (b) anden desmearing. For hver desmearing er vist karakte-
ristikken aflaest for hhv. fgrste og anden opvarmning, fgrste ordens toppene. De
punkter, hvor desmearingen har vaeret darlig, er markeret med en ring.
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4-5 A). Heller ikke niveauerne for repeat distance i de to faser svarer til
de niveauer, der ses i SANS eksperimenterne. Dette skyldes formodentlig,
at bufferen, som lipiderne oplgses i, har forskellig sammensatning 1 ekspe-
rimenterne (jeg har forsggt at minimere antallet af forskellige kemikalier i
solventet).

Jeg har prgvet at fitte en potens lov med kritisk eksponent til D-
karakteristikken i den flydende krystallinske fase for alle opvarmninger i begge
serier. Den kritiske eksponent antages at veere ¢ = 1 jvi. afsnit 3.1, séledes
at funktionen, der fittes med er

k

D(T) = Do + m

(7.1),
hvor D, T. og k er frie parametre og i = 1. Fittet udfgres med en ikke-
linezer mindste-kvadrat rutine i GENPLOT. Det giver kurver og parametre
som vist 1 figur 7.5. Det angivne x? er summen af kvadraterne pa forskellen
imellem de eksperimentelle punkter og den fittede kurve. De angivne o’er er
de variationer, der skal pafgres de enkelte parametre for at fordoble x2. Det
er gode fit (set udfra veerdierne af x?), der giver en pseudokritisk temperatur
ca. 2—3°C under faseovergangstemperaturen (her er overgangstemperaturen
taget som det mélepunkt, hvor D-karakteristikken "vender'"). Da fitning af
potens love med kritiske eksponenter til eksperimentelle data er kendt som
et meget tvetydigt og tvivlsomt omréde, er jeg gaet lidt grundigere til veerks
med dette. I fgrste omgang prgvede jeg at lade den kritiske eksponent vaere
en fri parameter i fitningen, men dette gav ikke noget fornuftigt resultat. Det
gav et darligere fit, end nér jeg fastholdt den kritiske eksponent til 1. Jeg
benyttede derfor en anden metode, hvor jeg udnyttede, at D — Do versus
T —T. i et log-log plot skal give en ret linie, hvis kurven fglger en potens lov:

log(D — D) = logk — ¢ log(T — Tt) ‘ (7.2)

Jeg plottede da data fra anden serie DMPC i et sidant log-log plot, bestemte
manuelt de veerdier af Dy og T, der gav den bedste rette linie, og kunne af-
lzese —1 og log k som hhv. heeldningen af linien og liniens skeeringspunkt med
y-aksen. Hvis der fandtes en entydig lgsning, ville den kunne bestemmes pa
denne made. Det viste sig dog ikke at veere tilfeeldet. Det var muligt at finde
mange sammenhgrende veerdier af Dy og T, der gav lige gode rette linier, og
vidt forskellige veerdier for 9 og k. For forskellige Te-veerdier, kunne jeg lave
et lige godt fit til en ret linie hver med forskellig Do-veerdi. I tabel 7.1 har
jeg angivet resultaterne af fit til tre rette linier med forskellige par af Do og
T,. Graferne med plottene er ikke vist, da det ikke er til at se forskel p& hvor
gode de er med det blotte gje.
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| Do | T —To [logk [ [X° |
6.35 nm | 2.16 -0.0149 | 1.18 | 2.7¢-02
6.3 nm | 1.66 -0.20 [ 0.77 | 1.1e-02

6.37 nm | 4.36 0.849 2.04 | 3.4e-02

Tabel 7.1: Tabel for fit til en ret linie i et log-log plot med manuelt bestemt Dg
og T, og de fundne sammenhgrende vaerdier for ¢ og k.

