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KAPITEL 1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 BEDEUTUNG DER PHOSPHOLIPIDE

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Molekile gehdren ausnahmslos zur Klasse
der Phospholipide und besitzen eine fundamentale biologische Bedeutung in ihrer Rolle a's
Grundbaustein aller biologischer Membranen [z. B. Winter, 1990]. Durch ihre speziellen
Eigenschaften bilden sie sehr dinne (6-10 nm) und dennoch hochselektive und flexible
Permeabilitétsbarrieren, welche fir lebende Zellen essentiell sind. Solche biologischen
Membranen bestehen aus teilweise Uber einhundert unterschiedlichen Phospholipiden [z. B.
Dowhan, 1997] sowie Glykolipiden, Proteinen und Cholesterin und sind somit derart kom-
plex aufgebaut, dal’ es unmaoglich ist, anhand dieser Systeme detaillierte Aussagen Uber die
Eigenschaften einzelner Lipidtypen zu machen (Abb. 1):
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Abbildung 1. Schematische Darstellung einer biologischen Membran; Bild aus Winter [1990].

Aus diesem Grunde behilft man sich oftmals damit, lediglich Modellmembranen aus ein
bis drei unterschiedlichen Lipidtypen zu untersuchen, um so die entsprechenden Ruck-
schlusse auf das Verhalten dieser Komponenten in ihrer realen in-vivo-Umgebung ziehen zu
koénnen. Diesem Ansatz wird auch in der vorliegenden Arbeit gefolgt, wobei hier nur Sys-

teme mit maximal zwei verschiedenen Phospholipiden eingesetzt werden.
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1.2 MOLEKULARE STRUKTUR DER PHOSPHOLIPIDE

Generell besitzen Phospholipide einen Alkohol (entweder Glycerin oder Sphingosin) as
strukturelles Grundgertst [z. B. Stryer, 1991]. Daim folgenden ausschlief3dlich die Glycerin-
derivate betrachtet werden, mifdte man die entsprechenden Molekiile eigentlich genauer as
Phosphoglyceride bezeichnen, in Anlehnung an den géngigen Sprachgebrauch wird aber
dennoch die etwas weiter gefalite Bezeichnung ,, Phospholipide” verwendet.

sn-1- und sn-2-Position des Glycerin-,Rickgrates® sind mit langkettigen Fettséuren
verestert (14 bis 24 C-Atome bei 2-4 Doppelbindungen in biologischen Systemen [Blume,
1991]), wobei diese bei natlrlich vorkommenden Lipiden mit wenigen Ausnahmen as ge-
radzahlige Homologe auftreten [z. B. Koynova und Caffrey, 1998] und oftmals eine unter-
schiedliche Lénge innerhalb des Molekiils besitzen [z. B. Seelig und Seelig, 1980]. Die sn-3-
Hydroxylgruppe des Glycerins ist Uber eine Phosphodiesterbindung mit einem weiteren
Alkohol (der ,,Kopfgruppe*) verknupft, welcher recht unterschiedliche Strukturen besitzen
kann und das chemische und physikalische Verhalten des Lipids entsprechend beeinfluf3.
Abb. 2 gibt einen Uberblick tber die hier verwendeten Komponenten und beinhaltet gleich-
zeitig die bedeutendsten aller in der Natur vorkommenden Kopfgruppen [Stryer, 1991]:
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CH,— (CH,,—C — O — CH 0.

CH;—(CHp)—C — O — CH,

0]
m = 10 Dilauroyl (DL) X= -H Phosphatidsiiure (PA)
12 Dimyristoyl (DM) -CH,CH,N(CH,);* Phosphatidylcholin (PC)
14 Dipalmitoyl (DP) -CH,CH,NH;* Phosphatidylethanolamin (PE)
16 Distearoyl (DS) -CH,CH(OH)CH,OH Phosphatidylglycerin (PG)
-CH,CH(NH;")COO™  Phosphatidylserin (PS)
Abbildung 2: Schematische Darstellung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten

Phospholipide mit den entsprechenden Abkirzungen (eingeklammert): Fir
Dimyristoylphosphatidylglycerin ergibt sich beispielsweise das Kirzel DMPG
usw.



KAPITEL 1 EINLEITUNG

1.3 EIGENSCHAFTEN DER PHOSPHOLIPIDE

Die Funktionalitét der Phospholipide als Membranbausteine beruht auf ihrer molekula-
ren Struktur: So kann man in Abb. 2 deutlich einen hydrophoben Bereich (die beiden
Kohlenwasserstoffketten) erkennen, dem auf der anderen Seite eine hydrophile Kopfgruppe
gegenlberstent. Um diese Amphiphilie zu unterstreichen, werden die einzelnen Lipidmole-
kile meist schematisch in der folgenden Form dargestellt:

<~ Polarer
Kopf

'.

__-Kohlenwasserstoffschwanze

f

[
|II e
(1
1
Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Phospholipids; Bild aus Stryer [1991].

Die eigentliche Genialitét dieses Strukturprinzips wird dann offenkundig, wenn man Li-
pidmolekile in Wasser — dem einzigen biologisch relevanten Medium — suspendiert: Da
ndmlich die Solvatation der einzelnen Kohlenwasserstoffketten fur die Wassermolekiile
entropisch sehr ungiinstig ist, kommt es zu einer spontanen Aggregation, um diesen energe-
tischen Aufwand so gering wie moglich zu halten (hydrophober Effekt [z. B. Blokzijl und
Engberts, 1993]). Die entstehenden Strukturen werden zudem noch durch Dispersionswech-
selwirkungen zwischen den Ketten und eventuell auch Wasserstoffbriicken und el ektrostati-
sche Wechselwirkungen zwischen Kopfgruppe und den Wassermolekiilen stabilisiert, wo-
durch sie den Charakter einer zweidimensionalen Flissigkeit erhalten [Winter und Noll,
1998].
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In Abhangigkeit von der Art der Kopfgruppen und der Lange der Acylketten bilden die
Phospholipide unterschiedliche Uberstrukturen [Seddon, 1996], von denen die am haufig-
sten auftretenden in der folgenden Abbildung zusammengefaldt sind:

a)

e, M

doppel -

=

b) c)

Abbildung 4: Unterschiedliche Uberstrukturen von Lipiddoppelschichten im wasserigen Me-
dium: a) multilamellare Doppelschicht; b) multilamellares Vesikel; ¢) unila-
mellares Vesikel; d) hexagonale Phase; €) kubische Phasen; Abbildung nach
Galla[1988], Shinitzky [ 1993] und Seddon [1996].

Der generelle Aufbau von biologischen Membranen durch Lipiddoppelschichten (vgl.
Abb. 1) hat fir die Zelle eine ganze Reihe von Vortellen: So ,reparieren* sich die einzelnen
Schichten aufgrund des hydrophoben Effektes selbstéandig und stellen fur lonen und polare
Moleklle eine sehr wirkungsvolle Barriere dar [Stryer, 1991], besitzen aber andererseits
auch genugend Fluiditat, um beispielsweise Proteine einzulagern und in ihrer Funktion zu
unterstitzen, und ermoglichen ebenso durch die Bildung von Kandlen den gezielten
Stoffaustausch mit der Aufenwelt.

Phospholipide befinden sich in natlrlichen Membranen stets in ihrer lamellaren
Hochtemperatur- (oder , flUssig-kristallinen*) Phase [Seddon, 1996], welche durch die aus-
gepragte Beweglichkeit der Acylketten gekennzeichnet ist. Zudem existieren in Modell-
membranen aus ein oder zwei unterschiedlichen Komponenten noch eine Vielzahl anderer
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Phasen in Abhangigkeit von z. B. Kopfgruppe, Kettenlange, Zusammensetzung und Tempe-
ratur der jeweiligen Probe [z. B. Gruner, 1989; Seddon, 1996; Winter und Noll, 1998].

Von besonderer Bedeutung ist dabei der sogenannte Hauptphasenibergang von der be-
reits erwahnten fllssig-kristallinen Phase in die Tieftemperatur- (oder ,Gel“-) Phase bel
einer charakteristischen Umwandlungstemperatur Tr,. Er ist bei reinen Lipiden hochkoope-
rativ und mit einer sehr groRen Anderung der Systemenergie von iiber 20 kJ/(mol Lipid) bei
den hier untersuchten Reinsubstanzen verbunden [z. B. Blume, 1991], was hauptséchlich auf
die mit steigender Temperatur massive Zunahme an gauche-Konformeren in den Acylketten
zurtickzufthren ist [z. B. Winter und Noll, 1998]. Unterhalb von Ty, besitzen diese namlich
Uberwiegend eine starre all-trans-Anordnung, weswegen lebende Zellen auch stets darauf
bedacht sind, den flussig-kristallinen Charakter ihrer Membranen — etwa durch Einlagerung
von niedrigschmel zenden Lipiden — zu erhalten [Cullis et al., 1986].

Eine interessante Frage, die bis heute noch nicht eindeutig geklért ist, ist die nach der
Natur des Hauptphaseniibergangs bei reinen wasserigen Lipiddispersionen [z. B. Biltonen,
1990; Groll et a., 1996]. Hier stehen prinzipiell zwei Alternativen zur Debatte: Bei einer
Umwandlung , erster Ordnung* wrde die Enthalpie des Systems einen diskontinuierlichen
Sprung bei T =T, aufweisen und die Warmekapazitét c, entsprechend an diesem Punkt
(zumindest theoretisch) die Form einer unendlich hohen d-Funktion annehmen [Kortiim und
Lachmann, 1981], wiein Abb. 5 schematisch dargestellt ist:
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Abbildung 5: Schematische Darstellung von Enthalpie H und Warmekapazitét c, fur einen
Phasenibergang erster Ordnung; Diagramm aus Kortiim und Lachmann [1981].

Anschaulich betrachtet bedeutet dieses Phasenverhaten fur die einzelnen Molekile des
Ensembles, dal’ die Umwandlung bei T, spontan fir ale Teilchen stattfindet, ohne dal’ bei
geringfugig niedrigeren Temperaturen irgendwelche Anzeichen fir diesen Vorgang zu er-

kennen gewesen wéren.

In der Praxis liefert die Messung von ¢, alerdings aufgrund von mikroskopischen Ver-
unreinigungen der Probe und der endlichen Genauigkeit der Mef3gerédte ein wesentlich brei-
teres Signal, so dal? sie nicht mehr ohne weiteres von einer Umwandlung ,, zweiter Ordnung*
unterschieden werden kann. In diesem Fall weist H als Funktion von T einen kontinuierli-
chen sigmoiden Verlauf auf, und die dazugehorige c,-Kurve ghnelt in ihrer Form dem grie-
chischen Buchstaben Lambda (L ), weswegen Umwandlungen zweiter Ordnung auch oft als

L ambda-Ubergange bezeichnet werden [z. B. Prigogine und Defay, 1962]:

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Warmekapazitat fur einen Phasenubergang zweiter
Ordnung (Lambda-Ubergang); Diagramm nach Prigogine und Defay [1962].
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Betrachtet man den Verlauf der Warmekapazitatskurven, so wird schnell klar, dal3 eine
eindeutige Zuordnung von experimentellen Daten zu einer der beiden Typen sehr schwer ist.
Auf molekularer Ebene hingegen wére ein Unterschied deutlicher nachzuweisen, denn bei
L ambda-Ubergangen kénnen die einzelnen Molekiile — bildlich gesprochen — erkennen, daf?
sich das Ensemble T, ndhert, da die Fluktuationen mit steigender Temperatur kontinuierlich

zunehmen.

Zur theoretischen Beschreibung von kooperativen Phasentibergéngen hat sich das von
Ernst I1sing [1925] ausgearbeitete einfache Modell a's sehr geeignet erwiesen und dient auch
heute noch als theoretische Ausgangsbasis fur zahlreiche Computersimulationen. Der
Grundgedanke ist dabei der folgende: Das zu untersuchende Ensemble aus i Teilchen wird
auf einem festen d-dimensionalen Gitter angeordnet, so dal3 jedes Teilchen (welches genau
zwel energetisch unterschiedliche Zustande einnehmen kann) genau j néchste Nachbarn
besitzt. Die Gesamtenergie E des Systems besteht dann aus einem konstanten Term, welcher
lediglich von i abhéngt, sowie einem Anteil, der von dem Zustand der j Nachbarn beeinfluf
wird [z. B. Brush, 1967; Chandler, 1987]:

E=A3s,+Badss,. D
i i j
A und B sind hierbei vorgezogene Konstanten, und s ist ein Operator, welcher den Zu-

stand des entsprechenden Teilchens (1 oder —1) wiedergibt.

Durch die geeignete Wahl des Parameters B lassen sich prinzipiell Ubergange erster und
zweiter Ordnung mit beliebiger Kooperativitét unter Zuhilfenahme von Monte Carlo-Me-
thoden simulieren und auch analysieren [z. B. Mouritsen, 1984; Binder und Heermann,
1988], wodurch interessante erganzende Informationen zu den experimentellen Ergebnissen

gewonnen werden kdnnen.
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2  ZIELSETZUNG

Die generelle Zielsetzung der vorliegenden Arbeit, einen Beitrag zur Untersuchung des
Mischungsverhaltens von Phospholipiden zu liefern, 1&% sich in eine theoretische und eine

experimentelle Problemstellung untertellen:

Im theoretischen Bereich lag die erste Herausforderung darin, bereits existierende Mo-
delle zur Monte Carlo-Simulation von Lipidsystemen aus vorhandenen Publikationen zu
sichten, die relevanten mathematischen Formulierungen zu entwickeln und anschlief3end in
einen geeigneten Quellcode zur Durchfiihrung der entsprechenden Computersimulationen zu
Ubersetzen. Mit den hieraus gewonnenen Erfahrungen sollte dann der Versuch unternommen
werden, eigene Ideen bei der Simulation von Einphasen-/Zweikomponentensystemen bzw.
Zweiphasen-/Einkomponentensystemen umzusetzen und die Ergebnisse auf der Grundlage
der verwendeten physikalischen Modelle zu interpretieren. Als Hohepunkt wurde abschlie-
fend die Entwicklung eines Formelgebdudes zur Beschreibung von Zweiphasen-
[Zweikomponentensystemen ins Auge gefalit.

Auf experimenteller Seite wurde das Ziel angestrebt, wasserige PC/PE- bzw. PC/PG-
Systeme mit unterschiedlichen Kettenlangen auf ihre Mischbarkeit hin zu untersuchen.
Hierzu war es erforderlich, die bereits im Arbeitskreis vorhandenen kalorimetrischen Daten
zu vervollstéandigen. AulRerdem sollten die entsprechenden &guimolaren Gemische aus
jeweils einem deuterierten und einem undeuterierten Phospholipid hergestellt und
anschlieRend mittels ?H-NMR- und FTIR-spektroskopischer Methoden analysiert werden,
um auf diese Weise die beiden Komponenten der Mischungen getrennt voneinander
beobachten zu kénnen. Die benttigten perdeuterierten Lipide sollten vorher aus den
entsprechenden Fettsauren synthetisiert werden.
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3 VERWENDETE METHODEN

3.1 DiE MONTE CARLO-TECHNIK

3.1.1 EINFUHRUNG

Die Monte Carlo-Methode ist eine sehr universell einsetzbare Technik, welche u. a. ver-
wendet wird, um mathematische Probleme zu 16sen, bel denen eine exakte Berechnung gar
nicht oder nur mit sehr hohem Zeitaufwand mdglich wére. Sie wurde urspriinglich in den
USA gegen Ende des Zweiten Weltkrieges - vermutlich aus aktuellem Anlal3 - zur Simula-
tion von Neutronendiffusion in spaltbaren Materialien entwickelt und in einem Artikel von
Metropolis und Ulam [1949] erstmals als ,, Monte Carlo*-Methode bezeichnet. Dieser etwas
verwirrende Name ruhrt daher, dal3 eine sehr grof3e Anzahl von (Pseudo-)Zufallszahlen -
ahnlich wie bel einem Roulette-Spiel - benttigt wird, und nimmt daher Bezug auf das welt-
beriihmte Spielkasino in Monaco (Abb. 7)
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Abbildung 7: Spielkasino in Monte Carlo [http://www.monaco.mc/monaco/icons/]
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Von den beiden prinzipiellen Anwendungsfeldern, ndmlich der Simulation von zufali-
gen Prozessen (wie etwa der obengenannten Neutronendiffusion) und der Losung von klar
definierten, aber analytisch unlsbaren Gleichungssystemen, ist in bezug auf die Simulation
des Phasenverhaltens von Lipidsystemen nur letzteres von Bedeutung und soll im folgenden
naher beschrieben werden [Mouritsen, 1984; Mouritsen, 1990].

3.1.2 STATISTISCH-MECHANISCHE GRUNDLAGEN

Man geht von einem kanonischen Ensemble von N Tellchen aus, die in einem
d-dimensionalen Gitter angeordnet sind. Weist man nun jedem Teilchen dieses Gitters einen
ganz bestimmten Quantenzustand a zu, so entsteht ein sogenannter Mikrozustand (oder Mi-
krokonfiguration) j = {ay,a,8s,...,an} [Wedler, 1987] mit einer hieraus resultierenden Ge-
samtenergie. Letztere ist entartet, d. h. es existiert eine grof3e Anzahl von Mikrokonfigura-
tionen, durch welche dieselbe Gesamtenergie realisiert werden kann, so dal3 man algemein
die Menge aler Mikrozusténde mit solch einem gemeinsamen Merkmal as Makrozustand

bezeichnet.

Weiterhin setzt man voraus, dal3 das System ,, ergodisch” ist, d. h. jedes Teilchen kannim
Laufe der Zeit jeden erlaubten Energiezustand einnehmen [Wood und Parker, 1957]. Wenn
sich das System im thermodynamischen Gleichgewicht befindet, fihrt dies dazu, dal3 fir ein
genigend grofes N der Mittelwert Uber die Zusténde aller Teilchen zum Zeitpunkt t
(Scharmittelwert) gleich dem zeitlichen Mittelwert der Zustande ist, die ein einzelnes Teil-
chen — Uber einen hinreichend langen Zeitraum gemessen — einnimmt (Zeitmittelwert). So-
mit bezeichnet eine Momentaufnahme des gesamten hinreichend grof3en Ensembles auch
alle moglichen Energiezustéande, die ein einzelnes Teilchen im Gleichgewicht besetzen kann.
Fur die weitere Betrachtung der Simulation eines Systems von Teilchen auf einem Gitter
wird im folgenden vor alem der Scharmittelwert betrachtet.

Das statistische Gewicht W fur die Realisierung eines bestimmten Mikrozustandes j im
thermodynamischen Gleichgewicht 183 sich mit Hilfe der Boltzmann-Statistik ausdriicken
[Binder und Heermann, 1988]:
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Hierbel bezeichnet E die Gesamtenergie des Mikrozustandes j, T die absolute Tempera-
tur und k die Boltzmann-Konstante. Die Summe im Nenner |auft Gber alle Mikrozustande
und wird auch as Zustandssumme Z bezeichnet. Um jetzt einen Erwartungswert fir eine
makroskopische Observable <O> (also z. B. die mittlere makroskopische Magnetisierung
eines aus lauter kleinen Elementarmagneten bestehenden Systems) zu erhalten, ist es
vonnoten, Uber die entsprechenden Werte o; aler Mikrozusténde (also z. B. die resultierende
Magnetisierung der einzelnen Elementarmagneten) — gewichtet mit ihren Boltzmann-Fakto-

ren — zu summieren [Allen und Tildesley, 1987]:
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hier zeigt sich auch das Problem bel der exakten Berechnung von <O>: Selbst wenn fur
jedes Teilchen nur zwei unterschiedliche Konfigurationen méglich wéren, wirde jeder
Summenausdruck tiber 2" Zustande laufen, wobei jeder Mikrozustand noch N Quantenzu-
sténde beinhaltet [Bak, 1983], was eine genaue Ermittlung selbst mit schnellen Rechnern
extrem zeitaufwendig bzw. unmdglich macht. Mit Hilfe der Monte Carlo-Technik ist es
jedoch moglich, mit weit weniger Aufwand einen Wert fir <O> zu ermitteln, welcher der
analytischen Ldsung bei hinreichend langer Simulationsdauer sehr nahe kommt.

Die Uberlegung hierbei ist folgende: Die einzelnen Glieder der Summe spannen eine
Hyperflache auf. Wegen der Exponentialfunktion in den einzelnen Ausdriicken wird es aber
nur verhdtnismallig wenige Werte geben, deren statistisches Gewicht nicht verschwindend
gering ist und die somit tatséchlich einen signifikanten Beitrag zu dieser Summe leisten.
Man kann nun zur ngherungsweisen Berechnung ein regelméidiges Gitter Uber die Hyperfl&
che legen und in diesen Abstanden alle Werte herauspicken und aufaddieren; mathematisch
|&3 sich jedoch zeigen, dal? es wesentlich effizienter ist, die Addition mit vdllig zuféllig
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ausgewdahlten Werten vorzunehmen (auch wenn es nicht méglich ist, ,zuféllige® Zahlen zu
erzeugen - siehe Kapitel 4) [Binder, 1988]. Diese auch als ,,einfache” Monte Carlo-Methode
bezeichnete Technik reduziert zwar die Anzahl der Terme, welche zu einer anndhernden
Berechnung von Z bendtigt werden, schon ganz erheblich [Alexandrowicz, 1972, ist aber
immer noch sehr ineffektiv.

Die entscheidende Uberlegung gelang schlielllich Metropolis et al. [1953] mit Hilfe ei-
nes kleinen Tricks: Anstatt zufédlig Konfigurationen auszuwahlen, mit dem Boltzmann-
Faktor zu gewichten und zu addieren — also , einfaches® Monte Carlo zu betreiben — , be-
schritt man gerade den umgekehrten Weg, namlich Konfigurationen mit Boltzmann-
gewichteter Wahrscheinlichkeit auszuwéhlen und dann ale diese gleichgewichtet zu
addieren. Da die Exponentialfunktion des Boltzmann-Faktors sehr schnell abfdlt, fuhrt dies
dazu, dald wirklich nur die ,wichtigen® Zustande mit grof3en Beitrégen zu der Summe in
nennenswerter Menge beachtet werden, weswegen die hier beschriebene Methode im angel-
séchsischen Sprachgebrauch meist auch als ,,Importance Sampling* bezeichnet wird. Unter
diesen Umstanden vereinfacht sich Gleichung (3) zu dem leicht berechenbaren arithmeti-
schen Mittelwert [ Scott, 1996]

14
<O>_3aoj, (4

j=1
wobel | eine mit der Wahrscheinlichkeit W(j) gemél3 Gleichung (2) ausgewahlte Mikrokon-
figuration und J die Anzahl dieser gesammelten Konfigurationen ist. Um Gleichung (4)
anwenden zu konnen, mussen noch zwel weitere Probleme bewdltigt werden; zum einen
ndmlich entzieht sich die Zustandssumme Z wie oben erwahnt jeglicher Berechnung, und
aulRerdem muf3 geklért werden, ob die Zustande j tatsachlich mit ihren Gleichgewichtswahr-

scheinlichkeiten ausgewahlt werden kénnen, also ob gilt
W(® ¥)=Wg (). (5)

Metropolis et al. 16sten diese Aufgabe, in dem sie die einzelnen Zustande j nicht unab-
héngig voneinander auswéhlten, sondern jeden Zustand j+1 Uber den vorangegangenen Zu-
stand j mit Hilfe einer bestimmten Ubergangswahrscheinlichkeit M(j® j+1) konstruierten.
Hangt die Wahl der neuen Konfiguration lediglich von ihrer vorhergehenden ab, so spricht

13
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man auch von einem Markov- oder gedachtnislosen Prozef [Pitz, 1995]. An diese Markov-
Kette sind noch zusétzlich die folgenden Bedingungen geknUpft:

Der gesamte Prozef3 mul3 (wie oben bereits definiert) ergodisch sein.

Der Prozeld mu3 ,mikroreversibel® sein, das heilt es mul3 gelten:
W(+1)M(+1® ) = W()M(® j+1). (6)

Mikroreversibilitét bedeutet nichts anderes, als dal3 immer eine definierte Wahrschein-
lichkeit bestehen muf3, dal3 die neue Konfiguration im néchsten Schritt wieder in die vorhe-
rige Ubergeht. Diese Pramisse ist fur die folgende Argumentation von essentieller Bedeutung
und fuhrt bel Nichtbeachtung zu deutlich falschen Simulationsergebnissen [siehe z. B. Jan et
al., 1984]. Mit Hilfe von (2) & sich Gleichung (6) dann wie folgt umformen:

2B

aeEi- Ej+16

W(i+D)_M(j@ j+1) e Fe
w() M(j+1@ j) g |

ee kT g

(7)

Der Quotient der Ubergangswahrscheinlichkeiten hangt also lediglich von der Energie-
differenz der beiden betrachteten Konfigurationen ab, die ,,unberechenbare” Zustandssumme
Z kurzt sich durch die Divison heraus, und man kann Uber diesen eleganten Weg den Er-
wartungswert <O> berechnen — vorausgesetzt es |83t sich zeigen, dal3 W(j® ¥) tatsachlich
die Gleichgewichtsverteilung Wei(j) approximiert. Ein detaillierter mathematischer Bewels
findet sich hierzu in Feller [1950] und Wood und Parker [1957], anschaulich betrachtet |&/3t
sich die Begriindung auch wie folgt verstehen [Metropolis et al., 1953]:

Man geht von dem eingangs erwahnten System von N Teilchen aus und greift sich
exemplarisch zwei mogliche Energiezustande A und B heraus. Fir die allgemein formulierte
Wahrscheinlichkeit P, dal? ein Ubergang zwischen diesen beiden stattfindet, mul? — da ein
ergodisches System vorliegt und Gleichung (6) gilt — die folgende Beziehung erfillt sein:

Pas = Pga. 8

Hieraus folgt direkt, dal3 bel zwel Zustdnden gleicher Energie (Ea = Eg) jedes Teilchen
aus A genauso haufig nach B wechselt, wie dies entsprechend umgekehrt der Fall ist.
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Besitzen aber A und B unterschiedliche Energien (z. B. Ea < Eg ), S0 ist es weiterhin ein
leichtes, ausgehend von Niveau B den Zustand A mit der Wahrscheinlichkeit Pga zu errei-
chen, wogegen sich im umgekehrten Fall die Ubergangswahrscheinlichkeit durch die expo-
nentiell gewichtete Energiedifferenz des Boltzmann-Faktors verringert. Fur die Anzahl der
Tellchen nag (bzw. nga), die ihren Energiezustand von A nach B (bzw. umgekehrt) wech-
seln, gilt somit

SFEA'EBQ
—_ e kT g.
Ny, =N, P, e ;

Ngy =Ng >PBA; (9)

na und ng bezeichnen die Gesamtzahl der Teilchen in den jeweiligen Zustdnden A bzw.
B. Die Nettodifferenz dieser , Teilchenwanderung” ergibt sich also unter Berticksichtigung
von Gleichung (8) zu

€ FaEsd u

— — A kT g Ng 2.
Nag - Nga = DN =1, 3P, XEe° - —Uu, (10)

& Mgl
die beiden Terme in der eckigen Klammer beschreiben zum einen die angestrebte
Gleichgewichtsverteilung (e-Funktion) und zum anderen das Besetzungsverhéltnis der be-
trachteten Niveaus. Wenn nun ny weniger besetzt ist als ng, so wird — da die Exponential-
funktion nur Werte zwischen null und eins annehmen kann — Dn negativ, d. h. es werden
sich mehr Tellchen vom Zustand B in den Zustand A begeben als umgekehrt. Ist aber np
stérker besetzt als ng, so ist Dn positiv, und der gegenléaufige Effekt tritt ein. FUr eine geni-
gend lange Simulationsdauer wird daher Dn durch dieses dauernde Wechselspiel gegen null

gehen, da
n Q#EA' EBQ
—B =¢® T 2 wird. (11)
nA

Damit ist Gleichung (5) erflllt (da jede Energieanderung eines Teilchens direkt mit |
korreliert) und der Bewels erbracht, dal3 mittels einer hinreichend langen Markov-Kette auf
sehr elegantem Wege statistisch-mechanische Mittelwerte von Teilchenensemblen mit ver-
tretbarem technischen Aufwand ermittelt werden kénnen. Wie dramatisch sich diese Ver-
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besserung auswirken kann, 1&8/% sich z. B. an einem simplen Ising-Modell mit einem aus
lediglich 16 Elementarmagneten bestehenden quadratischen Gitter demonstrieren [Pz,
1995]: Da die Berechnung der Observablen <O> mit einem Fehler verknipft ist, welcher
direkt mit der Varianz der Mef3werte korreliert, hangt die Dauer der Simulation in entschei-
dendem Mal3e von dieser ab. Fur die Metropolis-Methode ergibt sich eine Streuung der
Energiewerte um etwa zwel GrofRenordnungen, wogegen man bei der , klassischen® Mittel-
wertberechnung nach Gleichung (3) mit Schwankungen des statistischen Gewichtes der

einzelnen Makrozustande um 43(!) Grofenordnungen vorliebnehmen mifite.

Die Metropolis-Statistik hat daher eine effiziente Simulation von Systemen, die wesent-
lich komplexer als einfache zweidimensionale Ising-Modelle sind, Uberhaupt erst moglich
gemacht und stellt auch heute noch eine populére Methode (neben speziell auf bestimmte
Probleme zugeschnittenen Techniken [z. B. Hardy und Pastor, 1994; Allen und Tildesley,
1987; Swendsen et al., 1992]) zur Untersuchung biochemischer Prozesse mittels Monte
Carlo-Statistik dar.

3.1.3 ALLGEMEINER ALGORITHMUS

In alen in dieser Arbeit geschriebenen Programmen bildet die oben erlauterte
Metropolis-Methode den zentralen Kern der jeweiligen Simulationsroutinen. Ausgangspunkt
ist dabel stets eine Anzahl von Teilchen (mit unterschiedlichen Eigenschaften, die aber an
dieser Stelle noch vernachlassigt werden sollen) auf einem zweidimensionalen Gitter. Der
generelle schematische Ablauf dieser Prozedur 183t sich dabei wie folgt beschreiben [siehe
auch Binder und Stauffer, 1984]:
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1) wahle ein Tellcheni aus;

2) andere fiktiv eine Eigenschaft des betreffenden Teilchens (dies kann sowohl eine An-
derung des Energiezustandes, als auch ein raumlicher Austausch mit einem benach-

barten Teilchen sein), und berechne die Energiedifferenz DE = Ene, - Ear;

3) ist DE<O, der Vorgang also energetisch begiinstigt, so fiihre die fiktive Anderung tat-

sachlich aus;

4) ist DE hingegen >0, so ermittle eine Zufallszahl z (mit O £ z £ 1) und vergleiche sie

mit expaeﬁg'
KT &’

DEQ .
5) wenn z< expgaeﬁg, dann fuhre die fiktive Anderung ebenfalls durch;

6) wahle ein neues Teilchen j aus und wiederhole die Prozedur 2) bis 6);

7) hat das System sein thermodynamisches Gleichgewicht erreicht, so konnen
makroskopische Eigenschaften <O> des Systems als einfache arithmetische Mittel-

werte gemal3 Gleichung (4) ermittelt werden;

Bel der Auswahl der Teilchen (Schritt 1) und 6)) muf3 dafir Sorge getragen werden, dal3
im Laufe der Simulation auch jedes in gleichem Malie berticksichtigt wird, da sonst die

korrekte Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichtes nicht gewahrleistet ist. Dazu
bieten sich zwei Methoden an, ndmlich erstens das gesamte Gitter Schritt fir Schritt durch-
zugehen und die Teilchen nacheinander zu untersuchen, oder zweitens die Teilchen auf dem
Gitter zufdllig auszuwéhlen. Die Entscheidung fur eine dieser Methoden ist nicht ganz so

trivial, wie man annehmen konnte, und wird in Kapitel 4 néher analysiert.

Relativ einsichtig ist auch die Tatsache, dal3 Ereignisse, fur die DE > 0 ist, doch mit einer
gewissen Wahrscheinlichkeit zugelassen werden (Schritt 4)), da sonst keinerlei Moglichkeit
bestiinde, ein lokales Energieminimum zu Uberwinden, und das System seine Gleichge-
wichtskonfiguration ebenfalls nicht erreichen kdnnte. Wenn ein Ereignis letztendlich doch

17
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abgelehnt wird, so mul3 die neue Konfiguration, welche ja in diesem Fale mit der Aus-
gangskonfiguration identisch ist, dennoch fir die Bildung der statistischen Mittelwerte mit-
gezahlt werden [Metropolis, 1953], weil die Argumentation Uber Gleichung (10) ansonsten

nicht mehr schlissig ist.

Des weiteren ist die Verlddlichkeit des ,, Zufallsgenerators®, also der Vorschrift, nach der
(Pseudo-) Zufallszahlen berechnet werden, von grof3er Bedeutung, da die ermittelten Zahlen
wirklich einheitlich Uber das gesamte Intervall zwischen null und eins verteilt sein mussen.

In Kapitel 4 wird dieses Problem daher genauer unter die Lupe genommen.

3.1.4 VOR- UND NACHTEILE VON MONTE CARLO-METHODEN

Ein entscheidender Vorteil, der sich bei der Simulation von Lipidsystemen mittels Monte
Carlo bietet, ist der, dal3 Zeitintervalle von der Grof3enordnung, in denen sich solche Phé-
nomene wie Phasenseparation, Domanenbildung oder Phasenlbergange abspielen, unter-
sucht werden konnen. Molekulardynamik-Simulationen sind hierfir noch ganzlich ungeeig-
net, da allein die Simulation eines Ensembles von 256 Hexanmolekilen Uber den Zeitraum
von einer Sekunde auf einer SGI R4000 Workstation etwa 300000 Jahre dauern wirde
[Jorgensen, 1996].

Diesen Vorteil muld man jedoch damit bezahlen, dal? die zugrundegelegten Modelle im
Vergleich deutlich rudimentérer gestaltet sind, was mit eéinem gewissen Informationsverlust
einhergeht [Friedberg und Cameron, 1970]. AulRerdem sind die einzelnen Mikrozusténde
durch die Markov-Kette in hohem Mal3e miteinander korreliert, was bei der Mittelwertbil-
dung Uber die einzelnen Makrozusténde berticksichtigt werden mui3 [Allen und Tildesley,
1987]. Diese Korrelation fuhrt auch dazu, dal3 der Weg, wie ein System in der Simulation
sein thermodynamisches Gleichgewicht erreicht, von physikalisch auRerst zweifelhafter
Bedeutung ist, dain diesem Fall eine starke Abhangigkeit von der gewahlten Ausgangskon-
figuration besteht, welche erst mit Erreichen des Gleichgewichtes verlorengeht. Aul3erdem
koénnen auch praktisch unmaogliche Bewegungen zugelassen werden, wenn die gerade er-
mittelte Zufallszahl klein genug ist [Pastor, 1994]. Hier sind die Molekulardynamik-Rech-
nungen der Monte Carlo-Methode klar tUberlegen.
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3.2 *H-NMR-SPEKTROSKOPIE

321 ALLGEMEINE GRUNDLAGEN

Die NMR-Spektroskopie ist eine der bedeutendsten Mefdtechniken Gberhaupt, wie man
schon allein aus der Tatsache ersehen kann, dal’ fur Entwicklungen auf diesem Gebiet be-
reits zwei Nobelpreise (1952 und 1991) vergeben wurden. Das zugrundeliegende Prinzip ist
dabel jedoch recht einfach und soll im folgenden kurz beschrieben werden [Friebolin, 1992;
Winter und Noll, 1998] .

Damit ein Kern NMR-spektroskopisch untersucht werden kann, mufd er einen
Eigendrehimpuls (und somit ein permanentes magnetisches Dipolmoment) besitzen, das
heil3t fur die kernspezifische Drehimpulsquantenzahl | gilt die Voraussetzung | > 0. Bringt
man nun eine Probe einer geeigneten Molekilsorte in ein Magnetfeld, so nehmen die einzel-
nen Kernspins gemald der magnetischen Quantenzahl m; (mit m; =1, 1-1, ..., -I) 2I+1 unter-
schiedliche raumliche Orientierungen mit unterschiedlicher Energie (Zeeman-Niveaus) ein
und fuhren aufgrund der thermischen Energie eine Prézessionsbewegung um die z-Achse
(die Richtung des Magnetfeldes) aus. Das Besetzungsverhaltnis zwischen beispielsweise der
energetisch gunstigsten Orientierung (m; =1) und einer mit m; =1-1 héngt direkt mit der
Starke des angelegten Feldes (derzeit maximal ca. 20 T) zusammen und liegt fur Deuterium
bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten NMR-Gerét mit einer FluRdichte von 9.4 T
etwa in der GrofRenordnung von lediglich 1:0.9999984 bel einer Temperatur von 300 K
[Holzhauser, 1995]. Da die prazedierenden Kernspins keine Phasenbeziehung zueinander
besitzen, ergibt sich aus dieser Differenz eine makroskopische Magnetisierung Mg in Rich-

tung der z-Achse, wie die folgende Abbildung fur den Fall | =¥z anschaulich illustriert:
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Abbildung 8: Unterschiedliche Kernspins (Pfeile) einer Kernsorte mit | =% auf den beiden
maoglichen Préazessionskegeln mit unterschiedlicher magnetischer Quantenzahl
m, (hier als m bezeichnet); durch den Besetzungsunterschied (N, > Np) und die
Abwesenheit einer Phasenbeziehung entsteht eine makroskopische Magnetisie-
rung My in Richtung des anliegenden Feldes (z-Achse); Diagramm aus
Friebolin [1992].

Zur Durchfiihrung der eigentlichen Messungen macht man sich nun den Umstand zu-
nutze, dal3 das Energiequantum hx , welches das ,, Umklappen® eines Spins bewirkt, so-
wohl fir jede Kernsorte as auch fir die unterschiedliche chemische Umgebung gleicher
Kerne einen spezifischen Wert proportional zu der angelegten Feldstarke besitzt, wobei man

n_ allgemein als Larmor-Frequenz der entsprechenden Kerne bezeichnet.

Ein einfaches NMR-Experiment besteht somit bei konstantem Magnetfeld in dem Ein-
strahlen unterschiedlicher Frequenzen (im MHz-Bereich) mittels einer Senderspule in die zu
untersuchende Probe. Sobald eine Larmor-Frequenz erreicht wird, kdnnen die betroffenen
Spins ihren Quantenzustand mit der Auswahlregel Dmy = +1 &@ndern, und die resultierende
Energieabsorption wird durch eine Empféngerspule als Signal registriert. Da diese Methode
jedoch sehr zeitaufwendig ist, wird heute Giberwiegend — wie auch in der vorliegenden Ar-
beit — die sogenannte PFT (Pulse Fourier Transform)-Technik verwendet [Ernst, 1992]. Hier
strahlt man kurze und sehr energiereiche Pulse groferer Feldstarke in die Probe ein und
deckt damit ein derart breites Frequenzband ab, dal ale gewtinschten Larmor-Frequenzen
gleichzeitig vorhanden sind. Nach jedem Puls erh@lt man durch die zeitliche Relaxation der
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makroskopischen Magnetisierung aler Spinsysteme in der x-y-Ebene ein Uberlagertes Inter-
ferogramm (der sogenannte FID), aus welchem mittels Fourier-Transformation die einzel-

nen Signale in der Frequenzdoméane gewonnen werden kénnen (Abb. 9):
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Abbildung 9: A: Durch Relaxation bedingter freier Induktionsabfall (FID) der makroskopi-
schen Magnetisierung bezliglich der x-y-Ebene als Funktion der Zeit; B: Das
durch Fourier-Transformation gewonnene entsprechende Spektrum als
Funktion der Frequenz, Diagramm aus Friebolin [1992].

Da die Aufnahme der Spektren mittel PFT-Technik sehr schnell vonstatten geht, ist es
praktikabel, zur Verbesserung der Aufldésung eine grof3e Anzahl FIDs aufzunehmen und vor
der Fourier-Transformation zu addieren. Das Signal-Rausch-Verhéltnis kann damit bei N

durchgefiihrten Messungen um den Faktor N erhéht werden.

In der folgenden Abbildung ist der prinzipielle Aufbau eines typischen PFT-NMR-
Spektrometers — wie es auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde — schematisch

dargestellt:
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Abbildung 10:  Schematischer Aufbau eines PFT-NMR-Gerétes; Sender- und Empféangerspule
sind senkrecht zueinander und senkrecht zum Magnetfeld angeordnet; Dia-
gramm nach Winter und Noll [1998].

Der Impulsgenerator ist standig in Betrieb und wird durch eine Sperre geregelt, welche
durch den Mefirechner angesteuert wird. Ein durchgelassener Puls gelangt zuerst in einen
Verstarker und wird anschlief3end in die Probe eingestrahlt. Durch die Relaxation der ma-
kroskopischen Magnetisierung in der Probe erhélt die senkrecht zu der Sendespule angeord-
nete Empféngerspule as Signal den resultierenden FID, verstérkt diesen und leitet ihn an
den Meldrechner weiter. Dort wird das analoge Signal digitalisiert und durch Aufheben der
Sperre ein neuer Puls gesendet. Die gemessenen Interferogramme werden anschlief3end
addiert und Fourier-transformiert, so dal3 man das entsprechende Frequenzspektrum erhdlt.

3.2.2 DEUTERIUM-NMR-SPEKTROSKOPIE AN PHOSPHOL IPIDEN

Der entscheidende Unterschied zwischen *H- und H-NM R-Spektroskopie besteht in der
Tatsache, dal3 Deuterium einen Kernspin von | =1 und damit — wie ale Atome mit | > % —
ein elektrisches Quadrupolmoment Q besitzt, wahrend dies fir ein Proton (I = ¥2) nicht der
Fall ist [Friebolin, 1992]. Anschaulich gesehen beschreibt das Quadrupolmoment die Ab-
weichung der Kernladungsverteilung von der Kugelsymmetrie und muf3 somit durch einen
symmetrischen Tensor ausgedriickt werden, welcher sich allerdings nach geeigneter Koor-
dinatentransformation und der Annahme einer schnellen Ladungsbewegung in eine skalare
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Grofe umformen 183t [Cohen und Reif, 1957]. Eine Verzerrung der Ladungsverteilung kann
nur auftreten, wenn sich der Kern in einer inhomogenen elektrischen Umgebung mit einem
daraus resultierenden elektrostatischen Feldgradienten (EFG) befindet (das s-Elektron des
Deuteriums spielt somit keine Rolle), dann allerdings sind die Quadrupolwechselwirkungen
aufgrund der geringen raumlichen Entfernung der beteiligten intramolekularen Ladungen
sehr stark und werden zur dominierenden Komponente bel der Relaxation der Kernspins
[Blume, 1988b].

Da Deuterium ein relativ kleines Quadrupolmoment besitzt (Q(?H) » 2.8740°! n? im
Vergleich zu etwa Q(**N) » 1.6720°% m? [Friebolin, 1992]), kann man seinen EinfluR noch
as , Storung” der Zeeman-Niveaus auffassen und quantenmechanisch ermitteln. Das quali-

tative Ergebnis dieser Berechnung ist in der folgenden Abbildung wiedergegeben:
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Abbildung 11:  Einflul3 der Quadrupolwechselwirkung auf die Zeeman-Niveaus von Deuterium;
aus dem urspriinglich beobachteten Singulett wird ein Dublett mit symmetri-
scher Anordnung der Signale um die urspriingliche Larmor-Freguenz (hier no);

Dng bezeichnet die Quadrupolaufspaltung; Diagramm nach Winter und Noll
[1998].

Entscheidend fur die Interpretation der Spektren ist dabel die Tatsache, dald durch die
Quadrupolwechselwirkungen offensichtlich eine Linienaufspaltung symmetrisch zu der
urspringlichen Larmor-Frequenz auftreten kann. Diese ist jedoch nicht immer gleich, son-
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dern hangt mal’geblich von den Eigenschaften des EFG und der Richtung des angelegten
Magnetfeldes ab.

Der Elektrische Feldgradient F ist eine tensorielle Grofe mit der Spur null und kann
durch eine geeignete Koordinatentransformation in eine diagonalisierte Form gebracht wer-
den [Sedlig, 1977]:

gfxx 0 09
F=¢0 F, 0- (12)
§0 0 F,j3

wobei definitionsgemal® F,, 3 Fyy 3 Fux gilt.

Dader EFG bel den in der vorliegenden Arbeit ausschlief3lich untersuchten aliphatischen
C-D-Gruppen axialsymmetrisch zu der Bindungsrichtung verlauft, 183t sich Gleichung (12)
durch die Bedingung Fxx = Fyy noch zusétzlich weiter vereinfachen. F,, bezeichnet man ge-
meinhin as , Feldgradienten* und fihrt der Anschaulichkeit halber eine Ladungsseparation
durch:

Fz = exe (13

Die Quadrupolaufspaltung einer C-D-Gruppe fir jede beliebige Orientierung des EFG
beziiglich des angelegten Magnetfeldes kann damit durch Anwendung einer geeigneten
Rotationsmatrix als Funktion von F,, — dem betragsmaldig grofiten Wert des Gradienten-
tensors — multipliziert mit einem winkelabhangigen Abschwéchungsterm wie folgt ausge-
driickt werden [Seelig, 1977]:

3oz’ qFQcaScosa 10
2o 2§ h 2 5

(14)

a bezeichnet hierbei den Winkel zwischen dem angelegten magnetischen Feld und der
Richtung der F.-Komponente des EFG. Der Term in der ersten runden Klammer definiert
die sogenannte ,, Quadrupol kopplungskonstante” mit einem Wert von etwa 169 kHz [Blume,
1988Db] fur die hier betrachteten aliphatischen C-D-Bindungen.
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Welche experimentell wichtigen Informationen lassen sich nun aus den obigen Be-
trachtungen gewinnen? Zuallererst ist aus Gleichung (14) sofort ersichtlich, dal3 Dng nur von
der Richtung, nicht aber von der Starke des angelegten Magnetfeldes abhéngt, denn bei den
Quadrupolwechselwirkungen handelt es sich ja um intramolekulare elektrostatische Effekte.
Da diese aufferdem die Relaxationszeit der durch den Sendeimpuls ausgel enkten makrosko-
pischen Magnetisierung verkirzen, nimmt auch die Breite der Spektrallinien aufgrund der
Heisenbergschen Unschérferelation deutlich zu [Friebolin, 1992], was wiederum zur Folge
hat, dal3 Linienaufspaltungen aufgrund von Spin-Spin-Kopplungen oder chemischer
Anisotropie meist nicht mehr beobachtet werden kénnen. Der entscheidende Vorteil der 2H-
NMR-Spektroskopie besteht jedoch in der Winkelabhangigkeit von Dng: Bel isotropen
Systemen mit schnellen Molekilbewegungen — wie z. B. reines, flissiges D,O — nimmt auf
der NMR-Zeitskala (1010 s [Winter und Noll, 1998]) jedes Teilchen eine grolRe Anzahl
von Orientierungen bezlglich des &ul3eren Magnetfeldes ein, so dald man in dem entspre-
chend gemittelten Spektrum nur ein einziges Singulett erkennt. Bel einem Pulver- (oder
Pake-) Spektrum liegt hingegen genau das andere Extrem vor: In diesem Fall sind zwar
ebenfalls alle moglichen Winkel a in der Probe vertreten, aber die einzelnen Spinsysteme
behalten ihre rdumliche Ausrichtung bei, so dal3 das resultierende Spektrum gemald Glei-
chung (14) im Prinzip aus einer sehr grof3en Anzahl von Dubletts mit unterschiedlichem Dng
besteht, wie die folgende Abbildung verdeutlicht:
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Abbildung 12:  Schematische Darstellung eines ?H-Pake-Spektrums fiir den fiktiven Fall eines
Pulvers aus lauter aliphatischen C-D-Bindungen; Dng. (ca. 125 Hz) und Dngg
(ca. 250 HZ) beziehen sich auf die senkrechte bzw. horizontale Orientierung des
Feldgradienten exyr bezliglich der Richtung des &uferen Magnetfeldes; Dia-
gramm aus Winter und Noll [1998].

