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Kurzreferat

Biomembranen versteht man als komplexe zweidimensionale Fluide, die aus Proteinen
und Lipiden bestehen. In dieser Arbeit werden mdoglichst einfache molekulare Modelle
zur Beschreibung der thermodynamischen Eigenschaften von Biomembranen entwickelt,
angewendet und diskutiert. Die Modelle geben Aufschluss iiber laterale Strukturen und
charakterisieren diese als Cluster oder Doménen (,Rafts“). Den Ausgangspunkt bildet
ein Gittergas (Ising-Modell) mit temperaturabhéngigem Feld zur Beschreibung der Zu-
standsénderungen der Lipide in einer einzelnen flachen Membran. Die Proteine werden als
zusitzliche Komponenten des Gitters in das Modell integriert. Die wesentlichen Aspekte
der Untersuchung bestehen erstens in der Unterscheidung von peripheren und integralen
Komponenten in einem Mehrschicht-Modell und zweitens in der Charakterisierung von
weichen ausgedehnten Komponenten. Das Clusterverhalten kleiner Komponenten kann
durch eine Mittlere-Feld-Approximation inklusive Nachbarschafts-Korrelationen (Cluster-
Variationsverfahren) ausreichend beschrieben werden. Das Modell der Lipidmembran mit
ausgedehnten Adsorbaten wird einerseits analytisch auf ein effektives Lipidsystem mit
Mehrteilchen-Kopplung abgebildet und andererseits durch Monte-Carlo-Simulation auf
ein Proteinsystem mit effektiver Paar-Wechselwirkung. Beide Ansétze zeigen gegeniiber
der Wechselwirkung im Ausgangsmodell eine neue Kooperativitat. Tatsichlich kann in
Simulationen eine Entmischung des Gesamtsystems in einen bedeckten und unbedeckten
Bereich aufgrund der Fluktuationen im Lipidsystem nachgewiesen werden. Die Grenzfliche
zwischen den Phasen ist ungewohnlich rau, was sich in einem statischen Skalenexponenten
duflert, der signifikant grofler ist als fiir typische zweidimensionale Modelle. Die erfolg-
reiche Anpassung der Modell-Parameter an Experimente zeigt, dass die Vorstellung von
peripheren Proteinen, die mit mehr Lipiden wechselwirken als sie bedecken, realistisch ist.
Die Diskussion schlief$lich fithrt zu einem Modell, das nur mit Hilfe der inneren Zusténde
der Komponenten die Kriimmung der dufleren Membran-Oberflache beschreibt.






Abstract

Biomembranes are complex two-dimensional fluids consisting of proteins and lipids. In
this work, simple molecular models are developed, applied and discussed to describe the
thermodynamic properties of biomembranes. These models explain lateral structures and
characterise them as clusters or domains (“rafts”). The starting point is a lattice gas (Ising-
Model) with a temperature-dependent field to describe the conformation changes of the
lipids in a single flat membrane. The proteins are included in the model as additional lattice
components. The main topics of this study are firstly the differences between peripher
and included components in a multi layer model and secondly the characterisation of
soft extended components. The clustering of small components can be described by a
mean field approximation with next neighbour correlations (cluster variation method).
The model of lipid membranes with expanded adsorbates is mapped on the one hand
analytically onto an effective lipid system with multi particle coupling, and on the other
hand with Monte-Carlo-Simulation onto a protein system with effective pair interaction.
Both approaches show a new cooperativity compared to the interactions in the starting
model. Computer simulations presented in this work show a segragation of adsorbates
due to the fluctuations in the lipid system. The boundary layer between the phases in
remarkably rough which leads to an increased static scale exponent compared to typical
two-dimensional models. The successful fitting of the model parameters to experiments
shows that peripheral proteins can be viewed as interacting with more lipids than they
cover. The discussion finally leads to a model, that describes the curvature of the membrane
surface in terms of the internal degrees of freedom of the membrane components.
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1 Modellierung von Biomembranen

Inhaltsangabe
1.1 Biomembranen aus physikalischer Sicht . . ... ... .. .. .. 1
1.2 Motivation und Gliederung der Arbeit ... ... ........ 4

Biomembranen sind quasi zweidimensionale komplexe Fluide, bestehend aus Polyme-
ren ganz unterschiedlicher Struktur und Groéfe (zur Einfithrung siehe z.B. Alberts u. a.,
1994). Thre Hauptbestandteile sind Lipide und Proteine: Bei Lipiden handelt es sich um
etwa 2,5 nm lange amphiphile Molekiile mit zwei Kohlenwasserstoftketten und einer Kopf-
gruppe. Proteine sind sehr lange Ketten (bis zu einige tausend Segmente) aus verschie-
denen Aminoséuren, die sich zu stabilen raumlichen Gebilden formen (zur biochemischen
Struktur der Molekiile siehe z. B. Stryer, 1995). Die Molekiile sind zu einer flexiblen Dop-
pelschicht aggregiert, in der die Lipid-Doppelschicht den Kern ausmacht (das Leitbild
der meisten Membran-Modelle findet sich in Singer und Nicolson, 1972; Jain und White,
1977). Die Proteine sind in diese Schicht entweder eingelagert oder an eine der beiden
Seiten adsorbiert und koénnen mehr oder weniger frei diffundieren. Im Zellinneren ist
die Biomembran mit dem Cytoskelett der Zelle verbunden, einem reversiblen Polymer-
netzwerk aus Actin und anderen Proteinen (zur physikalischen Charakterisierung siehe
Tempel u. a., 1996). Die &duflere Seite der Membran ist von der Glycocalix belegt, einer
Schicht aus Zuckergruppen, die entweder an die Kopfgruppen der Lipide oder die inte-
gralen Proteine gebunden sind (eine physikalische Einfiithrung findet sich in Sackmann,
1995). Die gesamte Biomembran besitzt eine Dicke von bis zu 50 nm, die Zellen bzw. Zell-
kompartimente kénnen zwischen 100 nm und 10 ym grof sein (elektronenmikroskopische
Aufnahmen finden sich z. B. in Luftig und McMillan, 1983).

1.1 Biomembranen aus physikalischer Sicht

Aus physikalischer Sicht ergibt sich ein duflerst komplexes Bild der Biomembran. So fun-
giert sie global gesehen zur Abgrenzung der Zelle als biochemischen Reaktionsraum und
bewirkt durch selektiven Teilchentransport ein Konzentrationsgefélle beziiglich der meis-
ten Molekiile und Ionen. Die elektrischen Eigenschaften (die Biomembran bildet eine Art
Kondensator in einem Potentialgradienten) dienen der Signaliibermittlung, die auch che-
misch vermittelte Pfade enthélt, die iiber spezifische Bindungen von Liganden an Rezep-
toren in und an der Biomembran ausgelost und reguliert werden. Die Membran besitzt
den Charakter einer zweidimensionalen Flissigkeit mit verschwindend niedriger Ober-
flichenspannung und deshalb dominierender Kriimmungs-Energie. Das hat zur Folge, dass
Zellen ganz unterschiedliche Formen annehmen kénnen.

Die Biomembran ist ein komplexes Gemisch aus hunderten von verschiedenen Li-
pidsorten unterschiedlicher chemischer Struktur und Kettenldnge und aus hunderten
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von verschieden Proteinen ganz unterschiedlicher Gréfle und Bindung mit der Lipid-
Doppelschicht. Die Lipide und Proteine sind nicht gleichméfig in der Membran verteilt:
Erstens unterscheiden sich Innen- und Auflenseite in der Zusammensetzung und zweitens
bilden sich laterale, d. h. flichige, Strukturen.

Obwohl spezielle biochemische Funktionen fast ausschlieSlich mit Proteinen als funktio-
nelle Einheiten direkt in Verbindung gebracht werden, ist die Lipidmatrix kein passives
Medium. So werden manche Lipide als Kofaktoren fiir bestimmte Proteinfunktionen iden-
tifiziert (Zidovetzki, 1997). Ein oft diskutierter Effekt der Lipidmembran beruht darauf,
dass Proteine erst in einem Komplex aus mehreren Bestandteilen funktionieren und diese
Aggregation reversibel ist und von dufleren Bedingungen wie Temperatur oder Salzge-
halt abhéngt. Ein besonders instruktives Beispiel fiir Proteinaggregation und -funktion
zeigt Burger (1997).

Verschiedene experimentelle Befunde deuten auf die angesprochenen lateralen Struktu-
ren hin. Die Arbeiten von Simons und Tkonen (1997) und andere haben den Begriff Flof§
(engl. raft) fir diese Strukturen in die Diskussion eingebracht. Urspriinglich war — mit ei-
nem weniger blumigen Wort — von Sortierung die Rede (Simons und van Meer, 1988). Der
Gedanke, dass es mehr oder weniger geordnete Bereiche gibt, die sich als metastabile Gebil-
de in der Biomembran bewegen, ist bereits einige Jahre nach der Entwicklung des Fliissig-
Mosaik-Modells durch Singer und Nicolson (1972) als Platten-Modell von Jain und White
(1977) veroffentlicht worden. Der mit dem Begriff Flof8 bezeichnete Ansatz fokussiert auf
die Strukturierung der Lipidschicht, die sich aus dem beobachteten Mischungsverhalten der
Komponenten ergibt. Unabhéngig von diesen Untersuchungen findet man auch beziiglich
der Proteine laterale Organisation (sieche z.B. Varma und Mayor, 1998). Sehr instrukti-
ve Elektronenmikroskop-Aufnahmen, in denen man die Aggregation von Proteinen direkt
sehen kann, finden sich bereits in da Silva (1987); Sackmann u.a. (1987). Eine aktuell
diskutierte Frage ist, ob die Proteine den existierenden Strukturen in der Lipidmembran
folgen oder sie eventuell erst bilden (aktuelle Ubersichtsartikel zum Thema ” ‘Rafts”’ finden
sich z. B. in Pike, 2003; Vereb u.a., 2003). In biologischen Membranen darf man dariiber
hinaus die strukturierende Wirkung des Cytoskeletts nicht auer Acht lassen (Suzuki u. a.,
2000; Fujiwara u. a., 2002).

Die Physik versucht den Gegenstand ihrer Untersuchung mit Hilfe von Experimenten
zu definierten Bedingungen und mathematischen Modellen zu beschreiben. Das hat ei-
nerseits zur Folge, dass sowohl die experimentelle als auch die theoretische Modellierung
einen reduktionistischen Ansatz verfolgen. Andererseits miissen die aus unterschiedlichen
Ansiitzen folgenden Uberlegungen und Sichtweisen miteinander in Einklang gebracht wer-
den, um sie erstens zu iiberpriifen und um zweitens ein Gesamtbild des untersuchten
Systems zu gewinnen.

Experimentell gelten die reinen Lipidmembranen als gute Modellsysteme zum
Verstédndnis von Biomembranen. Sie lassen sich technisch in sehr unterschiedlichen Geo-
metrien und Versuchsaufbauten relativ einfach herstellen. Beispielhaft genannt seien an
dieser Stelle die Lipidvesikel: Dies sind kugelférmige geschlossene Lipid-Doppelschichten,
die sich bei geringen Lipid-Konzentrationen in Wasser spontan bilden. Versetzt man
diese Lipidmembranen gezielt mit einer Sorte von Proteinen, kann man die molekularen
Wechselwirkungen studieren. Im Vordergrund steht die Frage, welche Effekte generisch
fiir Biomembranen und welche speziell fiir eine Sorte von Proteinen oder Lipiden typisch
sind. Auf diese Art und Weise tastet man sich ausgehend von einkomponentigen Syste-
men zu immer komplexeren Mischungen als Modellsysteme fiir Biomembranen voran (zur
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Abbildung 1.1: Fliissig-Mosaik-Modell nach Singer und Nicolson (1972). Ubliche Darstellung des
molekularen Aufbaus einer Biomembran: Doppelschicht aus Lipiden (gelb bzw. hell), kleine Einla-
gerungen wie Cholesterin (magenta bzw. dunkel), grofe eingelagerte Proteine oder Proteinkomplexe
(rot bzw. sehr dunkel) und zuletzt adsorbierte Proteine (braun bzw. wenig dunkel). Die Proteine
bilden héufig groflere Komplexe.

Struktur von Modell-Membranen siehe z. B. Chapman, 1984; Gennis, 1989; Epand, 1997).
Die experimentellen Methoden reichen von Druck-Fléche-Isothermen und Fluoreszenz-
bzw. Atomkraftmikroskopie an Langmuir-(Blodgett)-Monoschichten iiber kalorimetrische
und spektroskopische Untersuchungen an Vesikelsuspensionen und lamellaren Stapeln bis
hin zu Messungen an einzelnen Molekiilen iiber die Fluoreszenz-Korrelations-Methode
oder mit optischen Pinzetten.

Untersuchungen (in erster Linie durch Réntgenbeugung) der einzelnen Membran-
Bestandteile auf ihre molekulare Struktur hin haben zu einem detaillierten Wissen {iber
den Aufbau von Lipiden und manchen Proteinen gefiihrt. Die komplexe dreidimensionale
Struktur grofler Proteine ist nur mit Hilfe von aufwidndigen Methoden messbar. Ein An-
satz der Modellierung startet mit diesem Wissen iiber die atomare Struktur und stellt das
System so detailliert wie moglich in Molekulardynamik-Simulationen (abgekiirzt MD) dar.
Allerdings begrenzt die verfiigbare Computerleistung die Simulationen auf Systeme aus ein
oder zwei Proteinen, einigen hundert Lipiden und einer diinnen Wasserschicht, die iiber
einige Nanosekunden beobachtet werden kénnen. Fiir thermodynamische Untersuchungen
ist das System zu klein und die Zeit zu kurz.

Phanomenologische Modelle setzen gleich auf den Skalen der Phénomene an und bein-
halten in diesem Zusammenhang meist eine kontinuierliche Fldche und darauf definierte
Teilchendichten. Die freie Energie dieser Theorien mit ihren Parametern lassen sich an
Experimente anpassen, jedoch nicht mikroskopisch herleiten.

Andere Ansitze, die ausgehend von der mikroskopischen Struktur das theoretische Mo-
dell der Membran soweit in seiner Auflésung beziiglich Lingen- und Zeitskalen vergrobern
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bis es handhabbar fiir analytische Ndiherungen oder Computersimulationen wird, liegen
zwischen den oben beschriebenen Methoden. Sie fiillen die Liicke zwischen der atoma-
ren Struktur und dem thermodynamischen Verhalten des Systems. Diese Ebene der Mo-
dellierung lasst sich durch die Darstellung des Fliissig-Mosaik-Modells veranschaulichen
(siehe Abbildung 1.1). Die Lipide und Proteine sind Bestandteile des Modells, ihre inne-
re Struktur und &uflere Form wurde jedoch stark vereinfacht. In diesem Sinne sind die
molekularen Wechselwirkungen bereits eine vergréoberte Sicht auf die atomare Struktur.
Dieser Ansatz erlaubt die Formulierung eines statistischen Modells, das sowohl analytisch
als auch durch Simulationen handhabbar ist. Genau wie von experimenteller Seite tastet
sich die theoretische Formulierung ausgehend von der einkomponentigen Lipidmembran
zu komplexeren Mischungen vor, um ein Bild von den generischen Effekten von Biomem-
branen zu gewinnen. Der Vorteil der theoretischen molekularen Modellierung liegt neben
der Berechenbarkeit darin, dass die Darstellung nun systematisch weiter vergrébert wer-
den kann. Dafiir wird beispielsweise ein effektives Proteinsystem formuliert, das die Lipide
nicht mehr explizit enthélt. Auf diese Weise lésst sich das unter Umsténden sehr komple-
xe Phasenverhalten des Gemisches quantitativ besser untersuchen. Anschlieffend an diese
molekularen Ansétze stellt sich beispielsweise die Frage, wie man in geeigneter Weise von
der molekularen Struktur der Membran auf ihre &uflere Form schliefen kann.

In dieser Arbeit sollen die generischen strukturellen Eigenschaften von Membranen und
ihre thermischen Abhdngigkeiten untersucht werden. Die hier aufgeworfenen physikalischen
Fragestellungen gehoren zum Gebiet der statistischen Physik kondensierter Materie. Doch
darf man kondensierte Materie nicht mit Festkorpern verwechseln. Neben der Komplexitét
in Zusammensetzung und Struktur spielt die Tatsache, dass es sich um weiche Materie han-
delt, eine wesentliche Rolle (eine umfangreiche Einfithrung in die Physik weicher Materie
findet sich z. B. in Chaikin und Lubensky, 1995). Das Zusammenspiel innerer Freiheitsgra-
de der grolen Molekiile und der intermolekularen Wechselwirkung charakterisieren dieses

Gebiet der Physik, in dem die Biomembran ein spezielles und besonders faszinierendes
Objekt ist.

1.2 Motivation und Gliederung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die effektive Modellierung der Biomembran als komplexes Fluid
bestehend aus Lipiden und Proteinen. Besonders wichtig ist die Beschreibung der Protein-
Lipid-Wechselwirkung und ihrer Auswirkungen auf das System der Lipide bzw. das der
Proteine. Die Aufgabe umfasst die theoretische Untersuchung, Charakterisierung und Er-
kldarung von Strukturbildung in Biomembranen. Nicht die systematische Analyse des Pa-
rameterraums und mogliche Anpassungen an verschiedene Experimente stehen im Vor-
dergrund, sondern das Verstdndnis der Effekte beziiglich qualitativer Abhéingigkeiten von
Modellverdnderungen und -erweiterungen. Ausgangspunkt der Modellierung ist die reine
Lipidmembran, deren thermodynamische Eigenschaften durch die inneren Konformations-
freiheitsgrade der Lipide dominiert werden. Leitbild der weiteren Modellierung von Gemi-
schen mit Proteinen ist die Tatsache, dass Proteine wesentlich gréfer als die Lipide und im
Vergleich zu ihnen starr sind. In Kapitel 2 werden chemisch und physikalisch kontrollierte
Modellsysteme vorgestellt, der Ansatz der Modellierung erldutert und in die Methoden
eingefiihrt. Die Ergebnisse der Arbeit finden sich in Kapitel 3 (kleine Komponenten) und
Kapitel 4 (grofie Komponenten). Im letzten Kapitel 5 werden der hier verfolgte Ansatz
sowie dessen Ergebnisse in den Kontext der aktuellen Forschung gesetzt und diskutiert.
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Die Resultate der vorliegenden Arbeit fithren zu einem Hinweis, wie die Organisation der
Biomembran in begrenzte und stabile Bereiche auch verstanden werden kann. Der Aus-
blick stellt eine Moglichkeit zur Berechnung der gekriimmten Membran-Fldache aus dem

Modell der inneren Molekiilfreiheitsgrade vor.
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In diesem Kapitel wird die einfache Lipidmembran — der Grundbaustein jeder Bio-
membran — beschrieben. Das Verstindnis der Lipidmembran ist die Voraussetzung zur
Behandlung komplexerer Systeme, die in den beiden nachfolgenden Kapiteln behandelt
werden.

Die Definition, welche Molekiile als Lipide bezeichnet werden, ist nicht ganz einheitlich.
In der chemischen Literatur werden damit umfassend alle Fette, Ole und fettéihnliche Stoffe
beschrieben (Lexikonredaktion, 1995). In dieser Arbeit sollen darunter aber einschrénkend
nur Molekiile verstanden werden, die aus zwei hydrophoben Fettsdureketten und einer hy-
drophilen Kopfgruppe bestehen, verbunden durch eine Glycerin-Gruppe. Diese sind die
Hauptbestandteile der Lipidschicht von Biomembranen. Wegen ihrer amphiphilen Eigen-
schaft bilden sie in wissriger Losung meist dicht gepackte Aggregate, auf die spiter noch
detaillierter eingegangen wird. In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass immer von
Lipiden in Aggregaten die Rede sein wird, auch wenn Eigenschaften der einzelnen Molekiile
betrachtet werden.

In den Abbildungen 2.1 und 2.2 sind Phospholipide dargestellt. Die Bilder sind aus Mole-
kulardynamik-Simulationen von Lipid-Doppelschichten in Wasser gewonnen (Heller u. a.,
1993). In der zitierten Simulation werden verschiedene thermodynamische Phasen nach-
vollzogen. Die Lipide in den beiden Abbildungen unterscheiden sich lediglich in ihrem
Konformationszustand. Dieser ist charakteristisch fiir die verschiedenen Phasen.

Zunéchst erkennt man die beiden Kohlenwasserstoff-Ketten, die typischerweise aus 15
Kohlenstoffatomen bestehen. Daran schliefit sich der polare und damit hydrophile Teil des
Molekiils an. Dieser beginnt erst nach der Glycerin-Gruppe im oberen Drittel des Molekiils,
die quasi das Riickgrat des Molekiils bildet. Die Ketten sind mit 1,8 nm ungefdhr doppelt
so lang wie die Kopfgruppe. Die chemische Klasse der Kopfgruppe und die Lénge der
Ketten definieren die Bezeichnung des Molekiils. In Aggregaten sind die Molekiile meist
mehr oder weniger gestreckt, dabei lagern sich die hydrophoben Ketten zusammen und
die Kopfe wechselwirken mit dem Wasser.
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Abbildung 2.1: Phospholipid im gestreckten Zustand. Die Bilder sind nach Daten aus Molekular-
Dynamik-Simulationen von Lipid-Doppelschichten und Wasser erstellt (Heller u. a., 1993). In der
zitierten Arbeit wird zwischen zwei Tieftemperatur-Phasen, kristallin und gel, unterschieden. Zur
Verdeutlichung der Argumentation ist ein Molekiil der stérker geordneten kristallinen Phase ge-
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zeigt.

Abbildung 2.2: Phospholipid im gefalteten Zustand, der typisch fiir die Hochtemperatur-Phase
ist. Die Quelle fiir die Daten ist die gleiche wie in Abbildung 2.1.
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Im folgenden Abschnitt soll zundchst von den angesprochenen Aggregaten die Rede
sein. Darauf aufbauend werden einige der Phaseniibergéinge vorgestellt, die man an sol-
chen Systemen beobachtet (die Phasen von Mischungen aus Lipid und Wasser werden auch
lyotrope Phasen genannt). Die Modellierung wird eingeleitet mit allgemeinen Bemerkun-
gen zum Konzept der effektiven Wechselwirkung. In einem eigenen Abschnitt werden die
Referenzmethoden der Untersuchung grundsétzlich vorgestellt. Dieses Kapitel wird abge-
schlossen mit einer Darstellung, wie grundsétzlich aus dem Experiment die Parameter des
Modells bestimmt werden konnen.

2.1 Lipidaggregate in Wasser

Zunichst sollen Mischungen aus Wasser und Lipiden betrachtet werden, in denen die
Lipide viele verschiedene Aggregate ausbilden, je nach Sorte und Konzentration des Li-
pides. Bei sehr niedrigen Konzentrationen bilden sich zunéchst Mizellen. Dies sind kugel-
bzw. rohrenférmige Ansammlungen, in denen die Ketten der Lipide zueinander zeigen
und die Kopfe zum Wasser. In einem sehr breiten Bereich mittlerer Konzentrationen bil-
den sich Doppelschichten aus. Die Rénder dieser Schichten miissen sich auf irgendeine
Art und Weise schlieen, um den hydrophoben Teil dem Wasser zu entziehen. Dabei
bilden sich als stabile Phase im einfachsten Fall quasi unendlich ausgedehnte lamellare
Schichten, die am Rand geschlossen sind. In der Mitte der Doppelschicht zeigen die Ket-
ten wieder zueinander, die Kopfe wenden sich zu beiden Seiten der Schicht dem Wasser
zu. Dies ist auch das Bauprinzip der Lipidschicht von Biomembranen. Bei sehr hohen
Dichten von Lipid in Wasser bilden sich die inversen mizellaren Phasen, in denen das
Wasser in kleinen kugel- oder rohrenférmigen Volumina zusammengefasst ist (siehe z. B.
Seddon und Templer, 1995; Adam u. a., 1995).

Diese Arbeit beschriankt sich auf isolierte zweidimensionale Aggregate und gilt damit fiir
Konzentrationsbereiche, in denen sich Doppelschichten ausbilden. Die Lipid-Doppelschicht
ist ein gutes Modellsystem zum Versténdnis von Biomembranen. Beziiglich ihrer physikali-
schen Eigenschaften finden sich in der Literatur einige ausfiihrliche Ubersichtsartikel (siche
z.B. Bloom u.a., 1991). Die meiste Ahnlichkeit zur Membran einer Zelle weisen sicher-
lich Lipidvesikel auf. Das sind Doppelschichten, die sich zu Kugeln geschlossen haben.
Héufig sind mehrere Schichten zwiebelartig ineinander zu multilamellaren Vesikeln ver-
schachtelt. Lipidvesikel bilden sich in wissriger Losung spontan. Bernardes (1996) konnte
die Aggregation von Vesikeln in einer Monte-Carlo-Simulation eines mikroskopischen Mo-
dells auch theoretisch nachvollziehen, Goetz und Lipowsky (1998) haben die Aggregation
von Lipiden in Wasser zu einer Doppelschicht in einer Molekular-Dynamik-Simulation be-
schrieben. Solche unpréiparierten Systeme sind aber aus drei Griinden nicht so geeignet
zur weiteren thermodynamischen Charakterisierung: erstens sind sie nicht stabil bei einer
Zerfallszeit von Stunden oder Tagen, zweitens ist die Zahl der Lamellen sehr unterschied-
lich und drittens ist die Groflenverteilung der Vesikel sehr breit. Zumindest die beiden
letzten Punkte kann man durch die Extrusion der Suspension durch einen Filter, der aus
einem Polymernetzwerk mit definierter Porengrofie besteht, verbessern. Dabei driickt man
die Vesikel mehrmals durch Poren eines Durchmessers von etwa 100nm und erhélt ei-
ne Suspension aus unilamellaren Vesikeln mit einer relativ scharfen Gréflenverteilung bei
einem Durchmesser, der etwa der Porengrofie entspricht. Fiihrt man diesen Herstellungs-
prozess bei relativ geringen Lipid-Konzentrationen durch, so erhilt man Suspensionen,
in denen die Vesikel wenig miteinander wechselwirken und eine Lebensdauer von Tagen
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haben. Sie gelten als gute Modellsysteme fiir biologische Membranen. Eine griindliche
theoretische Beschreibung von Vesikelsuspensionen aus Sicht der statistischen Physik fin-
det sich in Morse und Milner (1995). Zur Untersuchung im optischen Mikroskop lassen
sich einzelne sehr grofie unilamellare Vesikel (engl. giant unilamellar vesicles, GUV) mit
einem Durchmesser von bis zu 100 pm préparieren (Akashi u.a., 1996).

Neben Vesikeln gibt es andere, physikalisch eventuell besser kontrollierte, Modell-

Membranen. Drei Systeme sollen kurz angesprochen werden:

Langmuir-Monoschichten Das physikalisch wohl am besten kontrollierte Lipidsystem ist
die Langmuir-Monoschicht (Langmuir, 1917). Die Lipide werden dabei auf eine Was-
seroberfliche aufgebracht. Wegen ihres amphiphilen Charakters bilden sie eine mono-
molekulare Schicht an der Wasser/Luft-Grenzflache, die Kopfe im Kontakt mit Was-
ser und die Ketten moglichst davon getrennt. Die Oberfliche des Wassertrogs wird
nun mit Hilfe eines Schiebers, einer Langmuir-Waage, variiert. Uber eine Feder wird
die Riickstellkraft, der laterale Druck, geregelt und die Flache gemessen. Der ganze
Aufbau wird zusétzlich thermisch geregelt, so dass die Zustandsgrofien Teilchenzahl,
Druck bzw. Flache und Temperatur unter Kontrolle sind. An den so préparierten
Lipidschichten lassen sich eine Reihe von strukturellen Phaseniibergéngen studie-
ren. Gute Ubersichtsartikel sind Mohwald (1990); Kaganer u.a. (1999), besonders
interessante raumliche Strukturen finden sich in Knobler (1990); McConnell (1991).

Lamellare Stapel aus Doppelschichten Spontan bilden sich in Wasser die oben angespro-
chenen multilamellaren Vesikel. Thermodynamisch stabil sind aber erst weit ausge-
dehnte Strukturen von Doppelschichten, die lamellaren Stapel. Sie werden {iblicher-
weise nicht aus der Lipid-Wasser-Suspension gebildet, sondern in einem technischen
Verfahren aus einer Losung von Lipid in hydrophoben Lésungsmittel auf ein Substrat
aufgebracht und nachtréglich hydratisiert. Die so hergestellten Doppelschichten lie-
gen in etwa parallel zueinander und sind bis auf Stérungen eben. Sie besitzen einen
definierten Abstand zueinander, der bei einer geringen Wasserkonzentration vom
Hydratisierungsgrad abhéngt und ab einer bestimmten Konzentration einen Gleich-
gewichtswert einnimmt. Diese Aggregatform ist thermodynamisch stabil. IThre Struk-
turen und unterschiedlichen thermischen Phasen sind seit vielen Jahren ausfiihrlich
untersucht und weiter aktueller Forschungsgegenstand.

Es wurde auch auf andere Weise versucht, einzelne Lipidschichten experimentell zu
praparieren und zu beobachten. Kurz erwéihnt werden sollen die abgestiitzten Mono-
bzw. Doppelschichten. In gewisser Weise vermitteln die Oligostapel, bestehend aus
einigen (etwa zehn) Doppelschichten, zwischen den lamellaren Stapeln und den Ein-
zelschichten.

Unterstiitzte Einzelschichten Streift man Langmuir-Monoschichten an einer geeigneten
festen Oberfldche ab, so haften die Lipidketten an ihr und die Molekiile immobilisie-
ren (zur sogenannten Langmuir-Blodgett-Technik siehe z. B. Knobler und Schwartz,
1999). Die Hoffnung ist, dass damit der Zustand der originalen Monoschicht erhal-
ten bleibt. Die so abgestiitzte Monoschicht kann nun z. B. im Atomkraftmikroskop
untersucht werden, in dem Hohenprofile gemessen werden. Hydrophilisiert man die
Festkorperoberflache vor diesem Prozess, so kann man auf die erste Monoschicht, de-
ren Kopfe dann an die Oberfliche binden, eine zweite aufbringen, deren Koépfe dem
wéssrigen Medium zugeneigt sind. So erhélt man eine unterstiitzte Doppelschicht, die
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mit den gleichen Methoden untersucht werden kann (eine andere Technik zum Auf-
bringen von einzelnen Lipid-Doppelschichten aus einer Vesikelsuspension beschreibt
McKiernan u. a., 1997).

2.2 Phaseniiberginge in Topologie, Form und Struktur

Im weiten Feld von Lipidaggregaten in Wasser gibt es einen ganzen Zoo von verschiedenen
Phasen. Um den Uberblick zu bewahren, wird zwischen Ubergiingen in der Topologie des
Aggregates, der Form der Schichten und der Struktur, das heifit der Beschaffenheit auf
molekularer Ebene, unterschieden. Zu den ersten beiden Kategorien soll nur kurz etwas
gesagt werden. Die weitere Arbeit beschéftigt sich mit strukturellen Phasen (eine Ubersicht
iiber das Phasenverhalten von Lipidmembranen findet sich z. B. in Epand, 1997).

Mit Phaseniibergingen in der Topologie sind einerseits die Uberginge zwischen
verschiedenen Lipidaggregaten gemeint, beispielsweise von hexagonal angeordneten
Rohrenmizellen zu lamellaren Stapeln von Doppelschichten und andererseits die topo-
logische Umwandlung einzelner Vesikel, z. B. von einer Kugel in einen Torus (siehe z. B.
Klosgen, 2001). Bei Phaseniibergéingen in der Form meint man die verschiedenen Gestal-
ten, die Vesikel annehmen kénnen. Auch wenn sie topologisch die Form einer Kugel haben,
so konnen sie je nach dufleren Bedingungen wie Oblaten oder Prolaten oder sogar wie
Untertassen aussehen. In dieser Arbeit sollen diese beiden Effekte ausgeblendet werden.
Man stelle sich immer eine flache (Doppel-) Schicht aus Lipiden vor, die nicht mit anderen
wechselwirkt.

In verschiedenen Lipidsystemen sind eine Reihe von Phaseniibergéingen beobachtet
worden. Diese unterscheiden sich sowohl in der thermischen Signatur als auch in ihrer
rdumlichen Struktur und Ordnung. Der Versuch, fiir das thermische Phasenverhalten von
verschiedenen Lipidsorten in unterschiedlichen Aggregatformen eine einheitliche Klassifi-
kation zu finden, ist nur fiir einen einzigen Ubergang — den sogenannten Hauptiibergang —
ansatzweise gelungen. Die anderen Ubergiéinge unterscheiden sich erheblich je nach Lipid-
sorte oder Aggregatform oder sind in manchen Systemen gar nicht beobachtet worden.

Im Folgenden sind die im Zusammenhang mit dem Hauptiibergang gebrauchlichsten
Begriffe fiir die beiden Phasen, abhéingig von der untersuchten Aggregatform, aufgefiihrt:

Langmuir-Monoschichten: Man spricht hier vom Phaseniibergang ., fliissig kondensiert*
zu . fliissig expandiert“. Bei tieferen Temperaturen oder htheren Driicken folgen dann
verschiedene , kristalline“ Phasen und bei hohen Temperaturen (niedrigen Driicken)
die ,,gasformige® (Albrecht u.a., 1978).

Lamellare Stapel: Die Hochtemperatur-Phase ,lamellar fliissig kristallin® (L) geht in die
Phase ,lamellar gel“ (Lg) oder die ,Ripple Phase“ (P3) iiber. Bei weiterer Ernied-
rigung der Temperatur folgt die , kristalline“ Phase (L.) (Doniach, 1980).

Vesikel: Hier haben sich die Bezeichnungen ,,fliissig kristallin® bzw. ,fluid“ und ,gel* fiir
die Phasen am Hauptiibergang eingebiirgert. Eine ,,Ripple-Phase* beobachtet man
manchmal auch hier (Mouritsen, 1991).

Da die Namen fiir die Phasen im Falle der Monoschichten am ehesten das mikrosko-
pische Bild des Modells beschreiben, soll im Folgenden von exzpandiert und kondensiert
im Rahmen des Hauptiibergangs gesprochen werden, auch wenn die Analyse in erster Li-
nie auf Vesikel abzielt. Der bevorzugte Zustand der Lipidmolekiile in diesen Phasen wird
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als gefaltet bzw. gestreckt bezeichnet. Den Hauptiibergang versteht man im Wesentlichen
als einen kooperativen Ubergang der inneren Molekiilfreiheitsgrade ausgehend von einem
Grundzustand zu einem hoch entarteten und deshalb entropisch begiinstigten angereg-
ten Zustand. Im Grundzustand sind die Molekiile gestreckt, weil die Rotationsisomere
der Bindungen (insbesondere der C-C-Bindungen der Ketten) nicht angeregt sind. Die
Molekiile sind starr. Werden die Rotationsfreiheitsgrade angeregt, so faltet und verkiirzt
sich das Molekiil und es wird flexibler. Weil die Ketten wesentlich mehr mogliche Kon-
formationen annehmen koénnen als die Kopfgruppe, ist in diesem Zusammenhang h#ufig
von Kettenschmelzen die Rede. Die Teilchendichte innerhalb der Membran verédndert
sich nicht ausreichend, d.h. die Membran gewinnt an Fliche und verliert an Dicke. Ex-
perimentelle Ergebnisse zum Flichenbedarf von Lipidmolekiilen, und damit verbunden
auch zur Dicke der Membran, differieren von Studie zu Studie sehr stark (eine konkre-
te Messung des Fliachenbedarfs einiger Lipidsorten mit Hilfe von Rontgenbeugung findet
sich z.B. in Costigan u. a., 2000). Beispielsweise werden beziiglich des héufig untersuch-
ten Lipides DPPC bei einer bestimmten Temperatur jenseits des Hauptiibergangs Wer-
te zwischen 0,56 und 0,72nm? angegeben (Nagle und Tristram-Nagle, 2001). Mit dem
Flichenbedarf von DPPC in der Tieftemperatur-Phase von 0,48 nm? resultiert ein Unter-
schied beziiglich des gestreckten und des gefalteten Zustands von 0,08 bis 0,24nm?, d. h.
die Unsicherheit ist sehr gro8 (einen Uberblick der Methoden und Ergebnisse struktureller
Untersuchungen von Lipidmembranen bietet z. B. Nagle und Tristram-Nagle, 2000).
Beim Studium der Literatur und der Diskussion unter Forschern muss man feststel-
len, dass die experimentellen Ergebnisse zum Hauptiibergang von Lipidmembranen ein
verwirrendes Bild zeigen. Zum einen unterscheiden sich die Ergebnisse beziiglich der Ag-
gregatform der Lipide (Monoschichten, lamellare Doppelschichten oder unilamellare Vesi-
kel) erheblich. Aber auch unterschiedliche experimentelle Methoden an ein und derselben
Aggregatform deuten auf verschiedene Charakteristika des Phaseniibergangs:

Langmuir-Monoschichten: Unstetiger Ubergang mit kritischem Endpunkt Der Pha-
seniibergang, gemessen iiblicherweise durch Druck-Fléche-Isothermen, ist bei mitt-
leren Driicken und Temperaturen unstetig und weist ein ausgedehntes Koexistenz-
gebiet auf, ganz dhnlich zum Gas-Fliissig-Ubergang des Van-der-Waals-Gases. Bei
hoheren Temperaturen und Driicken endet diese Phaseniibergangslinie in einem
kritischen Punkt, ab dem der Ubergang stetig ist.

Multilamellare Phasen: Phaseniibergang 1. Ordnung Die Dicke der Doppelschichten ist
eine {ibliche strukturelle Gréfie, die mit Hilfe von Réntgenbeugung oder Neutronen-
streuung (Lemmich u. a., 1996b) gemessen wird. Am Hauptiibergang in multilamella-
ren Stapeln zeigt diese Hysterese-Effekte, ein deutliches Anzeichen fiir einen Phasen-
iibergang 1. Ordnung. Des Weiteren kann man zwei Dicken in der gleichen Messung
identifizieren, was eine Koexistenz von verschiedenen Phasen anzeigt. Die spezifische
Wiérme zeigt ein scharfes Maximum. Die Koexistenz von Phasen und die Ursache
fiir Doménenbildung wird beispielsweise in Jain (1983) diskutiert. Trotzdem liefert
das Verhalten der Dicke am Ubergangspunkt, das sogenannte ,anormale Anschwel-
len“, Anlass zu Diskussionen (siehe z. B. Hoenger u. a., 1994). So sprechen Nagle u. a.
(1998) z.B. sogar von einem ,kritischen“ Verhalten der Schichtdicke.

Hauptbeitrag durch Kettenschmelzen Die aus kalorimetrischen Messungen abgeschétzte
latente Wirme ist mit 14 kg pro Molekiil relativ grof§ (im Vergleich zu 1kp bei smek-
tischen Fliissigkristallen) und fiithrte zu der Aussage, dass es die inneren Zusténde
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sein miissen (Kettenschmelzen), die den Ubergang treiben und nicht das Auflésen
der zweidimensionalen Gitterordnung oder der Orientierung der Molekiilachsen, die
unterhalb des Hauptiibergangs sichtbar sind (Doniach, 1980).

Ordnungsparameter bleibt stetig Der iiblicherweise identifizierte Ordnungsparameter fiir
die Lipidketten (die Kettenordnung wird représentiert durch die mittlere Projektion
der C-C-Bindungen auf eine zuvor definierte Achse oder d&hnliche Parameter, die die
Ansisotropie messen) steigt stark an, macht aber keinen Sprung — wie man es bei
einem Phaseniibergang 1. Ordnung erwartet, sondern bleibt stetig. Dieser Anstieg
korreliert mit dem Maximum in der spezifischen Wérme (Riske u. a., 2002).

Die mittlere Molekiilordnung der Membran sollte ein nicht erhaltener Ordnungspara-
meter sein, &hnlich der Magnetisierung im Ferromagneten. Des Weiteren beobachtet
man starke Fluktuationen am Ubergang. Beispielsweise nimmt die oben angespro-
chene Dicke der Doppelschicht am Ubergang ein Maximum ein, welches anormales
Anschwellen genannt wird.

Unilamellare Vesikel: Kritischer Phaseniibergang In Suspensionen aus unilamella-
ren Vesikeln (niedrige Lipiddichte) ist kritisches Verhalten zu beobachten.
Halstenberg u.a. (2003) haben die Daten der Ultraschallspektroskopie erfolgreich
an theoretische Berechnungen zur binéren kritischen Entmischung anpassen kénnen.
Dazu muss angemerkt werden, dass die kritische Mode — der Parameter, der den
kritischen Ubergang treibt — nicht widerspruchsfrei identifiziert ist. In der Theorie
entspricht er dem (erhaltenen) Dichteunterschied der bindren Verbindung. Dieses
Bild passt nicht zu den oben erlduterten Ergebnissen.

Andere Observablen sind kontinuierlich Der Ubergang in kalorimetrischen GroBen (spe-
zifische Wirme) von Vesikel-Suspensionen ist stark verbreitert, so dass man an einem
Phasentibergang im strikten Sinne zweifeln kann (siehe z. B. Schrader u.a., 2002).
Nach Aussage der Experimentatoren ist die Auflosung der Kalorimeter besser als die
Breite der Ubergangslinien.

Fluoreszenzmikroskopie an verwandten Systemen Mit Hilfe von Fluoreszenzmarkern,
die sich bevorzugt in Bereichen der einen Lipidphase anreichern, konnte man im
Prinzip die Phasen — und vor allem ihre Struktur im Ubergangsbereich — abbilden.
Leider sind Experimente dieser Art nur an Lipiden verwandten Molekiilen in einem
Langmuir-Monoschicht-Aufbau bekannt, so dass sie keine direkte Abbildung der hier
untersuchten Phasen darstellen (Qiu u. a., 1991). Doch zeigt sich in den verwandten
Systemen eine klare Entmischung in zwei Komponenten im Bereich des Ubergangs,
jedoch keine kritische wie im Fall der Schallexperimente angenommen.

Direkte Beobachtung durch Atomkraftmikroskopie Es gibt leider zur Zeit nur eine
Technik, die beiden Phasen des Hauptiibergangs direkt sichtbar zu machen: Li-
pidschichten werden dabei auf ein festes Substrat aufgebracht, dabei immobilisiert
und anschlieend im Atomkraftmikroskop untersucht. Die unterschiedlichen Hohen
der Monoschicht werden als Gebiete mit gestreckten oder gefalteten Lipiden inter-
pretiert (McKiernan u.a., 2000). Eine Analyse der Groflenverteilung der Gebiete
durch Nielsen u.a. (2000) zeigt ein Skalieren iiber zwei Groflenordnungen, was als
Hinweis fiir kritisches Verhalten gedeutet wird. Bei der Interpretation muss aber
bedacht werden, welche invasiven Nebenbedingungen der experimentelle Aufbau fiir
die Lipide bedeutet. Warum sich die abgestiitzten Schichten genau so verhalten soll-
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ten wie Langmuir-Monoschichten bei einer ganz bestimmten Temperatur und einem
ganz bestimmten lateralen Druck, ist eine der vielen Ungereimtheiten.

All diese Beobachtungen haben zur Folge, dass in einschlagigen Arbeiten Formulierungen
wie ,,schwach 1. Ordnung® oder ,,prekritisch” zur Charakterisierung des Phaseniibergangs
gebraucht werden, die aber letztendlich die Natur des Ubergangs auch nicht aufkliren.

Aus theoretischer Sicht ist die Lipidmembran quasi zweidimensional mit einem Ord-
nungsparameter, der keine Symmetrie aufweist und nicht erhalten sein sollte. Wenn der
Hauptiibergang durch die Ordnung der inneren Freiheitsgrade der Lipide, insbesondere
der Kettenordnung, bestimmt ist, sieht man keinen Grund, warum diese variable moleku-
lare Eigenschaft im Mittel iiber das System erhalten sein sollte. Das bedeutet, dass man
generischer Weise entweder einen Phaseniibergang 1. Ordnung oder einen kontinuierlichen
Ubergang erwartet. Dies zeigt eine Landau-Entwicklung der freien Energie ohne die iibliche
Symmetrie der Spins (zur Landau-Entwicklung findet sich etwas in vielen Biichern zur sta-
tistischen Physik, z. B. in Pathria, 1996). In zwei Dimensionen gibt es auflerdem prinzipiel-
le Beschriankungen beziiglich der Identifizierung einer langreichweitigen Ordnung, welches
den Nachweis eines eventuellen unstetigen Ubergangs erschwert (Kosterlitz und Thouless,
1973).

Fiir diese Arbeit wird die Frage, ob der Hauptiibergang unstetig oder kontinuierlich
ist, undogmatisch gehandhabt. Die Alternativen werden diskutiert und bei der Anpassung
von Experimenten wird sich auf einen pragmatischen Standpunkt gestellt, der es erlaubt,
die Parameter des Modells an die Daten von Vesikelsuspensionen anzupassen. Bevor das
Modell der Lipidmembran entwickelt wird, soll die prinzipielle Herangehensweise aus Sicht
der theoretischen Physik erldutert werden.

