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Zusammenfassung

Diffusion in biologischen Membranen ist bis heute kaum verstanden. So haben
Diffusionsstudien an einfachen Lipidmembranen und an komplexeren Modellsyste-
men, in die Fremdmolekiile wie z.B. Proteine und Choleserin in die Lipidmembran
eingebracht werden, mehrere unterschiedliche Diffusionsprozesse erkennen lassen.
Diese sind ebenfalls in biologischen Membranen beobachtbar. Dabei spielen Effek-
te wie die Bindung mobiler Molekiile an immobile Bindestellen oder das Auftreten
von Hindernissen eine Rolle. Proteine kénnen Diffusionshindernisse bilden, aber
schon in einfachen zweikomponentigen Lipidsystemen treten Heterogenititen auf,
die einen Einfluss auf die Diffusion haben kénnen. Diese Heterogenitidten kommen
durch Ausbildung von Doménen gelférmiger und fluider Lipide zustande.

In dieser Arbeit wurde ein von Sugédr et al. ausgearbeitetes numerisches Ising-
modell zur Beschreibung des Phasenverhaltens eines DMPC:DSPC Lipidsystems
vorgestellt [79, 80]. Eine Weiterentwicklung dieses Modells wurde zum Studium der
in diesem Modellsystem beobachtbaren temperaturabhingigen Diffusionsprozesse
genutzt. Als Methoden zur Untersuchungder Diffusionsprozesse wurden die Fluo-
reszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) und das ,,Single-Particle Tracking“ (SPT)
gewéihlt.

In der FCS wird aus der Autokorrelation von Fluoreszenzrauschen der Diffusions-
koeffizient bestimmt. Die FCS—Simulationen zeigen qualitativ ein dhnliches Ver-
halten wie es von Korlach et al. [39] durch Experimente an ,Giant Unilamellar
Vesicles“ beobachtet wurde. Korlach et al. untersuchten Vesikel unterschiedlicher
Phasenzusammensetzung. In einem rein fluiden Vesikel ldsst sich schnelle Diffusi-
on erkennen. Vesikel mit vorwiegend gelfé6rmigen Lipiden zeigt langsame Diffusion.
Koexistieren fluide und gelférmige Phasen, so lassen sich sowohl langsame als auch
schnelle Diffusion beobachten. FCS—Messungen an planaren Modellsystemen wur-
den ebenfalls erfolgreich durchgefithrt und zeigen Autokorrelationskurven wie sie
von Korlach publiziert wurden. Die ermittelten Diffusionskoeffizienten liegen in
GroéBenordnungen wie die von Korlach angegebenen Werte.

Die SPT-Simulationen bei denen die Position eines Teilchens iiber die Zeit verfolgt
wird, zeigen fiir verschiedene Bereiche des Phasendiagramms auf kurzen Zeitskalen
ein Diffusionsverhalten, bei dem die ,,Mittlere Quadratische Abweichung* nicht
linear mit der Zeit anwichst. Das Diffusionsverhalten geht zu langen Zeiten in ein
normales Diffusionsverhalten iiber. Je nach Temperatur dndert sich die Zeit des
Ubergangs von anomaler zu normaler Diffusion.

Diese Arbeit stellt einen wichtigen Schritt zum besseren Verstindnis von Diffu-
sionsprozessen in Lipidmembranen dar, die nach aktuellem Diskussionstand eine
wichtige Rolle bei der Regelung biochemischer Reaktionskaskaden durch physika-
lische Prozesse spielen.
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Kapitel 1

Einfiihrung

1.1 Membranen in der Biologie

In der belebten Natur sind iiberall biologische Membranen zu finden. Sie
befdhigten die Natur zur Entwicklung komplexen Lebens, da erst biologische
Membranen die Ausbildung eines Innen und Auflen erméglichten, um Leben
von einer teilweise feindlichen Umgebung zu schiitzen. Biologische Membra-
nen umgeben Zellen, in denen wiederum verschiedene Organellen, wie Mit-
ochondrien, das endoplasmatische Retikulum oder der Golgi—Apparat durch
biologische Membranen abgegrenzt werden. Diese besitzen differenzierte Auf-
gaben wie die Energieproduktion, die Synthese von Proteinen! oder das Auf-
bereiten von Proteinen fiir Spezialaufgaben.

Biologische Membranen besitzen aber nicht nur strukturelle, sondern auch
funktionale Bedeutung. So erméglichen sie die Kommunikation zwischen dem
Innen und Auflen. Dies kann durch das Passieren von Ionen oder Molekiilen
geschehen, aber auch durch Konformationsinderungen von Membrankompo-
nenten. Weiterhin sind Enzyme? an die Membran gebunden, die Reaktionen
von Reaktanten, die ebenfalls an der Membran gebunden sind, katalysie-
ren. Das Konzept der Membran hat die Natur auch dazu befihigt, Diffusion
von drei auf zwei Dimensionen zu reduzieren, was von Adam und Delbriick
als ein Vorteil fiir biologische Systeme angesehen wird [1]. Nach Adam und
Delbriick erhoht diese Dimensionsreduzierung die Wahrscheinlichkeit des Zu-
standekommens einer Reaktion zweier oder mehrerer Reaktanten.
Biologische Membranen erfiillen somit innerhalb der Biologie vielfiltige Auf-
gaben. Um deren Bedeutung zu verstehen, sind sowohl physiologische als
auch strukturelle Untersuchungen notwendig. Die wichtigsten Bestandteile

! Proteine sind Makromolekiile, die sich aus verschiedenen Aminosiuren zusammensetzen.
2 Enzyme sind Proteine mit katalytischen Eigenschaften.
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biologischer Membranen sind Proteine und kleine aus einem hydrophilen und
hydrophoben Teil bestehende Molekiile, die Lipide.

1.2 Membranen und Lipide

Lipide, die die grundlegenden Bausteine biologischer Membranen sind, bilden
in Wasser spontan Aggregate aus. Dies ist durch die Struktur der Lipide mit
einem polaren und einem unpolaren Teil bedingt. Der polare Teil ist dem
Wasser zugewandt (hydrophil) und der unpolare Teil versucht Kontakt mit
Wasser zu vermeiden (hydrophob). Es kénnen sich beispielsweise Mizellen,
invers hexagonale Phasen oder Lipiddoppelschichten (Abb. 1.1) ausbilden.
Letztere besitzen die grofite Bedeutung innerhalb der Biologie.

Abbildung 1.1: Verschiedene Lipidstrukturen: a)Mizellen
b)Lipiddoppelschicht c) invers hexagonale Phase

In der Biologie bestehen Membranen aus Hunderten von verschiedenen Lipid-
arten [25]. Sie haben alle gemeinsam, dass sich an die polare Kopfgruppe ein
unpolarer Teil, der durch Fettsiureketten gebildet wird, anschliefit. Es ex-
istieren Lipide mit bis zu vier Fettsdureketten. Die Fettsdureketten besitzen
eine bestimmte Zahl an Kohlenstoffatomen, deren Anzahl sich von Lipid zu
Lipid, aber auch von Kette zu Kette eines Lipids unterscheiden kann.

Lipide werden in Familien unterteilt, beispielsweise Sphingolipide oder Phos-
pholipide. Die Gruppe der Phospholipide nimmt in der Biologie eine beson-
ders wichtige Rolle ein. Sie sind Hauptbestandteil biologischer Membranen
und besitzen ein Glyzerin—Riickgrat. An dieses Glyzerin—Riickgrat bindet
an eine der drei existierenden Alkoholgruppen eine phosphatenthaltende po-
lare Kopfgruppe. An die anderen beiden Alkoholgruppen binden unpolare
Fettsiureketten. Als Beispiel ist die Struktur von DMPC? in Abbildung 1.2
gezeigt. Die Ketten sind in ihrer all-trans Konfiguration gezeigt. Dies be-
deutet, dass sich die Ketten in ihrem energetisch niedrigsten Zustand befin-

3 Die hier eingefiihrten Abkiirzungen werden in Anhang B erklért.
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den. Alle Bindungen sind in ihrer ¢rans—Konfiguration und es wird von einer
gelformigen Kette gesprochen. Temperaturerh6hungen regen Rotationsfrei-
heitsgrade an, so dass Drehungen um die Bindungen erméglicht werden. Ab
einer bestimmten Temperatur befinden sich die Lipidketten in ihrem fluiden
Zustand.

1,2-Dimyristoyl-sn—Glycero—3—Phosphatidylcholine

polare Kopfgruppe ﬂ unpolare Fettsaureketten
CH,— 0—=C
7l (0] CH O0— C \/\6\/\/\/\/\
N+ I
CH,—N—CH,CH,0— P—O CH2
/ O_
CH,

Glyzerin—Rickgrat

Abbildung 1.2: Schematische Zeichnung eines DMPC-Lipids. Die Fettsdure-
ketten des DMPC-Lipids besitzen 14 Kohlenstoffatome. Die Ketten sind in
threr all-trans Konfiguration dargestellt, wobei der Pfeil einen mdglichen Ro-
tationsfreiheitsgrad andeuten soll.

Lipidmembranen, die aus einer einzigen Lipidspezie bestehen, zeigen bei einer
lipidspezifischen Temperatur einen Ubergang von einem gelférmigen in einen
fluiden Zustand. Dies ist ein kooperativer Prozess, d.h. das Schmelzen einer
Lipidkette beeinflusst das Schmelzen einer anderen Kette. Die Umwandlungs-
breite ist bei diesem kooperativen Schmelzprozess klein. Bei dem Ubergang
von einer gelférmigen zu einer fluiden Membran erhoht sich die Enthalpie der
Lipidmembran um AH und die Entropie vergréflert sich um AS. Der Um-

Abbildung 1.3: Umwandlung einer gelformigen in eine fluide Membran. Dies
geht mit einer Anderung der Enthalpie und der Entropie einher.

wandlungsmittelpunkt einer solchen Umwandlung ist definitionsgemifl dann
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erreicht, wenn 50 Prozent der Umwandlung vollzogen ist. Die Umwandlungs-
temperaturen der verschiedenen Lipidspezien liegen alle im Bereich physio-
logischer Temperaturen (253 K bis 333 K). Die Schmelztemperatur hingt
unter anderem von der Liange der Kette, aber auch vom Auftreten von Dop-
pelbindungen ab. Bei einer DMPC-Membran (2 Fettsiureketten mit je 14
Kohlenstoffatomen pro Lipidkette) liegt der Umwandlungsmittelpunkt bei
TPOMPC ~ 297 K und bei einer Membran bestehend aus DSPC-Lipiden (2
Fettsiureketten mit je 18 Kohlenstoffatomen pro Kette) bei T,757¢ ~ 328 K.
Bei DOPC, das wie DSPC 18 Kohlenwasserstoffe in einer Kette besitzt, je-
doch an neunter Stelle eine Doppelbindung enthélt, geht die Umwandlungs-
temperatur auf ungefihr 779PC¢ ~ 253 K zuriick.

Da biologische Membranen nicht nur aus einer einzigen, sondern aus vielen
verschiedenen Lipidarten, die unterschiedliche Schmelztemperaturen zeigen,
bestehen, stellt sich die Frage, in wie weit die Zusammensetzung die laterale
Organisation einer Membran beeinflusst.

1.3 Das ,fluid-mosaic“ Modell und seine
Weiterentwicklung

Das in den meisten Lehrbiichern verbreitete Bild einer biologischen Mem-
bran ist das 1972 von Singer und Nicolson [76] vorgestellte ,fluid-mosaic*
Modell*. In diesem Modell wird die Membran als eine Doppelschicht fluider
Lipide mit einer langreichweitigen Mosaikstruktur angenommen. Die gesamte
Membran befindet sich im thermodynamischen Gleichgewicht. Einzelne Pro-
teine konnen die Membran durchdringen (integrale Proteine) oder an ihre
Oberfldche binden (periphere Proteine). Die Mobilitdt dieser Proteine wird
lediglich durch die Viskositédt der fluiden Lipide beeintréichtigt. Dieses Modell
ist mit einer orientierten, zweidimensionalen Losung von Proteinen vergleich-
bar, wobei die fluiden Lipide das Losungsmittel darstellen. Das ,,fluid-mosaic*
Modell ist in Abbildung 1.4 veranschaulicht.

Nach dem ,Mattress“—Modell® von Mouritsen und Bloom [52] ist dieses
,Huid-mosaic“ Modell jedoch zu erweitern. Hierbei werden Inhomogenititen
der Membranen zugelassen. Diese Heterogenititen werden durch Wechselwir-
kungen zwischen Proteinen und Lipiden bewirkt (Abb. 1.5). Weiterentwick-

4 Der Begriff des Mosaiks beruht auf der Vorstellung, dass, im Querschnitt betrachtet, die
Zusammensetzung einer Membran durch das wechselweise Aneinandersetzen von Lipid-
schichten und Proteinen bewirkt wird.

5 Das Bild einer Matratze kommt daher, dass angenommen wird, dass Proteine die Umge-

bung der Membran verformen. Die Verformungen erinnern dabei an eine Matratze (siehe
Abb. 1.5).
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Abbildung 1.4: Bildliche Vorstellung einer Lipidmembran mittels des ,fluid-
mosaic® Modells nach Singer und Nicolson [76].

lungen dieses Modells beriicksichtigen nicht nur fluide, sondern auch gel-
formige Lipide [26]. Lipide, die sich im gleichen Zustand befinden, kénnen

7l Eﬁ

Abbildung 1.5: Querschnitt zweier Lipiddoppelschichten, in die z.B. Proteine
integriert sind [52]. Diese bewirken die Ausbildung von Fehlstellen.

in bestimmten Gebieten gehduft auftreten und Doménen fluider und gelfor-
miger Lipide bilden sich aus, was in Abbildung 1.6 wiedergegeben wird. Die
auftretenden Heterogenitéiten und auch die Wechselwirkungen zwischen Lipi-
den und Proteinen wurden theoretisch und experimentell an Modellsystemen
studiert (siehe z.B. [26, 32]). Computersimulationen liefern schon seit lang-
erem Evidenzen, dass sich Doménen, also Inhomogenitéiten, ausbilden [26].
Erst kiirzlich konnten sie durch Fluoreszenzmikroskopie visualisiert werden
[6, 7, 22, 39]. Diffusionsstudien an Modellmembranen lassen ebenfalls die
Existenz von Heterogenitéiten plausibel erscheinen [4].

Seit einigen Jahren besteht ein grofies Forschungsinteresse an kleinen Mem-
branfragmenten, die hohe Konzentrationen an Sphingolipiden, Cholesterin
und Proteinen enthalten [74]. Diese Mikrodoménen werden als , Rafts* be-
zeichnet. Deren Einfluss auf Diffusionsprozesse wird ebenfalls untersucht [15].



KAPITEL 1. EINFUHRUNG 6

Abbildung 1.6: Modernes Bild einer biologischen Membran. Die unterschied-
lichen Lipidsorten kinnen sowohl im gelférmigen (blau und rot eingezeich-
net) als auch im fluiden Zustand vorkommen. Domdinen bilden sich aus und
beeinflussen unter anderem die Anbindung der unterschiedlichen Proteine.

1.4 Diffusion in biologischen Systemen I

Diffusionseigenschaften von Lipiden oder Proteinen werden, wie im vor-
herigen Abschnitt bereits kurz angedeutet, durch Heterogenitéiten inner-
halb der Membran beeinflusst. Zur Untersuchung der in Modellmembranen
und biologischen Membranen beobachtbaren Diffusionsprozesse wurden in
der Vergangenheit insbesondere Experimente mittels , Fluorescence After
Photobleaching” (FRAP) [2, 3, 84] und ,,Single-Particle Tracking“ (SPT)
[59, 69, 73, 75| genutzt. Neuerdings etabliert sich aber auch die Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopie (FCS) [39, 77]. Beim FRAP wird ein System derart
untersucht, dass Fluoreszenzlabel® in einem durch einen Laserfokus definier-
ten Gebiet zunéichst gebleicht werden, d.h. sie verlieren ihre Fahigkeit zu fluo-
reszieren. Anschliefflend diffundieren Label, die sich wiahrend des Bleichens
ausserhalb des gebleichten Gebiets aufgehalten haben, in dieses Gebiet hin-
ein und bewirken einen Wiederanstieg des Fluoreszenzsignals. Dabei ergibt
sich eine charakteristische Kurve des sich wieder aufbauenden Fluoreszenzsi-
gnals, deren Verlauf von den Diffusionseigenschaften der Label abhéingt. SPT
bedeutet, dass ein Teilchen iiber eine definierte Zeit mittels Videomikrosko-
pie verfolgt wird und seine Position in vorgegebenen Zeitintervallen abgelesen
wird. Das Verfolgen der momentanen Position kann durch ein an das Teil-
chen angebrachten Marker gewéihrleistet werden [69]. Bei der FCS werden

6 Diese konnen durch Laserlicht einer bestimmten Wellenlsinge angeregt werden und emit-
tieren nach einer gewissen Zeit Photonen einer grofleren Wellenlénge.
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die durch Konzentrationsschwankungen diffundierender Fluoreszenzmarker
bewirkten Fluoreszenzintensititsschwankungen analysiert.

Sowohl analytische Theorien (,,Freies Volumen* oder hydrodynamische Theo-
rien) als auch numerische Modelle (Monte Carlo Simulationen) werden zum
tieferen Verstdndnis der experimentellen Daten herangezogen. Die wichtig-
sten theoretischen Konzepte werden im folgenden Kapitel ndher erldutert.
Es lésst sich aber jetzt schon festhalten, dass verschiedenste Arten der Dif-
fusion beobachtet werden. So konnen gelférmige Doménen oder durch Bin-
dung an das Zytoskelett nicht diffundierende Proteine Diffusion behindern
oder Diffusion kann sogar nur auf bestimmte Gebiete beschrinkt sein. Ein
Problem bestehender Modelle liegt unter anderem an der Nichtberiicksichti-
gung von Temperaturabhingigkeiten oder daran, dass Inhomogenitéten nur
ykiinstlich® ins System iibernommen werden. Diffusion in Gebieten, in de-
nen sich vorwiegend gelférmige Lipide befinden (Geldoménen), wird hierbei
oftmals auler Acht gelassen. Das gleichzeitige Auftreten unterschiedlicher
Diffusionszeiten verschiedener diffundierender Teilchen findet ebenfalls keine
Erwidhnung.

In dieser Arbeit wird ein statistisch thermodynamisches Computermodell
eines zweikomponentigen Lipidsystems eingefiihrt. Dieses Modell ist in
der Lage, thermodynamische Eigenschaften wie Warmekapazititsprofile des
gewihlten realen DMPC:DSPC Lipidsystems zu beschreiben. Die Ausbildung
von gelférmigen und fluiden Doménen ist in Abhéngigkeit von der Tempera-
tur zu beobachten. Somit ist es moglich, mittels der Simulation experimen-
teller Methoden die Diffusion der Lipide und deren Beeinflussung durch die
existierenden Doménen zu verstehen und dies mit Experimenten zu verglei-
chen. Im Gegensatz zu den , Freies Volumen“ Theorien und den numerischen
Studien von Saxton fehlt weder die Temperaturabhingigkeit, noch miissen
Hindernisse durch irgendwelche Annahmen ins System {ibernommen werden.
Das Modell enthélt beide dieser Eigenschaften automatisch.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass diese Arbeit zu einem besseren
Versténdnis der Diffusionseigenschaften von Lipiden in einem einfachen Li-
pidsystem fiihren soll.

Obwohl schon einige Arbeiten iiber die Diffusion von Lipiden und Prote-
inen und deren Beeinflussung durch Heterogenitidten und Wechselwirkungen
verschiedenster Art publiziert wurden, sind die Diffusionseigenschaften noch
nicht voll verstanden, wie es 1999 Saxton [70] bemerkte:

,Over two decades of the publication of the fluid mosaic model
and the development of the fluorescence photobleaching recove-
ry technique, we still do not fully understand the hindrances to
diffusion.



Kapitel 2

Theorie

2.1 Diffusion in biologischen Systemen II

Zur Beschreibung der Diffusionseigenschaften von Proteinen und Lipiden sind
in den vergangenen Jahrzehnten sowohl analystische als auch numerische Mo-
delle entwickelt worden. Die Diffusion von Proteinen in homogenen Systemen
konnte dabei mit hydrodynamischen Theorien erkliart werden. Diese Ansétze
scheitern aber im Falle der Diffusion von Lipiden. ,Freies Volumen*“ Theorien
haben sich dabei als sinnvoller erwiesen. Zum Studieren komplexerer Diffu-
sionsverhalten haben sich numerische Methoden als erfolgreich erwiesen. Im
Folgenden sollen die wichtigsten Modelle vorgestellt werden.

2.1.1 Normale und anomale Diffusion

Zu Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts konnte Albert Einstein einige fun-
damentale Theorien, die zu einem besseren Verstindnis der Brownschen Be-
wegung fiihrten, aufstellen [18, 19]. Einstein modellierte hierbei die Brown-
sche Bewegung mittels einer molekularkinetischen Theorie der Wirme. In
seiner Arbeit aus dem Jahre 1905 [18] erhielt er fiir die Wahrscheinlichkeit
P(r,t) zur Zeit ¢ ein in einer Dimension diffundierendes Teilchen in einem
Abstand r vom Ausgangspunkt zu finden, folgenden Ausdruck:

Plrt) = e (2.)

r,t) = e Dt 2.1
Var Dt

wobei D die phédnomenologische Diffusionskonstante darstellt.
Eine Verallgemeinerung auf eine Diffusion in d Dimensionen ergibt [9]:

__ 1 E
P(|r,t) = (4nD1)? : (2.2)

8
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Beide Wahrscheinlichkeitsverteilungen leiten sich als asymptotische Losung
aus dem ,Zentralen Grenzwertsatz“ (ZGS) ab. Die Hauptaussage dieses
Theorems ist, dass sich die Wahrscheinlichkeitsverteilung beim ,,Random
Walk® zu langen Zeiten gauBformig verhilt. Dies ist jedoch nur fiir nor-
male Diffusion erfiillt. Es existieren jedoch Diffusionsprozesse, in denen der
ZGS verletzt wird. Unter anderem ist dies bei anomaler Diffusion der Fall.
Hierbei verhélt sich die Wahrscheinlichkeitsverteilung nicht mehr gaufiférmig,
sondern es sind breitere Verteilungen oder langreichweitige Korrelationen zu
beobachten.

Bei der Unterscheidung der beiden Diffusionsarten ist die Betrachtung des
»Mittleren Quadratischen Abstands® (MSD?) sinnvoll. Dieses ist definiert als
das Quadrat des Abstands zwischen Ausgangsposition und Position zur Zeit
t. Bei normaler Diffusion verhélt sich ein aus vielen Teilchenspuren gemittel-
tes MSD proportional zur Zeit t. Diese Proportionalitdt geht bei anomaler
Diffusion verloren [30]. Fiir das MSD gilt in den Féllen normaler und anoma-
ler Diffusion?:

<r’> = 4Dt (normal) (2.3)
<r’> = Tt (anomal), (2.4)

hierbei stellen D den Diffusionskoeffizienten und I" den Transportkoeffizien-
ten dar. Fiir den Exponenten «a gilt allgemein, dass er ungleich Eins ist
(0 <a<1V a>1).In den Fillen, die in dieser Arbeit betrachtet werden,
ist er auf Werte kleiner als Eins beschrinkt (0 < a < 1). Wird wie im Fall
der normalen Diffusion ein Diffusionskoeffizient eingefiihrt, so ist dieser bei
der anomalen Diffusion zeitabhingig und es gilt:
1 a—1

Do = Zl“t . (2.5)
Das Auftreten anomaler Diffusion wird durch unterschiedlichste physikali-
sche Griinde verursacht. Sie ist unter anderem in ungeordneten oder auch
in fraktalen Systemen zu beobachten [9, 29, 30]. Saxton hat mittels Monte
Carlo Simulationen unterschiedliche Griinde fiir das Auftreten von anomaler
und anderen Arten von Diffusion in biologischen Systemen gefunden ([61]
bis [68], [71]). Auf diese Arbeiten wird in einem gesonderten Abschnitt 2.1.3

! Die Abkiizung entstammt dem englischen Wort, dass ,,Mean—Square Displacement® lau-
tet.

2 In der Literatur werden verschiedene Arten anomaler Diffusion unterschieden, so z.B. die
Beeinflussung des Wertes des Diffusionskoeffizienten oder das Abweichen des Diffusions-
verhaltens im Vergleich zur Brownschen Bewegung. In dieser Arbeit wird mit dem Begriff
der anomalen Diffusion gemeint, dass der ,Mittlere Quadratische Abstand“ proportional
zu t“ ist (siehe Gl. (2.4) und [29]).
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eingegangen. Zuvor sollen jedoch zwei analytische Ansétze zur Beschreibung
von Diffusion in biologischen Systemen erldutert werden.

2.1.2 Hydrodynamische und ,,Freies Volumen* Theo-
rien

In ihrer Arbeit aus dem Jahre 1975 haben Saffman und Delbriick [60] ein
hydrodynamisches Modell zur Beschreibung der Brownschen Bewegung in
biologischen Membranen vorgestellt. Dieses zeichnet sich dadurch aus, dass
die diffundierenden Teilchen als Zylinder, die sich in einer viskosen Umgebung
lateral fortbewegen konnen und denen ebenfalls eine Rotation erlaubt wird,
angenommen werden (siehe Abb. 2.1). In ihrer Herleitung gehen sie von den
Einsteinschen Beziehungen fiir die Translation und die Rotation aus:

Dr = kgTh (Translation) (2.6)
Dr = kpgThg (Rotation), (2.7)

wobei Dy und Dp die beiden Diffusionskonstanten, kg die Boltzmannkon-
stante, T' die absolute Temperatur und b, und by die Mobilitdten der Trans-
lation bzw. der Rotation darstellen.

Abbildung 2.1: Bildliche Darstellung des Modells von Saffmann und Delbriick
(Abb. 1 aus [60]): Das diffundierende Teilchen wird als ein Zylinder mit
Radius a angenommen. Dieser diffundiert in der Membran der Dicke h.

Die Dicke der von Wasser umgebenen Membran wird mit 4 angenommen und
der Zylinder habe einen Radius a. Mit den Viskositéiten u' des Wassers und g
der Membran und der Annahme p' < p lassen sich die Diffusionskonstanten
durch die Gleichungen (2.8) und (2.9) wiedergeben:
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kBT /,Lh ’
Dy = log £= — 2.8
, mh("gm 7> (2.8
kT
Dp = —B~ 2.9

wobei 7' = 0.5772 die Eulersche Zahl ist.

Saffman und Delbriick erwidhnen in ihrer Originalpublikation, dass ihr Modell
zur Beschreibung von in biologischen Membranen diffundierenden Proteinen,
die grofler als Lipide sind, gedacht ist. Dies hat den Hintergrund, dass eine
hydrodynamische Theorie nur dann Giiltigkeit besitzt, wenn die diffundieren-
den Teilchen wesentlich grofler sind, als die Teilchen, die die viskose Fliissig-
keit bilden [40]. Trotzdem wurde untersucht, ob mittels des vorgestellten
hydrodynamischen Modells auch die Lipiddiffusion hinreichend beschrieben
werden kann. Im Gegensatz zu in fluiden Modellmembranen diffundierenden
Proteinen lésst sich festhalten, dass die Diffusionskoeffizienten von Lipiden
nicht korrekt wiedergegeben werden [12, 83].

Abbildung 2.2: Prinzip der ,Freies Volumen“ Theorie: Eine Diffusion ist
dann mdglich, wenn dem Lipid oder allgemeiner dem diffundierenden Teil-
chen geniigend Platz (Volumen, Fliche) zur Verfiigung steht. Die Graphik ist
aus [12] entnommen.

Zur Beschreibung der Brownschen Bewegung von Lipiden wird oftmals die
phédnomenologische ,, Freies Volumen“ Theorie genutzt. Diese Theorie besitzt
Giiltigkeit, wenn die diffundierenden Teilchen von den Ausmaflen kleiner oder
gleich den, die Fliissigkeit bildenden Molekiilen sind. Es wird dann davon
ausgegangen, dass zur Ermoglichung eines Diffusionsschritts dem diffundie-
renden Lipid ein bestimmtes freies Volumen zur Verfiigung steht, ansonsten
ist ein Diffusionsschritt nicht moglich.
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Die ,,Freies Volumen“ Interpretationen unterteilen den Diffusionsschritt in
zwel unabhéngige Prozesse. Der erste Schritt ist das zur Verfiigung stellen
eines ausreichenden Volumens und der zweite Prozess die eigentliche Trans-
lation.

Fiir die Beschreibung von Lipiddiffusion wurde diese Theorie zum ersten Mal
von Galla et al. angewendet [24]. Diese iibertrugen Ideen von Cohen und
Turnbull [13], die sich mit den dreidimensionalen Transporteigenschaften in
Fliissigkeiten und Gléasern beschéftigten, auf das zweidimensionale Problem
der Translation von Lipiden. Die grundlegende Idee besteht darin, dass ei-
ne Diffusion nur dann moglich ist, wenn das freie Volumen bzw. die freie
Flédche im zweidimensionalen Fall gréfler oder gleich eines kritischen Faktors
ist (Abb. 2.2). Es wird dann ein Durchschnittsdiffusionskoeffizient als das
Integral iiber die Diffusionskoeffizienten, die zu einem bestimmten lokalen
Volumen v und deren Wahrscheinlichkeitsverteilung P(v) gehoren, bestimmt:

<D>= /00 D(v)P(v)dv, (2.10)

wobei v* das kritische Volumen darstellt.

