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Kurzzusammenfassung

In lebenden Systemen sind Lipidmembranen (Lipid-Bilayer) ubiquitér, so dass ih-
re Dynamik eine entscheidende Rolle fiir natiirliche Prozesse und das Leben selbst
spielt. Ein augenscheinliches Beispiel fiir einen solchen dynamischen Prozess ist die
Nervenreizleitung. Im Gegensatz zu deren anerkannten Beschreibung in der elek-
trischen Theorie nach Hodgkin und Huxley, soll die alternative Betrachtung von
Nervenreizen als akustische Wellen/Pulse auf Lipidmembranen, das zentrale Thema
dieser Arbeit darstellen. Dazu wird das Modell des Lipid-Monolayers fiir die theore-
tischen oder experimentellen Untersuchungen gewahlt, da es hervorragenden Zugang
zu den elastischen Eigenschaften von Lipidmembranen gibt und dabei experimentell
einfach umzusetzen ist.

Die Entwicklung einer dynamischen Monte-Carlo-Simulation fiir Lipid-Monolayer
liefert zunéchst Ergebnisse, die eine Briicke zwischen der mikroskopischen Vorstel-
lung zu den makroskopischen Messungen, der betrachteten statischen und dynami-
schen Experimente, schlagen. Den Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit stellt aber
die experimentelle Untersuchung von Wellenphéanomenen auf Lipid-Monolayern dar.
So wird gezeigt, dass Monolayer auf elektrischem Weg zu hochfrequenten Wellen-
phénomenen (~ 10MHz) angeregt werden konnen, deren Verhalten dem von rein
akustischen Wellen mit Ausbreitungsgeschwindigkeiten von ~ 100% gleichkommt.
Die Anregung von niederfrequenten (~ 1Hz) Druckpulsen wird schliefslich auf che-
mischem Weg durch das Aufbringen verschiedener Substanzen auf die Monolayer
erreicht. Durch die direkte, zeitaufgeloste Messung dieser Pulse wird gezeigt, dass
sie Ausbreitungsgeschwindigkeiten von ~ 1% besitzen und sowohl mechanische als
auch elektrische Signale auf den Monolayern erzeugen.

Die in dieser Arbeit vorgestellten, experimentellen Ergebnisse unterstiitzen die Vor-
stellung von Wellen entlang von Nervenfasern als Bild fiir die Nervenreizleitung
(Nervenreizleitungsgeschwindigkeiten ~ 0.1 —100%). Auf Grundlage dieser Idee wird
zuletzt eine einfache Wellentheorie der Nervenreizleitung vorgeschlagen, die die elek-
trische Theorie nach Hodgkin und Huxley in vereinfachter Form beinhaltet. Dabei
gibt die Wellenvorstellung in dieser Theorie Zugang zur mechanischen, thermischen
und elektrischen Phénomenologie der Nervenreizleitung.



Kapitel 1: Einleitung

1878 riet Philip von Jolly seinem Studenten Max Planck vom Physik Studium ab,
,weil diese Wissenschaft seit der Entdeckung des Energieprinzips im wesentlichen ab-
geschlossen sei und nicht mehr viel Neues erwarten liefse” [1]. Diese um 1900 in allen
wissenschaftlichen Bereichen verbreitete Meinung hat sich sehr schnell als nicht halt-
bar herausgestellt. Die darauf folgenden Jahrzehnte mit ihren damals revolutionéren
Ideen, wie die Quantenmechanik oder Relativitdtstheorie, zeigten sehr deutlich, dass
Wissen, Verstédndnis und Sichtweise auf die Natur zu jedem Zeitpunkt kritisch und
offen betrachtet werden sollten.

Um so eindringlicher stellt sich diese Situation in Biologie und Medizin dar. Es ist
klar, dass fiir die komplexe belebte Materie noch kein umfassendes, grundlegendes
Verstandnis vorhanden ist, weder biologisch, phenomenologisch, noch physikalisch.
All diese Aspekte haben fiir die Beschreibung des Lebens und dessen Grundlagen
gleichermafien Wichtigkeit. So war es Schrédinger, mit einer damals fiir die Biolo-
gie unpopulédren, physikalischen Sichtweise, der 1944 in seinen Vorlesungen ,Was ist
Leben?* [2], die Notwendigkeit eines molekularen Kristalls zur Speicherung der fir
das Leben notwendigen Informationen postulierte. 1953, nur ein paar Jahre spéter,
wurde dieser in Form der DNA, von Watson und Crick gefunden |3, 4].

Die Anwendung physikalischer Prinzipien in der Biologie hat erst iiber die letzten
Jahrzehnte wieder verbreitete Akzeptanz in Form der Biophysik gefunden. Thre Ur-
spriinge liegen jedoch weiter in der Vergangenheit. Beispielsweise gelang Helmholtz
bereits 1850 bei der Untersuchung elektrischer Phanomene an Nerven, die expe-
rimentelle Bestimmung der Nervenreizleitungsgeschwindigkeit [5]. 1912 versuchte
Wilke dann die Grundlagen der Nervenreizleitung auf die Basis der Wellenausbrei-
tungstheorie der Physik zu stellen [6, 7|. Ein Nervenimpuls sollte nicht mehr sein,
als ein Wellenpaket auf der Zellwand des Nerven. Da Wilkes Ausfithrungen damals
nicht weiter iiberpriift oder bekannt wurden, war die Idee des Nervenpulses als Wel-
lenpaket schnell wieder vergessen.

Die bis heute anerkannte Theorie der Nervenreizleitung wurde erst spater von Hodg-
kin und Huxley entwickelt [8]. Sie beruht nicht auf einem simplen physikalischen
Phéanomen, wie der Wellenausbreitung, sondern verwendet ein komplexes Zusam-



menspiel von Protein-lonenkanélen und Ionenstromen, die aus und in die Nervenzelle
fliefsen, um das elektrisch messbare Signal eines Nervenreizes, das Aktionspotential,
zu reproduzieren.

In ihren Arbeiten von 1952 betonten Hodgkin und Huxley, dass die physikalische
Interpretation, die sie anstellten, wahrscheinlich nicht ein korrektes Bild der Zell-
membran und ihrer Vorgénge wiedergibt: ,For the sake of illustration we shall try
to provide a physical basis for the equations, but must emphasize that the inter-
pretation given is unlikely to provide a correct picture of the membrane.“ [8]. Thre
Theorie stellte vor allem die elektrische Erscheinung sehr gut dar. Es war ihnen
schon damals klar, dass mit ihrem Modell nicht die gesamte Phénomenologie der
Nervenreizausbreitung erschépfend beschrieben werden kann.

Andere Merkmale als die elektrischen Anderungen des sich ausbreitenden Aktions-
potentials blieben unbeachtet. So zeigen sich auch thermische und mechanische Ver-
dnderungen |9, 10, 11]. Trotz des Versuchs diese Erscheinungen mit der etablierten
Theorie von Hodgkin und Huxley (H&H-Theorie) zu vereinen, blieben viele Aspekte
nicht zweifelsfrei kldarbar. Das thermische Aufheizen und Abkiihlen wihrend eines
Aktionspotentials ist nach wie vor nicht schliissig in die H&H-Theorie integriert [11].
Dagegen ist der Einfluss der Umgebungstemperatur auf die Reizausbreitung mit der
H&H-Theorie beschreibbar, wobei dies durch Modifizieren von Fitting-Parametern
im Modell geschieht. Letztendlich ergibt sich ein Bild der H&H-Theorie, das gepragt
ist durch den Erfolg der elektrischen Beschreibung, dabei aber inharente Eigenschaf-
ten des Aktionspotentials zundchst aufter Acht lésst.

Um die Unzulénglichkeiten der H&H-Theorie zu kldren, wurde die Idee von Wel-
lenpaketen als Bild fiir Aktionspotentiale wieder aufgegriffen [12, 13, 14, 15, 16, 17,
18]. Es zeigte sich, dass das Bild der Nervenreizleitung als Wellenphdnomen mit
den biologischen Aspekten in Einklang zu bringen ist. Um diese Idee auf eine gute
Grundlage zu stellen, ist es notig, Wellenerscheinungen auf Zellmembranen, bzw.
deren Modellsystemen, ausfiihrlich zu untersuchen und in den bestehenden biologi-
schen Rahmen einzuordnen.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich deshalb mit der Dynamik, der Wellen /Puls-
Erzeugung und der Wellen/Puls-Ausbreitung in einem einfachen Modell fiir Zell-
wande. Dazu wird in Kapitel 2 zunéchst eine kurze Einfithrung in die biologischen,
chemischen und physikalischen Grundlagen des verwendeten Zellwand-Modells, des
Lipid-Monolayers, gegeben. Die folgenden Untersuchungen untergliedern sich dann
im wesentlichen in drei Teile.



Kapitel 1: Finleitung

In Kapitel 3 wird eine Simulation entwickelt und vorgestellt, die in der Lage ist
sowohl thermodynamische, als auch elastisch-dynamische Eigenschaften von Lipid-
Monolayern wiederzugeben. Das bekannte Ising-Modell fiir Monte Carlo Simulatio-
nen von Lipid-Monolayern [19, 20, 21, 16] wird zunéchst dargestellt, um anschlie-
fsend dynamisch erweitert zu werden. Das {iblicherweise steife, hexagonale Gitter des
Modells, wird durch ein flexibles Netz aus Federn ersetzt und der, fiir numerische
Rechnungen benutzte, Monte Carlo Zyklus um einen Schritt erweitert, der es je-
dem Gitterplatz ermdglicht, sich rdumlich zu verschieben. Letztere sind mit Lipiden
besetzt, deren messbar, bekannte elastische und thermodynamische Eigenschaften
benutzt werden um die Parameter der Simulation zu bestimmen. Zwei neu einge-
fiihrte Parameter, die einer Zeit- und einer Reibungskonstante entsprechen, werden
mit Hilfe eines Vergleiches von Messung und Berechnung festgelegt, um den Para-
metersatz fiir die folgenden Berechnungen von Monolayer-Isothermen zu fixieren.
Abschliefend wird ein dynamisches Experiment (durchgefiihrt von J. Neumann und
M. Hennig |22, 23|) implementiert, in dem in einer Bilayer-Membran, die aus einer
Mischung aus Fluoreszenz markierten und reinen Lipiden gebildet wird, durch eine
stehende Welle, ein in einem Fluoreszenzmikroskop beobachtbares Streifenmuster
erzeugt wird.

Kapitel 4 zeigt und analysiert eine Moglichkeit Lipid-Monolayer durch ein elek-
trisches Hochfrequenzfeld anzuregen. Eine kurze theoretische Erorterung zeigt zu-
néchst, dass Lipid-Monolayer in der Lage sein sollten akustische, longitudinale Wel-
len zu tragen. Fiir die experimentelle Anregung wird eine interdigitale Transducer-
Struktur (IDT) auf einem Glassubstrat aufgebracht, an den Monolayer gekoppelt
und mit einer hochfrequenten Wechselspannung betrieben [18]. Das entstehende
elektrische Wechselfeld koppelt an die Ladungen oder Dipole der Lipide und regt
diese an. Die durch die IDT Struktur eindeutig vorgegebene Wellenlénge, erlaubt es,
die gemessenen, bei bestimmten Frequenzen im MHz-Bereich auftretenden Oberfla-
chendruckerh6hungen zu benutzen, um dem, auf dem Monolayer erzeugten, Wellen-
phédnomen eine Ausbreitungsgeschwindigkeit zu zuordnen. Die Geschwindigkeiten
sind, ohne zusétzliche Fitting-Parameter, mit den theoretischen Erwartungen, auf
Grund der statisch gemessenen Kompressibilitit, sehr gut vergleichbar. Nach der
Betrachtung der Energieerhaltung im Monolayer, wird das beobachtete Phdnomen
abschliefsend diskutiert und interpretiert.

In Kapitel 5 wird ein System entwickelt, das durch die ausschliefliche Verwendung
biologisch relevanter Materialien direkten Bezug zur Ausbreitung von Nervensigna-
len impliziert. Pulse auf Lipid-Monolayern werden durch das Aufbringen von Tropfen
verschiedener Substanzen angeregt. Durch die kurzzeitige Wechselwirkung der auf-
getropften Stoffe mit dem Lipid-Monolayer entstehen Oberflichendruckpulse, die



sich ausbreiten und durch die Verwendung zweier Oberflichendrucksensoren, die
einen bekannten Abstand besitzen, analysiert werden. Die Ausbreitung von Wellen,
dhnlich diesen Pulsen, wurde bereits von J. Lucassen im Rahmen der Kapillarwellen-
theorie auf Wasser betrachtet [24, 25|. Um im vorliegenden Fall, die niederfrequente
Anregung mit der hochfrequenten aus Kapitel 4 zu verkniipfen, wird eine Theorie
entwickelt, die sowohl den Grenzfall hochfrequenter, als auch den von niederfrequen-
ten Wellen nach J. Lucassen beinhaltet [26]. Bei den folgenden Experimenten wird
zunachst eine Analyse der Anregung durch verschiedene Losungsmittel durchgefiihrt.
Anschliefsend werden an Stelle der Losungsmittel Sduren verwendet, um ein Modell
fiir die Verbindungsstelle zweier Nervenzellen, den synaptischen Spalt, zu erhalten.
Tatséchlich zeigt die dort auftretende Essigsiure eine erstaunliche Fahigkeit Pulse
auf Monolayern anzuregen. Es wird eine pH-abhéngige Analyse durchgefiithrt und
die elektrische Oberflichenpotentialinderung des Lipid-Monolayers mit Hilfe einer
Kelvinsonde bestimmt und mit dem Oberflachendruck der Monolayer verkniipft.
Um den Schritt zu biologischen Nervensystemen darzustellen, werden die Experi-
mente zur Essigsdureanregung abschlieffend noch an Schweinehirn-Lipid-Monolayern
durchgefiihrt.

Kapitel 6 baut auf den Implikationen der gemachten Messungen auf, um eine einfache
Wellentheorie der Nervenreizleitung abzuleiten, die die H&H-Theorie als vereinfach-
ten Bestandteil beinhaltet. Die H&H-Theorie wird néher vorgestellt und die zuvor
erwahnten Parallelen zum synaptischen Spalt weiter erértert. Die Verkniipfung zur
H&H-Theorie ergibt sich schliefslich durch die Einfiihrung der Oberflichendruckab-
héngigkeit der Membranleitfidhigkeit. Diese Annahmen werden abschlieftend in einer
Wellengleichung vereint, die eine Wellentheorie der Nervenreizleitung wiederspiegelt.
Letztere beinhaltet die bekannte H&H-Theorie in vereinfachter Form und erklért da-
mit neben der elektrischen, auch die mechanische und thermische Phénomenologie
der Nervenreizleitung.



Kapitel 2: Lipidmembranen.
Einfithrung in Theorie und
Experiment

Hier soll ein kurzer einleitender Uberblick iiber die verwendeten biologischen Mate-
rialien, im wesentlichen Phospholipide, gegeben werden. Ihre Eigenschaften werden
in einer moglichst thermodynamischen Sichtweise dargestellt, wobei im speziellen
Wert auf das elastische Verhalten der von ihnen erzeugten Strukturen gelegt wird.
Detaillierte experimentelle und theoretische Darstellungen lassen sich in [27, 28]
finden, wobei weitergehende thermodynamische Betrachtungen in [29, 30| behan-
delt werden. Dariiber hinaus wird in [16] ein empfehlenswerter Uberblick zu Lipid-
Strukturen und deren Thermodynamik gegeben.

2.1. Lipidstruktur

Den Hauptbestandteil biologischer Zellwénde stellt neben einer Vielzahl an Prote-
inen und Peptiden, die Stoffgruppe der Lipide dar. Haufig vorkommende Vertre-
ter sind die Phospholipide. Bei ihnen handelt es sich um amphiphile Molekiile, die
sich aus einem hydrophilen Kopf und zwei hydrophoben Kohlenwasserstoftketten
zusammensetzen. Sie bestehen im wesentlichen aus einem Glycerol-Phosphorsaure-
Riickgrat, das mit zwei langkettigen Fettsduren und, iiber die Phosphatgruppe, mit
einem kurzen hydrophilen Alkohol verestert ist.

Abbildung 2.1 zeigt zwei typische Vertreter der Phospholipide, mit denen in die-
ser Arbeit hauptséichlich gearbeitet wird. Diese sind 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DPPC, Molmasse 734, 1-£) und 1, 2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-
(17-rac-glycerol) (DPPG, Molmasse 744,9-£). Diese beiden Lipide sind bis auf die
Kopfgruppe identisch, und unterscheiden sich durch ihre Gesamtladung. DPPC ist,
im Gegensatz zu DPPG, durch die positive Ladung der Cholingruppe (grin in Ab-
bildung 2.1) insgesamt nicht negativ geladen. Fiir beide Lipidtypen sei hier erwahnt,
dass sich ihre Ladung durch Anséduern des umgebenden Mediums und damit durch
Protonieren des negativen Sauerstoffs der Phosphorsiure, in ihrer Gesamtladung
verandern lassen.
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Abbildung 2.1.: Struktur der in dieser Arbeit hauptséchlich verwendeten Lipide von 1,2-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) und 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-(1’-rac-
glycerol) (DPPG).

2.2. Lipidmembranen

Auf Grund ihres amphiphilen Charakters und ihrer (Kegelstumpf-)Geometrie richten
sich Phospholipide in Kontakt mit Wasser aus und ordnen sich zu Uberstrukturen,
in denen die hydrophoben Kohlenwasserstoffketten vom Wasser abgeschirmt wer-
den. Abbildung 2.2 zeigt die entstehenden uni- oder multilamellaren Vesikel, die aus
bimolekularen Lipidschichten (Bilayern), bestehen. Letztere setzen sich aus zwei mo-
nomolekularen Lipidschichten (Monolayern) mit einander zugewandten Kohlenwas-
serstoffketten zusammen. Fiir sehr hohe Konzentrationen bilden die Lipide dariiber
hinaus kubische oder invers hexagonale Gelstrukturen. Eine biologische Zellwand
besteht aus einem Bilayer, der aus Lipiden verschiedener Typen aufgebaut ist und
in den eine Vielzahl von Peptiden, Proteinen und anderen Stoffen eingebettet sind.
So auch im Fall einer Nervenzelle.

Lipid-Bilayer konnen zudem Phaseniiberginge zeigen. Beim so genannten Haupt-
iibergang éndert sich im wesentlichen die Ordnung der Kohlenwasserstoffketten der
Lipide. Dabei spricht man von einem Ubergang aus der Gel- in die fluide Phase,
wobei letztere im Folgenden kurz beschrieben werden sollen.
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Abbildung 2.2.: Typische Strukturen zu denen sich Lipid organisieren wenn sie in Kontakt mit
Wasser kommen. Je nach Konzentration der Lipide im Wasser bilden sich unter anderem uni- oder
multilamellare Strukturen aus.

e GelPhase (Ly Phase): Bei niedrigen Temperaturen sind die Kohlenwasserstoft-
ketten grofteils geordnet (in trans-Konformation) und mit einem festen Win-
kel zur Membranoberflache versehen. In dieser festeren Phase sind die Lipide
im solid-geordneten Zustand.

e Fluide Phase (L, Phase): Bei hohen Temperaturen sind die Kohlenwasser-
stoffketten grofteils ungeordnet (in gauche-Konformation). Sie nehmen eine
grofere Flache in Anspruch als in der Gel Phase. In dieser fliissigen Phase sind
die Lipide im fluid-ungeordneten Zustand.

Die Phasen treten abhéngig von Druck, Temperatur und anderen einflussnehmen-
den thermodynamischen Grofsen auf. Bei konstantem Druck wird die Temperatur
bei der der Hauptiibergang auftritt hauptséchlich durch die Lénge der hydrophoben
Kohlenwasserstoftketten und deren Sattigung bestimmt. Je ldnger die Ketten sind,
desto hoher ist die Phaseniibergangstemperatur und umgekehrt. Dagegen erniedrigt
sich die Ubergangstemperatur, wenn die Ketten ungeséttigt sind (Doppelbindungen
zwischen C-Atomen der Kohlenwasserstoffketten).

Wie fiir Bilayer existieren fiir Monolayer dquivalente Phasen die in Abschnitt 2.4
naher erlautert werden.
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2.3. Thermodyamische Beschreibung von
Lipidmembranen

Im folgenden werden die wichtigsten Grofsen und Eigenschaften der thermodynami-
schen Beschreibung von Lipidmembranen aufgefiihrt. Fiir den Fall der hier betrach-
teten zweidimensionalen Lipidmembranen werden die dreidimensionalen Grofen des
Drucks p und des Volumens V durch die entsprechenden Grofen des Oberflichen-
drucks 7 und der Oberflaiche A ersetzt. Damit stellt sich der erste Hauptsatz der
Thermodynamik in folgender Weise dar:

1. Hauptsatz der Thermodynamik: dE = dQ +dW = TdS —ndA (+¥dq) (2.1)

Die Membraneigenschaften in Gleichung 2.1 sind: § die Entropie, T die Tempe-
ratur, 7 der Oberflichendruck, A die Fldche und, falls mitberiicksichtigt, ¥ das
Oberflachenpotential und g die Oberflaichenladung. Die am haufigsten verwendeten
thermodynamischen Potentiale besitzen demnach folgende differentielle Formen.

Helmholtz freie Energie: dF = —SdT — ndA (+¥dq) (2.2)
Freie Enthalpie: dH =TdS + Adn (+¥dq) (2.3)
Gibbs freie Energie: dG = —SdT + Adn (+¥dg) (2.4)

Mit Hilfe der in diesen Potentialen auftretenden extensiven und intensiven Grofen
lassen sich verschiedene physikalische Eigenschaften definieren. Unter diesen wer-
den in dieser Arbeit meistens die isobare Warmekapazitét c,, die isotherme Kom-
pressibilitdt k7 oder der isobare Warmeausdehnungskoeffizient a, betrachtet. Spielt
zusatzlich die Ladung der Membran eine Rolle, so ldsst sich dariiber hinaus eine
elektrische Kapazitidt Cr der Membran bestimmen. Diese entspricht der Fahigkeit
der Membran ihre Dipole oder Ladungen anzuordnen.

90
T

ORI

Isobare Warmekapazitit: ¢, = (

1 1 [0A
Isotherme Kompressibilitiat «; (Elastizitit Er): ks = — = ——|—] (2.6)
ET A\onm T
. . 1 (0A
Isobarer Wirmeausdehnungskoeffizient: o, = v (2.7)
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Die, fiir akustische Wellenphdnomene wichtige, adiabatische Kompressibilitat g

(2.8)

lasst sich mit Hilfe von &7, cp und @, ausdriicken (Herleitung in Anhang A.1):

1 [0A TA
Adiabatische Kompressibilitit: kg = ——[—| =« — —a? (2.9)
A\or), Cr

Wiéhrend des Phasentibergangs einer Lipidmembran kénnen neben diesen allgemei-
nen Relationen noch weitere Proportionalititen gezeigt werden. Dazu lasst sich mit
der latenten Warme, die wahrend des Phaseniibergangs notig ist oder entsteht, eine
Uberschuss-Wirmekapazitit Ac, definieren:

Cx = Cro+ Acy = (

0H, d(AH)
G_T)ﬂ + (—8T )7r (2.10)
Ac, entspricht dem Anteil der Warmekapazitat, der explizit fiir den Phaseniibergang
auftritt. Dieser Anteil kann, wie in Gleichung 2.10 zu sehen ist, wie die herkbmm-
liche Grofse von der sie abgeleitet ist (hier die Enthalpie H) verwendet werden und
ist wiahrend des Phaseniibergangs ausschlaggebend, so dass dort (bis auf konstan-
te Werte) ¢, ~ Ac, gilt. Auf gleiche Art und Weise lassen sich die Uberschuss-
Kompressibilitit Akz, der Uberschuss-Wiarmeausdehnungskoeffizient Ae, und die
Uberschuss-Kapazitit ACy definieren. Fiir Lipidmembranen kann gezeigt werden
(siche Anhang A.2), dass sich zwischen diesen Gréfen eine ndherungsweise direkte
Proportionalitét ergibt [14, 31]:

Acy; < Akr oc Ay o< ACr (2.11)

Diese Proportionalitdt bedeutet, dass, wann immer sich im Phaseniibergang eine
Membraneigenschaft verandert, sich alle anderen Eigenschaften mit &ndern werden.
Bestimmt man die entsprechenden Proportionalitdtsfaktoren (siehe Anhang A.2),
kann so, kennt man beispielweise k7, die experimentell nur sehr schwer zugéngliche
Warmekapazitat ¢, eines Monolayers bestimmt werden.
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2.4. Untersuchung von Monolayern mit Hilfe der
Filmwaagentechnik

2.4.1. Grundlagen und Prinzip der Filmwaagentechnik

Bereits 1878 zeigte Gibbs in seinen Abhandlungen [32], dass, immer wenn sich die
Oberflachenspannung einer Zwischenschicht durch Zugabe einer Substanz verandert,
auf deren Ansammeln an der Grenzfliche geschlossen werden kann [33]. Langmuir
nutzte dieses Verhalten um monomolekulare Filme (beispielsweise Lipid-Monolayer)
auf Wasser und spéter zusammen mit Blodgett auf feste Substrate aufzubringen (34,

35].

Der prinzipielle Aufbau einer Filmwaage, wie sie in dieser Arbeit zur Untersuchung
von Lipid-Monolayern verwendet wird, ist in Abbildung 2.3 zu sehen. Sie besteht
hauptsachlich aus einem Teflontrog, der mit Reinstwasser (18’5’73) oder einer wass-
rigen Losung (der sogenannten Subphase) gefiillt ist. Tropft man in Chloroform
geloste Phospholipide auf das Wasser verteilen sich diese iiber die gesamte Wassero-
berflaiche. Nachdem das Chloroform verdampft ist, bildet sich ein monomolekularer
Film (Lipid-Monolayer) aus. In diesem sind die Lipide so angeordnet, dass ihre hy-
drophoben Kohlenwasserstoffketten der Luft entgegen gerichtet sind und nur die
hyrophilen Kopfe in direkte Wechselwirkung mit dem Wasser treten. Der Oberfla-
chendruck 7 des Lipid-Monolayers wird mit Hilfe eines Wilhelmy-Pléttchens, das die
Oberflachenspannung o des Wassers misst, ermittelt [36]. Im Vergleich zum Aus-
gangswert oy des puren Wassers, sinkt die Oberflichenspannung o mit zunehmender
Oberflichendichte der aufgebrachten Lipide und definiert so den Oberflichendruck
des Lipid-Monolayers als & = 0y — 0. Eine bewegliche Teflonbarriere ermdoglicht das
Komprimieren oder Expandieren der verfiigharen Gesamtfliche A des Monolayers
und damit der Flache pro Lipid. Diese ist bei bekannter Anzahl N der aufgebrachten
Lipide, durch die Fléache A dividiert durch N gegeben (A = Ag,;/N). Die Temperatur
des gesamtes Troges wird zuséatzlich durch ein Warmebad reguliert. Die Herstellung
der erwdhnten und in dieser Arbeit verwendeten Lipidlosungen und Subphasen ist
in Anhang B.1 beschrieben.

Bei allen Experimenten dieses Typs muss auf groftmogliche Sauberkeit geachtet
werden, da bereits kleinste Verunreinigungen Einfluss auf den Monolayer nehmen,
der selbst nur aus sehr wenigen Molekiilen (~ 5 - 10') besteht. Ein typischer Expe-
rimentablauf ist in Anhang B.2 beschrieben. Je nach Experiment wurde fiir diese
Arbeit eine kommerziell erhéltliche Filmwaage (NIMA, Typ 611D, Coventry, Eng-
land), die den obigen Anspriichen gentigt, modifziert und umgebaut. Diese bietet
neben der Elektronik um die Oberflichendrucksensoren (NIMA, Typ PS4, Coventry,

11
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England) auszulesen, auch die Moglichkeit zum Anschluft eines Temperaturfiihlers
(NIMA, Typ Temperature sensor, Coventry, England) oder einer, in Abschnitt 2.4.3
beschriebenen, Kelvinsonde (TREK, Model 325, New York, USA). Aukerdem ver-
fiigt die Filmwaage iiber einen Dipper-Mechanismus (NIMA, Typ D1L Coventry,
England) wie es in Abbildung 4.1 in Kapitel 4 skizziert ist. Dieser wird normaler-
weise dazu benutzt Substrate sehr langsam in die Subphase des Filmwaagentroges
zu tauchen, um diese mit Mono- oder Bilayern nach dem Verfahren von Langmuir-
Blodgett [35, 33] zu beschichten. Die gesamte Filmwaage und ihre Sensoren kénnen
von der vorhandenen Software (NIMA, Version 6.20 oder 5.16, England) kontrolliert
und ausgelesen werden.

B

A/ = Drucksensor mit
Wilhelmy-Plattchen

R

<
Kompression

Bewegliche Teflonbarriere

Teflontrog

Abbildung 2.3.: Prinzipieller Aufbau einer Filmwaage. Lipide werden auf die sogenannte Sub-
phase, die meist Wasser oder eine wéssrige Losungen ist, in einem Teflontrog gegeben und bilden
einen Monolayer aus. Die Oberflichenspannung o der mit dem Monolayer belegten Wasserober-
fliche, wird mit Hilfe eines Wilhelmy-Plédtchens an einer Waage bestimmt. Als Material fiir das
Plattchen mit dem Umfang L dient ein Stiick Chromatographiepapier, das einen Benetzungswinkel
von 90° garantiert, so dass durch die Messung der am Pléattchen angreifenden Kraft F die Ober-
flichenspannung o = F/L bestimmbar ist. Die Monolayerfliche kann mit Hilfe einer Teflonbarriere
komprimiert oder expandiert werden. Die Verwendung von Teflonteilen dient zur Wahrung der
bestmoglichen Kontaminationsfreiheit der Filmwaage (Teflon ist ein gut zu reinigendes Material
und kann als chemisch inert angesehen werden, so dass kein ungewollter Stoffaustausch mit der
Subphase stattfinden kann).
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Eine Standardmessung stellt das Aufzeichnen einer Isotherme (Abbildung 2.4) dar,
bei der, wihrend des langsamen Komprimierens der zur Verfiigung stehenden Li-

2
pidfliche A (mit » 2, 5%)7 der Oberflichendruck 7 des Monolayers bestimmt wird.

Man erhélt die Isotherme in Form einer Funktion 7(A) die im Sinne der Phasenei-
genschaften der Lipide interpretiert werden kann.

2.4.2. Isothermen und Phasen von Monolayern

Eine typische Isotherme eines DPPC-Monolayers bei 24°C ist in Abbildung 2.4 zu
sehen. Wie beim Lipid-Bilayer (vgl. Abschnitt 2.2) treten bei Lipid-Monolayern
in Abhéngigkeit vom Oberflachendruck verschiedene Phasen auf, die sich in der
Isotherme (hier am Beispiel von Abbildung 2.4) identifizieren lassen [37].

Oberflachendruck [mN/m]
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Abbildung 2.4.: Typische Isotherme eines DPPC Monolayers bei 24°C. Griin sind die Bereiche der
fliissig-kondensierten Phase, blau die Bereiche der fliissig-expandierten Phase des Lipid-Monolayers
hinterlegt. Der Phaseniibergangsbereich ist zwischen den beiden Phasen umrahmt. Der Inset-Graph
zeigt die entsprechende Kompressibilitdt des Monolayers, die im Phaseniibergangsbereich maximal
wird.

e Gasanaloge Phase: ~ 0-0.1mN/m (nicht aufgelost in Abbildung 2.4). Die Li-
pidmolekiile sind, &hnlich wie freie Gasteilchen, weitraumig, ungeschlossen auf
der Wasseroberflache verteilt und treten in keine standige, direkte Wechselwir-
kung zueinander. Die Kohlenwasserstoftfketten der Lipide liegen ungeordnet auf
der Wasseroberflache. Wegen den niedrigen auftretenden Oberflachendriicken
ist sie nur schwer in Isothermen erkennbar.
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e Fliissig-expandierte Phase: ~ 0.1 — 8mN/m (blau hinterlegt in Abbildung
2.4). Nach einem Phaseniibergang 1.0rdnung mit der gasanalogen Phase,
bilden die Lipide nun einen geschlossenen, immer noch ,fliisssigen“ Monolayer,
in dem sie miteinander wechselwirken. Die Kohlenwasserstoftketten der Lipi-
de liegen zum Teil (mit zunehmendem Druck immer weniger) noch auf der
Wasseroberflache, besitzen keinerlei bervorzugte Ausrichtung und sind grof-
teils ungeordnet (in gauche-Konformation). Das Analogon der Bilayer-Phasen
(Abschnitt 2.2) ist die Fluide Phase (L, Phase).

e Phaseniibergang, fliissig-expandierte zu fliissig-kondensierter Pha-
se: ~ 8—11mN/m (blau-griin hinterlegt in Abbildung 2.4). Wegen des nahezu
horizontalen Verlaufs der Isothermen in diesem Bereich, wird dieser Phasen-
iibergang meist als Phaseniibergang 1. Ordnung oder ,schwacher” 1. Ordnung
bezeichnet 38, 37]. Die Herkunft der nicht perfekt horizontalen Steigung wur-
de ausgiebig in fritherer Literatur diskutiert. Experimente ohne bewegliche
Barriere, bei denen die Kompression durch Hinzugabe von Lipiden erreicht
wurde [39], zeigten nahezu perfekt horizontale Phaseniibergangsplateaus, was
darauf hindeutet, dass bei Barrierenversuchen durch das gleichméftge Kom-
primieren das Gleichgewicht im Monolayer nicht erreicht wird und dadurch
kein ,reiner Phaseniibergang 1. Ordnung entsteht. Dagegen spricht allerdings,
dass spatere Untersuchungen unter gleichen Bedingungen, bei sehr langsamer
Barrieren-Kompressionsrate (iiber mehr als 10 Stunden) [40] keine deutliche
Anderung der Horizontalensteigung im Phaseniibergang ergaben. Schlukend-
lich liegt es damit nahe, die Griinde in spezifischeren Lipideigenschaften, wie
dem Dipolmoment oder dem Verschmelzen von Doménen [41], zu suchen und
die Bezeichnung ,Phaseniibergang 1.0Ordnung” stets unter Beriicksichtigung
dieser Aspekte zu verstehen.

e Fliissig-kondensierte Phase: ~ 11 —35mN/m (grin hinterlegt in Abbildung
2.4). Die Lipide bilden einen geschlossenen Monolayer, der im Vergleich zur
fliissig-expandierten Phase wesentlich zéh viskoser, manchmal nahezu rigide
ist. Alle Kohlenwasserstoffketten sind geordnet (in trans-Konformation), von
der Wasseroberfliche aufgerichtet und konnen in geneigter Ausrichtung vor-
liegen, wobei sie immer noch Rotationsfreiheit besitzen. Das Analogon der
Bilayer-Phasen (Abschnitt 2.2) ist die Gelphase (Lg Phase).

e Festanaloge Phase: > 35 — 45mN/m (nicht mehr dargestellt in Abbildung
2.4). Nach einem Phaseniibergang 2. Ordnung mit der flissig-kondensierten
Phase, bilden die Lipide einen rigiden, dicht geschlossenen Monolayer. Die ge-
ordneten (in trans-Konformation) Kohlenwasserstoffketten haben die gleiche
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Ausrichtung und weisen eine mit kristallisiertem Paraffin vergleichbare Pa-
ckungsdichte auf.

e Kollaps des Monolayers: > 50mN/m (nicht mehr dargestellt in Abbildung
2.4). Der Monolayer ist zerstort und bricht, wobei sich beispielsweise drei-
dimensionale Strukturen (Mehrfachschichten) ausbilden oder Vesikel in die
Subphase abgeschniirt werden kénnen.

Die phasenabhéngigen, elastischen Eigenschaften des Monolayers werden durch die
isotherme Kompressibilitit k7 beschrieben (Inset-Graph von Abbildung 2.4). kr wird
bei gemessener Isothermenkurve m(A) mit Hilfe von Gleichung 2.6 numerisch berech-
net. Im Inset von Abbildung 2.4 ist zu sehen, wie sich mit «7 den verschiedenen Pha-
sen eines Monolayers Steiffigkeiten zuordnen lassen. Ist k7 in der fliissig-expandierten
Phase noch relativ klein, der Monolayer also hart, wird dieser wahrend des Phasen-
iibergangs extrem weich und «7 damit grofs. Schliefslich, in der fliissig-kondensierten
Phase, bei sehr kleinen Werten fiir k7, wird der Monolayer noch héarter als wahrend
der fliissig-expandierten Phase.

M 1
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30 ——DPPC 13°C
S ——DPPC 15°C
2 25 _ _— DPPC 20°C
é —DPPC 24°C
v 20 — DPPC 28°C
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Abbildung 2.5.: Isothermen-Schar eines DPPC-Monolayers bei verschiedenen Temperaturen
(3°C, 13°C, 15°C, 20°C, 24°C, 28°C und 42°C). Man erkennt die Verschiebung der Phaseniiber-
gangsplateauhdhe, die sich, bei genauer Betrachtung als linear mit der Temperatur korreliert,
herausstellt. Dartiber hinaus deuten sich bei 3°C bzw. 42°C, die reinen fliissig-kondensierten, bzw.
fliissig-expandierten Phasen des Monolayers an.

Wie fiir Bilayer ldasst sich die Phase des Monolayers auch durch die Temperatur
verdndern, bei der die Experimente durchgefithrt werden. Abbildung 2.5 zeigt eine
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Schar an DPPC-Monolayer Isothermen, die bei unterschiedlichen Temperaturen auf-
gezeichnet werden. Bei 3°C zeigt sich noch keinerlei Phaseniibergangs-Plateau, das
erst bei ca. 14°C auftaucht. Das heisst erst ab dieser Temperatur ist der Monolayer
bei groken Flachen tatséchlich in der fliissig-expandierten Phase. Gleichermafen er-
kennt man in Abbildung 2.5, dass bei 42°C, das ausgeprégte horizontale Plateau fast
verschwindet und somit andeutet, dass der Monolayer bei dieser Temperatur iiber
die komplette gezeigte Isotherme hinweg in der fliissig-expandierten Phase vorliegt.
Bei genauer Analyse ldsst sich zudem erkennen, dass sich die Hohe des Plateaus,
sprich der Phaseniibergangsdruck, in einem weiten Bereich nahezu linear mit der
Temperatur verandert. Dieses Verhalten kann als sehr allgemein aufgefasst werden,
da es ebenfalls fiir andere Phospholipide oder sogar Lipidmischungen [42, 31| auf-
tritt. In diesem Sinne wird es in Anhang A.2 zur Herleitung der Proportionalititen
in Gleichung 2.11 benutzt.

2.4.3. Oberflachenpotentialmessung von Monolayern

i
$AD Vibrierende Elektrode
U I D,

Referenzelektrode

Abbildung 2.6.: Prinzipskizze einer Kelvinsonde, die um einen Lipid-Monolayer aufgebaut ist.
Eine Elektrode mit Abstand Dy iiber der Wasseroberflache vibriert mit der Frequenz «w und der
Amplitude AD. Zwischen der Referenzelektrode und dem Monolayer besteht das Potential Ug,
zwischen vibrierender Elektrode und Oberfliche das Potential U. Anderungen des Oberflichen-
potentials {ibertragen sich also direkt auf U und Ug. Der Strom I(w), der durch die Spannung U
von oder auf die Elektrode fliefst, wird durch eine zusétzliche, externe Spannung U; = U,cos(wt)
kompensiert. In Anhang A.3 wird gezeigt, dass nun Uy o« U und damit U durch entsprechende
Kalibrierung messbar ist.

Im elektrischen Feld erzeugt ein Lipid-Monolayer eine Spannungsénderung, die als
sein Oberflaichenpotential bezeichnet wird. Als Ursprung fiir dieses sind, wie beim
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Dielektrikum im Kondensator, die Dipolmomente und Ladungen der Lipide anzuse-
hen. Je nach Kopfgruppe éndert sich das gemessene Oberflichenpotential [43, 44].
Zuséatzlich spielen noch die Kohlenwasserstoffketten eine Rolle, wobei die terminalen
CH;5-Gruppen den grofiten Einfluss besitzen [44, 45|. Unabhéngig von den Lipiden
selbst dndert sich das gemessene Oberflichenpotential auch durch die in der Subpha-
se des Monolayers vorhandenen Ionen und der erzeugten Struktur des Wassers [46,
47]. Vor allem letztere Anmerkung zeigt, dass kein klares Bild besteht, in dem der
Ursprung des Potentials eindeutig geklért ist. Ein guter, zusammenfassender Uber-
blick iiber Ursachen und Einfliisse des Oberflachenpotentials von Lipid-Monolayern
ist in 48] gegeben.

Zur Messung des Oberflachenpotentials eines Lipid-Monolayers kann eine Kelvin-
sonde verwendet werden [48]. Abbildung 2.6 zeigt die prinzipielle Funktionsweise.
Eine mit der Frequenz w vibrierende Elektrode wird iiber dem Monolayer gegeniiber
einer Referenzelektrode betrieben. Anderungen des Oberflichenpotentials spiegeln
sich direkt in Verdnderungen des Potentials U (siehe Abbildung 2.6) wieder. Der
durch das Vibrieren entstehende Strom wird mit Hilfe einer zusétzlich angelegten
Spannung U, = Ucos(wt) kompensiert, fiir die Uy « U (in Anhang A.3 gezeigt)
gilt. Damit ldsst sich durch entsprechende Kalibrierung, das Oberflachenpotential
relativ zu einem Ausgangspunkt, den beispielsweise der unkomprimierte Monolayer
darstellt, bestimmen.

Abbildung 2.7 zeigt das Beispiel einer Oberflichenpotential-Isotherme eines DPPC-
Monolayers zusammen mit dem gleichzeitig ermittelten Oberflichendruck. Es lasst
sich erkennen, dass das Potential nahezu sprunghaft stark ansteigt, bei Lipidfla-
chen grofser als 90A’. Dieses charakteristische Verhalten beschreibt das Ansammeln
der Lipide zum geschlossenen Monolayer hin, wihrend dessen zweidimensionale ,,Li-
pidgasblasen auf der Wasseroberflache unter der Kelvinsonde hinweg treiben und
die ,,Hiigelformen* erzeugen konnen. Im Anschluss an diesen Bereich der Isothermen
zeigt das Oberflichenpotential nahezu den selben Verlauf wie der Oberflachendruck.
Ein horizontales Plateau wiahrend des Phaseniibergangs ist im Potentialverlauf zu
erkennen, dessen Hohe sich mit der Temperatur nahezu linear verschiebt [31], was in
Anhang A.2 wieder zur Herleitung der Proportionalitéiten in Gleichung 2.11 benutzt
wird. Erst bei sehr hohen Driicken zeigt das Oberflichenpotential ein Abknicken, das
im Druck nicht zu erkennen ist. An dieser Stelle sind die Kohlenwasserstoftketten
der Lipide geordnet und dndern die Ausrichtung ihrer, auf das Potential einflussneh-
menden, CH,- und CH;-Gruppen nicht mehr weiter [44]. Die Anordnung der Dipole
der Lipidkopfgruppen spielt erst bei noch héheren Kompressionen eine Rolle.
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Abbildung 2.7.: Beispiel einer Messung des Oberflichenpotentials mit Hilfe einer Kelvinsonde
fiir einen DPPC-Monolayer bei 24°C. Die Potentialkurve dhnelt im Falle des Lipids DPPC sehr
deutlich der Oberflaichendruckkurve.

Unabhéngig davon geben Kurven wie in Abbildung 2.7 die Moglichkeit, bestimm-
te Oberflichendriicke mit Oberflichenpotentialen zu verkniipfen. Damit kann die
Funktion W(r) bestimmt werden und in Gleichung 2.8 dazu benutzt werden, die
JKapazitiat® Cr des Monolayers zu bestimmen. Im Inset-Graph von Abbildung 2.7
ist die entsprechend berechnete Kapazitidt Cr gezeigt. Letztere stellt weniger die
Féhigkeit des Monolayers dar, Ladung zu speichern (wie ein Kondensator), als viel
mehr ein Maf fiir die Anderung des Oberflichenpotentials, wenn durch Kompres-
sion oder auf anderem Wege die Ladung im oder am Monolayer verédndert wird.
Die Proportionalitiat von k7 und Cr nach Gleichung 2.11 ist, entsprechend der ent-
fernten Verwandtschaft von Ladungs- zu Kompressionszustand, nicht gut zu erken-
nen (Inset-Graphen von Abbildung 2.7 und 2.4). Zwar zeigen sowohl «7 als auch
Cr Maxima wahrend des Phaseniibergangs, doch unterscheiden sich die detailierten
Kurvenverldufe deutlich.

2.5. Der Monolayer als Modell fiir Bilayer

Abschliefsend soll noch die Frage diskutiert werden, wie sich das Modell eines Mo-
nolayers auf einer Filmwaage in die Biologie einordnen lédsst. In welchem Zusam-
menhang steht der Monolayer zur eigentlichen Zellwand? Warum und wie ist ein
Monolayer ein Modell fiir Bilayer-Membranen?
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2.5. Der Monolayer als Modell fiir Bilayer

Das einfachste, anerkannte Bild eines Bilayers ist das von zwei schwach gekoppelten
Monolayern [49, 38, 50, 37, 42|. Beriicksichtigt man, dass der Bilayer stets unter
einem lateralen Druck steht, der in einem Bereich zwischen 25mN/m und 50mN/m
liegt, sollte der Monolayer zum Vergleich unter dem selben Druck betrachtet wer-
den. Die Ahnlichkeit von Mono- und Bilayer zeigt sich damit in einer Vielzahl an
Parallelen [51]:

e Die Kohlenwasserstoffketten-Ordnungen der Phasen sind dhnlich (Ubergang
von gauche-Konformation zu trans-Konformation).

e Die Phaseniibergangstemperatur liegt bei vergleichbaren Temperaturen fiir
entsprechende Oberflichendriicke des Monolayers (je nach Lipidtyp).

e Die Fléche die ein Lipid einnimmt ist vergleichbar (je nach Lipidtyp ungeféahr
50A%).

e Die Flichendnderung der Lipide wihrend des Phaseniibergangs ist vergleichbar
(je nach Lipidtyp ungefahr 25%).

e Die Kompressibilitdt/Elastizitdt ist vergleichbar (je nach Lipidtyp ungefdhr
0,01m/mN).

Die ausgeprigte Ahnlichkeit steht gegeniiber den offensichtlichen Unterschieden:

e Bilayer sind von Wasser umgeben und damit an der Wasser-Wasser-Grenzflache.
Monolayer dagegen meist an der Wasser-Luft-Grenzfléche.

e Die Kohlenwasserstoffketten des Bilayers stehen gegeniiber anderen Kohlen-
wasserstoftketten. Die des Monolayers gegeniiber von Luft.

Dementsprechend muss abgewégt werden, wann ein Monolayer als Bild fiir einen
Bilayer verwendet werden kann. Auf Grund der Artverwandschaft und der Ahnlich-
keiten in spezifischen Eigenschaften, wie sie oben aufgezéihlt sind, ist fiir die Unter-
suchung lateraler Bilayer-Eigenschaften (zum Beispiel Elastizitéit) das Monolayer-
Modell gut geeignet. Deswegen wird es fiir die vorliegende Arbeit zur Untersuchung
von elastischen Wellenphénomenen benutzt. Dariiber hinaus bietet das Monolayer-
Modell auch die Moglichkeit Lipid-Protein-Wechselwirkungen zu untersuchen [52],
konnte aber weder fiir die Untersuchung der Kriimmung noch der Analyse der Leit-
fahigkeit von Lipid-Bilayern benutzt werden.
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Kapitel 3: Dynamische Monte Carlo
Simulation von
Lipidmembranen

Die Simulation von Lipid-Bilayern oder Monolayern dient in der Biophysik meist da-
zu ein tieferes Verstandnis fiir bekannte Vorgénge zu erhalten. Molekular-Dynamik
(MD) Simulationen berechnen hierbei die detailierten Wechselwirkungen zwischen
allen Atomen eines Systems. Auf diesem Weg kann beispielsweise die Selbstorgani-
sation von Lipiden in Wasser reproduziert werden [53], oder der grobe Verlauf der
Isotherme eines kleinen Monolayers [54]. MD Simulationen koénnen zwar bekannte
Messungen im molekularen Detail darstellen, aber héufig keine Vorhersagen iiber
makroskopisch messbare Grofen treffen. Dagegen stehen die messbaren Grofen im
Mittelpunkt bekannter Monte Carlo (MC) Simulationen von Lipid-Membranen |19,
55, 56, 21, 57]. Mit Hilfe von statischen Modellen werden hierbei der Phaseniiber-
gang von Mono- oder Bilayern berechnet und Messergebnisse fiir Warmekapazitét,
Kompressibilitdt oder Isothermen vorhergesagt. Die Lipide in diesen Simulationen
befinden sich auf einem starren Gitter, so dass der Einfluss der Dynamik der Lipid-
bewegung nicht beriicksichtigt werden kann. Um diese Beschrankung zu tiberwinden,
wird hier eine dynamische Erweiterung dieser Modelle entwickelt und angewendet.

3.1. Monte Carlo Simulationen

Die thermodynamischen Potentiale (Gleichungen 2.2 bis 2.4 in Abschnitt 2.3) sind
vollkommen bestimmt, wenn man das Entropiepotential S (x, A, ...) kennt [29]. Nach
dem fundamentalen Gesetz von Ludwig Boltzmann [58] ist die Entropie aber auch
mit dem statistischen Gewicht W verkniipft:

S =kglnW (3.1)

W beziffert die Anzahl der Mikrozustidnde, die zu einem gewissen Makrozustand
fithren, der die Entropie S = kglnW besitzt. Kennt man demnach alle zustandsab-
héngigen Mikrozusténde eines Systems sind das Entropiepotential S und damit die
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3.2. Zwei-Zustands-Modell fir Lipidmembranen

thermodynamischen Potentiale und so alle makroskopischen Messgrofen des Sys-
tems ermittelbar.

In Monte Carlo Simulationen wird versucht eine moglichst groffe Anzahl an Mi-
krozustdnden eines Systems zu erzeugen, um obige Zusammenhinge auszunutzen.
Diese Idee, vermutlich erstmals durch Fermi ausgenutzt, wurde durch Metropolis
weitergefiihrt, indem er vorschlug, nur solche Zustdnde bevorzugt zu betrachten, die
sehr wahrscheinlich bzw. energetisch giinstig sind [59]. Bei dem nach ihm benannten
Metropolis Algorithmus werden erzeugte Zustédnde nur dann betrachtet, wenn sie

“E/ksT ausgewihlt werden [60].

zufillig nach einer Wahrscheinlichkeit e
Diese Technik wurde bereits dazu benutzt verschiedenste Lipidmembranen thermo-
dynamisch zu betrachten [20, 19, 61, 56, 21, 62, 57]. Die Grundlagen der dabei
verwendeten Modelle und deren Umsetzung soll im folgenden Abschnitt kurz erlau-
tert werden. Sie bilden die Basis fiir die Erweiterung zur dynamischen Simulation
von Lipidmembranen, die in dieser Arbeit vorgestellt wird.

3.2. Zwei-Zustands-Modell fiir Lipidmembranen

Eine zusammenfassende Darstellung des folgenden Modells ist in [16] beschrieben.
Neben dem Ursprung und der Grundlagen, die in [19] und [63] zu finden sind, gibt
es eine Vielzahl an Beispielen fiir Anwendungen in |64, 56, 21, 62, 57|.

3.2.1. Modell und thermodynamisches Potential

Ziel der bekannten bereits erwdhnten Modelle ist es, den Hauptiibergang (fluide zu
Gelphase oder fliissig-expandierte zu fliissig-kondensierter Phase) von Lipidmembra-
nen (Bilayer oder Monolayer) zu simulieren. Im Folgenden werden deshalb Lipide,
die sich in der fluiden oder fliissig-expandierten Phase befinden, als im ungeordneten
Zustand und Lipide, die sich in der Gel oder fliissig-kondensierten Phase befinden,
als im geordneten Zustand bezeichnet. Zur Darstellung der Lipidmembran werden
die Lipide auf einem hexagonalen Gitter verteilt und kénnen, dhnlich einem zweidi-
mensionalen Ising-Modell, im geordneten oder ungeordneten Zustand auftreten. Die-
se Annahmen sind in Abbildung 3.1a) veranschaulicht. Die hexagonale Anordnung
wurde durch Rontgendiffraktometrie-Messungen nachgewiesen und zeigt sich fiir die
Gel oder fliissig-kondensierte Phase [65, 66]. Fiir die fluide oder fliissig-expandierte
Phase lasst sich keine spezifische Ausrichtung zueinander feststellen. Beide Phasen
gehen aber im Phaseniibergang ineinander iiber, so dass zur Vereinfachung auch fiir
die fluide oder fliissig-expandierte Phase eine hexagonale Gitterstruktur angenom-
men wird.
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Abbildung 3.1.: Veranschaulichung des Modells zur Simulation des Hauptiiberganges von Li-
pidmembranen. a) Die Lipide konnen zwei Zustinde annehmen und sind auf einem hexagonalen
Gitter verteilt, dhnlich zu einem zweidimensionalen Ising-Modell. b) Der ungeordnete Zustand liegt
energetisch hoher als der geordnete Zustand. Ungleiche, aneinander grenzende Lipide erzeugen eine
zusatzliche Wechselwirkungsenergie, gleiche nicht.