2.3 Molekulare Modelle und effektive Wechselwirkung

Das Konzept der statistischen Physik des Gleichgewichts beruht auf der Beschreibung des
Mikrozustands durch die Identifizierung der zugéinglichen Freiheitsgrade des betrachteten
Systems, deren Randbedingungen und der Abhéngigkeit der Energie von diesen Varia-
blen. Ist das Modell erst durch eine mikroskopische Hamiltonfunktion und die Wahl des
Ensembles definiert, so folgt auf sicherem Terrain die Arbeit an der Lésung des Problems:
die Berechnung der Zustandssumme. Die statistische Physik ist als ein Grundpfeiler der
theoretischen Physik wohl etabliert, trotzdem sei auf ein paar grundlegende Biicher hin-
gewiesen (Fliebach, 1995; Landau und Lifschitz, 1987; Reif und Muschik, 1987). Fiir die
weitere Darstellung sei die kanonische Gesamtheit der zugénglichen mikroskopischen Frei-
heitsgrade {n} gewihlt. Mit dem bekannten Boltzmann-Faktor (Boltzmann, 1909) schreibt
sich die Zustandssumme Z in Abhéngigkeit der Hamiltonfunktion H und der inversen
Temperatur § wie folgt:

2= exp[-BH({n})] (2.1)
{n}

Die Modellierung des Mikrozustandes geht einher mit einer mdoglichst systematischen
Vergroberung der Darstellung. Haufig ist man nicht an allen Freiheitsgraden des Systems
interessiert, sondern nur an einigen wenigen. In diesem Fall erweist sich das Konzept der
effektiven Wechselwirkung als niitzlich, welches in diesem Abschnitt beschrieben wird.
Es zeigt auf, dass man — im Prinzip ohne Naherungen — von einer Beschreibung des
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kompletten Mikrozustands durch eine partielle Summation iiber einige Freiheitsgrade zu
einem effektiven vergroberten Modell des Systems gelangt. Die konkrete Berechnung der
Zustandssumme bzw. der freien Energie! F = —T'log [Z] kann grundsitzlich zwei Wegen
folgen: erstens der weitgehend analytischen Berechnung unter approximativen Annahmen
oder zweitens der moglichst genauen Berechnung mit Hilfe numerischer Verfahren.

In dieser Arbeit soll beziiglich der Modellierung ein Weg beschritten werden, der ei-
nerseits die molekulare Struktur der Biomembran mit einbezieht, also nicht iiber die
Molekiile hinaus vergrobert, aber andererseits handhabbar in analytischen N&herungen
und statistischen Simulationen bleibt, also die atomare Struktur nur in effektiven Grofien
beriicksichtigt.

Zur Darstellung des Konzepts soll von einem System aus zwei verschiedenen Sorten von
Teilchen die Rede sein. Sie werden durch Besetzungszahlen beschrieben, die jeweils eine
Eigenschaft (oder Zustand) der Teilchen reprisentieren. Sie nehmen den Wert eins an,
wenn dieser Zustand angenommen wird, und sonst den Wert null. Im Folgenden bestehe
das System aus den Teilchen {n} und {N} (beispielsweise Lipiden und Proteinen), wobei
die Besetzungszahlen n; bzw. N; gleich eins sind, wenn sich ein Teilchen der entsprechenden
Sorte am Ort ¢ befindet. Man sortiere die Beitrage der Teilchen zur Hamiltonfunktion
zunéichst entsprechend der Abhéingigkeit von den Besetzungszahlen:

H{n}, {N}) = Hu({n}) + Hi2({n}, {N}) + H22({N}) (2.2)

Die Zustandssumme kann man nun exakt umformen und man erhélt ein effektives Sy-
stem, das nur noch durch die eine Gruppe von Freiheitsgraden definiert wird. In diesem
Fall soll nach den Freiheitsgraden der Teilchen {n} aufgelost werden:

Z2=>|exp[-BHu({n})] Y _ exp[—B (Hi2({n}, {N}) + Ha2({N}))]
{n} {N} (2.3)
=Y exp [-SHM ({n})]
{n}

Man sagt, die Freiheitsgrade der Teilchen { N} werden aussummiert und bezeichnet als
effektive Hamiltonfunktion den folgenden Ausdruck:

H({n}) = Hu({n}) = Tlog | Y exp[~5 (Hiz({n}, {N}) + Haa({N}))] (2.4)
N}

Der Grund fiir die gezeigte Umformung besteht darin, dass die effektive Hamiltonfunk-
tion 2.4 formal nur noch von {n} abhéngig ist. Praktisch wird die Zustandssumme iiber
die anderen Freiheitsgrade meist approximativ ausgefithrt (zum Konzept der effektiven
Wechselwirkung siehe Likos, 2001; Lowen, 2002). Eine iibliche Methode besteht darin,

'Die Temperatur ist auch nur eine Energie und wird folglich auch in solchen Einheiten gemessen. Damit
ist die Boltzmann-Konstante kg = 1. Der natiirliche Logarithmus bekommt natiirlich den Namen log.
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die effektive Hamiltonfunktion in Abhéngigkeiten der miteinander wechselwirkenden Teil-
chen {n} zu entwickeln:

Heﬁ.({n}) = Hg/ﬁf).lumen + H%gld(nl) + H}e:%ar (n’ﬁ le) +..
:C"i‘ZHini‘i‘ZUijninj‘i‘u- (2'5)
i i

Das ist so zu verstehen, dass der Volumen-Term nicht von der Konfiguration der be-
trachteten Freiheitsgrade (wohl aber von den thermodynamischen Parametern) abhéngt,
der Feld-Term linear mit den Freiheitsgraden der Teilchen (an den Orten ¢) geht und der
Paar-Term die Zweiteilchen-Wechselwirkung der Teilchen ¢ und j enthélt. Hohere Terme
werden h#ufig vernachlissigt. In allen diesen Termen stecken die Einfliisse des gesamten
Systems der Teilchen {n} und {N} und alle sind potenziell relevant fiir das thermodyna-
mische Verhalten. Die direkte Wechselwirkung H1; der betrachteten Komponenten ist in
diesem Zusammenhang unproblematisch und wird daher aus der Betrachtung ausgeblen-
det. Der Paar-Term in Gleichung 2.5 wird effektive Wechselwirkung genannt. Ein iibliches
Vorgehen zur nidherungsweisen Berechnung dieses Beitrags besteht darin, das System auf
zwei Teilchen der interessierenden Sorte {n} an den Orten ¢ und j zu beschrinken. Dane-
ben existieren weiterhin alle anderen Teilchen {N}, die man aus der Betrachtung elimi-
nieren mochte. Das Modellsystem (bezeichnet mit dem Index N+2) ist demnach wie folgt
definiert:

ZN+2 = Z Z exXp [—ﬁHN_;,_Q] (2.6)
,j {N}
Die effektive Wechselwirkung in diesem System schreibt sich dann wie folgt als partiell
(d. h. nicht iiber die Teilchenorte i, j) ausgefithrte Zustandssumme:

exp | =GR (i, )| == 3 exp [~ BHw 42 ({N}i.5)] (2.7)
{N}

Dieses Verfahren beschreibt grundsétzlich den von Teilchen der zweiten Sorte vermit-
eff.

telten Beitrag zur Paar-Wechselwirkung H der ersten Sorte (siche Gleichung 2.5). Das

Paar
Modellsystem stellt im Grenzfall niedriger Dichten der Teilchen {n} eine gute Approxi-
mation an die effektive Wechselwirkung des Gesamtsystems dar. Der Volumen- und der
Feld-Term sind im N +2-System konstant.

In dem so definierten Modellsystem lésst sich die Paar-Korrelationsfunktion g(i,j) zu

festen Teilchenpositionen i und j durch die effektive Wechselwirkung ausdriicken:

o(iod) = 5 exp [~ (0.5 (28)

Man priift weiterhin einfach nach, dass das Potential der mittleren Kréfte der Differenz
zwischen freien Energien des Gesamtsystems mit zwei Teilchen an den Orten ¢, j und der
des Systems mit unendlich entfernten Teilchen entspricht. Im Kontinuum lésst sich die
auf diese Weise beschriebene effektive Wechselwirkung als Potential der mittleren Krdfte
(engl. potential of mean forces) interpretieren, denn es gilt folgender leicht nachzupriifender
Zusammenhang;:

—ViH (4, ) = (= VHNp2) (N} fest (2.9)
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Die Interpretation als Potential der mittleren Kréfte ist erstens anschaulich und zweitens
aus technischer Sicht sinnvoll, weil sich freie Energien durch Computersimulationen nur
schwierig bestimmen lassen, Mittelwerte von Observablen (wie in Gleichung 2.9) dagegen
direkt zugénglich sind. Die Verteilung der Abstéinde (und damit die Korrelationsfunktion)
von Teilchen ist experimentell messbar, entweder direkt (bei Kolloiden ist das der Fall, siche
Rudhardt u. a., 1998) oder iiber die Streufunktion (fiir den theoretischen Zusammenhang
siehe z. B. Nigele, 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit wird an einigen Stellen explizit von der Methode der effektiven
Wechselwirkung Gebrauch gemacht. Aber bereits der Einstieg und die Formulierung des
Modells fiir die Lipidmembran kann in diesem Kontext verstanden werden, auch wenn die
Darstellung dort weniger formal ist.

2.4 Ausgangsmodell fiir die Lipidmembran

Die Lipid-Doppelschicht definiert die Fliche der Membran. Der Ausgangspunkt der Mo-
dellierung ist die reine Lipidmembran, also ohne Proteine und sonstige Komponenten.
Fiir dieses System wird ein Modell gewihlt, welches moglichst viele generische thermo-
dynamische Eigenschaften von Lipidmembranen enthélt, aber gleichzeitig moglichst weit
analytisch zu handhaben ist. Zuerst wird der Hauptiibergang auf Basis des in der stati-
stischen Physik wohlbekannten Gittergas-Modells, fiir das es gesicherte Ergebnisse gibt,
beschrieben. In spiteren Kapiteln der Arbeit werden vor allem die Einfliisse zusdtzlicher
Komponenten in einem dafiir erweiterten Modell untersucht.

Das Modell soll molekular sein, das heifit die Lipide als Teile des Systems auffassen.
Damit grenzt es sich zunéchst von allen Modellen kontinuierlicher Flidchen ab, die mit
zweidimensionalen Teilchendichten arbeiten (beziiglich der theoretischen Modellierung der
inneren Struktur von Lipidmembranen findet sich eine Einfiihrung bereits in Pink, 1984).
Beziiglich der molekularen Details soll soweit vergrébert werden, dass das Lipid nur als
Teilchen mit einigen wenigen Eigenschaften (inneren Freiheitsgraden) beschrieben wird.
Damit kann tiber die Vorgénge auf Skalen von weniger als einigen Nanometern, auf de-
nen Molekular-Dynamik-Simulationen operieren, nichts mehr ausgesagt werden. Obwohl
eine systematische Vergroberung der Komplexitét des Lipidmolekiils (siehe die Abbildun-
gen 2.1 und 2.2) ausgehend von der atomaren Struktur hier nicht unternommen wird, muss
trotzdem entschieden werden, welche Aspekte in das Modell eingehen sollen.

Die Molekiile besitzen zunéchst einen Schwerpunkt und die mit ihm verbundene Be-
wegung. Man muss dabei unterscheiden zwischen der lateralen Diffusion innerhalb der
Schicht, der Bewegung senkrecht zur Membran, dem Wechseln von einer Schicht zur
anderen (Flip-Flop genannt) und dem Verlassen des Lipidaggregats in die (wissrige)
Losung. Diese Bewegungen werden als duflere Freiheitsgrade bezeichnet. Die Teilchen-
zahl in der Lipidschicht kann in guter Naherung als konstant angenommen werden,
da die Flip-Flop-Raten mit einer typischen Zeit von einigen Tagen sehr gering und
die Dissoziationsraten wegen der sehr niedrigen Konzentration (etwa 10~7) von einzel-
nen Lipiden in Wasser (der sogenannten kritischen Mizellen-Konzentration) ebenfalls
auflerst gering sind (Jain und White, 1977; Roelofsen und Op den Kamp, 1987). Die late-
rale Diffusions-Konstante der Lipide innerhalb der Schicht ist dagegen mit etwa 1 um?/s
relativ grof} (Sackmann, 1978), die der Proteine etwa um den Faktor hundert kleiner.

Die inneren Freiheitsgrade resultieren aus dem komplexen Aufbau des Lipids. Die Kopf-
gruppe und die Kohlenwasserstoff-Ketten konnen viele verschiedene Konformationen an-
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Rotationskonformationen einer Kohlenwasserstoft-
Kette, mit freundlicher Genehmigung von Ralph Behrends, G6ttingen. Um jede Kohlenstoffbindung
gibt es drei energetisch bevorzugte Rotationswinkel.

nehmen. Man betrachte zur Vereinfachung nur die Kohlenwasserstoff-Kette: Die Ketten
der Lipide sind einfache lineare Polymere. Jede Bindung zweier Kohlenstoffatome
besitzt einen Rotationsfreiheitsgrad. Die Linge der Bindung und der Winkel zur néchsten
Bindung sind vergleichsweise fest. Die Rotationen von Kettensegmenten fiithren zu ver-
schiedenen Konformationen der Kette. Die sterischen Hinderungen durch die benachbar-
ten Kohlenwasserstoff-Gruppen fiihren, betrachtet man den Winkel einer Bindung relativ
zur vorhergehenden, zu einem Rotationspotential, das ein globales Minimum und zwei Ne-
benminima aufweist (z. B. Kapitel 10 in Flory, 1992). Die Konfiguration, die dem globalen
Minimum entspricht, nennt man trans, die beiden anderen gauche. Die Anregungsener-
gien liegen im Bereich der thermischen Energie (z.B. Kapitel 2 in Gennis, 1989). Den
Rotationsfreiheitsgrad kann man demnach auf drei diskrete Einstellungen vergrébern (sie-
he Abbildung 2.3). Das heifit aber auch, dass bei einer Anzahl von typischerweise 32%14
Zusténden (fiir eine typische Linge der Ketten von 15 Kohlenstoffatomen) das einzel-
ne Lipidmolekiil zu einem statistisch behandelbaren System wird. Eine gute Einfiihrung
in die Physik einfacher linearer Ketten findet sich beispielsweise in Sturm (1991), eine
umfangreiche Darstellung in Doi und Edwards (1988).

Betrachtet man Lipide im Aggregat, so kann man beziiglich der Konformationsfreiheits-
grade verschiedene Gruppen von Zustdnden energetisch unterscheiden. Im Grundzustand
bei niedrigen Temperaturen sind fast alle Rotationswinkel beim energetisch bevorzugten
Wert. Aufgrund der Tatsache, dass sich die Molekiile in einem dichten Aggregat befinden,
die Molekiile also moglichst ideal gepackt werden miissen, sind einige wenige Bindungen
verdreht. Nahezu alle Lipide des Aggregates sind im gleichen Konformationszustand, der
als gestreckt bezeichnet wird. Ein Lipid in diesem Zustand ist in Abbildung 2.1 gezeigt.
Bei hoheren Temperaturen werden die Bindungswinkel angeregt. Es resultieren viele ver-
schiedene ungeordnete Zustdnde. Ein beliebiger Schnappschuss eines solchen gefalteten
Zustands ist in Abbildung 2.2 zu sehen. Fasst man die meisten angeregten Zustinde in
diesen gefalteten zusammen, so ergibt sich eine Entartung von etwas unter 32%'# pro Lipid.
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Dieses grobe Bild eines Zweizustands-Modells der Lipide geht auf Raman- und Infrarot-
Spektroskopie zuriick (siche z. B. Verma und Wallach, 1984; Amey und Chapman, 1984).
Dabei ist zu beachten, dass spektroskopisch etwa neun verschiedene gestreckte Zusténde
mit wenigen angeregten Bindungen zu unterscheiden sind, die also einen geringen Entar-
tungsgrad besitzen. Dariiber hinaus beobachtet man aber auch, dass die Ubergangszeiten
von einem wenig angeregten Zustand in einen anderen wesentlich kiirzer sind als die von
einem der Grundzustéinde in den hoch angeregten (Pink u.a., 1981; Gennis, 1989).

Fiir die Thermodynamik des zu entwickelnden Modells ist die Aufteilung in viele
dhnliche Zustéande bei tiefen Temperaturen nicht entscheidend. Getrieben wird der Haupt-
iibergang durch den hohen Entartungsgrad des angeregten Lipidzustands. Man stellt aber
leicht fest, dass ein nicht kooperativer Ubergang eines wie hier zunichst beschriebenen
Systems aus micht wechselwirkenden Lipiden, der ausschlielich durch die innere Entro-
pie der Lipide getrieben wird, eine Breite von mindestens zehn Kelvin hitte. Weil der in
Lipidmembranen beobachtete Phaseniibergang wesentlich enger ist, muss die kooperative
Wechselwirkung der Lipide eine wesentliche Rolle spielen. Doch zunéchst zur Formalisie-
rung des hier dargestellten Szenariums.

Die Lipidmolekiile seien im Wiarmeaustausch mit dem Losungsmittel, daher berechnet
man die kanonische Zustandssumme Z, zunéchst die eines Teilchens. Der Zustandsraum
sei diskret im Sinne der oben beschriebenen Konformationen der Ketten:

Zlipid = Z exp [—BHLipid)
Lipid

~ Dy exp [-BE,| + Dy exp [-BEy]
=exp [—[(Es —TSs)] + exp [—[(Ef —T'Sy)]

(2.10)

Die Temperatur 7' wird in Energieeinheiten gemessen (die Boltzmann-Konstante ist
eins) und [ bedeutet wie iiblich 1/7". Der Index s bezeichnet den Grundzustand (stretched
oder gestreckt) und f den angeregten Zustand (folded oder gefaltet). Der Parameter D =
log S bezeichnet die Entartung und S demnach die innere Entropie eines Zustands des
Molekiils. Dessen Energie wird mit E bezeichnet. Diese Formulierung ist Ausdruck der
Tatsache, dass es sich bei Lipiden um grofle Molekiile mit vielen Freiheitsgraden und bei
der Beschreibung um eine effektive handelt.

Die Gleichung 2.10 wird durch Einfiihrung der Besetzungszahl n” (der Index L steht fiir
Lipid) vereinfacht. Dabei ist n” null im gestreckten und eins im gefalteten Zustand und die
Zustandssumme erstreckt sich iiber alle Werte der Besetzungszahl. Die neuen Parameter
ergeben sich aus den Differenzen der obigen mit Index f und s:

n- =

I 1 wenn Lipid gefaltet
0 sonst

(2.11)
ZlLipid = Z exp [-B(E — TS)n"]
nle{0,1}

Fiithrt man nun die Ausdriicke fiir alle Molekiile der Lipidmembran zusammen, so erhélt
man folgende Gleichung fiir denjenigen Teil der effektive Hamiltonfunktion, der von den
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Beitragen der einzelnen nicht wechselwirkenden Lipide herriihrt. Die Molekiile werden mit
einem Index ¢ durchnummeriert:

Hripiae = (E—T58) Y nf (2.12)

Weitere Auswirkungen der inneren Konformationen (Dipol, Molekiilachse) sollen in die-
sem Modell unberiicksichtigt bleiben. Jedoch soll eine duflere Eigenschaft der Molekiile
indirekt beriicksichtigt werden: ihr Flidchenbedarf.

Da man nicht bei einzelnen Molekiilen, sondern nur in einem Aggregat vom
Fldchenbedarf sprechen kann, ist hiermit bereits der erste Beitrag zur Wechselwirkung
angesprochen. Man versteht darunter iiblicherweise die Gesamtfliche der Membran geteilt
durch die Teilchenzahl, oder geometrisch ausgedriickt die Projektion des Lipidvolumens
auf die Grenzflache zwischen dem hydrophoben und dem hydrophilen Bereich. Wenn die
Rotationsfreiheitsgrade der Ketten angeregt werden, verkiirzt sich die Ldnge des Molekiils
und es wird notwendigerweise breiter, denn das Volumen bzw. die Dichte veréndert sich
nicht im gleichen Mafle. Bei dieser Vergroflerung muss Arbeit gegen die anderen Teilchen
im Aggregat geleistet werden. Nimmt man die Membran im Hinblick auf diesen Effekt als
homogene Fliche an, so fithrt man zur Fldchendnderung einen ihr konjugierten lateralen
Druck ein. Im Rahmen des Zweizustands-Modells der Lipide ist der Flichenbedarf A mit
der Besetzungszahl n” gekoppelt:

Hpruck = TA Z nk (2.13)

Man kann diesen Term auch als Beschreibung der molekularen Wechselwirkung in einer
Mittlere-Feld-Formulierung ansehen (Marcelja, 1974). Das betrachtete Ensemble ist dem-
nach das Folgende: Die Lipid-Teilchenzahl ist konstant, die mittlere Besetzungszahl aber
nicht. Mit ihr fluktuiert auch die Gesamtfliche der Membran. Der konjugierte Parame-
ter zum mittleren Zustand ist das enthalpische Feld H = E + A . Die Membran ist an
ein Wérmebad (das wissrige Losungsmittel) gekoppelt, die Zustéinde sind also kanonisch
verteilt.

Unter vielen moéglichen Wechselwirkungen der Lipide untereinander und mit dem Wasser
ist diejenige die wichtigste, die die Aggregation der Lipidschichten bewirkt, die sogenann-
te hydrophobe Wechselwirkung: Die Kopfgruppen der Lipide sind im Allgemeinen polar
oder sogar geladen. Daher wechselwirken sie giinstig mit dem wéssrigen Losungsmittel, sie
sind hydrophil. Die Kohlenwasserstoff-Ketten dagegen sind unpolar, also hydrophob. Sie
gewinnen keine Energie durch Kontakt mit dem Wasser. Das Wasser wiederum bevorzugt
auch aus entropischen Griinden die Kopfgruppen, da sich nur dort Wasserstoff-Briicken
ausbilden kénnen (siehe z. B. Tanford, 1973; Adam u.a., 1995). Zusammengefasst bedeu-
tet das, dass Lipide in Wasser die Ketten aneinanderlagern und die Kopfe die Grenzflache
zum Wasser bilden, und dass Teilchen mit unterschiedlich langen hydrophoben Bereichen
in der Membran ungiinstig miteinander wechselwirken, sich also abstoflen.

Im hier zu entwickelnden Modell soll die Existenz von Lipidschichten bereits angenom-
men werden. Die Lipidschicht wird als zweidimensionales Gittergas formuliert. Dazu wird
ein Dreiecksgitter eingefiihrt, auf dessen Gitterplédtzen sich die Teilchen befinden kénnen.
Die Gitterkonstante gibt damit einen Mindestabstand, den harten Kern der Teilchen,
vor. Dieser beschreibt die sterische Hinderung der Molekiile auf einfache Weise. Die Kon-
nektivitdt des Gitters ist nicht relevant, solang darauf geachtet wird, keine Gréfien zu
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messen, die von der Struktur explizit abhéngen. Das Dreiecksgitter beschreibt die dich-
teste Packung von Scheiben in zwei Dimensionen und ist daher fiir die Beschreibung der
Lipidmembran angemessen, wenn man von einer (parallel zur Oberfliche der Membran)
symmetrischen Massenverteilung der Lipidmolekiile ausgeht. Genau diese dichte Packung
von Scheiben soll zundchst zur Vereinfachung fiir die Lipidschicht in allen Phasen ange-
nommen werden. Im Sinne des Gittergases betrachten wir also den Grenzfall einer dichten
Fliissigkeit. Die Teilchendichte kommt erst in der Erweiterung des Modells im néchsten
Kapitel als Parameter in das Modell wieder hinein. Im Sinne des oben beschriebenen
unterschiedlichen Flichenbedarfs der Lipide in den beiden Zustédnden ist der mittlere Li-
pidzustand dquivalent zu einer (lateralen) Dichte.

Alle weiteren Wechselwirkungen, wie die elektrische, polare oder sonstige, werden mit
der hydrophoben Wechselwirkung in einem Energieterm zusammengefasst, der nur von
den zuvor eingefiithrten zwei inneren Zusténden (gestreckt oder gefaltet) abhéngen soll.
Dartiber hinaus sollen nur néchste Nachbarn miteinander wechselwirken. Der Beitrag zur
Hamiltonfunktion stellt sich damit wie folgt dar:

HWechselWirkung =KrL Z nlL nJL
(i.3) (2.14)

K, <0

Die spitzen Klammern um Indizes (i,j) bezeichnen grundsitzlich Indexpaare von
néichsten Nachbarn auf dem Gitter. Das Vorzeichen der Wechselwirkungs-Konstante K,
wird so gewdhlt, dass sich homogen geordnete Phasen bilden kénnen, d. h. negativ. Fiigt
man nun Gleichung 2.12 und Gleichung 2.14 zusammen, so erhilt man das komplette
Zweizustands-Modell fiir die einfache Lipidmembran:

HLipidmembran =Krr, anL ’n]L + (H — TS) Z TLZL (2.15)
(1,5 i

Frithe Darstellungen dieses Modells fiir den Hauptiibergang von Lipidmembranen fin-
den sich in Caille u.a. (1978); Doniach (1978); Pink u.a. (1980) und etwas verklausuliert
bereits in Marcelja (1974). Abbildung 2.4 zeigt, wie man sich das Modell vorstellen kann.
Alle weiteren symbolhaften Abbildungen dieser Arbeit sind auf diese Weise aufgebaut,
so sollen gelbe (helle) Symbole die gestreckten Lipide und griine (dunkle) Symbole die
gefalteten Lipide représentieren. Hilfreich fiir die Analyse und Interpretation des Modells
ist der Hinweis, dass das hier beschriebene Gittergas dquivalent zum Ising-Modell des
Ferromagnetismus ist.

2.5 Referenzsystem Ising-Modell

Die Hamiltonfunktion in Gleichung 2.15 l&sst sich statt in Besetzungszahlen auch mit
Spin-Variablen s schreiben, die die Werte £1 einnehmen:

sk=onk -1 (2.16)

Die Aquivalenz zum Ising-Modell (Ising, 1925) mit duBerem Magnetfeld ist unmittelbar
ersichtlich. Die Kopplung K, ist ferromagnetisch gewahlt. Nicht miteinander wechselwir-
kende Lipide entsprechen demnach dem Paramagneten im dufleren Feld. Das hier beschrie-
bene Modell ist also darauf ausgelegt, in seiner Ausgangsversion das einfachst mogliche
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(a) Dreidimensionale Seitenansicht (b) Zweidimensionale Aufsicht

Abbildung 2.4: Schnappschuss des Modells einer Lipidmembran als Zweizustands-Gittergas. Die
Ellipsoide bzw. Hexagone reprisentieren die Lipide, gelb (hell) fiir den gestreckten und griin (dun-
kel) fiir den gefalteten Zustand. Die Teilchen bilden ein zweidimensionales Dreiecksgitter und haben
dementsprechend jeweils sechs Nachbarn.

System (die pure Lipidmembran) mit dem einfachst moglichen Modell zu beschreiben, das
einen Phaseniibergang erlaubt. In dieser Arbeit wird aber konsequent die Notation des Git-
tergases mit Besetzungszahlen statt der des Ising-Modells mit Spins benutzt. Die {ibliche
symmetrische Formulierung des Ising-Modells ist im vorliegenden Fall von Nachteil, da
die Lipidzustidnde keine derartige Symmetrie aufweisen, sie kénnte also in die Irre fithren.
Die fehlende Symmetrie kann in der Sprache des Ising-Modells auch anders ausgedriickt
werden: Es gibt immer ein duferes Feld.

Fundierte theoretische Einfithrungen zum Thema Phaseniibergéinge finden sich zum Bei-
spiel jeweils in den ersten Kapiteln von Baxter (1982) sowie Lavis und Bell (1999). In den
erwiahnten Biichern findet man dariiber hinaus einige analytische Ergebnisse zu den in die-
ser Arbeit verwendeten Modellen. So ist das zweidimensionale Ising-Modell ohne dufleres
Feld exakt gelost (Onsager, 1944).

Aus der Aquivalenz ist auch sofort der Ordnungsparameter ersichtlich. Es ist im Fall
des Ferromagneten die Magnetisierung und hier die mittlere Besetzungszahl der Lipide:

m = (nl) €[0,1] (2.17)

Doch muss man beziiglich der Phasen klar vom Ferromagnetismus unterscheiden. Der
Wert m = 0 entspricht der kondensierten Phase und m = 1 der expandierten. Diese Phasen
sind im Ferromagnetismus nicht zu unterscheiden, es sind beides in diesem Sinne geordnete
Phasen, nur mit unterschiedlichen Vorzugsrichtungen der Spins aufgrund eines externen
Feldes. Der Ordnungsparameter m des Modells beschreibt den mittleren Lipidzustand.
Aus der mikroskopischen Begriindung des Modells folgt, dass er so etwas wie die mittlere
Ordnung der Lipidketten reprasentieren muss. Nun ist im Zusammenhang mit der Ketten-
ordnung in der Literatur ein mikroskopisch definierter Ordnungsparameter (iiblicherweise
mit S bezeichnet) eingefiihrt, der direkt mit Hilfe der Kernspinresonanz gemessen wer-
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den kann. Dieser misst die mittlere Orientierung der Kohlenstoffbindungen und kann fiir
jedes Kettensegment einzeln bestimmt werden. Es ist bekannt, dass die so ermittelte Ket-
tenordnung zu den Enden der Ketten hin abnimmt und neben vielen Parametern auch
von der chemischen Klasse der Kopfgruppe abhingt (Thurmond und Lindblom, 1997).
Mit diesem experimentellen Parameter existiert ein vergleichbares Gegenstiick zur mitt-
leren Besetzungszahl m. Aus der Interpretation des Flachenbedarfs eines Lipids in einem
bestimmten Zustand folgt, dass der Ordnungsparameter auch fiir die Gesamtfliche der
Membran steht. Fin Ensemble, in dem sich der Ordnungsparameter frei einstellt, ent-
spricht also der Vorstellung, dass die Membran-Fléche bei konstantem lateralen Druck frei
fluktuiert.

Das Phasendiagramm des Ising-Modells ist wohlbekannt. Ungewdhnlich und zugleich
entscheidend fiir dessen Eigenschaften ist die Temperaturabhéngigkeit der effektiven Ha-
miltonfunktion mit dem Feld H — T'S aus Gleichung 2.15. In der iiblichen Darstellung, in
der das duflere Feld gegen Temperatur bzw. die inverse Kopplungs-Konstante aufgetragen
ist, muss beachtet werden, dass Feld und Temperatur iiber den Entropieparameter S linear
gekoppelt sind. Bei einem relativ groffen Wert von S verlauft eine Trajektorie steigender
Temperatur im Phasendiagramm (siehe Abbildung 2.5) steil von links oben nach rechts un-
ten. Der Ubergang éhnelt deshalb eher dem Feldiibergang des Ising-Ferromagneten als des-
sen temperaturgetriebenen Ubergang. Der Phaseniibergang 1. Ordnung findet bei einem
bestimmten Wert des dufleren Feldes unterhalb einer kritischen Temperatur statt (auch
kritischer Punkt genannt). Die fehlende Symmetrie der Gittergas-Formulierung schliagt
sich in einem Wert ungleich null fiir dieses Feld nieder.

Das Modell kennt drei verschiedene temperaturgetriebene Uberginge, die fiir verschie-
dene Werte des dufleren Feldes (Parameter H und S) auftreten konnen:

e Phaseniibergang 1. Ordnung bei niedrigen Temperaturen (bzw. entsprechenden Feld-
Parametern),

e Phaseniibergang 2. Ordnung (kritisch) bei einer ganz bestimmten Temperatur, der
kritischen,

e Kontinuierlicher Ubergang bei hohen Temperaturen.

Welche Art des Ubergangs, d.h. welche Region des Phasendiagramms, den Haupt-
iibergang von Lipidmembranen am ehesten beschreibt, wird im Folgenden diskutiert, denn
die Charakteristika des Hauptiibergangs der Lipide unterscheiden sich stark je nach Ag-
gregatform und Préparation des Wasser-Lipid-Systems.

Langmuir-Monoschichten In Langmuir-Monoschichten kann man den Hauptiibergang
sowohl durch die Temperatur als auch durch den &ufleren lateralen Druck treiben. Die
experimentellen Fakten sprechen deutlich fiir einen Phaseniibergang 1. Ordnung, der in
einem kritischen Punkt endet. Die Natur des Ubergangs jenseits des kritischen Punktes ist
nicht eindeutig geklirt, die Annahme einer Linie kritischer Punkte (Albrecht u. a., 1978)
hat sich offensichtlich nicht bestétigt. Die Phaseniibergangslinie in der Auftragung Druck
gegen Temperatur ist fiir nicht zu kleine Driicke eine Gerade mit bestimmter Steigung.
Zu Diskussionen iiber die Ordnung des Ubergangs hat gefiihrt, dass die Koexistenzlinien
(z.B. in der Darstellung Druck gegen Fliche) nicht eben sind. Albrecht u.a. (1978) haben
daraus geschlossen, dass nur endlich viele Molekiile jeweils kooperativ am Ubergang betei-
ligt sind und haben eine sehr kleine Zahl von etwa 100 Teilchen abgeschétzt. Spéater wurde
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Gittergas—Phasendiagramm der Lipide

"PhasenUbergang(ers_ter Ordnung{" —
"Kritischer Punkt" @

gestreckt / kondensiert

gefaltet / expandiert

Feld (H-TS)/K
w
©

| |
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Abbildung 2.5: Skizze des Phasendiagramms des Zweizustands-Modells mit moéglichen Phasen
und Ubergingen. Wegen des entropischen Beitrags zum Feld fithrt eine Erhéhung der Tempe-
ratur vom Bereich links oben in den Bereich rechts unten. Daher entsprechen die Lipidphasen
»gestreckt/kondensiert* bzw. , gefaltet/expandiert” den Ising-Phasen bei unterschiedlichem Vor-
zeichen des dufleren Feldes. Die Groflen sind auf die Kopplungs-Konstante normiert. Ein Phasen-
diagramm mit konkreten Werten fiir die Modellparameter findet sich in Abbildung 2.6.

der Koexistenzbereich direkt beobachtet: Die Abbildungen von Fluoreszenzmikroskopen
an Lipiden verwandten Molekiilen (Qiu u.a., 1991), zeigen im Allgemeinen ein Wachstum
von etwa kreisrunden Doménen, die wesentlich grofler sind als die im oben erwéhnten
Artikel abgeschitzten. Die Doménen verweilen in einem Stadium unvollstéindiger Phasen-
trennung, dessen Ursache aber letztendlich nicht klar ist, zumal eine Ausbildung solcher
Doménen fiir bindre Flissigkeiten durchaus erwartet wird (Yeomans, 2000) und man so
etwas auch bei Vesikeln aus Lipid-Mischungen beobachtet.

Unter der Annahme eines Phaseniibergangs 1. Ordnung f#llt die Interpretation des Pha-
sendiagramms im Rahmen des theoretischen Modells leicht. Der laterale Druck ist im Pa-
rameter H enthalten und die Steigung der Phaseniibergangslinie im Parameter S. Die
Wechselwirkung K bestimmt die Lage der Gerade und des kritischen Endpunkts (sie-
he Abschnitt 3.2). Auch den Phaseniibergang von gasformig zu fliissig kann man in das
Modell integrieren.

Lamellare Phasen Der Hauptiibergang in Schichtsystemen zeigt sich als Phaseniibergang
1. Ordnung. Die spezifische Warme zeigt ein duflerst enges und stark ausgeprigtes Ma-
ximum. Die daraus abgeleitete latente Wirme betrigt etwa 14 kg pro Molekiil (Doniach,
1980). Die Dicke der Schichten, etwa durch Réntgenstrukturmessungen bestimmt, nimmt
in einem engen Temperaturbereich stark zu. Der genaue Verlauf der Kurve gibt Anlass zu
Diskussionen {iber anormales Anschwellen am Ubergangspunkt, die Hysterese beziiglich
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Aufheizen und Abkiihlen spricht aber fiir das Szenarium eines unstetigen Phaseniiber-
gangs.

Die Frage, ob die Schichten als gekoppelt oder einzeln zu betrachten sind, héngt von der
untersuchten Eigenschaft ab. Fiir den Hauptiibergang wird im Allgemeinen angenommen,
dass es sich um unabhéngige Schichten handelt, wenn man die Schichtsysteme bis zu
ihrem jeweiligen Gleichgewichtsabstand hydratisiert. Das Bild ist nicht so vollsténdig wie
das im Falle der Monoschichten. Den lateralen Druck kann man nicht direkt variieren, aber
zumindest den Salzgehalt der Losung und den osmotischen Druck auf das Schichtsystem.
Systematische Untersuchungen, die idealerweise in einem Phasendiagramm miinden, das
man mit dem der Monoschichten oder dem des Gittergas-Modells vergleichen kénnte, sind
nicht bekannt.

Publizierte Phasendiagramme fiir multilamellare Stapel von Lipid-Doppelschichten be-
schreiben die Abh#ingigkeit von Temperatur und Wassergehalt des Systems (eine Zusam-
menfassung beziiglich der Lipidsorte Phosphatidylcholine bzw. einen umfassenden Index
von Phasendiagrammen bieten Koynova und Caffrey, 1998, 2002). Fiir Wasserkonzentra-
tionen unterhalb von 20 % erkennt man eine deutliche Abhingigkeit der Ubergangstem-
peratur von der Konzentration und ein breites Koexistenzgebiet der beiden Phasen. Die
Ubergangstemperatur ist unabhiingig oberhalb eines Wassergehalts von 20 %. Jedoch ver-
kompliziert sich die Situation, weil die expandierte Phase L, nicht direkt in die konden-
sierte Lg libergeht, sondern zunéchst in die ,Ripple-Phase® Pg. In der ,Ripple-Phase® sind
die Ketten der Lipide, dhnlich wie in der kondensierten Phase, gestreckt, die Schwerpunk-
te der Molekiile bilden aber zusétzlich ein wellenartiges Hohenprofil aus. Eine Koexistenz
von Lg und Pjg ist ebenfalls beobachtet worden.

Unilamellare Vesikel Man gehe davon aus, dass die Suspensionen mit einer geringen
Konzentration von Lipiden (weniger als 0,1 %) hergestellt wurden, und die Vesikel daher
als wechselwirkungsfrei und ausreichend stabil angesehen werden kénnen. Der Hauptiiber-
gang, gemessen z.B. in der Signatur der spezifischen Wérme, hat bei solchen Systemen
immer eine endliche Breite in der GréSenordnung von einem Kelvin. Die Ubergangswéirme,
bestimmt als das Integral [ dT C(T') iiber die spezifische Wirme, betréigt mit etwa 10kp
zwar weniger als im Fall lamellarer Stapel, aber wesentlich mehr als bei smektischen
Fliissigkristallen. Anzeichen fiir einen Ubergang 1. Ordnung (Hysterese) gibt es nicht.
Da der laterale Druck in Vesikeln experimentell nicht kontrolliert werden kann, féllt die
Zuordnung in das Phasendiagramm des theoretischen Modells nicht leicht. Verschiedene
Erkldrungen sind denkbar:

Experimentelle Unschidrfe Dieser Punkt kann nach Aussage einiger Experimentatoren
ausgeschlossen werden. Nach ihrer Aussage ist die Auflosung z. B. der Kalorimeter
besser als die Breite des Ubergangs. Andere geben dagegen an, dass die Maxima in
ihrer Form nicht verlésslich sind, d.h. nicht wirklich punktweisen Messungen ent-
sprechen (aus Diskussionen u. a. mit T. Heimburg und T. Salditt).

Endliche GroBe des Systems Die Grofie der Lipidaggregate ist wahrscheinlich nicht ent-
scheidend. Es ist keine klare Gréflenabhéngigkeit berichtet und die Anzahl der Li-
pide in einem Vesikel ist nicht auffillig klein. Verdeutlicht wird das durch eine
Abschitzung: Die kleinsten Vesikel haben einen Radius von etwa 100 nm. Das macht

0—14

eine Fliche von etwa 4 x 1 m?. Bei einem Flichenbedarf von etwa (0,7nm)? =

5x 10719 m? ergeben sich 10° Teilchen pro Vesikel. Die in dieser Arbeit ausgefiihrten
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Computersimulationen z.B. zeigen ab 102 bis 10* Teilchen keine Abhingigkeiten
mehr von der Systemgrofie.

Fehlende thermische Stabilitat Die Vesikel-Suspensionen sind nur metastabil. Bei kon-
stanten Bedingungen halten sie sich Stunden bis Tage. Aber insbesondere im
Ubergangsbereich sind strukturelle Umwandlungen beobachtet worden. Das reicht
von Verdnderungen der Form bis hin zur Auflésung der Vesikeltopologie. Trotzdem
konnen die Vesikel bei geeigneten experimentellen Bedingungen (vor allem bei gerin-
ger Dichte der Vesikel in Losung) auch den Hauptiibergang unbeschadet iiberstehen.
Auch die Grofienverteilung kann sehr schmal gehalten werden. Die Szenarien, die von
unterschiedlichen experimentellen Gruppen beobachtet werden, unterscheiden sich
zum Teil drastisch. Natiirlich wird das einfache Gittergas-Modell {iberstrapaziert,
wenn Umwandlungen der Vesikelform die Thermodynamik des Systems bestimmen.

Endliche Kriimmung Aus vielen experimentellen Untersuchungen und theoretischen Mo-
dellen weifl man, dass die Lipidmembranen kritmmungsdominierte Flachen sind. Die
Kriimmungs-Energie eines kleinen Vesikels von 100 nm Radius ldsst sich mit 40 kgT
abschéitzen, wobei man ein Kriimmungsmodul von £ = 10kgT annimmt. Die Fluk-
tuationen der dufleren Form sollten demnach nur klein sein. Dennoch ist der relative
Unterschied in der Kriimmungs-Energie pro Flédche oder Teilchen zwischen den bei-
den Schichten der Lipidmembran mit etwa 0,1 nicht unbedingt vernachlissigbar,
wobei ein innerer Kriimmungsradius von 100 nm und eine Dicke der Doppelschicht
von 5nm angenommen wird.

Intrinsische Griinde, d. h. Lipid-Wechselwirkung Die Erfahrung der Experimentatoren
spricht also am ehesten fiir einen, wenn auch schmalen und von starken Fluktua-
tionen bestimmten, kontinuierlichen Ubergang. Die Wechselwirkungen sind dabei
so, dass der Ubergang bei typischen experimentellen Bedingungen kontinuierlich
verlduft.

Letztendlich ergibt sich aus Sicht des Modells eine pragmatische Erklarungsmdoglichkeit
fiir die Einordnung in das Phasendiagramm, wenn man intrinsische Griinde fiir einen
kontinuierlichen Ubergang annimmt. Denn das Phasendiagramm in Abbildung 2.5 zeigt
neben dem Ubergang 1. Ordnung auch einen Bereich von Parametern, fiir die der Ubergang
kontinuierlich ist. Eine tiefere Begriindung, warum der im Modell enthaltene unstetige
Ubergang bei Vesikeln nicht beobachtet wird, bleibt jedoch aus.

Es muss angemerkt werden, dass es experimentelle Befunde gibt, die in ihrer Observa-
blen einen kritischen Ubergang zeigen. Dabei handelt es sich um Ultraschallspektroskopie,
deren Messungen mit dem Verhalten von bindren kritisch entmischenden Systemen in Zu-
sammenhang gebracht werden (Halstenberg u.a., 2003). Dazu kann nur gesagt werden,
dass der Ordnungsparameter m des in der vorliegenden Arbeit betrachteten Modells nach
Gleichung 2.15 in dieser Weise unvereinbar mit dem Szenarium binédrer Entmischung ist,
da die mittlere Lipid-Besetzungszahl keine Erhaltungsgrofie darstellt.

Der auch im Rahmen dieses Modells existierende kritische Ubergang erscheint unwahr-
scheinlich als Szenarium fiir die Lipidmembran. Die Parameter des Systems miissten schon
ganz bestimmte Werte annehmen, um einen Ubergang genau durch den kritischen Punkt
zu erméglichen. Schon eine geringe Anderung der duferen Parameter miisste das System
aus dem kritischen Bereich heraustreiben. Das wird jedoch nicht beobachtet. Eine Sym-
metrie wie beim Ising-Ferromagnet (oder der Landau-Entwicklung der freien Energie fiir
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kritische Ubergiinge), die das System auf genau einer Linie im Phasendiagramm fixiert,
gibt es im Lipidsystem nicht, d.h. in der Sprache des Ising-Modells: der feldfreie Ferro-

magnet wére hier ein Kuriosum.

Biologische Membranen FEtwas vereinfacht gesagt liegt die Motivation des Modells in der
Vorstellung, dass die Lipide in einfachen Membranen aufgrund ihrer inneren Freiheitsgra-
de einerseits sehr viele verschiedene Konformationen annehmen kénnen, andererseits aber
energetisch eine Art Grundzustand und ein Band angeregter Zusténde der Lipide ausge-
zeichnet sind. Es sind diese hoch entarteten inneren Zusténde, die die Thermodynamik des
Systems bestimmen. Ubertréigt man dieses Bild auf Biomembranen, so stellt man sich vor,
dass die Lipide natiirlicherweise einen ungeordneten Zustand, den gefalteten, annehmen.
Andere geordnetere Zusténde sind aber moglich und tatséchlich beobachtet man einen sehr
verbreiterten Ubergang nahe physiologischer Temperaturen auch bei biologischen Mem-
branen (Bach, 1984). Manche Lipidmembranen mit biologischer Zusammensetzung (das
sind Lipidmembranen, fiir die man die Lipide aus biologischen Membranen extrahiert und
daraus z. B. Vesikel gebildet hat) zeigen eine Signatur, die der reiner Vesikelsuspensionen
sehr #hnlich ist. Ausfiihrlich untersucht ist die Membran des Bakteriums E. Coli: Mes-
sungen des Ordnungsparameters finden sich beispielsweise in Watts und Spooner (1991),
solche der spezifischen Warme in White u.a. (2000). Nun ist die physiologische Rele-
vanz des Hauptiibergangs stark umstritten. Es gibt nur ein Bakterium, bei dem man den
Ubergang als natiirliches Phiinomen beobachtet haben will. Allerdings muss die Relevanz
nicht im Ubergang selbst liegen, sondern kann allein in der Eigenschaft der Lipide, ih-
ren Zustand #ndern zu koénnen, begriindet sein. So findet man Hinweise darauf, dass die
Membranen von biologische Organismen so zusammengesetzt sind, dass sie den Haupt-
iibergang vermeiden, z.B. ist der Anteil ungeséittigter Fettsduren in der Membran von
E. Coli von der Temperatur abhingig, in der es sich entwickelt (de Kruijff u.a., 1997).
Der innere Zustand der Lipide und damit die Eigenschaften der ganzen Membran kann
durch duflere Einwirkungen, also durch Adsorbate und Einlagerungen, beeinflusst werden.
Die Kooperativitéit der Lipide und ihre Tendenz, homogene Phasen zu bilden, tritt nun in
Konkurrenz zur Mischung der adsorbierten oder eingelagerten Komponenten. Das heif}t,
ein zuvor homogenes, aber durch Fluktuationen gekennzeichnetes System, kann durch die
Wechselwirkung mit neuen Komponenten eventuell strukturiert werden. Fiir dieses Bild
scheint das Zweizustands-Modell der Lipide jenseits des kritischen Punktes ein vielver-
sprechender Startpunkt zu sein, um die Effekte zu verstehen, die gerade aufgrund der
Mischung aus Lipiden und Proteinen geschehen. Insofern relativiert sich die zuvor darge-
stellte Diskussion des Hauptiibergangs.

