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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden die Eigenschaften geschlossener fluider Membranen,
sogenannter Vesikeln, bei endlichen Temperaturen untersucht. Dies beinhaltet Betrach-
tungen zur Form freier Vesikeln, eine Untersuchung des Adhésionsverhaltens von Vesikeln
an planaren Substraten sowie eine Untersuchung der Eigenschaften fluider Vesikeln in ein-
geschriankten Geometrien. Diese Untersuchungen fanden mit Hilfe von Monte-Carlo-Simu-
lationen einer triangulierten Vesikeloberfliche statt. Die statistischen Eigenschaften der
fluktuierenden fluiden Vesikeln wurden zum Teil mittels Freier-Energie-Profile analysiert.
In diesem Zusammenhang wurde eine neuartige Histogrammethode entwickelt.

Die Form fiir eine freie fluide Vesikel mit frei veréinderlichem Volumen, die das Konfigu-
rationsenergie-Funktional minimiert, ist im Falle verschwindender Temperatur eine Kugel.
Mit Hilfe von Monte-Carlo-Simulationen sowie einem analytisch behandelbaren Modell-
system konnte gezeigt werden, daf} sich dieses Ergebnis nicht auf endliche Temperaturen
verallgemeinern 148t und statt dessen leicht prolate und oblate Vesikelformen gegeniiber
der Kugelgestalt iiberwiegen. Dabei ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine prolate Form ein
wenig grofler als fiir eine oblate. Diese spontane Asphérizitét ist entropischen Ursprungs
und tritt nicht bei zweidimensionalen Vesikeln auf. Durch osmotische Driicke in der Vesi-
kel, die grofer sind als in der umgebenden Fliissigkeit, 148t sich die Asphérizitit reduzieren
oder sogar kompensieren. Die Ubergénge zwischen den beobachteten prolaten und oblaten
Formen erfolgen im Bereich von Millisekunden in Abwesenheit osmotisch aktiver Parti-
kel. Bei Vorhandensein derartiger Partikel ergeben sich Ubergangszeiten im Bereich von
Sekunden.

Im Rahmen der Untersuchung des Adhisionsverhaltens fluider Vesikeln an planaren,
homogenen Substraten konnte mit Hilfe von Monte-Carlo-Simulationen festgestellt wer-
den, daf} die Eigenschaften der Kontaktfliche der Vesikeln stark davon abhéngen, welche
Krifte den Kontakt bewirken. Fiir eine dominierende attraktive Wechselwirkung zwischen
Substrat und Vesikelmembran sowie im Falle eines Massendichteunterschieds der Fliissig-
keiten innerhalb und auflerhalb der Vesikel, der die Vesikel auf das Substrat sinken 14f3t,
findet man innerhalb der Kontaktfliche eine ortsunabhéngige Verteilung des Abstands
zwischen Vesikelmembran und Substrat. Driickt die Vesikel ohne Beriicksichtigung os-
motischer Effekte auf Grund einer Differenz der Massendichten der Membran und der
umgebenden Fliissigkeit gegen das Substrat, so erhélt man eine Abstandsverteilung zwi-
schen Vesikelmembran und Substrat, die mit dem Abstand vom Rand der Kontaktflache
variiert. Dieser Effekt ist zudem temperaturabhéngig.

Ferner wurde die Adhésion fluider Vesikeln an chemisch strukturierten planaren Sub-
straten untersucht. Durch das Wechselspiel von entropischen Effekten und Konfigurati-
onsenergien entsteht eine komplexe Abhingigkeit der Vesikelform von Biegesteifigkeit,
osmotischen Bedingungen und der Geometrie der attraktiven Doménen.

Fiir die Bestimmung der Biegesteifigkeit der Vesikelmembranen liefern die existieren-
den Verfahren stark voneinander abweichende Ergebnisse. In der vorliegenden Arbeit konn-
te mittels Monte-Carlo-Simulationen zur Bestimmung der Biegesteifigkeit anhand des Mi-
kropipettenverfahrens von Evans gezeigt werden, dafl dieses Verfahren die a prior: fiir die
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Simulation vorgegebene Biegesteifigkeit im wesentlichen reproduzieren kann.