In diesem Modell wird die Gibbs freie Energie G fiir die Berechnungen verwendet
und muss deshalb zunéchst bestimmt werden. Dazu werden einige simple Annahmen
getroffen. Zum einen, dass ungeordnete Lipide die freie Enthalpie H; und Entropie
S s und geordnete Lipide die freie Enthalpie H, und Entropie S, besitzen sollen. Zum
anderen, dass nur Néchster-Nachbar-Wechselwirkungen bestehen, die fiir zwei wech-
selwirkende Lipide durch die Energien ¢,, fiir geordnet-geordnet, €/, fiir ungeordnet-
ungeordnet und ¢, fiir ungeordnet-geordnet Lipidkombinationen bestimmt sind. In
einer Rechnung wird in Anhang A .4 gezeigt, dass damit fiir die gesamte freie Energie
G des jeweiligen Systems Folgendes gilt.

G = Gg + I”Lf(AH —TAS) + Nl (32)

Dabei ist G, die freie Energie eines System, bei dem alle Lipide im geordneten Zu-
stand sind. ny bzw. n, sind die Anzahlen von ungeordneten bzw. geordneten Lipiden,
nse die Anzahl von ungeordnet-geordneten Kontakten zwischen zwei benachbarten
Lipiden, AH = (Hy + 3nsesp) — (Hy + 3n4€,,) bzw. AS = §; — S, der Enthalpie-
€eteff .
5= ein
kooperativer Parameter der Lipidwechselwirkungen (siehe Anhang A.4). Die Ver-
anschaulichung in Abbildung 3.1b) macht nochmals deutlich, dass G nur durch die

bzw. Entropieunterschied zwischen den beiden Zustanden und w,r = €, —

Enthalpie- und Entropiedifferenz AH—-TAS von ungeordneten zu geordneten Lipiden
und dessen Wechselwirkungen untereinander, charakterisiert durch wgs, bestimmt
wird.
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3.2.2. Glauber-Algorithmus und Simulations-Zyklus

In Abschnitt 3.2.1 wurde die Gibbs freie Energie G fiir das vorgestellte Modell festge-
legt, so dass nun die Wahrscheinlichkeit eines Zustandes mit Hilfe des Boltzmannko-

effizienten e~¢/*sT

ermittelt werden kann. Die urspriingliche Methode von Metropolis
[60] ging zur Erzeugung von Zustédnden dazu folgendermafen vor: Ausgangspunkt
war stets ein bekannter Zustand A. Dieser wurde modifiziert zu Zustand B und der
Unterschied der Energien von A und B, hier AG, berechnet. Die Wahrscheinlichkeit
von Zustand A nach Zustand B zu wechseln, wurde nun durch P = e 2¢/%7 definiert.
Abhéngig von P entschied eine Zufallszahl ob A oder B der neue Zustand sein soll-
te. Mit dem neuen Zustand wurde derselbe Vorgang wiederholt, so dass eine Reihe
von Zustanden erzeugt wurde, in der stets energetisch giinstige Zustédnde haufiger

auftraten, entsprechend ihrer Gewichtung nach dem Boltzmann-Koeffizienten.

Diese urspriingliche Definition von P durch Metropolis liefert keine normierte Wahr-
scheinlichkeitsverteilung. Sprich, P kann Werte grofser als eins annehmen. Deshalb
wird fiir Monte Carlo Simulationen meist der Glauber-Algorithmus, der eine alter-
native Definition von P verwendet, genutzt. Wiederum wird von einem Zustand A
ausgehend Zustand B erzeugt und die energetische Differenz AG zwischen beiden
berechnet. Die Wahrscheinlichkeit fir A (P4) und B (Pg) wird wie folgt definiert.

K = ¢ AG/ksT

b L s K (3:3)
AT Ty MYTBT I K

So wird erreicht, dass stets Zustand A oder B mdglich ist und die Summe ihrer
Wahrscheinlichkeiten auf eins normiert ist, gleichzeitig aber energetisch giinstige
Zusténde bevorzugt werden. Fiir die spezifische Anwendung auf das zuvor definier-
te Lipidmembran-Modell aus Abbildung 3.1, zeigt Abbildung 3.2 den Ablauf eines
Zyklus zur Erzeugung einer Reihe von Zustédnden.

Aus dem hexagonalen Gitter wird zuféllig ein Lipid ausgewahlt. Im Anschluss wird
die Energiedifferenz berechnet, die besteht, wenn dieses Lipid seinen Zustand wech-
selt (von ungeordnet zu geordnet oder umgekehrt). Dazu wird Gleichung 3.2 ver-
wendet:

AG = (AH = TAS) + Anysowy, (3.4)

Hier ist (AH—TAS) positiv, wird von geordnet nach ungeordnet gewechselt, dagegen
negativ, wird von ungeordnet nach geordnet gewechselt. Any, ist die Anzahl der beim
Wechsel des Zustandes entstehenden Anderungen der ungeordnet-geordnet Kontakte
zu den sechs angrenzenden Lipiden. AG erlaubt jetzt die Berechnung von Pg nach
Gleichung 3.3. Eine Zufallszahl 0 < k < 1 entscheidet ob das gewéhlte Lipid seinen
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Zustand wechselt (k < Pp) oder nicht (k > Pp). Damit ist ein neuer Zustand des
gesamten Gitters erzeugt (ob verdndert oder nicht) und die Gibbs freie Energie
G.; des Ausgangszustandes wird benutzt um die des Neuen zu berechnen: G, =
G + AG. Der neue Zustand kann jetzt verwendet werden um wiederum nach dem
selben Schema als Ausgangszustand eines neuen Zyklus zu dienen.

[Zufalliges Wahlen eines Lipids in Zustand A}
n

Berechnung der Energieanderung AG
bei Wechsel des Lipidzustandes (B) und
Bestimmung von P,

Zufallszahl 0<k<1

k<P, k>P,
Wechsel zu B Verweilen in A

Entsprechende Korrektur von G
um AG oder 0

- Wiederholung mit neuem Ausgangszustand ___»

Abbildung 3.2.: Ablaufdiagramm eines Simulations-Zyklus zur Erzeugung einer Reihe von Zu-
standen. Aus dem hexagonalen Gitter (siche Abbildung 3.1) wird ein Lipid zufillig ausgewéhlt
und die Wahrscheinlichkeit bestimmt, dass dieses seinen Zustand (von ungeordnet zu geordnet
oder umgekehrt) wechselt. Damit werden nach und nach eine Reihe an globalen Zusténden des
gesamten Gitters erzeugt, derer Gibbs freie Energie G gleichzeitig berechnet wird.

Hier sei noch erwéhnt, dass, um die Erzeugung der Kette von Zusténden zu beginnen,
die Gibbs freie Energie G eines kompletten Zustandes ermittelt werden kann. Geht
man von einem komplett geordneten Zustand aus, wire dies z.B. G,. Genau so ist es
aber moglich, willkiirlich fiir den ersten Zustand G = 0 zu setzen, da, wie Abschnitt
3.2.3 zeigen wird, berechenbare Grofen dadurch nicht beeinflusst werden.

3.2.3. Thermodynamische Grofien und Bestimmung von
Parametern

Geht man davon aus, das tatsichlich eine Reihe von Zusténden erzeugt wurde (Ab-
schnitt 3.2.2), ist es wiinschenswert aus diesen tatséichliche physikalische Grofen,
wie die Warmekapazitit des Systems, zu berechnen. Kennt man den Mittelwert des
entsprechenden Potentials, ist das mit Hilfe von Abschnitt 2.3 folgend moglich. Fiir
jeden Zustand i, des gesamten Systems, kennt man die Gibbs freie Energie G;, da-
mit aber auch H; oder F;. Der statistische Mittelwert der Enthalpien H; ist deshalb

gegeben durch:
~Gi/kgT

(H) = ZE‘W (3.5)
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o~GilkpT 5
e OiFBT

die Werte der Enthalpie H; gewichtet werden. Anhang A.5 zeigt, wie sich mit (H)
und <H2> die isobare Warmekapazitat ¢, berechnen lasst:

OH 0(H)
oo (0_T) ) (0—T)
(1) - ct”
T
Das heisst die Warmekapazitat ¢, ist direkt durch das Ausmaf der Fluktuationen
der Enthalpie H bestimmt, die durch <H2> — (H)* quantifiziert sind.

tellt im wesentlichen die Wahrscheinlichkeit des Zustandes i dar, mit der

(3.6)

Es bleibt abschliefslend noch zu kldaren, wie die in Abschnitt 3.2.1 definierten Para-
meter AH, AS und w,s bestimmt werden konnen, denn sie sind es, die die obigen
Rechnungen iiberhaupt mit sinnvollen Werten fiillen. Fiir die ersteren beiden ist dies
direkt aus Messungen moglich. In Abbildung 3.3 ist die Messung eines Warmeka-
pazitatsprofiles iiber den Phaseniibergang skizziert. Letzterer erzeugt das deutliche
Maximum. Die Flache unter diesem entspricht dementsprechend genau der Energie
oder Enthalpie AH, die dazu noétig ist, die Lipide vom geordneten in den ungeord-
neten Zustand zu bringen bzw. zu , heizen®.

definiert o,

Z

2
7

\\

7

Abbildung 3.3.: Skizze zur Veranschaulichung der Parameterbestimmung in dem vorgestellten
Modell. AH entspricht direkt der Flache unter einer gemessenen (rot) Wérmekapazitétskurve. wgyr
kann durch Fit an die gemessene Kurve bestimmt werden und ist fiir die Breite des Profils verant-
wortlich.

Durch AH = AQ + AAn ist bei isobaren Prozessen gleichzeitig AS bestimmt, denn
um die Phaseniibergangstemperatur T, gilt unter Verwendung von Gleichung 2.5:

Tp+A Tp+A

T 1 A onst.mw AH
AS = | Zdr~— fc,,dT: Q tonx A (3.7)
T Tm Tm Tm
Tm—A Tyn—A

wer kann schlieklich durch Fit von Rechnungen an eine einzelne Messung fixiert
werden. Der ermittelte Wert fiir wys gilt dann fiir alle weiteren, modifizierten Simu-
lationen und wird fiir diese nicht weiter angepasst. Daneben besteht die Moglichkeit
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die Breite des Phaseniibergangsmaximums, wie es in Abbildung 3.3 skizziert ist,
direkt zur Berechnung von w,s zu benutzen [64.

Fiir DPPC Lipide ist die Parameterbestimmung bereits mehrfach durchgefiihrt wor-
den. Bei den Simulationen von DPPC Monolayern in dieser Arbeit werden die Werte
aus [56] adaptiert: ws, ~ 1187J/mol und AH ~ 36700J/mol. Nicht verwendet wird die
dort angegebene Phaseniibergangstemperatur T,, = 41, 1°C, da sie fiir kleine Vesikel
und nicht fiir die simulierten Monolayer bestimmt ist. Alle weiteren, spéter einge-
fiihrten Parameter werden daher mit Hilfe von Messungen an DPPC-Monolayern
bestimmt.

3.3. Dynamische Erweiterung des
Zwei-Zustands-Modells

Die Anwendung des in Abschnitt 3.2 vorgestellten Modells ist unspezifisch sowohl fiir
Mono- als auch Bilayer moglich. Es soll nun dynamisch erweitert und zur Simulation
von Monolayer Isothermen benutzt werden.

3.3.1. Einfiihrung des Oberflachendrucks durch Federn

Interpretiert man Gleichung 3.4 im Sinne der thermodynamischen Potentiale aus
Abschnitt 2.3 so lisst sich die Energie, die durch Anderungen des Oberflichendruckes
eines Lipides entsteht, separieren. Diese ist im Fall eines Monolayers nicht mehr
konstant. Da AH = AQ + AAn, ergibt sich:

Gleichung 3.7
AG = AH —TAS + Angpwy, = AH -T

a0 +Angwyg

T " (3.8)
= AQ(I - T_m) + Angawp, + AAT

Die Oberflachenenergie AAr wird durch die Wechselwirkung der Kohlenwasserstoft-
ketten untereinander erzeugt und entspricht der Oberflachenenergieinderung eines
Zustandswechsels des gewahlten Lipides. Um sie in das Zwei-Zustand-Modell zu inte-
grieren kénnen den Lipidzustanden Flachen zugeordnet werden und fiir verschiedene
Druckéinderungen Az betrachtet werden. So wurde es beispielsweise in [20] oder [55]
gemacht, in denen die Lipide starr auf dem Gitter verankert blieben (vgl. Abbildung
3.1). Um die dynamische Bewegung der Lipide zusétzlich mit einzubeziehen, wird
hier das starre Modell erweitert:

e Die Lipide auf den Gitterplédtzen besitzen jeweils einen Satz von sechs Federn
(harmonische Potentiale) und sind hexagonal miteinander verbunden.
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Abbildung 3.4.: Erweiterung des starren hexagonalen Modells durch Einfithrung von Federn. a)
Alle Lipide sind auf frei beweglichen Gitterplatzen, die durch Federn (harmonische Potentiale) mit-
einander verbunden sind. b) Die Lipidflichen werden durch die Ruheldangen der Federn dargestellt.
Die Lipidkompressibilitdten durch die Federhérten.

e Die Gitterplatze der Lipide sind, den Federkraften folgend, beweglich.

e Die gesamte Energie der Federn Er.q., entspricht der gesamten Oberflachen-
energie An.

e Die Flache die durch die sechs Federn eines Lipids aufgespannt wird entpsricht
der Fliache A des Lipids selbst.

Das dynamische Modell nach diesen Definitionen, ist in Abbildung 3.4a) darge-
stellt. Es ist skizziert, dass sich durch die Beweglichkeit der Lipide das Federgitter
selbst verzerren kann. In 3.4b) ist zu sehen, wie die Federlangen die Fléche eines
Lipids definieren. Dass der geordnete (g) und der ungeordnete (f) Zustand eines
Lipids unterschiedlich viel Flache A, und A; einnehmen (A, < Af), wird durch die
unterschiedlichen Ruheléngen xp, und xo; der Federn wiedergespiegelt. Die unter-
schiedlichen Kompressibilitaten x, und «; (k, < k) werden durch unterschiedliche
Federhérten k, und k; umgesetzt.

Sowohl Lipidfiachen als auch Kompressibilitdten lassen sich einfach mit den Parame-
tern der Federn verkniipfen. Durch die Federn wird in der Ruhelénge x( ein Sechseck
bestehend aus sechs gleichseitigen Dreiecken aufgespannt. Wenn A, die Ruheflache
des entsprechenden Lipids ist, ergibt sich daraus:

3342
= 2 Lt

240
33

X0 =

(3.9)

0
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Um die Federhédrten zu ermitteln, wird einfach die abgegebene Energie bei der Ex-
pansion der Flache Aj eines Lipids um AA betrachtet. Diese ist, ausgehend von
der Definition der Kompressibilitéit (siehe Gleichung 2.6), gegeben durch 2%%2 Im
Modell werden die Federn bei der Expansion alle um eine Lange Ax, von xy aus, ge-
streckt, nimmt man eine gleichméfige Vergroferung an. Dies entspricht einer Ener-
gieinderung um 3kAx?, wobei k die Federhirte ist. In Anhang A.6 wird gezeigt, wie
sich durch Gleichsetzen der Energien ein Zusammenhang zwischen x und k ergibt:

kzﬁ(HA_erA_xz) (3.10)

K Xo  4x]

Fiir bekanntes As, A,, k¢ und «, ist somit die Federenergie des Systems eindeutig
bestimmt. Gleichung 3.10 zeigt zudem, dass k von der Anderung Ax selbst abhéingt.
Diese Korrekturterme werden in den folgenden Simulationen mit beriicksichtigt, sind
aber fiir kleine Ax vernachléassigbar.

Zur Berechnung von AAn (in AG) miissen nun zusétzlich die Federenergien mitein-
bezogen werden, weil sich fiir ein betrachtetes Lipid, bei einem Zustandswechsel,
sowohl die Federruheldngen als auch die Federkonstanten éndern. Jede Verbindung
zweier Lipide wird hierfiir einzeln betrachtet. Ist ein Lipid 1 (Ausgangszustand: Fe-
derkonstante k., Ruhelénge x;/4,0) mit Lipid i (Federkonstante k;, Ruheldnge x;o)
verbunden (Abstand der Lipide: x;_;), wird die gemeinsame Federkonstante durch

-1 .
kijgemeinsamyale = ( klialt + kl,) bestimmt. Bei einer Anderung des Zustandes von Li-

pid 1 (Anderungszustand: Federkonstante kjue,, Ruhelénge xy/,010), ergibt sich eine

-1
neue gemeinsame Federkonstante kijgemeinsam/men = ( kl/lm + ki) . Die gesamte Feder-

energieanderung AE .., die sich Lipid 1 mit seinen Nachbarlipiden teilt, wird nun
folgendermafen berechnet.

1 2
AEl—i = Eki/gemeinsam/alt(xl—i — X1/alt0 — xiO)
1 2
_Eki/gemeinsam/neu(xl—i = X1/neu0 — xiO) (311)
= AE‘Feder = Z AE‘l—i
i:Nachbarn

AEr.q4., wiirde bei einer vollstdndigen Relaxation aller beteiligten Federn in ihr neues
Gleichgewicht entstehen. Wiahrend dieser Relaxation wiirden sich die Federenergien
sowohl von Lipid 1 als auch seiner sechs umgebenden Nachbarn verandern. Es soll
aber zu keinerlei Anderung der umgebenden Lipide und damit Relaxation deren
Federn wihrend des Zustandswechsels von Lipid 1 kommen. Deshalb wird néhe-
rungsweise nur die halbe Federenergieinderung % ~ AAn der Oberflichenener-
gieinderung durch Lipid 1 zugeordnet.
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Zur endgiiltigen Bestimmung von AG nach Gleichung 3.8 muss noch AQ ermittelt
werden. In Abschnitt 3.2.3 wird fiir DPPC AH = AQ+AAn ~ 36700J/mol angegeben,
wobei dieses AH bei ndherungsweise konstantem 7 ermittelt wurde (= Az ~ 0). Des-
halb wird angenommen, dass AH =~ AQ =~ 36700J/mol. AG kann damit in folgender
Form dargestellt werden.

AEFeder
2

T
AG = AH(I - T—) + Anfga)fg + (312)

m

3.3.2. Erweiterung des Simulations-Zyklus

In Abschnitt 3.2.2 wird ein Simulationzyklus definiert, der nur den Wechsel des Li-
pidzustandes erlaubt. Dieser kann, unter Einbezug der Federenergien, iibernommen
werden, wird hier aber dadurch erweitert, den Gitterplatzen der Lipide die Moglich-
keit zu geben sich zu bewegen. Die Grundidee dazu ist, jedem Zyklus ein Zeitaqui-
valent ¢ zuzuordnen, das dazu benutzt wird die Kréfte der Federn in Bewegungen
umzurechnen. Abbildung 3.5 zeigt den dazu verwendeten erweiterten Simulations-
Zyklus. Dieser wird einfach durch einen zweiten Weg ergénzt, der nach der zufalligen
Wahl des Lipides eingeschlagen werden kann. Durch eine Zufallszahl k € [0; 1] wird
entschieden ob fiir, k < 0,5 der bereits bekannte Zyklus durchlaufen wird (siehe
Abbildung 3.2), oder ob ein Zyklus durchlaufen wird, in dem die Gitterpléatze der
Lipide bewegt werden.

Bei der Bewegung eines Lipidplatzes wird zunédchst die Kraft F auf ihn bestimmt,
indem die Kréfte k(lAﬁxl — xp) aller angrenzenden Federpaare vektoriell aufaddiert
werden (A} entspricht hier dem Abstand jeweils zweier Lipide). Daraus ldsst sich
die Beschleunigung, die das Lipid der Masse m erfahrt, ableiten: @ = HEZ — CrVur
Eine Reibungskonstante cg wiederspiegelt zum einen ,natiirliche® Reibung, die bei-
spielsweise durch viskose Kopplung an die Wassersubphase entstehen kann. Zum
anderen kompensiert sie die Energie die durch die Verwendung eines diskreten Zeit-
aquivalents ¢ entstehen kann, wie es in Anhang B.3 néher diskutiert wird. Die neue
Geschwindigkeit V., und neue Position X, des Lipids, werden unter Verwendung
der Ausgangswerte V,; und X,; mit Hilfe des Zeitdquivalentes § berechnet.

N
R
a = — —CrVait
m
17')neu = Valt +do (313)

1
=2 _ 2 =2 22
Xnew = Xait + valt(s + Eaé

Durch das Bewegen der Lipide entsteht zudem eine Federenergieanderung AE req,, die
sich durch Aufsummieren der Energien %k(|A3calt| —x0)*— %k(IA}neul —xp)? zu allen sechs
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H
H

E Zufallszahl 0<k<1
H

H

H

gi
S

R (Berechnung der Federkrafte F| Berechnung der Energieédnderung AG
& ——— bei Wechsel des Lipidzustandes (B) und
gi Bestimmﬁng von P, ®

Berechnung der Verschiebung des Lipids: Zufa“szah' O<k<1

azF/m'CRVa/r
o W hsel B V il A
Xpeu = Xa +Va,t6+1/2a6 ecnsel zu erweilen in

: Entsprechende Korrektur von G Entsprechende Korrektur von G
um AE.,, um AG oder 0

Abbildung 3.5.: Erweiterter Simulations-Zyklus zur Erzeugung einer Reihe von Zusténden. Eine
erste Zufallszahl entscheidet, ob ein mdoglicher Wechsel des Zustandes des zuféllig gewéhlten Lipids
durchgefiihrt wird (Abbildung 3.2), oder das Lipid entsprechend seiner Federkrifte bewegt werden

soll. Im letzteren Fall wird zunéchst die Masse m des Lipids und die Kréfte F auf es, dazu benutzt

seine Beschleunigung a = % — CrVair 70 berechnen, wobei eine Reibungskonstante cg miteinbezogen

wird. Durch Benutzung des Zeitdquivalents ¢ werden nun die neue Geschwindigkeit vy, = v + ad
und die neue Position X,e, = Xa; + Va0 + %aéz berechnet.

angrenzenden Lipiden ergibt (A}alt und Aﬁxneu entsprechen den Lipidabstidnden vor
und nach ihrer Bewegung). Durch konsequentes aufsummieren aller AEf,4, (auch
der die in Abschnitt 3.3.1 beschrieben sind) lasst sich abschliefend die gesamte
Federenergie Er.4, berechnen. Sie entspricht der gesamten Oberflichenenergie 7A,
so dass sich bei bekannter Fliche A der Oberflichendruck 7 = ££ =k berechnen lésst.
Die durchschnittliche Gesamtfliche A ist durch die einzelnen Lipidflichen bestimmt.
Letztere sind implizit durch die Lipidabstiande gegeben und konnen damit, wie in
Anhang A.7 gezeigt, berechnet werden.

3.3.3. Implementierung des Modells als Computer-Programm

Das vorgestellte erweiterte Modell wird nun als Computer-Programm implemen-
tiert. Um eine moglichst hohe Effizienz des Programmcodes zu garantieren wird dies
mit Hilfe der Programmiersprache C/C++ umgesetzt. Alle Simulationen dieser Ar-
beit wurden auf einem herkdmmlichen Home-PC' (Intel i7 3 GHz) durchgefiihrt, der
durch seine Multi-Prozessor-Architektur die Ausfithrung mehrerer Instanzen gleich-
zeitig erlaubt. Das erstellte Programm unterteilt sich in zwei parallel ablaufende
Teile. Zum einen die eigentliche Simulation die das beschriebene Modell beinhal-
tet. Zum anderen die grafische Darstellung des Lipidgitters. Die Aufteilung ist in
Abbildung 3.6 dargestellt.
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Kommunikation_der Zugriffsberechtigung
o s ——————l- --'---'---"-:

Grafische Darstellung Gespeicherte Lipid — | lteration des erweiterten
des Lipidgitters Positionen und Zustande Simulations-Zyklus
| I
Direkte Berechnung theri%rgc:grlrj]?gcher
thermodynamischer Y!

Grafische Ausgabely 7™ Groken F=- F?rSBeq aus
Uber DirectX  [=============ceeaaaq (Oberflachendruck) uktuationen
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als Text-Datei

Ausgabe

Abbildung 3.6.: Das verwendete Computer-Programm wird in zwei parallel ablaufende Teile
aufgegliedert. Zum einen in die Berechnung der eigentlichen Simulations-Zyklen, zum anderen in
die Grafische Ausgabe und Darstellung. Letztere wird mit Hilfe der Schnittstelle DirectX umgesetzt.
Wiéhrend des Ablaufs einer Simulation werden sowohl das Lipidgitternetz, als auch die ermittelten
thermodynamischen Grofen dargestellt. Beides wird zur weiteren Analyse als Bild- oder Text-Datei
gespeichert.

Der Simulationzyklus hat bei der Ausfiihrung hochste Prioritdt. Er hat Zugriff auf
den Speicher, in dem sowohl Lipid-Zusténde als auch Positionen abgespeichert sind,
die er auslesen und bearbeiten kann. Thermodynamische Potentiale und Federenergi-
en werden nach einer vordefinierten Anzahl von Iterationen dazu verwendet thermo-
dynamische Grofsen (meist Warmekapazitat und Oberflachendruck) zu berechnen,
darzustellen und abzuspeichern, um so den schrittweisen Verlauf des Systems spéter
weiter analysieren zu kénnen. Der grafische Teil des Programms hat dagegen eine
sehr niedrige Prioritdt und greift deshalb nur selten auf den Speicher der Lipidzu-
stdnde und Positionen zu. Er kann diese nur auslesen um sie anschlieffend mit Hilfe
der Schnittstelle DirectX in einem dreidimensionalen Lipidgitternetz darzustellen.
Die Verwendung von DirectX ermoglicht sowohl die sofortige grafische Ausgabe zur
Laufzeit, als auch die Speicherung der Bildinformationen in einer Datei. Grafischer
Teil und Simulationsteil des Programms kommunizieren untereinander die Zugriffs-
berechtigung auf den gemeinsam genutzten Speicher um gleichzeitige Zugriffe zu
vermeiden.
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Die wichtigsten Funktionen und der Hauptteil des Simulationszyklus sind in Anhang
B.4 abgedruckt, um die direkte Umsetzung des beschriebenen Algorithmus zu veran-
schaulichen. Die grafische Ausgabe basiert auf einer zuvor entwickelten Darstellungs-
bibliothek, deren Grundfunktionalitidt auf der Internetseite http://www.cheaterjoe.de
oder http://www.griesbauer.org erlautert ist und hier nicht weiter ausgefithrt wird.
Fiir jede durchgefiihrte Simulation, werden die entsprechenden Parameter direkt
im Quellcode modifiziert und ein neues Programm kompiliert. Dadurch wird eine
grofstmogliche Flexibilitdt und Leistungsfahigkeit der Programme garantiert.

3.3.4. Implementierung von Monolayer-Isothermen

Zur Simulation von Monolayer-Isothermen muss das beschriebene Modell und Pro-
gramm entsprechend angepasst werden.

Um Randeffekte zu vermeiden, werden zirkulare Randbedingungen implementiert.
Dies geschieht durch Vergrofserung des simulierten Lipidgitters um jeweils eine Li-
pidreihe an jeder Seite. Die angefiigten Lipidreihen spiegeln die jeweils letzte Lipi-
dreihen des tatséchlich zu simulierenden Lipidgitters, sowohl in Zustand als auch in
Position, werden aber nicht in den Simulations-Zyklus miteinbezogen.

Fiir die Federn der Lipide im Monolayer wird weiter angenommen, dass sie nur
komprimierbar sind. Das heisst, dass sobald eine Feder iiber ihre Ruhelédnge hinaus
expandiert wird, sie keinerlei Kraft mehr auf das jeweilige Lipid ausiibt. Dies spiegelt
wider, dass Monolayerlipide keine geschlossene, elastische Platte ausbilden, solange
sie nicht durch eine dufsere Kraft (beispielsweise durch eine Barriere) in Kontakt zu-
einander gebracht und komprimiert werden. Fiir die Simulation eines Bilayers (siehe
Abschnitt 3.7) ist diese Zusatzbedingung nicht nétig, da dieser (beispielsweise in
Form eines Vesikels) ohne duftere Kompression eine inhérente Elastizitét besitzt.

Zur Nachahmung des Messvorgangs fiir Isothermen, muss nun noch die zur Verfii-
gung stehende Lipidflaiche komprimierbar sein. Dies geschieht durch skalieren aller
Lipidpositionen (auch der hinzugefiigten Reihen) um einen Faktor, der kleiner als
eins ist. Da die Gitterpositionen punktsymmetrisch um den Ursprung angeordnet
sind, wird damit der durchschnittliche Abstand der Lipide untereinander verringert,
wodurch eine Kompression erzeugt wird. Im Laufe einer Simulation werden mehrere
Kompressionsstufen eingestellt, um die gleichméfige Fléachenverkleinerung, die bei
der Messung einer Isothermen durchgefiihrt wird, nachzuahmen. Jede Stufe wird
iiber eine moglichst grofe Anzahl von Iterationen equilibriert, bevor anschliefsend
die gewiinschten Grofen, wie Oberflichendruck oder Warmekapazitiat, berechnet
und abgespeichert werden. Aus der Reihe dieser Werte lasst sich die Isotherme re-
konstruieren.
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3.4. Parameterbestimmung

Um eine zu Messungen vergleichbare Simulation durchzufiihren, miissen zunéchst
alle Parameter des Modells bestimmt werden. Dazu zéhlen Lipidflichen und Kom-
pressibilitdten, aber auch die Festlegung des Zeitdquivalents zusammen mit der Rei-
bungskonstante. Im Folgenden sollen alle nétigen Parameter zur Simulation von
DPPC-Monolayer-Isothermen bestimmt werden.

3.4.1. Lipidparameter fiir DPPC

Zur eigentlichen Durchfiihrung erster Simulationen, miissen die elastischen Lipidpa-
rameter, also die Lipidfldche des geordneten Zustands A,, des ungeordneten Zustands
Ay und die entsprechenden Kompressibilitaten «, und &y, festgelegt werden. Dies ge-
schieht mit Hilfe von DPPC-Monolayer-Isothermen.

Wie bereits in Abschnitt 2.4.2 erldutert, lasst sich die Phase eines Monolayers auch
durch die Temperatur beeinflussen. Kiihlt man wéhrend einer Isothermen-Messung
sehr stark ab, so verschwindet der Phaseniibergang und nur die fliissig-kondensierte
Phase ist erkennbar. Das bedeutet, bei einer solchen Isotherme, sind fast ausschliefs-
lich Lipide im geordneten Zustand beteiligt. Gleichermafien sind Lipide, die an Iso-
thermen bei sehr hohen Temperaturen beteiligt sind, groftteils im ungeordneten Zu-
stand. Abbildung 3.7 zeigt zwei solche Isothermen eines DPPC-Monolayers, bei sehr
hoher (42°C) und sehr niedriger (3°C) Temperatur.

Bis zu dem Punkt des ersten Anstiegs der Isothermenkurven sind die Lipide noch in
der gasanalogen Phase und und wechselwirken nur sehr wenig oder gar nicht. Erst
wenn die Flache, die die Lipide belegen, der Flache die durch die Filmwaage zur
Verfiigung gestellt wird, entspricht, beginnt der Oberflichendruck 7(A) merklich zu
steigen. Das erlaubt es die Flachen des ersten Druckanstiegs den Lipidflachen selbst
zuzuordnen. Da der Zustand der Lipide wiahrend den Isothermen aus Abbildung 3.7
durch die extremen Temperaturen ohnehin vorgegeben werden, entsprechen dort die
Flachen der ersten Druckanstiege den Lipidfiichen des entsprechenden Zustandes.
Fiir den geordneten Zustand ergibt sich A, = 521&2, fiir den ungeordneten Zustand
Ap = 90A°. Rontgenbeugungsmessungen in [67], die fiir den komplett geordneten
Zustand von DPPC eine Fliche von 48A° erwarten lassen, entsprechen dem hier
ermittelten Wert sehr gut. Die Abschétzung, dass der ungeordnete Zustand ca. 25%
mehr Fliche als der geordnete belegt [16], was in etwa 65A° entsprechen wiirde, lie-
fert hier keinen befriedigenden Vergleichswert. Das ist im wesentlichen auf die Natur
der fliissig-expandierten Phase bei Lipid-Monolayern zuriickzufithren. Wahrend der
fliissig-expandierten Phase eines Monolayers liegen viele Kohlenwasserstoffketten der
Lipide flach auf der Wasseroberfliche. Dadurch belegen die Lipide, wihrend dieser
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Phase, mehr Flache auf der Wasseroberfliche als sie eigentlich bendtigen. Dieser
Effekt wird als Free- Volume-Effekt bezeichnet und wurde bereits explizit in Mon-
te Carlo Simulationen behandelt [55]. Er erkldrt das flache Ansteigen der DPPC-
[sotherme wahrend der fliissig-expandierten Phase. Um dies in den vorliegenden
Simulationen mitzuberiicksichtigen wird deshalb die vergleichsweise grofte Fliche
von Ay = 90A’ gewahlt. Damit werden die Free- Volume-Effekte bestmdglichst mit-
berticksichtigt. Mit den Grofsen A, = 5247 und A = 90A” werden nach Gleichung
3.9 die Ruheldngen der Federn des Simulations-Modells bestimmt.

—— DPPC Monolayer 3 °C Oberflachendruck [mN/m]
— DPPC Monolayer 42 °C 0
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Abbildung 3.7.: Isothermen eines DPPC-Monolayers bei zwei verschiedenen Temperaturen zur
Parameterbestimmung fiir folgende Simulationen. Wahrend der Isotherme bei 3°C sind die Lipide
grofsteils geordnet, bei 42°C grofsteils ungeordnet. Dementsprechend werden die Fliachen des ersten
Anstiegs der Isothermen den jeweiligen Lipidflichen A, und A; zugeordnet. Die Insets zeigen die
Kompressibilitdtskurven der Isothermen und werden zur Festlegung von k, und «; benutzt.

Der Inset Graph in Abbildung 3.7 zeigt die zu den Isothermenkurven gehdrenden
Kompressibilitdten. Die beiden Kurven lassen sich, wie zuvor, den einzelnen Zustéan-
den zuordnen. Fiir den geordneten Zustand ergibt sich eine Kompressibilitat «, die
iiber das gesamte Kompressionsspektrum nahezu konstant bleibt. Dementsprechend
ist die Festlegung von «, = 4% willkiirlich. Die Kompressibilitidtskurve des ungeord-
neten Zustands hingegen zeigt ein Minimum, das als Wert fiir k; = 105 gewihlt
wird. Diese Wahl entspricht dem Wert der Kompressibilitdt der am ehesten als kon-
stant angesehen werden kann, was auch im Sinne der Federkonstantenberechnung
ist, die einen konstanten Wert fiir x; voraussetzt.
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Als direkt bestimmbarer Parameter bleibt zuletzt die Phaseniibergangstemperatur
T,,. Sie kann aus Abbildung 2.5 in Abschnitt 2.4.2 bestimmt werden und entspricht
der Temperatur bei dem das horizontale Phaseniibergangsplateau der Isothermen
verschwindet. Unterhalb dieser Temperatur bleiben die Lipide stets im geordneten
Zustand. Abbildung 2.5 zeigt, dass bei 13°C kein Phaseniibergangsplateau mehr zu
sehen ist, bei 15°C hingegen schon. Deshalb wird T,, = 14°C gewahlt. Vergleichbare
Literaturwerte lassen 11, 8°C [37] oder 15°C [19] erwarten und rechtfertigen den hier
ermittelten Wert von T,, = 14°C.

3.4.2. Zeitaquivalent

Mit dem Satz an Parameter aus Abschnitt 3.4.1 lassen sich erste Simulationen durch-
fithren, wobei das Zeitdquivalent 6 und die Reibungskonstante cg noch frei wahlbar
sind. Erste Versuche zeigen schnell, dass zu groke Werte fiir ¢ keine stabilen Simula-
tionen ermoglichen, da die Lipide pro Zyklus zu lange Distanzen zuriicklegen kénnen
und dadurch im extremsten Fall direkt auf andere Gitterplatze oder noch weiter ver-
setzt werden. Um eine detailierte Bestimmung von ¢ und cg durchzufiihren, werden
deshalb simulierte Isothermen bei 24°C mit realen Messungen verglichen.

Fiir diese Simulationen werden zunéchst Gittergréften von 32 x 31 Lipiden benutzt
und durchschnittlich 30000 Simulations-Zyklen pro Lipid pro Kompressionsstufe
durchgefiihrt. Wie in Abschnitt 3.5 kurz erlautert wird, liefert letztere Wahl stabile
Ergebnisse, bei der sich die resultierenden Isothermen nicht weiter mit Erhéhung
der Laufzeit &ndern.

Abbildung 3.8a) zeigt das Beispiel einer so simulierten DPPC-Isotherme bei 24°C
zusammen mit der entsprechenden Messung. Die originalen Messdaten werden zum
Vergleich mit der Simulation um einen Faktor 0,9 skaliert. Dies wird normalerweise
durchgefiihrt um Fehler in der ermittelten Menge des auf das Wasser aufgetropften
Lipids zu kompensieren und den detailierten Vergleich zweier unterschiedlicher Ex-
perimente zu ermoglichen. Zum einen kénnen die Ursachen fiir diesen Faktor 0.9 in
Fehlern der Messung zur Parameterbestimmung (vgl. Abbildung 3.7) oder der Ver-
gleichsmessungen (beispielsweise in Abbildung 3.8) liegen. Zum anderen in der Si-
mulation selbst, die beispielsweise zusétzliche Einfliisse wie die Free- Volume-Effekte
nicht explizit beriicksichtigt. Der Skalierungsfaktor hat aber keinerlei Einfluss auf
die resultierenden Kompressibilitidten (siche Gleichung 2.6) und daher keine tiefere
physikalische Bedeutung. Vergleicht man nun die skalierten Messdaten mit denen
der Simulation sind eindeutige Unterschiede erkennbar. Um diese zu quantifizieren
wird iiber die Differenz der beiden Kurven integriert wie es in Abbildung 3.8a) skiz-
ziert ist.
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Abbildung 3.8.: a) Beispiel fiir eine simulierte Isotherme bei 24°C (rot) zusammen mit der ent-
sprechenden Messung (schwarz). Die originale Messung (gestrichelt) wurde zum Vergleich mit
der Simulation um einen Faktor 0,9 skaliert (durchgezogen). Diese Skalierung hat keinerlei Ein-
fluss auf die resultierende Kompressibilitdt und damit den physikalischen Gehalt der Messung. Die
sich ergebende Integrierte Differenz zwischen Messung und Simulation ist schraffiert. b) Reihen
von Werten der Intergierten Differenz von Simulationen verschiedener Zeitdquivalente § und Rei-
bungskonstanten cg. Der griin markierte Punkt entspricht dabei der in a) gezeigten, integrierten
Differenz.

Die integrierten Differenzen konnen jetzt fiir eine Vielzahl von Parameterpaaren von
0 und cg ermittelt werden, wobei stets die selben Messdaten zum Vergleich herange-
zogen werden. Abbildung 3.8b) zeigt Reihen von Werten der integrierten Differenzen
fiir das Zeitdquivalent & zu drei verschiedenen Werten der Reibungskonstante cg. Es
zeigt sich, dass sich die integrierten Differenzen je nach Grofe von cg unterschiedlich
entwickeln. Es ist wiinschenswert, dass die Entwicklung der Differenzen mit 6 mog-
lichst flach verlduft. Dies begriindet sich darin, dass genau so wie durch § selbst, auch
durch die unterschiedlichen Kompressibilitdaten der Zustéande, der Weg den ein Lipid
in einem Simulations-Zyklus zuriicklegen kann, verschieden ausféllt. Auch wenn im
Phaseniibergangsbereich beide Lipid-Zustédnde auftreten, sollte sich aber dennoch
ein gleichméfiges Simulationsverhalten ergeben. Zur Veranschaulichung zeigt das
Inset in Abbildung 3.8b) die Integrierte Differenz der fliissig-expandierten Phase.
Die Entwicklung nach ¢ ist dort fiir alle betrachteten cg gleich und zeigt, dass die
Schrittgrofse der Bewegungen ungeordneter Lipide nicht kritisch von ¢ abhéangt, die
von geordneten dagegen sehr wohl. Deshalb muss ¢ so gewahlt werden, dass kleine
Veranderungen des Zeitdquivalents ¢ nur wenig unterschiedliche Simulationsergeb-
nisse und damit integrierte Differenzen liefern. Auf der anderen Seite méchte man
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3.5. Einfluss von Laufzeit und Gittergroffe

die Reibungskonstante cg moglichst klein wahlen, um keine iiberfliissigen Reibungs-
effekte in das System zu bringen. Interpretiert man Abbildung 3.8b) in diesem Sinn,
kann cg = 2+ 10715 auf Grund des steilen Verlaufes der 5-Kurve ausgeschlossen wer-
den. Sowohl cgx = 4 - 107" als auch cg = 6 - 10715 liefern dagegen flache 6-Verliufe.
Um die Reibungskonstante klein zu halten wird deshalb zunichst cg = 4 - 10715 ge-
wahlt. Auf der entsprechenden 6-Kurve erkennt man, dass die kleinsten integrierten
Differenzen fiir § = 0 auftreten, was eine sinnlose Wahl ist, da sie dem Unterbinden
der Lipidbewegungen entspricht. Daher wird 6 = 2,4-107'* im flachsten Bereich der
o-Kurve gewéhlt.

Zusammenfassend wird also das Wertepaar 6 = 2,4 - 10™* mit cg = 4 - 1075 (griin
markierter Punkt in Abbildung 3.8) fiir alle folgenden Simulationen ausgewéhlt.
Hier sei betont, dass letztere Wahl, wie in Abbildung 3.8b) zu sehen ist, keinerlei
kritischen Einfluss auf die Simulation nimmt. Lediglich extreme Wertepaare liefern
keine sinnvollen Simulationsergebnisse mehr. Dadurch sind die Werte von ¢ und
cg keine kritischen Parameter und kénnen nahezu frei gewahlt werden, solange die
Walhl sich in einem sinnvollen Rahmen, wie er oben erortert wird, bewegt.

3.5. Einfluss von Laufzeit und Gittergrofie

Wie im vorangegangenen Abschnitt 3.4.2 bereits angedeutet, spielt die Anzahl der
Iterationen, die pro Kompressionsstufe durchlaufen werden, eine Rolle fiir die ther-
modynamischen Grofen, die ermittelt werden. Ursache dafiir ist, dass sich das Sys-
tem, nach jeder globalen Anderung (zum Beispiel durch Kompression oder Tempe-
raturdnderung), zuerst auf sein neues Gleichgewicht einstellen muss. Dies benétigt,
da sich stets nur ein Lipidzustand oder eine Lipidposition &ndern kann, eine gewisse
Anzahl an Iterationsschritten. Die Minimalanzahl kann durch Betrachtung der re-
sultierenden Gréfen wie Oberflichendruck oder Wirmekapazitét erfolgen. Andern
sich diese Werte mit zunehmender Laufzeit nicht mehr, ist diese Iterationsanzahl
ausreichend. Dazu durchgefiihrte Simulationen zeigen, das sich bereits ab 10000
Iterationen pro Lipid keinerlei Anderungen des Oberflichendruckes mehr ergeben.
Dagegen dndert sich der Wert der Warmekapazitéit bis 20000 Iterationen pro Lipid.
Deshalb werden stets minimal 30000 Iterationen pro Lipid verwendet, um stabile
Ergebnisse zu garantieren.

Gleichermafsen kann die Grofse des Lipidgitters Einfluss auf die ermittelten Groften
besitzen. Abbildung 3.9 zeigt dazu den Vergleich von Simulationen mit Gittergrofen
von 101 X 102 oder 31 x 32 bei 30000 durchgefiihrten Iterationen pro Lipid zusam-
men mit den entsprechenden, gemessenen Isothermen (wie in Abschnitt 3.4.2 fiir
den Vergleich um einen Faktor 0,9 skaliert). Tatséchlich erzeugen die verschiedenen
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Gittergrofen Unterschiede und erzeugen leicht unterschiedliche Isothermenverlaufe.
Eine mogliche Erklarung dafiir sind Doménen geordneter Lipide umgeben von unge-
ordneten, die wihrend der Simulation einer Isothermen im Phaseniibergangsbereich
entstehen. Dieses Phanomen ist aus Experimenten bekannt und wird in Abschnitt
3.6.2 ausfiihrlicher diskutiert. Die Doménen der Simulationen wachsen von Beginn
des Phaseniibergangs an und erreichen ab einer gewissen Grofle die Grenzen des
Simulationsgitters. Thr Wachstum wird also durch die Gittergréfse beeinflusst. Die
Messung findet dagegen auf einem vergleichsweise unendlich groften Monolayer statt,
was darauf hindeutet, dass unter anderem die Wahl des Simulationsgitters die Qua-
litdt der simulierten Isothermen im Vergleich zum Experiment bestimmt.

30 s | s | s | s | s |
. — GittergréfRe 101x102

— Gittergrofie 31x32
----- Messung

Oberflachendruck [mN/m]

40 50 60 70 80 90
Flache pro Lipid [A%]
Abbildung 3.9.: Simulierte Isothermen bei verschiedenen Gittergréfsen von 31 x 32 und 101 %

102 Lipiden, zusammen mit der entsprechenden Messung. Man erkennt, dass sich mit gréferem
Lipidgitter die Simulation besser dem tatséchlichen Messverlauf anpasst.

Da die Grofe des simulierten Monolayers die benétigte Laufzeit erhoht (30000 Ite-
rationen pro Lipid), sind alle folgenden Simulationen auf einem 101x 102 Lipidgitter
durchgefiihrt worden. Die benétigte Zeit zur Simulation einer Isothermen auf dem
verwendeten Computersystem betrug damit etwa einen Tag.

3.6. Simulation von DPPC-Monolayer-Isothermen

Die folgenden Simulationen von DPPC-Monolayer-Isothermen, umfast nicht nur die
Betrachtung der entsprechenden m(A)-Kurven, sondern auch die Auswertung aller
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weiteren von dem implementierten, erweiterten Modell zur Verfiigung gestellten Gro-
fsen. Dazu zéhlen zusétzlich die optische Analyse des Lipidgitters und die Betrach-
tung der ermittelbaren Warmekapazitat. Zum Vergleich mit Messungen werden drei
Isothermen-Simulationen bei drei verschiedenen Temperaturen 20°C, 24°C und 28°C
herangezogen. Das benutzte System besteht aus 101 x 102 Lipiden, von denen jedes
durchschnittlich 30000 Simulations-Iterationen pro Kompressionsstufe durchlduft.

3.6.1. Isothermen-Kurven

Abbildung 3.10 zeigt simulierte und gemessene DPPC-Monolayer-Isothermen bei
den drei verschiedenen Temperaturen 20°C, 24°C und 28°C (die Messungen sind
wieder um einen Faktor 0,9 skaliert, vgl. Abschnitt 3.4.2).

30 T T T T T T T T T T
— Simulation - - - Messung DPPC bei 20°C |
—— Simulation - - - Messung DPPC bei 24°C

25 ) —— Simulation - - - Messung DPPC bei 28°C]

20 .

Oberflachendruck [mN/m]

Flache pro Lipid [A”]

Abbildung 3.10.: Simulation und Messung von DPPC-Monolayer-Isothermen bei den drei ver-
schiedenen Temperaturen 20°C, 24°C und 28°C. Zum Vergleich sind alle gemessenen Isothermen
um einen Faktor 0,9 skaliert (vgl. Abschnitt 3.4.2). Rechnung und Experiment zeigen den selben
Kurvenverlauf und die Verschiebung des Phaseniibergangsplateaus mit der Temperatur.

Die Kurvenverlaufe der Rechnung und des Experiments stimmen sehr gut tiber-
ein. Es werden dabei keinerlei nachtrigliche Anpassungen vorgenommen, da alle
Simulations-Parameter zuvor festgelegt worden sind. Auf Grund der unterschied-
lichen Temperaturen, entsteht in den Simulationen die selbe lineare Verschiebung
des Phaseniibergangs wie sie fiir die Isothermen von DPPC erwartet wird (siehe Ab-
schnitt 2.4.2). Dariiber hinaus kann die Lange des Phaseniibergangsplateaus sehr gut
reproduziert werden, obwohl zu Beginn des Phaseniibergangs die groften Differenzen
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zwischen Messung und Experiment zu erkennen sind. Wie in Abschnitt 3.5 bereits
diskutiert, kann eine Ursache dafiir die begrenzte Gittergrofe der Simulationen sein,
die das Doménenwachstum (néher beschrieben in Abschnitt 3.6.2) beeinflusst. Zu-
letzt sei noch erwidhnt, dass die Phaseniibergangsplateaus der Rechnungen nicht
perfekt horizontal sind, was den experimentellen Beobachtungen entspricht. Simu-
lationen von Isothermen, die nicht auf einer dynamischen Erweiterung, wie in dieser
Arbeit, basieren [20, 55|, erzeugen komplett horizontale Phaseniibergangsverldufe.
Im Falle der Simulationen in Abbildung 3.10 bedeutet das, dass die Beweglichkeit der
Lipide Einfluss auf die Form der Isothermen wihrend des Phaseniibergangs nimmt.
Das deutet wiederum darauf hin, dass auch im Experiment die Lipidbewegung Ein-
fluss auf die gemessenen Isothermen nimmt. Wie in Abbildung 2.5 aus Abschnitt
2.4.2 zu sehen ist, nimmt auch dort die Steigung des Phaseniibergangsplateaus mit
steigender Temperatur und damit Lipidbewegung zu.

3.6.2. Domanenbildung wahrend des Phaseniibergangs

Fiir Lipid-Monolayer ist bekannt, dass sich wahrend des Phaseniibergangs persisten-
te Doménen des geordneten Zustandes ausbilden, die hin zur fliissig-kondensierten
Phase anwachsen und miteinander verschmelzen, bis alle Lipide den geordneten Zu-
stand erreicht haben [68, 69, 70, 71, 72, 16]. Das selbe Phinomen lisst sich bei den
simulierten Isothermen beobachten. Abbildung 3.11 zeigt jeweils drei Bilder der Li-
pidgitter fiir die Isothermen der drei Temperaturen 20°C, 24°C und 28°C.

Man erkennt, dass es bei allen Isothermen-Simulationen zur erwarteten Bildung von
Doménen des geordneten Zustandes kommt. Das Lipidgitter verzerrt sich dafiir so,
dass geordnete Lipide ndher zusammenliegen kénnen, wohingegen ungeordnete mehr
Platz bekommen. Dariiber hinaus ist die Form der gebildeten Doméanen abhéngig
von der Temperatur. So sind die Strukturen bei 20°C und 24°C langlich und umgeben
zu Ende des Phaseniibergangs die restlichen ungeordneten Lipide komplett. Dage-
gen zeigt die Simulation bei 28°C deutlich, dass sich bei dieser Temperatur nahezu
perfekte Runde Doménen ausbilden, die bis zuletzt von den ungeordneten Lipiden
umgeben bleiben. Diese Temperaturabhangigkeit der Doméanenstruktur wurde be-
reits zuvor in Experimenten beobachtet und beschrieben |71, 72]. Zur Interpretation
wurde meist ein Gleichgewicht der Linienspannung am Rand der Doménen und de-
ren internem Druck, der durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen oder schlicht durch
Ladungen entstehen kann, herangezogen (in einem dhnlichen Versuch konnte auf die-
ser Grundlage die Linienspannung von Doménen in Lipidmischungen bestimmt wer-
den [73]). Dieses Gleichgewicht ist in den vorliegenden Simulationen implizit durch
die Federwechselwirkungen und Lipidwechelwirkungen umgesetzt und zeigt wie sich
so indirekt die Linienspannung der Doménen in das Simulationsmodell integriert.
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Dariiber hinaus sind Beeinflussungen der Doméanenform durch die Chiralitat der
verwendeten Lipide, den pH und den Salzen der Subphase und der Kompressions-
geschwindigkeit bekannt |74, 70, 71, 72|. Diese Einfliisse konnten in das vorliegende,
dynamischen Modell durch zusétzliche Annahmen eingefiithrt werden.

a) T=20°C b) T=24°C c) T=28°C

870000 1170000 1440000

1350000 1740000

1770000 1890000 2040000

Abbildung 3.11.: Bilder der simulierten DPPC-Monolayer-Isothermen wéhrend des Phaseniiber-
gangs bei verschiedenen Temperaturen. Lipide im geordneten Zustand sind griin gekennzeichnet,
ungeordnete blau. Die Zahlen iiber den einzelnen Bildern entsprechen der Anzahl an Iterationen
pro Lipid, die bis zu diesem Zeitpunkt durchgefithrt worden sind. In allen Simulationen zeigt sich
die Bildung von geordneten Doménen, die von langlichen Formen ausgehend, runder werden, je
hoher die Temperatur ist.