Da der Term 3cos’a-1 Werte von 2 bis —1 einnehmen kann, laufen die beiden Ein-
zelspektren Uber die Larmor-Frequenz no des ungestorten Ubergangs hinaus und tberlagern
sich dementsprechend. Fir den Fall a =54.44° wird cos’a = 1/3 und es tritt lediglich ein
Singulett bei no auf, weswegen dieser Wert auch as ,,magischer Winkel* bezeichnet wird
[Griffin, 1981].

Dispergiert man nun Phospholipide mit perdeuterierten Acylketten in Wasser, so bilden
sich Vesike, in denen die einzelnen Lipidmolekile zwar in jedem beliebigen Winkel zu
dem auRBeren Magnetfeld stehen, die einzelnen C-D-Bindungen jedoch eine deutliche
Anisotropie in ihren Bewegungsmoglichkeiten aufweisen. Somit gibt das resultierende
NMR-Spektrum direkt Aufschltisse Uber die mittlere zeitliche Orientierung der Kettenseg-
mente bezlglich einer Vorzugsachse [Spiess, 1985]. Bei den in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Messungen in der flussig-kristallinen Phase sind die auftretenden Kettenbe-
wegungen (trans-gauche-Isomerisierung, Rotation der Ketten um ihre Langsachse, ,, Wak-
kelbewegungen® des gesamten Molekils) zu schnell fur das NMR-Zeitfenster [Winter und
Noll, 1998] und fihren somit durch die zeitliche Mittelung zu einer geringeren
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Quadrupolaufspaltung, so dal3 die beobachteten Bandenformen zwischen der eines Pake-
Spektrums und einem isotropen Signal liegen. Letzteres wird jedoch lediglich beim Auftre-
ten einer hexagonalen Phase anndhernd erreicht, dain diesem Fall die zusétzlich ermdéglichte
schnelle Diffusion der Lipidmolekile und ihr grof3erer Bewegungsspielraum die vorhandene
Anisotropie in dem beobachteten Zeitintervall fast vollsténdig aufheben [Lafleur et al.,
1996].

WEell die einzelnen Kettensegmente der perdeuterierten Lipidmolekile in der gebildeten
Membran unterschiedliche Beweglichkeiten besitzen, erhdt man somit durch eine einzige
NMR-Messung einen Satz von Dubletts mit unterschiedlichem Dng, wodurch eine direkte
Zuordnung zu den jeweiligen Positionen in der Kette ermdglicht wird [Seelig, 1977]. Die
gemessenen Pulverspektren lassen sich auf3erdem mit Hilfe einer mathematischen Prozedur
(dem sogenannten De-Pake-ing) in das entsprechende Spektrum einer vollkommen orien-
tierten Probe umrechnen [Sternin et al., 1983], wodurch die auftretenden Dubletts deutlicher

zutage treten und somit eine (subjektive) Verbesserung der Aufldsung erzielt wird.

VVom technischen Standpunkt aus gesehen besteht bel der Durchfihrung der NMR-Mes-
sungen noch das Problem, dal3 im Falle von Deuterium die Abdeckung des gesamten zu
untersuchenden Frequenzbereiches einen Puls mit sehr hoher Leistung erfordert und auf3er-
dem die Relaxationszeiten der induzierten Quermagnetisierung durch die auftretenden
Quadrupolwechselwirkungen sehr kurz sind [Blume, 1988b]. Die von der Empfangerspule
wegen des starken Sendesignals benttigte Totzeit macht es daher unmdglich, den unmittel-
bar folgenden und schnell abfallenden FID komplett aufzuzeichnen, woraus ein gravierender
Informationsverlust resultiert. Um diese Schwierigkeit zu umgehen, wendet man eine
spezielle Pulsfolge an [Griffin, 1981; Davis, 1983] und verzogert auf diese Weise den Be-
ginn des FID um eine geeignete Zeitspanne t, welche deutlich grof3er als die Erholungszeit
des Empfangersist [Davis et al., 1976]:
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Abbildung 13:  Quadrupol-Echo Sequenz zur Verschiebung des erzeugten FIDs auf der
Zeitachse; es werden zwei Sendepulse eingestrahlt, welche die makroskopische
Magnetisierung des Spinsystems jeweils 90° um die angegebene Achse (x oder
y) drehen; die Aufzeichnung beginnt nach der Zeit 2t auf dem Maximum des
I nterferogramms (gestrichelte Linie); Diagramm nach Blume [1982b].

Diein Abb. 13 dargestellte Pulsfolge besitzt den gleichen Effekt wie die Spin-Echo-Se-
guenz in der Protonen-NM R-Spektroskopie: Mit dem ersten Puls wird eine Quermagnetisie-
rung erzeugt, welche in dem folgenden Zeitintervall t relaxiert. Der zweite Sendepuls fuhrt
hingegen zu einer Refokussierung, so dal3 sich das Spinsystem nach einer weiteren Periode t
wieder in derselben Situation wie direkt nach der ersten Anregung befindet und somit mit
einer Verzogerung von 2t aufgezeichnet werden kann.
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3.3 FTIR-SPEKTROSKOPIE

331 ALLGEMEINE GRUNDLAGEN

Im Gegensatz zu der gerade beschriebenen NMR-Technik werden im Falle der IR-
Spektroskopie durch das Einstrahlen der geeigneten Resonanzfrequenz ganze Atomgruppen
zu Schwingungen angeregt, sofern sich das Dipolmoment des betroffenen Molekils wah-
rend dieses Vorgangs andert [Engelke, 1992]. Hierzu benétigt man eine deutlich energierei-
chere Strahlung (mit einer Wellenlange | von 3-20 nm in der vorliegenden Arbeit) im Ver-

gleichzul » 5m fir die entsprechenden ?H-NM R-Messungen.

Was das Mef3prinzip betrifft, so sind sich die FTIR- und die bereits erwdhnte PFT-NMR-
Methode sehr dhnlich: Die in die Probe eingestrahlte elektromagnetische Strahlung deckt
jeweils den gesamten zu untersuchenden Frequenzbereich komplett ab, und die zeitliche
Abhangigkeit der am Detektor ankommenden Intensitét (das Interferogramm) wird durch
Fourier-Transformation in die Frequenzdomane (das eigentliche Spektrum) Uberfihrt. Be-
zlglich der technischen Realisierung sind allerdings vollkommen unterschiedliche Ansétze
notwendig, da im Falle der Kernresonanz das zeitliche Abklingen der induzierten Magneti-
sierung (der FID) direkt beobachtet werden kann, wahrend bei der |R-Spektroskopie die
Intensitét in Abhangigkeit von der optischen Weglange aufgezeichnet wird (Abb. 14):
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Abbildung 14:  Schematischer Aufbau eines FTIR-Spektrometers, Diagramm aus Winter
und Noll [1998].

Das einfallende polychromatische Infrarotlicht wird durch einen halbdurchl&ssigen
Strahlenteiler in zwei ebenfalls polychromatische Teilstrahlen zerlegt, anschlief3end an zwel
unterschiedlichen Spiegeln reflektiert und wieder zusammengefihrt. Da einer der beiden
Spiegdl in x-Richtung (der Richtung des einfallenden Strahles) beweglich ist, |&% sich die
zurlickzulegende Entfernung des entsprechenden Teilstrahles verandern, was nach der Re-
kombination durch die auftretende konstruktive bzw. destruktive Interferenz zu einem mo-
dulierten Signal fuhrt, welches direkt von der optischen Weglange x abhéngt. Fir die Inten-
sitdt | der von der Lichtquelle eingestrahlten Wellenlange | gilt somit nach der
Zusammenfihrung der Teilstrahlen [Herres und Gronholz, 1984]:

aB2pX 0

| = |0C058|—X;, (15)

wobel |, der entsprechenden Intensitédt vor der Strahlenteilung entspricht.

Das auf diese Weise modulierte (polychromatische) Frequenzband wird anschlief3end in
die Probenkammer eingestrahlt. Dort absorbieren die IR-aktiven Molekilgruppen bei ihren
jeweiligen Resonanzfrequenzen Energie und werden zu Schwingungen angeregt, wahrend
die Intensitét des ungenutzten Lichtes nach dem Durchtritt durch die Probe mit Hilfe eines
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Photohalbleiters als Funktion der Zeit registriert wird [Giinzler und Heise, 1996]. Um bei
der punktuellen Aufzeichnung des Interferogramms eine hohe und reproduzierbare Ortsge-
nauigkeit zu erreichen, wird in dem hier verwendeten Geré das monochromatische Licht
eines He-Ne-Lasers (I =632.8 nm) — welches moduliert eine harmonische Sinusfunktion
ergibt — as Referenz miteingestrahlt (Abb. 15):

IR-Interferogramm

ARARAAARARAA

Interferogramm des He/Ne-Lasers

Abbildung 15:  Schematische Darstellung der Aufzeichnung eines FTIR-Interferogramms: Bei
jedem Nulldurchgang des Referenz-I nterferogramms wird ein Mef3punkt in der
Probe aufgenommen, wodurch eine hohe Wellenzahlgenauigkeit erreicht wird,;
Diagramm aus Gottwald und Wachter [1997].

Zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses werden vor der Fourier-Transfor-
mation zuerst mehrere Interferogramme addiert, wodurch das auftretende Grundrauschen
entsprechend verringert wird. Um diese Kumulation ohne eventuelle Wellenzahlverschie-
bungen zu erméglichen, muf3 jedoch ein einheitlicher Bezugspunkt vorgegeben werden.
Dies kann durch das zusétzliche Einstrahlen eines Welildichtsignals geschehen, welches
aufgrund seines breiten Frequenzbandes ein sehr scharfes Interferogramm liefert und somit
als Normierung genutzt werden kann [GUnzler und Heise, 1996].

3.3.2 FTIR-SPEKTROSKOPIE AN PHOSPHOL IPIDEN

Da die angeregten Normalschwingungen der Atomgruppen eines Lipidmolekils unter-
schiedliche Resonanzfrequenzen besitzen, lassen sich mit Hilfe eines gemessenen IR-Spek-
trums gleichzeitig eine grofRe Anzahl unterschiedlicher Informationen gewinnen. Eine ta-
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bellarische Ubersicht der bei Phospholipiden auftretenden Gruppenschwingungen findet sich
beispielsweise in Blume [1996].

Auf der Zeitskala geht die IR-Schwingungsanregung mit etwa 102 s [Winter und Noll,
1998] wesentlich schneller vonstatten als die trans-gauche-Isomerisierung der Acylketten, so
dal3 man diesbeziiglich eine , Momentaufnahme* des untersuchten Lipidensembles erhalt,
welche auch nicht durch ebenfalls zu langsame Wackelbewegungen oder Kettenrotationen
gestort wird. Zudem ist es auch moglich, deuterierte und nicht-deuterierte Gruppen parallel
zu untersuchen, da erstere aufgrund der hheren Masse bei etwas niedrigeren Wellenzahlen
angeregt werden und somit sehr gut unterschieden werden kénnen [Engelke, 1991]. Ein
entsprechendes Experiment ist hingegen bei der NMR-Spektroskopie aufgrund der stark
unterschiedlichen Larmor-Frequenzen von Protonen und Deuterium (400 MHz bzw. ca.
61 MHz bei einer Flukdichte von 9.4 T) unmdglich.

3.4  DIFFERENTIELLE KALORIMETRIE (DSC)

Mit Hilfe der DSC 183 sich das thermotrope Phasenverhalten wasseriger Lipiddispersio-
nen untersuchen. Das hierzu verwendete Kalorimeter besteht im Prinzip aus zwei identi-
schen Zellen (einer Mef3- und einer Referenzzelle), welche sich in einem thermisch isolier-
ten Raum befinden und durch hochempfindliche Temperatursensoren mit sich und den
Raumwanden in Kontakt stehen [Plotnikov et al., 1997]. Bei der Messung werden Probe und
Referenz durch eine elektrische Heizleistung P mit gleicher Geschwindigkeit aufgeheizt und
die absolute Temperatur mit den — ebenfalls beheizbaren — Raumwénden abgeglichen. Tritt
nun beispielsweise ein endothermer Phasenlbergang in der Probenzelle auf, so muf3 dieser —
damit die Forderung DT = O erflllt bleibt — eine zusétzliche Heizleistung DP zugefihrt wer-
den, welche der Differenz der Warmekapazitdten von Probe und Referenz proportional ist
[Blume, 19884]:

Caitt = Chrobe = Creferenz — DPZZL:.E : (16)

Da die verwendete Heizrate bekannt ist, erhélt man als Ergebnis der Messung Cgisr — den
Umwandlungsanteil der molaren Warmekapazitat [Winter und Noll, 1998] — as Funktion
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der Temperatur. Die zugehtrige molare Umwandlungsenthalpie DH,m kann dann zusétzlich
bei gegebenem Zellvolumen und gegebener Stoffmenge durch einfache Integration tber den
entsprechenden Temperaturbereich ermittelt werden [Blume, 1988a]:

DH,p, = C‘Pdiff dT. (17)
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4 THEORETISCHE ARBEITEN

4.1 GRUNDLEGENDE ENTSCHEIDUNGEN

Beim Durchsehen der vorhandenen Literatur Uber Monte Carlo-Simulationen an Li-
pidsystemen und Ising-Modellen findet man eine Fille von Anregungen und Informationen.
Allerdings zeigt sich sehr schnell, dal3 die zur Verfligung stehende CPU-Leistung der limi-
tierende Faktor ist, wenn es um das Konstruieren von maoglichst realitdtsnahen Modellen
geht, so dal3 es angebracht erscheint, von Anfang an bestimmte generelle Einschréankungen
zu machen. Eine der grundlegendsten Entscheidungen ist hierbei die Wahl der réumlichen

Umgebung, in der sich die zu untersuchenden Teilchen bewegen.

4.1.1 DASGITTER

Ob man die zu untersuchenden Teilchen Uberhaupt auf ein Gitter setzt, ihnen also nur
bestimmte réumliche Positionen erlaubt, oder ob man ein Kontinuumsmodell verwendet,
hangt von dem Ziel der jeweiligen Simulation ab. Da im folgenden stets eine Hélfte einer
Lipid-Doppelschicht betrachtet werden soll, in welcher die Molekile ja idealerweise ohne
Fehlstellen gepackt sind, um ihre Funktion as biologische Barriere zu erfillen [Seddon,
1996], scheint eine Gitterbetrachtung von Vorteil zu sein, zumal hierdurch das Eigenvolu-
men der einzelnen Teilchen gleich implizit mitberticksichtigt wird und nicht durch zeitauf-
wendige Berechnung ermittelt werden mul3. Auferdem hat sich gezeigt, dal3 sich die Ver-
wendung von Gittermodellen zum Studium von Polymerketten [Milik et al., 1990] und
Lipidmonoschichten [Mouritsen et al., 1995a] durchaus eignet. Da das Hauptaugenmerk der
in dieser Arbeit durchgefihrten Simulationen auf dem Studium von lateralen Doménen —
also von molekularen Fluktuationserscheinungen — liegt, wurde eine zweidimensionale Be-
trachtungsweise gewahlt und auf eine ndhere Analyse von Kettenorientierungen und Ord-
nungsparametern verzichtet. Dies fuhrt zu einer signifikanten Einsparung von CPU-Zeit,
zumal die vernachlassigte Wechselwirkung der Molekile ,in der Tiefe® nicht vollstandig
verlorengeht, sondern — wie spéter gezeigt — in ein zweidimensionales Szenario transfor-

miert werden kann.
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Um die anndhernd hexagonale Packung der Lipidmolekile in der lamellaren Phase
[Chong et al., 1994] mdglichst realitétsgetreu wiederzugeben, wurde ein triangulares Gitter
mit sechsfacher Koordination dem einfacheren quadratischen Gitter mit der Koordinations-
zahl vier vorgezogen, welches jedoch ebenfalls vereinzelt fir die Simulation von Lipidmo-
noschichten verwendet wird [Harris und Rice, 1988].

Da sich die Simulation aus technischen Grinden auf einen - gegeniiber den wirklichen
Dimensionen - winzigen raumlichen Ausschnitt beschréanken muf3, ist der prozentuale Anteil
der Teilchen an den Grenzen eines L-L grol3en Gitters relativ zur Gesamtzahl durchaus be-
trachtlich, wie Abb. 16 verdeutlicht:
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Abbildung 16:  Prozentualer Anteil der Teilchen an den Grenzen eines L-L grof3en Gitters an der
Gesamtteilchenzahl; die gepunktete Linie dient der besseren Veranschaulichung
und besitzt keine physikalische Bedeutung.

Da diese Teilchen keine sechs nachsten Nachbarn mehr besitzen, sondern gewisserma-
3en mehr oder weniger von einer undurchdringlichen Wand umgeben sind, werden die
statistisch ermittelten Gleichgewichtseigenschaften des Systems durch sie in unerwiinschter
Weise beeinfluft. Eine Standardtechnik zur Verminderung dieser End-Effekte ist es daher,
periodische Grenzen zu implementieren [Binder und Stauffer, 1984]. Dies geschieht, indem
man die Teilchen an einem Ende des Gitters in fiktive Nachbarschaft zu den Teilchen am
gegenuberliegenden Ende setzt. Damit wird es auch moglich, beispielsweise auf der linken
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Seite das Gitter zu verlassen, da man im selben Moment auf der gegeniberliegenden Seite
wieder in das Gitter eintreten wirde. Zur Verdeutlichung ist ein Schema des in dieser Arbeit
verwendeten Modellsin Abb. 17 dargestelt.

Abbildung 17:  Schematisches Modell des verwendeten hexagonalen Gitters mit periodischen
Grenzen; die farbigen Kugeln représentieren das tatsachliche Gitter, die
grauen Kugeln stellen die fiktiven Nachbarn fur die Teilchen an der Gitter-
grenze dar.

Mit der Einflhrung der periodischen Grenzen kann man zwar dafir Sorge tragen, dal3
die Koordinationszahl Uberall erhalten bleibt, und somit einen realistischeren Gleichge-
wichtszustand erreichen, allerdings missen noch weitere problematische Effekte beriick-
sichtigt werden: So besteht bei der Betrachtung von langreichweitigen Kréften, wie z. B. den
elektrostatischen Wechselwirkungen (tiber die 90 (!) néchsten Nachbarn) der Kopfgruppen-
dipole von PE-Molekilen [Pink et al., 1998], die Gefahr, dal3 ein Teilchen von seinem eige-
nen ,, Spiegelbild“ beeinfluf3t wird, was zu langreichweitigen Symmetrien fihrt, die eigent-
lich gar nicht vorhanden sind [Allen und Tildesley, 1987]. Zur Umgehung dieses Problems
wurden fur die Simulationen relativ grof3e Gitter (mit L 3 80) gewahlt und die Modelle

maoglichst einfach gehalten, um die vorhandene CPU-Zeit optimal zu nutzen.

Wenn man Systeme in der Ndhe der Phasenumwandlungstemperatur T, untersucht, er-
gibt sich eine weitere Schwierigkeit, welche in der englischsprachigen Literatur gemeinhin
als , Finite-Size-Effect” bezeichnet wird und bei der Behandlung von Ising-Systemen in der
Festkorperphysik eine gravierende Rolle spielt [z. B. Binder und Heermann, 1988]. Verein-
facht ausgedriickt besteht das Problem darin, dal3 die Grof3e der fluktuierenden Domanen,
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welche ja bel Anndherung an T, zunimmt, unter Umstanden nicht mehr durch die modellei-
gene Korrelationsldnge vorgegeben wird, sondern durch die Dimensionen des Gitters. Unter
der Korrelationslange versteht man dabel den Abstand, Uber welchen sich Fluktuationen an

einem Ort des Gitters noch auf einen anderen Ort auswirken [Chandler, 1987].

Die periodischen Grenzen verhindern dieses Problem nicht, sondern bewirken zusétzlich
noch eine ,Uberkorrelation* [Mouritsen, 1984]. Unter diesen Umstanden ist es duRerst
schwierig, die Ordnung eines Phaseniiberganges zu bestimmen, da ,,grof3e" (bezlglich des
Gitters) fluktuierende Domanen, also kooperative Einheiten, sowohl von einem Ubergang
erster Ordnung al's auch von einem Ubergang zweiter Ordnung auf einem zu kleinen Gitter
herriihren kdnnen. Fur die Simulation von Phaseniibergangen bel Phospholipiden wurde ein
mathematisches Verfahren entwickelt, um hier Licht ins Dunkel zu bringen [Challa et al.,
1986; Risbo et al., 1995]. Dieser Rechenaufwand 183 sich jedoch fur hinreichend einfache
Simulationsmodelle durch Vergroferung des Gitters Uber die spezifische Korrelationslange
hinaus umgehen, da dann fur einen Ubergang erster Ordnung die kooperative Einheit mit der
GroRe des Systems weiter zunimmt, fir einen Ubergang zweiter Ordnung jedoch nicht
[Corvera et al., 1993]. Eine ndhere Untersuchung dieser Thematik erfolgt im weiteren Ver-

lauf der vorliegenden Arbeit.

4.1.2 DER ZUFALLSGENERATOR

»It may seem perverse to use a computer, that most precise and deterministic of all
machines conceived by the human mind, to produce ‘random’ numbers* [Press et al., 1986].
Dieser Satz beschreibt treffend die Schwierigkeiten, denen man gegentbersteht, wenn man
fir eine Simulation Zufallszahlen in millionenfacher Menge bendtigt. Da bei diesen Dimen-
sionen herkdmmliche Verfahren wie beispielsweise Wurfeln viel zu langsam sind, besteht
die einzige Moglichkeit darin, einen Computer dazu zu bewegen, zufalige Zahlen zu gene-
rieren. Da ein Computer aber nur ,ja‘ oder , nein®, aber kein ,vielleicht* kennt, ist dies so
prinzipiell nicht machbar. Glucklicherweise ist es aber gar nicht nétig, wirklich im wahrsten
Sinne des Wortes , zuféllige® Zahlen zu erzeugen, sondern die generierten Zahlen miissen
lediglich folgende Kriterien erfillen, um bei einer Monte Carlo-Simulation eingesetzt wer-

den zu kénnen:
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Sie mussen schnell erzeugbar sein.
Sie missen reproduzierbar sein.

Sie missen in dem vorgegebenen Intervall (hier zwischen null und eins) vollkommen
gleichmaliig verteilt sein.

Diese Kriterien werden recht gut von sogenannten multiplikativ kongruenten Gene-

ratoren erfullt [Press et a., 1986]; die zentrale rekursive Rechenvorschrift fur die Ermittlung
einer ,Zufallszahl* z ist hierbel die folgende [Allen und Tildesley, 1987]:

Z+1 = (MODULO(x%, X))/ X, mit (18)
MODULO(x;, X) = (xz) - XANT(xz / X). (19)

Hierbel liefert die Funktion INT den ungerundeten ganzzahligen Wert, welcher sich bel
der Division ergibt (z. B. INT(10/6) = 1). Die MODUL O-Funktion erscheint auf den ersten
Blick etwas unibersichtlich, ist jedoch fur den Rechner sehr schnell durchfihrbar, da ein-
fach die vorderen Bits des Produktausdruckes (unter Berlicksichtigung des Vorzeichens!)
weggelassen werden konnen [Binder und Stauffer, 1984]. Xist eine moglichst grolie
Integerzahl, welche die Wiederholungsperiode vorgibt, da der oben beschriebene Algorith-
mus theoretisch nur maximal X - 1 unabhangige Werte erzeugen kann, bevor sich der ge-
samte Zyklus wiederholt [Allen und Tildesley, 1987]. Wie viele unabhéngige z man aber
tatsichlich erzeugen kann, héngt ganz gravierend von der Wahl des Multiplikators x ab,
welcher bestimmte Kriterien erflllen muf3, damit sich die Wiederholungssequenz nicht dra-
matisch verkirzt [Knuth, 1973], und der Gegenstand intensiver Forschung ist. Eine Tabelle
optimierter X- und x- Werte findet sich z. B. in Press et al. [1986].

Der Versuch, in der vorliegenden Arbeit einen von Press et al. [1986] empfohlenen Ge-
nerator (RAN1) zu implementieren, scheiterte daran, dald der verwendete Algorithmus zu
viel CPU-Zeit bendtigte und sich bel den durchgefihrten Experimenten als geschwindig-
keitsbestimmend erwies. Daher wurde fir die Simulationen auf den SGI-Workstations
INDIGO und OCTANE ein multiplikativ kongruenter Generator mit Namen DLARNV (im
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INDIGO-systemeigenen Verzeichnis complib.sgimath) verwendet, welcher mit den von
Fishman [1990] gefundenen optimierten Parametern X = 2% und x = 3395283404653 arbei-
tet. Er ist bedeutend schneller als RAN1, da der Quellcode teilweise vektorisierbar ist, so
dal3 die Zufalszahlen immer parallel in Blocken von 128 Stick generiert werden konnen.
Als Beweis dafur, wie wichtig die richtige Wahl von x ist, sei noch erwahnt, dal3 Fishman

35120™ Multiplikatoren untersuchte und nur 42 (1) fir tauglich hielt.

Die Simulationen auf dem Supercomputer SC900 wurden statt dessen mit Hilfe des re-
nommierten Generators GOSCAF ( X = 2%°, x = 13") aus der NAG FORTRAN - Bibliothek
durchgefiihrt, welcher in der Literatur als sehr zuverlassig gilt [Knuth, 1973; Allen und
Tildesley, 1987].

Getreu der Mahnung, man solle nie einen Zufallsgenerator verwenden, den man vorher
nicht selbst getestet hat [Press et a., 1986], wurde - um zu untersuchen, ob sich die Zufalls-
zahlen auch wirklich einheitlich verteilen - folgendes Experiment durchgefihrt: Zuerst
wurde ein 40000 groRRes Gitter aufgespannt und ale Gitterpunkte als , unbesetzt* dekla-
riert. AnschliefRend wurden Koordinaten aus je zwei Zufallszahlen ermittelt und die entspre-
chenden Gitterpunkte als ,besetzt* registriert. Ein , guter® Generator zeichnet sich somit
dadurch aus, dal3 die Anzahl der freien Gitterpldtze mit steigender Zahl der erzeugten Koor-
dinaten kontinuierlich abnimmt, wobei dieser Abfall jedoch nicht linear, sondern
exponentiell erfolgt [Binder und Stauffer, 1984]. Pro Gitterplatz wurden daher zehn Koordi-
naten, also insgesamt 3.240° Zufallszahlen generiert, eine GréRenordnung, welche auch die
tatsdchlichen Verhdltnisse in den spateren Simulationen widerspiegelt. Zusétzlich zu
DLARNV und GO5CAF wurde noch ein weiterer Generator aus Binder und Heermann
[1988] mit X = 2 und x = 1277 zum Vergleich diesem Test unterworfen. Da diese Autoren
nachdriicklich darauf hinweisen, dal3 der Wert fir x nicht veréndert werden darf, wurde zur
Befriedigung der wissenschaftlichen Neugier ein zusétzliches Experiment mit x = 1512

(meinem Geburtsdatum) durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 18 zusammengefal3t.
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Abbildung 18:  Anzahl der besetzten Gitterplétze eines 400400 grof3en Gitters in Abhangigkeit
von der Anzahl und Gilte der errechneten Zufallszahlen, welche in
Zweierblocken zu Koordinaten zusammengefafdt wurden; die schwarze und die
grine Linie Uberlagern sich dabei fast vollstandig.

Sowohl DLARNV als auch GO5CAF zeigen beziglich der gleichmaidigen Verteilung
sehr gute Eigenschaften und konnen das aufgespannte Gitter bereits nach 985000 bzw.
1310000 Schritten vollstandig besetzen, wahrend der Generator aus Binder und Heermann
nur etwa 16000 unterschiedliche Vektoren erzeugen kann, bevor sich die MODULO-Se-
guenz wiederholt. Katastrophal sind jedoch die Ergebnisse, welche mit dem selbstgewahlten
Multiplikator erreicht wurden, hier betragt die Anzahl der besetzten Gitterpunkte gerade

vier (1), womit sich bestétigt, wie elementar eine sorgféltige Auswahl von x ist.

Wie obige Ausfiihrung zeigt, handelt es sich bei den erzeugten z nicht um wirklich zu-
falig errechnete Werte, sondern um vollkommen deterministisch ermittelte Zahlen, die le-
diglich gewissen Anforderungen (Gleichverteilung, Reproduzierbarkeit) genligen miissen,
um sich fir Monte Carlo-Simulationen zu eignen. Der Begriff ,, Zufalszahl” ist daher ei-
gentlich streng genommen ebenso wie ,, Monte Carlo* irreflihrend, beide Begriffe haben sich

aber eingeburgert und werden auch in dieser Arbeit weiterhin verwendet.
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4.2 MONTE CARLO-SIMULATIONEN AUF DER GRUNDLAGE
UNTERSCHIEDLICHER MODELLE

Im folgenden werden mit zunehmender Komplexitét stark vereinfachte theoretische Mo-
delle fur eine Phospholipidmonoschicht, bestehend aus einer oder zwei Komponenten und
einer oder zwei Phasen, vorgestellt. Dabei bleiben etwaige transversale Wechselwirkungen
mit der zweiten Hélfte der Doppelschicht - wie etwa der Austausch von Molekilen [Homan
und Pownall, 1988] oder die gegenseitige Induktion von Domanen [Almeida et al., 1992] -
unbertcksichtigt. Die Grundidee der jeweiligen Ansétze wurde aus den zitierten Vertffentli-
chungen entnommen, das mathematische Gertist und der entsprechende Quellcode wurden
selbstandig entwickelt und gegebenenfalls nach eigenen Vorstellungen modifiziert. Die
Programme wurden allesamt in FORTRAN geschrieben und auf einer SGI INDIGO-Work-
station mit R2000-Prozessor (33 MHz) und 32 MB RAM eingesetzt. Spéter konnten auch
noch eine SGI OCTANE mit R10000-Prozessor (175 MHz) und 128 MB RAM sowie der
Supercomputer SGI ORIGIN 2000 (16 R10000-Prozessoren mit je 195 MHz und 4.1 GB

RAM) des Regionalen Hochschulrechenzentrums Kaiserslautern verwendet werden.

Im Verlaufe der Arbeit zeigte sich sehr bald, dal3 eine erschopfende Analyse der einzel-
nen Modelle jeglichen Rahmen sprengen wirde, so dal die hier erhaltenen Ergebnisse le-
diglich eine breite Basis fur weitere Untersuchungen darstellen.

4.2.1 ZWEIKOMPONENTEN-/EINPHASENSY STEME MIT UND OHNE
ELEKTROSTATIK

Mit dem folgenden stark vereinfachten Ansatz wird versucht, einen tieferen Einblick in
die intermolekulare Struktur einer aus zwei unterschiedlichen Phospholipiden bestehenden
Monoschicht zu gewinnen. Der Hauptphaseniibergang der Mischung von der Gel- in die
flissigkristalline Phase wird hierbei nicht beriicksichtigt, es wird also davon ausgegangen,
dai3 sich alle Lipidmolekiile beziiglich dieses Uberganges in derselben Phase befinden. Der
Gedankengang und die theoretische Herleitung des Formelgebaudes werden dabel bewul3t
ausfuhrlich gestaltet, da die spéter beschriebenen (und wesentlich komplexeren) Modelle
logisch auf den hier dargestellten Grundlagen aufbauen.
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4.2.1.1 Herleitung eines allgemeinen Modells ohne Elektrostatik

Unter phanomenologisch-thermodynamischen Gesichtspunkten &3t sich die molare
Enthalpie H des oben beschriebenen Systems, welches aus zwei unterschiedlichen Kompo-
nenten A und B besteht, wie folgt ausdriicken [Kortiim und Lachmann, 1981]:

H = x*H" + xBHE + DHE; (20)

X bezeichnet hierbei den Molenbruch, H* und H® stellen den Beitrag der jeweiligen
Reinkomponenten zur Gesamtenthalpie dar, und DHE ist eine mischungsbedingte Exzef-
grofde, welche die Abweichung des Systems von seinem idealen Verhalten widerspiegelt.
Um Aussagen Uber den letztgenannten Term machen zu kdnnen [Johann, 1995], verwendet
man die Gibbs - Helmholtz - Gleichung

DGF = DHE - T5DSF (21)

und setzt willkiirlich DS® = 0 (Grenzfall der , reguldren Mischung* [Lee, 1977h]). Eine
Potenzreihenentwicklung von DG nach dem Molenbruch liefert dann in erster Naherung

das folgende Ergebnis:
DGF = DH" = x(1-X)r . (22)

Die Exzef3enthalpie setzt sich somit zusammen aus dem Produkt der Molenbriiche sowie
einer EnergiegroRe, die gemeinhin als , Nichtidealitatsparameter” bezeichnet wird. Ubertragt
man nun die aus den Gleichungen (20) und (22) gewonnenen Informationen auf ein
molekulares System von N Molekilen, welche sich auf enem L grof3en
zweidimensionalen Gitter befinden, so kann man - unter Vernachlassigung langreichweitiger
Wechselwirkungen - analog schreiben [Huang et al., 1993]:

Eges = Naa’Eaa + NpgEgs + Nap’Eas. (23)

Eges ist die relevante Gesamtenergie des Gittersystems, Eaa, Egs und Eag stehen fir die
Wechselwirkungsenergien zwischen den mit A und B bezeichneten Lipidtypen und Ny
entsprechend fir deren Anzahl. Genaugenommen miifte zu dem Ausdruck fir Egs noch ein
konstanter Term (ndmlich NaXEa+Ng>Eg flr den Beitrag der potentiellen Energien der Teil-

chen) hinzugerechnet werden, da sich aber das Verhdtnis von A zu B bel der Durchfiihrung
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der hier dargestellten Statistik nicht &ndert, hat diese Gréle keine Auswirkungen auf die
Simulation und wird daher vernachl&ssigt.

Der Molenbruch der Mischung wird in Gleichung (23) indirekt durch die Zahl Ny der
vorhandenen A-A-, B-B- und A-B-Paare ausgedriickt, diese konnen jedoch mit Hilfe der
folgenden Relationen (24) und (25) fur den hier vorhandenen Fall eines hexagonalen Gitters
mit periodischen Grenzen in die entsprechenden absoluten Teilchenzahlen N, umgerechnet
werden [Sugér et al., 19944]:

2N,, +N
N, = AA6 A8 (24)

2N, +N
Ng :—BB6 = (25)
Gleichung (23) kann somit umgeschrieben werden in:

N,.0 N,.0
Eges:g‘%WA' ;BE>EAA+§>4\IB_ ;BE>EBB+NAB s IV
e aFE,, +E..ou

:3>(NA >EAA+NB>EBB)+NAB >%EAB_ % AA2 8858; (26)

Der in den eckigen Klammern stehende Term wird im folgenden mit wag bezeichnet und
beschreibt die Abweichung der tatsichlichen Wechselwirkungsenergie zwischen A-B-
Paaren von dem einfachen theoretischen Durchschnittswert (runde Klammer in der eckigen
Klammer), womit er in volliger Analogie zu dem in Gleichung (22) definierten
Energiebetrag r stent. Er dtellt daher gewissermal3en einen ,molekularen®
Nichtidealitdtsparameter dar, welcher sowohl positiv als auch negativ sein kann, je
nachdem, ob der Kontakt mit gleichartigen (fir wag > 0) oder ungleichartigen (wag < 0)
Nachbarn vorgezogen wird. Fur wag = 0 sind die Komponenten ideal mischbar, die Teilchen

also vollkommen zuféllig auf dem Gitter verteilt.

Mit Gleichung (26) wurde zwar ein Ausdruck fir die Gesamtenergie des Systems gefun-
den, wie aber &% sich damit nun Monte Carlo-Simulation betreiben? Die Lésung ist leicht

zu erkennen, wenn man einmal rein anschaulich Uberlegt, wie sich die Gesamtenergie des

43



44

KAPITEL 4 THEORETISCHE ARBEITEN

Gitters - unter der Voraussetzung, dal3 periodische Grenzen vorhanden sind! - ermitteln |&03t:
Man setzt sich auf das erste Teilchen (welches vom Typ A oder B ist), betrachtet nacheinan-
der alle sechs nachsten Nachbarn und addiert die jeweiligen Wechselwirkungsenergien Ex
auf; anschliefiend wiederholt man dieselbe Prozedur mit Teilchen zwei usw., bis man alle
Gitterpunkte berticksichtigt hat. Die Summe Uber alle Energien am Ende dieser Prozedur ist
dann genau doppelt so hoch wie die gesuchte Gesamtenergie des Systems, da jede Wech-
selwirkung zweimal (je einmal aus der Sicht eines der beiden beteiligten Teilchen) gezéhlt
wurde. Fal3t man diese Uberlegung nun in Form einer Rechenvorschrift W zusammen, so
|&3t sich sofort die folgende Schllisselgleichung aufschreiben [Jan et al., 1984]:

1 N 6
W=258 § (B 20 0y + B Xl Xy + Epg 2l g +Eng g ) (27)

i=1 j=1

J bezeichnet jeweils die nachsten Nachbarn von Teilchen i, und dyy ist ein weiterer Ope-
rator (das Kronecker-Symbol), welcher nur entweder den Wert eins (fir y = x) oder null
annehmen kann. Um die Simulation programmtechnisch zu vereinfachen, wird d durch eine
Variable s geméal3 der folgenden Rechenvorschriften

aAa+s,0 aa-S,§

- Q _E7 >0
d,, =g > bund d;; =g 5 (28)

ersetzt, wobel s entweder den Wert +1 oder -1 annehmen kann. Durch diese Transfor-
mation ergeben sich bei der Erstellung des Quellcodes zahlreiche Vereinfachungen, so 1&/t

sich beispielsweise ein beliebiges Teilchen ohne aufwendige Abfragen durch den Befehl
ZUSTANDNEU=- ZUSTANDALT

in den jeweils anderen Zustand transformieren. Da dieser Vorgang wahrend einer Simu-
lation viele millionenmal wiederholt wird, ist die einfachere Handhabung auch mit einer
merklichen Zeitersparnis gekoppelt. AulRerdem erhdt man dadurch, dal3 man positive Zah-
len fir Komponente A und negative Zahlen fir Komponente B reserviert, auch die Mog-
lichkeit, pro Komponente unterschiedliche Zustéande einzufihren (also s = +1, +2, +3, ..),

worauf spater noch naher eingegangen wird.
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Wenn man Gleichung (28) auf Gleichung (27) anwendet und die Terme ausmultipli-
ziert, erhdt man den folgenden Ausdruck fur W
y 8

198 18 8
W:_a a [EAA +EBB +2EAB]+§a a [(Si +S j)(EAA - EBB)]+

i=1 j=1 i=1 j=1

Qoo

+

é- ' [(S isj)(EAA + EBB - 2EAB)] . (29)

i=1 j

(ol =

Il
iy

Der erste Summenausdruck ist unabhéngig von s und wird bei der Berechnung von Eges

genau 6N-mal (Auflésung der Doppelsumme) berlicksichtigt, also

3 3 6N
_a a [EAA = +2EAB] :?(EAA +Eg +2EAB) =E,; (30)

i=1 j=1

(o]

fur den zweiten — von s; und s; abhéngigen — Term in Gleichung (29) |&f3 sich nach
reiflicher Uberlegung eine sehr elegante Vereinfachung finden, wobei man wiederum nicht
aus den Augen verlieren darf, dal3 ein System mit periodischen Grenzen vorliegt. Unter

diesen Umstanden gilt namlich die auf den ersten Blick erstaunliche Beziehung

8 &
aa(si+sj)=12asi; (31)
i=1 j=1 i=1

bei rein anschaulicher Betrachtung offenbart sich dann die Plausibilitét von (31), denn
jedes Teilchen ist sowohl einma Zentralteilchen (und wird wegen der Summe Uber alle
Nachbarn j sechsmal gezéhlt) als auch sechsma Nachbarteilchen (und wird in sechs Sum-
men je einmal gezéhlt), so dal’ es insgesamt genau zwolfmal beriicksichtigt wird. Somit &/t

sich der zweite Summenausdruck in Gleichung (29) folgendermal3en schreiben:
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d 8 12 d d
ga a (Si +S j)(EAA - EBB)]:E(EAA - EBB)aSi =kas,; - (32)
i=1 j=1 i=1 i=1

Zur Vereinfachung des dritten Ausdruckes in Gleichung (29) zieht man den Faktor -%2in
die Doppelsumme und erhélt dadurch einen Term, welcher bis auf das Vorzeichen mit der

Definition des Nichtidealittsparameters wag in Gleichung (26) Ubereinstimmt.

Durch die gesamte Umformung ist somit fir W ein Ausdruck entstanden, der in seiner
Struktur dem Energieoperator des in der Einleitung erwéahnten Ising-Modells in einem ex-
ternen Feld (hier durch den Faktor k représentiert) entspricht [Jan et al., 1984]:

W:E0+kgsi-%g§(sisj). (33)
i=1 i=1 j=1
Damit man mit dieser Gleichung Monte Carlo-Simulation betreiben kann, bendtigt man
zur Durchfiihrung der in Kapitel 3.1.3 dargestellten Metropolis-Methode noch eine zusétzli-
che Vorgabe, welche beschreibt, wie sich die Teilchen auf dem Gitter bewegen sollen.
Hierzu wird eine von Kawasaki [1972] fur Ising-Systeme abgeleitete Technik verwendet,
welche die folgenden Schritte beinhaltet:

1) wahle ein Tellcheni aus;
2) wahle zuféllig einen der sechs nachsten Nachbarn j aus;
3) vertausche die beiden Teilchen und berechne die Energiedifferenz DE;

4) verfahre weiter nach der Metropolis-Methode wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben;

Abbildung 19 zeigt einen Ausschnitt aus einem Gitter mit den beiden zu vertauschenden

Tellcheni und j:
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Abbildung 19:  Schematischer Ausschnitt aus einem hexagonalen Gitter zur Verdeutlichung der
Kawasaki-Methode; Teilchen j wurde zuféllig unter den Nachbarn von i ausge-
wahlt.

Da bei der Wanderung durch den Phasenraum nur die Energiedifferenz zwischen zwel
aufeinanderfolgenden Gliedern der Markov-Kette eine Rolle spi€lt, ist lediglich der letzte
Term in Gleichung (33) von Bedeutung, da sowohl Ep als auch die Summe Uber ale s; fir
ein Einphasensystem konstant bleiben. Der fir die Simulation relevante Energiebeitrag fur
den Ausgangszustand Eg; ergibt sich somit zu

-wW
Ealt = 2AB

[Si(sj +Sl+SZ+S4+SG+S7)+5j(Si +sz+ss+ss+s7+sg)], (34)

und der analoge Ausdruck Ene, flr den Fall der Vertauschung von i und j liefert entspre-
chend
- Was

E = 5 [sj(si +sl+sz+s4+se+s7)+si(sj +sz+s3+ss+s7+ss)]. (35)

Der Faktor ¥2 vor der Klammer kommt dadurch zustande, dal3 wegen der Doppelsumme
in Gleichung (33) jedes Parchen sysy zweimal gezahlt werden mul3. Ob der neue Zustand
akzeptiert wird oder nicht, hangt - wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben - von der Energiediffe-

renz DE ab, wobei in der gesamten Arbeit stets
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gilt. Die Kombination der Gleichungen (34), (35) und (36) liefert dann die im Falle des
simplen Modells eines Einphasen-/Zweikomponentensystems fur die Monte Carlo-Simula-
tion mal3gebliche Beziehung

DE:-W—AB(S' - Si)[(sl"'sz +S, +56+S7)' (Sz TS *Ss*S, +88)]' (37)

42111 Exemplarische Anwendung und programmtechnische Details

Gleichung (37) ist ein vollkommen algemein gehatener mathematischer Ausdruck, der
aul3er einigen grundlegenden Annahmen (eine Phase, zwei Komponenten) keinerlei Infor-
mationen Uber das zu simulierende System enthélt. Daher stellt sich nun die entscheidende
Frage, auf welche Art und Weise man das theoretische Modell mit experimentellen Fakten
»futtern* kann. Offensichtlich ist dies hier lediglich tber die Manipulation von drei Varia-
blen - Molenbruch x;, Nichtidealitatsparameter wag und Temperatur T - moglich, wobei die
Beziehung zwischen wag und der thermodynamischen Exzef3grof3e r ausgenutzt werden

kann.