Konklusionen mé4 blive, at der ikke er nok information i dataene til at fitte,
nar der er fire frie parametre. Den parameter, det er mest oplagt at kunne
udelukke er Dy, men jeg har desveerre ikke malt i et stort nok temperatur-
omrade til at kunne bestemme Dy. Man kunne forestillé sig, at man udfra
de tilgeengelige data kunne give et godt bud p& Dy, men i.tabel 7.1 ses det,
hvor stor forskel det ggr at eendre Dy indenfor bare 0.1 nm.

For de fglgende kurver (DMPC-d54 og DC13PC) vil jeg vise fittene med
den kritiske eksponent fastsat til 1. Det er vigtigt at huske, at den eneste
information, man kan drage af disse fit er, at hvis man antager at den kritiske
eksponent er 1, s& kan man finde veerdier for T;, Dy og k, og man far et tal, x2,
for, hvor godt et fit, det giver. Selv hvis det er et godt fit, har man ikke vist,
at den kritiske eksponent skal veere 1, da data ikke indeholder information
nok til dette.

7.3 DMPC-d54

De to af serierne pa deutereret DMPC har meget stgj, og er derfor desmearet
to gange, mens den tredie ikke gav problemer, og kun er desmearet en enkelt
gang. Karakteristikkerne for repeat distance i fgrste serie er vist i figur 7.6.
Den anomale top er mindre for fgrste opvarmning end for anden opvarmning
i begge desmearinger. Her er der ikke s& stor forskel p& niveauet for repeat
distance i de to desmearinger, selvom jeg har brugt samme princip for de to
desmearinger som for fgrste serie ikke-deutereret DMPC. Den stgrste forskel
for de to desmearinger her er afvigelserne fra punkt til punkt i veerdi. Anden
desmearing giver en meget mere glat karakteristik i den flydende krystallin-
ske fase end fgrste. Jeg veelger igen at tro mest p&d anden desmearing. For
temperaturer mindre end T, ses der for begge opvarmninger en tydelig ten-
dens til et fald i repeat distance med stigende temperatur. Dette ses ogsa for
de r& spektre ved de laveste temperaturer (figur 6.9).

Niveauet for repeat distance i ripple fasen er ca. 66.5-67A, mens det i den
flydende krystallinske fase ender pa ca. 64.5A. Stgrrelsen af den anomale top
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Figur 7.6: Karakteristikkerne for repeat distance for (a) fgrste desmearing og
(b) anden desmearing af DMPC-d54 1.serie. For hver af de to er vist aflaesninger
for fgrste og anden opvarmning, fgrste ordens toppene. Punkter aflaest fra meget
asymmetriske toppe er markeret med en ring.
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er for fgrste og anden opvarmning hhv. ca. lA og 1-1.5A over niveauet for
ripple fagsen. Dette stemmer nogenlunde overens med tallene fra de ra data.

I anden serie adskiller fgrste og anden opvarmning sig betydeligt fra hinanden
i ripple fasen (se figur 7.7). Fgrste opvarmning viser samme faldende tendens
i repeat distance som begge karakteristikkerne i fgrste serie, mens anden
opvarmning ikke viser denne tendens. Det ses i figur 7.7. Tveertimod er repeat
distance konstant i hele ripple fasen i anden opvarmning. Dette ses ogsd for
de rd data.

Niveauet for repeat distance i ripple fasen er ca. 66-66.5A, mens det i den
flydende krystallinske fase ender p& ca. 63.5A. Den anomale top er for forste
opvarmning ca. 0.5A over ripple fase niveauet, mens den for anden opvarm-
ning er ca. 1A over.

For tredie serie burde desmearingen vaere forlgbet forholdsvis smertefrit, idet
der ikke var megen stgj p& spektrene, men for forste opvarmning var der et
problem med filteret (ogsd omtalt i kapitel 6), som desveerre bevirkede, at
dette ikke var tilfaeldet. Karakteristikkerne for repeat distance er vist 1 i figur
7.8.

Niveauet for ripple fasen er ca. 65-66A og for den flydende krystallinske fase
ender det pé ca. 63.5-64A. Toppen har stgrrelserne hhv. ca. 0.5-1A og 1.5A.