Im Hinblick auf medizinisch-pharmazeutische Anwendungen ist der Durchgang fluider
Vesikeln durch enge Poren relevant. In Monte-Carlo-Simulationen konnte gezeigt werden,
daf ein spontaner Transport der Vesikel durch ein Konzentrationsgefille osmotisch aktiver
Substanzen, das den physiologischen Bedingungen entspricht, induziert werden kann. Es
konnten die hierfiir notwendigen osmotischen Bedingungen sowie die charakteristischen
Zeitskalen abgeschiitzt werden. Im realen Experiment sind Eindringzeiten in eine enge
Pore im Bereich weniger Minuten zu erwarten. Ferner konnte beobachtet werden, dafl
bei Vesikeln mit einer homogenen, positiven spontanen Kriimmung Deformationen hin zu
prolaten Formen leichter erfolgen als bei Vesikeln ohne spontane Kriimmung. Mit diesem
Effekt ist eine Verringerung der Energiebarriere fiir das Eindringen in eine Pore verbunden,
deren Radius nur wenig kleiner als der Vesikelradius ist.



Abstract

In this thesis, the properties of closed fluid membranes or vesicles are studied at finite
temperatures. The work contains investigations of the shape of free vesicles, studies of the
adhesion behavior of vesicles to planar substrates, and investigations of the properties of
fluid vesicles in confined geometries. The investigations have been performed with Monte
Carlo simulations of triangulated vesicles. The statistical properties of fluctuating vesicles
have been analyzed in detail by means of free energy profiles. In this context, a new
histogram method was developed.

The shape of minimum configurational energy for a free vesicle without volume con-
straint at zero temperature is a sphere. It is shown by means of Monte Carlo simulations
and a model which can be analyzed analytically, that this result does not apply to finite
temperatures. Instead, prolate and oblate shapes prevail and the probability for a prolate
shape is slightly larger than that for an oblate shape. This spontaneous asphericity is of
entropic origin and cannot be observed in two dimensions. Osmotic pressures inside the
vesicle that are larger than in the surrounding liquid may reduce or even compensate the
asphericity. The transitions between the observed prolate and oblate states occur on the
time scale of milliseconds in the absence of osmotically active particles and on the time
scale of seconds in the presence of osmotically active particles.

As far as the adhesion behavior of fluid vesicles to planar homogeneous substrates is
concerned, Monte Carlo simulations reveal a strong dependence of the properties of the
contact area on its driving force. In the case of a dominating attractive interaction between
vesicle membran and substrate as well as for a mass density difference of the liquids inside
and outside the vesicle, which push the vesicle against the substrate, the distribution of
the distance between the vesicle membrane and the substrate is homogenous. If the vesicle
is pushed against the substrate by a difference of the mass densities of the membrane
and the surrounding liquid, neglecting all osmotic effects, one gets a distance distribution
between the vesicle membrane and the substrate which varies with the distance from the
rim of the contact area. Moreover, this effect is temperature-dependent.

Furthermore, the adhesion of fluid vesicles to chemically structured planar substrates
has been studied. The interplay between entropic effects and configurational energies cau-
ses a complex dependence of the vesicle shape on the bending rigidity, osmotic conditions,
and the geometry of the attractive domains.

There are several experimental methods for measuring the bending rigidity of vesicle
membranes which lead to rather different results for the numerical value. Monte Carlo
simulations of Evans’ micropipette method show that the difference between the measured
bending rigidity and the a priori chosen bending rigidity is small.

The passage of fluid vesicles through narrow pores has some relevance to medic-
al/pharmaceutical applications. In Monte Carlo simulations it is shown that a spontaneous
transport of vesicles can be induced by a concentration gradient of osmotically active par-
ticles which corresponds to the physiological conditions. The necessary osmotic conditions
and the charateristic time scales are calculated. For real experiments, penetration into
the pore should occur within a few minutes. Moreover, it was observed that vesicles with
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a homogeneous positive spontaneous curvature can be deformed more easily into prolate
shapes than vesicles with zero spontaneous curvature. This effect leads to a decrease of
the energy barrier for the penetration into a wide pore, which has a radius slightly smaller
than that of the vesicle.
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Kapitel 1

Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit den Eigenschaften geschlossener fluider Mem-
branen, sogenannten Vesikeln, bei endlichen Temperaturen. Diese werden hier mit Hilfe
von Monte-Carlo-Simulationen untersucht.