Nach eingehender Recherche und Gespréichen sowie Untersuchungen des Modells hat
sich die Motivation fiir diese Arbeit von der genauen Kliarung des Hauptiibergangs hin
zur Untersuchung generischer Effekte in Biomembranen entwickelt. Zur Beschreibung des
Hauptiibergangs sind eventuell Erweiterungen beziiglich der Modellierung der molekula-
ren Struktur notwendig. Die zentrale Frage der weiteren Modellierung lautet: Inwiefern
kénnen zusitzliche Komponenten durch ihre Wechselwirkung mit der Lipid-
membran zu (stabiler) Strukturbildung fiithren und wie hingt dieser Effekt
vom Typ der Wechselwirkung ab? Technisch gesehen wird die Untersuchung von der
Frage geleitet: Findet man eine effektive vergréberte Formulierungen des Mo-
dells, die Einsicht in die Ursachen der Strukturbildung verschafft?
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2.6 Referenzmethoden Mittleres-Feld und Monte-Carlo

In dieser Arbeit werden zwei grundsétzlich verschiedene Methoden angewandt. Zum einen
die analytisch orientierte Mittlere-Feld-Methode (abgekiirzt MF, engl. mean field), die die
freie Energie des Systems durch einen analytisch handhabbaren Ausdruck approximiert
und zum anderen die Monte-Carlo-Methode (abgekiirzt MC), die den Zustandsraum mit
Hilfe einer bestimmten Wahl von Stichproben, die auf dem Computer simuliert werden,
abschétzt.

Mittlere-Feld-Approximation nach Variationsansatz Es gibt viele verschiedene Formu-
lierungen der Mittlere-Feld-Approximation. Hier soll vom allgemeinen Prinzip des Varia-
tionsansatzes ausgegangen werden. Nach dem thermodynamischen Variationsprinzip ist
diejenige Verteilung P die (kanonische) Gleichgewichtsverteilung, die die freie Energie F
minimiert:

F= min {(H)p —TSp} (2.18)

Dabei ist (H)p die innere Energie des Systems, (...), der Erwartungswert in der Ver-
teilung P und Sp = — (log P) , die Entropie dieser Verteilung. Die bekannte Losung dieser
Gleichung ist die Boltzmann-Verteilung P = exp[—(H], siehe z. B. Kapitel 1 in Parisi
(1998).

Bei einer Approximation nach Variationsansatz definiert man eine moglichst einfache
Klasse von Verteilungen, z. B. parametrisierte, und minimiert dann innerhalb der Klas-
se, um eine approximative freie Energie nach Gleichung 2.18 zu erhalten. Die Mittlere-
Feld-Naherung besteht nun darin, dass man annimmt, die Verteilung hénge nur von den
Mittelwerten der Besetzungszahlen ab:

P = P((nk)) = P(m) (2.19)

Mit dieser Wahl ist gleichzeitig entschieden, dass nur homogene Phasen untersucht wer-
den konnen. Die Entropie schreibt sich in diesem Fall einfach als die Mischungsentropie
idealer Gase. Im Fall einer einfachen Lipidmembran bedeutet die Ndherung konkret, dass
die freie Energie nur in Abhéngigkeit eines Parameters m minimiert werden muss. Die-
se Minimalbedingung ist gleichzeitig die Bestimmungsgleichung (auch Selbstkonsistenz-
Bedingung genannt) fiir die mittlere Besetzungszahl, den Mittlere-Feld-Parameter:

O [(H) p — TSp] = 0 (2.20)

Die Optimierung muss im konkreten Fall numerisch geschehen. Dafiir bieten sich
einfache Algorithmen aus Press u.a. (1992) an. In Kapitel 3 wird die Mittlere-Feld-
Approximation angewandt und erweitert. Allgemein ist es so, dass der Typ der Ordnung
in die Wahl der zu optimierenden Verteilung bereits eingeht. Wegen der Vernachléssigung
der Fluktuationen durch die Wahl der Verteilung, einzig abhéngig von der mittleren Be-
setzungszahl, bricht die Approximation an einem kritischen Punkt, der von Fluktuationen
dominiert ist, zusammen. Weit weg vom kritischen Punkt ist sie sehr verléasslich.

Monte-Carlo-Simulation mit Metropolis-Algorithmus Die Technik der Monte-Carlo-
Simulation ist relativ alt und geht bis in die Anféinge der Computer zuriick (zur Einfiihrung
siehe z. B. Allen und Tildesley, 1986). Sie ist in vielen verschiedenen Biichern ausfiihrlich
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beschrieben. Als eine Einfiihrung in die Computersimulation sei auf Kinzel und Reents
(1998) verwiesen, eine detailliertere Darstellung der Monte-Carlo-Methode findet sich
in Binder und Heermann (1997). Im Allgemeinen geht es darum, eine Groéfle mit Hil-
fe einer in bestimmter Art und Weise zufélligen Wahl von Stichproben (engl. samp-
ling) abzuschétzen, die sich ansonsten nur schwierig oder gar nicht berechnen l&sst.
Beziiglich der Erzeugung von (Pseudo-) Zufallszahlen auf einer deterministischen Ma-
schine wie dem Computer sei auf die oben erwéhnte Literatur verwiesen (z.B. Kapitel 5
in Kinzel und Reents, 1998).

Um die Erwartungswerte und Fluktuationen thermodynamischer Observablen im
Gleichgewicht zu bestimmen, muss das Ensemble-Mittel in einer gewissen Verteilung aus-
gefithrt werden. Wirklich alle moglichen Mikrozustinde und die damit verbundenen Ge-
wichte zu berechnen, dauert auch mit Hilfe des Computers viel zu lang. Man ist darauf
angewiesen, die thermodynamischen Gréflen aufgrund der Kenntnis eines endlichen Sat-
zes von Zustdnden abzuschitzen. Die thermodynamische Verteilungsfunktion ist in der
Regel stark zentriert auf einen engen Bereich um den Gleichgewichtswert (siehe Biicher
iiber statistischen Physik wie z. B. Reif und Muschik, 1987). Eine rein zufillige Wahl der
Stiitzstellen fiir die Schitzung wire also sehr ineffektiv. Damit ist das Problem bereits um-
rissen: Finde eine Vorgehensweise, die erstens sicherstellt, dass nur die Mikrozusténde aus-
gewihlt werden, die ein grofles Gewicht in der Verteilungsfunktion haben, d. h. gewichtete
Stichproben (engl. importance sampling) entnommen werden, und zweitens gewéhrleistet,
dass die Mikrozustdnde mit ihrer Haufigkeit aus dem Gleichgewichtsensemble des Systems
gezogen werden. Die Monte-Carlo-Methode beruht daher auf folgenden Voraussetzungen:

1. Der (zugéngliche) mikroskopische Zustandsraum ist bekannt. Im einfachsten Fall
sind alle Freiheitsgrade definiert und das System ist ergodisch.

2. Die Hamiltonfunktion in Abhéngigkeit der mikroskopischen Freiheitsgrade ist gege-
ben.

3. Ein Generator, der moglichst unkorrelierte Pseudo-Zufallszahlen liefert, liegt vor.

Grundsétzlich lautet die Strategie: Starte mit einem Mikrozustand hohen Gewichts und
verdndere diesen nur lokal (im Sinne des Zustandsraums) in solch einer Art und Weise,
dass erstens das Gewicht groff bleibt und zweitens der Zustand des Systems in das Gleich-
gewicht relaxiert. Dabei ist die zentrale Eigenschaft einer solchen lokalen Vorschrift, dass
sie die Detaillierte Balance erfiillt. Damit ist einfach der folgende Zusammenhang fiir die
Ubergangswahrscheinlichkeit p(j < 4) von einem Zustand i, der mit der Wahrscheinlich-
keit p(i) angenommen wird, in einen Zustand j gemeint. Dieser muss fiir jede mogliche
Zustandsénderung des Algorithmus erfiillt sein:

p(j i) p(i) = p(i < j)p(j) (2.21)

Stellt der Algorithmus sicher, dass die bedingte Wahrscheinlichkeit, von einem bestimm-
ten Zustand in einen anderen zu wechseln genauso hoch ist wie der umgekehrte Vorgang,
so fiihrt dieser sicher in das Gleichgewicht. Wie lang dieser Vorgang dauert, kann aus
diesen Uberlegungen aber nicht geschlossen werden. Zuniichst bietet sich im kanonischen
Ensemble an, die Ubergangswahrscheinlichkeiten so zu wihlen, dass ihr Verhiltnis dem
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Boltzmann-Faktor (Boltzmann, 1909) beziiglich der Energiedifferenz der Zustéinde ent-
spricht:

PL= — oxp [-A(H() ~ H(D) (222)

Damit hat man beziiglich der Ubergangswahrscheinlichkeiten immer noch einige Freihei-
ten. Diese konnen z. B. dazu genutzt werden, um besonders effektive Schritte zu definieren
oder physikalisch realistische, die einen Ankniipfungspunkt der Computer-Zeit an die rea-
le ermoglichen. Die am weitesten verbreitete Strategie, die Stichproben auszuwéhlen, ist
der Metropolis-Algorithmus, der auch in dieser Arbeit verwendet wird (Metropolis u. a.,

1953). Er definiert die Ubergangswahrscheinlichkeiten wie folgt:

p(j i) = min {1, exp [-B(H(j) — H ()]} (2.23)

Man erzeugt also aus einem geeigneten Anfangszustand immer wieder neue nach der
gegebenen Wahrscheinlichkeit in Gleichung 2.23 und die Observablen ergeben sich als
Mittelwerte iiber die durch die Stichproben gewonnen Einzelmessungen. Um den Einfluss
der Systemridnder zu minimieren, fithrt man {iblicherweise periodische Randbedingungen
ein. Das bedeutet, dass die Teilchen am oberen Rand des Systems mit denen am unteren
Rand wechselwirken, genauso die Teilchen am rechten mit denen am linken Rand. Im
Folgenden wird die Messung, also die Bestimmung der thermodynamischen Observablen,
und deren Auswertung genauer beschrieben.

Die Werte fiir die Kopplungs-Parameter in der Hamiltonfunktion sind so zu verste-
hen, dass sie Energiebeitrdge von Teilchenpaaren sind. Formalisiert wurde dies durch
Wechselwirkungs-Umgebungen jeder Teilchenspezies mit den anderen. Dementsprechend
ist die Summe iiber die Gitterplitze zu berechnen. In der Simulation werden genau diese
Paare mit Hilfe von Wechselwirkungs-Umgebungen gezihlt. Man erhélt im ersten Schritt
also Mittelwerte der Besetzungszahlen, die Nachbarschafts-Wahrscheinlichkeiten und dar-
aus die innere Energie. Alle anderen Observablen lassen sich daraus bestimmen, wie etwa
die spezifische Warme:

(H?) — (H)®
NT?

Zur Umsetzung der Monte-Carlo-Simulationen wurde im Rahmen dieser Arbeit das Pro-

C = (2.24)

gramm lipflip entwickelt, welches im Anhang B n#her beschrieben ist. Die Vorgehens-
weise zur Bestimmung der Mittelwerte soll in den néchsten Stichpunkten néher erldutert
werden:

Mittelwerte und Erwartungswerte der Observablen Ein Messwert einer Observablen er-
rechnet sich aus dem Mikrozustand des Systems durch Mittelung iiber alle Pléatze
des Gitters und iiber eine moglichst grofie Zahl von unabhéngigen Instanzen des
Zustands (Ensemble-Mittel). Die Anzahl von Instanzen, die zum Ensemble-Mittel
herangezogen werden, wird im Programm lipflip als Ney bezeichnet. Die Zahl
von Messwerten, aus der dann die Messkurve konstruiert wird, ist Nexp.

Relaxation in das Gleichgewicht Der Algorithmus braucht eine gewisse Anzahl von
Durchldufen, um aus dem Anfangszustand in das Gleichgewicht zu gelangen. Die
Dauer dieser Relaxation ist von vornherein nicht bekannt und muss im konkreten
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Fall gemessen werden. Dabei ist zu beachten, dass verschiedene Observablen unter-
schiedliche Relaxationszeiten besitzen konnen. Deshalb wird im Programm 1lipflip
die Relaxation anhand eines ganzen Satzes von Observablen protokolliert. Erst wenn
alle Werte einen bis auf Fluktuationen unverdnderten Wert angenommen haben,
kann man davon ausgehen, dass sich das System im Gleichgewicht befindet. In der
Berechnung der Observablen wird dies durch eine minimale Zahl von Laufen Ny
beriicksichtigt, deren Ergebnisse nicht mit in die Berechnung der Erwartungswerte
eingehen.

Korrelationen Die Mittelwerte der Observablen sind von Durchlauf zu Durchlauf kor-
reliert. Das liegt daran, dass nicht jeder Mikrozustand neu geraten wird, sondern
aus dem letzten durch lokale Veréinderungen gewonnen wird. Dieser Einfluss kann
von Hand behoben werden, indem der Wert Ny, gesetzt wird, der angibt, wieviele
Durchldufe unberiicksichtigt bleiben, bis die nichste Einzelmessung aufgenommen
wird. Der Ensemble-Mittelwert einer beliebigen Observablen A ergibt sich demnach
folgendermaflen:

cht
A(i = j X Nin) (2.25)

Der Einfluss der Korrelationen kann sicherer automatisch durch Einteilung der Roh-
daten korrigiert werden, wie im néichsten Punkt beschrieben wird.

Dateneinteilung Durch Einteilung der Einzelmesswerte in geeignete Blocke und eine ge-
trennte Mittelung innerhalb dieser Blocke, kénnen neue, nun unkorrelierte, ,,Einzel-
messungen“ erzeugt werden. Der Fachbegriff dafiir heifit Data Blocking. In einem
ersten Schritt muss aus den Rohdaten deren Korrelationszeit (Zeit im Sinne von
MC-Durchldufen) bestimmt werden. Die Blockgréfie wird dann wesentlich groier als
diese Korrelationszeit gewihlt und stellt so sicher, dass die Blocke voneinander un-
abhéngig sind. Diese Datenanalyse ist aufwéindig und verlangsamt das Programm,
weshalb sie meist nur eine Kontrollfunktion einnimmt.

Geeignete Observablen Selbstverstindlich werden die Mittelwerte der Zustéinde (Beset-
zungszahlen) als Ordnungsparameter gemessen. Dariiber hinaus werden die Nach-
barschaften, in der Simulation definiert iiber die Wechselwirkungs-Umgebungen, hin-
sichtlich der mittleren Zustdnde analysiert. Aus der Standardabweichung der Beset-
zungszahlen folgt die Suszeptibilitdt und entsprechend aus der der inneren Energie
die spezifische Wirme. Spezielle Groflen wie die Lage der Grenzlinie und deren Breite
werden ebenfalls bestimmt. Eine komplette Auflistung findet sich in der Dokumenta-
tion des Projektes mit dem Namen BioMemMod, welche sich neben allen Quelltexten
und Rohdaten auf der beigelegten CD-ROM befindet.

Schnappschiisse und Filme Zu einem bestimmten Zeitpunkt (nach einer gewissen Anzahl
von MC-Durchléufen) wird der Zustand des Systems in geeigneter Weise abgespei-
chert und als Schnappschuss dargestellt. Verbindet man solche Bilder so erhélt man
einen Film, der die MC-Dynamik am bzw. bei der Relaxation in das Gleichgewicht
zeigt.
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2.7 Vergleich mit dem Experiment

Die Temperatur wird in dieser Arbeit meistens in Energieeinheiten ausgedriickt. Das hat
zur Folge, dass die Boltzmann-Konstante gleich eins ist. Als Energieeinheit wird cal/mol
(Kalorien pro Mol) gewihlt, die Gas-Konstante, die zwischen Energie und Temperatur
vermittelt, ist in diesem Fall etwa gleich zwei. Damit entspricht eine Temperatur von 300 K
ungefiahr 600 cal/mol.

Die spezifische Wiarme ist proportional zur Kriimmung (2. Ableitung) der freien Energie
bzw. zu den Fluktuationen der inneren Energie (siehe Gleichung 2.24) und deshalb gut
geeignet, (Phasen-) Uberginge zu detektieren. Das experimentelle Signal einzelner Mem-
branen ist aber viel zu schwach. Man ist auf Suspensionen von Lipidaggregaten mit Wasser
angewiesen. Dabei ist zu beachten, dass die Wechselwirkungen der Vesikel untereinander
nicht in jedem Fall vernachldssigbar klein sind. Wie in den Abschnitten 2.2 beschrieben
wurde, zeigt der Hauptiibergang, gemessen an Vesikel-Suspensionen, eine charakteristi-
sche endliche Breite. Mogliche Ursachen wurden in Abschnitt 2.5 angesprochen. Hier soll
davon ausgegangen werden, dass es intrinsische Ursachen gibt, die einen kontinuierlichen
Ubergang zur Folge haben. Im Rahmen des untersuchten Modells wird dies nachvollzogen,
indem eine geeignete Region des Phasendiagramms gewihlt wird. Die Modell-Parameter
fiir den Hauptiibergang des reinen Lipidsystems werden in drei Schritten an die experi-
mentellen Daten angepasst:

Ubergangsenthalpie Der Hauptiibergang ist mit einem Eintrag an Enthalpie in das Sy-
stem, der Ubergangsenthalpie Hy,, verbunden. Genau diesen misst die spezifische
Wirme, die selbst als Ableitung nach der Temperatur definiert ist. Nach der Hamil-
tonfunktion des Modells in Gleichung 2.15 ist diese einfach durch zwei Parameter
gegeben:

H, = /dT C(T)=-3Kr,+H (2.26)

Ubergangstemperatur Die Temperatur des Ubergangs wird als Lage des Maximums der
spezifischen Wirme bestimmt. Geht man davon aus, dass sich der kontinuierliche
Ubergang bei einer Temperatur T}, ereignet, fiir die der gleiche Zusammenhang gilt
wie fiir die Linie von 1. Ordnung-Phaseniibergéingen, so erhélt man:

(H — TmS) =3Kr1 = S = ﬁ (2.27)
THI
Ubergangsbreite Damit lassen sich H und S aus den beiden obigen Gleichungen be-
rechnen, einen Wert fiir die Kopplung K vorausgesetzt. Diesen muss man durch
Vergleich der Kurvenformen anpassen, am besten an die Halbwertsbreite AT, des
Ubergangsmaximums.

Aus den experimentellen Grélen Hy,, T und AT/, folgen demnach die drei Parameter
des Modells H, S und Ky,

In Abbildung 2.6 ist das Phasendiagramm und die Lage des Hauptiibergangs als Ergeb-
nis einer solchen Anpassung beispielhaft fiir eine Suspension aus unilamellaren Vesikeln
gezeigt. Man findet, dass die Ubergangstemperatur etwa 10 % von der kritischen entfernt
liegt.
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Feld—-Ubergang jenseits des kritischen Punktes
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Abbildung 2.6: Phasendiagramm mit konkreten Parameterwerten, die typisch fiir unilamellare
Vesikel sind. Die Linie, der bei Erh6hung der Temperatur gefolgt wird, ist eingezeichnet. Sie liegt
jenseits des kritischen Punktes. Die Werte entsprechen den in Abb. 4.19 gezeigten Schnappschiissen.
Vergleiche das prinzipielle Phasendiagramm in Abbildung 2.5.

Quantitativ unterscheiden sich die Ubergénge von verschiedenen Lipidsorten und die
von unilamellaren oder multilamellaren Vesikeln zum Teil deutlich. Deshalb soll sich in
den meisten Féllen, in denen es um das prinzipielle Verhalten von Lipidmembranen geht,
auf typische Parameter bezogen werden. Als typisch werden die folgenden Ubergangs-
grofen fiir unilamellare Lipidvesikel bezeichnet (eine Einfiihrung in die Kalorimetrie von
Modell- und Biomembranen findet sich in Bach, 1984):

Hy, = 6kcal/mol
Ty, = 600 cal/mol (2.28)
AT /9 =~ 1cal/mol

Die Ubergangstemperatur und -enthalpie sind beispielsweise annéhernd linear von der
Kettenlinge der Lipide abhiingig (Lewis und McElhaney, 2000). Die Breite des Ubergangs
héngt von der Aggregatform und eventuell von der Praparation des Systems ab. Passt man
nach der oben beschriebenen Prozedur die Parameter des Modells an die experimentel-
len Daten an, so erhilt man als Ergebnis im Fall der Mittlere-Feld-Approximation mit
Nachbarschaften die folgenden Werte:

H = 7425 cal/mol
S =10 (2.29)
K1, = —475cal/mol
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Die Anpassungen von Monte-Carlo-Simulationen fithren auf einen anderen Wert fiir die
Kopplungs-Konstante und folglich auch fiir das enthalpische Feld:

H = 7875 cal/mol
S =10 (2.30)
K1, = —625cal/mol

Die Form der Ubergangskurven in Experiment, Approximation und Simulation unter-
scheidet sich im Wesentlichen dadurch, dass der Untergrund, also das Gewicht der Schul-
tern des Maximums, in der Approximation besonders hoch ist. Als Folge dessen ist das
Maximum selbst nicht so hoch. Beziiglich des Experiments muss angemerkt werden, dass
die Null-Linie einfach durch Abschneiden der Kurven auflerhalb der Maxima definiert wird,
eine breite Schulter also bereits durch die Messmethode unterdriickt wiirde.
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Das bisher beschriebene Modell fiir die Lipidmembran, ein zweidimensionales dicht ge-
packtes Gittergas mit zwei moglichen Zustéinden auf jedem Platz, soll nun um zusétzliche
Membran-Komponenten erweitert werden. Neue Komponenten kénnen dabei andere Lipi-
de, Sterole wie Cholesterin oder Proteine bzw. Peptide sein. Typisch fiir Biomembranen
sind die grofien Unterschiede in der Form und Stabilitédt der Bestandteile.

Funktionelle Komplexe bestehen meist aus Proteinen. Sie sind wesentlich grofler als Li-
pide und wegen ihrer Tertidrstruktur auch starrer. Konformationsdnderungen sind meist
nicht thermisch, sondern chemisch angeregt. Die Bestandteile von Proteinen — kiirzere
Aminosaureketten, die meist stabile Sekundérstrukturen wie a-Helizes bilden — nennt
man Peptide. Dariiber hinaus werden globale thermische, strukturelle und mechanische
Eigenschaften der Biomembran auch von kleinen Komponenten wie Cholesterin (siehe
Abbildung 3.1) bestimmt. Wegen ihrer starren Kohlenwasserstoff-Ringe besitzen Sterole
wenige Konformationsfreiheitsgrade. Deshalb sollen sie auch nicht, wie in manch chemi-
scher Literatur {iblich, zur Gruppe der Lipide gezihlt werden.

Zunéchst wird sich in diesem Kapitel auf kleine Komponenten, die in etwa die Gréfle von
Lipiden besitzen, d. h. im Modell einen Gitterplatz einnehmen, beschrinkt. Als eine solche
Komponente kann man sich Cholesterin (ist etwas kleiner als ein Lipid) oder kleine Peptide
(sind etwas grofer als Lipide) vorstellen. Auf gréfiere Komponenten wird im folgenden
Kapitel 4 eingegangen.

Das Modell mit kleinen Komponenten wird sowohl fiir Einlagerungen als auch Adsor-
bate so formuliert, dass sich bekannte Modelle der statistischen Physik ergeben. So kann
erstens der Anschluss an den Stand der theoretischen Modellierung sichergestellt wer-
den und zweitens der Wert dieser effektiven molekularen Modelle fiir die Interpretation
verschiedener Eigenschaften von Biomembranen und konkreter Experimente an Modell-
membranen gepriift werden. Der Schwerpunkt liegt in diesem Kapitel auf dem Vergleich

35
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(a) Bindungen als Stidbchen dargestellt (b) Atome als Kugeln dargestellt

Abbildung 3.1: Cholesterin gehort zur Gruppe der Sterole, welche typische starre
Kohlenwasserstoff-Ringe, eine sehr kleine polare Kopfgruppe und eine kurze Kohlenstoffkette be-
sitzen.

eingelagerter und adsorbierter Komponenten sowie der Frage nach der Giite analytischer
Approximationen im Vergleich zu Monte-Carlo-Simulationen.

3.1 Modell mit peripheren Komponenten

Im Fall peripherer Komponenten fithrt man neben der vorhandenen Lipidschicht eine
zweite Schicht mit dem gleichen Gitter und der Besetzungszahl n” ein. Sie gibt an, ob
ein Gitterplatz von einem Adsorbat bedeckt ist oder nicht. Die Teilchen auf dem zweiten
Gitter wechselwirken lokal mit denen auf dem ersten, das heifit es gibt einen Beitrag zur
Energie nur dort, wo ein Adsorbat auf einem Lipid liegt. Die Wechselwirkungs-Energie
unterscheidet sich je nach innerem Zustand des Lipids (gestreckt oder gefaltet). Die resul-
tierende Hamiltonfunktion schreibt sich demnach wie folgt:

n =

P 1 wenn Platz bedeckt
0 sonst

7_(peripher =Ky Z nzL nJL + (H - TS) Z nzL
(4,9) i

+KLPZTLZ~L7”LZP —I—KppanPnf
i (i,5)
Die direkte Protein-Protein-Wechselwirkung, also der letzte eingeklammerte Term in

Gleichung 3.1, wird im Kontext kleiner Adsorbate vernachléssigt. Die Adsorbate wirken
unter dieser Annahme auf die Lipide wie ein zufdlliges lokales Feld und besitzen keinen
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eigenen Phaseniibergang. Die Verteilung des induzierten Feldes ist durch die Protein-Lipid-
Wechselwirkung riickgekoppelt an die Lipidzustdnde und insbesondere nicht eingefroren
sondern thermisch.

In Abbildung 3.2(a) ist die Membran mit kleinen Komponenten bildhaft gezeigt. Die
Bewegung in der Schicht der Adsorbate ist unabhéngig von der Lipidschicht. Die in dieser
Arbeit gewihlte Form der Darstellung des Systems ist in Abbildung 3.3 vorgestellt. Man
erkennt das Dreiecksgitter der Lipidschicht, das dicht gepackt mit Lipiden im gestreckten
oder gefalteten Zustand (unterschiedliche Farben) ist und das Gitter der Adsorbate, das
iiblicherweise in geringer bis mittlerer Dichte mit Proteinen besetzt ist.

3.2 Modell mit integralen Komponenten

Fiir die zuséitzliche Membran-Komponente, d. h. den dritten Zustand, den ein Gitterplatz
annehmen kann, wird eine neue Besetzungszahl n! (fiir integrale Komponente) eingefiihrt,
anstatt der Besetzungszahl n” einen neuen moglichen Wert zu geben. Das erhéht die
Klarheit vor allem deswegen, weil die neuen Zustédnde unter Umstédnden an spezielle Ne-
benbedingungen gekniipft sind, die nicht fiir die Lipide gelten. So wird z. B. h&ufig eine
konstante Konzentration von Einlagerungen angenommen und eine Umwandlung ausge-
schlossen. Der Wert von n! ist eins, wenn sich ein eingelagertes Teilchen am Gitterplatz
befindet und sonst null. Die Lipidbesetzungszahl n’ muss im ersten Fall null sein. Die
moglichen Zustinde an einem Gitterplatz sind in der Ubersicht:

1. Lipid im gestreckten Zustand: n* =0, nf =0
2. Lipid im gefalteten Zustand: n* =1, n! =0

3. Eingelagerte Komponente: n* =0, n! =1

Die resultierende Hamiltonfunktion schreibt sich wie folgt:

Hintegral =KL Z nzL nJL + (H - TS) Z nlL
(i.4) i
B Y bl Ky Yok
(4.9 (4.9

(3.2)

Die Wechselwirkung der Lipide mit der zusétzlichen Komponente kann ganz unterschied-
liche Ursachen haben, z. B. die sterische Hinderung der Ketten oder/und Kopfgruppen,
elektrostatische Kréafte durch Ladungen oder Dipole und die hydrophobe Wechselwirkung
wegen unterschiedlicher Langen der Molekiile. Deshalb ist die Nachste-Nachbar-Wechsel-
wirkung vom Betrag und Vorzeichen ad hoc unbestimmt und in manchen Fillen eventuell
nicht ausreichend.

Die wichtigsten Unterschiede von Gleichung 3.2 zu den Adsorbaten aus Gleichung 3.1
sind die ausschlieBllich lokale Wechselwirkung der Adsorbate mit den Lipiden und die ver-
nachlissigte Wechselwirkung der Adsorbate untereinander.

Fiir die Interpretation der Wechselwirkungs-Energien ist zu beachten, dass in der hier
vorgestellten Formulierung bereits die Nebenbedingung eines komplett mit Teilchen be-
setzten Gitters eingeflossen ist. Die Besetzungszahl n® fiir den gestreckten Zustand ist
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(a) Lipidmembran mit kleinen Adsorbaten (b) Lipidmembran mit kleinen Einlagerungen

Abbildung 3.2: Anschauliche Darstellung des Modells einer Lipidmembran mit kleinen Kompo-
nenten durch eine dreidimensionale Seitenansicht auf das komplette System. Die Lipide sind durch
gelbe (helle) und griine (dunkle) Ellipsoide dargestellt. Die Adsorbate bzw. Einlagerungen sind rot
(etwas dunkler).

(a) Zweidimensionale Aufsicht auf Lipide (b) Zweidimensionale Aufsicht auf Adsorbate

Abbildung 3.3: Schnappschuss einer Lipidmembran mit kleinen Adsorbaten. Die gestreckten Li-
pide sind gelbe (helle), die gefalteten griine (dunkle) Hexagone. Die Form der Teilchen korrespon-
diert mit dem Dreiecksgitter, auf dem sie liegen, denn sie haben sechs Nachbarn. Die Proteine sind

rote (sehr dunkle) Hexagone im rechten Bild.
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mit Hilfe der folgenden Nebenbedingung durch die anderen Besetzungszahlen ausgedriickt

worden:
n{ +n + nJI =1 Vj (Einlagerungen) (33)
n; +ni=1 Vj (Adsorbate)
Statt des gefalteten Zustands n/ ist vereinfachend nur vom Lipidzustand n’ = nf

die Rede. Mochte man die Eintrédge der Kopplungen mikroskopisch motivieren, so ist
Gleichung 3.3 von Bedeutung. Man sollte von der urspriinglichen Formulierung mit drei
verschiedenen Besetzungszahlen ausgehen und die eine explizit eliminieren. Dies fiihrt
auf die im Folgenden zusammengefasste Abbildung von Kopplungen und Feldern im Fall
eingelagerter bzw. adsorbierter Komponenten. Die Felder der Komponenten sind im Fall
variabler Teilchenzahl als chemische Potentiale zu sehen.

Einlagerungen

KII KIL _ Kn + Kss - 2Kzs Kzf + Kss - st - Kis (3 4)
Krp, Kff+K53—2K5f

Hy _ H,— H, — 6K  + 6K, (35)

Hyp, Hy — Hy — 6Kgs + 6Ky '

Adsorbate
Kpp Kpr |\ _ [ Kp Kpp — Kps (3.6)
K Kpr+ Kgs — 2K

Hp ) _ Hy + Kps 57)

Hy, Hf*HS*6K55+6KSf )

Die Wahl der urspriinglichen Kopplungs-Konstanten auf der rechten Seite der Glei-
chungen werden von mikroskopischen Uberlegungen geleitet wie der Frage, ob die hydro-
phoben Lingen der Teilchen zusammenpassen (engl. hydrophobic matching). Falls diese
nicht passen, wird jeder Kontakt von nicht gleich langen hydrophoben Bereichen aufgrund
des angenommenen Kontaktes mit dem umgebenen Wasser energetisch bestraft. Aus die-
sen Uberlegungen wird aber auch deutlich, wie vorsichtig man bei der Interpretation der
Kopplungen sein muss, denn erstens wird das Losungsmittel gar nicht explizit im Mo-
dell beriicksichtigt und zweitens ist wohlbekannt, dass es sich beim hydrophoben Effekt
nicht um eine in erster Linie energetische Frage handelt, sondern um eine entropische.
Aus Uberlegungen zur Molekiilstruktur kénnen also hichstens Hinweise zu den Kopp-
lungen gewonnen, aber keine quantitativen Schlussfolgerungen gezogen werden. Dafiir
wére eine systematische Vergroberung nétig, ausgehend von den Molekiilen inklusive des
Losungsmittels.

Lipidmembran mit variabler Dichte Die integrale Komponente kann auch als ,,Loch
aufgefasst werden. Damit ist die Teilchendichte der Lipide in der Membran variabel und
man kehrt in gewisser Hinsicht wieder zum bekannten Gittergas-Modell fiir Fliissigkeiten
zuriick, wobei nun aber die Teilchen zwei unterschiedliche Zustinde annehmen kénnen,
die dariiber hinaus energetisch mit der Teilchendichte gekoppelt sind. Der Fldichenbedarf
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der Membran pro Teilchen setzt sich nun aus der Dichte 1 — <n1 > und dem inneren Zu-
stand <nL > zusammen:

AMembran = AL (1 - <77JI>) +A <nL> (38)

Der laterale Druck m, die konjugierte Grofle zum Fléchenbedarf, besteht dementspre-
chend aus zwei Komponenten: einmal wirkt er auf die Zustandsvariable n” (das ist ein
Beitrag zum enthalpischen Feld H) und zum anderen wie ein Feld (oder chemisches Po-
tential) auf die Locher. Ausgehend von der Hamiltonfunktion in Gleichung 3.2 kann man
die Energie folgendermafien schreiben:

Hiangmuir = Krp Y _nfnk + (B —7A—-T8)Y nl + (r—m)AL Y n]
(i) i i

(3.9)
+KL[ZTLZ~LTL§ +K[[Zni[n]]~
(4,9) (4,9)
9 (H)
S 1
A ™ (3.10)

Man beachte, dass es in der Gittergas-Formulierung zwei verschiedene Sichtweisen auf
die Felder geben kann. Zum einen betrachtet man sie als Beitréige von Druck und Tempe-
ratur zu einem effektiven Feld, welches den Phaseniibergang treibt. Aquivalent dazu ist die
Beschreibung im groflkanonischen Ensemble, in dem die chemischen Potentiale den Pha-
seniibergang treiben. In beiden Bildern bestimmen die Werte der Kopplungs-Konstanten,
von welchem Typ der Ubergang ist.

3.3 Mittlere-Feld-Approximation mit Nachbarschaften

Im Fall der kleinen Komponenten, insbesondere der kleinen Einlagerungen, erweist sich
die Mittlere-Feld-Approximation als sehr niitzlich, weil sie erstens leicht handhabbar und
zweitens zur Bestimmung homogener thermodynamischer und struktureller Groéfen ausrei-
chend ist. Die MF-Approximation zeigt bereits ein komplexes Phasenverhalten und kann
in Bereichen, die nicht in der Ndhe eines kritischen Punktes liegen, auch gute quantitative
Ergebnisse erzielen. Da in dieser Arbeit besonders die rdumlichen Strukturen interessie-
ren, wird die einfache Approximation, in der lediglich die Information iiber den mittleren
Gitterplatz-Zustand steckt, um die Nachbarschafts-Verhéltnisse erweitert. Sofern man nur
Wechselwirkungen {iber Néchste-Nachbar-Kontakte annimmt, wird der Ausdruck fiir die
innere Energie exakt; die Entropie wird weiterhin abgeschétzt.

In der Literatur wird dies oft als Cluster- Variationsverfahren oder dhnlich bezeichnet.
Einen guten Einstieg in die Thematik bietet das Buch von Lavis und Bell (1999). Eine sy-
stematische Entwicklung in der Grofle der Cluster findet sich bei Suzuki und Katori (1986);
Suzuki (1986). Die Herangehensweise von Kikuchi (1951) entspricht am ehesten der im Fol-
genden erlduterten Entwicklung der Approximation. In einer auf Nachbarschaften begrenz-
ten Formulierung ist dieses Verfahren auch als Bethe-Peierls-Methode bekannt (Bethe,
1935; Peierls, 1935; Weiss, 1948).

Mit der in dieser Arbeit verwendeten Bezeichnung Mittlere-Feld-Approximation mit
Nachbarschaften (kurz MF+N) soll ausgedriickt werden, dass es sich dabei um eine direkte
Erweiterung der bekannten MF-Approximation handelt. Eine Einfiihrung in die Mittlere-
Feld-Approximation als Variationsansatz findet sich in Abschnitt 2.6 der vorliegenden
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Arbeit. Die folgende Darstellung bezieht sich ganz allgemein auf ein Gittergas mit einem
Satz von Besetzungszahlen n', wobei a die chemische Spezies bzw. den inneren Zustand
charakterisiert und 7 den Gitterplatz bezeichnet. Die spitzen Klammern um Indizes be-
deuten, dass iiber nachste Nachbarn summiert wird. Die Hamiltonfunktion lautet dann
wie folgt:

HGittergas ZZK ﬁnan + ZZ — TS (311)

u@< >

Fiir die Mittlere-Feld-N#herung nimmt man zunéchst eine homogene Verteilung (Index
MF) an. Diese soll mit einem Satz p von Variablen parametrisiert werden. Die Variablen
beinhalten in der erweiterten Approximation mit Néachste-Nachbar-Kontakten weiterhin
die mittleren Besetzungszahlen (auch MF-Parameter genannt) der als dquivalent ange-
nommenen Gitterplitze:

(67 «

p* = (i )mr (3.12)
Dariiber hinaus sollen die gemittelten Produkte von benachbarten Besetzungszahlen,
die Nachbarschafts-Wahrscheinlichkeiten, in die Verteilung eingehen:

°0 = (ngnfl) 3.13
p = (ntnf) (3.13)

Die Mittelwerte hdngen nicht mehr vom Gitterplatz ¢ ab. Die Parameter der Vertei-
lung miissen gewissen Nebenbedingungen geniigen: Ein Platz muss mit einem Teilchen
besetzt sein, die Nachbarschafts-Wahrscheinlichkeiten (auch Cluster-Parameter genannt)
miissen mit den mittleren Besetzungszahlen konsistent sein und die Wahrscheinlichkeit ist
symmetrisch beziiglich der Besetzung der beiden Gitterplétze:

dop* =1 (3.14)
Zpaﬁ = p* Va (3.15)

= p™ (3.16)

Die Nebenbedingungen reduzieren die Anzahl der Parameter auf einen geringeren Satz
unabhéngiger. Die redundanten Parameter folgen direkt aus den obigen Bedingungen. Im
Fall integraler Komponenten (Gleichung 3.2) bleiben von drei p® und neun p®? mit sie-
ben Nebenbedingungen (Gl. 3.14, dreimal Gl. 3.15 und dreimal Gl. 3.16) fiinf unabhéngige
(zwei p® und drei p®?) Parameter iibrig — vier bei fester Konzentration der Einlagerungen.
Die Hamiltonfunktion der Lipidmembran mit Adsorbaten (Gleichung 3.1) betrachte man
als eine Funktion von vier Besetzungszahlen (fiir die Zusténde gestreckt unbedeckt, gestreckt
bedeckt, gefaltet unbedeckt und gefaltet bedeckt). Damit kommt man auf neun unabhéngige
Parameter im Fall peripherer Komponenten — acht bei festem Bedeckungsgrad.

Fiir den Fall fester Teilchenzahl von Einlagerungen bzw. Adsorbaten ist der Zusam-
menhang zwischen den Parametern der Approximation in den Tabellen 3.1 und 3.2 als
Gleichungssystem dargestellt. Die rechte duflere Spalte mit den Konzentrationen ist die
rechte Seite des Gleichungssystems. Alle anderen Spalten stehen fiir Summanden, die die
linke Seite der Gleichungen ergeben. Die erste Zeile in Tabelle 3.1 liest sich beispielsweise
als p1 + p2 = 1 — ¢. Parameter in Fettdruck geben an, dass diese als unabhéngig fiir die
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Abbildung 3.4: Skizze zur Erlduterung der Mittlere-Feld- Approximation mit Nachbarschaften.
Zur Ermittelung der Entropie wird das Gitter sukzessive aufgebaut. Der rote Gitterplatz soll mit
einem Zustand neu besetzt werden. Man fragt dabei nach den Wahrscheinlichkeiten fiir die Be-
setzung der Plétze allein und nach den Wahrscheinlichkeiten der Paare und vernachlissigt alle
weiteren Korrelationen.

konkreten Rechnungen gewihlt werden. Alle anderen lassen sich mit Hilfe des Gleichungs-
systems aus diesen ableiten.

Die weitere Herleitung der freien Energie ist mit dem wvollen Satz von Parametern formu-
liert, da sich das Ergebnis so symmetrischer darstellt. Die obigen Bestimmungsgleichungen
fiir die abhéngigen Parameter bleiben als Nebenbedingungen der Theorie erhalten.

Die innere Energie wird in dieser Approximation nur durch die Wahl der Verteilung
approximiert, der Ausdruck ist ansonsten exakt im Sinne der Néchste-Nachbar-Wechsel-

wirkung:
(H)ne = Y Kapp™ + > (Ho — TSa) p* (3.17)
a,f «a

Nun muss die Entropie in Abhiingigkeit der Parameter p®* und p® der Verteilung be-
stimmt werden. Man berechnet die Anzahl der Moglichkeiten, Instanzen des Gitters aus
der Menge der moglichen (Mikro-) Zusténde zu bilden. Dazu stelle man sich das Gitter
schrittweise aufgebaut vor und betrachte das Hinzufiigen eines Gitterplatzes mit seinem
Zustand, wie in Abbildung 3.4 angedeutet.

Ein (neues) Paar von Gitterplétzen besitzt die moglichen Konfigurationen «, 5. Die
Anzahl W von Moglichkeiten, diese Zustédnde iiber ein Ensemble von L Instanzen zu
verteilen, betragt:

L!

W = Wpaar = ———————
Paar Haﬁ(paﬁl/)!

(3.18)

Wiren die Gitterplédtze unabhéngig voneinander, so ergibe sich fiir die Anzahl W von
Moglichkeiten der folgende Ausdruck:

W=W2. . = _n i 3.19
— YVPlatz — Ha(paL)' ( : )

Der neu einzufithrende Korrekturfaktor G, der im Weiteren als Hilfsgrofle verwendet

wird, ist definiert als die Korrelation der Platze, die von Gleichung 3.18 nach 3.19 ver-
nachléssigt wurde:

WPaar = ngatz GPaar (320)
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s f 1
pP1 P2 P3| pi1 P12 P22 | P13 P23 P33
1 1 0 0 0 0 0 0 0 1—¢
0 0 1 0 0 0 0 0 0 10)
-1 0 0 1 1 0 1 0 0 0
0 -1 0 0 1 1 0 1 0 0
0O 0 -1 0 0 0 1 1 1 0

Tabelle 3.1: MF- und Cluster-Parameter bei fester Zahl kleiner Einlagerungen: Nebenbedingun-

gen aus der dichten Packung des Gitters, der festen Konzentration ¢ an Einlagerungen und der
Konsistenz der Nachbarschafts-Wahrscheinlichkeiten. Die Buchstaben s, f und ¢ geben den Bezug
zu den Besetzungszahlen des gestreckten und des gefalteten Zustands bzw. zur integralen Kom-
ponente an. Fette Buchstaben zeigen an, welche Parameter als unabhéngig gewéhlt werden. Die
Tabelle liest sich als Gleichungssystem, die erste Zeile z. B. als p1 +p2 =1 — ¢.

s [ |s f
P1r P2 | P3 P4a | P11 P12 P22 | P33 P34 Pa4a | P13 P14 P23 P24

1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1-6
0 O 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-1 010 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0

0O -110 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0

0O 0 |-1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0

0O 0|0 -1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0

Tabelle 3.2: MF- und Cluster-Parameter bei fester Zahl kleiner Adsorbate: Nebenbedingungen
aus der dichten Packung des Gitters, des festen Grads der Bedeckung 6 und der Konsistenz der
Nachbarschafts-Wahrscheinlichkeiten. Die Buchstaben s und f bezeichnen die Zustdnde von un-
bedeckten Lipiden, § und f die Zustéinde von bedeckten. Fette Buchstaben zeigen an, welche
Parameter als unabhéngig gewéhlt werden. Die Tabelle liest sich als Gleichungssystem, die erste
Zeile z.B. als p1 +po =1—0.