In Johann et al. [1996] wurde bereits der Versuch unternommen, mit Hilfe der Theorie
der reguléren Mischungen einen Weg zu finden, den Parameter r durch Anpassung an kalo-
rimetrisch ermittelte Phasendiagramme pseudobinérer Lipidgemische zu erhalten, und dank
der Arbeiten von Garidel et al. [1997a, 1997b, 1998], Garidel und Blume [1998] sowie &i-
gener, in dieser Arbeit beschriebener Messungen liegen die entsprechenden Daten fiir eine
grof3e Anzahl von Systemen vor. Dies ermdglicht es, anhand einiger ausgewahlter Beispiele
zu untersuchen, welche Informationen das oben abgeleitete einfache Modell liefert, wenn

man das , komprimierte experimentelle Ergebnis’ r in die Simulation einbringt.

Da bei gegebenem wig flr DE nur eine geringe Zahl von unterschiedlichen Ergebnissen
moglich ist, werden die entsprechenden Werte der fir die Metropolis-Methode notwendigen
Exponentiafunktionen fir alle méglichen s-Kombinationen bereits vor Beginn der eigentli-
chen Simulation berechnet und in der geschwindigkeitsbestimmenden Monte Carlo-Schleife
je nach s-Konstellation darauf zurtickgegriffen. Pro Monte Carlo-Schritt bendtigt man - um

eventuelle Korrelationen zu vermeiden - fur die Auswahl des Nachbarn j und fir den Fall



KAPITEL 4 THEORETISCHE ARBEITEN

DE > 0 zwei unterschiedliche Zufallszahlen, welche in Blocken zu jeweils 128000 generiert
und sukzessive ,verbraucht” werden. Dabel beansprucht die in dieser Arbeit verwendete
INDIGO-Workstation bei der Ausfiihrung von 108 Monte Carlo-Schritten ca. 2100 Sekun-
den CPU-Zeit, ihr Nachfolger OCTANE hingegen begntgt sich mit nur ca. 290 (!) Sekun-
den.

Zu Beginn der Simulationen mul3 geklért werden, wie viele Monte Carlo-Zyklen not-
wendig sind, um das System von seiner (willkurlich gewahlten) Ausgangskonfiguration in
den Gleichgewichtszustand zu bringen. Unter Monte Carlo-Zyklus verstent man dabei all-
gemein eine Anzahl von Monte Carlo-Schritten, die der Zahl der Teilchen auf dem Gitter
entspricht [Allen und Tildesley, 1987]. Fir ein Ensemble von 10000 Teilchen und x = 0.5
wurde fur unterschiedliche Werte von wag solch eine Untersuchung durchgefihrt, wobei als
Indikator fur das Erreichen des Gleichgewichtszustandes die Zahl der A-B-Paare Nag ver-
wendet wurde (siehe Abb. 20). Als Startwert diente dabei jeweils eine komplett entmischte
Konfiguration mit dem kleinstmdglichen Nag.
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Abbildung 20:  Gleichgewichtseinstellungen eines Systems aus 10000 Teilchen mit x = 0.5 fir
- verschiedene Werte von wpg (dividiert durch die thermische Energie des
Systems); gemessen wurde die Anzahl der A-B-Paare Nag ausgehend von einem

Zustand vollstandiger Phasenseparation.

Es l&t sich leicht erkennen, da? die Aquilibrierung fir wag £ 0 wegen der guten
Durchmischung bereits nach etwa 1500 Monte Carlo-Zyklen abgeschlossen ist, wahrend
sich das System bel wae/kT = 0.5 selbst nach 10000 Zyklen noch in einem metastabilen
Bereich befindet, da die grof3en Doméanen gleichartiger Molekile offenbar nur sehr zégerlich
aufgebrochen werden. Aus diesem Grund wurde - wie in Abb. 20 gezeigt - die letztgenannte
Simulation noch einmal wiederholt, allerdings diesmal mit einer ,idealen Mischung* als
Startkonfiguration, also vollkommen zufélliger Verteilung der Teilchen. Die entsprechende
Kurve scheint auf eine deutlich schnellere Gleichgewichtseinstellung hinzudeuten, welche
zudem einen signifikant grofReren Wert besitzt als bei dem vorhergehenden Experiment.
Allerdings ist diese Aussage aul3erst zweifelhaft, da dhnliche Phanomene in der Literatur
bekannt sind [Binder und Stauffer, 1984; Jan et a., 1984] und hier auch explizit darauf
hingewiesen wird, dal3 die Ausgangskonfiguration einer Simulation moéglichst hoch geordnet
sein sollte, um das Entstehen extrem langlebiger metastabiler Zustande zu vermeiden, wel-

che fir was>0 2zu ener dramatischen (und wunnétigen) Verlangerung der
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Gleichgewichtseinstellung fuhren kénnen, da es fir das Teilchenensemble in dieser Situa-
tion bedeutend schwieriger ist, die systemimmanente Uberschiissige Energie (zu viele AB-
Paare!) abzugeben as im umgekehrten Falle (zu wenig AB-Paare) Energie aufzunehmen
[Binder und Heermann, 1988]. DaR bei der Aquilibrierung der zufélligen Ausgangsvertei-
lung ein metastabiler Zustand vorliegt, ist ausgesprochen wahrscheinlich, denn die schnelle
Relaxationszeit deutet darauf hin, dal3 sich gleichartige Teilchen in unmittelbarer Nahe zu-
einander in relativ kurzer Zeit zu kleinen ,, Inseln” zusammenfinden, die aber dann aufgrund
des stark positiven wag keine Mdglichkeit mehr haben, aufeinander ,, zuzuschwimmen®, und
Nag daher deutlich Uber dem tatséchlichen Gleichgewichtswert liegt. Im Falle des vollstan-
dig , nichtidealen” Ausgangszustandes ist die Equilibrierungszeit zwar sehr lang, allerdings
zeigt sich deutlich ein kontinuierlicher Anstieg, wogegen bel der ,idealen” Startkonfigura-
tion Uber den beobachteten Bereich ab ca. 2000 Monte Carlo-Zyklen keine Anderung mehr
zu erkennen ist, was auf ein sehr stabiles Nebenminimum schlief3en |&/%. Ein Beispiel fur
eine solche ,Inselkonfiguration” findet sich in Garidel et al. [1997b] fir das System
DMPA/DPPC bei pH 4, hier wurde diese Darstellungsweise alerdings absichtlich gewahlt,
um den Effekt der Phasenseparation in einer biologischen Membran méglichst anschaulich
zu gestalten, wohl wissend, dal3 die abgebildete Struktur nur ein lokales Energieminimum

repréasentiert.

Der Frage, ob die zu untersuchenden Teilchen i in einer festen Reihenfolge ausgesucht
werden konnen [Hastings, 1970; Allen und Tildesley, 1987; Binder und Heermann, 1988;
Pitz, 1995] oder ob sie mit Hilfe einer weiteren Zufalszahl ermittelt werden missen
[Heimburg, personliche Mitteilung], wurde dadurch nachgegangen, dal3 fur den Fall
wap/KT = -0.5 je eine Simulation mit bzw. ohne zuféllige Auswahl von i Gber 10000 Monte
Carlo-Zyklen durchgefiihrt wurde. Nach 4000 Zyklen Aquilibrierungszeit wurde nach jedem
weiteren Zyklus Nag ermittelt und hieraus am Ende der statistische Mittelwert berechnet.
Gleichzeitig wurde der gesamte Zeitaufwand der beiden Prozeduren aufgezeichnet und die
Daten alsrelative Verhdltnisse in Abb. 21 dargestellt:
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Abbildung 21:  Verbrauchte CPU-Zeit und Ergebnis (Zahl der Nag-Paare) einer Monte Carlo-
Smulation mit zufalliger Reihenfolge bei der Auswahl der Teilchen i im Ver-
héltnis zu einer Smulation mit fester Teilchenwahl; die Messung der Ergeb-
nisse erfolgte jeweils Uber 6000 Monte Carlo-Zyklen bei gleicher
Ausgangssituation und gleichen Parametern.

Es zeigt sich, dai3 - zumindest fir den Fall der Kawasaki-Statistik - die Scharmittelwerte
mit und ohne zuféllige Ermittlung von i sehr gut Gbereinstimmen (das Verhdtnis betragt
0.9994:1), was nebenbel auch fur die Gite des Zufallsgenerators spricht, denn mit einem
»Schlechten® Zufallsgenerator werden u. U. einige Tellchen nur sehr selten oder niemals
untersucht, was zu Verfalschungen des Ergebnisses fiihren kann. Die hier beobachtete Aqui-
valenz der beiden Methoden erscheint auch durchaus einsichtig, da es einem ausgewahlten
Teilchen im Grunde , egal” sein mufte, auf welche Weise sowohl es selbst als auch seine
néchsten Nachbarn ausgewahlt werden, solange fir die Ermittlung der jeweiligen Konfigu-
rationen die Metropolis-Methode verwendet und jedes Teilchen im Schnitt gleich héufig

untersucht wird.

Der Einfluld der End-Effekte auf die Simulation &3t sich untersuchen, indem man bei
sonst gleicher Ausgangskonfiguration fir verschiedene Gittergréf3en wieder eine Observable
(hier Nag) ermittelt und diese durch die jeweilige Gesamtzahl N der Teilchen dividiert
[Huang und Feigenson, 1993]. Die Ergebnisse fir wag/kT = 0.2 sind in Abb. 22 dargestelit:
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Abbildung 22:  Mittlere Anzahl der A-B-Paare bezogen auf die jeweilige Gesamtteilchenzahl
als Funktion der GittergréRe fiir wag/KT = 0.2; es wurden pro Simulation 10°
Monte Carlo-Zyklen durchgefiihrt.

Offenbar wird fir N < 1600 die Struktur (trotz periodischer Grenzen) deutlich durch die
Systemgrofde beeinflufdt (der eingangs erwahnte ,finite-size”-Effekt!) und zwar dahinge-
hend, dal3 fir das gegebene wag zu kleine Doménen ausgebildet werden, wodurch Nag zu-
nimmt. Wenn wag Weiter steigt, wird somit auch die Korrelationslange zunehmen, was dazu
fuhrt, dal’ immer grof3ere Gitter verwendet werden muissen. Fir die hier untersuchten Félle
ist es jedoch ausreichend, mit einem Ensemble von 10000 Teilchen zu arbeiten, wie auch
durch ndhere mathematische Analyse gezeigt werden konnte [Huang und Feigenson, 1993].

Neben der Untersuchung dieser rein programmtechnischen Details stellt sich auf3erdem
noch die Frage, ob - vom naturwissenschaftlichen Standpunkt aus gesehen - die Simulation
von lateralen Doméanen eines Lipidgemisches auf der Grundlage des Nichtidealitétsparame-
ters r Uberhaupt sinnvoll ist. Wie namlich aus Gleichung (22) hervorgeht, wird bei der Er-
mittlung von r ja gerade die Exzellentropie vernachldssigt, also von einem ,ideal“ ge-
mischten System mit vollkommen zufélliger Verteilung der Teilchen ausgegangen [Lee,
1978]. Durch diese rein enthalpische Berticksichtigung der Mischungseffekte wird offen-
sichtlich die tatséchliche Zahl der A-B-Paare Uberschétzt, ebenso wie ein athermischer An-
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satz (DHF = 0) die Zahl der A-B-Paare unterschatzen wiirde [Freire und Snyder, 19804]. Als
Rechtfertigung fur die gewahlte Vorgehensweise kann man allerdings anftihren, dal3 es sich
bei den hier untersuchten Systemen um Gemische von sehr dhnlichen Teilchen handelt
[Ipsen und Mouritsen, 1988] und DS daher vermutlich keine so grole Rolle spielt, beson-
ders wenn die Lipide lediglich unterschiedliche Kopfgruppen besitzen, da ihr Einfluf3 nur
einen relativ geringen Beitrag zu der Gesamtwechselwirkungsenergie zwischen zwel Mole-
kilen liefert [Boggs, 1987]. Eine experimentelle Ermittlung von r ist zudem nicht praktika-
bel, so dal3 ein Naherungsverfahren (mit den damit verbundenen Fehlern) ohnehin unum-
ganglichist.

Als Beispiele fur Lipidgemische mit unterschiedlich idealem Verhaten werden im fol-
genden die selbstvermessenen und in Kapitel 5 néher anaysierten Systeme DMPC/DMPE
und DMPC/DPPE mit Hilfe der beschriebenen Monte Carlo-Methode untersucht. Der Para-
meter r setzt sich aus zwel Komponenten zusammen und wird anhand der Simulation des
durch die DSC-Kurven festgelegten Phasendiagramms nach Gleichung (38) errechnet
[Johann et al., 1996]:

r=ri+(2x-1ro. (38

r,ist hierbel ein zusédtzlicher Term, welcher Aussagen Uber das Verhalten von r in Ab-

héngigkeit von der Zusammensetzung der Mischung macht (Asymmetrieparameter).

Mit den so gewonnenen Informationen wurde das Gemisch DMPC/DMPE bei unter-

schiedlichen Zusammensetzungen und einer reduzierten Temperatur

_[T-T)
=

m

T (39)

von 0.2 mittels Monte Carlo untersucht. Fiir die Analyse wurde ein Unterprogramm nach
einem Artikel von Sugéar et al. [1994b] implementiert, das wahrend der Simulation in regel-
mafdigen Abstanden Anzahl und Grof3e der vorhandenen Cluster ermittelt und aufzeichnet.
Zur exemplarischen Erl&uterung der Ergebnisse sind die charakteristischen Beobachtungen
in Abb. 23 am Beispiel der Gelphase verdeutlicht:
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Abbildung 23:  mittlere Haufigkeit von Clustern bestimmter Grofe in einem DMPC/DMPE-Ge-
misch als Verhdltnis zur Gesamtzahl der Teilchen des entsprechenden Typs; un-
tersucht wurde ein System aus 10000 Molekilen bei T,eq= 0.2 in der Gelphase;
die Smulationsdauer betrug insgesamt 2:10% Schritte bei einer Aquilibrierungs-
zeit von 1-10° Schritten; die statistischen Daten ergeben sich durch Mittelung
Uber 10000 Einzelaufnahmen; r wurde gemaf Gleichung (38) mit Hilfe der fol-
genden Werte errechnet (siehe hierzu Kapitel 5) r; = -13 J/mol, r , = 128 J/mol
und X = Xpwpg; Zeitaufwand pro Gemisch: OCTANE: 780 s, INDIGO: 5620 s,
ORIGIN: 420 s.

Das Diagramm spiegelt unverkennbar die gute Mischbarkeit von DMPC und DM PE wi-
der, da eine sukzessive Zugabe von einer der beiden Komponenten bei geringen Konzen-
trationen in erster Linie zu einer Erhdhung der Clusterzahl bei relativ geringer durchschnitt-
licher Grofe fuhrt. Aulerdem nimmt bei samtlichen Gemischen die relative mittlere
Haufigkeit mit der Domanengroéfe kontinuierlich ab, es wird also offensichtlich keine Paar-
bildung gleicher Teilchen signifikant bevorzugt. Mit zunehmender Konzentration steigt auch
die mittlere Clustergréfle immer stérker an, wahrend sich gleichzeitig die Clusterzahl
verringert; es tritt aso offensichtlich eine Fusion ein, wobei jedoch aus Abb. 23 nicht
erkennbar ist, ob es sich hierbel um eine durch nichtideales Verhalten bedingte Aggregation
handelt oder ob die Clustergrofe zwangsléufig durch die Konzentrationserhéhung zunimmt.
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Da man aber bei Computersimulationen in der vorteilhaften Lage ist, jedes kleinste Detail
eines , Experimentes’ untersuchen zu kénnen, kann als Gradmesser fur die Kompaktheit
einer Doméane die sogenannte ,Zyklomatische Zahl“ C fir jeden untersuchten Cluster
ermittelt werden [Freire und Snyder, 1980b]:

C= NAA - NA + 1. (40)

C besitzt den Wert Null fur eine langgezogene Teilchenkette und nimmt mit steigender
Vernetzung entsprechend zu. Die maximae Zyklomatische Zahl Cra 18% sich ndherungs-
weise fir Na > 6 durch Formel (41) bestimmen:

Coe =2(N,, - 1)- 3:§,/1+%(NA - 1)-

die folgende Abbildung zeigt die entsprechenden Werte fir das aquimolare
DMPC/DMPE-Gemisch:

; (41)

C>E\‘C’
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Abbildung 24:  mittlere Zyklomatische Zahl C aus 10000 Stichproben als Funktion der Cluster-
grofe fur das dquimolare Gemisch DMPC/DMPE in der Gelphase bei T,eq= 0.2
(301 K).

Die Kompaktheit der entstehenden Domanen nimmt fur beide Komponenten anndhernd
linear mit der Clustergréfie und einer Steigung von etwa 0.61 zu, wahrend Crax €ine Gera-
densteigung von 1.9 besitzt und damit deutlich schneller wéchst, so dal3 man davon ausge-
hen kann, dal3 die starke Erhéhung der mittleren Doménengrofe bel x = 0.5 durch einen
Uberwiegend konzentrationsbedingten Fusionierungseffekt bewirkt wird. Eine testweise als
vollkommen zuféllig angenommene Vertellung der Teilchen auf dem Gitter erzeugt ein
Clusterspektrum, welches ebenfalls durch eine Regressionsgerade mit der Steigung 0.61
beschrieben werden kann und somit die Folgerung nahelegt, dal? sich das dguimolare Ge-
misch naherungsweise ideal verhdlt, was angesichts des niedrigen r1-Wertes auch nicht
verwunderlich ist. Zur Veranschaulichung ist in Abb. 25 eine typische Mikrokonfiguration

des untersuchten Ensembles dargestellt:
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Abbildung 25:  Mikrokonfiguration von 10000 Molekilen aus der Simulation eines aquimolaren
DMPC/DMPE-Gemisches (r = -13J/mol) bel T,q = 0.2 in der Gelphase nach
2-10° Monte Carlo-Schritten.

Auler der idealen Mischbarkeit bei x = 0.5 183t sich durch die Clusteranalyse noch ein
weiterer - wenn auch geringer - Effekt beobachten: Wie namlich aus Abb. 23 hervorgeht,
macht es offensichtlich einen Unterschied, ob man wenig DMPE in einer grof3en Menge
DMPC vorliegen hat oder umgekehrt, und das, obwohl es fir die Molekile in einem 1:1-
Gemisch so gut wie keine Rolle spielt, welche ndchsten Nachbarn sie gerade umgeben. Der
Audloser fir dieses asymmetrische Verhalten ist offenbar der Parameter r, aus Gleichung
(38); er bewirkt, dald wenige Teilchen DMPC, die zu einer groRen Menge DMPE hinzu-
kommen, anscheinend eher dazu neigen, sich mit gleichartigen Nachbarn zu umgeben alsim
umgekehrten Fall.

Wie lal3t sich nun dieses Phdnomen verstehen? Da sich die beiden Molekile lediglich in
ihrer Kopfgruppe unterscheiden, liegt die Erklarung vermutlich in der Fahigkeit von PE,
Wasserstoffbriicken auszubilden [z. B. Cevc, 1988]. Wéhrend ein DMPE-Molekil jedoch
mit der Phosphatgruppe von sowohl DMPE as auch DMPC eine solche Wechselwirkung
eingehen kann, ist es fur eine geringe Menge von DMPC moglicherweise schwieriger, das
bereits existierende komplexe Netzwerk von PE-Molekilen zu durchdringen, woraus eine
verhdtnismaldig starkere Doménenbildung resultiert. Mit zunehmender Menge von PC wird
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dieses Netzwerk allerdings aufgebrochen und eine immer bessere gegenseitige Durch-
mischung erreicht, bis sich dann bel x = 0.5 das System anndhernd ideal verhalt.

Eine Erh6hung der Kettenlange bei der PE-Komponente — wie in dem System
DMPC/DPPE — hat hingegen einen viel entscheidenderen gegenlaufigen Einflul und fahrt
dazu, dal? bei niedrigen Konzentrationen von PC deutliche Entmischungserscheinungen

auftreten, wie fur T,eq = 0.2 und Xpppe = 0.3 aus Abb. 26 ersichtlich wird.

O DMPC/DPPE @

Abbildung 26:  Mikrokonfiguration von 10000 Molekilen aus der Smulation eines
DMPC/DPPE-Gemisches (r = 902 J/mol) mit Xpppe = 0.3 bei T,eq = 0.2 in der
Gelphase nach 2:10° Monte Carlo-Schritten.

Ein Vergleich der Kompaktheit der gebildeten Doménen bei Xpppe =0.3 (mit
r =902 Jmol) und Xpmpc = 0.3 (mit r =-1470 Jmol) zeigt ebenfalls deutliche Unterschiede
(Abb. 27): So liegt die durchschnittliche Zyklomatische Zahl fur PE-Cluster klar tber der
fur x =0.3 ermittelten Zufalskonfiguration, und es werden auch weit grof3ere Doméanen
gebildet, als dies fur r = 0 zu beobachten ist. Fur den Fall xpmpc = 0.3 tritt wegen des stark
negativen r -Wertes eine Tendenz zur Bildung von ungleichen Nachbarn auf, was sich durch

geringe Doménengrofen und niedrige Zyklomatische Werte bemerkbar macht.
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Abbildung 27:  mittlere Zyklomatische Zahl C aus 10000 Stichproben als Funktion der Cluster-
grofe fur das Gemisch DMPC/DPPE bei Xpypc = 0.3 bzw. Xpppe = 0.3 in der Gel-
phase bei T;eq= 0.2.

42112 Fazit

Unter Verwendung eines experimentell ermittelten Nichtidealitétsparameters kann man
mit Hilfe der Kawasaki-Methode bei vorgegebenem Molenbruch und vorgegebener Tempe-
ratur interessante Einblicke bzgl. der lateralen Doméanenbildung in Lipidmembranen gewin-
nen. Faszinierend ist dabei vor alem, dal3 sich die in einer einzigen Zahl r komprimierte
»makroskopisch gemessene” Information durch die Monte Carlo-Simulation in eine Vielzahl
von mikroskopischen Aussagen Uber Clustergrofe, -haufigkeit und -kompaktheit aufféachern
lalt und damit experimentell nur sehr schwer zugéngliche Bereiche sichtbar gemacht wer-
den kénnen. Geht man von einem Flachenbedarf von ca. 49 A% pro Molekiil in der Gelphase
aus [Nagle und Wiener, 1988], so wirden sich beispielsweise fur die in Abb. 26 dargestellte
Konfiguration Domanen mit einer mittleren Lange von etwa 40 A ergeben, welche sich in
praxi nur mit gréfierem technischen Aufwand - wie etwa AFM [Pedersen et al., 1996] oder
FTIR-Spektroskopie [Mendelsohn et al., 1995] - beobachten lassen. Von besonderem Reiz
wére in diesem Zusammenhang die umgekehrte Variante, bel der man aus experimentell
ermittelten durchschnittlichen Clustergréf3en durch die Simulation Rickschlisse auf den
Nichtidealitdtsparameter und damit auf das Phasendiagramm des Gemisches erhalten

konnte.
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Aus der absoluten r-Abhangigkeit der durchgefihrten Statistik ergibt sich auch der
grofdte Nachteil des verwendeten Modells, denn die gesamte Gite der Simulation steht und
fallt mit der Qualitdt des Nichtidealitétsparameters. So liefert die Berechnung der r -Werte
nach Johann et al. [1996] fur das System DMPC/DMPE ein Ergebnis, welches signifikant
von demjenigen von Lee [1978] abweicht (siehe auch Kapitel 5), weil unterschiedliche theo-
retische Methoden bei @hnlichen experimentellen Ergebnissen verwendet wurden.

Als weitere Unzulénglichkeit kann angefihrt werden, dal3 die Beschreibung einer Li-
pidmembran mit Hilfe eines einfachen Ising-Modells viel zu grob ist, um halbwegs exakte
Informationen aus einer Simulation zu liefern. Hier kann man allerdings so argumentieren,
da? Membranfluktuationen kollektive Phanomene sind, die sich durch die Eigenschaften
eines einzelnen Molekiles weder vorhersagen noch erkldren lassen [Mouritsen und
Kinnunen, 1996], so dal3 die Anwendung des Ising-Modells, welches sich bekanntermalien
ausgezeichnet zur Beschreibung kooperativer Effekte eignet [z. B. Brush, 1967], zwar mas-
sive Vereinfachungen impliziert, aber moglicherweise die entscheidenden kollektiven Ei-
genschaften der Teilchen doch besser als erwartet wiedergibt. Diesem Gedankengang schei-
nen auch die Arbeitsgruppen zu folgen, welche ebenfalls ein einfaches Kawasaki-Modell fur
ihre Zwecke verwendet haben [z. B. Jan et a., 1984; Huang et al., 1993; Huang und
Feigenson, 1993; Hinderliter et al., 1994; Sugér et a., 19944].

Abschlief3end sei hier noch angemerkt, dal3 der Parameter ,Zeit* von Simulation und
Realitét nicht direkt Ubereinstimmt, da in einem Monte Carlo-Schritt as der kleinsten Zeit-
spanne des smulierten Systems lediglich zwei Teilchen involviert und alle anderen ,einge-
froren® sind, wéahrend sich in Wirklichkeit natiirlich sdmtliche Molekile gleichzeitig bewe-
gen. Eine Korrelation ist aber prinzipiell dennoch mdglich, wenn man beispielsweise einen
experimentellen Zeitwert vorgibt, nach dem ein Teilchen frihestens seinen Zustand wieder
andern kann (also eine Art , Totzeit* —), und diesen dann mit einem Monte Carlo-Zyklus —in
welchem jedes Molekil genau einmal untersucht wurde — in Verbindung bringt [Pink et al.,
1982].
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4.2.1.2  Erweiterung des Modells unter Berticksichtigung der Elektrostatik

Besitzt eine der beiden Lipidkomponenten eine Partialladung (wie etwa PGs bei pH 7),
so kann man den Versuch unternehmen, die damit einhergehenden repulsiven Wechselwir-
kungen in das Modell miteinzubeziehen. Wahrend jedoch die van der Waals-Wechselwir-
kungen zwischen den Kohlenwasserstoffketten bei zunehmendem Kettenabstand mit der
funften und zwischen Einzelatomen gar mit der sechsten Potenz abnehmen [Israglachvili,
1992] und fur die Simulation somit lediglich eine energetische Betrachtung der néchsten
Nachbarn erforderlich ist, verhalten sich die Coulomb-Kréafte bedeutend langreichweitiger
[Torrie und Valleau, 1980]. In einem kanonischen Ensemble von N Teilchen, bel denen eine
eventuell vorhandene Partialladung jeweils im Zentrum angeordnet ist, besitzt ein Teilchen i
eine potentielle elektrostatische Energie Y , welche sich wie folgt berechnen 1&3:

_ g %Gy

Y e, 8 “

g ist dabei die Partialladung des jeweiligen Teilchens, g die elektrische Feldkonstante
und e die Dielektrizitatszahl. r;; beschreibt die Entfernung zwischen dem Zentrum des Nach-
barn j und dem Zentrum von i. Die Summe lauft wegen des asymptotischen Verhaltens von
1/r strenggenommen Uber das gesamte Gitter. In Abb. 28 sind die unterschiedlichen Ab-
standsabhangigkeiten von Coulomb- und van der Waals-Wechselwirkungen zur Verdeutli-
chung graphisch dargestelit.
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Abbildung 28:  Qualitative Darstellung der van der Waals- bzw. Coulomb-Energie zwischen zwei
einzelnen Atomen relativ zu dem jeweiligen Maximalwert als Funktion des
Teilchenabstandesr.

Wie man erkennt, ist es fur die Implementierung der Ladungseffekte in das
Simulationsmodell durchaus vonnéten, bel jedem Monte Carlo-Schritt weit mehr as nur die
ersten sechs benachbarten Teilchen zu berlicksichtigen, um wirklich alle signifikanten Ener-
giebeitrdge miteinzubeziehen. Aus diesem Grunde existieren auch zahlreiche mathematische
Methoden, um mit dem Problem der langreichweitigen Wechselwirkungen umzugehen
[Allen und Tildesley, 1987]. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch vereinfachend davon
ausgegangen, dal? ab einem Radius von funf Molekildurchmessern — das entspricht 90 un-
tersuchten Nachbarn — keine entscheidenden Einfliisse mehr zu erwarten sind [Huang et a.,
1993; Pink et al., 1998], weshab weiter entfernte Teilchen bel der Ladungssimulation igno-
riert wurden.

Um nun die jeweiligen Coulomb-Wechselwirkungen berechnen zu kénnen, missen -
wenn man q as anpallbaren Parameter verwendet - sowohl die Abstande r;; as auch die
Dielektrizitdtszahl bekannt sein. Fur die Simulation definiert man daher fir den Fléchenbe-
darf der Kopfgruppen einen Kreis mit dem Durchmesser d und setzt die Ladung in das Zen-
trum desselben. Die 90 untersuchten néchsten Nachbarn des ausgewahlten Teilchens i kann
man dann bei einem hexagonaen Gitter ohne Fehlstellen in elf Spharen mit unterschiedli-

chem Abstand zum Zentralmolekil unterteilen, wie in Abb. 29 gezeigt ist:
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Abbildung 29:  Einteilung der 90 néchsten Nachbarn in elf Spharen mit unterschiedlichem
Abstand zum Zentralteilchen i; der Radius eines Teilchens betragt d/2.

Mit Hilfe des Kosinussatzes und einfacher Trigonometrie lassen sich daraus die Ent-

fernungen der einzelnen Sphéren zum Zentralteilchen als Funktion von d angeben (Tab. 1).
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Sphére | Abstand zum Zentralteilchen | Anzahl der Teilchen pro Sphére
1 d 6
2 d/3 6
3 2d 6
4 7 12
5 3d 6
6 2dV/3 6
7 dv/13 12
8 4d 6
9 dv19 12
10 dv21 12
11 5d 6
Tabelle 1: Abstéande der Ladungszentren der 90 nachsten Nachbarn zum Zentrum des Zen-

tralteilchens i; es treten elf unterschiedliche Entfernungen auf.

Um einen Absolutwert fir den Durchmesser zu erhalten, wird von der Annahme ausge-
gangen, dal? der - als kreisférmig angenommene - Fléachenbedarf eines Teilchens in der flis-
sig-kristallinen Phase 62 A? betragt [Huang et al., 1993], was firr d einen Wert von ca. 8.9 A
ergibt. Hierbei bleiben die Grofenunterschiede zwischen den in der Mischung vorhandenen
Komponenten (beispielsweise PC und PG) allerdings unberiicksichtigt, da andernfalls die
festen Beziehungen in Tab. 1 lhre Guiltigkeit verloren und fir jede Mikrokonfiguration neu
ermittelt werden mufiten, was die bendtigte Rechenzeit noch zusétzlich bedeutend verlan-

gern wirde.

Die Dielektrizitadtszahl e fur den Kopfgruppenbereich einer Membranschicht liegt in ih-
rem Betrag zwischen dem Wert des Kettenbereichs (e» 2-5) und dem der umgebenden
Wasserphase (e » 80) [Duniec und Thorne, 1981] und variiert mit Temperatur, Membranzu-
sammensetzung und der Elektrolytkonzentration [Cevc, 1990]. Da eine geladene PG-Mem-
bran in 0.1 M CsCl-L6sung im Kopfgruppenbereich eine Dielektrizitdtszahl von etwa 30
besitzt [Cevc und Marsh, 1983] und im folgenden PC/PG-Gemische - vermessen in 0.1 M
NaCl-Losung - mittels Monte Carlo untersucht werden, liegt es nahe, diesen Wert fir e in
den Simulationen zu verwenden. Die Dielektrizitétskonstante im hydrophoben Bereich der
Doppelschicht ist, wie oben erwéhnt, etwa um den Faktor 15 kleiner, und daher falen die
Coulomb-Wechselwirkungen in transversaler Richtung gemal3 Gleichung (42) entsprechend
stérker aus, so dald im Hinterkopf behalten werden mul3, daf? sich in der Realité moglicher-
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weise auch die Kopfgruppen der zusammengehdrigen Monoschichten gegenseitig beeinflus-
sen, was im folgenden jedoch mangels genauer experimenteller Erkenntnisse vernachlassigt
wird, zumal auch die transversale Kopplung der Kettensegmente laut jingster NMR-Mes-

sungen sehr schwach zu sein scheint [Hetzer et al., 1998].

Der Wechselwirkung der in der wasserigen Phase befindlichen Gegenionen mit den ge-
ladenen Lipidmolekilen wird dadurch Rechnung getragen, dal3 q als anpaltbare Grofe ver-
wendet wird (fur den Fall eines PG-Moleklls gilt 0 £ g £ 1) und somit nur den Teil der Par-
tialladung widerspiegelt, welcher effektiv zur Abstollung beitragt. Hierbel geht man
ndherungsweise davon aus, dal3 sich das Gegenionenpotential Uber die gesamte simulierte
Lipid-Wasser-Grenzflache konstant verhadt und somit keinen weiteren Einflu® auf die late-
rale Diffusion der Teilchen nimmt [Huang et al., 1993], wahrend der entsprechende Beitrag
zur Gesamtenergie des Systems mit Hilfe der Gouy-Chapman-Theorie berechnet werden
kann [z. B. Lee, 19774].

Als Auswahlkriterium fur die Durchfiihrung der Kawasaki-Statistik wird zusétzlich zu
dem Term DE aus Gleichung (37) eine Grof3e DY addiert, fur die - im Falle der Vertau-

schung eines Teilchens i mit einem seiner Nachbarn (dem Teilchen j) - gilt:

DY =Yy Y = (Yo, + Y )- (Yac Y2); (43)

neu

Eine Abschdtzung der GrofRenordnung von DY |&3t sich durchfihren, wenn man den
Wert fur das Produkt der konstanten Faktoren aus Gleichung (42) im voraus berechnet und
durch die thermische Energie dividiert. Man erhalt

e 01 630
§4pee0d5kT T

(44)

42121 Exemplarische Anwendung

Um die Auswirkungen der in das Modell implementierten Ladungseffekte zu testen,
wurde for x =0.5 und T = 300K ein Gemisch mit unterschiedlichen Partialladungen der
Komponente B untersucht. Bei der Strukturanalyse von Doméanen mit mehr als sechs Teil-
chen ist es dabei hilfreich, die mittlere Zyklomatische Zahl C jeder Clustergréf3e durch den

entsprechenden Maximalwert zu dividieren [Freire und Snyder, 1980b], da man auf diese
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Weise einen unabhéngigen Ausdruck fur die Kompaktheit - im weiteren mit t bezeichnet -

erhdt, mit dem man auch Doménen unterschiedlicher Grof3en vergleichen kann:

t=—". (45)

Die Auswirkungen der Ladungseffekte auf die Domanenstruktur sind in Abb. 30 wieder-

gegeben:
600 , , .
Zuféllige Verteilung T
Verteilung mit q,=0.5 o
Verteilung mit q,=0.7 <o
e Verteilung mit q,=1.0 .,...{;-:"-,"‘ )
400 w s
~
<
<
<
£
O 200 t=0.3349+0.0129
t=0.2307+0.0211
t=0.1346+0.0140
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Abbildung 30:  mittlere Zyklomatische Zahl C aus 10000 Stichproben als Funktion der Cluster-
groRRe von Komponente B fir ein dquimolares Gemisch mit g = O und zuneh-
mender Ladung gg; fur jeden Monte Carlo-Schritt wurden die 90 néachsten
Nachbarn bertcksichtigt; Zeitverbrauch pro Smulation: OCTANE: 7760 s,
INDIGO: 55880 s.

Erwartungsgemal? nimmt die maximale Clustergrof3e mit zunehmendem q ab, und auch
die Kompaktheit t der einzelnen Doméanen sinkt mit steigender Partialladung der beobach-
teten Teilchen. Ein Cluster hat also eine deutlich gréf3ere Oberflache als in einem entspre-
chenden ungeladenen System mit derselben Teilchenzahl. Da sich t in dem untersuchten
Bereich aber anndhernd linear zu q verhdlt, scheint die maximale Zahl der Nag-Paare — ge-
wissermalien ein , hexagonales Schachbrett” — noch lange nicht erreicht zu sein, so dal3 die
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Aggregation von mehreren geladenen Tellchen trotz ,,widriger Umstande® durchaus keine
Seltenheit darstellt.

Diese scheinbar triviale Erkenntnis beinhaltet jedoch eine moglicherweise fir die biolo-
gische Realitét recht interessante Information, da bereits seit 1&ngerem bekannt ist, dal3 z. B.
PG-Domanen fur die Funktionsfahigkeit bzw. den Transport von integralen
Membranproteinen essentiell sind [Cevc, 1990]. Die Tatsache, dal3 sich geladene Doméanen
auch in pseudobindgren Modellmembranen — trotz elektrostatischer Abstof3ung — bilden,
wurde durch indirekte experimentelle Bestimmung von Aktivitatskoeffizienten und an-
schliefRender Monte Carlo-Simulation fir PC/PS-Gemische [Huang et al., 1993] sowie durch
DSC-Messungen und nachfolgende Simulation der Phasendiagramme fur PC/PG-Gemische
[Garidel et al., 1997] bestétigt. Als Begrindung fur dieses Phdnomen wurde jeweils ein
subtiles Wechselspiel zwischen Coulomb-Abstol3ung und attraktiven Wechselwirkungen wie
bei spiel sweise Wasserstoffbriicken angefihrt, was durchaus zutreffend sein mag. Allerdings
drangt sich bel der Analyse von Abb. 30 — einem simplen Modell mit ausschlief3dich repulsi-
ven Kraften — eine weitere Erklarung auf, ndmlich der Einfluld eines rein statistischen Ef-
fektes, welcher offensichtlich bewirkt, dal3 selbst in einem System, in dem sich die Teilchen
mit g = 1 abstol3en, dennoch eine signifikante Zahl von Doméanen und eben keine Schach-
brettstruktur (mit t = 0) vorliegt. Diese Tatsache beruht sowohl auf dem Einfluf3 der thermi-
schen Energie, mit welcher Potentiabarrieren Uberwunden werden kénnen, als auch auf der
Langreichweitigkeit der Wechselwirkungen, durch die es fir ein Teilchen keinen so grof3en
Unterschied macht, ob jetzt der ndchste oder der Uberndchste Nachbar ebenfalls geladen ist,
was die Entstehung einer Domane im Vergleich zu einem entsprechend negativen kurz-
reichweitigen wag beguinstigt. Fur den Fall x =0.5und ggs= 1 bel T =300 K ist zur Veran-
schaulichung in Abb. 31 eine typische Mikrokonfiguration exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 31:  Mikrokonfiguration von 10000 Molekilen aus der Smulation eines aquimolaren
A/B-Gemisches mit gz = 0.5 und wxg = 0.0 bei 300 K;

Ein weiterer interessanter Sachverhalt, welcher sich mit dem hier verwendeten einfachen
Ladungsmodell untersuchen &3, ist die Frage nach der Asymmetrie des Mischungsverhal-
tens, also ob es bzgl. der Doménenstruktur einen Unterschied macht, wenn sich wenig gela
dene Teilchen in einem ungeladenen System befinden oder umgekehrt. Hierzu wurden Si-
mulationen mit xg = 0.1 und xg = 0.9 durchgeftihrt — wobei die Teilchen vom Typ A neutral
und vom Typ B mit unterschiedlichen Partialladungen (0.5 bzw. 1.0) versehen waren — und
die Domanenstruktur der jeweils weniger vorhandenen Komponente analysiert. Dabei kri-
stallisiert sich heraus, dal3 im Falle einer geladenen Minoritét die mittlere Clustergrofie re-
produzierbar stets geringfligig — aber dennoch signifikant — niedriger ausfallt, als dies fur
Xa = 0.1 zu beobachten ist. Dieser Effekt wurde auch von Huang und Feigenson [1993] bei
der Monte Carlo-Simulation von PC/PS-Gemischen festgestellt und hat seine Ursache in der
Langreichweitigkeit der elektrostatischen Wechselwirkungen. Da es aus diesem Grunde bei
einer hohen Ladungsdichte des Systems energetisch gesehen keine so grof3e Rolle spielt, ob
der néchste oder der Ubernéchste Nachbar eine Partialladung tragt, hat eine ungeladene Mi-
noritét in einem geladenen Medium eher die Moglichkeit zur Doménenbildung, als dies fur
wenige geladene Teilchen in einem System mit sehr geringer Ladungsdichte zutrifft.

Transferiert man dieses Ergebnis auf PC/PG-Gemische gleicher Kettenldnge bei pH 7, so
sollte man vom rein elektrostatischen Gesichtspunkt aus einen leicht positiven Asymmetrie-
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parameter r , erwarten, wenn in Gleichung (38) X = Xpg gilt. Nach Garidel et al. [1997] ist
dies jedoch nicht der Fall, allerdings sind die angepaldten r -Werte recht niedrig, so dal3 die
fehlende Ubereinstimmung entweder aus dem EinfluR zusitzlicher Effekte wie z. B. Was-
serstoffbriicken oder aus dem Spielraum bei der Anpassung der Parameter resultieren kann.
Die Betrachtung der Werte von r =r1+(2x-1)r , legt alerdings die Vermutung nahe, dai3
elektrostatische Effekte eher eine untergeordnete Rolle bzgl. des Mischungsverhaltens von
PC/PG-Systemen spielen [Garidel et al., 1997], was wohl auch damit zusammenhangt, daf3
die negative Partialladung der PG-Molekile durch die in der wasserigen Phase vorhandenen

Gegenionen mehr oder weniger stark abgeschirmt wird.

Um ein Gefuhl dafir zu bekommen, welchen Wert der effektive Abstol3ungsterm g
ungeféhr besitzt, wurde fir das in 0.1M NaCl-Ldsung bel pH 7 vermessene dguimolare Ge-
misch DMPC/DMPG aus Garidel et al. [1997] fur T = 300 K eine Simulation nach Kapitel
4.2.1.1.1 ohne Berucksichtigung elektrostatischer Effekte durchgefihrt und die mittlere Zahl
der A-B-Paare aufgezeichnet. Anschlief3end wurde in einem weiteren Durchgang wag =0
gesetzt und q so lange sukzessiv verandert, bis der gemessene Nag-Wert mit der ladungs-
freien Konfiguration identisch war. Es zeigt sich hierbei, dal3 bei der gegebenen Temperatur
q» 0.7 gilt, was einer Flachenladungsdichte von etwa 0.09 C/m? entspricht. Obwoh! dieser
Wert durchaus readlistisch ist [Torrie und Valleau, 1980], kann er nur as grober Anhalts-
punkt gesehen werden, denn wére der Ladungseinfluld in dem untersuchten Gemisch wirk-
lich der dominierende Faktor, so mufite die Zahl der A-B-Paare in der Gelphase wegen des
kleineren Flachenbedarfs der Kopfgruppen eigentlich ansteigen; allerdings verhalten sich die
gemessenen Werte gerade umgekehrt (r gg =-440 Jmol, r i kris. = -955 Jmol) und unter-
streichen somit die bereits erwahnte untergeordnete Rolle der Coulomb-Effekte bei dem

vorliegenden System.

42122 Fazit

Obwohl das beschriebene Modell gravierende Vereinfachungen enthét (wie z. B. die &i-
gentlich unzutreffende Beschreibung der Gegenionen als einheitlich Gber die Membranober-
flache verteilt [Langner et al., 1990] oder die Vernachlassigung der Dipoleigenschaften der
PC-Kopfgruppen [Schneider und Keller, 1997]), kénnen mit Hilfe von Simulation und
Clusteranalyse dennoch einige fundamentale Aussagen Uber das allgemeine Mischungsver-

halten von geladenen mit ungeladenen Teilchen gemacht werden. Beeindruckend ist hierbel
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vor alem die Tatsache, dal3 man durch Verwendung der Kawasaki-M ethode mathematische
Gleichungen gewissermal3en ,,zum Leben erwecken® und dadurch Beobachtungen machen
kann, die durch rein theoretische Uberlegungen nicht direkt vorhersagbar sind.

Fur den speziellen Fall der PC/PG-Gemische lassen sich jedoch keine spezifisch la
dungsdominierten Effekte — wie beispielsweise die Beeinflussung der Doménenstruktur
durch Anderung des pH-Wertes [Tréuble, 1976; Trauble et al., 1976] — erkennen, was einer-
seits auf einen lediglich marginalen Stellenwert der Coulomb-Wechselwirkungen in diesem
System hindeutet (siehe auch Kapitel 5), zum anderen aber auch dadurch bedingt sein kann,
dad die durch mathematische Naherungsverfahren bestimmten r-Werte eine solch
detaillierte Analyse gar nicht zulassen, daihre Absolutwerte (im Gegensatz zu der Differenz
Dr =rq-ist-f cel) gewissen Schwankungen unterliegen [Johann et al., 1996]. In diesem
Zusammenhang sind die experimentellen Daten anderer Untersuchungsmethoden, wie z. B.
von lonenbindungsexperimenten [Hinderliter et al., 1994], sicherlich besser als Smulations-

grundlage geeignet.

4.2.2 EINKOMPONENTEN-/ZWEIPHASENSY STEME

Um die makroskopischen Phaseniibergange von Lipidensembles zu ssimulieren, sind de-
tailgetreue Modelle, welche man z. B. bel Molekulardynamik-Simulationen verwendet,
wegen des damit verbundenen enormen Rechenaufwandes (noch) nicht anwendbar
[Tieleman et a., 1997], so dal3 die wesentlich stérker abstrahierende Monte Carlo-Technik
hier deutlich besser geeignet ist. Dies impliziert alerdings, dal3 man eine grof3e Zahl von
Vereinfachungen in Kauf nehmen und sich daher auf die Beobachtung einiger wesentlicher
Phanomene beschranken muf3. So wird in der vorliegenden Arbeit beispielsweise auch bel
Zweiphasensystemen stets angenommen, dal3 sich die untersuchten Teilchen auf einem
hexagonalen Gitter mit festen Abstanden befinden, und das, obwohl in der Realitét der Fl&
chenbedarf fur ein Lipidmolekdl in der flussig-kristallinen Phase um etwa 20% zunimmt
[Mouritsen et a., 1995b]. Als Rechtfertigung fir diese Vernachlassigung 183 sich jedoch
anfihren, dal3 der Entropiebeitrag, der aus dieser raumlichen Auflockerung resultiert, weni-
ger as 4% des Beitrages ausmacht, welcher durch die zunehmende Unordnung der Acyl-
ketten verursacht wird [Doniach, 1978].
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Im folgenden werden Modelle abgeleitet und untersucht, welche grundsétzlich auf zwei
unterschiedlichen Strategien beruhen, ndmlich einerseits dem Einbringen von individuellen
experimentellen Informationen in jede einzelne Simulation und andererseits einem generali-
sierten Ansatz mit rein mikroskopischen Informationen ohne direkten Bezug zu dem jewei-
ligen Experiment.