Geschlossene fluide Membranen sind ein wesentlicher Bestandteil lebender Systeme,
denn sémtliche Zellen und Zellorganellen sind von Lipidmembranen umgeben [1]. Entschei-
denden Einflufl auf den Zellstoffwechsel haben dabei insbesondere Adhésionseigenschaften
sowie Offnungs- und Fusionsprozesse. Diese bestimmen den Zusammenhalt von Zellen in-
nerhalb eines Gewebes, die Aufnahme von Fremdkorpern aus dem Blut durch Leukozyten,
den Transport von Stoffen in einer Zelle durch Vesikeln. Dabei zeigt sich, dal diese Pro-
zesse nicht rein statistischer Natur sind, sondern komplexe aktive Netzwerke beinhalten.
Viele Mechanismen lassen sich jedoch bereits durch die statistisch-mechanischen Eigen-
schaften der Lipidmembran erkliren [2]. Eine Ubersicht iiber diese Eigenschaften ist zum
Beispiel von Lipowsky in [3] gegeben. Neben Lipiden enthalten diese biologischen Mem-
branen viele weitere Komponenten, die untereinander wie auch interzellular wirken. Die
Beschreibung dieser Prozesse erweist sich jedoch als duBerst komplex [4, 5. Fluide Vesi-
keln, in die gegenbenenfalls weitere Komponenten eingebracht werden, kénnen als stark
vereinfachtes Modellsystem fiir die Adhésion einzelner Zellen an Substraten dienen [6].
Derartige Prozesse sind insbesondere bei der kiinstlichen Reproduktion von Geweben!
von Interesse [7].

Weitere Anwendungen von Vesikeln

Aufer dieser biologisch-medizinischen gibt es Anwendungen fiir Vesikeln in vielen weiteren
Bereichen. Neben der Verwendung als Container fiir Medikamente fiir (trans-)dermale und
intravenose Verabreichung, auf die detaillierter in den Abschnitten 7.2 und 7.3 eingegangen
wird, und im speziellen als nichtvirale Container bei der Gentherapie [8] sind sie auch im
Bereich der Mikrotechnologie von Interesse.

Nikolelis et al. verwenden Vesikeln als Biosensoren [9] und Fromherz et al. als Mem-
brantransistoren [10].

Die geringe Griéfie von Vesikeln und das daraus resultierende Volumen von einigen Fem-
tolitern steht bei der Untersuchung schneller chemischer Reaktionen [11] im Vordergrund.
Es tritt schnelle diffusionsbedingte Durchmischung nach Fusion zweier Vesikeln auf. Der
Reaktionsverlauf der Substanzen in den Vesikeln kann durch Verwendung fluoreszierender
Farbstoffe sichtbar gemacht werden.

Neuerdings konnen auch komplexe Netzwerke aus Vesikeln und diese untereinander
verbindende Nanordhren [12, 13, 14, 15, 16, 17, 18] (Vesikelgrofie ~ 10pum) konstruiert

Lengl.: tissue engineering
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und die beinhalteten Nanorohren verknotet werden [18].

Eine Verwendung in der Biomedizin wird schliefilich von Walde et al. [19, 20] vorge-
schlagen. Enzyme kénnen mit Vesikeln eingekapselt werden und sollen so als Katalysatoren
in Zellen arbeiten.

Herstellung

Zur Herstellung von sphérischen Vesikeln gibt es eine Vielzahl klassischer Verfahren. Ve-
sikeln lassen sich zum Beispiel durch Einwirken von Ultraschall auf Dispersionen von
Fettsduren [21, 22] erzeugen. Eine weitere Moglichkeit besteht im Eindampfen von Lésun-
gen amphiphiler Molekiile in Chloroform oder anderen lichtfliichtigen Lésungsmitteln, wo-
bei diinne Filme entstehen, die bei Aufquellen in Wasser Vesikeln bilden [23, 24]. Dieses
Verhalten wird durch das Anlegen elektrischer Felder [25] begiinstigt. Weitere Herstel-
lungsmoglichkeiten bestehen in der Scherung urspriinglich lamellarer Phasen [26, 27] und
der Extrusion durch enge Poren [28, 29, 30, 31].