3.6.3. Proportionalitit von Warmekapazitat und
Kompressibilitat

Zuletzt konnen die Fluktuationen der freien Enthalpie H, die wahrend der Simu-
lation mit aufgezeichnet werden, dazu genutzt werden, nach Gleichung 3.6, die ex-
perimentell schwer ermittelbare Warmekapazitit ¢, der Monolayer zu berechnen.
Gleichermafen liefern die m(A) Kurven der Isothermen die Moglichkeit die Kom-
pressibilitdt k7 zu bestimmen. In Abschnitt 2.3 wurde bereits eine Proportionalitéit
zwischen ¢, und k7 beschrieben (Gleichung 2.11), die nun genauer am Beispiel die-
ser Simulation untersucht werden kann. Abbildung 3.12 zeigt die entsprechenden
Graphen der Warmekapazitaten und der Kompressibilitdten fiir die drei simulierten
Temperaturen 20°C, 24°C und 28°C.

41



Kapitel 3: Dynamische Monte Carlo Simulation von Lipidmembranen
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Abbildung 3.12.: Kompressibilititen «r und Warmekapazititen ¢, der simulierten DPPC-
Monolayer-Isothermen bei drei verschiedenen Temperaturen 20°C, 24°C und 28°C. Es ist zu sehen,
dass die Maxima von k7 und ¢, beim selben Druck liegen und die Breite der Peaks bei beiden zu
héheren Temperaturen hin zunimmt. Im gleichen Zug nimmt jedoch die Peakhdhe von k7 ab und
die von ¢, zu.

In Einklang mit Gleichung 2.11 zeigt sich zunéachst, dass Lage und Breite der Peaks
von k7 und ¢, libereinstimmen. In Anhang A.2 wird gezeigt, dass der exakte Zusam-
menhang durch ¢, = B2AT«ky gegeben ist, wobei B, eine Konstante ist (die Kenn-
zeichnung als Uberschuss-Wirmekapazitit oder Kompressibilitat wurd, auf Grund
der ausschlieflichen Betrachtung des Phasentibergangsbereiches, vernachléssigt). Im
exakten Zusammenhang der Peakhohen treten also die zuséatzlichen Faktoren 7" und
A auf. Abbildung 3.12 zeigt ein gleichzeitige Fallen der Maxima von k7 und Stei-
gen der Maxima von ¢, mit steigender Temperatur 7. Dieses Verhalten kann aus
¢x = B2ATky nicht direkt abgeleitet werden. Es zeigt sich, dass, obwohl die Herleitung
von ¢, = B2AT«k; als Teil von Gleichung 2.11 sehr allgemein ist und damit generelle
Giiltigkeit besitzt, die detaillierten Zusammenhénge, die Experimente oder diese Si-
mulation liefern, abweichen kénnen. Die vorgestellten Simulationen bieten nun die
Moglichkeit die Relation zwischen «7 und ¢, fiir Monolayer genauer zu analysieren
und deuten dementsprechend darauf hin, dass zu erwarten ist, dass sich die Peakho-
hen der Warmekapazitat ¢, mit steigender Temperatur erhohen und nicht wie von
der Kompressibilitit k7 angedeutet, erniedrigen.
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3.7. Simulation eines dynamischen experimentellen

Systems

Im Rahmen der Arbeiten von J. Neumann und M. Hennig wurden Versuche durch-
gefiihrt, bei denen Lipid-Bilayer durch Oberflaichenwellen auf Substraten beeinflusst
wurden |75, 22, 23|. Diese Beeinflussung kann durch das beschriebene Simulations-
Modell nachgeahmt und mit dem tatsédchlichen Experiment verglichen werden.

3.7.1. Beeinflussung von Lipid-Bilayern durch
Oberflachenwellen

Bei dem Experiment, das simuliert werden soll, wurde unter anderem aus einer
Mischung von 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC) und Texas-Red mar-
kierten 1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (DHPE) ein Bilayer auf
ein LiT aO5-Substrat aufgebracht und durch die piezoelektrischen Eigenschaften des
Substrates beeinflusst. Abbildung 3.13a) veranschaulicht das System.

a) b)
IDTs

Lipid-Bilayer

el
Mikr&skopobjektiv

Abbildung 3.13.: a) Veranschaulichung des Experiments. Die Oberflichenwelle auf dem LiTaO3-
Stubstrat (erzeugt durch mit Wechselspannung betriebenen IDT-Strukturen), iibertragt sich
scheinbar auf den aufgebrachten Bilayer, in dem sich deshalb die fluoreszenzmarkierten Lipide
umsortieren. Das entstehende Intensitdtsmuster, das mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops be-

trachtet werden kann, ist in b) zu sehen. Dort ist auch der Intensitétsverlauf abgebildet, der einer
esin

’_Funktion folgt. [Bilder wurden von J. Neumann und M. Hennig zur Verfiigung gestellt]

Auf dem Substrat sind zuvor Interdigital-Transducer (IDT) Strukturen aufgebracht
worden (Fingerabstand 26, 6um). Betreibt man diese mit einer Wechselspannung
(bei 153MHz) so erzeugt das entstehende elektrische Feld eine stehende Oberflé-
chenwelle (SAW) auf dem Substrat. Diese iibertrigt sich vermutlich auf den auf-
gebrachten Lipid-Bilayer. Letzterer wird dadurch erzeugt, dass eine Vesikel-Losung
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(Small Unilamellar Vesicels (SUVs) , Vesikelgrofsen < 0, 1um) der Lipidmischung auf
das LiTaOs-Substrat aufgetropft wird, die nachdem sich ein Bilayer durch Vesikel-
fusion auf dem Substrat gebildet hatte [76], wieder durch Wasser weggespiilt wird.
Betrachtet man dieses System unter dem Einfluss der stehenden Oberflachenwelle in
einem Fluoreszenzmikroskop, das die Beobachtung der Texas-Red markierten Lipide
ermoglicht, erkennt man ein Umsortieren der Lipide nach einer " _Funktion. Der
Verlauf ist in dem Intensitatsprofil eines Mikroskopbildes in Abbildung 3.13b) an-
gedeutet. Erstaunlich ist, dass eine sinusférmige Oberflichenwelle ein e -férmiges
Muster erzeugt.

Um den Intensitdtsverlauf zu reproduzieren, kann das beschriebene Simulations-
Modell hervorragend eingesetzt werden. Sowohl Lipidmischungen, als auch die durch
die Oberflichenwelle vermutlich erzeugte Bewegung der Lipide kann direkt umge-
setzt werden. Lisst sich der selbe e -Verlauf erzeugen, konnen Riickschliisse auf
die Art der Kopplung der Membran an die Oberflichenwellen des Substrates ge-
macht werden. Als konkrete Anwendung, soll in den folgenden Abschnitten deshalb
die Realisierung dieses Experiments als Simulation kurz beschrieben und diskutiert

werden.

3.7.2. Simulations-Zyklus und Parameterbestimmung einer
Lipidmischung DMPC/DSPC

DMPC (M) DMPC-DSPC-Wechselwirkungen
DSPC (S5) geordneter (g), ungeordnet (f) Zustand

WM = 13531
™ =297,1K wg}? = 1474-L
Ty =327,9K wpd = 607-L
AHy = 26330-L WS = 15481
AHs = 50740-L WS = 17164
WS =251

Tabelle 3.1.: DMPC/DSPC-Wechselwirkungs- und Enthalpieparameter wie sie in [57] aufgefiihrt
sind und fiir die folgende Simulation verwendet werden.

Zur Umsetzung der im vorigen Abschnitt 3.7.1 beschriebenen Bilayer-Membran ei-
ner DOPC/DHPE(Texas-Red)-Mischung wird als Ersatzmodell ein Bilayer einer
vergleichbaren Lipidmischung verwendet, deren Wechselwirkungs- und Enthalpie-
parameter bereits aus Literatur bekannt sind. Das Benutzten eines Ersatzmodells
stellt keine Einschrinkung dar, da bereits experimentell gezeigt wurde, dass das s’
Intensitatsmuster fiir verschiedenste Lipidmischungen auftritt (beispielsweise fiir ei-
ne SOPC/DHPE(Texas-Red)-Mischung) [22]. Fiir eine Mischung aus 1, 2-dimyristoyl-
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ungeordneter Zustand (f)
[77] | AY = 69,4A% = x} = 5,17A [77]
78] | A3 = 66,0A" = x5 = 5,04 [79]
geordneter Zustand (g)
DMPC (M) |« =2,0% [80] | AY = 47,2A” = x}! = 4,26A [80]
DSPC (S) | &% =3,3% [81] | A =51, 1A" = x5 = 4,43A [81]

DMPC (M) | ¥ = 6,9
DSPC (5) | &5 =4, 4t

Tabelle 3.2.: Lipidflichen und elastische Parameter zusammen mit ihren Quellen wie sie fiir die
folgenden Simulationen verwendet werden.

sn-glycero-3-phosphocholin. (DMPC, Molmasse 677,9-%) und 1,2-distearoyl-sn-gly-
cero-3-phosphocholin (DSPC, Molmasse 790,2-£) ist in [21] oder [57] ein Parame-
tersatz fiir Lipid-Bilayer gegeben. Dieser vergofert sich im Vergleich zu einem reinen
DPPC-System, da nicht nur Wechselwirkungen zwischen dem gleichen Lipid, son-
dern auch zwischen zwei unterschiedlichen Lipiden auftreten konnen. Tabelle 3.1
zeigt die aus [57| adaptierten Parameter.

Zusétzlich miissen fiir die vorliegende Simulation noch die elastischen Eigenschaften
der Lipide bekannt sein. Da in dem beschriebenen Experiment Bilayer-Membranen
untersucht werden, miissen auch die entsprechenden Bilayer-Parameter von Lipid-
fliche A und Kompressibilitéit « der Lipidzustdnde verwendet werden. Diese konnen
aus Literatur ibernommen oder adaptiert werden. Tabelle 3.2 zeigt die verwendeten
Grofsen, zusammen mit ihren Quellen.

prmmeeeanmneenas >{Zufilliges Wahlen eines Lipids in Zustand A

1/3<k<2/3|—>[ZuféIIig Wahl eines zweiten Lipides]

k>2/3

(Berechnung der Federkréfte F| Berechnung der Energieanderung AG

— - bei Wechsel des Lipidzustandes (B) und
Bestimmung von P,

Zufallszahl 0<k<1

Berechnung der Energieanderung AG
bei Wechsel der Gitterplatze der Lipide (W)
Bestimmung von P,

Zufallszahl 0<k<1

Wechsel Kein Wechsel

Entsprechende Korrektur von G
um AG oder 0

Berechnung der Verschiebung des Lipids:
a=F/m-cgv,
View = Var * @8
Xy = Xy + V,, 8+ 1/22 8

Wechsel zu B

-----Wiederholung mit neuem Ausgangszustand _______

Entsprechende Korrektur von G
um AEFedsr

Entsprechende Korrektur von G
um AG oder 0

Abbildung 3.14.: Erweiterter Simulations-Zyklus, inklusive eines Diffusionsschrittes, der parallel
zu den bereits beschriebenen Schritten zum Zustandswechsel oder zur Lipidbewegung stattfinden
kann. Der zusétzliche Schritt gibt die Diffusion in Zwei-Komponenten-Lipid-Systemen wieder. In
ihm konnen zwei Lipide ihren Gitterplatz wechseln. Um dies zu entscheiden, wird ein zweites
Lipid zuféllig ausgewidhlt. Wie bei einem Zustandswechsel, wird AG fiir den Gitterplatzwechsel der
beiden gewéhlten Lipide berechnet und damit die Wahrscheinlichkeit bestimmt mit der tatséchlich
ein Platzwechsel stattfinden kann.
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Die Gibbs freie Energie AG &dndert sich entsprechend ab, da nun zwei Lipidsorten
auftreten konnen. Es ergibt sich, je nachdem ob ein DMPC-, oder ein DSPC-Lipid
betrachtet wird folgende Form fiir AG.

T MM MM S5, 8S MS , MS
AG =AH s (1 - TM/S) + An Wep + Angfwgf + Angf Wyr
m

(3.14)
MS MS AEFea’er

MS , MS
e tTAN wee + >

MS MS
+ Anfg Wre + An

Abschliefsend muss noch der Simulations-Zyklus erweitert werden. Lipide unter-
schiedlichen Typs kénnen nun noch ihren Gitterplatz tauschen, was Diffusion in das
System einfiihrt. In diesem zusétzlichen Schritt wird zum ersten zufillig gewéhlten
Lipid, ein zweites Lipid zuféllig bestimmt, das direkter Nachbar sein oder, unphysi-
kalischer, eine beliebige Position auf dem Lipidgitter besitzen kann [21] Nun wird

die Anderung AG (wie Gleichung 3.14 ohne den Term AH)ys (1 M/S )) berechnet,

falls die Lipide ihren Gitterplatz tauschen wiirden und damit die Wahrscheinlichkeit
eines tatsachlichen Wechsels bestimmt. Ob letzterer tatsachlich durchgefiihrt wird,
bestimmt eine weitere Zufallszahl. Abbildung 3.14 zeigt den entsprechend erweiter-
ten Simulations-Zyklus. Parallel zu den in Abschnitt 3.3.2 definierten Schritten fiir
Zustandswechsel und Lipidbewegung wird ein Diffusionsschritt eingefithrt. Am Ende
aller Schritte wird, falls notig, die gesamte Enthalpie G wieder um AG oder AEfg 4.,
korrigiert.

3.7.3. Durchfithrung und Ergebnis der Simulation

Um das in Abschnitt 3.7.1 beschriebene Experiment umzusetzen wird von einem
200 x 200 Lipidgitter ohne zirkulare Randbedingungen ausgegangen, auf dem zu
Beginn 20% DSPC und 80% DMPC Lipide verteilt sind. Dariiber hinaus sollen fiir
die simulierten Bilayer alle Federn sowohl bei Kompression als auch bei Expansi-
on Krifte auf die jeweiligen Lipide ausiiben (im Gegensatz zu den Annahmen fiir
Monolayer aus Abschnitt 3.3). Es wird angenommen, dass die Lipide an die hoch-
frequente Oberflichenwelle auf dem Substrat koppeln. Der komplette Bilayer wird
aber nicht der Oberflaichenwelle entsprechend verzerrt, sondern die Lipide nur zu
Bewegungen angeregt. Diese werden in der Simulation dadurch umgesetzt, dass das
Geschwindigkeitsfeld der Lipidgitterplitze entsprechend der Oberflichenwelle, si-
nusformig, variiert wird. Abbildung 3.15a) zeigt die Ergebnisse der Simulation eines
ungeordneten DMPC/DSPC-Bilayers, wobei sowohl die Periodizitdt der Geschwin-
digkeitsvariation als auch das daraus resultierende Umverteilen der DSPC Lipide
angegeben ist.
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Tatséchlich ergibt sich durch die sinusférmige Oberflachenwelle ein e“'i"z-fi)'rmiges
Umverteilen der DSPC-Lipide, wie der Fit in 3.15a) zeigt. Die Ursache fiir die Um-
verteilung ist vermutlich die durchschnittlich hohere Verzerrung der Federn der mehr
bewegten DMPC-Lipide (an den Béuchen der Sinuskurve in Abbildung 3.15), die so-
mit bevorzugt ihren geordneten Zustand einnehmen wiirden. Da die DMPC-Lipide
im geordneten Zustand starkere Wechselwirkungen mit dem ungeordneten Zustand
der DSPC-Lipide besitzen (vgl. Tabelle 3.2), wiirden diese folglich versuchen ihre
Wechselwirkungen durch Diffusion und Umsortierung zu minimieren. Zusétzlich ist
in Abbildung 3.15b) noch angegeben, wie sich die Amplitude der e -Oszillationen
nach Beginn der Simulation entwickelt. Wie fiir einen Diffusionsprozess erwartet,
zeigt sich ein exponentielles Verhalten, das auch in den Experimenten beobachtet
werden konnte.

a) b)
021-———= Reriodizitét der'Oberﬂ?chenw'eIIe 0

= Simulationsergebnis

—— Fit nach A*exp(sinz)

0,0035

0,20 +

= Simulationsergebnisse

Exponentiell Fit nach A*exp(t/k)
T
0 12500 25000
Simulations-Zyklen

0,0000

Amplitude [Prozenténderung des DSPC]

Prozentsatz an DSPC Lipiden

0,19 . T " T y T y
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Relative Position [a.u.]

Abbildung 3.15.: a) Ergebnis der Simulation der Anregung eines DSPC/DMPC-Bilayers
(20%/80%) (schwarze Messpunkte) durch eine Oberflichenwelle (Periodizitat blau gestrichelt).
Zusitzlich ist ein " -Fit (rot) gegeben, der klar zeigt, dass tatséchlich das erwartete ¢S Muster
entsteht. b) Resultierenden Amplituden der Oszillationen wie in a) im Verlauf der Simulations-
Zyklen (schwarze Messpunkte). Der Fit (rot) zeigt das exponentielle Einstellen des " -Musters.

Mit Hilfe dieser Simulation kann gezeigt werden, dass eine sinusférmige Variation
*_Muster erzeugt. Ein Riitteln an den

der Lipidgeschwindigkeiten im Bilayer ein e*™"
Lipiden durch eine direkte Kopplung der Oberflaichenwelle an den Bilayer kann also

das beobachtete experimentelle Verhalten bereits erklaren.
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3.8. Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde zunéchst ein bereits vielfach benutztes Modell zur Monte
Carlo Simulation des Phasentibergangs bei Lipidmembranen beschrieben [63, 56, 21,
62, 57|. Es ist dhnlich einem Zwei-Zustand-Ising-Modell, bei dem Lipide auf einem
starren hexagonalen Gitter verteilt werden und entweder in einem niederenergeti-
schen, geordneten Zustand, oder einem hoherenergetischen, ungeordneten Zustand
sein konnen. Wihrend eines Simulations-Zyklus einer entsprechenden Monte Carlo
Simulation wird als erstes ein Lipid auf dem Gitter zufillig ausgewdhlt. Im An-
schluss wird die Anderung der Gibbs freien Energie der Zustandséinderung dieses
Lipids dazu benutzt eine auf dem Boltzmannfaktor beruhende Wahrscheinlichkeit
zu bestimmen, nach der ein Zustandswechsel des Lipides stattfinden kann, oder
nicht. In Folge dieser Zyklen werden eine Reihe von Zusténden des Systems erzeugt,
deren Gibbs freie Energie oder freie Enthalpie bekannt ist und dazu genutzt wer-
den kénnen um beispielsweise aus deren Fluktuationen thermodynamische Grofen,
wie die Warmekapazitét, zu berechnen. Die Erzeugung der Zusténde gewichtet nach
Wahrscheinlichkeiten ist unter dem Begriff des Metropolis-Algorithmus bekannt und
wurde in der vorliegenden Arbeit nach dem Glauber-Algorithmus realisiert.

Bei obigem Typ von Monte Carlo Simulationen kann, wegen des starren Gitters,
die Bewegung der Lipide nicht beriicksichtigt werden. Um dennoch die Dynamik
beweglicher Lipide zu integrieren, wurde ein neues System aufgebaut, das auf der
Erweiterung des bekannten Modells basiert. Dies geschah durch ein FErsetzen des
starren hexagonalen Gitters durch frei bewegliche Lipide, die in einem hexagonalen
Federnetzwerk (harmonische Potentiale) verbunden wurden, das sowohl die Bewe-
gung der Lipidplatze, als auch die Realisierung der elastischen Eigenschaften einer
Lipidmembran ermoglichte. Die Gibbs freie Energie wurde um die Federenergien
erganzt und der zuvor definierte Simulations-Zyklus um einen Schritt, in dem die
Lipide den newton’schen Federkriften entsprechend bewegt wurden, ergénzt. Dazu
wurde ein Zeitdquivalent und eine Reibungskonstante eingefiihrt, die die Schritt-
weiten der Lipide pro Zyklus definieren. Um das erstellte Modell zu iiberpriifen,
sollten DPPC-Monolayer-Isothermen berechnet werden. Alle dazu nétigen Grofen,
wie Lipidflichen oder Lipidkompressibilitdten wurden aus Messungen oder Literatur
ermittelt. Schliefllich wurde noch das Zeitdquivalent und die Reibungskonstante mit
Hilfe eines Vergleichs zu einer gemessenen Isotherme sinnvoll gewahlt.

Der Rechenaufwand der durchgefiihrten Simulationen konnte von einem herkémmli-
chen Heimrechner bewiltigt werden. Die simulierten Isothermen zeigten gute Uber-
einstimmung mit dem Experiment. Sowohl die Temperaturabhéangigkeit der Lage
des Phaseniibergangsplateaus der Isothermen, als auch die Doméanenbildung konn-
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ten detailliert reproduziert werden. Dariiber hinaus war es moglich die experimen-
tell nicht zugangliche Warmekapazitat eines Lipid-Monolayers zu bestimmen und die
Proportionalitdt zur Monolayer-Kompressibilitéit nach Gleichung 2.11 zu iiberpriifen
und zu diskutieren. Griinde fiir Unterschiede zwischen simulierten und gemessenen
Isothermen liegen in der begrenzten Gréfte der Modellgitter, aber auch in den sim-

plifizierenden Annahmen zu den Lipidzustdnden und deren Wechselwirkung iiber
Federn.

Abschliefsend wurde ein dynamisches experimentelles System (von J. Neumann und
M. Hennig) simuliert. Es bestand aus einem Bilayer, der aus einer Mischung aus
fluoreszenzmarkierten Lipiden und unmarkierten Lipiden bestand. Der Bilayer war
auf einem Substrat aufgebracht, auf dem sich eine stehende Oberflichenwelle er-
zeugen liefs, die die Lipide des Bilayers in Bewegung versetzte. Dadurch konnte
mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops ein charakteristisches " Muster beobachtet
werden, welches das Umsortieren markierter Lipide entsprechend der Oberflachen-
welle andeutete. In dem dynamischen Modell fiir dieses Experiment, wurde eine
DMPC/DSPC-Mischung an Bilayer-Lipiden implementiert, die als Ersatzmodell fiir
das experimentellen System betrachtet werden konnte. Alle nétigen Parameter dazu
wurden aus Literaturquellen {ibernommen. In der eigentlichen Simulation wurden
die Lipide der Oberflichenwelle entsprechend in Bewegung versetzt und es zeigte
sich ein charakteristisches Umsortieren der DSPC-Lipide nach einem s Muster.
Damit konnte darauf geschlossen werden, dass die Bilayer-Lipide im Experiment auf
einfache Art und Weise direkt an das Substrat koppelten.
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Kapitel 4: Elektrische Anregung von
Lipid-Monolayern

Ein Lipid-Monolayer impliziert durch seine messbare Kompressibilitdt, dass er ei-
gene elastische Eigenschaften besitzt. Unter diesem Aspekt kann er als auf dem
Wasser schwimmende, elastische Platte betrachtet werden. Diese ist nahezu unend-
lich diinn und zweidimensional, muss aber auf Grund ihrer Kompressibilitit, die, im
iibertragenen Sinne, selben Fahigkeiten besitzen wie ihr dreidimensionales Pendant.
Darunter im speziellen die Fahigkeit zur Propagation von akustischen longitudi-
nalen Wellen. Da diese auf Lipid-Monolayern bis jetzt nur sehr wenig Beachtung
erhielten, sollen sie im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stehen. Dazu wird in
diesem Kapitel versucht, auf elektrischem Wege, akustische Wellenphdnomene auf
Lipid-Monolayern zu erzeugen und zu beschreiben.

4.1. Theorie zur Akustik in Lipid-Monolayern

Die folgende Betrachtung lehnt sich an den dreidimensionalen Fall in [82] an. Es
soll eine unendlich diinne, zweidimensionale, elastische Platte in Form eines Lipid-
Monolayers betrachtet werden. Dieser habe die Oberflichendichte p(x,y, ) und den
Oberflaichendruck n(x,y, ), wobei die Geschwindigkeit der einzelnen Teilchen durch
V(x,y, 1) = (ve(x, 3, 1), vy(x, y, 1)) gegeben sei. Die Kontinuitétsgleichung hat in diesem
System folgende Form.

g
a_f + div(p?) = 0 (4.1)

Als kontinuierliche Form der Newton’schen Gleichung ist die Euler’sche Gleichung

gegeben durch:

o 1
E + (W)V = —;Vﬂ' (42)

Fiir die Beschreibung von akustischen Wellen auf einem Lipid-Monolayer soll an-
genommen werden, dass ihre Schwingungen klein und somit die Anderungen in 7,
p und V klein sind. Aufserdem gentigt es die Propagation der longitudinalen Welle
in eine Richtung entlang der x-Achse zu betrachten, so dass im Folgende nur noch
Funktionen der Form n(x,1), p(x,t) und ¥ = (v,(x,1),0) betrachtet werden miissen.
Sei weiterhin & = 7y + " und p = py +p’, wobei 7y bzw. pg zeit- und ortsunabhéngige
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4.1. Theorie zur Akustik in Lipid-Monolayern

Ausgangswerte und 7’ bzw. p’ die zetilichen und ortlichen Anderungen auf Grund
der Welle sind. Vernachlissigt man Grofen zweiter Ordnung (VVV, Vo', etc.) wird

Gleichung 4.1 zu:
op’ ov,

ot = —Poa (4-3)

omo
dpo
adiabatischen Vorgang wie einer Schallwelle (Index §'). Es wird weiterhin angenom-

; -1
Fiir kleine Anderungen p’ gilt in sehr guter Néherung, dass p’ = ( )s n’, fiir einen

-1
men, dass (%)s weder frequenz- noch amplitudenabhéngig ist. Ist Ay die Flache pro

-1
Lipid und m die Lipidmasse, dann ist py = Aﬂo und (g—gg)s lasst sich in Abhéngigkeit

(%)1 _ % :_ﬁ(%)
(9p0 s 071'0 ¢ A(z) 071'0 S

von A darstellen.

(4.4)
o m (9A0 , ,
=——|=—] 7' = —poksm
Wobei die Definition von kg = —ALO (g%)))s verwendet wurde. Mit Gleichung 4.4 kann
Gleichung 4.3 umgeformt und im Anschluss zusétzlich nach x abgeleitet werden.
ow 1w,
o kg Ox
, 4.5
% on 1 0%v, (45)

Atox kg Ox2

Unter Bertiicksichtigung der selben Naherungen und Definitionen fiir akustische Wel-
len kleiner Amplituden wie oben, kann auch die Euler’sche Gleichung 4.2 vereinfacht
werden. Mit zusétzlichem Ableiten nach ¢ erhélt man:
dv,  on
pOE T ox
5 oon 0*v,
oox " or

Durch Gleichsetzen von Gleichung 4.5 und Gleichung 4.6 ergibt sich die so genannte

(4.6)

Wellengleichung des Lipid-Monolayers.

0*v, Za%x 1
=0 it = —_— 4.7
o Vg T T (4.7)

Es sei nochmals erwahnt, dass kg zur Herleitung als unabhéngig von Frequenz und
Amplitude der Welle angenommen wurde. Die Losungen von Gleichung 4.7 sind
Wellen der Form v, = Ae@* mit der Frequenz w und dem Wellenvektor k.
Durch Einsetzen kann die Dispersionsrelation fiir & und damit die Ausbreitungs-
geschwindigkeit ¢ und die Dampfung 8 der Welle bestimmt werden. Es ergibt sich
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c=cy= % = pOIK - und B8 = —J(k) = 0, was einer akustischen, ungeddmpften

Welle entspricht. Dieses Ergebnis ist, wie erwartet, das zweidimensionale Analogon

zum dreidimensionalen Fall einer Schallwelle.

Mit dem Ansatz v, = Ae @~ hat nach Gleichung 4.3 die Dichtesinderung in der
Welle die Form p’ = Be@~*9_Einsetzen in Gleichung 4.3 liefert den Zusammenhang
der Amplituden A und B der Geschwindigkeit und der Dichteinderung.

iBw = ipyAk & A = —B (4.8)
kpo

Abgesehen von den mechanischen Anderungen, dndert sich fiir einen adiabatischen

Vorgang auf Grund der periodischen Dichte- und Druckéinderungen p’ und n’ auch

die Temperatur periodisch. Bezeichnet man diese Anderung mit 7", so gilt fiir kleine

T
on

(ﬂ)s = (‘9—’4)7r und Gleichungen 2.5 und 2.7 folgendermafen umformen.

on as
9A
T = (g_?)ﬂﬂ_/ — [(aT)”]ﬂ'l —

Schwankungen T’ = ( )S n’. Diese lésst sich unter Benutzung der Maxwellrelation

as
(5), (4.9)
Aa,T , Aa,T ,
= T = —
Cr CrPoKs

Damit sind die mechanischen Schwingungen einer akustischen, zweidimensionalen
Welle direkt mit einer periodischen Temperaturdnderung im Medium der Welle ver-
kniipft.

Die grobste Nédherung, die fiir obige Herleitung von Beginn an verwendet wurde, ist
die Vernachlassigung der Kopplung des Lipid-Monolayers an das Wasser auf dem
er schwimmt. Fiir eine erste Betrachtung ist dies legitim und es wird sich zeigen,
dass sich die in diesem Kapitel experimentell untersuchten Wellenphénomene auf
Monolayern entsprechend Gleichung 4.7 verhalten. Dennoch zeigt Kapitel 5, dass die
vernachlissigte Kopplung an das Wasser direkten Einfluss auf die Wellenausbreitung
auf Lipid-Monolayern nimmt. Dort wird deshalb eine Erweiterung obiger Theorie
aufgebaut, die dies beriicksichtigt.

4.2. Versuchsaufbau zur elektrischen Anregung

4.2.1. Anregungsprinzip und Anregungschips

In diesem Kapitel wird die Idee verfolgt die Lipid-Monolayer durch elektrische Fel-
der anzuregen. An letztere muss jedes Dipolmoment oder jede Ladung eines Lipides
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koppeln, so dass es moglich ist, Lipide und deren Strukturen durch dufsere Felder
zu beeinflussen [69]. Zur Erzeugung der elektrischen Felder werden in der vorlie-
genden Arbeit sogenannte inderdigitale Transducer-Strukturen (IDTs) verwendet,
die unter anderem zur Erzeugung von Oberflichenwellen (SAWs) auf piezoelektri-
schen Substraten eingesetzt werden. Ein Beispiel eines in dieser Arbeit eingesetzten
IDTs ist in Abbildung 4.1a) zu sehen. Es handelt sich im wesentlichen um zwei
ineinander greifende Kammstrukturen (Fingerabstand ca. 10um). Diese bestehen
aus einer Titan-Gold-Titan-Schichtfolge (~ 10nm — 50nm — 10nm), in der Titan als
Haftvermittler und Gold als die eigentliche Elektrode dient. Ein solcher IDT wird
auf das gewiinschte Substrat aufgebracht und mit einer Si0,-Schicht (~ 100nm),
zum Schutz und zur Isolation, iiberzogen. Diese wird gegebenenfalls mit Hilfe von
Trichlorooctadecylsilan hydrophobisiert. Eine Zusammenfassung des Herstellungs-
prozesses ist in Anhang B.5 gegeben.

Zur Kontaktierung der IDT-Elektrodenkdmme werden die Anregungschips an einem
kleinen Aluminimumblock geklebt, durch den das Zuleitungs-Koaxial-Kabel verlauft.
Dieses wird durch Leitsilber mit den Elektroden verbunden. Die offenliegenden Kon-
takte und Teile des Kabels werden anschliefsend mit isolierendem Epoxid-Harz ver-
siegelt. Damit ist garantiert, dass es zu keinem direkten, leitenden Kontakt zwischen
Anregungschipelektroden und dem Lipid-Monolayer kommt.

Es werden vier verschiedene Substrate fiir die Chips verwendet. Aufgehend von der
anfianglichen Idee den Monolayer durch SAWs direkt anzuregen, werden zur elek-
trischen Anregung hauptséchlich piezoelektrische LiTaOs- und LiNbO;-Substrate
verwendet. Daneben werden Si0,- oder amorphen Quarzglas-Substrate verwendet,
mit denen die Anregung auf gleiche Art und Weise gelingt, wie mit Anregungschips
auf LiTaOs- und LiNbOs-Substraten. Da die SiO,- oder Glassubstrate keine, bzw.
nur schwach ausgeprégte piezoelektrische Eigenschaften besitzen, konnen auf ihnen
ohnehin keine SAWs entstehen, so dass sich im Falle der piezoelektrischen Substrate
bereits andeutet, dass die SAWs auch bei ihnen als Anregungsursache ausgeschlossen
werden kénnen.

Um die Funktionsfihigkeit der Anregungschips auf LiT aOs- oder LiNbOs-Substraten
zu testen, werden diese an einen Netzwerkanalysator angeschlossen (Rhode € Schwarz,
ZVC, Minchen). Letzterer erlaubt den Betrieb (Anlegen einer hochfrequenten, si-
nusférmigen Wechselspannung) und die Messung der frequenzabhéngigen, reflektier-
ten Leistung vom Chip. Fiir diese ist bekannt, dass sie minimale Leistungsreflexion
bei der Frequenz produzieren, bei der SAWs auf dem Substrat entstehen [83, 75].
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Chiphalterung mit

Dipper
a)
Anregungschip mit
IDT Struktur
I-IH-_II-H_HI_E ....... -1
....... ¥
Drucksensor mit a.1) a.2)

Wilhelmy-Plattchen

9

Bewegliche
Teflonbarriere

Teflontrog

Abbildung 4.1.: Versuchsaufbau fiir die elektrische Anregung von Lipid-Monolayern. IDT-
Strukturen werden auf oder in den Monolayer gebracht und mit einer hochfrequenten (MHz),
elektrischen Spannung betrieben. Das entstehende elektrische Feld koppelt an den Monolayer
und regt diesen an. Die Verénderungen durch die Anregung werden mit Hilfe eines Willhelmy-
Oberflichendrucksensors aufgezeichnet. In a) ist die verwendete IDT-Struktur im Detail zu sehen,
deren Ankopplung an den Monolayer auf zwei verschiedenen Wegen a.1) und a.2) realisiert wird.
Die Anregungschips selbst sind mit Hilfe einer Halterung an den Dipper-Mechanismus der Film-
waage montiert, der das kontrollierte Heben und Senken der Chips ermoglicht.

Bei der verwendeten IDT-Geometrie ist zu erwarten, dass dies um 165M Hz geschieht.
Zeigt die reflektierte Leistung bei ungefahr dieser Frequenz ein deutliches Minimum,
kann der Chip als funktionsfahig betrachtet werden. Der Grund fiir dieses frequenz-
spezifische Minimum, ist in der IDT-Geometrie zu suchen. Diese besteht aus sich
in = 10um-Abstand wiederholenden Elektrodenpaaren. Von jeder Elektrode wird
demnach beim Betrieb der Chips mit einer bestimmten Frequenz auf dem piezoelek-
trischen Substrat eine SAW ausgesandt. Nach dem Huygenschen Prinzip iiberlagern
sich diese und nur bei den Frequenzen, die der durch den Fingerabstand vorgege-
benen Wellenlédnge (x 20um) entsprechen, kommt es zu keiner Ausloschung sondern
zur konstruktiven Interferenz der Teilwellen. Ist ¢ die Ausbreitungsgeschwindigkeit
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4.2. Versuchsaufbau zur elektrischen Anrequng

auf dem Substrat muss fiir die Frequenz f und Wellenlédnge A, ¢ = fA gelten. Da
die Ausbreitungsgeschwindigkeit der SAWs fiir die verwendeten piezoelektrischen
Substrate (c(LiTaO3) ~ 4150%, c(LiNbO3) ~ 3980%) bekannt ist [75], wird letztere
Relation zur genaueren Bestimmung des Fingerabstandes und somit der Wellenlan-
ge A der Anregungschips benutzt.

Fiir die Monolayer-Anregung werden stets Frequenzen zwischen OMHz-27TMHz be-
nutzt, so dass SAWs als Anregungsursache definitiv ausgeschlossen werden kénnen.

4.2.2. Filmwaagenaufbau und Versuchsdurchfiihrung

Uber den Aluminimumblock und ein einfaches Gestéinge konnen die in Abschnitt
4.2.1 beschriebenen Anregungschips an den Dipper-Mechanismus der Filmwaage
montiert werden (siehe Abbildung 4.1). Er ermdglicht ein kontrolliertes Absenken
und Anheben der Anregungschips, so dass eine kontrollierte Kontaktierung mit dem
Lipid-Monolayer moglich ist. Abbildungen 4.1a.1) und 4.1a.2) zeigen die zwei Mog-
lichkeiten zur Kontaktierung, die genutzt werden. Im ersten Fall wird ein nicht hy-
drophobisierter Anregungschip zunéchst in die Subphase gebracht, um nach dem
Aufbringen des Monolayers wieder so weit angehoben zu werden, dass IDT und Mo-
nolayer in bestmoglichen Kontakt geraten, wie es in Abbildung 4.1a.1) skizziert ist.
Im zweiten Fall wird ein hydrophobisierter Anregungschip direkt von oben auf den
bereits aufgebrachten Monolayer herangefahren, bis sich dieser an den Chip anheftet
(erkennbar am sich bildenden Wassermeniskus zum Chipsubstrat hin), wie es in Ab-
bildung 4.1a.2) zu sehen ist. Beide Moglichkeiten zur Konatkierung liefern beziiglich
des Lipid-Monolayers die selben Ergebnisse und zeigen, dass der Monolayer sowohl
von der Wasser-, als auch von der Luftgrenzschicht aus anregbar ist.

Die Anregungschips selbst werden zum Versuch iiber einen Hochfrequenzverstarker
(Mini-Circuits, ZHL 2010+, New York) an einen Hochfrequenzgenerator (Rhode
& Schwarz, SML 01, Miinchen) angeschlossen. Letzterer erlaubt das Durchfiihren
von Frequenz-Sweeps, bei denen iiber einen vorbestimmten Zeitraum Frequenzen
zwischen OMHz bis 27MHz linear abgefahren werden kénnen. Das Verbindungska-
bel zwischen Chip und Verstérker wird mit grofstmoglichem Abstand zur restlichen
Elektronik gelegt um mogliche Beeinflussung durch Radiosignale moglichst auszu-
schliefsen.

Vor jedem Anregungsexperiment wird nach dem Aufbringen des Monolayers des-
sen Isotherme gemessen um die Monolayerqualitiat zu iiberpriifen. Zeigt diese kei-
ne Anomalien, wird nach dem Positionieren und Kontaktieren des Anregungschips
zunachst ein bestimmter Oberflaichendruck durch Kompression des Monolayers ein-
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gestellt. Bei konstanter Monolayer-Flédche wird nun der Oberflichendruck mit Hilfe
der Software der Filmwaage (NIMA, Coventry, England, Zeitauflosung ca. 0, 1s)
zeitaufgelost ausgelesen und gleichzeitig ein Frequenz-Sweep am Hochfrequenzgene-
rator gestartet. Jeder aufgezeichnete Zeitpunkt kann so mit einer Frequenz verkniipft
werden und ein Oberflaichendruck-Frequenz-Spektrum erzeugt werden.

4.3. Experimente zur elektrischen Anregung

Fiir die folgenden Versuche wird ein LiT aOz-Anregungschip in Richtung des Druck-
sensors positioniert und kontaktiert, wie es in Abbildung 4.1a.1) zu sehen ist. An-
schlieftend werden fiir verschiedene Lipid-Monolayer oder die reine Wasseroberfliche
Oberflachendruck-Frequenz-Spektren aufgezeichnet (vgl. Abschnitt 4.2).

4.3.1. Erwartungen fiir den Oberflachendruck der Monolayer
auf Grund akustischer Wellenphidnomene

Zunéachst muss geklart werden, was eine Messung wie sie in Abschnitt 4.2 beschrieben
wird, erwarten lasst. Wieso sollte sich der globale, durchschnittliche Oberflachen-
druck des Monolayers, der durch den Drucksensor aufgezeichnet wird, auf Grund
eines Wellenphdnomens &ndern?

Nimmt man an, dass es sich bei dem angeregten Wellenphdnomen um eine lokale
akustische Welle der (Kreis-)Frequenz w = Z auf dem Monolayer handelt, gilt dort
fiir den lokalen, durchschnittlichen Oberflichendruck 7:

1 T
T=— f A(A@))dt (4.10)
T Jo

Dabei ist T die Dauer einer Periode und m(A(7)) der Oberflichendruck einer zeit-
abhingigen Anderung der Lipidfiiche A(f) der Welle. Nimmt man eine sich in der
Dichte sinusformig verdandernde Welle p(f) = po + Bcos(wt) an, wie sie in Abschnitt
4.1 beschrieben wird, so ist A(f) = —2——-, wobei m die Masse des Lipids ist. Be-

po+Bcos(wt)?

schreibt Ay = pﬂo die Lipidfliche, um die die Welle oszilliert, ldsst sich damit die

durchschnittliche Oberflichendruckénderung A folgendermafen darstellen.

T
A = lf H(L)dt—ﬂ(ﬁ) (4.11)
T Jo Po + Becos(wt) £0

Fiir die durchgefiihrten Messungen bedeutet das, dass durch Messung der Isother-
men die entsprechende Funktion 7(A) dafiir verwendet werden kann, die Druckveran-
derungen Arr durch ein lokales Wellenphanomen zumindest qualitativ vorherzusagen.
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Abbildung 4.2 zeigt die Monolayer-Isothermen und Kompressibilitdten der fiir die
folgenden Versuche verwendeten Lipide und Lipid-Mischungen auf einer reinen Was-
sersubphase. Es wurde zum einen reines DPPG bei 14°C und eine Mischung aus
DPPG und DPPC (10% DPPG in DPPC) bei 20°C verwendet. Das negativ gela-
dene DPPG wird benutzt, um die Kopplung der Lipide an das elektrische Feld zu
verbessern, da ein Dipol nur eine Kraft in einem Feldgradienten erfahren wiirde, der
im vorliegenden Fall (IDT) nicht deutlich ausgeprégt ist [75]. Die Isothermen in Ab-
bildung 4.2 zeigen den erwarteten Hauptiibergang fiir die DPPG/DPPC-Mischung
und eine Art Knick fiir pures DPPG. Letzterer entspricht nicht dem Hauptiiber-
gang von DPPG, da dieser erst bei viel hoheren Temperaturen zu erwarten ist.
Er wiederspiegelt eventuell den Ubergang der fliissig-kondensierten zur festanalogen
Phase, wird im folgenden aber schlicht als Kompressibilitdtsmaximum bezeichnet
und behandelt.

Isotherme DPPG(10%)-DPPC(90%) Mischung bei 20°C
Isotherme DPPG bei 14 °C

0 10 20 30
30 I ) . ITLrRL
Kompressibilitat

z 0,10
= £
E £
£. 20 =
x~ B 10,05
o (0]
2 5
g :

X \—/\
2 0,00
§ 10 - Oberflachendruck [mN/m]
T
(0]
e
@)

O T T
40 50 80 90

60 70
Lipidflache [A7]

Abbildung 4.2.: Isothermen der fiir die elektrische Anregung benutzten Lipid-Monolayer. Es
wird reines, negativ geladenes DPPG (bei 14°C) und eine Mischung aus DPPG und DPPC (10%
DPPG in DPPC bei 20°C) auf einer reinen Wassersubphase verwendet. Der Inset-Graph zeigt die
zugehorigen Kompressibilitaten der Lipid-Monolayer.

Eine Isothermen-Kurve in Abbildung 4.2 entspricht der m(A)-Funktion aus Glei-
chung 4.11 und kann zur Berechnung von Az verwendet werden. Einzig variabler
Parameter ist die Amplitude B der angenommenen Welle in p(f) = py + Bcos(wt).
Zur Veranschaulichung wird deshalb die An(r)-Kurve fiir verschiedene Werte von
B numerisch ermittelt. Die Berechnung wird mit Hilfe der Software-Entwicklungs-
Umgebung SciLab umgesetzt, die bereits Routinen zur numerischen Integration (In-
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tegral in Gleichung 4.11) enthélt. Der benutzte, kurze Progammecode ist in Anhang
B.6 wiedergegeben. Abbildung 4.3 zeigt fiir den DPPG-Monolayer die so ermittelten
An(m)-Kurven bei drei verschiedenen Werten von B.

Tatsichlich werden durchschnittliche lokale Oberflichendruckéinderungen Ar fiir lo-
kale akustische Wellen auf dem Lipid-Monolayer vorhergesagt. Erwartungsgeméfs
nimmt der Betrag von Az mit steigender Amplitude B zu. Je nach B liegen die Ar
zwischen =0, 1% und bis zu il%. Fir n < 10’711—’\’ sind die zu erwartenden Ober-
flichendruckéinderungen negativ (Ax < 0), fiir 7 > 10% hingegen positiv (Az > 0).
Letztere Eigenschaft bedeutet, dass in Abhéngigkeit von den Isothermen und dem
gewahlten Druck des Systems das Vorzeichen der erwarteten Druckénderungen wech-
selt. Hier sei noch erwéhnt, dass die gewdhlten Amplituden B in Abbildung 4.3
zwischen 1% und 3% von p, liegen.

1,0

Druckveranderung [mN/m]

W) Berechnung mit B=0,3-10"kg/m’
- - - Berechnung mit B=0,6-10"kg/m?

'0'5_- 7 2
1 e Berechnung mit B=1,0-10"kg/m
T T T T T T T T
5 10 15 20 25
Oberflachendruck [mN/m]

Abbildung 4.3.: Ermittelte lokale Oberflichendruckverinderungen Az im Verlauf des voreinge-
stellten Druckes r fiir einen DPPG-Monolayer (14°C). Die numerische Berechnung wird fiir drei
verschiedene Wellenamplituden B wie in Gleichung 4.11 dargestellt, durchgefiihrt.

Fiir die Erwartungen der vom Drucksensor aufgezeichneten Oberflachendruckénde-
rungen auf Grund der lokalen elektrischen Anregung bedeuten obige Ausfithrun-
gen folgendes. Wird der Monolayer lokal auf irgendeine Art und Weise zu einem
Wellenphénomen angeregt, erhoht oder erniedrigt sich der durchschnittliche Ober-
flachendruck des Monolayers zumindest am Ort der Anregung. Dies erzeugt einen
Oberflichendruckgradienten, dem die Lipide vom hoheren zum niedrigeren Druck
hin nachfliefien (oder expandieren und kondensieren) und den Gradienten dadurch
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auszugleichen versuchen. Das wiederum veréndert die den nicht angeregten Lipiden
zur Verfiigung stehende Flache und expandiert oder komprimiert diese entsprechend,
was vom Drucksensor als Druckverdnderung registriert werden kann. Mit diesen
Darstellungen soll explizit aufgezeigt werden, dass ein lokales Wellenphdnomen am
Anregungschip gentigt um Gleichung 4.11 qualitativ folgende Oberflichendruckver-
anderungen am Sensor zu erwarten.

4.3.2. Erste Ergebnisse fiir
Oberflachendruck-Frequenz-Spektren

Um die Erwartungen aus Abschnitt 4.3.1 zu iiberpriifen werden erste Messungen
durchgefiihrt, wie es in Abschnitt 4.2 beschrieben ist. Abbildung 4.4 zeigt dazu
Oberflachendruck-Frequenz-Spektren (7-f-Spektren) von reinen Wasseroberflichen
und einem DPPG-Monolayer.

5,6

—— DPPG (Abstand-Sensor-Chip d~15cm)
|— Water (Abstand-Sensor-Chip d~15cm)
----- Water (Abstand-Sensor-Chip d~2cm)

o
9]
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\
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\
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o
[EEY
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=
o
N
o

Anregungsfrequenz [MHZz]

Abbildung 4.4.: n-f-Spektren von zwei Wasseroberflichen und einem DPPG-Monolayer (14°C)
auf purem Wasser. Die Messungen der Wasseroberflichen sind mit zwei verschiedenen Sensor-
zu-Chip-Abstidnden von d ~ 2cm und d = 15cm durchgefiihrt, wobei fiir den DPPG-Monolayer
wiederum d ~ 15¢m verwendet wird. Die Spektren des reinen Wassers zeigen keinerlei Verédnderun-
gen, wohingegen mit dem DPPG-Monolayer tatséchlich eine negative Druckveréinderung entsteht.
Diese zeigt sich in Form einer Kante bei einer Frequenz, die als kritische Frequenz f; bezeichnet
werden soll.

Die Spektren der reinen Wasseroberflichen dienen zum einen dazu, Veranderun-
gen durch den DPPG-Monolayer eindeutig zuordnen zu kénnen. Zum anderen zum
Ausschluk von elektrischem Ubersprechen der Radiosignale auf die Elektronik des
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Oberflichendrucksensors. Fiir die reinen Wasseroberflachen sind entsprechend, we-
der fiir einen sehr kleinen Sensor-Chip-Abstand von d =~ 2c¢m noch fiir d ~ 15¢m,
Verénderungen des gemessenen Oberflichendrucks fiir Anregungsfrequenzen f zwi-
schen 100kHz und 27MHz zu sehen. Dementsprechend kann jede Verdnderung die
durch das Aufbringen des DPPG-Monolayers entsteht, auch diesem zugeordnet wer-
den.

Tatséchlich zeigt das Spektrum eines DPPG-Monolayers in Abbildung 4.4 eine deut-
liche Verdnderung des gemessenen Oberflichendrucks bei ca. 11MHz. Dort verrin-
gert sich der Druck in Form einer Kante um ca. 0, 1%. Im folgenden werden die
Frequenzen bei denen die Kanten auftreten als kritische Frequenzen f; bezeichnet.
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Abbildung 4.5.: 7- f-Spektren eines DPPG-Monolayers bei drei verschiedenen zuvor eingestellten,
globalen Driicken von 5,528 7,6% und 14,4”;1—N. Die auftretende kritische Frequenz liegt fiir

m

14,4’"71\/ am hochsten bei 11,2MHz, am niedrigsten fiir 7,6% bei 7,4MHz. Letzterer Druck liegt
Abbildung 4.2 folgend im Kompressibilitdtsmaximum des DPPG-Monolayers. Dariiberhinaus zeigt
sich im Gegensatz zu den restlichen gezeigten Driicken, fiir 14, 4% eine positive Druckverdnderung,
was den Erwartungen nach Abschnitt 4.3.1 entspricht.

Wie Abschnitt 4.3.1 es erwarten lasst, verdandert das elektrische Anregen des DPPG-
Monolayers den durchschnittlichen messbaren Oberflichendruck. Es ist nicht eindeu-
tig zu sagen, ob diese Verdnderung lokal am Anregungschip, oder auf Grund einer
am Sensor ankommenden Welle stattfindet. Es zeigt sich jedoch ein Phdnomen, das
den Erwartungen unter der Annahme einer (ob lokal oder ,global“) Welle in Ab-
schnitt 4.3.1 entspricht. Dies wird noch deutlicher, betrachtet man z-f-Spektren
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eines DPPG-Monolayer bei verschiedenen zuvor eingestellten globalen Oberflachen-
driicken. Drei Spektren bei verschiedenen Driicken sind in Abbildung 4.5 zu sehen.

Abbildung 4.5 zeigt, dass die Vorhersage, nach der niedrige Driicke (< 10%) nega-
tive Veranderungen, hohere Driicke (> 10%) positive Verdanderungen hervorrufen,
zutrifft. Mit dem voreingestellten Druck éndern sich aukerdem die durch die Druck-
kanten definierten kritischen Frequenzen f;. In Abbildung 4.5 ist zu sehen, wie fiir
das Kompressibilitdtsmaximum des DPPG-Monolayers bei 7, 6% (sieche Abbildung
4.2), unter den dargestellten Spektren, die niedrigste kritische Frequenz von 7,4MHz
auftritt.