Die Wahrscheinlichkeitsverteilung hingt von dem mittleren freien Volumen
vy =<v> —vg = L(<a> —ay) ab. Hierbei sind <v > das durchschnittliche
Volumen des entsprechenden Molekiils, < a > die durchschnittliche Fliache des
Molekiils, vg und aq die van-der-Waals Groflen® und L die Lénge der Lipide,
wenn sie als Zylinder modelliert werden. Die Wahrscheinlichkeitsverteilung
der lokalen Volumina ist durch

Pv) = L - exp (V- i) (2.11)

Vs vy

gegeben; hierbei ist 7 ein numerischer Faktor, der eventuelle Uberlappungen
von freiem Volumen beschreibt und fiir den % < v < 1 gilt. Im Weiteren wird
der Diffusionskoeffizient D(v) als konstant angenommen (D(v) = D(v*)).
Ausfiihren der Integration in Gleichung (2.10) fithrt auf einen Diffusions-
koeffizienten von:

<D >=D(")-exp (v - Z_f) (2.12)

Fiir das zweidimensionale System wie es von Galla et al. untersucht wurde,

3 Die van-der-Waals Grofen werden durch die effektive GroBe eines Molekiils, das nur durch
die schwachen van-der-Waals Kréfte in Kontakt zu einem anderen Molekiil gehalten wird,
definiert.
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ergibt sich mit D(a*) = g - I, - u ein Diffusionskoeffizient* von:

<D >=gluexp (’y- a_). (2.13)
ay

Dabei sind a* die kritische Fléiche, g ~ i ein geometrischer Faktor, /. der
durchschnittliche Weg, der bei einer Translation zuriickgelegt wird und v die
gaskinetische Geschwindigkeit.

Die mittlere freie Flache ist eine temperaturabhéngige Variable fiir die
ar = apae(T — Tp) gilt. Dabei sind ag die van-der-Waals molekulare Fliche,
a, der thermische Ausdehnungskoeffizient und 7}, die Temperatur ab der frei-
es Volumen existiert. Der Diffusionskoeffizient hiingt somit von der kritischen
und der durchschnittlichen freien Fliche ab.

Einen #hnlichen Ausdruck wie in Gleichung (2.13) haben auch MacCarthy
und Kozak, die direkt vom zweidimensionalen Fall ausgegangen sind, her-
geleitet [44]. Dabei wendeten sie Prinzipien eines ,Random Walks“ an und
folgten den Argumenten von Cohen und Turnbull. Nach der Herleitung von
MacCarthy und Kozak ergeben sich die oben eingefiihrten Groflen g und
zu:gziundfy:l.

In dem oben dargestellten Modell werden Energiebarrieren, die zwischen zwei
Gleichgewichtszustinden vor und nach dem Diffusionsschritt vorhanden sein
konnen, nicht beriicksichtigt. In einer Arbeit von Macedo und Litovitz [45] ist
dies mit beriicksichtigt. Es ergibt sich dabei ein von der Aktivierungsenergie
abhéngiger Diffusionskoeffizient:

a* E*
D >= AyD(a") - — = 2.14
<D= AD(@) e (v =), (214

wobei Ay ein temperaturabhéingiger Faktor und E* die Aktivierungsenergie
pro Molekiil sind.

Verschiedene Experimente zur Untersuchung von Lipiddiffusion werden mit-
tels der ,Freies Volumen“ Theorie gedeutet. Hierunter fallen die Arbeiten
von Vaz et al. [84] und Almeida et al. [2], die mit FRAP-Messungen® Diffusi-
onsprozesse in Modellmembranen untersuchen und die erhaltenen Ergebnisse
mittels ,,Freies Volumen“ Theorien interpretieren. In der Arbeit von Almeida
et al. wird der Einfluss von Cholesterin auf die Diffusionseigenschaften un-
tersucht. Die dabei erzielten Ergebnisse werden mittels einer Erweiterung

4In der zitierten Arbeit von Galla et al. [24] hat sich in Gleichung 18 ein Druckfehler
eingeschlichen, so dass die hier in Gleichung (2.13) dargestellte Lésung von der dort
abgedruckten abweicht. Siehe hierzu unter anderem auch den Artikel von Clegg und Vaz
[12], in dem diese auf die Herleitung von Galla et al. eingehen.

5 Eine kurze Erklirung findet sich in Abschnitt 1.4.
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der Uberlegungen von Macedo et al. ([45], Gl. (2.14)) interpretiert und der
Einfluss des Cholesterins auf das freie Volumen diskutiert. In einer erst kiirz-
lich veroffentlichten theoretischen Studie [57] werden die erzielten Ergebnisse
qualitativ bestitigt, die Interpretationen bzgl. der ,,Freies Volumen* Theorie
vertieft und der Effekt, dass das Cholesterin das freie Volumen verringert,
bestatigt.

Die bisher vorgestellten Modelle kénnen lediglich zur Beschreibung der Diffu-
sion in homogenen Systemen herangezogen werden. In einer anderen Arbeit
von Almeida et al. [3] wird auch das Auftreten von gelférmigen Doménen
beriicksichtigt. Diese gelformigen Doménen werden als Hindernisse mit ei-
nem festen Radius angenommen. Verschiedene Doménengroéfien kénnen dabei
durch Zusammenbringen und Uberlappen mehrerer Kreise erreicht werden.
Lipide, die sich in einer Gel-Doméne befinden, werden als nichtdiffundierende
Teilchen angenommen. An dieser Stelle soll aber auf eine ausfiihrliche Dis-
kussion der Herleitung verzichtet und auf die dazugehorige Versffentlichung
verwiesen werden [3].

2.1.3 Monte Carlo Studien zur Beschreibung von Dif-
fusionsprozessen

Monte Carlo Studien stellen eine numerische Moglichkeit dar, Prinzipien der
Diffusionsprozesse, die in biologischen Membranen auftreten, zu verstehen
und zu untersuchen. In der Literatur lassen sich hierbei einige Arbeiten von
Saxton finden ([61] bis [68], [71]), in denen verschiedene experimentell zu be-
obachtende Diffusionseigenschaften mittels Gittermodellen beschrieben wer-
den. Die Studien von Saxton, die ebenfalls Ergebnisse der Perkolationstheo-
rie® nutzen, dienen aber auch zum besseren Verstindnis von experimentellen
Verfahren, Ergebnissen und deren Interpretation. Im weiteren soll die Bedeu-
tung verschiedenster, von Saxton untersuchter Effekte auf die Beeinflussung
und Behinderung diffundierender Teilchen vorgestellt werden.

Es ist anzumerken, dass ,,Harte Kugel“-Modelle Anwendung finden, d.h. vor-
kommende Hindernisse und diffundierende Teilchen (Tracer) kénnen dabei

6 Unter einem perkolierenden Cluster wird ein Cluster einer bestimmten Spezies verstan-
den, der ein endliches Gitter von oben nach unten oder von links nach rechts durchspannt,
d.h. es lisst sich ein Weg von links nach rechts oder von oben nach unten finden, ohne den
Cluster zu verlassen. In der Perkolationstheorie treten kritische Exponenten und Kon-
zentrationen auf, mit denen sich das System eindeutig beschreiben lisst. Die kritischen
Konzentrationen stellen die Perkolationsschwelle dar, ab der perkolierende Cluster auf-
treten. Die kritischen Exponenten 3, v und v beschreiben das Verhalten von im System
vorkommenden Groflen wie z.B. der Kohdrenzlidnge €. Diese gibt die durchschnittliche
Grofle endlicher Cluster an und verhilt sich in der Nihe der kritischen Konzentration

wie: £ o |p— pe| V.



KAPITEL 2. THEORIE 15

nicht iiberlappen. Temperaturabhingigkeiten sind ebenfalls nicht enthalten.
Saxton studiert unter Anderem Hindernisse verschiedenster Art, die mo-
bil oder immobil sein kénnen und die beispielsweise Proteine oder Cluster
gelformiger Lipide repréisentieren sollen. Sie beeinflussen das Diffusionsver-
halten eines punktformigen Tracers unterschiedlich stark [61]. Sind sie mobil,
wird der Diffusionskoeffizient im Vergleich zur freien Diffusion ohne Hinder-
nisse verringert, aber eine Diffusion iiber das gesamte Gitter ist moglich, was
wie weiter unten erldautert wird, nicht unbedingt der Fall sein muss. Der Dif-
fusionskoeffizient des Tracers hingt sowohl vom Diffusionskoeffizienten der
Hindernisse, als auch von deren Konzentration ab. Héhere Konzentrationen
an Hindernissen bewirken eine stérkere Beeintrdchtigung des Diffusionsko-
effizienten als geringere. Diffundieren sie schnell, so beeintrichtigen sie die
Diffusion der Tracer weniger stark als es bei langsamer oder nicht vorhan-
dener Diffusion der Hindernisse der Fall ist. Uberschreitet die Konzentration
der immobilen Hindernisse die Perkolationsschwelle, so fiihrt dies zur Be-
schrankung der Diffusion des Tracers auf bestimmte Gebiete. Hierbei ist die
Diffusion fiir alle Zeiten anomal, folgt also keinem linearen Zeitgesetz. Un-
terhalb der Perkolationsschwelle diffundieren die Tracer iiber die gesamte
Matrix, aber auch in diesen Fillen ist die Diffusion gehemmt. Auf kurzen
Zeitskalen ist anomale Diffusion zu beobachten, die fiir lange Zeiten in nor-
male Diffusion iibergeht [66].

Die Diffusionseigenschaft eines Tracers in Gegenwart von Hindernissen hingt
jedoch nicht nur von deren Konzentration und Mobilitdt ab, sondern auch
von deren Form [63]. So werden von Saxton Punkthindernisse, kompakte
Hindernisse und Cluster—Cluster Aggregate unterschieden. Punkthindernisse
sind hierbei statistisch besetzte Gitterplitze und kompakte Hindernisse sind
Quadrate, die mehrere Gitterpunkte bedecken. Cluster-Cluster Aggregate
entstehen durch das Aneinanderbinden mobiler Punkthindernisse und spéter
durch Aneinanderbinden der entstehenden Cluster. Bedecken diese Cluster—
Cluster Aggregate den gleichen Flichenanteil wie Punkthindernisse, so ist
festzustellen, dass Cluster—Cluster Aggregate die Diffusion stérker behindern
als Punkthindernisse. Diese sind aber effektivere Diffusionbarrieren als die
kompakten Hindernisse.

Bisher wurde der Tracer selbst lediglich als Punktteilchen angenommen. Es
kann aber auch festgestellt werden, dass sich das Diffusionsverhalten eines
Teilchens in Abhéngigkeit seiner Grofle verdindert [64]. Punkteilchen werden
durch nichtfraktale Hindernisse” weniger beeintriichtigt als Hexagone, deren
Diffusion umso stirker beeinflusst wird, je grofler sie sind. Sind die Hinder-

" Ein fraktales Objekt besitzt eine gebrochene Dimension. Nichfraktale Objekte besitzen
ganzzahlige Dimensionen, wie z.B. Geraden oder Flichen.
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nisse jedoch fraktal, so spielt die Form des Tracers keine Rolle.
Diffundierende Teilchen kénnen aber nicht nur durch Hindernisse, sondern
auch durch Bindung oder einer Kombination von Bindung und Hindernissen
in ihren Diffusionseigenschaften beeinflusst werden [67]. In der Biologie spielt
insbesondere das Letztgenannte eine Rolle. Punkthindernisse sollen hierbei
immobile Proteine darstellen, die in der Nachbarschaft vorkommende Tra-
cer binden koénnen. In diesem theoretischen System wird anomale Diffusion
durch die Hindernisse bewirkt. Die Moglichkeit der Bindung verringert le-
diglich den Langzeitdiffusionskoeffizienten, hat aber keine Auswirkung auf
die Anomalitét der Diffusion, d.h. der Exponent « in Gleichung (2.4) wird
lediglich durch die Hindernisse beeinflusst.

Insgesamt ist festzuhalten, dass Saxton mittels seiner theoretischen Unter-
suchungen zu verstehen versucht, wie verschiedene Effekte die Diffusion von
Teilchen beeinflussen. Dabei bezieht er sich auf FRAP- und SPT-Exper-
imente® und zieht Beispiele aus Messungen an Modellsystemen und Zellen
heran. Er stellt jedoch fest, dass es immer noch experimentell gefundene Ef-
fekte gibt, die mit den beschriebenen Modellen nicht verstanden werden [70].

2.1.4 Erginzungen

Neben den bereits vorgestellten Diffusionsmodellen der normalen und anoma-
len Diffusion existieren noch zwei weitere wichtige Modelle, die Erwéihnung
finden sollten. Dies sind die ,,gezielte Bewegung mit Diffusion® (GI. 2.15) und
die ,Korraldiffusion“ (Gl. 2.16):

<r’> = 4Dt+ (vt)? (2.15)

_4A5Dt
<rt> = <r’> <1 — Aje <f3>> . (2.16)

Der erste Fall tritt z.B. auf, wenn ein Protein in einer mit der Geschwindig-
keit v bewegenden Membran diffundiert oder das mobile Teilchen an einen
sich mit v bewegenden Motor im Zytoskelett gebunden ist. Der zweite Fall
beschreibt Diffusion in Gebieten die beispielsweise durch strukturbildende
Proteine abgegrenzt sind [65]. < 72> ist dabei die ,,Korral“~Gréfie und so-
wohl A; als auch A; werden durch die ,, Korral“—Geometrie bestimmt.

2.2 Theorie der Phasendiagramme

Diffusion in biologischen Systemen wird durch verschiedene Mechanismen be-
einflusst. So kann wie schon vorher beschrieben ein diffundierendes Protein

8 Diese experimentelle Technik wurde in Abschnitt 1.4 kurz erliutert.
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oder Lipid durch Hindernisse in seinem normalen Diffusionsverhalten gestort
werden. Solche Hindernisse kénnen unter anderem durch Phasenbildung er-
zeugt werden. Aus diesem Grund soll erldutert werden, was unter dem Begriff
Phasen verstanden wird und auf theoretische Anséitze zur Beschreibung von
Phasendiagrammen eingegangen werden.

2.2.1 Die Gibbssche Phasenregel

Substanzen einer bestimmten Atom— oder Molekiilsorte kénnen in verschie-
denen Modifikationen oder auch Phasen vorkommen. Die Unterschiede lie-
gen in den physikalischen Eigenschaften, so differieren z.B. Dichten oder
Kompressibilitdten. In der Thermodynamik wird zwischen festen, fliissigen
und gasformigen Phasen unterschieden. Koexistenz verschiedener Phasen ist
moglich und ein Phasengleichgewicht liegt vor, wenn zwei oder mehrere Pha-
sen im Gesamtsystem existieren und sich im thermodynamischen Gleichge-
wicht befinden. In einem einkomponentigen Zweiphasensystem gilt dann fiir
die beiden chemischen Potenziale:

u(p, T) = i (p, T). (2.17)

Dabei sind p der Druck und 7" die Temperatur. Gleichung (2.17) kann auf
Systeme mit mehreren Phasen und Substanzen ausgedehnt werden:

po=py = e o= p"Y
po=py= - =pd" Y (2.18)
/’Ln = /’L’In = PR — Mgbm_l)

Hierbei geben n die Anzahl an Komponenten und m die Zahl an verschiede-
nen Phasen an. Die Gibbssche Phasenregel beschreibt die Zahl der Freiheits-
grade f:

f=n—m+2, (2.19)

Bei konstantem Druck reduzieren sich die freien Variablen um eins auf:
Tpeomss =T —m + 1. (2.20)

Ubergiinge von einer Phase in eine andere Phase konnen stattfinden; diese
werden in verschiedene Klassen unterteilt. Bei der Einteilung der Phaseniiber-
giange nach Ehrenfest werden partielle Ableitungen der chemischen Potenziale
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nach der Temperatur betrachtet. Von einem Ubergang n-ter Ordnung wird
gesprochen, wenn

() 0o {Z0 2 e

gilt. Hierbei sind £ und p) die chemischen Potenziale der Phasen i und j.
Handelt es sich um eine Umwandlung 1.ter Ordnung, so separieren sich die
Phasen, d.h. im thermodynamischen Limes existieren keine Phasengrenzen.

2.2.2 Ideale und regulire Losungen

Eine ideale Losung liegt vor, wenn sich unterschiedliche Substanzen inner-
halb einer Phase statistisch verteilen. Dies bedeutet, dass die verschiedenen
Substanzen, die innerhalb einer Phase vorkommen, miteinander nicht unter-
schiedlich wechselwirken®. Ideale Lésungen zeigen Phasenseparation.

Im Folgenden sollen Phasendiagramme zweikomponentiger idealer Lésungen
mit den mdoglichen Phasen fluid [ (fliissig) oder gelférmig g (fest) erlautert
werden.

Ein typisches Phasendiagramm einer idealen Mischung wird in Abb. 2.3 ge-
zeigt.

230 i—|F‘hasendiagramm einer idealen M\schungl
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Abbildung 2.3: Mdgliches Phasendiagramm einer idealen Mischung.

9 Jedes Molekiil einer Sorte A wechselwirkt mit jedem Molekiil der anderen Komponente
B genauso wie mit einem Molekiil der eigenen Sorte, was auch fiir Komponente B gilt
(BEaa = Eap = EBB).
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In Abbildung 2.3 wird auf der Abzisse der prozentuale Anteil xp der Kom-
ponente B (Spezies 2) aufgetragen und die Ordinate gibt die Temperatur
an.

Bei einer gegebenen Temperatur 7" muss fiir die chemischen Potenziale p

und ,ugg) im Gleichgewicht Gleichung (2.17) erfiillt sein:

0

7

) = p?, (2.22)
wobei ¢ € {A, B} ist.

Mit den molaren Anteilen :v(

i

(9)o

9 und 2" und den Standardpotenzialen 1

und ugl)o von einem Mol der reinen Komponenten bei einer Temperatur 7',
lassen sich die chemischen Potenziale wie folgt schreiben:
,ugg) = ugg)o + RTIn xgg) (2.23)
i o=y 4 RTIn 2. (2.24)

Die molaren Verhiltnisse einer Spezies konnen in den unterschiedlichen Zu-
stdnden miteinander in Beziehung gesetzt werden:

®  @o_ Mo
nio=He —H (2.25)
xz(g) RT

1

Partielle Differentiation nach der Temperatur liefert einen Zusammenhang
zwischen dem Verhiltnis xgl) / xz(-g) und den Enthalpien der gelférmigen und
fluiden Zustidnde der jeweiligen Spezies:

Oln=5 o _ glow
=t . 2.26
oT RT? (2.26)

Mit der Annahme, dass die Schmelzenthalpie unabhéngig von der Tempe-
ratur T ist, ergibt die Integration von Gleichung (2.26) in den Integrations-
grenzen vom Schmelzpunkt 7; der Komponte ¢ bis zur Temperatur 7"

0]

2

mit AH; = H — H9°,

7

Der Ausdruck von Gleichung (2.27) kann als

T e Hs (2.28)
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i TH, = AH:i (1 1]
geschrieben werden, wobei H; = =5 (T Ti) ist.

Die Summen der zu den gleichen Zusténden gehérenden molaren Verhiltnisse
miissen gleich eins sein (siehe Gleichungen (2.29) und (2.30)).

29 4+29 = 1 (2.29)
V42 =1 (2.30)

Mit den Gleichungen (2.27) und (2.29, 2.30) ergeben sich die folgenden vier
Beziehungen:

_HB _ 1
x(j) = jl—,H
e B — e A
—Hp
@ _ _1-—e
Tp - e_HB _ e‘HA (231)
_Ha (,—Hp
e e -1
A = H( i )
e B — e A
—Hg “Ha
e 1—e
O = ( )

e HB — ¢~ Ha

Mit Hilfe der Beziehungen von Gleichung (2.31) lisst sich das Phasendia-
gramm einer idealen Mischung bestimmen, was weiter hinten erldutert wird.
Zuvor soll jedoch auf die Informationen, die in einem Phasendiagramm ent-
halten sind, eingegangen werden.

Bei Temperaturen, die bei einem gegebenen Anteil von Komponente B nied-
riger als die Temperatur der unteren Grenztemperatur sind, befinden sich die
Molekiile des Systems im gelférmigen Zustand. Temperaturen, die iiber der
oberen Grenztemperatur liegen, bewirken, dass die Molekiile in ihrer fluiden
Form vorliegen. Im Zwischenbereich koexistieren die fluiden und gelférmigen
Phasen. Dieser Koexistenzbereich kann durch das Hebelgesetz beschrieben
werden. Dieses gibt an, wie das Verhiltnis von fluiden zu gelf6rmigen Mo-
lekiilen ist:

. |[R-Q)

nl-l—ng N ‘R—P‘

(2.32)

n; und n, sind die Gesamtzahlen an Molekiilen im fluiden oder gelférmigen
Zustand. Die Punkte P, @) und R lassen sich aus dem Phasendiagramm
entnehmen (siehe Abb. 2.3). P und R sind temperaturabhéngig, wihrend @
sowohl von der Temperatur als auch vom Verhiltnis der beiden Komponenten
abhéngt.

Das Phasendiagramm selbst berechnet sich durch die Betrachtung der Grenz-
temperaturen. An diesen Grenztemperaturen gilt, dass bei der unteren
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Grenztemperatur 75 x&f) /x%’) gleich dem molaren Mischungsverhiltnis der

beiden Komponenten ist und bei der oberen Grenztemperatur 7} ist dieses
Verhiltnis gleich :L'X) /xg). Dies fiihrt mit den Gleichungen (2.31) und ei-
nem Anteil von Komponente B von Xgpe,ies2 auf Gleichungssysteme, dessen
Losungen die Grenztemperaturen des Phasendiagramms sind:

(1 - XSpezies?) : (1 - 6HA) = XSpezieSQ . (1 — €HB) (233)
und

(1 - XSpeziesQ) : (1 - e_HA) = XSpezies? . (1 - €_HB) . (234)

Das Hebelgesetz gilt nicht nur fiir Phasendiagramme idealer Lésungen, son-
dern auch fiir Phasendiagramme reguldrer Losungen.

Bei diesen wird im Gegensatz zum idealen Fall angenommen, dass die unter-
schiedlichen Komponenten einer Phase miteinander verschieden wechselwir-
ken, d.h. Fas # Eap # Fpg. In der analytischen Beschreibung einer zwei-
komponentigen regulidren Losung fiihrt dies zu einem zusétzlichen Summan-
den in der Beschreibung der chemischen Potenziale der Gleichungen (2.23)
und (2.24):

2
@ — 90 4 RTIng® 4 p© (1 —q,-gg)) (2.35)
2
p = g% 4 RT Iz + pff) (1 - x,(.”) : (2.36)

Dabei sind die Terme p(()g) und p(()l) als Abweichung der Wechselwirkungsener-

gien (Eg){, Egé, E1(4j1)3) der drei in einer Phase moglichen Wechselwirkungen
zu interpretieren:

o) =2 (2- B, - BY) - BY)) . (2.37)

wobei j € {g,l} gilt. Die Koordinationszahl z gibt die Zahl aller néchsten
Nachbarn eines jeden Molekiils an.

Mittels algebraischer Umformungen [43] ergibt sich dann ein numerisch zu
16sendes Gleichungssystem:

1 I 2 2
Lo . oy (1 - fﬂ(A)) — (1 - frff’)) —AH, (1 1
n = [
:L'Ef) RT R T Ty

und (2.38)

1 1 2 2

In = zy + P (xg)) o (xf“g)) —AHp (1 1
n = — — — ).

) RT R \T T
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Bei Annahme, dass sich Lipidsysteme wie ideale oder regulire Lésungen
verhalten, lassen sich die Uberlegungen auf zweikomponentige Lipidsysteme
iibertragen. Hierbei sind dann die Schmelzenthalpien und die Schmelztem-
peraturen der reinen Lipidmischungen einzusetzen. Im Falle der regulidren
Mischung sind dann noch die Wechselwirkungsparameter p(()l) und ,o(()g) zu be-

stimmen.

2.2.3 Phasendiagramme von Lipidsystemen

Gewohnlich lassen sich Phasendiagramme von Lipidsystemen mittels der
Uberlegungen zu den reguliren Losungen besser beschreiben, als mit einem
idealen Verhalten. Jedoch wird in der Theorie der reguliren Losung nicht
beriicksichtigt, dass die Wechselwirkungsenergien zwischen gelférmigen und
fluiden Molekiilen endlich sein kénnen.

Ein Problem ist auch, dass oftmals keine Phasenseparation stattfindet, da
Umwandlungen in realen Lipidsystemen oftmals nicht 1. Ordnung sind. Die
Ermittlung eines Phasendiagramms ist somit aus theoretischer Sicht nicht
immer moglich. Es ist aber iiblich fiir Lipidsysteme trotzdem Phasendia-
gramme zu bestimmen. Die Vorgehensweise soll im Weiteren kurz erldutert
werden, da im Verlaufe dieser Arbeit das Phasendiagramm des DMPC:DSPC
Lipidsystems vorgestellt wird (Kapitel 4).

Zunichst werden fiir verschiedene Mischungsverhéltnisse Wiarmekapazitits-
profile gemessen. Die Wirmekapazitiatskurven zeigen bei einem zweikom-
ponentigen System bis zu zwei Maxima, wie dies am Beispiel einer dquimola-
ren DMPC:DSPC Mischung (Abb. 2.4) zu erkennen ist. An die Flanken der
Kurven werden dann Tangenten eingezeichnet, die die Abzisse bei den Tem-
peraturen 77 und 75 schneiden. Diese beiden Temperaturen bilden die Tempe-
raturgrenzen des Phasendiagramms. Dies ist eine Hilfskonstruktion, die sich
aus dem Wirmekapazitiatsprofil einer reguldren Losung ableitet. Wirmeka-
pazititsprofile regulirer Losungen zeigen scharf definierte Temperaturen, bei
denen die Umwandlung beginnt bzw. abgeschlossen ist. Oftmals ist in zu Li-
pidsystemen gehérenden Wérmekapazitédtsprofilen eine exakte Bestimmung
der Tangenten nicht moglich.
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Abbildung 2.4: Oben: Ein mittels DSC (siehe Abschnitt 3.1) gemessenes
Wirmekapazititsprofil einer DMPC:DSPC 50:50 Mischung. Die Tangenten
schneiden die Abzisse bei den Temperaturen 301.2 K und 318.4 K. Unten: Ein
Wiarmekapazititsprofil, wie es sich fir eine requldre Ldésung ergeben wiirde.
Die Umwandlung beginnt bei einer scharf definierten Temperatur und ist auch
bei einer scharf definierten Temperatur beendet.

2.3 Isingmodell eines zweikomponentigen Li-
pidsystems

2.3.1 Einfiihrung

In der Literatur sind neben analytischen Molekularfeldtheorien'® numerische
Methoden der statistischen Thermodynamik zu finden, mit deren Hilfe das

10 In Molekularfeldtheorien wird ein Teilchen des Systems betrachtet und dessen Nachbarn
wird die Rolle zugewiesen, ein durchschnittliches molekulares Feld zu bewirken (z.B.
[47, 55]).
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Verhalten von Modellmembranen mit oder ohne Einbringung von Proteinen,
Peptiden oder Ahnlichem beschrieben werden. Insbesondere haben sich hier-
bei Monte Carlo Simulationen als erfolgreich erwiesen. Diese haben gegeniiber
Molekularfeldtheorien den Vorteil, dass sie nicht nur Phasendiagramme be-
schreiben kénnen, sondern z.B. auch Enthalpie- und Volumenfluktuationen.
Ebenfalls enthalten sie Informationen iiber die laterale Anordnung der Li-
pide, d.h. iiber etwaige Domiinenbildungen (z.B. [26, 50, 54, 79, 80]). Unter
diesen Monte Carlo Simulationen sind verschiedenste Ansétze publiziert. Dies
geht von Isingmodellen'!, in denen lediglich zwei Zustéinde der Lipide bzw.
deren Ketten angenommen werden [31, 36|, bis zu dem Pink Modell, bei dem
nicht nur die all-trans und die fluide Konfiguration, sondern acht weitere in-
termedidire Zustinde angenommen werden koénnen [11, 56, 14]. Es existieren
sowohl Gittertheorien [26, 36] als auch Nicht-Gittermodelle [53, 57].

Der grofie Vorteil von Isingmodellen liegt in deren Einfachheit. Obwohl relativ
wenig Informationen fiir deren Modellierung benétigt werden, erlauben sie
eine gute Beschreibung der Physik einfacher Lipidsysteme.

In dieser Arbeit wird ein Isingmodell zur Beschreibung eines DMPC:DSPC
Lipidsystems vorgestellt. Dieses Modell wurde von Sugér et al. [79, 80] ausge-
arbeitet und deren Ergebnisse [50, 79, 80, 51] werden bestétigt und diskutiert
(siehe Kapitel 4). Im Weiteren soll eine Modifizierung des Modells zur Be-
schreibung von Diffusionsprozessen genutzt werden. Insbesondere sollen hier-
bei Unterschiede in den Diffusionsprozessen in Abhéngigkeit verschiedener
Bereiche des Phasendiagramms des DMPC:DSPC Lipidsystemes charakteri-
siert werden (siehe Kapitel 5).