Die so hergestellten Vesikeln konnen aus einer oder vielfach auch aus mehreren Li-
piddoppelschichten bestehen, die hinsichtlich ihrer Zusammensetzung meist symmetrisch
sind. Zur Herstellung asymmetrischer Vesikeln schlagen etwa Pautot et al. [32] vor, inver-
se Mizellen aus Amphiphilen der Sorte 1 (wéfirige Phase innen) durch eine Grenzschicht
aus Amphiphilen der Sorte 2 in eine wéfirige Losungen zu ziehen. Dieses Verfahren ergibt
asymmetrische Vesikel mit amphiphilen Molekiilen der Sorte 1 auf der Innenseite und der
Sorte 2 auf der Auflenseite. In Drei-Komponenten-Systemen 148t sich zudem eine spontane
Bildung von Vesikeln beobachten [33, 34, 35]. Bereits durch Verdnderung der Temperatur
oder der osmotischen Bedingungen 18t sich eine grofie Vielfalt an Vesikelformen erzeu-
gen [36, 37, 38, 39, 40]. Ferner lassen sich auch toroidale Vesikeln herstellen [41, 42, 43, 44],
die fiir ein Genus grofer oder gleich zwei die von Jiilicher et al. [45] vorhergesagte konforma-
le Degenerierung des Zustands minimaler Konfigurationsenergie sowie eine entsprechende
konformale Diffusion zeigen.

Neben der Verwendung von Phospholipiden als Hauptbestandteil kénnen fluide Vesi-
keln zum Beispiel aus Block-Copolymeren erzeugt werden [46, 47, 48, 49, 50, 51]. Ent-
sprechend ihrer Hauptkomponente werden Vesikeln auch als Liposome, Polymersome usw.
bezeichnet.

Die mit den obengenannten Methoden hergestellten Vesikeln haben Durchmesser zwi-
schen 50 nm und 50 pm. Kine Lipiddoppelschicht hat eine Dicke von ca. 4 nm.

Allgemeine optische Beobachtungsmoglichkeiten

Die optische Beobachtung von Vesikeln ist durch deren Gréfle eingeschrankt. Mit Lichtmi-
kroskopie kénnen lediglich Objekte mit einem Abstand grofler als die halbe Wellenlédnge
rdumlich voneinander unterschieden werden. Das Auflosungsvermogen ist also auf ca.
170 nm beschrankt. Mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie [52] lassen sich sogar in
vivo Aufnahmen erzeugen. Diese Moglichkeit existiert fiir kleine Objekte, bei denen man
auf Elektronenmikroskopie angewiesen ist, nicht mehr. Hier besteht vielmehr die Gefahr,
durch das nétige Einfrieren bei tiefen Temperaturen im Rahmen der Probenvorbereitung
systematische Fehler zu verursachen.

Hinsichtlich Lichtmikroskopie ist abschlieend zu bemerken, dafl Vesikeln in der Re-
gel nur wenig Licht absorbieren. Man nutzt daher die unterschiedlichen Brechungsindizes
der Membran und der umgebenden Fliissigkeit zur Erzeugung von Abbildungen nach Zer-
nikes Phasenkontrastverfahren [53]. Der Kontrast 1a8t sich auch durch unterschiedliche
Losungen in und auferhalb der Vesikel verstirken. Bei Verwendung fluoreszenter Mem-
branbestandteile besteht das obengenannte Problem nicht.



Membranmodelle

Ausgehend von Symmetriebetrachtungen und der Tatsache, dafl der Schermodul fiir Fliis-
sigkeiten verschwindet, leiteten Canham [54] und Helfrich [55] einen Ausdruck fiir die in
einer fluiden Membran gespeicherte elastische Energie her. Hierbei wird die mikroskopische
Struktur der Membran aufler Acht gelassen, so dafl dieses Modell nur Strukturen auf
Léangenskalen beschreiben kann, die grofler sind als die Abmessungen der molekularen
Bestandteile der Membran.

Die mit dem Canham-Helfrich-Modell beschriebenen elastischen Energien erweisen sich
als erheblich kleiner als charakteristische Energien fiir eine Dehnung bzw. Kompression
der Membran. Fiir Vesikeln sind diese Beitrige zudem wesentlich kleiner als Beitrége
zur Konfigurationsenergie des Systems auf Grund unterschiedlicher osmotischer Driicke
innerhalb und auflerhalb der Vesikel. Bei der Modellierung fluider Vesikeln wird daher
eine konstante Oberfliche angenommen und in vielen Fillen ein konstantes Volumen.
Eine Minimierung der Konfigurationsenergie von Vesikeln in diesem einfachen Modell, dem
Spontaneous Curvature Modell, liefert bereits eine groe Vielfalt an Vesikelformen [36].