Fiir die Interpretation der kritischen Frequenzen kénnen die Anregungschips mit ih-
rer IDT-Struktur herangezogen werden. Letztere legt durch das Aufeinanderfolgen
vieler Elektroden in gleichméafigem Abstand die Wellenléingen A der Wellen fest,
die vom IDT angeregt werden konnen (siche Abschnitt 4.2.1). Dies gilt nicht nur
fiir die SAWs auf dem Substrat, sondern auch fiir jedes andere, durch die Elek-
trodenkdmme des IDTs, erzeugte Wellenphdnomen. Dementsprechend kénnen die
kritischen Frequenzen f; dazu benutzt werden, den einzelnen voreingestellten glo-
balen Oberflachendriicken des Monolayers, Ausbreitungsgeschwindigkeiten ¢ nach
¢ = fid zuzuordnen.

4.3.3. Bestimmung und Diskussion der adiabatischen
Kompressibilitat

Der vorangegangene Abschnitt 4.3.2 legt nahe, dass durch die kritischen Frequenzen
eine Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢ definiert wird. Entspricht diese der eines akus-

tischen Wellenphdnomens, liegt es nahe, dass sie sich entsprechend der Gleichung

c = ‘/[%S, wie sie in Abschnitt 4.1 hergeleitet wird, verhélt. Um kg zu berechnen
kann Gleichung 2.9 benutzt werden, fiir die k7, @, und ¢, bekannt sein miissen. kr
kann einfach aus den Monolayer-Isothermen berechnet werden, wohingegen @, und

¢, aus weiteren Messungen und Uberlegungen bestimmt werden miissen.

Da die Warmekapazitiat ¢, eines Lipid-Monolayers nicht direkt messbar ist, kann
Beziehung 2.11 benutzt werden, die in Gleichung A.19 aus Anhang A.2 detailliert
aufgefiihrt ist. Danach gilt in Naherung, dass ¢, = B,ATa, mit B, = 4,1 - 10‘3%.
Gleichung 2.9 kann damit umformuliert werden.

TA , 1

Ks = Kp — —@; = K — —Q (4.12)
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Durch die zusétzliche Bestimmung von a, ist kg demnach bereits ndherungsweise
bestimmbar. @, lidsst sich mit der benutzten Filmwaage messen. Deren Software
bietet die Moglichkeit, durch einen Regelkreis, den Druck n durch verdndern der
Flache A konstant zu halten und gleichzeitig die Temperatur der Subphase mit Hil-
fe eines dort eingebrachten Sensors aufzuzeichnen (vgl. Abschnitt 2.4.1). Wird nun
die Temperatur des angeschlossenen Warmebades gedndert kann die Funktion A(T)
fiir konstanten Druck m gemessen werden. Diese ermoglicht nach Gleichung 2.7 die
Berechnung von a,(T) fiir jeden betrachteten Druck n. Um zunéchst eine Abschét-
zung fiir den Einfluss von @, in Gleichung 4.12 zu bekommen sind in Abbildung 4.6
die Kompressibilitdten s und «r von DPPG und der DPPG-DPPC-Mischung im
Vergleich zu sehen.
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Abbildung 4.6.: Adiabatische Kompressibilititen xs und isotherme Kompressibilititen k7 ei-
nes reinen DPPG (bei 14°C)- und DPPG/DPPC-Monolayers (10% DPPG in DPPC bei 20°C).
Die jeweiligen Insets zeigen die, zur nidherungsweisen Berechung von ks (siehe Gleichung 4.12),
verwendeten Kurven A(T), die fiir die Bestimmung der Werte von a, benutzt werden. Fiir beide
Monolayer-Typen wird ndherungsweise nur der konstant gehaltene Druck wahrend der A(T)-Kurven
bei 14”‘7’\/ benutzt. Es ist zu sehen, dass kg stets unterhalb von k7 liegt.

Die Insets in Abbildung 4.6 zeigen die A(T) fiir einen konstanten Oberflichendruck
von 14%, die zur Bestimmung des einzelnen a,-Wertes zur Abschétzung von kg
benutzt werden. Die sich ergebenden Néherungen fiir die xg-Kurven zeigen, dass
letztere stets unter den korrespondierenden xr-Kurven liegen. Die gewédhlten Werte
fiir @, sind auferhalb der Kompressibilitdtsmaxima von k7 quantitativ gute Néhe-
rungen. Wéhrend des Maximums hingegen sind die Werte von a, grofser zu erwarten.
Dies bedeutet, dass das Kompressibilitatsmaximum von kg niedriger ist, als es die
Kurven in Abbidlung 4.6 andeuten. Das heisst, dass der Ubergang von der isother-
men zur adiabatischen Kompressibilitdt im allgemeinen ks < &7 und ein relatives
Verkleinern des Kompressibilitdtsmaximums von ks gegeniiber «r bedeutet. Dieses
Verhalten wird sich in Kapitel 5 nochmals auf anderem Wege zeigen.
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Um die aufwendige Bestimmung von ks nach obigem Schema zu vereinfachen, zeigt
Abbildung 4.6, dass als gute Abschétzung von ks schlicht xy verwendet werden
kann. Einzig wihrend den Kompressibilitdtsmaxima liefert diese Naherung deutlich
zu groke Werte fiir «g.

4.3.4. Wellengeschwindigkeiten ermittelt aus Spektren und
der adiabatischen Kompressibilitat

Wie in Abschnitt 4.3.2 bereits beschrieben, lassen sich den kritischen Frequenzen f;
der 7- f-Spektren der elektrischen Anregung, Ausbreitungsgeschwindigkeiten ¢ = f;4
zuordnen. Gleichermafien wiirde man fiir akustische Wellen auf Monolayern ¢ = \/p%
erwarten. Diese beiden Methoden, Wellenphdnomenen Ausbreitungsgeschwindigkei-
ten zuzuordnen, sind vollig unabhéngig voneinander. Thre Ergebnisse konnen den-
noch miteinander verglichen werden. Eine Reihe von n- f-Spektren fiir verschiedene
Driicke m wird dazu nach ihren kritischen Frequenzen analysiert. Abbildung 4.7 zeigt
die so nach ¢ = fA ermittelten Wellengeschwindigkeiten als diskrete Messpunkte.
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Abbildung 4.7.: Wellengeschwindigkeiten fiir DPPG (14°C) und DPPG/DPPC-Monolayer

(20°C). Die Geschwindigkeiten werden zum einen direkt aus den z-f-Spektren nach ¢ = f;A4 er-
1

PKs
Inset Graphen zeigen die verwendeten, gendherten Kompressibilitdten kg aus Abschnitt 4.3.3.

mittelt. Zum anderen nach ¢ = aus den adiabatischen Kompressibilitiaten. Die jeweiligen

Die direkt aus den f; ermittelten Wellengeschwindigkeiten der DPPG- und DPPG
/DPPC-Monolayer zeigen beide ein oberflichendruckabhéngiges Verhalten. Dennoch
unterscheiden sich die ermittelten Geschwindigkeitsverlaufe des reinen Lipids und
der Mischung. Die DPPG/DPPC-Mischung zeigt Minimalgeschwindigkeiten bis un-
ter 502, im Gegensatz zu DPPG mit Minimalwerten groker als 1507 . Die Lipidspe-
zifitdt unterstreicht nochmals, dass die beobachteten Spektren mit ihren kritischen
Frequenzen f; den Monolayern zuzuordnen sind.
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Der jeweilige Verlauf der ,direkten Geschwindigkeitskurven nach ¢ = fiA entspricht
Abbildung 4.7 folgend den Erwartungen aus der adiabatischen Kompressibilitit «g.

Zwar sind die ,direkt” ermittelten Werte fiir ¢ nicht exakt auf den Kurven nach

1
PKs
dass das Verhalten, der durch die Anregung erzeugten f;, den Erwartungen eines

c = liegen aber in einem kleinen Fenster um diese (£15%). Das bedeutet,
akustischen Wellenphdnomens auf den Lipid-Monolayern entsprechen. Dementspre-
chend durchlaufen die Wellengeschwindigkeiten aus ¢ = fi4 ein Minimum wéhrend
des Kompressibilitdtsmaximums und nehmen mit sinkender Kompressibilitéit stark
zu.

Die elektrisch angeregten Wellenphdnomene zeigen ein, der einfachen akustischen
Wellentheorie folgendes, Verhalten und deuten wegen der fehlenden Dampfung in
dieser Theorie an, dass die Monolayer bei den verwendeten Anregungsfrequenzen im
M Hz-Bereich von der viskosen Wassersubphase stark entkoppeln. Dieser Aspekt soll
im folgenden Abschnitt 4.3.5 weiter diskutiert werden.

4.3.5. Entkopplung des Wellenphinomens von der
Wassersubphase und dessen Dampfung

Drei Aspekte sollten im Sinne der Dampfung eines akustischen Wellenphdnomens
auf einem Lipid-Monolayer diskutiert werden:

e Wie kann ein akustisches Wellenphénomen im Monolayer erhalten bleiben ohne
in die Wassersubphase zu dissipieren?

e Wie koppelt der Monolayer mechanisch an eine viskose Wassersubphase?
e Wie koppelt der Monolayer thermisch an die Wassersubphase?

Die Situation wird in Abbidlung 4.8a) veranschaulicht. Dort sind sowohl thermische
wie auch viskose Kopplungen an die Wassersubphase durch die jeweiligen Penetra-
tionstiefen gekennzeichnet. Letztere beschreiben die Dicke der Wasserschicht, die
direkt durch die Warme oder die Bewegung des Monolayers beeinflusst wird.

Erhaltung im Monolayer. Geht man von einem Wellenphdnomen aus, das einer
im Monolayer laufenden Welle entspricht, wird letztere an der Grenzfliche zum
Wasser gebrochen und reflektiert. Im Idealfall kommt es zur Totalreflexion an der
Monolayer-Wasser-Grenzfliche (oder Monolayer-Luft-Grenzflache). Die Bedingung
fir den Einfallswinkel ® (gemessen zum Lot der Grenzflache) um Totalreflexion zu
erzeugen, wird in Anhang A.8 kurz hergeleitet und ist gegeben durch:

® > arcsin™: (4.13)
G2
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4.8. Ezxperimente zur elektrischen Anregung

Wobei ¢; die Ausbreitungsgeschwindigkeit akustischer Wellen im Monolayer und ¢,
akustischer Wellen im Wasser (oder der Luft) ist. Mit ¢; ~ 150% (vgl. Abschnitt
4.3.4) und c; ~ 1500% (oder fiir Luft ~ 350%) ergibt sich ® > 5° (oder fiir Luft
@ > 25°). Bei einer Wellenldnge von ~ 20um und einer Monolayerdicke von ~ 3nm
[14], ist diese Bedingung stets erfiillt. Eine akustische Welle bliebe also im Mono-
layer erhalten und deutet darauf hin, dass die erzeugten Wellenphénomene in den
Monolayern selbst beherbergt sind.

b)

DPPG:

T T T T T T T
m  Bestimmte Hohe der Druck@nderungen|
Exponentieller Fit nach A exp (-x/t)
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Abbildung 4.8.: a) Veranschaulichung der verschiedenen Kopplungen an die Wassersubphase.
Sowohl thermische als auch viskose Kopplungen sind moglich. b) Gemessene Hohen der Druckver-
dnderungen in den m-f-Spektren von DPPG in Abhéngigkeit vom Abstand von Sensor zu Anre-
gungschip. Die benutzten Spektren werden bei einem Druck von ca. 14",’7—11V aufgezeichnet. Selbst im
Abstand von mehreren cm zeigen sich die Driickinderungen noch. Zusétzlich ist ein exponentieller
Fit nach der Funktion Ae’ eingetragen mit den Parametern A ~ 0, 1% und t = Tcm.

Mechanisch, viskose Kopplung. Bei einem Wellenphdnomen in einem Lipid-
Monolayer kommen dessen Lipide in Bewegung und zerren so einen Teil der Was-
seroberflache mit sich. Wie in Kapitel 5 in Abschnitt 5.1 gezeigt wird ergibt sich so
eine viskose Penetrationstiefe ¢.

2
5= L (4.14)

yon)
In Gleichung 4.14 ist n und p die Viskositat und Dichte der Wassersubphase, wobei
w die Frequenz des Monolayer-Wellenphdnomens darstellt. Fiir eine Frequenz von
ca. I0MHz ergibt sich § ~ 300nm [18]. Vergleichsweise entspricht die Monolayerdi-
cke etwa ~ 3nm [14]. D.h. man erwartet eine Ddmpfung durch die viskose Subphase.
Ein Hinweis auf die Grofe und Eigenheiten dieser Dampfung fiir die durchgefiihrte,
elektrische Anregung ist in Abbildung 4.8b) zu sehen, die die Hohe der Druckénde-
rung bei den kritischen Frequenzen f; in Abhéngigkeit des Abstandes von Sensor
zum Anregungschip zeigt. Zur besseren Abschétzung ist zusétzlich ein exponenti-
eller Fit nach Ae’ mit den Parametern A ~ 0, 1% und t ~ 7cm angegeben. Die
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Druckénderungen kénnen demnach noch in einem Abstand von mehreren cm gemes-
sen werden, was einem Vielfachen der angenommenen Wellenldnge von A ~ 20um
entspricht. Ob das beobachtete Wellenphdnomen diesen Weg aber tatsdchlich ent-
langlauft oder nur das Auftreten einer lokalen Druckverdnderung des Monolayers
am Anregungschip beobachtet wird, kann hier nicht eindeutig geklart werden und
wird deshalb im folgenden Abschnitt 4.3.6 genauer diskutiert.

Thermische Kopplung. Andert sich die Dichte und damit der Druck wihrend
eines Wellenphédnomens periodisch, so muss sich im selben Zug die Temperatur mit
andern. Geschieht dies nahezu adiabatisch, kann Gleichung 4.9 angewendet werden
um die Temperaturdanderungen zu quantifizieren. Fiir die folgende Abschétzung ge-
niigt es einen einzigen ortlichen Punkt der Welle zu betrachten. An diesem Punkt
iwt

ergibt sich nach Gleichung 4.9 eine Temperaturschwankung der Form 7T = Tye'" mit

einer Konstanten T,. Diese koppelt thermisch an die Subphase und ihre Umgebung.

Zunéachst soll die Warmeleitung in der Monolayerebene, in der das Wellenphdnomen
auftritt, betrachtet werden. Zerfliefst die Wéarme schneller als die Periode des Wel-
lenphdnomens andauert, wiirde letzteres auch zerfliefen. Anhang A.9 folgend ist die
Strecke [, die sich die Wirme in der Periode 7 = 1 ausbreiten kann, durch folgenden

f
Term gegeben.
I~ \xt (4.15)

Dabei ist y = ﬁ die Temperaturleitfahigkeit der Membran, wobei a ihre Warmeleit-
fahigkeit und ¢, ihre Warmekapazitat bei konstantem Druck 7 ist. Da der Monolayer
stark mit der Wassersubphase verbunden ist, kann dessen Warmeleitfahigkeit durch
die von Wasser abgeschétzt werden. Nimmt man fiir a des Monolayers einen 10 mal
hoheren Wert als fiir Wasser mit a ~ 6% an und eine Warmekapazitiat von durch-
schnittlich ¢, ~ 10,{';—2 [14] bei einer dreidimensionalen Dichte von p ~ 1000% [14],
so ergibt sich [ ~ 200nm fiir eine Frequenz von % = f =~ I0MHz. Das bedeutet, dass
ein Wellenphdanomen im Monolayer nicht einfach lateral, thermisch zerfliefen wird
(dies folgt auch fiir Wellenphdnomene mit Frequenzen f < 10kHz und Ausbreitungs-

geschwindigkeiten ¢ > 0, 1%, wie sie im folgenden Kapitel 5 auftreten, denn dann
gilt sicher: 1= & > 1&Lim ~ 0,00001m > S22 \/§ = ).

10000 10000

Abschliefsend gilt es noch die Warmeleitung in die Wassersubphase zu betrachten.
Befindet sich der Monolayer in der xy-Ebene bei z = 0, so zeigt Anhang A.9, dass
an einem Punkt die Temperaturverteilung in der Subphase auf Grund von Schwan-
kungen T = Tye! folgende Form annimmt:

T = Tye Ve lVE) (4.16)
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4.8. Ezxperimente zur elektrischen Anregung

Damit lasst sich eine thermische Penetrationstiefe ¢ definieren:

_ =
£=47 (4.17)

Fiir Wasser ergébe sich mit a ~ 0, 6%, cp X 4,2,("—1 und p ~ lOOOk—ﬁ bei einer Fre-
gK m
quenz von 10MHz, dass & ~ 100nm. Dies bedeutet, dass die Warme eines standig
angeregten Monolayers nur in einem diinnen Wasserfilm unter der Oberfliche ver-
andert wiirde. Hier muss aber betont werden, dass die Temperaturverteilung nach
Gleichung 4.16 zwar ein Temperaturmuster beschreibt, das durch die entsprechenden
Temperaturdanderungen des Monolayers entstehen wiirde, aber nicht das Abflieken
der Wiarme des Monolayers in die Subphase (die Temperaturdnderungen oszillieren

ins Positive und Negative).

Zusammenfassend zeigt sich, unabhéngig von der genauen Natur der elektrisch er-
zeugten Wellenphdnomene, dass deren Energie und Wérme bei den untersuchten
hohen Frequenzen (MHz) sehr stark im Monolayer konserviert werden.

4.3.6. Interpretation und Diskussion des beobachteten
Wellenphanomens

Abschliefsend soll noch versucht werden, die Frage zu beantworten, warum scharfe
Kanten und keine stetigen Maxima oder Minima in den 7m-f-Spektren entstehen,
bzw. was die genaue Natur der elektrisch angeregten Wellenphédnomene auf den Mo-
nolayern ist.

Fiir eine akustische Welle, die vom IDT des Anregungschips ausgeht, wiirde man
nach dem Huygen’schen Prinzip erwarten, dass je naher man der Frequenz f, die
der Wellenlénge A des IDT entspricht, kommt, desto grofer die Amplitude der Welle
wird. Nach Gleichung 4.11 und Abbildung 4.3 wiirde man das selbe Verhalten fiir
die in den 7- f-Spektren gemessene durchschnittliche Druckverédnderung Ar erwar-
ten. Die n-f-Spektren zeigen aber, dass sich der Druck schlagartig in Form einer
Kante verandert.

Eine Erkldrung fiir dieses Verhalten wire, dass der Monolayer lokal am Chip auf
Grund einer angeregten akustischen Welle zu ,reifsen” oder ,kollabieren beginnt.
Dies wiirde die Kantenform erklaren, gleichzeitig aber auch bedeuten, dass das Wel-
lenphé&nomen nicht iiber mehrere cm propagiert, sondern lokal am Anregungschip
selbst entsteht. Solange der Monolayer dort erfolgreich angeregt wiirde, wiirde das
,Reifen oder ,Kollabieren und damit die Druckverédnderung aufrechterhalten, bis
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die Anregung, wegen Frequenzen, die keine akustische Welle mehr anregen kon-
nen, schlieflich nicht mehr moglich wire und der Monolayer relaxieren wiirde. Die
Abstandsabhéngigkeit in Abschnitt 4.3.5 wére dann das Ergebniss des Druckgra-
dienten der durch die lokale Druckdnderung am Chip entstehen wiirde. Wie es zu
einem solchen , Reiffen” kommen kann, soll hier noch kurz genauer diskutiert werden.

Nach 4.8 kann die Geschwindigkeitséinderung v der Lipide in einer akustischen Welle
bestimmt werden, wenn die Amplitude der Dichteschwankungen p’ bekannt ist. Da
die Kanten der n- f-Spektren durchschnittlich eine Hohe von 0,02 — 0,2% haben,
kann nach Abschnitt 4.3.1 und Abbildung 4.3 abgeschatzt werden, dass als untere
Grenze p’ = 0,3 - 10‘7%, wobei pg ~ 2 - 107°. Damit folgt fiir eine akustische Wel-
le mit A ~ 20pum und f ~ 10MHz, dass v ~ 3%. Dies bedeutet in der Periode eines
Wellenzyklus wiirde ein Lipid maximale Beschleunigungen von 3- 107?2 erfahren und
bis zu 300nm zuriicklegen. Diese Strecke entspricht ndherungsweise dem 300-fachen
der Lipidgrofe selbst. Es liegt nahe, dass die Lipide einer solch rapiden Bewegung
nicht folgen kénnen und so ausweichen werden, so dass sie der Anregung entgehen.
Dariiber hinaus ist fiir Lipidmembranen bekannt, dass die Scherviskositéat und elas-
tische Viskositéat unter den Lipiden mit steigender Frequenz stark abnimmt |84, 85],
was eine solche Anordnung zusétzlich vereinfachen wiirde.

Schliefslich bleibt noch zu kléren, wie es bei einem , Reiffen” dazu kommen kann, dass
die Kanten je nach Druck z negativ oder positiv sind, wie man es in Abschnitt 4.3.2
Abbildung 4.5 beobachten kann. Wie Abbildung 4.3 zeigt, ist fiir einen bestimmten
Druck 7 eine bestimmte Druckveréinderung Az zu erwarten. Diese bestimmt ob die
Lipide weiter aufseinander, oder weiter zusammen kommen, denn nach Abschnitt 4.1
sind Druckverédnderungen unweigerlich mit Dichtednderungen im Monolayer verbun-
den. Dementsprechend wiirden die Lipide bei einer Umordnung entweder zusammen-
oder auseinanderriicken, um der Anregung zu entgehen. Damit konnten also sowohl
Druckanstiege, als auch Druckabfille erklart werden.

Zusammengefasst konnten die Kanten in den z- f-Spektren also tatséchlich als ,Rei-
fsen oder ,Kollabieren des Monolayers auf Grund der Anregung einer akustischen
Welle auf ihm gedeutet werden. Dies bedeutet zwar, dass es zu keiner klassischen
Propagation einer Welle iiber weite Distanzen im Monolayer kommen wiirde, recht-
fertigt aber dennoch die Stimmigkeit der akustischen Interpretation. Dariiberhinaus
ist anzunehmen, dass sich das angeregten Wellenphdnomen trotzdem iiber einen
bestimmten Bereich hinweg ausbreiten wiirde, da lokale Druckverdnderungen von
Ar von 0, 1% die Veranderung der gesamten Monolayerfliche um naherungsweise
0,5 — lem? bedeuten wiirden. Diese Abschitzung ergibt sich daraus, dass fiir eine
Druckverédnderung von 30% wahrend einer Isotherme bei der verwendeten Filmwaa-
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ge eine Kompression um etwa 200cm? notwendig ist. Damit wiirde man also immer
noch auf eine Ausbreitung des lokalen Phianomens um etwa 0, 1 — 1cm schliefsen, was
einem Vielfachen der durch den IDT implizierten Wellenldnge entspricht.

Zusammengefasst kann obige Interpretation also wesentliche und diffizile Details der
vorliegenden elektrischen Anregung beschreiben, zeigt aber gleichzeitig, dass eine
akustische Interpretation dieses Wellenphédnomens gerechtfertigt ist, auch wenn es
vermutlich zu keiner klassischen Wellenausbreitung kommt.

4.4. Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die elektrische Anregung hochfrequenter Wellenphénome-
ne auf Lipid-Monolayern untersucht. Das wesentliche experimentelle Prinzip be-
stand darin, kammartig angeordnete Elektroden, so genannte interdigital Transdu-
cer (IDTs), mit einer hochfrequenten Wechselspannung zu betreiben und gleichzeitig
an den Monolayer zu koppeln. Durch das periodische elektrische Feld werden die La-
dungen der Lipide bewegt, so dass Wellenphdanomene im Monolayer angeregt werden.

Zunachst wurde die theoretische Beschreibung einer akustischen Welle im Monolayer
durchgefiihrt und gezeigt wie Dichteschwankungen, Druckschwankungen, Teilchen-
geschwindigekeiten und Temperaturschwankungen direkt zusammenhéngen. Anschlie-
fsend wurde gezeigt, welche durchschnittlichen Oberflaichendruckénderungen auf Grund
eines lokalen Wellenphdnomens im Monolayer zu erwarten sind. Mit Hilfe der Iso-
thermen der verwendeten Lipid-Monolayer ergaben numerische Rechnungen, dass,
je nach globalem, voreingestelltem Oberflichendruck des Monolayers, eine positive
oder negative Druckverinderung Ar am Drucksensor zu erwarten ist.

Bei der folgenden experimentellen Anregung im MHz-Bereich entstanden Druck-
Frequenz-Spektren (7-f-Spektren), die tatsichlich Druckverédnderungen Ar bei ver-
schiedenen Anregungsfrequnzen f zeigen. Fiir die verschiedenen Monolayer ergaben
sich Druckkanten bei bestimmten kritischen Frequenzen f;, deren Hohe und Position
sich je nach voreingestelltem Oberflichendruck n dnderte. Es zeigten sich positive
und negative Az, die den zuvor gemachten Erwartungen entsprachen. Daneben ver-
schoben sich die f; mit 7, so dass mit Hilfe der durch den IDT vorgegebenen Wellen-
lange A diesem & eine Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢ = fi1 zugeordnet werden konn-
te. Letztere konnte nun mit den Geschwindigkeiten, die sich aus der adiabatischen

,/p%s ergeben, verglichen werden. Die Bestimmung

von ks wurde indirekt durch Messung der isothermen Kompressibilitat k7 und des

Kompressibilitdt kg nach ¢ =

isobaren Ausdehnungskoeffizienten a, durchgefiihrt. Die zwei vollig unabhédngigen
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Methoden zur Bestimmung der Ausbreitungsgeschwindigkeit des Wellenphédnomens
zeigten gute Ubereinstimmung fiir alle verwendeten Lipid-Monolayer.

Im letzten Teil dieses Kapitels wurde die Dampfung und die Subphasenankopp-
lung des beobachteten Wellenphénomens diskutiert und interpretiert. Es wurde
abgeschatzt, dass akustische Monolayer-Wellenphdnomene im vorliegenden MHz-
Frequenzbereich sowohl viskos, als auch thermisch stark von ihrer Wassersubphase
entkoppeln. Die mit dem Monolayer thermisch und viskos wechselwirkende Wasser-
grenzschicht wire nur wenige 100nm dick, wobei das Wellenph&nomen selbst durch
Totalreflexion im Monolayer konserviert wiirde. Zum Abschluss wurde eine Interpre-
tation der elektrisch angeregten Wellenphénomene gegeben und zunéchst aufgezeigt,
dass man fiir rein akustische, sich ausbreitende Wellen keine Druckkanten, sondern
stetige Druck-Minima und Maxima erwarten wiirde. Es wurde die Beschreibung der
Kanten als ,Reiffen* oder , Kollabieren“ der Membran durch das Anregen eines lokal
am Chip auftretenden akustischen Wellenphdnomens vorgeschlagen. Diese Beschrei-
bung kénnte sowohl die Kanten selbst, als auch deren Vorzeichen erklaren. Letztere
Interpretation deutete auf keine klassische Wellenausbreitung bei den vorgestell-
ten, elektrisch angeregten Wellenphdanomenen hin. Genau aus diesem Grund soll im
folgenden Kapitel 5 die direkte Messung von sich ausbreitenden Druckpulsen auf
Monolayern die zentrale Rolle spielen.
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Kapitel 5: Natirliche Anregung von
Lipid-Monolayern

Im vorangegangenen Kapitel 4 wurde eine Methode zur elektrischen Monolayeran-
regung beschrieben. Diese wurde bei sehr hohen Frequenzen (MHz) und kleinen
Wellenlédngen (um) durchgefiihrt und hat deshalb nur bedingt Bezug zu biologischen
Systemen. Um moglichst nahe an ein natiirliches biologisches System heranzukom-
men wird in diesem Kapitel ein System zur Anregung von Lipidmembranen vorge-
stellt, das auf der Verwendung von natiirlichen Substanzen beruht. Dieses wird im
Folgenden nach und nach aufgebaut, wobei es in direktem Bezug zu biologischen
Systemen, im speziellen zum synaptischen Spalt von Nervenzellen, steht.

5.1. Theorie zur Akustik von Lipid-Monolayern auf
viskosen Subphasen

Die folgende Darstellung erweitert die Beschreibungen aus Abschnitt 4.1. Dazu wird
die viskose Kopplung des Monolayers an die Subphase mitberiicksichtigt. Anschlie-
fsend wird der hochfrequente Grenzfall (vergleichbar zu Abschnitt 4.1) und der nie-
derfrequente Grenzfall, der urspriinglich bereits in |25, 24, 86, 87, 26| angesprochen
und behandelt wurde, diskutiert. Letzterer stellt die theoretischen Grundlagen der
Messungen dieses Kapitels dar.

5.1.1. Theoretische Beschreibung

Es sei der selbe Ausgangspunkt wie in Abschnitt 4.1 gewéhlt, in dem mit p’ und
7’ die kleinen Schwankungen von Dichte und Oberflichendruck, auf Grund einer

sich auf einem Monolayer ausbreitenden Welle, bezeichnet werden. Wieder sind n’

ong

| -1
P .. . . .
ﬂ)s 7’ miteinander verkniipft, wobei (%)S und damit kg we-

dpo
der frequenz- noch amplitudenabhéngig sei. Es wird eine Ausbreitung in x-Richtung

und p’ iiber p’ = (

betrachtet und die Geschwindigkeit der Monolayerteilchen explizit mit v,,, bezeich-
net. Wie zuvor in Abschnitt 4.1 gilt die Kontinuitétsgleichung in ihrer vereinfachten

Form.
op’ OVpx

or . Py

(5.1)
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-1
Mit p’ = (aﬂ) 7’ lasst sich diese analog zu Abschnitt 4.1 folgendermafen umformen.
dpo/s

o' 1 vy,
otdx ks OxX2

(5.2)

Im Gegensatz zu Abschnitt 4.1 soll nun die viskose Kopplung des Monolayers an
die Subphase mitberiicksichtigt werden. Die Kopplung entspricht einer zuséatzlichen
Kraft, die in die Euler-Gleichung mit eingeht. Diese Kraft soll als direkt proportional
zur Geschwindigkeit v,,, der Lipide angenommen werden. Dies lédsst sich durch die
viskose Kraft, durch eine Fliissigkeit zwischen zwei Platten (hier der Monolayer und
der Boden des Filmwaagentroges), die sich relativ zueinander bewegen, veranschau-
lichen. Haben die Platten den Abstand d, die Geschwindigkeit v zueinander und
die Fliissigkeit die Viskositat n, gilt fiir die Scherspannung 7 zwischen den Platten
das Newtonsche Viskositéitsgesetz 7 = n3 oc v. Deshalb soll hier zunéchst voraus-
gesetzt werden, dass mit einer Konstante &, eine zusétzliche Spannung &v,,, in die
Euler-Gleichung einflieftt, die damit folgende Form annimmt.

OVyx on’
PO =T — &Vinx 653
_ on’ - o 0V, _ favmx '
Otdx or? ot

Gleichsetzen mit Gleichung 5.2 ergibt die Wellengleichung des viskos gekoppelten
Monolayers:
82 mx 1 0 mx 82 mx
Vs 1 ¢ Vi & %
orr  py’ Ot ox?

=0 (5.4)

Hier ist py die Oberflachendichte des Monolayers und ¢y = \/pOTKS die aus Abschnitt
4.1 bekannte Ausbreitungsgeschwindigkeit einer rein akustischen Welle. Die Differen-
tialgleichung lisst sich mit dem Wellen-Ansatz v,,, = Ae"“* 16sen. Durch Einsetzen
in Gleichung 5.4 ergibt sich die Dispersionsrelation, die den Wellenvektor k£ und die

Frequenz w in Beziehung zueinander setzt.

1
— W+ iwE— + cik* = 0
Lo

:kzzw—z(l—ig)

s 0o W

(5.5)

Der komplexe Teil von k quantifiziert die Dampfung g8 der Welle auf Grund der
viskosen Kopplung, die durch ¢ ausgedriickt wird. Wére & = 0 ergédbe sich die selbe
Dispersionsrelation ¢j = ‘]:’—22 wie in Abschnitt 5.4 fiir eine rein akustische Welle. Es
bleibt nun noch die Konstante & zu bestimmen. Diese muss sich aus der viskosen
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Bewegung der Wassersubphase unter dem Monolayer ergeben. Generell wird solch
eine viskose Bewegung durch die Navier-Stokes-Gleichung beschrieben.

D (% + (vv)v) =-Vp+n,V¥ (5.6)

Hier beschreibt p, die Dichte des Wasser, n,, seine Viskositdt und p und ¥ Druck
und Geschwindigkeit. Fiir den vorliegenden Fall geniigt es den inkompressiblen Fall
(Vp = 0) fiir kleine Schwankungen in einer Dimension (x-Richtung) zu betrachten
(WV)¥ = 0, vgl. Vereinfachung der Euler Gleichung aus Abschnitt 4.1). Fiir die
Wassergeschwindigkeit v, gilt demnach:

MWix Ty 07y
ot p, 07

(5.7)

Der Monolayer soll in der xy-Ebene und das Wasser in negativer z-Richtung (es
wird nur z < 0 betrachtet) darunter liegen. Eine Randbedingung fiir das Wasser ist
durch seine Kopplung an den Monolayer bestimmt. Bei z = 0 muss deshalb v,,, = v,
gelten. Dies impliziert den Ansatz v,,, = Ae@~*e™ zur Losung von Gleichung 5.7.
Einsetzen liefert folgende Relation fiir m.

0=m>0 . iz w w . w
iw= T2 T2 = [P s \/WP = 224 l\/wp (5.8)
Pw Thw Thw 21y 21

Der reale Anteil von m definiert die in Abschnitt 4.3.5 verwendete viskose Pene-

trationstiefe durch m. Der imagindre Anteil dagegen beschreibt eine periodische
Bewegung des Wassers auf Grund der periodischen Bewegung bei z = 0. Das Wasser
wird demnach, je nach Tiefe z, in verschiedenen Phasen zum Monolayer schwingen,
wobei die Amplituden der Schwingungen exponentiell mit z abnehmen. Nimmt man
an, dass die oberste Wasserschicht direkt an den Monolayer gebunden ist, miissen
a;y ]2:0 des Wassers bei z = 0 der zuvor definierten Kraft &v,,,

entsprechen. Damit kann & bestimmt werden.

die viskosen Kréfte n,, [

8 wx (T
EVinx = 1y [ (; ] = NV, = & = nm = €' \Jwp,1,, (5.9)
Yy z=0

Somit nimmt & die Form einer komplexen Konstante an, um die Randbedingungen
zur, unter dem Monolayer liegenden, Wassersubphase erfiillen zu kénnen. Die Di-
spersionsrelation 5.5 kann jetzt in ihrer entgiiltigen Form formuliert werden, in der
nur vom System bekannte Parameter vorkommen. Diese sind ¢y = m+s, die Aus-
breitungsgeschwindigkeit einer rein akustischen Welle auf dem Monolayer, py, die
Oberflachendichte des Monolayers, n,,, die Viskositat des Wasser und p,, die Dichte

des Wassers. )
| wllw
= (1 Ly ,/ﬂ) (5.10)
CO Po w
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Aus dieser Gleichung kann der Realteil des Wellenvektors k£ dazu benutzt werden

um die Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢ = % der Welle zu berechnen.

5.1.2. Hochfrequenter Grenzfall

Fiir sehr grofe w > 10'? kann der Realteil von Gleichung 5.10 durch die Disper-
sionsrelation einer rein akustischen Welle k = % gendhert werden. Im Gegensatz
zu letzterer besitzt k in Gleichung 5.10 aber fiir alle w einen nicht verschwinden-
den Imaginéarteil. Das heisst, die beschriebenen viskos gekoppelten Wellen sind stets
gedampft. Zur spiateren Veranschaulichung werden zunéchst der Real- und Imaginér-
teil von k in Gleichung 5.10 mit Hilfe der mathematischen Software Maple explizit
bestimmt.

2
20wiw 2001w
1V o N 201w N YV o

1
RE)=2= | [4]1+= L
co2 2 po wp; Po
(5.11)
2 2 2,
Pwllw Pwllw
1 1V o 2001 w
Sy = ——~ | |41+ y Bl N
co2 2 po e Po

Abbildung 5.1a) zeigt den Plot der Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢ = % und 5.1b)
die Dampfungskonstante B = —3(k) und zuséitzlich die prozentualen Dampfung
(Amplitudenabnahme) pro Wellenldnge (1 — eg(k)%). Alle Graphen erstrecken sich
tiber einen weiten Frequenzbereich unter Verwendung der Parameter ¢y ~ 100%,
Po =~ 2- 10‘6%, Py = 1000% und 7, = 1-1073Pas. Die Ausbreitungsgeschwindig-
keit in Abbildung 5.1a) nahert sich bei sehr hohen Frequenzen um w = 1012% den
Grenzwerten einer rein akustischen Welle an. Hingegen nimmt die Dampfung nach
Abbildung 5.1b) stetig mit der Frequenz zu, ganz im Gegensatz zu einer ungedampf-
ten, rein akustischen Welle. Im gleichen Zug féllt aber die Dédmpfung pro Wellenlénge

in Abbildung 5.1b) bei sehr hohen Frequenzen um w = 1012% auf fast 10% ab.

Fiir die elektrische Anregung aus Kapitel 4 im MHz-Bereich bedeutet dies Folgen-
des. Bezieht man die viskose Kopplung mit in die theoretischen Betrachtungen ein,
so zeigt Abbildung 5.1a), dass im MHz-Bereich noch kein akustisches Verhalten zu
erwarten wire. Auferdem erzeugt die viskose Kopplung eine Dampfung, die bereits
bei Frequenzen von 10MHz grofs genug ist, um die Welle so stark zu dampfen, dass
sie sich nur noch tiber wenige Wellenléngen (~ 100um) ausbreiten wiirde und so
keine messbare Verinderung des gesamten Oberflichendruckes mehr erzeugen kénn-
te. Dieses Verhalten zeigt sich aber, Kapitel 4 folgend, im Experiment keineswegs.
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5.1. Theorie zur Akustik von Lipid-Monolayern auf viskosen Subphasen

Viel mehr kommt es zu messbaren Wellenphdnomenen, deren zugeordnete Geschwin-
digkeiten akustisches Verhalten zeigen. Dies impliziert, dass die elektrisch angereg-
ten Wellenphénomene stark von der Subphase entkoppelt sein miissen und nicht
mehr den Erwartungen einer viskos gekoppelten Welle entsprechen (vgl. Gleichun-
gen 5.11). Gleichermafen lésst sich daraus schliefsen, dass die Dispersionsrelationen
in Gleichungen 5.11 bei Frequenzen im M Hz-Bereich ihre reine Giiltigkeit verlieren.
Eine Erklarung wére, dass in diesem Frequenzbereich, die viskosen oder thermi-
schen Grenzschichten bereits sehr diinn unter dem Monolayer liegen. Das Wasser
in diesem diinnen Gebiet wiirde von den Ladungen oder Dipolen des Monolayers
beeinflusst und kein rein viskoses Verhalten mehr zeigen [88]. Die Viskositét von
Grenzflichenwasser scheint zudem grofer zu sein als die von Bulk-Wassers [89], was
eine Entkopplung von Monolayer und Subphase unterstiitzen wiirde.

a) Ausbreitungsgeschwindigkeit mit viskoser Kopplung ) —— Dampfung mit viskoser Kopplung
Ausbreitungsgeschwindigkeit ohne viskose Kopplung B - - - Dampfung pro Wellenldnge mit viskoser Kopplung 100

1
» 100 1 —_
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-‘:,,,’ ! g 100000 4 =
o | I | o
a | 1S 1000 4 Q
) 14 h :® 87
E ! e 3 2
© h 104 CEL
o) | b
3 ! } a
< 0,1 - ey ey ey gy 0,1 TR I I B I B s R B R 0

0,1 10 1000 100000 1E7 1E9 1E11 1E13 0,1 10 1000 100000 1E7 1E9 1E11 1E13
Frequenz o [1/s] Frequenz o [1/s]

Abbildung 5.1.: a) Ausbreitungsgeschwindigkeiten nach den theoretischen Dispersionsrelationen

einer rein akustischen Welle und Wellen mit viskoser Kopplung an die Wassersubphase (vgl. Ab-

schnitt 5.1.1).b) Dampfungskonstante und prozentuale Dadmpfung pro Wellenlénge nach den theo-

retischen Dispersionsrelationen von Wellen mit viskoser Kopplung an die Wassersubphase (vgl.

Abschnitt 5.1.1). Fiir alle Plots wurden die Parameter ¢q ~ 100%7 po =2 10‘62—”;, Pw = 1000% und
» ~ 11073 Pas verwendet.

5.1.3. Niederfrequenter Grenzfall

Fiir dieses Kapitel werden Frequenzen im Hz-Bereich (um ~ 1Hz) und damit der
niederfrequente Grenzfall makgebend sein. Da fiir ihn 22 ~ 1% und py = 2 - 10‘6%
sind, kann die ,,1* in Gleichung 5.10 vernachléssigt werden und es ergibt sich in sehr
guter Ndherung folgender Term.

1 1 -3 s
k2 — ___6137 /pwnwaﬁ = e_‘ZKS \/pwnwaﬁ (512)

2
CO Po
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Kapitel 5: Natirliche Anregung von Lipid-Monolayern

Hier ist kg wieder die adiabatische Kompressibilitat des betrachteten Monolayers.
Die Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢ und die Dampfung 8 ergeben sich demnach zu:

c= w __1 i “
~ Rk cosE) ks N mupw (5.13)
B = =50 = sin( ) Vs Vpurne?

Dies entspricht dem Ergebnis, dass in [26] oder [25, 24, 87|, zu finden ist und dort
auf Grund der Betrachtung von longitudinalen Kapillarwellen an Oberflichen mit

Monolayern entstanden ist. Dort wurde, im Gegensatz zu der Beschreibung hier, von
Anfang an die Masse der Lipide vernachlassigt. Wird demnach der Trégheitsterm

2
0" Vinx

or?
gung an der Wasseroberfliache eingefiihrt wurde. Im Gegensatz zum Ausgangspunkt

des Wassers, der in [26] oder [25, 24, 87| gewihlt wurde, wird in der vorliegenden

in Gleichung 5.4 fallen gelassen, ergibt sich eine Gleichung, die in [26] als Bedin-

Betrachtung vom Monolayer selbst ausgegangen.

Die in Gleichung 5.13 definierte Dampfung B8 wird in dieser Arbeit nur eine unter-
geordnete Rolle spielen. Dies hat zum einen den Grund, dass vor allem die Pro-
pagation selbst, bzw. die Anregung von propagierenden Signalen auf Monolayern
betrachtet werden soll. Zum anderen zeigt eine realistische Abschéitzung (ks ~ 10%,
Py X 1000%, 7w ~ 1-1073Pas und wie in Abschnitt 5.3.1 gezeigt wird w ~ 1%), dass
B = 1,2%. Fiir eine Propagation iiber 20cm bedeutet das, dass sich die Amplitude
einer angeregten Welle dieser Frequenzen nur auf e #%?" ~ 80% der Ausgangsampli-
tude abgeschwacht hétte. Da die Dimensionen des verwendeten Filmwaagentroges
20cm % 30cm sind, kann die Dampfung dieser Wellen also nur sehr bedingt mit der
benutzten Filmwaage analysiert werden. Dementsprechend soll von einer Diskussion
der Dampfung im Folgenden abgesehen werden.

5.2. Versuchsaufbau zur natiirlichen Anregung

Die in 5.1 beschriebenen Wellen, wurden sowohl theoretisch, als auch experimentell
bereits mehrfach betrachtet. In [90, 91| wird beispielsweise ein diinner, oszillieren-
der Platindraht dazu verwendet, harmonisch longitudinale Wellen in verschiedenen
Monolayern zu erzeugen. Auf gleiche Art und Weise wurden langsam oszillierende
Teflonbarrieren einer Filmwaage verwendet [26, 92|. Meistens beruhte die experi-
mentelle Anregung aber auf der Erzeugung von transversalen Kapillarwellen auf der
Oberflache des Wassers [93, 94, 95, 96|. Diese Kapillarwellen erzeugten in den auf-
gebrachten Monolayern longitudinale Wellen, die dann zur Analyse der elastischen
Eigenschaften des Monolayers verwendet wurden. Auf aufsergewchnliche Art und
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5.2. Versuchsaufbau zur natirlichen Anregung

Weise konnte auch die lichtgetriggerte Konformationsidnderung von Polymeren im
Monolayer dazu verwendet werden, Oberflichendruckpulse auf letzterem anzuregen
und zu beobachten [97]. Die im Folgenden vorgestellte Methode zur Anregung von
Monolayerpulsen beruht dagegen auf dem einfachen Aufbringen von Substanzen auf
den Monolayer.

5.2.1. Anregungsprinzip

Das verwendete Anregungsprinzip ist einfach und deshalb flexibel. Es beruht auf
der Wechselwirkung der Lipide mit verschiedenen Substanzen, wie beispielsweise
Losungmitteln (zum Beispiel Alkohole), oder Sduren. All diese Substanzen werden
zur Anregung einfach in Tropfenform auf den Monolayer gebracht, erzeugen durch
die Wechselwirkung mit den Lipiden einen Druckpuls und 16sen sich anschliefsend in
der Subphase oder evaporieren in die Luft. Der Vorgang ist in Abbildung 5.5 kurz
skizziert und wird im folgenden Abschnitt 5.2.2 detailliert dargestellt.

Kern des Anregungsprinzips ist die Wechselwirkung von Lipid mit aufgebrachten
Substanzen. In dieser Arbeit werden dazu Ethanol, Methanol, Chloroform, Pentan,
Essigsdure und Salzsdure verwendet. Die moglichen Wechselwirkungen sollen hier
kurz diskutiert werden.

e Ethanol, Methanol: Abbildung 5.2 zeigt die chemische Struktur der Alko-
hole. Sie besitzen hydrophobe Kohlenwasserstoffanteile und eine OH-Gruppe.
Sie werden sich deshalb in der Néhe der Sauerstoffatomen der Phosphatgrup-
pen der Phospholipide anordnen, da die OH-Gruppen zu den Sauerstoffatomen
gut Wasserstoffbriickenbindungen aufbauen konnen [98]|. Die Konsequenz ei-
ner solchen Anordnung ist eine Vergroferung der Lipidflache auf Grund des
zusitzlichen Platzbedarfs der Alkohole. MD-Simulationen zeigen, dass Etha-
nol im Vergleich zu Methanol eine stiarkere Tendenz zu letzterem Verhalten
hat [99]. Lipidbilayer zeigen dariiber hinaus ein Ausdiinnen, das aus einer
tieferen Verzahnung (Interdigitation) der Kohlenwasserstoftketten ineinander
resultiert [98]. Gleichzeitig haben die Alkohole eine sehr hohe Loslichkeit und
Affinitdt zu Wasser, so dass fiir die Ethanol- bzw. Methanolanregung eines
Lipid-Monolayers ein relativ kurzer positiver Oberflichendruckpuls zu erwar-

ten ist.
Ethanol Methanol
Iy i
H—(IZ—(I:—OH H—(I:—OH
H H H

Abbildung 5.2.: Chemische Struktur von Ethanol und Methanol.
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Kapitel 5: Natirliche Anregung von Lipid-Monolayern

e Chloroform: Der chemischen Struktur in Abbildung 5.3 folgend ist Chlo-
roform durch die Cl-Atome leicht polar und kein rein hydrophobes Molekiil.
Es ist schlecht in Wasser 16slich, sehr leicht fliichtig und ist, vergleichbar mit
Ethanol, ein gutes Losungsmittel fiir Lipide. In Membranen siedelt es sich im
Vergleich zu Ethanol ndher zu den Kohlenwasserstoftketten als den Phosphat-
gruppen der Phospholipide an [100]. Dies bedeutet, dass bei der Anregung mit
Chloroform eine Vergoferung der Lipidfliche erwartet wird, durch die ein po-
sitiver Druckpuls im Monolayer entsteht, der im Anschluss langsam abklingt,
bis das Chloroform wieder vollstdndig verdampft ist.

Chloroform Pentan
lil H HHHH
Cl—C—Cl H—CII—CIZ—CII—CII—CII—H
! FLEE

Abbildung 5.3.: Chemische Struktur von Chloroform und Pentan.

e Pentan: Abbildung 5.3 zeigt, dass es sich um ein komplett hydrophobes Mo-
lekiil handelt. Dementsprechend wird es sich in Monolayern im Bereich der
Kohlenwasserstoffketten der Lipide ansiedeln. Pentan ist noch schlechter in
Wasser 16slich und noch fliichtiger als Chloroform. Man erwartet deshalb bei
der Anregung mit Pentan ein dhnliches Verhalten wie bei Chloroform.

e Salzsdure: Abbildung 5.4 zeigt die einfache Struktur von Salzsdure. Sie ist
eine starke Sdure und dissoziiert vollstdndig in Wasser zu H* und CI~. Ausge-
hend von den verwendeten Phospholipiden, bedeutet das, dass das O™-Atom
der Phosphatgruppe, je nach Sdurekonstante (pKg-Wert) des betrachteten Li-
pids, von den H* protoniert werden. Folglich wiirde sich die Kopfgruppe von
DPPC beim Kontakt mit Salzsédure positiv laden, die von DPPG dagegen ihre
negative Ladung reduzieren. Die Effekte auf den Oberflichendruck oder die
Lipidfiache fallen je nach pH, Salztyp und Salzmenge in der Subphase un-
terschiedlich aus und kénnen nur abgeschétzt werden. Einige Beispiele sollen
hier zur Veranschaulichung dieses Sachverhalts dienen. In [101] ist beschrieben,
dass sich die Isothermen reiner DPPG-Monolayer bei Hinzugabe von Salzen
in die Subphase zu gréferen Flédchen und hoheren Driicken hin verschieben
(Expansion), was durch die Abschirmung der negativen Ladungen des DPPG
und die daraus resultierende zusétzlichen Stabilisierung der Lipide begriindet
werden kann. In [102] ist nun eine Isothermen Schar von DPPG-Monolayern
auf salziger Subphase bei verschiedenen pH-Werten zu sehen. Dort erzeugt eine
zusétzliche Erniedrigung des pH, die einer Reduzierung der abgeschirmten La-
dungen der Kopfgruppen bedeutet, eine Verschiebung der DPPG-Isothermen
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5.2. Versuchsaufbau zur natirlichen Anregung

hin zu niedrigeren Driicken und kleineren Fldchen (Kondensation). Die Re-
duktion der Ladungen der Kopfgruppe, die einer reduzierten Abstoflung ent-
spricht, fiihrt also zur Kondensation der Lipide. Fiir DPPC-Monolayer wiir-
de man dementsprechend eine Expansion der Lipide mit sinkendem pH und
somit zunehmender Kopfgruppenladung erwarten. Tatséchlich wird aber bei-
spielsweise in [103] gezeigt, dass fiir salzige Subphasen eine Erniedrigung des
pH durch Essigsiure eine leichte Verkleinerung der Lipidflaiche von DPPC zur
Folge hat. Auch auf reinen Wassersubphasen ergibt sich eine Kondensation
von DPPC-Monolayern [104]. Um dies zu erkldren, geniigt es nicht die rei-
nen elektrostatischen Wechselwirkungen zu betrachten. In Abschnitt 5.4 wird
dieses Verhalten von DPPC deshalb nochmals genauer dargestellt. Einzig den
zuvor zitierten Arbeiten folgend wiirde man bei DPPC-Monolayern negative
Pulse bei der Salzsédureanregung erwarten.

Salzsaure Essigsaure
H
| //O
H—CI H—C—C\
L “on

Abbildung 5.4.: Chemische Struktur von Salzsdure und Essigséure

e Essigsiure: Vergleicht man die Struktur von Essigsdure (CH;COOH) in Ab-
bildung 5.4 mit der von Ethanol in Abbildung 5.2, so fallt auf, dass sie bis auf
die Sduregruppe mit dem doppelt gebundenen Sauerstoff, sehr dhnlich sind. Als
Saure ist CH;COOH sehr schwach und besitzt eine Sdurekonstante von pKg =
4,76. Das heisst, nach der Definition des pKs-Wertes ergibt sich die Konzen-
tration der Protonen (c¢(H*)) aus der Sdurekonzentration (¢(CH;COOH)) zu
c(H") = \/ 10-PKs . ¢«(CH;COOH). Wegen des hohen pKg-Wertes verbleibt in
wassriger Losung der Grofteil der Essigsdure in Form von CH;COOH und nur
ein geringer Teil dissoziiert zu Acetat-Ionen (CH;COO™) und Protonen (H").
Im Falle der Anregung bleibt es deshalb abzuwégen, ob der Sdurecharakter in

Form der H*, wie bei Salzsaure, oder die Strukturdhnlichkeit zu Ethanol maf-
gebend sind. So wére es denkbar dass sich Essigsdure wie Ethanol im Bereich
der Kopfgruppe der Phospholipide ansiedelt und so eine Lipidflachenvergrofe-
rung verursacht, die den Effekt der Ladungserzeugung oder Ladungsreduktion
durch die H* iiberwiegt. Hier bleibt das experimentelle Ergebnis abzuwarten.