For deutereret DMPC(-d54) observerer jeg en anomal top med SAXS. Li-
gesom for fgrste serie pa ikke-deutereret DMPC observerer jeg en tendens
til, at anden opvarmning kan give en stgrre anomali end fgrste opvarmning.
Stgrrelserne af de anomale toppe adskiller sig ikke fra stgrrelserne observeret

for DMPC. '

Ogsa her har jeg fittet et potens lov fald med kritisk eksponent 1 (se ligning
7.1) til karakteristikkerne i den flydende krystallinske fase, og resultaterne
er vist i figur 7.9. Jeg har ikke fittet for tredie series fgrste opvarmning, da
karakteristikken var for darlig til at det gav mening.

Dette giver gode fit, hvor den pseudokritiske temperatur findes til at ligge
ca. 1 — 2°C under faseovergangstemperaturen, dvs. lidt taettere end ikke-
deutereret DMPC. ‘
Jeg har ikke her prgvet at g& grundigere til veerks med fitningen, da jeg alle-
rede for DMPC viste, at det ikke giver nogen mening. Der er ikke information
nok i data til at finde entydige sammenhgrende veerdier for T;, Do, ¥ og k.
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74 DC13PC

Karakteristikkerne for repeat distance for de tre serier er vist i figurer 7.10,
7.11 og 7.12. Der var ikke store problemer med desmearingen, da der var god
statistik pa alle tre serier.

De absolutte niveauer for repeat distance for DCI3PC er betydeligt lavere
end for DMPC og DMPC-d54. Stgrrelsen af den anomale top er dog generelt
stgrre.

Niveauet for ripple fasen er ca. 63-64A, for den flydende krystallinske fase
ender det pa ca. 60.5-61A og toppen er ca. 1-2A over niveauet i ripple fasen. (I
den tredie serie ligger niveauerne en smule lavere end i fgrste og anden serie).
I anden og tredie serie ses der en lille tendens til at den anomale top er stgrre
i anden opvarmning end i fgrste opvarmning. I tredie opvarmning er toppens
stgrrelse ca. som i anden opvarmning. Dette stemmer kun overens med de ra
data for tredie serie. For anden serie viste de ra data, at den anomale top er
lidt mindre 1 anden opvarmning end i fgrste opvarmning, og en del stgrre 1
tredie opvarmning. I anden serie ser jeg en tendens til, at de forste punkter
ligger lidt over niveauet i ripple fasen, og dette er i overensstemmelse med
der4 data.

Ogsé for disse karakteristikker fitter jeg et potens lov fald med kritisk ekspo-
nent ifglge ligning 7.1 i den flydende krystallinske fase, og resultaterne er vist
i figur 7.13. Disse fit er ikke helt som forventet. Det er generelt anerkendt,
at jo kortere lipidernes fedthale er, jo teettere er faseovergangstemperaturen
pé det pseudokritiske punkt. Disse fit giver dog pseudokritiske punkter, der
er ca. 2 — 6°C under faseovergangstemperaturen, dvs. fjernere end for bade
DMPC og DMPC-d54. Det skyldes ikke, at der er tale om darlige fit, for de
er lige s& gode som alle de forrige fit. Det m4 skyldes noget andet.

Det kan f.eks. skyldes, at 1 ikke er den rigtige veerdi for den kritiske eks-
ponent, og at man med en anden veerdi (eller en anden funktionel form for
kurven) ville finde fit, der gav en lavere T,-veerdi for DC13PC, end for DMPC
og DMPC-d54. Dette lader ikke til at veere tilfeeldet, idet jeg har prgvet at
fitte med veerdier for den kritiske veerdi imellem 0.5 og 2, men ikke ser noget
mgnster for, hvad der giver bedste fit.