Auf Grund der Tatsache, dafl der Teilchenaustausch zwischen den Monoschichten einer
Lipiddoppelschicht auf der Zeitskala von Stunden stattfindet, wenn die Vesikel aus Phos-
pholipiden besteht [56], hat eine Asymmetrie der Lipiddoppelschicht wesentlichen Einflufl
auf die Eigenschaften der Vesikel. Eine Berticksichtigung der Differenz der Fléacheninhalte
der Monoschichten fiihrt auf das Bilayer Couple Modell [57, 58, 59] bzw. auf das Area
Difference FElasticity Modell [60, 61, 62, 63].

Phasendiagramme fiir stationdre Formen fluider Vesikeln, die mit diesen Modellen
beschrieben werden, finden sich in [64, 63, 65].

Simulationen von Membranen und Vesikeln

Fiir Simulationen von Membranen ist eine Diskretisierung der Membranfliche und der
Konfigurationsenergie notwendig. Bei im Mittel planaren Membranen geschieht dies durch
Festlegung eines endlichen orthogonalen Gitters auf einer Ebene, die parallel zur mittle-
ren Form der Membran ist, und durch Angabe der Abstéinde zwischen der Membran und
dieser Ebene an den Gitterpunkten. Die Membran wird an den Gittergrenzen periodisch
fortgesetzt. Entsprechende Monte-Carlo-Simulationen zur Untersuchung der Wechselwir-
kung zwischen Membranen und Substraten sowie zwischen mehreren Membranen wurden
in [66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73] durchgefiihrt.

Eine elegante Diskretisierung geschlossener, sich selbst vermeidender Oberfldchen ist
durch das Tethered-Beads Modell von Kantor et al. [74, 75, 76] gegeben. Auf dieser Basis
wurden von Leibler et al. [77] erste Untersuchungen der Eigenschaften von Vesikeln in zwei
Dimensionen bei endlichen Temperaturen durchgefiihrt. Die Fluiditdt einer zweidimen-
sionalen Vesikelmembran im dreidimensionalen Raum wird durch Anderung der lokalen
Konnektivitit erreicht [78, 79, 80]. Probleme, die bei der Diskretisierung der Biegeenergie
gekriimmter fluider Membranen entstehen, wurden von Gompper und Kroll diskutiert [81].
Fine Untersuchung mit Hilfe des Tethered-Beads Modells triangulierter Vesikeln in Ver-
bindung mit physikalischen Membranmodellen erfolgte in [80, 82, 83, 81]. Membranen
fluktuierender Topologie wurden ebenfalls von Gompper und Kroll [84] untersucht.
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Uberblick iiber die vorliegende Arbeit

In der vorliegenden Arbeit werden grundlegende Eigenschaften freier und adhérierter Ve-
sikeln bei endlichen Temperaturen mit Hilfe von Simulationen diskutiert.

Nach einer Zusammenfassung der wichtigsten Membranmodelle in Kapitel 2 werden
entsprechende Simulationsmethoden in Kapitel 3 besprochen. Es folgen Uberlegungen zur
Ermittlung freier Energien (Kapitel 4), die nachfolgend zur Berechnung von Asymmetrie-
und Adhé#sionseigenschaften Anwendung finden. In Kapitel 7 werden mit Hilfe dieser Me-
thoden die Eigenschaften von Vesikeln in eingeschrénkten Geometrien untersucht und
dabei speziell der fiir pharmazeutische Anwendungen relevante Fall zylindrischer Poren
mit rundem Querschnitt betrachtet.

Fiir einige Fachausdriicke existiert auf Grund des Vorherrschens der englischen Sprache
in Fachzeitschriften bisher nur eine englische Version. Um ungewdshnliche Ubersetzungen
ins Deutsche zu vermeiden, habe ich diese englischen Fachausdriicke in Kursivschrift an
den betreffenden Stellen verwendet.



Kapitel 2

Konfigurationsenergie fluider
Vesikeln

Durch Integration iiber die atomaren Koordinaten der Membranlipide, der umgebenden
Wassermolekiile und osmotisch aktiven Teilchen lassen sich Freie-Energie-Ausdriicke als
Funktion der Vesikeloberflichen-Konformation aufstellen. Die betrachteten Vesikeln sind
dabei so groB, daf sich eine lokale Freie-Energie-Dichte (siehe Gleichung (2.1)) einfiihren
148t. Die Monte-Carlo-Simulationen basieren auf einem Modell, in dem diese Energieterme
das statistische Gewicht fiir die Membrankonfiguration bestimmen.