2.3.2 Modellierung des DMPC:DSPC Modellsystems

In dem hier zugrunde liegenden Modell wird wie oben bereits erwéihnt, ein
Isingmodell angewendet. Die Fettsdureketten der Lipide werden als geordnet
(gel) oder ungeordnet (fluid) angenommen und werden auf einem Dreiecks-
gitter angeordnet. Die hexagonale Anordnung wird aufgrund von Ergebnissen
aus Rontgenbeugungsexperimenten gewéhlt [35]. Bei niedrigen Temperatu-
ren liegt eine ,solid ordered“ Anordnung vor, bei der die gelférmigen Ketten
auf einem Dreiecksgitter positioniert sind. Bei hohen Temperaturen geht die
Gitterordnung verloren und die Lipidketten sind ungeordnet. Es wird dann

11 Urspriinglich kommt das Isingmodell aus der Festkorperphysik, wo es zur Beschreibung
von Ferromagneten von Ising herangezogen wurde [34]. Die magnetischen Dipole wer-
den dabei bzgl. der Quantisierungsachse als ,up“ oder ,down“ angenommen. Parallel
und antiparallel angeordnete Dipole tragen unterschiedlich zur Gesamtenergie bei. Eine
parallele Ausrichtung bewirkt einen Wechselwirkungsenergiebeitrag von —W und anti-
parallele Dipole wechselwirken mit einer Energie von +W.
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@)’

Abbildung 2.5: A: Darstellung eines hexagonalen Gitters. Die Punkte stel-
len die Gitterplitze der Lipidketten dar. B: Die unterschiedlichen Farben re-
prasentieren die verschiedenen Lipidspezien und deren Zustinde. Die schwar-
zen Linien kennzeichnen die chemischen Bindungen der beiden zu einem Li-
pid gehdrenden Ketten.

von ,liquid disordered® gesprochen.

Es werden periodische Randbedingungen gewé&hlt. Lipidketten, die rechts aus
der Matrix hinauswandern, kommen wieder von links in sie hinein und um-
gekehrt. Ahnlich verhilt es sich fiir Lipidketten, die die Matrix oben oder
unten verlassen. Jede Kette besitzt sechs nichste Nachbarn, d.h. die Koordi-
nationsnummer betridgt z = 6. Die Wechselwirkungen einer jeden Kette mit
diesen Nachbarn werden beriicksichtigt. Mit diesen Annahmen koénnen erste
Aussagen iiber die Energien des Systems getroffen werden.

Sei NV die Anzahl aller Ketten, NV; die Anzahl der Ketten von Lipidspezie7 =1
(DMPC) bzw. i = 2 (DSPC). Weiterhin werden die Gréflen N/™ benétigt, die
angeben, wieviele Ketten der Spezies i im Zustand m, mit m = g (gelformig)
oder m = [ (fluid), sind. Die Variablen N™ seien die Anzahl an fluiden
(m = 1) oder gelférmigen (m = g) Ketten. Ebenfalls gelten die folgenden
Beziehungen:

Ny + N,
= N9+ N (2.39)
N, = N{+ N
N, = N§+ N}

N
N

Die Zahl an néchsten Nachbarn von Lipidketten der Spezien ¢ und j in den
Zusténden m und n sei als N;" gegeben. Dann gelten die Beziehungen der
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Gleichungen (2.40) und (2.41):

%N = N¥ 4+ N + N + N% + N + N9 + N1 (2.40)

+N¥ + N + N&

GNP = 2. NJ™ 4 NZm 4 Npm oy N (2.41)

i ij

wobei 4,7 € {1,2}, (i # ) und m,n € {g,1}, (n # m) gelten.

(E) sind als die Energien definiert, die eine Lipidkette der Spezies i im Zu-
stand m besitzt. Die Wechselwirkungsenergien zwischen den Lipidketten der
Spezien i und j in den Zusténden m und n werden mit (E[}") gekennzeichnet.
Fiir eine Matrixkonfiguration S, die angibt, an welchem Ort sich ein Lipid in
welchem Zustand befindet, ergibt sich eine Energie von:

2

2 l l l 2
=Y D EPNT+ Y Y N N ERTNE. (2.42)
m=g 1

i=1 m=g n=g i=1 j=

Die Energien E;" sind unabhéngig von Ort und Orientierung der Rotations-
isomere in den Lipidketten, so dass Entartungen der Energielevel anzugeben
sind, die mit f/® gekennzeichnet werden. Fiir die Wechselwirkungsenergien
E7™ gilt Analoges und sie sind ebenfalls konstant. Wegen der verschiedenen
Moglichkeiten der Orientierung und des Ortes der Rotationsisomere, sind die
Entartungen f/*" zu beriicksichtigen.

Bei einer festen Matrixkonfiguration S ergibt sich die Gesamtentartung zu:

- [ILem™ TG e

=1 m=g m=g n=g =1 j=1

Die Wahrscheinlichkeit, eine bestimmte Konfiguration S aufzufinden, ist aus
der statistischen Physik bekannt [10] und betrigt

E(S)
_f(8) e ket
PS) = o, N, V)

(2.44)

Hierbei bezeichnen kp die Boltzmannkonstante, 7' die Temperatur und
Q(Ny, N, T,V) die Zustandsfunktion des kanonischen Ensembles. Durch
Substitution von x(S) = E(S) — kgT In f(S) ergibt sich fiir die Wahrschein-
lichkeit eine gegebene Konfiguration vorzufinden ein vereinfachter Ausdruck
von:

(2.45)
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Die Funktion x(S) héngt sowohl von konfigurationsabhéngigen (z.B. fo) als
auch von nichtkonfigurationsabhéngigen Groen (z.B. V;) ab. Durch Verwen-
dung der Formeln (2.40) bis (2.43) kann die Funktion als Summe der konfi-
gurationsabhingigen und nichtkonfigurationsabhéingigen Groflen dargestellt
werden. Eine algebraische Rechnung [79] fiihrt auf:

X(S) = Xeconst.(S) + Xcony.(S), (2.46)
mit
Xeonst(8) = Ni{(EY = KT'In ff) + Z(BY — kT f#)}
+ No{(Bf — KTIn ff) + (B3 — ¥T'n )}
und

Xeonf.(S) = NI(AH; —TAS)) + NJ(AH; — AS,)
+ Ngfwn + N{jwis + Ngéw{]é (2.47)

i lg, lg gl, gl
+ N12W12 + Niswiy + Nagwi,

wobei die folgenden Definitionen vorgenommen sind:

AH, = {E{+3El} (B! + 3BV}, (2.48)
99

ASZ = kBlIlf —kglnf ——k'Bl ( ll)’ (249)

Wi = | Epn - 7]]} kpTIn—L__ \/Jm (2.50)

Fiir die weitere Modellierung des Systems sind lediglich die konfigurations-
abhéngigen Energie— und Entropiegréfien von Bedeutung. Dies bedeutet, dass
das gesamte Lipidsystem durch zehn zu bestimmende Parameter beschrieben
wird. Dies sind jeweils zwei Enthalpie- und zwei Entropieinderungen vom
gelformigen zum fluiden Zustand und sechs Wechselwirkungsparameter. All
diese konnen aus kalorimetrischen Experimenten gewonnen werden. Wie dies
geschieht, soll Gegenstand des néchsten Abschnitts sein.

2.3.3 Bestimmung der Modellparameter

Aus den Wiarmekapazitatsprofilen der entsprechenden einkomponentigen Li-
pidmembranen (hier DMPC und DSPC), welche durch DSC-Experimente
(siehe Abschnitt 3.1) ermittelt werden, lassen sich die Enthalpiefinderungen
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der Hauptumwandlung'? der entsprechenden Kurven als das Integral iiber
die erhaltene Wiarmekapazitiatskurve ermitteln (siehe Abb. 2.6).

= 200){103 _: DMPC DSRC
s ]
E 1
o 180+ Haupturnwandlung
gt ]
g 100
£ -
8 1 -
] 4
E 50_‘ Worameandlung
;E ] \ Waorimwandlung
= 3

] 1 ‘ A _--H._J

L B I L B L L L B
290 300 310 320 330

Temperatur T [K]

Abbildung 2.6: Wirmekapazititsprofil einer reinen DMPC- und einer reinen
DSPC-Membran. Es sind sowohl die Vor— als auch die Hauptumwandlun-
gen abgebildet. Die Hauptumwandlung geht bei den DMPC-Lipiden mit einer
Enthalpieinderung von AHpypc = 26342 ﬁ ewnher. Der Mittelpunkt der
Umwandlung liegt bei einer Temperatur von Tpype = 297 K. Die Enthal-
piednderung der DSPC-Lipide betrdgt AHpspc = 50740 ﬁ pro Lipid und
bei einer Temperatur von Tpspc = 327.9 K sind die Hdlfte der Lipide ge-
schmolzen.

Ebenfalls lassen sich die Umwandlungstemperaturen aus dem Graphen her-
auslesen. Bei dieser Temperatur, bei der die Warmekapazitit ihren maxi-
malen Wert annimmt, befindet sich die Gibbs’sche freie Enthalpie in ihrem
Minimum, so dass

gilt. Daraus folgt sofort, dass die Entropieinderung von der Umwandlungs-
temperatur 7,,, und der Enthalpieinderung abhéngt:

_ AH,

AS; .
Si=-

(2.52)

12 Die in Abb. 2.6 gezeigten Wirmekapazitiitsprofile zeigen zwei Peaks. Der erste Peak wird
als die Vor- und der zweite grofle Peak als Hauptumwandlung bezeichnet. Hierauf wird
in Abschnitt 4.5.3 eingegangen.
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Die verbleibenden Wechselwirkungsparameter konnen nicht direkt aus den
Wirmekapazititsprofilen ermittelt werden, sondern miissen durch ,intelli-
gentes“Raten bestimmt werden. Hierfiir miissen die theoretischen (siche Ab-
schnitt 2.3.6) an die experimentellen Profile angepasst werden.

Die Werte der Parameter sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt.

‘ Parameter ‘ Inol(-?(lette ‘ ‘ Parameter ‘ mol?;letfe ‘
AH, 3146.5 AS; 10.59
AH, 6063.6 AS, 18.49
wd! 323.45
wgy 352.32
w7 155
A 70
w? 370
w? 410

Tabelle 2.1: Die Parameter, die in das Modell hineinflielen, sind so gew#hlt,
dass damit das DMPC:DSPC Lipidsystem beschrieben werden kann.

2.3.4 Die Elementarschritte: Zustandsinderungen und
Diffusion

Bei einer Monte Carlo Simulation miissen Elementarschritte, die zur Defini-
tion des Monte Carlo Zykluses bendtigt werden (siehe dazu die Abschnitte
2.3.5, 3.1.3 und 3.2.4), definiert werden. Hier sind dies Zustandsinderungen,
Lipidaustausche und Rotationen.

In dem Isingmodell konnen die Ketten in einem geordneten oder ungeord-
neten Zustand vorkommen. Es besteht die Moglichkeit, dass eine gelférmige
Kette in den fluiden Zustand iibergeht oder eine Umwandlung von einer
fluiden in eine gelférmige Kette ist moglich. Dies definiert die Zustandsén-
derungen.

Ziel dieser Arbeit ist die theoretische Beschreibung von Diffusionsprozessen
in dem DMPC:DSPC Modellsystem. Um Dynamik in das System zu inte-
grieren, gibt es zwei verschiedene Moglichkeiten, die miteinander kombiniert
werden sollen. Zum Einen ist das der Austausch zweier Lipide, d.h. der vier
dazugehorigen Ketten und zum Anderen eine Rotation zweier Lipide (Abb.
2.7). Eine Rotation kann nur dann stattfinden, wenn die beiden Lipide derart
orientiert sind, dass sie einen Rhombus formen.
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o e 0%

Abbildung 2.7: Links: Der prinzipielle Austausch zweier Lipide bzw. der vier
dazugehdrigen Ketten. Rechts: Schematische Darstellung einer Rotation um
+60° zweier Lipide.

2.3.5 Die Monte Carlo Simulation

Das eingefiihrte Modell soll mittels einer Monte Carlo Simulation weiter be-
schrieben werden. Hierbei wird wie bei Metropolis et al. [49] von einem ka-
nonischen Ensemble ausgegangen. Bei dieser Art von Simulation wird das
System von einem Anfangszustand in den Gleichgewichtszustand gebracht.
Hierbei werden die Methoden von Glauber [23], Doniach [16] und Kawasaki
[38] verwendet'3.

Der Algorithmus verlduft nach folgendem Schema:

e Zunéchst wird von der bestehenden Matrixkonfiguration S; ausgehend
eine Versuchskonfiguration Ss mit den konfigurationsabhingigen Sy-
stemenergien Xconr.(S1) und Xeons.(S2) gewdhlt.

e Daraus kann die Energiedifferenz AG = X ons.(S2) — Xcons.(S1) gebildet
werden.

e Fin Boltzmannfaktor wird anschliefend berechnet:
AG

K =¢ ¥*8BT. (2.53)
e Mit dem errechneten Boltzmannfaktor K kann eine Wahrscheinlichkeit
P= HLK bestimmt werden.

e Mit einem Verfahren nach L’Ecuyer [42, 58] wird eine Zufallszahl'
RAN ermittelt.

13 Alle drei Veroffentlichungen beschéftigten sich mit dem Isingmodell. Bei der Methode von
Glauber hiingt die Ubergangswahrscheinlichkeit eines Lipids von einem Zustand in einen
anderen von den benachbarten Teilchen ab. Doniach beschrieb Schmelzumwandlungen
von Lipiden und damit einhergehenden Effekten mit einem Zweizustandsmodell. In der
Arbeit von Kawasaki wird der Austausch zweier benachbarter Teilchen erlaubt.

14 Streng genommen handelt es sich hierbei um Pseudozufallszahlen. Bei dem hier verwen-
deten Algorithmus wiederholt sich mit einer einzigen Initialisierung nach dem Erreichen
von ungefihr 2.3 - 10'® Zahlen die bereits herausgegebene Zahlenfolge, die aber von der
Initialisierung abhéngt.
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e Gilt RAN < P wird die Versuchskonfiguration als die neue angenom-
men. Ist RAN > P wird die alte Konfiguration beibehalten.

Um diesen Algorithmus auf das beschriebene Problem anzuwenden ist es
notwendig einen Monte Carlo Zyklus zu definieren. Dieser beschreibt, wie
die unterschiedlichen Elementarschritte, die zu einer Konfigurationsénderung
fiihren, durchlaufen werden sollen. Die Definition der Zyklen erfolgt in den
Abschnitten 3.1.3 und 3.2.4.

2.3.6 Theoretische Bestimmung von Wirmekapa-
zitéiten

Mit dem vorgestellten Modell lassen sich Warmekapazitétsprofile verschie-
dener Lipidkompositionen berechnen und mit experimentellen Daten verglei-
chen. Die Berechnung der Wiarmekapazititskurven ist hierbei mit zwei Me-
thoden méglich. Bei der einen Methode wird der Mittelwert der Enthalpie!®
(< H >) nach der Temperatur partiell differenziert [10]:

0 <H>
Cp = (T)p . (254)

Die zweite Methode nutzt das sogenannte Fluktuations—Dissipations Theo-
rem [33]. Dieses Theorem besagt, dass die Fluktuationen der Enthalpie im
Gleichgewicht bei einer Temperatur ein Maf§ fiir die Warmekapazitét sind:

<H?> — <H>?
= RT? ’

(2.55)

wobei < H? > die mittlere quadratische Enthalpie, < H > die mittlere En-
thalpie, R die ideale Gaskonstante und 7" die Temperatur sind.
Beide Methoden sollten zu einem &hnlichen Wiarmekapazitéitsprofil fithren.

15 Dieser Mittelwert berechnet sich aus den Fluktuationen der Enthalpie.
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Materialien und Methoden

3.1 Differentialkalorimetrie

Die Bestimmung experimenteller Wirmekapazitétsprofile dient in dieser Ar-
beit der Ermittlung der zehn Modellparameter (Abschnitt 2.3.3) und dem
Vergleich der theoretischen mit den experimentellen Warmekapazitadtskur-
ven. Die Messungen sind von T. Schlétzer durchgefiihrt worden [72]. Trotz-
dem soll erldutert werden wie die Differentialkalorimetrie prinzipiell funktio-
niert und wie die Messproben vorbereitet werden miissen. Weiterhin wird auf
den genauen Ablauf der Monte Carlo Simulationen eingegangen.

3.1.1 Einfiihrung in die Differentialkalorimetrie

Mittels kalorimetrischer Methoden lassen sich endotherme sowie exotherme
Effekte unterschiedlichster Materialien bestimmen. Unter anderem lassen
sich auch biologische Materialien untersuchen. So geht z.B. die Proteindena-
turierung mit einer Verdnderung der Warmekapazitit einher. Es lassen sich
aber auch biologische Membranen und Modellmembranen mit dieser Methode
untersuchen. Warmekapazititsprofile, die mittels Differentialkalorimetrie be-
stimmt werden, enthalten z.B. Informationen {iber Umwandlungsenthalpien
und -entropien. In dieser Arbeit werden Ergebnisse solcher kalorimetrischen
Messungen prisentiert, welche mit einem Differentialkalorimeter (VP-DSC?)
der Firma Microcal (Northhampton/MA, USA) durchgefiihrt wurden. Die
Messungen wurden von T. Schl6tzer durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt [72].

Differentialkalorimeter bestehen aus zwei befiillbaren Zellen, die mittels eines
adiabatischen Schildes von der Umgebung abgeschirmt werden. Eine schema-

1 DSC: Differential Scanning Calorimeter

32
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tische Zeichnung eines solchen Kalorimeters ist in Abb. 3.1 gezeigt.

Probenzelle Referenzzelle

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung eines Differentialkalorimeters. Fi-
ne Zelle wird mit der Proben— und die andere Zelle mit der Referenzsubstanz
gefiillt.

Die beiden Zellen, die eine mit der Probensubstanz (Probenzelle) und die
andere mit einer Referenzsubstanz (Referenzzelle) gefiillt, werden auf der
gleichen Temperatur gehalten. Wird die Temperatur mit einer konstanten
Heizrate (AT/At; mit At ist die Zeitdifferenz ) gefindert, so hingen die
dafiir aufzubringenden Leistungen Pp,o. Und Pgeferen, davon ab, ob in den
Zellen Prozesse ablaufen, die Warmezufuhr oder Wéarmeabfuhr bediirfen. Es
ergibt sich eine Leistungsdifferenz von AP = Ppyope — Preferen, aus der sich
die Wiarmekapazitit berechnen lédsst.

Fiir die Warmedifferenz AQ gilt fiir kleine At:

t+AL
AQ = / APdt ~ APAt. (3.1)
t

Aus der Thermodynamik ist der Zusammenhang zwischen einer Warmedif-
ferenz und einer Warmekapazitétsdifferenz Ac, bei konstantem Druck p be-
kannt. Division der Warmedifferenz AQ durch die Temperaturdifferenz ist
gleich der gesuchten Grofe:

dHY _ . _(9Q) 2Q AP
(d—T)p_AC”_ (BT)p AT T AT (3:2)

hierbei ist H die Enthalpie.

3.1.2 Probenpriparation und Durchfithrung

Die verwendeten Lipide wurden von Avanti Polar Lipids (Alabaster/AL,
USA) gekauft. Dies sind 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
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(DMPC) und 1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DSPC). Zunéchst
werden die DMPC- und DSPC-Lipide getrennt in einem organischen
Losungsmittel (Dichloromethan: Methanol 2 : 1) gelost, so dass die Kon-
zentrationen der Lipide 10 mM betragen. Mit diesen 10 mM Losungen las-
sen sich die Lipidmischungen in den entsprechenden Verhiltnissen herstellen.
Durch den hohen Dampfdruck des organischen Lésungsmittels verdampft die-
ses, was durch einen auf die Losung gerichteten Stickstoffstrom beschleunigt
wird. Um sicher zu gehen, dass sdmtliche Dichloromethan— und Methanol-
Molekiile aus der Lipidmischung entfernt werden, werden die Proben fiir meh-
rere Stunden in einem Exsikkator, an den eine Vakuumpumpe angeschlossen
ist, aufbewahrt.

Im Anschluss daran werden die getrockneten Lipidmischungen in einem
1 mM FEthylen—diamin—tetraessigsiure—diamoniumsalz (EDTA), 5 mM
2-[4—(2-Hydrozyethyl)-1-piperazinyl-etan—sulfonsiure (HEPES) Puffer
(ph= 7.4) gelbst, so dass sich eine Lipidkonzentration von 10 mM einstellt.
Das EDTA bindet die Losung verunreinigendes Kalzium, das durch Wech-
selwirkungen mit den Lipiden die Messung verfilschen wiirde. EDTA wurde
von der Firma Fluka (Buchs, Schweiz) und HEPES von Sigma-Aldrich (St.
Louis/MO, USA) gekauft.

3.1.3 Monte Carlo Rechnungen zur Ermittlung der
Wirmekapazititskurven

Das vorgestellte Modell soll unter anderem zur Berechnung von Wiarmeka-
pazititsprofilen und zur Bestimmung des DMPC:DSPC Phasendiagramms
genutzt werden. Aus der Vorstellung des Modells ist bekannt, dass die Berech-
nungen auf einem hexagonalen Gitter der Grofle M x M (M € {2n : n € N})
durchgefiihrt werden. Zu Beginn einer jeden Berechnung muss die Matrix in-
itialisiert werden. Zunéchst werden die Gitterpunkte vollsténdig mit der Spe-
zies bedeckt, deren Anteil hoher ist. Im Fall einer dquimolaren DMPC:DSPC
Mischung wird DMPC gewahlt. Da DMPC— und DSPC-Lipide jeweils zwei
Lipidketten besitzen, sind in beiden Féllen zwei Ketten als miteinander ver-
bunden zu definieren. Sind die Gitterplitze durch (z, y) mit zy € {n € N} ge-
kennzeichnet, werden die Gitterplitze (z,y) und (z+1Ly) (z€{2n+1|jneNy})
als die chemischen Nachbarn gew&hlt. Im Anschluss daran miissen die Lipid-
ketten der verbleibenden Spezies auf der Matrix verteilt werden. Ein Gitter-
platz wird zufillig gewédhlt und mit der neuen Spezies bedeckt, wenn dieser
mit einer Kette der als erstes verteilten Spezies besetzt ist. Der chemische
Nachbar wird dann ebenso gedndert. Dies wird so oft durchgefiihrt, bis das
vorgegebene Verhiltnis von DMPC- zu DSPC-Ketten erreicht ist. Ob die
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Ketten sich im gelférmigen oder fluiden Zustand befinden, wird iiber eine
Zufallsabfrage bestimmt. Ein Boltzmannfaktor mit einer Energieinderung
von AG; = AH; — TAS; wird gebildet:

AG;
RT’

wobei A H; der Enthalpieunterschied, AS; der Entropieunterschied von einem
gelféormigen zu fluiden Zustand der Spezies 2 und 7" die Temperatur sind. Die
Kette wird in ihrem fluiden Zustand angenommen, falls P = HLK > RAN
ist. RAN ist hierbei eine Zufallszahl. Ansonsten wird die Kette in ihren
gelférmigen Zustand gesetzt.

Nach der Initialisierung muss das System in das thermodynamische Gleichge-
wicht gebracht werden. Das in Abschnitt (2.3.5) eingefiihrte Verfahren findet
hierbei Anwendung. Dabei ist festzulegen, in welcher Reihenfolge die Zu-
standsdnderungen von gelférmigen zu fluiden Lipiden oder umgekehrt, der
Austausch von Lipiden und die Rotation durchlaufen werden sollen, was den
Monte Carlo Zyklus definiert. Zunéchst wird M x M-mal ein Gitterplatz
zufillig ausgewahlt und abgefragt, ob der Zustand der darauf sitzenden Ket-
te verdndert werden soll; im Schnitt wird jede Kette einmal pro Zyklus auf
eine Zustandsinderung iiberpriift. Im Anschluss daran werden M x M-mal
zwei Lipide zufillig ausgesucht und gefragt, ob die betroffenen vier Ketten
ihre Plitze tauschen sollen (Lipidaustausch). Wéhrend des Equilibrierens
miissen die beiden Lipide nicht miteinander benachbart sein, sondern Aus-
tausche weit entfernter Lipide sind erlaubt. Dies fiihrt zu keinen Fehlern, da
es bei einer Monte Carlo Simulation darum geht, den Gleichgewichtszustand
zu finden. Dabei ist es egal, wie dieser Gleichgewichtszustand erreicht wird.
Zum Schluss eines Zykluses werden M x M-mal zwei benachbarte Lipide
gewahlt und gepriift, ob diese ihre Orientierungen um +60° &ndern sollen.
Nachdem das System ins Gleichgewicht gefunden hat, werden die Simulatio-
nen im Gleichgewicht fortgefiihrt. Hier liegt ein Unterschied zum Monte Carlo
Zyklus des Equilibrierens vor, da wahrend der Gleichgewichtsrechnungen nur
noch benachbarte Lipide ausgetauscht werden diirfen.

Jede spezielle Matrixkonfiguration, d.h. die Art und Weise wie die Lipidket-
ten auf dem hexagonalen Gitter angeordnet sind und in welchem Zustand
sie sich befinden, besitzt eine bestimmte Enthalpie. Diese ldsst sich nach
Abschn. 2.3.2 in einen konfigurationsabhéngigen und einen konfigurations-
unabhéngigen Anteil aufspalten. Der konfigurationsabhéngige Enthalpiewert
wird nach Durchlauf eines jeden Zykluses berechnet und ebenfalls wird die
Anzahl an fluiden Lipidketten insgesamt und nach den beiden Spezien auf-
geteilt gezédhlt. Die konfigurationsabhingige Enthalpie und deren Quadrat
werden nach Beendigung eines jeden Zykluses bestimmt und aufaddiert, so

K = exp— (3.3)
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dass nach Durchlauf aller Zyklen die Mittelwerte ermittelt werden kénnen
und iiber das Fluktuations-Dissipationstheorem (siehe Gleichung 2.55) der
Wirmekapazititswert berechnet werden kann. Je héher die Anzahl der Zy-
klen iiber die gemittelt wird ist, desto genauer sind die berechneten Mittel-
werte und damit auch der Wert der Warmekapazitit.

Aufgrund endlicher Prozessor-Geschwindigkeit ist es jedoch notwendig, die
Anzahl an Zyklen zu begrenzen. Die Fluktuationen des Systems hingen von
der Temperatur ab (siehe Kapitel 4), so dass in Abhéngigkeit der Temperatur
unterschiedliche Zyklenzahlen gewéhlt werden kénnen. Um die Umwandlung
herum sind die Fluktuationen am langsamsten, so dass um die Warmekapa-
zitdtsmaxima die Zyklenzahlen am gréfiten gewihlt werden miissen. In einem
Temperaturbereich von +4 K um die Wirmekapazititsmaxima? werden 10*
Zyklen zum Equilibrieren und 6-10* Zyklen wihrend der Gleichgewichtssimu-
lationen verwendet. In Temperaturbereichen die zwischen den Extremwerten
liegen, werden 7500 und 5-10* Zyklen genutzt. Fiir die verbleibenden Tempe-
raturen werden anfangs 7500 und anschliefend 3.5 - 10* Zyklen durchlaufen.
Ein weiterer kritischer Punkt der Simulationen ist die Matrixgréfle. Eine
minimale Gréfle ist erforderlich, ab der eine weitere Vergréflerung der Ma-
trix nur noch geringe Verdnderungen der Wiarmekapazitatskurven bewirkt.
Dies ist die sogenannte ,finite size“ Skalierung. Sie macht dariiber eine Aus-
sage, wie grof} das System gew#hlt werden muss, um damit experimentell
beobachtbare Groflen gut beschreiben zu kénnen. Sugdr et al. haben in ihrer
Arbeit solche Mindestgréfien angegeben [79]. Es werden jedoch grofiere Matri-
zen als notwendig gewihlt [79]. Fiir die DMPC:DSPC-Mischungsverhiltnisse
70 : 30, 60 : 40, 50 : 50, 40 : 60 und 30 : 70 wird eine 60 x 60—Matrix genutzt.
Fiir die Verhéltnisse 90 : 10, 80 : 20, 20 : 80 und 10 : 90 ist eine Grofle von
100 x 100 festgelegt.

3.2 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

In der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) werden Korrelationen von
gemessenen Fluoreszenzintensitéitsfluktuationen zur Bestimmung von zeitab-
héngigen Prozessen genutzt [20, 46]. Unter anderem lassen sich Diffusions-
prozesse beobachten und analysieren [5, 46]. In dieser Arbeit soll die FCS
zum Studium der lateralen Diffusion in dem DMPC:DSPC Lipidsystem ge-
nutzt werden. Zu Beginn dieses Abschnitts gibt es eine Einfiihrung in die FCS
und das dahinter stehende mathematische Konzept wird vorgestellt. Danach

2 Da, es sich um ein zweikomponentiges Lipidsystem handelt, ergeben sich je nach Mi-
schungsverhéltnis bis zu zwei Warmekapazititsmaxima.
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werden sowohl die experimentellen als auch die theoretischen Verfahren vor-
gestellt.