Det kunne ogsé skyldes, at prgverne har en dérligere kvahtet f.eks. med hen-
syn til stabilisering, s& data-punkterne ikke er korrekte. Imod dette taler dog
den 4. serie pd DC13PC, som har fiet lang stabiliseringstid. De r& data fra
. denne serie afskiller sig ikke veesentligt fra de tre andre serier. En darlig kva-
litet kan ogsé have at ggre med lamellariteten af prgverne. Hvis en vesikel har
en lav lamellaritet (dvs. antallet af lameller i vesiklerne er lavt), vil udtryk-
ket for Helfrich’s repulsive undulationskraft ikke veere som i ligning 2.20. Ud-
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Figur 7.13: Fitning af potens lov fald med kritisk eksponent 1 i den flydende
krystallinske fase for alle D-karakteristikker for DC13PC. P3 x-aksen er reduceret
temperatur T' — Ty, ‘
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trykket for Helfrich’s undulationskraft, som ifglge [Honger et al., 1994] skulle
veere skyld i den anomale top, er beregnet fra en model baseret pd en uendelig
stak af flade undulerende skiver, og tilnaermes altsd bedst, nar lamellariteten
er stor. P4 denne made kan ogsé den store forskel p& T,,, — T, der er imellem
de enkelte karakteristikker for DC13PC, forklares ved forskellig kvalitet af

prgverne.

7.5 Opsamling

Jeg kan konstatere, at det ikke er trivielt at udfgre desmearing af spektre,
som dem jeg har med at ggre, hvor der er skarpe Bragg-toppe med en lille
baggrund og mere eller mindre tydelige sidetoppe. Jeg har fortrinsvis valgt
som kriterium for desmearing, at de desmearede toppe er symmetriske, samt
at de smearede desmearede toppe er sammenfaldende med de eksperimentelt
malte. P4 grund af symmetri-kriteriet vaelger jeg forholdsvis lave A-veerdier
for desmearingen (dvs. vigtighed af stabilisering er lille), s& der bliver store
oscillationer imellem toppene. Til gengeeld far jeg valgt et udsnit af toppene,
der s& vidt muligt ikke omfatter sidetoppe. Desmearingen er svarere at ud-
fore jo mere statistisk stgj, der er p& spektrene.

De karakteristikker, jeg ser for repeat distance efter desmearing, stemmer
godt overens med de observationer, jeg har gjort for de ra data.

Jeg har for de tre lipider bestemt niveauerne for repeat distance i ripple fa-
sen, pa den anomale top og i den flydende krystallinske fase. For DC13PC er
niveauerne i de to faser ca. 2-3 A lavere end for DMPC og DMPC-d54, sva-
rende til at der er to feerre methylengrupper i hvert dobbeltlag. Til gengeeld
er den anomale top generelt lidt stgrre for DC13PC. Man kunne maske have
forventet, at den skulle veere endnu stgrre, hvis man sammenligner med for-
skellen imellem den anomale top for hhv. DMPC og DPPC (figur 3.1), men
dette kan heaenge sammen med kvaliteten af prgverne. Jeg ser nogle gange, at
den anomale top kan veere stgrre i en series anden opvarmning, end i den fgr-
ste opvarmning. Dette kan f.eks. skyldes, at lamellariteten af prgven er blevet
bedre i anden opvarmning. Det kunne ogsé have noget at ggre med, at ripple
fasens kvalitet er anderledes (evt. ikke stabiliseret nok) i anden opvarmning,
men jeg ser ingen forskel pa sidetoppene i spektrene for de pageeldende prgver
1 hhv. fgrste og anden opvarmning.

Jeg har fittet data-punkterne i den flydende krystallinske fase til ligning 7.1,
med den kritiske eksponent fastholdt til 1, og T, Do og k som frie parame-
tre. Det giver for alle kurver ret gode fit. Jeg har dog konstateret, at der ikke
er information nok i de eksperimentelle data til at fitte, hvis ikke man ken-
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der nogen af de fire frie parametre i forvejen. Nér jeg alligevel har foretaget
fittene er det for at fa informationen om parametrene, hvis man antager,
at man kender 9 til at veere 1. Med disse fit finder jeg, at T, for DMPC
er ca. 2 — 3°C under T, for DMPC-d54 er T, ca. 1 — 2°C under T, og for
DCI13PC er T, ca. 2—6°C under Ty,. Dette er generelt stgrre tal, end fundet i
[Lemmich et al., 1995] og [Mitaku et al., 1983]. Da det er generelt anerkendt,
at kritikaliteten af main faseovergangen stiger, jo lavere fedthaleleengden er,
passer det darligt, at jeg finder stgrre afstand mellem T, og T, for DC13PC
end DMPC og DMPC-d54. Det kan enten forklares ved, at 1 ikke er den
korrekte kritiske eksponent eller at kvaliteten (lamellariteten) af DC13PC
preverne er darligere end de andre prgver?.