5.2.2. Filmwaagenaufbau und Versuchsdurchfithrung

Das im vorigen Abschnitt 5.2.1 besprochene Prinzip des Aufbringens, bzw. Auf-
tropfens verschiedener Substanzen auf den Monolayer wird experimentell auf zwei
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Kapitel 5: Natirliche Anregung von Lipid-Monolayern

verschiedene Arten umgesetzt. Abbildung 5.5 zeigt die beiden eingesetzten Verfah-
ren. Zum einen wird der Dipper-Mechanismus der Filmwaage verwendet (Abbildung
5.5a)). An diesen wird iiber ein Gestidnge eine dinne Nadelspitze mit Schlauch-
zufiihrung montiert, die durch den Dipper-Mechanismus langsam angehoben und
abgesenkt werden kann. Die Schlauchzufiihrung ist an eine Hamilton-Spritze an-
geschlossen, so dass ein kleiner Tropfen definierten Volumens an der Nadelspitze
erzeugt werden kann, der anschlieffend durch Absenken der Nadel auf den Mono-
layer aufgebracht wird. Durch dieses Vorgehen wird versucht eine grofstmogliche
Reproduzierbarkeit des Anregungsvorganges zu erreichen. Als zweite Moglichkeit
den Substanztropfen aufzubringen, wird eine per Hand gefiihrte Eppendorf-Pipette
verwendet (Abbildung 5.5b)). An deren Plastikspitze kann wiederum ein Tropfen
definierten Volumens erzeugt werden, der anschliefend vorsichtig auf den Mono-
layer aufgetropft wird. Die einfache Austauschbarkeit der Plastikspitzen der Ep-
pendorf-Pipette und deren gute Resistenz, vor allem gegen Sauren, erleichtert die
Anregung unter Verwendung &dtzender, oder oxidierender Substanzen, die das Metall
der Nadelspitze oder die Schlauchzufiihrung selbst angreifen wiirden. Wie die fol-
genden Experimente zeigen, liefern, bei sorgfaltiger Durchfithrung, beide Methoden
des Tropfenaufbringens nicht unterscheidbare Ergebnisse.

Um die Oberflaichendruckpulse zu detektieren, werden zwei parallel ausgelesene
Oberflachendrucksensoren (NIMA, Typ PS4, Coventry, England) verwendet. Durch
den Abstand der beiden Sensoren (14, 5¢m) und die Laufzeitmessung der Druckpulse
lassen sich deren Ausbreitungsgeschwindigkeiten ermitteln. Um eine moglichst hohe
Zeitauflosung zu erhalten, werden die Drucksensoren iiber eine einfache Schaltung
mit Hilfe eines zeitlich hochauflésenden A /D-Wandlers (National Instruments, Typ
NI USB-6251 (l,QSM), USA) ausgelesen. Fiir die Anbindung an den PC wird
eine eigens in der Programmiersprache C/C++ implementierte Software (JoeFast-
DAQ) verwendet, die sowohl die Kalibrierung der Oberflichendrucksensoren, als
auch eine entsprechende Speicherung der Daten von bis zu vier Kanélen des A /D-
Wandlers zulasst. Fiir den Messvorgang selbst werden normalerweise zwei Kanéle

.1 . MSampl
fiir die Drucksensoren mit 0, 5=>=2=

ausgelesen, wobei iiber 50 Samples gemittelt
wird, um das elektronische Rauschen der Drucksensoren zu reduzieren. Damit ergibt
sich eine Zeitauflosung von 0, 1ms fiir alle gezeigten Messungen. Die Genauigkeit der
Sensoren liegt, je nachdem wie die Filmwaage gegen dufsere Schwingungen gedampft

ist, zwischen +0, 005% und +0, 001%\’.

Zusétzlich kann eine unbewegliche Barriere vor den Drucksensoren platziert werden,
die nur einen ca. lem breiten Spalt offen ldsst, wie es in Abbildung 5.5 skizziert
ist. Das damit erzeugte Verldngern des Propagationswegs dient zur zuséatzlichen Ab-
dampfung kurzwellenléngiger Kapillar- oder Schwerewellen auf Wasser, die durch
das Aufbringen bzw. Auftropfen entstehen kénnen, um nur die longitudinalen Mo-
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b)
i Al -« Eppendorfpipette
Zusétzliche . ,/"\1'-:’:? a) mit Plastikspitze
Barriere ‘ T Nadelspitze mit
Schlauchzufiihrung
/ an Dipper A
Drucksensoren m|t V
/ Wilhelmy-Plattchen i
A/ A/ g
1 Bewegliche
Teflonbarriere

%ﬁ%%%%%%%%%% SR
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Abbildung 5.5.: Aufbau und Prinzip der Anregung von Druckpulsen auf Monolayern durch
das Auftropfen verschiedener Substanzen (beispielsweise Ethanol, Methanol oder Sduren). Diese
wechselwirken mit den Lipiden, was letztere auseinanderdringt oder kondensiert und damit einen
Druckpuls erzeugt. Zur Messung der Pulse werden zwei Oberflichendrucksensoren verwendet, die
mit sehr hoher Zeitauflosung und Sensitivitdt ausgelesen werden. Die Tropfen werden auf zwei
Arten aufgebracht: a) Uber den Dippermechanismus wird der Tropfen an einer Nadelspitze mit
Schlauchzufithrung langsam auf den Monolayer gebracht; b) Mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette mit
Plastikspitze werden sehr fliichtige oder stark korrodierende (starke Sduren) Substanzen per Hand
aufgebracht. Beide Methoden liefern gleiche Ergebnisse.

nolayerwellen zu beobachten. Deshalb wird in den folgenden Experimenten, falls
moglich, stets mit Zusatzbarriere gearbeitet.

Zur Einschéatzung der reinen Wasserwellen werden zusétzlich Messungen auf rei-
nen Wasseroberflichen vorgenommen, wobei Wassertropfen zur Anregung verwen-
det werden. Diese Messungen zeigen weder mit noch ohne Zusatzbarriere Signale
an den Drucksensoren, so dass alle messbaren Signale der folgenden Experimente
nicht durch die reinen Wellenphéanomenen des Wassers verursacht werden kénnen
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(entsprechende Referenzmessungen in Anhang B.7, Abbildung B.3). Auch das Auf-
bringen von reinen Wassertropfen auf einen DPPC-Monolayer produziert keinerlei
Signale an den Drucksensoren, was in Einklang mit den Experimenten in [105] ist
(entsprechende Referenzmessungen in Anhang B.7, Abbildung B.3).

Im Folgenden wird nach dem Aufbringen des Monolayers (vor den eigentlichen An-
regungsexperimenten) stets dessen Isotherme aufgezeichnet. Zeigt diese keine An-
omalien, wird anschliefsend mit Hilfe der beweglichen Barriere ein bestimmter Ober-
flachendruck eingestellt. Die zeitlich hochaufgeloste Aufzeichnung wird gestartet,
um anschliefsend die jeweilige Substanz mit einer der beschriebenen Methoden auf
den Monolayer aufzubringen und einen Druckpuls zu erzeugen. Die aufgenommenen
Zeit-Oberflachendruck-Kurven werden zur spéteren Analyse weiter ausgewertet.

5.3. Anregung mit Losungsmitteln: Ethanol,
Methanol, Pentan und Chloroform

Die folgenden Experimente befassen sich mit der Losungsmittelanregung von DPPC-
Monolayern auf reinen Wassersubphasen bei 24°C. Alle Versuche werden entspre-
chend Abschnitt 5.2.2 mit Hilfe des Dipper-Mechanismus und unter Verwendung
der Zusatzbarriere durchgefiihrt, wobei Tropfen der reinen Losungsmittel Ethanol
(2ul Tropfen), Methanol (3ul Tropfen), Pentan (Sul Tropfen) und Chloroform (3ul
Tropfen) verwendet werden. Die Volumina der Losungsmitteltropfen sind dabei so
gewihlt, dass sich stets deutliche Pulse ergeben. Die Druchfithrung der Losungs-
mittelanregung auf reinen Wasseroberflichen zeigt keine deutlichen Signale an den
Oberflachendrucksensoren und ordnet die im Folgenden untersuchten Druckpulse
eindeutig den Lipid-Monolayern zu (entsprechende Referenzmessungen in Anhang

B.7, Abbildung B.2).

5.3.1. Pulsformen

Abbildung 5.6 zeigt typische Pulsformen fiir die Anregung eines DPPC-Monolayers
mit den verschiedenen Losungsmitteln bei einem Oberflachendruck von ca. 5 — 7%.
Die positiven Pulse durch Ethanol oder Methanol zeigen starke Ahnlichkeiten und
erstrecken sich verglichen mit Pentan oder Chloroform nur tiber einen kurzen (einige
s) Zeitraum. Die positiven Pulse der letzteren dauern hingegen iiber mehrere 10s
bevor sie zum Ausgangsdruck zuriick relaxiert sind. Zuséatzlich weisen die Formen
durch die Alkohole abklingende Schwingungen auf, die auf an den Trogwénden re-
flektierte Wellen hindeuten.

82
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Die erste Interpretation ist, dass die Alkohole nach ihrer Wechselwirkung mit dem
Monolayer, diesen, durch ihre hohe Loslichkeit in Wasser, sehr schnell wieder in die
Subphase verlassen. Dadurch entsteht ein definierter Druckpuls, der an den Trogwéan-
den reflektiert wird und die Propagationsstrecke zwischen den Sensoren mehrfach
durchlaufen kann (sich mit gleicher Frequenz aber unterschiedlicher Phase iiberla-
gernde Wellen erzeugen Muster identischer Frequenz aber unterschiedlicher Ampli-
tude). Chloroform und Pentan hingegen verweilen langer in der Membran bis sie
schliefslich wieder in die Luft verdampft sind. Durch ihren langen Aufenthalt in den
hydrophoben Kohlenwasserstoffketten des Monolayers, erzeugen sie eine langfristige
Kompression iiber mehrere 10s (vergleichbar zu einer Kompression iiber mehrere
10s mit Hilfe der Filmwaagenbarriere). Dementsprechend unterbindet diese lang an-
dauernde Kompression die Reflexion der Druckfront an den Trogwénden.
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Abbildung 5.6.: Pulsformen der Anregung eines DPPC-Monolayers (24°C) durch die Losungs-
mittel Ethanol, Methanol, Pentan und Chloroform. Es sind typische Formen bei einem Druck von
5- 7% zu sehen. Wie erwartet zeigen sich starke Ahnlichkeiten zwischen Ethanol und Methanol.
Beide Alkohole unterscheiden sich deutlich zu den Anregungspulsen von Pentan oder Chloroform.

Zur weiteren Analyse zeigt Abbildung 5.7 die Fourierspektren der Pulse aus Abbil-
dung 5.6. Alle Spektren zeigen Anteile bei etwa 0,2Hz. Wie erwartet weisen die der
Alkohole die hochsten Frequenzanteile auf, bis in einen Bereich von > 1Hz. Pentan
und Chloroform hingegen besitzen bereits zwischen 0,4Hz — 1Hz fast keine erkenn-
baren Amplituden mehr.
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Bezieht man Abbildung 5.6 mit in die Interpretation ein, so sind die Maxima der
Alkoholanregung um 0,8Hz und 1,2Hz, den abklingenden, sinusférmigen Schwin-
gungen zuzuordnen (diese besitzen in etwa 5 Maxima in einer Zeitspanne von 5s,
was ca. 1Hz entspricht), die die an den Trogwénden reflektierten Pulse widerspie-
geln. Dementsprechend sind die Hauptfrequenzanteile der Pulse der Alkoholanre-
gung 0,2Hz, 0,8Hz und 1,2Hz. Dagegen weisen die Pulse der Pentan- und Chlo-
roformanregung keinerlei Reflexionsmuster auf und in ihren Fourierspektren keine
erkennbaren Amplituden bei 0,8Hz und 1,2Hz.
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Abbildung 5.7.: Fourierspektren der Anregungen aus Abbildung 5.6. Ethanol und Methanol
zeigen die hochsten Frequenzanteile bis > 1Hz, wohingegen Pentan und Chloroform keine Anteile
grofer als < 0,4Hz besitzen.

Abschliefsend zeigt Abbildung 5.8 die, durch Ethanol erzeugten, Anregungspulsfor-
men und deren zugehdrigen Fourierspektren fiir verschiedene Phasen bzw. Ober-
flachendriicke eines DPPC-Monolayers. Sowohl in der fliissig-expandierten Phase
als auch im Phaseniibergang ist ein Abklingen der Anregung iiber einige s zu se-
hen, wohingegen dieses in der fliissig-kondensierten Phase deutlich verkiirzt ist. Die
Peakhohen sind fiir die fliissig-kondensierte und fliissig-expandierte Phase wesent-
lich grofer als die wihrend des Phaseniibergangs. Die auftretenden Amplituden in
den Fourierspektren sind im Phaseniibergang und wéhrend der fliissig-expandierten
Phase bis auf ihre Amplituden vergleichbar, wohingegen das Spektrum der fliissig-
kondensierten Phase gleichméafge Amplituden bis hin zu 3Hz besitzt.
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Abbildung 5.8.: Druckverlauf und Fourierspektren der Anregung eines DPPC-Monolayers (24°C)
mit Ethanol fiir verschiedenen Phasen bzw. voreingestellte Oberflachendriicke. Die Pulsformen so
wie Frequenzspektren der Anregung unterscheiden sich abhéngig von Druck und Phase (fliissig-
expandiert, fliissig-kondensiert oder Phaseniibergang) des Monolayers.

Abbildung 5.8 zeigt mehrere Aspekte der untersuchten Anregung. Aus dem Abkling-
verhalten ldsst sich ableiten, dass das Relaxationsverhalten des DPPC-Monolayers
phasenabhéingig ist. Sehr kleine Amplituden im Phaseniibergang relaxieren dhnlich
lange oder langer wie wesentlich grofsere Amplituden der fliissig-expandierten oder
kondensierten Phase. Das bedeutet, dass, wihrend die Relaxationszeiten im Phasen-
iibergang sehr lang sind, diese in der fliissig-expandierten und fliissig-kondensierten
Phase kiirzer sind. Fiir Vesikel-Losungen wurde das entsprechende Verhalten be-
reits auf verschiedene Art und Weise experimentell bestatigt 106, 107] und wird im
folgenden Abschnitt 5.3.4 fiir DPPC-Monolayer nochmals ausfiihrlicher dargestellt.
Gleichermafsen sollen die phasen- und lésungsmittelabhéngigen Peakhohen im fol-
genden Abschnitt 5.3.2 genauer diskutiert werden. Die phasenabhéngigen Fourier-
spektren zeigen, dass sich wahrend aller Phasen die Amplituden um 1Hz ansiedeln.
Eine klares Verhalten oder ein deutliches Maximum einer bestimmten Frequenz ist
weder losungsmittel- noch phasenabhéngig erkennbar. Zur Anwendung der Theorie
aus Abschnitt 5.1 wird deshalb eine Wellenfrequenz f ~ 1Hz fiir alle Losungsmittel
und Phasen abgeschétzt. Dies begriindet sich durch die Betrachtungen oben, die zei-
gen, dass 1Hz die Frequenz der Pulse und deren Reflexionen sehr gut widerspiegelt.
Auferdem zeigt die Relation der Ausbreitungsgeschwindigkeiten 5.13 aus Abschnitt
5.1, in die die Frequenz w nur in geviertelter Potenz (w?) eingeht, dass kleine Va-
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riationen um 1Hz fast keinen Einfluss auf das Ergebnis der theoretischen erwarteten
Geschwindigkeiten besitzen werden.

5.3.2. Pulshohen

Oberflachendruck [mMN/m]
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Abbildung 5.9.: Peakhohen der Anregungspulse der verschiedenen Losungsmittel (Ethanol,
Methanol, Chloroform und Pentan) bei verschiedenen, voreingestellten Oberflichendriicken der
DPPC-Monolayer (24°C). Der Inset im Graphen fiir Methanol zeigt exemplarisch die isotherme
Kompressibilitdt «r eines entsprechenden DPPC-Monolayers. Es ist eine klare Abhéngigkeit der
Peakhohen vom Oberflaichendruck bzw. der Kompressibilitdt erkennbar.

Um sowohl Phasen- als auch Losungmittelabhédngigkeit der Peakhohen zu analysie-
ren, sind letztere iiber ein gesamtes Oberflichendruckspektrum fiir alle vier Sub-
stanzen in Abbildung 5.9 zu sehen. Die generellen Peakhohen sind, auf Grund der
unterschiedlichen Tropfenvolumina, nur schlecht vergleichbar, wobei Ethanol (2ul
Tropfen), trotz des geringeren verwendeten Volumens, dennoch héhere Pulse er-
zeugt als Methanol (3ul Tropfen). Alle Kurvenverldufe zeigen ein mehr oder weniger
stark ausgeprigtes Minimum wahrend des Phaseniibergangs, das an der Stelle des
Maximums der isothermen Kompressibilitidt kz des DPPC-Monolayers auftritt (die
entsprechende kr-Kurve ist im Inset des Methanol-Graphen von Abbildung 5.9 dar-
gestellt). Die Peakhohen aller Losungsmittelanregungen nehmen bei hohen Oberflé-
chendriicken > 25% rapide ab. Unterschiede sind bei sehr niedrigen Driicken < 3%
zu sehen, bei denen die Ethanol- und Methanolkurven von grofsen Peakhohen aus
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starten, ganz im Gegensatz zu Chloroform und Pentan, die bei niedrigen Peakhchen
beginnen.

Um das gemeinsame Minimum der Peakhohen zu erkldren, kann die Definition der
isothermen Kompressibilitdt nach Gleichung 2.6 benutzt werden. Nimmt man in
der Nahe des Phaseniibergangs eine konstante, durch die Losungsmittelanregung
verursachte, relative Flachendnderung AITA an, so ergibt sich fiir die dadurch erzeugte
Druckinderung Amr ndherungsweise folgender Zusammenhang.

Amr = _1a4 (5.14)

Kkt A

Obwohl fiir propagierende Wellen die adiabatische Kompressibilitdt kg in obige Glei-
chung 5.14 eingesetzt werden miisste, so ist Abschnitt 4.3.3 folgend klar, dass wéah-
rend des Maximum von k7 auch kg maximal wére und eine minimale Druckédnderung
Ar auftreten wird. Die Minima der Graphen in Abbildung 5.9 miissen also schon
alleine auf Grund der Kompressibilitdt des DPPC-Monolayers auftreten. Gleicher-
mafsen wird durch Gleichung 5.14 auch impliziert, dass wéhrend der reinen fliissig-
expandierten oder fliissig-kondensierten Phasen, in denen xr/;s nahezu konstant ist,
die Anderung der Peakhéhen auf anderen Ursachen beruhen muss.

Bei den hohen betrachteten Driicken > 25% lasst sich folgern, dass die stark ab-
nehmenden Peakhohen eine rapide Abnahme der Loslichkeit aller Losungsmittel im
DPPC-Monolayer bedeutet. Dies lasst sich so interpretieren, dass bei sehr hohen
Driicken der Platz der den Losungsmitteln zur Verfiigung gestellt wird immer mehr
verkleinert wird bis die Losungsmittelmolekiile formlich aus dem Monolayer heraus-
gedrangt werden oder sich dort gar nicht mehr l6sen und wechselwirken kénnen.

Fiir die niedrigen Driicke der fliissig-expandierten Phase bedeutet der Unterschied
der Peakhohenverlaufe der Alkohole im Vergleich zu Chloroform oder Pentan, dass
in diesem Bereich die spezifischen Wechselwirkungen der Losungsmittel mit dem
DPPC-Monolayer unterschiedlich sind. Sowohl Chloroform als auch Pentan siedeln
sich Abschnitt 5.2.1 folgend bevorzugt in der Nahe der Kohlenwasserstoftketten der
Lipide an. Letztere sind aber bei sehr niedrigen Driicken des Monolayers ungeord-
net und liegen grofsteils noch auf der Wasseroberfliche. Lost sich also Chloroform
oder Pentan in diesem Zustand im Monolayer, ist es sehr wahrscheinlich, dass die
Kohlenwasserstoffketten dem nun zusétzlich belegten Platz schlicht durch Erhéhung
ihrer eigenen Ordnung und durch Aufrichten aus dem Wasser ausweichen. Die Al-
kohole hingegen begeben sich nach [98, 99| in direkte Néhe der Phosphatgruppen
der Lipidkopfe und kénnen dort Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden und immer
noch mit dem Lipid-Monolayer wechselwirken. Schlufsendlich konnten so die Peak-
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hohenunterschiede zwischen den Alkoholen und Chloroform bzw. Pentan bei sehr
niedrigen Driicken in der fliissig-expandierten Phase erklart werden.

5.3.3. Ausbreitungsgeschwindigkeiten
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Abbildung 5.10.: Vorgehen zur Ermittlung der Laufzeitdifferenz der sich ausbreitenden Pulse.
a) Oberflichendruckkurven von Pulsen der Ethanolanregung eines DPPC-Monolayers (24°C). Die
kleinen Differenzen im Ausgangsdruck der Kurven entstehen durch die leicht unterschiedlichen
Kalibrierungskurven der Drucksensoren, die durch konstante Kalibrierungskonstanten genédhert
werden. b) In der Ableitung der Oberflaichendruck-Zeit-Kurven werden die beiden Schnittpunkte
mit einer horizontalen Geraden bei 0, 02% dazu benutzt die Laufzeitdifferenz Ar zu ermitteln.

Da die Pulspropagation von zwei Oberflichendrucksensoren im Abstand von As =
14, 5cm aufgezeichnet wird, ist durch die Ermittlung der Laufzeitdifferenz, die Be-
stimmung der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Pulse moglich. Abbildung 5.10 zeigt
das gewahlte Vorgehen dazu. Zunéchst wird die Ableitung des fiir die Pulse relevan-
ten Abschnittes der Oberflaichendruck-Zeit-Kurven berechnet (Abbildung 5.10a))
und anschlieffend an Hand der Schnittpunkte der Ableitungskurven mit einer hori-
zontalen Geraden bei 0,022% die Laufzeitdifferenz Az ermittelt (Abbildung 5.10Db)).
Durch dieses Vorgehen werden die ersten Druckanstiege der Pulse zur Bestimmung
von At benutzt und Beeinflussungen durch das Zerlaufen der Pulspeaks minimiert.

Auf diese Weise werden iiber das gesamte Oberflichendruckspektrum der verwen-
deten Monolayer die Ausbreitungsgeschwindigkeiten fiir die Pulse der verschiede-
nen Losungsmittel bestimmt. Abbildung 5.11a) zeigt die entsprechenden Graphen
fiir die Anregung eines DPPC-Monolayers mit Ethanol, Methanol, Chloroform und
Pentan. Die ermittelten Geschwindigkeiten liegen alle im Bereich von 0,2% —1,2%,
mit den hochsten Werten fiir die hochsten Oberflachendriicke im Bereich der fliissig-
kondensierten Phase der DPPC-Monolayer. Alle Kurven besitzen ein Minimum im
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Phaseniibergangsbereich, in dem k7 maximal ist (vgl. Inset in Abbildung 5.9), wobei
das Minimum der Pentankurve am schwachsten ausgebildet ist.

a) —=— Aus Laufzeitdifferenzen ermittelte Geschwindigkeiten
b)----- Aus Kompressibilitat «. ermittelte Geschwindigkeiten
—s— Ethanol ' —s— Methanol '

Geschwindigkeit [m/s]

Geschwindigkeit [m/s]

"0 15 30 0 15 30
Oberflachendruck [mN/m] Oberflachendruck [mMN/m]

Abbildung 5.11.: a) Aus Laufzeitdifferenzmessungen, wie in Abbildung 5.10 erldutert, bestimmte
Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Pulse durch Anregungen mit Ethanol, Methanol, Chloroform
und Pentan auf einem DPPC-Monolayer (24°C). b) Aus den isothermen Kompressibilitdten der den
Versuchen aus a) entsprechenden DPPC-Monolayer (24°C) bestimmte Ausbreitungsgeschwindig-

keiten nach ¢ = —t— /L /# (Gleichung 5.13) fiir w ~ 2-7-1Hz, p,, ~ 100024 und n,, ~ 1-107Pas.

cos(§) Ks

Die hohen Geschwindigkeiten bei hohen Oberflichendriicken und die niedrigen Ge-
schwindigkeiten wiahrend des Phaseniibergangs lassen sich mit den Werten der adia-
batischen Kompressibilitat xs des DPPC-Monolayers in diesen Bereichen erkléren.
Besonders niedrige Werte von kg bedeuten einen sehr ,steifen“ Monolayer und da-
mit hohe Ausbreitungsgeschwindigkeiten und umgekehrt. Um diesen Zusammen-
hang genauer zu analysieren soll nun die Wellentheorie aus Abschnitt 5.1.1 ver-
wendet werden. Diese kann auf die vorliegenden Pulse angewendet werden, da sich
letztere, wie bereits in Abschnitt 5.3.1 gezeigt, durch Fouriertransformation in ei-
ne Summe sinusféormiger Wellen verschiedener Amplituden zerlegen lassen. Diese
Summe erfiillt genau so wie eine einzelne Welle die Wellengleichung 5.4 aus Ab-
schnitt 5.1.1. Einzig muss im vorliegenden Fall beachtet werden, dass jede dieser
Wellen eine leicht unterschiedliche Dispersionsrelation nach Gleichung 5.13 besitzt.
Dies bedeutet Wellen unterschiedlicher Frequenzen werden unterschiedlich schnell
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propagieren und gedampft. Fiir das kleine Frequenzspektrum der betrachteten Pul-
se (~ 0,2 — 3Hz vgl. Abschnitt 5.3.1) wird dies ndherungsweise vernachléssigt, da
die Ausbreitungsgeschwindigkeit nur in geviertelter Potenz (w?) von der Frequenz
w abhingen und so alle Teilwellen der Fourierzerlegung der Pulse in etwa das glei-
che Propagationsverhalten zeigen werden. Im allgemeinen (vor allem fiir Pulse mit
breiten Fourierspektren) ist dies jedoch der Grund dafiir, dass ein propagierender
Puls ,zerflieken wird, d.h. die einzelnen Wellenanteile auseinanderlaufen werden.

Um das Frequenzspektrum der Pulse (~ 0,2—3Hz vgl. Abschnitt 5.3.1) abzuschétzen
wird eine durchschnittliche Wellenfrequenz von ~ 1Hz angenommen (vgl. Abschnitte
5.3.1 und 5.3.2). Weiterhin werden die isothermen Kompressibilitdten «7 der DPPC-
Monolayer dazu verwendet die adiabatische Kompressibilitéit ks = k7 zu ndhern, um

so schlieblich die Ausbreitungsgeschwindigkeiten nach ¢ = — Sl(%) ) /é UW“/’)W (vel. Glei-
chung 5.13) zu bestimmen. Die Ergebnisse dafiir sind in Abbildung 5.11b) gezeigt.
Tatséchlich stimmen die unabhéngig voneinander ermittelten Kurven 5.11a) und
5.11b) gut iiberein. Im Detail liegen die Geschwindigkeiten in 5.11a) generell hoher
als die in 5.11b), was sich bei allen Losungsmittelanregungen vor allem wéhrend des
Phasentibergangs und den hohen Driicken (> 25 %) der fliissig-kondensierten Phase
der DPPC-Monolayer zeigt. Dies lasst sich im wesentlichen auf die Naherung k7 = «g
zuriickfiihren, da generell, aber vor allem wéihrend des Phaseniibergangs, k; > kg
gilt (vgl. Abschnitt 4.3.3). Ein weiterer Grund bei der vorliegenden Anregung konn-
te auch die Abschéatzung der durchschnittlichen Pulsfrequenz f ~ 1Hz sein. Fiir
alle Losungsmittelanregungen zeigen sich aber nahezu die gleichen Abweichungen
zwischen den Kurven in Abbildung 5.11a) und b), obwohl die entsprechenden Fou-
rierspektren je nach Losungsmittel stark unterschiedlich sind (vgl. Abschnitt 5.3.1),
so dass die Naherung f =~ 1Hz nicht ausschlaggebend zu sein scheint.

Unter den Losungsmittelanregungen, fallt vor allem Pentan auf, dessen Geschwin-
digkeitskurve das geringste Minimum wéhrend des Phaseniibergangsbereiches auf-
weist. Dies deutet auf zusatzliche Wechselwirkungen des Pentans mit den DPPC-
Monolayer in diesem Bereich hin, wodurch sich Pentan als ungeeignet fiir die An-
regung von Lipid-Monolayern darstellt. Aufserdem spricht, wie bei Chloroform, das
lange Verweilen (10s) im Lipidmonolayer gegen die Verwendung bei der Anregung
(vgl. Abschnitt 5.3.1). Damit bleiben die Alkohole als geeignete Kandidaten, von
denen sich Ethanol durch seine ausgepriagtere Wechselwirkung mit den Lipiden
(vgl. Abschnitt 5.2.1) und seinen héheren Anregungspulse (vgl. Abschnitt 5.3.2) ge-
geniiber Methanol auszeichnet. Dementsprechend werden die folgenden spezifischen
Analysen mit Hilfe der Ethanolanregung durchgefiihrt.
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5.3.4. Relaxationszeiten

In Abschnitt 5.3.1 wurde bereits angedeutet, dass die Relaxationszeiten der Anre-
gungspulse vom Phasenzustand des Monolayers abhéngen. Ein dhnliches Verhalten
wurde, wie bereits erwahnt, schon fiir die Relaxation von Lipid-Vesikeln in Losungen
beobachtet [107, 106|. Eine Erklarung fiir diese Abhéngigkeit ist, dass die Relaxati-
onszeiten durch die Zeitskala der Fluktuationen des betrachteten Systems begrenzt
werden. Da die Fluktuationen am ldngsten und deutlichsten wahrend des Phasen-
tibergangs sind, sind auch dort die Relaxationszeiten am liangsten [106|. Auf anderem
Wege kénnen nach Onsager auch die Relaxationszeiten iiber die thermodynamischen
Fliisse und einen Transportkoeffizienten L direkt mit thermodynamischen Grofen
ihren sogenannten Affinitéten (hier beispielweise g—i, wobei § die Entropie und A die
Fléache des Monolayers ist) verkniipft werden. In Anhang A.10 wird dementsprechend
gezeigt, dass fiir die Relaxation von Oberflichendruck- oder Flachenéinderungen in
ihre Gleichgewichtslagen eine exponentielle Relation der Form er mafgebend ist.
Fiir die Relaxationszeit T wird dabei folgender ndherungsweiser Zusammenhang zur
isothermen Kompressibilitat k7 hergeleitet, wobei T die Temperatur des Monolayers

bezeichnet.
KTAT

L
Je nach Prozess gilt gleiches auch fiir die adiabatische Kompressibilitat «g. Da die

(5.15)

T=

Relaxation der Anregungen iiber einen vergleichweise langen Zeitraum (1s — 10s)
stattfindet, wihrend dem das Warmebad der Filmwaage isotherme Bedingungen
herstellt, wird im folgenden zunéchst mit xy gearbeitet. Nach Gleichung 5.15 ent-
stehen bei maximalem «7 auch maximale 7, so dass das Verhalten der vorliegenden
Anregungsrelaxation, das in Abschnitt 5.3.1 angedeutet wurde, erklart wiirde.

Die Relaxationszeit T eines Ethanolanregungspulses wird aus einem exponentiellen
Fit des Verlaufs der Amplitudenmaxima an eine Funktion e™* bestimmt, was in Ab-
bildung 5.12a) an einem Beispiel verdeutlicht wird. Diese Fits werden fiir ein kom-
plettes Oberflichendruckspektrum eines DPPC-Monolayers durchgefiihrt, so dass 7
phasen- bzw. oberflichendruckabhéingig bestimmt werden kann. Zur Uberpriifung
von Gleichung 5.15 werden die 7 in einem Graphen zusammen mit k; aufgetragen
und verglichen, so wie es in Abbildung 5.12b) dargestellt ist. Schlieflich erlaubt
Gleichung 5.15 noch die Berechnung des Transportkoeffizienten L, der im Inset von
Abbildung 5.12b) zu sehen ist. Es wird deutlich, dass 7 tatséchlich n&herungsweise
dem Verlauf von «7 und damit dem Phasenzustand des DPPC-Monolayers folgt.

Im Detail zeigt Abbildung 5.12b), dass 7 kein so deutliches Maximum wie k; wah-

rend des Phaseniibergangs besitzt. Dies deutet entgegen den zuvor gestellten An-
nahmen an, dass die beobachtete Relaxation nicht isotherm sondern adiabatisch
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stattfindet, was die Verwendung von ks impliziert. Letzteres ist gerade wihrend des
Phasentibergangs kleiner als ks und konnte so die beobachteten Differenzen zu k7 er-
klaren. Betrachtet man den Transportkoeffizenten L im Inset von Abbildung 5.12b),
so lasst sich erkennen, dass L wiahrend der reinen fliissig-expandierten oder fliissig-
kondensierten Phase nahezu konstant ist. Das Maximum wéahrend des Phaseniiber-
gangs fiir L wiirde vermutlich unter Verwendung von «s an Stelle von k7 geringer
ausfallen, bzw. komplett verschwinden. Damit gibt es im wesentlichen zwei Werte fiir
L, die sich auf die flissig-expandierte Phase (L) und die fliissig-kondensierte Pha-
se (Lg) aufteilen. Es kann darauf geschlossen werden, dass die thermodynamischen
Fliisse wahrend der einzelnen Phasen tatsédchlich durch direkte Proportionalitéts-
konstanten Ly und L, mit den thermodynamischen Affinitéten verkniipft sind. Dies
wiederum entspricht und bestétigt genau die Annahme, die von Onsager aufgestellt
und in Anhang A.10 benutzt wurde. Gleichzeitig folgt, dass der Transportkoeffizient
L keine allgemeingiiltige Konstante ist, sondern systemabhéngig seinen Wert éndert.
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Abbildung 5.12.: a) An die Maxima des Abklingens der Ethanolanregungspulse wird ein ex-
ponentieller Verlauf nach der Funktion e™¢ angefittet und daraus 7 dieses Relaxationsvorganges
bestimmt. b) Wird dieser Vorgang fiir ein gesamtes Druckspektrum eines DPPC-Monolayers (24°C)
durchgefiihrt, kann die Relaxationszeit T abhéngig von der Phase des Monolayers aufgetragen wer-
den. Nach Gleichung 5.15 verhélt sich diese wie die isotherme Kompressibilitdt k7, die mit in
den Graphen eingetragen ist. Aus Gleichung 5.15 ldsst sich auferdem der Transportkoeffizient L
berechnen, der im Inset des Graphen gezeigt ist.

5.3.5. Riickschliisse auf die adiabatische Kompressibilitat

Abschliefsend soll noch gezeigt werden, wie die Messung der Ausbreitungsgeschwin-
digkeiten dazu dienen kann, die adiabatische Kompressibilitit «g zu bestimmen.
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5.8. Anrequng mit Losungsmitteln: Ethanol, Methanol, Pentan und Chloroform

Dazu wird die Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢ aus der Dispersionsrelation 5.13 nach
ks aufgelost.

1 1 w 1 1 )

(5.16)

Cc = f——t Ky = —————
COS(%) Ks ThwPw COSZ(%) c? ThwPw

ks in Gleichung 5.16 hat einen realen Wert und kann aus den Ausbreitungsgeschwin-
digkeiten ¢ bestimmt werden. Im Allgemeinen kénnen die zwei Relationen fiir Ge-
schwindigkeit und Dampfung aus Gleichung 5.13 aber nur fiir ein komplexes ks (mit
unbekanntem Real- und Imaginérteil) komplett erfiillt werden. Das heisst kg ist im
allgemeinen nicht rein real, sondern kann einen imagindren Anteil besitzen. kg lésst
sich dann in der Form |ks|e’® darstellen, wobei ® der sogenannte Verlustwinkel ist.
Der imaginare Anteil von ks beschreibt eine Dilatations-Viskositéat, die ein Maf fiir
die Verluste, die beim einfachen Komprimieren und Expandieren auftreten kénnen,
ist und die nicht das Gleiche, wie die iiblicherweise betrachtete, Scherviskositét be-
zeichnet. Ahnliche Dispersionsrelationspaare wie in Gleichung 5.13 wurden bereits
dazu verwendet die komplexe Kompressibilitat, bzw. Elastizitdt von Oberflachen-
filmen zu bestimmen |25, 24, 90, 91|. Im Falle der adiabatischen Propagation auf
Lipid-Monolayern ergibt sich meist, dass der Verlustwinkel @ sehr klein ist [26, 108].
ks wird hier deshalb als rein real angenommen.

Abbildung 5.13 zeigt die, nach Gleichung 5.16, bei der Ethanolanregung (w ~ 27-11),
ermittelte adiabatische Kompressibilitdt s und die aus einer Isotherme bestimmte
isotherme Kompressibilitat «r eines DPPC-Monolayers. Die Kurvenverlaufe von «g
und k7 besitzen beide ein Maximum wahrend des Phaseniibergangs, wobei das von
ks wesentlich kleiner als das von &7 ist. Generell gilt iiber das gesamte Druckspek-
trum hinweg ks < k7, so dass die Feststellungen aus Abschnitt 4.3.3 bestétigt werden.

Das Absinken von kg gegeniiber ky wurde unter anderem fiir DPPC-Monolayer be-
reits in [109] angedeutet. Die vorliegenden Messungen bestétigen diese Beobachtun-
gen. Durch Gleichung 5.16 deutet sich zudem an, dass kg auch frequenzabhéingig
sein konnte. Bezieht man die elektrische Anregung aus Kapitel 4 mit ein, die im
MHz-Bereich ein dhnliches Verhalten von kg wie im Falle der Ethanolanregung im
Hz-Bereich impliziert, deutet sich eine vermutlich sehr kleine Frequenzabhangigkeit
von ks an. Dies rechtfertigt nachtriglich die zuvor fiir die Theorie der elektrischen
Anregung (Abschnitt 4.1) und der Losungsmittelanregung (Abschnitt 5.1) gemachte
Annahme, dass ks nicht von der Frequenz abhéngt.
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Abbildung 5.13.: Adiabatische und isotherme Kompressibilitit ks und «r eines DPPC-
Monolayers (24°C). ks wird aus den Ausbreitungsgeschwindigkeiten ¢ der Ethanolanregungspulse
(vgl. Abbildung 5.11) nach Gleichung 5.16 ermittelt (unter der Annahme w =~ 27 - 1%) kr ergibt
sich direkt aus der Isothermen des DPPC-Mounolayers (vgl. Abbildung 2.7).

5.4. Anregung mit Salzsaure

Die folgenden Experimente betrachten die Salzsdureanregung von DPPC-Monolayern
auf reinen Wassersubphasen bei 24°C. Die gezeigten Versuche werden entsprechend
Abschnitt 5.2.2 unter Benutzung einer Eppendorf-Pipette durchgefithrt (3ul Trop-
fen). Da sich die Anregung mit Salzsiure als schwach herausstellen wird, wird bei
den folgenden Versuchen auf die Zusatzbarriere (vgl. Abbildung 5.5) verzichtet. Die
entsprechende Referenzmessung mit einem Salzsduretropfen der hochsten verwen-
deten Konzentration (37%ig bei pH ~ —1) auf einer reinen Wasseroberfliache zeigt
keine ankommenden Signale bei den Drucksensoren (Referenzmessungen in Anhang
B.7, Abbildung B.5). Den Schwierigkeiten bei der Versuchsdurchfithrung entspre-
chend, werden die folgenden Abschnitte vor allem zeigen, dass eine Anregung mit
Salzsédure nur unter .extremen* Bedingungen moglich ist.

5.4.1. Isothermen und Pulsformen

In Abschnitt 5.2.1 wurde vermutet, dass Salzsdure DPPC-Monolayer kondensiert
und folglich negative Anregungspulse erzeugen sollte. Um diese Vermutung zu un-
termauern, zeigt Abbildung 5.14 DPPC-Isothermen von Monolayern auf Subphasen
derer pH durch Zugabe von Salzsdure auf ~ 3 und = 1,9 eingestellt ist.
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5.4. Anregung mit Salzsdure

Sowohl die Isothermen, als auch die entsprechenden Kompressibilitdtskurven zei-
gen, dass bei einem pH von =~ 1,9 das Phaseniibergangsplateau sinkt und damit
tatsédchlich eine Kondensation andeutet. Der dazu notige pH-Wert von = 1,9 ist in
Einklang mit dem pKgs-Wert der Phosphatgruppe von DPPC, der bei ~ 1 [110] liegt
und somit erst bei pHs in diesem Bereich die Protonierung und damit das Laden
der DPPC-Kopfgruppe beginnt. Den allgemeinen Erwartungen fiir geladene Lipide
folgend [111], wiirde man aber eine Expansion des Monolayers auf Grund der zu-
sitzlichen Ladungen erwarten. Fiir DPPC stellt sich nach [104] die Situation aber
anders dar: Die an die Phosphatséiure veresterte Cholingruppe liegt normalerweise
parallel zur Wasseroberflache, da die Entfernung ihrer positiven Ladung zu der ne-
gativen Ladung der Phosphatsiuregruppe auf diese Weise minimiert wird. Entlad
sich die Phosphatsduregruppe, kann sich die Cholingruppe senkrecht aufrichten und
sich starker im Wasser 16sen, wodurch es zur Kondensation des DPPC-Monolayers
kommt. Die Isothermen fiir sehr niedrige pH-Werte (bis zu ~ 0,9), die in [104] gezeigt
sind, setzten den Trend der in Abbildung 5.14 zu erkennen ist, fort und implizieren
eine starke Kondensation von DPPC-Monolayern fiir niedrige pH-Werte.
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Abbildung 5.14.: DPPC-Monolayer-Isothermen (24°C) auf Subphasen deren pH mit Salzsidu-
re auf ~ 3 oder ~ 1,9 eingestellt wird. Zusétzlich ist die Referenzisotherme auf reinem Wasser
miteingetragen. Das Inset zeigt die entsprechend ermittelten Kompressibilitdten. Beim niedrigsten
pH-Wert deutet sich eine einsetzende Kondensation an.

Die Anregung mit Salzsdure stellt sich in der Praxis dennoch als schwer heraus. Tat-
séchlich ergeben sich negative Anregungspulse, wie sie in Abbildung 5.15 zusammen
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Kapitel 5: Natirliche Anregung von Lipid-Monolayern

mit ihren Fourierspektren wiahrend verschiedener Phasen des DPPC-Monolayers zu
sehen sind.

Die negativen Pulse entstehen erst ab einem sehr niedrigen pH (x —1) der aufge-
brachten Salzsdure. Diese Abhéngigkeit und das Zustandekommen der Pulsform wird
im folgenden Abschnitt 5.4.2 genauer diskutiert. Die Pulsformen selbst unterschei-
den sich wie zuvor bei der Losungsmittelanregung abhéngig von der Phase, in der der
Monolayer ist. Abbildung 5.15 zeigt wiederum, dass wahrend des Phaseniibergangs
die kleinsten und wéhrend der fliissig-kondensierten Phase die grofsten Pulsampli-
tuden entstehen. Dies lésst sich wie bei den Losungsmitteln in Abschnitt 5.3.2 mit
Gleichung 5.14 erklidren, die zeigt, dass bei gleichbleibender Anregungsstérke fiir
hohe Kompressibilitdten niedrigere Pulsamplituden zu erwarten sind. Wahrend der
fliissig-kondensierten Phase zeigt sich aufterdem, dass der Ausgangsdruck vor der
Pulsanregung nicht mehr voll erreicht wird. Dies lédsst sich auf die entstehenden
Ladungen zuriickfiihren, die die Lipidloslichkeit in Wasser erh6hen und es so wahr-
scheinlicher machen, dass DPPC-Lipide bei der Anregung aus dem Monolayer mit
in die Wassersubphase gerissen werden.
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Abbildung 5.15.: Pulsformen und Fourierspektren der Anregung eines DPPC-Monolayers (24°C)
mit Salzsdure (pH ~ —1) wéhrend verschiedener Phasen des Monolayers. Es zeigen sich negative
Anregungspulse, die langsam relaxieren und folglich ein Frequenzspektrum besitzen, das im Ver-
gleich zur Ethanolanregung nur niedrige Frequenzen (um ~ 0,5Hz) und kleine Amplituden besitzt.

Die Amplitudenhdhen in den Fourierspektren von Abbildung 5.15, sind im Ver-
gleich zu denen der Fourierspektren der Ethanolanregung in etwa eine Gréfsenord-
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5.4. Anregung mit Salzsdure

nung kleiner. Anteile bei hohen Frequenzen sind sehr gering und implizieren eine
durchschnittliche Pulsfrequenz, die etwas kleiner als ~ 1Hz ist und im Folgenden
mit = 0,5Hz abgeschétzt werden soll. Die Phasenabhéngigkeit der Fourierspektren
entspricht der der Pulse. Das heisst die Frequenzverteilung bleibt konstant und nur
die Amplituden verdndern sich der Phase des Monolayers entsprechend, wobei sie
minimal im Phaseniibergangsbereich sind.

5.4.2. Anregbarkeit und pH-Abhangigkeit

Anregungspulse wie in Abbildung 5.15 entstehen erst ab einem pH von ~ —1, was
37%ig konzentrierter Salzséure entspricht. Zur Veranschaulichung zeigt Abbildung
5.16b) eine Folge von Peakhdhen, die beim Aufbringen von Salzséuretropfen ver-
schiedener pHs entstehen (DPPC-Monolayer-Oberléchendruck von ~ 25%). Erst ab
einem pH von ~ —1 lassen sich die DPPC-Monolayer iiberhaupt anregen. Dies kann
auf den Anregungvorgang und weitere Eigenschaften der Salzsdure zuriickgefiihrt
werden. Dazu ist in Abbildung 5.16a) das blofe Annédhern eines Salzsduretropfens
(pH ~ —1) auf 2mm Distanz und das anschliefsende Wiederentfernen in Form des
sich ergebenden Oberflichendruckverlaufs zu sehen. Es ldsst sich erkennen, dass der
Oberflachendruck des Monolayer durch die reine Nahe des Salzsduretropfens und sei-
ner Dampfatmosphére bereits kondensiert wird. Die gleich Néhe entsteht aber auch
beim Aufbringen der Sduretropfen in ,normalen Anregungsexperimenten (vgl. Ab-
schnitt 5.4.1), in denen der Tropfen kontinuierlich an den Monolayer angenédhert
wird, bis er sich direkt von der Pipettenspitze im Wasser 10st. Es deutet sich also
an, dass bei den ,normalen* Anregungsexperimenten bereits die reine Dampfphase
der Salzsdure fiir die Anregung verantwortlich ist und nicht das eigentliche Losen des
Tropfens in der Wassersubphase. Weitere Experimente, bei denen Salzsduretropfen
(pH ~ —1) aus einer Hohe von ~ 3cm auf den Monolayer fallen gelassen werden
und keinerlei Anregungspulse auf den DPPC-Monolayern erzeugen, bestéatigen diese
Erkldrung zusétzlich (entsprechende Messungen in Anhang B.7, Abbildung B.5).

Die Intensitat des HCIl-Dampfes iiber Salzsdure hangt stark von der Konzentration
letzterer ab. Der Dampfdruck von 37%iger Salzsdure bei einem pH von ~ —1 liegt
bei 37000Pa [112| und erklért den stechenden Geruch des intensiven HCI-Dampfes
iiber dieser hochkonzentrierten Saure. Hingegen schon bei einer Konzentration von
etwa 2%, was einem pH = 0 der Salzséure entspricht, nimmt der Dampfdruck rapi-
de auf 0,011Pa [112| ab, womit das beschriebene Anregungsverhalten und die pH-
Abhéngigkeit der Salzsdureanregung erklért werden kénnen. Wie durch die Messung
in Abbildung 5.16a) gezeigt wird, scheint alleine der HCI-Dampf (auch Salzsdure-
gas genannt) der Salzsdure fiir die Anregung verantwortlich zu sein. In Form des
Salzsduregases, gelangt HCI direkt an die Wassergrenzfliche und erniedrigt den pH
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Abbildung 5.16.: a) Oberflachendruckverlauf beim Anné&hern eines Salzséduretropfen (pH = —1)
auf = 2mm iiber einen DPPC-Monolayer (24°C) und anschliefendes Wiederentfernen. Ein rever-
sibles Absinken des Druckes ist zu erkennen. Es sei hier noch erwéhnt, dass zum gleichméfigen
Annéhern und Halten des Tropfens iiber dem Monolayer, die benutzte Eppendorf-Pipette an den
Dippermechanismus der Filmwaage montiert und nicht per Hand gefiihrt wird. b) pH-Abhéngigkeit
der Anregung eines DPPC-Monolayers (24°C, Oberflichendruck » 25%) durch das Aufbringen von
Salzsduretropfen.

dort lokal an der Grenzflache, was die Kondensation der DPPC-Monolayer zur Folge
hat. Hingegen weisen die Konzentrationen der Salzsédure fiir pH-Werte > 0 bereits
so niedrige Dampfdriicke auf, dass in der nahen Atmosphére dieser Sduretropfen
vergleichsweise kein Salzséduregas mehr vorhanden ist und so die DPPC-Monolayer
nicht kondensiert werden. Damit ist der scharfe Ubergang von Nichtanregbarkeit zu
Anregbarkeit mit zusétzlichen Eigenschaften der Salzsdure und deren Dampfphase
zu begriinden und nicht durch spezifische Eigenschaften der DPPC-Monolayer.

5.4.3. Pulshohen und Ausbreitungsgeschwindigkeiten

In diesem Abschnitt wird der Vorgang des Tropfenaufbringens (Salzsdure, pH =~ —1)
mit seinem kurzen Moment, in dem der HCI-Dampf {iber dem Monolayer steht,
dazu benutzt, aus den Ausbreitungszeiten der entstehenden Pulse deren Ausbrei-
tungsgeschwindigkeit zu bestimmen. Dies geschieht auf die selbe Art und Weise wie
es in Abschnitt 5.3.3 bereits durchgefiihrt wurde. Um eine Beeinflussung der Mono-
layer durch den Subphasen-pH auszuschliefen, wird fiir jedes Experiment ein neuer
DPPC-Monolayer auf einer reinen Wassersubphase verwendet.

Abbildung 5.17 zeigt die ermittelten Ausbreitungsgeschwindigkeiten 5.17a) zusam-

men mit den jeweiligen Pulshohen 5.17b) in Abhéngigkeit vom Oberflichendruck
bzw. der Phase der DPPC-Monolayer. Die direkt gemessenen Ausbreitungsgeschwin-
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5.4. Anregung mit Salzsdure

digkeiten aus den Laufzeitdifferenzen konnen wieder mit den Vorhersagen nach

c = le(g) ;% # (Gleichung 5.13) verglichen werden, wobei nidherungsweise k7
SU8 wPw

eines DPPC-Monolayers anstelle von «g und die Frequenz w =~ 2 - n-0,5Hz ver-
wendet werden (sieche Abbildung 5.17a)). Sowohl die direkt aus der Pulsausbreitung
ermittelten als auch die vorhergesagten Ausbreitungsgeschwindigkeiten zeigen ein
Minimum im Phaseniibergangsbereich des Monolayers und Geschwindigkeiten im
Bereich von 0, 2% -1, 2%. Vorhersagen fiir w ~ 2-7-0,5Hz stimmen mit steigendem
Oberflachendruck in der fliissig-kondensierten Phase zunehmend schlechter mit der
direkten Messung iiberein. Es deutet sich hier abermals an, dass die adiabatische
Kompressibilitat «s kleiner als k7 ist. Das im Phaseniibergangsbereich fiir die Al-
koholanregung stérker auftretende Absinken von ks gegeniiber k7 (ks < kr) scheint
fir die Salzsdureanregung vergleichbar schwécher ausgepriagt zu sein (theoretische
Erwartungen und direkte Messungen der Ausbreitungsgeschwindigkeit liegen né-
her zusammen als fiir Ethanol). Dies kénnte sich auf den Anregungsmechanismus
selbst zuriickfithren lassen. Ethanol kann im Phaseniibergangsbereich mit den stark
fluktuierenden Kohlenwasserstoffketten der Lipide wechselwirken und diese in ihren
Freiheitsgraden einschranken, was zu einem Verhérten des Monolayers fiihren kénnte
(kleineres ks im Phaseniibergangsbereich). Dagegen ist die Wirkung der Salzsdure
nur auf die Kopfgruppen der Lipide beschrinkt, was, im Gegensatz zu Ethanol, keine
zusétzlichen Wechselwirkungen mit den Kohlenwasserstoffketten impliziert (grofe-
res ks im Phaseniibergangsbereich).