2.1 Membranmodelle fiir fluide Vesikeln

Die Biegeenergie einer fluiden Membran ist in ihrer einfachsten Form durch

Eg= gj{(QM — M) dA + n]éGdA (2.1)

gegeben [54, 55|, wobei M die mittlere Kriimmung, M, die spontane Kriimmung, G
die Gaufsche Kriimmung, x die Biegesteifigkeit und & die Gauflsche Biegesteifigkeit sind.
Auf Grund des Gaufl-Bonnet-Theorems ist das Integral der Gaufischen Kriimmung eine
topologische Invariante fiir geschlossene Flichen [85]. Da nur Vesikeln unverdnderlicher
Topologie und konstanter Gaufischer Biegesteifigkeit betrachtet werden sollen, ist dieses
Integral konstant und kann im folgenden weggelassen werde. Die Fluiditét der Membran
spiegelt sich in Gleichung (2.1) in der Tatsache wider, daf die lokalen Beitrige invariant
unter Umparametrisierung der Fléiche sind und keine Terme auftreten, die eine Scherung
der Membran berticksichtigen wiirden.

Ein zusétzlicher Beitrag zur elastischen Energie wird durch Dichtefluktuationen inner-
halb der Membran bewirkt [55]. Seien ¢* und ¢~ die Lipidmolekiildichte in den einzelnen
Monoschichten und ¢y die Gleichgewichtslipiddichte fiir eine flache Membran. Fiir eine
Doppelschicht der Dicke § mit lokalen skalierten Lipiddichteabweichungen

+ ¢t
o (1 — 2M56)

o o

p

in den Monoschichten ergibt sich in niedrigster Ordnung von M§ mit p = (p™ — p~) /2
und p = (p* + p~) /2 ein Beitrag von [86, 87]

Estretch =k % {ﬁQ + (p — 2dM)2} dA. (23)

5
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Die Minimierung der Gesamtenergie in bezug auf die lokalen Dichteabweichungen p™, p~
bei gegebenen konstanten Teilchenzahlen N*, N~ in den Monoschichten! und vorgegebe-
ner Vesikelform liefert mit

AA = 4d7§MdA +0 (d?)
und
N* — N~
bo

unter Vernachlédssigung osmotischer Effekte und spontaner Kriimmungen eine Gesamt-
energie [87]

AAy =

K

_k 2 k. 2
Eges— 2%(2M) dA+4A(AA—AAO) ‘|‘kA

NTANT 1)2. (2.4)

200 A

2.1.1 Osmotische Effekte

Durch das Vorhandensein grofler Molekiile innerhalb und auflerhalb des Vesikelvolumens,
die nicht die Vesikelmembran durchdringen kénnen, entsteht ein osmotischer Druck Am,
der fiir verdiinnte Systeme durch das van’t Hoffsche Gesetz [88, 89] beschrieben wird

s (3). 25

wobei N die Anzahl osmotisch aktiver Teilchen im Vesikelinneren, V' das Vesikelvolumen
und ¢.; die Konzentration osmotisch aktiver Teilchen auflerhalb der Vesikel ist. In inte-
grierter Form [90, 87] ergibt sich schlielich ein Beitrag

Epon =T (—Nln + ch) (2.6)

V;"ef

mit einem beliebigen Referenzvolumen V,..; zur Gesamtenergie der Vesikel.

In der vorliegenden Arbeit werden reduzierte Einheiten verwendet, wobei als Referenz-
groBen die thermische Energie 7' und der Vesikelradius R dienen.

Nimmt man fiir die Konzentration osmotisch aktiver Teilchen einen typischen Wert
¢ = 10"*mol/ m® an und fiir die Biegesteifigkeit der Vesikelmembran x = 10T bei Raum-
temperatur [87], so dafl

RTcVy ~ 10° & (2.7)

gilt? [87], dann ergibt sich ¢ ~ 3000/R3 und N ~ 10000 fiir Monte-Carlo-Simulationen, in
denen Temperaturen von T ~ 0.1 k betrachtet werden.

2.1.2 Konstante Fliche und konstantes Volumen

Anhand der in Experimenten gemessenen Materialparameter ergibt sich in der Praxis die
Invarianz einiger Groéfien.