1DC13PC havde en anden konstistens end DMPC béde i pulverform og oplgst (mere
"klistret"), og man kunne ogs3 forestille sig at de to lipider reagerer lidt forskelligt pa
praparationen af prgver.




Kapitel 8

Konklusion og diskussion

8.1 Konklusion

Jeg har malt med smavinkel rgntgenspredning pa prgver af tre lipider 1 ex-
cess vandig oplgsning; DMPC, DMPC-d54 (deutereret DMPC) og DC13PC.
For hvert lipid har jeg méalt spektre ved et antal temperaturer omkring main
faseovergangstemperaturen, 7,,. Af disse spektre uddrager jeg karakteristik-
ker for repeat distance som funktion af temperaturen henover T,,. I mine
eksperimenter ser jeg fplgende:

e Jeg kan med smévinkel rgntgenspredning observere en anomal swelling
for alle tre lipider best&dende af en anomal top efterfulgt af et anomalt
fald i repeat distance som funktion af temperaturen.

¢ Den anomale top er en smule stgrre for deutereret DMPC(-d54) end for
ikke-deutereret DMPC, mens repeat distance niveauerne i ripple fasen
og den flydende krystallinske fase er stort set ens.

e Den anomale top er stgrre for DC13PC, end for DMPC og DMPC-d54
(selvom der er enkelte malinger, hvor de to viser lige s& store toppe).
Repeat distance niveauerne i de to faser er for DC13PC ca. 2-3 A lavere
end for DMPC og DMPC-d54.

Udover disse konkrete "svar" p& problemformuleringen for specialet, kan jeg
uddrage fplgende informationer af eksperimenterne:

e Hvis jeg bruger sidetoppe til (10)- og (20)-toppene som en indikator
for ripple fasen, ser jeg tegn pa, at jeg har et stabiliseringsproblem for
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temperaturer teet pa 1), idet sidetoppene i mange af eksperimenterne
forsvinder.

e Jeg ser en stgrre intensitet i tbppene og smallere toppe i den flydende
krystallinske fase, end i ripple fasen. Umiddelbart ville jeg tro, at dette
kunne tilskrives stgrre gitterorden.

o Jeg ser et forhold imellem fgrste og anden ordens toppenes bredde,
der ikke stemmer godt overens med en parakrystallinsk model, da det
generelt er lavere end 4.

o Der er ikke information nok i de eksperimentelle data til at holde bade
den pseudokritiske temperatur, den kritiske eksponent, niveauet for
repeat distance i L,-fasen og proportionalitetskonstanten som frie pa-
rametre ved fitning til ligning 7.1. Ved fitning finder jeg adskillige sam-
menhgrende veerdier af de frie parametre, der giver lige gode fit.

Jeg vil nu anfgre argumenter for og imod hver af de to forklaringsmodeller for
den anomale swellingopfgrsel baseret pd mine eksperimenter og overvejelser.
Den forklaringsmodel, der praesenteres i afsnit 3.1, kalder jeg "Unbinding
modellen", og den, der praesenteres i afsnit 3.2 kalder jeg simpelthen "Nagle’s
model".