4.2.2.1 Herleitung eines Zweizustandsmodells mit experimentellen Parametern

Bel diesem Ansatz liegt die Annahme zugrunde, dal3 ein Einkomponentensystem vor-
liegt und sich die einzelnen Lipidmolekile entweder in der Gelphase (Zustand G) oder in
der flussig-kristallinen Phase (Zustand A) befinden und jeweils nur mit ihren sechs nachsten
Nachbarn wechselwirken, d. h. es wird lediglich der (dominierende) Einflufd der kurzreich-
weitigen van der Waals-Kréfte berticksichtigt. Insofern éhnelt das Modell der weiter oben
beschriebenen Kawasaki-Methode, alerdings mit dem gravierenden Unterschied, dal3 die
Zusammensetzung des Ensembles zur Beschreibung des Phasentiberganges jetzt zwangsl au-
fig variieren mul3 (mit Ng+Na = const.) und die Temperaturabhangigkeit des Systems somit
von entscheidendem Interesse ist. Fur den Monte Carlo-Algorithmus heildt dies, daf3 die
Teilchen nicht mehr untereinander vertauscht werden, sondern dal3 der folgende Ablauf zum
Tragen kommt:

1) wahle ein Tellcheni aus;
2) andere den Zustand des Teilchens und berechne die Energiedifferenz DE;

3) verfahre weiter nach der Metropolis-Methode wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben.

Diese Uberlegung basiert in ihrem Kern auf dem urspriinglich von Ising [1925] in seiner

Dissertation untersuchten (eindimensionalen) Modell zur Beschreibung des kooperativen
Verhaltens von Elementarmagneten bel Ferromagnetismus, bei dem makroskopische Pha
seniibergénge lediglich durch die Wechselwirkungen der néchsten Nachbarn untereinander
induziert werden. Da die ersten Anwendungen von Markov-Prozessen auf zweidimensionale
Ising-Systeme von Glauber [1963] stammen, ist es weithin Gblich, die oben erwahnte Monte
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Carlo-Technik als ,,Glauber-Kinetik“ zu bezeichnen [z. B. Mouritsen, 1984; Binder und
Heermann, 1988].

Mit den obigen Ausfihrungen ist die allgemeine Vorgehensweise festgelegt, so dal3 jetzt
noch geklart werden muf3, wie die Energiedifferenz DE zu berechnen ist und auf welche
Weise experimentelle Daten in die Simulation miteinbezogen werden sollen. Da DSC-Mes-
sungen relativ genaue Werte bezliglich der Phasenumwandlungstemperatur T, bzw. -enthal-
pie DH.m liefern, bietet es sich an, diese Grof3en in das Modell zu implementieren [Sugar et
al., 1994b]. Hierzu geht man zundchst wieder von der bereits fur die Kawasaki-Statistik
verwendeten Gleichung (23) aus, wobei man jedoch wegen des nun nicht mehr konstanten
Verhdtnisses von Ng zu Na (bzw. Na zu Ng in Gleichung (23)) auch die Terme Eg und Ea

beriicksichtigen mul3:
Eges = NocXEcc + NaaXEaa + NeaXEcatNeEc+NaEA. (23)

Da nach wie vor ein hexagonales Gitter mit periodischen Grenzen verwendet wird, ha-
ben die Beziehungen (24) und (25) weiterhin Gultigkeit, und es ergibt sich nach geeigneter
Umformung unter Berticksichtigung von Ng+Na =N

(EAA +Eqs )U

>y @

E e = N(Eq +3Ece) + Na (Ex - Eq +3Es ~3Fca) + Now i -

Der Ausdruck in der eckigen Klammer steht in vollkommener Analogie zu der Defini-
tion des Nichtidealitdtsparameters wag in Gleichung (26), allerdings mit dem Unterschied,
dal3 er hier ein Mal? dafir darstellt, wie glinstig bzw. ungunstig ein Kontakt zwischen Teil-
chen in unterschiedlichen Phasen im Verhdtnis zu gleichphasigen Nachbarn ist. Je positiver
dieser Term wird, desto starker wird das System bestrebt sein, nur in einer Phase zu existie-
ren, daher wird diese Exzef3grofe im folgenden als , Kooperativitatsparameter” wga be-
zeichnet. Er ist fUr die hier untersuchten Lipidsysteme stets grof3er als null und wird als un-
abhangig von T angesehen, obwohl dies strenggenommen nicht der Fall ist [Sugér et a.,
1994b].

Das erste Produkt in Gleichung (46) ist offensichtlich eine konstante Groéf3e und spielt
somit fur die Ermittlung von DE keine Rolle, wéhrend der zweite Klammerausdruck eine

Energiedifferenz zwischen den beiden Phasen widerspiegelt und sich laut Sugar et al.
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[1994b] gemal3 der Gibbs-Helmholtz-Gleichung (21) in einen enthal pischen und einen entro-
pischen Term aufteilen 183, welche beide direkt durch DSC-Messungen zuganglich sind.
Unter diesen Umstanden ergibt sich fur die Uberfilhrung eines Teilchens von Zustand A
bzw. B in den Zustand B bzw. A der folgende Ausdruck fiir DE:

DE=+3DH - PHwm @ py 47
g um GA GA
T. o

Die kalorimetrisch ermittelten makroskopischen Grofen T, und DH,, beeinflussen so-

mit direkt die Mikrokonfiguration des Systems, wahrend wea als anpaldbarer Parameter

fungiert und die Kooperativitéat des Ensembles festlegt.

Fur die weiteren Untersuchungen mit dem beschriebenen Modell ist es fir die Berech-
nung bestimmter Werte (wie z. B. der Warmekapazitéat) von Bedeutung, ob die simulierten
Gitterpunkte ein komplettes Lipidmolekil oder lediglich eine der beiden Acylketten repré-
sentieren, was die Zahl der eingesetzten Teilchen halbieren wirde. Mit dieser Fragestellung
beschéftigten sich bereits Jerala et al. [1996], indem sie je zwel Gitterpunkte als ,,unendlich
gekoppelt“ — also stets derselben Phase zugehdrig — zusammenfaldten und eine zusétzliche
Bewegungsart fur die entstandenen Dimeren zulief3en. Die Ergebnisse der Autoren sind
jedoch fur beide Ansétze fast vollkommen identisch, so dal3 hier im folgenden davon ausge-
gangen wird, dal3 jeder Gitterpunkt ein Lipidmolekil darstellt.

42211 Exemplarische Anwendung

Nachdem das vorliegende Modell mit den experimentellen Grofien DH, und T, ge-
futtert” worden ist, muf3 der Parameter wsa noch so angepaldt werden, dal3 die Kooperativitét
des entsprechenden Phasentiberganges naherungsweise richtig wiedergegeben wird. Dies
geschieht Uber die Form der Warmekapazitéts(c,-)kurve, deren , Scharfe” in einem direkten
Zusammenhang mit der kooperativen Einheit des Systems steht [Johann et a., 1996]. Mole-
kular gesehen wird c, bei gegebenem T um so grof3er sein, je starker die zwischen den Pha-
sen auftretenden Fluktuationen um ihren Mittelwert schwanken, je mehr Teilchen also
gleichzeitig von einer Phase in die andere wechseln. Unter Berticksichtigung der Gitterdi-
mensionen [Zhang et al., 1992] und der Tatsache, dal’ die Fluktuationen direkt mit der Zahl
der Teilchen in einer Phase zusammenhangen [Heimburg und Marsh, 1996], kann man die
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Warmekapazitat eines Teilchenensembles bei der Temperatur T mit Hilfe von Gleichung
(48) berechnen:

(DH,,,)*

48
NRT? (48)

Der zwischen den Betragszeichen stehende Ausdruck ist ein Mal3 fur die mittlere Streu-
ung der einzelnen Na-Werte, die eckigen Klammern bezeichnen die Mittelwerte der Uber
den Verlauf der Simulation gesammelten Stichproben.

Bevor man jedoch damit beginnen kann, aussagekraftige Simulationen durchzufihren,
muf3 man sich der folgenden Problematik bewuf3t sein: Bel der Glauber-Statistik kann nam-
lich — im Gegensatz zu der Kawasaki-Methode — jedes Teilchen sowohl den Zustand G as
auch den Zustand A einnehmen, was besonders bei grofRem wga und T = T, zu der Entste-
hung von im Vergleich zu der Gittergrélie riesigen Doménen bzw. Fluktuationen fihren
kann. Dies hat demnach zur Konsequenz, dal3 strenggenommen bel jedem Phasentibergang
erster Ordnung die Systemgrenzen den limitierenden Faktor bilden und die berechnete
Warmekapazitdt immer unterhalb des tatsdchlichen Wertes liegt [Mouritsen, 1990]. Der
exakte — und mathematisch recht aufwendige — Weg aus diesem Dilemma besteht in der
Extrapolation der c,-Werte auf N® ¥ [Lee und Kosterlitz, 1991]. In der vorliegenden Arbeit
wurde jedoch der empirische Weg bevorzugt, bei dem das mittlere Schwankungsquadrat von
Na fur ein typisches Lipidsystem (DMPC mit Tyn=296.9 K) gegen unterschiedliche
Systemgrolien aufgetragen wurde (Abb. 32):
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Abbildung 32:  Abhéngigkeit des mittleren Schwankungsquadrates von der Gittergrof3e auf der
Grundlage der kalorimetrischen Daten von DMPC; fir jede Smulation wurden
insgesamt 2x108 Monte Carlo-Schritte durchgefiihrt, die Aquilibrierungszeit
betrug dabei 1x10° Schritte; Zeitaufwand pro Simulation: OCTANE: 381 s,
INDIGO: 2743 s.

Die gemessenen Datenpunkte zeigen einen recht interessanten Verlauf: Mit zunehmen-
der Gittergrofe ndhern sich die Werte erwartungsgemald asymptotisch dem Grenzwert fir
ein unendlich grofRes System an [Mouritsen, 1990], um dann jedoch ab N = 6400 vdllig
unkoordiniert zu schwanken. Dieser Effekt ist aus Untersuchungen an Ising-Systemen in der
theoretischen Physik bekannt [z. B. Binder und Heerman, 1988] und beruht auf der Tatsa-
che, dal3 mit zunehmendem N die benétigten Relaxations- und Fluktuationszeiten des En-
sembles stark ansteigen und die in Abb. 32 berechneten Mittelwerte ihre Aussagekraft ver-
lieren. In der Tat fuhrt eine Verdoppelung der Simulationsdauer fur N = 6400 zu einer
deutlichen Angleichung des entsprechenden Schwankungsquadrates an den erwarteten Kur-
venverlauf, woraus sich schlief3en 183, dal3 man mit der Wahl der Systemgrof3en bei Durch-
fuhrung von Glauber-Dynamik deutlich vorsichtiger sein muf3, als dies bei der Kawasaki-
Statistik der Fall ist. In der Literatur wurden Lipidsysteme mit einer Gittergrof3e zwischen
1600 und 4225 — alerdings mit teilweise deutlich geringerer Simulationszeit — untersucht,
ohne dal3 jedoch auf die oben erwahnten Beobachtungen explizit eingegangen wurde [Sugar
et al., 1994b; Heimburg und Biltonen, 1996].

Um eine theoretische Wéarmekapazitétskurve an die experimentellen Daten anzupassen,

konnen nun bei einem bestimmten wea €inige c,-Werte bei verschiedenen Temperaturen in
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der Nahe von T, mittels Gleichung (48) ssimuliert und bel Nichtlbereinstimmung mit der
Messung bel variiertem wga wiederholt werden. Diese Prozedur ist jedoch sehr mihsam,
daher wurde fir die schnelle Bestimmung des geeigneten Kooperativitétsparameters ein rein
rechnerisches Verfahren durchgefiihrt, welches von Ferrenberg und Swvendsen [1988] fur
Ising-Modelle entwickelt wurde. Der Grundgedanke dabel ist folgender: Wie in Kapitel 3
ausgefuhrt, wird die Monte Carlo-Methode deswegen angewendet, weil eine exakte mathe-
matische Berechnung der benétigten Zustandssummen nicht méglich ist, da keine Informa-
tionen Uber die Vertellungsfunktion f der smulierten Teilchen vorliegen. In einem Zweipha-
sen-/Einkomponentensystem 183 sich aber jede mdgliche Mikrokonfiguration durch die
Festlegung von lediglich zwei Variablen, namlich Na (oder analog Ng) und Nga, mit Hilfe
der Gleichungen (24) und (25) charakterisieren. Die Pointe des Verfahrens besteht nun
darin, in ener sehr langen Simulation einen relativ genauen Wert fur f(Na,Nca) zu
ermitteln, mit dessen Hilfe dann cp (oder eine andere Observable) bei verschiedenen
Temperaturen sofort berechnet werden kann. Angewendet auf das hier verwendete
Zweizustandsmodell ergibt sich unter Berticksichtigung von Heimburg und Marsh [1996]
flr den Erwartungswert einer Observablen <O>

g ge NAE%_Ium_ TD_I__Ium g+} NGADNGA%I
é. é. S(XNA ) NGA)f(NA’NGA)eXQ;' F:T e %
Ng NGA§ é :U
oty =—F— - S 2w
(E:‘ g NA?_'um_ T = :+5 NGADNGA —U
é. é. g(NA’NGA)eXR;_ F\r,n.l_ e %
Np NGAé é :U
e &

Dwea bezeichnet hierbel den Differenzbetrag zwischen dem eingesetzten Wert fir wea

und dem Betrag des K ooperativitétsparameters, fir den f(Na,Nga) ermittelt wurde.

Zur Verifikation des erstellten Programmcodes und von Gleichung (49) zeigt die fol-
gende Abbildung eine typische Verteilungsfunktion fur ein 3080 grofes Gitter bel
Tm= 310.3K und wga = 1382 Jmol:
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KAPITEL 4

Verteilungsfunktion f(Na,Nga) fUr ein Ensemble aus 900 Teilchen bei
Tm= 310.3 K und wga= 1382 J/mol; es wurden 1.28X10'° Monte Carlo-Schritte

durchgefiihrt und 437778 Werte aufgenommen; die Mef3punkte fir Ny bzw. Nga
wurden in Pakete zu je 10 zusammengefaldt; bendtigte Rechenzeit: 3625 s auf der

Abbildung 33:

OCTANE Workstation.
Das Histogramm wurde bel der Phasenumwandlungstemperatur aufgenommen, um we-

gen der daraus resultierenden starken Fluktuationen ein méglichst breites Datenspektrum
erzeugen zu kénnen. Um das zum Sammeln der Mefl3werte bendtigte zweidimensionale Feld
(und die Doppelsumme in Gleichung (49)!) Uberschaubar zu halten, wurden je zehn mogli-
che Mikrokonfigurationen bei der Aufzeichnung zu Paketen zusammengefaldt, so dal3 der

Gesamtumfang der obigen Simulation 8281 Koordinaten betragt.
Man erkennt deutlich an der typischen , FlUgelstruktur® des Histogramms, dal3 eine
Umwandlung erster Ordnung vorliegt [Pedersen et al., 1996], denn das System schwankt
offensichtlich diskontinuierlich zwischen zwei metastabilen Zustanden, die sich in unter-
schiedlichen makroskopischen Phasen befinden. In diesem Verhalten liegt auch ein weiteres
simulationstechnisches Problem, denn mit zunehmendem wga werden diese Zustande immer

/8
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ausgepragter, was mit einer zwangslaufigen Erhéhung der Simulationsdauer verknUpft ist,
da andernfalls unter Umstanden gar kein Phasentibergang mehr in dem untersuchten Zeit-
fenster zu beobachten ist. Die gekrimmte Grundflache des Graphen resultiert daher, dald die
Abweichungen des Wertes fir Na von N/2 zwangslaufig mit einer Erniedrigung der Nga-
Paare verbunden ist, was ndherungsweis zu einer Cy-Symmetrie des Konturdiagramms

fahrt.

Mit Hilfe der simulierten Verteilungsfunktion lassen sich nun sehr schnell die Warme-
kapazitatskurven fir verschiedene Kooperativitdtsparameter berechnen, wenn man den Ope-
rator firr die Observable O(Na,Nga) in Gleichung (49) durch Na (bzw. Na?) ersetzt und so-

120

100
——w,,=1382J/mol

80 - w,,=1340J/mol
— w,,=1298J/mol

60 - — w,,=1256J/mol

¢ [kJ/(mol K)]

p

40

20

308 309 310 311 312
T [K]

Abbildung 34:  Warmekapazitatskurven fur unterschiedliche Kooperativittsparameter wga,
berechnet nach Gleichung (49) mit Hilfe der in Abb. 33 dargestellten Vertei-
lungsfunktion.

mit einen Erwartungswert <Na> (bzw. <Na%>) fiir Gleichung (48) erhélt:

Ein ansteigendes wea bewirkt erwartungsgemald eine verringerte Halbwertsbreite sowie
eine Erh6hung des Maximawertes der c,-Kurve, wobei das Flachenintegral tber den ge-
samten Temperaturbereich anndhernd konstant bleibt. Die Ergebnisse sind identisch mit
denen aus Heimburg und Marsh [1996], was daftr spricht, dal3 der erstellte Quellcode und
die Herleitung der entsprechenden Formeln richtig sind (oder derselbe Fehler zweimal ge-
macht wurde!). Was die Generierung der Verteilungsfunktion mittels Monte Carlo betrifft,
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so sai an dieser Stelle noch angemerkt, dal3 wahrend der Simulation die Teilchen auch bel
diesem Modell der Reihe nach untersucht wurden (um eine Zufalszahl zu sparen - siehe
Abschnitt 4.2.1.1.1) und sich auch hier keinerlel nennenswerte Abweichungen gegentber
einer (zeitaufwendigeren) zufalligen Auswahl ergeben, was die diesbeziiglich gedulierten
Bedenken von Heimburg [personliche Mitteilung] zumindest in dem vorliegenden Fall als
unbegriindet erscheinen [&03t.

Mit der oben erhaltenen Bestétigung des Theoriegebaudes konnte nun der Versuch un-
ternommen werden, mit diesem Modell eigene Wege zu gehen, und Uber die Anpassung
makroskopischer Mef3ergebnisse — wie den DSC-Daten — Informationen Uber das mikrosko-
pische Verhalten von Lipidsystemen zu gewinnen. Hierzu wurde zunéchst fir ein wesentlich
groleres Gitter (6400 Molekile) abermals eine Verteilungsfunktion durch Simulation er-
mittelt, wobei den Beobachtungen in Abb. 32 durch eine sehr lange Simulationsdauer
(4.240" ) Rechnung getragen wurde. Hierbei muR beachtet werden, da3 eine 32-hit
INTEGER-Zahl ,nur* einen positiven Wertebereich von 2°!-1 (= 2147483647) besitzt, da
ein Bit fur das Vorzeichen reserviert ist, so dafd die Aufzeichnung der Verteilungsfunktion
einmal unterbrochen und mit anderen Startwerten fir den Zufallsgenerator wiederaufge-
nommen werden mufite. Als experimentelle Vorgabe diente dabel die Umwandlungstempe-
ratur von reinem DMPC (296.9 K), wea wurde (aufgrund von Erfahrungswerten) willkurlich
mit 1298 Jmol angesetzt.
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Abbildung 35:  Verteilungsfunktion f(Na,Nga) flr ein Ensemble aus 6400 Teilchen bei
Tm= 296.9 K und wga= 1298 J/mol; es wurden 4.240'° Monte Carlo-Schritte

durchgefiihrt und 355182 Werte aufgenommen; die Mef3punkte fir Np bzw. Nga
wurden in Pakete zu je 100 zusammengefafit.

Interessanterweise zeigt die Verteilungsfunktion nun deutlich, dal? bei dem gegebenen

K ooperativitétsparameter ein kontinuierlicher Phasentibergang zweiter Ordnung vorliegt, bei

dem gleichzeitig Gel- und fllssig-kristalline Doménen mit anndhernd gleicher Teilchenzahl
koexistieren. Eine nahere Untersuchung ergibt, daR diese plétzliche Anderung der Ordnung
im Vergleich zu Abb. 33 durch die VergrofRerung des Gitters (und nicht durch die geringfi-
gigen Anderung von T, bzw. Wea) hervorgerufen wird, also scheint die Korrelationslange
der fluktuierenden Domanen die Gitterdimensionen bei 3080 Molekulen deutlich zu tber-
schreiten, so dafd ein diskontinuierliches Phasenverhalten suggeriert wird, da einfach zu
wenig Teilchen vorhanden sind, um grol3e koexistierende Doménen darzustellen. Bei einer
Vergrofierung des Systems zeigt sich dann, dal3 die vorgegebene Kooperativitét nicht aus-
reicht, um auch hier alle vorhandenen Molekile auf einmal in die andere Phase ,, mitzurei-
3en”, zu jedem Zeitpunkt der Beobachtung befinden sich daher etwa gleich viele Teilchen
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im Zustand G bzw. A, und die Ordnung des Phasenlberganges ist grof3er als eins. Um die
Domanenfluktuationen von reinen DMPC-Systemen zu untersuchen, ist die Wahl eines
8080 Gitters gegeniiber einem kleineren ohnehin zu bevorzugen, da die vermessenen Vesi-
kel eine wesentlich grofRere Oberflache mit deutlich mehr Molekilen besitzen [Kerth, 1997],
so dal? das simulierte Ensembl e als absolute Untergrenze gesehen werden mulf3.

Unter Anwendung der Ferrenberg-Svendsen-Methode wurde die berechnete c,-Kurve
beziglich T, und DH,, an die experimentelle angepaldt und sicherheitshalber durch Einzel-

simulationen bei verschiedenen Temperaturen verifiziert (Abb. 36):

100 -
1 DMPC

80

experimentelle Kurve
l | - berechnete Kurve
60 ® Einzelsimulationen

¢, [kd/(mol K)]

20

Abbildung 36:  Anpassung der nach Ferrenberg und Swendsen [1988] berechneten c,-Kurve
bzgl. T (= 296.9 K) und DH,n ( = 23.7 kJ/mol) an die experimentellen Daten;
Verifikation der berechneten Kurve durch Einzelsimulationen mit 5x0° Monte
Carlo-Schritten; wga ergibt sich zu 1290 J/mol.

Es zeigt sich eine recht gute Ubereinstimmung zwischen Theorie und Experiment, und
auch die mit kurzerer Mef3dauer durchgefiihrten Einzelsimulationen weichen nur geringfu-
gig von den berechneten Werten ab. Letztere konnten allerdings nur in dem Bereich zwi-
schen ca. 285 und 299 Kelvin ermittelt werden, da mit zunehmender Entfernung von T, die
in Gleichung (49) verwendeten Exponentialfunktionen zu grof3 (bzw. zu klein) und von der
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CPU letztendlich wie null oder unendlich behandelt werden, jedoch ist dies fir die hier rele-

vante Beschreibung des Phasentiberganges ohne Bedeutung.

Die folgende Abbildung zeigt zur Veranschaulichung des Phasentiberganges einige typi-
sche Domanenstrukturen des simulierten DMPC-Systems bei unterschiedlichen Temperatu-

ren.
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T=T +0.5K

Abbildung 37:  Verschiedene Mikrokonfigurationen eines aus 8080 Teilchen bestehenden En-
sembles bei unterschiedlichen Temperaturen; in der Smulation wurden die flr
DMPC angepafdten bzw. experimentell gemessenen Daten verwendet (T, = 296.9
K, DHyn= 23.7 kd/mol, wga = 1290 J/mol); die weiRen Punkte stehen dabei
jeweils fir ein Lipid in der Gelphase, die schwarzen fir ein Lipid in der flUssig-
kristallinen Phase.

Da es sich bei den abgebildeten Mikrokonfigurationen nur um Momentaufnahmen und
nicht um statistische Mittelwerte handelt, konnen allein aus Abb. 37 noch keine Aussagen
Uber die durchschnittliche Anzahl bzw. Gréflie der auftretenden Cluster gemacht werden,
alerdings erkennt man deutlich, dal3 auch in einiger Entfernung von T, durchaus eine spo-
radische Domanenbildung stettfindet. Gemal3 der Phasenregel von Gibbs wére eine solche
Koexistenz flr ein Einkomponentensystem eigentlich verboten [Mouritsen, 1983], alerdings
mul3 man hierbei bedenken, dald der Begriff ,,Phase” einen durch makroskopische Variablen
charakterisierten Zustand beschreibt [Kortum und Lachmann, 1981] und es sich hier um
hochdynamische Fluktuationen auf mikroskopischer Ebene handelt, die dieser Definition
daher nicht gerecht werden.

Weit interessanter — aber auch weniger spektakuldr — al's die Dokumentation des Phasen-
Uberganges durch einzelne , Momentaufnahmen* gestaltet sich die detaillierte statistische
Untersuchung der Fluktuationen mittels der bereits weiter oben beschriebenen Cluster-Algo-
rithmen. Erstaunlicherweise betritt man damit volliges Neuland, da das hier verwendete
Zweizustandsmodell in seiner praktischen Anwendung bisher lediglich — soweit sich dies
durch die erschienenen Publikationen beurteilen 183 — zur Simulation von makroskopischen
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Variablen (wie z. B. der Warmekapazitét) bzw. zur Veranschaulichung einzelner Mikrokon-
figurationen verwendet wurde [Heimburg und Marsh, 1996; Heimburg und Biltonen, 1996],
und auch Sugar et al. [1994b] beziehen sich eher auf das Simulationsmodell an sich als auf
die Deutung experimenteller Phanomene.

Fur die Clusteranalyse wurden fir DMPC bei verschiedenen Temperaturen Einzelsmu-
lationen hinreichender Lange durchgefihrt und Anzahl, Haufigkeit und die Kompaktheit t
der jeweils entstehenden Domanen aufgezeichnet. Hierbel wurde stets der bel gegebener
Temperatur in der Minderheit befindliche Phasenzustand als domanenbildend definiert, d. h.
bis einschliefdlich T = T, waren Cluster von flUssig-kristallinen Teilchen, bei hoheren Tem-
peraturen entsprechend in der Gel phase befindliche Teilchen von Interesse. Jeder gemessene
Wert wurde Uber 20000 einzelne Stichproben gemittelt und als Ergebniss in den Abbildun-
gen 38, 39 und 40 zusammengefalit:
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Abbildung 38:  mittlere Clusterzahl aus der Simulation von reinem DMPC mit einem Ensemble

von 6400 Teilchen als Funktion der Temperatur bzw. der Abweichung von Ty,
fur jeden Mef3punkt wurde Uber 20000 Mef3werte gemittelt; die beobachtete
Streuung wurde in dem kleinen Diagramm durch die Fehlerbalken wiedergege-
ben und in dem groRen Diagramm zur besseren Ubersicht ignoriert; die ge-
punktete Linie ist eine reine Hilfslinie ohne physikalische Bedeutung.
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Abbildung 39:  mittlere ClustergrdfRe aus der Simulation von reinem DMPC mit einem Ensemble
g

von 6400 Teilchen als Funktion der Temperatur bzw. der Abweichung von Ty,
fur jeden MefRpunkt wurde Uber 20000 MeRwerte gemittelt; die beobachtete
Streuung wurde in dem kleinen Diagramm durch die Fehlerbalken wieder-
gegeben und in dem groRen Diagramm zur besseren Ubersicht ignoriert; die
gepunktete Linie ist eine reine Hilfslinie ohne physikalische Bedeutung.
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Abbildung 40:  mittlere Kompaktheit aus der Simulation von reinem DMPC mit einem Ensemble
von 6400 Teilchen als Funktion der Temperatur bzw. der Abweichung von Ty, flr
jeden Mef3punkt wurde Uber 20000 Mel3werte gemittelt; es wurden nur Cluster
mit mehr als sechs Molekiilen untersucht; die gepunktete Linie ist eine reine
Hilfslinie ohne physikalische Bedeutung.

Bereits ein kurzer Blick auf die kleineren Diagramme in den obigen Abbildungen 183t
klar erkennen, dal3 sich die Fluktuationscharakteristik bei T, offensichtlich dramatisch von
den Clusterstrukturen bei anderen Temperaturen unterscheidet, aber auf welche Weise er-
reicht nun ein Lipidsystem, das sich z. B. weit in der Gelphase befindet, diesen ausgezeich-
neten Zustand? Um diese Frage zu kléren, ist es hilfreich, sich zusétzlich die jeweilige Ge-
samtzahl der Teilchen in den unterschiedlichen Phasen als Funktion von T zu

vergegenwartigen:
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Abbildung 41:  Simulation der mittleren Anzahl von Lipidmolekilen in der Gel- (Zustand G) bzw.
flissig-kristallinen Phase (Zustand A) als Funktion der Temperatur; die
durchgezogenen Linien ergeben sich aus der Berechnung mittels der Methode
von Ferrenberg und Swendsen [1988];

Vom theoretischen Standpunkt aus gesehen fallt in Abb. 41 auf, dal3 sich mit der Ska
liermethode nach Gleichung (49) fir die Analyse von Absolutteilchenzahlen nur in einem
sehr engen Bereich um T, akkurate Werte berechnen lassen, was jedoch fir das zur c,-Er-
mittlung bendtigte Schwankungsguadrat (Gleichung (48)) vollkommen ausreicht, da offen-
sichtlich in gréfierem Abstand von T, (Wo ¢, ohnehin gegen null geht und somit keine rele-
vante Information mehr beinhaltet) die Differenz zweier ,falscher® Werte dennoch das

richtige Ergebnis liefert.

Bel T = 295 K befinden sich zu einem bestimmten Zeitpunkt erwartungsgemal? nur we-
nige Molekule in der flissig-kristallinen Phase und bilden eine grofie Anzahl von sehr klei-
nen Domanen mit durchschnittlich nur etwa einem weiteren Nachbarn. Absolut gesehen,
bestehen die meisten , Cluster* sogar nur aus einem einzigen Molekll (die entsprechenden
Daten sind nicht dargestellt), was die Vermutung nahelegt, dal3 die L ebensdauer der fllssig-
kristallinen Zusténde aufgrund der ungtinstigen G-A-Wechselwirkungen relativ kurz ist, also
sténdig einzelne ,Domanen” entstehen und gleich darauf wieder verschwinden. Bei Erho-
hung der Temperatur auf T =296 K bemerkt man bereits einen sehr interessanten Effekt:
Wahrend namlich sowohl Np als auch die mittlere Clustergrof3e geringfiigig aber deutlich
zunehmen, bleibt die Clusterzahl dennoch konstant, ergo verlauft die Phasenumwandlung in
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dem verwendeten Modell Uber das Wachstum von bereits vorhandenen Démanen (die dem-
entsprechend auch auf der Zeitachse stabiler werden) und nicht tiber eine zunehmende Erho-
hung der Doméanenzahl. Von experimenteller Seite konnte dieses Verhalten mittels Tempe-
ratursprung-Methoden und Kryo-Elektronenmikroskopie fir reine DMPC-Vesikel [Groll et
al., 1996] sowie mit FRAP [Schram et al., 1996] und ESR-Spektroskopie [Sankaram et al.,
1992] fir Lipidgemische bestétigt werden, und auch andere theoretische Ansdize weisen in
diese Richtung [Marsh et al., 1977], wogegen neueste mit AFM und Neutronenstreuung
durchgefiihrte Untersuchungen — allerdings ebenfalls an bindren Systemen — fir eine Zu-
nahme der Doménenzahl bei Anndherung an T, sprechen [Gliss et a., 1998]. Rein anschau-
lich betrachtet scheint jedoch fir ein sehr reines Einkomponentensystem ohne
Kondensationskeime — wie es zweifellos in der Simulation vorliegt — das Wachstum bereits
vorhandener Cluster mit steigender Temperatur die energetisch giinstigere Alternative zu
sein, da der Phasenzustand der Nachbarteilchen bei den in Reinstoffen vorliegenden hohen
K ooperativitétsparametern sehr stark in die Berechnung von DE eingeht, was die Vergrof3e-

rung einer bestehenden Doméne gegentiber einer Neuentstehung favorisiert.

Erhoht man die Temperatur weiter in Richtung T, So beginnen die immer grof3er wer-
denen Doménen zu fusionieren (hierin herrscht allgemeine Ubereinstimmung) und die mitt-
lere Zahl der Cluster geht deutlich zuriick. Gleichzeitig steigt deren Kompaktheit, denn mit
zunehmendem Entropiebeitrag durch die hthere Beweglichkeit der Ketten [Doniach, 1978;
Mouritsen, 1984] strebt der Ausdruck (DH-TDS) immer weiter gegen null, so dal3 der Term
DNga zum bestimmenden Faktor in Gleichung (47) wird und damit die Tendenz besteht, die
Zahl der G-A-Paare zu minimieren. Insgesamt gesehen resultiert aber dennoch ein leichter
Anstieg der Zahl ungleicher Nachbarn (siehe Abb. 41), da mit steigendem T auch die Ent-
stehungsfrequenz neuer Doméanen zunimmt, was Nga Wiederum erhdht und das Kompakt-

heitsbestreben offensichtlich Gberkompensiert.

Bel der Umwandlungstemperatur Ty, schliefdlich liegen die Molekile im zeitlichen Mittel
mit gleicher Haufigkeit in den Zustdnden G bzw. A vor und es entstehen wenige aber dafur
sehr grof3e Domanen, welche Uberproportional starken Fluktuationen unterworfen sind, wie
man aus den entsprechenden langen ,, Fehlerbalken® als Mal3 fir die Streuung der Mef3werte
entnehmen kann.
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Dennoch 1&/% sich aus der durchgefiihrten Statistik nicht erkennen, ob diese Cluster nun
tatséchlich koexistieren oder ob das System abwechselnd zwischen zwei metastabilen Zu-
stdnden mit sehr hohem G- bzw. A-Anteil hin und her springt. Mit Hilfe der Abbildungen 35
und 37 erkennt man jedoch, dal ersteres der Fall ist und der Phasenibergang somit eine
hohere Ordnung als eins besitzt. Die Frage nach der tatschlichen Ordnung dieser Um-
wandlung wird in der Literatur vielfach kontrovers diskutiert: Wahrend zum einen die These
vertreten wird, dal3 bel reinen Lipidsystemen ein Phasenibergang erster Ordnung vorliegt
[z. B. Albon und Sturtevant, 1978; Ipsen et al., 1990; Zhang et a., 1992; Mouritsen und
Kinnunen, 1996], weisen neuere Monte Carlo-Simulationen von Lipidmolekilen [Sugar et
a., 1994b; Jerala et al., 1996] und Lipidvesikeln [Dammann und Ipsen, 1997] sowie einige
dltere experimentelle Daten [Freire und Biltonen, 1978; Biltonen, 1990] auf eine Phasen-
umwandlung zweiter Ordnung hin. Ein allgemeiner Konsens besteht allerdings zumindest
darin, dal3 sich die Kooperativitdt in reinen Lipidsystemen sehr nahe (und zwar entweder
oberhalb oder unterhalb) an einem , kritischen Wert" befindet [Mouritsen et al., 1995b], bel
dessen Ubersteigen sich die Ordnung des Phaseniiberganges erhoht. Dies bestétigte sich
auch bel den in dieser Arbeit durchgefihrten DMPC-Simulationen, denn bei sukzessiver
Zunahme von wga erreicht man sehr bald einen Punkt, bei dem die entsprechende Vertei-
lungsfunktion die fir eine Umwandlung erster Ordnung charakteristischen zwel Maxima
ausbildet (Daten nicht dargestellt). Eine Entscheidung in der oben angerissenen Diskussion
konnen wohl letztendlich nur experimentelle Daten liefern, alerdings ist eine zweifelsfreie
praktische Identifikation einer Phasenumwandlung in der unmittelbaren Nahe des kritischen
Punktes mit sehr grof3en Schwierigkeiten verbunden [Zhang et al., 1992], da sich z. B. bei
DSC-Messungen die Trégheit des Mef3gerdtes und geringste Verunreinigungen auf die
Halbwertsbreite der untersuchten Umwandlungen auswirken kénnen.

Mit Hilfe von Abb. 39 lassen sich zusétzlich Informationen Uber die , kooperative Ein-
heit* — also die Anzahl von Molekilen, welche gleichzeitig bel T = T, ihren Phasenzustand
wechseln [Sugér, 1987] — gewinnen, wenn man von der Prémisse ausgeht, dal3 die smulierte
mittlere Clustergrof3e in direktem Zusammenhang hiermit steht [Mouritsen, 1990]. Bel ndhe-
rer Uberlegung erscheint diese Annahme allerdings nur fiir Phaseniiberginge erster Ordnung
exakt gultig zu sein, da nur dann auch gewahrleistet ist, dald wirklich die gesamte Domane
,in einem Rutsch* in die andere Phase (ibergeht und keine Molekiile - wie bei einem Uber-
gang zweiter Ordnung - zurtickbleiben. Nichtsdestotrotz kann man mit den vorhandenen
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Daten eine grobe Abschétzung durchfihren, wenn man die aus Abb. 39 resultierende mitt-
lere Clustergrof3e al's einen oberen Grenzwert ansieht. Nimmt man weiter an, dal3 die grof3ten
der bei der DSC-Messung untersuchten multilamellaren Vesikel eine Oberflache mit ca
5x0° Lipidmolekiilen besitzen [Biltonen, 1990] und alle eingeschlossenen kleineren Vesikel
entsprechend weniger, so ergibt sich al's absolute Obergrenze fir die kooperative Einheit ein
Wert von etwa 2500. Angesichts der Tatsache, dal3 kalorimetrische Messungen mit extrem
niedrigen Heizraten fir hochreines DPPC eine kooperative Einheit von etwa 1400 [Albon
und Sturtevant, 1978] liefern, scheint sich dieser Betrag in einem durchaus realistischen
Rahmen zu bewegen.

Vergleicht man die mittleren Doméaneneigenschaften der Gel- bzw. flussig-kristallinen
Cluster in relativer Entfernung zu T, untereinander (wie es in den Abbildungen 38 bis 40
geschehen ist), so lassen sich noch einige interessante Effekte erkennen: So nimmt die An-
zahl der Geldoméanen mit wachsendem Abstand zur Umwandlungstemperatur offensichtlich
stérker zu, as dies bel den flUssig-kristallinen Clustern der Fall ist. Die gezeigte Abwei-
chung beruht alerdings hauptsachlich darauf, dal3 die Anzahl der einzelnen Molekile, wel-
che zuféllig umgewandelt werden und bei der ndchsten Untersuchung gleich wieder ver-
schwinden, durch die Zunahme der absoluten Temperatur anwéchst (Daten nicht
dargestellt). Dies kann man sich leicht plausibel machen, denn der temperaturabhangige
Term in Gleichung (47) verhélt sich offensichtlich linear bezliglich des Abstandes zu T, und
wirkt somit in gleicher Weise auf die Gel- bzw. flussig-kristallinen Cluster, wahrend dies fur
das Monte Carlo-Entscheidungskriterium exp(-DE/KT) nicht der Fall ist (siehe Kapitel 3),
was zu der erwahnten Asymmetrie fuhrt. Auch beziglich der Doméanengrof3e zeigen sich
dahingehend Unterschiede, dal3 bei gleicher Entfernung von T, die Gelcluster im Durch-
schnitt weniger dicht gepackt sind und geringfiigig aber reproduzierbar mehr Lipidmolekiile
als ihre flissig-kristallinen Pendants beinhalten. Dieses Phanomen konnte tatsachlich auch
experimentell mittels ESR-Studien beobachtet werden [Sankaram et al., 1992] und zeigt
damit eine unerwartete Ubereinstimmung zwischen theoretischen und praktischen Metho-
den. Vom rein mathematischen Standpunkt aus gesehen, sind die Geldomanen sehr wahr-
scheinlich as Folge der hdheren Temperatur gréf3er und verzweigter, da der Term exp(-
DE/KT) somit einen kleineren Exponenten besitzt und Zustandsdnderungen entsprechend
leichter akzeptiert werden. Anschaulich gesehen bedeutet das, dal3 bei einer bestimmten
Temperatur T, > T, die Wahrscheinlichkeit, dal? ein neues Gelteilchen an der Grenze eines
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Gelclusters entsteht, grof3er ist als bel der analogen Situation fir einen flussig-kristallinen
Cluster bel T, < Ty, (wobei T1-Tm = Ti-T2 gilt). Dieser ,offensivere® Expansionsdrang der
Geldomanen fuhrt damit zwangslaufig sowohl zu einer Vergréf3erung als auch zu einer stér-
keren Verzweigung, denn einige der neu entstandenen (energetisch ungiinstigen) Gelteilchen
werden im folgenden Monte Carlo-Schritt durch weitere zuféllig in der Nachbarschaft ent-
stehende Gelteilchen stabilisiert, und somit bleiben einige der neuen Strukturen eher erhal-
ten als dies bei den flUssig-kristallinen Doméanen der Fall ist.

Die Beobachtung, dal3 bei der Umwandlungstemperatur T, grof3e und stark fluktuie-
rende Domanen unterschiedlicher Phasen koexistieren, wird heute durch viele
Untersuchungen bestétigt [z. B. Mouritsen und Kinnunen, 1996; Dolainsky et al., 1997],
erste Uberlegungen in diese Richtung wurden jedoch schon vor einiger Zeit von
Papahadjopoulos et al. [1973] bei Permeabilitdtsmessungen von Na'-lonen aus Lipidvesi-
keln unternommen. Der Grund hierfir war der, dal3 bei den entsprechenden T,,-Werten der
Veskel jeweils ein deutliches Maximum (und eben kein kontinuierlicher Anstieg) der Per-
meabilitét festgestellt werden konnte, woraus die These geboren wurde, daf3 die Diffusion
maoglicherweise durch das Vorhandensein von Domanengrenzen zwischen koexistierenden
Molekilen in unterschiedlichen Phasen und den damit verbundenen Fehlstellen begiinstigt
wird (Abb. 42).
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Abbildung 42:  Kalottenmodell einer Phospholipid-Membran, in der eine Geldoméane (rechts)
und eine flUssig-kristalline Doméne (links) miteinander koexistieren [Mouritsen
et al., 1995h].

Diese Idee fand vorerst wenig Anklang [z. B. Nagle und Scott, 1978], spéter konnte al-
lerdings auch mit Hilfe von Monte Carlo-Simulationen gezeigt werden, dal3 sich in die
Membran eingelagerte Fremdmolekile bevorzugt zwischen den koexistierenden Doméanen
aufhalten [Jargensen et al., 1991], weil die Raumaufteilung bei gleichphasigen Nachbarn
offenbar deutlich effizienter ist als bei ungleichphasigen und zwischen letzteren somit mehr
freles Volumen zur Verfigung stehen, was wiederum die Permeation begunstigt. Diese
Fehlstellen haben aufgrund der starken Fluktuationen bei Tr, nur eine sehr geringe Lebens-
dauer von ca. 10 Sekunden firr reine Lipide [Mouritsen und Kinnunen, 1996], was aber bei

geniigend schnellen Prozessen durchaus fur eine Diffusion ausreichen kann.

Die obigen Ausfuhrungen lassen daher vermuten, dal3 es mit Hilfe der aus der DMPC-
Simulation gewonnenen Daten fir Ng, Na und Nga eigentlich méglich sein sollte, Aussagen
Uber das Permeabilitétsverhalten des reinen Lipides bei unterschiedlichen Temperaturen zu
machen, zumal unter Verwendung der Gleichungen (24) und (25) direkt die entsprechenden
Mittelwerte fir Naa bzw. Ngg ermittelt werden konnen (Abb. 43).
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Abbildung 43:  Mittlere relative Anzahl der G-G-, A-A- und G-A-Paare fir DMPC als Funktion
der Temperatur; die Daten wurden mit Hilfe der Gleichungen (24) und (25) aus
den Simulationsergebnissen berechnet; es gilt stets: Ngg+ Naa+ Nga = 6/2.

In obigem Diagramm wird noch einmal deutlich, dal3 die Anzahl der gleichphasigen
Nachbarn mit Anndherung an Ty, deutlich stdrker zunimmt als die entsprechende Phasen-
grenzflache, also die Umwandlung — wie schon erwahnt — durch Vergrofierung bereits vor-

handener Cluster und nicht durch die Entstehung neuer Domanen voranschreitet.

Trotz der massiven Doménenfluktuationen ist man also somit in der Lage, durch eine
grof3e Zahl von Stichproben ein relativ genaues Bild von den jeweiligen Strukturen der ko-
existierenden Phasen zu bekommen und hiertiber direkte Riickschliisse tber die Anzahl der
entstehenden Fehlstellen zu ziehen. Um aus diesen Informationen nun unmittelbar die ent-
sprechenden Permeabilitdten zu berechnen, missen jedoch noch einige Modellannahmen

gemacht werden [Cruzeiro-Hansson und Mouritsen, 1988]:

Beziglich der Membranpermeabilitét konnen in dem beobachteten Lipidsystem drei
ausgezeichnete Orte unterschieden werde, ndmlich eine reine Gel- bzw. flussig-kristalline
Umgebung (mitten in einer Doméne) und das Grenzgebiet zwischen zwei Doménen. Jedem
dieser Orte kann eine Zahl P zugeordnet werden, mit der dort ein Permeationsvorgang statt-
findet. Die Gesamtwahrscheinlichkeit Pyes flir das untersuchte Lipidsystem ergibt sich somit

ZuU
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P (T): NGG(T)XPG + NAA(T)XPA + NGA(T)XPGA .