3.2.1 Einfiihrung in die FCS

In der FCS werden fluoreszierende Marker, die sich in einem Laserfokus be-
finden, durch das Laserlicht einer Wellenlinge \; angeregt, so dass sie nach
einer Zeit 7; Photonen der Wellenldnge Ay mit \; < Ay emittieren. Dies
fiihrt zu einem Signal F(t), das iiber die Zeit verfolgt werden kann. Eine
Autokorrelation dieses Fluoreszenzsignals fiihrt auf:

<F@OQ)Ft+71)> <OF(t) 0F(t+ 1) >
Glr) = <F(t)>2 * < F(t) >2 ’

(3.4)

wobei dF(t) = F(t)— < F(t') > die Schwankung des Signals zur Zeit ¢ um
den Intensititsmittelwert < F'(t') > darstellt.

Aus Gleichung (3.4) ist zu erkennen, dass es physikalisch keinen Unterschied
macht, ob das Signal selbst oder dessen Fluktuationenen miteinander kor-
reliert werden. Das Ergebnis unterscheidet sich lediglich um einen additiven
Term von Eins.

Im Folgenden werden deshalb nur die Intensitétsfluktuationen betrachtet und
die Korrelationsfunktion G ¢ (7) mit

_ <OF()OF(t+T1)>
B < F(t) >2

Grua(r) = G(1) — 1 (3.5)

wird berechnet. Die Normierung durch den quadrierten Mittelwert < F'(t) >
ist zunéchst einmal als willkiirlich anzusehen, erweist sich aber weiter unten
als sinnvoll.

Das Intensitétssignal hingt davon ab, wieviele Label sich zu einem gegebenen
Zeitpunkt in dem Laserfokus aufhalten. Dies bedeutet, dass die Markerkon-
zentration an einem bestimmten Ort zu einer bestimmten Zeit C(7,t) in ein
Integral iiber den Raum eingehen muss. Insgesamt ergibt sich die Fluores-
zenzintensitit zu:

Flt) = k- Q /V CEF(7) - I(7) - C(71) dV. (3.6)

In Gleichung (3.6) gibt der Faktor x an, wie effizient der gesamte experimen-
telle Aufbau ist. () ist das Ma$B fiir die Quantenausbeute der Label, CEF ()
beschreibt die Wahrscheinlichkeit ein Signal zu detektieren und I(7) stellt
die Laserintensitét dar.
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Mit I,,, = CEF(7) - I(7) vereinfacht sich (3.6) zu:

Flt)=r-0Q /V Ln(7) - C(F.1) AV (3.7)

Der analytische Ausdruck fiir die Fluktuationen des Signales lédsst sich in
Abhéngigkeit der Konzentrationsfluktuationen schreiben:

SE() = k- Q /V Lo (7) - 6C(7.1) dV (3.9)

Die Autokorrelation der Fluktuationen fiihrt auf:
<OF()OF(t+71) >
< F(t) >?
fv fv' Lo (P) Lo (T') < 6C(7,1)0C (7', t + 1) > dVdV’(?).g)
(fir Lem(P) < O(F,8) > dV)?

3

Gfluct (T) =

Werden die Konzentrationsfluktuationen durch Diffusion® verursacht, ldsst

sich iiber das zweite Ficksche Gesetz
d

0C(,1) = D -V?SC(F, 1)

ein Ausdruck fiir die Konzentrationskorrelation (®(7, 7', ¢)) finden [20]:
<C> (=)

CI)F,FI,T =<5CF,t(SC’F’,t+T >S— " " _.e "aD7 . 3.10
( ) (raoct ) 4-7D-71)3 (8.10)

Dabei ist < C' > der Mittelwert der Konzentration. Der Laserfokus wird durch
ein gauBférmiges Profil wiedergegeben [5]:

72'm2+y2 .22

Iem=kK-Q-Iy-e so.e %, (3.11)

wobei rg und zy die lateralen bzw. axialen Abstinde sind, bei denen die
zugehorigen Exponentialwerte jeweils auf e™2 abgefallen sind. Diese Werte
definieren ein fokales Volumen Vy,. = 7313 2.

Werden nun (3.10) und (3.11) in (3.9) eingesetzt und numerisch ausgewertet,
ergibt sich nach [5]:

Gt (7) . ( ! ) L ), ()

:Vfoc-<0> 1+%

3 Es wird hier von einer isotropen Diffusion in drei Dimensionen ausgegangen.
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mit )
7o

5 (3.13)

< N >= Vjoer < C > ist die durchschnittliche Anzahl an im konfokalen Vo-
lumen Vy,. zu findenden Labeln. Somit ergibt sich fiir den Fall der dreidi-
mensionalen isotropen Diffusion:

Ghner(T) 1 ( L ) L ) (3.14)

Td =

ngTd
Die Zeitgrofle 7, ist die Zeit, die ein Label bendétigt, durch das konfokale
Volumen zu diffundieren.

Im Fall lateraler Diffusion (2-dimensional) vereinfacht sich die Autokorrela-

tionsfunktion wegen (zo > ry) zu [20, 46]:

Gonet(7) ! ( ! ) (3.15)

T<N> 1+%

Aus den Ausdriicken fiir die berechneten Autokorrelationen (3.14, 3.15) ist zu
erkennen, dass durch die Analyse der Fluktuationen des Fluoreszenzsignales
eine Aussage iiber den Diffusionskoeffizienten des diffundierenden Fluores-
zenzlabels getroffen werden kann. Aus Gleichung (3.13) ist ersichtlich, dass
sich der Diffusionskoeffizient durch

_r

T 4r
berechnet. Die fiir den drei— und zweidimensionalen Fall vorgestellten Aus-
driicke gelten fiir normale Diffusion. Sollte anomale Diffusion auftreten, bei
der sich das MSD nicht linear mit der Zeit veréindert (siehe Abschnitt 2.1),
muss eine Modifizierung vorgenommen werden. Dann gilt nach [77]:

1 1
Gl (7) ( ) : (3.17)

T <N> 14+ &
To

(3.16)

wobei I' der Transportkoeffizient ist.

Bis hier wurden Systeme mit nur einer charakteristischen Diffusionszeit be-
trachtet. Kommen zwei verschiedene Diffusionszeiten vor, so ist der Ausdruck
fiir die Autokorrelationsfunktion zu modifizieren. Es ergibt sich ein Ausdruck,
in dem die beiden Diffusionszeiten 74; und 749 und das Verhéltnis Y, der
beiden diffundierenden Spezien zueinander, einflieflen [39]:

G 2oy (T) . ( Yo I_Y). (3.18)

T <N> T+ = 1+

Td,2
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3.2.2 Experimenteller Aufbau fiir die FCS

Die FCS-Messungen werden durch einen konfokalen Aufbau realisiert wie ihn
Abb.(3.2) darstellt. Ein entscheidender Vorteil der konfokalen Realisierung
liegt darin, dass ein kleines Volumenelement V. definiert werden kann.

Abbildung 3.2: Prinzipielle Anordnung des fiir die FCS verwendeten konfo-
kalen Aufbaus.

Ein Nd:Yag Laser der Firma Crysta Laser (Reno/NV, USA) mit einem Emis-
sionsmaximum von 532 nm (griin) strahlt kohérentes, linear polarisiertes
Laserlicht durch ein Linsensystem auf einen dichroitischen Spiegel. Dieser re-
flektiert den grofiten Anteil der vom Laser kommenden Photonen in ein Was-
serimmersionsobjektiv (numerische Apertur NA = 1.2) der Firma Olympus
Optical Com. (Hamburg, D). Fluoreszenzmarker, die sich im Fokus befinden,
emittieren Photonen einer im Vergleich zum Laserlicht grofleren Wellenlénge.
Fluoreszenzlicht wird anschliessend wieder im Objektiv gesammelt und trifft
wiederum auf den dichroitischen Spiegel. Diesmal findet mit einer héheren
Wahrscheinlichkeit Transmission statt. Durch eine Lochblende?, die sich in
dem folgenden Teil des Strahlengangs befindet, wird das konfokale Messvo-
lumen definiert. Ein kleinerer Lochdurchmesser bewirkt dabei ein kleineres
konfokales Messvolumen V},.. Anschlieend werden die Photonen, je nach

4 Bei dem hier verwendeten Aufbau sind Lochblenden mit Durchmessern von 100 um,
50 pm oder 30 pum einstellbar.
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Art ihrer Polarisierung, von einer der beiden Avalanche Photodioden®, wel-
che von der Firma Perkin Elmer (Boston/MA, USA) stammen und die Pho-
tonen in einem Spektralbereich von 400 nm bis 1060 nm detektieren kénnen,
registriert. Die Signale der Photodioden werden dann mittels einer Korrela-
torkarte von Correlator.Com (Bridgewater/NJ, USA) autokorreliert.

Die aufgenommenen Autokorrelationskurven lassen sich dann iiber die in
Abschnitt 3.2.1 vorgestellten Gleichungen (3.12) und (3.15) beschreiben und
die Diffusionszeiten konnen daraus ermittelt werden.

Da die laterale Diffusionszeit von der Grofle des Radius 7y abhéngt und sich
dieser durch nur kleinste Verdnderungen der Systemjustierung &dndert, ist
dieser Radius vor jeder Messung zu bestimmen.

3.2.3 Probenpriparation fiir die FCS-Messungen

Der Diffusionskoeffizient von in destilliertem Wasser geléstem Rhodamin ist
durch experimentelle Ergebnisse gut bekannt (D ghodamin = 3 - 107¢ cm?/s)
und kann als Standard zur Bestimmung des Fokusradiuses ro dienen [39].
Rhodamin R-634 wurde von Molecular Probes (Eugene/OR, USA) ge-
kauft. Dieser Farbstoff besitzt sein Absorptionsmaximum bei einer Wel-
lenldinge von %S . = 528 nm und sein Emissionsmaximum liegt bei

o damin = D51 nm. Die Struktur von Rhodamin R-634 wird in Abb. (3.3)
dargestellt. Das in Pulverform vorliegende Rhodamin wird mit einer Konzen-

Rhodamin

CHBCHENH

Abbildung 3.3: Chemische Struktur des Farbstoffs Rhodamin.

tration von 10~® mol/l in bidestilliertem Wasser geldst. Vor jeder Messung
wird mit dieser Basislosung eine 10~ mol/l Losung angesetzt.

5 Fiir die in dieser Arbeit betrachteten Diffusionsprozesse ist die Trennung der beiden
Polarisationsrichtungen nicht notig. Die Aufnahme beider Polarisationsrichtungen wird
aber bereits hier vorgenommen, da der Aufbau prinzipiell auch fiir Rotationsstudien
genutzt werden soll (siehe Abschnitt 6.2).
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Als Fluoreszenzmarker wird fiir die Lipidmembranmessungen N—(6-
tetra-methylrhodaminethiocarbamoyl)—  1,2-dihexadecanoyl-sn—glycero-3 -~
phospho—ethanolamine,triethylammonium Salz (TRITC DHPE) von Mole-
cular Probes (Eugene/Oregon, USA) verwendet. Die Struktur dieses Farb-
stoffes ist in Abb. (3.4) dargestellt. Er absorbiert maximal bei einer Wel-
lenléinge von A%%... = 540 nm und sein Emissionsmaximum liegt bei ei-
ner Wellenldnge von A%, = 566 nm. 5 ul des in einer 2 : 1 Dichlo-

TRITC DHPE (cH

+
[CHSCHE)BNH

1]
CHg(CH,)y , —C=OCH,
CHy(CH,), ,~C—OCH O
O CH,0=P ~OCH,CHNH—~C
0 S

Abbildung 3.4: Chemische Struktur des Farbstoffes TRITC DHPE.

romethan: Methanol Losung geldsten Farbstoffes (¢ = 1072 mol/1) wird
mit 2 ml einer 10 mM Lipidlésung vermischt. Die Lipide sind in Dichlo-
romethan:Methanol (2:1) gelost und es werden 1,2-Dilauroyl-sn-Glycero-
3-Phosphocholine (DLPC) und 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
(DPPC) von Avanti Polar Lipids (Alabaster/AL, USA) verwendet. Im An-
schluss daran werden 10 ul dieser Lipidfarbstofiosung langsam auf ein Quarz-
glas (Firma Plano (Wetzlar/D)), dass in einem Ultraschallbad mit Azeton
und bidestilliertem Wasser gereinigt wurde, gegeben und mit Hilfe eines auf
die Probe gerichteten Stickstoffstrahls wird das Abdampfen des organischen
Losungsmittels beschleunigt. Abschlieflend kommt die Probe fiir mehrere
Stunden in einen unter Vakuum stehenden Exsikkator, wobei die Vakuum-
pumpe die gesamte Zeit iiber angeschlossen bleibt. Insgesamt bilden sich
mehrere hundert Lipiddoppelschichten aus.

Vor den Messungen an den planaren Membranen miissen diese hydratisiert
werden. Ein Tropfen bidestilliertes Wasser wird auf die Lipidschichten gege-
ben und die Proben werden auf ca. 333 K erhitzt, abgekiihlt, wieder erhitzt
und erneut abgekiihlt. Wahrend der Messungen ist darauf zu achten, dass
die Probe nicht austrocknet.
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3.2.4 Simulation der FCS Experimente

Aus Experimenten ist bekannt, dass gelférmige Lipide im Vergleich zu flui-
den Lipiden um ungefihr einen Faktor 100 langsamer diffundieren [39]. Dies
wird in das Modell derart aufgenommen, dass die Diffusion von vier geordne-
ten Ketten 100-mal unwahrscheinlicher ist als die Diffusion von vier fluiden
Ketten. Befinden sich drei der vier Ketten im gelférmigen Zustand, so ist
die Wahrscheinlichkeit um 1/75 gegeniiber der Diffusion vier fluiden Lipid-
ketten reduziert. Zwei gelférmige Ketten bewirken eine Reduktion der Wahr-
scheinlichkeit auf 1/50 und eine gelférmige Kette um 1/25. Zum Studium der
Diffusion ist unter anderem die FCS gewé&hlt.

Die Simulation der FCS-Experimente funktioniert prinzipiell dhnlich wie die
der Wirmekapazitéitsberechnungen (s. Absch. 3.1.3). Eine Ausgangskonfigu-
ration wird gebildet, das System iiber 10* Zyklen ins Gleichgewicht gebracht
und nach weiteren 10* Zyklen im Gleichgewicht werden die Fluoreszenzsi-
gnale aufgenommen. Zu Beginn der Simulation im equilibrierten Zustand
wird eine vorgegebene Anzahl an Ketten zufillig und als fluoreszierend mar-
kiert. Diesen Ketten werden keine weitere Eigenschaften zugesprochen, d.h.
sie verhalten sich so, wie durch die charakteristischen Energien der jeweiligen
Spezies vorgegeben.

Die Intensitdten werden nach jeder Durchfiihrung der Diffusionsabfrage (Li-
pidaustausche und Rotationen) aufgenommen. Die Intensititen berechnen
sich aus dem bekannten Gaufiprofil

_ 2 _ 2
I=1,- exp (_2 ($ xFoc) + (y yFoc) >’

2
7o

wobei I gleich Eins gesetzt wird, (z,y) die Koordinaten des Fluoreszenz-
markers und (Zgoe, Yroe) die Koordinaten des Fokusmittelpunkts sind. Ab-
bildung (3.5) zeigt eine Lipidanordnung aus einer Rechnung (siche Kapitel
4.3 und 5.1.1) in der Fluoreszenzmarker (weifle ausgefiillte Kreise) auf der
Matrix verteilt sind. Die schwarzen Ringe stellen das gaufiférmige Profil des
Laserfokus dar. Fiir jedes Label ergibt sich eine Intensitét

Ii _ 6:13p<—2 (Jh — -77Foc)2 _; (yz - yFoc)2> .
o

(x;,y;) ist dabei die Koordinate des i—ten Fluoreszenzmarkers. Durch Sum-

mation der Einzelintensitéiten ldsst sich das gesamte Fluoreszenzsignal be-

stimmen (Iges = ). I;). Bei der Simulation wird von instantaner Fluoreszenz

ausgegangen, d.h. ein Fluoreszenzlabel kann direkt nach der Absorption eines

Photons fluoreszieren.
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Abbildung 3.5: Schnappschuss einer Lipidanordnung wie er in den Abschnit-
ten 8.5 und 4.8 ausfihrlich diskutiert wird. Der gaufiformige Laserfokus wird
durch die schwarzen konzentrischen Kreisen angedeutet. Die weiflen aus-
gefiillten Kreise reprisentieren die Fluoreszenzmarker.

3.3 Single-Particle Tracking

In den im letzten Abschnitt beschriebenen Fluoreszenzkorrelationsspektro-
skopiesimulationen sind Informationen iiber die Position der Label auto-
matisch enthalten. Die Positionen der diffundierenden Ketten konnen wie
im SPT zeitlich verfolgt und die entsprechenden Daten kénnen parallel zur
FCS-Simulation gesammelt werden. Nachdem das System in das Gleichge-
wicht gebracht ist und die Gleichgewichtsberechnungen beginnen, werden pro
Rechnung vier Lipidketten zufillig ausgewahlt und mit Beginn der Sammlung
der Fluoreszenzdaten werden nach jedem Diffusionsschritt die Position, der
Zustand und insbesondere die relative Positionsénderung der vier Lipidketten
zu ihrer Ausgangsposition, die sie zu Beginn der Gleichgewichtsberechnung
hatten, bestimmt.

Mit diesen Daten soll unter anderem das MSD berechnet werden. Dabei reicht
es nicht aus, nur die Position der Kette auf der Matrix zu unterschiedlichen
Zeiten zu kennen, sondern die Anwendung der periodischen Randbedingun-
gen muss Beriicksichtigung finden. Aufgrund der periodischen Randbedin-
gungen ist die Position einer Kette auf einen bestimmten Bereich, der durch
die GittergréBe definiert ist, beschrénkt. Eine diffundierende Kette kann sich
aber eigentlich weiter von dem Ausgangspunkt entfernen, als dies durch die
Position auf dem hexagonalen Gitter vorgegeben wird. Dies ist sich derart
vorzustellen, dass eine Kette von einer Matrix in eine andere identische Ma-
trix diffundiert. Das Verlassen der Ursprungsmatrix wird durch die Ermitt-
lung der relativen Positionsdnderung beriicksichtigt.

Zur Berechnung des MSD stehen prinzipiell zwei Methoden zur Verfiigung.
Die eine Moglichkeit wird ,, Mittelung iiber unabhéngige Paare“ und die zwei-
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te Methode ,,Mittelung iiber alle Paare“ bezeichnet [68].

Es seien N Positionen zwischen denen jeweils ein Zeitintervall von At liegt,
aufgenommen worden, dann wird das MSD bei der Methode iiber ,,Mittelung
iiber unabhingige Paare“ durch

—_

<r*(n) >;= E=y Z (F(n-i) —F(n-i—n))? (3.19)

n

bestimmt. Hierbei ist n die Zeit in Einheiten des Zeitintervalles At und [%]
gibt die groBte ganze Zahl Ny an, fiir die N; < [#=1] gilt. #(n-i) und #(n-i—n)
sind die Positionen des diffundierenden Teilchens zu den Zeiten n - 7 und
(n-i—n).

Der Name der ,Mittelung iiber unabhéngige Paare“ kommt daher, dass iiber
N unabhéngige Segmente gemittelt wird (siehe oberes Bild in Abb. 3.6). Die

Mittelung Gber unabhangige Paare

At =2
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Abbildung 3.6: Oben: Das Prinzip der ,Mittelung tiber unabhdingige Paare”
wird fir Zeiten At = 2 und At = 3 dargestellt. Unten: Die ,Methode tiber alle
Paare” nutzt wesentlich mehr Paare, als bei der oben vorgestellten Methode.
Hier sind die einzelnen Segmente stark miteinander korreliert.

eben vorgestellte Mittelungsmethode nutzt Segmente die kaum miteinander



KAPITEL 3. MATERIALIEN UND METHODEN 46

korreliert sind. Bei der ,Mittelung iiber alle Paare® werden zusitzliche Paa-
re genutzt, die bei der ,Mittelung iiber unabhéngige Paare® nicht benutzt
werden (s. untere Graphik in Abb. 3.6). Die einzelnen Segmente sind dann
aber stark korreliert. Bei N Positionsmessungen stehen dann zu gegebenem
n Ny = N —n Werte, iiber die gemittelt wird, zur Verfiigung:

Na-1

<72 (n) >,= A > 7+ n) — 7). (3.20)

1=0

Eine Monte Carlo Studie von Saxton [68] zeigt, dass die ,Methode der Mit-
telung iiber alle Paare“ gegeniiber der ,,Mittelung {iber unabhéngige Paare®
bessere Ergebnisse liefert. Aus diesem Grund werden in dieser Arbeit die
MSDs mittels Gleichung (3.20) berechnet.

Mittels des Verfolgens der vier zufillig gewihlten Ketten soll aber nicht nur
deren Positionsspur ermittelt werden, vielmehr wird nach Beendigung eines
jeden Diffusionsschrittes auch berechnet, welches Fluoreszenzsignal die Ket-
te an der jeweiligen Position abgeben wiirde, wire sie als Fluoreszenzlabel
markiert. Dies erlaubt das Aufnehmen einer Einzelmolekiilfluoreszenzspur.
Ein Signal wird auch dann aufgenommen, wenn es sich, was die Berechnung
des MSDs angeht, nicht mehr in der Ursprungsmatrix aufhilt. Dies fiihrt zu
keinem Fehler, da bei der FCS nur die Diffusionszeit durch den Fokus von
Bedeutung ist (siehe Abschn. 3.2.1).



Kapitel 4

Waiarmekapazitiaten und
Doméanenbildung

In diesem Abschnitt soll dargestellt werden, dass das in Abschnitt 2.3 ein-
gefithrte Modell zur Beschreibung experimenteller Wiarmekapazitéitsprofile
benutzt werden kann. Die in Abschnitt 2.3.3 eingefiihrten Parameter sind ge-
rade so gewihlt, dass sich damit DMPC:DSPC Lipidmischungen beschreiben
lassen. Bevor jedoch auf den Vergleich der theoretischen und experimentel-
len Warmekapazitdatskurven eingegangen wird, werden theoretische Ergeb-
nisse prisentiert, die den Zusammenhang der in dem System auftretenden
Fluktuationen mit den Warmekapazititskurven verdeutlichen.

Im Anschluss daran wird auf die Ausbildung von Doménen, wie sie im Ex-
periment und in den Simulationen beobachtbar sind, eingegangen. In die-
sem Kontext sollen Matrixschnappschiisse, die die Lipidanordnung einer be-
stimmten Konfiguration wiedergeben, den Schmelzprozess der Lipidmembra-
nen verdeutlichen. Ein Zusammenhang mit dem Phasendiagramm wird eben-
falls aufgestellt.

Den Abschluss bildet eine Diskussion des Modells und seiner Aussagen. Dabei
wird auch auf das DMPC:DSPC Phasendiagramm eingegangen.

4.1 Wairmekapazititen und Fluktuationen

Die Methode der Monte Carlo Simulation kann ein System von einem Nicht-
gleichgewichts— in einen Gleichgewichtszustand bringen. Im Gleichgewicht
fluktuieren Systemgrofien wie die Enthalpie oder die Anzahl an fluiden Ketten
um einen Mittelwert. Wie in Abschnitt 2.3.2 gezeigt, 148t sich die Systemener-
gie in einen konfigurationsunabhéngigen und einen konfigurationsabhingigen
Anteil aufteilen. Dies gilt auch fiir die Gesamtenthalpie.

47
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Abbildung (4.1) zeigt den konfigurationsabhidngigen Enthalpieverlauf einer
DMPC:DSPC? 50:50 Mischung bei einer Temperatur von 304 K. Ausgehend
von der initialisierten 60 x 60-Matrix geht das Lipidsystem wé&hrend der
ersten 1000 Monte Carlo Zyklen von seinem Nichtgleichgewichtszustand in
seinen Gleichgewichtszustand iiber (obere Graphik in Abb. 4.1) und weitere
9000 durchgefiihrte Zyklen gewihrleisten, dass sich das System tatséchlich
im Gleichgewicht befindet.
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Abbildung 4.1: Oben: Uber die ersten 2000 Zyklen ist der Enthalpiever-
lauf einer DMPC:DSPC 50 : 50 Mischung bei einer Temperatur von 304 K
wdhrend des Equilibrierens gezeigt. Unten: Die gesamten Enthalpiefluktua-
tionen wdihrend der Gleichgewichtsfindung und im Gleichgewicht sind darge-
stellt. Die beige Kurve gibt den Verlauf wihrend der Gleichgewichtsfindung,
aus dem der obige Ausschnitt stammt, wieder und der blaue Kurvenverlauf
stellt die Fluktuationen um den Gleichgewichtswert der Enthalpie dar.

! Es sei nochmals darauf hingewiesen, dass die Modellparameter so gew#hlt wurden, dass
sich damit DMPC:DSPC Lipidmischungen beschreiben lassen.



KAPITEL 4. WARMEKAPAZITATEN UND DOMANENBILDUNG 49

Im Anschluss an die Equilibrierung sind die Enthalpieschwankungen um den
Mittelwert deutlich erkennbar (blauer Kurvenverlauf in Abb. 4.1). Die Fluk-
tuationen sind temperaturabhingig, was in den beiden Graphiken der Abbil-
dung 4.2 dargestellt wird. Bei der geringsten (7'=292 K) und héchsten Tem-
peratur (7'=325 K) sind sowohl die Fluktuationen der Enthalpie als auch die
Schwankungen der Anzahl der fluiden Ketten gering. Diese Verédnderungen
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Abbildung 4.2: Oben: Fluktuationen der Enthalpie einer DMPC:DSPC 50:50
Mischung fiir verschiedene Temperaturen. Die Kurven bei den Temperaturen
304 K und 317 K zeigen grofie und langsame Fluktuationen. Bei diesen Tem-
peraturen befindet sich die Wirmekapazitit (siehe Abb. 4.4) jeweils in einem
Mazimum. Unten: Die Anzahl an fluiden Lipidketten ist gegen die Zeit auf-
getragen und zeigen in Abhdngigkeit der Temperatur unterschiedlich schnelle
und grofle Fluktuationen.

wirken sich auch auf die Enthalpiefluktuationen aus, weil eine fluide Kette
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im Vergleich zu einer gelférmigen Kette eine hohere Enthalpie besitzt.

Bei einer Temperatur von 310 K lassen sich in Abb. 4.2 gréflere und lang-
samere Fluktuationen als bei 7'=292 K und 7' = 325 K beobachten. Diese
Fluktuationen sind aber im Vergleich zu denen bei den Temperaturen 304 K
und 317 K schneller und schwécher. Bei den letztgenannten Temperaturen
befindet sich die Warmekapazititskurve jeweils in einem lokalen Maximum
(Abb. 4.4) und die Fluktuationen sind stark und langsam.

Die Fluktuationen der fluiden Ketten enthalten einen weiteren Zusammen-
hang, der in Abb. 4.3 dargestellt ist. Dort sind die Schwankungen der Anzahl
an fluiden Ketten nach den beiden Spezien getrennt gezeigt. Die eine Gra-
phik stellt die Fluktuationen bei einer Temperatur von 304 K und die andere
Graphik die Schwankungen bei 7'=317 K dar. Bei der niedrigeren Tempera-
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Abbildung 4.3: Die sich zeitlich dndernde Anzahl der fluiden DMPC- (rote
Kurven) und DSPC-Ketten (blaue Kurven) sind fir die Temperaturen 304 K
(oben) und 317 K (unten) abgebildet.

tur zeigt hauptsichlich der Verlauf der Zahl an fluilen DMPC-Ketten hohe
und langsame Fluktuationen und bei der héheren Temperatur gilt dies fiir
die Anzahl an fluiden DSPC-Ketten. Zum Verstédndnis dieses Phinomens ist
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eine detailierte Betrachtung der Schmelzumwandlung und des dazugehdrigen
Wirmekapazitatsprofils notwendig.

Uber das Fluktuations-Dissipations Theorem (Gl. 2.55) kénnen die Fluk-
tuationen der Enthalpie mit dem Wéarmekapazitétsprofil in Verbindung ge-
bracht werden. Das aus dem Fluktuations—Dissipations Theorem berechnete
Wirmekapazitétsprofil einer Aquimolaren DMPC:DSPC Lipidmischung ist in
Abb. 4.4 gezeigt. Wird der Kurvenverlauf mit den beschriebenen Fluktuatio-
nen verglichen, wird der Zusammenhang von Fluktuationen und Warmekapa-
zitdten deutlich. In einem zweikomponentigen Lipidsystem bilden sich bis zu
zwei Wiarmekapazitidtsmaxima aus (Theorie der regulidren Losung, Abschnitt
2.2.2), was bei einer DMPC:DSPC 50 : 50 Mischung zu beobachten ist. Die
Maxima treten bei Temperaturen von ungefihr 304 K und 317 K auf. Das
sind gerade die Temperaturen bei denen grofle und langsame Fluktuationen
zu beobachten sind (Abb. 4.3). Da die reinen Lipidmembranen unterschied-
liche Schmelztemperaturen besitzen, sind beim ersten Warmekapazitdatsma-
ximum (7'=304 K) die Fluktuationen in der Anzahl an fluiden Lipidketten
von der Spezies mit der niedrigeren Schmelztemperatur (DMPC) gréfer und
langsamer als die Fluktuationen in der Anzahl an fluiden Ketten der Spezies
(DSPC), die bei einer héheren Temperatur ihren Umwandlungsmittelpunkt
besitzt. Beim zweiten Wirmekapazitdtsmaximum (7'=317 K) sind die Fluk-
tuationen in der Anzahl an fluiden Ketten der bei einer hheren Temperatur
schmelzenden Lipidspezies (DSPC) grofler und langsamer (Abb. 4.3).