Argumenter for "Unbinding": Argumenter for "Nagle’s model":
o Jeg observerer anomale toppe e Jeg observerer top-bredder,
i mine eksperimenter. der kan passe bedst med Cailles

' n-koefhicienter.
e Toppens afhengighed af fedt- o Eksperimenterne i [Zhang et al., 1995]
hale leengden (pa grund af har meget omhyggelig kontrol med
kritikalitetens afheengighed) er stabilisering og termisk hysterese,
opfyldt for bide mine eksperi- samt god oplgsningsevne [Nagle].
menter og neutronsprednings-
eksperimenterne.
¢ Potenslov med kritisk
eksponent 1 giver gode fit
for bade mine data og data fra
neutronspredningseksperiment-
erne.
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Argumenter imod unbinding: Argumenter imod Nagle’s model:

e Ripple fasens kvalitet teet e 1 bgr aendre sig teet
pé Ty, er tvivlsom, s& pa T, da andre eksperi-
repeat distance niveauet i . menter viser, at bade & og
ripple fasen er tvivlsomt K har anomal opfgrsel her.
(for mine og muligvis ogsé '
neutronsprednings-
eksperimenterne). ,
e Der er ikke nok mformatlon ¢ Da jeg observerer en anomal top
1 data til at fitte potens ma Nagle’s model implicere, at '
lov, nar der er fire frie selve lipidlaget kan veere
parametre. tykkere i den flydende fase, end
1 ripple fasen, hvor keederne er .
udstrakte.

¢ Den parakrystallinske
model, der bruges til at
opdele i vandlag og lipidlag,
holder ikke (ifglge toppenes
bredder i mine eksperimenter).

Mine eksperimenter giver mig ikke mulighed for at skelne utvetydigt imellem
de to forklaringsmodeller. Der skal mere information til, for at kunne ggre
det. Jeg vil alligevel udfra ovenstdende helde mest til unbinding-modellen,
da der er flest gode argumenter for denne, og da argumenterne imod den
ikke er endelige. De kan alle vise sig at kunne lgses ved brug af bedre/andre
eksperimenter, og en anden model-fitning. Argumenterne imod Nagle’s model
er det sveerere at imgdegi, og argumenterne for den ikke lige sa sléende som
argumenterne for unbinding-modellen (dog har Jeg ikke regnet konkret pé
det fgrste argument for Nagle’s model).

Alt i alt synes jeg mine eksperimenter mest understgtter unbinding-modellen.

8.2 Diskussion

For at opné mere information om feenomenet, s man kan skelne bedre imel-
lem de to forklaringsmodeller, kan man bruge to fremgangsméader; man kan
enten forsgge yderligere model-fit til de foreliggende data, eller man kan ud-
fgre nye eksperimenter og fa supplerende data.

Som et fgrste tiltag kunne man f.eks. forsgge at bruge en simpel model med
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en antagelse om lipidernes specifikke volumen til at beregne selve lipidlagets
tykkelse, D; [Janiak et al., 1979]

(8.1)

!

D, =
I(1+

1—
=)

Sl|§

hvor ¢ er vaegtforholdet imellem vand og lipid (lipid/(lipid+vand)) i vesik-
lerne, og v, og v; er hhv. vands og lipidets specifikke volumener. For fuldt
hydrerede prgver er ¢ givet som det vaegtforhold, hvor den fulde hydrering
opnés. Jeg kan f.eks. for mine eksperimenter p4 DMPC beregne hhv. lipidla-
gets og vandlagets tykkelse pd denne méde. I ripple fasen (D = 66 A) finder
jeg saledes, at D; = 46 A og D,, = 20 A (det specifikke volumen er fundet i
[Cevc] til at veere 0.94 cm3g~! og veegtforholdet for fuld hydrering er fundet
i [Janiak et al., 1979] til at veere 0.29 %). I den flydende krystallinske fase
(D = 64 A) finder jeg, at D; = 45 A og D,, = 19 A (ogs& her er det speci-
fikke volumen fundet i [Cevc] til at veere 0.975 cm3®g~!). Hvis man skal bruge
denne formel pa faseovergangenstemperaturen, skal man kende det specifikke
volumen af lipiderne her eller ggre brug af en antagelse om stgrrelsen udfra

stgrrelserne i de to faser. Jeg kender ikke til nogen eksperimenter, der har -

fastsat det specifikke volumen pa faseovergangstemperaturen, og det ma veere
sveert at finde pa grund af kritikaliteten af faseovergangen. Det giver pa den
anden side heller ikke megen mening at bruge en antagelse om stgrrelsen,
~da der allerede 1 en sddan mé ligge en stillingtagen til lipidlagets variation
henover faseovergangen.