- . (50

Ps, Pa und Psa bezeichnen hierbei die jeweiligen Permeationswahrscheinlichkeiten for
Geldoménen, flussig-kristalline Doméanen und den Grenzbereich. Um nun diese Gleichung
mit experimentellen Daten verknipfen zu kdnnen und konstante Faktoren zu eliminieren,
definiert man eine relative Permeabilitét Y beztglich eines willklrlichen Standardzustandes
(°) und erha@lt somit unter Beriicksichtigung von Mouritsen et al. [1995b]:

Y = T XAges(T) |PG (NGG B Nge 1 +P, (NAA B NgA )+ Pea (NGA B NgA ) . (51)
TO A g (PsNG + PNy +Peu NS, )
Der Term unter der Wurzel représentiert einen zusétzlichen Faktor, der die Gleichung
noch bezuglich der Temperatur wichtet, wobei Ages hierin fur die Gesamtflache des unter-
suchten Teilchenensembles steht. Zur Berechnung wurde daher fir DMPC ein durchschnitt-
licher Flachenbedarf pro Molekill von 48 A? fiir die Gel- und 60 A? firr die fliissig-kristalline
Phase angenommen [Petrache et al., 1998] und entsprechend mit der jeweiligen Anzahl der
Teilchen pro Phase multipliziert und anschlieend addiert. Wegen der sprunghaften Ande-
rung von Ng bzw. Na beim Uberschreiten der Phasenumwandlungstemperatur wird Ages
somit ebenfalls einen sigmoiden Verlauf besitzen, womit der Tatsache Rechnung getragen
wird, dald durch die gréferen Absténde der Kopfgruppen untereinander die Permeation fir
ein Fremdmolekdl in der flUssig-kristallinen Phase erleichtert wird. Nun mag es auf den
ersten Blick befremdlich erscheinen, dal3 man plétzlich die Flachendnderung der einzelnen
Teilchen mit dem Phasenlbergang berticksichtigt, die benétigten Werte fir Ng und Na je-
doch durch Simulation auf einem festen Gitter ermittelt. Hierbel mul3 allerdings bedacht
werden, daR das verwendete Modell diese Anderung sehr wohl miteinbezient — sie steckt
nadmlich nach Gleichung (47) implizit in der Grof3e DNga und hat somit einen direkten Ein-
fluR auf das untersuchte Molekil — wogegen der feste Abstand der Teilchen auf dem Gitter
fr die Simulation ohne Bedeutung ist und lediglich der Wahrung des Eigenvolumens dient.
Aus diesem Grund wére es daher beispielsweise auch mit gleichem Ergebnis moglich (wenn
auch etwas unanschaulich), ein quadratisches Gitter zu verwenden und trotzdem sechs
Nachbarn fur jedes Molekil zu untersuchen, obwohl sie in diesem Fall keine &quivalenten
Abstande zu dem jewelligen Zentralteilchen besél3en.
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Der grol3e Bruch in Gleichung (51) beinhaltet im Grunde die Information, auf welche
Weise sich die Struktur der vorhandenen Domanen als Funktion der Temperatur veréndert,
alerdings ist Uber die Absolutwerte der Permeationswahrscheinlichkeiten nichts bekannt
[Cruzeiro-Hansson und Mouritsen, 1988], so dal? diese als anpaldbare Parameter, jedoch mit
der oben begriindeten Restriktion Pga » Pg, Pa, verwendet werden.

Um die Stichhaltigkeit des Models zu testen, wurden experimentelle Permeationsdaten
fur die Diffusion von Glycerin-Molekilen durch DMPC-Veskel verwendet und auf einen
Standardzustand bei 290.7 K normiert [Elbert, personliche Mitteilung], so dal3 nur die rela-
tive Verdnderung der Permeabilitdt als Funktion der Temperatur von Bedeutung war. An-
schlieffend wurde eine Simulation der Y-Werte unter Variation von Pa, Ps und Pag bei den
entsprechenden Temperaturen durchgefiihrt, und die so berechnete Kurve durch Fehlerqua-
dratminimierung an die Mef3daten angepaldt. Das Ergebnisist in Abb. 44 zusammengefalt:

Glycerinpermeation aus DMPC-Vesikeln

. e

c o
5 o
2 O
= 1 ,
£ % o
5 I , -o--- Experiment
a7 @ A Simulation
z ] o
. o
o | °
Ke)
4
-—7 7
290 300 310 320 330 340

T[K]

Abbildung 44:  Relative Glycerinpermeation aus DMPC-Vesikeln [Elbert, persotnliche Mittei-
lung], simuliert mit Hilfe von Gleichung (51) unter Variation von Pg, P, und
Pca; esergibt sich: Pg:Pa: Pga = 1:1:67.5.

Wenn man den hier vorgestellten Ansatz zur Anpassung von theoretischen Ergebnissen
an experimentelle Daten verwendet, so wird man mit Sicherheit keine ,richtigen* Absolut-
werte fir die Permeation bzw. die entsprechenden Wahrscheinlichkeiten erhalten (dazu ist

das Modell viel zu einfach konstruiert), daher werden in obiger Abbildung auch nur relative
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Werte verwendet und die wenig aussagekraftigen Zahlenangaben auf der Ordinate nicht
dargestellt. Vielmehr interessiert hier die Frage, ob es mit den implementierten fundamen-
talen Annahmen Uber das Verhalten der Lipidmolekile auf molekularer Basis moglich ist,
die makroskopisch beobachtete Reaktion des Systems nachzuvollziehen und somit unter
Umsténden erklérbar zu machen. Wie man aus Abb. 44 entnehmen kann, sind die Werte der
Permeationskurve in dem Bereich bis kurz nach T, recht gut wiedergegeben, im weiteren
Verlauf jedoch zeigen die ssimulierten Daten eine falsche Temperaturabhangigkeit und ent-
fernen sich immer weiter von den experimentellen. Der Grund hierfir ist moglicherweise
darin zu sehen, dal3 die Permeationswahrscheinlichkeiten — anders as in dem verwendeten
Modell angenommen — ebenfalls eine Funktion der Temperatur sind, was in dem ,, unspekta-
kuldren* Bereich bei T > T, mit den immer geringer werdenden Anderungen von Ngg, Naa
und Nga zunehmend an Bedeutung gewinnt, so dal3 ein stark mit T zunehmendes P4 durch-
aus eine weit bessere Anpassung liefern konnte. Auf eine genauere Untersuchung diesbe-
zuglich wurde jedoch verzichtet, da die Einfihrung von drel weiteren anpal3baren Parame-
tern bezlglich der Temperaturabhéangigkeit zwar vermutlich hervorragende Simulationen
liefern, aber andererseits auch die Aussagekraft des verwendeten Modells deutlich schmé-
lern wirde, denn schliefdich &3t sich mit einer hinreichenden Zahl von variablen Grofen
beinahe jede Kurve nachbilden. Die entscheidende Beobachtung ist vielmehr die, dal3 man
mit Hilfe der Annahme einer bevorzugt an Domanengrenzen ablaufenden Diffusion von
Fremdmolekllen in der Lage ist, das scharfe Maximum der Permeationskurve bel T =T,
unter Verwendung des simulierten mikroskopischen Domanenverhaltens nachzuvollziehen.
Fur das Verhdltnis Ps:Pa:Pca ergibt sich dabel 1:1:67.5, was einerseits der Forderung ge-
nugt, dal’ Pca Weitaus am groféten sein mul3, aber andererseits wegen dem eher unlogischen
Ausdruck Ps = Pa auch den Verdacht einer nicht berticksichtigten Temperaturabhangigkeit
bestétigt. In der Literatur findet sich bei der Anpassung an eine experimentelle Permeations-
kurve von Papahadjopoulos et al. [1973] ein dhnliches Verhdtnis [Cruzeiro-Hansson und
Mouritsen, 1988; Mouritsen et a., 1995b], leider ist der Kurvenverlauf dort jedoch nur bis
kurz nach T, dargestellt, so daf3 nicht nachvollzogen werden kann, wie die Gite der Simu-
lation bel htheren Temperaturen ist, zumal Papahadjopoulos et al. in ihrem Artikel darauf
hinweisen, dal3 die Permeabilitét auch hier mit steigender Temperatur oberhalb von T, wei-
ter zunimmt. Die absoluten Betrége der P-Werte weichen alerdings deutlich von den in
dieser Arbeit gefundenen ab, was damit zusammenhangt, dal3 Gleichung (51) zwar auf dem
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Gedankengang von Cruzeiro-Hansson und Mouritsen fuldt, dort aber ein formelmaliig ande-
rer Weg beschritten wurde, was jedoch auf die relativen Werte keinen Einfluf? hat, und dem-
entsprechend liegt auch das Verhétnis von P bzw. Pa zu Psa in derselben Grofenordnung.
Ohnehin wird in der oben durchgefihrten Monte Carlo-Simulation die zweite Hélfte der
Doppelschicht bei der Untersuchung der Lipiddomanen gar nicht berlicksichtigt, da sich die
beiden Haften diesbezliglich als unabhangig erwiesen haben [Sillerud und Barnett, 1982].
Die Diffusion eines Fremdmolekils aus einem DMPC-Vesikel erfolgt jedoch zwangsaufig
durch die gesamte Doppelschicht, was aber bei der Betrachtung relativer GrofRen keine
Auswirkungen auf das angewendete Prinzip hat.

4.2.2.1.2 Fazit

Mit dem oben beschriebenen ssmplen Zweizustandsmodell lassen sich nach Anpassung
an experimentelle Mefdwerte wie z. B. c,-Kurven eine ganze Reihe interessanter |nformatio-
nen beziiglich des mikroskopischen Domanenverhaltens der Lipidmolekiile gewinnen. Dabel
kann man sich wiederum den Umstand zunutze machen, dal3 die aus der hohen Kooperati-
vitét der Einzelteilchen resultierenden kollektiven Eigenschaften mit sehr einfachen mathe-
matischen Ansétzen relativ gut beschreibbar sind, zumal andernfals eine entsprechende
Monte Carlo-Simulation wegen des hohen Rechenaufwands gar nicht durchfihrbar wére.
Die Einfachheit des gewéhlten Modells ermdglicht es zudem auch, zusétzliche Komplika-
tionen wie beispielsweise integrale oder periphere Proteine in das Lipidensemble miteinzu-
beziehen und ihre Auswirkungen auf die entstehenden Doméanenstrukturen zu untersuchen
[Heimburg und Marsh, 1996].

4222 Das Pink-Modell

Im Gegensatz zu dem oben verwendeten Ansatz, bel welchem der Versuch unternom-
men wird, makroskopisch mefdbare Daten (DSC-Kurven) direkt mit mikroskopischen
Strukturen zu korrelieren, beschreitet das erstmals von Pink und Chapman [1976] vorge-
schlagene Modell einen anderen Weg: Die Grundstrategie besteht darin, auf molekularer
Ebene moglichst alle fur das kollektive Verhalten der Lipidmolekile maf3geblichen Wech-
selwirkungen zu berticksichtigen und in einer Rechenvorschrift zusammenzufassen, mit der
sich dann ein entsprechendes Teilchenensemble beschreiben 1&1%. Der Abgleich zwischen
Theorie und Experiment erfolgt hier also nicht Gber die Anpassung der simulierten Daten an
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makroskopische Mefergebnisse sondern man , futtert” vielmehr das System mit experimen-
tellen Informationen auf molekularer Basis und beobachtet dann anhand von Antwortfunk-
tionen (wie z. B. Umwandlungstemperatur und Warmekapazitdt), ob sich das Ensemble
wahrend der Simulation wie ein ,richtiges’ Lipidsystem verhélt. Ist dies der Fall, so kdnnen
aufgrund der generierten Daten wiederum Rickschltsse auf experimentell sehr schwer oder
gar nicht zugangliche Phdnomene (wie z. B. die mittlere Doménengrof3e) gezogen werden.

4.2.2.2.1 Herleitung des Modells

Grundsitzlich wird auch in den hier ausgefiihrten Uberlegungen ein zweidimensionales
triangulares Gitter mit periodischen Grenzen zugrunde gelegt, alerdings mit dem Unter-
schied, da3 sich auf jedem Gitterpunkt jetzt eine einzelne Acylkette statt eines gesamten
Molekils befindet [Pink und Chapman, 1979] und die Bindungswinkel zwischen den Koh-
lenstoffatomen im folgenden der Einfachheit halber stets mit 120° angesetzt werden. Die
chemische Verknupfung Uber das Glycerin-,Rickgrat“ wird dabei vernachlassigt, ein ent-
sprechender Beitrag fir die Kopfgruppenwechselwirkungen geht aber dennoch in die Simu-
lation jeder Kette mit ein. Auf%erdem wird wegen der bereits erwdhnten geringen gegenseiti-
gen Beeinflussung der Lipidschichten wiederum nur eine Hélfte der Doppelschicht
untersucht, und es werden auch wieder nur Wechselwirkungen zwischen néchsten Nachbarn

zugel assen.

Um die Details des Pink-Modells zu verstehen, ist es sinnvoll, sich zundchst die allge-
meine Struktur des entsprechenden Energieoperators W fir ein Ensemble aus N Teilchen

eines Einkomponenten-/Zwei phasensystemes zu vergegenwartigen [Dammann et al., 1994]:

y & I LK
w=33a[L.+PAJd]- Ja & & a(vidd,). (52)
i=1 k=1 i=1 j=1 k=1 =1

Die auf den ersten Blick etwas verwirrende Gleichung gliedert sich offensichtlich in
zwei Terme, von denen letzterer eine gewisse Ahnlichkeit mit Gleichung (27) aufweist,
denn auch hier wird anscheinend die Wechselwirkung eines jeden Teilchens mit seinen
sechs néachsten Nachbarn untersucht. In der Tat ist dies der Fall, nur geht der hier vorge-
stellte Ansatz noch weiter und berticksichtigt, dal3 die Kohlenwasserstoffketten in K unter-
schiedlichen Rotationsisomeren vorliegen kénnen und sich die van der Waals-Wechselwir-
kungen somit durch zunehmende Abweichung von der all-trans Konformation immer stérker
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reduzieren [Pink et al., 1980a]. V beschreibt daher eine KX grof3e dimensionslose Matrix,
welche die entsprechenden Parameter enthdlt, und die Summen Uber k und | sowie die
Kronecker-Operatoren dy, sorgen lediglich dafur, dafd das jeweils passende Element Vi
»herausgefischt” wird. Auf diese Weise wird die gesamte Information beziiglich der Ketten-
konformeren in die V-Matrix gepackt, und die Simulation 183t sich auf einem zwei- statt auf
einem dreidimensionalen Gitter ausfiihren, was den Rechenaufwand erheblich reduziert.
Zuvor stellt sich aber noch die Frage, nach welchen Kriterien V konstruiert werden soll,
denn es mussen zwei grundlegende Effekte bel den Wechselwirkungen der Ketten unterein-
ander beachtet werden, wie man sich anhand von Abb. 45 verdeutlichen kann:

{a) (b} (c) {d) (e)

Abbildung 45:  Schematische Darstellung von funf unterschiedlichen Rotationsisomeren einer
Kohlenwasser stoffkette zur Verdeutlichung des Pink-Modells [Caillé et al.,
1980]; die C-C-Bindungswinkel werden vereinfachend mit 120° angesetzt und die
eingezeichneten Doppel balken markieren die Bindungen, um welche eine gauche-
Rotation stattgefunden hat, wobei die Kettensegmente oberhalb der gestrichelten
Linie als unbeweglich definiert werden.

Zum einen ist es offensichtlich, dal3 die Anzahl der gauche-Konformeren die Gesamt-
wechselwirkung beeinflufd, zum anderen spielt aber auch deren Position im Molekil eine
ganz entscheidende Rolle, wie beispielsweise bei einem Vergleich von (a) mit (d) bzw. (e)
deutlich wird, da alle der ersten gauche-Bindung nachfolgenden Segmente aufgrund ihrer
raumlichen Orientierung wesentlich geringere van der Waals-Wechselwirkungen mit ihrem
Nachbarn eingehen konnen, als wenn zwei al-trans-Ketten parallel zueinander liegen. Au-
[erdem mufd man noch bedenken, dal3 mit der Einfihrung von gauche-Bindungen zwar die
effektive Lange abnimmt, aber durch die thermische Bewegung der Raumbedarf in der

Breite dementsprechend zunimmt, wodurch samtliche Wechselwirkungen — auch die zwi-
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schen den noch vorhandenen parallelen Kettensegmenten — zusétzlich abgeschwécht wer-
den. Die mathematische Formulierung dieser Einfllsse zwischen zwei Ketten in den Zu-
sténden k bzw. | erfolgt nach Mouritsen et al. [1983] mit Hilfe der folgenden Gleichung:

-1

& 6 Mé- (Skp)Mé- (S'q)

V=6t . (53)
K g«/rszr,Zyg 011(SGD)Méll(SGq)
p= q=

M beschreibt dabei die Zahl der in der Acylkette vorhandenen C-Atome, und S,y ist ein
Ordnungsparameter, welcher den mittleren Winkel q zwischen den einzelnen C-C-
Bindungen und der Membrannormalen — welche as Paralele zu dem ersten auf die Car-
boxylgruppe folgenden Kettensegment definiert ist [Seelig und Seelig, 1974] — beinhaltet,
wobel sich der Index G auf den Grundzustand (eine all-trans-Kette) bezieht [Caillé et al.,
1980]:

S, = %(BCOSZqu - 1) : (54)

Wahrend hierdurch Anzahl und Position der gauche-Konformeren in das Modell einge-
hen, wird der oben erwdhnten zunehmenden Entfernung der Ketten voneinander dadurch
Rechnung getragen, dal3 sie theoretisch wie Zylinder mit konstantem Volumen behandelt
werden [Corvera et al., 1993]. Eine Verkirzung der effektiven Kettenlénge fuhrt damit di-
rekt zu einer entsprechenden VergréRRerung des fiktiven Radius r?, woraus sich wegen der
r-Abhéngigkeit der van der Waals-Wechselwirkungen zwischen Kettenmolekiilen
[Israelachvili, 1992] der in Gleichung (53) dargestellte Klammerausdruck ergibt. r¥c be-
zeichnet analog den Radius eines al-trans-Zylinders und hangt somit direkt mit dem Fl&
chenbedarf der entsprechenden Kopfgruppe zusammen. Der Parameter J in Gleichung (52)
schliefdlich beinhaltet einen Energiebetrag fur die Wechselwirkung zweier al-trans-Ketten
der Lange M, welcher dann mit dem entsprechenden dimensionslosen Faktor aus der V-

Matrix gewichtet wird.

Die erste Doppelsumme in Gleichung (52) ist hingegen unabhangig von der Konforma-
tion der néchsten Nachbarn und auferdem positiv, in ihr sind also somit - im Gegensatz zu
der vorher betrachteten Vierfachsumme - die repulsiven Wechselwirkungen zu finden. Diese
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setzen sich zusammen aus einer zu der Anzahl der gauche-Konformeren proportionalen
Energiegrof3e L fir die sterischen Wechselwirkungen der Ketten, sowie einem Beitrag fur
sowohl sterische als auch elektrostatische Wechselwirkungen der Kopfgruppen untereinan-
der, welcher eine Funktion des jeweiligen Flachenbedarfs A ist [Corvera et al., 1993]. Alle
restlichen Faktoren diesbeziiglich steckt man in einen konstanten Term P , der wegen seiner

Dimension auch as,,innerer Druck” des Systems bezeichnet wird [Mouritsen et al., 1983].

Um den Energieoperator Win eine etwas handlichere Form zu bringen erscheint es wei-
terhin angebracht, wieder eine Variablentransformation von d in s geméal3 Gleichung (28)
durchzuftihren, und so die bereits simulationstechnisch vertrauten Gefilde des Ising-Modells
zu erreichen, zumal die in der Literatur angewendete Vorgehensweise entweder gar nicht
oder nur auferst nebul s beschrieben wird. Deshalb geht man zunéchst der Einfachheit hal-
ber wieder davon aus, dal3 die Lipidmolekile lediglich zwel Zustdnde — einen Grundzustand
G (Gelphase) und einen angeregten Zustand A (fllssig-kristalline Phase) — einnehmen kon-
nen (also K = 2), so dal3 sich die Summen Uber k und | entsprechend vereinfachen und man
nach einiger Umformung in Analogie zu Gleichung (33) den folgenden Ausdruck erhdlt:

o] NE oy L
U_Eo - §(VGG - 2VGA +VAA)a a (Oioj)' ha 0;, (55)
i=1 j=1 i=1
mit
6J 1 1
h:Z(VGG'VAA)"'EP(AA'AG)"'E(LA' LG)' (56)

Gleichung (55) 183 nun in ihrer Struktur wieder eine deutliche Analogie zu (33) erken-
nen, der Klammerausdruck vor der Doppelsumme verkorpert dabei offensichtlich eine Art
Nichtidealitétsparameter, welcher entsprechend mit der Konformation der néchsten Nach-
barn zusammenhangt, wogegen der immer positive Ausdruck h ein Mal3 fur die algemeine
Energiedifferenz zwischen dem Grund- und dem angeregten Zustand darstellt. Eq reprasen-
tiert wieder einen von s unabhangigen Term, welcher bel den folgenden Untersuchungen
jedoch ohne Bedeutung ist. Bei den ganzen bisherigen Ausfiihrungen wurde allerdings noch
nicht bertcksichtigt, dal3 der angeregte Zustand der Kohlenwasserstoffketten energetisch
entartet ist, d. h. es gibt sehr viele Konformationen, die dieselbe Gesamtenergie aufweisen
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[Pink und Chapman, 1979]. Da der Entartungsgrad g des entsprechenden Energiezustandes
in der Zustandssumme vor der Exponentialfunktion steht, wie es schematisch in Gleichung
(57) dargestellt ist (siehe auch Kapitel 3) [Mouritsen et a., 1983]
o U(k)
Z=a 9> v, (57)
K
kann man diesen auch mit Hilfe der Logarithmusregeln als exp[In(g)] in den Energieope-
rator ziehen und erhalt fiir den Ubergang eines Teilchens von einem Zustand in den anderen
(s"™ =-s5% den folgenden Ausdruck fir die hiermit verbundene Energiedifferenz
DE = E(s"™)-E(s?"):

= )

e 6 neu il
OE =5 8} (Vex - 2o +VauJ& b )+ 20 kTG S0 )
s

Bel genauerer Betrachtung der Formelstruktur zeigen sich sehr deutliche Parallelen zu der
Schltisselgleichung (47) fiir das bereits untersuchte Zweizustandsmodell, denn der Term s
lief}e sich bel dem hier verwendeten Formalismus ja entweder durch ‘+° oder ‘- ersetzen,
und der Klammerausdruck vor der Summe Uber die néchsten Nachbarn entspricht vom In-
halt her dem Kooperativitdtsparameter wea. Besonders interessant ist jedoch der Vergleich
des Ausdrucks in den geschweiften Klammern mit seinem Analogon in (47): Berilicksichtigt
man namlich, dai3 fir die statistische Definition der Entropie die Beziehung

S =k*n(g) (59

gilt [Wedler, 1987] und h wie bereits erwahnt die Energiedifferenz zwischen Grund- und
angeregtem Zustand beschreibt, so stellt der Klammerausdruck nichts anderes dar a's die auf
der Gibbs-Helmholtz-Gleichung (21) beruhende Definition von DG. Diese Beobachtung ist
fur die Erstellung des Simulationsmodells von grof3er Bedeutung, denn durch sie kann man,

da DG fur T = Ty, verschwindet, sofort die folgende Forderung aufstellen:

2h:%(VGG V) #P(An- AG)+(L - Lo)=kT Ing—— (60)
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Diese Beziehung ist deshalb so wichtig, da — wie spéter noch gezeigt wird — ale vorkom-
menden Grofen bis auf den Wechselwirkungsparameter J bekannt sind, so dal dieser hier-
durch an die entsprechende experimentell ermittelte Umwandlungstemperatur angepaldt
werden kann. Der Grund fur die Verwendung von ga und ge in Gleichung (58) anstelle der
Ausdriicke g™ und g™ ist der, daR im weiteren Verlauf zwischen dem all-trans- und dem
flUssig-kristallinen Zustand der Acylketten noch acht der Gel phase zuzuordnende Zwischen-
zustdnde mit unterschiedlichen Konformationen und unterschiedlichem g (bis K = 10) einge-
fahrt werden, sich die Entropiednderung in Gleichung (60) jedoch unverandert nur auf die
Gesamtdifferenz A-G bezieht und J as Mal3 fur die Wechselwirkung zwischen zwei all-
trans-Ketten [Corvera et al., 1993] ohnehin von der Anzahl der intermedidren Zustéande un-
abhangig sein sollte.

Die Monte Carlo-Simulation auf Grundlage des Pink-Modells erfolgt nun ebenso wie bei
dem Zweizustandsmodell in Kapitel 4.1.2.1 nach der Glauber-Methode mit der Schitissel-
gleichung (58) — in Analogie zu (47) — zur Beschreibung der jeweils auftretenden Energie-
differenzen. Der Kooperativitétsparameter J wird alerdings im Gegensatz zu wga hicht
durch den Vergleich der theoretischen mit der experimentellen Antwortfunktion (DSC-
Kurve) individuell ermittelt, sondern bereits vor der Simulation aufgrund von mikroskopi-
schen GrofRen und dem experimentellen T,,-Wert pauschal festgelegt, so dal3 die Frage be-
sonders interessant scheint, ob sich hiermit tatséchlich ein kooperatives Verhalten der
Lipidmolekile nachvollziehen 1&03t.

Die oben hergeleiteten Beziehungen (58) und (60) sind allerdings nur anwendbar, wenn
bei der Simulation lediglich zwel Zusténde berticksichtigt werden (K = 2), daim Falle eines
Ansatzes mit K > 2 bereits die Variablentransformation (28) in dieser Art nicht mehr durch-
gefihrt werden kann und die gesamte Herleitung somit hinfallig wird. Um nun trotzdem den
Einflul3 der unterschiedlichen Kettenkonformeren mit dem hier verwendeten Modell zu
beriicksichtigen, kann man sich jedoch den Umstand zunutze machen, dai3 die Uberginge
zwischen den oben erwahnten neun Gelphasenkonformationen in Wirklichkeit etwa um den
Faktor 10*-10° schneller erfolgen als generell zwischen der Gel- und der fliissig-kristallinen
Phase [Lookmann et al., 1982], so dal3 man — wenn das Augenmerk auf dem Hauptphasen-
Ubergang liegt — das Zehnzustandsmodell wie ein Zweizustandsmodell behandeln kann, bel

dem sich die Parameter Vg, L g, Ag und ge aus den temperaturabhangigen Mittelwerten der
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unterschiedlichen Grundzusténde zusammensetzen. Dabei ist es nach Pink et al. [1980b]
nicht einmal notwendig, alle neun Gelphasenzusténde in die Berechnung miteinzubeziehen,
sondern man kann sich mit der Mittelung Uber drei ausgewahlte Konformationen begniigen,
welche formal den Zusténden G, 2 und 5 entsprechen. Zur Veranschaulichung dieser Argu-

mentation ist das entsprechende Energiediagramm in Abb. 46 wiedergegeben:

A___ . __A____A
2
8,9 — g
5
5,6,7— ---—35
AN
N B
2,3,4’“““ u““‘_2~\'}~—G(T)
,/
G — ---—@G 0
(a) (b)

Abbildung 46:  Schematisches Energiediagramm der zehn Zustdnde des Pink-Modells (a) und
der drei ausgewahliten Gelphasenkonformationen G, 2 und 5 (b) fur das
Zweizustandsmodell mit temperaturabhangigem Grundzustand G(T); Diagramm
nach Pink et al. [ 1980b].

Anschaulich gesehen lassen sich die drei ausgewahlten Konformationen einer al-trans-
Kette (G), einer Kette mit einer gauche-Bindung in der Nahe der Methylgruppe (2) und einer
Kette mit einer gauche’-trans-gauche”™ -Sequenz (5) zuordnen, welche zusammen eine Auf-
trittswahrscheinlichkeit von annghernd eins besitzen, so dal3 die Vernachlassigung der ande-
ren Zustande nicht signifikant ins Gewicht falt [Pink et al., 1980b]. Fir den temperaturab-

hangigen Mittelwert einer Eigenschaft O ergibt sich somit

o € Ao
a &pgore” Ty
o(T)=—= —, (61)
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wobel auf die Ermittlung und den Betrag der dabei verwendeten physikalischen Daten
im néchsten Abschnitt genauer eingegangen wird.

4.2.2.2.2 Auswahl der mikroskopischen Gr6l3en

Wie bereits erwéhnt, kann man nach Pink et al. [1980a] auf3er den Zusténden G (strikte
all-trans-Konformation der Lipidkette) und A (Lipid in der flussig-kristallinen Phase mit
einer grofien Anzahl von gauche-Konformeren) noch acht weitere definieren, welche alle-
samt intermedidre Konformationen mit eins bis drel gauche-Bindungen représentieren und
energetisch in der Gelphase anzuordnen sind. Zu den beiden Grundannahmen fur diese
Auswahl gehért zum einen die Festlegung, dal3 die ersten beiden Bindungen an der Car-
boxylgruppe (oberhalb der gestrichelten Linie in Abb. 45) immer die trans-Position einneh-
men [Pink et al., 1980a] und sich aufferdem die Lipidketten nie in Richtung Kopfgruppe
zurlickfaten [Caillé et al., 1980].

Unter diesen Vorraussetzungen lassen sich dann die Entartungsgrade g der einzelnen Zu-
stdnde K in Abhangigkeit von der Kettenlange M abschétzen, wie in Tab. 2 dargestellt ist
[Zuckermann und Pink, 1980]:

Zustand
K G 2 3 4 5 6 7 8 9 A

M ar(K)
[4.33A] [M-1|M-2|M-3|M-4| M2 | M3 | M4 | M3 | M-4 | M4

g(K) 1| 4| 4 | 4 |2M-12|2M-16|2M-20 | 8M-64 | 16M-120 | 6:3™-0

Tabelle 2: Abgeschéatzte Entartungsgrade g und effektive Kettenlange M flr das Zehnzu-
standsmodell (K=10) nach Pink [ Zuckermann und Pink, 1980]; M bezeichnet die
Lange der Projektion der Acylkette auf die Normale zur Membranoberflache in C-
C-Bindungseinheiten (1.33 A pro Bindung bei einem angenommenen Bin-
dungswinkel von 120°).

Die effektive Lange Mg einer aus M C-Atomen bestehenden all-trans-K ette betragt also
genau M-1, wobel hierfir die Projektion einer C-C-Bindung (mit eéinem Atomabstand von
1.54 A [Stryer, 1991]) auf die die Doppelschicht , aufspiefende® Normale zur Membran-
oberfléche als Mal¥einheit fungiert, welche bel einem vereinfachten fiktiven Bindungswinkel
von 120° einer Lange von etwa 1.33 A entspricht. Uber M”4; ist zwar a priori noch nichts
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bekannt, aber die Acylketten werden ja als Zylinder mit konstantem Volumen behandelt
[Mouritsen et al., 1983], und der jeweilige Flachenbedarf der Kopfgruppe im Zustand G
(Ag) bzw. A (An) ist ebenfalls aus experimentellen Messungen bekannt, so dal3 man mit

dem einfachen Verhdtnis

(62)

sowohl die einzelnen Ak (mit 2 £ K £ 9) as auch M”¢; (mit Ax = Aa) berechnen kann.
[Cailléet al., 1980].

Der laterale Druck P hingegen wird auf der Grundlage von NMR-Messungen und Mo-
lekularfeldberechnungen [Marcelja, 1974] pauschal mit einem Wert von 330 N/m ange-
setzt und al's unabhéngig von dem simulierten Lipidtyp angesehen [Risbo et al., 1995].

Zur Bestimmung der L-Werte bedient man sich des RIS-Modells von Flory [1989], in
welchem den Kettengliedern lediglich drei definierte durch Rotation um jeweils 120° er-
reichbare Konformationen (trans, gauche” und gauche) erlaubt werden. Dabei ist eine
gauche-Konformation energetisch gesehen um einen Betrag von etwa 2-3 kJ/mol ungunsti-
ger als die entsprechende trans-Anordnung, so daid fur die Arbeit mit dem Pink-Modell
dementsprechend ein mittlerer Wert von L gayche = 4.530% J angenommen wurde [Pink et
al., 1980a]. Da gemal Gleichung (58) — in welcher h ja eine Funktion von L ist — fur die
Durchfiihrung der Simulation lediglich Energiedifferenzen von Bedeutung sind, erhdt der
Parameter L ¢ zur Beschreibung der all-trans-Kette per definitionem den Wert null, und den
Zustanden zwei bis neun werden je nach Konformation die entsprechenden Vielfachen von
L gauche Zugeordnet. Einzig fir L 4 ist die Ermittlung eines geeigneten Betrages mit gewissen
Schwierigkeiten verbunden, daher dient er gewohnlich als anpal3arer Parameter, um sicher-
zustellen, dal3 sich die , kritische Temperatur” des simulierten Ensembles — aso die Tempe-
ratur, bei der sich die Ordnung des Phaseniiberganges andert — in der N&he des jeweiligen
Tm-Wertes befindet [z. B. Mouritsen et al., 1983]. Da jedoch aus der Literatur nicht ersicht-
lich ist, was ,in der Nahe“ eigentlich genau bedeutet, wird im folgenden auf einen von
Corvera et al. [1993] gefundenen Zusammenhang zurlickgegriffen, welcher mit den gesam-
ten L-Werten in Tab. 3 dargestellt ist.
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Zustand K G|2|3|4|5|6|7|8]|9 A

Tabelle 3: Abgeschétzte Energiebetrage L als Vielfache des Energiebetrages einer gauche-
Bindung relativ zu der trans-Konformation L gauche (= 4540 J) fur das Zehnzu-
standsmodell (K = 10) nach Pink; M bezeichnet die Anzahl der C-Atome pro
Acylkette; die Formel zur Bestimmung von L, beruht auf empirischen Untersu-
chungen; Angaben nach Corvera et al. [1993].

Somit verbleiben as letzte unbekannte Grofe noch die zur Berechnung der V-Matrix
nach Gleichung (53) notwendigen Ordnungsparametersummen, da sich die ebenfalls hierfir
verwendeten Zylinderradien r® auf triviale Weise aus den Werten der entsprechenden Fl&
chen (Gleichung (62)) ergeben.

Mit Hilfe des in diesem Modell verwendeten idealisierten C-C-C-Bindungswinkels von
120° lassen sich erstere jedoch direkt mit der effektiven Kettenlange Mg verkniipfen, wobel
man sich den in Abb. 45 erkennbaren Umstand zunutze macht, daf3 der Winkel qfir alle
maoglichen C-C-Bindungen mit der Membrannormalen, welche durch die Richtung des er-
sten Kettensegmentes nach der Carboxylgruppe definiert ist, nur entweder 60° oder 0° an-
nehmen kann [Seelig und Sedlig, 1974]. Aus den von Seelig und Seelig aufgestellten Bezie-
hungen |43 sich dann mit einigen Umformungen die folgende Gleichung fur die
Ordnungsparametersumme einer Kette im Zustand k ableiten:

M-1
o]
a

p=1

S, =(M-1)- gz.zsgm- 1) - ( My O (63)
e

8 a
C-Cy 2
(C-C)et bezeichnet die Lange der Projektion einer C-C-Bindung auf die Senkrechte zur
Membranoberfléache und besitzt bei dem hier vereinfacht angenommenen Bindungswinkel
von 120° einen Wert von etwa 1.33 A. Im Falle einer al-trans-Kette wird die Differenz in

den grof3en runden Klammern fur jedes Segment null, d. h. Sg, nimmt den Wert eins an und
die entsprechende Summe wird somit zu (M-1).

Mit den oben ausgefiihrten Zusammenhangen lassen sich nun alle bendtigten Grofen
ermitteln, so dald mit der Durchfihrung der Simulationen begonnen werden kann.



KAPITEL 4 THEORETISCHE ARBEITEN

4.2.2.2.3 Exemplarische Anwendung

Vor dem Beginn der Monte Carlo-Rechnungen ist es zundchst angebracht, sich kurz mit
der folgenden Problematik zu beschéftigen und gewisse Entscheidungen beziiglich der wei-
teren Vorgehensweise zu treffen: Zur Simulation von Phospholipiden mit Hilfe des Pink-
Modells wurde in der Literatur bisher ausschliefdlich das Zehnzustandsmodell verwendet [z.
B. Mouritsen 1990; Mouritsen et a., 19954], allerdings erwies sich eine Rekonstruktion auf
der Basis der erschienen Publikationen als recht unfruchtbar, da eine Transformation in ein
einfaches Ising-System bei zehn Zustdnden nicht ohne grofRere Schwierigkeiten moglich ist
und sich auch ein Aquivalent fur die Schliisselgleichung (60) nicht klar erkennen 143t, was
bei den durchgefiihrten Versuchen den Effekt zur Folge hatte, dal? der Phasenlibergang ohne
unlogische Modifikation des Ansatzes viel zu ,flach* ausfiel und kaum erkennbar war. Aus
diesem Grunde wurde dem Zweizustandsmodell mit temperaturabhangigem Grundzustand
[Pink et al., 1980b] der Vorzug gegeben, da sich alle fur die Simulation notwendigen Zu-
sammenhange mit der gleichen bereits auf Seite 44ff. verwendeten Technik eindeutig und
klar verstandlich herleiten lassen und auf3erdem ebenfalls wie bei der expliziten Beriicksich-
tigung von zehn Zusténden unterschiedliche Kettenkonformationen in die Simulation mit-
einflief3en.

Die erwéhnte Diskrepanz zwischen dem hier verwendeten Modell und den Ansétzen in
der Literatur hat allerdings auch zur Folge, dal3 man beziiglich der anpal3baren Parameter
(z. B. J) keine Orientierungswerte hat, da sich die publizierten Daten auf einen anderen
mathematischen Ansatz beziehen und daher nicht einfach Ubertragbar sind. So wird in dem
einzigen Artikel, der sich etwas ndher mit der Konstruktion des Zehnzustandsmodells befal3t
[Mouritsen et a., 1983], der Parameter J dadurch ermittelt, dal3 der Wert fur die kritische
Temperatur T* des Systems Uber den T, Wert des untersuchten Lipids angehoben wird,
damit der Phaseniibergang die Ordnung eins besitzt, wobel der Absolutwert von T* jedoch
mehr oder weniger willkirlich auf 369 K (353 K nach Caillé et al., [1980]) fur DPPC fest-
gelegt wird. Zudem variieren Mouritsen et al. J tellweise auch ohne eine entsprechende
Kompensation durch L o (was sich bel dem in der vorliegenden Arbeit abgeleiteten Formel-
gebaude gemal3 Gleichung (60) absolut verbietet) und fihren zusétzlich noch einen Satz von
anpaldbaren Parametern in die V-Matrix ein, um die jeweiligen Elemente modifizieren zu

konnen.
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Bel dieser Vielzahl an Variationsmoglichkeiten fallt es daher nicht leicht, eine geeignete
Auswahl zu treffen, ohne die Stringenz des Ansatzes (und den Glauben an das Modell) zu
verwassern, so dal3 fur alle weiteren Simulationen die folgende Vereinbarung getroffen
wurde: Da bereits die Verwendung des auf Seite 74ff. untersuchten Zweizustandsmodell
eine sehr gute Anpassung an experimentelle c,-Kurven liefert (siehe auch Seite 82), wird bei
dem hier verwendeten Pink-Modell auf jegliches , Feintuning” durch zusétzliche Parameter
verzichtet und damit eine bzgl. der Absolutwerte deutliche Abweichung von den experi-
mentellen Daten bewuf¥t in Kauf genommen. Der Hauptgrund hierfur ist die Uberlegung,
dai dierelativ detailreiche Darstellung des Energieoperators (55) mit zunehmender Zahl von
willkurlich anpal3baren GrofRen immer mehr ihren Sinn verliert und damit ebensogut durch
einen einfacheren Ansatz ersetzt werden kénnte. Somit erhét auch das Ziel der im folgenden
durchgefiihrten Simulationen einen abstrakteren Charakter a's bisher, es wurde ndmlich jetzt
der Versuch unternommen, mit Hilfe eines einzigen Modells Lipidsysteme mit unterschied-
lichen Kettenlangen (und spéter auch deren Gemische) zu untersuchen und die aus der Si-
mulation erhaltenen Eigenschaften untereinander zu vergleichen. Als Basis fur die Wahl des
Parameters J diente des weiteren auch nicht eine kritische Temperatur, sondern — da die
Gleichungen (47) und (58) in ihrer Struktur gleich sind — der fur DMPC mit dem Zweizu-
standsmodell ermittelte wea-Wert, woraus die entsprechenden GroflRen fur die Lipide mit
anderen Kettenlangen gemald Pink und Chapman [1979] durch lineare Skalierung hieraus

errechnet wurden.

Insgesamt wurden vier gleichkettige Phospholipide mit Fettsdureketten der Lange 12
(DLPC), 14 (DMPC), 16 (DPPC) und 18 (DSPC) auf der Basis des Zweizustands-Pink-
Modells mit und ohne temperaturabhangigen Grundzustand untersucht, wobei die hierfr
verwendeten Parameter in der folgenden Tabelle zusammengefaldt sind:
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Parameter DLPC DMPC DPPC DSPC
T [K] 271.4° 296.9° 314.6% 328.1°
J[40% J] 0.821 0.897° 0.973 1.04
Mg [2.33 A] 11 13 15 17
M2[2.33 A] 10 12 14 16
Ms[2.33 A] 10 12 14 16
Ma[2.33A] 6.6 7.8 9 10.2
Lo[40?% ] 0 0 0 0
L,[320%° ] 0.45 0.45 0.45 0.45
Ls[40?% J] 0.90 0.90 0.90 0.90
La[20% ] 1.1° 1.94° 2.78° 3.62°
Ac[A7] 20.4 20.4 20.4 20.4
A, [A%] 21.86 21.86 21.86 21.86
As [A%] 21.86 21.86 21.86 21.86
Aa [A7 34 34 34 34
g [ ] 1 1 1 1
02 ] 4 4 4 4
05[] 12 16 20 24
Oal] 4374 39366 354294 3188646
Tabelle 4: Verwendete Daten fur die Smulation von Lipidsystemen unterschiedlicher Ket-

tenlange mit Hilfe des Pink-Modells; ®Daten aus Mabrey und Sturtevant [ 1976];
Peigene Messung; “Berechnung nach Corvera et al. [1993], spéter Anpassung an
J gemaR Gleichung (60); “errechnet aus dem Vergleich mit wga = 1290 J/mol
(Seite 82) bei der Simulation von DMPC mit dem Zweizustandsmodell.

Vor der Durchfihrung der eigentlichen Simulationen wurden wiederum — wie bereits
weiter oben ausfihrlich geschildert — Testlaufe zur Ermittlung der benétigten Aquilibrie-
rungszeiten und der geeigneten Systemgrofe gemacht (auf welche im folgenden jedoch
nicht weiter eingegangen wird), und es stellte sich heraus, dal3 ein Ensemble von 6400 Teil-
chen und eine Rechendauer von 15.640° Monte Carlo-Schritten mit 5000 Mef3zyklen pro
Gitterplatz zur Beschreibung der Gleichgewichtseigenschaften vollkommen ausreicht, was
mit den Beobachtungen an dem Zehnzustandsmodell Ubereinstimmt [Zuckermann und
Mouritsen, 1987].

Die Simulation der einzelnen Lipidtypen erfolgte je einmal mit dem Zweizustandsmodell
mit bzw. ohne temperaturabhdngigen Grundzustand, wobei die signifikanten Unterschiede
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zwischen den beiden Ansétzen am Beispiel von DPPC exemplarisch verdeutlicht werden

sollen:

- @ temperaturunabhangiger Grundzustand
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Abbildung 47:  grof3es Diagramm: mittleres Schwankungsquadrat der Anzahl der Lipidketten in
der flUssig-kristallinen Phase (N,) dividiert durch die Gesamtteilchenzahl N und
die absolute Temperatur; die aufgetragene Grofle hangt gemald Gleichung (48)
direkt mit der entsprechenden Wéarmekapazitat c, des simulierten Systems
zusammen; kleines Diagramm: relative Anzahl der flissig-kristallinen Acylketten
als Funktion der Temperatur; Simulationsdauer pro Datenpunkt: OCTANE: 248
s, INDIGO: 1786 s.

In dem grofRen Diagramm in Abb. 47 ist eine der Wéarmekapazitét gemald Gleichung (48)
proportionale GrofRe as Funktion der Temperatur aufgetragen, aus welcher man direkt er-
kennen kann, dal3 die Phasenumwandiung bel dem Ansatz mit temperaturunabhéngigem
Grundzustand (zukinftig vereinfachend als ,Ansatz 1* bezeichnet) einen steileren Verlauf
als bel einem temperaturabhéngigen Grundzustand besitzt (Ansatz 2). Dies ist durchaus
verstandlich, denn bei Ansatz 2 ist die Energiebarriere zwischen Gel- und flussig-kristalliner
Phase per definitionem geringer, wodurch bereits in gréf3erer Entfernung von Ty, eine ver-
gleichsweise hohere Fluktuation ermdglicht wird. Andererseits bewirkt aber diese Verringe-
rung der Energiedifferenz konsequenterweise auch eine Herabsetzung der Kooperativitét, so
dafd in unmittelbarer Néhe zu T, — wenn die konstante Grof3e in der geschweiften Klammer
in Gleichung (58) gegen null geht — Ansatz 1 klar die stérkeren Fluktuationen aufweist. Aus
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theoretischer Sicht folgt dieser Sachverhalt direkt aus dem Term kTIn(ga/gc), da ge fir den
Ansatz 1 eins betragt und fur Ansatz 2 deutlich grof3er ist und die lineare Anndherung an den

Wert null fir T® T,, somit moderater verl&uft.

Das kleine Diagramm in Abb. 47 zeigt die mittlere relative Anzahl der Acylketten Na,
welche sich in der flussig-kristallinen Phase befinden, als Funktion der Temperatur und 1803t
die fur die Phasenumwandlung typische sigmoide Form erkennen [z. B. Mouritsen, 1984],
wobel die Umwandlungskurve von Ansatz 2 erwartungsgemal? etwas flacher verlauft. Diese
Beobachtung stimmt qualitativ mit dem von Mouritsen et al. [1983] durchgefihrten Ver-
gleich zwischen dem Ein- und dem Zehnzustandsmodell Uberein, allerdings fallen die Un-
terschiede dort gravierender aus. Die Begrindung hierfir ist zum einen in den unterschiedli-
chen Kriterien fur die Wahl des Wechselwirkungsparameters J zu sehen — worauf bei der
Untersuchung der Ordnung des Phaseniiberganges noch néher eingegangen wird — und zum
anderen in der Tatsache, dal? bei einer zunehmenden Anzahl von unabhangigen koexistie-
renden Zustanden die Umwandlung ohnehin zwangsléufig flacher verlauft, da das Ensemble
viel subtiler auf geringe Temperaturanderungen reagieren kann (siehe auch Mouritsen
[1983] fur die Untersuchung des Pink-Modells mit ein bis zehn Zustdnden). Als logische
Konsequenz hieraus wirde man fur ein Zehnzustandsmodell auch erwarten, dal3 die ange-
regten Gelphasenzusténde (K = 2-9 nach der weiter oben verwendeten Nomenklatur) tber-
wiegend als ,, Puffer* zwischen den energetisch stark unterschiedlichen all-trans und flUssig-
kristallinen Domé&nen gebildet werden, was auch in der Tat der Fall ist [z. B. Mouritsen,
1991].