Die Kurve der Pulshéhen in Abbildung 5.17b) bestéatigt diese Wirkunsweise der Salz-
saure nochmals. Die Pulsamplituden besitzen im Phaseniibergangsbereich ein Mini-
mum und zeigen keinerlei Abnehmen zu den hohen Driicken (> 20%Y) der fliissig-
kondensierten Phase hin, was in diesen Bereichen den Vorhersagen nach Gleichung
5.14 auf Grund von k7 entspricht. Das bedeutet, dass die Protonierung der Kopf-
gruppen der DPPC-Lipide durch Salzséure nicht direkt von der Dichte der Lipide
und derer Kohlenwasserstoffketten beeinflusst wird (im Gegensatz zu Ethanol, das
bei hohen Lipiddichten aus dem Monolayer gedréngt wird). Abweichungen vom k7
folgenden Verhalten (vgl. Gleichung 5.14) ergeben sich in der fliissig-expandierten
Phase. Dort treten bei niedrigen Oberflichendriicken (< 5%¥) nahezu nicht mefbare
Pulsamplituden auf. Die Protonierung der Lipidkopfgruppen durch Salzsédure scheint
in diesem Bereich keine merkliche Kondensation der Lipide zu erzeugen. Damit deu-
tet sich, wahrend niedriger Oberflachendriicke der fliissig-expandierten Phase, ein
verringerter Einfluss der Ladungen der DPPC-Lipide auf die Gesamtheit der Lipid-
wechselwirkungen an.

Abschliefsend sei noch erwahnt, dass die Salzsdureanregung wegen der sehr nied-
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rigen, nétigen pHs nicht einfach durchzufiihren ist. Die Saure wirkt auf sehr viele
Materialien stark dtzend und das Salzsduregas ist stark gesundheitsschadlich fiir die
Atemwege, was nochmals deutlich macht, dass die Salzsdureanregung nur unter ver-
gleichsweise extremen Bedingungen (pH ~ —1) moglich ist.
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Abbildung 5.17.: a) Aus Laufzeitdifferenzen bestimmte Ausbreitungsgeschwindigkeit von Pul-
sen der Salzsidureanregung auf DPPC-Monolayern (24°C). Fiir jeden Messpunkt wird ein neuer
DPPC-Monolayer auf einer reinen Wassersubphase verwendet. Zuséatzlich sind die aus den isother-
men Kompressibilititen eines DPPC-Monolayers (24°C) bestimmten Ausbreitungsgeschwindigkei-

os(E) \[ ks | b

ten nach ¢ = —1— |1 /-2 (Gleichung 5.13) fiir w ~ 2-7-0,5Hz, p,, ~ 1000% und n,, ~ 1-1073Pas

eingezeichnet. b) Entsprechende Pulshohen der Salzsdureanregungen aus a).

5.5. Anregung mit Essigsaure

Die folgenden Experimente befassen sich mit der Essigsdureanregung von DPPC-
Monolayern auf reinen Wassersubphasen bei 24°C. Die gezeigten Versuche werden
entsprechend Abschnitt 5.2.2 unter Benutzung einer Eppendorf-Pipette durchge-
fithrt (3ul Tropfen). Fiir alle folgenden Versuche wird, im Gegensatz zur Salzséu-
reanregung, die Zusatzbarriere (vgl. Abbildung 5.5) wieder verwendet. Wegen der
strukturellen Ahnlichkeit der Essigsiure zu Ethanol (vgl. Abschnitt 5.2.1) wird im
folgenden oftmals der Vergleich zu dem Alkohol herangezogen. Die Durchfithrung der
Essigsdureanregung auf reinen Wasseroberflichen zeigt, dhnlich wie bei der Etha-
nolanregung, keine deutlichen Signale an den Oberflichendrucksensoren und ordnet
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5.5. Anregung mit Essigsdiure

die im Folgenden untersuchten Druckpulse eindeutig den Lipid-Monolayern zu (ent-
sprechende Referenzmessungen in Anhang B.7, Abbildung B.4)

5.5.1. Isothermen und Pulsformen

Wie in Abschnitt 5.2.1 beschrieben, deutet die strukturelle Ahnlichkeit von Essig-
sdure und Ethanol darauf hin, dass sie mit d&hnlichen Bereichen des Monolayers auf
vergleichbare Art wechselwirken werden, wobei Essigsiure einen zusétzlichen Sau-
rechrakter besitzt. Letzterer Charakter ist aber auf Grund des niedrigen pKs-Wertes
(~ 4,76) der Essigsdure nur schwach ausgeprégt, so dass der grofste Teil der Essig-
séure in seiner protonierten Form (CH;COOH) und nicht als Azetat (CH;COO™) mit
Proton (H*) vorliegt. Zur genaueren Analyse zeigt Abbildung 5.18 zunéchst Isother-
men und Kompressibilitdten (siehe Insets) von DPPC-Monolayern auf Subphasen
bestehend aus reinem Wasser oder verschiedenen Konzentrationen von Essigsédure
und Ethanol.

a) b)
DPPC Subphase Wasser pH 6,5 —— DPPC Subphase Wasser pH 6,5 ——
DPPC Subphase Essigsaure pH 3 (85 mmol/l)- - - pH 2,6 (360 mmol/) —— DPPC Subphase Ethanol 85 mmol/l- - - 360 mmol/| ——

°
@

304 304

o
N

o

20+ 20+

Kompressibilitat [m/mN]
Kompressibilitat [m/mN]

°

10 20 30
Oberflachendruck [mN/m]

10 20 30
Oberflachendruck [mN/m]

Oberflachendruck [mN/m]
Oberflachendruck [mN/m]

40 Gb 8‘0 100 40 6‘0 8‘0 100
Flache pro Lipid [A%] Flache pro Lipid [A’]

Abbildung 5.18.: Isothermen von DPPC-Monolayern (24°C) auf verschiedenen Subphasen von
reinem Wasser oder Konzentrationen von a) Essigsdure und b) Ethanol. Es werden Konzentrationen
von 85%”’ oder 360%’”1 verwendet, die im Falle von Essigsdure einem pH von = 3 oder =~ 2,6
entsprechen. Das Inset zeigt die zugehorigen isothermen Kompressibilitdten fiir reines Wasser oder
die jeweilig hochsten Konzentrationen von Ethanol oder Essigsdure in den Subphasen. Fiir Ethanol
zeigt sich ein klarer Einfluss auf die Monolayer-Isothermen, der sich &hnlich fiir essigsidurehaltige
Subphasen andeutet.

Ethanol erzeugt bei der hochsten verwendeten Konzentration eine sehr deutliche
Verschiebung des Phaseniibergangsplateaus des DPPC-Monolayers hin zu niedrige-
ren Driicken (vgl. Kompressibilitdtspeak im Inset von Abbildung 5.18b)) und eine
Expansion der fliissig-kondensierten Phase hin zu groferen Fliachen. Letztere Ex-
pansion lasst sich auf das im Monolayer geloste und wechselwirkende Ethanol zu-
riickfiihren, das zuséatzlichen Platz zwischen den Lipiden beansprucht. Die starken
Wasserstoftbriickenbindungen mit den Phosphatsauregruppen der Lipide halten das
Ethanol dort, bis hin zu hohen Oberflichendriicken. Gleichermafien ist das Ethanol
bereits in der fliissig-expandierten Phase im Monolayer vorhanden (vgl. Abschnitt
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Abbildung 5.19.: Pulsformen und Fourierspektren der Anregung eines DPPC-Monolayers (24°C)
mit Essigsiure (pH =~ 1,9) wihrend verschiedener Phasen des Monolayers. Es zeigen sich der Etha-
nolanregung sehr dhnliche, phasenabhéngige Pulsformen, mit entsprechenden Frequenzanteilen in
ihren Fourierspektren.

5.3)und erhoht dort durch seinen zusétzlichen Platzanspruch den Druck auf die un-
geordneten Kohlenwasserstoffketten des fliissig-expandierten Monolayers, wodurch
vermutlich ein Ordnen der Kohlenwasserstoftketten bereits bei vergleichweise grofen
Lipidflichen erzwungen wird. Somit kénnte die Verschiebung des Phaseniibergang-
plateaus hin zu groferen Flachen und niedrigeren Driicken erklart werden, wie sie in
Abbildung 5.18b) fiir die hochste Ethanolkonzentration in der Subphase des DPPC-
Monolayers zu sehen ist. Ein dhnliches Verhalten wird konsequenter Weise fiir Es-
sigsdure erwartet und deutet sich fiir die hochste Essigsdurekonzentration in Ab-
bildung 5.18a) an. Sowohl ein leichtes Expandieren der fliissig-kondensierten Phase
des DPPC-Monolayers, als auch ein leichtes Absinken zu Beginn des Phaseniiber-
gangsplateaus lasst sich erkennen. Die Erklarung hierfiir entspricht weitestgehend
der fiir Ethanol, da die protonierende Wirkung der Saure bei einem pH von =~ 2,6
(vgl. Abschnitt 5.4.1) noch vernachléssigt werden kann. Dieser Einfluss wird selbst
fiir reine Essigséure (100%) gering sein, da der maximal erreichbare pH auch dann
nur ~ 1,8 ist. Der geringere Effekt der Essigsdure im Vergleich zu Ethanol, deutet
zudem darauf hin, dass ein Ansiedeln der Essigsauremolekiile ndher an den Kopf-
gruppen der Lipide als bei Ethanolmolekiilen stattfindet, was durch das zuséatzliche
Sauerstoffatom der Essigsdure bedingt sein konnte. Ein Ansiedeln ndher den Kopf-
gruppen wiederum wiirde implizieren, dass in den Kohlenwasserstoffketten weniger,
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5.5. Anregung mit Essigsdiure

zusatzlicher Platz durch Essigsduremolekiile belegt wird und wiirde damit den ge-
ringeren Einfluss der Essigsdure auf die Isothermen (vgl. Abbildung 5.18a)) erkléren.
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Abbildung 5.20.: Fourierspektren bis 30Hz von Ethanol-, Methanol- und Essigsdureanre-
gungspulsen auf einem DPPC-Monolayer (24°C) bei einem Oberflichendruck von ~ 7%. Die
Essigséureanregung zeichnet sich durch zusétzliche Amplituden bei 9Hz und 18Hz aus.

Fiir Essigsdure erwartet man dementsprechend ein dhnliches Anregungsverhalten
wie fiir Ethanol. Beispiele fiir Pulsformen der Essigsdureanregung (pH ~ 1,9) wéh-
rend verschiedener Phasen eines DPPC-Monolayers sind in Abbildung 5.19 zu se-
hen. Es kommt zu deutlichen, im Gegensatz zur Salzsdureanregung, positiven Anre-
gungspulsen, deren Ahnlichkeiten zur Ethanolanregung klar erkennbar sind. Sowohl
die Phasenabhéngigkeit und die abklingenden Schwingungen (durch Reflexionen)
der Pulse, als auch die sich ergebenden Fourierspektren sind, bis auf ihre Amplitu-
den, fiir Ethanol und Essigséure in den gezeigten Graphen nahezu identisch. Wieder
zeigen sich fiir die fliissig-expandierte Phase und den Phaseniibergang Frequenzan-
teile bei 0,8Hz und 1,2Hz, die fiir die fliissig-kondensierte Phase in eine stetige,
periodische Amplitudenverteilung bis 3Hz iibergehen. Dadurch wird fiir die Essig-
sdureanregung zunachst wieder eine durchschnittliche Pulsfrequenz von ~ 1Hz im-
pliziert. Die ausgepriagte Ahnlichkeit zur Ethanolanregung impliziert nochmals, dass
das Anregungsprinzip der Essigsdure nicht auf dem Einfluss des Sdurecharakters be-
ruht, sondern auf den Wechselwirkungen der Essigsduremolekiile (CH;COOH) mit
den Lipiden.
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Trotz aller Ahnlichkeiten, zeichnen sich die Pulsformen der Essigsiureanregung den-
noch gegeniiber denen der Ethanolanregung (oder Methanolanregung) aus, betrach-
tet man hoher frequente Bereiche der Fourierspektren. Abbildung 5.20 zeigt dazu
die Fourierspektren von Anregungspulsen durch Ethanol, Methanol und Essigsédu-
re bei Oberflaichendriicken von = 7”}‘71—N iiber einen Frequenzbereich von 0 — 30Hz.
Die Essigsaureanregung hat zusétzliche Amplituden bei ~ 9Hz und ~ 18Hz, die im
Vergleich zu den Amplituden bei ~ 1Hz zwar klein sind, aber die Essigsdure damit
gegeniiber den gezeigten Ethanol- und Methanolspektren abgrenzt. Diese deutlich
hoheren Frequenzanteile wiirden nach Gleichung 5.13 (Abschnitt 5.1.3) eine hohere
Ausbreitungsgeschwindigkeit implizieren und deuten auf ein schnelleres Wechsel-
wirkungsverhalten der Essigsdure im Vergleich zu Ethanol hin. Es bleibt zunéchst
abzuwarten, ob diese Frequenzanteile fiir die Propagation der Pulse {iberhaupt do-
minant werden konnen (sieche Abschnitt 5.5.3).

5.5.2. Anregbarkeit und pH-Abhangigkeit

Die genaue Betrachtung des Anregungvorgangs mit Essigsdure deckt zusétzlich Par-
allelen zur Salzsiureanregung auf. Benutzt man reine Essigsdure (100%ig, pH ~ 1, 8,
stechender Essiggeruch) zur Anregung, zeigt sich beim langsamen Annéhern des Es-
sigsauretropfens beim Anregungsvorgang ein Kurvenverlauf, wie er in Abbildung
5.21a) zu sehen ist. Ahnlich wie bei Salzsiure kommt es bei der Anniherung des
Essigsduretropfens zu einer Kondensation des DPPC-Monolayers, bevor das an-
schliefende Abtropfen auf den Monolayer einen deutlichen Puls erzeugt. Zusétz-
lich zeigt Abbildung 5.21a) den Ann&herungs- und Abtropfvorgang eines weniger
konzentrierten Essigsduretropfens (50%ig, pH ~ 1, 8, Essiggeruch) fiir den es zu kei-
nerlei Kondensation des DPPC-Monolayers mehr kommt. Das bedeutet, dass der
Saureeinfluss des Essigsduredampfes in der Lage ist, den DPPC-Monolayer durch
Protonierung zu kondensieren, sich aber gleichzeitig nicht genug Essigsdure direkt
im DPPC-Monolayer 16sen kann, um diesen erkennbar zu expandieren. Erst durch
das Aufbringen und Abtropfen der Essigsdure kann sich genug Essigsdure im Mo-
nolayer 16sen um diesen durch den zusétzlichen Platzbedarf der Essigsduremolekiile
zu expandieren. Beim eigentlichen Aufbringen des Tropfen iiberwiegen die expan-
dierenden die kondensierenden Effekte der Essigsdure sehr deutlich und erzeugen
scharfe positive Druckpulse. Um die Kondensationseffekte, die bei einem pH von
~ 1,9 bereits nicht mehr beobachtbar sind (vgl. Abbildung 5.21a)), zu minimieren,
wird fiir alle folgenden Experimente Essigsdure bei einem pH von ~ 1,9 zur An-
regung verwendet. Letztere beruht dann hauptsachlich auf den Wechselwirkungen
der Essigsduremolekiilen mit den Lipidkopfgruppen und nicht den kondensierenden
Einfliissen des Sdurecharakters (Protonierung der Kopfgruppe) der Essigsdure bzw.
des Essigsduredampfes.

104



5.5. Anregung mit Essigsdiure

Die Abhéngigkeiten der Pulshohe der Essigsdure- bzw. Ethanolanregung vom pH
bzw. von der Konzentration sind in Abbildung 5.21b) zu sehen. Die Konzentra-
tionen von Essigsdure und Ethanol sind so gewahlt und aufgetragen, dass sie sich
entsprechen. Ethanol zeigt bereits frither ein etwas weniger steiles Ansteigen der
Pulshéhen mit der Konzentration, als die Essigsdure, die etwas spéater ein vergleichs-
weise steiles Ansteigen produziert. Die Fits in Abbildung 5.21b) sind exponentiell
und wiirden dementsprechend zu mehr oder weniger steilen Geraden fithren, wiirde
die Konzentration linear und nicht logarithmisch aufgetragen. Dennoch impliziert
Abbildung 5.21b) eine pH-Abhéngigkeit der Essigsaureanregbarkeit, die sehr scharf
in einem Bereich von pH ~ 2,3 -2, 1 beginnt. Dies bedeutet, dass wiahrend eines re-
lativ schmalen Essigsaurekonzentrationsbereiches die Menge an geloster Essigsaure
im Lipid-Monolayer stark zunimmt und so eine Anregung moglich macht. Fiir die
Essigsdureanregung entsteht damit ein sehr scharfer Ubergang von Nichtanregbar-
keit zu Anregbarkeit. Fiir Ethanol gilt das selbe, nur dass dort der Ubergangsbereich
breiter ist und bei niedrigeren Konzentrationen beginnt.

a) b) K ion Ethanol Il
Annéhern und Abtropfen Essigsauretropfen (pur, pH ~ 17,8) onzentration Ethanol [mol/l]
- - = Annéhern und Abtropfen Essigséuretropfen (~ 50%, pH ~ 1,9) 10 0.1 1E-3  1E5  1E7  1E9
T T 23,7 0,35 s [P Y T PP PP PP PP PP P
| | 1 l } = Ethanol |
H ! 0.304 | } ) \Exponentieller Fit |
T 2494 | NAHERN eines | ABTROPFEN des —_ ' = ! ' = Essigséure
> | Essigsauretropfens | Essigsauretropfens g 5 ' ' ' [Exponentieller Fit
€ ! (pur, pH ~ 1,8) (purpH~18 [234Z _ 0254 1 1 : ! : .
= ~2mm UBER auf den Monolayer E E ' ! ' ' !
3] einem DPPC in die Subphase 5 Z 0,204 - : ! ! ! 4
g 24,64 Monolayer > £ = : : ! :
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Abbildung 5.21.: a) Annidherung und Anregung eines DPPC-Monolayers (24°C) mit Essigsidure
verschiedener Konzentrationen und pHs (100%ig mit pH ~ 1,8, 50%ig mit pH ~ 1,9). Die stark
konzentrierte Essigsdureanregung erzeugt ein zusétzliches Kondensieren dhnlich der Salzsdure aus
Abschnitt 5.4.2. b) pH- bzw. Konzentrations-Abhéngigkeit der Pulshdhen fiir die Essigsdure- und
Ethanolanregung eines DPPC-Monolayers (24°C) bei einem Druck von =~ 7%. Die Konzentratio-
nen des aufgebrachten Ethanols entsprechen den Konzentrationen der aufgebrachten Essigsdure

beim jeweiligen pH. Im Vergleich zur Essigsdure erzeugt Ethanol etwas frither ein Ansteigen der
Pulshéhen.

Es sei noch darauf hingewiesen, dass mit den Konzentrationen und vor allem pHs
der Essigsdure in einem nahezu natiirlichen Rahmen gearbeitet wird. Es sind also
keine extremen Bedignungen wie ein pH von =~ —1 bei der Salzsdureanregung nétig.
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5.5.3. Pulshohen und Ausbreitungsgeschwindigkeiten

Die Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Pulse der Essigsdureanregung (pH =~ 1,9) auf
DPPC-Monolayern werden wie in Abschnitt 5.3.3 beschrieben aus den Laufzeitdif-
ferenzen zwischen den beiden Oberflachendrucksensoren bestimmt. Um den Einfluss
des durch Sauretropfen beeinflussten Subphasen-pHs auf den DPPC-Monolayer zu
minimieren, werden jeweils nur fiinf Experimente (entsprechend 15ul Essigséure)
hintereinander durchgefiihrt. Der pH der Subphase bleibt so stets iiber ~ 4 und
andert damit Abbildung 5.18 folgend die elastischen Eigenschaften des Monolayers
nicht merklich. Die sich ergebenden Geschwindigkeiten sind in Abbildung 5.22 zu-
sammen mit den Vorhersagen auf Grund der isothermen Kompressibilitat «7 nach

c=—- |+ |- fir w=2-7-1/9/18Hz iiber ein gesamtes Oberflichendruck-

cos(T) \| s \ o

spektrum zu sehen.

a) b)

—m— Aus Laufzeitdifferenzen ermittelte Geschwindigkeiten
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Abbildung 5.22.: a) Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Pulse bei der Essigsdureanregung (pH
~ 1,9) auf einem DPPC-Monolayer (24°C) fiir verschiedene Oberflichendriicke. Die Geschwin-
digkeiten werden wie in Abschnitt 5.3.3 aus den Laufzeitdifferenzen der Anregungspulse be-
stimmt. Zusétzlich sind die Vorhersagen auf Grund der isothermen Kompressibilitdt xr nach

= #(1) i # fir w = 2-nm-1/9/18Hz zu sehen. b) Pulshdhen bei der Essigsdureanregung

fiir verschiedene Oberflichendriicke der DPPC-Monolayer (24°C). Wieder zeigt sich ein Minimum
wahrend des Phaseniibergangs und ein rapides Abnehmen zu hohen Oberflichendriicken hin.

Der Verlauf in Abbildung 5.22a) zeigt ein Minimum im Phaseniibergangsbereich
und, fiir die hohen Driicken der fliissig-kondensierten Phase, deutlich hohere Ge-
schwindigkeiten, als k7 erwarten ldsst. Dies impliziert, dass die adiabatische Kom-
pressibilitat kg kleiner als «7 ist und ein weniger ausgepragtes Maximum wéahrend des
Phaseniibergangs besitzt. Der im Vergleich zur Salzsiureanregung (Abschnitt 5.4)
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wesentlich gleichméfigere Kurvenverlauf lasst sich auf die bessere Durchfiihrbarkeit
der Essigsdureanregung zuriickfithren und zeigt die gute Reproduzierbarkeit dieser
Anregungsmethode. Die Geschwindigkeiten selbst liegen in einem Bereich zwischen
0,2 - 1,6% und sind damit schneller als bei der Ethanolanregung (vgl. Abschnitt

5.3). Der Relation ¢ = #(%) ‘/% # folgend, bedeutet das, dass bei gleichem «g
die mafgebenden Pulsfrequenzen der Essigsidureanregung, zumindest in den Ober-
flachendruckbereichen der fliissig-kondensierten Phase, hoher sein miissen, als fiir
Ethanol. Die zusatzlich eingetragenen Vorhersagen aus 7 fiir 9Hz und 18Hz legen
es nahe, dass bei hohen Driicken die Frequenzanteile um ~ 9Hz dominanter werden.
Dagegen muss fiir die niedrigen Driicke im fliissig-expandierten Bereich immer noch
eine Frequenz von ~ 1Hz mafsgebend sein, da ansonsten kg > k7 wére, was nach
Gleichung 2.9 nicht mdglich ist. Damit lasst sich fiir die Essigsdureanregung das
Anregungsfrequenzspektrum je nach Phase bzw. Oberflachendruck des Monolayers
in einen niederfrequenten (~ 1Hz) und einen hochfrequenten (~ 9Hz) Bereich unter-
gliedern.

Die Kurve der Pulshdhen fiir die Essigsdureanregung, die in Abbildung 5.22b) zu se-
hen ist, dhnelt der von Ethanol (Abschnitt 5.3), besitzt aber etwas unterschiedliche
Merkmale. So entwickeln sich die Peakhohen der Essigsdureanregung wéhrend der
fliissig-expandierten Phase nicht so steil wie bei der Ethanolanregung von héheren
zu niedrigeren Pulsen hin. Dariiber hinaus besitzen die Peakhéhen der Essigsau-
reanregung ein, relativ gesehen, wesentlich deutlicheres Maximum zu Beginn der
fliissig-kondensierten Phase, als die der Ethanolanregung. Das bedeutet, dass die
Affinitat der Essigsduremolekiile mit den Lipiden zu wechselwirken wéhrend nied-
rigen Driicken in der fliissig-expandierten Phase geringer ist, als bei der Ethanol-
anregung, fiir entsprechend hohere Driicke in der fliissig-kondensierten Phase aber
der Einfluss der Essigsduremolekiile auf die Lipide deutlich starker zunimmt, als
der von Ethanolmolekiilen. Das konnte darauf hindeuten, dass sich die Essigsidu-
remolekiile tatséchlich ndher an den Lipidkopfgruppen ansiedeln und erst mit den
dichter gepackten Kohlenwasserstoffketten der fliissig-kondensierten Phase in deut-
liche Wechselwirkungen treten kénnen.

5.5.4. Oberflachenpotential und dessen Kopplung an den
Oberflachendruck

Fiir die Essigsdureanregung soll zusétzlich (nicht zuletzt um den Bezug zur Nerven-
reizleitung zu unterstreichen) die Anderung des Oberflichenpotentials der DPPC-
Monolayer bei der Pulsausbreitung betrachtet werden. Dazu ist in Abbildung 5.23a)
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die Isotherme des Oberflachendrucks 7 eines DPPC-Monolayers zusammen mit dem
entsprechenden Oberflichenpotentialverlauf ¥ zu sehen. Letzterer wird mit Hilfe ei-
ner Kelvinsonde, wie in Abschnitt 2.4.3 beschrieben, gemessen.

a) b)
— Oberflachendruck DPPC-Monolayer —— DPPC Potential gegen Druck

—— Oberflachenpotential DPPC-Monolayer — — Lineare Fits
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Abbildung 5.23.: a) Oberflichendruck- und Oberflaichenpotentialisotherme eines DPPC-
Monolayers (24°C). Potentialmessungen werden wie in Abschnitt 2.4.3 beschrieben mit einer Kel-
vinsonde durchgefiihrt. Der Potential- gleicht dem Druckverlauf ab dem Erreichen der fliissig-
expandierten Phase. b) Die sich aus a) ergebende Oberflichendruck-Oberflichenpotential-Funktion
Y(rr). Sie ist in mehrere Abschnitte unterteilt, fiir die jeweils ein linearer Fit mit der entsprechenden
Steigung angegeben ist. Durch diese Fits konnen auf einfache Art und Weise Oberflichendruckver-
ldufe in guter Ndherung in Oberflichenpotentialverlaufe umgerechnet werden.

Abbildung 5.23a) zeigt, dass sich der Potential- und der Druckverlauf ab dem Beginn
der fliissig-expandierten Phase gleichen. Die mikroskopischen Ursachen dieses Ver-
haltens und das starke Ansteigen des Potentials vor der fliissig expandierten Phase,
das dem Ansammeln der Lipide zu einem geschlossenen Monolayer entspricht, sind
in Abschnitt 2.4.3 ausfiihrlicher dargestellt und sollen nicht weiter erértert werden.
Hier soll noch weiter darauf eingegangen werden, wie sich aus den Kurven in Ab-
bildung 5.23a) eine Verkniipfung von Oberflichendruck und Oberflichenpotential,
entsprechend einer Funktion W(x), extrahieren lésst. Eine solche Verkniipfung ist
sinnvoll, da sowohl Druck als auch Potential, von den selben Eigenschaften der Lipi-
de, insbesondere derer Kohlenwasserstoftketten und Kopfgruppen, definiert werden
und abhéngen (siehe Abschnitt 2.4.3). In den Isothermen in Abbildung 5.23a) wer-
den diese Abhéngigkeiten jeweils durch die Lipidfliche A in den Funktionen 7(A)
und Y(A) ausgedruckt. Um die sich damit ergebende Verkniipfung quantifizieren zu
konnen, werden die Driicke und Potentiale der selben Lipidflachen aus Abbildung
5.23a) miteinander assoziiert. Dies entspricht dem Auflésen der Druckkurve m(A)
und der Potentialkurve W(A) nach der Lipidfliche A und anschliefendem Gleich-
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5.5. Anregung mit Essigsdiure

setzen und Umstellen zu einer Funktion W(r). Letztere Funktion ist in Abbildung
5.23b) zu sehen.

—— DPPC Oberflachendruck Anregung mit Essigsaure

—— DPPC Oberflachenpotential mit Kelvinsonde gemessen

- — - DPPC Oberflachenpotential aus Potential-Druck-Isotherme
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Abbildung 5.24.: Aufzeichnung des Oberflachendrucks und des Oberflichenpotentialverlaufes ei-
nes Pulses der Essigsdureanregung eines DPPC-Monolayers (24°C). Es ist zu erkennen, dass die
qualitativen Verldufe von Druck und Potential einander gleichen. Fiir den quantitativen Vergleich
wird die relative Oberflachendruckénderung mit Hilfe der Steigungen aus Abbildung 5.23b) (hier
benutzt: 15,42Y) in die relative Oberflichenpotentialinderung umgerechnet und mit der tatséich-

m

lichen Potentialmessung verglichen. Es zeigt sich eine sehr gute quantitative Ubereinstimmung.

In Abbildung 5.23b) ist der exakte Verlauf von ¥(rr) gegeben. Um eine Umrechnung
von Werten von 7 in Werte von W auf einfache Art zu realisieren, werden die ein-
zelnen Bereiche von W(rr) durch lineare Fits gendhert. Fiir diese sind in Abbildung
5.23b) die entsprechenden Steigungen angegeben. Kennt man eine Wertédnderung
oder einen Verlauf fiir 7 kann damit sofort auf die Wertdnderung oder den Ver-
lauf fiir ¥ geschlossen werden. Auf diese Art und Weise konnte der Pulsverlauf der
Essigsdureanregung im Oberflachendruck in den entsprechenden Verlauf des Ober-
flachenpotentials umgerechnet werden. Dazu muss aber zunéchst nachgewiesen wer-
den, dass die von Abbildung 5.23b) implizierte Funktion W(x) auch fiir dynamische
Prozesse eine gute Naherung liefert, da das benutzte W(r) aus statischen Isother-
men ermittelt wird. Fiir den Nachweis wird das Oberflachenpotential mit Hilfe einer
zwischen den beiden Drucksensoren montierten Kelvinsonde fiir die Essigsaureanre-
gung eines DPPC-Monolayers direkt gemessen. In Abbildung 5.24 ist das Ergebnis
zusammen mit den Vorhersagen durch die linearen Naherungen der Funktion W¥(r)
zu sehen.
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Kapitel 5: Natirliche Anregung von Lipid-Monolayern

Zunéchst ist zu erkennen, dass sich das gemessene Oberflachenpotential dem Ober-
flichendruckpuls entsprechend mitverdndert. Tatsdchlich entsprechen die aus der
statischen Messung von Isothermen gewonnenen Vorhersagen fiir die Oberflachen-
potentialpulse den direkt gemessenen Verdnderungen quantitativ und qualitativ
sehr gut. Da die direkte Messung der Oberflichenpotentialpulse sehr aufwendig
ist, wird im folgenden Abschnitt 5.6 aus den einfacheren statischen Messungen von
Monolayer-Isothermen eine Vorhersage fiir den Oberflichenpotentialverlauf von An-
regungspulsen gewonnen und von einer direkten Oberflichenpotentialmessung letz-
terer abgesehen.

5.6. Anregung natiirlicher Lipidsysteme

Die folgenden Experimente betrachten die Essigsdureanregung von Schweinehirnlipid-
Monolayern auf Ringerlosung (siehe Anhang B.1) bei 24°C. Die gezeigten Versu-
che werden entsprechend Abschnitt 5.2.2 unter Benutzung einer Eppendorf-Pipette
durchgefiihrt (3ul Tropfen). Die Zusatzbarriere (vgl. Abbildung 5.5) wird verwendet.
Um einen direkten physiologischen Vergleich zu rechtfertigen, werden alle Experi-
mente mit Schweinehirnlipid auch bei 37°C durchgefiihrt. Letztere Versuche sind
nahezu identisch zu denen bei 24°C, aber durch die hohe Temperatur erschwert
und deshalb in schlechterer Qualitéit (auf Grund hoheren Wasserloslichkeit der Lipi-
de, thermische Kapillarwellen, etc.). Die entsprechenden Graphen fiir 37°C werden
zum Vergleich in Anhang B.8 aufgefiihrt. Folgender Abschnitt soll vor allem dazu
dienen die natiirliche und physiologische Relevanz der durchgefiithrten Anregungen
nachdriicklich zu begriinden.

5.6.1. Isothermen und Pulsformen in Potential und Druck

Um dieses Kapitel abzuschliefsen, soll ein natiirliches Lipidsystem mit Essigsédure an-
geregt werden. Als natiirliches System dient der Lipidextrakt eines Schweinehirns,
der auf einer Ringerlosung als Monolayer aufgebracht wird. Letztere Losung erzeugt
die typischerweise im Korper vorkommenden Bedingungen an der Lipid-Wasser-
Grenzflache von Zellen (Ringerlosung wird in der Medizin oftmals in Form von
Infusionen verwendet). Sie beinhaltet verschiedene Salze (NaCl, KCI, MgCl), Zu-
cker (D — Glukose), Phosphate (NaH,PO,4, Na,HPOy4) und einen Puffer (NaHCO5)
der den pH-Wert der Losung konstant bei ~ 7 hélt. Um den Bezug zu natiirlichen
Zellwanden besser zu geben, werden im folgenden vor allem Beispiele fiir Oberfla-
chendriicke von = 25 % gezeigt, da dieser Monolayerdruck dem in Lipidvesikeln und
dementsprechend Zellwénden nahekommt [19].
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5.6. Anrequng natirlicher Lipidsysteme
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Abbildung 5.25.: a) Isothermen des Oberflichendrucks und des Oberflichenpotentials von
Schweinehirnlipiden auf Ringerlosung (24°C). Keinerlei Phaseniibergangsplateaus lassen sich in den
Kurven erkennen. Auffillig ist das Maximum, das fiir das Oberflichenpotential entsteht. Zusétz-
lich zeigt der Inset die entsprechende isotherme Kompressibilitit k7. b) Die sich aus a) ergebende
Verkniipfung des Oberflichenpotentials mit dem Oberflichendruck in Form der Funktion ¥(r).
Zur spéateren Verwendung sind lineare Fits fiir die verschiedenen Abschnitte der Kurve samt ihrer
Steigungen angegeben.

Eine Isotherme des Oberflachendrucks 7 und des Oberflaichenpotentials ¥ von Schwei-
nehirnlipiden auf Ringerlosung ist in Abbildung 5.25a) zu sehen. Es zeigt sich ein
stetig zunehmender Verlauf von n, der keinerlei erkennbare Plateaus besitzt, wie
beispielsweise fiir die DPPC-Monolayer. Dies griindet sich darin, dass die Schweine-
hirnlipide eine Lipidmischung aus verschiedensten Lipiden (darunter auch DPPC)
sind, so dass die Form der Isotherme (Phasen und Phasentibergang) ein Mittel iiber
die Einzelkomponenten der Mischung darstellt, welches durch Mischungsverhéltnis
und Mischbarkeit der Lipide definiert wird. Dagegen zeigt die Kurve von ¥ in Ab-
bildung 5.25a) ein maximales Oberflichenpotential bei ca. 55A% baw. 30%. Dieses
Verhalten kann nur schwer einer gewissen Eigenschaft der Schweinehirnlipide zu-
geordnet werden. Zum einen sind die verschiedenen Lipidbestandteile und deren
Einfliisse nur schwer zu separieren. Zum anderen héngt ¥ nun nicht nur von den
Dipolen der Lipidkopfgruppen und terminalen C H3-Gruppen der Kohlenwasserstoft-
ketten ab, sondern auch von den Salzen und Bestandteilen der Subphase. Einzig lasst
sich aussagen, dass in diesem gesamten System bei einem gewissen Oberflachendruck
(= 30%X) des Schweinerhirnlipid-Monolayers ein Oberflichen-, bzw. Grenzflichenpo-
tential entsteht, das in diesem Bereich nur wenig auf Verdnderungen der Lipidflache
reagiert.

Trotz des unspezifischen Systems der Schweinehirnlipide, erlaubt Abbildung 5.25a)
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Kapitel 5: Natirliche Anregung von Lipid-Monolayern

die Bestimmung der Verkniipfung von Oberflichendruck 7 und Oberflichenpoten-
tial W. Diese Funktion W(r) ist in Abbildung 5.25b) zu sehen, wobei die linearen
Fits der verschiedenen Abschnitte von W(x) mit den zugehorigen Steigungen ein-
getragen sind. Es zeigt sich, dass bei hohen Oberflichendriicken die Funktion ¥(r)
sehr flach wird, so dass groke Verdinderungen von m nur noch kleine Anderungen
in ¥ erzeugen. Dennoch kann W(r) wieder dazu verwendet werden um Abschnitt
5.5.4 folgend aus den Oberflaichendruckverlaufen der Essigsdureanregungspulse die
entsprechenden Verldaufe des Oberflachenpotentials zu bestimmen. Die sich damit,

auf einem Schweinehirnlipid-Monolayer, ergebende Pulsverldufe von 7 und ¥ sind
in Abbildung 5.26a) zu sehen.

a) b)
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Abbildung 5.26.: a) Gemessene Oberflichendruckpulsform zusammen mit der aus ¥(r) er-
mittelten Oberflaichenpotentialform eines Anregungspulses bei der Essigsdureanregung eines
Schweinhirnlipid-Monolayers auf Ringerlosung (24°C). Die Verlidufe sind auf Grund der linearen Né-
herung von W(xr) identisch, wobei sich das Oberflichenpotential nur in einem Bereich von < 0,2mV
andert. b) Fourieranalyse der Druckpulse aus a) in den Bereichen 0—3Hz und 0—30Hz (Inset). Das
Anregungspektrum &hnelt dem eines DPPC-Monolayers (24°C) und zeigt auch die hochfrequenten
Anteile bei 9Hz bzw. 18Hz.

Die durch Essigsdure auf Schweinehirnlipid-Monolayern erzeugten Anregungspulse
dhneln denen auf DPPC-Monolayern sowohl in der Pulshéhe als auch der Form.
In ¥ ergibt sich auf Grund der linearen Naherung von W(r) der selbe Pulsverlauf,
der eine Amplitude von nur < 1mV besitzt, was sich in der geringen Steigung von
Y(r) im gewahlten Druckbereich begriindet. Um die Pulsform weiter zu analysie-
ren ist in Abbildung 5.26b) das zu Abbildung 5.26a) gehorige Fourierspektrum des
Oberflachendruckpulses zu sehen. Die Amplitudenverteilung im Bereich von 0—3Hz
gleicht der, die sich bei Anregung von DPPC-Monolayern mit Essigsdure ergibt.
Sogar im Bereich von 0 — 30Hz zeigt die Anregung von Schweinhirnlipiden entspre-
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5.6. Anrequng natirlicher Lipidsysteme

chende Frequenzanteile bei ~ 9Hz bzw. ~ 18Hz, so dass im Folgenden Pulsfrequen-
zen von =~ 1Hz bzw. ~ 9Hz betrachtet und angenommen werden. Aus dem nahezu
identischen Verhalten der Pulse auf Schweinehirnlipid-Monolayern (eine Mischung
aus extrem vielen Lipidkomponenten mit 9,6% PC-Lipiden, sieche Anhang B.1) und
DPPC-Monolayern (100% PC-Lipide), léasst sich folgern, dass die Essigsdureanre-
gung nur in geringem Mafte von der Lipidkomposition des angeregten Monolayers
abhéngt. Das bedeutet dass die Wechselwirkungen der Essigsduremolekiile mit den
Lipiden vermutlich sehr allgemein und unspezifisch sind und weder spezielle Kopf-
gruppen, noch spezielle Kohlenwasserstoftfketten zur Essigsdureanregung notwendig

sind (vgl. Abschnitt 5.5).

5.6.2. pH-Abhangigkeit
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Abbildung 5.27.: Abhéngigkeit der Pulshéhen vom pH der Essigsduretropfen bei der Anregung
von Schweinehirnlipid-Monolayern (24°C) bei einem Oberflichendruck von ~ 72X, Es zeigt sich
ein rapides Einsetzen der Anregbarkeit bei einem pH von = 2,4, dhnlich zu dem Verhalten auf
DPPC-Monolayern. Zusétzlich ist der exponentielle Fit der Messpunkte eingetragen.

Die Abhéangigkeit der Pulshohen vom pH der Essigsdure bei der Anregung von
Schweinehirnlipid-Monolayern ist in Abbildung 5.27 zu sehen. Wie bei der Essigsau-
reanregung eines DPPC-Monolayers zeigt sich ein scharfes Ubergehen von keinerlei
Anregbarkeit des Schweinehirnlipid-Monolayers, zu Anregbarkeit in einem Bereich
von pH 2 — 2,4. Das bedeutet, dass selbst fiir Lipidmischungen eine gewisse Min-
destkonzentration noétig ist, damit sich die Essigsdure in ausreichendem Mafse im
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Kapitel 5: Natirliche Anregung von Lipid-Monolayern

Monolayer 16st, so dass dieser angeregt wird. Wie im vorigen Abschnitt 5.6.1 bereits
angedeutet, spricht dies dafiir, dass die Essigsduremolekiile sehr unspezifisch mit den
verschiedensten Lipidtypen wechselwirken kénnen.

5.6.3. Pulshohen und Ausbreitungsgeschwindigkeiten

Die Laufzeitdifferenzen der mit Essigsiure (pH =~ 1,9) angeregten Schweinehirnlipid-
Monolayer, werden wieder wie in Abschnitt 5.3.3 dazu benutzt, die Ausbreitungs-
geschwindigkeiten der Anregungspulse zu bestimmen. Die resultierenden Geschwin-
digkeitskurven sind in Abbildung 5.28a) zu sehen. Die Vorhersagen auf Grund der

1 1 w

cos(E) \| ks \ Tpw

isothermen Kompressibilitdt 7 nach ¢ = sind fiir zwei Frequen-

zen w = 2 -m-1/9Hz miteingetragen. Die direkt gemessenen und vorhergesagten
Geschwindigkeiten liegen in einem Bereich von 0,2 — 1,0%. Fiir niedrige Monolayer-
driicke (< 10’”—,71:’) zeigt sich eine Ubereinstimmung der direkt aus den Laufzeitdiffe-
renzen ermittelten Geschwindigkeiten mit den 1Hz-Vorhersagen, die fiir hohe Driicke
(> 15 in eine Ubereinstimmung mit den 9Hz-Vorhersagen iibergeht. Wie kr (sie-
he Abbildung 5.25) impliziert, zeigen sich keinerlei Minima oder Maxima, sondern
die Ausbreitungsgeschwindigkeiten erreichen ab einem gewissen Druck einen Maxi-
malwert von ~ 1%.

Der Ubergang von den 1Hz-Vorhersagen zu den 9Hz-Vorhersagen im Vergleich zu
den direkt gemessenen Ausbreitungsgeschwindigkeiten deutet an, dass es sich dabei
um kein lipidphasenspezifisches Verhalten handelt, da es hier fiir eine natiirliche Li-
pidmischung von Schweinehirnlipiden auftritt. Riickschliefend kann damit gefolgert
werden, dass es sich auch fiir die Essigsdureanregung der reinen DPPC-Monolayer
nicht um ein lipidphasen- sondern oberflichendruckabhéngiges Verhalten gehandelt
hat. Sowohl fiir Schweinehirnlipid- als auch fiir DPPC-Monolayer tritt dieser Uber-
gang (1Hz zu 9Hz) in einem Bereich von 10 — 15% auf. Er impliziert ein in diesem
Druckbereich beschleunigendes Wechselwirkungsverhalten der Essigsduremolekiile
mit den Lipiden der Monolayer.

Abschliefsend sind die oberflichendruckabhéngigen Pulshéhen in Abbildung 5.28b)
zu sehen und zeigen im wesentlichen ein Abnehmen hin zu hohen Driicken. Die
entsprechenden Pulshohen eines reinen DPPC-Monolayers (vgl. 5.22) zeigen hinge-
gen ein Verhalten, das von der Phase des Monolayers abhéngt. Zwar kénnten die
einzelnen Lipidtypen der Schweinehirnlipidmischung eine phasenabhingige Essig-
saureloslichkeit aufweisen, doch geht dies in der Mittelung tiber alle Typen unter
und es bleibt ein leichtes Absinken der Pulsamplituden fiir die Schweinehirnlipid-
Monolayer. Letzteres Absinken impliziert wie bei DPPC-Monolayern die Verrin-
gerung der Loslichkeit von Essigsdure in Schweinehirnlipid-Monolayern bei hohen
Oberfléchendriicken (> 202%) und damit groken Lipiddichten.
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Abbildung 5.28.: a) Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Pulse bei der Essigsidureanregung (pH
~ 1,9) auf Schweinehirnlipid-Monolayern (24°C auf Ringerlosung) fiir verschiedene Oberflichen-
driicke. Die Geschwindigkeiten werden wie in Abschnitt 5.3.3 aus den Laufzeitdifferenzen der Anre-
gungspulse bestimmt. Zusétzlich sind die Vorhersagen auf Grund der isothermen Kompressibilitét

1 1

KT nach ¢ = F(%)

s # fiir w = 2-7w-1/9Hz zu sehen. b) Pulshéhen bei der Essigsédureanregung

fiir verschiedene Oberflachendriicke der Schweinehirnlipid-Monolayer (24°C).

5.7. Zusammenfassung

Die Anregung von Lipid-Monolayern durch verschiedene Substanzen spielte die zen-
trale Rolle dieses Kapitels. Durch das Aufbringen von Tropfen verschiedener L&-
sungsmittel oder Sduren auf Lipid-Monolayer wurden, durch die Wechselwirkungen
der aufgebrachten Stoffe mit den Lipid-Monolayern, Pulse erzeugt. Diese konnten
mit Hilfe von zwei Drucksensoren beziiglich ihrer Form, ihrer Hohe, ihres Frequenz-
spektrums, ihrer Geschwindigkeit und ihrer Konzentrations- bzw. pH-Abhéangigkeit
untersucht werden.

Zunachst wurde die theoretische Beschreibung von Dichtewellen auf Monolayern,
die viskos an die Subphase gekoppelt sind, hergeleitet. Die sich ergebende Disper-
sionsrelation wies zwei deutliche Grenzfille auf. Zum einen einen hochfrequenten
Grenzfall, der einer rein akustischen Welle dhnelt, vergleichbar zur theoretischen
Beschreibung bei der elektrischen Anregung (Kapitel 4). Zum anderen einen nie-
derfrequenten Grenzfall, dessen Wellenlosungen fiir die Beschreibung der in diesem
Kapitel erzeugten Pulse dienen sollte. Fiir diese wurde eine Relation fiir ihre Ausbrei-
tungsgeschwindigkeiten hergeleitet, die im wesentlichen von der Wurzel des Kehr-
wertes der adiabatischen Kompressibilitdat kg und der vierten Wurzel der Frequenz
w der Wellen oder Pulse abhing.
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Kapitel 5: Natirliche Anregung von Lipid-Monolayern

Anschliefsend wurde die Anregung von DPPC-Monolayern mit verschiedenen Sub-
stanzen untersucht und zunéchst diverse Losungsmittel (Ethanol, Methanol, Pentan
und Chloroform) néher betrachtet. Es zeigte sich fiir alle Losungsmittel ein lokales
Expandieren der Lipid-Monolayer, wobei Pentan und Chloroform iiber mehrere zehn
Sekunden in den Monolayern verweilten, bevor sie in die Umgebung abdampften.
Ethanol und Methanol hingegen 16sten sich nach der Wechselwirkung mit den Mono-
layern direkt in den Wassersubphasen und erzeugten so kurze, deutliche Pulse. Die
entsprechenden Frequenzspektren der Pulse zeigten fiir die Alkohole um ~ 1Hz ihren
Hauptanteil. Diese Frequenz wurde dazu benutzt, um zusammen mit der isothermen
Kompressibilitit «r, aus den zuvor gemachten theoretischen Herleitungen, eine Vor-
hersage fiir die Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Pulse zu erhalten, die mit den
direkt, aus den Laufzeitdifferenzen zwischen den beiden Drucksensoren, ermittelten
Geschwindigkeiten verglichen werden konnte und gute Ubereinstimmungen lieferte.
Wegen der kurzen, deutlichen Pulse, die Ethanol auf den DPPC-Monolayern erzeug-
te, wurde es fiir die folgenden genaueren Analysen und Riickschliisse auf Relaxati-
onszeiten und ks benutzt. So wurde aus dem exponentiellen Abklingverhalten der
Anregungspulse eine Relaxationszeit T ermittelt, die mit den theoretisch auf Grund
von ks, erwarteten verglichen werden konnte. Die anschliefende Berechnung von «g
aus den direkt gemessenen Pulsgeschwindigkeiten der Ethanolanregung zeigte zu-
dem, dass ks < k7, wie es die Betrachtungen in Kapitel 4 bereits implizierten.

Fiir die Salzsdureanregung von DPPC-Monolayern war ein dufterst niedriger pH von
~ —1 der Salzsiure notwendig. Wie die genaue Analyse des Anregungsverhaltens
zeigte, bildete sich bei diesem pH eine Salzsduredampfphase iiber den Salzsédure-
tropfen aus, die den pH-Wert am Lipid-Monolayer stark erniedrigte und diesen so
kondensierte. Es stellte sich heraus, dass nur diese Gasphase die beobachteten Pul-
se erzeugte und nicht das eigentliche Abtropfen der Salzsédure auf den Monolayer
und in die Subphase. Der kurze Moment vor dem Aufbringen des Salzsduretropfens,
wahrend dessen die Gasphase der Salzsdure {iber dem Monolayer stand, wurde nun
dazu genutzt, moglichst reproduzierbare Pulse auf DPPC-Monolayern anzuregen.
Die Frequenzspektren implizierten fiir Salzsdure nur Frequenzen von ~ 0,5Hz und
es wurden dementsprechend etwas niedrigere Ausbreitungsgeschwindigkeiten gemes-
sen als zuvor fiir die Losungsmittel.

Die Anregung von DPPC-Monolayern mit Hilfe von Essigséure zeigte starke Paral-
lelen zur Ethanolanregung, was sich in der Ahnlichkeit der Strukturen beider Anre-
gungsmolekiile begriindet. Bei der Anregung ergab sich fiir Essigsdure ein schnelles,
pH-abhingiges Ubergehen von Nicht-Anregbarkeit zu Anregbarkeit in einem pH-
Bereich von =~ 2,1 — 2,4. Dartiber hinaus besitzen die erzeugten Essigsdurepulse,
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im Gegensatz zu Ethanol, nicht nur bei  1Hz Frequenzanteile, sondern auch bei
~ 9Hz und ~ 18Hz. Die Geschwindigkeitsanaylse zeigte, dass die niedrigen Frequen-
zen (~ 1Hz) charakteristisch fiir die Ausbreitung der Pulse auf DPPC-Monolayern
niedrigen Oberflichendruckes (< 102%), die hoheren Frequenzen (~ 9Hz) dagegen
charakteristisch fiir die Ausbreitung der Pulse auf DPPC-Monolayern héheren Ober-
flichendruckes (> 15%) sind. Essigsaure zeichnete sich mit diesen Eigenschaften von
allen bis dort hin betrachteten Substanzen aus.

Um die Relevanz der Essigsdureanregung in natiirlichen Prozessen (vor allem im
synaptischen Spalt von Nervenzellen), zu unterstreichen, wurde abschliefend ein
natiirliches Lipidsystem in Form von Schweinehirnlipid-Monolayern benutzt. Diese
konnten mit Hilfe der Essigsdure genauso angeregt werden, wie zuvor die DPPC-
Monolayer. Es zeigten sich sowohl die Frequenzanteile bei 9Hz, als auch eine pH-
Abhingigkeit des Ubergangs von Nicht-Anregbarkeit zu Anregbarkeit der Mono-
layer. Alle Versuche zu Schweinehirnlipiden wurden sowohl bei 24°C als auch bei
37°C auf Ringerlosung durchgefiithrt und zeigten so, dass die Essigsdureanregung
von Lipidmembranen fiir natiirliche Vorgédnge von Bedeutung sein kénnte.

Auf Grund der einfachen Lipid-Monolayer-Anregung dieses Kapitels rechtfertigt sich
eine genauere Betrachtung der Idee, Nervenreize als Druckpulse auf der Nervenmem-
bran zu interpretieren. Dementsprechend wird im folgenden Kapitel eine Wellentheo-
rie der Nervenreizleitung entwickelt und vorgestellt, die die bekannte Theorie nach
Hodgkin und Huxley benutzt und in vereinfachter Form beinhaltet.
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Die Experimente zur natiirlichen Anregung von Lipid-Monolayern (vgl. Kapitel 5),
zeigten sehr klar, wie selbst auf Schweinehirnlipid-Monolayern auf einfache Art und
Weise Pulse erzeugt werden konnten. Diese besitzen, im nahezu physiologischen
Druckbereich (~ 252X [19]), Ausbreitungsgeschwindigkeiten von ~ 1% und liegen
damit in dem Bereich, in dem sich Reize auf unmyelinierten Nerven ausbreiten
(1-5% [16]). Unmyeliniert bedeutet in diesem Zusammenhang, dass keine zusétzli-
chen Schwann-Zellen um das Nervenaxon gewickelt sind, so wie es in Abbildung 6.1

angedeutet ist.