44 8 Lipidmembranen mit kleinen Komponenten

Man betrachte nun ein grofies System aus N Plidtzen mit jeweils v Nachbarn (im hier
immer diskutierten Fall des Dreiecksgitters v = 6) und vernachldssige alle Korrelationen
von Clustern, die grofier als ein Paar sind:

Wy = Wi, GuN/2 (3.21)

Paar

In einem exakten Ausdruck fiir Wy stiinden Korrekturfaktoren bis zur Ordnung N.
Aus der Formulierung der letzten Gleichungen ist ersichtlich, dass die gleiche Prozedur
sukzessive fiir beliebig grofie Nachbarschaften verallgemeinert werden kann. Im Rahmen
dieser Arbeit soll es aber bei nichsten Nachbarn bleiben. Man ersetze nun die Hilfsgrole G
in Gleichung 3.21 wieder durch die Definition aus Gleichung 3.20 und erhélt die Anzahl
der Konfigurationen auf dem Gitter der Groflie N:

Wy = WiV (3.22)

Paar

Nun lasse man L und N beliebig grofl werden und wende die Stirlingsche Formel
(Bronstein und Semendjajew, 1991) auf Gleichung 3.21 an, und man erhilt die Entropie
des Systems:

- 1 _ (e} (e} v af af
SMF—NIOgWN—(l—V)ZP log p +§Zp log p (3.23)
@ O‘vﬁ
Die freie Energie und damit alle thermodynamischen Funktionen bestimmt man durch
Minimierung des durch Gleichung 3.17 und 3.23 gegebenen Ausdrucks in Abhéngigkeit
der Mittlere-Feld- und Cluster-Parameter:

F= pg}iga {(H)yp — TSur} (3.24)

Fiir diese Prozedur wurde im Rahmen dieser Arbeit das Programm kikmean entwickelt,
das in Anhang A) dokumentiert ist. Es findet mit dem Verfahren konjugierter Gradi-
enten im fiinf- bzw. neundimensionalen Parameterraum der p® und p®® das Minimum
und berechnet alle gewiinschten Groflien. Natiirlich lassen sich von der freien Energie in
Gleichung 3.24 alle Ableitungen bilden, so dass fiir die Berechnung, beispielsweise der spe-
zifischen Wirme, keine weitere Niherung als die Ungenauigkeit der Minimierungsprozedur
hinzukommt.

Es ist bekannt, dass das kritische Verhalten in der MF+N-Approximation weiter ,, MF-
artig® ist, also alle Approximationen mit endlich grofien Nachbarschaften zu derselben
Klasse gehoren. Hier geht es aber auch nicht um die Beschreibung des kritischen Punk-
tes, weil er im Hinblick auf die Lipidmembranen aus den in Abschnitt 2.5 erwihnten
Griinden uninteressant ist. Grundsétzlich lieBen sich mit der erlduterten Mittlere-Feld-
Approximation mit Nachbarschaften auch Phasen mit Nahordnung charakterisieren, die
durch die einfache MF-Né&herung nicht beschrieben werden. Die Frage nach moglichen
neuen Phasen soll hier aber nicht gestellt werden.

Im Folgenden geht es darum, unkritische thermodynamische Observablen quantitativ
zu bestimmen und zu zeigen, inwiefern diese Approximation ausreicht, die experimentel-
len Befunde nachzuvollziehen oder zu verstehen. Dabei bringt die Beriicksichtigung der
Nachbarschaften fiir die globalen Gréfien wie die spezifische Warme kaum einen Gewinn
in Bereichen des Phasendiagramms, wo die MF-Approximation bereits gut ist. Vor allem
aber beinhaltet sie neue Information tber die lokale Struktur der Membran. So kénnen
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Abbildung 3.5: Lipidmembran mit verschiedener Konzentration von hypothetischen kleinen Ad-
sorbaten. Angewandt wurde die Mittlere-Feld-Approximation mit Nachbarschaften. (Ohne die
Beriicksichtigung der Nachbarschaften ergeben sich in der spezifischen Wirme lediglich Anderungen
in der Hohe des Maximums. Der erwartete ,Cluster-Parameter® wire konstant gleich 62, also
gleich 0,09 bei 30 % Bedeckung.) Parameter: H = 9680 cal/mol, S = 14, K, = 430cal/mol,
Kpy, = 1500 cal/mol.

mit den Cluster-Parametern Fragen nach den lokalen Umgebungen von Teilchen
einer bestimmten Spezies beantwortet werden. Genau dies birgt ein grofles Potenzial
bei der Untersuchung biologisch relevanter Fragestellungen.

Inspiriert u.a. durch die Arbeit von Heimburg und Biltonen (1996) wird in der vor-
liegenden Arbeit zunichst der Frage nachgegangen, inwieweit die einfache Mittlere-Feld-
Approximation ausreicht, um die beobachteten und mit Monte-Carlo-Simulationen unter-
suchten Charakteristika des Hauptiibergangs von Lipidmembranen mit Adsorbaten zu be-
schreiben. Der Hauptiibergang wird in der oben zitierten Arbeit kalorimetrisch ausgemes-
sen, an diese Daten werden dann die Parameter der ebenfalls durchgefiithrten Monte-Carlo-
Simulation qualitativ angepasst. Ziel der Autoren ist es, die beobachteten Asymmetrien
in den Ubergangskurven nachzuvollziehen und mit mikroskopischen Eigenschaften des Sy-
stems in Verbindung zu bringen. Als Resultat prisentieren sie asymmetrische Ubergangs-
kurven in der GréBenordnung der experimentellen Verldufe (aber ohne die Moglichkeit,
die Kurven quantitativ anzupassen) und einen Parameter, der das Clusterverhalten misst
und zeigt, dass die Adsorbate genau im Ubergangsbereich klumpen. Das hingt wiederum
mit der ungeordneten Struktur des Systems beziiglich der Lipidzusténde in diesem Bereich
zusammen.
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Das Ergebnis der Bemiihungen, in dieser Arbeit im Rahmen der MF-Approximation
qualitative Ubereinstimmungen mit dem Experiment und der Simulation zu erzielen, ist
in Abbildung 3.5(a) zu sehen. Die Kurvenformen der spezifischen Wérme entsprechen
sehr genau den in der Literatur gezeigten Ergebnissen aus Computersimulationen. Jedoch
musste die Protein-Lipid-Kopplung in der Approximation so stark gewihlt werden, dass
sich die Verschiebung und die Breite der Kurven, sprich die Skalierung der Temperatu-
rachse, fast um einen Faktor zehn unterscheiden. Beziiglich der Frage der Clusterbildung
muss zunichst die Wahrscheinlichkeit, ein Adsorbat neben einem anderen zu finden aus
Tabelle 3.2 abgelesen werden:

P =p33+ 2p3a + ppas = 0 — p13 — p14a — P23 — P (3.25)

Das Ergebnis in Abbildung 3.5(b) zeigt, abgesehen von deutlichen quantitativen Unter-
schieden, starke qualitative Ubereinstimmungen mit den Computersimulationen aus der
Literatur. So zeigt auch die MF+N-Approximation eine Klumpung der Proteine im Bereich
des Lipid-Ubergangs. Im Unterschied zur oben zitierten Arbeit wurden die Adsorbate hier
als klein angenommen (dort besetzen sie 19 Plétze). Vergleicht man die beiden Methoden,
so stellt sich heraus, dass man die Effekte im Rahmen der Mittlere-Feld-Approximation
mit Nachbarschaften qualitativ nachvollzieht, sie quantitativ aber falsch abschétzt.

3.4 Strukturelle Information und Clusterbildung

Da das System im Rahmen dieser Approximation als homogen angenommen wird, folgt,
dass nur iiber das gesamte System gemittelte Groflen bestimmt werden kénnen. In den
Parametern der Approximation, den Wahrscheinlichkeiten p® und p®?, steckt strukturelle
Information {iber die Phasen. Die Cluster-Parameter zeigen, ob die Komponenten sich gut
durchmischen oder nicht (in diesem Fall bilden sie Anhdufungen oder Cluster). Der Fall
idealer Mischung wird durch folgende Parameterwerte beschrieben:

P =p*p’ Va,p (3.26)

Ist der Cluster-Parameter gegeniiber Gleichung 3.26 deutlich erhoht, so spricht man von
Clusterbildung der beteiligten Komponenten o und (.

Welche Art von Information man mit Hilfe dieser Methode gewinnen kann, welche qua-
litative Verbesserung dies zur iiblichen Mittlere-Feld-N&herung ist und inwieweit die Fr-
gebnisse auch quantitativ Bedeutung haben, soll das folgende Beispiel erldutern.

Das gewihlte Szenarium beschreibt eine Lipidmembran bei typischen Parametern fiir
unilamellare Vesikel mit kleinen integralen Komponenten bei geringer Konzentration, die
sowohl mit gestreckten als auch mit gefalteten Lipiden repulsiv wechselwirken, Lipide im
gefalteten Zustand jedoch doppelt so stark abstoflen wie solche im gestreckten. Die resul-
tierende Tendenz der Einlagerungen zur Aggregation ist durch eine abstolende Wechsel-
wirkung unterdriickt. Dahinter steckt das Bild kleiner integraler Peptide, die lénger als
die Lipidmembran sind und daher gestreckte Lipide in der Nachbarschaft bevorzugen. Die
Abstoflung der Peptide untereinander konnte auf eine effektive Ladung zuriickgehen.

Zunichst betrachtet man die globalen Parameter, die auch in der Approximation oh-
ne Nachbarschaften zugénglich sind und versucht, aus ihnen Information iiber das Mi-
schungsverhalten zu gewinnen. Die Cluster-Parameter sind durch die Produkte der Dich-
ten der jeweiligen Zustdnde gegeben. Fiir die Wahrscheinlichkeit von Peptid-Peptid-
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Nachbarschaften ergibt sich konstant ¢? = 0,0009, diejenigen fiir Nachbarschaften aus Pep-
tid und einem der Lipidzustidnde folgen dem mittleren Lipidzustand. Die beiden ,,Cluster-
Parameter” sind in Abbildung 3.6(a) gezeigt. In Abbildung 3.6(b) ist gezeigt, dass die
spezifische Warme in diesem Parameterbereich keine besondere Struktur aufweist.

Die MF-Approximation mit Nachbarschaften liefert die Cluster-Parameter direkt aus
der Minimierung der freien Energie, unabhéngig von den mittleren Besetzungszahlen. Ab-
bildung 3.6 zeigt die Ergebnisse: In Abbildung 3.6(c) ist die Wahrscheinlichkeit dargestellt,
neben einem Protein ein Lipid in einem bestimmten Zustand zu finden und daneben in
Abbildung 3.6(d) die Wahrscheinlichkeit, dass sich neben einem Protein wieder ein Pro-
tein befindet gezeigt. Zunéchst ist der Cluster-Parameter beziiglich der Protein-Protein-
Korrelation im Gegensatz zur einfachen MF-Approximation nicht konstant. Er steigt im
Bereich des Hauptiibergangs an, ausgehend von einem Wert, der nur knapp iiber dem der
idealen Mischung liegt. Die Erkldrung ist sofort einsichtig, denn die Wechselwirkung der
Proteine ist so gewéhlt, dass sie die gefalteten Lipide der expandierten Hochtemperatur-
Phase ablehnen. Sie tendieren daher zur Klumpung und vermindern die Anzahl von Kon-
takten mit Lipiden.

Bemerkenswerter sind die Protein-Lipid-Cluster-Parameter. Sie zeigen, dass bei Tempe-
raturen weit jenseits des Hauptiibergangs in der expandierten Lipidphase die Wahrschein-
lichkeit, neben einem Protein ein gestrecktes Lipid zu finden weiterhin grifler ist als die
fiir ein gefaltetes Lipid. Das bedeutet, dass sich die Umgebung der Proteine von der globa-
len Lipidphase unterscheidet. Die Proteine schaffen sich ihre bevorzugte Lipidumgebung.
Auf diese Art liest man aus der analytischen Theorie homogener Phasen mikroskopische
Aussagen heraus. Die spezifische Wérme unterscheidet sich iibrigens fast nicht in MF- oder
MF+N-Approximation.

Um die Qualitéit der analytischen Approximationen abschétzen zu koénnen, wird das
oben erwidhnte Szenarium auch auf dem Computer simuliert. Die Ergebnisse sind bis auf
numerische Fehler und die moéglichen Einfliisse der endlichen Systemgrofie exakt im Sin-
ne des Modells. Da in beiden Varianten der Mittlere-Feld-Néherung in erster Linie die
Wechselwirkung der Lipide stark vereinfacht approximiert wird, kann man die absoluten
Werte der Kopplungs-Parameter nicht mit der Simulation vergleichen. Deshalb wird fiir
die Simulation ein Wert angenommen, der in seinen Auswirkungen auf den Phaseniiber-
gang des Systems, gemessen in der Halbwertsbreite des Ubergangs, vergleichbar ist. Als
Kopplungs-Konstante der Lipide mit den Proteinen wird dann wie oben einfach die Hilfte
des Wertes der Lipid-Kopplung angenommen. Die Kopplung der Proteine untereinander
wird gleich null gesetzt. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.7 zu sehen.

Alle Cluster-Parameter folgen qualitativ dem Verlauf der Kurven aus der MF+N-
Approximation (vergleiche Abbildung 3.7 mit 3.6) und bestétigen damit die analytischen
Rechnungen. Insbesondere zeigt der Vergleich mit der Approximation ohne Nachbarschaf-
ten (siehe Abbildung 3.6), dass die Erweiterung der Approximation die Bevorzugung der
gestreckten Lipide durch die Proteine in der Phase der gefalteten Lipide richtig beschreibt.
Eine erwihnenswerte Diskrepanz betrifft den Absolutwert des Protein-Cluster-Parameters.
Dieser wird durch die Approximation unterschétzt.

Verstéindlich wird die Diskrepanz in den MC- und MF+N-Daten, wenn man sich das
simulierte System ndher betrachtet. In Abbildung 3.8 sind Schnappschiisse des Gesamtsy-
stems aus Lipiden und Proteinen vor und nach dem Hauptiibergang gezeigt. Man sieht,
dass die Annahme eines homogenen Systems nur noch bedingt gilt. Jenseits des Haupt-
iibergangs ist eine Clusterbildung zu erkennen, deren charakteristische Lénge unter der
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Abbildung 3.6: Hypothetische kleine lange Peptide in einer Lipidmembran. Spezifische Infor-
mation aus der Mittlere-Feld-Approximation ohne und mit Nachbarschaften Parameter: H =
7425 cal/mol, S = 10, K;, = —475cal/mol, K;;, = 237,5cal/mol, K;; =0, ¢ = 0,03.
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Abbildung 3.7: Monte-Carlo-Simulation hypothetischer Peptide in einer Lipidmembran. Para-
meter: L = 80, H = 7875cal/mol, S = 10, K1, = —625cal/mol, K;; = 312,5 cal/mol, K;; = 0,
¢ = 0,03.
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(a) T = 602 cal/mol < T, (b) T'= 610 cal/mol > T,

Abbildung 3.8: Schnappschiisse von Monte-Carlo-Simulationen. Die integralen Proteine (rot bzw.
sehr dunkel) bevorzugen gestreckte Lipide (gelb bzw. hell) und bewirken Umgebungen solcher
Lipide selbst in der expandierten Lipidphase (griin bzw. dunkel). Die Parameter entsprechen denen
aus Abbildung 3.7. Die Randbedingungen sind periodisch.

Ausdehnung des Systems liegt aber auch deutlich grofler ist als der Abstand zwischen
néchsten Nachbarn. Es handelt sich damit wahrscheinlich um eine lokale (instabile) Struk-
turbildung und noch nicht um globale Entmischung der Komponenten. Damit ist auch
umrissen, wo die Grenzen der analytischen Approximation liegen: Sie behandelt Vorgénge
auf der Ebene der Teilchen-Paare korrekt und liefert Aussagen iiber das globale Phasen-
verhalten. Beziiglich Vorgéngen auf Léngenskalen zwischen der Gitterkonstante und der
Systemgrofle reagiert sie nicht.

Als weiteres Szenarium sollen kleine periphere Komponenten betrachtet werden, die
schwach an die Lipidmembran unilamellarer Vesikel binden. Die Lipidparameter sind die
gleichen wie zuvor und die Protein-Lipid-Kopplung K1 p betrdgt 200 cal/mol, die Adsor-
bate bevorzugen also die gestreckten Lipide mit einer Energiedifferenz von einem Drittel
der thermischen (bei einer Ubergangstemperatur von 600 cal/mol). In Abbildung 3.9(a)
ist die Wahrscheinlichkeit aufgetragen, ein Paar von Adsorbaten zu finden. Sie berechnet
sich in der MF-Approximation mit Nachbarschaften aus p = 6 — p13 — P14 — pag — Paa,
welches aus den beiden letzten Gleichungen in Tabelle 3.2 folgt. Ohne das Wissen iiber
die Nachbarschaften lige der Wert konstant bei p = 2. Im Einsatz der Abbildung ist die
zugehorige spezifische Warme gezeigt. Sie zeigt keinerlei besondere Struktur. Man sieht,
dass der Cluster-Parameter ein (allerdings sehr schmales) Maximum genau im Bereich
des Ubergangs ausbildet. Die Auspriigung des Maximums lisst sich durch den Wert der
Kopplung veréndern.

In Abbildung 3.9(b) sind korrespondierende Ergebnisse aus Monte-Carlo-Simulationen
gezeigt. Die Lipid-Parameter stimmen bis auf die — an die Breite des Ubergangs angepasste
— Kopplungs-Konstante iiberein, die Protein-Lipid-Kopplung betriigt ebenfalls 200 cal/mol
und die Adsorbate bedecken einen Platz. Das qualitative Verhalten entspricht genau
dem der Approximation mit Nachbarschaften, jedoch ist der absolute Wert des Cluster-
Parameters hoher.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die MF-Approximation mit Nachbar-
schaften gegeniiber der ohne Nachbarschaften neue strukturelle Information
beinhaltet, die durch M C-Simulationen qualitativ und zum Teil auch quantita-
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Abbildung 3.9: Lipidmembran mit hypothetischen kleinen Adsorbaten. Der Bedeckungsgrad ist
konstant bei § = 0,15. Links sind die Ergebnisse der MF+N-Approximation und rechts die der
MC-Simulation gezeigt. Parameter: L = 80, H = 7875cal/mol, S = 10, K, = —625cal/mol,
K p =200 cal/mol.

tiv bestiatigt werden kdénnen. IThre Grenze erreicht die Approximation, wenn Kompo-
nenten stark aggregieren, dann unterschétzt sie die Cluster-Wahrscheinlichkeit. Das liegt
an der Annahme homogener Phasen, die im Bereich von Aggregation oder Entmischung
zusammenbrechen muss.

Experimentell zugénglich sind die Cluster-Parameter oder Nichste-Nachbar-Wahr-
scheinlichkeiten im Prinzip iiber die Kernspinresonanz-Spektroskopie (NOESY NMR), wo-
bei zwischen verschiedenen chemischen Spezies, aber wohl nicht zwischen unterschiedlichen
inneren Zustédnden der Lipide, unterschieden werden kann (siehe Huster und Gawrisch,
2001).

3.5 Integrale und periphere Komponenten im Vergleich

Die tibliche Messgrofie zur Identifizierung des Hauptiibergangs an Lipidmembranen ist die
spezifische Wiarme. Anhand eines Beispiels mit fiir Vesikelsuspensionen typischen Werten
soll gezeigt werden, dass die im Allgemeinen beobachteten Veridnderungen in den kalo-
rischen Messungen durch zusétzliche Komponenten nicht empfindlich dafiir sind, ob es
sich dabei um kleine integrale oder periphere Komponenten handelt. Es kann aber in
Schnappschiissen gezeigt werden, dass das Verhalten des Systems in den beiden Fillen
duflerst verschieden sein kann.

Dafiir startet man bei typischen Werten fiir die Lipidmembran und erzeugt in den Si-
mulationen mit kleinen Komponenten spezifische Warmen, die typisch fiir experimentelle
Kurven sind. Bei geringen Dichten der zusétzlichen Komponente soll die Verschiebung des
Hauptiibergangs nur klein sein, sich aber eine starke Verbreiterung und Abflachung des
Maximums ergeben. Die Werte fiir die mikroskopischen Kopplungs-Konstanten der peri-
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pheren und integralen Komponenten miissen dabei nicht unbedingt vergleichbar sein, da
die Wirkung der Komponenten im Modell je nach ihrer Lage (in oder auf der Lipidschicht)
sehr unterschiedlich ist (siehe auch Gleichungen 3.4 und 3.6).

Die Wechselwirkungs-Parameter, bzw. der Energieeintrag in das Lipidsystem durch die
zusétzlichen Komponenten, und die Teilchendichte seien gleich. Die makroskopische Ob-
servable der spezifischen Wéarme weisen keine deutlichen Unterschiede auf, wie die Abbil-
dungen 3.10 und 3.11 jeweils im linken Teil zeigen. Man beachte, dass sich der absolu-
te Wert eines Kurvenmaximums im Experiment nur vergleichsweise ungenau bestimmen
ldsst. Das Phasenverhalten jedoch ist komplett unterschiedlich, wie die Schnappschiisse
jeweils im rechten Teil der Abbildungen verdeutlichen.

Die Membran mit integralen Komponenten entmischt in eine Phase, die reich an Lipiden
im gefalteten Zustand ist. Sie klumpen nicht eng zusammen, weil die gewéhlten Parame-
ter eine effektive Abstofung der Komponenten beinhalten. Der Verlauf der spezifischen
Waérme unterscheidet sich kaum von dem im Fall peripherer Komponenten. Die Eigen-
schaft einer mehr oder weniger asymmetrischen Ubergangskurve besitzen beide Szenarien.

3.5.1 Zufalisfeld der Adsorbate erzeugt homogenen Beitrag

Die zur Hamiltonfunktion aus Gleichung 3.1 gehorige Zustandssumme summiert iiber die
Besetzungszahlen n der Lipide und n’” der Proteine. Letztere kann man fiir obiges Modell
der kleinen Adsorbate exakt ausfithren und erhélt ein effektives Lipidsystem, in dem der
Einfluss der Proteine in die Lipid-Parameter eingeflossen ist.

Die zu Gleichung 3.1 gehorige kanonische Zustandssumme schreibt sich wie folgt:

Z:Zexp — KLLZ” (H — TS)Z X

{n®} : (3.27)

ol o5

{nP}

Man beachte, dass der innere Teil der Zustandssumme, die Summe iiber die Protein-
zustdnde, noch von den Lipidzustdnden abhingt und demzufolge auch Bestandteil der
duleren Summation wird. Dieser innere Teil wird im Folgenden exakt ausgefiihrt. Dafiir
geht man in das groflkanonische Ensemble der Adsorbate, fithrt also ein chemisches Po-
tential p ein und verliert die Nebenbedingung fester Teilchenzahl. Das Vorzeichen des
chemischen Potentials ist dabei so definiert, dass die Teilchen Energie bei der Adsorption
gewinnen, wenn y positiv ist. Ziel ist es, einen Ausdruck zu erlangen, der die Protein-
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Abbildung 3.10: Kleine Einlagerungen fithren zu einem komplexen Phasenverhalten mit Entmi-
schungsszenarien und Untergitterordnung. Die Einlagerungen sind rot (sehr dunkel), die Lipide
griin (dunkel) und gelb (hell). Parameter: Ky = —611cal/mol, H = 19473 cal/mol, S = 30,
Ky = —1222cal/mol, ¢ = 0,02, L = 80 (Schnappschuss fiir L = 40).

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

Spezifische Warme [dimensionslos]

0
586 586.4 586.8 587.2 587.6

Temperatur [cal/mol]

(a) Spezifische Warme mit Adsorbaten (b) Schnappschuss mit Adsorbaten bei T =
586 cal/mol

Abbildung 3.11: Kleine Adsorbate beeinflussen das System nur lokal und es bleibt homogen. Die
Adsorbate sind rot (sehr dunkel) und ausnahmsweise mit der Lipidschicht (griin bzw. dunkel und
gelb bzw. hell) in einem Bild dargestellt. Parameter: Kr; = —611cal/mol, H = 19473 cal/mol,
S =30, Kpp = —1222cal/mol, § = 0,02, L = 80 (Schnappschuss fiir L = 40).
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sionslos gewdhlt und die Parameter Kpy, und p sind jeweils gleich —1.

zustdnde nicht mehr enthélt und diesen als Boltzmann-Faktor zu schreiben. Der Exponent
wird dann als Beitrag zur effektiven Hamiltonfunktion interpretiert:

zAdsorbatezz Zexp[ (KPLZn n fuzn )]
—H > exp [-B(KpLnfnf — pn®)]

e (3.28)
— H {1 +exp [-B (Kprni —p)]}

= exp [—BZ ~Tlog [1 +exp [~ (Kprnt — M)H]

Das néchste Ziel ist es, den oben berechneten Beitrag zur effektiven Hamiltonfunktion

L

analog zum Ausdruck fiir das Lipidsystem linear in den Besetzungszahlen n;’ zu schreiben,

um ihn mit diesem zu verkniipfen:

HAdsorbate = Zlog |:1 + exp [_B (KPL nzL - 'U’)]:|

= Z(l —nF)log[1 + exp fu] + an log [1 + exp B(—Kpr + p)]

(3.29)

1+ exp B(—Kpr + 1)
log|1l+e + n¥lo
Ei: g [1+ exp By Z ; g[ p—
=Y N, T)+ Y nf H (1, T)
i i
Das effektive Feld H” ist meist monoton in den Parametern Kpy,  und 7. Fiir den Fall

nichtmonotonen Verhaltens (H' (T, < 0, Kpy, < 0)) ist der Verlauf in Abbildung 3.12
skizziert.
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Die effektive Hamiltonfunktion des Gesamtsystems im Falle kleiner Adsorbate im grof3-
kanonischen Ensemble schreibt sich damit wie folgt:

Hperipher = Krz Y _ninf + (H =TS+ H (1, T)) > nf +> Np,T)  (3.30)
) i g

Das Resultat ist, dass die kleinen Adsorbate ein homogenes Feld fir die Lipide darstel-
len und einen zusétzlichen numerischen Term erzeugen. Dieser ist erst bei Ableitungen
beziiglich der Temperatur oder des chemischen Potentials zu beriicksichtigen. Die Struk-
tur des Modells fiir die Lipidmembran bleibt unveréndert: ein Gittergas mit Néchster-
Nachbar-Wechselwirkung und homogenem Feld. Das bedeutet auch, dass die mdoglichen
Phasen dieselben bleiben. Da es sich bei dem Hauptiibergang der Lipide um einen durch
das effektive Feld getriebenen Ubergang handelt, wird dieser entsprechend durch den Bei-
trag HY verindert. Beispielrechnungen ergeben, dass der Ubergang verschoben und ab-
geflacht wird. Qualitativ neue Effekte kann man jedoch nicht erwarten. Dieses Verhalten
dndert sich drastisch, wenn man von peripheren zu integralen Komponenten iibergeht.
Kleine Einlagerungen fithren im Gegensatz zu Adsorbaten zu ganz neuen Strukturen und
einem reichhaltigen Phasendiagramm.

3.5.2 Bekannte Mittlere-Feld-Lésung des Dreizustands-Modells

Das Dreizustands-Gittergas ist wohlbekannt und untersucht, vor allem im Hinblick auf
ternédre Legierungen. Eine exakte Losung der Zustandssumme ist in keinem Grenzfall (also
auch nicht bei verschwindenden Feldtermen) bekannt. Es gibt eine gute und iibersichtliche
Darstellung der Mittlere-Feld-Lésung von Furman u. a. (1977). Das dort entwickelte Pha-
sendiagramm zeigt eine Reihe von Koexistenzregionen, Phaseniibergangslinien und kriti-
schen Punkten bzw. Linien bis hin zu kritischen Punkten vierter Ordnung und Vierphasen-
Koexistenzgebieten. Symmetrisch und iibersichtlich sind die Diagramme nur, solang alle
drei Zusténde in Abhéngigkeit der Wechselwirkungs-Parameter und der chemischen Poten-
tiale betrachtet werden. Die zu Ensembles konstanter Dichte gehtrigen Phasendiagramme
sind wesentlich uniibersichtlicher.

Das von den oben zitierten Autoren entwickelte Phasendiagramm ist hier in Abbil-
dung 3.13(a) etwas vereinfacht skizziert. Es soll an dieser Stelle kurz besprochen wer-
den, um einen Eindruck von der Komplexitét des Dreizustands-Modells im Vergleich zum
bereits diskutierten Zweizustands-Modell (Ising-Modell) zu gewinnen. Es liest sich wie
folgt: Die Lage des Punktes innerhalb des Dreiecks bestimmt die (normierten) Kopplungs-
Konstanten a, b und ¢ der drei Komponenten. Hier ist nur das Dreieck mit positiven
Vorzeichen aller Kopplungen gezeigt. Das komplette Phasendiagramm besteht aus acht
solchen Dreiecken, das gewédhlte ist aber das mit den meisten Phaseniibergdngen und
Koexistenzgebieten und dariiber hinaus das typische, wenn man nach dem Prinzip der
hydrophoben Wechselwirkung eine Abstoflung zwischen Komponenten unterschiedlicher
Spezies annimmt. In den Ecken sind zwei der Kopplungen null und die andere eins. Zu
jedem Punkt im Diagramm 3.13(a) der Wechselwirkungs-Energien gehort ein dreieckiges
Phasendiagramm beziiglich der Aktivitéiten (d.h. der chemischen Potentiale).

Die durchgezogenen Linien im Phasendiagramm der Kopplungen sind Linien trikriti-
scher Punkte, sie schneiden sich also in kritischen Punkten vierter Ordnung. Das ist die
hochste Ordnung kritischer Punkte in diesem Modell. Das Dreieck mit positiven Kopplun-
gen enthélt Gebiete, in denen zwei, drei oder vier Phasen koexistieren.
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Abbildung 3.13: Schematische Darstellung des Phasendiagramms einer dreikomponentigen Mi-
schung nach Furman u.a. (1977). Die Werte sind so zu lesen, dass in den Ecken der Diagramme
der eine Parameter gleich eins und die anderen null sind. Die Linien im Diagramm der Kopplungen
sind trikritische Punkte, im Diagramm der Aktivitéiten sind damit unstetige Ubergéinge angezeigt.

Geht man von zufélligen Werten fiir die Kopplungs-Konstanten aus, so liegt man typi-
schereise in einem Gebiet jenseits dieser trikritischen Linien oder Koexistenzregionen von
mehr als zwei Phasen. Experimentellen Untersuchungen zugénglich ist in der Regel nicht
der Raum der Kopplungs-Konstanten, sondern die Teilchendichten. Dazu dquivalent und
aus theoretischer Sicht einfacher ist der Raum der chemischen Potentiale. Ein typisches
Phasendiagramm ist in Abbildung 3.13(b) fiir einen Punkt skizziert, der auf keiner der
kritischen Linien liegt. Die Aktivitdten «, 8 und ~ sind in gleicher Weise aufgetragen
wie die Kopplungen a, b und ¢ in Abbildung 3.13(a). Man erkennt zwei Linien unstetiger
Phaseniibergéinge, von der eine in einem kritischen Punkt endet. Die Ubersetzung eines
solchen Phasendiagramms in eines von Teilchendichten ist moglich, fithrt im Allgemeinen
jedoch auf wesentlich uniibersichtlichere Diagramme.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sich im Dreizustands-Modell typischerwei-
se unstetige Phaseniiberginge und kritische Punkte finden, die Situation aber fiir sehr
dhnliche Kopplungs-Parameter (mittlere Region des Dreiecks) und sehr extreme (Ecken
des Dreiecks) sehr viel komplizierter mit kritischen Punkten héherer Ordnung und mehr-
komponentige Phasenkoexistenz wird.

Es gibt Arbeiten, die ein ganz &hnliches wie das hier dargestellte Modell mit
zwei Zustinden fiir die Lipide und einen dritten fiir ,,Locher® in einer Mittlere-Feld-
Approximation mit Nachbarschaften untersucht haben (siehe auch Abschnitt 3.2). Das
Modell wurde zur Beschreibung des Verhaltens von Langmuir-Monoschichten verwendet
(siehe auch Abschnitt 3.2). Eine einfithrende Darstellung des Ansatzes und die Referenzen
zu den Originalarbeiten bietet Lavis und Bell (1999, in Kapitel 7). Es ist zu beachten, dass
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nicht alle Méglichkeiten von Kopplungen und Feldern in diesem Zusammenhang disku-
tiert wurden, sondern eher auf die Berechnung des spezialisierten Falls von Monoschichten
abgezielt wurde. Die Phasendiagramme zeigen die folgenden Charakteristika:

Man erkennt zwei Phaseniibergénge in Abhéngigkeit von der Temperatur und dem la-
teralen Druck. Der erste bei niedrigen Driicken wird als der Gas-Fliissigkeit-Ubergang
identifiziert, der andere bei hoheren Driicken als der Ubergang von einer expandierten in
eine kondensierte Phase. Beide Phaseniibergéinge sind unstetig, d. h. 1. Ordnung. Bei nied-
rigen Temperaturen verschmelzen beide Phaseniibergéinge zu einem unstetigen Ubergang.
Bei einer bestimmten hoheren Temperatur, einem trikritischen Punkt, geht der Phasen-
iibergang expandiert/kondensiert in einen stetigen Phaseniibergang 2. Ordnung iiber. Das
unterschiedliche Verhalten bei verschiedenen Temperaturen kann auch durch Variation der
Kopplungs-Konstante erreicht werden. Die errechneten Druck-Fléche-Isothermen entspre-
chen gut den experimentellen Befunden.

3.6 Beispiel: Multilamellare Vesikel aus DMPC und Cholesterin

Das Modell fiir kleine Komponenten ist am ehesten fiir bestimmte Einlagerungen experi-
mentell realisiert. Adsorbate, die nur die Flédche eines Lipides bedecken sind dem Autor
nicht bekannt. Als Einlagerung kommen Lipid-&hnliche Teilchen und kleine Peptide in Be-
tracht. An dieser Stelle sollen Lipidmembranen betrachtet werden, die Cholesterin (siehe
Abbildung 3.1) in unterschiedlichen Konzentrationen enthalten. Natiirlich muss man bei
den Vergleichen die Beschrankungen des Gitter-Modells beriicksichtigen, welches die Form
der Teilchen nicht genauer als auf eine Gitterkonstante darstellen kann.

Das Modell besitzt zwei neue Wechselwirkungs-Parameter Kr;r und Kj;. Aus der Ver-
dnderung der Kurven der spezifischen Wirme sollen diese bestimmt werden. Dabei ist auf
jeden Fall Vorsicht angebracht, da die experimentellen Daten im Detail zeigen, dass die
Situation komplizierter ist als durch das einfache Modell angenommen. So ist insbesondere
das Mischungsverhalten nicht ideal. Quantitativ lédsst sich am ehesten die Verschiebung
der Ubergangstemperatur auswerten.

Unabhiingig von der chemischen Klasse der Lipide nimmt die Ubergangsenthalpie nahe-
zu linear mit der Cholesterin-Konzentration ab (McMullen u. a., 2000). Die Ubergangstem-
peratur verandert sich nur geringfiigig, verschiebt sich zumindest fiir sehr kleine Konzen-
tration von wenigen Prozent hin zu niedrigeren Werten. Es ist bekannt, dass Cholesterin
einen starken Einfluss auf die Kettenordnung der Lipide hat (Sankaram und Thompson,
1990).

Experimentelle Fakten, die zur Vorsicht mahnen, sind die konzentrationsabhéngige Rich-
tung der Verschiebung des Maximums bei Zugabe von Cholesterin (Mannock u. a., 2003)
und strukturell neue Phasen wie Entmischung an Grenzlinien im Tieftemperatur-Bereich.

Fiir den Vergleich des Modells mit dem Experiment wird nun erstens angenommen, dass
die Cholesterin-Molekiile genau einen Gitterplatz besetzen, und zweitens, dass sie keine
innere Entropie besitzten, die Molekiile also nur einen Zustand annehmen. Drittens sei
die Konzentration von Cholesterin in der Membran fest. Die erste Annahme ist sicher nur
eine grobe Niherung, die zweite wegen der Molekiilstruktur sicherlich gerechtfertigt und
die dritte experimentell bestétigt.

Man vergleicht die Ergebnisse der Mittlere-Feld-Approximation mit Nachbarschaften
mit den Messungen von Lemmich u.a. (1997). Aus der spezifischen Wérme des reinen
Lipidsystems, bestehend aus DMPC, ergeben sich durch Anpassen der Kurven die drei
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Abbildung 3.14: Vergleich der MF+N-Approximation mit dem Experiment (Lemmich u.a.,
1997). Modellparameter fiir die MF+N-Approximation, gewonnen durch die méglichst genaue An-
passung an die experimentellen Kurven der spezifischen Warme: H = 19038 cal/mol, S = 15,
K1 = —469 cal/mol, K7, = —460 cal/mol

Parameter Ky, H und S des Modells. Die Verschiebung des Maximums zu niedrigeren
Temperaturen bei Zugabe von Cholesterin ermdglicht die Anpassung des Wechselwirkungs-
Parameters K. Die experimentellen und theoretischen Kurven sind in Abbildung 3.14(a)
zu sehen. Der noch freie Parameter Kj; hat wenig Einfluss auf die Kurvenform der spezi-
fischen Wérme. Die experimentellen Daten fiir die spezifische Wérme lassen sich mit der
gleichen Genauigkeit auch durch die Mittlere-Feld-Methode ohne Nachbarschaften anpas-
sen. Die angewandte Methode birgt jedoch qualitativ neue Information.

Wie in Abschnitt 3.4 erldutert, steckt in der Theorie Information {iber das Clusterver-
halten der Komponenten. Abbildung 3.14(b) zeigt den Cluster-Parameter beziiglich der
Nachbarschaft aus zwei Cholesterin-Molekiilen, der Einblick in die Struktur der Phase er-
laubt. Es zeigt sich, dass Cholesterin in der kondensierten Lipid-Phase klumpt. Es muss
erwihnt werden, dass der Absolutwert dieses Parameters im Gegensatz zur spezifischen
Wiérme empfindlich vom unbestimmten Wechselwirkungs-Parameter Kj; abhéngt. Eine
detailliertere Anpassung der Theorie benétigt demnach weitere unabhéingige experimen-
telle Ergebnisse.

Hohere Konzentrationen von Cholesterin induzieren in Lipidmembranen neue Pha-
sen beziiglich der Ordnung der Schwerpunkte. Dies kann durch &hnliche Modelle wie
das hier untersuchte unter Aufhebung der Gittersymmetrie durch dynamische Triangu-
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lierung (Nielsen u.a., 1999) theoretisch nachvollzogen werden. Die erfolgreiche Anpas-
sung des Phasendiagramms in der zitierten Arbeit zeigt, dass Cholesterin fiir das ein-
fache Gitter-Modell zumindest bei htheren Konzentrationen kein gutes Beispiel ist (zum
Vergleich des Phasendiagramms siehe z. B. die experimentelle Arbeit von Lemmich u. a.,
1996a). Zum Verstéindnis des Vergleichs in Abbildung 3.14 muss darauf hingewiesen wer-
den, dass die im Rahmen der hier gezeigten Anpassung gefundene Lipid-Cholesterin-
Kopplung von K5, = —460 cal/mol eine energetische Bevorzugung des gefalteten Lipidzu-
stands bedeutet. Das wird weder durch die oben zitierte Arbeit noch durch Experimente
bestétigt. Diese zeigen, dass Cholesterin die Kettenordnung erhdht, also den gestreckten
Zustand bevorzugt. Der Grund wird darin liegen, dass der Einfluss von Cholesterin auf die
Lipidmembran in erster Linie kein energetischer sondern ein entropischer ist und deshalb
durch das Gitter-Modell nur unzureichend wiedergegeben werden kann.
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Wie bereits erwahnt, ist der enorme Grdffenunterschied zwischen Lipiden und Proteinen
eines der auffilligsten Charakteristika von Biomembranen. Die Modellierung soll sich in
diesem Kapitel auf diesen Aspekt konzentrieren. Dabei geht es einerseits um die Frage, auf
welche Art und Weise grofle Teilchen in den Gittergas-Formalismus eingearbeitet werden
konnen und zum anderen darum, die resultierenden Effekte anhand von speziellen Fallen
des Modellsystems oder bestimmter Approximationen zu verstehen.

Experimentelle Beispiele fiir groffe Komponenten gibt es natiirlich viele. Dabei ist zu be-
achten, dass man in der Natur viele sehr verschiedene Bindungsmechanismen findet (siche
z.B. Alberts u. a., 1994; Stryer, 1995). Grundsétzlich kann man in etwa drei Kategorien
unterscheiden (wobei aufgrund der Fluiditéit und der Struktur der Membran die Ubergénge
im wahrsten Sinne des Wortes flieBend sind):

Integrale Proteine Viele Proteine besitzen ein oder mehrere hydrophobe Abschnitte, oft
zu a-Helizes gefaltet, die die Lipidmembran durchspannen. Damit sind die Teilchen
nicht aus der Membran zu l6sen, ohne diese zu zerstéren. Ihre Funktion besteht z. B.
darin, Ladungen oder andere Teilchen von einer Seite zur anderen passieren zu lassen.
Bei Modellmembranen miissen solche Einlagerungen bereits im Herstellungsprozess
zugegeben werden.

Ankerproteine Manche Proteine liegen und wirken spezifisch auf einer Seite der Membran.
Sie haben keinen Abschnitt, der die Membran durchspannt, aber einen hydrophoben
Teil, der fest in der einen Schicht der Lipidmembran bindet. Die funktionelle Einheit
liegt dabei auflerhalb der Membran an der Oberfliche. Im Sinne des in dieser Ar-
beit verwendeten Modells, das die Doppelschicht-Charakteristik der Lipidmembran
auBer Acht ldsst (d.h. jede eingelagerte Komponente durchspannt vollstindig die
Membran), werden Ankerproteine als Adsorbate angesehen.
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Periphere Proteine Proteine, die keinen oder keinen deutlichen hydrophoben Bereich be-
sitzen, konnen auf die Membranoberfliche adsorbieren. Dabei wechselwirken sie mit
den Kopfgruppen iiber elektrostatische Krifte der Ladungen und/oder Dipole und
eventuell auch mit den Ketten der Lipide. Manchmal findet man auch unterschied-
lich stark eingelagerte Zusténde des Teilchens, die im Extremfall den Ankerproteinen
dhneln. Periphere Proteine haben oft eine Vermittlerfunktion mit dem Zellinneren.

In dieser Arbeit kann nur zwischen integralen und peripheren Proteinen unterschieden
werden. Ankerproteine sind am ehesten von peripherem Charakter. Die Analyse des Mo-
dells zielt besonders auf die adsorbierten Komponenten, beschrankt sich aber nicht darauf.

Ein Beispiel fiir ein peripheres Protein ist Cytochrome C. Es handelt sich dabei
um ein globulares elektrisch geladenes Protein, dessen funktionelle Gruppe durch ei-
ne Kette von 104 Aminosduren umgeben ist. Die hydrophilen Seitengruppen der Ami-
nosdurekette sind nach auBen und die hydrophoben nach innen gelagert (siehe Kapi-
tel 5 in Loffler und Petrides, 1988). Im Korper erfiillt es die Aufgabe eines Ladungs-
transporters (Goodsell, 2002). Die Wechselwirkung von Cytochrome C mit der Lipidmem-
bran kann in kiinstlichen Systemen aus Vesikelsuspensionen mit Wasser untersucht wer-
den (Heimburg und Biltonen, 1994; Heimburg und Marsh, 1996). Heimburg u.a. (1999)
haben aus Adsorptionsisothermen bestimmt, wie viele Lipide durch ein Cytochrome C-
Molekiil im Mittel bedeckt werden. Abhingig vom theoretischen Ansatz erhalten sie einen
Wert von 7,8 oder 13. Die effektive Ladung des Proteins betréigt 3,8. (Zum Bindungsver-
halten von Cytochrome C und zu theoretischen Beschreibungen gibt es weitere Arbeiten
von T. Heimburg und anderen.) Das gesamte Protein und der funktionelle innere Teil des
Cytochrome C sind in Abbildung 4.1 gezeigt.

Zum peripheren Charakter von Cytochrome C muss angemerkt werden, dass neuere Un-
tersuchungen einen komplexeren Bindungsmechanismus zeigen, der auch den hydropho-
ben Teil der Membran mit beeinflusst. Als Einlagerungen in Modellmembranen untersucht
man meist kleine integrale Proteine wie Gramicidin, welches nur eine Lipidmonoschicht
umspannt oder hydrophobe Motive, das sind diejenigen Teile von integralen Proteinen,
die durch die Membran ragen.

4.1 Teilchen-Formen und Wechselwirkungs-Umgebungen

In Kapitel 3 war das Modell einfach: Ein zweidimensionales Gitter wird besetzt durch ver-
schiedene Komponenten oder Molekiile in verschiedenen Zustdnden. Jedes Teilchen wech-
selwirkt mit seinen Nachbarn auf diesem Dreiecksgitter. Die ,, Form* der Molekiile wird
durch die Gitterplétze, ihre Wechselwirkung untereinander durch die néchsten Nachbarn
(das entspricht den Kanten des Gitters) reprasentiert.

Als grof$ werden die Teilchen bezeichnet, wenn sie grofer als die Gitterkonstante sind
und damit mehr als einen Gitterplatz belegen. Die erste Aufgabe bei der Formulierung von
solchen Komponenten in einem Gitter-Modell ist die Definition der Form und Wechsel-
wirkung dieser Teilchen. Bei der Modellierung sollen nur die Gitterplitze benutzt werden,
die Kanten werden nicht explizit mit einbezogen:
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dung.

Abbildung 4.1: Cytochrome C, abgebildet nach Daten von Louie und Brayer (1990) aus der
Protein Data Bank (Berman u. a., 2000).

Besetzungszahlen Die Anzahl der Proteine im System wird auch im Fall grofler Kom-
ponenten durch eine Besetzungszahl n!’ (n! fiir integrale Proteine) auf dem Gitter
bestimmt:

n! bzw. n! =

I { 1 Zentrum des Proteins an Platz ¢ (4.1)

0 sonst

Die Einschrinkung auf zwei Werte bedeutet, dass sich zwei Teilchen nicht komplett
tiberlagern konnen. Die Besetzungszahl reicht zur Beschreibung der Form der Teil-
chen nicht aus.