Bei den Temperaturen 292 K und 325 K sind die Warmekapazititswerte klein
und bei diesen Temperaturen sind die Schwankungen der Enthalpie und in
der Anzahl der fluiden Lipidketten gering und schnell. Der c,~Wert bei einer
Temperatur von T'=310 K erklirt die beobachtbaren Fluktuationen.

In Abb. 4.4 ist der Enthalpieverlauf, der den konfigurationsabhéingigen Ent-
halpiemittelwert einer DMPC:DSPC 50:50 Mischung zur jeweiligen Tempe-
ratur wiedergibt, dargestellt. Differentiation dieses Enthalpieverlaufs sollte
dem Warmekapazititsverlauf des durch das Fluktuations—Dissipations Theo-
rem berechneten Profils entsprechen. In Abb. 4.4 ist die durch die Ableitung
der Enthalpien erhaltene Wirmekapazititskurve wiedergegeben und kann
mit der durch das Fluktuations-Dissipations Theorem berechneten c,~Kurve
verglichen werden. Die beiden Wirmekapazititsprofile zeigen eine gute Uber-
einstimmung. Die auftretenden Abweichungen lassen sich zum Einen durch
die begrenzte Statistik, die mit der endlichen Anzahl an Monte Carlo Zyklen
zusammenhéngt und zum Anderen durch die diskreten Enthalpiewerte und
den damit bedingten Differentiationsfehlern? erkliren.

2 Strenggenommen handelt es sich hier um eine Differenzenquotientenbildung und nicht
um eine Differentiation.
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Abbildung 4.4: Oben: Die durch das Fluktuations—Dissipations Theorem (o)
und durch Differentiation des Enthalpieverlaufs (+) erhaltenen Wirmeka-
pazititsprofile sind fiir ein dquimolares DMPC:DSPC Mischungsverhdltnis
abgebildet. Unten: Der Enthalpieverlauf ist aufgetragen.

Die hier am Beispiel der dquimolaren Lipidmischung erlduterten Zusam-
menhénge gelten fiir alle in Abschnitt 3.1.3 genannten Lipidmischungen. Die
Enthalpieverldufe, die durch Differenzieren dieser Enthalpieverlidufe erhalte-
nen Wirmekapazitdten und die aus dem Fluktuations—Dissipations Theorem
berechneten c¢,~Kurven sind fiir die erwdhnten DMPC:DSPC Lipidmischung-
en in Anhang A dargestellt.

4.2 Vergleich von theoretischen und experi-
mentellen Wirmekapazitéitsprofilen

Die Parameter, die die Form der Wiarmekapazitdtskurven und somit die
Hohe der Fluktuationen bei einer bestimmten Temperatur vorgeben, sind so
gewihlt, dass sich das Verhalten des experimentellen DMPC:DSPC Lipidsy-
stems gut beschreiben ldsst. Die theoretischen und experimentellen Wirme-
kapazititskurven, aber auch die Phasendiagramme kénnen miteinander ver-
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glichen werden.
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Abbildung 4.5: Die normierten theoretischen und experimentellen Wdrme-
kapzititskurven sind fir verschiedene DMPC:DSPC Mischungsverhdltnisse
dargestellt. Die durchgezogenen Kurven geben den gemessenen und die Mar-
ker den berechneten Verlauf wieder.
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In Abbildung 4.5 sind die neun aus dem Fluktuations—Dissipations Theorem
berechneten Kurven mit ihren dazugehorigen experimentellen Wiarmekapa-
zitatsprofilen in einem Temperaturbereich von 290 K bis 330 K gezeigt. Die
Ordinate, die die Warmekapazititen wiedergibt ist jeweils auf das globale
Maximum normiert. In Anhang A sind alle experimentellen und theoreti-
schen Kurven im Detail abgebildet, aus denen sich auch die Absolutwerte
entnehmen lassen. Die hier gewéhlte Darstellung ermoglicht es, die Verschie-
bungen der Wirmekapazitdtsmaxima der verschiedenen Mischungsverhalt-
nisse untereinander zu vergleichen. Da es sich um ein zweikomponentiges
Lipidsystem handelt sind bis zu zwei Wiarmekapazitdtsmaxima erkennbar.
Fiir hohe DMPC- oder hohe DSPC—Anteile bildet sich jedoch nur ein er-
kennbarer Extremwert aus. Insgesamt ldsst sich feststellen, dass je hther der
Anteil der DSPC Lipide, desto stiarker ist das bei hoheren Temperaturen
liegende Maximum ausgebildet und umso weiter ist es zu hoheren Tempera-
turen verschoben. Je geringer der Anteil an DMPC-Lipiden, desto kleiner ist
das sich bei niedrigeren Temperaturen befindende lokale Maximum und um
so weiter riickt es zu hoheren Temperaturen.

Im Groflen und Ganzen lassen sich die experimentellen Kurven gut durch
die theoretischen Warmekapazititsprofile beschreiben. Die Peaks sind leicht
verschoben und der Abfall der theoretischen Kurven ist oftmals nicht so
scharf, wie es die gemessenen Profile erkennen lassen. Die moglichen Griinde
fiir das Abweichen werden in Abschnitt 4.5 diskutiert.

An dieser Stelle soll aber bereits auf die beiden Wirmekapazititsverlaufe
bei einer DMPC:DSPC 20 : 80 Mischung eingegangen werden. Bei dieser Mi-
schung unterscheiden sich die berechneten und gemessenen Kurven stark. Die
Temperatur bei der die Warmekapazitit maximal ist, ist gegeniiber dem Ex-
tremwert des theoretischen Warmekapazitatsprofils um ungefihr AT =42 K
verschoben. Die experimentelle Kurve wurde mehrmals gemessen und es
ergab sich jeweils ein Verlauf, bei dem die beiden Maxima um ungefihr
AT =2 K auseinanderlagen. Sugér et al. [79, 80] zeigen in ihren Veroffent-
lichungen einen experimentellen Wiarmekapazitiatsverlauf zur DMPC:DSPC
20 : 80 Mischung, der mit der theoretischen Kurve gut iibereinstimmt. Der
Grund fiir die auftretende Diskrepanz ist nicht bekannt.

Aus den theoretischen und experimentellen Kurven lassen sich nach der in
2.2.3 beschriebenen Methode die Grenztemperaturen bestimmen, die das
Phasendiagramm definieren (Abb. 4.6).

In diesem Diagramm lasst sich ebenfalls erkennen, dass die Simulation das
experimentelle System gut beschreiben kann. Ergénzend ist das aus der
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Abbildung 4.6: Aus den kalorimetrischen Ezxperimenten, den Simulatio-
nen und der Theorie fir ideale Losungen ermittelte Phasendiagramme des
DMPC:DSPC Lipidsystems.

Theorie einer idealen Losung® zu erwartende Phasendiagramm eingezeich-
net. Die untere Grenztemperatur liegt bei hheren Temperaturen als beim
realen DMPC:DSPC-Lipidsystem. Die obere Grenztemperatur ist fiir ge-
ringe DSPC Anteile ebenfalls hoher, mit steigendem DSPC-Anteile gehen
die Verldufe aber ineinander iiber.

Das Modell ist in der Lage, die Wiarmekapazititsprofile und das Phasen-
diagramm des DMPC:DSPC Lipidsystemes richtig wiederzugeben. In Expe-
rimenten beobachtbare Doménenbildung ist ebenfalls in den Simulationen
beobachtbar und soll im néchsten Abschnitt erértert werden.

4.3 Dominenbildung in Experiment und Mo-
dell

Durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie lassen sich Doméanenstrukturen in
kiinstlichen Lipidsystemen feststellen. Dies wurde als erstes von Korlach et
al. [39] und Bagatolli et al. [6, 7] publiziert. Mittlerweile wurden einige wei-

3 Eine ideale Losung wurde in Abschnitt 2.2 derart eingefiihrt, dass sich die fluiden und
gelférmigen Komponenten makroskopisch entmischen und keine Phasengrenzen auftre-
ten. In den makroskopischen Doménen mischen sich die unterschiedlichen Komponenten
statistisch. Mittels der in 2.2 vorgestellten Gleichungen (2.34) wird das Phasendiagramm
der idealen Mischung bestimmt.
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tere Studien hierzu durchgefiihrt [8, 22]. Als Modellsystem werden in diesen
Arbeiten Giant Unilamellar Vesicles (GUVs) genutzt. Dies sind sphérische
Gebilde, die aus einer einzelnen Lipiddoppelschicht bestehen und Durchmes-
ser von 5 pm bis zu mehreren Hundert Mikrometern besitzen.

T. Schlbtzer zeigt in seiner Diplomarbeit Bilder solcher Vesikel und der dar-
in beobachtbaren Doménenbildung [72]. Diese hat er freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt. In Abbildung 4.7 sind Bilder von GUVs der Zusammen-
setzung DLPC:DPPC 50:50 und DLPC:DPPC 20: 80 gezeigt, die bei Raum-
temperatur aufgenommen wurden. DLPC befindet sich bei dieser Temperatur
im fluiden und DPPC im gelférmigen Zustand.

DLPC:DPPC 20:80

DLPC:DPPC 50:50

Abbildung 4.7: Konfokale Fluoreszenzmikroskopiebilder zweier GUVs. Das
linke Bild ist an einem GUV der Zusammensetzung DLPC:DPPC 50:50 und
das rechte Bild an einem GUV des Mischungsverhdltnises 20 :80 aufgenom-
men worden. Die rote Farbe reprisentiert die fluiden und der blaue Farbton
die gelformigen Phasen. Die Vesikelbilder, die jeweils rechts abgebildet sind,
ergeben zusammengesetzt die farbigen Darstellungen.

Von dem Fluoreszenzmarker, den der blaue Farbton reprisentiert, wird auf-
grund seiner Kettenldnge angenommen, dass er sich vorzugsweise in einer
Geldoménen anlagert und der rote Farbstoff repriasentiert ein Label, das sich
meist in der fluiden Doménen 16st (siehe T. Schldtzer [72]). Die Bilder aus
Abb. 4.7 werden derart interpretiert, dass makroskopische Doménenbildung
der zwei Zustidnde beobachtbar ist.

Doménenbildung ldsst sich auch in den Simulationen beobachten. In Ab-
bildung 4.8 sind drei Schnappschiisse aus Simulationen einer dquimolaren
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DMPC:DSPC Mischung gezeigt, die die Anordnung der Lipide wiederge-
ben. Die Matrixgrofle betragt 100 x 100, was ungefihr einer Gréfle von
50 nm x 50 nm entspricht.

290K 310K

Abbildung 4.8: Schnappschiisse aus einer Monte Carlo Simulation einer
50:50 DMPC:DSPC-Mischung. Von links nach rechts sind die Temperaturen
290 K, 310 K und 330 K reprdisentiert. Die Rottone geben DMPC- und die
blauen Farben die DSPC—-Ketten wieder. Die hellere Farbe stellt jeweils eine
fluide Kette und der dunklere Farbton eine gelformige Kette dar.

Schnappschiisse sind fiir drei verschiedene Temperaturen aufgenommen, so
dass drei Bereiche des Phasendiagramms représentiert werden. Bei einer Tem-
peratur von 290 K befinden sich die Lipidketten in ihrem gelférmigen Zu-
stand. Es bilden sich kleinere Domé#nen der unterschiedlichen Spezien aus.
Phasenkoexistenz liegt bei 7'=310 K vor. Makroskopische Domé&nen der bei-
den Phasen sind deutlich erkennbar. Weiterhin bilden sich kleinere Cluster
von Lipiden des anderen Zustandes in den jeweiligen makroskopischen Pha-
sen aus. Wenn alle Lipidketten geschmolzen sind (7" = 330 K) bilden sich
wiederum kleinere Doménen der beiden verschieden Lipidspezien aus. Ein
Vergleich der Matrixschnappschiisse bei den Temperaturen 290 K und 330 K
zeigt, dass die mikroskopischen DMPC- und DSPC-Gelcluster im Vergleich
zu den mikroskopischen, fluiden DMPC- und DSPC-Doménen gréfler sind.
Die Anordnung der Doménen beeinflusst die molekularen Zustandsfluktua-
tionen einzelner Lipidketten (Abb. 4.9). Die Zustandsfluktuationen in einer
DMPC:DSPC 50 : 50-Mischung bei einer Temperatur von 310 K sind iiber
100 Zyklen gemittelt, in denen lediglich Zustandsénderungen aber keine Dif-
fusionsabfragen erlaubt sind. Diese Fluktuationen werden derart bestimmt,
dass einer fluiden Kette ein Wert von 1 und einer gelférmigen Kette ein Wert
0 zugewiesen wird. Fiir jedes Lipid ergeben sich 100 Werte. Aus diesen 100
Werten ergeben sich < f2> und < f; >2, mit denen die Zustandsfluktuation
einer Kette zu Af? =< f2> — < f;>? bestimmt wird. Aufgrund der obigen
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Wahl der Werte von Eins fiir fluide und Null fiir gelférmige Lipide liegen
die Werte von Af? in einem Bereich von 0 fiir geringe bis 0.25 fiir hohe
Zustandsfluktuationen.

Abbildung 4.9: Links: Dreidimensionaler Plot der molekularen Zustandsfluk-
tuationen in einer dquimolaren DMPC:DSPC-Mischung bei einer Tempera-
tur von T310 K. Die Farbskala geht hierbei von schwarz (geringe Fluktuatio-
nen) uber rot (mittlere Fluktuationen) nach gelb (hohe Fluktuationen). Mit-
te: Draufsicht auf den dreidimensionalen Plot. Rechts: Der Matrizschnapp-
schuss, der den Zustand und die Art des Lipids angibt. Der Farbcode ent-
spricht dem der bereits gezeigten Schnappschiisse.

In Abbildung 4.9 sind sowohl rechts als auch in der Mitte die Zustands-
fluktuationen in einer Skala von schwarz (niedrig) iiber rot (mittel) bis gelb
(hoch) dargestellt. Das rechte Bild zeigt die bekannte Art des Matrixschnapp-
schusses. Aus den drei Bildern ist zu erkennen, dass die Fluktuationen an den
Phasengrenzen am grofiten sind. Dies ist durch die hohen Werte der Wech-
selwirkungsparameter zwischen gelférmigen und fluiden Lipidketten bedingt.
Ebenso fallen hohere Fluktuationen in der fluiden als in der gelférmigen Pha-
se auf. Darstellungen der Fluktuationen der reinen Phasen (Temperaturen
290 K und 330 K) zeigen ebenfalls héhere Fluktuationen in der fluiden als in
der gelférmigen Phase (nicht abgebildet). Temperaturen, bei denen die Zu-
standsfluktuationen in der gelférmigen Phase im Vergleich zur fluiden Phase
hoher sind, sind zunéchst einmal nicht auszuschlieBen. Diesbeziiglich sind
aber keine systematischen Studien durchgefithrt worden, so dass eine weitere
Aussage nicht moglich ist.

4.4 Phasenseparation

Das Phasenverhalten idealer und reguldrer Lésungen ldsst sich mittels Pha-
sendiagrammen beschreiben (Abschnitt 2.2), aus denen in Abhéngigkeit der
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Temperatur und dem Verhéltnis der beiden Spezien zueinander das Verhélt-
nis zwischen fluiden und gelférmigen Molekiilen bestimmt werden kann. Von
Phasenseparation kann strenggenommen nur dann gesprochen werden, wenn
keine Phasengrenzen existieren, wie das bei den idealen und reguldren Lsun-
gen der Fall ist.

Das Phasendiagramm des DMPC:DSPC Lipidsystems (Abb. 4.6) ist durch
Anlegen von Tangenten an die duferen Flanken der Warmekapazitétsprofile
bestimmt worden (siehe Abschnitt 2.2). Mit Hilfe der Betrachtung von Ma-
trixschnappschiissen dreier DMPC:DSPC Mischungsverhéltnisse (Abb. 4.10
bis 4.12) zu verschiedenen Temperaturen soll die in diesem Lipidsystem statt-
findende Ausbildung von mikroskopischen und makroskopischen Doménen
verdeutlicht werden. Ebenso lassen sich die Entwicklungen der Warmekapa-
zitdtskurven anhand dieser Bilder verstehen.

300K 301 K 303K

Abbildung 4.10: Schnappschiisse einer 100 x 100-Matriz einer DMPC:DSPC
70 : 30 Mischung bei verschiedenen Temperaturen. Betrachten der Wirme-
kapazitatskurve lisst Maxima bei T =301 K und T =310 K erkennen. Aus
dem Phasendiagramm ergeben sich Temperaturgrenzen von T = 300 K und

T=313 K.

Schnappschiisse bei Temperaturen, die mit den Temperaturgrenzen aus dem
Phasendiagramm (Abb. 4.6) identisch sind und Temperaturen an denen un-
gefihr die Maxima der Warmekapazitéitsprofile liegen sind jeweils abgebildet.
Ebenfalls sollen Bilder der Matrix bei Temperaturen um die Maxima den Ab-
lauf der Schmelzumwandlung verdeutlichen. Ist die Temperatur gleich der



KAPITEL 4. WARMEKAPAZITATEN UND DOMANENBILDUNG 60

302K 304 K 305K

Abbildung 4.11: Fiir wverschiedene Temperaturen sind Schnappschiisse ei-
ner dquimolaren DMPC:DSPC-Lipidmischung abgebildet. Die untere Grenz-
temperatur des Phasendiagramms liegt bei T = 302 K und die obere bei
T =319 K. Die Maxima des Wiairmekapazititsverlaufs liegen um T =304 K
und T=317 K.

unteren Grenztemperatur des Phasendiagramms sind wenige Ketten im flui-
den Zustand erkennbar und einzelne kleine, fluide Cluster aus wenigen Ket-
ten lassen sich entdecken. Durch weitere Temperaturerh6hung gehen mehr
und mehr Ketten in den fluiden Zustand iiber. Dies sind hauptséichlich Ket-
ten der Spezies, deren Schmelztemperatur geringer ist (DMPC), als die der
anderen (DSPC). Die fluiden Doménen werden grofler bis weitere Tempe-
raturerh6hungen zur Ausbildung makroskopischer Doménen fiihrt, die dann
die beiden separierten Phasen definieren. Wenige kleinere Doménen des an-
deren Zustands lassen sich in den makroskopischen Doménen beobachten.
Da mit hoher werdender Temperatur die Anzahl an gelférmigen Lipidketten
abnimmt, werden bei weiterer Temperaturerhéhung die Geldoménen kleiner
und es bilden sich kleinere Gelcluster aus, die innerhalb der fluiden Phase
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liegen.

306 K 309K 315K

Abbildung 4.12: Die Phasengrenzen einer DMPC:DSPC 30 : 70 Mischung
befinden sich bei T'=306 K undT'=323 K. Maxima liegen bei T =309 K und
T =322 K. Fiir diese und fiir drei weitere Temperaturen sind Schnappschiisse
einer 100 x 100-Matriz dargestellt.

Die Schnappschiisse zu den drei Mischungsverhiltnissen lassen erkennen, wie
die Warmekapazititsprofile durch die Mischungsverhéltnisse beeinflusst wer-
den. Ein hoher Anteil an DMPC-Ketten bewirkt, dass bereits bei relativ
niedrigen Temperaturen, die iiber dem Schmelzpunkt einer reinen DMPC-
Lipidmembran liegen, der Schmelzprozess beginnt. Die Kooperativitit der
Schmelzumwandlung bewirkt ein Schmelzen der DSPC-Ketten bei Tempera-
turen, die geringer als die Schmelztemperatur des reinen DSPCs sind. Durch
einen hoheren Anteil an DSPC-Lipiden verschiebt sich die Temperatur, bei
der vorwiegend die DMPC—Ketten zu schmelzen anfangen zu héheren Tempe-
raturen. Die Temperatur, bei der hauptséchlich die DSPC—Ketten schmelzen,
riickt der Schmelztemperatur der reinen DSPC-Lipidmembran n#her.
Doménenbildung wird sowohl durch die konfokalen Fluoreszenzmikrosko-
piebilder als auch durch die Simulation bestédtigt. Die Entwicklung der
Doménenbildung kann in Abhéngigkeit der Temperatur verfolgt werden. Die
Auswirkung auf die Interpretation des Phasendiagramms und eine generelle
Diskussion des Modells folgen im n#chsten Abschnitt.
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4.5 Diskussion: Modell, Phasendiagramm
und Doméanenbildung

4.5.1 Rechtfertigung des Modells

Obwohl es sich um ein simples und sehr vereinfachendes Modell han-
delt, kénnen grundlegende thermodynamische Eigenschaften wie Wéirme-
kapazititsprofile von DMPC:DSPC-Mischungen gut wiedergegeben werden.
Es lassen sich geringe Abweichungen feststellen, die mit daran liegen, dass die
theoretischen Kurven durch die Wahl der Parameter an die experimentellen
Kurven angepasst werden. Die Existenz eines besseren Satzes an Parametern
kann nicht ausgeschlossen werden, aufgrund der bereits guten erzielten Uber-
einstimmungen macht es aber keinen Sinn, einen anderen Satz an Parametern
zu suchen. Die Suche nimmt viel Zeit in Anspruch, aber der Erkenntnisge-
winn wiirde sich als gering erweisen. Ebenso ist die Zyklenzahl endlich, so
dass Schwankungen im Erscheinungsbild der ¢,~Kurven auftreten. Die Feh-
lerbehaftung der experimentellen Ergebnisse ist ebenfalls zu beriicksichtigen.
Eine weitere Bestitigung findet das Modell in der Voraussage von Doménen-
bildung. Die Theorie zeigt im Vergleich zu den prisentierten Fluoreszenzbil-
dern sogar Mikrodoméanenbildung. Gelférmige Mikrodoménen konnten aber
bereits durch Neutronenbeugung indirekt und durch Atomic Force Micros-
copy (AFM)? direkt an Lipidmodellsystemen dargestellt werden [27]. Flui-
de Doménen konnten ebenfalls in einer Gréfenordnung weniger Nanometer
mittels AFM und indirekt mit Fluorescence Resonance Energy Transfer—
(FRET)® Experimenten gefunden werden [54].

4.5.2 Phasendiagramm und Phasenseparation

Die Ausbildung der beobachtbaren Doménen wird durch die gewéhlten Wech-
selwirkungsparameter® beeinflusst. Je grofier solch ein Parameter ist, desto
ungiinstiger ist ein Kontakt, der iiber diesen Wechselwirkungsparameter be-
schrieben wird. Dies erkldrt unter anderem wieso hier die mikroskopischen

4 Beim AFM wird eine aus wenigen Atomen bestehende Spitze {iber die zu untersuchende
Fliche gefiihrt. Die auf die Oberfliche wirkende Kraft ist ein Maf fiir die Struktur der
Oberflache.

% Sind zwei verschiedene Fluoreszenzlabel benachbart, kann ein Energietransfer zwischen
diesen beiden stattfinden. Der Energietransfer folgt einem T%fGesetz. Ein Label ist dabei
durch die von einem Laser ausgesendeten Photonen anregbar und das andere Label kann
nur dann fluoreszieren, wenn es Energie vom anderen Marker iibertragen bekommen hat.

6 Diese Parameter sind in Abschnitt 2.3.2 definiert und enthalten die méglichen Wechsel-
wirkungsenergien, wie beispielsweise E oder EJj.



KAPITEL 4. WARMEKAPAZITATEN UND DOMANENBILDUNG 63

DMPC- und DSPC-Dominen im Fall eines rein gelféormigen Lipidsystems
grofler sind als in einer rein fluiden Membran, denn die Wechselwirkungs-
parameter zwischen fluiden Ketten untereinander sind geringer als die Pa-
rameter zwischen gelférmigen Lipiden. Die Wechselwirkungsparameter, die
die Wechselwirkungen zwischen fluiden und gelférmigen Lipidketten wieder-
geben, sind sehr hoch, was je nach Temperatur zur Bildung makroskopischer
Doménen fiihrt. Jedoch sind die Werte nicht so hoch, dass nicht doch ei-
nige wenige Lipidketten in der anderen Phase aufzufinden sind. Sugér et al.
haben in einer kiirzlich erschienen Veroffentlichung diese Feststellungen quan-
tisiert, unter anderem werden Clustergréfien und Perkolationsschwellen” fiir
das DMPC:DSPC Lipidsystem auf Basis des Modells bestimmt [81]. Ab der,
aus dem Phasendiagramm bestimmbaren, unteren Grenztemperatur bleibt
bei Temperaturerhéhung die Anzahl an fluiden Clustern zunéchst einmal
konstant bis ungefihr die Temperatur des ersten Warmekapazititspeaks er-
reicht ist. Ab dieser Temperatur beginnen sich makroskopische Doménen aus-
zubilden. Die Perkolationsschwelle der fluiden Cluster wird mit 7'=304.6 K
angegeben [81]. Die Gelcluster perkolieren von niedrigen Temperaturen aus-
gehend bis zu einer Temperatur von 7'=317.5 K. Qualitative Vergleiche mit
AFM und Elektronenspinresonanz—(ESR)® Experimenten zeigen eine gute
Ubereinstimmung. Die in dieser Arbeit priisentierten Bilder zeigen ein dhn-
liches Verhalten.

Diese Resultate zeigen auch, dass sich die DMPC:DSPC Lipidmischungen
nicht ideal verhalten, was auch durch das Phasendiagramm deutlich wird
(Abb. 4.6). Bei einer idealen Losung wird davon ausgegangen, dass in den
fluiden und gelférmigen Doménen eine statistische Verteilung der Komponen-
ten vorzufinden ist. Dies ist mit einem Wechselwirkungsparameter von Null
zu vergleichen. Die gegensitzlichen Phasen mischen sich nicht, so dass de-
ren Wechselwirkungsparameter gegen unendlich geht. Aus den in Abschnitt
(2.3.3) dargestellten Werten der Modellparameter ist sofort erkennbar, dass
dies in diesem Modell nicht gilt.

Aus den obigen Ausfithrungen ldsst sich folgern, dass die Bestimmung von
Phasendiagrammen mittels des Anlegens von Tangenten an die Flanken der
Wirmekapazititsprofile iiberdacht werden sollte. Nach den Uberlegungen aus
Abschnitt 2.2 {iber Phasendiagrammen wird davon ausgegangen, dass in dem

" Hier geben die Perkolationsschwellen an, ab welcher Temperatur die gelférmigen oder
die fluiden Cluster perkolieren. Die Schwelle fiir die fluiden Cluster ist derart definiert,
dass von niedrigen Temperaturen ausgegangen die Perkolationsschwelle bei einer hoheren
Temperatur liegt. Bei den gelférmigen Clustern wird jedoch von hohen Temperaturen
ausgegangen und die Perkolationsschwelle liegt bei einer geringeren Temperatur.

8 Die Elektronenspinresonanz ist eine spektroskopische Methode, die das magnetische Mo-
ment von Elektronen untersucht.
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Koexistenzbereich Phasenseparation vorliegt. Hier konnte aber gezeigt wer-
den, dass makroskopische Phasen erst bei einer Temperatur auftreten, die
oberhalb der ersten Grenztemperatur liegt. Werden die Temperaturen weiter
erhoht, kann schon bei Temperaturen, die unterhalb der zweiten Grenztem-
peratur liegen, nicht mehr von makroskopischer Phasentrennung gesprochen
werden. Michinova—Alexova und Sugar [51] schlagen fiir die Grenztempera-
turen deshalb in Abhéngigkeit der Spezienanteile einen Verlauf vor, bei dem
die unteren Grenztemperaturen gréfler sind als die Temperaturen, die mittels
der Tangentenkonstruktion ermittelt wurden. Die oberen Grenztemperaturen
sind im Vergleich zu den Temperaturen, die aus der Tangentenkonstruktion
gewonnen werden, niedriger.

Die Idee der Tangentenkonstruktution kommt aus dem Vergleich mit Wérme-
kapazitédtsprofilen reguldrer Losungen (siehe Abschnitt 2.2.3). Ein Phasen-
diagramm eines realen Lipidsystems kann mit entsprechenden Warmekapa-
zitatsprofilen regulirer Mischungen beschrieben werden. Werden fiir die bei-
den Phasendiagramme die entsprechenden Wérmekapazitétsprofile regulérer
Losungen gebildet, wiirde im Vergleich zueinander auffallen, dass die Maxima
verschoben sind. Michinova—Alexova’s Interpretation des Phasendiagramms
bedeutet, dass das bei der kleineren Temperatur liegende Maximum zu einer
hoheren und das zu der hoheren Temperatur gehérende Maximum zu einer
niedrigeren Temperatur verschoben ist.

Die Studien von Sugédr et al. [50, 51, 79, 81] und die in dieser Arbeit
préasentierten Bilder zeigen, dass die Bestimmung des Phasendiagramms des
DMPC:DSPC Lipidsystems mittels des Tangentenverfahrens in Frage zu stel-
len ist und eigentlich eine andere Art der Bestimmung zu wéhlen ist.