Nervenzellkdrper

Vesikel
(mit Acetylcholin)

Unmyelinirtes Nervenaxon Myelinirtes Nervenaxon

Nervenreiz B
Zellkern Schwann-Zellen

Synaptischer Spalt
(mit Acetylcholinesterase)

Abbildung 6.1.: Schematische Skizze des synaptischen Spaltes zwischen zwei Nervenzellen. Das
linke Axon ist unmyeliniert und ist deswegen im Gegensatz zum rechten myelinierten Axon nicht
von Schwann-Zellen umwickelt. Kommt ein Reiz am linken Nerven an, werden Vesikel mit Ace-
tylcholin ausgeschiittet, die sich durch eine Verschmelzung mit der Nervenzellmembran in den
synaptischen Spalt entlehren. Dort wird das Acetylcholin von dem Enzym Acetylcholinesterase in
kiirzester Zeit in Cholin und Essigsdure aufgespalten.
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Die Lipid-Membranen der Nervenzellen sind im Gegensatz zu den untersuchten Mo-
nolayern, Bilayer, wobei letztere, wie bereits erlautert (vgl. Abschnitt 2.5), sehr eng
zueinander verwandt sind. Aufserdem bleiben die Gleichungen fiir die longitudinale
Wellenausbreitung (mit oder ohne viskose Kopplung: 4.7 oder 5.4) vollig unbeein-
flusst, nimmt man an, ein Bilayer besteht aus zwei weitestgehend entkoppelten Mo-
nolayern [49, 38, 50, 37, 42|. Auf Grundlage dessen, wird deshalb im folgenden Kapi-
tel ein Vorschlag gemacht, wie die bestehende, am weitesten anerkannte Sichtweise
der Nervenreizleitung nach Hodgkin und Huxley, mit der Idee einer propagierenden
Welle auf den Nervenmembranen vereint werden koénnte.

6.1. Parallelen der Essigsaureanregung zu den
Vorgangen im synaptischen Spalt

In Abbildung 6.1 ist die Skizze des Synaptischen Spaltes zwischen dem Ende des
Nervenaxons einer Nervenzelle und dem Zellkorper einer weiteren Nervenzelle zu
sehen. Er ist nur wenige 10nm breit. Kommt am linken Axon in Abbildung 6.1 ein
Nervenreiz an, so 16st dieser die Produktion und Wandern von, mit Acetylcholin be-
fiillten, Vesikeln aus. Diese verschmelzen mit der Zellmembran am Ende des Axons
und geben so ihr Acetylcholin in den synaptischen Spalt ab, in dem die Acetylcho-
linkonzentration sehr schnell (= 1 — 10ms) auf ~ 1%"1 ansteigt. Dadurch ausgelost,
so wird angenommen, dockt das Acetylcholin vermehrt an entsprechende Rezepto-
ren der rechten Nervenzelle in Abbildung 6.1 an und 16st so einen Nervenimpuls
aus [113]. Anschliefend wird das Acetylcholin von einem sehr schnell arbeitenden
Enzym, der Acetylcholinesterase, in Essigsdure (bzw. das Acetat, das sehr schnell
protoniert wird) und Cholin zerlegt. Der gesamte Vorgang der Erregungsiibertragung
zwischen zwei Nervenzellen 1duft innerhalb weniger ms ab, so dass Nervenzellen bis
zu 1000 Nervenreize pro Sekunde abfeuern kénnen [113].

Ausgehend von den in Kapitel 5 durchgefiihrten, einfachen Experimenten muss ver-
mutlich davon ausgegangen werden, dass die Membran der angrenzenden rechten
Nervenzelle (vgl. Abbildung 6.1) von der rapide entstehenden Essigsdure im syn-
aptischen Spalt zusétzlich angeregt und ein Druckpuls (mit Frequenzen im 100Hz-
bis 1000Hz-Bereich) auf der Nervenmembran erzeugt wird. Dies kann geschehen,
ob das Acetylcholin zuvor an Rezeptoren andockt oder nicht. Fiir die Vorgénge
im synaptischen Spalt ist es dementsprechend zu erwarten, dass mit einem durch
Acetylcholinausschiittung angeregten Nervenreiz, gleichzeitig ein Druckpuls auf der
Membran entstehen wird, der sich dann gemeinsam mit dem Nervensignal ausbreiten
kann.
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6.2. Theorie der Wellenausbreitung auf Membranen
im Sinne der Nervenreizleitung

An dieser Stelle soll die Idee der Nervenreizleitung als Wellenphdnomen (in Form
von Druckpulsen) auf den Nervenzellmembranen genauer betrachtet und dazu be-
nutzt werden, sie in einem eigenen theoretischen Modell zu formulieren. Eine erste
Rechtfertigung fiir diese Idee liefern bereits die Formen der Druckpulse aus Kapitel
5 (beispielsweise Abbildung 5.26), die starke Ahnlichkeit zur Form des elektrischen
Signals eines Nervenreizes (Aktionspotential) besitzen [113].

Vorteil der Sichtweise als Wellenphdnomen wére unter anderem, dass sie auf direk-
tem Weg die mechanischen und thermischen Anderungen wihrend eines Nervenrei-
zes mitbeschreiben wiirde. Zur Veranschaulichung soll hier die Temperaturdnderung
auf einem Lipidmonolayer durch Druckpulse, wie sie in Kapitel 5 mit Essigsdure
angeregt wurden, abgeschétzt werden. Benutzt man in Gleichung 4.9 die Beziehung
¢x = B;AT @, aus Anhang A.2, ergibt sich fiir die Temperaturédnderung 7’, dass
T = g—;. Mit B; ~ 4,1- 1072 (Anhang A.2) und einer Pulshéhe von ~ 0,1 - 10732
(vgl. Abschnitt 5.6 oder 5.5) wird impliziert, dass T’ ~ 10mK ist. Verglichen mit
den auf Nerven gemessenen Temperaturdnderungen von ~ 2uK [11] wéhrend ei-
nes Aktionspotentials, ist dieses T’ vergleichsweise grof. Das begriindet sich zum
einen darin, dass hier nicht die tatséchliche Druckpulsamplitude von Nervenreizen
benutzt wurde. Zum anderen muss auch beachtet werden, dass bei den Messungen
der Temperaturanderungen an Nerven nicht die tatsdchliche Warme in der Mem-
bran bestimmt wird, sondern nur durch einen Temperaturfiihler auf der Membran
gemessen wird. Beriicksichtigt man dies, konnten solche Druckpulse die Tempera-
turdnderungen bei Nervenreizen ohne weitere Annahmen erkldren, wobei zugleich
die mechanischen Veranderungen am Nerven inhérenter Bestandteil der Pulse wéren.

Um zusétzlich die elektrische Erscheinung des Nervenreizes mit dem physikalischen
Phénomen einer Welle (oder eines Druckpulses) zu verbinden, soll hier der Ionengra-
dient, der um die Nervenmembran besteht, miteinbezogen werden. Dieser entsteht
durch sogenannte Ionenpumpen (Proteine), und wird in den folgenden Abschnitten
6.3 und 6.4 genauer diskutiert. Hier soll die, durch den Ionengradienten an der Ner-
venzellmembran entstehende, Potentialanderung V wiahrend eines Nervenreizes mit
in die Wellengleichung (vgl. Gleichung 5.4 Abschnitt 5.1.1) eingefiihrt werden, um
auch die elektrischen Erscheinungen auf der Nervenmembran theoretisch einzube-
ziehen.

Die aus Abschnitt 5.1.1 bekannte Gleichung 5.4 soll im Folgenden in Abhéngigkeit
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6.2. Theorie der Wellenausbreitung auf Membranen im Sinne der Nervenreizleitung

vom Druck 7" betrachtet und formuliert werden. Die Idee, wie das Potential V in diese
Wellengleichung integriert werden kann, ist die Abhéngigkeit der Membrandruckén-
derung 7’ von der Potentialanderung V. Abschnitt 5.6.1 folgend kénnen die kleinen
Anderungen von n” nur kleine Anderungen im Oberflichenpotential der Membran
erzeugen (bei einem physiologischen Membrandruck von =~ 25% bei Schweinehirnli-
piden: = 0, 1%-1% ~ 0, 1mV << 1-70mV). Dagegen konnen die groften Anderungen
in V , die durch das FlieRen der Ionenstréme bei der Nervenreizleitung entstehen
konnen (vgl. Abschnitt 6.3 und 6.4), sehr wohl merkliche Anderungen in 7’ hervorru-
fen (bei einem physiologischen Membrandruck von ~ 25 % bei Schweinehirnlipiden:

mN
~ 1mV - 12 ~ 12%). Der durch einen Potentialgradienten % zusitzlich erzeugte

Ox
Druckgradient a;r—" soll durch die Relation 2% = Y& ausgedriickt werden, wobei
ox Ox

ox
X =~ 1% (vgl. Abschnitt 5.6.1).

Zum Aufstellen der entsprechenden Gleichungen werden die gleichen Voraussetzun-
gen und Nomenklaturen wie in Abschnitt 5.1.1 benutzt. Zunéchst gilt wiederum die
Kontinuitétsgleichung (vgl. auch Gleichung 4.5).

on’ 1 vy _ OV, on’ 6.1)
= —— = —Kg—— .
ot ks Ox dx0t S o

In die Eulergleichung geht nun zusétzlich der durch die Spannung V erzeugte Druck-
gradient X‘g—‘; ein und modifiziert Gleichung 5.3 folgendermafien.

avmx__an'_f B G_V
ro o Ox Vimx X@x

OVyx B o’n’ OVyux o’V

(6.2)

= Pgex T o Sox Xom

Zusammen mit Gleichung 5.9, in der & = €% \fwpy,7,,, ergibt sich durch Verwenden
und Gleichsetzen von Gleichungen 6.1 und 6.2 die Wellengleichung der Ausbreitung.

o*n 0*n - on’ %
_ + 2 et Vo 2 0 6.3
KsPoTgp T gz THSETNOPWIT g m T X g (6.3)

Um diese Gleichung zu 16sen, ist es nétig den Term )(‘227‘2/ genauer zu identifizieren
und bestenfalls in eine einfache Relation zur Oberflachendruckénderung n” zu brin-
gen. Da V durch die Ionengradienten und Ionenstréme um und durch die Membran
bestimmt ist, soll im folgenden die Theorie der Nervenreizleitung nach Hodgkin und

Huxley beschrieben werden, die im wesentlichen auf diesen Strémen und Gradienten
PV

beruht. Im Anschluss soll diese Theorie modifiziert werden, um den Term y %= in

Abhéngigkeit von 7’ darzustellen.
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6.3. Die Theorie nach Hodgkin und Huxley

In der Reihe ihrer Arbeiten [8] ist eine der Grundideen, die Hodgkin und Huxley
formulieren, dass sich die Membran durch ein elektrisches Ersatzschaltbild darstellen
ldsst. Die Membran beinhaltet dabei ionenspezifische Kanéle, die jeweils nur Na*-
Ionen oder K*-Ionen leiten kénnen und einen entsprechenden Widerstand besitzen.
Abbildung 6.2 veranschaulicht diese Situation.

In dem Ersatzschaltbild der Membran, bekommt letztere zunéachst eine konstan-
te Kapazitdt C und einen konstanten Widerstand R; zugeordnet, der ein Mafs fiir
die Leckstrome iiber die Membran sind. Weiterhin werden die Ionenkanéle durch
verdnderliche Widerstande Ry, und Rx dargestellt. Uber jeden dieser Widerstinde
fallt das entsprechende Membranpotential E; v,k ab, dass durch die verschiedenen
Ionengradienten oder Leckstrome definiert ist. Die Ionengradienten selbst wurden
zuvor durch entsprechende Ionenpumpen in der Membran hergestellt, so dass sich
ein Ruhemembranpotential E, einstellt. Die Idee ist nun, dass durch duftere Span-
nungen ausgelost, die Ionenkanéle 6ffnen, die Ionengradienten sich ausgleichen und
sich so das gesamte Membranpotential E dndert. Dies ist wiederum im Experiment
als elektrisches Signal am Nerven messbar.

Aulen

+
K-Kanal T Na-Kanal

Innen

Abbildung 6.2.: Das elektronische Ersatzschaltbild das Hodgkin und Huxley dazu verwende-
ten ihre Nervenreizleitungstheorie zu formulieren. Die Membran selbst besitzt einen Widerstand
R; und die Kapazitdt C. Daneben sind die Widerstande von Na-Ionenkanélen Ry, und die von
K-Tonenkanilen Rgx mitberiicksichtigt. Uber jeden Widerstand fillt das entsprechende Membran-
potential Ez v,k ab.

Um den Ausgleich der Ionengradienten zu beschreiben, wird der gesamte Membran-
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6.3. Die Theorie nach Hodgkin und Huxley

strom / in seine ionen bzw. leckspezifischen Anteile Iy, x zerlegt, die wiederum
durch die jeweiligen Potentiale und Widerstande ausgedriickt werden.
ov

oV
I = CE +INa +IK +IL = CE +gNa(V_ VNa) +gK(V_ VK) +gL(V— VL) (64)

Wobei in dieser Gleichung g7 /na/x = m, V=(E-E,) und Vingk = (Erngx — E)).
In der Darstellung von Hodgkin und Huxley folgen nun eine Reihe von Annahmen fiir
die gy, und gg beziiglich derer Spannung- und Zeitabhingigkeiten und die dement-
sprechende Einfiihrung von Parametern. Das Ergebnis ist ein Satz von Gleichungen
und Parametern mit Hilfe derer der Gesamtstrom / durch die Membran beschrieben

werden kann. Der gesamte Membranstrom I bekommt dabei folgende Form.
5V _ 3 — 4
I= CE + gNa ]’Z(V - VNa) + gxn (V - VK) + gL(V - VL) (65)

Wobei folgende Gleichungen aufserdem erfiillt sein miissen.

ill_l: = a’n(l - n) _ﬁnn

cil_’:l = am(l - m) _IBmm (66)
dh

E = ay(1 —h) - BLh

Fiir die Vorfaktoren a,,u/, und B,/m/n gilt zudem:

0,01(V +10)
Oy = —Vm
e —1
B, =0, 125¢%
0, 1(V + 25)
Um = Vs .
e —1 (6.7)
B = e%
ay =0, 07e
1
Bn=—~m——
e +1

Fiir die Parameter in Gleichungen 6.7 benutzten Hodgkin und Huxley Fits an experi-
mentell an Nerven ermittelten Ionenstrémen und deren Spannungs- und Zeitabhén-
gigkeit. Dieses Vorgehen zeigt, was Hodgkin und Huxley erreichen wollten: eine phe-
nomenologische Beschreibung der elektrischen Erscheinung der Nervenreizleitung.
In [8] betonen sie dies selbst, als sie versuchen eine physikalische Interpretation zu
geben: For the sake of illustration we shall try to provide a physical basis for the
equations, but must emphasize that the interpretation given is unlikely to provide
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a correct picture of the membrane. Beispielsweise begriindeten sie den Faktor n* in
Gleichung 6.5 damit, dass durchschnittlich vier K*-Ionen an eine bestimmte Region
der Membran (den Tonenkanal) gelangen miissen um diesen zu aktivieren und durch
die Membran geleitet zu werden |8].

Mit der Beschreibung des Membranstroms I ergibt sich noch keine Gleichung, die
das elektrische Signal entlang der Nervenmembran propagieren wiirde. Eine weitere
Annahme wird fiir die Propagation notig. Der Membranstrom I soll sich ringférmig
schliefen, wie es in Abbildung 6.2 angedeutet ist und sich deshalb fortpflanzen.

Dieser Kreisstrom soll durch das Plasma des Inneren des Nervenaxons laufen und

PV
e
Axons und R der spezifische Widerstand des Axonplasmas ist. Da es nun irrelevant

wird von Hodgkin und Huxley durch I = ausgedriickt, wobei a der Radius des

ist, ob man einen Nervenreiz an verschiedenen Stellen x oder zu verschiedenen Zeiten

. . . 2
t betrachtet wird der Kreisstrom weiter umgeformt zu I = T’CQ%,

Ausbreitungsgeschwindigkeit des Nervenreizes ist. Dieser Kreisstrom muss sich auch

wobei ¢ die

durch die Membran bewegen wie es oben beschrieben wird, so dass sich die Gleichung
der Nervenreizausbreitung nach Hodgkin und Huxley ergibt.
a 0*V ov

———— = C—— + gnam’ h(V = Vo) + gxn*(V = Vi) + go(V = V. 6.8

SR 912 o T8N ( Na) + 8xn'( k) +81( L) (6.8)
Diese Gleichung wurde in [8] anschliefend numerisch behandelt, so dass Kurven-
verlaufe von Nervenreizen in der Zeit, sogenannte Aktionspotentiale, mit den tat-
séchlichen Messungen auf Nerven verglichen werden konnten. Darauf soll hier nicht
weiter eingegangen werden. Wichtige Annahmen der Theorie nach Hodgkin und
Huxley sollen aber nochmals kurz zusammengefasst werden:

o Membranstréme: Eine Vielzahl an Parametern und Gleichungsstrukturen (Glei-
chungen 6.6 und 6.7) wurden durch Fit an experimentelle Messungen be-
stimmt. Der physikalische Hintergrund fiir das angenommene Verhalten wird
von Hodgkin und Huxley nur in einem Bild vorgeschlagen. Markant sind fiir al-
le Parameter der Leitfahigkeiten, die mit Hilfe der ay,/x und By, /x beschrieben
werden, dass sie stets in exponentieller Form von der Membranspannungsén-
derung V abhéngen.

o Kreisstrome: Damit sich die Membranstrome ausbreiten konnen, wird ange-
nommen, dass sich diese in Form von Kreisstromen iiber die Membran und
durch das Plasma der Nervenaxone schliefsen. Erst so entsteht, ein sich aus-
breitendes elektrisches Signal.

Unter Abwandlung der ersten Annahme und der Verwendung des Prinzips der Wel-
lenausbreitung auf Nervenmembranen an Stelle der zweiten Annahme, soll im Fol-
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genden eine einfache physikalische Verkniipfung von Membranstromen, dem Mem-
branpotential und dem Membrandruck vorgestellt werden.

6.4. Modifikation der Theorie nach Hodgkin und
Huxley

Die grundlegende Idee fiir die folgenden Darstellungen soll stets die eines propa-
gierenden Wellenphdnomens (Druckpulses), als physikalische Interpretation des sich
ausbreitenden Nervenreizes sein. Damit kann zunédchst die Annahme der sich schlie-
fsenden Kreisstrome fallen gelassen werden. Sie ist fiir die Propagation des Nerven-
signales nicht mehr notwendig, da dieses im Bild eines Wellenphédnomens ohnehin
propagiert.

Dariiber hinaus sollen die Strome durch die Membran auf Grund von Ionenkanélen
oder Leckstromen stark vereinfacht dargestellt werden. Die komplizierten Funktio-
nen in n, m und h, die in Gleichungen 6.5, 6.6 und 6.7 auftreten und im wesentlichen
die Leitfahigkeit der Membran wiederspiegeln, werden durch folgende einfachere An-
nahmen ersetzt.

e Die Leitfahigkeiten der Ionenkanéle bzw. Nervenmembran sollen in einfacher
Weise exponentiell (Ke*) vom Oberflichendruck der Nervenzellmembran ab-
héngen. Zum einen ist bekannt, dass viele Proteine bzw. Ionenkanéle ohnehin
durch den Membrandruck gesteuerte Konformations- und Leitfdhigkeitsdnde-
rungen durchlaufen kénnen und die Anzahl der verdnderten Proteine bzw.
Tonenkanéle dabei exponentiell vom Membranruck abhéngt [114]. Zum ande-
ren sind die Annahmen zu den Ionenkanélen in der Theorie nach Hodgkin
und Huxley stets so, dass die Leitfdhigkeit in irgendeiner Weise exponentiell
von der Spannung V abhéngt, wobei die Messungen des Oberflachenpotenti-
als ¥ (vgl. Abschnitt 5.5.4) zeigen, dass V wiederum selbst vom Druck 7 der
Membran bestimmt ist.

e Die lonenkanile sollen zur weiteren Vereinfachung als ionenunspezifisch ange-
nommen werden, so dass die Ionenkanalleitfihigkeit in einem Term g; = Ke*
zusammengefasst werden kann.

e Die Jonenpumpen stellen wie zuvor einen Ionengradienten, bzw. ein Ruhepo-
tential V, her. Der Einfluss der Leckstrome auf den Ionengradienten soll zur
Vereinfachung als eine Verringerung des Ruhepotentials mitberiicksichtigt sein.

e Fiir das, sich im Gleichgewicht befindliche, Ruhepotential soll der Strom der
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Kapitel 6: Wellenphdnomene zur Beschreibung der Nervenreizleitung

Ionenpumpen Ip die Strome durch die Ionenkanéle bzw. Nervenmembran genau
kompensieren.

e Die Kapazitiat C der Membran muss nicht konstant sein und kann sich entspre-
chend der Potentialinderung V (vom Ruhepotential V,) &ndern. Damit muss
ein zusatzlicher Membranstrom V% beriicksichtigt werden (als Ergebnis der

Ableitung der Ladung % =2CcV)=vE+CY).

Es sei noch erwdhnt, dass das Potential V im Allgemeinen auch direkt vom Ober-
flachenpotential ¥ und damit 7 der Membran abhéngt. Nach Abschnitt 5.6.1 liegt
diese Abhéngigkeit aber im 0, ImV-Bereich und die betrachteten Potentialanderun-
gen eines Aktionpotentials im 10mV-Bereich [8|, so dass diese Abhéngigkeit hier
vernachlissigt werden soll. Unter diesen Annahmen verdndert sich Gleichung 6.4
der Theorie nach Hodgkin und Huxley zu folgender Gleichung.

ac v
Ip=V—+C— +Ke"(V -V, :
p=Vor+ Con + K (V= V) (6.9)

Befindet sich das System im Gleichgewicht, bedeutet obige Gleichung, dass sich
je nach Oberflichendruck 7 ein gewisses V einstellen wird. Zum Einstellen dieses
Gleichgewichts werden Strome fliefen. Dies wird im Vergleich zur akustischen, wel-
lenartigen Ausbreitung in der Membran sehr schnell stattfinden und soll im Gegen-
satz zur Theorie nach Hodgkin und Huxley hier keine spezifische Zeitabhangigkeit
besitzen. Deshalb geniigt es Gleichung 6.9 nur fiir den Gleichgewichtsfall zu betrach-
ten, so dass die Terme V%—f +C %—‘; verschwinden, da sie nur, fiir ein sich mit der Zeit
verdnderndes System, Einfluss nehmen. Dariiber hinaus ist es ausreichend, nur die
Anderungen 7" des Oberflichendruckes 7 = my + 7’ zu betrachten, da Anteile von
mp in der Konstante K in Gleichung 6.9 mitzusammengefasst werden konnen. Damit
ergeben sich folgende einfache Beziehung fiir den Strom der Ionenpumpen Ip (fiir
V =0, 7/ = 0) und die sich ergebende Potentialdnderung V bei einer Druckénderung

um 7.

IP = —KVr
Iy
V =
Kel™

1.0rdnung ,
~ V.Lr

+ V.= V(1 —et™) (6.10)

In Gleichung 6.10 ist das Ruhepotential V, fiir Nervenzellen bekannt (V, ~ =70mV
[113]) und es bleibt nur L als unbekannter Parameter, der die Oberfléchendruckéin-
derung 7’ mit der Leitfahigkeit der Ionenkanéle bzw. Nervenmembran verbindet. L
kann im néchsten Abschnitt mit Hilfe der Theorie nach Hodgkin und Huxley abge-
schatzt werden. Die Naherung 1. Ordnung aus Gleichung 6.10 wird im Folgenden in
der Wellengleichung 6.3 benutzt.
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6.5. Vereinigung der Modifikation mit der
Wellenausbreitung auf Membranen

Fiihrt man die Ndherung 1. Ordnung in Form von V ~ V,La’ (vgl. Gleichung 6.10)
in die Wellengleichung 6.3 ein, ergibt sich folgende Differentialgleichung.

o*n 0P . on’ o*n’
—kspo v I e o v, L2 =0 6.11
KsPOg T xRS T NWPWI T T XY g (6.11)

Mit dem Wellen-Ansatz n/ = Ae %9 lisst sich die Dispersionsrelation fiir den
Wellenvektor k in Abhéngigkeit von der Frequenz w bestimmen. Das Auflésen nach
dem komplexen k (und die Bestimmung von J(k) und R(k)) wird wieder mit Hilfe
der mathematischen Software Maple durchgefiihrt, wobei nur die Losungen fiir £ die
in positive x-Richtung propagieren, weiter betrachtet werden sollen.

0= Kspoa)2 -k - i/(geiZTr pwnww% —/\/V,Lk2

\/(1 +XVrL)(1 + i)KS (p0w2 + ip0w2 + 1/2pw77ww%) (612)
k =
(1 +xV,L)(1 +i)

=
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Abbildung 6.3.: a) Ausbreitungsgeschwindigkeiten ¢ = %= nach der Dispersionsrelation aus

R
Gleichung 6.12. b) Dampfung 8 = —3J(k) nach der Dispersionsrelation aus Gleichung 6.12. Fiir

alle Kurven werden folgende Experimenten entsprechende Parameter verwendet: ks ~ 10%, po ~

mN
1-1070%  p, ~ 10002, 5, ~ 11073 Pas, V, = =70mV, y ~ 1% und L = 0,01/0,02/0, 1 %

Wieder sind durch die Beziehungen 8 = —3(k) und ¢ = #k) die Dampfung S und
die Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢ der Wellenlosungen von Gleichung 6.11 gegeben.
Fiir den vorliegenden Fall der Nervenreizleitung erweist sich vor allem die Damp-

fung als interessant, da sie moglichst gering sein sollte um, sich iiber weite Strecken
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ausbreitende, Nervenreize zu ermoglichen. Um die entsprechenden Funktionen 8 und
¢ plotten und analysieren zu kénnen ist noch eine Abschatzung fiir L notig. Diese
soll grob mit Hilfe der Funktionen @, n, bzw. By/m/;m aus den Gleichungen 6.7 der
Theorie nach Hodgkin und Huxley geschehen. a,/u/» und B,/m/» bestimmen die Ab-
héngigkeit der Ionenkanalleitfahigkeit vom Potential V. Wiirde dieses V nur durch
7’ bestimmt, so wire nidherungsweise nach Abschnitt 5.6.1 V =~ 1:;111:,77'. Beispielsweise
gilt nun g, o e® ~ % fiir 7' in % Damit wire dementsprechend L =~ 8—10% ~ 0,01-2%.
Da alle @, und B,/mn in hoheren Potenzen (hoch 4 oder hoch 3) in die Leitfa-
higkeiten der Theorie nach Hodgkin und Huxley miteingehen, ist dieses L ~ 0,01-%
eine untere Grenze, so dass L > 0,01-%. Dementsprechend zeigt Abbildung 6.3 a)

und b) die ¢- und B-Kurven fiir L = 0,01/0,02/0, 1-2%.

Fiir den, fiir die Nervenreizleitung relevanten Bereich von w zwischen 100% und
1000%, wird die Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢ im Vergleich zu Wellen nach Kapi-
tel 5 (=~ 1%), gréfer und riickt damit je nach L weiter in den natiirlichen Bereich
der Nervenreizleitung von 1 — 5% [16]. Die Dampfung g zeigt abhingig von L ein
weit aulergewohnlicheres Verhalten. Ab einem gewissen Wert von L =~ 0,014 wer-
den plotzlich negative Dampfungen erzeugt. So ergibt sich fiir L ~ 0,02-% eine
negative Dampfung, die impliziert, dass sich entsprechende Wellen iiber sehr weite
Strecken ausbreiten konnen. Dies lasst sich auf den zusétzlich durch die Ionengra-
dienten implizierten Druckgradienten auf die Membran erkléren, die aus dem zuvor
stark gedampften System, ein durch den Ionengradienten zusétzlich getriebenes Sys-
tem machen. Die negative Dampfung 8 weiter theoretisch zu interpretieren, ist nicht
sinnvoll, da Ndherungen (V in 1. Ordnung) durchgefiihrt wurden, die aus einem kom-
plexen, nichtlinearen Gleichungssystem, das losbare Gleichungssystem 6.11 machen.
In einem natiirlichen System wird ein negatives 8 vermutlich dazu fithren, dass sich
die Wellen bis zu einer gewissen Amplitude verstérken, bis die dadurch zuséatzlich
entstehenden Reibungseffekte oder Begrenzungen durch den Ionengradienten und

die Nervenzelle, das weitere Anschwellen der Amplitude verhindern.

Gleichung 6.11 und die daraus folgende Abbildung 6.3 a) und b) zeigen, dass durch
den zusétzlichen Ionengradienten, der von der Nervenzelle aufgebaut wird, ein ge-
triebenes System entstehen kann, dass eine Propagation von Signalen ohne Abnahme
der Signalstirke erlaubt. Wiirde man die exaktere Gleichung fiir V = V(1 — ¢7%)
benutzen, ergidbe sich statt Gleichung 6.11, eine, wie bereits erwédhnt, nichtlineare
Differentialgleichung, die von der Amplitude der angeregten Wellen abhéngig un-
terschiedliche Ergebnisse liefern kann. Deshalb soll kurz eine grobe Erwartung for-
muliert werden, wie sich die nichtlineare Gleichung in Abhéngigkeit der Anregungs-
amplituden verhélt. Es lasst sich vermuten, dass erst wenn die zu Beginn angeregte
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Amplitude (bestimmt durch die Randbedingung zum Zeitpunkt ¢t = 0) grofs genug
PV
2

die L-Abhéngigkeit in Abbildung 6.3 impliziert wird), eine ungeddmpfte Ausbrei-
tung der Anregung méglich wird. Dies entspriche dem ,,All-Or-Nothing-Ubergang

ist um den Term y<%= iiber einen gewissen Schwellenwert zu heben (wie er durch

von Nerven, der beschreibt, wie ein Nerv erst dann anregbar ist, wenn ein gewisses
Mindestpotential bei der Anregung iiberschritten wird. Dieses Verhalten bleibt aber,
ohne numerische Losung des nicht linearen Gleichungssystems, eine Vermutung.

Auf alle Details dieser einfachen Wellentheorie der Nervenreizausbreitung soll hier
nicht eingegangen werden. Es zeigt sich aber, dass sowohl elektrische, als auch me-
chanische und thermische Details der Nervenausbreitung konsistent erklart werden
konnten. Die messbaren lonengradienten und Ionenfliisse nehmen, wie in der Theo-
rie nach Hodgkin und Huxley, wesentlichen Anteil am elektrischen Signal des Ner-
venreizes. Zusétzlich erzeugt die parallel und fiir die Ausbreitung verantwortliche,
akustische Welle die mechanisch mefbaren Verdnderungen am Nervenaxon [10].
Gleichzeitig werden aber auch die thermischen Verédnderungen [10], entsprechend
dem Ansteigen und Absinken der Temperatur wihrend eines Nervenreizes, durch
eine propagierende Druckwelle mit impliziert (vgl. Gleichung 4.9). Vorteil dieser
Wellentheorie der Nervenreizausbreitung ist es zudem, dass die Vielzahl an Annah-
men und Experimenten iiber Eigenschaften von Ionenkanélen oder Rezeptoren am
Nerven, die im Zuge der Theorie nach Hodgkin und Huxley entstanden sind, beste-
hen bleiben konnen, da letztere Theorie direkter Bestandteil (hier in vereinfachter
Form) der vorgestellten Wellentheorie ist.
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Kapitel 7: Zusammenfassung und
Ausblick

Ein strukturierender Hauptbestandteil einer jeden lebenden Zelle sind die Lipid-
membranen. Durch ihre wassrigen Grenzflichen separieren sie die Zelle von ihrem
Auferen und unterteilen sie in ihrem Inneren. Schon alleine deshalb ist auch die Dy-
namik dieser Membrangrenzflichen von direktem biologischem Interesse. Da Lipid-
Monolayer einfachen Zugang zu den physikalischen Eigenschaften dieser Grenzfla-
chen geben, wurden sie in dieser Arbeit dazu benutzt, die Dynamik von Lipidmem-
branen zu untersuchen. Zunachst wurde deshalb ein erweitertes, dynamisches Monte-
Carlo-Simulations-Modell aufgebaut, das aufzeigte, dass sowohl Dynamik als auch
Thermodynamik von Lipidmembranen Einfluss auf messbare makroskopische Gro-
flen nehmen kénnen. Das Kernthema dieser Arbeit sollte aber die Relevanz von dyna-
mischen Wellenphénomenen im Bezug auf die Nervenreizleitung sein. So wurde auf
experimenteller Seite insbesondere die Ausbreitung von Wellen und Pulsen auf Mo-
nolayern betrachtet. Die Ergebnisse zeigten, dass Stérungen auf Lipid-Monolayern
elektrisch oder chemisch angeregt werden kénnen. Auf chemischem Weg erzeugte
Monolayerpulse breiteten sich iiber makroskopische Distanzen mit Geschwindigkei-
ten von 0, 1-2% aus und verdnderten dabei sowohl mechanische als auch elektrische
Eigenschaften des Monolayers. Sowohl Theorie, als auch Bedeutung dieser Phéanome-
ne wurde in der vorliegenden Arbeit diskutiert und in einem abschliefenden Kapitel
in einer einfachen Theorie der Nervenreizleitung auf Grundlage von Wellenausbrei-
tung vereint.

7.1. Dynamische Monte Carlo Simulation von
Lipid-Monolayern

Um die Beschrankungen der bekannten, statischen Zwei-Zustands-Modelle zur Monte-
Carlo-Simulation von Lipidmembranen [19] zu iiberwinden, wurde in Kapitel 3 ei-
ne dynamische Erweiterung letzterer Simulationen vorgestellt und implementiert.
Diese beruht im wesentlichen darauf keine festen Ordnungen des Lipidgitters vor-
zusehen, sondern flexibel bewegliche Gitterplatze durch ein festes Federnetz (har-
monische Potentiale) zu verbinden. Nach der energetischen Vervollstandigung der
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notigen thermodynamischen Potentiale und der Fixierung aller nétigen Parameter
an einzelnen Messungen, konnten auf diese Art und Weise experimentell gemesse-
ne Lipid-Monolayer-Isothermen auch in strukturellen Details reproduziert werden.
Die Berechnung der experimentell schwer zugéinglichen Warmekapazitiat aus den
Simulationen erlaubte zudem die Uberpriifung von theoretisch und experimentell
begriindeten Vorhersagen der Proportionalitdat von Warmekapazitiat und Kompres-
sibilitdt eines Lipid-Monolayers [31]. Mit Hilfe des so getesteten und implementierten
Simulationsmodells konnte anschliefend ein Experiment (von J. Neumann und M.
Hennig [23, 22|), in dem Lipid-Bilayer periodisch angeregt wurden und so ein unter
dem Fluoreszenzsmikroskop beobachtbares Muster erzeugten, reproduziert werden.
Das berechnete Muster (e‘i”z) entsprach exakt den experimentellen Erwartungen.
Auf Grund des vergleichsweise einfachen Modells des vorgestellten Simulations-Typs
und dessen geringen Bedarfs an Rechenleistung (alle Berechnungen wurden an einem
handelstiblichen Heimrechner durchgefiihrt), bieten sich eine Vielzahl von Erweite-
rungen an. So konnten Strukturen wie Vesikel oder Zylinder sehr leicht umgesetzt
werden und, wie die praktische Anwendung bereits demonstrierte, auf den Einfluss
von dynamischen Anregungen hin analysiert werden (als Analogie zu mit Ultraschall
angeregten Vesikellosungen [15]). Daneben konnte der Einfluss von geladenen Lipi-
den, durch zusétzliche Coulombsche Krifte, untersucht werden und so der Ladungs-
(respektive pH-) Einfluss auf Monolayer-Isothermen untersucht werden (vgl. expe-
rimentelle Untersuchungen [104, 101]). In einer umfassenden Erweiterung konnten
auch Strémungen in den Lipid-Membranen simuliert und untersucht werden. Dies
geldnge durch ein Wechselwirkungsschema, bei dem die Lipide nicht {iber ein festes
Federnetz miteinander verkniipft sind, sondern nur Federwechselwirkungen mit ih-
ren jeweiligen, momentan néchsten Nachbarn eingehen. So wéren die physikalische
Diffusion in den Lipidmembranen und die Einfliilsse der Stromung auf den Phasen-
zustand der Lipide ergriindbar.

7.2. Elektrische Anregung von Lipid-Monolayern

Die in Kapitel 4 vorgestellte, elektrische Anregung von Wellenphdnomenen auf Lipid-
Monolayern, beruht auf der Kopplung eines periodischen (IDT), elektrischen Wech-
selfeldes an die Ladungen und Dipole der Lipide. Die angeregten Wellenphénomene
auf den Lipid-Monolayern, erzeugten rapide Oberflichendruckinderungen bei be-
stimmten Frequenzen fi, die unter Verwendung der durch die Periodizitat (IDT)
vorgegebenen Wellenldnge A, mit einer Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢ = Af; ver-

kniipft werden konnten. Der Vergleich dieser Geschwindigkeiten mit den theoretisch

fiir eine rein akustische Welle erwarteten (¢ = /ﬁ) zeigte ohne jeden Fitting-
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Parameter gute Ubereinstimmung. Die theoretische Betrachtung deutete auf eine
geringe Dampfung dieser Wellenphdnomene hin. In der anschliefenden Deutung
wurde vorgeschlagen, dass es, durch das elektrische Wechselfeld mit seinen hohen
Frequenzen (MHz) und damit Energien, zur Anregung eines akustischen Wellen-
phédnomens kommt, das schlufendlich zum ,Reiffen oder ,Kollabieren* der Lipid-
Monolayer fiihrt. Dies wurde dann als rapide Oberflichendruckinderung bei be-
stimmten Frequenzen firegistriert.

Zukinftige Fluoreszenz- oder BAM(Brewster- Winkel)-Mikroskopaufnahmen in der
Néahe der Anregung, konnten weiter Aufschluss {iber ein etwaiges ,,Kollabieren* oder
,Reiften der Lipid-Monolayer geben. Daneben konnte die Periodizitdat vergrofiert
und so die notigen Frequenzen f; veringert werden, was auf Grund der geringeren
Energien das vermutete ,,Reiffen” verhindern kénnte. Eine erhebliche Verkleinerung
der Periodizitdt konnte unterdessen auch interessante Ergebnisse liefern, da eine
starke Erhohung der Anregungsfrequenz (GHz), den viskos beeinflussten Teil der
Wassersubphase des Lipid-Monolayers stark verkleinern wiirde, bis schlieflich nur
noch das Wasser an der direkten Grenzfliche zu Lipid oder zu Luft beeinflusst wiir-
de. So konnten sich Riickschliisse auf die Wasserstruktur an Grenzflichen und die
Einfliisse durch Lipid-Monolayer ergeben. Unabhéngig davon ist ein weiteres An-
wendungsgebiet der entwickelten Anregungstechnik der Einfluss von Radio- oder
Hochfrequenz-Strahlung auf Lipid-Monolayer und die Beeinflussung natiirlicher Or-
ganismen durch Strahlung. Die Experimente hier zeigten bereits, dass es zu Verénde-
rungen der Lipidmembranen kommen kann. In diesem Sinne liegen Untersuchungen
des Einflusses von beispielsweise Rontgenstrahlung sehr nahe, der bislang nur wenig,
bzw. zum Kenntnisstand in dieser Arbeit, nicht betrachtet worden ist.

7.3. Natirliche Anregung von Lipid-Monolayern

Kapitel 5 stellte eine natiirlichere Art fiir die Pulserzeugung auf Lipid-Monolayern
vor, die auf dem Aufbringen kleiner Tropfen verschiedener Substanzen (Losungs-
mittel, Séuren) auf die Monolayer beruhte. So konnten Pulse mit Frequenzen im
Hz-Bereich erzeugt werden, die sich mit Geschwindigkeiten im Bereich von 0, 1 —2%
ausbreiteten, was den theoretischen Erwartungen einer niederfrequenten Welle, die
viskos an die Wassersubphase koppelt, entspricht. Bei der Anregung mit verschie-
denen Losungsmitteln (Ethanol, Methanol, Pentan, Chloroform) zeichnete sich ins-
besondere Ethanol durch kurze Pulslingen und hohe Pulshéhen und Pulsfrequen-
zen (~ 1Hz) aus und wurde fiir detailierte Analysen von Relaxationszeiten und der
adiabatischen Kompressibilitat der Monolayer verwendet. Die Verwendung von hoch
konzentrierter Salzséure erzeugte nur schwache Pulse und zeigte so, dass eine schlag-
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artige Verdnderung des pHs an den Monolayern nicht gut zur Anregung geeignet ist.
Im direkten Bezug zu den Vorgéngen im synaptischen Spalt von Nervenzellen wurde
abschliefsend die Essigsdureanregung untersucht und zeigte eine ausgezeichnete Fa-
higkeit Druckpulse auf Monolayern zu erzeugen. Die Essigsdureanregung zeichnete
sich durch eine scharfe pH-Abhéngigkeit (um pH ~ 2), hohe Pulshéhen und hohe
Pulsfrequenzen (bis zu ~ 10Hz) aus, sowohl bei der Anregung von reinen DPPC-
Monolayern, als auch von natiirlichen Lipid-Monolayern aus Schweinehirnlipidex-
trakt. Fiir letztere Druckpulse wurde auferdem experimentell die direkte Kopplung
von Oberflichendruck- und Oberflichenpotentialveranderungen nachgewiesen und
damit die direkte thermodynamische Kopplung verschiedener Monolayereigenschaf-
ten in einem dynamischen Vorgang gezeigt.

Fiir weitere Untersuchungen kénnten beispielsweise Geruchsstoffe verwendet wer-
den, von denen bekannt ist, dass sie sich in der Natur in den Lipidmembranen von
Nervenzellen 16sen und dadurch Nervensignale auslosen konnen, die dann im Ge-
hirn verarbeitet werden [115]. Erste, im Rahmen dieser Arbeit gemachte, Versuche
mit den reinen Gasphasen solcher Geruchsstoffe deuteten darauf hin, dass sich auf
diese Art und Weise Druckpulse auf Lipid-Monolayern auslosen lassen. Als weite-
re Analogie zu den Sinnen, konnten zum Beispiel durch Licht ausgeloste Pulse auf
Monolayern untersucht werden, die dhnlich bereits in [97] mit Hilfe eines lichtemp-
findlichen Polymers ausgelost wurden. Dazu kénnte die Verwendung von Lipiden
oder Proteinen, die selbst bereits lichtsensitiv sind, dienen. Dementsprechend wé-
re eine optische oder elektrische Detektion von Monolayerpulsen relevant, die mit
einfacher (Fluoreszenz- oder BAM-) Mikroskopie oder im Sinne der Umkehrung der
elektrischen Anregung (IDTs) aus Kapitel 4 durchgefiihrt werden kénnte.

7.4. Schlufifolgerungen fiir Wellenphanomene im
Bezug zur Nervenreizleitung

Das wichtigste Ergebnis der Experimente dieser Arbeit ist, dass Lipid-Monolayer
auf sehr einfache Art und Weise angeregt werden und die erzeugten Pulse tragen
konnen. Dies impliziert die direkte Relevanz von Membransignalen in natiirlichen
Zellen. Eines dieser Signale wéren Nervenreize, die im synaptischen Spalt vermutlich
mit Druckpulsen auf der Membran verkniipft sind, wie es die Essigsdureanregung
andeutet.

Deshalb wurde im abschlieffenden Kapitel 6 versucht eine einfache Wellentheorie
der Nervenreizleitung zu entwickeln. Die Grundidee letzterer ist, dass jeder Ner-
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venreiz nicht nur aus dem elektrischen Signal, das durch ein- und ausstrémende
Ionen erzeugt wird, besteht, sondern gleichzeitig ein propagierender Druckpuls, Teil
des Reizes ist. Deshalb wurde die durch den Ionengradienten erzeugte Spannung
tiber die Zellmembran (vgl. Theorie nach Hodgkin und Huxley [8]) direkt mit de-
ren Oberflachendruck verkniipft und in die Gleichungen der Wellenausbreitung nach
Kapitel 5 eingefiihrt. Die sich ergebenden Losungen zeigten Wellen verschwinden-
der Dampfung, die, getrieben von der zusétzlichen Kraft des lonengradienten, iiber
weite Strecken, dhnlich zu Nervenpulsen, propagieren konnten.

Diese Wellentheorie der Nervenreizleitung zeigt, wie auf einfache Art und Weise
elektrische, mechanische und thermische Phianomene der Nervenreizausbreitung in
Einklang gebracht werden kénnen. Dabei ist die Theorie nach Hodgkin und Huxley
direkter Bestandteil der vorgestellten Wellentheorie und kann in Letztere in ver-
einfachter oder komplexer Form mit eingehen. Damit bleiben Gedanken, Ideen und
Ergebnisse der Theorie nach Hodgkin und Huxley erhalten und stehen in keinem
Widerspruch zur entwickelten Theorie. Dariiber hinaus unterstiitzen die experimen-
tellen Ergebnisse dieser Arbeit, durch ihre Einfachheit und Klarheit, diese Sichtweise
auf Nervenreize und damit die vorgestellte Idee zur Wellentheorie der Nervenreizlei-
tung.
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Anhang A: Thermodynamische
Beziehungen und
Herleitung

A.1. Adiabatische Kompressibilitat

Bei adiabatischen Prozessen gilt dQ = 0 und damit fiir reversible Prozesse, dass dS =
% = 0. Die adiabatische Kompressibilitiat entspricht somit der Kompressibilitat bei

konstanter Entropie §, also kg = %(%)g. Unabhingig davon sind die Anderungen
der extensiven Variablen S (r, T) und A(xr, T) [16] gegeben durch:
0A 0A
dA = (_) dr + (_) ar (A1)
or ), aT ),
oS N
ds =|—| d —| dT A2
> (6” )T i (8T )n (A2)

Fiir einen adiabatischen Prozess folgt dS = 0 und somit aus Gleichung A.2, dass

dT = - (%)T / (g—‘;)ﬂ dr. Setzt man letztere Bedingung in Gleichung A.1 ein, ergibt

sich nach Bilden der Ableitung nach n (,Multiplikation mit d%) Folgendes.

oa) _ (04) _(o4) (&), A3
(97r5_87rT 6Tﬂ(z_~;) ’
Verwenden der Maxwell-Relation (‘3—5) = —(g—’;) und der Definition von ¢, aus
)T b4

Gleichung 2.5 ergibt nach Multiplikation mit % die zu Gleichung 2.9 dquivalente
Gleichung;:

Ks = KT —

) =g = 292 A4
Ac, \OT T @r (A4)

T s

T (aA )2 TA

A.2. Thermodynamische Kopplung von
Membraneigenschaften

Folgende Herleitung orientiert sich an den Darstellungen in [29]. Uber doppelt auf-
tretende Indizes soll im Folgenden summiert werden (Einstein’sche Summenkonven-
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tion). Zunéchst sollen die Fluktuationen thermodynamischer Grofen in Abhéngig-
keit der zweiten Ableitungen der Entropieinderung dargestellt werden. Seien x; die

Abweichungen der intensiven Grofen von ihrem Mittelwert und § — Sy = AS, =
1 lik AS,
B 0x; (9x

piednderung des Systems sein soll. Fiir kleine Anderungen x; lassen sich ihre konju-

1 : _
—3BaXix, mit B;; = konst. =

wobei AS, die gesamte, fluktuierende Entro-

gierten, extensiven Grofsen X; folgendermafen darstellen.

9 9AS,
X; = Tan . om = BikXk (A.5)

Im folgenden werden die Mittelwerte (x;x;) und (X;X;), die die Fluktuationen des Sys-
tems charakterisieren, bestimmt Die Wahrscheinlichkeit fiir den Zustand des Paares
X; Xy ist gegeben durch o )M exp(— 2,B,kJC,xk) Daraus lasst sich (x;X;) bestimmen, denn
nach [29] gilt:

xiXi) = o )n/2f foke( PBw3ist) g, dx, = Oy (A.6)

Benutzt man Gleichung A.5 in obiger Gleichung A.6, so ergibt sich:

OPAS
() = ), = ko5 A7)

Ist das System im Gleichgewicht, so muss zur Auslenkung aus diesem, die ent-

sprechende Entropieanderung AS, durch eine Energiednderung des Systems erzeugt
werden. Diese Energieinderungen des Systems sind z.B. (AH — TAS + VAp) oder
(AH —TAS + AAr), die aufserhalb des Gleichgewichts ungleich Null sind. Ein Steigen
von (AH — TAS + AAn), verschiebt das System aus dem Gleichgewicht, also aus dem
Entropiemaximum, muss also eine negative Entropieéinderung erzeugen. Damit er-

gibt sich AS, = aASg —i (AH —TAS + AAr) und da T = g? ﬁ AS ergibt sich schliefslich

AS, = —%(AH(S, 7T) TAS(H,m)+AAn(S, H)), wobei AH(S, ), AS (H, ) und An(S, H)
Funktionen der Variablen S, H und 7 sind. Auf gleiche Weise lésst sich zeigen, dass
AS, = —%(AF(T,A) + SAT(F,A) + nAA(F,T)). Somit kann Gleichung A.7 erweitert

werden:

- (GZASg)_l . T(az(AH(S,n)—TAS(H,n)+AA7r(S,H)))_l
iXj] = —Kp = KB
0)6,'6)6/' ax,ﬁxj
kT O*(AF(T,A) + SAT(F,A) + nAA(F, T)) -
— 6x,-8xj

(A.8)

Fiir die Ableitungen der Verdnderungen AR = AF/AH/AS, gilt: aﬁ% = %. Fiir das

betrachtete System kann nun das geeigneten Potential verwendet werden um <x,~x j>
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entgiiltig zu bestimmen. Werden die Fluktuationen x;;; = 6§ der Entropie S betrach-
tet, so ergibt sich beispielsweise fiir isobare Prozesse (Ar = 0) unter Verwendung der
Darstellung in H folgender Zusammenhang.

Auf die selbe Art und Weise lassen sich, nach Erweiterung der Potentiale um Wdg,
mit dem Oberflichenpotential ¥ und der Oberflichenladung ¢ (siehe Gleichungen
2.2 - 2.4), fiir die Fluktuationen §A, 6S und &g folgende Aquivalenzen zeigen:

Cas

(aZ(AH(S,n)—TAS(H,n)+AAn(S,H)))_ 9 (a_H)
85 0S s |

(SASA) = kT Aky (A.10)
(6g6q) = kT Cr (A.11)
(6868 = kg (A.12)
(6AS8S) = kzTAa, (A.13)

Um die Proportionalitdt der Gleichungen A.10 - A.13 zu beweisen werden nun die
Clausius-Clayperon-Gleichungen betrachtet. Zusammen mit den experimentellen Er-
gebnissen fiir Monolayer, die zeigen, dass sich der Phaseniibergangsdruck z, oder das
Phaseniibergangspotential ¥, linear mit der Temperatur 7 verdndern [42, 31|, besa-

gen diese:
0 AS
a—’;’ = =2 _ konst. = B, & AS = B,AA (A.14)
v, AS
8_T[ = A_q = konst. = By © AS = B\pAC[ <A15>

Es wird angenommen, dass diese linearen Zusammenhénge fiir den gesamten Pha-
seniibergangsbereich und damit auch fiir kleine Fluktuationen gelten (A =~ §). Da
(konst.x;x;) = konst. {x;x;), ergibt sich somit aus Gleichungen A.10 - A.13:

Ac, ~ B2AT Axr (A.16)
Ac, = B,AT Aa, (A.17)
Acy = BGTACT (A.18)

Woraus endlich die Proportionalitdten aus Gleichung 2.11 folgen:

Ac, = B2AT Ak ~ B AT A, ~ BLTACy

(A.19)
= Ac; o< Akr o< A, o< ACr
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Anhang A: Thermodynamische Beziehungen und Herleitung

Die Konstanten B, und By konnen aus den Messungen der Verschiebung des Phasen-
iibergangsdruckes mit der Temperatur ermittelt werden. Obwohl die exakten Werte
je nach Lipidtyp oder Lipidmischung unterschiedlich ausfallen (~ +20%), kénnen
Richtwerte mit B, = 4,1- 1072 [14] und By =20 - 1073% [116, 31| angegeben wer-
den [116, 31|. Damit ist eine gegenseitige Abschitzung von Grofen nach Gleichung
A.19 moglich.