Harte Kerne Entsprechend der Modellierung der kleinen Komponenten soll unter der
Form eines Teilchens sein harter Kern verstanden werden. Harte Kerne kénnen sich
nicht tiberlappen. Die Gitterplitze, die zum harten Kern des Proteins auf Platz ¢

gehoren, sollen in der Menge OZP (o{ fiir integrale Komponenten) gelistet sein. De-
I

finitionsgemiB muss 4 selbst in of (bzw. of) enthalten sein. Fiir die Lipide ist zu
beachten, dass deren Harte-Kern-Umgebung weiterhin nur ihrem Gitterplatz ent-

spricht.

In anschaulicher Art und Weise ist das Modell in Abbildung 4.2 gezeigt, in dem
die Ellipsen die harten Kerne der Teilchen reprisentieren. Die integralen Kompo-
nenten verdridngen die Lipide, die Adsorbate hingegen bilden eine eigene Schicht.
Abbildung 4.3 zeigt das Modell der Lipidmembran mit grofien Adsorbaten, welche
sieben Gitterplétze belegen, in der im Folgenden gebriuchlichen zweidimensionalen
Aufsicht. Die roten (bzw. dunklen) Bereiche in Bild 4.2(b) der Adsorbatschicht sind
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SO zu interpretieren dass auf dem Platz in der Mitte der sieben die Besetzungs—
zahl n =1 ist und auf allen sieben Plétzen einschlielich der Mitte o =1.

Reichweite der Wechselwirkung Die Wechselwirkung wird nun ganz analog zu den har-
ten Kernen iiber Umgebungen, d.h. Mengen mit den wechselwirkenden Gitter-
plédtzen als Eintrdgen, beschrieben. Dabei muss man aber unterscheiden zwischen
der Protein-Protein- und der Protein-Lipid-Wechselwirkung. Sie kénnen nicht nur in
ihrer Stérke, sondern auch in ihrer Reichweite Verschieden sein. Fiir die Protein-
Protein-Wechselwirkung soll die Menge w!” (bzw. w}!) fiir jeden Gitterplatz i

eingefiihrt werden. Die Protein-Lipid-Wechselwirkung wird beschrieben durch wP L

(bzw. wlk).

Durch die Einfithrung einer repulsiven Protein-Protein-Wechselwirkung kénnen ,, wei-
che Kerne“ modelliert werden. In dieser Arbeit soll ein Teilchen immer dann als weich
bezeichnet werden, wenn seine Wechselwirkungs-Umgebungen weiter reichen als sein
harter Kern.

Rotationsfreiheitsgrad der Proteine Diese Formulierung beschrinkt sich zunéchst auf
symmetrische Teilchen. Sollen die beschriebenen Umgebungen nicht symmetrisch

auf dem Gitter sein, so ist ein weiterer Index zur Beschreibung der Umgebung (z. B.
oder wPJP ) notwendig, der die Orientierung beschreibt. Dieser Index représentiert

dann den Rotationsfreiheitsgrad der Komponenten, der neben den Besetzungszah-
len auch in der Zustandssumme beriicksichtigt werden miisste. Tatséchlich ist dies
in der Simulation, die fiir diese Arbeit geschrieben wurde, implementiert und wird

in Abschnitt 4.5 fiir ein Beispiel angewendet.

Die Wechselwirkung wird nun durch die Uberlappung von Umgebungen beschrieben.

Dabei kénnen die Wechselwirkungs-Umgebungen wP P usw. auch Teile der Harte-Kern-

Umgebungen OZP usw. iiberlappen. Es gibt also fiir jedes Paar von Molekiilspezies zwei
unterschiedliche Wechselwirkungs-Konstanten: K" und K“°. Die Kopplung K°° der har-
ten Kerne ist wegen der Definition von o (nach der eine Uberlappung ausgeschlossen ist)
quasi unendlich grofi.

Nach der Einfithrung dieser Begriffe schreibt sich die Hamiltonfunktion einer Lipid-
membran mit groBen Komponenten, also des allgemeinsten in dieser Arbeit untersuchten

Systems, wie folgt:

KLL
L
HBiomembran = § § 7’L H TS ) § n;
i jewll i
P _ L
+ Kpr, E E ng 1
ol ® (4.2)
Pr P, P P, P
+%E g n; n; +K$$E g n; n;
( kwaP i kwaP
keof kewfp

Zur Vereinfachung wurden die Terme mit K}}" und K}’F der Wechselwirkungs-
Umgebungen miteinander fiir die Lipide nicht beriicksichtigt, da sie fiir die weite-
ren Betrachtungen — der Einfluss der Form der Proteine soll in erster Linie un-
tersucht werden — nicht von Belang sind. Die oberen Indizes konnten dadurch bei
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(a) Lipidmembran mit groBen Adsorbaten (b) Lipidmembran mit groBen Einlagerungen

Abbildung 4.2: Modellbild des kompletten Systems in einer dreidimensionalen Seitenansicht. Die
gestreckten Lipide sind gelbe (helle) Ellipsen, die gefalteten griin (dunkel). Die Proteine sind rote
(sehr dunkle) Kugeln. Sie liegen entweder auf der Membran oder sind in diese eingebettet.

(a) Lipide (b) Adsorbate

Abbildung 4.3: Schnappschuss einer Lipidmembran mit groflen Adsorbaten in einer zweidimen-
sionalen Aufsicht. Die kleinen gelben (hellen) Hexagone sind gestreckte Lipide, die griinen (dunklen)
sind gefaltete. Die aus mehreren kleinen Hexagonen zusammengesetzten Formen zeigen den harten
Kern der Proteine.
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den Lipid-Wechselwirkungen entfallen. So enthélt diese Hamiltonfunktion nur einen
Wechselwirkungs-Parameter mehr als die der kleinen integralen Komponenten aus Glei-
chung 3.2. Selbstverstindlich sind die Umgebungen w”, w?? und o auch variable Para-
meter des Modells. Die positiven Vorzeichen der Protein-Protein-Wechselwirkung deuten
an, dass im Allgemeinen abstoflende Wechselwirkungen betrachtet werden sollen. Die Glei-

chung 4.2 gilt fiir integrale Komponenten ganz analog mit dem Index I statt P.

Gittergas aus harten Hexagonen Ein Nachteil der gewéhlten Formulierung ist sicherlich,
dass sie sehr umfangreich und auf den ersten Blick umstidndlich wirkt. Der Vorteil ist
aber, dass nun wirklich jede durch das Gitter darstellbare Form von Teilchen beschrieben
werden kann. Durch bestimmte Wahl der Wechselwirkungs-Konstanten mit Index ww
und wo lassen sich auch Formen représentieren, die nicht genau eine gewisse Menge von
Gitterplétzen tiberdecken, sondern gewissermaflen die Zwischenrdume. Das soll am Beispiel
der Harten Hexagone verdeutlicht werden. Das Modell einer zweidimensionalen Schicht
aus harten Hexagonen ist exakt gelost und zeigt einen stetigen Phaseniibergang in eine
geordnete Struktur bei hohen Dichten von etwa 0,8 (Baxter, 1980, 1982).

Die Form harter Hexagone wird im Rahmen des Modells folgendermaflen darge-
stellt. Die Harte-Kern-Umgebung OZP ist gleich dem Platz i, weil es auf Nachbarpliatzen
Uberlappungen geben kann. Die Wechselwirkungs-Umgebung wZP umfasst ¢ selbst und alle
nichsten Nachbarn. Um nur den Aufenthalt von Zentren anderer Proteine auf Nachbar-
plétzen zu verhindern, muss die Kopplung K%% gegen unendlich gehen (praktisch heifit
das: viel groBer als die thermische Energie) und KB§ gleich null sein. Fiir eine Skizze der
Hexagonform auf dem Dreiecksgitter siche Abbildung 4.4.

Der Harte-Hexagon-Ubergang ist rein entropischen Ursprungs und nur der Spezialfall
des Ubergangs, den ausgedehnte Scheiben jeder Form durchlaufen. Der Ubergang besteht
in folgender Verdnderung des Zustandsraumes: Bei geringen Dichten kann jedes Teilchen
den ganzen Raum per Diffusion erreichen. Wird die Dichte hoher, so gibt es irgendwann
einen Punkt, an dem die Liicken zwischen den Teilchen so klein geworden sind, dass ei-
ne Diffusion effektiv verhindert wird. Die Teilchen konnen die Umgebung ihres Aufent-
haltsortes nicht mehr verlassen. Die Diffusions-Konstante ist also ein mogliches Maf§ fiir
den Ubergang. Bei ausgedehnten Teilchen (von nun an sollen Hexagone betrachtet wer-
den) auf einem Gitter gibt es noch eine einfachere statische Grofie zur Bestimmung des
Ubergangspunktes. Die Hexagone miissen auf dem Gitter moglichst dicht gepackt wer-
den. In der dichtesten Packung ist ein Untergitter vor den zwei anderen ausgezeichnet
(siehe Abbildung 4.4). Der Wert der Dichte, an dem die Symmetrie beziiglich der Unter-
gitter aufgehoben wird, definiert den Phaseniibergangspunkt. Als Mafl dient die Differenz
der Teilchendichten auf den Untergittern. Sie ist null in der ungeordneten Phase und bei
geeigneter Normierung eins in der dichtesten Packung.

Das Modell harter Hexagone ist beziiglich vieler Eigenschaften untersucht worden. Bei-
spielsweise berechnen Richey und Tracy (1987) die Zustandsgleichung des Systems in der
ungeordneten Phase, Nagai (1991) charakterisiert das Desorptions-Verhalten der harten
Hexagone und vergleicht es mit dem anderer Modelle und mit Experimenten an Festkorper-
Oberfléichen und Villain und Moreira (1991) wenden das Modell auf die Untersuchung von
Adsorptionsschichten aus zwei Atomsorten an. Eine Kopplung des Phaseniibergangs har-
ter Hexagone an andere Systeme wie dem Ising-Modell wurde auch untersucht (z. B. von
Honda und Horiguchi, 1997), entspricht aber in der dortigen Form nicht dem in dieser
Arbeit entwickelten Mehrschicht-Modell.
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Abbildung 4.4: Untergitter im Falle der Ordnung harter Hexagone zur dichtesten Packung. Es
sind drei Untergitter durch die Farben gelb, griin und rot (bzw. drei Grauténe) ausgezeichnet. Das
Gitter ist mit Hexagonen voll besetzt, wenn genau ein Untergitter (in diesem Fall das gelbe bzw.
helle) besetzt ist. Das schraffierte Hexagon verdeutlicht lediglich die Form der Objekte.

4.2 Effektive Systeme aus Lipiden oder Proteinen

In den néchsten beiden Unterabschnitten wird die Biomembran einerseits als effektives
System nur aus Lipiden und andererseits als effektives System nur aus Proteinen beschrie-
ben. Die jeweils andere Teilchensorte wird, wie in Abschnitt 2.3 unter dem Stichwort
effektive Wechselwirkung grundsétzlich erldutert, aus der Zustandssumme aussummiert.
Dabei wird im ersten Fall die Methode der Mittlere-Feld-Néherung und im zweiten die
Monte-Carlo-Simulation eingesetzt.

4.2.1 Effektives Lipidsystem mit Mehrteilchen-Wechselwirkung

Im Folgenden soll die von peripheren Proteinen bedeckte Lipidmembran als ein effektives
reines Lipidsystem aufgefasst werden, d.h. die Proteinfreiheitsgrade sollen komplett aus-
summiert werden. Solch eine partielle Ausfithrung der Zustandssumme ist im Allgemeinen,
d. h. fiir jede Form von Adsorbaten, nicht moglich — wohl aber fiir einen bestimmten Fall.

Der Ausgangspunkt ist die komplette Zustandssumme des Modells der Biomembran, wie
sie durch die Hamiltonfunktion in Gleichung 4.2 gegeben ist. Die resultierende Zustands-
summe erinnert daran, dass iiber alle moglichen Konfigurationen der Besetzungszahlen
der Lipide und Proteine auf dem Gitter summiert werden muss:

ZBiomembran = Z Z €xXp [_ﬁHBiomembran] (43)
{nt}{nF}

Die Schwierigkeiten in der Summation liegen im Allgemeinen an nichtlokalen Termen der
Hamiltonfunktion, wie z. B. der Nachste-Nachbar-Wechselwirkung der Lipide. In der hier
gezeigten Approximation soll deshalb zunéchst auf alle nichtlokalen Terme der Protein-
Protein-Wechselwirkung verzichtet werden. Das bedeutet, dass die Proteine nur iiber ihren
(kleinen) harten Kern von einem Gitterplatz miteinander wechselwirken. Die Protein-
Lipid-Wechselwirkung jedoch soll so weit wie mdéglich exakt beriicksichtigt werden. Eine
Komponente, deren Reichweite der Wechselwirkung grofler ist als ihr harter Kern, wird als
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weich bezeichnet. In diesem Sinne sind die hier betrachteten Proteine grofie sehr weiche
Adsorbate, deren Hamiltonfunktion genau Gleichung 4.2 ohne die beiden letzten Terme
entspricht.

Die ersten Schritte der Rechnung unterscheiden sich nicht von dem Fall kleiner Adsor-
bate aus Abschnitt 3.5.1. Man muss nur den Wechselwirkungs-Term der Proteine mit den
Lipiden in Gleichung 3.27 durch die ausgedehnte Wechselwirkung ersetzen und entspre-
chend durch die Rechnung in Gleichung 3.28 hindurchziehen:

annf — Z nfDnJL (4.4)
i

z}jszpL

Das bis hierhin exakt resultierende effektive Lipidsystem ist durch folgende Zustands-
summe charakterisiert:

Z:Zexp -6 | KrL Z niLnJL—i—(H—TS)ZnZ-L X
{nL} i,jewlt i

(4.5)

exp —BZ—Tlog l1+exp |—0 | Kpr Z nf—y
7 PL

Zu diesem Zwischenergebnis lassen sich einige Anmerkungen machen:

1. Die Proteinfreiheitsgrade {n’} sind exakt beriicksichtigt. Die Zustandssumme be-
zieht sich nur noch auf die Freiheitsgrade {n*} der Lipide.

2. Der neue Term in der effektiven Hamiltonfunktion ist wegen seines entropischen
Ursprungs auf komplizierte Art und Weise temperaturabhéngig. Die Summation
iiber die Besetzungszahlen der Lipide ist nicht trivial.

3. Im einfachsten Fall, wenn die Protein-Lipid-Wechselwirkungs-Umgebung nur einen
Platz umfasst, kann man den Term einfach umschreiben (verwende f(n = {0,1}) =
nf(1)4+(1—n)f(0)) und erhélt einen Beitrag zum homogenen Feld der Lipidmembran
(sieche Abschnitt 3.5.1).

4. Der neue Term enthélt die Korrelationen der Lipidzustinde aufgrund der gemeinsa-
men Uberdeckung. In der Zustandssumme miissen alle moglichen Konfigurationen
der Lipide in der Wechselwirkungs-Umgebung beriicksichtigt werden.

Die in Abschnitt 3.5.1 dann folgende exakte Auflosung des Wechselwirkungs-Terms in
PL

einen neuen Beitrag zum homogenen Feld ist hier wegen der ausgedehnten Umgebung w;
nicht méglich. Um den Effekt der Proteine auf das Lipidsystem n&her studieren zu kénnen,
wird an dieser Stelle das Lipidsystem mit der iiblichen Mittlere-Feld-Nédherung appro-
ximiert (siehe Abschnitt 2.6). Aus der Zustandssumme in Gleichung 4.5 kann die freie
Energie Fyvrp = —T log [Z] direkt als Funktion des MF-Parameters m = <nL>MF angege-
ben werden. Um diesen Schritt nachzuvollziehen, betrachte man die beiden Faktoren der
Zustandssumme getrennt. Der erste Term entspricht genau dem Beitrag des einfachen Git-
tergases bzw. des Ising-Modells. Aus diesem folgt sofort der erste Beitrag zu Gleichung 4.6.
Fiir den zweiten Teil muss die Anzahl der oben erwihnten Konfigurationen der Lipide in

der Wechselwirkungs-Umgebung durch die mittlere Besetzungszahl ausgedriickt werden.
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Dafiir zdhlt man die Moglichkeiten, eine bestimmte Anzahl von gestreckten Lipiden un-
ter ein Protein zu setzen (die Anzahl der gefalteten folgt sofort) und summiert iiber alle
moglichen Anzahlen. Der resultierende Beitrag in der freien Energie wird im Folgenden
kurz erldutert:

Fmr = —Tlog Z
zKLLmQ—l—(H—TS)m—l—T(mlogm—(1—m)10g(1_m))_ (w5
.6

ARy
Y ( L ) (1~ m) log [1 4+ exp [ B((n + 1 - 1) Kpp — )]

r

Die Anzahl der durch ein Protein bedeckten Lipide sei n + 1. Fiir jeden Summanden
sei angenommen, dass r Lipide im gestreckten Zustand und folglich n 4+ 1 — r Lipide im
gefalteten sind. Die Wahrscheinlichkeit fiir eine solche Konfiguration ist m7t1="(1 —m)",
der Binomialkoeffizient z#hlt die Zahl moglicher Konfigurationen zu einer bestimmten
Zahl von gestreckten Lipiden. Der log |. . .]-Faktor schliefilich bestimmt das Gewicht jeder
Konfiguration und ist direkt aus der Zustandssumme 4.5 abzulesen. Der Term hochster
Ordnung in der Lipid-Wechselwirkung ist von der Ordnung n + 1, welches genau die An-
zahl bedeckter Lipide pro Protein ist. Jede einzelne Kopplungs-Konstante in 4.6 ist negativ
(=T'log [l +exp]...]]), d.h. ordnend, aber das Vorzeichen der Kopplung fiir jede Ordnung
von m koénnte beide Werte annehmen, da verschiedene Terme aus der Summe iiber r zusam-
mengefasst werden miissen. Der Frage nach dem Vorzeichen und damit nach der Tendenz
zur Ordnung soll im Folgenden nachgegangen werden, indem die Terme der Mehrteilchen-
Wechselwirkung nach Ordnungen von m sortiert werden. Man schreibt den Term (1 —m)"
in Gleichung 4.6 mit Hilfe der binomischen Formel um, fithrt ein Kronecker-Delta zur Fest-
legung der Potenz von m ein und erhilt folgenden Wechselwirkungs-Term s-ter Ordnung:

T STI+1 77+1 r 1s+r—n—11 1 4.7
w3 S [ ogll+expl...]]  (47)

Wegen des alternierenden Vorzeichens lédsst sich iiber den Charakter der Wechselwir-
kung, ob sie ,ferromagnetisch“ ordnend ist oder nicht, nichts Allgemeines aussagen. Ei-
gene Berechnungen aller Ordnungen fiir bestimmte Gréfien und Wechselwirkungen der
Adsorbate mit dem Computerprogramm Maple™ bestitigen dieses Bild und zeigen, dass
die Wechselwirkungs-Konstanten mancher Ordnungen positiv und die anderer negativ
sind (das Programm wird z. B. in Walz, 2002, beschrieben).

Interessant an diesem Ergebnis ist die Abhdngigkeit von der Gréfie n der Proteine. Eine
vergleichbare Aussage zur Groflenabhéngigkeit von Adsorbaten findet sich in der Litera-
tur nur in der Arbeit von Netz u.a. (1996). Diese behandeln jedoch die Proteine in einer
Ginzburg-Landau-Formulierung, welches einem Mittlere-Feld-Ansatz entspricht. Die neue
effektive Mehrteilchen-Wechselwirkung in der freien Energie von Gleichung 4.6 ldsst sich
auch quantitativ erfassen. Sie enthélt als Abhéngigkeiten die Grofle des Adsorbats, dessen
chemisches Potential und die Kopplungs-Konstante pro Platz. Man wihlt ein bestimmtes
Szenarium fiir die Lipidmembran (vergleichbare Werte fiir die Kopplung und das chemische
Potential) und variiert die GrioBe. Als Observable wihlt man die Breite des Ubergangs,
die als Halbwertsbreite des Maximums der spezifischen Wiarme definiert wird. Dafiir muss
man sinnvollerweise im Bereich des Phasendiagramms sein, in dem der Ubergang konti-
nuierlich ist. Die Kopplungs-Konstante der Lipide wird also gegeniiber typischen Werten
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Abbildung 4.5: Verstirkung der Kooperativitit: Verhalten des effektiven Lipidsystems mit
Mehrteilchen-Wechselwirkung in MF-Ndherung und Vergleich mit MC-Simulationen (man be-
achte die etwas unterschiedliche Skalierung der Ordinaten). MC-Parameter: L = 50, K =
—540 cal/mol, Kpy, = 200 cal/mol.

von Lipidvesikeln etwas erniedrigt, um den Abstand vom kritischen Punkt zu erhéhen.
Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 4.5(a) zu sehen.

Die Lipid-Protein-Kopplung ist so gewiihlt, dass sie zu einer Verschiebung des Ubergangs
weiter weg vom kritischen Punkt des Modells fithrt und den Ubergang damit verbreitert.
Diese Verbreiterung ist bei einer Grofle von einem Platz auch zu erkennen. Bei grofieren
Adsorbaten wirkt nun die Korrelation der Ausdehnung als neue Kooperativitdt und ver-
schmilert den Ubergang. Der Anstieg der Halbwertsbreite bei sehr grofien Proteinen ist
darauf zuriickzufithren, dass bei vergleichbarem chemischen Potential die grofien Adsorba-
te mit einer wesentlich grofleren Rate desorbieren, die Lipidmembran also gar nicht mehr
so stark bedeckt ist.

Um einen Ubergang zur Methode der Monte-Carlo-Simulationen zu finden, soll zunéchst
das oben erwidhnte Phénomen der effektiven Lipid-Kopplung nachvollzogen werden. Da-
zu wird genau das System, welches durch die Approximation beschrieben ist, simuliert:
die Lipidmembran mit Adsorbaten, die eine ausgedehnte Protein-Lipid-Wechselwirkungs-
Umgebung besitzen, aber nur einen Platz auf dem Gitter besetzen. Die Lipid-Parameter
werden ganz analog gewdhlt, die Kopplungs-Konstante wie iiblich so angepasst, dass die
Ubergangsbreite in etwa stimmt. Nun lassen sich auf dem Gitter nicht symmetrische For-
men beliebiger Grofle definieren, deshalb besitzt die Abbildung 4.5(b) nicht zu jeder Grofe
einen Wert. Der Vergleich zeigt, dass die Monte-Carlo-Simulation nicht nur qualitativ die
Approximation bestétigt, auch quantitativ sind die Abweichungen erstaunlich gering. Man
beachte dabei, dass der Absolutwert der Halbwertsbreite des reinen Lipidsystems sehr
empfindlich von der Kopplungs-Konstante K abhéngt und diese beziiglich der beiden
Methoden Mittlere-Feld-Néherung und Monte-Carlo-Simulation grundsétzlich nicht ver-
gleichbar sondern nur anpassbar ist. Die Ahnlichkeit der analytischen Ergebnisse mit den
simulierten demonstriert erstens, dass die effektive Lipid-Kopplung kein Artefakt der Ap-
proximation ist und zweitens, dass sie fiir diesen Parameterbereich auch quantitativ richtig
durch die Approximation wiedergegeben wird.
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4.2.2 Effektive Protein-Protein-Wechselwirkung

Die Computersimulation hat gegeniiber der analytischen Approximation den Vorteil, dass
das Modell nicht weiter vereinfacht werden muss. Insbesondere kann nun die Protein-
Protein-Wechselwirkung, also die Gréfle und Form der Komponenten variiert werden.

Wie im Rahmen der Modellbildung beschrieben, sollen die Adsorbate aufler ihrer Harte-
Kern-Wechselwirkung keine weiteren direkten intermolekularen Wechselwirkungen besit-
zen. Im vorherigen Abschnitt wurde der Einfluss der peripheren Proteine auf den Ubergang
der Lipide untersucht und dargestellt. Nun soll die Fragestellung umgekehrt werden und
der Einfluss der Lipide auf das Proteinsystem gezeigt werden. Dazu wird zunéchst die
vermittelte, d. h. die von den Lipiden in das Proteinsystem hineingetragene, Wechselwir-
kung ausgemessen. Der mogliche Einfluss auf Ubergéinge in der Adsorbatschicht wird im
néichsten Abschnitt untersucht.

In Abschnitt 2.3 wurde das Konzept der effektiven Wechselwirkung allgemein eingefiihrt
und das Potential der mittleren Krifte definiert. Genau wie bei dem in Abschnitt 4.2.1 be-
rechneten effektiven Lipidsystem basiert die Darstellung des effektiven Proteinsystems auf
der Hamiltonfunktion der Biomembran in Gleichung 4.2 und der zugehorigen kanonischen
Zustandssumme in Gleichung 4.3.

Die direkte Berechnung der effektiven Hamiltonfunktion iiber Gleichung 2.4 ist im Rah-
men einer Monte-Carlo-Simulation nicht ohne weiteres moglich. Mit der als Potential der
mittleren Krdifte interpretierten effektiven Wechselwirkung H° (i, j) (siehe Gleichung 2.7
und 2.8) ist es moglich, den Beitrag der Paar- Wechselwirkung in der Ndherung niedriger
Protein-Dichte auf eine Observable (die mittlere Kraft, siche Gleichung 2.9) abzubilden. In
einem Gitter-Modell wie dem vorliegenden ist aber der Ausdruck der Kraft wegen des Gra-
dienten zunéchst nicht definiert. Der zum Gradienten auf dem Gitter dquivalente Quotient
(die Variable a bezeichne die Gitterkonstante) schreibt sich wie folgt:

off. 7+ - qgeff.; s
ijeff.(Zv’j) = H (17] + CL) H (Za]) —

a

L [ o MG+ o)
- aTlg{ > guty X [BH(i. )] }

1
= _ETlog < exp [_B(H(Zvj + a’) - H(Zaj))]>{nL}7l7j fest

(4.8)

Die spitzen Klammern symbolisieren den Erwartungswert im Ensemble des Gesamtsy-
stems, bestehend aus der Schicht von Lipiden und je einem Protein auf den Plétzen i
und j. Die Differenz der Hamiltonfunktion im Exponenten aufgrund der Verschiebung des
einen Proteins um eine Gitterkonstante lédsst sich folgendermaflen abschétzen:

Man betrachte nur die Protein-Lipid-Wechselwirkung, denn die direkte Protein-Protein-
Kopplung ldsst sich aus der Mittelung herausziehen und ist deshalb unproblematisch.
Der Wert v bezeichne die Anzahl von Gitterplédtzen, in denen sich die Wechselwirkungs-
Umgebung des Platzes j von der des verschobenen Platzes j + a unterscheidet. Beispiels-
weise entsprechen fiir eine symmetrische Wechselwirkungs-Umgebung von sieben Plétzen
in Form eines Hexagons drei Gitterplatze der verschobenen Umgebung nicht denen der
urspriinglichen. Der Energieunterschied ist maximal, wenn alle Lipidzusténde auf den
Plétzen der verschobenen Umgebung verschieden sind von den ebenfalls « freigewordenen.

AH:H(i,j+a)—H(i,j) S’YKPL (49)
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Damit man von den auf dem Gitter definierten Gréfien auf der rechten Seite von Glei-
chung 4.8 zur kontinuierlichen auf der linken Seite iibergehen kann, muss der Grenz-
wert a — 0 existieren. Der einzige Parameter, der hier vom Gitter abhéngig sein kann,
ist die Kopplungs-Konstante K py, denn die Zahl + ist fiir eine Protein-Form immer die
gleiche, unabhéingig von der Auflésung des Gitters. Die Kopplung muss also proportio-
nal zur Gitterkonstante sein. Betrachtet man nur das Regime des Gitter-Modells, in dem
dies gilt, kann man den Ausdruck in Gleichung 4.8 entwickeln und erhélt nach kurzer
Rechnung, dass die mittlere Kraft im Kontinuum der Differenz von inneren Energien im
Gitter-Modell entspricht und damit die effektive Wechselwirkung direkt aus der inneren
Energie zu bestimmen ist:

—VH(1,5) "2~ (AM) e (4.10)

Im Prinzip ist mit der so bestimmten Wechselwirkung ein neues Modell aus Proteinen
analog zu Gleichung 2.5 beschrieben, welches jedoch nicht als solches untersucht wird. Da
das Gitter homogen und isotrop ist, hdngt die Energie nur vom Abstand r der Punkte ¢
und j ab. Um nur die Effekte zu berticksichtigen, die von der durch die Lipide vermittel-
ten Paar-Wechselwirkung der Proteine hervorgerufen werden, wird in der Monte-Carlo-

Simulation folgende Observable gemessen:

U(r) = (M0 3)) ey tese = 2 ((FAO) st = (HOV gy = (Fd ey (4411)

Das bedeutet erstens, dass U(r) (eventuell bis auf eine Konstante) genau H°F (i, j) ent-
spricht und zweitens, dass das Potential in drei Schritten berechnet werden muss: Die
Mittelwerte ohne Proteine, mit einem Teilchen und mit einem Paar miissen getrennt von-
einander simuliert werden.

Unabhiingig von den Uberlegungen zur Energiedifferenz ist U(r) auch dann eine gute
Néherung an die effektive Wechselwirkung, wenn die entropischen Beitrage zum effektiven
Potential relativ klein sind. Dann kann man nédmlich den Logarithmus in Gleichung 4.8 in
die Mittelung ziehen. In jedem Fall aber beschreibt die Observable den Beitrag der inneren
Energie zur Paar-Wechselwirkung der Proteine. Im weiteren Verlauf der Arbeit ist
immer U(r) aus Gleichung 4.11 gemeint, wenn von der effektiven Wechselwir-
kung oder dem effektiven Potential der Proteine die Rede ist.

Konkret wird die Ortsabhéngigkeit in Gleichung 4.11 dargestellt, indem das eine Pro-
tein auf einem Platz festgehalten und das andere fiir jede Messung auf einen Platz eines
Sechstels der Umgebung des ersten gesetzt wird (siehe Abbildung 4.6). Durch diese Pro-
zedur ergeben sich auch Abstédnde, die kein Vielfaches der Gitterkonstante sind. Manche
Absténde ergeben sich mehrfach. Wegen der Symmetrie des Gitters hat man mit einem
Sechstel der Umgebung alle moglichen Absténde ermittelt.

Die Bestimmung der effektiven Protein-Protein-Wechselwirkung ist komplementér zur
Summation iiber die Proteinfreiheitsgrade in Abschnitt 4.2.1. Im erwihnten Abschnitt
sind die Proteine eine Stérung des Lipidsystems und der Anlass fiir einen neuen Typ
von Kopplung. Hier sind es die Lipide, die eine effektive Wechselwirkung unter den Pro-
teinen verursachen. Da die Lipide aber nur numerisch aussummiert werden, muss man
fiir systematische Aussagen mehrere konkrete Realisierungen zu unterschiedlichen Modell-
Parametern analysieren.
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Abbildung 4.6: Darstellung der Abstandsabhingigkeit auf dem Dreiecksgitter am Beispiel eines
kleinen Systems. Der ,Ursprung® ist die griine (dunkle) Plakette, das iiberdeckte Sechstel der
direkten Umgebung ist gelb (hell) eingefdrbt. Die jeweiligen Absténde sind eingetragen. In der
Tabelle stehen die minimalen Absténde in Abhéngigkeit der Grofle des Proteins, gemessen in
Einheiten der Gitterkonstante.

An dieser Stelle sollen nur einige instruktive Beispiele gegeben werden. Im Kapitel 4.6
wird diese Methode angewendet, um mehr {iber das an das Experiment angepasste Sy-
stem zu erfahren. Die folgende Auflistung zeigt die Temperaturabhingigkeit der effek-
tiven Wechselwirkung. Um dabei den Effekt herauszustellen, der durch die Lipide ent-
steht, wird die Protein-Protein-Wechselwirkung gleich null gesetzt. Zur Verdeutlichung
der Léngenskalen wird auf den mit den harten Kernen verbundenen minimalen Abstand
(sieche Abbildung 4.6) verwiesen.

In beiden Szenarien, die im Folgenden betrachtet werden, ist der Hauptiibergang der
Lipidmembran als kontinuierlicher Ubergang jenseits des kritischen Punktes gewéhlt. Die
Mitte des Ubergangs liegt bei Ty, = 600 cal/mol. Zuerst werden Adsorbate betrachtet,
die im zweiten Szenarium mit Einlagerungen verglichen werden. Die Adsorbate sollen ei-
ne ausgedehnte Wechselwirkungs-Umgebung beziiglich der Protein-Lipid-Kopplung von
19 Platzen haben und nicht miteinander wechselwirken. Die Kopplungs-Konstante pro
Platz betrégt 200 cal/mol. Das positive Vorzeichen bedeutet, dass die Adsorbate gestreck-
te Lipide und damit die Tieftemperatur-Phase bevorzugen. Im Folgenden werden die ef-
fektiven Potentiale der Adsorbate néher beschrieben:

Periphere Proteine in bevorzugter Lipid-Phase Die effektive Wechselwirkung ist fast
null und kaum vom Abstand abhingig. Die Proteine begiinstigen in dieser Phase
nur den Lipiduustand, der auch ohne ihre Anwesenheit thermisch bevorzugt ist, sie
finden also eine homogene Lipid-Umgebung vor. Ubergiinge vom gestreckten in den
gefalteten Lipidzustand, die das reine Lipidsystem bei solchen Parametern zeigt,
werden durch die Proteine energetisch gehindert, daher resultiert eine schwache An-
ziehung der Proteine (siehe Abbildung 4.7).

Periphere Proteine am Lipid-Hauptiibergang Genau im Bereich des Hauptiibergangs
der Lipide stoflen sich die Proteine effektiv ab. Die Abstoflung reicht bis etwa zum
Dreifachen des Durchmessers der Protein-Lipid-Wechselwirkungs-Umgebung. Thre
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Abbildung 4.7: Lipidmembran mit groen (19 Plitze bedeckenden) Adsorbaten vor dem Haupt-
iibergang bei T' = 597 cal/mol < T,.
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Abbildung 4.8: Lipidmembran mit grolen (19 Plitze bedeckenden) Adsorbaten am Hauptiiber-
gang bei T' = 600 cal/mol = T,.
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Abbildung 4.9: Lipidmembran mit grofien (19 Pléitze bedeckenden) Adsorbaten nach dem Haupt-
iibergang bei T = 603 cal/mol > T,,. Parameter fiir die Abbildungen 4.7, 4.8 und 4.9: L = 60,
Ty = 600 cal/mol, Hy, = 6000 cal/mol, ATy /5 ~ 1cal/mol, Kpy = 200cal/mol, |o”| =1, [w"| =
19, Ning X Nyt = 108 (MC-Laufe).
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Stérke von etwa 150 cal/mol, das ist ein Viertel der thermischen Energie, ist sehr
grof} und bereits im Bereich der direkten Wechselwirkungen zwischen den Plétzen —
bei einer wesentlich gréfieren Reichweite. Fiir sehr grofie Abstéinde wird die Wechsel-
wirkung anziehend (da die Lingen in diesem Bereich bereits in der Groflenordnung
der Ausdehnung des Systems liegen, kann man Einfliisse der endlichen Gréfle dort
nicht ausschlieflen).

Die Ursache ist in der Heterogenitiit des Lipidsystems am Ubergang zu sehen. Im
Bereich des kontinuierlichen Ubergangs bilden sich réumliche Strukturen mit einer
charakteristischen endlichen Ausdehnung und einer ebenfalls endlichen Korrelati-
onszeit. Da diese Strukturen wesentlich kleiner sind als die Ausdehnung des Systems
(die Parameter sind so gewihlt, dass der Ubergang etwa 9 % vom kritischen entfernt
liegt), ist eine Klumpung der Adsorbate unvorteilhaft (sieche Abbildung 4.8).

Periphere Proteine in nicht bevorzugter Lipid-Phase Die Proteine ziehen sich nun effek-
tiv an. Das Minimum im effektiven Potential ist deutlich ausgeprigt und in Lage
und Tiefe von der Temperatur abhéngig. Es wandert bei zunehmender Temperatur
und damit zunehmendem Abstand vom Hauptiibergang von grofleren Abstdnden zu
kleineren und verschwindet schliellich beim Abstand null. Fiir hohere Temperaturen
dghnelt das effektive Potential dem Bild von peripheren Proteinen in der bevorzugten
Phase, denn das unterliegende Lipidsystem ist wieder homogen.

Die Ausbildung eines Minimums und der damit verbundenen Anziehung auf einer be-
stimmten Langenskala kann wie folgt verstanden werden: Die Proteine sorgen durch
ihre lokale Wechselwirkung mit den Lipiden dafiir, dass unter ihnen die Lipide be-
vorzugt denjenigen Zustand annehmen, der der Protein-Lipid-Kopplung entspricht.
Dieser ist aber bei der gewdhlten Temperatur global nicht stabil. Das System ten-
diert dazu, die Bereiche erstens moglichst klein zu halten (wegen des globalen Fel-
des) und zweitens die Grenzlinie moglichst kurz zu halten (wegen der lokalen Lipid-
Lipid-Wechselwirkung). Da das entropisch dominierte Feld der Lipide H — T'S mit
steigender Temperatur immer ungiinstiger fiir den von den Proteinen bevorzugten
gestreckten Zustand wird, verkleinern sich die Bereiche, in denen sich die Protei-
ne ansammeln konnen, um dadurch Energie iiber die Wechselwirkung zu gewinnen

(siche Abbildung 4.9).

Es stellt sich die Frage, warum der Effekt, den die Proteine durch ihre Wechselwirkung
mit den Lipiden in das Gesamtsystem hineintragen, bei ausgedehnten Adsorbaten koopera-
tiv und bei kleinen nicht kooperativ ist. Das liegt an der Korrelation, die eine ausgedehnte
Wechselwirkungs-Umgebung mit sich bringt. Sie ist dreierlei Natur: Zunéchst vermeidet
das System ungiinstige Lipidnachbarschaften durch die Tatsache, dass sich die Lipide im
global ungiinstigen Zustand nebeneinander unter einem Protein befinden. Dariiber hinaus
wird dieser Effekt verstirkt, wenn die Adsorbate klumpen und so die ungiinstigen Nach-
barschaften zum ndichsten Adsorbat verschwinden. Zuletzt kann durch eine Uberlappung
der Wechselwirkungs-Umgebungen die gleiche Energie mit weniger global ungiinstigen Li-
piden gewonnen werden. Auf kleine Adsorbate trifft nur der zweite Effekt zu, der jedoch
nur die bereits im Lipidsystem vorhandene Néchste-Nachbar-Wechselwirkung beeinflusst.
Der erste und dritte Punkt bringen neue Kooperativitit in das System, die iiber Paar-
Wechselwirkung hinausgeht.

Die im ersten Szenarium verwendeten Parameterwerte des Modells stammen aus An-
passungen der MC-Daten an experimentelle Kurven (siehe Abschnitt 4.6). Im Ergebnis
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ergibt sich dort das Bild, dass das Adsorbat von seiner Ausdehnung her etwa 7 Lipidkopfe
bedeckt, jedoch mit 19 wechselwirkt. Man stelle sich nun vor, dass man dieses Protein
in die Membran einlagert. Es wiirde 7 Pldtze belegen und mit den 12 Nachbar-Lipiden
wechselwirken. Die Kopplungs-Konstante soll nun so gewéhlt werden, dass die energetische
Préferenz des Proteins fiir einen der beiden Lipidzustinde pro Kontakt gleich grof§ ist im
Falle des Adsorbates und der Einlagerung. Aufgrund der unterschiedlichen Nebenbedin-
gungen ist die Kopplung K7y nicht gleich Kjp, sondern Kj; = —112,5cal/mol bei einer
Priferenz des gestreckten Zustands von Ky = 200 cal/mol und einer Préferenz fiir Paare
aus gleichen Lipidzustdnden von K¢ = 625 cal/mol (siehe dazu Gleichung 3.4 und 3.6).
Die effektiven Potentiale der Einlagerungen stellen sich wie folgt dar:

Integrale Proteine in bevorzugter Lipid-Phase Das Szenarium ausgedehnter integraler
Proteine unterscheidet sich beziiglich der effektiven Wechselwirkung zunéchst kaum
von dem der Adsorbate. In der vom Protein durch Wechselwirkung bevorzugten
Lipidphase ziehen sich die Proteine schwach iiber das ganze System an. Der Grund
liegt auch hier darin, dass die Einlagerungen Lipidfluktuationen in den gefalteten Zu-
stand behindern und es deshalb eine schwache Priferenz zur Klumpung gibt (siehe
Abbildung 4.10 und vergleiche mit 4.7).

Integrale Proteine am Lipid-Hauptiibergang Die Proteine stoflen sich effektiv ab, und
zwar mit einer Stérke von etwa einem Viertel der thermischen Energie, welches genau
dem Fall peripherer Proteine entspricht. Im Unterschied zu diesen jedoch findet sich
keine Anziehung auf lingeren Skalen (siehe Abbildung 4.11 und vergleiche mit 4.8).

Integrale Proteine in nicht bevorzugter Lipid-Phase Auch bei integralen Proteinen fin-
det man ein anziehendes Minimum des effektiven Potentials bei einem bestimm-
ten Abstand. Bei steigender Temperatur verschiebt es sich zu kleinen Abstdnden
und wird schwécher. Im Vergleich zum Fall der Adsorbate liegt das ganze Potential
erhoht, welches eine Abstofiung auf sehr langen und sehr kurzen Skalen zur Folge
hat (die Abstoung auf kurzen Skalen findet sich aber &hnlich auch bei Adsorbaten
im Ubergangsbereich zwischen dem Verhalten von Abbildung 4.8 und 4.9). Die Er-
klarung fiir die effektive Anziehung iiber einen bestimmten Abstand kann von der
Erlauterung der Adsorbate iibernommen werden. Der einzige Unterschied ist in der
Form der Wechselwirkungs-Umgebungen zu sehen. Die Fliche von 19 Pldtzen der
Adsorbat-Umgebung hat offensichtlich eine kooperativere Wirkung als der Ring aus
12 Plidtzen um die Einlagerungen (siehe die Abbildung 4.12 und vergleiche mit 4.9).

In diesem Abschnitt wurde die effektive Wechselwirkung peripherer oder integraler Pro-
teine im Rahmen dieses Modells berechnet. Die wesentlichen Approximationen bestehen
zum einen in den Modellannahmen und zum anderen in der Beschrankung auf Paar-
Potentiale. Die Vernachlissigung aller Mehrteilchen-Wechselwirkungen ist iiblich, um in
einem ersten Schritt die effektiven Potentiale zu beschreiben. Es sind aber auch Beispiele
bekannt, in denen die Terme hoherer Ordnung qualitative Veréinderungen wie Potential-
wille oder Minima verursachen. Die Entscheidung, ob solche Effekte hier eine Rolle spie-
len, bleibt Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen. Das verwendete Modell fokussiert
auf die innere Struktur (die Flexibilitdt) der Lipide. Die modellierte Néchste-Nachbar-
Wechselwirkung der Lipide vermittelt die Wechselwirkung zwischen den Proteinen un-
ter Umsténden iiber eine Lange von der Groéflenordnung der Systemgrofie. Das bedeutet,
dass eine zunéchst kurzreichweitige Wechselwirkung im einem bestimmten Parameterbe-
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Abbildung 4.10: Lipidmembran mit groBen (7 Plitze einnehmenden und mit 12 Lipiden wech-
selwirkenden) Einlagerungen vor dem Hauptiibergang bei T' = 597 cal/mol < T,.
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Abbildung 4.11: Lipidmembran mit grofien (7 Plitze einnehmenden und mit 12 Lipiden wech-
selwirkenden) Einlagerungen am Hauptiibergang bei T' = 600 cal/mol = Ty,,.
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Abbildung 4.12: Lipidmembran mit grofien (7 Plitze einnehmenden und mit 12 Lipiden wech-
selwirkenden) Adsorbaten nach dem Hauptiibergang bei T = 603 cal/mol > T,,. Parameter
fiir die Abbildungen 4.10, 4.11 und 4.12: L = 60, T,, = 600cal/mol, H,, = 6000 cal/mol,
Krr = —625cal/mol, K;; = —112,5cal/mol, K77 = 0, Niyg X Neyy = 10° (MC-Laufe).
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reich Anlass fiir eine sehr langreichweitige gibt (siehe z.B. Abbildungen 4.8 und 4.11).
Einschrankend muss angemerkt werden, dass in diesem Zusammenhang mit dem Be-
griff langreichweitig keine bestimmte Gesetzméfigkeit verbunden wird. Quantitativ wurde
die Reichweite nicht ausfiihrlich genug untersucht, um dariiber eine Aussage machen zu
konnen. Trotzdem ist dieser Ansatz zu unterscheiden von einem anderen zur Beschreibung
effektiver Wechselwirkungen von Proteinen in einer Lipidmembran: die Vermittelung von
Kriften durch die Verbiegung der Oberfliche (siehe z.B. Chou u.a., 2001). Die mecha-
nischen Krifte einer elastischen Fliche, in diesem Zusammenhang immer beschrieben in
der Formulierung nach Helfrich (1973), sind aus intrinsischen Griinden von einer gréfieren
Reichweite als die Néchste-Nachbar-Wechselwirkung der Lipide im hier untersuchten Mo-
dell.

4.3 Phasendiagramm und Analyse der Grenzflache

In den vorherigen Abschnitten war bereits von Clusterbildung — sowohl in der Lipidschicht
als auch im Proteinsystem — die Rede. Es stellt sich natiirlich sofort die Frage nach der
Stabilitéit dieser Cluster. Sind es Fluktuationen, die mit der Zeit wieder zerfallen, oder
thermodynamische Phasen, also stabile Bereiche?

Einen ersten Aufschluss geben Monte-Carlo-Schnappschiisse. An ihnen kann man oft
auf einen Blick erkennen, ob sich Strukturen bilden und aus dem Vergleich von vielen
Bildern zu unterschiedlichen (Computer-) Zeiten ldsst sich ablesen, ob diese Strukturen
stabil sind. Eine genauere Cluster-Analyse der Daten ist im Prinzip mdoglich, wird hier
aber nicht durchgefiihrt.