Mit Hilfe der oben ermittelten Werte fir <Na> lassen sich die entsprechenden Erwar-
tungswerte fur eine Observable O(T) (z. B. L(T) oder A(T)) gegebenenfalls sofort durch die

einfache Beziehung

(ofT)) =MOG (T)+ LY, 0, (64)

berechnen, wobel der jeweilige Kurvenverlauf ebenfalls einen sigmoiden Charakter be-
sitzt, welcher alerdings durch die Temperaturabhangigkeit der Gel phasenobservablen etwas
steiler verlauft als bei <N,> alein.
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Eine ndhere Untersuchung der Fluktuationserscheinungen bel T = T, zeigt fur alle mit
den Ansétzen 1 und 2 untersuchten Lipide, dal? mit den in der vorliegenden Arbeit gewahl-
ten Parametern der Phasenlibergang stets eine hthere Ordnung als eins aufweist, wie das

folgende Diagramm am Beispiel von DPPC illustriert:

0,00354 DPPC
0,0030 -
0,0025
0,0020 -

0,0015 4

relative Haufigkeit

0,0010 4

0,0005

0,0000
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

<N,>/N

Abbildung 48:  relative Haufigkeit als Funktion der relativen Anzahl von flUssig-kristallinen
Acylketten am Beispiel von DPPC bei T = T,,; die Smulation erfolgte auf Grund-
lage des Pink-Modells (Ansatz 2), 5000 Werte wurden berticksichtigt.

Wie leicht erkennbar ist, steht das Histogramm in deutlicher Analogie zu dem in Abb. 35
und unterscheidet sich somit signifikant von der in Abb. 33 dargestellten Verteilungsfunk-
tion fur eine Phasenumwandlung erster Ordnung. Dieses Verhalten ist auch verstéandlich,
denn schliefllich wurde ja der Wechselwirkungsterm J fiir DMPC (= Ji4) in Ubereinstim-
mung mit dem Kooperativitétsparameter wea aus dem vorher untersuchten Zweizustands-
modell gewahlt, in welchem ebenfalls ein Ubergang zweiter Ordnung vorliegt, und die Ska-
lierung auf J fallt nicht so gravierend aus, dal? eine Anderung in der Charakteristik der

Verteilungsfunktion zu erwarten gewesen wére.
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Die strategische Entscheidung, nicht wie Mouritsen et al. [1983] zwangsaufig einen
Phasentibergang erster Ordnung fir das Pink-Modell zu verlangen, wurde nach reiflicher
Uberlegung geféllt, bei welcher die folgenden Argumente mal3geblich waren:

Dadiein der vorliegenden Arbeit vorgestellten Simulationsmodelle moglichst einin sich
schliissiges Gesamtbild ergeben sollen, erscheint es in diesem Zusammenhang wenig sinn-
voll, zuerst bei der Simulation von DMPC auf einen Phasenlibergang zweiter Ordnung zu
schliefien, nur um wenig spéter dann genau von der gegenteiligen Annahme auszugehen.
Abgesehen davon zeigt das Pink-Modell in seiner reinen Form ohne eine weitere Modifika
tion der verwendeten physikalischen Grofen keine Umwandlung erster Ordnung
[Mouritsen et al., 1983], so daR eine Anderung dieses Phasenverhaltens auch mit der Ziel-
setzung kollidieren wirde, das Modell moglichst in seiner urspringlichen Form zu
verwenden und die angesetzten Wechselwirkungsterme nicht mit zusétzlichen Parametern
zu verfalschen. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Uberlegung, dal? ein echter Phaseniiber-
gang erster Ordnung strenggenommen nur bei einem unendlich grofien System auftreten
kann, da anderenfalls die Korrelationslange immer durch Grenzeffekte beeinfluft wird
[Challa et al., 1986]. Obwohl eine entsprechende Skalierung zwar mit einigem Aufwand
mathematisch maoglich ist [Lee und Kosterlitz, 1991], zeigen experimentelle Systeme den-
noch zwangdéaufig — selbst wenn sie theoretisch ein Phasenverhalten erster Ordnung
besdflen — eine kontinuierliche Umwandlung [Zuckermann und Mouritsen, 1987], so dai3
eine Simulation auf der Basis eines Phaseniibergangs zweiter Ordnung méglicherweise so-

gar praxisorientierter ist.

Die eben ausgefiihrten Uberlegungen waren somit auch der Grund dafiir, dai’ die Ska-
lierung fur die Betrdge von J fur DLPC, DPPC und DSPC - welche wie von Pink und
Chapman [1979] vorgegeben proportional zu der jewelligen Kettenléange erfolgte - ausge-
hend von dem gesetzten Wert fir Ji4 derart gewahlt wurde, dal3 selbst DSPC mit der grofdten
Kooperativitdt immer noch den geforderten Ubergang zweiter Ordnung aufwies. Bei dem
Wert, den man aufgrund der Formel aus Tab. 3 erhalten wiirde (Jis = 1.1440%° J), traten
ndmlich mit dem hier verwendeten Ansatz 2 bereits deutliche Metastabilitdten bei T =T,
auf (Daten nicht dargestellt), womit auch die auf Seite 92 erwéhnte vielzitierte Vermutung
bestétigt wird, dal3 sich die Umwandlungstemperatur von Lipidsystemen in der N&he eines
kritischen Punktes befindet.
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Mit Hilfe der so festgelegten und in Tabelle 4 dokumentierten JWerte ist man somit in
der Lage, cy-Kurven fur die verschiedenen Lipidsysteme ohne weitere zusétzliche Anpas-
sungen des Modells zu generieren, was — da ja simulationstechnisch gesehen ein einfaches
Zweizustandsmodell vorliegt — wiederum unter Verwendung von Gleichung (48) geschehen
kann (Abb. 49).
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Abbildung 49:  Auf der Basis von Ansatz 2 simulierte Warmekapazitatskurven fir Lipide mit
unterschiedlichen Kettenldngen; die verwendeten physikalischen Daten sind in
Tabelle 4 wiedergegeben; fur jeden Datenpunkt wurden nach der Aquilibrie-
rungszeit 5000 Einzelwerte gesammelt.

Der zur Berechnung der Warmekapazitaten in Beziehung (48) bendtigte Wert fur DHym
entspricht dabel —wie ein Vergleich der Ausdriicke (47) und (58) ergibt — bei dem hier ver-
wendeten Pink-Modell gerade der Grof3e 2h, so dal3 die gewlinschten Kurven problemlos
ermittelt werden kénnen. Von besonderem Interesse ist dabel die Frage, inwieweit die durch
Integration der cy,-Daten ermittelten Umwandlungsenthalpien mit den experimentellen Er-
gebnissen Ubereinstimmen. Dabei mul3 man berlicksichtigen, dal3 die Fléache unter den War-
mekapazitétskurven zwar natirlich direkt mit 2h korreliert ist, aber im Endeffekt etwas ge-
ringer ausféllt, so dal? sich die Absolutwerte ein wenig unterscheiden. Aus diesem Grund

mul3te bei der auf Seite 82ff. durchgefiihrten Anpassung der simulierten Kurve an das Expe-
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riment der entsprechende Wert fir DH,m auch leicht um einen konstanten Betrag nach oben

korrigiert werden, um eine flachenmaRige Ubereinstimmung zu erzielen.

Die Ergebnisse fur die unterschiedlichen Lipide und die jeweiligen experimentellen Ver-
gleichswerte sind in der nachfolgenden Tabelle angegeben:

2h DHi'r’:]1 Dl—lﬁ)r(r? DHiirr:,ref

Lipid
[J(mol Kette)] | [kJ(mol Lipid)] | [kJ(mol Lipid)] [kJ(mol Lipid)]
DLPC 15004 6.86 7.18° -
DMPC 20873? 25.39 23.72° -
DPPC 26989 36.56 36.43 28.89"
DSPC 33487° 48.14 44.38° -
Tabelle 5: Vergleich der nach dem Pink-Modell (Ansatz 2) simulierten mit den experi-

mentellen Umwandlungsenthalpien; ®Daten berechnet mit Hilfe von Gleichung
(60); experimentelle Werte nach Mabrey und Sturtevant [1976]; “eigene Mes-
sung; simuliert mit dem Zehnzustandsmodell nach Mouritsen et al. [1983].

Uberraschenderweise stimmen die simulierten Daten ohne eine weitere EinfluRnahme
durch anpal®bare GrofRen mit den experimentellen Umwandlungsenthal pien recht gut Uberein
und liegen im Falle von DPPC sogar deutlich besser as die Resultate aus dem Zehnzu-
standsmodell, wobei Mouritsen et al. [1983] allerdings explizit eéinen moglichen Weg zur
Verbesserung des Ergebnisses vorschlagen (Modifikation der V-Matrix mit zusétzlichen
Parametern).

Vergleicht man die c,-Kurven fur die unterschiedlichen Lipide in Abb. 49 miteinander,
so erkennt man analog zu den Beobachtungen an dem Zehnzustandsmodell von Mouritsen et
al. [19954a], dai? der Verlauf der Phasenumwandlung mit zunehmender Kettenldnge immer
schéarfer wird, d. h. in einiger Entfernung zu T, besitzen die Lipidsysteme mit den kirzeren
Ketten die verhdtnismaliig grofieren Doménenfluktuationen. Dies ist direkt eine Folge des
von DLPC bis DSPC kontinuierlich wachsenden Wertes fur 2h, welcher das mittlere
Schwankungsquadrat fur T* T, immer mehr unterdriickt, andererseits durch seine Présenz
in Gleichung (48) (anstelle von DH,m) aber auch (neben J) fir die stetig mit der Kettenlange
erfolgende Zunahme des c,-Wertes bei T = T, verantwortlich ist. Wahrend die letztere Be-
obachtung mit den experimentellen Ergebnissen Ubereinstimmt (siehe z. B. Kapitel 5 fir

DMPC und DPPC), werden die gemessenen DSC-Kurven jedoch keineswegs mit wachsen-
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der Kettenlange immer schmaler [Ipsen et al., 1990; Kapitel 5], so dal’ das Modell in diesem
Punkt etwas von der Realitét abweicht.

Ein anderer interessanter Gesichtspunkt ist ein Vergleich der mittleren Domanenstruktu-
ren der verschiedenen Lipide untereinander, daher sind zur Veranschaulichung in der fol-
genden Abbildung die in dem jeweiligen Ensemble vorkommenden Clustergréf3en und deren
Zyklomatische Zahlen C geméal3 Gleichung (40) dargestellt:
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Abbildung 50:  mittlere Zyklomatische Zahl C als Funktion der Clustergrofie bei T = Ty, fur Li-

pide unterschiedlicher Kettenlange in einem simulierten Ensemble von 6400
Acylketten; Smulation nach dem Pink-Modell (Ansatz 2) mit je 5000 Mef3punkten
pro Lipid; das kleine Diagramm zeigt vergroRert die jeweils ersten 100 Einheiten
jeder Achse.

Wie man klar erkennen kann, zeigen alle untersuchten Lipide eine ausgeprégte Tendenz
zur Doménenbildung (alle Werte fir C liegen oberhalb der Zufallslinie), wobel gleichzeitig
auch die maximale Grole der auftretenden Cluster und deren Zyklomatische Zahl kontinu-
ierlich von DLPC nach DSPC zunimmt. Das gleiche trifft auch auf die jeweilige mittlere
Kompaktheit t und die mittlere Domanengréfl3e zu (Daten nicht dargestellt), so da3 man
nach Mouritsen [1990] hieraus direkt folgern kann, dal3 auch die kooperative Einheit mit
wachsender Kettenldnge zunimmt. Dies steht im Gegensatz zu den von Mabrey und
Surtevant [1976] durchgefihrten Untersuchungen, nach welchen diese Tendenz gerade
umgekehrt verlauft, wobei alerdings die Methode, nach der die entsprechenden
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Berechnungen erfolgten, nicht néher angegeben ist. Untersuchungen von Tenchov [1985]
und Garidel und Blume [1998] zeigen hingegen zumindest fir DMPC und DPPC ein mit
den Monte Carlo-Simulationen Ubereinstimmendes Ergebnis.

4.2.2.2.4 Fazit

Generell betrachtet stellt das hier verwendete Zweizustandsmodell mit temperaturabhan-
gigem Grundzustand eine recht brauchbare Mdglichkeit dar, um das Phasenumwandlungs-
verhalten von reinen Lipidsystemen auch ohne die Verwendung von zahlreichen anpal3baren
Parametern grobqualitativ zu beschreiben. Dabei enthélt der zugrunde liegende Ansatz trotz
der relativ grofRen Anzahl an einflieRenden physikalischen Daten weiterhin eine Fille von
unvermeidlichen Vereinfachungen und Abstraktionen, um den technischen Aufwand der
Simulationen gering zu halten. So schliefst man beispielsweise bel der Beriicksichtigung der
K ettenbewegungen solche Konformationen aus, die ein Zurtlickfalten der Kette zur Folge
hatten (gauche’-gauche-Sequenzen), obwohl diese — neueren Molekulardynamik-Simula-
tionen zufolge — in signifikanter Anzahl auftreten [Stouch, 1993]. Ebenso werden die ersten
beiden C-C-Bindungen ausgehend von der Kopfgruppe jeder Acylkette stets als all-trans
angenommen, womit allerdings die Tatsache ignoriert wird, daf3 die erste Methylengruppe
der sn-2-Kette von beispielsweise DPPC anndhernd parallel zur Membranoberfl&che orien-
tiert ist, was die effektive Kettenldnge um etwa drel Einheiten verkirzt [Seelig und Seelig,
1980] und die smulierten Acylketten somit eigentlich keineswegs a's dquivalent anzusehen
sind. Aul¥erdem nimmt man die der flissig-kristallinen Phase zugeordneten Grof3en (ga, L a
und A,) as temperaturunabhéngig an, was streng genommen nattrlich nicht der Fall ist, da
die Zahl der gauche-Konformeren mit steigender Temperatur (und T > T,,) ebenfalls zu-
nimmt (siehe Kapitel 5). Auf der anderen Seite wiederum vernachlassigt man spezielle Pak-
kungseigenschaften wie z. B. die Tatsache, dald bei DPPC die Acylketten in der Gelphase
nicht senkrecht zur Membranoberfldche stehen, sondern um einen Winkel von etwa 35°
hierzu gekippt sind [z. B. Casal und Mantsch, 1984], woraus man ersehen kann, daf3 die
Stérke des Pink-Modells eher in der Beschreibung des Phasenumwandlungsbereiches as in
der genauen Wiedergabe von weit von T, entfernten Zusténden liegt [Ipsen et a., 1990].
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4.2.3 ZWEIKOMPONENTEN-/ZWEIPHASENSY STEME

Eine logische Konsequenz aus den oben gemachten Ausfihrungen stellt der Versuch dar,
das Mischungsmodell auf pseudobinére Systeme auszudehnen. Dies erscheint auf den ersten
Blick recht trivial, alerdings muf3 man die Tatsache bedenken, dal3 ein Teilchen (z. B. der
Komponente A) nun nicht mehr zwei, sondern vier unterschiedliche Arten von Nachbarn
haben kann ( ndmlich Agy, Aflissg-kristalling Bge UNd Brlgssig-kristallin), Was programmtechnisch
gesehen einige Schwierigkeiten (z. B. bei der Clusteranalyse) aufwirft, da viele einfache
Zusammenhange (wie die Gleichungen (24) und (25)) ihre Gultigkeit verlieren und
umstandlich ersetzt werden missen. Hierdurch wird dann allerdings der Rechenaufwand
erheblich gesteigert und damit bei einigen Milliarden Monte Carlo-Schritten auch die
zeitliche Dauer der Simulation deutlich verlangert.

Von besonderer Wichtigkeit ist die Modifikation der entsprechenden Schltisselgleichun-
gen des Systems, denn zusétzlich zu den Energieoperatoren der reinen Komponenten mis-
sen nun auch noch die entsprechenden Exzeldterme fur die Mischungseffekte berticksichtigt
werden, was zwangslaufig dazu fuhrt, dal3 auch an dieser Stelle zusétzliche (zeitaufwendige)
Komplikationen auftreten. Die mal3geblichen Formeln wurden dabei eigensténdig durch
simple Uberlegungen und Koeffizientenvergleich auf der Basis des Zweizustandsmodells
mit temperaturabhangigem Grundzustand entworfen (worauf im néchsten Abschnitt ndher
eingegangen wird), in der Literatur hingegen fanden bereits Untersuchungen an pseudobiné-
ren Systeme mit und ohne Proteineinlagerungen mit Hilfe des Zehnzustandsmodells statt (z.
B. von Sperotto und Mouritsen [1993] bzw. Risbo et al. [1995]), so dal? die entsprechenden
Ergebnisse al's Vergleichswerte herangezogen werden konnten.

4.2.3.1 Herleitung des Modells

Wie bereits weiter oben angedeutet, hat man bei den hier untersuchten bindren Mi-
schungssystemen zusétzlich zu den auftretenden Phasen G (Gelphase) und A (fllssig-
kristalline Phase) noch zwischen den beiden auftretenden Komponenten zu differenzieren,

so dal3 diese im folgenden mit | bzw. |1 deklariert werden.

Der entsprechende Gesamtenergieoperator des Ensembles W setzt sich dann zusammen

aus den entsprechenden Operatoren der Reinsysteme gemd? Gleichung (52) plus einem
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Exzeldterm W i, welcher die Wechselwirkungen zwischen den unterschiedlichen Acylketten

beschreibt:
W=W+ W, +W,. (65)

Der Operator W besitzt dabei nach Jargensen et al. [1993] die folgende Form

ST - N S AT
Wi =- > aaa a(Vki dd; )+
=1 j=1 k=1 1=1
gg g o8 M- MYt M - M gt 66
+2a.a.aa| ik ~ j||ikjl+| ik ™ jl|ik e (66)

M bezeichnet die bereits erwédhnte effektive Kettenlange, und J;; stellt einen zu J in
Gleichung (52) analogen attraktiven Parameter zur Beschreibung der van der Waals-Kréfte
zwischen den Ketten dar. g hingegen beinhaltet die repulsiven Wechselwirkungen, welche

durch die Packungseffekte zwischen unterschiedlich langen Nachbarn auftreten.

Mit den so vorgegebenen Denkanstof3en stellt sich nun die Frage, wie man hieraus eine
fur die Monte Carlo-Simulation geeignete Rechenvorschrift ableiten kann, ohne dabel das
oben verwendete Zweizustandsmodell mit dem dazugehérigen Formelgebaude vollkommen
verwerfen zu missen. Da eine exakte mathematische Behandlung von Gleichung (65) sehr
schnell zu extrem untbersichtlichen und komplizierten Ausdriicken fiihrt, besteht eine sehr
interessante Alternative darin, den Ausdruck (66) nicht direkt zu berticksichtigen, sondern
lediglich seinen , geistigen Inhalt* zu Ubertragen und in eine fir das Modell geeignetere
Form zu transformieren. Die hierbei angestellten Uberlegungen lassen sich folgendermalien
formulieren: Angenommen, es liegt ein entsprechendes binéres Teilchenensemble vor, dann
berechnet sich die Gesamtenergie des Systems wie weiter oben vorgegeben durch die Re-
chenvorschrift (65). Fur die Durchfiihrung der Monte Carlo-Simulation ist aber lediglich die
Wechselwirkungsenergie des jeweils ausgewahlten Teilchens mit seinen sechs néchsten
Nachbarn von Bedeutung. Betrachtet man nun dieses nachbarschaftliche Verhédltnis naher,
so gibt es prinzipiell zwel Moglichkeiten, bel denen der erste Term in Gleichung (52) aber
grundsétzlich immer zu Buche schlégt: Ist der betreffende Nachbar vom selben Typ (I oder
I1) wie das Zentralteilchen, so wird auch der zweite Term in (52) berlicksichtigt und der

Mischungsausdruck wird wegen der Kronecker-Operatoren genau null, ist dies jedoch nicht
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der Fall, so wird der zweite Term in (52) genau null und durch den entsprechenden Aus-
druck aus Gleichung (66) ersetzt. Die Pointe der Uberlegung besteht nun darin, dal3 man
zuerst einmal so tut, als hatte man lediglich ein Einkomponentensystem mit dem dazugehd-

rigen Operator

(L, +PA,)d, |+ Joker (67)

Qo=
Qox

W=

1l
=
=

1l

i 1

vorliegen, hiermit dann den entsprechenden Ausdruck fir DE ermittelt und erst anschlie-
3end fallorientiert entscheidet, welcher Term fir ,, Joker” einzusetzen ist. Diese Vorgehens-
weise fuhrt beispielsweise fur ein Zentralteichen der Komponente | zu der allgemeinen Glei-

chung
é § J 9
DE =5 165 (Ve - 2Veu + Vi) 1)+ (Vi - Vi - iz + VLA s ))-
(S i=1 j=1
6 i neu AU
-9 (oML - DM - DML + DML )G (s )+ 2nt - kT'”ggat S (69)
4 j=1 0 g %g
mit
[T éJ u, o é‘]l,ll 1 1 u 1 1
h =a SAZ(VGG - VAA)H"'a (ﬁ(vee - VAA)L:I+EP(AA - AG)+E(LA - LG)' (69)
[ n e u

Die Summenausdriicke in Gleichung (69) ermitteln hierbei die Anzahl der Nachbarn des
Typs | bzw. 11, und DM in Gleichung (68) bezeichnet den Absolutwert der effektiven Ket-

tenl&ngendifferenzen zwischen den ungleichen Acylketten.

Mit der so aufgestellten Beziehung fir DE 18/ sich nun analog zu dem Einkomponen-
tenmodell die entsprechende Glauber-Statistik durchfihren, allerdings reicht dies fur eine
,reaistische” Simulation bel einem System mit zwei Komponenten nicht aus, da der Platz-
wechsel zwischen verschiedenartigen Teilchen auf diese Weise nicht beriicksichtigt wird
und daher die Zahl der I-11-Paare immer konstant bliebe. Um diesen Mangel zu beheben,
mul3 das Ensemble daher noch zusétzlich mit Hilfe der bereits beschriebenen Kawasaki-
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Methode untersucht werden (Seite 46ff.), welche ja die laterale Diffusion benachbarter Teil-

chen berticksichtigt und wie folgt auf die hiesige Situation Ubertragen werden kann:

Geht man wieder von Abb. 19 aus und betrachtet beispielsweise die Vertauschung des
Zentralteilchens i vom Typ | in der Gelphase G mit einem zufdllig ausgewahlten Nachbar-
teilchen j (Typ I, ebenfalls Gelphase), so gilt fur den hierfir relevanten Energiebetrag der
Ausgangssituation Eg; unter Berticksichtigung der Gleichungen (52) und (65) die Beziehung

1€
Bu =5 80Veed (No)+ Va8 (N )+ 9, veed (Ne) w0, vl @ (N2)+
e i i i i

u
+J“vg'@§1} (Ng)u”vg;% (NL;)+J|,”vgg§1} (N'G)+Jl,“vg:§1} (N )+
j j j j u

+J oML (Ne)+ oM B (N2)+ oMt & (N )+ o & (NeJa (70)
é {i} {i} {i} {i} u

wobel die Summen jewells Uber die sechs ndchsten Nachbarn der in den geschweiften
Klammern stehenden Zentrateilchen laufen. Da fir obigen Ausdruck keinerlei Variablen-
transformation im Sinne von Gleichung (28) stattgefunden hat, beschreibt N lediglich die
Anzahl der Molekile mit den entsprechenden Eigenschaften und kann demzufolge auch nur
Werte von null bis sechs annehmen. Nach der Vertauschung von i und j besitzt der relevante
Energiebetrag dann die Form

é
=~ %eJl,”vgg% Ne)+3,ve 8 (N ) +aivesd (Ne)ve, 8 (N2«
e i i i i

u
+J|,”vgg:§1} (Ng)wl,”vg:% (Nx)wlvgez{‘;l} (N'G)+legA:{§1} (N o+
j i i i u

< u
PO PMLA (Ve o & (N ) omis & (i) oz (e o
e i i i j 0

und die fur die Kawasaki-Statistik ben6tigte Energiegrofie DE kann nun aus der Diffe-

renz Ene-Eat erhalten werden, womit sich dann die Simulationen analog zu den Ausfihrun-
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gen auf Seite 46ff. durchfiihren lassen. Die obigen Gleichungen berticksichtigen allerdings
nur eine mogliche Konstellation von i und j (ndmlich Gel' < Gd"), alle anderen Varianten
koénnen natirlich ebenfalls vorkommen und missen entsprechend untersucht werden, die
jeweiligen Formeln weichen dann zwar auch von den oben dargestellten ab, das Prinzip
bleibt jedoch das gleiche, so dal’ hier auf eine weitere Auflistung verzichtet wird.

Die simultane Anwendung von sowohl Glauber- als auch Kawasaki-Statistik er6ffnet
somit eine Moglichkeit, die beiden grundsétzlich auftretenden Ordnungsphé&nomene [Ipsen
et al., 1989] des Acylkettenensembles (laterale Diffusion einerseits und Kettenkonformation
andererseits) gleichzeitig zu untersuchen, wobei man alerdings im Hinterkopf behalten
mul3, dal3 die jeweiligen Prozesse in Wirklichkeit mit vollkommen unterschiedlichen Ge-
schwindigkeiten ablaufen [Jergensen und Mouritsen, 1995], wéhrend sie dagegen in der
Simulation stets direkt nacheinander ausgefihrt werden. Dieser Umstand erscheint jedoch
nicht weiter problematisch, da ja im folgenden keine Relaxationseffekte, sondern lediglich
Gleichgewichtselgenschaften untersucht werden, so dal? der Weg, wie diese erreicht werden
(und vor allem, wie schnell sie erreicht werden), ohnehin ohne Bedeutung ist.

4.2.3.2 Exemplarische Anwendung

Nach dem Austesten des Glauber- bzw. Kawasaki-Moduls und der Festlegung einer ge-
eigneten Systemgroie bzw. Aquilibrierungszeit (Daten nicht dargestellt), mul? man sich vor
dem Beginn der eigentlichen Simulationen noch mit der Frage beschaftigen, welcher Betrag
den beiden neu auftretenden Parameter J,;; und g zugewiesen werden soll. Was die Berech-
nung von J;; betrifft, so erscheint es sinnvoll, einen direkten Zusammenhang zu den ent-
sprechenden JWerten der Reinkomponenten herzustellen, daher wird bei der Verwendung
des Zehnzustandsmodells in der Literatur auch stets deren geometrischer Mittelwert ver-
wendet [z. B. Risbo et al., 1995] :

i =433y - (72)

Diese Vorgehensweise war auch prinzipiell bel dem in dieser Arbeit verwendeten Mo-
dell die Methode der Wahl, alerdings diente die Einfihrung des neuen Parameters — da
ansonsten keinerlei Modifikationen bzgl. der V-Matrix o. & stattfand — wie weiter unten

beschrieben zusétzlich dazu, eine Verbesserung der Anpassung an die experimentellen Da-



KAPITEL 4 THEORETISCHE ARBEITEN

ten zu erreichen, so dal? der Wurzelausdruck in Gleichung (72) letztendlich noch mit eéinem
konstanten Faktor (1.09) multipliziert wurde.

Die Festlegung von g erfolgte mit einem Betrag von 0.0540% J und liegt damit — wie
auch die verwendeten JWerte — Uber den entsprechenden fir das Zehnzustandsmodell ange-
setzten Daten [Damman et a., 1994]. Der Faktor 1.33 (A), welcher die Lange der Projektion
eines al-trans C-C-Segments auf die Normale der Membranoberfléache (bei einem fiktiven
Bindungswinkel von 120°) beschreibt, ist hierin bereits berlicksichtigt, was die Berechnung
der entsprechenden dimensionslosen DM-Werte direkt aus Tabelle 4 ermdglicht. g selbst
bleibt dabei fur jedes untersuchte Gemisch stets konstant, so dal? eine Veranderung des je-
weiligen Energiebeitrages allein durch die auftretenden Kettenl&ngendifferenzen hervorge-
rufen wird. Diese Herangehensweise unter Verwendung eines ,universalen® Parameters
wurde fir pseudobinére Lipidgemische erstmals erfolgreich von Ipsen und Mouritsen [1988]
bei dem Versuch angewendet, mit Hilfe der Theorie der reguldren Mischungen einen gene-
ralisierten formalen Ansatz zur Beschreibung unterschiedlicher Phasendiagramme zu ent-
wickeln, und spéter dann auch zur Durchfiihrung von Monte Carlo-Simulationen mit dem
Zehnzustandsmodell eingesetzt [Risbo et al., 1995].

Mit der erfolgten Festlegung von J;; und g sind ale fir die Simulation erforderlichen
Ausgangsdaten komplett, so dal3 man sich nun der eigentlichen Fragestellung widmen kann,
ob man mit Hilfe des abgeleiteten Modells ohne jede weitere Art von zusétzlichen Parame-
tern in der Lage ist, das Mischungsverhalten von unterschiedlichen Lipidgemischen grob-
qualitativ korrekt zu beschreiben. Als experimentelle Referenz dienten hierzu die aus DSC-
Daten ermittelten Phasendiagramme der pseudobingren Gemische DLPC/DSPC,
DMPC/DSPC und DMPC/DPPC nach einem Artikel von Mabrey und Sturtevant [1976], da
dort die entsprechenden Mef3methoden sowie das Auswerteverfahren fur ale drel Systeme
in sich konsistent sind, was bel dem Vergleich der analogen Daten aus neueren Messungen
aber unterschiedlichen Arbeitskreisen (z. B. DMPC/DSPC mittels Neutronenstreuung aus
Knoll et al. [1981]; DMPC/DPPC mittels DSC aus Garidel und Blume [1998]) eher nicht
zutrifft.

Um die theoretischen Phasendiagramme aus den erzeugten Monte Carlo-Daten zu er-
mitteln, bieten sich ebenfalls mehrere Mdglichkeiten an, von denen die mathematisch auf-
wendigste (und préziseste) tber die Berechnung der mittleren Freien Energie der jeweiligen
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Mikrokonfigurationen fuhrt [Zhang et a., 1993]. In der hier vorliegenden Arbeit wurde
jedoch — analog zu Jargensen et al. [1993] fur das Zehnzustandsmodell — der Weg Uber die
Simulation der c,-Kurven gewahlt, wobel allerdings das Problem auftritt, dal3 Gleichung
(48) fur ein Zweikomponentensystem nicht mehr ohne weiteres verwendet werden kann und
man statt dessen das mittlere Schwankungsquadrat des Gesamtenergieoperators zu beriick-
sichtigen hat [Risbo et al., 1995]. Dies ist jedoch aus zwel Griinden wenig erstrebenswert,
denn erstens muld W bei jeder Einzelmessung umstandlich (und zeitaufwendig!) ermittelt
werden, wahrend Na bei jedem Monte Carlo-Schritt sehr einfach quasi nebenher bestimmt
werden kann (und daher keine groferen Berechnungen notwendig werden), und zweitens
geht die Transparenz der Simulation teilweise verloren, da man nicht mehr erkennt, welche
Komponente nun welchen Beitrag zu der jeweiligen Wéarmekapazitét liefert. Aus diesen
Grinden wurde im folgenden eine zu ¢, proportionale Grof3e c,* verwendet, welche sich
Uber die Summe der mittleren Schwankungsquadrate der Reinkomponenten definiert:

N,ZM - NAI ’ N,ZAH - NAII ’
o ) o] i) ()] -
N,RT N, RT

Dadie fur | und Il unterschiedlichen konstanten Faktoren fir DH,, in dieser Beziehung
nicht berlicksichtigt sind, reflektiert Gleichung (73) im Gegensatz zu (48) lediglich die auf-
tretenden Fluktuationen, um so einen unverfal schteren Eindruck von dem tatséchlichen Pha
senverhalten der einzelnen Teilchen ohne den stérenden Einflul differierender Multiplikato-
ren zu bekommen. Auftretende Mischungseffekte werden bei dieser Vorgehensweise
implizit dadurch berticksichtigt, daf3 sich die Einfllisse der nachsten Nachbarn in jedem Fall
direkt auf Na auswirken und damit auch in das Schwankungsquadrat miteingehen.

Die einmalige Festlegung von J;, erfolgte auf der Grundlage der ssmulierten cp*-Kurve
des aquimolaren DM PC/DSPC-Gemisches, fur das Anfangs- und Endtemperatur der Um-
wandlung grob mit den experimentellen DSC-Daten abgeglichen wurden, und stellt somit
auch nur eine von mehreren Anpassungsmaglichkeiten zur qualitative Wiedergabe der expe-
rimentellen Ergebnisse dar. Dieser Unsicherheit in Bezug auf absolute Werte stehen jedoch
einige interessante Beobachtungen beziiglich der relativen Eigenschaften der untersuchten

Gemische gegenuber, welche im folgenden ndher ausgefihrt werden.
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Nach der oben erwahnten groben Festlegung von J;;; wurden die c,*-Kurven fur die Gemi-
sche DLPC/DSPC, DMPC/DSPC und DMPC/DPPC nach dem abgeleiteten Modell bel je-
weils unterschiedlichen Molenbriichen ohne weitere , Eingriffe® simuliert, wobel die Re-
chenzeit pro Gemisch etwa 36 Stunden auf der OCTANE und etwa eineinhalb Wochen (1)
auf der INDIGO betrug. Die dabei gewonnenen Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung

zusammengefal3t:
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Abbildung 51:  Simulation der c,*-Kurven bei verschiedenen Molenbriichen nach Gleichung
(73) fur unterschiedliche pseudobinére Lipidgemische; pro Datenpunkt wurden
bei einer Gesamtzahl von jeweils 1x0° Monte Carlo-Schritten 6250 MeRRwerte
aufgenommen; die durchgezogenen Linien dienen lediglich der besseren
Veranschaulichung und besitzen keine physikalische Bedeutung.

Bereits bei oberflachlicher Betrachtung der Diagramme erkennt man sofort, dal3 die Si-
mulation offenbar in der Lage ist, das Kernproblem der Mischungsreihe — namlich die mit
der Kettenlangendifferenz zunehmende Abweichung von der ldeditdt [Mabrey und
Sturtevant, 1976] — vernlinftig zu reproduzieren. Dabei stimmt der Verlauf der c,*-Kurven
fir DLPC/DSPC und DMPC/DSPC auch sehr gut mit den mit Hilfe des Zehnzustandsmo-
dells generierten Daten [Jargensen et al., 1993] sowie qualitativ mit den in Mabrey und
Surtevant [1976] gemessenen DSC-Kurven Uberein, wobei im Falle von DMPC/DPPC in
der Literatur allerdings keine entsprechenden Monte Carlo-Vergleichswerte gefunden wer-
den konnten. Bei der Simulation des letztgenannten Gemisches zeigt sich auf3erdem noch
eine interessante Eigenheit: Geht man anféanglich von reinem DPPC aus, so nehmen die c,*-
Kurven mit zunehmendem xpwpc (bis etwa 0.5) analog zu den experimentellen Daten
(ADbb. 52) kontinuierlich an Breite zu und an Hohe ab, um dann allerdings bel Uberwiegen-
dem DMPC-Anteil sogar noch schmaler als die entsprechende Reinsubstanz zu werden.
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Abbildung 52:  Experimentelle DSC-Kurven fur das pseudobindre Gemisch DMPC/DPPC, Daten
aus Garidel und Blume [1998].

Obwonhl dies nicht der Redlitéat entspricht, 183 sich das simulierte asymmetrische Verhalten
in abgeschwéachter Form ebenfalls in Abb. 52 erkennen, denn auch hier sind die Umwand-
lungskurven mit wenig DMPC breiter als die analogen Kurven mit wenig DPPC. Zumindest
fur das verwendete Modell kann man dieses Phanomen maoglicherweise dadurch erklaren,
dai3 bei tiefen Temperaturen unter ca. 300 K sich so gut wie alle DPPC-Molekile (bzw. die
eigentlich simulierten Cig-Acylketten) in der Gelphase befinden (Daten nicht dargestellt)
und durch die annghernd ideale Mischbarkeit mit DMPC offensichtlich in der Lage sind, die
Fluktuationen der kurzkettigen Majoritét derart stark zu hemmen, dai? bei T,°M™ die Pha-
senumwandlung fast vollsténdig unterdriickt wird [Risbo et al., 1995]; da aber das vorlie-
gende Lipidgemisch sehr homogen ist, findet dafir bei einer héheren Temperatur ein um so
scharferer Ubergang der vielen gleichartigen (DMPC)-(DPPC)y-, Nachbarschaften® statt.
Mit zunehmender Menge an DPPC hingegen zeigt die Analyse der parallel zu den c,*-Wer-
ten aufgenommenen statistischen Daten (nicht dargestellt) eine kontinuierlich wachsende
Kluft zwischen den relativen Grof3en Na /N, und Na /Ny, d. h. bedingt durch die relativ
hohen Temperaturen eilt die Umwandlung der Myristoylketten — bel weiterhin anndhernd
idealer Mischbarkeit — bel xpmpc = 0.2 bereits um etwa ein Kelvin voraus und bewirkt somit
bereits zwangsaufig eine Verbreiterung der beobachteten Fluktuationskurven, wobei dieser
Effekt durch die zunehmende Konformerenvielfalt der jeweils néchsten Nachbarn (sowohl
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Na,, as auch Nay sind jetzt ebenfalls wahrscheinlich!) und die damit verbundene unter-
schiedliche Absenkung der Aktivierungsenergie noch zusétzlich verstarkt wird.

Durch Bestimmung der Anfangs- und Endtemperaturen der jeweiligen Fluktuationsbereiche
der cp*-Kurven als Funktion des Molenbruchs kann man die entsprechenden Phasendia-
gramme grob ermitteln und im Hinblick auf ihre Form mit den experimentellen Daten ver-
gleichen, wobel eine exaktere Untersuchung diesbeziiglich unter den gegebenen Umstanden
nicht sinnvoll erscheint, da — neben der hier verwendeten stark vereinfachten Vorgehens-
weise — die von Mabrey und Sturtevant [1976] angewendete Methode zur Analyse der DSC-
Kurven ebenfalls mit gewissen Unsicherheiten behaftet ist [Johann et al., 1996]. Der Ver-
gleich von Simulation und Praxis ist in den folgenden Diagrammen dargestellt, wobei eine
Reduzierung der theoretischen Daten aus Abb. 51 um die Breite der reinen Komponenten
wie bel den experimentellen Referenzwerten von Mabrey und Surtevant nicht stattfand, da
diese Korrektur bereits vor der Simulation implizit mit der Wahl von J, und

t vorgenommen wurde.

334 _
330 Simulation E
35 ] e e 2 R T
315+ AT L S 4
305 AR -
< 3004 T L
259 i
2004 e u
285 - T ; _
232_- e o * [Te nLrcmsec |F
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270-T DMPC/DPPC | [

265+ T \ T \ T \ T
0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0

x (langerkettige Komponente)
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Abbildung 53:  Phasendiagramme unterschiedlicher pseudobinérer Lipidgemische; die experi-
mentellen Werte wurden aus DSC-Daten ermittelt [Mabrey und Surtevant,
1976]; die simulierten Punkte stammen aus den c,*-Kurven in Abb. 51, wobei
im Falle der Reinsubstanzen die jeweiligen Maximalwerte und ansonsten An-
fangs- und Endtemperatur der jeweiligen Umwandlungskurven verwendet
wurden; die gepunkteten Linien dienen der Anschaulichkeit und sind ohne
physikalische Bedeutung.

Die Betrachtung der dargestellten Phasendiagramme macht die gute Ubereinstimmung
zwischen Simulation und Experiment nochmals deutlich. Allerdings zeigen sich dabei klei-
nere Abweichungen im Falle des DMPC/DPPC-Gemisches, bei welchem die fur ein idea
mischbares System typische linsenformige Gestalt durch die bereits erwéhnte Asymmetrie
des simulierten Ensembles — welche zwar auch bei dem mit Hilfe der reguléren Mischungs-
theorie errechneten Phasendiagramm auftritt [Ipsen und Mouritsen, 1988], aber in diesem

Zusammenhang keine weitere Erwadhnung findet — nicht optimal reproduziert wird.

Solidus- und Liquidus-Kurve kdnnen bei den theoretischen Phasendiagrammen in Abb. 53
aternativ dadurch ermittelt werden, dal? man entsprechende Simulationen innerhalb des
K oexistenzbereichs durchfihrt und die jeweiligen Zusammensetzungen der Gel- bzw. flUs-
sig-kristallinen Doménen untersucht. Stichproben fir die &guimolaren Gemische
DMPC/DPPC und DLPC/DSPC stimmen sehr gut mit den Uber die Analyse der c,-Kurven
bestimmten Werten Uberein, im Falle von DLPC/DSPC wird jedoch deutlich, dal3 die
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Liquidus-Kurve bel xpspc < 0.2 nicht so steil abfdlt, wie es durch die (physikalisch bedeu-
tungslose) gepunktete Linie in obiger Abbildung suggeriert wird.

Bereits die Zunahme der Kettenléngendifferenz DM um weitere zwel Methylengruppen
(DMPC/DSPC) fuhrt zu einem peritektischen Mischungsverhalten [z. B. Vaz et al., 1989,
welches nach Sugar und Monticelli [1985] fir PC/PC-Gemische dadurch hervorgerufen
wird, dal3 sich eine Gelphasen-Mischungsliicke mit steigendem DM immer mehr in den
Koexistenzbereich des Phasendiagrammes schiebt (Abb.54), bis schliefdich ein monotekti-
sches System (DLPC/DSPC) entsteht [Mabrey und Sturtevant, 1976].

T(K)

320 L L r L
_‘ﬁ / \
M1 \
280 s M2 G
G |G M2
¢ MG MG
240 MG\

Abbildung 54:  Theoretische Beschreibung des Mischungsverhaltens von PC/PC-Systemen auf
der Grundlage von Berechnungen mit Hilfe der Landau-Theorie [aus Sugér
und Monticelli, 1985]: Mit zunehmender Kettenldngendifferenz (a® b® c)
schiebt sich die Mischungsliicke MG immer mehr in den Koexistenzbereich M1
bzw. M2.

Diesem Trend folgen auch die Ergebnisse der Simulation, allerdings ist der Verlauf der
Solidus-Kurven im Falle von DLPC/DSPC und DMPC/DSPC bei niedrigen x-Werten nicht
so streng horizontal wie die experimentellen Daten dies vorgeben, d. h. das simulierte Ge-
misch verhdlt sich hier — ebenso wie die Ergebnisse aus der Simulation von DMPC/DSPC
mit dem Zehnzustandsmodell [Mouritsen, 1991] — noch etwas idealer as das tatséchlich
beobachtete. Im Hinblick auf die recht subjektive Art, nach welcher die Phasendiagramme
in Mabrey und Surtevant [1976] konstruiert werden mufdten, ist diese Diskrepanz jedoch
vermutlich viel zu gering um sinnvoll interpretiert zu werden, trotzdem sollte man sich aber
vergegenwaértigen, dald bel den experimentellen Systemen stets mindestens zwei gleiche
Acylketten nebeneinander liegen (well sie ja zu demselben Molekil gehéren), bel den simu-
lierten Ensemblen diese Pramisse jedoch nicht gegeben ist, wodurch eine geringfigig bes-

sere Durchmischung ermdglicht wird. Interessanterweise fuhrt eine Substitution von
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DMPC/DSPC durch SMPC/MSPC in der Praxis zu einem deutlich idealeren Mischungsver-
halten in der Gelphase [Tenchov, 1985], was auch durchaus nachvollziehbar ist, denn in
diesem Fall tritt gerade das entgegengesetzte Phanomen auf, dal3 jede Acylkette immer min-
destens einen ungleichen Nachbarn besitzt. Mit dem Simulationsmodell bewegt man sich
daher zwischen diesen beiden Extrema, wobei sich durch die einmalige Anpassung von J,
und t das Verhalten der Acylketten bereits fast vollstandig auf die entsprechenden experi-
mentellen Ergebnisse abstimmen [&03t.

Neben der Analyse von Abb. 53 kann man noch weitere Informationen Uber den jeweili-
gen Verlauf der Phasenumwandlung erhalten, indem man sich den Vorteil einer Computer-
simulation zunutze macht und direkt einen Blick auf die Mikrokonfigurationen eines Gemi-
sches bei unterschiedlichen Temperaturen (hier T,- 5K, Ty und T+ 5 K) wirft, wie diesin
den folgenden Diagrammen fir ein aguimolares DMPC/DPPC-Gemisch getan wurde.
Parallel zu diesen ,,Momentaufnahmen wurde auf3erdem eine umfangreiche statistische
Untersuchung bzgl. Clusterstruktur und -kompaktheit durchgefihrt, welche jedoch nicht
explizit dargestellt, sondern lediglich in die weiteren Erléuterungen miteinbezogen wird.

DMPC/DPPC 1:1

' -

T=296K
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DMPC/DPPC 1:1 T=302.5K
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DMPC/DPPC 1:1

DMPC(Gelphase)

DPPC(flussig-kristalline Phase)
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O DMPC(flussig-kristalline Phase)

Abbildung 55:  Simulierte Mikrokonfigurationen (6400 Teilchen) fir das &quimolare
DMPC/DPPC-Gemisch im thermodynamischen Gleichgewicht bei drei unter-
schiedlichen Temperaturen (T,— 5 K, T, Ty + 5 K); jeder Punkt korrespondiert
dabei der Anschaulichkeit halber mit einem entsprechenden Lipidmolekil mit
zwei identischen Acylketten, obwohl diese eigentlich einzeln untersucht wurden.
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Bel 296 K erkennt man fir das dargestellte System die erwartete gute Mischbarkeit zwi-
schen den unterschiedlichen Komponenten, wobei sich der Anteil an den bereits auftreten-
den angeregten Konformeren ebenfalls in etwa die Waage hélt.