A.3. Oberflaichenspannungsmessung mit einer
Kelvinsonde

Einige technische Details zur Kelvinsonden-Technik sind in [117] und [118] darge-
stellt. Folgende Herleitung richtet sich nach [119], entsprechend dem als Kelvinsonde
in dieser Arbeit verwendetend Gerétes (TREK Inc., Model 325).

Ausgangspunkt sei Abbildung 2.6. Durch das Vibrieren der Elektrode mit der Fre-
quenz w und der Amplitude AD gegeniiber dem Potential U zum Monolayer entsteht
ein Strom I. Ist C = WZ‘)D;% die mit w variierende Kapazitit des Kondensators
(der Fldche A) zwischen vibrierender Elektrode und Referenzelektrode, so ist I ge-
geben durch:
dcC ADwcos(wt) ADwcos(wt)
1= U = VoA D, s ADsinwny ~ C €Dy + ADsin(wi) (4.20)

Dieser Strom soll nun durch eine zuséatzliche Spannung U, = Ujsin(wt) an der vi-

brierenden Elektrode, die einen Strom I’ = C % erzeugt kompensiert werden. D.h.
|| = |I’| und damit:

AD t
CUpwcos(wt) = UC a)cos‘(a) )
Dy + ADsin(wt) (A.21)
Ut() AD fir AD<<Dy '
= konst.

U Dy + ADsin(wt)
Misst man AUy fiir einen bekannten Potentialsprung AU (zum Beispiel mit Hilfe
eine Batterie), kann die Konstante in Gleichung A.21 bestimmt werden. Somit l4sst
sich im Anschluss jede Verdinderung von U und damit des Oberflichenpotentials des
Lipid-Monolayers bestimmen.

A.4. Bestimmung der Gibbs freien Energie fiir das
einfache Simulations-Modell

Fiir das in Abschnitt 3.2.1 beschriebene Modell sind zur Bestimmung der Gibbs
freien Energie G folgende Parameter des hexagonalen Systems bekannt.

138



A.4. Bestimmung der Gibbs freien Energie fir das einfache Simulations-Modell

e Ingesamt sind n Lipide im System
e L sind n, geordnete Lipide mit freier Enthalpie H, und Entropie S, im System

e Es sind ny = n — n, ungeordnete Lipide mit freier Enthalpie H; und Entropie
S s im System

e Es bestehen n,, geordnet-geordnet Kontakte, nyr ungeordnet-ungeordnet Kon-
takte und ny, ungeordnet-geordnet Kontakte

e Die Wechselwirkungsenergien sind gegeben durch e, fiir geordnet-geordnet,
€f¢ fiir ungeordnet-ungeordnet und ey, fiir ungeordnet-geordnet Kontakte. Es
gibt nur Nachste-Nachbar-Wechselwirkungen.

Folgende einfache Beziehungen ergeben sich so:

e Die Gibbs freie Energie eines komplett geordneten Systems ist gegeben durch
G, = n(H, — TS, + 3€,,). Dabei ergibt sich 3¢,, aus der Tatsache, dass sich je
zwei Lipide eine Wechselwirkung teilen und jedes Lipid in einem hexagonalen
Modell sechs néachste Nachbarn hat.

® ng, =3n, —ngr/2 und nyr = 3ny —ngp/2. Erstere Beziehung lisst sich beispiels-
weise dadurch erklédren, dass die maximale Anzahl von geordnet-geordnet Kon-
takten durch 3n, gegeben ist. Sind nun einige Lipide ungeordnet muss davon,
da sich zwei Lipide eine Wechselwirkung Teilen, die Halfte der ungeordnet-
geordnet Kontakte n,,/2 subtrahiert werden um die tatsachliche Anzahl n,,
zu erhalten. Gleiches gilt umgekehrt auch fiir ny;.

Fiir ein beliebeiges System ist G somit durch folgende Beziehung gegeben.

G = I’lg(Hg - TSG) + I’lf(Hf — TSf) + Ngg€ge + Nrr€ry + Ngr€of
=ng(Hy —TSq)+ng(Hy =TS )+ (Bng —ngr/2)ee + Bny — ngp/2)€rs + Ngr€yr
=n(Hy, —=TSq) +n/(Hf =TS )~ (Hy —TS¢)) + 3ne, — 3ns€g, + 3ns€sy

€,y + €
+ gr (Efg - gngf)
=n(H, —TS¢ +3€q) +ns(Hf =TS s+ 3€ry) — (Hy, — TS + 3€g,))
€gg T Eff
(e 22)

= Gg + I’lf(AH —TAS) + NgrWef
(A.22)

Wobei AH = (Hy + 3n7€77) — (Hy + 3ng60), AS = S s — S, und wyy = € — %50,
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A.5. Berechnung der Ableitung des statistischen
Mittelwertes der freien Enthalpie H

Zunichst wird zur Veranschaulichung die Ableitung von Z = Y, e %/%" in (H) =
1 3 Hie /%" nach der Temperatur berechnet.

aZ a -G /kgT 8 —H;/kgT-S ;/kp 1 -G i/kgT
- = J - — J j - H: Jj1kB A2
oT oT [Z ¢ oT Z ¢ kpT? Zj: j€ (A.23)

J J

Durch konsequentes Ableiten wie in Gleichung A.23, kann so die Beziehung in Glei-
chung 3.6 hergeleitet werden:

(5<H>) _i(ZiHie_Gi/kBT)

oT T 7
kBZT2 i H2 e CilkeT — k;;% (Zi Hie—Gi/kBT) (ZiHie—G;/kBT)
= =
11 » opor 1 orr 2 (A.24)
B
(H2) — HY’
= e

A.6. Berechnung der Federharten aus den
Kompressibilitaten

Die Ausgangssituation ist in Abbildung 3.4b) veranschaulicht. Vergrofert sich ein
Lipid der Kompressibilitat « in alle Richtungen gleichméfig um die Fliche AA, von

Ay aus, entsteht die Energie i%}z Damit verldngern sich im vorgestellten Bild die

. . . . . . 2
Federn um Ax, von x, aus, und die Energie 3kAx? wird frei, die wiederum i%

entsprechen soll. Zunéchst wird die Verkniipfung von AA und Ax bestimmt:

3V3 3V3 3V3
Ay = —\/_xé und Ag + AA = —\/_(xo + Ax)* = i(x% + 2x0Ax + Ax’)
2 i 2 2 (A.25)
= AA = T(2onx + Ax?)
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A.7. Berechnung der Lipidfiichen aus den Lipidpositionen

Gleichsetzen der Energien liefert den Zusammenhang zwischen k und «:

| ((Bexax+a)) 3v3(1
3kAX* = o =G = (—2(4x(2)Ax2 + 4xoAx® + Ax*)
. % KA\
313 Ax AR
o 3kAX® = —\/_sz (l + ax + _xz) (A.26)
K X0 4x0
V3 Ax  Ax?
ok=—|1+—+—
K Xo 4)60

A.7. Berechnung der Lipidflachen aus den
Lipidpositionen
Abbildung A.1 veranschaulicht die Situation. Das Ziel ist es die dort skizzierte Flache

A zu berechnen. Die Summe aller sechs dieser umgebenden Dreicksflachen entspricht
der Flache des Lipids. Es geniigt also die Berechnung einer Dreiecksfliache zu zeigen.

Flache A

Abbildung A.1l.: Exemplarischer Teil einer Lipidfliche in Form einer Dreiecksfliche A. Diese ist
durch die Seitenléingen a, b und ¢ zu den benachbarten Lipiden zusammen mit den Federhéirten
bestimmt.

Sei Lipid 1 mit 2 durch die Seite b verbunden, 1 mit 3 durch ¢ und 2 mit 3 durch a.
Entsprechend sind die Federhérten ki, k, und k3 definiert. Der Kosinus des Winkels
v zwischen b und c ist gegeben durch:

>+t -a?

- (A.27)

cos(y) =

Sei Ax,; und Axy,, die Streckung der Federn der Seite b von Lipid 1 oder 2. Sei

k = (kl—l + kiz)_l die Federkonstante der seriellen Federn auf b. Sind diese nun um

Axp, = (b — xo1 — x02) gestreckt, gilt (xo;, X2 sind die Ruheldngen der Federn an Lipid
1 oder 2):
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Axb = Axbl + A)Cbz
Axpk

—— (1 1 k
& Axbl = Axb - Axbz = F —-—— —|= Axb 1- k_ (A28)
2

Damit ist Axp; durch die zu Beginn gegebenen Grofsen bestimmt, wobei sich gleiches
fiir Ax. zeigen lasst. Da nun die Léngen der Federn x,; = xo; + Axp; und x. =
Xo1 + Ax. von Lipid 1 bekannt sind, ldsst sich die Dreiecksfliche A mit Hilfe von
Gleichung A.27 berechnen.

— 2 2
Xal = \/xb1 + X = Xp1Xe1€08(y)

Xa1 + Xp1 + Xei (A.29)
2

= A = \s1(51 = xa)(51 = Xp1)(51 — Xe1)

S1 =

A.8. Bedingung fiir Totalreflexion einer akustischen
Welle an einer Grenzflache

Medium 1 besitze die akustische Ausbreitungsgeschwindigkeit ¢;, Medium 2 die Aus-
breitungsgeschwindigkeit ¢,. Die Grenzflache befinde sich bei x = 0 in der yz-Ebene,
wobei ohne Beschrankung der Allgemeinheit angenommen werden kann, dass der
Wellenvektor £ der einfallenden Welle Ae@=k:v=13) - eine x-Komponente k;, und
eine y-Komponente kj, hat und mit dem Einfallswinkel @, auftrifft (die Einfallswin-
kel werden zum Lot auf die yz-Ebene gemessen). Die gebrochene Welle sei entspre-
chend durch k>, und ks, mit ®, bestimmt. Es gilt k;, = sin®,k; und ky, = sin®sk,,
wobei k; und k, die Lange des Wellenvektoren der Wellen im entsprechenden Medium
seien. Bei x = 0 muss gelten, dass ki, = ky,, da die y-Komponente der Wellenausbrei-
tung fiir alle Zeiten und Punkte der y-Achse die gleiche sein muss und nicht von der
x-Koordinate abhéngt (vor allem bei x = 0). Dagegen besitzt die Ausbreitung der
Welle in x-Richtung eine Randbedingung bei x = 0 und es kann deshalb sein, dass
kix # ko.. Flir die Wellen mit Frequenz w im Medium gilt ferner, dass k; = % und
k, = % Aus ki, = ky, folgt damit unmittelbar, dass:

sin®k; = sin®,k, & sin®12 = sin@)z2
C1 C
sin®; (A.30)

sin®, ¢
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Bei Totalreflexion muss ®; so geschaffen sein, dass ky, = cos®k, < 0 © @, > 90°.
Damit folgt aus Gleichung A.30 fiir den mindestens zu erreichenden Grenzfall, dass
®, = arcsin (i—fsin@l) = 90°. Damit folgt direkt die Bedingung fiir Totalreflexion:

0, > arcsin=t (A.31)
(&%)

A.9. Temperaturverteilung in der Subphase durch
eine akustische Monolayer-Welle

Die Temperaturleitungsgleichung in einer Dimension, ahnelt der Navier-Stokes-Gleichung
fiir rein viskose Fliissigkeiten und hat folgende Form.

or 02
o X2 (A.32)
Dabei ist y = d1e Temperaturleitfahigkeit, in der a die Wéarmeleitféhigkeit, ¢, die

Warmekapamtat bei konstantem Druck und p die Dichte des betrachteten Korpers
ist. Linearisiert man diese Differentialgleichung fiir kleine Temperaturdnderungen
AT, Zeiten At und Strecken Ax, so folgt, dass Ax?> = yAt. Fiir kleine Strecken [ = Ax
lasst sich also die Zeit 7 = At abschétzen, die die Temperatur in einem Ko&rper
bendtigt um sich iiber [ auszugleichen. Fiir / in Abhéngigkeit von 7 ergibt sich
folgender Zusammenhang.

I~ [yt (A.33)

Nun wird der Fall einer periodischen Temperaturschwankung T = Te™' in der xy-
Ebene bei z = 0 betrachtet, die durch den sich stédndig komprimierenden und ex-
pandierten Monolayer erzeugt wird. Die entstehende Verteilung T'(z, ) in z-Richtung
soll mit Hilfe der Warmeleitungsgleichung A.32 bestimmt werden. Auf Grund der
Randbedingung bei z = 0 wird der Ansatz T(z,f) = Toe ™€ verwendet und in

Gleichung A.32 eingesetzt.

wt—z

= T(z,t) = Tpe * 2Xe(
Das bedeutet, dass die Temperatur unter der xy-Ebene der periodischen Schwankung

folgt und exponentiell in z-Richtung abklingt. Die Temperaturverteilung ist also fest
durch die Randbedingung bei z = 0 vorgegeben.
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A.10. Verkniipfung von Kompressibilitat und
Relaxationszeiten

ox
b
X iiber einen Transportkoeffizienten L direkt proportional zur Affinitat z—f( der Entro-
ax
ot
mit den von vielen physikalischen Phanomenen bekannten Verkniipfungen von Fluss

Nach Onsager ist der thermodynamische Fluss & einer thermodynamischen Variable

pie S, was durch die Bezichung < = Lg—f( ausgedriickt wird. Diese ist vergleichbar

und Gradienten, wie beispielsweise von Warmefluss und Temperaturgradient. Fiir

die Flachenidnderung A’ = A — A eines Monolayers (Flache A, Gleichgewichtsflache

Ao, Entropie §) gilt damit:
0A’ oS oS

(A.35)

- L=
ot 0A’ 0A
Ist der Monolayer nahe am Gleichgewicht Ay (mit Entropie Sy), lasst sich die Entro-
pie S entwickeln (nur die Terme 2.0Ordnung bleiben im Gleichgewicht bestehen) und
zusammen mit Gleichung A.35 die Differentialgleichung der Relaxation aufstellen.
1(0%S

i el /A/ g —
2 (aA2 )AO T 9A oA

0A" (%S
(22 A
= ot (8A2)A0

as oS 0%S
S:S()+ = _(

- A’
),
(A.36)

Die Losung zu obiger Gleichung ist eine Funktion der Form A’ = Aée‘ﬁ, die nach
Einsetzen die Relation —% = L(ngSZ)A liefert. Diese kann folgendermafen umgeformt
werden, wobei dazu die Definition V(z)n kr;s aus Gleichungen 2.6/2.9 und die Bezie-
hungen 7 = Z—f und T = Z—g verwendet werden.

__ L _1(om) fiwer~10 (OE) _ & (10EdS) _(9S
TirsA T\OA)ys — TOA\OA)ys  OA\T IS 8A )5 \0A?)yq

A4y 1 1 KT/SAT
= ——=-L S T=
T TKT/SA L

(A.37)

Damit ist die Relaxationszeit 7 der Flachendnderung A’ eines Monolayers direkt
proportional zu dessen Kompressibilitat «7,s. Gleiches muss auch fiir die Relaxa-

tion der Oberflichendruckdnderung n’ gelten, denn nach der Definition von ks
1A
KT/S A
verkniipfen. Das bedeutet, dass sich bei der Relaxation von 7’ lediglich Amplitude

(Gleichungen 2.6/2.9) ldsst sich dieser in guter Naherung mit A” durch n’ = —

und Vorzeichen gegeniiber der entsprechenden Relaxation von A’ &ndert, so das der
Zusammenhang fiir die Relaxationszeit T aus Gleichung A.37 bestehen bleibt.
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B.1. Herstellung von Lipidproben, Losungen und

Sauren

B.1.1. Lipidproben und Losungen

Alle verwendeten Lipide wurden von Awvanti Polar Lipids in geléster Form oder als

Pulver bezogen. Fiir die Filmwaagenexperimente werden stets 1073-Losungen der

Lipide hergestellt.

e DPPC : Die gelieferte, geléste Form von DPPC ist stets in 1025-Losungen in
Chloroform und wird deshalb direkt verwendet. In Pulverform Werden in etwa

10mg des Lipides in ein zuvor griindlich mit Chloroform gereinigtes Proben-

flaschen abgewogen. Das exakte eingewogene Gewicht m wird dazu benutzt

mit Hilfe einer Hamiltonspritze m =0, 1 ’"é Chloroform in das Probenflédschchen

abzumessen, um so die 1073-Lésung der Lipide zu erhalten.

e DPPG : Die gelieferte, geléste Form von DPPG ist stets in 102%-Losungen
in Chloroform-Methanol-Wasser (65:35:8) und wird deshalb direkt verwen-
det. In Pulverform werden in etwa 10mg des Lipides in ein zuvor griindlich

mit Chloroform gereinigtes Probenfldschchen abgewogen. Da sich das Lipid

in reinem Chloroform nicht 16sen lésst, wird als Losungmittel eine Mischung

aus Chloroform und Methanol mit etwas Wasser verwendet. Dementsprechend

Wird das exakte eingewogene Gewicht m benutzt um mit einer Hamiltonspritze

lml

m* == %0, Chloroform, m == %0, 12 ’"’ Methanol und m * ==

108 108 108

%0, 1’"1 Wasser

in das Probenﬂaschchen abzumessen, um so die 1078-Loésung der Llplde zu

erhalten.

° Schweinehirnlipide : Die gelieferte, geloste Form der Schweinehirnlipide ist

stets in 10 ;-Losungen in Chloroform und wird deshalb direkt verwendet. Die

Pulverforrn erd in diesem Fall nicht benutzt, wobei sie auf die selbe Art und
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Weise wie DPPC gelost wiirde. Tabelle B.1 zeigt die Lipidkomponenten die im
benutzten Schweinehirnlipidextrakt vorhanden sind.

Komponente | Prozentualer
Anteil (%)
PC 9,6
PE 16,7
PI 1,6
PS 10,6
PA 2,8
Unbekannt 58,7

Tabelle B.1.: Zusammensetzung der Schweinerhirnlipide, bei denen es sich um das Extrakt der Li-
pide aus einem Schweinehirn handelt. Es sind nur die jeweiligen Kurzbezeichnungen der Kopfgrup-
pen angegeben, die kombiniert mit verschiedenen Langen und Typen von Kohlenwasserstoffketten
auftreten kénnen.

B.1.2. Sauren und Losungsmittel

Es werden in dieser Arbeit verschiedene Konzentrationen von Salzsdure, Essigsédure
und Ethanol in Wasser verwendet. Der pH des verwendeten, reinen Wassers war stets
~ 6,5, was einer H*-Konzentration von cy = 10‘6’5’”7"1 ~ 3,2 10‘7’"701 entspricht.

e Salzsdure : Als Ausgangspunkt dient 37%ige Salzsdure, bei einer Konzentra-
tion von c¢g = 12@. Salzsdure ist eine sehr starke Sdure und dissoziiert des-
halb komplett, so dass angenommen werden kann, dass in einer Wasserlosung
von Salzsiure die, den pH definierende Konzentration cy = 1077H @ des H™,
der Konzentration ¢ der Salzsdure entspricht. Um ein Volumen V von reinem
Wasser mit Hilfe von Salzsdure auf einen bestimmten pH einzustellen, muss
dementsprechend folgende Menge Vs der 37%ige Salzsdure zu V hinzugegeben
werden.

PHmTOI ey = WVrEVs Ly vy, (B.1)

107
V+ Vg CHg — Cs
Auf diese Weise werden wiassrige Losungen von Salzsédure bei den pHs 5, 4, 3,

2, 1,0 und —1 (entsprechend reiner 37%iger Salzsdure) hergestellt.

e Essigsidure : Als Ausgangspunkt dient reine Essigsdure bei einer Konzen-
tration von cp, = 17’”7‘”. Essigsdaure ist eine schwache Sdure mit einer Sau-
rekonstante pKs ~ 4,76 und damit Ks ~ 1077022 Fiir letzteren Wert gilt
K = %, wobei angenommen wird, dass sich die Azetat- und H*-
Konzentrationen entsprechen und damit ¢c(CH3;COO™) = ¢(H") = cy. Die Kon-

zentration der Sadure wird im Folgenden als ¢s (= ¢(CH;COOH)) bezeichnet.
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Der minimal pH, der mit reiner Essigsédure erreicht werden kann, ist ~ 1,8
(was sich aus der Relation 1077 ’”T”’ = cy = VKscp, ergibt). Um einen gewis-

sen pH und damit eine H*-Konzentration cy einzustellen ist eine Essigsdure-
;i _ (0rHy
— _H _—_

Konzentration cg = % %, notig. Fiir ein Volumen V von reinem Wasser,
lasst sich das notige Volumen Vs von reiner Essigsdure folgendermafen be-
stimmen.
G _ (0l
Cg = — = ————
Ks Ks (B.2)
cwV + cpy Vs Cwy — Cs
CS — ur @ VS — V
V+ Vs Cs = Cpur

Auf diese Weise werden wéssrige Losungen von Essigsaure bei den pHs 5, 4,
3,2,2,8,2,6,2,4,2,2 2,1,2, 1,9 und 1,8 (entsprechend reiner Essigsiure)
hergestellt.

e Ethanol : Als Ausgangspunkt dient reines Ethanol bei einer Konzentration
von cp, = 17,2”’70[. Zum Vergleich sollen die selben Konzentrationen der Es-
sigsdure (cs) auch fiir Ethanol (cg) eingestellt werden. Fiir ein Volumen V von
reinem Wasser, lasst sich das nétige Volumen Vg von reinem Ethanol folgen-
dermaften bestimmen.

! C%_I (lo—pHmTol)2
CE=C=—F = ———
Ks Ks (B.3)
crurVE —Cg
cg=—0——"7Vg=—-—"-V
V+ Ve CE — Cpur

Auf diese Weise werden Wasserlosungen von Ethanol bei den Konzentrationen
5,8-107*2 (vgl. pH Essigsiure ~ 4), 5,8 - 107222 (vgl. pH Essigséure ~ 3),
91 10‘2’”7"1 (vgl. pH Essigsdure = 2,8), 0, 36’”701 (vgl. pH Essigsdure ~ 2,6),
0, 91’”701 (vgl. pH Essigsiure ~ 2,4), 2, 29'”701 (vgl. pH Essigsdure = 2,2), 3, 63'”7"[
(vgl. pH Essigsiure ~ 2, 1), 5,752 (vgl. pH Essigsiure ~ 2) und 9, 1222 (vgl.
pH Essigsdure ~ 1,9) hergestellt.

B.1.3. Ringerlosung

Zur Herstellung der Ringerlosungen wird eine vorgefertigte Mischung veschiedener
Salze und Substanzen von Sigma Aldrich verwendet. Tabelle B.2 zeigt die Kompo-
nenten um einen Liter an Ringerlosung herzustellen. Diese Mischung wird zunéchst
in einem Glaskolben in etwa 0,9/ reinem Wasser gelost. Anschliefslend werden 1,26g
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) gelost. NaHCO; dient als Puffer nach dem
Reaktionschema CO%‘ +H" & HCO; + H" & H,CO; und hélt so den pH der Lo-
sung auf einem konstanten pH von = 7, unabhéngig davon ob kleine Mengen an
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Sauren oder Basen zur Ringerlosung hinzugegeben werden. Anschlieffend wird das
Wasser in dem Glaskolben auf 1/ aufgefiillt und die so hergestellte Ringerlosung

kann fiir Experimente verwendet werden.

Komponente Menge in g (entspricht ¢ in Losung)
D-Glucose 1,8
Magnesiumchlorid (MgCl) 0,0468
Kaliumchlorid (KCI) 0,34
Natriumchlorid (NaCl) 7
Natriumphosphat, dibasisch (NaH,PO,) 0,1
Natriumphosphat, monobasisch (Na,HPOy,) 0,18

Tabelle B.2.: Substanzen und deren Mengen der Mischung, die zur Herstellung einea Liters an

Ringerlosung verwendet wird.

B.2. Typischer Vorgang eines

Filmwaagen-Experiments

Zum Beginn eines jeden Experiments ist ein griindliches Reinigen und Vorbereiten
der Filmwaage und des Monolayers notig. Die verwendeten Phospholipide werden

meist in Chloroform geldst in Konzentrationen von 10mg/ml verwendet (vgl. Anhang

B.1). Die Vorbereitung des eigentliches Filmwaagen-Experiments lief nach folgendem

Schema ab:

. Auswischen des Troges mit Isopropanol, Auffiillen mit Reinstwasser, das im
Anschluss wieder abgesaugt wird. 2-3 Faches wiederholen dieses Vorgangs.

. Aulffiillen des Troges mit Reinstwasser und anschliefsendem Absaugen des Was-
sers. 2-3 Faches wiederholen dieses Vorgangs.

. Falls Experiment mit Kelvin-Sonde: Reinigen der Referenz-Elektroden-Platte
mit Ethanol, Isopropanol und Wasser. Anschlieftendes einlegen der Platte in
den Trog.

. Falls Experiment mit zusatzlicher Barriere: Reinigen der Zusatzbarriere mit
Isopropanol und anschlieffendes Einlegen in den Trog.

. Fulls Experiment mit elektrischer Chip-Anrequng mit Kontaktierung von Un-
ten: Montage des IDT-Chips an die Dippermechanik. Anschlieffendes langsa-
mes Absenken des Chips unter eine Hohe die den Kanten des Troges etnspricht.
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6. Auffiillen des Troges mit Wasser oder der gewiinschten Losung fiir die Sub-
phase des Experiments.

7. Reinigen der Teflonbarriere mit Isopropanol. Anschliefendes montieren der
Barriere am Teflontrog mit Kontakt zur Wasseroberflache (sieche Abbildung
2.3).

8. Montieren des ersten Wilhelmy-Plattchens am ersten Kraftsensor mit Kontakt
zur Subphase.

9. Falls Experiment mit zwer Oberflichendrucksensoren: Montieren des zweiten
Wilhelmy-Plattchens am zweiten Kraftsensor mit Kontakt zur Subphase.

10. Falls Experiment mit Kelvin-Sonde: Montieren der Kelvinsonde {iber der Referenz-
Elektroden-Platte in ca. 2mm Abstand zur Wasseroberfléche.

11. Reinigen einer 10ul Hamilton-Spritze durch mehrmaliges (> 10) Aufziehen und
Ausdriicken der Spritze mit reinem Chloroform.

12. Aufnehmen der entsprechenden Menge (ca. 5ul im vorliegenden Fall) an Lipid-
Chloroform-L6sung.

13. Tropfenweises, langsames Aufbringen der Lipidlosung auf die Wasseroberfliche
zwischen Wilhelmy-Plattchen und Barriere.

14. Abschlieffendes ca. 15 miniitiges Warten, um ein vollstdndiges Verdampfen des
Chloroforms sicherzustellen.

15. Fualls Experiment mit Kelvin-Sonde: Einschalten der Kelvin-Sonde und ca. 30
miniitige Messung des Oberflachenpotentials, bis sich dieses auf einen konstan-
ten Wert eingependelt hat.

16. Fualls Ezxperiment mit elektrischer Chip-Anrequng mit Kontaktierung von Un-
ten: Langsames Anheben des Chips unter die Monolayer-Oberfliche und An-
schliefen des Chips an den entsprechenden Hochfrequenzverstiarker mit Hoch-
frequenzgenerator.

17. Falls Experiment mit elektrischer Chip-Anrequng mit Kontaktierung von Oben:
Montage des IDT-Chips an die Dippermechanik. Anschliefendes langsames
Absenken des Chips auf die Monolayer-Oberflache und Anschliefen des Chips
an den entsprechenden Hochfrequenzverstirker mit Hochfrequenzgenerator.

Mit Hilfe der Software der Filmwaage und dem entsprechenden zusétzlichen Equip-
ment der jeweiligen Experimente konnen nun die Versuche diese Arbeit durchgefiihrt
werden.
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B.3. Energieproduktion durch diskrete Zeitschritte

Abbildung B.1.: a) Skizze eines einfachen Federpendels. b) Durch das Auftreten einer Vielzahl
an Federkréften verkompliziert sich das System.

Um zu veranschaulichen, wie es bei der Diskretisierung von Bewegungen durch feste
Zeitaquivalente zur ,,Produktion” von Energie kommen kann, soll zunéchst das ein-
fache Beispiel eines Federpendels wie es in Abbildung B.1a) skizziert ist, betrachtet
werden. In diesem einfachen Fall, ist, bei einer Federhirte k und einer bewegten
Masse m, das System eindeutig durch eine Differentialgleichung bestimmt:

im = —kx = x(t) = Acos( \/gt) , fiir x(0) = A (B.4)

Die Losung in Gleichung B.4 beschreibt das Beispiel einer zu Beginn um A gespann-
ten Feder. Bei einer Diskretisierung dieses Beispiels wird die neue Position nach
dem Zeitaquivalent 6 durch x(6)giskrer = A — %%‘62 berechnet. Die exakte Losung der

Differentialgleichung liefert aber x(8).cu: = Acos( \/gé). Nach der Entwicklung des
Kosinus lassen sich die beiden Formen vergleichen:
2

X(8)exats = Acos( %5) =A- % %"52 + % %5‘* ... > X(O)diskrer = A — % %"52 (B.5)
Das bedeutet bei der Diskretisierung wird sich die Masse m stets zu weit bewe-
gen, ausgehend von irgendeinem gespannten Zustand der Feder um A. Dafiir ist, im
Vergleich zur exakten Losung, mehr Energie nétig, die somit zusétzlich ins System
gebracht wird. Sie manifestiert sich in zu hohen Geschwindigkeiten vyisirer = Xaiskrer
und resultiert in einem unphysikalsichen Zunehmen der Schwingungsamplitude mit
zunehmender Anzahl an diskreten Zeitschritten 8. Dies kann durch eine Reibungs-
konstante cg verhindert werden, die fiir das Beispiel des obigen Falles so gewéhlt
wiirde, dass:

. 1 Ak
Xexakt < Xdiskret 5 mit Xdiskret = A - E(; - chdiskret)(S2 (B6)

Dabei kann vy, aus einem fritheren Schritt stammen. Es wird deutlich, dass cg ab-
héngig der Grofse des festen ¢ gewédhlt werden muss. cx kann und sollte also stets so
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gewahlt werden, dass Gleichung B.6 erfiillt ist. Da die Gleichheit auf Grund verschie-
dener Kréfte nicht exakt erreichbar ist, wird in Kauf genommen, dass das gesamte
System gedampft wird, was aber einer physikalischen Reibung entspricht.

Abschliefsend soll noch kurz erértert werden, warum nicht obige exakte Losung fiir
die Berechnungen in den Simulationen dieser Arbeit verwendet wird. Der Grund
dafiir ist in Abbildung B.4b) skizziert. Er besteht einfach darin, dass durch das kom-
plexe Ineinandergreifen vieler Federkréfte, die einfache Differentialgleichung B.4 sich
stets dndert und komplexer wird. Die exakte Losung wird nicht mehr auf einfachem
Wege moglich und die verwendete Diskretisierung wird damit als effizienter Ausweg
sinnvoll.

B.4. Ausziige aus dem Programmquellcode zur

Simulation

Beispiel fiir den Definitionscode der die wichtigen Parameter, durch die die Eigen-
schaften des simulierten Modells definiert werden, enthélt. Hier konnen sowohl Ruhe-
ldngen der Federn, Federharten, Wechselwirkungsparameter, als auch Zeitaquivalent
und Simulationsreihen definiert werden.

//Pures DPPC

const double AVOG = 6.022E23; //Avogadro-Konstante

const int msize = 72; //GitternetzgroRe x

const int nsize = 71; //GitternetzgroRe y

const long It = 3000000; //Iterationen pro Kompression oder Temperatur
const double Shows = 0.1; //Hdufigkeit der grafischen Darstellung
const int GRAPH = 1; //Ein-, Ausschlaten grafische Darstellung

const double R = 8.3145; //Universelle Gaskonstante

//Enthalpiednderung beim Phaseniibergang zur Berechnugn von dG
const double deH[4] = {36700/AV0G, -36700/AV0G, 36700/AVOG, -36700/AVOG};

const double Tm = 287; //Phaseniibergangstemperatur in K
const double wwgf = (1187)/AVOG; //Wechselwirkung unterschiedlicher Lipide

//Wechselwirkungsmatrix

const double wgf[5][5] =
{0,wwgf,0,wwgf,0,
wwgf,®,wwgf,0,0,
0,0,wwgf,0,wwgf,0,
0,wwgf,0,wwgf,0,0,

0,0,0,0,0};
const double kg = 1/4.0; //1/Kompressibilitdt Gel Phase
const double kf = 1/10.0; //1/Kompressibilitdt Fluide Phase

const double gxo
const double fxo

= 4.45E-10;//Ruhelénge Gel Phase
= 5.90E-10;//Ruhelédnge Fluide Phase
//Ruheldngenmatrix
const double xo[5][5] =
{gxo + gxo, gxo + fxo, gxo + gxo, gxo + fxo, O,
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gxo + fxo, fxo + fxo, gxo + fxo, fxo + fxo, O,
gxo + gxo, fxo + gxo, gxo + gxo, fxo + gxo, O,
fxo + gxo, fxo + fxo, gxo + fxo, fxo + fxo, O,
0,0,0,0,0};

const double Intervall = 2.4E-14; //Zeit&dquivalent

const double IntervallCorConst = 0.00004E-10; //Reibungskonstante
const double Mass = 1E-3%*734.1/AV0G; //Lipidmasse in kg

const int nT = 10; //Anzahl der Kompressionen oder Temperaturen

//Temperaturliste in K

const double T[nT] =
{297, 297, 297,
297, 297, 297,
297, 297, 297,
297};

//Kompressionsliste in Prozent der vorangegangenen GroRe
const double Aa[nT] =

{1.0, 1.0, 1.0,

0.9957, 0.9957, 0.9957,

0.9957, 0.9957, 0.9957,

0.9957};

Ausschnitt aus dem Haupt-Iterations-Zyklus. Details wie die Durchfiihrung der
Kompression und der Quellcode der einzelnen Funktionen ist nicht mit aufgefiihrt.
Der folgende Code entspricht dem Simulations-Zyklus der in Abschnitt 3.3.2, Ab-
bildung 3.5 definiert wird.

//It Iterationen werden mit dem gegebenen Satz an Parametern
//unter einer Kompressionsstufe oder Temperatur durchgefiihrt
for (long i = 0; i < It; i++)
{
//BEnderung Potentiale (H, G), Federenergie (F), Flache (A)
dH = dG = dF = dA = 0;

//Wahl eines zufdlligen Lipids des Feldes St[x][y]
zuf = (float) (rand());

zuf /= (float) (RAND_MAX);

x = (int) (((zuf * 0.99999999) * msize))+1;

zuf = (float)(rand());

zuf /= (float) (RAND_MAX);

y = (int) (((zuf * 0.99999999) * nsize))+1;

//Zufallszahl zur Wahl ob das Lipid bewegt werden soll
//oder seinen Zustand &ndern kann

zuf = (float) (rand());

zuf /= (float) (RAND_MAX);

//Speicherung des alten Zustandes
oldSt = St[x][yl;

//Berechnung der momentanen Federenergien
Spold = UnlikeSpring(x,y,0ldSt);

//Berechnung der momentanen Wechselwirkungen
oldE = Unlike(x,y,0ldSt);

if (zuf <= 0.5)
{

JI1177177777777777771777777777777771717117
//Moglichkeit zur Anderung des Zustandes//
JI1117177777777777777777777717777771711177

//Ermittlung des gewechselten Zustandes
newSt = abs(St[x][y] - 1);

//Berechnung der nach Wechsel auftretenden Federenergien
//und Wechselwirkungen und der dadurch entstehenden Anderungen
Spnew = UnlikeSpring(x,y,newSt);

dSp = (Spnew - Spold);
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newE = Unlike(x,y,newSt);
dNfg = newE - oldE;

//Berechnung von dG fir den Boltzmannkoeffizienten
dG = (1.0*deH[01dSt]*(1 - 1.0*T[j]/Tm) + dNfg + dSp/2)*AVOG;

//Berechnung der Wechselwahrscheinlichkeit
K = exp(-dG/(R*T[J1));
P =K/(1 +K);

//Bestimmung einer geniigend feinen Zufallszahl

zuf = (int) (((double) (rand())/(double) (RAND_MAX))*1E4) +
((int) (((double) (rand())/(double) (RAND_MAX))*1E4))*1E4 +
((int) (((double) (rand())/(double) (RAND_MAX)) *1E4))*1E8;
zuf /= 1E12;

if (zuf < P)
{
//Der Zustand wird gewechselt und alle Potentiale und Energien
//korrigiert
St[x][y] = newSt;
dH = dG + deH[0ldSt]*T[j]/Tm*AVOG;// - dSp*AVOG;
dF = dSp;
CorrectLRowsSingle(x,y);
}else

//Der Zustand wird beibehalten und nichts gedndert
dH = dG = dF = 0;
K=1;

}lelse

II11111777777777777777777777777771717771777771777777777777771717

//Das Lipid soll entsprechend seiner Federkrdfte bewegt werden//

JI11111777777777777777777777777771717777777777717777777777771717

//Berechnung der Federkrafte
NewtonStepSingle(x,y);

//Bewegen des Lipids
NewtonMoveSingleCorrect(x,y);

//Berechnung der neuen Fedenergien
Spnew = UnlikeSpring(x,y,St[x][yD);

//BAnderungen von Potentialen und Energie nach dem Bewegen
dF = (Spnew - Spold);
dG = dF*AVOG;
dH = dF*AVOG;
}

//Korrektur der Potentiale, Federnenergie durch die Anderungen
//und Berechnung der Fl&che
Anew = AvgArea(x,y);

A = Anew;

G =G + dG;
H=H+ dH;
F =F + dF;

//Speicherung des Grundwertes von G nach 10% der Iterationen
if (i == 0.1*It) ValG = G;

J11177177771111711117117771717171717177

//Berechnung thermodynamischer GroéRen//

I11177777711171717777717771717177717777

if (i > 0.1%It)

{
//Boltzmannfaktor abziiglich des Grundwertes von G
Z = exp(-(G - ValG)/(R*T[J1));

//Berechnung der Zustandssumme Q
Q +=Z;

//Berechnung der statistischen Durchschnittswerte von H
//Hsq=<HA2> und Hli=<H>

Hli += H*Z;

Hsq += (H*H*Z);
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//Uberlauft die GroRe der Werte von H die mogliche Darstellungs-
//genauigkeit des PC soll sofort die sich ergebende Warmekapazitit
//berechnet werden und tber all diese ermittelten Werte gemittelt
//werden
if(Z*H*H < Hsq*1E-14 || Z < Q*1E-14 || Z*H*H > Hsq*1E14 || Z > Q*1E14)
{
if Q> 1&H !=0)
{
double temp = (Hsq/Q - (Hli/Q*(H1i/Q))/R*T[I*T[iD;
if (_finite(temp))
{
CapSum += temp;
CapCount += 1.0;
}

}
Q = Hli = Hsq = 0;
}

//Berechnung der Durchschnitte der Fladchen pro Lipid
AAvg[jl[av] += A;

//Berechnung der Durchschnittsfedenergie pro Lipid
FAvg[j]l[av] += F/(msize*nsize);

//Erhohung des Durchschnittszghlers
dFQ += 1;

}

//Berechnung des Durchschnittes aller ermittelten Werte
//fur die Warmekapazitdt auch wenn kein Durchschnitt
//zuvor gebildet wurde
if (CapCount < 1)
{
CapSum += (Hsq/Q - (HLi/Q*(H1i/Q)/R*T[J1*TLi1);
CapCount += 1.0;
}
Cap[jl[av] = CapSum/CapCount;

//Berechnung der Durchschnittflédche
AAvg[j][av] /= dFQ;

//Berechnung des Oberflédchendrucks
FAvg[jl[av] /= dFQ;
FAvg[jllav] /= (AAvg[jl[avD);

B.5. Zusammenfassung der
Anregungschipherstellung

Es sei hier auf die Arbeit [83] verwiesen, in der der Herstellungsprozess von SAW-
Chips detailliert beschrieben wird. Die Chipherstellung fiir diese Arbeit wurde von
P. Vaziri durchgefiihrt und erfolgt, kurz zusammengefasst, nach folgendem Schema:

1. Das verwendete Substrat wird gereinigt. In der vorliegenden Arbeit wurde
LiTaOs, LiNbOs5, kristallines Si0, und amorphes Quarzglas als Substrat ver-
wendet.

2. Ein Positivlack wird aufgebracht und die IDT-Chrom-Maske darauf belichtet.
Das anschlieffende Entwickeln des Lacks 10st nur die belichtete Struktur vom
Substrat ab.

3. Das Substrat mit den Strukturen wird erneut in einem Sauerstoffplasma ge-
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reinigt. Bei der anschliefenden Metalisierung wird mit Hilfe eines Elektronen-
strahlverdampfers nacheinander eine Titan-Schicht (=~ 10nm), gefolgt von einer
Gold-Schicht (~ 50nm), gefolgt von einer Titan-Schicht (= 10nm) aufgebracht.

4. In einem Ultraschallbad mit Losungsmittel wird nun der verbliebene Lack mit
samt der aufgebrachten Metallschichten entfernt, so dass nur die IDT-Struktur
zuriickbleibt.

5. Nach dem Abdecken der Zuleitungskontakte des IDT durch Alufolie, wird die
Si0,-Schutzschicht aufgedampft.

Die §i0,-Oberflache des fertiggestellten Chips kann nun noch mit Hilfe von Trichlo-
rooctadecylsilan hydrophobisiert werden:

1. Der Chip wird zunéchst gereinigt (Ethanol, Isopropanol) und anschliefend mit
n-Hexan mehrmals abgespiilt.

2. Der Chip wird mit der zu hydrophobisierenden Seite nach unten in eine Glas-
schale auf Abstandshalter gelegt. Die Glasschale wird anschlieftend mit 30ml
n-Hexan befiillt.

3. 24ul Trichlorooctadecylsilan werden zu dem n-Hexan in der Glasschale gege-
ben. Man lasst das Trichlorooctadecylsilan ca. 30min einwirken. Durch das Aus-
bilden von kovalenten Si—O—-Si-Bindungen, bindet das Trichlorooctadecylsilan
an die §i0,-Oberfliche und hydrophobisiert diese durch seine Alkankette.

4. Der Chip wird wieder mehrmals mit n-Hexan abgespiilt und nochmals ab-
schlieffend gereinigt (Ethanol, Isopropanol).

B.6. Programmaquellcode zur
Druckveranderungsberechnung in SciLab

SciLab-Quellcode zur numerischen Berechnung (mit Hilfe einer Isothermenkurven
n(A)) der Druckverdnderung, die im Integral von Gleichung 4.11 in Abschnitt 4.3.1
dargestellt ist.

//Laden der gemessenen DPPG-Isothermen

VFILE = "c:\Josef\Doktor\Ideen\PeakhoehenDPPG\Pressure.xls"
vsheets = readxls(VFILE)

vsh = vsheets(1); PresX = vsh(:,1)*1E-4; PresY = vsh(:,2)*1E-3;

//Berechnung einer stetigen durchgehenden Funktion aus den einzelnen
//Messpunkten der Isothermen durch lineare Interpolation
function r=SurfPres(x)
p=1
for i=1:1:(length(PresX)-1)
if x < PresX(i)
if x > PresX(i+l1)
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p=i
break
end,
end,
end

dx = PresX(p+1l) - PresX(p)
dy = PresY(p+1l) - PresY(p)

r = PresY(p) + dy/dx*(x - PresX(p))
endfunction

w = 10E6 //Frequenz
m = 7E-8 //Lipidmasse des gesamten Monolayers
B 0.3E-7 //Wellenamplitude der Dichte

function r=PlotFunct (oo) //oo gibt eine Reihe von Flédchen an
nn = length(oo) //Anzahl der Flachen
xx = zeros(nn)
yy = zeros(nn)
ufile=file(’open’,’c:\Josef\Doktor\Ideen\PeakhoehenDPPG\Data.txt’,’unknown’)

for j=1:1:nn,
xx(j) = SurfPres(m/oo0(j))*1E3
//Berechnung des Integrals mit Hilfe der numerischen Integration von Scilab
yy(3) = 1E3*(w/(2*%pi)*integrate(’ SurfPres((m/(oo(j) + B*cos(w*t))))’,’t’,0,2*%pi/w,1E-12) - SurfPres((m/(00(j)))))
//Ausgabe und Speicherung
disp(m/00(3),yy(3),xx(3))
fprintf(ufile,"%f %f \n",xx(3),yy(3))
end

file(’close’,ufile)
plot(xx,yy);
r=20

endfunction
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B.7. Referenzmessungen zur natiirlichen Anregung

Im Folgenden werden die Referenzmessungen zur natiirlichen Anregung von Lipid-
Monolayern gezeigt. Sie bestehen meist aus der Anregungen reiner Wasseroberfla-

chen oder der Anregung von Lipid-Monolayern mit reinem Wasser oder Salzsdure
(pH ~ —-1).

0,2 ' ' ' ' ——— EthanoH

0,0 AASNAS N A e 4

0,21 |
0,24 —— Methanol

0,0 ANNA~ A

-0,2- i
0,24 Pentan

0,0 e

0,24 i
0,21 ——— Chloroform

Oberflachendruck [mMN/m]

0,0 s

0 5 10 15 20 25 30
Zeit [s]

Abbildung B.2.: Aufbringen von Ethanol (~ 2ul), Methanol (~ 3ul), Pentan (~ 5ul) und Chloro-
form (~ 3ul) auf eine reine Wasseroberflache (24°C). Fiir die Experimente wird die Zusatzbarriere
und der Dippermechanismus mit Schlauchzufiihrung verwendet (vgl. Abbildung 5.5). Nur die Al-
kohole erzeugen ein sehr schwaches Fluktuieren (< 0, 02";,—1\’), das auf das Diffundieren von Ethanol
und Methanol auf der Wasseroberfliche zu den Drucksensoren hindeutet, was dort die Oberfla-
chenspannung des Wassers leicht verdndern kann.
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Abbildung B.3.: Aufbringen von reinem Wasser (~ 3ul) auf eine reine Wasseroberflache (24°C)
oder einen DPPC-Monolayer (24°C bei ~ 25%). Fiir die Experimente wird keine Zusatzbarriere
und eine Eppendorf-Pipette verwendet (vgl. Abbildung 5.5).
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Abbildung B.4.: Aufbringen von Essigsdure (pH ~ 1,9, ~ 3ul) auf eine reine Wasseroberflache
(24°C). Fiir das Experiment wird die Zusatzbarriere und eine Eppendorf-Pipette verwendet (vgl.
Abbildung 5.5). Wie bei Ethanol (vgl. Abbildung B.2) deuten die kleinen Fluktuationen (< 0,0422%)
auf das Diffundieren von Essigsdure an der Wasseroberflache zu den Drucksensoren hin, was die
Oberflichenspannung des Wassers dort leicht verdndern kann.
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0,2+ Salzsdure (pH ~ -1) auf Wasser
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Abbildung B.5.: Aufbringen von Salzsiure (pH = —1, ~ 3ul) auf eine reine Wasseroberflache
(24°C) und Abtropfen (aus ~ Scm Hohe iiber dem Monolayer) von Salzsdure (pH ~ —1) auf einen
DPPC-Monolayer (24°C bei ~ 24",’n—N). Fiir die Experimente wird keine Zusatzbarriere und eine
Eppendorf-Pipette verwendet (vgl. Abbildung 5.5). Beim Abtropfen der Salzsdure aus groferer
Hohe kommt es beim Auftreffen des Tropfen zu einem ,Ertrinken, bzw. ;Mitreissen® einiger Lipide
in die Subphase, was der Grund fiir die schwache, abfallende Kante ist, nach der es zu keiner
Relaxation zum Ausgangsdruck kommt. Es wird deutlich, dass die Salzsdureanregung in Abschnitt
5.4 durch die Gasphase der Salzsédure erzeugt wird.
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Anhang B: Methodische und anderweitige Details

B.8. Anregung von Schweinehirnlipiden auf
Ringerlosung bei 37°C

Im folgenden sind die zu Abschnitt 5.6 dquivalenten Versuche mit Schweinehirn-
lipiden auf Ringerlosung bei 37°C gegeben. Die teilweise willkiirlich auftretenden
Druckverédnderungen und Druckschwankungen entstehen auf Grund der Storungen
durch die hohe Temperatur, die die Loslichkeit der Lipide in der Subphase erhoht,
einen gesteigerten Dampfdruck iiber der Wasseroberflache erzeugt und thermische
Kapillarwellen anregen kann.

a) b)
: ide (37°C) —— Schweinehimlipide (37°C) Potential gegen Druck
300 — — Lineare Fits
T

0,08: T
Steigung 1,5 mV/(mN/m)
006

200 =

0,04
4200
002

Kompressibiltét [m/mN]

T Steigung 4,3 mV/(mN/m)

o 2 Ed
Oberflichendruck [mN/m]

=)

g
Oberflachenpotential [mV]
Oberflachenpotential [mV]

Steigung 14,0 mV/(mN/m)
100

Oberflachendruck [mN/m]

40 60 80 100 120 0 10 20 30
Flache pro Lipid [A’] Oberflachendruck [mN/m]

Abbildung B.6.: Isothermen des Oberflichendrucks und des Oberflachenpotentials von Schweine-
hirnlipiden auf Ringerlésung (37°C). Keinerlei Phaseniibergangsplateaus lassen sich in den Kurven
erkennen. Auffallig ist das Maximum, das fiir das Oberflichenpotential entsteht. Zusétzlich zeigt
der Inset die entsprechende isotherme Kompressibilitét «7. b) Die sich aus a) ergebende Verkniip-
fung des Oberflachenpotentials mit dem Oberflichendruck in Form der Funktion W(x). Zusétzlich
sind lineare Fits fiir die verschiedenen Abschnitte der Kurve samt ihrer Steigungen angegeben.
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B.8. Anregung von Schweinehirnlipiden auf Ringerlosung bei 37°C

a)

—— Schweinehirnlipide (37°C) Anregung (Essigsaure)

- - - Oberflachenpotential
: ! .

26,8

26,74

26,6

Oberflachendruck [mN/m]

26,5 T T T T

Zeit [s]

Oberflachenpotentialanderung [mV]

(=)}
-~

Amplitude [mN/m]

—— Schweinehirnlipide (37°C) Fourierspektrum (Essigsaure)

0,010
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0,004 4
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0,000
0
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Abbildung B.7.: a) Gemessene Oberflachendruckpulsform zusammen mit der aus ¥(r) er-
mittelten Oberflichenpotentialform eines Anregungspulses bei der Essigsdureanregung eines
Schweinhirnlipid-Monolayers auf Ringerlésung (37°C). Die Verldufe sind auf Grund der linearen
Néherung von W(xr) identisch, wobei sich das Oberflachenpotential nur in einem Bereich von < 1mV
andert. b) Fourieranalyse der Druckpulse aus a) in den Bereichen 0—3Hz und 0—30Hz (Inset). Das
Anregungsspektrum dhnelt dem eines DPPC-Monolayers (24°C) und zeigt auch die hochfrequenten
Anteile bei 9Hz bzw. 18Hz.

a
) —m— Aus Laufzeitdifferenzen ermittelte Geschwindigkeiten b)
Aus Kompressibilitat «, ermittelte Geschwindigkeiten:
---1Hz -----9Hz
1,25 ! ! ! B
—a—Pulsamplituden
0,3
— 1,00 4 —
£ -
E ool T
= N ~ ST AN >
T 0754 K - 1 Z 024
X A = ~,
2 g | .-
! 5]
§ 0504 ,* \/ e am 774 < = \
g PR ~_-- S 0414 —
= i . o O
(3] 4 a
3 f
@ 0254 / ]
' 0,0
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Oberflachendruck [mN/m]

i=]
=]
S

Oberflachendruck [mN/m]

Abbildung B.8.: a) Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Pulse bei der Essigsdureanregung (pH
~ 1,9) auf Schweinehirnlipid-Monolayern (37°C auf Ringerlosung) fiir verschiedene Oberfléichen-
driicke. Die Geschwindigkeiten werden wie in Abschnitt 5.3.3 aus den Laufzeitdifferenzen der Anre-
gungspulse bestimmt. Zusétzlich sind die Vorhersagen auf Grund der isothermen Kompressibilitét
1 1

cos(%) s

w

kr nach ¢ =
NP

fiir w = 2-7-1/9Hz zu sehen. b) Pulshchen bei der Essigsédureanregung

fiir verschiedene Oberflachendriicke der Schweinehirnlipid-Monolayer (37°C).
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