Um auf die Protein-Lipid-Wechselwirkung zu fokussieren, sollen zunéchst solche Prote-
ine untersucht werden, die eine ausgedehnte Wechselwirkungs-Umgebung mit den Lipiden
besitzen, selbst aber nur einen Platz besetzen, sie also als weich zu bezeichnen sind. Ex-
emplarisch wird die Wechselwirkungs-Umgebung auf 19 Platze festgesetzt, das entspricht
dem Platz unter dem Protein und zwei Schalen darum herum. Die Auswirkungen der
Protein-Protein-Kopplung wird spéter untersucht.

Das in Abbildung 4.13 dargestellte Phasendiagramm ist durch die oben beschriebene
Beobachtung von Schnappschiissen entstanden. Die Lipidparameter sind so gewéhlt, dass
bei 600 cal/mol der Hauptiibergang der puren Lipidmembran stattfindet, und zwar kon-
tinuierlich mit einer typischen Breite von etwa 1cal/mol. Neben der Temperatur wurde
die Teilchendichte der Proteine variiert. Man beachte, dass der Bedeckungsgrad, also die
Anzahl von Lipiden, die mit Proteinen wechselwirken, den neunzehnfachen Wert der Teil-
chendichte hat (mogliche Uberlappungen der Umgebungen mit einbezogen). Auf der Spitze
stehende Quadrate bedeuten, dass ein gemischtes System vorliegt, die Proteine also in et-
wa gleichverteilt auf der Lipidmembran liegen. Quadrate auf der Kante bedeuten, dass
klare Entmischung der Phasen in eine proteinreiche Phase mit vorzugsweise gestreckten
Lipiden und eine proteinarme mit gefalteten Lipiden zu beobachten ist. Kann keine klare
Entscheidung getroffen werden, so sind beide Symbole dargestellt. Man erkennt, dass bei
Temperaturen jenseits des Hauptiibergangs und mit zunehmender Dichte das System ent-
mischt. Es muss angemerkt werden, dass bei sehr hohen Temperaturen das Lipidsystem
homogen in der expandierten Phase vorliegt und die Proteine darauf ideal durchmischt
sind, das Entmischungsgebiet also begrenzt ist.

Die Behauptung, dass es sich bei dem beobachteten Phdnomen wirklich um stabile
Entmischung handelt, kann durch eine Analyse der Grenzfliche zwischen den verschie-
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Abbildung 4.13: Phasendiagramm weicher ausgedehnter Adsorbate, die mit 19 Lipiden wechsel-
wirken und den gestreckten Lipidzustand mit einer Energiedifferenz von 200 cal/mol bevorzugen.
Auf der Spitze stehende Symbole bedeuten, dass keine Entmischung in den Simulationen beob-
achtet wird. Die auf der Kante liegenden Symbole zeigen Entmischung an. Sind beide Symbole an
einem Punkt eingezeichnet, war die Frage nach stabiler Entmischung durch die Beobachtung nicht
eindeutig zu klaren. Ein moglicher Verlauf der Phaseniibergangs-Linie ist eingezeichnet. Dass das
System fiir groe Dichten und hohe Temperaturen natiirlich wieder gemischt ist, ist nicht mehr
dargestellt.

denen Phasen untermauert werden. Zur Analyse von Grenzfldchen siehe z.B. das Buch
von Barabasi und Stanley (1995) und die beiden Artikel von Werner u. a. (1997, 1999).

Die Grenzflache zwischen Phasen unterscheidet sich in zwei Aspekten von der Grenze
zwischen Fluktuationen:

1. Die Lage der Grenzflache ist stabil, d. h. die Korrelationszeit ist unendlich.
2. Thre Dicke ist konstant und klein gegen die Ausdehnung der Phasen bzw. des Systems.

Um die Grenzflache in der Simulation besser untersuchen zu kénnen, wird in das System
eine Asymmetrie eingefiihrt. Diese soll dafiir sorgen, dass die Grenzflache eine Richtung be-
vorzugt. Dazu werden die Lipidzustdnde auf zwei gegeniiberliegenden Seiten des Systems
fest auf entgegengesetzten Werten gehalten, die Rénder also in den beiden homogenen
Phasen eingefroren. Um eine Vorstellung von dem untersuchten System mit festen Rand-
bedingungen in der einen Richtung und periodischen in der anderen zu bekommen, ist in
Abbildung 4.14 ein typischer Schnappschuss des Gesamtsystems gezeigt. Wie iiblich sind
die Lipid- und die Proteinschicht getrennt abgebildet.

Zwischen den Phasen entwickelt sich eine Grenzflache, deren Position h(x) wie folgt
definiert wird:

hB(z) := mP(x) x L (4.12)
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(a) Lipidschicht (b) Proteinschicht

Abbildung 4.14: Monte-Carlo-Schnappschiisse des Systems, wie es zur Bestimmung der Breite
der Grenzflichen préapariert wird. Der untere und obere Rand des Systems sind jeweils in einer
homogenen Phase (hier kondensiert-bedeckt und expandiert-unbedeckt) fixiert, der linke und rechte
Rand unterliegen periodischen Randbedingungen.

Dabei ist L die lineare Systemgrofle, eingeteilt in Streifen der Breite B, senkrecht zu
den Réindern mit festen Randbedingungen. Der Lipid-Ordnungsparameter m?(z) wird in
einem solchen Streifen an der Stelle z bestimmt. Das bedeutet, dass die Lipidzusténde die
Membran-Phasen definieren und die Lage der Grenzfliche genau dort ist, wo die Dichte der
Lipidbesetzungszahl den Wert 1/2 iiberschreitet. Der Index B wird im Folgenden héufig
weggelassen, wenn mit dem Standardwert B = 1 gerechnet wird.

Die Grenzfliche wird im Mittel charakterisiert durch den Erwartungswert hy und dessen
zweites Moment hy,, welches ein Maf3 fiir die Dicke der Grenzfliche ist.

ho = (h(z)) (4.13)

hy = {((h(z) — ho)?) (4.14)

Dabei ist zu beachten, dass neben dem Ensemblemittel auch {iber die Ausdehnung des
Systems gemittelt werden muss, angedeutet durch den Querstrich.

Die Messmethode zur Charakterisierung der Grenzlinie ist in Abbildung 4.15 verdeut-
licht. Gezeigt ist einerseits die Verteilung der Grofle h(z) und andererseits der orts-
abhingige Erwartungswert (h(z)). Die zweite Abbildung soll zeigen, dass der Erwartungs-
wert eben nicht mehr explizit vom Ort abhéngt. Die Interpretation des zweiten Moments
der in der ersten Abbildung gezeigten Verteilung als Breite der Grenzlinie geht davon aus.
An der Verteilung ist auch zu erkennen, dass sie nicht immer ganz symmetrisch ist.

Unter der Voraussetzung, dass sich eine Grenzlinie bildet, sich also zwei Phasen tren-
nen, gelten hiufig Skalenrelationen fiir die Léngen- oder Zeitskalen (Barabasi und Stanley,
1995). Praktisch bedeutet das, dass man im ersten Schritt die Schnappschiisse in computer-
zeitlicher Abfolge betrachtet, um zu entscheiden, ob die Korrelationen stabil sind. Quan-
tifiziert wird dies dann im zweiten Schritt durch die Skalenanalyse und die Bestimmung
des Exponenten.

In dieser Arbeit sollen nur die statischen FEigenschaften der Grenzfliche quantifiziert
werden und nicht die Dynamik der Relaxation in das Gleichgewicht. Die Grenzflache selbst



4.4 Finfluss von Grdfie und Form der Komponenten 79

X 0.06 g, 100
= @
% 0.05 b § 80 L i
r— ©
= >
S 004 - 1 & 60 |
5 5
s 0.03[ 1 I
. S wf 1
g 002 1 g
2 g
5 o01r 1 & 2r1 )
= =
g 0 ! ! ! . | | | § 0 | | | | | | | | |
> 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 5 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Abstand x in Gitterkonstanten Abstand x in Gitterkonstanten
(a) Verteilung (b) Erwartungswert

Abbildung 4.15: Zur Bestimmung der Breite der Grenzfliche wird die Verteilung der
Hohenvariablen gemessen und deren zweites Moment bestimmt. Die Hohenvariable héngt im
Mittel nicht vom Ort ab. Parameter: T = 606 cal/mol, H,, = 6kcal/mol, T}, = 600 cal/mol,
Ky = —625cal/mol, K1p = 200 cal/mol, § = 0,016, [wEf| =19, |oF'P = 1|.

und ihre Breite sind in Gleichung 4.13 und 4.14 definiert. Der statische Skalenexponent «
ist iiber das Verhalten der Breite mit der linearen Systemgrofie L definiert:

hy o L (4.15)

An dieser Stelle wird eine Lipidmembran mit grofien Adsorbaten simuliert (siehe Abbil-
dung 4.16). Die Lipid-Protein-Wechselwirkungs-Umgebung umfasst 19 Plétze, die harten
Kerne der Proteine haben lediglich die minimale Ausdehnung von einem Platz. Die lineare
Systemgrofle variiert zwischen L = 10 und 100. Abweichungen vom Skalenverhalten fiir
kleine Systeme konnen mit einer intrinsischen Breite der Grenzflichen zusammenhéngen.

Der ermittelte Exponent von etwa 0,61 bis 0,69 je nach Temperatur ist typisch fiir die
hier untersuchten Adsorbate auf Lipidmembranen und findet sich auch fiir andere Gréfien
und Formen von Proteinen. Der Wert ist signifikant hoher als der generische Wert einer
Grengzlinie in zwei Dimensionen. Auf diesen Wert von 0,5 fiihren alle einfachen Modelle
zur Charakterisierung einer Phasengrenzlinie (Barabasi und Stanley, 1995). Daraus kann
man schliefen, dass genau die Effekte, welche durch die einfachen Modelle vernachléassigt
werden, offensichtlich hier von Belang sind: Die Uberhénge der Grenzlinie und kleine
Fluktuationen der einen Phase innerhalb der anderen. Die hier untersuchte Grenzlinie

entmischter Proteine ist also vergleichsweise rau.

4.4 Einfluss von GroBe und Form der Komponenten

Der Einfluss der Protein-Lipid-Wechselwirkungs-Umgebung auf das Mischungsverhalten
ist in Abbildung 4.17 exemplarisch gezeigt. Darin sind drei Szenarien unterschiedlicher
Protein-Lipid-Wechselwirkung miteinander verglichen und jeweils ein Schnappschuss des
Lipid- und des Proteinsystems dargestellt. Alle sonstigen Parameter wie Temperatur oder
Konzentration sind in allen Bildern identisch.

Die ersten Abbildungen (a und b) zeigen die ungekoppelten Untersysteme. Die Lipid-
membran ist in der expandierten Phase (griin bzw. dunkel), bei Temperaturen jenseits des
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Abbildung 4.16: Skalierung der Breite der Grenzfliche mit der linearen Systemgréfie. Je nach
Membranparameter findet man einen Skalenexponenten von « = 0,6...0,7. Parameter: H,, =
6 kcal/mol, T, = 600cal/mol, Ky p = 200cal/mol, § = 0,016, [wlf| = 19, [oFF = 1|, L =
10...100.

Hauptiibergangs. Die Proteine bilden eine Schicht aus harten Scheiben (mit einer Ausdeh-
nung von |of’| = 7). Die Teilchendichte von 6 = 0,016 entspricht einem Bedeckungsgrad
von 11 %, was weit entfernt von einem Phaseniibergang ist, der bei hohen Bedeckungen
von etwa 80 % auftritt. Beide Systeme sind demnach homogen und weit entfernt von den
jeweils moglichen Phaseniibergéngen.

In den mittleren Abbildungen (¢ und d) wurde eine lokale Protein-Wechselwirkung
(nur an einem Platz |w’"| = 1) eingefiihrt. Um einen mit dem nichsten Fall ver-
gleichbaren Energieeintrag zu bewerkstelligen, wurde die Kopplungs-Konstante sehr hoch
(mit Kpp = 3,8kcal/mol) angesetzt. Trotzdem sind nur etwas verstiarkte Bereiche von
gestreckten Lipiden (gelb bzw. hell) in der expandierten Phase zu erkennen. Diese zerfal-
len nach einigen Monte-Carlo-Léufen wieder und bilden sich an einer anderen Stelle neu.
Sowohl das Lipid- als auch das Proteinsystem ist weiterhin in einer homogenen Phase. Es
gibt keine stabile Ordnung.

Fiir die untersten Abbildungen (e und f) wurde die Wechselwirkungs-Umgebung bei
gleichbleibendem Energieeintrag vergrofert (jw’? = 19| und Kzp = 200 cal/mol). Jetzt
ist eine deutliche Entmischung in zwei Phasen zu erkennen. Die Lipide in der expandierten
Phase (griin bzw. dunkel) sind fast gar nicht durch Proteine bedeckt. Demgegeniiber bilden
die gestreckten Lipide eine von Proteinen bedeckte kondensierte Phase (gelb bzw. hell).
Entscheidend ist die Beobachtung, dass die Bereiche gestreckter und bedeckter Lipide im
Laufe der Monte-Carlo-Simulationen zu immer gréfleren verschmelzen, bis zum Schluss
eine grofle Doméne stabil auf allen beobachtbaren Zeitskalen der Simulation existiert.
Genau dieses Verhalten charakterisiert Entmischung und grenzt sie von Fluktuationen ab.

Neben der Tatsache, dass die ausgedehnten Wechselwirkungs-Umgebungen neue Kor-
relationen in das System einbringen, ist fiir deren Einfluss entscheidend, ob sich die Ge-
biete iiberlappen kénnen. Die geometrischen Verhéltnisse beziiglich der Wechselwirkungs-
Umgebungen und ihrer Uberlappungen wird durch die Abbildung 4.18 skizziert.

Nach dem Einfluss der Protein-Lipid-Wechselwirkung auf das Phasenverhalten des Ge-
samtsystems soll im néchsten Fall die Protein-Protein-Abstoffung aufgrund der Ausdeh-
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Abbildung 4.17: Lipidmembran mit ausgedehnten Adsorbaten bei einer Temperatur T =
612 cal/mol weit oberhalb des Phaseniibergangs und einer geringen Proteinteilchendichte § = 0,016
weit entfernt von einem ordnenden Ubergang. Von oben nach unten ist die Protein-Lipid-
Wechselwirkungs-Umgebung vergrofiert von null iiber einen auf auf 19 Plidtze. In den beiden
Fillen von Wechselwirkung ist der Gesamtenergieeintrag durch die Proteine gleich. Parameter:
Krr = —625cal/mol, H,, = 6kcal/mol, T,, = 600 cal/mol, [wPF| = 7, L = 60 (a) Kzp = 0,
|wlP| =0 (b) Kip = 3800 cal/mol, [wEf| =1 (¢) Kpp = 200 cal/mol, [wlf| = 19.
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(a) Symmetrische Wechselwirkungs- (b) Dichteste Packung von groflen wei-
Umgebungen: Kleiner Kern (rot bzw. chen Adsorbaten mit einem Kern von 7
dunkel grau), mittelgroBer Kern (kleiner Pldtzen: Mittelgrole harte Kerne (rot und
Kern plus griin bzw. mittel grau) und grofer griin bzw. dunkel grau) und Protein-
Kern (rot, griin und gelb bzw. alle Grauténe). Lipid-Wechselwirkung (alle Grauténe) mit

Uberlappungsbereich (schraffiert).

Abbildung 4.18: Skizze der Wechselwirkungs-Umgebungen und mdéglichen Uberlappungen.

nung und Form der Adsorbate betrachtet werden. Abbildung 4.19 zeigt wiederum drei
Fille mit jeweils Bildern des Lipid- und Proteinsystems, wobei bis auf die Form der Pro-
teine alle Parameter unverdndert sind. Im Vergleich zu Abbildung 4.17 wurden andere
Werte verwendet, die einen wesentlich schmaleren Hauptiibergang, typisch z. B. fiir mul-
tilamellare Vesikel, beschreiben. Jedes Protein wechselwirkt mit sieben Lipiden.

Die Ausgangssituation in den ersten Abbildungen (a und b) entspricht den letzten Ab-
bildungen in 4.17. Die Wechselwirkungs-Umgebungen der Proteine mit den Lipiden sind
ausgedehnt und iiberlappen. Die Korrelationen fithren zu neuer Kooperativitdt und das
Gesamtsystem entmischt in einen bedeckten und einen unbedeckten Teil.

Im Folgenden werden die Proteine immer grofler, ohne etwas an der Protein-Lipid-
Wechselwirkung zu dndern. Zunichst betrachtet man harte Hexagone (Bilder ¢ und d),
die einen Platz und die Verbindungslinien zu den Nachbarn besetzen, so dass erst auf den
iibernéchsten Nachbarn wieder Proteine liegen konnen (siche Abschnitt 4.1). Immer noch
ist deutlich eine Entmischung zu beobachten. Jedoch macht sich die Verminderung des
Uberlapps insofern bemerkbar, als dass die entmischten Gebiete rauer sind und am Rand
mehr fluktuieren.

Dass die Entmischung durch die Vergréflerung der Proteine ganz unterdriickt werden
kann, zeigen die letzten Abbildungen (e und f), genau genommen eine Abfolge von solchen
Bildern. Denn betrachtet man die Entwicklung der Cluster, die auch in diesem Fall von
7 Platze bedeckenden Adsorbaten zu sehen sind, so beobachtet man keine fortlaufende Ver-
einigung zu immer gréfieren Doménen, sondern einen Zerfall in einer endlichen Zeit (wenn
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Abbildung 4.19: Auflésung der Strukturen mit Vergréflerung des harten Kerns. Stabile Struktu-
ren bilden sich nur bei Uberlappung der Protein-Lipid-Wechselwirkungs-Umgebungen, d.h. wenn
diese grofer sind als die harten Kerne der Adsorbate. Parameter: T = 612cal/mol > Ty,
Kr; = —600cal/mol, H = 10,2kcal/mol, S = 14, Kpp = 600cal/mol, § = 0,03, L = 80,

|wEP| =17.
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auch relativ lang mit etwa 10* Monte-Carlo-Léiufen). Die allein durch die Ausdehnung
der Proteine eingebrachte Kooperativitit reicht ohne Uberlappung der Wechselwirkungs-
Umgebungen in den betrachteten Féllen nicht aus, um stabile Entmischung zu induzieren.

Nicht unbedingt {iberraschend aber bemerkenswert ist die Tatsache, dass globale
thermodynamische Groflen wie die spezifische Wéarme nicht merklich auf den Entmi-
schungsiibergang reagieren. In allen drei Fillen zeigt sich eine etwa um das gleiche Maf
verschobene, abgeflachte und etwas verzerrte Ubergangskurve ohne charakteristische Un-
terschiede.

Zusammenfassend soll die Ursache fiir das beobachtete Entmischungsphénomen noch
einmal erldutert und mit den analytischen und numerischen Analysen verkniipft werden.
Fiir die Kooperativitét ist es zunéchst wichtig, dass die Proteine mit mehr als einem Lipid
wechselwirken (vergleiche Abbildung 4.17). Qualitativ sieht man den Effekt sowohl in der
freien Energie des effektiven Lipidsystems als auch im effektiven Potential der Proteine.
In letzterem Bild des effektiven Proteinsystems sieht man auch, dass es auf mehr als eine
ausgedehnte Wechselwirkungs-Umgebung ankommt. Wenn der harte Kern der Proteine,
also die AbstoBung der Teilchen, das anziehende Minimum des effektiven Potentials ver-
deckt, so 16sen sich die Strukturen wieder auf (vergleiche Abbildung 4.19). Das Verdecken
des anziehenden Minimums durch den harten Kern im Fall gréflerer Proteine erkennt man,
indem man die in Abbildung 4.6 angegebenen Abstéinde mit der Lage des Minimums in
Abbildung 4.9 vergleicht. Am Ausdruck fiir das effektive Lipidsystem kann man das nicht
sehen, da die Protein-Protein-Wechselwirkung in der Rechnung vernachléssigt wurde.

4.5 Komponenten mit gerichteter Wechselwirkung

Proteine bilden in Biomembranen héufig funktionelle Komplexe. Dabei kommen gleiche,
dhnliche oder auch sehr verschiedene Proteine rdumlich eng zusammen und bilden einen
mehr oder weniger stabilen Komplex. Die Bindungen kénnen sehr stark sein wie bei den
Bestandteilen eines Ionenkanals, der sich praktisch wie ein einziges Teilchen in der Bio-
membran bewegt, oder viel schwicher durch Anlagerungen, die thermisch auch wieder
gelost werden konnen (siehe z. B. Stryer, 1995). Die Einzelteile fiir sich haben keine oder
eine andere Funktion fiir das biologische System als der Komplex. Insofern spielt neben
der Frage, welche Proteine in einer Biomembran iiberhaupt vorkommen, die nach den
Bindungsverhéltnissen eine entscheidende Rolle zum Versténdnis biologischer Funktionen.

Diese Betrachtungen sollen zum Anlass genommen werden, Proteinkomplexe im Rah-
men des in dieser Arbeit entwickelten Modells zu untersuchen. Wegen der Vielzahl an
Moglichkeiten beschréinkt sich die Darstellung hier auf eine exemplarische Diskussion von
einwertigen Bindungen.

Es soll der einfachst moégliche Komplex, das Dimer, betrachtet werden. Dafiir wird eine
Proteinform konstruiert, die genau eine Bindungsstelle besitzt, d. h. es gibt eine mdogliche
Zusammenlagerung von zwei Proteinen, bei der das System Energie gewinnt. Wegen der
geringen Bindungsenergie kann die Dimerisierung eventuell durch die (durch das Lipidsy-
stem vermittelte) effektive Wechselwirkung der Proteine getrieben werden. Genau diese
Frage ist Gegenstand der Untersuchung.

Das Modell, das durch die Hamiltonfunktion in Gleichung 4.2 definiert wurde, enthélt
bereits alle Bestandteile, um Proteine mit Bindungsstellen zu beschreiben. Es miissen le-
diglich die Wechselwirkungs-Umgebungen und die Kopplungs-Konstanten angegeben wer-
den. Die Bindungsstelle soll durch eine kleine Wechselwirkungs-Umgebung beschrieben
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Abbildung 4.20: Modellskizze der Adsorbate mit Bindungsstellen. Rot (dunkel) sind die Plitze,
die zu den harten Kernen der Proteine gehoren, grau (hell) sind die Bindungsstellen. Zwei Proteine
sind durch Uberlappung ihrer Bindungsstellen zu einem Dimer verbunden.

werden, die bei Uberlappung mit einer anderen Energie gewinnt. Bindungen mit mehr
als zwei Proteinen sollen nicht mdglich sein, deshalb muss die Form des harten Kerns so
gewihlt werden, dass sich aus geometrischen Griinden nur je zwei Umgebungen iiberlappen
konnen. Das Protein selbst soll méglichst klein und symmetrisch sein.

Man wéhlt hier eine Form, die vom sieben Plitze bedeckenden Protein (vergleiche Ab-
bildung 4.3) ausgeht, einen Platz vom Rand des harten Kerns entnimmt und diesen zur
Bindungsstelle macht. Dieser Randplatz kann sich nur mit genau einem anderen Rand-
platz iiberlappen. Eine Konfiguration mit drei Adsorbaten, wovon zwei gebunden sind, ist
in Abbildung 4.20 gezeigt.

Unter dem Dimerisierungsgrad verstehe man die Wahrscheinlichkeit, dass ein Protein
Teil eines Dimers ist. In der Simulation bestimmt man diese Gréfle aus dem Cluster-
Parameter beziiglich der bindenden Wechselwirkungs-Umgebung. Nach der Definition des
Cluster-Parameters als Wahrscheinlichkeit fiir ein bestimmtes Paar von Gitterplatzen muss
man diesen folgendermafien normieren, um den Dimerisierungsgrad zu erhalten:

p(Cluster)

p(Dimer) = 073

(4.16)
Geht man von einem bestimmten Lipidsystem aus, so sind im oben formulierten Mo-
dell nur die Dichte der Adsorbate 6 und die Stirke der bindenden Wechselwirkung Kpp
variabel. Der Term, der die Wechselwirkung mit dem Kern K53 beschreibt, ist hier nicht
notig. Als Lipidparameter wihlt man — wie schon einige Male zuvor — die Werte aus
Gleichung 4.19. Die Protein-Lipid-Kopplung sei genau so, wie in der Anpassung an die
Daten von Cytochrome C ermittelt, d. h. 200 cal/mol stark bei 19 Plétzen Bedeckung. Un-
abhéngig von der Kopplungsstiarke ergibt sich qualitativ das in Abbildung 4.21 gezeigte
Verhalten mit steigender Dichte. Mit steigender Kopplung erhoht sich lediglich der Ab-
solutwert des Dimerisierungsgrads. Fiir die hier gezeigte Abbildung binden die Proteine
einfach mit der gleichen Stdrke aneinander wie an die Lipide im gestreckten Zustand.
Bei geringer Proteindichte folgt der Grad der Dimerisierung dem Ubergang mit einem
schwach ausgeprigten Maximum im Ubergangsbereich selbst. Mit steigender Dichte sta-
bilisieren die Dimere in der von den Proteinen ungeliebten expandierten Lipid-Phase.
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Abbildung 4.21: Dichteabhingigkeit der Dimerisierung. Die Teilchendichte auf dem Gitter be-
tragt 0,008, 0,016 und 0,032. Der Dimerisierungsgrad ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein Protein
Teil eines Dimers ist. [L = 80, K1p = 200 cal/mol, Kpp = —200 cal/mol]

Dies korreliert mit der Entstehung und Stabilisierung von Protein-Clustern in einer Lipid-
Phase, wie sie im letzten Kapitel beschrieben wurde. Es ist also gezeigt, dass die durch
die Lipidfluktuationen getriebene Protein-Klumpung zu einer deutlich sichtbaren Dimeri-
sierung fiihrt.

Der Vorgang der Dimerisierung ist nicht kooperativ. Er folgt mehr oder weniger dem
Ubergang im Lipidsystem. In Bezug auf Bindungsphénomene ist dies eine Ausnahme, die
nur fiir einwertig bindende Proteine wie hier betrachtet gilt. Hétte jedes Teilchen zwei oder
mehr Bindungsstellen, so konnten sich ausgedehnte Cluster bilden, die erstens eine Orien-
tierungsordnung und zweitens eine Kooperativitéit, aufgrund zunehmender Restriktionen
beim Aufbrechen ausgedehnter Cluster, erwarten lassen.

4.6 Beispiel: Unilamellare DMPG-Vesikel mit Cytochrome C

Der einfachste Fall im Hinblick auf die Anpassung der Modellparameter an experimen-
telle Kurven ist der peripherer Komponenten, deren Wechselwirkung untereinander ver-
nachléissigt wird (also der weicher Adsorbate). Neben den Lipidparametern gilt es nur, die
Kopplungs-Konstante Kpy, zu finden. Mit dem gleichen Argument fiir die Ubergangstem-
peratur wie in Abschnitt 2.7 gilt nun fiir deren Verschiebung §7}, bei einem Bedeckungs-
grad von 6:

H-T,5+60Kp;, =3K;, = 0Kp;, =0T, S (4.17)

Die Modellparameter werden an experimentelle Daten aus der Literatur angepasst, die
von Heimburg und Biltonen (1996) veroffentlicht wurden. Die Vesikel der wissrigen Sus-
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Abbildung 4.22: Erste Anpassung der Parameter der MC-Simulation an experimentelle Da-
ten der spezifischen Wiarme. Physikalische Einheiten: Kopplungs-Konstanten und Temperatur in
cal/mol, damit ist die spezifische Wirme dimensionslos.

pension bestanden in der zitierten Arbeit aus Lipiden der chemischen Bezeichnung DMPG
und waren mit dem hydrophilen Protein Cytochrome C bedeckt (siche Abbildung 4.1). In
den Experimenten wird die spezifische Wirme im Temperaturbereich des Hauptiibergangs
der Lipide bestimmt. Die Autoren vergleichen ihre experimentellen Ergebnisse ebenfalls
mit Monte-Carlo-Simulationen eines dhnlichen Modells. Aber erstens passen ihre Modell-
parameter nur qualitativ zu den eigenen Experimenten und zweitens wird nur eine Graife
und Form von Adsorbaten untersucht. Um genau diese Abhéngigkeit von der Form und
Grofle soll es im Folgenden gehen.

Beim Vergleich von Experimenten mit theoretischen Ergebnissen muss darauf geachtet
werden, das richtige Ensemble zu wihlen. An dieser Stelle wird davon ausgegangen, dass
die Zahl der adsorbierten Proteine auf der Membran konstant ist (die Teilchen also ein
kanonisches Ensemble bilden). Das ist fiir Proteine, die — wie Cytochrome C — keinen
Anker in der Lipidmembran besitzen, nicht selbstverstandlich.

Zuerst miissen die Lipidparameter bestimmt werden. Aus der oben zitierten Arbeit
entnimmt man die folgenden gemessenen Werte fiir die Ubergangsenthalpie H,,, die
Ubergangstemperatur T}, und die Ubergangsbreite AT} /2 der Suspension aus Wasser und
Lipiden:

Hy;, = 6kcal/mol
T = 297K ~ 600 cal/mol (4.18)
ATy < 1K = 2cal/mol

Die auf den ersten Blick etwas grob erscheinende Niherung fiir die Ubergangstemperatur
ist nicht zu beanstanden, da die sonstigen Energiewerte wie die Ubergangsenthalpie nicht
mit einer vergleichbaren Genauigkeit messbar sind.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit simulierten Kurven, die an die experimentellen
Daten aus der Literatur angepasst werden sollen, um die Kopplungs-Konstante der Lipide
zu bestimmen, sind in Abbildung 4.22(a) zu sehen. Mit Hilfe der Zusammenhénge aus
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Gleichung 2.26 und 2.27 erhélt man die folgenden Werte fiir die Modellparameter H, S
und K LL-

H = 7875 cal/mol
S =10 (4.19)
K1, = 625 cal/mol

Die Entropie ist dimensionslos, weil die Temperatur in Energieeinheiten ausgedriickt
wird. Die Tatsache, dass die Breite des Ubergangs — und damit der ermittelte Wert fiir die
Kopplungs-Konstante — abhéngig von der Priaparationsmethode der Lipidvesikel ist (siche
z. B. Ivanova u. a., 2003), sei der Vollsténdigkeit halber und zur Vorsicht mahnend erwéihnt.

Im Phasendiagramm des Gittergas-Modells befindet sich das System jenseits des kriti-
schen Punktes an einem Punkt, an dem das Verhéltnis von Temperatur und Kopplungs-
Konstante den kritischen Wert um etwa 10 % iibersteigt. In Abbildung 4.22(b) ist gezeigt,
dass die Kurven in diesem Bereich etwa ab einer linearen Systemgrofie von L = 30 nicht
mehr von der Systemgrofie abhéngen.

Man kann Heimburg und Biltonen (1996) entnehmen, dass die Energie der Protein-
Lipid-Kopplung unabhéngig von der spezifischen Wirme gemessen wurde. Aber auch an-
hand der Verschiebung des Ubergangs lisst sich die Wechselwirkungs-Energie abschétzen.
Die beiden resultierenden Werte unterscheiden sich um einen Faktor zwei, einerseits Ky p =
100 cal/mol und andererseits Krp = 200 cal/mol. Zunéchst soll der erste Wert fiir Kpy,
angenommen werden.

Damit sind die Energie-Parameter des Modells bestimmt. Nun werden die Wechsel-
wirkungs-Umgebungen gesucht. Zun&chst vernachldssigt man die Protein-Protein-
Wechselwirkung bis auf die durch die Besetzungszahlen realisierten harten Kerne und
variiert die Protein-Lipid-Wechselwirkungs-Umgebung. Man probiert systematisch sym-
metrische Umgebungen auf dem Gitter aus, indem man dem genau unter dem Protein
liegenden Platz der Grofie 1 die erste Schale von Plétzen, die ein Hexagon bilden und
zusammen 7 Plidtze ausmachen, hinzufiigt und im dritten Schritt eine weitere Schale, um
auf insgesamt 19 Pldtze zu kommen.

Das Resultat dieser Variationen ist in Abbildung 4.23(a) zu sehen. Die Kurven werden
mit zunehmender Gréfle der Umgebung flacher, verschieben sich ein wenig und es ist eine
gewisse Asymmetrie zu erkennen. Mit den stark verbreiterten und abgeflachten Kurven
des Experiments stimmt am ehesten die Kurve mit der gréfiten Protein-Lipid-Umgebung
von 19 Plétzen iiberein.

Variiert man nun aber die Protein-Protein-Wechselwirkung, indem man den harten Kern
genauso von 1 Platz auf 7 Plidtze und dann auf 19 Plitze vergroflert, so erkennt man in Ab-
bildung 4.23(b) wieder eine geringe Verschiebung und diesmal ein Aufbdumen der Kurven.
Den grofiten Effekt zeigen also grofie weiche Adsorbate. Aus unabhéngigen Experimenten
berichten Heimburg u.a. (1999) eine Ausdehnung des Cytochrome C, welches einer Be-
deckung von mindestens 7 Lipiden entspricht. Deshalb wird der beziiglich der simulierten
Umgebungen mittlere Wert von 7 Pldtzen fiir die Protein-Protein-Umgebung gewihlt.

Das Resultat dieser ganzen Anpassung sieht man in Abbildung 4.24(a), in der die spe-
zifische Wiarme von unterschiedlich stark bedeckten Lipidsystemen mit Proteinen gezeigt
ist, die mit 19 Lipiden wechselwirken, aber nur 7 Plédtze belegen. Fiir die Protein-Lipid-
Kopplung wurde zunéchst ein Wert von Kpy, = 100 cal/mol angenommen. Die Kurven
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Abbildung 4.23: Weitere Anpassung der Parameter der MC-Simulation an experimentelle Da-
ten der spezifischen Warme. Physikalische Einheiten: Kopplungs-Konstanten und Temperatur in
cal/mol, damit ist die spezifische Wirme dimensionslos.

stimmen sowohl qualitativ als auch quantitativ in einem gewissen Rahmen mit dem Expe-
riment iiberein. In der Abbildung 4.24(b) darunter ist das Ergebnis der Simulationen mit
der doppelten Wechselwirkungs-Energie von 200 cal/mol dargestellt. Die Verbreiterung des
Ubergangs ist beim zweiten (hoheren) Wert von K py, stirker ausgeprigt und damit niher
am experimentellen Ergebnis.

Die experimentell bestimmten spezifischen Warmen lassen sich also relativ zwanglos
durch simulierte Kurven des Gitter-Modells anpassen. Im Folgenden soll {iber die bekann-
ten Experimente hinaus dargestellt werden, welche Observablen prinzipiell noch vergleich-
bar sind, denn aus der Simulation lassen sich wesentlich aussagekréftigere Daten gewinnen
als die spezifische Wirme.

Zunéchst betrachte man die effektive Wechselwirkung. Geht man von der Anpassung
der Modellparameter durch kalorimetrische Experimente aus, so gibt es keine Freihei-
ten mehr in dem Modell. Die resultierenden effektiven Potentiale der Protein-Protein-
Wechselwirkung sind in Abbildung 4.25 zu einer Reihe von unterschiedlichen Temperatu-
ren dargestellt. Prinzipiell ergibt sich das aus Abschnitt 4.2.2 bekannte Bild, jedoch ist
die Auflésung beziiglich der Temperatur hoher. Man erkennt in den kleinen Abbildun-
gen 4.25(a) und 4.25(b), wie sehr sich die Potentiale im Bereich des Hauptiibergangs qua-
litativ unterscheiden. Anhand der Abbildung 4.25(c), die das effektive Potential im wichti-
gen Temperaturbereich jenseits des Hauptiibergangs vergrofiert zeigt, lasst sich verstehen,
wie sich die Ausdehnung der Proteine auswirkt: Mit ihrem harten Kern {iberdecken die
Adsorbate das anziehende Minimum je nach Gréfle und Temperatur zu einem bestimmten
Teil. Die Tatsache, dass sich bei der Anpassung der kalorimetrischen Daten eine mittlere
Grofle von 7 Plétzen als praktikabel erwiesen hat, zeigt, dass die Tendenz zur Entmischung
vorhanden, aber auch teilweise durch die Uberdeckung des Minimums gehindert ist.

Angesichts der fehlenden Experimente, die die Frage nach Entmischung im Fall von

Cytochrome C auf Lipidmembranen kldren kénnten, bleibt es Spekulation, ob dieses spe-
zielle Protein in Wirklichkeit entmischt. Die hier dargestellte Anpassung der Daten legt
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Abbildung 4.24: Ergebnis der Anpassung an experimentelle Daten der spezifischen Wérme (Phy-
sikalische Einheiten: Temperatur in cal/mol und folglich spezifische Wérme dimensionslos). Para-

meter: siche Gleichung 4.19.
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(¢) Temperaturen weit oberhalb des Hauptiibergangs. Das Minimum verschiebt sich zu kleineren

Absténden, bleibt aber auch bei hohen Temperaturen ausgeprégt. Als senkrechte Linien sind die

Ausdehnungen der harten Kerne fiir Umgebungen der Grofle 1, 7 und 19 Pldtze eingezeichnet.

Aus den spezifischen Warmen fiir Cytochrome C wurde der mittlere Wert 7 herausgelesen.

Abbildung 4.25: Effektive Protein-Protein-Wechselwirkung in Abhéngigkeit des Protein-
Abstandes bei verschiedenen Temperaturen. Parameter: Kp; = 200 cal/mol, |[wf%®| = 19. Das
Minimum im effektiven Potential der Proteine (hervorgehoben durch die groBe Abbildung in der
Mitte) bei Temperaturen oberhalb des Hauptiibergangs der Lipide fiihrt zu einer Aggregation der

Adsorbate. Parameter: siehe Gleichung 4.19.
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Parameter: T = 612cal/mol, # = 0,008 (Bedeckungsgrad 15 %), angepasst an Cytochrome C.
Tabelle: Unterschiedliche Werte des Skalenexponenten « fiir verschiedene Werte der Temperatur
und des Bedeckungsgrades. Parameter: siehe Gleichung 4.19.

dies aber nahe. Weil man aus Beobachtungen der Computersimulationen weif3, dass Ad-
sorbate mit dieser Form (|o’| = 7 und |w™?¥| = 19) bei gewissen Temperaturen jenseits
des Hauptiibergangs entmischen, wird der Vollstdndigkeit halber auch die Grenzfliche der
Phasen charakterisiert.

Zunichst zeigt Abbildung 4.26 das Skalenverhalten der Grenzlinie zwischen bedeckter
und unbedeckter Membran bei einem gemittelten Bedeckungsgrad von 15% und einer
Temperatur weit jenseits des Hauptiibergangs. Der Skalenexponent betrigt o = 0,69, das
heifit die Grenzlinie ist sehr rau. Es zeigt sich, dass der Wert des Exponenten in einem
gewissen Rahmen von der Temperatur und dem Bedeckungsgrad abhéngt (siehe Tabelle
in Abbildung 4.26).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Moglichkeiten zur Anpassung der Mo-
dellparameter gut sind, aber in Zukunft durch andere Experimente validiert werden sollten.
Die Variationsmoglichkeiten in den Modellparametern sind anhand nur einer Grofle wie
der spezifischen Wirme allein zu grofl. Zusétzliche Experimente sollten sensitiv beziiglich
der Paar-Korrelationsfunktion der Proteine sein, die sich direkt in die hier berechneten
effektiven Potentiale iiberfiihren lisst (beispielsweise Streuexperimente mit Réntgen- oder
Neutronen-Strahlen), oder die Kriifte direkt messen (z.B. durch Bewegung der Proteine
mit einem Atomkraftmikroskop oder einer optischen Pinzette).
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In diesem Kapitel wird die vorliegende Arbeit zunéchst in den globalen Kontext biophy-
sikalischer Wissenschaft eingebettet. Darauthin stellt sich die Frage, wie sich das beschrie-
bene und analysierte Modell in die aktuelle Forschungslandschaft einordnet. Dabei werden
konkrete Arbeiten besprochen, um die vorliegende Arbeit abzugrenzen und ihren neuen
Beitrag herauszustellen. Zum Schluss des Kapitels und der Arbeit wird diskutiert, was
man aus den theoretischen Modellen iiber die Biomembran lernen kann, und ein Ausblick
auf die mogliche weitere Forschungsarbeit gegeben.

5.1 Gibt es ein Standardmodell der Biophysik?

Die Physik biologischer Materie ist kein Standardgebiet der theoretischen Physik, in dem
ausgehend von etablierten ersten Prinzipien ein klarer Weg der Modellierung vorgezeichnet
ist. Aber auch wenn das Thema zwischen den klassischen Disziplinen angesiedelt ist, wer-
den die Prinzipien der physikalischen Forschung — die mathematische und experimentelle
Validierung — nicht vernachléssigt (eine treffende Beschreibung, was Physik eigentlich ist,
findet sich in der Einleitung zu Schulz, 2001).

Zunichst wird das biologische System behandelt wie jedes physikalische System auch,
der Begriff Leben spielt fiir die Biophysik im Allgemeinen keine Rolle. Die Frage, ob ein le-
bendes System moglicherweise grundsétzlich anders zu betrachten ist, stellen sich Physiker
zur Zeit kaum. Aus ihrer Sicht ist ein biologischer Organismus ein komplexes Vielteilchen-
System, bestehend aus ganz unterschiedlichen Molekiilen, die oft sehr grof3 sind und wviele
innere Freiheitsgrade besitzen. Typisch ist der mehr oder weniger weiche Charakter der
Stoffe und die Tatsache, dass die Organismen als Ganzes sicher nicht im thermischen
Gleichgewicht sind.

Auf mesoskopischer Skala ist die biologische Materie meist fliissig, die molekularen Ag-
gregate konnen aber eine erstaunliche Festigkeit erreichen, die das Gesamtsystem stabili-
sieren (z. B. das Cytoskelett oder sogenannte Mikrotubuli). Subsysteme kénnen durchaus
im thermischen Gleichgewicht sein, jedoch féllt die Identifizierung equilibrierter Teile oft

93
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schwer, da man kaum in der Lage ist, Raum-, Zeit- oder Energieskalen im System klar zu
trennen. Bei der Beschiftigung mit Modellen biologischer Systeme begegnet einem stiandig
ein ,,sowohl als auch“ beziiglich der Skalen.

In dieser reduktionistischen Sicht erscheint die biologische Materie als ein Spezialfall
weicher Materie oder komplexer Fluide. Viele Eigenschaften lassen sich durch technische
Modellsysteme und theoretische Modelle nachvollziehen. Die statistische Physik liefert
einen etablierten und méchtigen Formalismus zur Beschreibung struktureller, thermischer
und dynamischer Eigenschaften ausgehend vom molekularen Bild (siehe neben vielen an-
deren Biichern z. B. Reif und Muschik, 1987).

Typische Eigenschaften von biologischen Materialien sind unter anderem:

e Grofle Molekiile mit inneren Freiheitsgraden und komplizierte, ev. indirekte Wech-
selwirkungen

e Metastabile Strukturen, die keinen Gleichgewichts-Zustand reprisentieren

e Selbstorganisation auf allen Ebenen, von Molekiilen (z. B. Ionenkanéle) bis zu ganzen
Okosystemen

Als weitere typische Eigenschaft wird oft angefiihrt, dass die relevanten Energien meist
im Bereich der thermischen (bei einer typischen Temperatur von etwa 300 Kelvin) liegen.
Das stimmt sicher genauso wie die oben aufgefiihrten Punkte, soll aber zeigen, dass die
FEigenschaften von biologischer Materie konzeptionell nicht von ihrer Funktion zu trennen
sind. Wie sollte denn ein dynamischer und zugleich im Ganzen sehr stabiler Prozess wie
das Leben auf der Erde entstehen, wenn die Freiheitsgrade nicht durch die Energie der
Umgebung anregbar wéiren? Doch solche funktionellen Argumente weisen iiber die Dis-
kussion innerhalb der Physik hinaus. Die Evolution — der Begriff fiir die eben erwihnte
Dynamik und Stabilitidt — ist fiir die Physik etwas ganz Neues (siehe auch Zaccai, 2002).
Sie findet nur insofern Beachtung, als dass statistische Modelle fiir die Entwicklung von
Populationen untersucht werden, die eine qualitative Verédnderung der Eigenschaften der
Individuen zulassen. Der Zusammenhang mit biologischer Materie fehlt diesen Ansétzen.

Die Diskussion biophysikalischer Modellierung fiihrt also von der Frage nach einem theo-
retischen physikalischen Bild biologischer Materie hin zum Gebiet der statistischen Physik
weicher Materie. Von dort geht eventuell ein Weg zuriick zu den Fragen des lebenden
Systems. Doch weil diese Aspekte der Natur zur Zeit ausgeklammert werden, muss man
als theoretischer Physiker in der Diskussion der ,biologischen Funktion eines Systems*
vorsichtig werden.

Beschrankt man sich auf die reduktionistische Sicht der Dinge, so kénnte man vermuten,
dass es eine systematische Vergroberung der Modellierung vom Molekiil zum biologischen
Subsystem gibt. Das ist momentan noch nicht der Fall. Die Identifizierung wichtiger Frei-
heitsgrade gestaltet sich gerade bei biologischer Materie als sehr schwierig. Die Kombina-
tion verschiedener Ansitze, sowohl experimentell als auch theoretisch, ist d&uflert wichtig.
Die Herausforderung der téglichen Arbeit besteht darin, die Verkniipfung von Modell, Me-
thode und Fragestellung zu iiberblicken. Das Teilsystem, zu dessen Versténdnis die hier
vorliegende Arbeit einen Beitrag leisten will, ist die Biomembran.