Erhoht man die Temperatur auf 302.5 K, womit man sich mitten im Koexistenzbereich
von Gel- und flUssig-kristalliner Phase befindet, so hat offenbar ein kontinuierliches Auf-
schmelzen der Acylketten eingesetzt, von dem sowohl DMPC als auch DPPC etwa glei-
chermal3en betroffen sind. Die Umwandlung verléuft also — wie experimentell beispiels-
weise durch ESR-Messungen untermauert ist [Sankaram et al., 1992] — Uber die Ausbreitung
bereits vorhandener fllssig-kristalliner Domanen (statistische Untersuchungen nicht darge-
stellt) und nicht Uber die Entstehung vieler neuer ,Inselin”, denn in diesem Fall wére in
Abb. 55 keine derart grof3e zusammenhéangende Geldoméane mehr erkennbar. In einer Unter-
suchung an dem 1:1-Gemisch aus DMPC und DPPC mittels FRAP [Vaz et al., 1990] wurde
aulRerdem der Konnektivitéatspunkt, an welchem die vorhandenen flussig-kristallinen Domé-
nen zu fusionieren beginnen, etwa in der Mitte des Koexistenzbereiches gefunden, was in
der Simulation gerade der hier verwendeten Temperatur von 302.5 K entsprechen wirde
(die experimentellen Werte liegen geringfligig dartiber). Nach dem mittleren Diagramm in
Abb. 55 zu urteilen, liegt die Fusionstemperatur bei dem verwendeten Modell jedoch offen-
sichtlich etwas niedriger als in der Redlitét, denn wie leicht erkennbar hat der Zusammen-
schluf der einzelnen Cluster bel der vorliegenden Konfiguration bereits groftenteils stattge-
funden.

Auler der ins Auge springenden Beobachtung, dal3 die Umwandlung Uber eine ausge-
pragte Domanenbildung gleichphasiger Teilchen, jedoch unter anndhernder Beibehaltung
der idealen Mischungseigenschaften zwischen unterschiedlichen Komponenten erfolgt, &3t
sich bei genauerem Hinsehen ein weiteres Phdnomen entdecken, welches bei der Simulation
von nichtidealen Systemen (z. B. DMPC/DSPC) mit dem Zehnzustandsmodell noch deutli-
cher erkennbar ist und in der entsprechenden Literatur als , wetting-effect” bezeichnet wird
[z. B. Mouritsen et a., 1995a]. Unter diesem Ausdruck ist zum einen das bevorzugte Auf-
treten intermedidrer Kettenkonformationen an den Phasengrenzen zu verstehen (was aller-
dings nur bel einem Modell mit mehr as zwei Zustanden beobachtet werden kann) und zum
anderen das Bestreben der flussig-kristallinen Teilchen der hdher schmelzenden Kompo-
nente (bzw. der Gelteilchen der tiefer schmelzenden Komponente), sich direkt an Gelpha-
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sen-Domanen (bzw. fllssig-kristalline Domanen) anzulagern. In der oben dargestellten Ab-
bildung wird dieses Verhalten dadurch deutlich, dal3 sich besonders viele griine Punkte an
die grofie Geldoméne bei 302.5 K anlagern und damit zu einer Erniedrigung der Grenzfl&-
chenspannung beitragen, wodurch die Lebensdauer des Clusters erhdht wird [Jergensen et
al., 1993].

Nach dieser Betrachtung eines annahernd ideal mischbaren Lipidsystems ist es von eini-
gem Interesse, sich zum Vergleich mit den analogen Mikrokonfigurationen (T, —5K, Tn,
Tm+ 5 K) von DLPC/DSPC (1:1) auseinanderzusetzen, welche in der folgenden Abbildung
dargestellt sind:

DLPC/DSPC 1:1 T=270K
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Abbildung 56:  Simulierte Mikrokonfigurationen (6400 Teilchen) fur das &quimolare
DLPC/DSPC-Gemisch im thermodynamischen Gleichgewicht bei drei unter-
schiedlichen Temperaturen (T, — 5 K, Tr,, Ty + 5 K); jeder Punkt korrespondiert
dabei der Anschaulichkeit halber mit einem entsprechenden Molekil mit zwei
identischen Acylketten, obwohl diese eigentlich einzeln untersucht wurden.

Zu den abgebildeten Diagrammen existieren in diesem Fall auch analoge Daten aus dem
Zehnzustandsmodell [Jargensen et al., 1993], welche in der Gelphase eine deutlich ausge-
pragtere Separation zwischen den unterschiedlichen Komponenten aufweisen als dies in
Abb. 56 der Fall ist, obwohl man auch dort im Vergleich zu DMPC/DPPC eine weitaus
stérkere Domanenbildung erkennen kann (statistischer Beweis nicht dargestellt). Diese Ten-
denz war auch aufgrund der Form der Phasendiagramme (Abb. 53) zu erwarten, da die
Solidus-Kurven der Gemische DMPC/DSPC bzw. DLPC/DSPC wie bereits erwadhnt etwas
steiler as die experimentellen Werte verlaufen und somit eine bessere Mischbarkeit impli-
zieren. FUr die beiden letztgenannten Systeme lief3e sich bei dem in dieser Arbeit verwen-
deten Modell das Phasenverhaten ohne weiteres durch eine angemessene Erhdhung des
Parameters t (bzw. eine Erniedrigung von J ;) einstellen, allerdings wirde sich die Ketten-
langendifferenz in dem ebenfalls untersuchten DM PC/DPPC-Gemisch dann ebenfalls deut-
lich gravierender auswirken und dort letztendlich zu einem unrealistischeren Phasenverhal-
ten fuhren. Dieses Dilemma ist moglicherweise auch der Grund fur die Tatsache, dal3 in
allen gesichteten Publikationen Uber das Zehnzustandsmodell dieses System nie mittels
Monte Carlo untersucht wurde, sondern sich die Analysen stets auf die weniger idealen Ge-



KAPITEL 4 THEORETISCHE ARBEITEN

mische beschrankte, welche durch ihr dhnliches Verhalten somit auch besser durch univer-

sale Parameter (t) angepald werden kdnnen.

Eine Erhdhung der Temperatur auf 302.5 K (Mittelpunkt der Koexistenzkurve) fihrt
dann allerdings zu dem gleichen Erscheinungshild wie in Jargensen et al. [1993]: Die nied-
riger schmelzende Komponente liegt zum groften Teil in der flussig-kristallinen Phase vor,
was wegen der daraus resultierenden unginstigeren Wechselwirkungen mit den in der Gel-
phase befindlichen langeren Acylketten zu einer ausgepragten Phasenseparation fihrt. Dabel
besteht der gravierende Unterschied zu der analogen Konfiguration von DMPC/DPPC (Abb.
55) darin, dal3 hier eine sehr langlebige Struktur auftritt, wahrend bei dem idealeren Ge-
misch Gel- und fluide Doménen im Vergleich dazu sehr schnell entstehen und verschwin-
den, wie man beispielsweise bei 302.5 K an dem deutlich hoheren c,*-Wert as Mali fur die
Fluktuationsrate im Falle von DMPC/DPPC erkennt (Abb. 50). Der Hauptgrund hierfir ist
der, dal3 bei dem letztgenannten Gemisch die Zusammensetzung der koexistierenden Phasen
anndhernd gleich ist und somit einen schnellen Austausch Uber relativ niedrige
Energiebarrieren — fast wie bel einem Einkomponentensystem — ermdglicht, wogegen sich
in dem DLPC/DSPC-System wegen der grof3en Differenz der Tp-Werte die eine Kompo-
nente bereits weit in der Gelphase befindet, wahrend die andere noch deutlich von der Pha-
senumwandlung entfernt ist, so dal3 die auftretenden Fluktuationen nur sehr gering ausfallen

konnen.

Der , wetting-effect” ist in dem mittleren Diagramm von Abb. 56 ebenfalls — analog zu
Jargensen et al. [1993] — deutlich vorhanden und daran zu erkennen, dal3 sich die vorhande-
nen Gelphasenteilchen der kirzerkettigen Komponente bevorzugt an der Phasengrenze anla-
gern, um die dort auftretenden Energiedifferenzen abzumildern. Eine weitere Erh6hung der
Temperatur auf einen Wert oberhab des Koexistenzbereiches (330 K) fuhrt zu einem konti-
nuierlichen Aufschmelzen der langkettigen Geldomane und hierdurch wieder — ebenfalls
analog zu Jergensen et al. [1993] — zu einer Verbesserung der Mischungseigenschaften mit
den flussig-kristallinen DLPC-Teilchen, wobei alerdings weiterhin eine signifikante
Clusterbildung gleicher Komponenten erhalten bleibt (statistischer Beweis nicht dargestellt).

Von experimenteller Seite aus gesehen wurde bis jetzt vorwiegend das System
DMPC/DSPC, welches in seinen Eigenschaften zwischen den hier ausgefiihrten Beispielen
steht (Daten nicht dargestellt), als Prototyp fur nichtideales Mischungsverhalten mittels z. B.
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ESR [Sankaram et a., 1992], FRAP [Almeida et a., 1992] und NMR [Dolainsky et a.,
1997] untersucht und dabei festgestellt, dal3 die smulierten Gelphasendoméanen auch tat-
sachlich im Koexistenzbereich auftreten und dort die Diffusion der fluiden Teilchen merk-
lich behindern. Diese laterale Beweglichkeit wird bei den Monte Carlo-Simulationen durch
die Verwendung der Kawasaki-Methode berticksichtigt und fuhrt offensichtlich zu einem
analogen Ergebnis, denn andernfalls wirde eine solch eindeutige Phasenseparation wie in
Abb. 56 nicht auftreten. Des weiteren konnte in Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Simulationen (Daten nicht dargestellt) anhand von Neutronenstreuexperi-
menten festgestellt werden, dal’ das Mischungsverhalten von DMPC mit DSPC auch in der
flissig-kristallinen Phase einen deutlich nichtidealen Charakter besitzt [Knoll et a., 1981],
so dal3 im Falle von DLPC/DSPC ein dhnliches Verhaten ebenfalls anzunehmen ist.

4.2.3.3 Fazt

Das mit Hilfe von einfachen Uberlegungen hergeleitete Mischungsmodell ist recht gut in
der Lage, die elementaren experimentellen Befunde der Systeme DMPC/DPPC,
DMPC/DSPC und DLPC/DSPC qualitativ wiederzugeben, was um so erstaunlicher ist, da
auf3er den individuellen physikalischen Daten lediglich generalisierte Parameter verwendet
wurden. Dies zeigt sehr anschaulich, dafl3 die kollektiven Eigenschaften der untersuchten
Lipidgemische auch in bindren Mischungen offensichtlich sehr einfachen Grundprinzipien
folgen und sich so durch lineare Skalierung der verwendeten anpassbaren Grof3en fir ver-
schiedene K ettenléngendifferenzen vorhersagen lassen.

Allerdings darf man nicht vergessen, dal3 nach wie vor — wie bei der Anayse der Ein-
komponentensysteme (Seite 121) ausgefuhrt — zahlreiche zum Tell gravierende Vereinfa-
chungen gemacht werden muissen, um Uberhaupt eine Simulation durchfhren zu kénnen,
und daher die Ermittlung von Absolutwerten weiterhin mit Vorsicht zu genief3en ist. Fur ein
Gemisch mit stark differierenden Kettenlangen kommt noch erschwerend hinzu, dal3 die
sonst zu vernachlassigenden transversalen Wechselwirkungen mit der gegentberliegenden
Doppelschichthalfte [Mouritsen, 1990] durch mdgliche Verzahnungseffekte an Bedeutung
gewinnen kdnnen [Jergensen und Mouritsen, 1995] und somit unter Umsténden eine zusétz-
liche Fehlerquelle darstellen.
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S EXPERIMENTELLE ARBEITEN

5.1 DSC-MESSUNGEN

Da in der vorliegenden Arbeit das Hauptaugenmerk der experimentellen Arbeiten auf
der Untersuchung des Mischungsverhaltens fllssig-kristalliner PC/PE- und PC/PG-Systeme
liegt, ist es fur eine ndhere Analyse recht hilfreich, wenn die jeweiligen Phasendiagramme
der einzelnen Gemische bekannt sind. Ein Teil der hierfir notwendigen Messungen wurde
bereits von Garidel et al. [1997a] und Garidel und Blume [1998] durchgefihrt, so dal3d im
folgenden lediglich die PC/PE-Gemische mit ungleichen Kopfgruppen sowie das System
DMPC/DPPG dargestellt sind.

5.1.1 Probenvorbereitung und melRtechnische Details

Zur Herstellung der Mischungsreihen wurden zuerst Stammlésungen der Reinsubstanzen
(in CHCl3/MeOH 4:1 v/v) angesetzt und hiernach die entsprechenden Gemische mit Hilfe
eines Dosimeters derart hergestellt, dal3 die Gesamtmasse an Lipid genau 2 mg pro Probe
betrug. Anschlieffend wurde das Losungsmittel unter Erhitzen (auf ca. 55°C) im
Stickstoffstrom entfernt, wobel man bei den PC/PE-Gemischen wegen der deutlich
geringeren Lodlichkeit von PE ein zu schnelles Abdampfen vermeiden mul3, da dieses
andernfalls durch die hiermit verbundene Kihlung zuerst ausfallt. Hierdurch wirde eine
makroskopische Phasenseparation auftreten, welche sich auch bei der weiteren Behandlung
der Probe nicht mehr aufheben lief3e. Nach der Verflichtigung des Lésungsmittels wurden
die Lipidgemische tber Nacht im Hochvakuum vollstandig getrocknet und bis zu ihrer

weiteren Verwendung unter Lichtausschluf? gelagert.

Vor Beginn der Messung wurde das entsprechende Lipidgemisch mit 2 ml entgastem
Reinstwasser (bzw. 0.1 M entgaster NaCl-L6sung im Falle von DMPC/DPPG) versetzt, im
Wasserbad ca. 30s auf eine Temperatur etwa 10° C oberhalb von T, erhitzt und
anschlief3end mit Hilfe einer Ruttelapparatur (Jahnke& Kunkel VF2) 30 s dispergiert. Dieser
Zyklus wurde so lange wiederholt, bis die gesamte Probe vollkommen homogenisiert war.
Insbesondere bel den Systemen mit DPPE muldte teilweise zuséizlich ein Ultraschallbad
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(Transonic 310/H) zur Zerkleinerung der recht stabilen , Lipidklumpen® eingesetzt werden,
wobei nach einer solchen Behandlung stets noch eine langere Zeit gertttelt wurde, um den
entstandenen kleinen Vesikeln wieder die Méglichkeit zur Fusion zu geben. Abschlief3end
wurde das Lipidgemisch zusammen mit der entsprechenden Referenz noch 2 min unter
leichtem Vakuum entgast. Der pH-Wert der PC/PG-Proben lag zwischen 5.8 und 7 und
wurde auch nicht genauer eingestellt, da unter den vorliegenden Bedingungen das DPPG in
diesem Bereich stets eine Partialladung von -1 aufweist [Boggs, 1987] und sich die T-
Werte ebenfalls nicht signifikant verandern [Blume, 1991].

Die Untersuchung der Probe erfolgte in einem VP-DSC-Kalorimeter der Firma Microcal
[Plotnikov et a., 1997] bei einer Heizrate von 60°/h und einem Filter von 4. Zusétzlich
wurde die Ansprechzeit der Probenheizung auf den niedrigsten mdglichen Wert eingestellt,
um auch scharfe Umwandlungen mit hoher Genauigkeit registrieren zu konnen. Die
Referenzzelle wurde zum Ausgleich von Verdampfungsverlusten vor Beginn der Messung
stets neu geflllt. Fir jedes Gemisch wurden drei Aufheizkurven aufgenommen, wobei eine
signifikante Anderung der Kurvenform jedoch bei keinem der untersuchten Gemische
festgestellt werden konnte.

5.1.2 DasSystem DMPC/DPPG

Nach der experimentellen Ermittlung der c,-Kurven wurden diese analog zu Garidel et
al. [1998] mit Hilfe eines thermodynamischen Ansatzes (dem Programm SIFA) simuliert,
um auf diese Weise eine Aussage Uber die jeweiligen Nichtidealitétsparameter r ¢ bzw. r
der Gel- bzw. flussig-kristallinen Phase machen zu kdnnen [Johann et al., 1996]. Zusétzlich
lieferte diese Anpassung enen objektiveren Wert fir Beginn und Ende der
Phasenumwandlung (T. bzw. T.) als die tbliche molenbruchgewichtete Reduktion um die
Breite der reinen Komponenten [z. B. Tenchov, 1985] und diente somit als Grundlage fir
die Konstruktion des entsprechenden Phasendiagramms.

Die theoretischen und experimentellen Thermogramme sind in der folgenden Abbildung
zusammengefal3t:
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Abbildung 57:  Experimentelle c,-Kurven fir das System DMPC/DPPG, vermessen in 0.1 M
NaCl-Losung, und die entsprechenden mit dem Programm SIFA nach Johann et
al. [1996] durchgefihrten Anpassungen; die Umwandlungskurve von reinem
DMPC ist so scharf, dafd sie nicht simuliert werden konnte.

Wie man erkennt, verschieben sich die c,-Kurven kontinuierlich mit dem Molenbruch,
und es treten aul3erdem auch keine zusétzlichen Maxima bei der Hauptumwandliung auf, so
dald man auf eine sehr gute Mischbarkeit der beiden Komponenten schlief3en kann. Auch die
theoretischen c,-Kurven geben die jeweiligen Phasentibergénge fir alle Gemische recht
brauchbar wieder. Im Falle von reinem DMPC versagt allerdings die Simulation, da die
experimentelle Kurve eine derart hohe Kooperativitéat aufweist, dal3 die Anpassung in letzter
Iteration zu einem physikalisch unsinnigen unendlich schmalen Signa fuhrt. Aus diesem
Grunde ist es auch nicht moglich, mit Hilfe von SIFA den exakten Betrag fur die van't Hoff-
Enthalpie der Phasenumwandlung zu berechnen, so dal3 im Falle von DMPC die N&herung
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zur Berechnung der kooperativen Einheit h verwendet wird [vgl. Blume, 1988a], wobei

DT, der Halbwertsbreite der gemessenen Warmekapazitatskurve entspricht.

Generell versteht man unter der kooperativen Einheit die (theoretische) Anzahl der
Teilchen, die ihren Phasenzustand bei T = T, gleichzeitig andern [Sugér, 1987] (Abb. 58):

450 T T T T T T T T T

bt DMPC/DPPG
400+ -

350} 4
300 4
250 ! .
<2004 ! 4
1504 =
1004 % 4

50 B R P .

0

T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

XDPPG

Abbildung 57:  kooperative Einheit h nach Johann et al. [1996] als Funktion des Molenbruchs;

die Angabe fir reines DMPC wurde mit Hilfe von Gleichung (74) berechnet.

Der Verlauf der h-x-Kurve zeigt die fir binére Lipidgemische typische U-Form [Sugar,
1987] mit der kontinuierlichen Abnahme der Kooperativitét bis x = 0.5 durch das verstarkte
Auftreten der zweiten Komponente in der Mischung.
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Die aus Abbildung 57 durch Integration erhaltenen Umwandlungsenthalpien sowie die
Tm-Werte der einzelnen Gemische sind in dem folgenden Diagramm zur besseren Ubersicht
noch einmal gesondert dargestellt, wobel T, jeweils als Maximalwert der entsprechenden
Co-Kurve definiert wird:

i T T T T T T T T T
1 DMPC/DPPG
40 - | |
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.
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30 L .
|
— 4 45+
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) 1 40 .
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Abbildung 59:  Umwandlungsenthalpien und T,-Werte des Systems DMPC/DPPG als Funktion
des Molenbruchs; die gepunkteten Linien dienen der besseren Anschaulichkeit
und besitzen keine physikalische Bedeutung.

Waéhrend sich Ty, — wie aufgrund der DSC-Kurvenformen erwartet — fast linear mit dem
Molenbruch verhdlt, zeigt die Umwandlungsenthal pie einen kontinuierlichen aber sigmoiden
Verlauf zwischen den Werten der beiden Reinsubstanzen. Dieses Verhaten konnte von

Chen et al. [1998] wenige Wochen nach den eigenen Messungen bestétigt werden.

Aus den in Abb. 57 dargestellten theoretischen Anpassungen erhdt man wie bereits
erwdhnt auf relativ objektive Weise die Anfangs- und Endtemperaturen der jeweiligen
Phasenumwandlungen. Diese kdnnen dann ihrerseits wieder als Ausgangswerte fir die
Simulation des Phasendiagramms genommen werden, welches in der vorliegenden Arbeit
mit Hilfe des Programms FASE [Johann et al., 1996] unter Verwendung von vier
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anpalfbaren Nichtidealitdtsparametern (zwei fir jede Phase) berechnet wurde. Die folgende
Abbildung fal die theoretischen Ergebnisse zusammen, wobel zum Vergleich auch die
»manuell* ermittelten T, - bzw. T.-Werte aufgefihrt sind, welche auf herkbmmliche Weise
durch die molenbruchgewichtete Korrektur der c,-Kurven um die Breite der
Reinumwandlungen erhalten werden [z. B. Mabrey und Sturtevant, 1976; Chen et al., 1998]:

) ) ) ) ) ) ) ) )
1 DMPC/DPPG
404 Ta= -128.1 J/mol
r, =-806.5 J/mol
I = -466.0 J/mol [ J
r,=-170.8 J/mol
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2.
|_
30 -
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o o A | v Werte aus SIFA
Anpassung an simulierte Werte]
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XDPPG

Abbildung 60:  Anpassung des Phasendiagramms mit dem Programm FASE an die theoretisch
ermittelten Anfangs- und Endtemperaturen der c,-Kurven (offene Dreiecke) bei
unterschiedlichen Molenbrichen; die aus dieser Smulation erhaltenen
Nichtidealitatsparameter r sind im Diagramm angegeben; die ausgefillten
Kreise zeigen das Ergebnis der , manuellen® Ermittlung von T, und T. durch
Reduktion um die Breite der Reinumwandlungen.

Im Gegensaiz zu den experimentellen Daten zeigen die mit SIFA ermittelten
Temperaturwerte einen recht kontinuierlichen Kurvenverlauf mit deutlich geringeren
»Ausreil¥ern*, welcher sich mit einem fast ideal linsenférmigen Phasendiagramm simulieren
|a3t. Dieses Ergebnis ist vollkommen analog zu dem von Chen et al. [1998], wobei dort die
Breite des Koexistenzbereiches aufgrund des verwendeten experimentellen
Auswerteverfahrens etwas grofier ist.
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Mit den in Abb. 60 angegebenen Nichtidealitétsparametern lassen sich zudem gewisse
Aussagen Uber das Mischungsverhaten der beiden Komponenten machen, wobei zur
anschaulicheren Interpretation die folgenden Zusammenfassungen vorgenommen werden
[Johann et al., 1996]:

rg=rq+ (2%pprc — 1) g2, (75)
r=ri+ (2%ppec —1)%¥ 12 (76)
und

Dr=ri—ry. (77)

Die Indizes g und | bezeichnen hierbei die Gel- bzw. flussig-kristalline Phase, und der
Parameter mit dem Index 2 beschreibt einen Asymmetrieterm, welcher den Einflul® des
Molenbruchs auf das Mischungsverhalten berticksichtigt. Eine entsprechende
Zusammenstellung der nach den obigen Gleichungen ermittelten KenngrofRen findet sich
zusammen mit den Dr -Werten aus den Einzelsimulationen der c,-Kurven (wobel allerdings
lediglich ein Nichtidealitétsparameter pro Phase verwendet wurde) in dem nachfolgenden
Diagramm:
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Abbildung 61:  Darstellung der Dr-Werte aus der Einzelsimulation der cp,-Kurven (Programm
SIFA) und der Smulation des Phasendiagramms (Programm FASE) als Funktion
des Molenbruchs; die aus FASE ermittelten r 4- und r-Werte sind ebenfalls der
Anschaulichkeit halber dargestellt.

5.1.2.1 Diskussion

Wie die hier vermessenen DSC-Kurven zeigen, weist das System DMPC/DPPG Uber
den gesamten Molenbruchbereich ein recht ideales Mischungsverhalten auf, was mit den
Ergebnissen von Garidel et al. [1997a] fur die Systeme DMPC/DMPG, DPPC/DPPG und
DPPC/DMPG (welche sich ebenfalls annghernd ideal verhalten) im Einklang steht. Bei der
Analyse der Melkurven ist aulBerdem die Tatsache sehr interessant, dald die in der
vorliegenden Arbeit fir DMPC gefundene kooperative Einheit deutlich Gber dem Wert von
DPPG liegt. Fur diesen hohen Absolutwert spricht auch die Tatsache, dal3 man mit anderen
Methoden fir die Kooperativitdt von DMPC ebenfalls hohe Betradge bis etwa 650 findet
[Marsh et al., 1977].

Im direkten Vergleich mit DPPC/DMPG zeigt das hier untersuchte Gemisch
DMPC/DPPG ene etwas idealere Form des Phasendiagramms. Die direkt hieraus

ermittelten Dr -Werte besitzten zwar in beiden Félen ene postive Steigung mit
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zunehmendem Xpg, liegen aber fr das letztgenannte System sehr nahe bel null, was somit
die Vermutung nahelegt, dal? sich die Mischungseigenschaften bel einem Phasentibergang —
im Gegensatz zu DPPC/DMPG — nur geringfiigig andern. Wagt man eine Interpretation der
absoluten r-Werte, welche allerdings aufgrund des Simulations-Algorithmus mit einer
gewissen Ungenauigkeit behaftet sind, so zeigt sich bei beiden Gemischen in der Gelphase
(und in abgeschwéchter Form auch in der flussig-kristallinen Phase), dal3 eine geringe
Konzentration an langkettiger Komponente offensichtlich stérker zur Clusterbildung neigt,
als dies umgekehrt bei einer kurzkettigen Minoritdt der Fall ist. Da man eine analoge
Tendenz auch bei dem System DMPC/DPPC beobachten kann [Garidel und Blume, 1998],
liegt die Vermutung nahe, dal3 Ladungseffekte bei PC/PG-Gemischen verglichen mit den
Dispersionswechselwirkungen eher eine untergeordnete Rolle spielen, so dal die
Kopfgruppendifferenzen kaum ins Gewicht fallen. Zu einem &hnlichen Schluf3 kommen
auch Nibu et al. [1995] aufgrund von kalorimetrischen Untersuchungen von Lipidsystemen
mit unterschiedlichen Kopfgruppen. Allerdings sind aber die Absolutwerte von rg; und r 1
bei dem hier untersuchten Gemisch beide negativ, was sehr wohl auf eine vorhandene
ladungsinduzierte Abstof3ung hindeutet, auch wenn dies jedoch bei der Untersuchung von
DPPC/DMPG nicht bestétigt wird [Garidel et al., 19974).

5.1.3 DasPC/PE-System

PC und PE bilden zusammen den Lowenanteil aler in eukaryontischen Membranen
vorkommenden Phospholipide [Dowhan, 1997], so dal3 der Untersuchung ihres
Mischungsverhaltens auch ein besonderes praktisches Interesse zukommt. Aus diesem
Grunde wurde auch bereits vor recht langer Zeit damit begonnen, die entsprechenden
PC/PE-Gemische kalorimetrisch zu vermessen [z. B. Blume und Ackermann, 1974,
Chapman et al., 1974], was letztendlich zur Folge hat, dald fur ale in der vorliegenden
Arbeit relevanten Systeme Dbereits entsprechende Vergleichsdaten aus friheren
Untersuchungen existieren. Auf eine Wiederholung der DSC-Messungen wurde aber
dennoch nicht verzichtet, da zum einen die Kalorimeterqualitét deutlich gestiegen ist und
zum anderen eine einheitliche Vermessung der unterschiedlichen PC/PE-Gemische ohnehin
unvermeidlich wird, wenn man mit Hilfe der Simulation von c,-Kurven und

Phasendiagrammen nach Johann et al. [1996] sinnvolle Vergleiche anstellen will.
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Obwohl beide Kopfgruppen zwitterionisch aufgebaut sind und dementsprechend keine
resultierende Partialladung aufweisen, existieren dennoch einige gravierende Unterschiede,
welche man sich bei der Interpretation des Mischungsverhaltens vergegenwértigen muf3
[Seddon, 1990]: So besitzt das PE durch seine quartdre Ammoniumgruppe die Moglichkeit,
Wasserstoffbriicken mit benachbarten Phosphatgruppen (von PE oder PC) auszubilden,
wéhrend die Cholinkopfgruppe hierzu nicht in der Lage ist. Dies bewirkt neben einer
deutlichen Erhéhung der Umwandlungstemperatur auch eine Abnahme der Hydratation und
fahrt zusammen mit dem im Vergleich zu PC geringeren Volumen der Kopfgruppe dazu,
dal3 der gesamte Raumbedarf des Molekdls nicht mehr einem Zylinder (wie bei PC) sondern
eher einem Kegel entspricht, was die Entstehung hexagonaer Phasen beglnstigt. Unter den
gegebenen Bedingungen tritt eine solche Umwandlung fir DMPE jedoch gar nicht und fir
DPPE erst bel etwa 121° C auf [Koynova und Caffrey, 1994], so dal3 sie bei den hier
angestellten Untersuchungen nicht berticksichtigt werden missen. Ein weiterer Unterschied
zeigt sich in der Struktur der Gelphase: Wahrend namlich die verwendeten PCs wie auch PG
[Garidel und Blume, 1998] unter Mefdbedingungen in einer Ly bzw. (nach der
Vorumwandlung) Py,:-Phase vorliegen, befinden sich die PE-Molekiile in einer Ly-Phase mit
nahezu senkrecht zur Membranoberfléche angeordneten Acylketten [Koynova und Caffrey,
1994, 1998], wie in Abb. 62 illustriert ist:
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I A

Py
Abbildung 62:  Schematische Darstellung unterschiedlicher Gelphasenstrukturen; Diagramm
aus Cevc und Marsh [1987].

Neben der biologischen Relevanz besteht also durchaus auch ein akademisches Interesse
an der Frage, wie sich pseudobindre Mischungen zweier derart unterschiedlicher Molekiile
verhalten.
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5.1.3.1 Das System DMPC/DMPE
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Experimentelle cp-Kurven fur das System DMPC/DMPE und die entsprechenden
mit dem Programm SIFA nach Johann et al. [1996] durchgeflhrten
Anpassungen; die Umwandlungskurve von reinem DMPC ist so scharf, dal? sie

nicht simuliert werden konnte.

Abbildung 63:
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Bereits bei der Betrachtung der DSC-Kurven fallt auf, dal3 zwar Ubereinstimmend mit
Fluoreszenzmessungen an unilamellaren Vesikeln [Lentz und Litman, 1978] keine
makroskopische Phasenseparation auftritt, aber das System dennoch ein deutlich weniger
ideales Mischungsverhalten zeigt als etwa DMPC/DMPG bel pH 7 [Garidel et al., 19974].
Besonders bemerkenswert ist zudem die auftretende starke Asymmetrie: So fuhrt bereits
eine geringe Menge an DMPE zu einem vollsténdigen Verschwinden der Vorumwandlung
und einer extremen Verbreiterung des Hauptphasenuberganges, wahrend die c,-Kurven im
umgekehrten Fall (geringe Menge an DMPC) eine eher kontinuierliche Veranderung
erfahren. Dieses Phanomen wurde auch bel kalorimetrischen Messungen von Chapman et
al. [1974] und Blume [1988a] gefunden und ist moglicherweise dadurch erklérbar, dal? sich
bereits eine geringe Menge PE sehr gut mit der gesamten PC-Matrix mischt, weil die
Moglichkeit zur Wasserstoffbriickenbildung ohnehin mit jeder Phosphatgruppe von PC oder
PE gegeben ist. Diese weitraumige Verteillung fuhrt dann offensichtlich dazu, dald die
raumliche Struktur der PC-Domanen in der Gelphase grof3fléchig veréndert wird und daher
auch keine Vorumwandlung fur den Ubergang von Ly in Py [Koynova und Caffrey, 1998]
mehr erkennbar ist. Zudem ist auch die Hauptphasenumwandlung bei PC-reichen
Gemischen deutlich von dieser Strukturénderung gepréagt, wie man anhand der gravierenden

Verbreiterung der c,-Kurven in diesem Bereich erkennen kann.

Auf der anderen Seite zeigt die Zugabe von geringen Mengen an PC in eine PE-Matrix
keinen beobachtbaren Einfluld auf die Gelphasenstruktur von PE. Folgt man der obigen
Argumentation, so sollte eine PC-Minoritét eine grofRere Tendenz zur Clusterbildung
aufweisen als die entsprechende PE-Minoritét, da PC keine neue Bindungsart ,zu bieten
hat* und eine bessere Durchmischung das Aufbrechen von bereits zwischen den PE-
Molekilen bestehenden H-Brucken erfordert. AulRerdem sind die
Dispersionswechsalwirkungen zwischen den in der L,-Phase befindlichen PE-Molekilen
aufgrund ihrer paralelen Anordnung vermutlich stérker als zwischen PE und PC, wodurch
eine Clusterung ebenfalls wahrscheinlich wird. Umgekehrt werden bel einem PC-System in
der Py-Phase die van der WaalsWechselwirkungen bereits aufgrund der
Packungseinschaften merklich reduziert [Koynova und Caffrey, 1998], was die
Wechselwirkung mit PE-Molekilen beglnstigt und daher eine gute Durchmischung bei
kleinem Xpe bewirkt.
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Einen genaueren Aufschlul Gber dieses Verhaten geben die Nichtidealitdtsparameter,
welche in der folgenden Abbildung zusammen mit dem Phasendiagramm dargestellt sind:
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Anpassung des Phasendiagramms mit dem Programm FASE an die theoretisch
ermittelten Anfangs- und Endtemperaturen der c,-Kurven (offene Dreiecke) bei
unterschiedlichen Molenbrichen; die aus dieser Smulation erhaltenen
Nichtidealitatsparameter r sind im Diagramm angegeben; die ausgefiillten
Kreise zeigen das Ergebnis der , manuellen* Ermittlung von T, und T. durch

Reduktion um die Breite der Reinumwandlungen.

Die simulierte Liquidus-Kurve gibt den tendenziellen Verlauf der Mef3punkte wieder,

wahrend hingegen die Gemische mit xpe = 0.5-0.7 durch die Solidus-Linie nicht so gut
angendhert werden. Eine Rechtfertigung fur diese Abweichung besteht jedoch in der
Tatsache, dal3 auch die Simulation der c,-Kurven mit SIFA gerade in dem angegebenen
Bereich auf der Gelphasenseite ,zu kurz* ausfallt (Abb. 63) und diese Ungenauigkeit durch
die hier vorgenommene Anpassung teilweise wieder korrigiert wird.
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Was die resultierende Form betrifft, so stimmt das Phasendiagramm mit dem von Blume
[1988a] mit dhnlichen Methoden simulierten Uberein, unterscheidet sich aber deutlich von
Anpassungen auf der Basis anderer theoretischer Ansétzen [Lee, 1977b; Sugar und
Monticelli, 1983], wobei alerdings ein allgemeiner Konsens in der Beobachtung besteht,
da3 bel dem System DMPC/DMPE Uber den gesamten Molenbruchbereich hinweg keine
Entmischungserscheinungen zu beobachten sind.

Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den errechneten Nichtidealitétsparametern wider,
welche ebenfalls in Abb. 64 aufgefihrt sind: Fir den Differenzbetrag Dri= ri1 - rg,
welcher bei der Simulation im Vergleich zu den Absolutwerten einer deutlich kleineren
Streuung unterworfen ist [Johann et al., 1996], ergibt sich nur ein relativ geringer Betrag von
164 Jmol, was zeigt, dal3 sich das Mischungsverhalten in Gel- und fltssig-kristalliner Phase
sehr stark dhnelt. Zudem bestétigen die positiven r ,-Werte die bereits erwéhnte Asymmetrie
zwischen den Systemen mit geringer PC- bzw. PE-Konzentration, da das Einsetzen in eine
zu (75) bzw. (76) analoge Gleichung dazu fuhrt, dal3 bei hoherer PE-Konzentration eine
grofRere Tendenz zur Clusterbildung besteht als bei kleinem Xpe.

In Abb. 64 fallt aulRerdem — wie bei allen hier untersuchten PC/PE-Gemischen — auf, dal3
die experimentell ermittelte Koexistenzkurven bel niedrigem Xxpe wesentlich breiter
verlaufen, as dies bel niedrigem Xxpc der Fal ist. Verantwortlich hierfir ist die Ly ® Py
Vorumwandlung der PC-reichen Gemische, welche bei der Analyse der c,-Kurven nicht von
der eigentlichen Hauptumwandlung getrennt werden kann und daher fir die Erniedrigung
der T. - Werte im Phasendiagramm verantwortlich ist. Mit zunehmender PE-K onzentration
verschwindet jedoch die Vorumwandlung, da die gesamte Gelphase mehr und mehr eine
Lp- Struktur (wie reines PE) einnimmt, und die Breite der Koexistenzkurven verringert sich
entsprechend [z. B. Luna und McConnell, 1978].
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5.1.3.2 Das System DPPC/DPPE
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Abbildung 65:  Experimentelle c,-Kurven fur das System DPPC/DPPE und die entsprechenden
mit dem Programm SIFA nach Johann et al. [1996] durchgeflhrten
Anpassungen; die Umwandlungskurve von reinem DPPC ist so scharf, daf sie
nicht simuliert werden konnte.
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Die Eigenschaften des DPPC/DPPE-Gemisches zeigen erwartungsgemél® eine grof3e
Ahnlichkeit mit dem bereits beschriebenen analogen Ci4-System: Auch hier besitzt das
Mischungsverhaten die bereits beschriebene deutliche Asymmetrie, da schon geringe
Mengen an PE einen weitaus grofleren Einflul auf das Phasenverhalten des Gemisches
haben als umgekehrt geringe Mengen an PC. NMR-Spektroskopische Untersuchungen an
dem hier beschriebenen System legen dabel den Verdacht nahe, da3 mit sukzessiver
Erhdhung der PE-Konzentration bis etwa 0.5 eine Lp-Anordnung der Molekile in der
Gelphase induziert wird [Blume et al., 1982b], wodurch einerseits die Vorumwandlung von
PC verschwindet und andererseits bereits bel kleinem xpe der Koexistenzbereich der
Phasenumwandlung verbreitert wird, da vermutlich je nach lokaler Anordnung der PE-
Teilchen strukturell unterschiedliche Domanen mit entsprechend differierenden T,-Werten
entstehen.

Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang jedoch die Analyse des aus den c,-
Kurven gewonnenen Phasendiagramms, welches in der folgenden Abbildung wiedergegeben
ist:
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Abbildung 66:  Anpassung des Phasendiagramms mit dem Programm FASE an die theoretisch
ermittelten Anfangs- und Endtemperaturen der c,-Kurven (offene Dreiecke) bei
unterschiedlichen Molenbriichen; die aus dieser Smulation erhaltenen

Nichtidealitatsparameter r sind im Diagramm angegeben; die ausgefillten
Kreise zeigen das Ergebnis der , manuellen* Ermittlung von T, und T. durch
Reduktion um die Breite der Reinumwandlungen.

Die ,manuell* ermittelten T.- und T. -Werte (ausgefillte Kreise) zeigen noch viel
stérker als bel dem System DMPC/DMPE (Abb. 64) eine weit ausladende Solidus-Kurve
aufgrund der auftretenden Vorumwandlung [vgl. Seite 157; Blume und Ackermann, 1974,
Lee, 1977b]. Ein vollkommen anderes Bild — welches auch durch ESR-Messungen eher
favorisiert wird [Shimshick und McConnell, 1973] — ergibt sich jedoch, wenn man die
analogen Daten aus der Simulation der c,-Kurven mit dem Programm SIFA betrachtet
(offene Dreiecke): Das Phasendiagramm zeigt einen wesentlich idealeren Verlauf und ist
zudem deutlich schmaler, als dies fur DMPC/DMPE (Abb. 64) der Fal ist. Eine
Verléngerung der Kohlenwasserstoffketten fuhrt zwangsléufig dazu, dald der Einfluld der
Kopfgruppenwechselwirkungen im Verhdtnis zu den Dispersionskraften zwischen den
Ketten abnimmt [Koynova und Caffrey, 1994], und aus diesem Grund liegen auch die Tp-

160



KAPITEL 5 EXPERIMENTELLE ARBEITEN

Werte der Reinsubstanzen néher beieinander als bei dem System DMPC/DMPE. Dasich die
Molekile somit ,&hnlicher* werden, erscheint die auftretende Verringerung des
K oexistenzbereiches mit wachsender K ettenlénge auch durchaus logischer als die ,, manuell*
ermittelte Verschlechterung des Mischungsverhaltens bel Zunahme dieser gemeinsamen
Eigenschaft. Insofern erweist sich das in Blume [1988a] bzw. Johann et al. [1996] naher
beschriebene theoretische Verfahren, bel welchem die experimentelle Verbreiterung der c,-
Kurven quasi herausgerechnet wird, als sehr gut zur Beschreibung der gleichkettigen
PC/PE-Systeme geeignet, da offensichtlich experimentelle Verbreiterungen konsequent und
in sich konsistent eliminiert werden konnen. Obwohl der in Abb. 66 errechnete Verlauf der
Solidus-Kurve (offene Dreiecke) auch von anderen Simulationen auf der Basis der reguldren
Mischungstheorie nachvollzogen werden kann [Lee, 1977b], bleibt bei der Berechnung
dennoch die Tatsache unberiicksichtigt, dal3 DPPE und DPPC strukturell unterschiedliche
Gelphasen bilden (vgl. Seite 157 und Abb. 62), so dal3 eine Verlangerung der Acylketten
unter Umstanden doch einen packungsbedingten heterogenen Effekt auf das bindre Gemisch
ausiben und nicht nur ene relaive Verminderung der unterschiedlichen
Molekuleigenschaften bewirken konnte. Anzeichen hierfir wurden in der durchgesehenen
Literatur jedoch nicht gefunden, allerdings liefert die Untersuchung der Solidus-Kurve von
DPPC/DPPE mit verschiedenen spektroskopischen Methoden teilweise  recht
unterschiedliche Ergebnisse [Blume et al., 1982b], wogegen die entsprechenden Daten fur

die Liquidus-Kurve im grof3en und ganzen gut Ubereinstimmen.

Das auf der Basis der theoretisch ermittelten T.- und T. -Werte simulierte
Phasendiagramm spiegelt die Mischbarkeit des Systems (dber den gesamten
Molenbruchbereich wider, zeigt aber vor alem aufgrund seiner sigmoideren Solidus-Kurve
eine groflere Abweichung von der idealen Linsenform als das DMPC/DMPE-Gemisch. Dies
lat sich dadurch erkldren, dald die mit SIFA errechneten Daten fir den Anfang und das
Ende der Phasenumwandlung bel geringen Mengen von DPPC bzw. DPPE sehr dicht
zusammenliegen (Abb.66) und das durch Fehlerquadratminimierung angepaldte

Phasendiagramm somit in die beschriebene Form gezwungen wird.

Die erhaltenen Asymmetrieparameter r o bzw. rj; sind erwartungsgemald analog zu
DMPC/DMPE positiv, ebenso die Differenzgrofden Dr 1 und Dr ,, wobei |etztere jedoch bel
gleichem Vorzeichen betragsmaldig etwas grofer als bei dem entsprechenden Cy4-System
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ausfallen. Anschaulich betrachtet bedeutet dies, dal3 sich im Falle des Ci-Systems das
Mischungsverhalten in Gel- und flussig-kristalliner Phase starker unterscheidet als bei
DMPC/DMPE, wobei der Grund hierfir in der bereits angesprochenen Verdnderung der
Solidus-Kurve zu suchen ist. Da fir die untersuchten gleichkettigen PC/PE-Gemische stets
Dr1>0 gilt, kaon man aus der Simulation zusétzlich folgern, dal3 sich die beiden
Komponenten in der Gelphase geringflgig besser mischen — also in ihrem Verhalten
dhnlicher sind — as dies in der flissig-kristallinen Phase mdglich ist. Diese Beobachtung
stimmt mit den aus NMR-, Filmwaage- und Dilatometriemessungen erhaltenen Daten
Uberein [Blume et a., 1982a; Boggs, 1987], nach denen PEs in der L,-Phase dichter gepackt
sind und somit eine hohere konformationelle Ordnung aufweisen, wogegen die PC-
Molekile beim Phasenlibergang eine grof3ere Verénderung des zuvor dhnlichen spezifischen
Volumens erfahren und so die Bildung von Mikrodoméanen gleichartiger Teilchen im
Verhdtnis zur Gelphase beglnstigt wird. Neuere Monte Carlo-Rechnungen unter
Berlicksichtigung der unterschiedlichen Kopfgruppenkonformationen von PC und PE —
allerdings ohne die Implementierung von Wasserstoffbriicken — bestdtigen ebenfalls dieses
Bild [Pink et a., 1997].
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5.1.3.3 Das System DMPC/DPPE
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Abbildung 67:  Experimentelle c,-Kurven fir das System DMPC/DPPE und die entsprechenden
mit dem Programm SIFA nach Johann et al. [1996] durchgeflhrten
Anpassungen; die Umwandlungskurve von reinem DMPC ist so scharf, dal} sie
nicht simuliert werden konnte.
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Die Umwandlungstemperaturen von DMPC und DPPE liegen um 40° C auseinander und
weisen damit die grofdte Differenz aler hier untersuchten Mischungen auf. Bereits bel der
Betrachtung der c,-Kurven erkennt man deutlich, dal3 die strukturellen Unterschiede von
Kopfgruppe und Kettenldnge zu einer signifikanten Verbreiterung des Koexistenzbereiches
fuhren, wobei das bereits bei den gleichkettigen Gemischen beobachtete asymmetrische
Mischungsverhalten bei kleinem bzw. grof3em x auch hier klar erkennbar zutage ftritt.
Bezlglich des resultierenden Phasendiagramms zeigt sich im Vergleich zu den bereits

untersuchten Systemen ebenfals eine veranderte Mischbarkeit, wie aus Abb. 68 deutlich
wird:
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Abbildung 68:  Anpassung des Phasendiagramms mit dem Programm FASE an die theoretisch
ermittelten Anfangs- und Endtemperaturen der cp,-Kurven (offene Dreiecke) bei
unterschiedlichen Molenbrichen; die aus dieser Smulation erhaltenen

Nichtidealitatsparameter r sind im Diagramm angegeben; die ausgefillten
Kreise zeigen das Ergebnis der , manuellen“ Ermittlung von T, und T. durch
Reduktion um die Breite der Reinumwandlungen.