Fiir Vesikeln mit Radien um 10 pm fanden Evans und Needham [91] eine Biegestei-
figkeit von k ~ 10719 J und einen Flichenkompressionsmodul von k ~ 0.1Jm™2. Wegen
kA ~ 10719 > k sind GroSendnderungen des Vesikeloberfliche gegeniiber Formverinde-
rungen zu vernachléssigen. Daher wird im folgenden eine konstante Vesikeloberfldche
A = 47 R3 angenommen.

'Diese Annahme ist fiir mehrkomponentige Membranen in der Regel nicht erfiillt.
2R =8.314Jm® K™ ist die universelle Gaskonstante.



2.2. ADHASION 7

In gleicher Art und Weise findet man, daf} lediglich Konzentrationsunterschiede osmo-
tisch aktiver Teilchen in und auBerhalb der Vesikel von weniger als 0.1 mmoll~! durch die
Biegeenergie kompensiert werden konnen. Fiir groflere Konzentrationsunterschiede dndert
sich — soweit es die Geometrie erlaubt — das Vesikelvolumen so lange, bis die Differenz der
osmotischen Driicke verschwindet.

In diesem Zusammenhang ist die Einfiihrung des reduzierten Vesikelvolumens [87]
iiblich

V= e = 6y/AVATY2 (2.8)

|5
=
o

2.1.3 Resultierende Membranmodelle

Mit den obengenannten Annahmen ergeben sich unter anderem folgende Membranmodelle,
wobei osmotische Effekte ausklammert werden sollen:

Beim Spontaneous Curvature Modell findet der Energieausdruck (2.1) zusammen mit
festgehaltener Fliche Anwendung. Mogliche Asymmetrien in der Lipiddoppelschicht wer-
den in der spontanen Kriimmung M;, beriicksichtigt, die gegebenenfalls auf der Vesikel-
oberfliche variieren kann.

Eine zusitzlich vorgegebene Invarianz der Flidchendifferenz AA in (2.4), das heifit des
Integrals ¢ MdA, fiihrt auf das Bilayer Couple Modell [57, 58, 59]. Spontane Kriimmungen
sind jedoch in diesem Modell nicht berticksichtigt [38, 64].

Wird die Flichendifferenz AA nicht festgehalten (aber die Anzahlen Nt und N~
der Lipidmolekiile in den Monoschichten), so ergeben sich schlielich die Area-Difference-
Flasticity Modelle mit und ohne spontaner Kriimmung (siche etwa [60, 61, 62, 63, 87]).

Die sich hieraus ergebenden Minimalflichen (7" = 0) wurden in [38, 64] fiir ein Mini-
malmodell mit lokaler Kriimmungsenergie (Gleichung (2.1) mit M, = 0), das Bilayer Cou-
ple Modell und das Spontaneous Curvature Modell sowie in [65] fiir das Area-Difference-
Elasticity Modell bei vorgegebenen reduzierten Volumina berechnet.

2.2 Adhéision

Die Wechselwirkung von Biomembranen und Substraten ist im wesentlichen durch kurz-
reichweitige attraktive Potentiale und die (langreichweitige) entropische Abstofiung vom
Substrat dominiert [4, 92]. Dabei ist die Reichweite der attraktiven Potentiale von der
Groflenordnung im Nanometerbereich und somit erheblich kleiner als typische Vesikelradi-
en. Fiir den Fall, dal die Kontaktfliche A* einer adhérierten Vesikel ungeféihr gleich ihrer
Projektion A} auf das Substrat ist, also insbesondere, wenn T = 0 ist, kann das attraktive
Potential W (z) mit einem Beitrag

Esupstrate = %W(z)dA (29)

zur Gesamtenergie der Vesikel ndherungsweise durch ein effektives Kontaktpotential er-
setzt werden, das einen Energiebeitrag

E, = —WA* (2.10)

liefert [93]. Die Potentialtiefe W) ist dabei eine positive Konstante. Unabhéngig vom
Kriimmungsmodell ergibt sich bei T' = 0 eine Kontaktkriimmung von [93]

= /2 (2.11)
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Ohne vorgegebenes Volumen héingt die Grofle der Kontaktfliche nur von der reduzierten
Potentialtiefe

2
w = Yolty (2.12)
K
ab und verschwindet [93] fiir
w=w, =2 (2.13)
bzw.
Wo = W, = 2x/R2. (2.14)

Bei endlichen Temperaturen lassen sich folgende qualitativen Vorhersagen machen [94,
95, 87]: Fiir langreichweitige Potentiale findet mit abnehmender Potentialtiefe zunéchst ein
kontinuierlicher Ubergang von deformierten adhérierten Vesikeln zu adhirierten Vesikeln
statt, die anndhrend die Form freier Vesikeln besitzen. Schliefllich erfolgt ein thermisch
induziertes Ablosen vom Substrat.