Man far altsd ikke mere information ud af at bruge en sddan simpel model.
Man kan s ty til de mere komplicerede modeller, hvor en forventet inten-
sitetsfunktion for spredningen fra prgverne kan beregnes. En sddan model
vil indeholde et antal frie parametre, som findes ved fitning til de eksperi-
mentelle data, hvorved ny information, f.eks. om vandlagets og lipidlagets
tykkelse, opnés.

Den allerede omtalte én-dimensionale parakrystallinske model er et eksempel
pa dette. Modellen indeholder nogle antagelser om, hvordan prgven spreder,
hvis rigtighed er forudsetning for, at de frie parametre, som fittes, far me-
ningsfulde stgrrelser. Antagelserne i den parakrystallinske model gér i det
veesentlige pé, at en prgve kan opfattes som en masse segmenter, der hver
iszer er en stak af N dobbeltlag, der ikke krummer. Hver af de N dobbelt-
lag har en middelposition, som kan fluktuere gaussisk uafhaengigt af hinan-
den. Segmenterne antages ikke at vekselvirke. I [Lemmich et al., 1995] er en
parakrystallinsk model for lipiderne med 8 frie parametre, bl.a. vandlagets
tykkelse, lipidlagets tykkelse og lamellariteten, fittet til maledata fra neu-
tronspredningseksperimenter. De tykkelser, der er kommet ud af det, kan ses

P T N
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i figur 3.3 (leeg meerke til, hvor meget de adskiller sig fra tykkelserne bereg-
net med den simple model ovenfor). Jeg mener det er tvivisomt, i hvor hgj
grad forudsetningerne for den parakrystallinske model er opfyldt. Dels ser
jeg i mine data top-bredder, der antyder, at en parakrystallinsk model ikke
er brugbar, dels er det i [Zhang et al., 1995b] vist, at sdkaldt "modificeret
Caillé teori" [Zhang, Suter og Nagle, 1995] fitter bedre, isezer for hgjere or-
dens toppe. Denne teori bygger pa de allerede omtalte Caillé n-koeflicienter.
Jeg har allerede flere gange omtalt (f.eks. afsnit 6.2), hvordan toppenes form
i et spektrum asymptotisk afthenger af n-koefficienten. Til de eksperimen-
telle data fittes en funktion, som er et produkt af en modificeret struk-
turfaktor og kvadratet pa formfaktoren. Formfaktoren giver essentielt elek-
trondensitetsprofilen i et enkelt dobbeltlag. Den modificerede strukturfaktor
[Zhang, Suter og Nagle, 1995] tager hgjde for, at der kan optreede smektisk
uorden i vesiklerne, dvs. at de enkelte dobbeltlag kan undulere, og det er i
hgj grad pa dette punkt, at modificeret Caillé teori adskiller sig fra parakry-
stallinsk teori.

Det ville veere oplagt at prgve at fitte disse to modeller til mine eksperi-
mentelle data, men desveerre er det ikke s& simpelt. P& grund af den store
eksperimentelle smearing af spredningen, som der sker i Kratky kameraet,
mé& man fgrst smeare modellen, inden der fittes. Dette introducerer endnu
en frihedsgrad i form af beamets profil i fitningen. Det vil ikke veere muligt
at ggre det omvendt - fgrst desmeare de eksperimentelle data, og derefter
fitte modellen - da desmearingen er alt for usikker. Formen af det desmea-
rede spektrum er alt for fglsomt i forhold til de parametre, der veelges under
desmearingen; de genkendte toppe, antallet af punkter, antallet af spline-
funktioner og stabiliseringsparameteren. Man skal altsd bruge et program,
der smearer modellen med de relevante beamprofiler, inden der fittes. Et s&-
dant program har jeg ikke haft adgang til.