4.5.3 Vor— und Nachteile des Modells

Es konnte gezeigt werden, dass experimentelle Tatsachen durch das verein-
fachende Modell (siche Abschnitt 2.3) erkldrt werden kann. In dieser Ein-
fachheit liegt einer der Vorteile dieses Modells. Die Schmelzumwandlung und
auch die Doménenbildung kann durch wenige physikalische Prinzipien er-
klart werden. Hierzu gehoéren die Annahme zweier Lipidkettenzustinde, die
Existenz von Diffusion, Wechselwirkungsparameter und die Anordnung der
Ketten auf einem Gitter.

Der Hauptvorteil liegt darin, dass die in das System einflieBenden Para-
meter direkt aus Experimenten gewonnen werden konnen. Hierbei sind die
Enthalpie- und Entropieéinderungen direkt aus den Warmekapazitétsprofilen
der reinen Lipidmembranen zu entnehmen. Die Wechselwirkungsparameter
sind durch Anpassen der theoretischen an die experimentellen Kurven fest-
zulegen.
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Jedoch offenbart dieses Modell einige ersichtliche Vernachlissigungen. Die
Annahme von nur zwei Zusténden ist nicht korrekt. Es existieren interme-
didire Zustinde wie sie im Pinkmodell [11, 56| eingefiihrt sind, in dem grundle-
gende molekulare Prinzipien zur Erklarung der physikalischen Prozesse einer
kiinstlichen Membran herangezogen werden. In dem einfachen Isingmodell ist
eine Koexistenz von einer geordneten und einer ungeordneten Kette moglich.
Dies wird in einem realen Lipidsystem so nie auftreten. Aus den préisentierten
Matrixschnappschiissen zu verschiedenen Temperaturen ist jedoch zu erken-
nen, dass diese Koexistenz vorwiegend an den Grenzen fluider zu gelférmiger
Doménen auftritt. Intermedidre Zusténde sind somit vorwiegend fiir Lipide
an den Doménengrenzen zu erwarten. Aufgrund der relativ hohen Wechsel-
wirkungsparameter werden diese Kontakte aber minimal gehalten, so dass
in einer hinreichend groflen Matrix wenige Lipide mit einer gelférmigen und
einer fluiden Kette vorkommen. Somit sollte die Annahme eines Isingmodells
der Ketten zu keinen groflen Fehlern fiihren.

Ebenfalls stellt die Annahme eines hexagonalen Gitters eine Vereinfachung
dar. Im Niedertemperaturbereich, wo die Lipide in ihrem gelférmigen Zu-
stand sind, sind diese in einer hexagonalen Anordnung orientiert, diese geht
aber mit Ubergang in die fluide Phase verloren [35]. In der Literatur exi-
stieren Nichtgittermodelle, vor allem von den Gruppen um Mouritsen und
Zuckermann (z.B. [53, 57]). Diese sind jedoch bei der Beschreibung einfa-
cher Lipidsysteme nicht erfolgreicher, da die Auswirkung des Lipidschmelzens
grofler ist als das Schmelzen der Gitterstruktur.

Eine weitere Vernachlissigung betrifft das Auftreten der Vorumwandlung, die
in reinen Lipidmembranen deutlich beobachtbar ist (siehe Abb. 2.6). Diese
Vorumwandlung wird von Heimburg [31] mit strukturellen und Schmelzpro-
zessen in Verbindung gebracht. Ab einer bestimmten Temperatur bildet sich
eine Ripplephase aus, die aus einer rdumlichen Anordnung von Dominen
aufgrund geometrischer Randbedingungen entsteht. Dies ist in dem in dieser
Arbeit vorgestellten Modell nicht enthalten. Diese Vernachlissigung sollte
aber zu keinem groflen Fehler fithren, da das Modell zur Beschreibung der
Hauptumwandlung eines Lipidgemischs gedacht ist.

Im Groflen und Ganzen lésst sich feststellen, dass das hier eingefiihrte Modell
messbare Effekte hinreichend gut beschreiben kann und eine Ausweitung des
Modells auf das Studium von Diffusionsprozessen als sinnvoll erachtet wird.



Kapitel 5

Diffusion: Resultate und
Diskussion

Im vorherigen Abschnitt wurde verdeutlicht, dass mittels des vorgestellten
Modells Wiarmekapazitétsprofile beschrieben werden koénnen. Doménenbil-
dung 148t sich ebenfalls beobachten und erkliren.

Durch die in Abschnitt 2.1.3 erlduterten Monte Carlo Simulations Studien
von Saxton ist bekannt, dass Diffusion in biologischen Systemen durch ver-
schiedene Effekte, wie z.B. das Vorkommen von Hindernissen oder Bindungs-
stellen, behindert werden kann. Hierbei k6nnen Hindernisse unter anderem
auch Domiénen gelférmiger Lipide sein, wie sie auch in den Simulation beob-
achtbar sind.

In diesem Kapitel sollen Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)— und
,Single—Particle Tracking” (SPT)-Simulationen bei verschiedenen Tempera-
turen vorgestellt werden. Die Temperaturen sind so gewihlt, dass die Dif-
fusionseigenschaften in unterschiedlichen Bereichen des Phasendiagrammes
studiert werden kénnen. Die berechneten FCS-Daten konnen mit ersten ex-
perimentellen Daten qualitativ verglichen werden.

Daran schliefit sich eine Diskussion der theoretischen und experimentellen
Ergebnisse an. Sowohl die experimentelle Methode als auch das theoretische
Modell werden kritisch diskutiert.

5.1 FCS: Ensemble und Einzelmolekiilsimu-
lationen
In Abschnitt 2.3.4 wurde die Diffusion durch das Austauschen zweier Lipide

und Rotationen modelliert. In Abschnitt 3.2.4 wurde erldutert, dass Diffusion
in gelformigen Doménen im Vergleich zur Diffusion in fluiden Doménen ein-

66
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hundertmal unwahrscheinlicher ist. Die Monte Carlo Simulation erméglicht
sowohl Ensemble als auch Einzelmolekiilsimulationen zur Untersuchung der
Diffusionsprozesse.

5.1.1 Ensemblestudien

Bei den Ensemblestudien ergibt sich das beobachtbare Fluoreszenzsignal aus
den Signalen mehrerer Label. Die Autokorrelation spiegelt die Diffusions-
eigenschaften wieder, die durch all diese Label im Mittel gegeben sind. In
Abbildung 5.1 sind zur Verdeutlichung der zeitlichen Entwicklung des Sy-
stems zwei Schnappschiisse zu Beginn und am Ende einer Simulation ei-
ner DMPC:DSPC 50 : 50-Mischung bei einer Temperatur von 7" = 310 K
dargestellt. Neben den verschiedenen Lipidspezien in ihren zwei méglichen

{=0 Diffusionsablragen 1=5300000 Diffusionsabfragen

Abbildung 5.1: Schnappschiisse einer 100 x 100—-Lipidkettenmatriz einer dqui-
molaren Mischung bei einer Temperatur von 310 K. Die linke Graphik stellt
die Lipidkettendistribution zu Beginn und die rechte Zeichnung am Ende der
Simulation nach 5-10° Diffusionsabfragen dar. Die dunklen Farben repréisen-
tieren gelférmige Lipidketten. Den DSPC' Lipidketten ist ein blauer Farbton
zugewiesen und die roten Farben deuten auf eine Belequng mit einer DMPC-
Kette hin. Weisse Punkte geben die Position der 50 markierten Lipide an.
Die schwarzen, konzentrischen Kreise stellen den gaufSformigen Fokus dar.

Zustdnden sind die markierten Ketten und auch der Fokus gezeigt. Die zeitli-
che Verdnderung des Lipidsystemes ist durch die verinderte Doméanenstruk-
tur und die unterschiedlichen Markerdistributionen erkennbar.

Eine DMPC:DSPC 50:50 Mischung wurde auf einem 100 x 100 Gitter bei den
Temperaturen 290 K, 310 K und 330 K simuliert. Die zeitliche Aufnahme der
in dieser Simulation gewonnenen Fluoreszenzsignale lédsst fiir unterschiedliche
Temperaturen verschieden schnelle Fluktuationen erkennen (Abb. 5.2).
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Abbildung 5.2: Fluoreszenzintensitditsverliufe bei verschiedenen Temperatu-
ren. Eine DMPC:DSPC 50:50 Mischung wurde auf einer 100 x 100 Matriz
simuliert. 50 Ketten waren als fluoreszierend markzert.

Durch Autokorrelation der gezeigten Intensitétsverlaufe ergeben sich Korre-
lationskurven wie sie in Abb. 5.3 fiir die drei gewihlten Temperaturen gezeigt
werden. Von den auf Eins normierten Autokorrelationskurven fillt die zur
Temperatur von 330 K gehorende Kurve am schnellsten ab. Bei einer Tem-
peratur von 290 K diffundieren die gelférmigen, markierten Ketten langsam
durch den Fokus', was sich durch den spiiten Abfall der Korrelationskurve
bemerkbar macht. Im Koexistenzbereich der fluiden und gelf6rmigen Pha-
se (T = 310 K) liegt die Kurve zwischen den beiden Verldufen der reinen
Phasen. Die Korrelationskurve spiegelt wieder, dass sowohl fluide als auch
gelférmige Lipidketten in dem Lipidsystem diffundieren.

Es ldsst sich feststellen, dass die Diffusionseigenschaften von dem Ort im
Phasendiagramm des DMPC:DSPC Lipidgemischs (Abb. 4.6) abhiingig sind.
Aus den Korrelationskurven ist zu erkennen, dass die Diffusionszeit in der
fluiden Phase um einen Faktor 100 schneller als in der gelférmigen Phase ist,
wie es im Modell vorgegeben ist (siehe Abschnitt 3.2.4).

Es wurde versucht die Korrelationskurven mit den in Abschnitt 3.2.1 vorge-
stellten Beziehungen zu beschreiben. Hierbei ergaben sich jedoch einige Pro-
bleme, die bisher ungeldst sind. So 148t sich der obere Teil der Korrelations-
kurven bei T' = 290 K iiber Gleichung (3.15) gut wiedergeben, aber Versuche
die gesamte Kurve zu beschreiben, fiihren zu grolen Fehlern (nicht abgebil-
det). Das Beschreiben der Kurve mit Gleichung (3.15) ist bei 7" = 330 K
erfolgreicher, aber auch dort treten Fehler auf. In Abbildung 5.4 ist die oben

! Der Fokusradius entsprach bei den vorgestellten Simulationen in etwa der zwanzigfachen
Grofle der Gitterkonstante.
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Abbildung 5.3: Korrelationskurven der in Abb. 5.2 gezeigten simulierten
Fluoreszenzintensititsverliufe.
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Abbildung 5.4: Die aus der simulierten Fluoreszenzintensititsspur berechnete
Korrelationskurve (s. Abb. 5.2 und 5.3) bei einer Temperatur von 330 K und
die entsprechende Fitfunktion (Gleichung 3.15) werden miteinander vergli-
chen.

gezeigte Korrelationsfunktion (7" = 330 K') - diesmal in der nichtnormier-
ten Form- mit dem gefitteten Verlauf gemeinsam dargestellt. Die Fitfunktion

wird durch G(7) = 55 - (ﬁ) beschrieben. Abweichungen sind zu erken-
: 81.57

nen, die insbesondere im unteren Teil der Kurve stiirker werden. Mdagliche
Griinde fiir die Abweichungen sollen in Abschnitt 5.5.1 diskutiert werden.

Die aus den Simulationen erhaltenen theoretischen FCS-Ergebnisse sollen
mit FCS-Messungen an zweikomponentigen Lipidsystemen verglichen wer-
den. Damit soll gezeigt werden, dass sich mit dem eingefiihrten Modell die
FCS—Messungen simulieren lassen. Ebenfalls soll mit dem Vergleich die Zeit-
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skala der Monte Carlo Simulation geeicht werden. Die Monte Carlo Simu-
lation besitzt eine Entsprechung in Echtzeit, die aber ohne einen Vergleich
mit Experimenten nicht zugénglich ist. Zum Vergleich der theoretischen und
experimentellen Daten werden zum Einen Ergebnisse aus der Literatur, die
durch Messungen an ,Giant Unilamellar Vesicles “ (GUV’s) gewonnen wur-
den [39] und zum Anderen eigene Ergebnisse herangezogen. Die eigenen Mes-
sungen werden an mehrschichtigen planaren Membranen durchgefiihrt (Ab-
schnitt 5.2).

Die bisher prisentierten simulierten Fluoreszenzspuren und deren zugehori-
gen Autokorrelationsfunktionen basieren jedoch auf der Simulation einzelner
Monoschichten. Es besteht jedoch die Mdoglichkeit unabhéngig voneinander
durchgefiihrte Simulationen durch Addition der einzeln gewonnenen Fluores-
zenzintensitdten miteinander zu kombinieren. Hierbei wird davon ausgegan-
gen, dass die laterale Diffusion nur durch die Lipidketten beeinflusst wird,
die zur zugehorigen Lipidmonoschicht gehoren. Eventuell auftretende Wech-
selwirkungen zwischen den Schichten werden vernachléssigt.
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Abbildung 5.5: Zehn verschiedene Simulationen einer DMPC:DSPC 50 : 50
Mischung sind bei drei verschiedenen Temperaturen an einer 100 x 100-
Matriz durchgefiihrt worden. Die diber 105 Diffusionsabfragen gewonnenen
Fluoreszenzintensititen sind dann fir jede Temperatur addiert worden und
ergeben ein gemeinsames Signal (rechts). Die Autokorrelationskurven dieser
Signale sind links abgebildet.

In Abb. 5.5 werden die Ergebnisse aus Multilayersimulationen gezeigt, die bei
Temperaturen von 290 K, 310 K und 330 K durchgefiihrt wurden. Hierbei
sind zehn voneinander unabhiingige Simulationen iiber 10° Diffusionsabfra-
gen durchgefiihrt und deren Fluoreszenzsignale durch Addition iiberlagert



KAPITEL 5. DIFFUSION: RESULTATE UND DISKUSSION 71

worden. Die so neugewonnenen Intensititen der drei Temperaturen kénnen
wie gehabt autokorreliert werden. Es ergeben sich Korrelationskurven, die
denen aus Abb. 5.3 gleichen. Es lassen sich wieder drei verschiedene Be-
reiche entdecken. Diffusion in den reinen Phasen und die Kombination aus
einer langsamen und schnellen Diffusion bei einer Temperatur von 310 K.
Die Diffusionszeiten in den rein fluiden und den rein gelférmigen Phasen
entsprechen den Zeiten, die sich aus den in Abb. 5.3 abgebildeten Korrela-
tionskurven ergeben. FCS-Messungen an iibereinanderliegenden Lipiddop-
pelschichten sollten somit zu &hnlichen Ergebnissen wie Messungen an einer
einzelnen Lipiddoppelschicht fiihren. In dem realen System kénnen Beeinflus-
sungen der Lipiddoppelschichten untereinander nicht ausgeschlossen werden,
so dass die Diffusionskoeffizienten voneinander abweichen konnten. In Ab-
schnitt 5.2 werden Messungen an planaren multilamellaren Lipidmembran
vorgestellt. Zuvor sollen aber Simulationen von FCS-Experimenten an ein-
zelnen Molekiilen prisentiert werden.

5.1.2 FCS—Simulationen von Einzelmolekiilen

Das Verfolgen einer einzigen Kette iiber die Zeit ermoglicht die Aufnahme
der Fluoreszenzintensitit dieser einen Lipidkette. Bei den Simulationen wer-
den periodische Randbedingungen benutzt. In Abschnitt 5.4 werden SPT-
Simulationen vorgestellt, in denen die periodischen Randbedingungen dahin-
gehend berticksichtigt werden miissen, dass die Kette sich im allgemeinen zu
groflen Zeiten von ihrem Ausgangspunkt weiter entfernt als es die Gitterko-
ordinaten wiedergeben. Deshalb werden dabei auch die relativen Positionsén-
derungen verfolgt (Abschnitt 3.3). Bei den Einzelmolekiil-FCS—Simulationen
wird dies nicht beriicksichtigt. Dies hat keinen Einfluss auf die Physik des
Systems und die Aussagekraft des Fluoreszenzsignals, da bei der Fluores-
zenzkorrelationsspektroskopie fiir die Bestimmung der Diffusionseigenschaf-
ten lediglich die Diffusionszeit durch den Fokus entscheidend ist.

Es wurde wieder ein dquimolares DMPC:DSPC System und ein 100 x 100
Gitter gewahlt. Die Simulationen werden wieder fiir drei verschiedene Tem-
peraturen, die drei Bereiche des Phasendiagrammes der DMPC:DSPC Lipid-
mischung (Abb. 4.6) abdecken, durchgefiihrt. Bei 7'= 290 K liegt eine rein
gelférmige und bei 7'=330 K eine rein fluide Membran vor. Sowohl makro-
skopische fluide Doménen als auch makroskopische gelférmige Doménen exi-
stieren bei einer Temperatur von 310 K. Aus den Einzelmolekiilspuren (Abb.
5.6) ist bereits eine Tendenz zu erkennen, ob die jeweilige Kette schnell oder
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Abbildung 5.6: Finzelmolekiilspuren und deren Autokorrelationen: Zu jeder
Temperatur sind je eine DMPC—- (rote Kurven) und eine DSPC—Kette (griine
Kurven) reprisentiert. Die Autokorrelationskurven sind auf Eins normiert.
Die mazimale Fluoreszenzintensitdt betrdigt Fins.

langsam durch den Fokus? diffundiert. Die Spuren, die fiir je eine DMPC-
und je eine DSPC-Kette abgebildet werden, lassen bei einer Temperatur von
290 K erkennen, dass die Diffusion langsam ist. Ergibt sich ein Fluoreszenz-
signal, so sind iiber einen lingeren Zeitraum deutliche Signale erkennbar.
Die Korrelationsfunktion fillt deshalb zu einer relativ spéiten Zeit ab. Die
Intensitidtsspuren bei einer Temperatur von 310 K lassen sowohl schnelle als
auch langsame Anderungen erkennen. Insbesondere zeigt die DMPC-Kette
eine schnellere Diffusion als die DSPC-Kette. Dies ist dadurch bedingt, dass
bei einer Temperatur von 310 K DMPC—Ketten mit einer hoheren Wahr-
scheinlichkeit im fluiden Zustand sind als DSPC—Ketten (siehe Kapitel 4).
Die beiden Korrelationsfunktionen liegen in einem Bereich, der zwischen den
Autokorrelationsverldufen bei den Temperaturen 290 K und 330 K liegt. Die
Diffusion bei einer Temperatur von 330 K ist schnell, was sich durch die
scharfen Peaks des Fluoreszenzsignals bemerkbar macht.

Die Einzelmolekiilspuren ergeben zu den Ensemblesimulationen zusétzliche
Informationen iiber die Mikroumgebung der Ketten, wobei die Ensemblestu-
dien Informationen iiber das gesamte System liefern.

2 Der Radius wurde wieder in einer Gréfenordnung des zwanzigfachen der Gitterkonstante
gewahlt.
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5.2 FCS-Messungen an planaren Membranen

Im vorhergehenden Abschnitt konnte gezeigt werden, dass mittels des vor-
gestellten Modells FCS—Experimente simuliert werden kénnen. In Abhéngig-
keit der Temperatur, die mit verschiedenen Regionen des Phasendiagramms
in Verbindung gebracht werden kann, lassen sich unterschiedliche Diffusions-
verhalten beobachten.

Die vorgestellten theoretischen Autokorrelationskurven sollen mit experimen-
tellen Daten verglichen werden. Idealerweise héitten die Experimente an ei-
nem DMPC:DSPC System durchgefiihrt werden sollen, um quantitative Ver-
gleiche anstellen zu kénnen, die auch die Eichung der Monte Carlo Zeit auf
Echtzeit ermoglichen wiirde. Bis zum jetzigen Zeitpunkt waren diese Mes-
sungen jedoch nicht moglich. Aus diesem Grund kénnen zum Vergleich le-
diglich erste Daten, die an planaren DLPC:DPPC-Lipidsystemen gewonnen
wurden, herangezogen werden. Das Phasendiagramm eines DLPC:DPPC Li-
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Abbildung 5.7: Aus Wirmekapazititsprofilen verschiedener DLPC:DPPC
Mischungen bestimmtes Phasendiagramm von DLPC:DPPC.

pidsystems ist in Abb. 5.7 gezeigt. Es dhnelt dem Phasendiagramm von
DMPC:DSPC (Abb. 4.6). Die Grenztemperaturen sind jedoch zu niedrigeren
Temperaturen verschoben. Der Vorteil der DLPC:DPPC Lipidmischungen
gegeniiber dem DMPC:DSPC Lipidsystem besteht darin, dass bei Raum-
temperatur (T ~ 298K) mit verschiedenen Mischungsverhiltnissen unter-
schiedliche Bereiche des Phasendiagramms untersucht werden kénnen. Rei-
ne DLPC-Membranen bestehen aus fluiden Lipiden wéhrend sich in rei-
nen DPPC-Membranen alle Lipide in ihrem gelférmigen Zustand befinden.
Bei DMPC:DSPC Mischungen liegen bei Raumtemperatur die Lipide im-
mer in ihrem gelférmigen Zustand vor, so dass bei Messungen bei an den
DMPC:DSPC Systemen die Membranen temperiert werden miissen. Dies ist
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aber mit experimentellen Problemen versehen, die hier aber nicht weiter aus-
gefiihrt werden sollen.

Vor den experimentellen FCS-Messungen muss der Fokusradius bestimmt
werden (siehe Abschnitt 3.2.3). Dies soll mit Hilfe des bekannten Diffus-
ionskoeffizienten von in Wasser diffundierendem Rhodamin geschehen (D =
3- 10_3%, [39]). Uber fiinf Minuten wird ein Fluoreszenzsignal einer 109 M
Rhodaminlésung aufgenommen und autokorreliert. Aus der Korrelationskur-
ve ergibt sich der Fokusradius unter Benutzung der dreidimensionalen Au-
tokorrelationsfunktion (Gl. 3.12) und dem bekannten Diffusionskoeffizienten
von Rhodamin. Im Anschluss daran konnen die auf die Quarztriger auf-
gebrachten planaren Lipiddoppelschichten auf deren Diffusionsprozesse hin
untersucht werden. Die in den iibereinanderliegenden Lipiddoppelschichten
diffundierenden TRITC DHPE Fluoreszenzlabel® bewirken Schwankungen
des Fluoreszenzsignals. Aus der Beschreibung der erhaltenen Korrelations-
kurven mit Gl. (3.15) ergeben sich die Diffusionszeiten der diffundierenden
Label.

In Abbildung 5.8 sind unter anderem Korrelationskurven aus FCS—Messun-
gen von Rhodamin, DLPC+TRITC und DPPC+TRITC abgebildet. Bei
diesen Messungen ist eine 100 pm-Lochblende verwendet worden und es
wurde unter Raumtemperaturbedingungen experimentiert. Dabei sollten die
DLPC-Lipide in ihrem fluiden und die DPPC-Lipide in ihrem gelférmigen
Zustand sein. Unterschiedliche Diffusionszeiten sind fiir die drei Messungen
zu erkennen. Das frei diffundierende Rhodamin diffundiert im Vergleich zu
den TRITC DHPE Labeln in der DLPC und DPPC Umgebung am schnell-
sten. Die Diffusion in der fluiden Phase ist wiederum schneller als in dem
gelférmigen Lipidsystem. Auswerten der aus der Rhomdamin erhaltenen Kor-
relationskurve ergibt einen Fokusradius von ry = 579.65 nm. Damit ergeben
sich die Diffusionszeiten und -konstanten der in den beiden Lipidsystemen
diffundierenden Labeln zu:

2

e DLPC+TRITC DHPE: 74 = 58.6 ms, D = 1.43-108 o

und

2

e DPPC+TRITC DHPE: 74 = 1120.0 ms, D = 7.36 - 10~1° o

Vor kurzem sind A. Hag¢ erste Messungen an planaren DLPC:DPPC
50:50 Membranen gelungen. In Abb. 5.8 ist ebenfalls eine Korrelations-
kurve abgebildet, die durch FCS-Messungen an planaren DLPC:DPPC
50:50 Membranen ermittelt wurde. Zum Beschreiben des Kurvenverlaufs
sind zwei Diffusionszeiten nétig (siehe Gleichung 3.18), die sich zu 7 =

3 Siehe Abschnitt 3.2.3 und Anhang B.
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Abbildung 5.8: Autokorrelationsfunktionen die durch FCS-Messungen an
i Wasser diffundierendem Rhodamin und von in einer reinen DLPC-
Lipidmembran und in einer reinen DPPC-Membran diffundierenden TRITC
DHPE Farbstoffs stammen. (Die FCS—Messung am DLPC:DPPC 50:50 Sy-
stem sind von A. Ha¢ durchgefihrt und die bisher unverdffentlichten Daten
freundlicherweise zur Verfigung gestellt worden.)

11.40 - 1072 s und 75 = 1.13 s ergeben. Diese Diffusionszeiten ergeben
bei einem zuvor ermittelten Fokusradius von rq = 460 nm Diffusionsko-
effizienten von D; =4.47-107% ¢cm?/s fiir die schnell diffundierende und
D; = 4.44-107'% cm? /s fiir die langsame Komponente. Die ermittelten Diffu-
sionskoeffizienten liegen in Grolenordnungen, die den Diffusionskoeffizienten
in rein fluiden bzw. rein gelférmigen DLPC bzw. DPPC Lipidmembranen
entsprechen. Die Beschreibung der Korrelationskurve mit Gleichung (3.18)
ergab weiterhin, dass die schnelle Komponente zu 36% und die langsame
Komponente zu 64% in die Beschreibung eingingen.

Die Fokusradien in den vorgestellten Messungen an den rein fluiden bzw.
rein gelformigen Membranen und in den Messungen an dem DLPC:DPPC
50:50 Lipidsystem unterscheiden sich. Dies ist bei der Darstellung in Abb. 5.8
beriicksichtigt. Aus den beiden Radien r(()l) = 579.65 nm und r(()Q) = 460 nm
lasst sich schlieflen, dass die Diffusionszeiten in den Messungen um ca. einen
Faktor 1.59 differieren miissen. Daraus folgt, dass die Zeitskala der zur
DLPC:DPPC 50 : 50 Lipidmischung gehoérenden Autokorrelationskurve um
diesen Faktor multipliziert werden muss. Ein Vergleich der Korrelationskur-
ven lisst erkennen, dass diese Kurve zwischen den beiden durch Messungen
an reinen DLPC bzw. DPPC Membranen ermittelten Autokorrelationskur-
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ven liegt.

Die Messungen an den fluiden planaren DLPC-Lipidschichten sind gut re-
produzierbar. Auch die Beschreibung mit Gleichung (3.15) zeigt eine gute
Ubereinstimmung. Dies gibt Abb. 5.9 wieder. Dies gilt fiir die gelférmigen
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Abbildung 5.9: Die aus den gemessenen Intensititsschwankungen berechnete
Korrelationskurve (rote Marker) im DLPC+TRITC DHPE System ist mit
Gleichung (5.8) beschrieben. Die Fitkurve ist durchgezogen und blau einge-
zeichnet.

DPPC-Systeme nicht mehr.

Ein Problem liegt dabei an der langsamen Diffusion der Fluorszenzlabel durch
den Fokus. Eine lange Aufenthaltsdauer im Fokus bedeutet, dass die Label oft
Photonen absorbieren und auch emittieren. Im allgemeinen werden 10* Pho-
tonen eines Labels detektiert, bevor dieses die Féahigkeit zum Fluoreszieren
verliert, es bleicht. Tritt Bleichen auf, kann dies an der sinkenden mittle-
ren Fluoreszenzintensitit erkannt werden. Dies erschwert dann oftmals das
Feststellen der Diffusionszeit des Fluoreszenzmarkers. Um das Bleichen zu
vermeiden, muss die Anregungsintensitit des Lasers durch die Verwendung
von Filtern moglichst gering gehalten werden. Dies fiihrt jedoch zu einem
schwachen Signal, wodurch die Qualitdt der Korrelationskurve leidet.

Ein weiteres Problem liegt im mdoglichen Ablésen von Membranfragmenten.
Wird das Wasser, welches zum Hydratisieren der Membran auf diese gegeben
wird, nach Beendigung des Hydratisierens nicht abgesogen, kommen wihrend
der Messung unerwartet grofle Fluoreszenzintensitéiten iiber eine lingere Zeit
in den Fluoreszenzsignalen vor. Dies beruht vermutlich auf gréfiere in dem de-
stillierten Wasser diffundierenden Membranstiicken. Aus diesem Grund sollte
nach dem Hydratisieren jedesmal der restliche Wassertropfen abgesogen wer-
den.
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5.3 Vergleich theoretischer und experimen-
teller Korrelationskurven

Die bisherigen experimentellen Daten zeigen, dass es prinzipiell moglich
ist, an dem vorgestellten unterstiitzten Doppelmembranschichtsystem FCS—
Messungen durchzufiihren. Vergleiche dieser experimentellen Ergebnisse mit
den prisentierten theoretischen Ergebnissen zeigen, dass die Kurvenverlidufe
der berechneten Korrelationsfunktionen qualitativ mit den durch die FCS—
Messungen an den planaren Membranen gewonnenen Kurvenverldufen iiber-
einstimmen.