5.1.1 Verschiedene Ebenen der Modellierung

Die Biomembran ist fiir sich genommen ein dermafien komplexes System, dass sich die
Modellierung nur auf Teilaspekte oder generische Eigenschaften beziehen kann. Fiir die
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groben Bilder der Biomembran als dielektrische Barriere mit selektivem Teilchentransport
sei nur kurz auf die Literatur verwiesen (z. B. Alberts u.a., 1994; Adam u. a., 1995). Einen
historischen Abriss und eine gute Einfiihrung in die Diskussion zur Modellierung von Bio-
membranen gibt ein Sammelband von Mouritsen und Andersen (1998). In verschiedenen
Beitrégen wird in erster Linie auf die mikroskopische Struktur und die Vorstellungen, die
sich aus unterschiedlichen Experimenten und Sichtweisen ergeben, eingegangen.

Die Weichheit der Membran, die zusammen mit der geringen Oberflichenspannung zur
Folge hat, dass Kriimmungs-Energien die Form der Flidche bestimmen, fithrt auf die er-
ste Kategorie von Modellen, die kurz besprochen werden soll. Hierbei handelt es sich um
phinomenologische Modelle, d. h. die freie Energie wird aus allgemeinen Argumenten her-
aus postuliert und nicht oder nur indirekt mikroskopisch begriindet. Der Startpunkt zur
Beschreibung von gekriimmten Membranen ist iiblicherweise die Formulierung von Helfrich
(1973): Die Kriimmungs-Energie wird in Abhéngigkeit der Biegesteifigkeit als Material-
konstante und der (ortsabhingigen) Kriimmungsradien als Variablen der dufleren Form
bis zur quadratischen Ordnung entwickelt. Die innere Struktur wird durch Kopplung eines
Ordnungsparameters in der Ginzburg-Landau-Formulierung an die Kriimmung dargestellt.
Durch Minimierung der freien Energie erhéilt man dann sowohl die Form der Membran
als auch die Verteilung des Ordnungsparameters und eine Abschéitzung fiir die Werte der
elastischen Konstanten der Lipidmembran (Chacén u. a., 1998). Die Formvariationen von
Vesikeln (Deuling und Helfrich, 1976), sogar die Entstehung von nicht symmetrischen und
topologisch verénderten Formen (Seifert u.a., 1991), und beispielsweise das Abschniiren
von Vesikeln aufgrund der Entmischung von zwei Komponenten lassen sich sehr genau
mit diesem theoretischen Ansatz beschreiben, siehe Jiilicher und Lipowsky (1993) oder
den ausfiihrlicheren Beitrag von Lipowsky (1992).

Von einer ganz anderen Richtung der Modellierung setzt die Molekular-Dynamik-
Simulation an. Mit plausiblen Annahmen fiir die Potentiale zwischen den Atomen wird
die Bewegung einer Menge von Lipiden, Wasser und anderen Membran-Bestandteilen auf
dem Computer simuliert. Die Energieparameter sind aber auch hier nicht ad hoc bestimmt,
sondern werden an experimentelle Daten angepasst. Der Vorteil dieser Simulationen liegt
auf der Hand: Man besitzt die komplette mikroskopische Information und simuliert das
System in seiner wirklichen Dynamik. Ein Anwendungsbeispiel ist die Untersuchung des
Vorgangs der Einlagerung eines Proteins in eine Lipidmembran (Okazaki u. a., 2001). Die
Grenzen liegen in der Kapazitit: Es lassen sich nur kleine Systeme aus hunderten von
Lipiden und sehr wenigen Proteinen berechnen und das Zeitintervall ist auf einige Nanose-
kunden begrenzt. So ist es sehr schwer, aus dem mikroskopischen Wissen makroskopische
thermodynamische Observablen und Aussagen iiber das Phasenverhalten des Systems zu
gewinnen.

Der auch in dieser Arbeit beschrittene Mittelweg versucht, die Modelle mikroskopisch zu
begriinden und die Molekiile als Entitéten des Modells zu erhalten. Gleichzeitig sollen ma-
kroskopische Phénomene wie das Phasenverhalten gemischter Systeme untersucht werden.
Das geht einerseits durch analytische Approximationen, die im Ergebnis auf #hnliche For-
mulierungen wie die der phénomenologischen Modelle fithren, oder andererseits durch sta-
tistische Simulationen der thermischen Eigenschaften der Modelle. Die Systeme, die durch
Monte-Carlo-Simulationen zugéinglich sind, kénnen wegen der geringeren Detailliertheit
des Modells mit etwa 10* Molekiilen wesentlich groBer sein als in Molekular-Dynamik-
Simulationen. Die Methode liefert iiblicherweise Aussagen iiber den Gleichgewichtszustand
des Systems, kann aber auch zur Beschreibung dynamischer Griffen herangezogen werden.
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Die Modellierung der einfachen Lipidmembran als Gittergas, dargestellt in Ab-
schnitt 2.4, vernachlissigt zunéchst die duBeren Freiheitsgrade (wie die Translation)
der Lipide und vergrobert die inneren Zusténde auf zwei, die sich in ihrer Energie und
Entartung signifikant unterscheiden. Ausgehend von diesen beiden Paradigmen der Mo-
dellierung gibt es eine Reihe von Arbeiten, die gezeigt haben, dass dieser Ansatz zur
Beschreibung der Thermodynamik von Lipidmembranen und deren Wechselwirkung mit
Proteinen prinzipiell geeignet ist (siehe z.B. Gil u.a., 1998). Die vielen offenen Fragen
zu den Details der Phasen und Uberginge fithren dazu, dass gezielte Erweiterungen des
Modells untersucht werden. Beziiglich der Translationsfreiheitsgrade und damit der Frage,
wie die Ordnung der Schwerpunkte der Lipide mit in das Zweizustands-Modell einbezogen
werden kann, gibt es zwei unterschiedliche Ansétze. Entweder man fiihrt einen variablen
Ort und eine ausgedehnte Form (z. B. eine Kreisscheibe) der Teilchen ein und simuliert ein
zweidimensionales System aus harten Scheiben mit inneren Freiheitsgraden (Fraser u.a.,
1991), oder man fiihrt eine Dynamik auf dem Gitter der Teilchen ein, d.h. man l&sst
die Kanten des Gitters fluktuieren (Nielsen u.a., 1996). In beiden Ansétzen konnten
die Phaseniibergéinge in der Ordnung der Schwerpunkte und der inneren Ordnung der
Ketten erfolgreich verkniipft werden. Ist man an genaueren strukturellen Eigenschaf-
ten interessiert, z.B. der moglichen Ordnung zusétzlicher Membran-Komponenten in
einer Gitterformation (Sabra u.a., 1998b) oder dem Einfluss kleinerer Komponenten
wie Cholesterin auf die Ordnung der Lipidmolekiile (Nielsen u.a., 1999), so fiithrt an
solch einer Erweiterung des Modellansatzes fiir die Lipide kein Weg vorbei. Diese Rich-
tung ist aber in der hier vorliegenden Arbeit bewusst nicht eingeschlagen worden. Hier
wird sich damit zufrieden gegeben, dass das Gittergas-Modell die Struktur der Lipid-
membran in groben Ziigen wiedergibt. Das Zusammenspiel grofler ausgedehnter
Membran-Komponenten mit den relativ kleinen Lipidmolekiilen und die dar-
aus resultierende, moéglicherweise strukturbildende, Wechselwirkung steht bei
diesem Ansatz im Vordergrund. Dafiir wird das Gitter-Modell unter Wahrung der
oben beschriebenen Paradigmen erweitert.

Die in dieser Arbeit untersuchte Modellerweiterung ist schon aus Sicht der Gitter-
Modelle interessant. Es handelt sich beim Lipidsystem um ein Ising-Modell mit tempe-
raturabhéingigem Feld. Uber dieses sind einige Eigenschaften exakt und viele in unter-
schiedlichen Naherungen bekannt. Das Proteinsystem ist ein Gittergas aus ausgedehnten
Teilchen. Dieses ist langst nicht so ausfiithrlich untersucht, allgemeine Ergebnisse liegen
nicht vor. In gewissen Ndherungen finden sich aber bekannte Modelle wie das der har-
ten Hexagone. Das Modell der Biomembran (siehe Gleichung 4.2) geht noch einen Schritt
weiter und koppelt diese beiden Modelle. Dabei ist es sehr wichtig, dass die Protein-Lipid-
Wechselwirkung von ihrer Reichweite her nicht der Ausdehnung des Proteins entsprechen
muss. Dafiir gibt es mindestens zwei anschauliche Erkldrungen: Erstens kann das Protein
weich sein und deshalb weniger Platz beziiglich anderer Proteine beanspruchen als es Li-
pide bedeckt, zweitens kann das Protein partiell in die Membran eindringen und dadurch
die Lipide in einer gewissen Umgebung beeinflussen.

Das Konzept der effektiven Wechselwirkung bzw. des Potentials der mittleren Kréfte
dient in dieser Arbeit zunichst zur qualitativen und quantitativen Begriindung fiir das
beobachtete Phinomen der Entmischung aufgrund der Protein-Lipid-Wechselwirkung. So-
wohl die analytische Formulierung eines effektiven Modells (Gleichung 4.6) als auch die
numerische Berechnung mittlerer Zweiteilchen-Potentiale (Gleichung 4.11) kann als An-
satzpunkt fiir neue Untersuchungen dienen.
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Die Beschreibung der effektiven Wechselwirkung zwischen zwei Proteinen (sieche Ab-
schnitt 4.2.2) kann mit einer ganz anderen Klasse von Arbeiten verglichen werden, die
weniger auf die Protein-Lipid-Wechselwirkung in Membranen als vielmehr auf die speziel-
len Eigenschaften der Proteine fokussieren. So wurde beispielsweise die effektive Wechsel-
wirkung zwischen DNS-Molekiilen in ionischer Losung untersucht (Allahyarov und Lowen,
2000) und eine starke Abhéngigkeit von der Orientierung der DNS-Molekiile zueinander
und der Ionen-Konzentration in der Losung festgestellt, die sich durch eine lineare Theorie
des Elektrolyten nicht nachvollziehen lésst. Der in der vorliegenden Arbeit beschrittene
Weg ist zwischen der moglichst genauen Modellierung der Proteine und einer kontinuier-
lichen Theorie des Mediums angesiedelt.

5.1.2 Abgrenzung zu anderen Arbeiten

Das in dieser Arbeit beschriebene Modell ist in anderer Form bereits untersucht wor-
den. Insbesondere die Namen O.G. Mouritsen und T. Heimburg verbinden sich mit vielen
Veroffentlichungen, in denen ein solches Modell mit Hilfe der Monte-Carlo-Methode aus-
gewertet wurde. Was ist also neu an dieser Arbeit?

Ziel dieser Arbeit ist es, die Einfliisse ausgedehnter Komponenten auf den Phaseniiber-
gang der Lipide und die effektive Riickkopplung auf das Proteinsystem systematisch in sei-
ner Abh#ngigkeit von der Gréfie und Form der Komponenten und der dufleren Parameter
wie der Temperatur zu untersuchen. Die analytische Summation {iber die Proteinzusténde
fiihrt auf ein Lipidsystem mit effektiven Mehrteilchen-Kopplungen. Dieser Aspekt,
insbesondere die Abhédngigkeit von der Grofie der Adsorbate, wurde bisher nicht unter-
sucht. Ebenfalls zum ersten Mal werden effektive Potentiale zwischen Proteinen in
solch einem Modell quantifiziert. Neu ist auch die Beschreibung der Entmischung peri-
pherer Proteine aufgrund der Protein-Lipid-Wechselwirkung.

Als Spezialfall der hier untersuchten Modellvarianten finden sich manche bereits
vertffentlichten FErgebnisse anderer Autoren wieder, insbesondere die Monte-Carlo-
Simulation des Protein-Lipid-Systems. Dabei handelt es sich in der Literatur immer um
eine Ndherung des hier untersuchten Modells, in der zwischen der Form der Proteine und
der Wechselwirkungs-Umgebung mit den Lipiden nicht unterschieden wird. Eine systema-
tische Analyse des Einflusses von Gréfle und Form fehlt bisher. In diesem Zusammenhang
fithrt die in dieser Arbeit angewandte Kombination von analytischen Methoden
(Mittlere-Feld-Ndherung) und (Monte-Carlo-) Simulationen zu einer neuen
Einsicht in die Eigenschaften von Lipidmembranen mit Proteinen.

Verschiedene Autoren zielen in ihren Arbeiten darauf ab, anhand der spezifischen
Wirme, die sie aus Monte-Carlo-Simulationen gewinnen und mit experimentellen Daten
vergleichen, das Mischungs- und Cluster-Verhalten der Peptide vorhersagen zu koénnen.
Das Phasenverhalten wird in erster Linie anhand von Schnappschiissen der Simulation
abgeleitet. Zunéchst muss aus theoretischer Sicht jedoch angemerkt werden, dass eine glo-
bale Groflie wie die spezifische Wirme nicht eins-zu-eins die molekularen Strukturen ein-
deutig beinhalten kann. Dariiber hinaus kann allein die Betrachtung von Schnappschiissen
die Frage nach Entmischung und vor allem die nach der Stabilitdt und der Natur der
rdumlichen Strukturen nicht beantworten (siehe dazu die Betrachtungen in Abschnitt 3.5
dieser Arbeit).

Aus der einfachen Struktur des Zweizustands-Modells folgen einige Aquivalenzen. So
sind verschiedene Antwortfunktionen wie die spezifische Warme und die Kompressibilitit



98 5 Diskussion und Einordnung der Arbeit

proportional zueinander. Im Dreizustands-Modell gilt dies aber nicht mehr. Es gibt Ex-
perimente, die eine erstaunlich weitreichende Proportionalitidt beider Groéfien bei Suspen-
sionen aus Lipidvesikeln zeigen (Heimburg, 1998) und damit das Zweizustands-Modell in
dieser Hinsicht bestédtigen. Das darf man aber nicht ohne weiteres auf komplexere Systeme
verallgemeinern.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine gerichtete Wechselwirkung zwischen
den Proteinen eingefiihrt, die spezifische Bindungsstellen oder ganz allgemein Asymme-
trien des Teilchens modellieren kann (siehe Abschnitt 4.5). Dieser Ansatz findet sich in
verwandter Form auch in der Literatur wieder (Sperotto, 1997). Die in der zitierten Ar-
beit untersuchte Form der Wechselwirkung erlaubt viele verschiedene gebundene Zustéande
und lésst sich deshalb nicht direkt mit einem einfachen und anschaulichen Phénomen wie
der Dimerisierung verkniipfen. Die Klumpung der dort simulierten integralen Proteine
wird durch die unmittelbare Protein-Protein-Wechselwirkung getrieben, wohingegen die
Dimerisierung der Adsorbate in Abbildung 4.21 dieser Arbeit auf die durch die Lipide
vermittelte effektive Wechselwirkung zuriickzufiihren ist.

5.2 Verstandnis des Hauptiibergangs von Lipidmembranen

Studiert man die Literatur beziiglich des Hauptiibergangs von Lipidmembranen, unterhélt
sich mit verschiedenen Wissenschaftlern auf diesem Gebiet und sammelt selbst Erfahrung
bei der Modellierung von Biomembranen, so stellt man fest, dass einige grundlegende
Fragen unentschieden bleiben. So ist vor allem die Ordnung des Ubergangs einzelner Li-
pidschichten, aggregiert z. B. zu Vesikeln, nicht eindeutig festzustellen. In Abschnitt 2.5
wurde aufgezeigt, dass einige Anzeichen eines Phaseniibergangs 1. Ordnung, viele Beob-
achtungen grofler Fluktuationen und sogar kritisches Verhalten zu verzeichnen sind. Des
Weiteren lassen kalorische Experimente sogar bezweifeln, ob es iiberhaupt einen scharfen
Ubergang fiir einzelne Membranen gibt.

Das Zweizustands-Modell besitzt zwar Bereiche mit jeweils solchen Charakteristika,
kann aber das Gemenge an Beobachtungen verschiedener Messgréfien nicht erklaren. Auf-
grund seiner wenigen Freiheitsgrade ist es wahrscheinlich ungeeignet, einen wesentlichen
Beitrag zur Klarung der widerspriichlich erscheinenden Observablen zu leisten. Deshalb
wird in dieser Arbeit auch keiner der in der Literatur diskutierten Standpunkte selbst
eingenommen, es werden nur die verschiedenen Aspekte beleuchtet.

Insbesondere ist der Fokus der vorliegenden Arbeit auf den Einfluss von ausgedehnten
Komponenten auf das Phasenverhalten der Membran gerichtet. In diesem Sinne ist das
zugrunde liegende Lipidmembran-Modell das einfachste, welches iiberhaupt einen Phasen-
iibergang zeigt. Dieser weist einige — aber ldngst nicht alle — Charakteristika des Haupt-
iibergangs auf. Unter anderem um die strukturierende Wirkung zusétzlicher Komponenten
herauszustellen, wird fiir die Lipidmembran angenommen, dass sie sich im Phasenraum jen-
seits eines unstetigen Ubergangs befindet. Im Hinblick auf Biomembranen bleibt dariiber
hinaus die Vorstellung, dass es aufgrund der Komplexitdt und Inhomogenitét des Systems
fiir die qualitativen Effekte nicht auf die spezielle Struktur eines Ubergangs ankommt,
sondern allein auf die Tatsache, dass die Membran innere Freiheitsgrade besitzt, die mit
den funktionellen Teilen (den Proteinen) wechselwirken, und so Effekte treiben konnen,
die auch biologisch relevant sind.
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Abbildung 5.1: Strukturbildung in den verschiedenen untersuchten Modellvarianten. Das Dia-
gramm zeigt die beiden wichtigsten Wege der Analyse: den Vergleich integraler mit peripheren
Komponenten auf der linken Seite und die Abhéngigkeit von der Gréfle und Form der Adsorbate
auf der rechten Seite. Die Auswahl der Methoden (Mittlere-Feld-Approximation mit Nachbarschaf-
ten und Monte-Carlo-Simulation) richtet sich nach ihren Moglichkeiten, zur Untersuchung dieser
Fragestellungen niitzlich zu sein.

5.3 Entmischung peripherer Proteine durch Lipidfluktuationen

Das Bild beziiglich der Strukturbildung in Lipidmembranen mit kleinen oder grofien Kom-
ponenten, das aus den Analysen dieser Arbeit folgt, ist in Abbildung 5.1 gezeigt. Man geht
zunédchst vom Zweizustands-Modell der Lipidmembran aus, von dem viele exakte Ergeb-
nisse bekannt sind. Bei variabler mittlerer Besetzungszahl des Lipidzustands (variabler
Ordnungsparameter) ist insbesondere klar, dass es ein Phasendiagramm mit einer Linie
1. Ordnungsiibergénge gibt, die in einem kritischen Punkt endet (vergleiche Ising-Modell
des Ferromagnetismus). Unterhalb des kritischen Punkte gibt es die bekannten Strukturen,
die aus Doménenwachstum (Stichwort ,, Weilsche Bezirke®) resultieren. Oberhalb gibt es
aber nur Fluktuationen mit endlichen Zeit- und Léngenskalen. Bei fester mittlerer Beset-
zungszahl entmischen die Komponenten unterhalb des kritischen Punktes fiir bestimmte
Zusammensetzungen und mischen oberhalb (Stichwort ,,Bindre Legierungen®). Wie sich
dieses Bild verédndert, wenn man integrale oder periphere Komponenten hinzugibt, ist
Gegenstand der Untersuchung.

Fine zentrale Aussage der Arbeit ist: In gewissen Ndherungen lassen sich entweder
die Proteine aus der Zustandssumme analytisch oder die Lipide numerisch per
Simulation aussummieren. Im ersten Fall erhdlt man einen neuen Ausdruck fiir die Li-
pidmembran, der eine effektive Wechselwirkung héherer Ordnung (mehr als die Kopplung
von Paaren) enthélt und im zweiten ein zweidimensionales Gas ausgedehnter Teilchen mit
Paar-Wechselwirkungen, die temperaturabhéingig entweder kein Profil, eine ausgeprégte
AbstoBung oder ein deutliches anziehendes Optimum besitzen (Abbildungen 4.7 bis 4.12).

Die Anpassung der Parameter der Computersimulation an experimentelle Daten und die
Auswertung der Systemeigenschaften bei Temperaturen in der Ndhe des Hauptiibergangs
hat folgendes Bild ergeben: Am Hauptiibergang selbst gibt es keine stabile Strukturierung,
wenn nicht die Lipide selbst entmischen. Aber jenseits des Hauptiibergangs in einem gewis-



100 5 Diskussion und Einordnung der Arbeit

sen Temperaturbereich entmischt das System aus Lipiden und Proteinen, auch wenn das
Lipidsystem selbst dies nicht tut (siche das Phasendiagramm in Abbildung 4.13). Die Pro-
teine strukturieren also ein System, dass ohne sie homogen ist. Dieses Phénomen zeigt sich
zum einen in den Schnappschiissen (Abbildungen 4.17 und 4.19) und deren genaueren Ana-
lyse, zum anderen aber auch deutlich in der effektiven Protein-Protein-Wechselwirkung.
Diese wird némlich anziehend fiir gewisse Temperaturen jenseits des Ubergangs der Li-
pide, wohingegen sie genau am Ubergang stark abstofend ist. Zusammengefasst fiihrt
das auf die Aussage: Nicht der Hauptiibergang selbst hat biologisch relevante
Auswirkungen auf die Proteine, sondern allein die Fihigkeit der Lipide zur
Zustandsidnderung bewirkt funktionell wichtige Wechselwirkungen!

Das Bild, das sich aus der freien Energie des effektiven Lipidsystems in Gleichung 4.6
ergibt, ist mit den obigen Aussagen vertraglich. So zeigt sich eine zusétzliche, durch die aus-
gedehnten Proteine in das System eingebrachte, Kooperativitdt des Systems. Dass der Ef-
fekt auch quantitativ mit Monte-Carlo-Simulationen vergleichbar ist, zeigt Abbildung 4.5.
Das Phasenverhalten des effektiven Modells wurde jedoch nicht eingehender untersucht.

Es gibt einige Verdffentlichungen zur Frage der effektiven durch die Lipide vermittelten
Wechselwirkung von Proteinen. In diesen ist aber ausschlieflich von integralen Protei-
nen die Rede. Ein héufig bemiihtes Modellbild besteht darin, dass die Einlagerungen die
Oberfliche der Lipidmembran lokal verbiegen, weil die Lange ihrer hydrophoben Berei-
che eventuell nicht zu denen der Lipide passen (englisch hydrophobic mismatch genannt).
Als Resultat dieser Verbiegungen wechselwirken die Proteine miteinander und zwar auf-
grund des elastischen Charakters der Wechselwirkung im Allgemeinen iiber eine grofle
Distanz (siehe z. B. Weikl u. a., 1998; Sens und Safran, 2000).

Ein anderer Ansatz ist in den Arbeiten von Lagiie u. a. (2000, 2001) dargestellt. Die Au-
toren arbeiten mit einer integralen Darstellung des effektiven Wechselwirkungs-Potentials.
Die Proteine sind als einfache zylindrische Objekte in der Membran und die Lipide mit
atomarer Auflésung modelliert. Aussummiert werden die Lipidfreiheitsgrade, indem {iber
die Daten aus Schnappschiissen von Molekular-Dynamik-Simulationen gemittelt wird. Als
Ergebnis erhilt man das effektive Potential der Zylinder im fluktuierenden Medium aus
Lipiden. Dieser Ansatz wird genutzt, um die effektive Wechselwirkung in Abhéngigkeit von
der Zylindergréfle zu untersuchen. Man findet, dass es ein abstoflendes Potentialmaximum
gibt, dessen Abstand vom Protein mit zunehmender Zylinergréfie abnimmt und dessen
Betrag dabei ansteigt. Fiir nicht zu grofie Proteine gibt es bei geringen Abstéinden ein
anziehendes Minimum. Das Lipidsystem befindet sich jeweils in der expandierten Phase,
eine Temperaturabhéngigkeit wird jedoch nicht untersucht.

Der Schwerpunkt der hier vorliegenden Arbeit liegt aber gerade auf dieser Abhéngigkeit
(siehe Abbildungen 4.10 bis 4.12). Auch in diesem Modell findet man ein Minimum bei
geringen Absténden und ein ausgeprigtes abstolendes Maximum, jedoch nicht zum selben
Wert der Temperatur. Ein detaillierter Vergleich der Ergebnisse ist mit dem derzeitigen
Datenbestand leider nicht moéglich. Aus einem solchen kdnnte sich ergeben, inwieweit das
sehr einfache Zweizustands-Modell der Lipide ausreicht, um die durch die Lipidmembran
vermittelte Wechselwirkung von Proteinen untereinander zu beschreiben.

In einer Arbeit von Netz u. a. (1996), die vom Ansatz her den Mittlere-Feld-N#&herungen
der vorliegenden Arbeit dhnelt, wurde das Mischungsverhalten von ausgedehnten Adsorba-
ten in Lipidmembranen untersucht. Unter der Voraussetzung, dass die expandierte und die
kondensierte Lipidphase koexistieren (man sich also im Bereich eines unstetigen Haupt-
iibergangs befindet), finden die Autoren, dass sich die Proteine in der Grenzregion an-
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reichern, wenn die Proteine keine der beiden Lipidphasen energetisch bevorzugen. Die
Adsorbate folgen dem Phasenverhalten der Lipide, beeinflussen dieses aber nicht.

Die Beobachtung stabiler Entmischung (siehe die Abschnitte 4.3 und 4.4) peripherer
und mit einer Lipidmembran wechselwirkender Proteine in dieser Arbeit ist neu. Dabei
ist stabile Entmischung von der Bildung metastabiler Cluster zu unterscheiden. Hat man
einen Entmischungsvorgang identifiziert, so stellt sich sogleich die Frage nach der Cha-
rakterisierung der beiden Phasen und des Ubergangs. Zuniichst muss der Phaseniibergang
qualitativ beschrieben und die Ursache fiir dieses Phdnomen in den effektiven Formu-
lierungen des Lipid- bzw. Proteinsystems gesucht werden. Die effektiven Modelle liefern
jeweils eine anschauliche und miteinander konsistente Erkldrung und lassen sich quan-
titativ fassen. Die Charakteristika des Ubergangs selbst wurden nicht niher untersucht.
Jedoch wurde ein Anfang zur Analyse der Struktur der Phasen gemacht, indem das Ska-
lenverhalten der Grenzflichen quantifiziert wurde. Das Skalenverhalten unterscheidet sich
signifikant vom typischen Verhalten in zwei Dimensionen. Wie bereits in der Beschreibung
der Ergebnisse erwihnt, bedeutet der Skalenexponent mit einem Wert von a =~ 0,6..0,7,
dass die Grenzfliche der entmischten Phase vergleichsweise rau ist. Typisch fiir zwei Di-
mensionen ist ndmlich ein Wert von nur a = 0,5 (Barabasi und Stanley, 1995). Im makro-
skopischen Limes ist die Breite der Grenzfliche aber trotzdem relativ zum Volumen der
Phasen verschwindend gering, denn der Exponent ist deutlich kleiner als eins. Wie diese
Analyse weiterentwickelt werden kann, erkennt man z. B. in einem Beitrag zur Simulation
von Grenzflichen bei Polymer-Mischungen (Miiller und Schmid, 1999).

5.4 Anwendungspotenzial des formulierten Modells

Die Formulierung des sogenannten Kettenschmelzens der Lipide als Zweizustands-
Gittergas kann man eventuell auf ganz unterschiedliche Eigenschaften von Lipid-
Doppelschichten anwenden (Heimburg, 2003). Doch bereits beim Studium des Haupt-
iibergangs (siehe Abschnitt 2.5) zeigt sich, dass diese sehr vereinfachende Sicht auf die
Lipidmembran im Detail diskussionswiirdig ist und viele experimentelle Ungereimtheiten
nicht aufzukldren vermag. Deshalb konzentriert sich diese Arbeit auf das Verhalten zu-
sdtzlicher Komponenten, die wesentlich gréfler sind als die Lipide und nicht auf die Details
des Kettenschmelzens.

Die Formalisierung der Wechselwirkung durch die Uberlappung von Umgebungen ist
auflerst flexibel. Anhand der beiden Beispiele harte Hexagone (Abschnitt 4.1) und Proteine
mit Bindungsstellen (Abschnitt 4.5) wurde bereits gezeigt, dass beliebige durch das Drei-
ecksgitter darstellbare Formen realisierbar sind. Durch die Trennung von Protein-Lipid-
und Protein-Protein-Wechselwirkung sind auch komplizierte Sachverhalte modellierbar.
Am Beispiel der Anpassung des Modells an experimentelle Daten von Lipidvesikeln mit
Cytochrome C zeigt sich, dass das Protein wahrscheinlich mit mehr Lipiden wechselwirkt
als es rein geometrisch gesehen bedeckt (Abschnitt 4.6). Aber auch der umgekehrte Fall
ist realistisch: Integrale Proteine besitzen héufig einen externen hydrophilen Teil, der in
manchen Fillen wesentlich grofler sein kann als der die Membran durchspannende. Die
Abstolung zwischen den Proteinen wire in solch einem Fall von einer gréfleren Reichweite
als die Wechselwirkung mit den Lipiden.

Die Lipidzustidnde werden im Rahmen dieser Arbeit immer als innere Freiheitsgrade
einer chemischen Sorte von Molekiilen aufgefasst. Man kann sie aber auch als Teilchen-
sorte, und das Modell damit als bindre Mischung von Lipiden, interpretieren. Das En-
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semble der Lipidzustdnde miisste angepasst werden: das Verhéltnis der Dichten beider
Membran-Komponenten miisste konstant, das Ensemble also kanonisch sein. Die mittle-
re Besetzungszahl wére eine Erhaltungsgrofie (das entspricht dem Ising-Modell bei fester
Magnetisierung).

Die Formulierung des Modells beschréankt sich nicht auf das thermische Gleichgewicht.
Die Monte-Carlo-Simulation lésst sich auch dynamisch interpretieren, wenn man fiir die
Metropolis-Schritte dquivalente Freiheitsgrade im experimentellen System finden kann und
deren typische Zeitskalen auf die Ubergangswahrscheinlichkeiten des Computerprogramms
abbildet. Je komplizierter die Situation wird, d.h. je mehr Freiheitsgrade simuliert wer-
den, desto schwieriger wird diese Identifikation. Fiir einfache Lipidmembranen, model-
liert durch ein Zweizustands-Gittergas, haben Grabitz u.a. (2002) die Relaxation nach ei-
nem Drucksprung experimentell und in Computersimulationen nachvollzogen. Sabra u. a.
(1998a) haben in einem Zweizustands-Modell einer bindren Mischung mit zusétzlichen in-
tegralen Komponenten die Strukturierung in Abh#ngigkeit eines dufleren Energieeintrags
durch die Einlagerungen untersucht. Man stellt sich dabei Proteine vor, die Energie von
auflen z.B. durch Lichtabsorption aufnehmen. Die Dynamik der Proteinaggregation, wie
sie in der vorliegenden Arbeit in Abschnitt 4.3 beschrieben wurde, ist gerade im Hinblick
auf biologische Anwendungen von Interesse, da in der wirklichen Biomembran ganz unter-
schiedliche Krifte, unter Umstinden auch von auflen, in Konkurrenz zueinander treten.
Eine Abschétzung der relevanten Zeitskalen koénnte hier helfen, die fiir die Biomembran
wichtigen Prozesse zu identifizieren.

Auch wenn in dieser Arbeit integrale und periphere Proteine getrennt untersucht wer-
den, ist es keine grofle Erweiterung, integrale und periphere Komponenten gleichzeitig
in die Lipidmembran zu geben. Fiir solch eine Analyse fehlt bisher das experimentelle
Vorbild. Von theoretischer Seite spricht zudem gegen eine solche Untersuchung, dass das
resultierende Modell weitere Parameter und ein noch viel reichhaltigeres Phasendiagramm
besitzen wiirde, so dass eine systematische Analyse ohne weitere Ankniipfungspunkte sehr
schwierig erscheint.

Die Untersuchung dieser Arbeit fokussiert auf die effektive Wechselwirkung im Protein-
bzw. Lipidsystem, die durch die Protein-Lipid-Kopplung vermittelt wird. Dabei wird als
treibende Kraft in erster Linie die Flexibilitdt der Lipidmolekiile und die damit verbundene
Moglichkeit zum Phaseniibergang identifiziert. Ein weiteres Ziel der Analyse dieses Mo-
dells konnte der Finfluss auf den Phasentibergang der Proteine selbst sein: Fiir das System
ausgedehnter Scheiben existiert ein kooperativer Ubergang, der durch die Dichte der Teil-
chen in der Flache getrieben wird. Zum Phaseniibergang harter Hexagone siehe Baxter
(1982), zu dem harter kreisrunder Scheiben siehe Kapitel 2.1 in Chaikin und Lubensky
(1995). Der Einfluss der Lipide auf diesen Ubergang konnte untersucht werden. Zunéchst
ist aber zu beachten, dass die Art des Ubergangs von der genauen Form des Teilchens
und der Struktur des Gitters abhéngt, und damit nur begrenzt als generisches Prinzip auf
Proteine iibertragbar ist. Des Weiteren haben erste Messungen des Ubergangs der harten
Hexagone keinen qualitativen Einfluss der Protein-Lipid-Wechselwirkung gezeigt.

Um Fragen der physiologischen Funktion von Biomembranen untersuchen zu koénnen,
wire eine Erweiterung des Modells auf mehrere Proteinsorten niitzlich, denn die Funk-
tionen beruhen meist auf sehr spezifischen Wechselwirkungen der Komponenten. Rein
zufillige Reaktionsereignisse in einem homogen gemischten Medium kénnen die beobach-
teten funktionellen Reaktionen jedoch nicht erkldren. Ein Membran-Modell, das sowohl
spezifische Bindungen zulésst als auch globale Phénomene wie die Entmischung von Kom-
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ponenten beriicksichtigt, kann auf Basis des in dieser Arbeit vorgestellten Modells ent-
wickelt werden (siehe dazu den Abschnitt 4.5 iiber Proteine mit Bindungstellen).

Grundsétzlich soll festgehalten werden, dass das Modell der Biomembran (siehe Glei-
chung 4.2) nur so weit verallgemeinert wurde, wie es fiir die konkreten Betrachtungen in
dieser Arbeit notwendig war. Der Grundgedanke, der sich auch in den Modellskizzen in
Abbildung 4.2 zeigt, beruht auf der Vorstellung, dass die Membran aus mehreren Schich-
ten besteht. Um den Aufbau der Biomembran in seiner ganzen Komplexitit zu erfassen,
miisste man zwei derartige Modelle von Lipidschichten mit integralen und peripheren Kom-
ponenten aneinander koppeln.

5.5 Ein Gitter-Modell der gekriimmten Membran

Das in dieser Arbeit vorgestellte Modell einer Biomembran (Gleichung 4.2) ist molekular
aufgelost, aber ,,flach“. Die Teilchen sind per Nebenbedingung in ihrer Anzahl und in ihrer
Lokalisierung innerhalb der zweidimensionalen Schicht festgehalten. Fluktuationen in der
rdumlichen Anordnung der Molekiile, die sich aus den Zustandséinderungen ergeben und
dadurch eventuell eine Kriimmung der Oberfliiche bewirken kénnten, sind im Modell aus-
geschlossen. Intuitiv empfindet man dies als sehr starke Einschréankung, deren Auswirkung
auf die Thermodynamik des Systems im Gegensatz zur Vergroberung des Zustandsraums
schlecht abzuschéitzen ist. Gibt es eine Moglichkeit, die Formfluktuationen der Membran
mit in ein (moglichst ,Ising-artiges“) zweidimensionales molekulares Gitter-Modell ein-
zubeziehen? Dabei soll vor allem die geometrische Form der Membran aus den inneren
Zustdnden der Komponenten folgen und nicht phénomenologisch als neue Freiheitsgrade
des Modells eingefiihrt werden.

Die Beantwortung der Frage sollte damit beginnen, den Stand der Modellierung von
Kriimmungen in molekularen Membran-Modellen zu skizzieren. Hier werden nur Arbeiten
angesprochen, die einen molekularen Ansatz der Modellierung wihlen. Die Literatur im
Umfeld der Modellierung nach Helfrich (1973) mit kontinuierlichen Gréen bleibt an dieser
Stelle ausgeblendet.

Heimburg (2000) z. B. hat den Monte-Carlo-Simulationen des Zweizustands-Modells ei-
ne Hohenvariable fiir die Lipide der Doppelschicht hinzugefiigt und beziiglich dieser einen
globalen Energiebeitrag angenommen, der grofle Undulationen unterdriickt. Die Simula-
tion beschreibt jedoch nur einen eindimensionalen Schnitt durch eine Membran und l&sst
sich nicht auf zwei Dimensionen ausdehnen. Als Resultat findet sich ein Voriibergang,
bei dem ein geringer Teil der Lipide in den gefalteten Zustand iibergeht und sich ,,Ripp-
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les“ ausbilden (zur Struktur der ”‘Ripple-Phase”’, wie sie sich experimentell darstellt,
siehe Sengupta u.a., 1999). Kumar u.a. (2001) diskretisieren die Fliche mit Hilfe einer
dynamischen Triangulierung, so dass beliebige topologisch sphérische Formen mdoglich
sind. Auf dieser Fliche sind die Teilchen als Zustinde auf den Plaketten definiert und
wechselwirken nach Art eines Ising-Modells miteinander. Die Anzahl néchster Nachbarn
ist aufgrund der Konstruktion trotz des fluktuierenden Gitters auf drei festgelegt. In ei-
ner dlteren Formulierung besetzen die Teilchen die Knoten des Gitters (Kumar und Rao,
1997). Die Kriimmungs-Energie wird in einer diskreten Form (auf dem Dreiecksgitter)
mitberiicksichtigt und iiber die Annahme, dass die Zustdnde unterschiedliche sponta-
ne Kriimmungen erzeugen, an diese gekoppelt. Die Autoren untersuchen binére Lipid-
Mischungen und finden, dass sich Bereiche des Vesikels auf unterschiedliche Weise ab-
schniiren konnen, wenn die Komponenten entmischen. Die Faltung eines Dreiecksgit-
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ters aufgrund von lokalen und zufillig aber fest verteilten Kriimmungs-Energien wird
von Francesco u.a. (1997) mit Hilfe eines Cluster-Variationsverfahrens untersucht. Der
Unterschied zu den zuvor zitierten Arbeiten liegt einerseits in der festen Unordnung (engl.
quenched) und andererseits in der analytischen Methode. Die Autoren berechnen das Pha-
sendiagramm (beziiglich der Eigenschaften ,flach und ,gefaltet) in Abhéngigkeit der
Kriimmungs-Energie. Das Modell mit zufélligen festen Verteilungen positiver und negati-
ver Kriilmmungen auf dem Gitter entspricht einem Ising-Modell mit zufélligen Vorzeichen
der Néchste-Nachbar-Kopplung. Die beschriebenen Ansétze beruhen alle auf der Formu-
lierung eines eventuell erweiterten Ising-Modells, in dem die lokale Kriimmung der Fléiche
mit den Spin-Freiheitsgraden des Modells in Verbindung gebracht wird.

Goldhirsch und Goldenberg (2002) diskutieren, inwieweit sich die Theorie elastischer
Medien iiberhaupt mikroskopisch ohne die Einfithrung eines Gitters begriinden lésst. Sie
finden in ihrer systematischen Vergroberung, dass auf kleinen Langenskalen Abweichungen
von der Theorie auftreten. Auch wenn ihre Arbeit auf die Effekte in granularen Medien
zielt, kann man eine Relevanz fiir Biomembranen, die mit ihren Proteinen auch gréfiere
asymmetrische Teilchen enthalten, vermuten.

Ein Blick in ein weiteres Gebiet der theoretischen Physik offenbart einen ganz anderen
Zugang, der mit nur sehr wenigen Modellannahmen und Freiheitsgraden auskommt und
konsistent in zwei Dimensionen formuliert werden kann. Inspiriert ist der folgende Gedan-
ke durch den Formalismus des Regge-Gitters zur moéglichen Beschreibung der Quanten-
gravitation. Die Originalarbeit ist von Regge (1961), die Formulierung des Modells wird
von Fleming u.a. (1994) iibernommen.

Das Modell soll anhand der einfachen Lipidmembran vorgestellt werden. Dabei &hneln
die Gedanken sehr denen in Kapitel 2 dargestellten. Die Paradigmen der Modellierung
dndern sich kaum. Eine spétere Erweiterung um zusétzliche Komponenten erscheint ge-
nauso unkompliziert wie im Modell flacher Membranen.

Wieder geht man davon aus, dass die Lipide aufgrund ihrer hydrophoben Wechselwir-
kung mit Wasser zweidimensionale ausgedehnte Aggregate bilden. Die Form dieser Aggre-
gate wird aber nicht vorgegeben. Beziiglich der inneren Freiheitsgrade vergrobert man auch
hier bis auf zwei Zustédnde, gestreckt und gefaltet, die sich in ihrer inneren Energie und
dem Entartungsgrad, der inneren Entropie, unterscheiden. Beziiglich der Wechselwirkung
nun nutzt man die Kenntnis des Regge-Gitters und ordnet die Lipide dementsprechend an:
Die Molekiile bilden die Verkniipfungslinien eines zweidimensionalen Dreiecksgitters (sie-
he Abbildung 5.2). Fiir die Hamiltonfunktion enthélt man natiirlicherweise Terme linear
in den Besetzungszahlen, solche in denen zwei Lipide respektive Verkniipfungen mitein-
ander wechselwirken und zuletzt solche, in denen drei Lipide koppeln, die gemeinsam
eine Plakette des Gitters bilden. Fiir das Modell flacher Membranen in Kapitel 2 wurde
angenommen, dass die Lipide in ihrer Form beziiglich der Oberfliche der Membran als
symmetrisch angesehen werden kann. Das ist aber sicher wegen des Aufbaus der Molekiile
aus zwei verbundenen Ketten nur eine erste Ndherung und zumindest im gestreckten
Zustand keine besonders gute. Die hier diskutierte Erweiterung von der symmatrischen
zur ellipsenférmigen Gestalt entspricht dem zweiten Term einer Entwicklung der Massen-
Verteilung (dem Quadrupol-Moment) und ist in diesem Sinne die systematische Fortset-
zung des Ansatzes. Die Fixierung der Teilchen auf den Kanten des Gitters vernachléssigt
aber weiterhin die Rotationsfreiheitsgrade der Lipide.

In der Literatur zur Regge-Formulierung findet man folgenden generischen Ausdruck
zur Diskretisierung der Kriimmungs-Energie auf einen Satz von Zweizustands-Variablen
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Abbildung 5.2: Formulierung der Lipidmembran als Regge-Gitter. Die Lipide sind (von oben
gesehen) ellipsenformig und seien so angeordnet, dass die langen Halbachsen die Kanten eines
Dreiecksgitters bilden. Eine Zustandsénderung in den gefalteten Zustand bedeutet dann eine Aus-
dehnung dieser Achse und damit eine Verldngerung der Kante. Die Schwerpunkte der Lipide bilden
ein Kagomé-Gitter (griin bzw. hellgrau angedeutet). Jeweils bis zu drei Lipide, die eine Plakette des
Gitter bilden, wechselwirken miteinander (rot bzw. dunkelgrau und mit den Indizes i, j, k bezeich-
net). Die Gitterpunkte des Dreiecksgitters (Indizes a,b) werden zur Bestimmung der Flachenform
herangezogen.

(Spins). Die Idee der Modellierung ist, dass die zweidimensionale Mannigfaltigkeit dar-
gestellt wird durch ein Dreiecksgitter mit fester Koordinationszahl und fluktuierenden
Kantenléngen, wobei diese nur zwei verschiedene Werte annehmen kénnen. Diese Kanten-
langen bilden also die Spinvariablen s; (vergleiche Abbildung 5.2):

HKrﬁmmung =Cj Z 8i8;jSk + Cy Z 8i8; + Ch Z S; (5.1)
(i,9,k) (4,5 @

Summiert wird in der Hamiltonfunktion iiber die Menge der Plaketten (i, 7, k), der
Paare (i, 7) und der Plitze i des Gitters. Die Kanten werden als die Lipide der Membran
identifiziert. Die obige Hamiltonfunktion muss also um den Entartungsfaktor im Feld der
Lipide erweitert werden (vergleiche Abschnitt 2.4):

Ci—>C =TS (5.2)

Gleichung 5.1 ist die Energie einer zweidimensionalen gekriimmten Flédche, ausgefiillt
durch Teilchen mit zwei sich in Entartungsgrad und Platzbedarf unterscheidenden
Zustdnden. Das resultierende Modell ist im Kontext von Lipidmembranen ungewdhnlich
und neu, aber aufgrund der Annahmen der Modellierung konsequent. Interessant und hilf-
reich ist eventuell die Feststellung, dass Spins auf den Kanten eines Dreiecksgitters genau
den Spins auf den Knoten eines Kagomé-Gitters entsprechen. Davon soll an dieser Stelle
aber kein Gebrauch gemacht werden.

Entscheidend fiir die Interpretation des Gitters als gekriimmte Fliche ist die Identifi-
zierung der Abstinde zwischen den Gitterpunkten. Dafiir werden die Indizes a und b zur
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Nummerierung der Knoten des Dreiecksgitters eingefiihrt (siehe Abbildung 5.2). Die neue
Variable s, bezeichnet den Abstand in beliebigen Einheiten zwischen den Gitterplétzen a
und b:

Sgp =1+€s; mit i=ab (5.3)

Die Konstante e darf dabei nicht zu grofl werden, weil sonst die Dreiecksungleichung
verletzt wiirde. Der Wert, und damit der relative Unterschied in der Ausdehnung der
Lipide im gestreckten und gefalteten Zustand, darf nicht groBer als 1/3 sein.