Grunden til, at det ikke har veeret ngdvendigt i forbindelse med neutrons-
predningseksperimenterne og hgj resolution rgntgeneksperimenterne er, at
der i begge tilfeelde bruges en pinhole kollimering, hvor beamet er prikformet
istedet for aflangt. Dette giver ikke s& stor eksperimentel smearing, som man
ser med et Kratky kamera.

Det andet tiltag, man kan ggre for at fi mere information, er at udfgre nogle
flere eksperimenter, der supplerer med nye data.

Fgrst og fremmest mé& man prgve at se pd, hvordan kvaliteten af ripple fasen
kan forbedres. F.eks. kan man prgve at lade prgverne starte med at stabilisere
i gel fasen, hvorefter man heever temperaturen til ripple fasen, og giver god
tid til stabilisering (ifglge John F. Nagle [Nagle] kan der vare stor termisk
hysterese i ripple fasen).
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Jeg mener ogsd, at det ville vaere interessant at fa en mere detaljeret og syste-
matisk viden om betydningen af solventets specifikke sammensatning. Jeg
er ikke stgdt pa nogen litteratur omkring dette, men det vil veere et meget
omfattende arbejde at gennemfgre fra bunden.

Man kan ogsé udfgre eksperimenter som dem jeg har lavet, men hvor der er
tilsat membranstivende eller -blgdggrende stoffer eller blandinger af forskel-
lige lipider, for at undersgge, hvordan det pavirker swellingopfgrslen. Det kan
give mere viden om, hvilke krefter, der er i spil.

Et meget oplagt eksperiment vil veere at lave en karakteristik af prgver af
unilamellare vesikler, for at se, hvorvidt de udviser anomal swelling opfgrsel
omkring T,,. Det kan ggres med samme slags eksperimenter som dem, jeg
har lavet, blot med en anden dataanalyse, hvor elektrondensitetsprofilen for
en enkelt unilamellar vesikel kan findes udfra et spektrum. Hvis unbinding
modellen er korrekt, bgr der i en sddan prgve observeres en brat zndring af

~ elektrondensitetsprofilen henover faseovergangen svarende til figur 3.3.b.

Man kan lave eksperimenter med dynamisk lysspredning for at pavise, hvor- .
dan dobbeltlagene fluktuerer og undulerer omkring 7,,. Dette kan jeg dog
ikke ggre pa RUC, da vi ikke har udstyret.

Endelig kan man, udover spredningseksperimenter, forestille sig at male prg-
vernes mekaniske moduli henover T, med rheologiske mélemetoder. P4 denne
made kan anomalier i responsfunktioner detekteres og give en idé om stgr-
relsesordenen og naturen af faseovergangens kritikalitet. (P4 RUC vil man
ogsd kunne male den frekvensafhangige varmekapacitet og derigennem fa en
viden om relaxationstiden for ripple fasen). Sddanne eksperimenter vil nok
ikke veere simple at analysere, da de data, man kan opnéa vil veere for hele
prover, ikke for enkelte vesikler/dobbeltlag.

Alt i alt er der mange muligheder for at arbejde videre med dette emne. Der
er endnu ikke et entydigt svar p4, hvilken form for kontinuert faseovergang,
det er, der er i gang omkring T,,, og ger ferste ordens faseovergangen imel-
lem ripple fasen og den flydende krystallinske fase svag. Jeg mener, at mine
eksperimenter fortrinsvis understgtter "unbinding" modellen, der foreslar, at
det er en kritisk unbinding som fglge af kraftige undulationer af dobbeltla-
gene fordrsaget af en renormalisering af dobbeltlagenes krumningselasticitet.
Det er interessant at fastsla, hvilken forklaring, der er den korrekte, da det vil
give en basal viden om de essentielle kraefter i lipide dobbeltlag i et biologisk
interessant temperaturomrade. '
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