Korlach et al. haben dhnliche Korrelationskurven, die an GUV’s verschie-
dener DLPC:DPPC Mischungen gemessen sind, publiziert [39]. Diese wer-
den in Abb. (5.10) gezeigt. Die FCS—Messungen sind bei Raumtemperatur

0.8
06

0.4 |

normalized comelation Gty <N>

0.01 0.1 1 100 10k} 1000
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Abbildung 5.10: Von Korlach et al. [39] sind Korrelationskurven, die durch
Messungen an GUV'’s verschiedener DLPC:DPPC Mischungen (100 : 0 (3),

60 : 40 (o) und 20 : 80 (A)) gemessen sind, publiziert. Diese Abbildung
stammt aus der Originalpublikation von Korlach et al.

Tr =~ 298 K durchgefiihrt worden, so dass die genutzten Mischungsverhéltnis-
se unterschiedliche fluide und gelfé6rmige Anteile besitzen. Eine DLPC:DPPC
100 : 0 Mischung besteht bei dieser Temperatur aus fluiden Lipiden, da der
Schmelzpunkt von DLPC bei T'= 271 K liegt. Mit steigendem Anteil von
DPPC (T,,=314.5 K) befinden sich immer mehr Lipidketten im ungeordne-
ten Zustand. Eine Komposition von 60:40 heisst nicht, dass 60% der Lipide
fluid und 40% gelférmig sind. Das Verhéltnis muss mittels des Hebelgesetzes
aus dem Phasendiagramm bestimmt werden (siche Abschnitt 2.2). Wich-
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tig ist, dass sich sowohl gelférmige als auch fluide Domé&nen ausbilden. Aus
herstellungstechnischen Griinden haben Korlach et al. anstelle eines kom-
plett gelférmigen GUV’s die 20 : 80 Mischung gewihlt, die hauptsichlich
aus gelférmigen Lipiden besteht. Die in dieser Arbeit vorgestellten theoreti-
schen und experimentellen Kurven entsprechen qualitativ denen von Korlach.
Kurze Diffusionszeiten fiir die rein fluiden Lipidsysteme und lange Diffusi-
onszeiten fiir die gelférmigen Lipidsysteme. Im Koexistenzbereich bilden sich
Kurven aus, die sowohl die Diffusion fluider Lipidketten als auch die Diffusion
gelformiger Lipidketten wiedergibt.

5.4 Theoretische Ergebnisse der Single-
Particle Tracking Simulationen

Lipidketten diffundieren in ihrem gelférmigen Zustand langsamer als in ihrem
fluiden Zustand, wie es im vorherigen Abschnitt durch FCS—Experimente
verdeutlicht wurde. Dieser experimentelle Fakt ist im Modell enthalten
(sieche Abschnitt 3.2.4). Bisher konnte dargestellt werden, dass sich FCS—
Experimente mit dem eingefiihrten Modell qualitativ beschreiben lassen.
Die Position einer Kette ldsst sich ebenfalls verfolgen und aus den daraus
erhaltenen Trajektorien lidsst sich bereits die unterschiedlich schnelle Dif-
fusion fluider und gelférmiger Ketten erkennen. Als Beispiel sind drei Aus-
schnitte aus einer Positionsspur einer DMPC-Kette, die bei einer Temperatur
von 310 K in einer DMPC:DSPC 50: 50 Lipidmischung diffundiert, zu ver-
schiedenen Zeiten in Abb. 5.11 dargestellt. Die Ausschnitte geben jedesmal
die Positionséinderungen in einem Zeitintervall von 200 Diffusionsabfragen
wieder. Ein Ausschnitt zeigt den Fall, dass die Kette die gesamten 200-
Diffusionsabfragen iiber im fluiden Zustand ist. Zu einem anderen Zeitpunkt
kann die Kette das gesamte Zeitintervall iiber im gelférmigen Zustand sein.
Ein dritter Ausschnitt représentiert die Moglichkeit, dass sich der Zustand
der Kette in dem beobachteten Zeitintervall zweimal #indert. Uber die ersten
50 Diffusionsabfragen befindet sich die DMPC-Kette in ihrem ungeordneten
Zustand, anschliefflend im gelférmigen Zustand und die letzten 50 Diffusions-
abfragen wieder im fluiden Zustand.

Der quadrierte Abstand zwischen Anfangs- und Endpunkt ist die quadrati-
sche Verschiebung. Das Mitteln mehrerer quadratischer Verschiebungen (r?)
zum gleichen Zeitintervall At ergeben den ,Mittleren Quadratischen Ab-
stand“ (MSD):

1 Qa
<r?(At)>= — r2(At) .
(A1) NAZ:Zl i (At)
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nur geformig gelfarmig und fluid

Abbildung 5.11: Bei einer Temperatur von 310 K sind drei Ausschnitt zu
verschiedenen Zeiten einer Trajektorie einer DMPC—-Kette dargestellt. Links
befindet sich die DMPC-Kette iiber 200 Diffusionsabfragen im gelférmigen
Zustand. Die mittlere Graphik gibt eine Situation wieder, in der sich die
Kette zundchst 50 Diffusionsabfragen in threm fluiden Zustand befindet. An-
schlieflend st sie dber 100 Diffusionsabfragen gelformig und dber die letz-
ten 50 Diffusionsschritte ist sie fluid. Die rechte Abbildung reprdsentiert den
Fall, dass die Kette die 200 Diffusionsabfragen tiber im fluiden Zustand ist.
Die blaue Farbe reprdisentiert den gelférmigen und die rote Farbe den fluiden
Zustand. Der griine Marker gibt jeweils den Anfangs— und der schwarze je-
weils den Endpunkt nach den 200-Diffusionsabfragen an. Die eingezeichnete
Fliche ist jeweils 15 nm x 15 nm grofs.

N4 gibt dabei die Anzahl an quadratischen Verschiebungen an, iiber die
gemittelt wird. Die Analyse des MSD oder der quadratischen Anderungen
enthilt Aussagen iiber die Diffusion der beobachteten Lipidketten.

Aus den verschiedenen Trajektorien konnen mittels der Methode der ,,Mitte-
lung iiber alle Paare® (siche Abschnitt 3.3) die MSDs einzelner Trajektorien
gebildet werden. Diese lassen sich dann wiederum mitteln. Von normaler Dif-
fusion wird gesprochen, wenn das erhaltene MSD einem linearen Zeitgesetz
folgt. Bei anomaler Diffusion geht dieses lineare Verhalten verloren und das
MSD folgt einem ¢t* Gesetz (Abschnitt 2.1.1).

Jedoch enthalten auch schon die quadratischen Verschiebungen Informatio-
nen iiber den Zustand einer Lipidkette. In Abbildung 5.12 sind fiir die Tem-
peraturen 290 K, 310 K und 330 K der Unterschied der quadratischen Ver-
schiebung zum Zeitpunkt ¢ + At zur quadratischen Verschiebung zur Zeit ¢
zu verschiedenen Zeiten abgebildet:

Ar? = r?(t+ At) — r(¢). (5.1)

Es sind jeweils eine DMPC— und eine DSPC—Kette représentiert. Bei 290 K
sind die Ketten meistens im gelférmigen Zustand. Bei 7" = 330 K sind die
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Abbildung 5.12: Fir die drei Temperaturen 290 K, 310 K und 330 K sind je-
weils Ar? = r?(t+ At) —r?(t) und der Zustand der Kette fiir je eine DMPC-
(links) und je eine DSPC-Kette (rechts) abgebildet. Die Graphen sind so ge-
zeichnet, dass der oberste Punkt +20 nm? und der unterste Punkt —20 nm?
entsprechen. Die Zustinde der Ketten kénnen an den griinen Punkten er-
kannt werden. Sollten sie sich in der oberen Hilfte des jeweiligen Graphen
befinden, ist die Kette ungeordnet, ansonsten geordnet.

Ketten meistens fluid. In Abb. 5.12 ist zu erkennen, dass die Anderungen
der quadratischen Abweichungen bei niedriger Temperatur (290 K) gering
und bei einer grofien Temperatur (330 K) hoch sind. Die roten (DMPC) und
blauen (DSPC) Kurvenverldufe bei einer Temperatur von 310 K lassen ver-
schiedene Bereiche erkennen. In einigen Bereichen sind die Anderungen grof
und zu anderen Zeiten gering. Dies kann mittels der Angabe der Zustéinde
mit dem Aufenthalt in verschiedenen Doménen in Verbindung gebracht wer-
den. Die Wahrscheinlichkeit eine Lipidkette in einem bestimmten Zustand zu
finden ist in einer diesem Zustand entsprechenden Doméne hoher als in einer
Domine des anderen Zustands. Befindet sich eine Kette iiber einen ldnge-
ren Zeitraum in einem bestimmten Zustand, so ist die Wahrscheinlichkeit
hoch, dass sich die Kette in einer Doméne dieses Zustands aufhélt. Die dif-
fundierenden Lipidketten halten sich bei einer Temperatur von 310 K mal in
einer fluiden Doméne, in denen die Unterschiede der quadratischen Abwei-
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chungen hoch sind, und mal in gelférmigen Doménen auf. In den gelférmigen
Domiénen sind die Unterschiede der quadratischen Abweichungen gering.
Wie gesehen, lassen sich also bereits aus den quadratischen Abweichungen
Informationen iiber das verfolgte Teilchen gewinnen. Jedoch enthélt das MSD
detailiertere Aussagen iiber die Diffusionsprozesse eines diffundierenden Teil-
chens.

Zunichst soll die Diffusion in den reinen Phasen betrachtet werden, um im
Anschluss daran die Diffusionseigenschaften im Koexistenzbereich von ma-
kroskopischen fluiden und gelférmigen Doménen zu diskutieren. Die Ergeb-
nisse wurden durch Simulationen einer DMPC:DSPC 50 : 50 Mischung auf
einem 100 x 100 Gitter ermittelt.

In Abb. 5.13 sind die MSDs je einer DMPC—Kette bei den Temperaturen
290 K und 330 K abgebildet. Bei diesen Temperaturen befinden sich die
Ketten, bis auf wenige Ausnahmen, in ihrem gelférmigen bzw. im fluiden
Zustand. Die Ergebnisse entstammen einer Simulation einer dquimolaren
DMPC:DSPC Lipidmischung auf einer 100x 100 Matrix. Auftragen der MSDs
gegen die Zeit erweckt zunéchst den Eindruck, dass es sich um normale Dif-
fusion beobachtet wird (Abb. 5.13). Beide Kurven lassen sich mittels eines
linearen Zeitgesetzes beschreiben:

< r?(t) >= 4Dt.
Bei einer Temperatur von 290 K ergibt sich:

IlII’l2

2 >=1(0.01032 £ 0. 1 )
<" >=(0.01032 + 0.0000 )Diﬂusionsabfragen

Das MSD im Falle von T'=330 K kann iiber

nm2

< r? >= (0.79349 + 0.00015 :
" ( ) Diffusionsabfragen

beschrieben werden.

Wiirde das MSD dieser Ketten tatsdchlich linear mit der Zeit anwachsen,

sollte <72 > /t eine Konstante von 4D ergeben. Dabei ist D die Diffusions-

konstante. Eine Logarithmusbildung wiirde daran nichts d&ndern:

log <<’f>> — log (4D). (5.2)

In beiden doppeltlogarithmischen Auftragungen der Abbildung 5.13 ist zu
erkennen, dass sich keine konstanten Geraden ergeben.

Bei T'=290 K erscheint zunichst eine Gerade der Steigung Null, die dann
von einer linearen Gerade einer Steigung kleiner als Null gefolgt wird und
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Abbildung 5.13: Von bei den Temperaturen 290 K und 330 K berechnete
DMPC-Trajektorien werden die MSDs < r? > dargestellt und mit einer
doppeltlogarithmischen Auftragung werden sie weiter analysiert. Die MSDs

(durchgezogene Linien) scheinen mittels eines linearen Zeitgesetzes beschrie-

ben werden zu kénnen (gestrichelte, grine Linie). Die doppeltlogarithmischen
Auftragungen lassen ein Abweichen vom normalen Diffusionsverhalten erken-

nen.

die anschliefend in einen Teil {ibergeht, der scheinbar um eine konstante
Gerade schwankt. Die Kurve bei der Temperatur von 330 K zeigt dhnliches
Verhalten, bis auf den Wegfall des ersten, konstanten Teils der Kurve. Bei-
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de doppeltlogarithmische Auftragungen zeigen ein Abweichen von normaler
Diffusion.

Fiir den Fall anomaler Diffusion (< r%(t) >= 4I't®) ergibt eine doppeltloga-
rithmische-Auftragung:

log (< T: >> = log (4T") + (o — 1) log t. (5.3)

Eine Gerade konstanter Steigung m = «— 1 ist zu erwarten. In den Graphen
der Abbildung (5.13) sind negative Steigungen erkennbar, so dass o < 1
gelten muss. Wird der erste Teil der doppeltlogarithmischen Auftragung bei
T =290 K aufler Acht gelassen, kann fiir kurze Zeitskalen festgehalten werden,
dass anomale Diffusion beobachtet wird.

Ist der Kurvenverlauf bei langen Zeiten normal, so sollte sich in der doppelt-
logarithmischen Darstellung eine Gerade ergeben. Der Kurvenverlauf weicht
aber von einer Geraden ab, aber es entsteht der Eindruck, dass die Kurve
um eine Gerade schwankt. Um eine Aussage iiber das Diffusionsverhalten
bei langen Zeiten sicher treffen zu konnen, ist es notwendig ausschliefen zu
konnen, dass der beobachtbare Verlauf nicht durch andere Diffusionseigen-
schaften bedingt ist. Qian et al. [59] haben durch eine Analyse des ,,Random
Walks“ fiir die ,,Methode der Mittelung iiber alle Paare“ festgestellt, dass die
Standardabweichung von dem zu erwartenden MSD selbst und der Anzahl
an Punkten iiber die gemittelt wird abhéngt . Der analystische Ausdruck fiir
die Standardabweichung o ist der folgende:

(4DnAt) - \/("QNAJ’G?}]VA;’”_”S) falls Ny > n
A
o= (5.4)
(4DnAt) - \/ (1 + Ng%%:é“;:anA) sonst.

Hierbei soll At die Zeit darstellen, nach der jeweils der Aufenthaltsort des
Teilchens gemessen wird. Die Grofle nAt definiert die Zeit von dem das MSD
gewonnen werden soll. Die Gesamtzahl an quadratischen Abweichungen iiber
die zu einer bestimmten Zeit gemittelt werden soll, wird mit N, angege-
ben. Ist N die Gesamtanzahl an Positionsmessungen, berechnet sich N4 zu:
N4 = N —n. In der Simulation ist At mit einer Diffusionsabfrage gleichzu-
setzen: At = 1 Diffusionsabfrage.

Eine statistische Analyse der durch die Simulationen gewonnenen Spuren
und deren MSDs gibt einen Hinweis darauf, in wie weit die Daten bei lan-
gen Zeiten tatsdchlich auf normale Diffusion hindeuten. In den Abbildungen
(5.14) und (5.15) sind die MSDs der Spuren zweier DSPC-Ketten bei den
Temperaturen 290 K und 330 K dargestellt. Die Spuren sind durch Simulatio-
nen einer 100 x 100-Matrix einer DMPC:DSPC 50:50 Mischung gewonnen.
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Abbildung 5.14: Oben: Das MSD einer DSPC-Kette bei einer Temperatur
von 290 K st durch die blaue Kurve dargestellt. Zur Ermittlung des MSD ist
eine Spur mit 5 - 10° Positionsdaten verwendet worden. Die beiden gepunk-
teten grimen Kurven sind die Kurven, die durch Addition und Subtraktion
der Standardabweichung vom MSD entstehen: < r?> > +o und <r? > —o.
Unten: Der bereits bekannte doppeltlogarithmische Plot ist fiir die drei oben
gezeigten Kurven abgebildet.

Ebenfalls sind die Kurven, die sich durch Addition und Subtraktion der Stan-
dardabweichungen ergeben, eingezeichnet. Zur Berechnung der Standardab-
weichung wird Formel (5.4) benutzt und es wird jeweils das MSD (entspricht
AnAt in Gl (5.4).) benutzt, das durch die ,Mittelung iiber alle Paare“ der
entsprechenden Positionsmessungen enthaltenen Spur gewonnen wird. Es ist
festzustellen, dass die Standardabweichung mit groflerer Zeit anwéchst. Dies
lisst sich auch in den doppeltlogarithmischen Auftragungen von < r? > /t
erkennen. In beiden Fillen lésst sich eine Gerade finden, die zwischen den bei-
den Kurven, die die Standardabweichungen enthalten, liegt. Es ist aber nicht
unwahrscheinlich, falls eine Gerade nicht zu allen Zeiten innerhalb dieses Be-
reichs liegen sollte. In dem Intervall [<7%> —0, <7? > +0] sind im statisiti-
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Abbildung 5.15: 5 - 10° Datenpunkte einer DSPC-Kette bei einer Tempera-
tur von 330 K sind ausgewertet worden. Oben wird das berechnete MSD (rot)
mit den Kurven, die durch Addition und Subtraktion der Standardabweichung
zum MSD ermittelt werden (grine gepunktete Verliufe), verglichen. Ebenfalls
sind die drei dargestellten Kurven durch die Zeit geteilt und in einer doppelt-
logarithmischen Auftragung abgebildet.

schen Mittel 68% der MSDs enthalten. Im Intervall [<r?> —20, <7?> +20]
sind dies dann bereits 95%. Eine kleine, aber nicht zu vernachlissigende
Wahrscheinlichkeit besteht, dass die berechneten von den zu erwartenden
MSDs stark Abweichen. Dies wurde von Qian et al. [59] durch Computer-
simulationen eines ,Random Walks®“ ebenfalls bestétigt. Aus diesem Grund
schlagen sowohl Qian et al. [59] als auch Saxton [68] vor, die MSDs der Tra-
jektorien einzelner diffundierender Teilchen zu bestimmen und diese MSDs
miteinander zu mitteln.

Aufgrund der prisentierten Daten ldsst sich festhalten, dass bei Temperatu-
ren von 290 K und 330 K ein anomales Diffusionsverhalten bei kurzen und
ein normales bei langen Zeiten zu beobachten ist.

Bisher wurden nur die MSDs diskutiert, die sich durch Simulationen bei ho-



KAPITEL 5. DIFFUSION: RESULTATE UND DISKUSSION 86

hen oder niedrigen Temperaturen, bei denen sich die meisten Lipidketten
in ihrem ungeordneten oder geordneten Zustand befinden, ergeben. Bei einer
Temperatur von 310 K koexistieren nach den Ausfiihrungen aus Kapitel 4 ma-
kroskopische Doménen der fluiden und gelférmigen Lipidketten. Im Zusam-
menhang mit Abb. (5.12) wurde bereits erldutert, das schon die Betrachtung
der Anderungen der quadratischen Verschiebungen Ar? = r2(t + At) — r2(t)
eine Aussage iiber die Domiinen zuléisst (Abb. 5.12). Es stellt sich heraus,
dass die Lipidketten haufiger ihren Zustand #ndern und mit unterschiedli-
chen Wahrscheinlichkeiten in den fluiden oder gelférmigen makroskopischen
Domiénen diffundieren. Mittels der FCS-Simulationen konnte gesehen wer-
den, dass bei einer Temperatur von 310 K zwei verschiedene Diffusionspro-
zesse zu beobachten sind. Schnelle und langsame Diffusion findet statt. MSDs
enthalten diese Informationen nicht, sondern sie mitteln iiber die beiden Dif-
fusionsprozesse, so dass sich ein Mittelwert ergeben sollte, der zwischen den
MSDs der rein fluiden und rein gelférmigen Lipidmembran liegen sollte. In
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Abbildung 5.16: Qben: Eine dquimolare DMPC:DSPC Mischung wurde auf
einer 100 X 100 grofien Matriz simuliert. Die Temperatur betrug dabei 310 K.
Die Trajektorien von jeweils zwei DMPC- und DSPC-Ketten sind verfolgt
und 50° Positionen aufgenommen worden. Mit diesen Daten wurde ein gemit-
teltes MSD der DMPC- (griin) und ein gemitteltes MSD der DSPC-Ketten
(orange) berechnet. Erginzend sind MSDs bei den Temperaturen 290 K und
330 K eingezeichnet (schwarz, gestrichelt). Unten: Doppeltlogarithmische Au-
tragung der beiden MSDs.
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Abbildung (5.16) sind zwei MSDs abgebildet, die aus Daten, die aus einer
Simulation einer DMPC:DSPC 50:50 Mischung bei einer Temperatur von
310 K stammen, ermittelt wurden. Das eine MSD gibt den Mittelwert zwei-
er MSDs zweier DMPC-Ketten (griiner Verlauf) und das andere MSD den
Mittelwert der MSD—-Werte, die sich aus zwei verschiedenen DSPC—Spuren
ergaben (orangene Kurve), wieder. Beide Kurven liegen wie erwartet zwischen
den MSD—Verldufen wie sie sich in den rein fluiden bzw. rein gelférmigen Sy-
stemen ergeben. An den beiden zur Temperatur 310 K gehérenden Verldufen
ist ebenfalls zu erkennen, dass die DMPC-Lipidketten schneller diffundieren
als die DSPC-Ketten. Der Grund fiir die langsamere Diffusion der DSPC-
Ketten liegt darin, dass die Wahrscheinlichkeit bei einer Temperatur von
310 K eine fluide DSPC—Kette zu finden geringer ist als die Wahrscheinlich-
keit des Auffindens einer fluidlen DMPC-Kette. Werden die beiden MSDs
in der bekannten Art und Weise durch die Zeit geteilt und der Logarithmus
davon und von der Zeit gebildet, ist auch bei dieser Temperatur zu erkennen,
dass es sich nicht um normale Diffusion handelt. Der Ubergang von anomaler
zu normaler Diffusion findet zu einem spéteren Zeitpunkt statt als bei den
Verldufen in den Abbildungen (5.14) und (5.15).

Wie die vorgestellten Daten zu interpretieren sind und insbesondere wo die
Vor— und Nachteile des benutzten Diffusionsmodells liegen, soll Bestandteil
der folgenden Diskussion sein.

5.5 Diskussion: Theorie und Experimente

In diesem Abschnitt sollen die vorgestellten experimentellen und theoreti-
schen Diffusionsstudien einer ausfiihrlichen Diskussion unterworfen werden.
Dies betrifft sowohl die physikalischen Ergebnisse als auch die konzeptionellen
Schwichen des Modells und der vorgestellten FCS-Experimente an planaren
Membranen.

Zunéchst einmal soll auf die physikalischen Zusammenhénge eingegangen
werden, bevor eine generelle Kritik der Methoden folgt. Den Abschluss die-
ses Kapitels bildet eine Diskussion der in Abschnitt 2.1 vorgestellten Diffusi-
onskonzepte und eine Erorterung, inwiefern das hier vorgestellte numerische
Modell eine sinnvolle Ergidnzung zu den bisherigen Diffusionsstudien bildet.

5.5.1 Diffusion und Heterogenititen

Qualitativ konnte gezeigt werden, dass sich FCS-Experimente mit den vor-
gestellten Monte Carlo Simulationen und dem zugrundeliegenden Modell be-
schreiben lassen. Die ausschliefllich an dquimolaren DMPC:DSPC Mischung-
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en durchgefithrten Simulationen wurden bei jeweils drei verschiedenen Tem-
peraturen ausgewertet. Diese drei Temperaturen sind mit drei verschiedenen
Bereichen des Phasendiagramms in Verbindung zu bringen. Hierbei sind drei
verschiedene Diffusionsprozesse zu beobachten.

Bei einer Temperatur von 290 K sind die Ketten vorwiegend in ihrem geord-
neten Zustand und die Diffusion langsam. Bei einer Temperatur von 330 K
ist schnelle Diffusion zu beobachten, da sich die Lipidketten hauptséichlich
in ihrem fluiden Zustand befinden. Dies ist jeweils an der Form der Korre-
lationskurven zu erkennen; ein Abfall zu frithen Zeiten bei T'= 330 K und
ein spiterer Abfall bei T'=290 K. Dies entspricht qualitativ den Korrelati-
onskurven, die durch Messungen an den fluiden bzw. gelférmigen planaren
Membranen (DLPC bzw. DPPC) ermittelt wurden. Autokorrelationskurven,
die zur Diffusion in den fluiden Membranen gehort, zeigt einen Abfall im
Bereich von 10 ms und ein Abfall im Sekundenbereich lsst sich fiir die Auto-
korrelationskurven beobachten, die die Diffusion in gelférmigen Membranen
wiedergeben.

Bei einer Temperatur von 310 K liegt die Korrelationskurve zwischen den
beiden anderen Korrelationskurven. Die Kurve zeigt ein Verhalten, das sich
durch zwei Diffusionsprozesse interpretieren lisst, wie dies auch Korlach et
al. [39] berichten. Die schnelle Diffusion l&sst sich mit einer Diffusion in flui-
den Doménen und die langsame Diffusion mit einer Diffusion in Doménen
bestehend aus gelférmigen Lipidketten erkléren.

Die Simulation der Einzelmolekiilspuren ist ein Maf fiir die Mikroumgebung
einzelner Lipidketten. Die darin enthaltenen Informationen ergéinzen die En-
semblesimulationen, die Aussagen iiber die gesamte Umgebung machen.
Weiterhin kénnen die FCS-Experimente und Simulationen durch das Verfol-
gen einzelner Lipidketten iiber die Zeit (,,Single-Particle Tracking“ ) ergénzt
werden.

Die SPT-Daten wurden zur Berechnung von ,,Mittleren Quadratischen Ab-
weichungen®“ benutzt. Eine Auftragung der MSDs gegen die Zeit erweckte
dabei den Eindruck, dass es sich um normale Diffusion zu allen Zeiten han-
delt, aber die Auftragung des Logarithmus der durch die Zeit geteilten MSDs
gegen den Logarithmus der Zeit hat gezeigt, dass das MSD nicht iiber alle
Zeiten einem linearen Zeitgesetz folgt, sondern erst zu langen Zeiten normale
Diffusion auftritt. Zuvor ist anomale Diffusion zu beobachten und im Falle
der Simulationen bei einer Temperatur von 290 K zeigt die doppeltlogarith-
mische Autragung bei sehr kurzen Zeiten ebenfalls ein normales Diffusions-
verhalten. Diese anfingliche normale Diffusion kénnte als Diffusion in Mi-
krodoménen einer einzigen Spezies gedeutet werden. Sowohl in den Arbeiten
von Sugdr et al. [50, 79, 80, 81] als auch in den in dieser Arbeit prisen-
tierten Schnappschiissen der Matrixdistribution konnte gezeigt werden, dass
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sich bei einer DMPC:DSPC 50 : 50 Mischung bei niedrigen Temperaturen
(z.B. 290 K) gelférmige Mikrodoméanen der beiden Lipidspezien ausbilden.
Da die Diffusion gelférmiger Lipidketten langsam ist, diffundieren die Ket-
ten auf kurzen Zeitskalen innerhalb der Cluster der eigenen Spezies. Hierbei
wird die Diffusion nicht behindert und die Diffusion ist auf mikroskopischen
Skalen normal. Der Kurvenverlauf bei einer Temperatur von 330 K zeigt
anomales Diffusionsverhalten von Beginn der gezeigten logarithmischen Auf-
tragungen. Die Mikrodoménen, die sich in einer rein fluiden DMPC:DSPC
50:50 Lipidmischung ausbilden, sind im Vergleich zu denen der rein gelférmi-
gen Lipidmischungen klein. Die im fluiden Zustand schnell diffundierenden
Lipidketten sollten innerhalb kurzer Zeit durch die einzelnen Mikrodoménen
diffundieren. Existiert ein mikroskopischer Diffusionskoeffizient, so wire eine
andere Zeitauflosung als die bisherige zu wihlen. Dafiir miisste der Monte
Carlo Zyklus umdefiniert werden.

Abgesehen von der normalen Diffusion auf kurzen Zeitskalen tritt bei einer
Temperatur von 290 K das anomale Diffusionsverhalten zu mittleren Zeiten
und auf langen Zeitskalen normale Diffusion auf. Bei 7'=330 K ist zunéchst
anomale und dann ebenfalls normale Diffusion erkennbar.

Saxton diskutiert das Auftreten anomaler Diffusion im Zusammenhang mit
der Existenz von Hindernissen (siehe Abschnitt 2.1.3). Die in dieser Arbeit
beobachtbare anomale Diffusion kann ebenfalls mit Hindernissen in Verbin-
dung gebracht werden. Fiir die diffundierenden Lipide bilden dabei die Lipi-
de der anderen Spezies bzw. die mikroskopischen Doménen die Hindernisse.
Diese sind nicht immobil, sondern verédndern sich mit der Zeit und Lipidket-
ten der jeweils anderen Spezies konnen in die Doménen der anderen Spezies
diffundieren. Die Lipide der anderen Spezies werden als Hindernisse wahr-
genommen, da sich die rein gelférmigen und rein fluiden DMPC:DSPC Mi-
schungen nicht ideal mischen, d.h. Wechselwirkungen zwischen den beiden
Spezien treten auf.