Schon bei oberflachlicher Betrachtung fallt auf, dafd die theoretisch und , manuell”
ermittelten T.-Werte der Liquidus-Kurve wie bei allen bisher untersuchten Gemischen
deutlich geringer voneinander abweichen, als dies fur die Solidus-Kurve der Fall ist. Im
Gegensatz zu den gleichkettigen Systemen weisen in Abb. 68 jedoch sowohl die simulierten
als auch die experimentellen Ergebnisse auf ein peritektisches Phasenverhalten mit einer
Mischungsliicke bei niedriger PE-Konzentration hin, wobei die mit SIFA ermittelten Werte
sehr gut mit den ESR-Daten aus Shimshick und McConnell [1973] und den
Fluoreszenzdaten aus Lee [1976] Ubereinstimmen und somit wiederum den eher subjektiv
festgelegten ,,manuellen“ Anfangstemperaturen Uberlegen zu sein scheinen. Das generelle
Auftreten einer Gelphasenentmischung bei DMPC/DPPE steht zudem auch in

Ubereinstimmung mit theoretischen und gefrierbruchmikroskopischen Untersuchungen
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[Sug&r und Monticelli, 1985; Luna und McConnell, 1978], ohne dal3 in der Literatur eine
anderslautende Meinung gefunden werden konnte. Fir die auftretende Mischungsl ticke wird
mit den gerade erwdhnten Methoden ein Bereich von 0.0 £ xpe £ 0.4 gefunden [siehe auch
Tenchov, 1985], was mit der Simulation in Abb. 68 ebenfalls recht gut nachvollzogen
werden kann, wahrend die ,manuell* ermittelten Temperaturwerte einen deutlich breiteren

Entmischungsbereich bis xpe » 0.6 suggerieren.

Bel den erechneten Nichtidealitdtsparametern féllt in erster Linie der sehr grol3e
negative Asymmetrieterm r g auf, welcher gemal3 Gleichung (75) fur die Beschreibung der
abgeflachten Solidus-Kurve bel kleinem xpe verantwortlich ist. r 2 hingegen liegt betraglich
sehr nahe bei dem entsprechenden Wert fir DMPC/DMPE, so dal3 — wenn man die etwas
ungenauen Absolutwerte interpretieren will — die Vermutung naheliegt, da3 die
Verléngerung der PE-Ketten offensichtlich keine signifikanten Auswirkungen auf die
Struktur der flUssig-kristallinen Doméanen hat. Ein Vergleich mit den entsprechenden
absoluten Betragen des Systems DPPC/DPPE erscheint hierbei allerdings schwierig, da fur
diesen Fall durch die relativ schmalen DSC-Kurven bei kleinem bzw. grof3em x (Abb. 66)
der mit SIFA ermittelte Koexistenzbereich &uf¥erst gering ausféllt und die Form des
simulierten Phasendiagramms daher gewissen Zwangen unterworfen ist, welche sich
deutlich auf die Werte der Nichtidealitétsparameter auswirken.

Aufgrund der partiellen Entmischung in der Gelphase ist der Differenzbetrag Dr;
erwartungsgemald kleiner als null, da in der flissig-kristallinen Phase offensichtlich eine
geringere Tendenz zur Clusterbildung vorliegt und r; daher eine absolut gesehen niedrigere

Energie besitzt alsr g.
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5.1.3.4 Das Gemisch DPPC/DMPE
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Abbildung 69:

Experimentelle c,-Kurven fir das System DPPC/DMPE und die entsprechenden

mit dem Programm SIFA nach Johann et al. [1996]

Anpassungen; die Umwandlungskurve von reinem DPPC ist so scharf, daf sie

nicht simuliert werden konnte.

durchgefihrten
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Die Differenz zwischen den Phasenumwandlungstemperaturen von DPPC und DMPE ist
mit 8.5° C die geringste aller untersuchten PC/PE-Gemische, dementsprechend sind auch die
K oexistenzbereiche der Mischungen weitaus schmaler, als dies fir DMPC/DPPE der Fall
ist. Allerdings ist die bei den bisher untersuchten PC/PE-Systemen stets auftretende
Asymmetrie auch hier zu beobachten, denn die Vorumwandiung von DPPC ist bereits bei
Xpe = 0.1 nicht mehr erkennbar, und die c,-Kurven sind bei niedriger PE-Konzentration
deutlich kleiner und breiter als umgekehrt bei niedriger PC-Konzentration.

Im Gegensatz zu der Aussage von Tenchov [1985], dal3 bei pseudobindren
Lipidsystemen, in welchen sich die Einzelkomponenten bezlglich Kopfgruppe und
Kettenlange unterscheiden, stets eine Gelphasenentmischung auftritt, deuten die in Abb. 69
dargestellten DSC-Kurven jedoch nicht auf eine Phasenseparation hin, sondern sprechen
vielmehr fur ein anndhernd ideales Mischungsverhalten des Systems. Eine Analyse der T.-
und T. -Werte (Abb. 70) erlaubt eine genauere Interpretation dieses Sachverhalts:
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Abbildung 70:  Anpassung des Phasendiagramms mit dem Programm FASE an die theoretisch
ermittelten Anfangs- und Endtemperaturen der c,-Kurven (offene Dreiecke) bei
unterschiedlichen Molenbrichen; die aus dieser Smulation erhaltenen

Nichtidealitatsparameter r sind im Diagramm angegeben; die ausgefillten
Kreise zeigen das Ergebnis der , manuellen* Ermittlung von T, und T. durch
Reduktion um die Breite der Reinumwandlungen.

Betrachtet man zunéchst nur die ,,manuell“ ermittelten Temperaturwerte (ausgefillte
Kreise), so zeigt sich bel kleinem Xpe in Analogie zu Blume und Ackermann [1974] ein
deutliches Absinken von T., was aber vermutlich darauf zurtickzufiihren ist, dal3 sich die
Vorumwandlung der PC-Komponente in den Hauptumwandlungsbereich hineinschiebt und
somit eine Erniedrigung der Anfangstemperatur vorspiegelt. Hierfr spricht auch die
Tatsache, dald dieser Effekt mit steigender PE-Konzentration sehr schnell wieder
verschwindet, was jedoch von Blume und Ackermann nicht beobachtet werden konnte. Eine
interessante Parallele zeigt sich hingegen in der Form der ,,manuell“ ermittelten Liquidus-
Kurve: In dem Interval 0.3 <xpe < 0.5 findet man namlich bel beiden Untersuchungen
einen signifikanten Temperatursprung, an dessen Stelle in theoretischen Simulationen des
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Phasendiagramms mit Hilfe der Landau-Theorie die Lage eines eutektischen Punktes
vermutet wird [Sugar und Monticelli, 1983, 1985]. Das Auftreten einer hiermit verknipften
breiten Gelphasenentmischung in dem Bereich 0.0 < xpe < 0.5 [Tenchov, 1985] kann jedoch
aus Abb. 70 nicht nachvollzogen werden, zuma die mit SIFA ermittelten Daten (offene
Dreiecke) fur ein sehr ideales Mischungsverhalten Uber den gesamten Molenbruchbereich
sprechen. Dieses Beispiel zeigt abermals deutlich die gravierenden Unterschiede zwischen
der ,manuellen” Festlegung der Phasengrenzen und ihrer mathematischen Berechnung

durch Dekonvolution der experimentellen c,-Kurven.

Die Simulation von Solidus- und Liquidus-Kurve auf Grundlage der theoretisch
ermittelten T.- und T.-Werte (offene Drelecke) ist aufgrund der sehr kleinen
Koexistenzbereiche lediglich in der Lage, die algemeine Form des Phasendiagramms
befriedigend wiederzugeben, wéhrend bei der Anpassung an die einzelnen Mef3punkte
gewisse Abstriche gemacht werden missen, was das tendenzielle Verhalten der
Nichtidealitatsparameter jedoch nicht signifikant beeintrachtigen sollte.

Fir die errechneten r-Werte ergeben sich keine besonderen Uberraschungen, die
Asymmetrieparameter r o> und r > sind beide wiederum positiv, und Dr 1 ist ebenfalls grofer
as null. Die Form des simulierten Phasendiagramms und das Verhdltnis der
Nichtidealitatsparameter zueinander zeigen eine groRe Ahnlichkeit mit den entsprechenden
Daten des Systems DPPC/DPPE (Abb. 66), wobei man insgesamt den Eindruck gewinnt,
dai3 durch die Anndherung der T,-Werte infolge der Verkiirzung der PE-Ketten die ohnehin
schon gute Mischbarkeit noch zunimmt, da zum einen der auftretende Koexistenzbereich
deutlich schmaler wird und zum anderen auch die Werte fur Dr; und Dr, wesentlich
geringer ausfalen, die Mischungseigenschaften vor und nach dem Phasentibergang also
zunehmend dhnlicher werden.

5.1.3.5 Allgemeiner Vergleich

Neben der eben durchgefiihrten Betrachtung der einzelnen Gemische stellt sich nun noch
die Frage, ob sich dartiber hinaus in der Gesamtheit der untersuchten PC/PE-Systeme
gewisse algemeine Trends erkennen lassen. Eine mogliche Kennzahl, um diese

Informationen zu erhalten, ist dabei die molare Umwandlungsenthalpie DH,,, welche man
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durch Integration der gemessenen cy-Kurven erhdlt. Sie gibt bei den hier vorliegenden
Systemen den aufzuwendenden Energiebetrag an, um ein Mol Lipidgemisch im wéldrigen
Medium von der Gel- in die flussig-kristalline Phase zu befordern. Von experimenteller
Seite stellt sich dabei allerdings das Problem, dal3 die Masse des eingesetzten Lipids
maoglichst genau bekannt sein mul3, was wegen leichter Inhomogenitéten der Probe bzw.
Volumenverlust durch Entgasen mit gewissen Ungenauigkeiten verbunden ist, da eine
exakte Phosphatbestimmung nach den einzelnen DSC-Messungen nicht durchgefihrt wurde.
Um trotzdem vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurde die Probenvorbereitung durchweg
moglichst einheitlich durchgefiihrt, so dal? die auftretenden Fehler eher systematischer Natur
sein sollten. Die fur die PC/PE-Gemische gefundenen Umwandlungsenthalpien sind in der
folgenden Abbildung zusammengefalit:
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Abbildung 71:  Umwandlungsenthalpien der vermessenen PC/PE-Gemische und der jeweiligen
Reinsubstanzen in kJ pro Mol Lipid. Die durchgezogenen Linien simulieren
lediglich den Kurvenverlauf und besitzen keine physikalische Bedeutung.

Die fur die reinen PC- bzw. PE-Systeme erhaltenen Tp- und DH -Werte stimmen mit
den entsprechenden Literaturwerten Uberein [Koynova und Caffrey, 1998 bzw. Blume,
1991], und im Falle von DMPC/DMPE ist der in Abb. 71 dargestellte Kurvenverlauf mit
den DSC-Messungen von Chapman et al. [1974] ebenfalls fast identisch. Lediglich die
Gemische DPPC/DPPE und DPPC/DMPE zeigen bei kleinem xpe deutliche Abweichungen
von den Daten in Blume und Ackermann [1974], was sich aber mdglicherweise auf den
Einfluf3 der Vorumwandlung zurtckfihren 1813, welche sich anféanglich mit steigender PE-
Konzentration in die Hauptumwandlung , schiebt® und somit bei der Integration der cp-
Kurve nicht mehr separiert werden kann (vgl. Abb. 66 und 70). Durch die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten hochreinen Lipide und das sehr empfindliche Kalorimeter
tritt dieser Effekt daher vermutlich starker zutage und verursacht den gerade erwdhnten
Unterschied.
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Behdlt man diesen Sachverhalt im Hinterkopf und betrachtet das scheinbare
Liniengewirr in Abb. 71 etwas genauer, so lassen sich enige recht interessante
Zusammenhange erkennen: Grundsétzlich ist bekannt, dal3 DMPC bzw. DPPC kurz vor ihrer
Hauptphasenumwandlung in einer relativ ungeordneten Py,-Phase vorliegen (Abb. 62) und
daf’ durch sukzessive Zugabe von PE eine stabilere Gelphase (Lp) induziert wird [Blume et
al., 1982b]. Die entsprechenden Umwandlungsenthalpien bei niedrigem xpe sollten also
zunehmen, wobei man fur diese Zunahme DDH,, unter Berlcksichtigung der

K ettenlangendifferenzen die folgende Hierarchie erwarten wirde:
DMPC/DPPE > DMPC/DMPE > DPPC/DPPE > DPPC/DMPE. (78)

Genau dieser Zusammenhang &3 sich auch in Abb. 71 erkennen, wobei allerdings die
ersten beiden Gemische in Gleichung (78) aufgrund der Phasenseparation bei DM PC/DPPE
ihre Platze tauschen. Berilicksichtigt man aulRerdem den bereits erwdhnten Einfluld der
Vorumwandlung bel den letzten beiden Systemen, so scheint zumindest bei DPPC/DMPE
sogar ein negatives DDH,, wie in Blume und Ackermann [1974] mdglich, was anschaulich
bedeuten wirde, dal3 die Verkirzung der Kettenlénge bei PE den stabilisierenden Effekt

durch Induktion einer Ly-Phase sogar Uberkompensiert.

Geht man auf der anderen Seite von reinem PE aus, so bewirkt eine kontinuierliche
Zugabe von PC est en leichtes Absinken der Umwandlungsenthapie unter den
entsprechenden Wert der Reinsubstanz um anschlief3end — bis auf DMPC/DMPE — bei
Xxpe » 0.6 enen Maximawert zu ereichen. Auch dieses Verhaten |&3% sich unter
Vernachldssigung der experimentellen Ungenauigkeiten versuchsweise interpretieren:
Berlicksichtigt man, dal3 das H-Bruckennetzwerk von reinem PE wahrend des
Phasenibergangs weitgehend erhalten bleibt [Boggs, 1987] und da die
Asymmetrieparameter aus der Simulation der Phasendiagramme fir eine Neigung zur
Clusterbildung bei hoher PE-Konzentration sprechen, so wirden die existierenden PC-
Doménen dieses Netzwerk in gewissem Umfang zerstéren und hierdurch fur ein leichtes
Absinken von DHyn sorgen, welches durch die erzwungene L,-Phase der PC-Cluster
offensichtlich nicht ausgeglichen werden kann. Eine weitere Erniedrigung von Xpe in
Richtung 0.5 verstarkt die Durchmischung (da r g2 gegen null geht) und fihrt so zu einer
steigenden Zahl von PC-PE-Wasserstoffbriicken. Beim Ubergang in die fliissig-kristalline
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Phase nimmt die Beweglichkeit und das spezifische Volumen der PC-Molekile im
Vergleich zu PE allerdings starker zu [Wilkinson und Nagle, 1981; Pink et a., 1997], was
nach den Simulationsergebnissen (Dr >0) dazu fihren sollte, dald eine leichte
Umorientierung (und damit eine Erhdhung von DH,n) dahingehend stattfindet, dafi3
gleichartige Nachbarn im Vergleich zur Gelphase geringfligig bevorzugt werden. Eine
Ausnahme bildet hierbei das Gemisch DMPC/DMPE, wo dieser Effekt mdglicherweise
durch die allgemein hthere Beweglichkeit aufgrund der kiirzeren Ketten nicht erkennbar ist,
so wie er auch im Fale von DPPC/DMPE niedriger ausfallen sollte as fir DPPC/DPPE.
Diese Argumentation steht zwar in einem gewissen Gegensatz zu Blume und Ackermann
[1974], ermoglicht aber andererseits auch eine Interpretation der Nichtidealitétsparameter,
zumal NMR-Studien an PC/PE-Gemischen mit deuterierten Kopfgruppen ebenfalls auf das
Vorhandensein von Mikrodomanen in der flissig-kristallinen Phase hindeuten [Shin et al.,
1995].

Die nach Johann et al. [1996] berechneten kooperativen Einheiten h der untersuchten

PC/PE-Gemische sind in der folgenden Abbildung zusammengefal3t:
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Abbildung 72:  kooperative Einheit h nach Johann et al. [1996] als Funktion des Molenbruchs;
*die Angabe fur reines DMPC bzw. reines DPPC beruht auf der Berechnung mit
Hilfe von Gleichung (74).

Man erkennt analog zu Garidel und Blume [1998], dal3 die reinen PCs eine wesentlich
hohere Kooperativitat aufweisen, als dies bel PE der Fall ist. Die bindren PC/PE-Gemische
liefern dabel wie erwartet ein deutlich niedrigeres h als die entsprechenden Reinstoffe und
zeigen bis auf das System DPPC/DMPE nur geringe Abweichungen voneinander. Da sich
die Grof3e der kooperativen Einheit reziprok zu der Breite des Koexistenzbereiches verhalt
[Sugér, 1987] und DPPC/DMPE aufgrund der geringen Ty-Differenz sehr schmale c,-
Kurven liefert (Abb. 69), sind die signifikant groferen h-Werte in Abb. 72 zudem nicht

Uberraschend.

Um die gemeinsamen Tendenzen der durch Simulation des Phasendiagramms erhaltenen
vier Nichtidealitdtsparameter nachvollziehen zu kdnnen, werden diese gemal3 Gleichung
(75) bis (77) zu weniger fehlerbehafteten KenngrofRen Dr verschmolzen [Garidel et dl.,
1997b], welche in Abb. 73 dargestellt sind und mit den durch SIFA ermittelten Daten (nicht
dargestelIt) ebenfalls gute Ubereinstellungen zeigen:
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Abbildung 73:  Differenzen der Nichtidealitatsparameter als Funktion des Molenbruchs; die
Geraden wurden mit Hilfe der Gleichungen (75)-(77) aus den Ergebnissen der
Simulation der jeweiligen Phasendiagramme errechnet.

Aus dem Diagramm lassen sich zwei grundlegende Beobachtungen herauslesen: Erstens
besitzen alle Dr-Graphen eine positive Steigung mit Vorzeichenwechsel, und zweitens
verlaufen diese Funktionen mit Ausnahme von DMPC/DPPE sehr nahe an der Nullinie.
Letzteres |43t sich recht einfach interpretieren und bedeutet im Prinzip nichts anderes, als
dai3 sich die relativen Wechselwirkungsenergien zwischen den ungleichen Nachbarn in der
Gel- und der flussig-kristallinen Phase jeweils stark &hneln. Die bereits beschriebene
Untersuchung der Phasendiagramme zeigt zudem, daR diese Ahnlichkeit auf einem eher
idealen Mischungsverhalten beruht und nicht etwa auf der Bildung makroskopischer

Doménen in beiden Phasen.

Weit weniger anschaulich ist hingegen der algemeine Verlauf der Dr -x-Kurven, so dal3
es hier sinnvoll erscheint, zur ndheren Analyse die analog zu Gleichung (75) bzw. (76)
ermittelten Wert fur ry bzw. r, heranzuziehen (Daten nicht dargestellt). La’t man das
System DMPC/DPPE auf3en vor, so gilt fir die untersuchten PC/PE-Gemische ganz

allgemein:
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dr. .
o 59N 5o (79)
OXpe  dXpe
und
dr
0 O (80)
OXpe  OXpe

Die Tendenz zur Doméanenbildung zwischen gleichartigen Nachbarn nimmt also mit
steigender PE-Konzentration zu (Gleichung (79)), wobel die flUssig-kristalline Phase
hiervon starker betroffen ist as die Gelphase (Gleichung (80)), was wie bereits erwadhnt
maoglicherweise mit der im Verhdltnis zu PE stdrkeren Zunahme an ,,Unordnung® bei den
PC-Molekilen zusammenhéngt. Betrachtet man in Abb. 73 einmal die Dr -Werte an der
Stelle xpe = 0.5, an welcher r, keine Rolle spielt, so zeigt es sich, dal3 die entsprechenden
Werte alle dicht beisammen und nahe an null liegen. Fur die gréfieren Abweichungen sind
also hauptsachlich die relativ hohen Asymmetrieparameter verantwortlich, die auf3erdem
laut Gleichung (79) positive Werte besitzen missen und zu dem bereits ausfihrlich
beschriebenen Mischungsverhalten bei  kleinen bzw. grofen x-Werten fuhren.
Interessanterweise treffen die Gleichungen (79) und (80) auch auf die gleichkdpfigen
Gemische DMPC/DPPC und DMPE/DPPE zu [Garidel und Blume, 1998], wenn man hier
ebenfalls die ,,geordnetere® Komponente (in diesem Fall das entsprechende Cie-Lipid) mit x
bezeichnet, so dal3 die beiden aufgestellten Beziehungen offenbar Gber die (mischbaren)
PC/PE-Systeme hinaus eine allgemeinere Gultigkeit besitzen.

DMPC/DPPE lauft dem gemeinsamen Trend lediglich dadurch zuwider, dald rq
(aufgrund der Phasenseparation bei niedriger PE-Konzentration) eine negative Steigung mit
stark positiven Werten bis Xpe » 0.4 aufweist. Da zusétzlich r sehr flach und nahe an null
verlauft, kommt bei der Bildung von Dr die steile Funktion in Abb. 73 zustande, welche
zwar dieselbe Steigung wie die anderen Gemische besitzt, jedoch aus ganz anderen
Griunden. Dieses Beispiel zeigt somit anschaulich, wie wichtig es bei der Interpretation von
Dr ist, auch einen Blick auf die Entstehung dieser Grole zu werfen und nicht nur die

absoluten Daten zu vergleichen.

177



178

KAPITEL 5 EXPERIMENTELLE ARBEITEN

5.2 SPEKTROSKOPISCHE MESSUNGEN

Die im vorherigen Abschnitt ausgefiihrten Beobachtungen beziglich der PC/PE-
Gemische bzw. des Systems DMPC/DPPG ermdglichen in Verbindung mit den Arbeiten
von Garidel et al. [1997a] und Garidel und Blume [1998] einen umfassenden Uberblick
Uber das makroskopische Mischungsverhalten der untersuchten Systeme in der Nahe ihrer
jeweiligen Phasenumwandlungstemperaturen. Um jedoch detailliertere Informationen auf
mikroskopischer Ebene zu erhalten, ist man auf theoretische Simulationen [z. B. Damodaran
und Merz, 1994] oder spektroskopische Methoden angewiesen. Letztere wurden im Rahmen
der vorliegenden Arbeit auf die kalorimetrisch untersuchten PC/PE- und PC/PG-Gemische
in der flUssig-kristallinen Phase angewendet, wobel jeweils eines der eingesetzten Lipide mit
perdeuterierten Acylketten versehen war, so dal3 die einzelnen Komponenten getrennt
voneinander beobachtet werden konnten. Obwohl es sich bei den verwendeten IR- und
NMR-Methoden um nichtinvasive Techniken handelt, fihrt die Substitution von
Wasserstoff durch Deuterium dennoch zu einer Abschwédchung der van der Waals
Wechselwirkungen zwischen den Ketten und damit auch zu einer Erniedrigung der
entsprechenden T-Werte [Petersen et a., 1975]. Um daher sicherzugehen, dald sich
hierdurch nicht auch das Phasenverhaten der entsprechenden Gemische signifikant
veréndert, wurde jede Probe nach Abschlul® der Spektroskopie kalorimetrisch beziglich
Kurvenform und T-Wert untersucht (Daten nicht dargestellt), wobei jedoch im Einklang
mit der géngigen Literaturmeinung [z. B. Seelig und Seelig, 1980] keine gravierenden
Unterschiede zu den undeuterierten Systemen erkennbar waren.

5.2.1 Probenvorbereitung und melRtechnische Details

5.2.1.1 ?H-NMR-Spektroskopie

Die Herstellung der bindren Lipidgemische erfolgte in einem 0.9 cm langen NMR-
Rohrchen nach der bel den DSC-Messungen angewandten Methode (Seite 143), wobel je
nach Verfligbarkeit zwischen 5 und 10 mg an perdeuteriertem Lipid pro Experiment
eingesetzt wurden. Fir jedes PC/PE- bzw. PC/PG-System wurde immer nur das quimolare
Gemisch anhand zweier Proben mit jewells einer deuterierten Komponente untersucht. Vor
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Beginn der Messung wurde das getrocknete Lipidgemisch mit der doppelten Menge (w/w)
entdeuteriertem Wasser (E. Merck KGaA) versetzt und mit einem Mikrospatel so lange
durchgertihrt, bis eine gelartige Konsistenz ohne feste Klumpen erreicht war. Auf eine
zusétzliche Beschallung wurde gemal? Seelig und Seelig [1974] verzichtet, um die Bildung
kleiner, stark gekrimmter Doppelschichten zu vermeiden. Nach dem grundlichen
Verschlief3en der Probe erfolgte eine 30minttige Inkubation in einem Trockenschrank bei
einer Temperatur von etwa zehn Grad Uber dem jeweiligen T,-Wert des angesetzten

Gemisches.

Als Mefigerédt diente ein AMX 400 Spektrometer der Firma Bruker GmbH mit einer
magnetischen FluRdichte von 9.4 T (n. = 400 MHz fiir *H) und einem speziell angefertigten
Festkorper-Probenkopf [Holzhauser, 1995]. Die eingestrahlte Resonanzfrequenz betrug
61.42 MHz, und die Leistung des Sendepulses wurde mit Hilfe eines Zusatzverstérkers
(Doty Scientific) auf etwa 900 W erhoht. Das Quadrupolecho-Programm (Kapitel 3)
arbeitete mit einer Puldange von 2.5ns bei einer Wartezeit von 40 ns. Bei einer
vorgegebenen Temperatur oberhalb von T, wurde alle 150 ms eine neue Messung gestartet
und in Abhéngigkeit von der eingesetzten Lipidmenge jeweils 2000-4000 FIDs mit einer
spektralen Bandbreite (SWH) von 83.3 kHz aufgenommen, was bel einer Anzahl (TD) von
2048 Punkten fir den Redlteil des Spektrums einem Abstand von etwa 41 Hz zwischen zwel
Datenpunkten entspricht. Jeder Messung ging dabei eine Temperierung von 15 min voraus,
und insgesamt wurden pro Gemisch drei bis vier unterschiedliche Temperaturen untersucht.
Die Thermostat-Einheit des Spektrometers selbst wurde zudem in regelméfdigen Absténden
neu geeicht, so dal3 man von einer absoluten Abweichung wahrend der Messung von

maximal 1.5° C ausgehen kann.

Alle Experimente wurden mehrmals durchgefiihrt, wobei besonders bei den PC/PG-
Gemischen noch zusétzlich — wegen der etwas breiten DSC-Kurve von dss-DMPG in
Abb. 127 — gekaufte perdeuterierte Lipide (Avanti Polar Lipids) zum Einsatz kamen, ohne
dai jedoch ein deutlicher Unterschied zu den selbst synthetisierten Proben erkennbar war.
Die Auswertung der Spektren und das De-Pake-ing erfolgte mit dem Programm NMRWIN
[Ziegler und Blume, 1994].
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5.2.1.2 FTIR-Spektroskopie

Fur die FTIR-spektroskopischen Untersuchungen wurde ein FTS 165 Spektrometer der
Firma Bio-Rad mit einem externen Probenraum und MCT-Detektor verwendet. Bei jeder
Messung wurden 256 Interferogramme aufaddiert, mit einer Dreieck-Funktion apodisiert
und die Anzahl der Datenpunkte anschlief3end vor der Fourier-Transformation durch das
Anhéngen von Nullen verdoppelt. Die Geréteaufldsung betrug dabei 2 cm™. Als MeRzelle
diente eine demontierbare temperierte Kivette mit integriertem Temperatursensor [Johann,
1995], und fir die Fenster wurde wegen der geringen Reflexionsverluste und der
Wasserunléslichkeit [Amey und Chapman, 1984] CaF, (Dr. Karl Korth oHG, Kiel)
eingesetzt.

Die bei den NMR-Messungen eingesetzten Proben wurden direkt fir die IR-Messungen
weiterverwendet, wobei die einzelnen Gemische zur Vermeidung von Luftblasen zusétzlich
mit einigen m Wasser verdinnt werden muf3ten. Dieses Problem tauchte besonders bel den
PC/PG-Gemischen auf, da diese bei geringem Wassergehalt eine ausgesprochen zéhe
Konsistenz besitzen und daher die eingeschlossenen Hohlrdume nicht ausgefillt werden
konnen. Um diese Schwierigkeit zu umgehen, wurden die betroffenen Gemische auf dem
Kuvettenfenster bis zum Platzen der Blasen getrocknet und anschlief3end wieder mit der
entsprechenden Wassermenge versetzt. Jede so behandelte Probe wurde zudem vor Beginn

der Messung einige Minuten oberhalb von Ty, inkubiert.

Fir jedes Lipidgemisch wurde unter Verwendung eines 10 mm dicken Teflon-Spacers
(Dupont de Nemours, Luxemburg) zwischen 5° C und 70° C in Schritten zu je 2° C eine
Heiz- und eine K iihlkurve tber einen Spektralbereich von 4000-900 cm™ aufgenommen und
anschlief3end zur genaueren Detektion der Kippschwingungsbanden eine analoge Heizkurve
mit einem 50 mm Spacer in einem Bereich von 1600-900 cm™. Die Simulation der
Kurvenformen wurde mit Hilfe des Programms IRFIT42 [Ziegler und Blume, 1995]
durchgefihrt.
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522 DasPC/PE-System

5.2.2.1 ?H-NMR-Spektroskopie

In der folgenden Abbildung sind die bel verschiedenen Temperaturen in der flUssig-
kristallinen Phase erhaltenen Ergebnisse der NMR-Messungen dargestellt:

Intensitat

Intensitat

Abbildung 74:  Phasenkorrigierte und symmetrisierte ?H-NMR-Spektren der untersuchten reinen
perdeuterierten PCs bei unterschiedlichen Temperaturen in der flUssig-
kristallinen Phase.
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Intensitat

Intensitat

Phase.

Abbildung 75: Phasenkorrigierte und symmetrisierte 2H-NMR-Spektren der untersuchten reinen
perdeuterierten PEs bei unterschiedlichen Temperaturen in der flUssig-kristallinen
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d,,-DMPE/DPPE

Intensitat

Intensitat

Abbildung 76:  Phasenkorrigierte und symmetrisierte “H-NMR-Spektren der untersuchten
aquimolaren DMPE/DPPE-Systeme bei unterschiedlichen Temperaturen in der
flissig-kristallinen Phase.
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d,,-DMPC/DPPC

Intensitat

d,,-DPPC/DMPC T=

Intensitat

Abbildung 77:  Phasenkorrigierte und symmetrisierte 2H-NMR-Spektren der untersuchten
aquimolaren DMPC/DPPC-Systeme bei unterschiedlichen Temperaturen in der
flissig-kristallinen Phase.
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Abbildung 78:  Phasenkorrigierte und symmetrisierte 2H-NMR-Spektren der untersuchten
aquimolaren DMPC/DMPE-Systeme bei unterschiedlichen Temperaturen in der
flissig-kristallinen Phase.
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d,,-DPPC/DPPE T=

Intensitat

Intensitat

Abbildung 79:  Phasenkorrigierte und symmetrisierte 2H-NMR-Spektren der untersuchten
aquimolaren DPPC/DPPE-Systeme bei unterschiedlichen Temperaturen in der
flissig-kristallinen Phase.
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Abbildung 80:  Phasenkorrigierte und symmetrisierte 2H-NMR-Spektren der untersuchten

aquimolaren DMPC/DPPE-Systeme bei unterschiedlichen Temperaturen in der
flissig-kristallinen Phase.
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Intensitat

d,,-DPPC/DMPE
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Abbildung 81:  Phasenkorrigierte und symmetrisierte 2H-NMR-Spektren der untersuchten
aquimolaren DMPE/DPPC-Systeme bei unterschiedlichen Temperaturen in der
flissig-kristallinen Phase.
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Alle gemessenen Spektren weisen dabei eine ausgepragte Dublettstruktur auf, da die
einzelnen C-D-Bindungen der Acylketten offensichtlich durch die Bildung von relativ
starren Lipiddoppelschichten nur stark anisotrope Bewegungen ausfihren konnen (vgl.
Kapitel 3). Die Beweglichkeit der Methylengruppen hangt zudem stark von der réumlichen
Lage innerhalb des Lipidmolekils ab, da die einzelnen Kettensegmente unterschiedliche
Ordnung und damit auch unterschiedlich breite Aufspaltungen besitzen, was dazu fuhrt, dal3
sich die beobachteten Spektren aus einer Uberlagerung dieser sogenannten Pake-Spektren
zusammensetzen. Durch das Vermeiden von Beschallung bei der Probenvorbereitung sind
die entstandenen Aggregate zudem zu grof3, um z. B. durch schnelle Rotation —wie im Falle
kleiner Vesikel — eine vollstandige Mittelung der C-D-Orientierungen herbeizufhren und
damit die Breite der Quadrupolaufspaltung bis zum vollstéandigen Informationsverlust zu
reduzieren [Bayerl und Bloom, 1990]. Eine exakte Zuordnung dieser Aufspaltungen zu den
einzelnen Kettenpositionen 1&t sich durch die Synthese von selektiv deuterierten Lipiden
gewinnen, wie dies fur DPPC [z. B. Seelig und Seelig, 1974] und DPPE [z. B. Blume et a.,
1982a] auch groftenteils geschehen ist. Generell zeigt es sich, daf3 die endstandigen
Methylgruppen der untersuchten Phospholipide die grofite Beweglichkeit und damit die
geringste Quadrupolaufspaltung Dng besitzen, wahrend die Dng-Werte fir die ersten sechs
bis acht CD,-Segmente nach der Carboxylgruppe einen ,, Plateaubereich® mit der niedrigsten
Beweglichkeit und der grofiten Aufspaltung bilden [z. B. Thurmond et al., 1991].

Vor diesem Hintergrund konnen nun die in Abb. 74 bis 81 gezeigten Daten interpretiert
werden, wobel es in diesem Zusammenhang von besonderem Interesse ist, wie sich das
Ordnungsverhalten der Reinstoffe durch die Mischung mit einer zweiten Lipidkomponente
verandert. Dazu wird zunachst zur Verbesserung der Auflésung eine numerische Entfaltung
(De-Pake-ing) der einzelnen Spektren durchgefihrt (Daten nicht dargestellt) und die
resultierenden Dng-Werte anschlief3end analysiert. Nach Schéafer et al. [1998] ist allerdings
zu bedenken, dal3 durch das starke Magnetfeld bei der NMR-Messung eine bevorzugte
Orientierung (mit der Doppelschichtnormalen senkrecht zur Feldrichtung) in der Probe
induziert wird, was zu einer elliptischen Verformung der Vesikel fuhrt [Seelig und
Macdonald, 1987; Brumm et al., 1992]. Fur die beobachteten Spektren bedeutet das
anschaulich eine Intensitétssteigerung im ,, Plateaubereich® (Uberbetonung der no.-Werte)
bel gleichzeitiger Verringerung der Seitenbanden (Dngy) im Vergleich zu dem Idealfall

einer vollkommen isotropen Orientierung der Lipidschichten:
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Abbildung 82:  Schematische Darstellung zur Abhangigkeit der Spektrenformen von der
Orientierung der Lipiddoppelschichten; A: Ausrichtung in Feldrichtung, B: keine
Vorzugsrichtung; Diagramm nach Seelig und Macdonald [1987].

Da die De-Pake-Prozedur aber gerade von sphéarischen Vesikeln ausgeht, zeigen die mit
dieser Technik aus den experimentellen (anisotropen) Werten generierten Datensdtze
teillweise Artefakte mit negativer Intensitét [Ziegler und Blume, 1995; Schéfer et al., 1998],
was jedoch fur die hier durchgefiihrten Untersuchungen unerheblich ist, da die einzelnen

Quadrupolaufspaltungen trotzdem korrekt wiedergegeben werden.

In der folgenden Abbildung sind die Dng-Werte fur den ,Plateaubereich® und die
terminde Methylgruppe der Acylketten in den unterschiedlichen PC/PE-Gemischen

verglichen mit den entsprechenden Reinsubstanzen dargestelit:
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Av, (Methylgruppe) [kHz]

Av,, (Methyigruppe) [kHz]

Abbildung 83:

T T T T T T T 1 T T T T T T T 1T 310
4,0-{ DMPE/DPPE . - m:- Reinstoffe
- & d, DMPEDPPE =
1 67°C & o] d:-I]PPEn]MPE ,’!
3,8 . ¥ arithmetisches Mittel |
I~ " 1304
I
3,6 | = 3
) A
3.4 % L &
i L & 1300
n-- &
3,2 . 2
£
3.0+ 1 L 4294
]
2,84 g i
]

2,6 T T T T T T T T T T 1T 24,0
00 04 02 03 04 05 0DE 0F 08 09 1.0 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
xDPPE
2,5 T T T T T T T 1 T T T T T T T 1 230

DMPC/DPPC ] -- m-- Reinstoffe
J i b Mo d,  DMPCDPPCH
67 c Fi b a d:—I]PPC.l'I]MPC
B = arithmetisches Mittel 1
4 W L
N = ]
] i =, 0
W
,,,,, : 13
n- * 12 A
2,0 1 41 8 . 122.0
1z
- }O’
1<«
o J
- 42148
.
7 .ex‘tra:oliert won 70°C auf BT C 1
1|5 T T T T T T T T T T T T 21.0

00 01 02 03 04 05 06 0OF 08 09 10

T T T T T
00 01 02 02 04 05 06 07 08 09 10

xD FFLC

Quadrupolaufspaltungen des , Plateaubereichs® sowie der terminalen
Methylgruppen bei 67° C fir die gleichkdpfigen aquimolaren PC- bzw. PE-
Gemische und die entsprechenden Reinsubstanzen; die gestrichelte Linie dient
der besseren Veranschaulichung und besitzt keine physikalische Bedeutung;
eventuelle Extrapolationen erfolgten linear zwischen den Aufspaltungen bei den
benachbarten Temperaturen.
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Abbildung 84:  Quadrupolaufspaltungen des , Plateaubereichs® sowie der terminalen

Methylgruppen bei 67° C fur die gleichkettigen &quimolaren PC/PE-Gemische
und die entsprechenden Reinsubstanzen; die gestrichelte Linie dient der besseren
Veranschaulichung und besitzt keine physikalische Bedeutung; eventuelle
Extrapolationen erfolgten linear 2zwischen den Aufspaltungen bei den
benachbarten Temperaturen.
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Abbildung 85:  Quadrupolaufspaltungen des , Plateaubereichs® sowie der terminalen

Methylgruppen bei 67° C fur gemischtkettige aquimolare PC/PE-Gemische und
die entsprechenden Reinsubstanzen; die gestrichelte Linie dient der besseren
Veranschaulichung und besitzt keine physikalische Bedeutung; eventuelle
Extrapolationen erfolgten linear zwischen den Aufspaltungen bei den
benachbarten Temperaturen.
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Vergleicht man zunéachst einmal die Aufspaltungen der Reinstoffe untereinander, so
erkennt man, dal3 bei der gewéhlten Temperatur von 67° C die beiden PEs am Anfang wie
am Ende ihrer Acylketten — und zwar unabhangig von deren Lange — eine durchweg héhere
Ordnung aufweisen als die untersuchten PC-Molekile. Dieser Effekt muf3 zwangslaufig mit
den unterschiedlichen Kopfgruppen zusammenhangen und beruht auf zwei grundsétzlichen
strukturellen Differenzen: Die erste besteht darin, daf3 die PE-Molekile Wasserstoffbriicken
ausbilden konnen, was offensichtlich auch in der flussig-kristallinen Phase noch in grof3em
Mal3e geschieht [z. B. Blume et a., 1982a] und somit die Beweglichkeit der Kopfgruppen
im Vergleich zu PC deutlich herabsetzt [Browning, 1981], so dal} die Ketten ebenfalls in
ihrer Bewegung behindert werden. Ausgehend von dem Glycerin-Gertst nimmt mit
zunehmender Anndherung an die terminale Methylgruppe dieser restriktive Einflufd dann
immer mehr ab, wodurch auch der Unterschied der Quadrupolaufspaltungen (DDng)
zwischen PE und PC immer geringer wird, wie man anhand von Abb. 84 auch leicht
erkennen kann. Fur einen Vergleich zwischen den absoluten Dno-Werte von ,, Plateau” und
terminaler Methylgruppe mufd man allerdings bedenken, dal3 letztere durch auftretende
Rotationseffekte noch zusdtzlich um den Faktor drei verkleinert wird und entsprechend
umgerechnet werden muf3 [Ziegler und Blume, 1995].

Der zweite Grund fur die hohere Ordnung besteht in der Tatsache, da3 die PE
Kopfgruppe verglichen mit PC einen wesentlich geringeren Flachenbedarf besitzt [z. B.
Gawrisch und Holte, 1996] und dadurch fir die einzelnen Acylketten einfach weniger Raum
zur Verfigung steht und eine dichtere Packung somit erzwungen wird.

Interessant ist in diesem Zusammenhang ein Vergleich zwischen den gleichkettigen
Komponenten, wenn man nicht die Dno-Werte bel einer absoluten Temperatur untersucht,
sondern von einem gemeinsamen reduzierten Wert Teg = (T-Tm)/ T ausgeht. Hier zeigt
jedoch eine Anayse der in Abb.84 dargestellten Spektren bel T,q=0.09 in
Ubereinstimmung mit den Literaturdaten [Marsh et al., 1983; Thurmond et al., 1991], dai
selbst bel einer Differenz von 28° C zwischen den Cis- bzw. 24° C zwischen den Cie-
Komponenten das PE stets die grofRere Aufspaltung besitzt (Daten nicht dargestellt). Anders
hingegen stellt sich das Ergebnis bei einem Vergleich der Reinkomponenten mit gleicher
Kopfgruppe aber unterschiedlicher Kettenlénge dar, hier zeigt die Palmitoylverbindung bei
beiden Systemen auf der absoluten Temperaturskala die héhere Ordnung, wahrend bel
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gleichem T,q jeweils die kirzerkettige Komponente das deutlich grofRere Dng aufweist
(Daten nicht dargestellt). Dieser Effekt wurde fur unterschiedliche PCs auch von Gawrisch
und Holte [1996] gefunden und zeigt, dal3 sich eine Temperaturerhthung auf der reduzierten
Skala auf langere Ketten offensichtlich deutlich stérker auswirkt. Der Grund hierfur liegt
vermutlich in der mit der Lange erhohten Méglichkeit, gauche-K onformere auszubilden, da
— anschaulich gesprochen — in einer Cye-all-trans-Kette ja auch mehr Ordnung existiert alsin
einer vergleichbaren Cis-Kette und somit bel gleichem T, eine gréfere Unordnung
induziert werden kann. Die thermische Bewegung der verkrimmten Acylketten fuhrt bel
DPPX zudem dazu, dal3 sich die Nachbarmolekille gegenseitig stérker behindern als bei
DMPX [Seddon, 1990], was zu einem erhdhten freien Volumen pro Molekidl und damit

ebenfalls zu einer stérkeren Isomerisierung fihrt.

Bel einer Betrachtung der gleichkopfigen Lipidsysteme bei 67° C (Abb. 83) findet man
zwischen den Aufspatungen der Reinkomponenten im , Plateaubereich® ein deutlich
groferes DDng als zwischen den terminalen Methylgruppen, da die Beweglichkeit der CD,-
Segmente in den oberen Regionen durch die verlangerte Kette wesentlich mehr
eingeschrankt wird als dies am Ende der Fall ist [Gawrisch und Holte, 1996]. Die zusétzlich
reduzierte Beweglichkeit der Kopfgruppe bei PE scheint diesen Effekt noch zu verstérken,
wie sich anhand der etwas ausgepragteren Dng-Differenzen vermuten 1&3t. Auch die
aguimolaren DMPX/DPPX-Gemische zeigen sowohl fur PC als auch fur PE ein sehr
dhnliches Verhalten: Im ,Plateaubereich® findet eine deutliche Anndherung der
Quadrupolaufspaltungen statt, da durch die sehr gute Mischbarkeit der Komponenten
[Garidel und Blume, 1998] offenbar die Beweglichkeit von DPPX zunimmt, wahrend
gleichzeitig die benachbarten DMPX-Molekile starker behindert werden. Die Dno-Werte
fir die CD,-Gruppen in der , Plateau“-Region fur die gleichkdpfigen Gemische liegen dabei
sehr nahe beieinander (wortiber der kleine Maldstab fiur DMPX/DPPX in Abb. 83 und eine
Fehlertoleranz von ca £0.15 kHz hinwegtéuschen), was ebenfalls auf ein anndhernd ideales
Mischungsverhalten hindeutet. Interessanterweise befinden sich — will man diese geringen
Abweichungen interpretieren — bei beiden Systemen die , Plateau”-Aufspaltungen stets
signifikant oberhalb der fiktiven linearen Verbindungslinie (gestrichelt in Abb. 83), auf
welcher ein vollkommen ideales Gemisch zu finden sein mufite [Hubner und Blume, 1987].
Da man bei einer reinen trans-gauche-lsomerisierung eher erwarten wirde, daf3 die

beobachteten Dng-Werte unter dieser Linie liegen, well die Einfihrung von neuen gauche-
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Konformeren energetisch guinstiger sein sollte als auf der anderen Seite eine Zunahme an
trans-Bindungen in der kirzeren Kette [ Sankaram und Thompson, 1992], scheinen hier noch
andere dynamische Einfllisse eine gewisse Rolle zu spielen. Auf der Hand liegen hierfir die
Rotationss und Wackelbewegungen der Acylketten, welche aufgrund ihrer hohen
Geschwindigkeit in gemittelter Form in die relativ langs