Betrachtet man nur eine Plakette des Gitters, so stellt Gleichung 5.1 (erweitert um
eine Konstante Cjy) neben der Energie auch den allgemeinsten moglichen Ausdruck fiir
deren Flédche dar. Diese kann aber nur vier verschiedene Werte annehmen, je nachdem ob
keines, eines, zwei oder drei der Lipide auf den Kanten der Plakette sich im gefalteten
Zustand befinden. Daraus folgen vier Gleichungen fiir die vier Konstanten Cy bis C5 in
Abhéngigkeit der relativen Differenz der Kantenldngen e. Damit bleibt dieser Parameter
neben der inneren Entropie S der einzige des Modells.

Das so formulierte System lésst sich wie gewohnlich mit der Monte-Carlo-Methode si-
mulieren und beziiglich seiner thermodynamischen Eigenschaften auswerten. Die entschei-
dende Eigenschaft des Spin-Modells der Kriimmungsfliiche besteht darin, dass zu jedem
Mikrozustand der Menge der Spins auch eine Mannigfaltigkeit existiert (Fleming u.a.,
1994). Die Kopplung von bis zu drei Spin-Variablen fiihrt zu einem kooperativen Pha-
seniibergang, der, vernachlédssigt man die Wechselwirkung dritter Ordnung, genau dem
Ising-Ferromagneten auf dem Kagomé-Gitter entspricht.

Um von der neuen Interpretation des Modells als gekriimmte Fléche profitieren zu
konnen, braucht man eine Methode zur Darstellung dieser Flidche. Dazu kann ein ganz
pragmatischer Weg beschritten werden, indem eine Kostenfunktion definiert wird, die Ab-
weichungen von den thermodynamisch bestimmten Gitterabstdnden bestraft:

HOptimum = Z (Szzb - |Fa - 'Fb|)2 (54)
(a,b)

Aus dem Wissen der gewédhlten Mikrozustédnde der Lipidmembran l4sst sich ihre Form
durch Minimierung obiger Funktion berechnen. Konzeptionell zeichnet es diesen
Ansatz der Modellierung aus, dass aus der Statistik der Lipidzustédnde die
dullere Form direkt folgt, ohne dass die Fliche als solche wieder in die Be-
rechnung der Zustinde eingeht. Die Tatsache, dass es sich bei der Membran um
eine gekriimmte Fliache handelt, steckt ausschliefllich in der Formulierung der Hamilton-
funktion in Gleichung 5.1. Das unterscheidet die hier vorgestellte Formulierung auch von
anderen Ansétzen, die bisher in der Literatur iiber die Modellierung von Biomembranen
beschrieben wurden.

Im Rahmen dieser Arbeit ist das Modell der gekriimmten Lipidmembran entwickelt,
aber nicht weiter untersucht worden. Technisch gesehen kann ein ganz #hnlicher Weg
beschritten werden wie in den vorangegangenen Kapiteln auch. Die zusétzliche Aufgabe
der Analyse besteht in der Darstellung und Charakterisierung der Fliache. Dabei spielen
die Randbedingungen eine wichtige Rolle, die fiir sich genommen noch diskutiert werden
miisste. Da die statistische Analyse nicht besonders verkompliziert wurde und die Er-
weiterung auf eine Lipidmembran mit integralen und peripheren Komponenten genauso
moglich erscheint wie im Modell mit flachem Gitter, kann man sich einen qualitativen
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Sprung in der Interpretation solcher theoretischer Modelle erhoffen. Alle Fragen, die mit
der dufleren Beschaffenheit der Membran zu tun haben, wie die globale Kriimmung oder
lokale Fluktuationen und Knicke, kénnen damit im Rahmen eines molekularen Modells

untersucht werden.






6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Biomembranen sind ein komplexes Gemisch aus Lipiden und Proteinen in wéssriger
Losung. In dieser Arbeit werden moglichst einfache Modelle zur Beschreibung der Ther-
modynamik und eventueller lateraler Strukturbildung formuliert und untersucht. Dabei
liegt der Ansatz in der statistischen molekularen Modellierung und der Berechnung mit
Hilfe von approximativen Nédherungen oder Computersimulationen. Das zentrale Element
der Biomembran ist die Lipid-Doppelschicht. Ausgehend von dieser werden zunehmend
komplexere Komponenten in Form von Einlagerungen und Adsorbaten beschrieben. Der
wesentliche Teil der vorliegenden Arbeit handelt von weichen ausgedehnten Adsorbaten,
die bei geeigneten dufleren Bedingungen stabile Strukturen in der Membran induzieren,
die potenziell fiir biologische Prozesse relevant sind.

Ausgehend vom molekularen Aufbau der Lipidmolekiile (Stichwort: lineare Kette) und
ihrem Mischungsverhalten mit Wasser (Stichwort: hydrophober Effekt) wird ein minima-
les Modell fiir den Hauptiibergang von Lipid-Doppelschichten formuliert. Es han-
delt sich dabei um ein Zweizustands-Modell auf einem Dreiecksgitter mit Wechselwir-
kung néchster Nachbarn. Wegen der hohen Entartung des einen Zustands ist das ther-
mische Verhalten der Membran durch einen entropischen Beitrag zum &ufleren Feld do-
miniert. Das Phasendiagramm entspricht dem eines Ising-Ferromagneten. Aufgrund der
ungewOhnlichen Temperaturabhingigkeit kommt der kritische Ising-Phaseniibergang fiir
die Interpretation des Hauptiibergangs der Lipidmembran nicht in Frage, sondern nur der
Feldiibergang. Die beiden moglichen Phasen werden kondensiert (die Lipide sind im ge-
streckten Grundzustand) und ezpandiert (die Lipide sind im hoch entarteten gefalteten
Zustand) genannt.

Die zum Teil widerspriichlichen experimentellen Befunde zur Charakterisierung des
Hauptiibergangs werden gegeniibergestellt, ohne eine Entscheidung beziiglich der Natur
des Ubergangs treffen zu konnen. Es bleibt die Feststellung, dass das sogenannte Ketten-
schmelzen, also der Ubergang der Lipide von einem geordneten in einen ungeordneten
Konformationszustand, die thermische Signatur des Phaseniibergangs bestimmt. Zur An-
passung der Modellparameter an Experimente von Lipidvesikeln wird der Hauptiibergang
als kontinuierlich jenseits des kritischen Punktes angenommen.

Zusétzliche Komponenten der Membran werden im ersten Schritt als klein angenommen,
d. h. sie besetzen wie die Lipide einen Platz des Gitters. Das Phasenverhalten von nicht
miteinander wechselwirkenden Adsorbaten und kleinen Einlagerungen wird mit-
einander verglichen. Die Freiheitsgrade der kleinen Adsorbate kann man exakt in der
Zustandssumme beriicksichtigen und erhélt ein effektives Lipidsystem mit zusétzlichem
homogenen dufleren Feld. Das bedeutet, dass es keine neuen Phasen geben kann. Dem-
gegeniiber zeigt das Dreizustands-Modell der Lipidmembran mit Einlagerungen ein reich-
haltiges Phasendiagramm.

Anhand der kleinen Komponenten ldsst sich die Giite der Mittlere-Feld-Approximation
mit Nachbarschaften anhand der Monte-Carlo-Simulation des Modells abschétzen. Dafiir
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werden die Cluster-Parameter, welche Information iiber die mikroskopische Struk-
tur der Phasen beinhalten, herangezogen. Sie zeigen, dass die Approximation mit Nach-
barschaften gegeniiber der einfachen Mittlere-Feld- Approximation einen qualitativen For-
schritt darstellt, der auch quantitativ durch die Computersimulation bestétigt wird.

Das Modell wird weiterentwickelt zur Beschreibung einer Lipidmembran mit aus-
gedehnten Einlagerungen bzw. Adsorbaten. Wesentliches Charakteristikum ist da-
bei, dass die Wechselwirkungs-Umgebungen der verschiedenen Membran-Komponenten
unabhdingig voneinander und beliebig geformt sind. Das Modell entspricht dem Ising-
Ferromagneten mit sehr komplexen miteinander wechselwirkenden thermisch verteilten
Storungen.

Zur Untersuchung des kompletten Modells der Lipidmembran mit beliebig groflen aus-
gedehnten Proteinen kann die einfache Mittlere-Feld-Approximation einen bemerkenswer-
ten Beitrag liefern: Die Ndherung zeigt, dass die ausgedehnten Adsorbate eine zusétzliche
Korrelation in das Lipidsystem tragen, die sich wie eine Mehrteilchen- Wechselwirkung aus-
wirkt. Im effektiven Modell koppeln genau so viele Lipide miteinander, wie von einem
Protein bedeckt werden. Diese durch die Proteine vermittelte Kooperativitat der Lipide
fithrt zu einem vollig neuen Membran-Modell und ist potentiell die Ursache fiir neue Pha-
sen. Die analytische Approximation, die alle von einem Protein bedeckten Plédtze gleich
behandelt, kann im Ergebnis quantitativ durch die Monte-Carlo-Simulation nachvollzogen
werden.

Mit Hilfe der Simulationen lésst sich ein komplementérer Weg beschreiten, indem man
die Lipide numerisch aussummiert und daraufhin ein reines Proteinsystem mit effekti-
ven Wechselwirkungen erhilt. Das effektive Potential zeigt ein deutliches anziehendes
Minimum bei Temperaturen jenseits des Hauptiibergangs der Lipide. Tatséchlich findet
man in der Simulation, dass das von Proteinen bedeckte Lipidsystem bei geeigneten Para-
metern jenseits des Hauptiibergangs entmischt. Eine Phase ist von Proteinen bedeckt und
besteht aus Lipiden im gestreckten, von den Proteinen energetisch bevorzugten Zustand,
die andere besteht aus unbedeckten gefalteten Lipiden.

Der Einfluss der Groéfle und Form der Proteine selbst ldsst sich nur mit Hilfe
der Computersimulation untersuchen. Es zeigt sich, dass fiir die Entmischung entschei-
dend ist, ob sich die Protein-Lipid- Wechselwirkungs-Umgebungen tiberlappen konnen. Das
ist fiir integrale Proteine immer der Fall, fiir periphere nur dann, wenn die Ausdehnung
der Teilchen geringer ist als die Reichweite der Protein-Lipid-Wechselwirkung. Quantifi-
zieren ldsst sich das, indem die Lage des Potentialminimums mit der Gréfle der Proteine
verglichen wird.

Das Phasenverhalten der Proteine wird n#her untersucht. Zunéchst wird ein Pha-
sendiagramm ermittelt, welches das FEntmischungsgebiet in der Temperatur/Dichte-
Auftragung zeigt. Des Weiteren wird die Grenzlinie zwischen den Phasen auf ihr Ska-
lenverhalten hin untersucht. Es findet sich ein statischer Skalenexponent von 0,6 bis 0,7.
Dieser Wert ist signifikant hoher als der, den man fiir einfache Modelle in zwei Dimensio-
nen erwartet. Das bedeutet, dass die Grenzen zwischen den entmischten Phasen besonders
rau sind und wahrscheinlich Uberhénge fiir die Struktur der Grenzlinie eine wesentliche
Rolle spielen.

Am Beispiel von Lipidvesikeln mit dem peripheren Protein Cytochrome C
zeigt sich, dass die Vorstellung von einem Protein, dessen Wechselwirkungs-Umgebung mit
den Lipiden grofler ist als die Ausdehnung des Teilchens selbst, nicht unrealistisch ist. Die
beste Anpassung erhilt man fiir eine Proteinform, die 7 Gitterplitze besetzt, aber mit 19
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Lipiden wechselwirkt. Augrund der durchgefiithrten Analyse des Modell erwartet man fiir
ein solches System, dass es bei geeigneten Temperaturen und Dichten entmischt.

Das Modell ist in verwandter Form bereits von anderen Autoren mit Hilfe von Monte-
Carlo-Simulationen untersucht worden. Neu an der vorliegenden Arbeit sind in die-
sem Zusammenhang die Verknipfung von analytischer Theorie und Computersimulation,
die systematische Analyse der Abhdngigkeit der Protein-Lipid-Wechselwirkung von der
Grifse und Form der Adsorbate und die Charakterisierung der Entmischung des Gesamt-
systems in eine bedeckte und eine unbedeckte Phase.

In weitergehenden Modellen sollte die duflere Form der Membran mit einbezogen wer-
den. Auf Basis des Regge-Gitters zur Beschreibung der Quanten-Gravitation wird in der
Diskussion dieser Arbeit ein neues Modell fiir die Lipidmembran vorgeschlagen.
Der entscheidende Aspekt an dieser Formulierung ist die Moglichkeit, allein aus dem Ising-
Modell der inneren Zustinde Lipide eine gekrimmte Form der Membran zu konstruieren,
ohne die Modellierung durch zusétzliche Freiheitsgrade oder komplizierte Randbedingun-
gen zu verkomplizieren.

Beginnend mit der reinen Lipidmembran, erweitert auf kleine integrale und periphere
Komponenten, ausfiihrlich untersucht und quantifiziert fiir grole ausgedehnte Adsorbate
und schliefSlich ausblickend auf gekriimmte Membranen iibertragen, werden mdoglichst
einfache Modelle untersucht, um generische Eigenschaften biologischer Mem-
branen aufzuzeigen. Die Entmischung ausgedehnter Proteine aufgrund der Fluktuatio-
nen im Lipidsystem erweist sich als zentraler Effekt der Untersuchungen. Methodisch
werden diese sowohl durch analytische Rechnungen als auch durch Computersimulationen
gestiitzt.
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Fiir die freie Energie der beiden folgenden Modellvarianten wurden in dieser Arbeit
approximative analytische Ausdriicke gefunden:

e Kleine integrale oder periphere Komponenten mit fester oder variabler Teilchenzahl
in einer Lipidmembran. Approximation durch Mittlere-Feld-Naherung mit Nachbar-
schaften (Gleichung 3.24 gemeinsam mit Gleichung 3.23 und 3.17).

e Grofle ausgedehnte, aber nicht miteinander wechselwirkende Adsorbate auf einer
Lipidmembran. Approximation durch eine Mittlere-Feld-N#herung (Gleichung 4.6).

Das Programm kikmean ermittelt den Gleichgewichtswert der freien Energie durch Mi-
nimierung beziiglich der MF- bzw. Cluster-Parameter. Es ist eigens fiir diese Arbeit ent-
wickelt worden und in der Programmiersprache C (Kernighan und Ritchie, 1990) imple-
mentiert. Die Parameter des Modells werden an das Programm als Optionen beim Funk-
tionsaufruf iibergeben (dafiir existiert das Steuerskript kikrun.sh). Nach Beendigung der
Berechnungen gibt kikmean die Rohdaten als Satz von Messpunkten in eine ASCII-Datei
aus. Die beiden wichtigsten Aufgaben des Programms sind die Berechnung der spezifi-
schen Wirme und der Cluster-Parameter in Abhéngigkeit der Temperatur (Mittlere-Feld-
Niherung mit Nachbarschaften) sowie die Halbwertsbreite des Ubergangs in Abhéingigkeit
der Adsorbatgrofie (Mittlere-Feld-Ndherung).

Dafiir ermittelt das Programm an jedem Messpunkt das Minimum der analytisch explizit
gegebenen freien Energie. Der Ort des Minimums im Parameterraum definiert die Gleich-
gewichtswerte der MF- und Cluster-Parameter. Da alle Ableitungen der freien Energie
explizit gegeben sind, kénnen daraus alle Observablen berechnet werden. Fiir die Optimie-
rung wird das Programm frprmn aus den ,Numerical Recipes“ (Press u. a., 1992) genutzt.
Dabei handelt es sich um eine Implementierung des ,,Conjugate Gradient“-Verfahrens.

A.1 Programmstruktur

Um unterschiedliche Fragen (wie die Berechnung einer Ubergangskurve in Abhiingigkeit
der Temperatur oder der Ubergangsbreite in Abhiingigkeit der Proteingréfe) in einem
Programm zu implementieren, sind die Kernfunktionen zu verschiedenen Aufgabenblécken
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N_exp ki knean

TaskFunction

TaskHeat

Optimization

Derivatives

Observables

Abbildung A.1: Ablaufdiagramm des Programms kikmean mit den wichtigen Programmbaustei-
nen, die in der Implementierung aus mehreren Funktionen bestehen kénnen. Die duflerste Schleife
variiert den Kontrollparameter, meist die Temperatur, in Ney Durchldufen und bildet so das ent-
sprechende Experiment ab. Aus den Werten fiir die Cluster-Parameter am Minimum der freien
Energie lassen sich direkt alle Observablen wie die spezifische Wéarme berechnen. Die Abbildung
stellt nur die wesentlichen Aspekte des Programmablaufs dar und entspricht nicht genau den Mo-
dulen.

zusammengefasst, die alternativ aufgerufen werden. In Abbildung A.1 ist die Struktur des
Programms dargestellt, die angesprochenen Blécke sind mit dem Begriff TaskFunction
bezeichnet. Zur Vereinfachung ist nur der wichtigste Block zur Berechnung der spezifischen
Wirme und der Cluster-Parameter eingezeichnet. Numerische Berechnungen stecken aus-
schliefflich in der Optimierungsroutine, alle anderen Schritte sind exakt. Die Quelltexte
des Programms gliedern sich in vier Teile:

kikmean.c Das Hauptprogramm bindet den Kopf kikmean.h ein, initialisiert die Ausga-
bedateien, liest die Eingabeparameter als Parameter an den Programmaufruf, in-
itialisiert alle Hilfsgroffen und ruft in einer Schleife {iber den aiifleren Kontrollpa-
rameter (meist die Temperatur) je nach gestellter Aufgabe die geforderte Funktion
aus kiktask.c auf.

kikmean.h Im Kopf des Programms werden die bendtigten Bibliotheken, insbesondere
Programme aus den ,,Numerical Recipes® eingebunden. Die von allen Programmtei-
len benutzen Variablen, u.a. die Eingabeparameter und Variablen der Approxima-
tion (Cluster-Parameter) sind global definiert (ndheres in Abschnitt A.2).

kiktask.c Dieses Modul enthilt neben den Aufgabe-Funktionen zur Berechnung ei-
ner oder mehrerer bestimmter Observablen die Kapselung der Optimierungsrouti-
ne frprmn (siehe Abschnitt A.3).
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kikutil.c In diesem Modul stecken die Funktionen zur Initialisierung der Cluster-
Parameter und zur Berechnung der folgenden analytisch bekannten Ausdriicke:

e Freie Energie (Funktion FreeCalc)

e Gradient der freien Energie beziiglich der Cluster-Parameter (Funkti-
on DerCalc)

e Hesse-Matrix der freien Energie, d.h. die zweiten Ableitungen beziiglich der
Cluster-Parameter (Funktion HesseCalc)

e Die Inverse der Hesse-Matrix (Funktion HesseInv)

o Spezifische Wirme (Funktion HeatCalc)

A.2 Datenstruktur

Die Eingabeparameter werden als Optionen an den Programmaufruf in eine globale Struk-
tur eingelesen. Sie enthilt alle Modellparameter fiir den Fall kleiner integraler oder peri-
pherer Komponenten in MF+N-N#herung und grofler nicht miteinander wechselwirkender
Adsorbate in MF-N&herung:

struct Parameter

{
float K; /* lipid-lipid interaction */
float L; /* interaction of inclusions */
float H; /* lipid enthalpic field */
float S; /* lipid entropic field */
float Tm; /* transition temperature */
float Hm; /* transition enthalpy */
float G; /* chemical potential of inclusions */
float Q; /* interaction of lipids and inclusions */
float DeltaE; /* enthalpic interaction of adsorbates and lipids */
float DeltaS; /* entropic interaction of adsorbates and lipids */
float DeltaC; /* chemical potential of adsorbates */
float Phi; /* concentration of inclusions */
float Theta; /* concentration of adsorbates */
float z; /* activity of adsorbates */
float nu; /* size of adsorbates */
float opt; /* switch optimization procedure */
char 1loop[1]; /* external control parameter */
3

struct Parameter para;

Zur Definition des thermodynamischen Zustands des Systems ist neben den Modellpa-
rametern nur der Satz von Cluster-Parametern notwendig. Diese werden in einem global
im Programmteil kikmean.h definierten Vektor pO[i] gespeichert und zur Berechnung
aller Ausdriicke an die jeweiligen Funktionen iibergeben.

Die Ausgabedatei ist im ASCII-Format. Sie wird von den Aufgabefunktionen (sie-
he kiktask.c) geschrieben und enthélt Zeilen mit allen relevanten Parametern in der
folgenden Reihenfolge (beispielhaft fiir die Aufgabe *heat’ zur Berechnung der spezifi-
schen Wirme):

e Externer Kontrollparameter (meist die Temperatur)
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e Spezifische Wirme
e Alle (bis zu acht) Cluster-Parameter
e Freie Energie

e Anzahl der Iterationsschritte des Optimierers

A.3 Algorithmus

Die Minimierungsprozedur zur Berechnung der freien Energie stellt eine Anwendung der
Routine frprmn der ,Numerical Recipes“ dar. Diese Routine stellt eine Variante des in
Kapitel 10.6 von Press u.a. (1992) beschriebenen ,,Conjugate Gradient“-Verfahrens dar.
Der Raum der Abhéngigkeiten, beziiglich derer das Minimum gesucht wird, bilden die
Cluster-Parameter p® und p®? (siehe Gleichung 3.12 und 3.13, gespeichert als p0[i]).
Das Verfahren beruht auf einer Iteration von eindimensionalen Nullstellensuchen, deren
Richtungen direkt durch den lokalen Wert des Gradienten berechnet werden und jeweils
senkrecht aufeinander stehen.

Die wichtigste Hiirde fiir den Algorithmus besteht darin, dass der Raum zuléssiger,
d.h. der mit den Nebenbedingungen (siche Tabelle 3.1 und 3.2) vertréglichen, Cluster-
Parameter eng begrenzt ist. Die Konsistenzpriifung geschieht durch die Funktion Check,
die im Programmteil kiktask.c definiert ist.

Auf der beiliegenden CD-ROM befindet sich ein Verzeichnis programs/kikuchi/. Dieses
enthélt den kompletten und kommentierten Quelltext, im Unterverzeichnis nrc/ die aus
den ,,Numerical Recipes“ benutzten Programme und unter data/ die Rohdaten zu den in
dieser Arbeit gezeigten Abbildungen.
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Das Programm 1lipflip simuliert das Biomembran-Modell aus Gleichung 4.2 in sei-
ner allgemeinsten Form. Es ist im Rahmen dieser Arbeit entwickelt worden und in der
Programmiersprache C (Kernighan und Ritchie, 1990) implementiert. Die thermodynami-
schen Erwartungswerte werden mit Hilfe der Monte-Carlo-Methode geschétzt, siehe auch
Abschnitt 2.6 und z. B. Binder und Heermann (1997). Die Modellparameter und Angaben
zur Laufzeit der Simulation werden als Optionen an den Programmaufruf iibergeben (dies
wurde durch das Steuerskript liprun.sh automatisiert).

B.1 Programmstruktur

Die wesentliche Struktur des Programms ist in Abbildung B.1 zusammengefasst. Die
Blocke entsprechen dem groben funktionellen Ablauf und sind nicht durch Module ein-
deutig repréisentiert. Die Gliederung des Quelltextes in Module gestaltet sich wie folgt:

lipflip.c Dieses Modul bindet den Kopf 1lipflip.h ein und erhilt als Hauptprogramm
unter anderem den Aufruf der Funktionen zum Einlesen und Initialisieren der inter-
nen Strukturen (u.a. GetPara, InitState, SetState), zur Auswertung und Ausga-
be der Observablen (u. a. OutputAverage, WriteAverage, POVrayState) und die
duflerste Schleife iiber die Messungen, die Nexp, mal durchlaufen wird. In ihr wird
die zentrale Funktion MetropolisLoop aufgerufen, die die eigentliche Simulation des
Systems ausmacht.

lipflip.h Hier werden alle bendtigten Bibliotheken und Programmteile aus den ,,Numeri-
cal Recipes® eingebunden, alle Funktionen von 1ipf1lip deklariert und die folgenden
fiinf Module eingebunden:

lipstruct.c Hier werden die Eingabedaten (struct Input), die Daten zur Charak-
terisierung des Systemzustandes (struct State) und die Ausgabedaten (struct
Output) definiert und jeweils eine Instanz deklariert. Es handelt sich bei allen In-
stanzen um globale Variablen.

lipio.c Die Funktionen zur Eingabe und Ausgabe von Daten (u.a. WriteAverage und
GetPara) werden hier definiert.

117
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i pflip

Initialization

MetropolisLoop

N_ext—N_min

Measuring

Abbildung B.1: Struktur des Programms 1ipf1ip mit allen Schleifen und wichtigen Programm-
bausteinen, die in der Implementierung jeweils aus mehreren Funktionen bestehen. Ein Experiment
mit Neyxp Messpunkten entspricht der duflersten Schleife. Im ersten Teil der Simulation wird das
System durch Ny,;, Durchlidufe equilibriert, um danach iiber Ngyt — Npin Liufe mitteln zu konnen.
Ein Durchlauf besteht aus N (gleich der Anzahl von Lipiden) Metropolis-Schritten zur Veridnderung
des Systemzustands, die Vi, mal wiederholt werden, um Korrelationen zwischen den Zusténden
zu vermeiden. Der eigentliche Metropolis-Schritt versucht sowohl ein Lipid als auch ein Protein im
Zustand zu veréndern (siche Abschnitt B.3).

lipinit.c Wichtig fiir die Datenhaltung sind die next [i]-Felder, die die Nachbarschafts-
Verhiltnisse und Wechselwirkungs-Umgebungen auf dem Gitter speichern. Neben
ihnen wird der Zustand struct State initialisiert.

liputil.c Aufer niitzlichen kleinen Funktionen finden sich die Metropolis-Schritte und
die Hauptschleife MetropolisLoop selbst in diesem Modul.

liptest.c Im letzten Modul sind eine Reihe von Test-Funktionen definiert. Die Darstel-
lung von Schnappschiissen des Systems mit POVray-Bildern, wie sie an vielen Stellen
dieser Arbeit zu sehen ist, griindet auf Funktionen dieses Moduls.

B.2 Datenstruktur

Alle wichtigen Variablen des Programms sind in drei globale Strukturen zusammengefasst.
Eine Struktur (Input) reprisentiert alle Eingabedaten, die iiber die Kommandozeile als



B.2 Datenstruktur 119

Optionen an das Programm iibergeben werden, eine andere (State) organisiert die Ver-
arbeitung des Modells und eine letzte (Output) speichert die Daten, die vom Programm
zum Schluss in eine Datei ausgegeben werden.

Eingabedaten

struct Input {

float Tc; /* critical temperature */

float T; /* temperature */

float XK, H, S; /x lipid interaction and field */

float Tm, Hm; /* transition temperature and enthalpy */

float m; /* lipid state (chem. species) density */

float dH, dS; /* per.protein-lipid interaction */

float Qw, Qo, G; /* per.protein interaction and chem. pot. */
float theta; /* per.protein density: <nP> (NOT degree of occ.) */
float dK, dF; /* int.protein-lipid & int.-per. interaction */
float Rw, Ro, F; /* int.protein interaction and chem. pot. */
float phi; /* int.protein density: <nI> */

float r; /* fixed distance between proteins */

char modell,, modelP, modell;

/* defines the model/ensemble used {L,1,P,p,I,i} */
char loop; /* this parameter is varied during measurement */
float min, max; /* parameter range for calculation of observables */
long int N_exp, N_ext;
long int N_min, N_int;

/* measurements, sweeps, relaxation, correlation */

int L; /* linear lattice size */

int noPP, noll; /* number of sites occupied */

int nwPP, nwII; /* number of interacting bonds */

int nwlP, nwLI; /* number of interacting bonds */

char  shapePP; /* shape of occupied sites by per.prot. */
char  shapell; /* shape of occupied sites by int.prot. */
int bound; /* defines the boundary conditions {0,1,2} */
int B; /* box width to measure the interface */
float g; /* "gravitation" */

};

struct Input input;

Systemzustand

struct State {

int N; // number of lattice sites

int *nLnew, *nL; // vector of lipid occupation numbers
int *nP; // per.protein occupation numbers

int *oPPnew, *oPP; // occupied sites of per.prot.

int *wPPnew, *wPP; // interacting sites of per.prot.

int *WLP; // sites of lipid-per.prot. interaction
int xsPnew, *sP; // per.protein states (or shapes)

int *nl; // int.protein occupation numbers

int *0IlInew, *0II; // occupied sites of int.prot.

int *wIInew, *wIll; // interacting sites of int.prot.

int *wLI; // sites of lipid-int.prot. interaction
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int xsInew, *sI; // int.protein states (or shapes)
int dofPP, dofII; // number of states of per. and int.prot.
int *nextsP, *nextsI; // next protein state (or shape)
int *nextoPP, *nextoIl; // local set of occupied sites
int *nextwlL; // interacting lipid sites
int *nextwPP, *nextwIIl; // local set of i.a. sites of prot.-prot. i.a.
int *nextwLP, *nextwLI; // local set of i.a. sites of lipid-prot. i.a.
int *nextord; // local set of hexagon sublattice
int xoveroPP, *overoIIl; // overlap of protein occupied sites
float *bfLL, *bfLH; // Boltzmann factors of lipid interaction
float *bfPPw,*bfPPo,*bfPH; // per.protein interaction
float *bfIlw,*bfIlo,*bfIH; // int.protein interaction
float *bfLP, *bfLI; // protein-lipid interaction
float *xbfpin; // pinning potential in case of bound==2
int wlIsoft, wPPsoft; // eq. 1 if Rw and Ro is approx. zero
int bRow, bCol; // extent of fixed borders if bound>=1
s

struct State state;

Die Nachbarschaften und Wechselwirkungs-Umgebungen werden durch sogenannte
next [i]-Felder abgebildet (zur Idee siche Hartmann und Rieger, 2001). Dabei werden
fiir jeden Punkt des Gitters alle seine Nachbarn (bzw. alle Plétze, mit denen er wech-

selwirken kann) abgespeichert (siehe Funktion InitNeighbour). Erstens wird damit die

gesamte Information iiber die Konnektivitdt auf den Gitter nur einmal berechnet und kann

in allen folgenden Schritten zeitsparend in den Feldern nachgeschlagen werden (engl. look-

up tables). Zweitens lassen sich die periodischen Randbedingungen ohne Zeitverlust bei

der Definition der Nachbarschaften implementieren. Gekapselt werden diese Felder durch

NEXT-Makros, die es erlauben, komfortabel auf das k-te Element der Wechselwirkungs-

Umgebung des Proteins am Platz x im Zustand s zuzugreifen (im Folgenden am Beispiel

der Wechselwirkungs-Umgebung peripherer Proteine gezeigt).

#define NEXTWPP(x,k,s) \
state.nextwPP[s*x((state.N+1)*input.nwPP)+x*input.nwPP+k]

Daten in der Ausgabedatei Die Ausgabedatei heifit 1ipout.dat und enthélt Ny, Zeilen,
wobei jede Zeile die folgenden Observablen beinhaltet:

/* column: output
R e | m e e

* O X X X X X X X X X X *

01:
02:
03:
04:
05:
06:
07:
08:
09:
10:
11:
12:
13:

m_cum
m_dir[1]
m_dir[2]
m_dir[3]
m_iso

p/i
p/i_sub[1]
p/i_sub[2]
p/i_sub[3]
p/i_loc
p/i_ord

"description"

"parameter varied in experiment"

"lipid order parameter = fraction fluid"
"Binder cumulant = 1-(m2/(3*m4))"

"lipid order in one linear dimension"

n ooH_s>» n

n J J n

"isotropy parameter"
"protein density"
"protein density on one sublattice"

n oHo_o>» n

n J J n

"local protein order parameter"
"global protein order parameter"
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* 14: mm "lipid-lipid cluster parameter"

* 15: mp/mi "lipid-protein cluster parameter"

* 16: ppw/iiw "overlap of prot.-prot. interaction environments"

* 17: ppo/iio "overlap of prot. i.a. environment with prot. matter"
* 18: e "internal energy per site"

* 19: C "specific heat per site"

* 20: X "lipid susceptibility per site"

* 21: h_ O "mean hight of interface"

* 22: h_w "width of interface = second moment"

* 23: sigma "standard deviation of order parameter"

*x 24: U(r) "potential of mean force (only in some cases)"

* —————— | = |
*/

B.3 Algorithmus

Der Kern jeder Monte-Carlo-Simulation ist die Berechnung von (Pseudo-) Zufallszahlen.
Das Programm wurde so aufgebaut, dass auf einfache Art und Weise der Zufallszahlenge-
nerator gewechselt werden kann. Es wurden die beiden Generatoren ran0 und ran3 der
,Numerical Recipes“ (Press u. a., 1992) abwechselnd herangezogen und die Ergebnisse der
Simulationen miteinander verglichen, um einen Einfluss des Generators ausschlieffen zu
konnen.

Die gewichtete Uberdeckung des Zustandsraums durch die Simulation beruht auf loka-
len Schritten im Konfigurationsraum des Systems. Die drei zentralen Metropolis-Schritte
sollen kurz skizziert werden.

Lipide Die Lipide koénnen ihren Zustand einzeln lokal d&ndern (sogenanntes ,,Spin-Flip*).
Die Wechselwirkungen werden im einfachen Fall niachster Nachbarn einfach {iber das NEXT-
Feld abgefragt. Um die moglicherweise komplizierten Formen der Proteine zu kapseln, wird
die Wechselwirkung mit ihnen grundsétzlich durch Umgebungen dargestellt, die bei Ver-
anderung des Proteinzustandes aktualisiert werden (z. B. gibt der Wert von state.wLP [x]
an, wie viele periphere Proteine mit dem Lipid auf Platz x wechselwirken). Zum Vergleich
der Energien vor und nach dem Schritt fiir die Berechnung der Ubergangswahrschein-
lichkeit werden die Zustandsvektoren grundsétzlich in zwei Versionen abgespeichert (z. B.
state.nL[x] und state.nLnew([x]). Der Vorteil dieses Verfahrens wird in den né#chsten
komplizierteren Metropolis-Schritten versténdlich.

int LipFlip(float (*rng) (long *),int x) {
float bf; /* Boltzmann factor */
int lh,1ln,11,1p,1li,q; /* auxiliary variables */

lh = (2#state.nL[x] - 1); /* flip variable: +1 or -1 */
1n = 0; /* lipid-lipid i.a. is NOT local */
for (q = 1; q <= 6; g++)
1n state.nL[NEXTWLL(x,q)];
11 = 1h * 1n;
lp = 1h * state.wLP[x]; /% lipid-protein i.a. is local due to formalism */
1i = 1h * state.wLI[x];

+
]

bf = state.bfpin[x] [1h] * state.bfLL[11] * state.bfLH[1h] \
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* state.bfLP[1p] * state.bfLI[1li];

if (rng(&idum) < bf) {

state.nLnew[x] -= 1h;
state.nL[x] -= 1h;
return (1);

}

else {
return (0);

}

Proteine im Adsorptions-/Desorptions-Gleichgewicht Um den Quelltext verstédndlicher
zu halten, sind der Adsorptions- und Desorptions-Vorgang voneinander getrennt worden.
Mit der Formulierung in der Ising-Symmetrie der Spins wére das sicher nicht nétig gewesen,
kostet so aber auch keine Rechenzeit. Der grundsétzliche Gedanke ist wie folgt: Ist am
ausgesuchten Platz kein Protein, so berechne die Metropolis-Wahrscheinlichkeit fiir die
Adsorption, welche zuerst durch die harten Kerne anderer Proteine eingeschriankt und
dann durch die Wechselwirkung mit anderen Umgebungen bestimmt ist. Befindet sich ein
Protein am Platz, so berechne die Desorptionswahrscheinlichkeit. Die Entscheidung, ob der
Schritt angenommen wird oder nicht, trifft man durch die Berechnung einer Zufallszahl: Ist
diese niedriger als der Boltzmann-Faktor, so erneuere die Zustandsvektoren des Systems.

int PerFlip(float (*rng) (long *),int x)

{
int  flip,pww,pwo,pow,pl,q; /* auxiliary variables */
float bf; /* Bioltzmann factor */

flip = (2¢state.nP[x] - 1);
if (flip == -1) { /* 1. ADSORPTION */

/* 1.1. Get new protein state */
state.sPnew[x] = GetPerState(rng);

/* 1.2. Check for hard core interaction */
if (CheckHardCore(state.oPP,x,state.sPnew[x],state.nextoPP,input.noPP,0)) {

/* 1.3. Get the energy difference by sum up the possible NEW i.a. */
pww = O; /* new i.a. region with old i.a. regions */
for (q = 1; q <= input.nwPP; g++)
if (state.wPP[NEXTWPP(x,q,state.sPnew[x])] > 0)
pww ——;
pwo = 0; /* new i.a. region with old matter regions */
for (q = 1; q <= input.nwPP; g++)
if (state.oPP[NEXTWPP(x,q,state.sPnew[x])] > 0)
pwo ——;
pow = 0; /* new matter region with old i.a. regions */
for (q = 1; q <= input.noPP; g++)
if (state.wPP[NEXTOPP(x,q,state.sPnew[x])] > 0)
pow ——;
pl = 0; /* new protein with existing lipids */
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for (q = 1; q <= input.nwLP; g++)
pl -= state.nL[NEXTWLP(x,q,state.sPnew[x])];

/* 1.4. calculate the Boltzmann factor */
bf = state.bfPPw[pww] * state.bfPPo[pwo+pow] * \
state.bfLP[pl] * state.bfPH[flip];

/* 1.5. do the flip and update the state */
if (rng(&idum) < bf) {
state.nP[x] ++;
for (q = 1; q <= input.noPP; q++)
state.oPP[NEXTOPP(x,q,state.sPnew[x])] ++;
for (q = 1; q <= input.nwPP; g++)
state.wPP [NEXTWPP(x,q,state.sPnew[x])] ++;
for (q = 1; q <= input.nwLP; g++)
state.wLP [NEXTWLP(x,q,state.sPnew[x])] ++;
state.sP[x] = state.sPnew[x];
return (1);
}
else {
state.sPnew[x] = 0;
return (0);
}
}
else {
return (0);
}
}
else { /* 2. DESORPTION */

/* 2.3. Get the energy difference by sum up the possible OLD i.a. */
pww = 0; /* new i.a. region with old i.a. regions */
for (q = 1; q <= input.nwPP; g++)
if (state.wPP[NEXTWPP(x,q,state.sP[x])] > 1)
pww ++;
pwo = 0; /* new i.a. region with old matter regions */
for (q = 1; q <= input.nwPP; g++)
if (state.oPP[NEXTWPP(x,q,state.sP[x])] > 0)
pwo ++;
pow = O; /* new matter region with old i.a. regions */
for (q = 1; q <= input.noPP; q++)
if (state.wPP[NEXTOPP(x,q,state.sP[x])] > 0)
pow ++;
pl = 0; /* new protein with existing lipids */
for (q = 1; q <= input.nwLP; gq++)
pl += state.nL[NEXTWLP(x,q,state.sP[x])];

/* 2.4. calculate the Boltzmann factor */
bf = state.bfPPw[pww] * state.bfPPo[pwo+pow] * \
state.bfLP[pl] * state.bfPH[flip];

/* 2.5. do the flip and update the state */
if (rng(&idum) < bf) {
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state.nP[x] --;
for (g = 1; q <= input.noPP; g++)
state.oPP[NEXTOPP(x,q,state.sP[x])] --;
for (g = 1; q <= input.nwPP; g++)
state.wPP [NEXTWPP(x,q,state.sP[x])] --;
for (q = 1; q <= input.nwLP; g++)
state.wLP[NEXTWLP(x,q,state.sP[x])] --;
state.sP[x] = 0;
return (1);
}
else {
return (0);

}

Proteine bei fester Teilchenzahl Die Bewegung von Proteinen in der Membran ist
der aufwindigste Schritt und entspricht der Simulation eines kanonischen Ensembles
von Adsorbaten oder Einlagerungen. Die Berechnung des Boltzmann-Faktors ist in ei-
ne eigene kleine Funktion ausgegliedert. Die Schleifen entsprechen den Summen iiber die
Wechselwirkungs-Umgebungen in Gleichung 4.2.

float GetPerMoveBf(int x, int y)
{

int  pww,pwo,pow,ln,q; /* auxiliary variables */

// 1.2.1. Check for per.protein interaction:
pww = O;
for (g=1;q9<=input.nwPP;q++) {
pww += state.wPP[NEXTWPP(x,q,state.sP[x])];
pww -= state.wPPnew[NEXTWPP(y,q,state.sPnew(y])];
}
pwo = O;
for (g=1;q9<=input.nwPP;q++) {
pwo += state.oPP[NEXTWPP(x,q,state.sP[x])];
pwo -= state.oPPnew[NEXTWPP(y,q,state.sPnew(y])];
}
pow = O;
for (g=1;q9<=input.noPP;q++) {
pow += state.wPP[NEXTOPP(x,q,state.sP[x])];
pow -= state.wPPnew[NEXTOPP(y,q,state.sPnew(y])];

}
// 1.2.2. Check for per.protein-lipid i.a.
1n = O;

for (g=1;9<=input.nwlP;g++) {
1n += state.nL[NEXTWLP(x,q,state.sP[x])];
1n -= state.nL[NEXTWLP(y,q,state.sPnew[y])];

return (state.bfPPw[pww] * state.bfPPo[pwo+pow] * state.bfLP[1n]);
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Es folgt die Berechnung des eigentlichen Schrittes. Fiir den Schritt ist zu beachten,
dass es fiir nicht symmetrische Proteinformen acht Moglichkeiten der Bewegung gibt:
sechs Richtungen fiir die Schwerpunktsbewegung (die Nachbarn auf dem Gitter) und zwei
fiir die Rotation (links und rechts herum) um den Schwerpunkt. Die erste ist einfach
durch den Ort x gekennzeichnet, an dem die Besetzungszahl state.nP[x] gleich eins
ist. Die zweite wird durch den Zustandsvektor state.sP[x] kodiert, dessen Wert bis zu
sechs verschiedene Einstellungen besitzt, die die moglichen Rotationswinkel auf dem Gitter
reprasentieren.

Die Auswahl einer der moglichen Bewegungen und die Vorbereitung der Zustands-
Vektoren ist noch einmal in eine eigene Funktion ausgegliedert. Im Anschluss folgt der
eigentliche Schritt.

void PrePerMove(float (*rng) (long *), int x)

{
int k,y;
x = (int) (rng(&idum) * state.N) + 1; /* choose site */
if (state.nP[x]==1) {
k = (int) (rng(&idum) * 8.0) + 1; /* choose move */
/* if k in 1..6 => move in direction
* if k=7 => turn left
* if k = 8 => turn right */
if (k <= 6) {
y = NEXTWLL(x,k) ;
state.sPnew[y] = state.sP[x];
state.sPnew[x] = 0;
}
else {
y = X5
state.sPnew[y] = NEXTSP(state.sP[x],(2xk - 15));
}
output.accept[2] += PerMove(rng,x,y,k);
}
else {
}
return;
}

int PerMove(float (*rng) (long *), int x, int y, int k)
{

float bf;

int q;

if ( (state.nP[yl==0 || y==x) && CheckHardCore(...) ) {
/* 1. new state = old state plus move... */
for (q = 1; q <= input.nwPP; g++) {
state.wPPnew [NEXTWPP(x,q,state.sP[x])] --;
state.wPPnew [NEXTWPP(y,q,state.sPnewl[yl)] ++;
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}

for (q = 1; q <= input.noPP; q++) {
state.oPPnew [NEXTOPP(x,q,state.sP[x])] --;
state.oPPnew [NEXTOPP(y,q,state.sPnew[y])] ++;

bf = GetPerMoveBf (x,y);

/* 3. Metropolis step */
if (rng(&idum) < bf) {
state.nP[x] = 0;
state.nP[y] = 1;
/* update arrays of occupied sites */
for (q = 1; q <= input.noPP; g++) {
state.oPP [NEXTOPP(x,q,state.sP[x])] --;
state.oPP[NEXTOPP(y,q,state.sPnew[y])] ++;

for (q = 1; q <= input.nwPP; g++) {
state.wPP [NEXTWPP(x,q,state.sP[x])] --;
state.wPP[NEXTWPP(y,q,state.sPnew[y])] ++;

for (q = 1; q <= input.nwLP; q++) {
state.wLP [NEXTWLP(x,q,state.sP[x])] --;
state.wLP[NEXTWLP(y,q,state.sPnew[y])] ++;
}
state.sP[x] = 0;
state.sP[y]

state.sPnew([y];

return (1);

}
else {
/* reverse update of new arrays */
for (q = 1; q <= input.nwPP; g++) {
state.wPPnew [NEXTWPP(x,q,state.sP[x])] ++;
state.wPPnew [NEXTWPP(y,q,state.sPnew[yl)] --;
}
for (q = 1; q <= input.noPP; g++) {
state.oPPnew [NEXTOPP(x,q,state.sP[x])] ++;
state.oPPnew [NEXTOPP(y,q,state.sPnew[y])] --;
}
state.sPnew[y] = state.sP[y];
state.sPnew[x] = state.sP[x];
return (0);
}
}
else {
state.sPnew([y] = state.sP[y];
state.sPnew[x] = state.sP[x];
return (0);
}
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Auf der beiliegenden CD-ROM in Verzeichnis programs/1lipflip/ finden sich die Quell-
Dateien des Programms, die Rohdaten fiir alle Abbildungen (in Verzeichnis data/) und
eine ausfiihrliche Dokumentation des Programms. Die Dokumentation wurde mit dem
Werkzeug ,,ZehDok* von Rudolf Opalla automatisch aus dem kommentierten Quell-Text
erzeugt und findet sich im Unterverzeichnis cdoc/ im IXTEX-Format mit einer druckfihigen
PostScript-Version.
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Bemerkung

Jedem Eintrag im Literaturverzeichnis folgt ein Verweis auf die jeweiligen
zitierenden Stellen im vorliegenden Text in Form von Seitenzahlen. Die letzten
Zahlen jedes Eintrags geh6ren demnach nicht mehr zum Zitat selbst.
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