Saxton fiihrt zur Charakterisierung der anomalen Diffusion eine Kreuzungs-
zeit Tor und eine Kreuzungslinge Rop ein [66]. Die Kreuzungszeit Top ist
die Zeit bei der die Diffusion von anomaler in normale Diffusion iibergeht
und die Kreuzungsldnge die Distanz iiber die ein Teilchen anomal diffun-
diert. Die Kreuzungslénge héngt mit der Kreuzungszeit und dem zu grofien
Zeiten auftretenden Diffusionskoeffizienten zusammen:

RCR = v/ D - tcr- (55)

Fiir das MSD gilt dann:

2 ta T << RCR
<7 > { t 1> Rep, (5.6)
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dabei ist o der aus Abschnitt 2.1.1 bekannte Exponent.

Bei den Temperaturen von 290 K und 330 K unterscheiden sich die Kreu-
zungszeiten, bei Vernachlidssigung des ersten normalen Diffusionsverhaltens
bei T' = 290 K, um einen Faktor 100. Die makroskopischen Diffusionsko-
effizienten differieren ebenfalls um einen Faktor von Hundert und da die
Kreuzungszeit in dem fluiden Lipidsystem geringer, der Diffusionskoeffizient
jedoch hoher als im Fall einer rein gelférmigen Matrix ist, ergeben sich in
beiden Fillen ungefihr gleiche Kreuzungsléngen.

Bei einer Temperatur von 310 K existieren makroskopische fluide und ma-
kroskopische gelférmige Domanen. DMPC-Ketten befinden sich bei dieser
Temperatur mit einer h6heren Wahrscheinlichkeit im fluiden als im gelférmi-
gen Zustand. DSPC-Ketten befinden sich bei dieser Temperatur vorwiegend
in ihrem gelférmigen Zustand. Deshalb diffundieren die DMPC-Ketten im
Vergleich zu den DSPC-Ketten schneller. Die doppeltlogarithmischen Auf-
tragungen zeigen, dass fiir beide Ketten iiber lange Zeiten anomale Diffusion
zu beobachten ist. Die Ketten diffundieren schneller als bei einer Tempera-
tur von 290K und die Kreuzungszeit liegt bei grofleren Zeiten, so dass die
Kreuzungslidnge im Vergleich zu den Kreuzungslédngen bei den Temperatu-
ren 290K und 330 K grofer ist. Dies deutet darauf, dass die makroskopischen
Domiinen die Diffusion stark behindern.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mittels der prisentierten
theoretischen SPT—Studien Informationen iiber die Diffusionsprozesse und
deren Beeinflussung durch Mikro— und Makrodoménen gefunden werden
konnen. SPT Experimente sollten durchgefiihrt werden um die theoretischen
Vorhersagen zu bestitigen.

5.5.2 Diskussion des Diffusionsmodells

In den vorherigen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass das vorgestell-
te Modell in der Lage ist qualitativ ein Fluoreszenzkorrelationsspektrosko-
pieexperiment zu beschreiben. Wie in Messungen konnten unterschiedliche
Kurvenverldufe charakterisiert werden.

Jedoch fehlt bisher die Mdoglichkeit Vergleiche mit FCS-Messungen an
DMPC:DSPC Lipidsystemen verschiedener Mischungsverhéltnisse heranzu-
ziehen, da diese Experimente noch nicht durchgefiihrt wurden. Wenn diese
Daten zur Verfiigung stehen, besteht die Moglichkeit die theoretisch und
experimentell gewonnenen Diffusionszeiten qualitativ zu vergleichen. Dies
wiirde unter anderem eine Eichung der Zeitskala der Monte Carlo Rech-
nung ermoglichen. Diese hat eine Entsprechung in Echtzeit, die aber ohne
Experimente nicht zugénglich ist.

Ein Problem stellt die begrenzte Simulationszeit und die damit verbundene



KAPITEL 5. DIFFUSION: RESULTATE UND DISKUSSION 91

schlechte Statistik dar. Analysen unterschiedlicher Anzahlen an Fluoreszenz-
daten zeigen, dass das Rauschen der Korrelationskurven abnimmt, wenn
mehr Diffusionsabfragen verfolgt werden. Jedoch bedeutet eine hohe Zahl
an Diffusionsabfragen eine hohe Rechenzeit, so dass die Anzahl an Zyklen
beschréinkt bleiben muss.

In dem Modell werden Annahmen gemacht, die die Modellierung vereinfa-
chen, aber die Realitéit nicht richtig wiedergeben. Dies wéren zum Einen die
Annahme instantaner Fluoreszenz, die Vernichlissigung von Dipolorientie-
rungen und zum Anderen die Vernachlissigung von Storeffekten durch die
Fluoreszenzmarker.

Bei den FCS-Simulationen wird angenommen, dass instantane Fluoreszenz
stattfindet. Dies bedeutet, dass ein Marker direkt nach der Absorption ei-
nes Photons emittiert. Reale Label fluoreszieren nicht instantan. Nach der
Anregung verbleiben sie zundchst im angeregten Zustand, bevor sie nach ca.
10 — 107 "s ein Photon emittieren.

Im Modell wird angenommen, dass die Orientierung der Dipole bei der An-
regung keinen Einfluss hat. In realen Systmen héngt aber die Absorption
eines Photons von der Orientierung des Dipols des Fluorszenzlabels in Bezug
auf die Polarisation der einfallenden Lichtwelle ab. Ebenfalls beeinflusst die
Orientierung die Polarisation des abgestrahlten Photons.

Bei Betrachtung lateraler Diffusion sollten die Annahme instantaner Fluo-
reszenz und die Vernachldssigung der Dipolorientierungen die beobachtbaren
Diffusionsprozesse richtig wiedergeben.

Weiterhin wird in dem Modell angenommen, dass der Fluoreszenzmarker die
physikalischen Eigenschaften der Lipide besitzt. In der Simulation existie-
ren nur DMPC- und DSPC-Ketten, die als fluoreszierend markiert werden
kénnen, denen aber keine von den DMPC- und DSPC-Ketten abweichen-
de Eigenschaften zugewiesen werden. Fiir real verwendete Label gilt dies
nicht, sondern sie unterscheiden sich von den Lipiden. Diese Unterschiede
kénnen unter anderem mittels Kalorimetrie verdeutlicht werden. Bei hohen
Labelkonzentrationen kénnen Verschiebungen der Wiarmekapazitidtskurven
beobachtet werden. Bei FCS-Messungen sollte sich dies aber nicht stark aus-
wirken, da die Label lediglich in geringen Konzentrationen vorkommen (siehe
T. Schlotzer [72]).

Das Single-Particle Tracking erlaubt das Verfolgen einzelner Ketten und
ermoglicht die Berechnung der ,Mittleren Quadratischen Abweichung®.
Hierfiir ist es notig eine Gitterkonstante zu definieren, die mit der Gréfie eines
Lipids zusammenhéngt. In dieser Arbeit ist unabhéngig von der Temperatur
eine Gitterkonstante von 0.5 nm? verwendet worden. Diese Temperaturun-
abhéngigkeit ist jedoch in realen Systemen nicht gegeben. Ein fluides Lipid
bedeckt im allgemeinen eine um ca. 25% groflere Fliche als ein gelférmiges
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Lipid. Die Gitterkonstante von 0.5 nm? gilt fiir die Beschreibung bei niedri-
gen Temperaturen [81], so dass bei einer fluiden Membran eine grofere Git-
terkonstante anzunehmen wéire. Dabei ist dann aber auch zu bedenken, dass
mit hoheren Temperaturen die Gitterstruktur in realen Lipidmodellsystemen
verloren geht und die Annahme eines Gitters sowieso eine Vereinfachung dar-
stellt.

Jedoch sollten diese beiden Vereinfachungen das Auftreten von anomaler Dif-
fusion nicht erkliren, da dieses sowohl bei geringen Temperaturen, bei denen
die Lipide auf einem Gitter angeordnet sind, als auch bei hohen Temperatu-
ren zu beobachten ist. Es ist anzunehmen, dass lediglich die Details, wie z.B.
die genauen Diffusionskoeffizienten, nicht richtig wiedergegeben werden.

5.5.3 Die experimentellen Resultate

Korlach et al. haben mittels FCS Diffusionskonstanten innerhalb von fluiden
und gelférmigen Doménen an DLPC:DPPC GUVs gemessen. Der Grund
fiir die Wahl der GUV’s als Modellsystem ist zum Einen, dass GUV’s ei-
ne dhnliche Groéfle wie Zellen (10 um —100 pum) besitzen und zum Anderen
konnen Wechselwirkungen mit einem Triger, auf denen oftmals Modellsyste-
me aufgebracht werden, wie es bei den hier vorgestellten Experimenten das
Quarzglas ist, ausgeschlossen werden. In der Arbeit von Korlach ergaben sich
Diffusionskonstanten in den Griélenordnungen von D = 3-10% cm?/s fiir die
schnelldiffundierende Komponente und von D = 2-107'° cm?/s fiir die lang-
same Komponente. Fiir unterschiedliche DLPC:DPPC Verhéltnisse wurden
leicht unterschiedliche Diffusionskonstanten gefunden, die aber immer jeweils
in den angegeben Gréflenordnungen liegen.

Diffusionskoeffizienten von D = 1.43-107% cm?/s und D = 7.36-107'% cm?/s
wurden durch Messungen an fluiden planaren DLPC-Membranen und
gelformigen planaren DPPC-Membranen ermittelt. A. Ha¢ hat bei FCS—
Messungen an einem DLPC:DPPC 50: 50 System Diffusionskonstanten von
D =447-1078 cm?/s und D = 4.44- 107" cm?/s erhalten. Die gemessenen
Diffusionskonstanten liegen in den gleichen Groflenordnungen wie die von
Korlach gemessenen Diffusionskonstanten.

Bei Messungen, bei denen die Modellmembran auf einen Tréger aufgebracht
ist, sind Wechselwirkungen der Lipide mit dem Trigermaterial, hier das
Quarzglas, zu bedenken. SPT Messungen an unterstiitzten Lipidsystemen
haben gezeigt, dass ein Glas—Tréger die Diffusion einer einzigen Lipidschicht
im Vergleich zu einem nicht unterstiitzten Modellsystem stark behindert [78].
Es wird berichtet, dass die Lipide mit dem Glas—Support um einen Faktor 4.5
langsamer diffundieren, als in Membranen, die auf kein Trigermaterial auf-
gebracht sind. Dieser Unterschied wird durch Wechselwirkungen der Lipide
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mit dem Glas erklart.

Bei den hier prisentierten Messungen sind Beeinflussungen durch das Tréger-
material ebenfalls zu beriicksichtigen und deren Einfluss auf die Diffusion der
Lipide zu diskutieren. Zu den in [78] diskutierten Messungen besteht der Un-
terschied, dass die hier erwédhnten FCS—Experimente an einem Modellsystem
durchgefiihrt wurden, bei dem mehrere hundert iibereinanderliegende Lipid-
doppelschichten zum Fluoreszenzsignal beitragen. Es ist zu erwarten, dass die
unterste Schicht mit dem Trager stark wechselwirkt und Wechselwirkungen
mit oberen Schichten gering oder nicht vorhanden sind. Ebenfalls ist anzu-
nehmen, dass mehr durch das Trigermaterial wenig beeinflusste Lipidschich-
ten zum Fluorszenzsignal beitragen, so dass hauptséichlich eine durch das
Tragermaterial unbeeinflusste Diffusion beobachtbar sein sollte. Insbesonde-
re deutet der Vergleich mit den von Korlach et al. publizierten Ergebnissen
daraufhin, dass die Annahmen als sinnvoll erscheinen.

Bei Messungen an iibereinanderliegenden planaren Membranen sind jedoch
Wechselwirkungen zwischen den Lipiddoppelschichten nicht auszuschlielen,
so dass sich die Diffusionskoeffizienten, die in einlamellaren Systemen und in
multilamellaren Modellsystemen gemessenen werden, unterschieden kénnen.

5.5.4 Diskussion verschiedener Diffusionsmodelle

Diffusion in Membranen wird durch Heterogenititen beeinflusst [4, 12, 70].
Heterogenitéten treten jedoch nicht nur in Systemen mit Proteinen, Peptiden
usw. auf, sondern sie sind bereits in einfachen zweikomponentigen Lipidsy-
stemen beobachtbar. Wie in den vorangegangenen Kapiteln gesehen, bilden
sich abhéngig von der Temperatur sowohl Mikro— als auch Makrodoménen
gelféormiger und fluider Lipide aus. Bereits die Ausbildung von Lipiddoménen
beeinflusst die Diffusionsprozesse in einem einfachen Lipidsystem. Es gibt
aber weitere Mechanismen, wie z.B. die Existenz von Korralen? die zu einer
Beeinflussung der Diffusion eines Molekiils fiihren kénnen.

Zur Beschreibung der Diffusion von sich in einer homogenen Membran be-
findenden Proteinen haben sich hydrodynamische Theorien wie die von Saff-
man und Delbriick als sinnvoll herausgestellt [60]. Die Diffusion fluider Lipide
kann mittels , Freies Volumen“ Theorien erklirt werden [24, 44, 45]. Saxton
konnte verschiedenste Situationen durch numerische Methoden modellieren
([61] bis [68], [71]). Er beschreibt sowohl Lipid— als auch Proteindiffusion und
beriicksichtigt auch das Auftreten von Heterogenitéten.

4 Diese werden z.B. durch eine Ansammlung von Proteinen gebildet und sorgen dafiir, dass
die Diffusion eines Tracers auf ein bestimmtes Gebiet beschrinkt ist (siche Abschnitt
2.1.4).
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Hydrodynamische Theorien haben sich zur Beschreibung von Lipiddiffusion
als nicht sinnvoll herausgestellt (sieche 2.1.2) und sollen in der weiteren Dis-
kussion, in der es um Lipiddiffusion geht, nicht weiter betrachtet werden.
Die , Freies Volumen*“ Theorien gehen zunéchst einmal von homogenen Syst-
men aus und das mittlere freie Volumen oder die mittleren freien Fldchen
sind temperaturabhéngig, so dass auch die Diffusionskoeffizienten temperatu-
rabhingig sind. Heterogenitéten, wie sie durch gelférmige Doménen gebildet
werden konnen, sind selten beriicksichtigt und in diesen wird den gelférmi-
gen Lipiden keine Diffusion zugeschrieben [3]. Experimentelle Daten kénnen
in dem Zusammenhang mittels eines freien Volumens interpretiert werden
[2, 83], sie kénnen aber anomale Diffusion oder andere von normaler Diffusi-
on abweichende Diffusionsarten nicht beschreiben.

Unterschiedliche Diffusionseigenschaften kénnen jedoch mittels der Monte
Carlo Simulationen von Saxton erklirt werden. Diese Arbeiten beruhen auf
sehr vereinfachenden Annahmen, so dass sie zwar unterschiedliche Diffusi-
onsprozesse beschreiben kénnen, aber Lipidsysteme kénnen nicht direkt be-
schrieben werden. So ist das Gitter bei diesen Simulationen als eine Lipid-
schicht anzusehen, in die mobile oder immobile Hindernisse eingebaut sind.
Diese Hindernisse reprisentieren Geldoménen oder einzelne Proteine oder
sogar Proteinaggregate. Diese Eigenschaften werden aber bei diesen Model-
len , kiinstlich® ins System integriert, d.h. Heterogenitéten bilden sich nicht
aufgrund physikalischer Eigenschaften aus, sondern werden durch eine stati-
stische Auswahl auf dem Gitter verteilt. Temperaturabhéngigkeiten der Dif-
fusion kénnen mit den von Saxton durchgefiihrten Monte Carlo Simulationen
nicht beschrieben werden.

Das in dieser Arbeit speziell zur Beschreibung eines zweikomponenti-
gen Lipidsystems genutzte Modell entgeht den genannten Kritikpunkten.
Doménenbildung kann mittels der Wechselwirkungsenergien, die zwischen
den Lipiden herrschen erkldrt werden und eine Temperaturabhéngigkeit ist
automatisch im Modell enthalten. Diffusion findet sowohl in den gelférmigen
als auch fluiden Doménen statt. Ebenso kann ein fluides Lipid in eine Gel-
doméne diffundieren oder ein gelférmiges Lipid in eine fluide Doméne, was
in den beiden anderen Ansédtzen nicht beriicksichtigt wird. Weiterhin ist zu
bemerken, dass hier ein reales Lipidsystem beschrieben wird und das Modell
auf experimentell leicht zugénglichen Daten basiert. Mit diesem spezielle-
ren Modell sind somit Diffusionsprozesse in Lipidsystemen auf einer anderen
Ebene verstehbar als mit den Modellen von Saxton und den ,,Freies Volumen*
Ansétzen.



Kapitel 6

Diskussion

6.1 Vom Modellsystem zur biologischen
Membran

In ihrer Arbeit aus dem Jahr 1968 hatten Adam und Delbriick [1] betont, dass
es zum Zustandekommen von Reaktionen in mikrobiologischen Systemen vor-
teilhaft sein kann, dass Diffusion der beteiligten Molekiile, wie z.B. Rezepto-
ren, nicht im Dreidimensionalen, sondern im Zweidimensionalen stattfindet.
Die Reduktion von drei auf zwei Dimensionen iibernehmen dabei biologi-
sche Membranen, in denen die Molekiile, die miteinander reagieren sollen,
diffundieren. Melo et al. [48] zeigen in ihrer theoretischen Arbeit, dass die
Ausbildung von Doménen einen Einfluss auf bimolekulare Reaktionen ha-
ben kann. Sind fluide durch gelférmige Doménen getrennt und befinden sich
die Molekiile, die miteinander reagieren sollen, in den fluiden Phasen, so
kann dies die Wahrscheinlichkeit einer moglichen Reaktion verringern. Um
also zu verstehen, ob die Reduzierung der Diffusion von drei auf zwei Di-
mensionen tatsidchlich ein Vorteil biologischer Systeme ist, miissen somit die
Membranorganisation und die damit verbundenen Diffusionsprozesse bzw.
deren gegenseitige Beeinflussungen verstanden werden. Dies ist beispielswei-
se von Jgrgensen et al. [37] im Kontext lateraler Membranorganisation mit
dem Transport und der Aktivitdt von Enzymen untersucht worden. Sie fol-
gerten, dass sowohl die Lipidmembranstruktur als auch deren Dynamik einen
Einfluss haben.

Edidin [17] dusserte die Hypothese, dass die Entstehung von Mikrodoménen
eher auf Lipid-Protein als auf Lipid-Lipid Wechselwirkungen basiert. Theo-
retische Ergebnisse wie die von Sugér et al. [50, 81] oder Nielsen et al. [53]
zeigen aber gerade, dass bereits in zweikomponentigen Lipidmembranen Mi-
krodoménen, aber auch Makrodoménen zu beobachten sind. Ergebnisse der
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hier vorliegenden Arbeit bestétigen dies und es ist zu beobachten, dass Mi-
krodoménen sich schnell verindern, die Strukturdnderungen makroskopischer
Domiénen im Vergleich dazu aber langsam ablaufen. Diese Strukturdnderun-
gen konnen dann wieder Einfluss auf die Wahrscheinlichkeiten des Auftretens
verschiedener Reaktionen haben. Im Fall der Uberlegungen von Melo et al.
[48], in denen sich die Domé#nenstrukturen nicht &ndern, stellt sich die Frage
wie die Wahrscheinlichkeiten der dort diskutierten Reaktionen durch dyna-
mische Prozesse beeinflusst werden konnten.

Die bisher diskutierten Effekte sind am Beispiel von Modellsystemen vorge-
stellt worden. Es stellt sich die Frage, wie sehr Diffusion in zwei Dimensio-
nen und die mogliche Beeinflussung der Struktur einer biologischen Membran
die Biologie befdhigt hat, Reaktionen, z.B. in Zellen, je nach Bedingung zu
ermdglichen oder zu verhindern. Bereits die laterale Organisation der Lipide
in biologischen Membranen kann nach den Uberlegungen an Modellmem-
branen eine Beeinflussung ausiiben. Biologische Membranen sind jedoch we-
sentlich komplexer als die Modellsysteme, so dass hierbei weitere Effekte,
wie Protein-Lipid, Protein-Protein Wechselwirkungen usw. zu beriicksichti-
gen sind und diese Wechselwirkungen nicht getrennt voneinander betrachtet
werden konnen. All diese Wechselwirkungen konnen einen Einfluss auf die
Organisation innerhalb der Membran haben [26]. Die Komplexitdt in biolo-
gischen Systemen fiihrt zu verschiedensten Diffusionsprozessen wie anomale
Diffusion von Proteinen [21] oder Diffusion, die rdumlich beschrénkt ist [82],
deren Bedeutung fiir die Biologie bisher unverstanden ist.

Die Existenz mikroskopischer und makroskopischer Domé&nen und deren phy-
sikalische Eigenschaften konnten ebenfalls auf andere Weise die Biologie be-
einflussen. Im Zusammenhang mit der Fusion synaptischer Vesikel wird der
Einfluss einer bestimmten Familie von Proteinen, den SNARE Proteinen,
diskutiert. In einer aktuellen Arbeit werfen Lang et al. [41] die Frage auf,
ob auf der Membran ausgepréigte Fusionsstellen mit hohen SNARE Kon-
zentrationen existieren. Sie kommen zu dem Schluss, dass fiir eine effiziente
Fusion wahrscheinlich hohe Konzentrationen an SNARE Proteinen benotigt
werden. In ihrer Studie vernachléssigen sie aber mogliche Einfliisse durch die
die Membran bildenden Lipide und deren physikalische Eigenschaften. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die molekularen Zustandsfluktatio-
nen innerhalb makroskopischer Doménen variieren kénnen.

In wie weit dies auch einen Effekt auf die Fusion von Vesikeln haben kann,
wire eine Frage die in diesem Zusammenhang aufgeworfen werden sollte, um
zu verstehen, ob hauptséichlich Proteine fiir die Fusion verantwortlich sind
oder ob das Zusammenspiel von Proteinen und Lipidumgebung eine Bedeu-
tung besitzt. Ob verschiedene Fusionsmechanismen, bei denen unterschiedli-
che Molekiile mitwirken, unter verschiedenen Bedingungen sich als vor— oder
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nachteilhaft erweisen konnen, ist ebenfalls eine Frage, die aufgeworfen werden
kann.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass biologische Membranen innerhalb
der Biologie eine grofle Bedeutung haben. Membranorganisation kann dabei
einen entscheidenden Einfluss auf mikrobiologische Prozesse haben.

Aus den angestellten Betrachtungen und den in dieser Arbeit présentierten
Ergebnissen konnen Ideen fiir neue Studien gewonnen werden. Diese sollen
im folgenden Abschnitt vorgestellt werden.

6.2 Ausblick

In diesem abschlieenden Abschnitt soll ein kurzer Ausblick gegeben werden,
in wie weit die vorgestellten Studien weitergefiihrt und vertieft werden kénn-
ten. Einige dieser Vorstellungen sind bereits im Laufe dieser Arbeit genannt
worden. Insbesondere ist zu betonen, dass sowohl experimentelle als auch
theoretische Studien durchgefiihrt werden sollten, um das Versténdnis fiir die
Interpretation der Experimente und fiir die Modellierung zu vertiefen. Be-
gonnen werden soll mit Uberlegungen weiterer experimenteller Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopiestudien.

Die Studien an den planaren DLPC:DPPC Lipidmembranen stehen bisher
noch am Anfang und sollten deshalb weiter betrieben werden. Studien an
DMPC:DSPC Mischungen sind ebenfalls durchzufiihren, um damit einen
quantitativen Vergleich mit den Simulationen des DMPC:DSPC Lipidsy-
stems zu ermoglichen. Eine Fragestellung ist dabei, in wie weit sich die
Diffusionskoeffizienten der schnellen und langsamen Komponenten bei un-
terschiedlichen Mischungsverhéltnissen dndern, wie dies bei Korlach et al.
[39] bereits angedeutet wurde, und wenn dies der Fall ist, woran dies liegen
konnte.

Im Weiteren ist es lohnenswert, neben den Messungen an planaren Modell-
systemen, auch mit anderen Modellsystemen wie GUV’s zu arbeiten (siehe
T. Schlétzer [72]), um zu sehen, in wie weit die Diffusionseigenschaften in
diesen Modellsystemen voneinander abweichen.

Die in den FCS—Messungen beobachtbare Diffusion ist die Diffusion der Label
und nicht der Lipide. Es sollte deshalb geklart werden, ob die Diffusionskoeffi-
zienten lipid— oder markerspezifisch sind. Die Variation der Fluoreszenzlabel
sollte dabei helfen festzustellen, wie sehr die Diffusionskonstanten voneinan-
der abweichen. Da eigentlich die Lipiddiffusion untersucht werden soll, soll-
te idealerweise keine Verdnderung festgestellt werden, denn dann kann mit
hoher Sicherheit gefolgert werden, dass die beobachtete Diffusion der Fluo-
reszenzlabel als lipidspezifisch und nicht markerspezifisch angesehen werden
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kann.

Rotationsstudien sollten ebenfalls Informationen {iber Heterogenititen ent-
halten. Rotationen gelférmiger Lipide sind langsamer als Rotationen fluider
Lipide. Die Anregung der Label hingt unter anderem von der Orientierung
der Dipole der Label ab. Die Polarisationsrichtung der emittierten Photonen
héngt ebenfalls von der Orientierung eines Dipols ab. Ein angeregtes Fluores-
zenzlabel rotiert in der Zeit zwischen Absorption und Emission. Die Analyse
der Fluoreszenzsignale, die zur parallelen bzw. senkrechten Polarisation des
Fluoreszenzlichts gehéren, sollte Informationen {iber die Rotation der Lipide
enthalten.

Eine Weiterentwicklung des Modells sollte dann zur Beschreibung der Ro-
tationsstudien und zum Vergleich mit den experimentellen Ergebnissen ge-
nutzt werden. Hierbei ist zu bedenken, dass bei den Rotationsstudien die
Annahme instantaner Fluoreszenz unabhéngig von irgendwelchen Dipolori-
entierungen nicht mehr angemessen ist. Die Absorption und Emission eines
Photons hingt von der Orientierung ab und wihrend der Zeit, die zwischen
Absorption und Emission liegt, dndert sich die Orientierung in Abhéngigkeit
der Rotationsgeschwindigkeit.

Die ,,Single—Particle Tracking“ Simulationen haben interessante Effekte auf-
gezeigt, die fiir ein besseres Verstindnis notwendigerweise fortzufiihren sind.
Ebenfalls sollten sie durch experimentelle Daten bestéitigt werden.

Es soll bemerkt werden, dass das Modellsystem auf eine einfache zweikom-
ponentige Lipidmischung mit Proteinen erweitert werden konnte, so dass die
Beeinflussungen der Diffusionsprozesse von Proteinen und Lipiden in solch
einem Modellsystem im Rahmen eines einfachen numerischen Modelles ver-
standen werden konnen. Solche Studien sollten die Beantwortung der Frage
nach der Anordnung von Proteinen und Lipiden und der dabei entschei-
denden Wechselwirkungen (Lipid-Lipid oder Lipid-Protein oder Protein-
Protein) beantworten kénnen.

Diese Studien sollen zu einem besseren Verstédndnis von Diffusion und der
Ausbildung von Doménen und deren gegenseitige Beeinflussung fiihren. Tem-
peraturabhingigkeit von Diffusionsprozessen und der Ausbildung von He-
terogenitéten befihigen die Biologie iiber physikalische Regelmechanismen
biologische Prozesse zu steuern, die ebenfalls verstanden werden sollen.



Anhang A

Waiarmepazititskurven

In diesem Abschnitt des Anhanges sind die berechneten und gemessenen
Wiérmekapazitdtskurven der DMPC:DSPC Verhéltnisse 90 : 10, 80 : 20,
70 : 30, 60 : 40, 50 : 50, 40 : 60, 30 : 70, 20 : 80 und 10 : 90 im Detail
abgebildet. Im Weiteren werden jeweils die theoretischen Kurven, die sich aus
dem Fluktuations-Dissipations Theorem und den Ableitungen der Enthalpien
ergeben verglichen. Der Enthalpieverlauf wird ebenfalls fiir jedes berechnete
Mischungsverhéltnis abgebildet.

In samtlichen Abbildungen wird oben die aus dem Fluktuations-Dissipations
Theorem berechnete Wirmekapazitiatskurve (jeweils durch (o) gekennzeich-
net) mit der experimentellen Kurve (durchgezogene Linie) verglichen. In der
Mitte sind jeweils die beiden theoretischen Kurven dargestellt. Die (+) kenn-
zeichnen die c,-Werte, die sich aus den Ableitungen der Enthalpie ergeben
und die (o) sind die Werte, die aus dem Fluktuations-Dissipations Theorems
folgen. Die untereste Graphik stellt den Enthalpieverlauf dar.
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Anhang B

Abkiirzungen

FCS
FRAP
DSC
MSD
SPT
2GS
DMPC
DSPC
DLPC
DPPC
DOPC
EDTA
HEPES
TRITC DHPE

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Fluorescence After Photobleaching
Differentialkalorimetrie

Mittlerer Quadratischer Abstand

Single-Particle Tracking

Zentraler Grenzwertsatz
1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
1,2-Dilauroyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
Ethylen-diamin-tetraessigsdure-diamoniumsalz
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-etan-sulfonsiure
N-(6-tetramethylrhodaminethiocarbamoy]l)
-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine,
triethylammonium Salz
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