Im Falle kurzreichweitiger Potentiale mit einem Abstand ¢y < Ry des Potentialmini-
mums vom Substrat kann wieder von einem effektiven Kontaktpotential ausgegangen wer-
den. Unterhalb der kritisches reduzierten Potentialtiefe w,, die fiir eine endliche Adhési-
onsfliche notwendig ist, geht die Vesikel jedoch nicht in einen freien Zustand, sondern in
einen gepinnten iiber. Dabei nimmt die Vesikel annéhrend die Form fiir den freien Zustand
an, ist aber noch im Potential gebunden. Schliefllich erfolgt mit abnehmender Potentialtiefe
auch hier ein thermisches Ablésen vom Substrat.

Fiir grofle Vesikeln mit

Ro>R. = %60 (2.15)
wird in kurzreichweitigen Potentialen mit einer Tiefe, die betragsméfig kleiner als
T2
il 2.16
Gk ( )

ist, auf Grund von Formfluktuationen in der Kontaktfliche kein gepinnter Zustand ange-
nommen.

2.3 Gravitation

Durch ein Vorhandensein osmotisch aktiver Teilchen im und auflerhalb des Vesikelvolu-
mens stellt sich durch den osmotischen Druck in der Vesikel die gleiche Teilchenkonzen-
tration wie in der umgebenden Fliissigkeit ein, sofern dies geometrisch moglich ist. Bei
Verwendung osmotisch aktiver Teilchen unterschiedlicher molarer Massen, zum Beispiel
verschiedener Zucker, ergibt sich ein Beitrag von

Egravi = GAL / 2dV (2.17)

zur Gesamtenergie der Vesikel, wobei Au der Massendichteunterschied der Fliissigkeiten
in bzw. auflerhalb der Vesikel ist und g die Feldstérke des homogenen Schwerefeldes. Die
sich durch Energieminimierung ergebenden, mitunter nicht rotationssymmetrischen For-
men einer Vesikel im Schwerefeld an einer rein repulsiven Wand wurden von Kraus et al.
bestimmt [96].

Verschwindet obige Dichtedifferenz, so ist dieselbe Gleichung (2.17) auf den weitaus
geringeren Beitrag der Massendichtedifferenz zwischen Lipiddoppelschicht und der umge-
benden Fliissigkeit anzuwenden. Die Massendichtedifferenz von Wasser und kompakten
Mengen reinen Phospholipids steht dabei nicht in direkter Beziehung zu der eben genann-
ten.
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2.4 Zweikomponentige Vesikeln

Fiir zweikomponentige Vesikeln in der Nidhe des Phaseniibergangspunkts fithrt man die
Konzentrationsdifferenz ® als Ordnungsparameter ein [97]. Mit einem Ginzburg-Landau-
Ansatz ergeben sich folgende zwei zusétzliche Beitrage zur Gesamtenergie:

Eqr, = 7§ {g (VD)2 + f(@)} dA (2.18)

mit einer lateralen Freie-Energie-Dichte f und einem Modellparameter b sowie als Kopp-
lungsterm mit der lokalen Geometrie

Eouple = E 7{ dMdA (2.19)

mit einem Kopplungsparameter Z. Fiir Zweiphasensysteme mit vorgegebenen Zusammen-
setzungen und Flidcheninhalten reduziert sich das Problem auf eine Linienspannung an
der Phasengrenze sowie zwei Biegesteifigkeiten [98, 99]. Soll zusétzlich eine Beriicksichti-
gung der Gaufischen Kriimmung erfolgen, so sind zwei Gaufische Biegesteifigkeiten fiir die
beiden Phasen einzufiihren [99].

In der vorliegenden Arbeit soll jedoch eine Beschrinkung auf konische Molekiile einer
zusétzlichen zweiten Komponente in der Membran erfolgen. Sei Ng. deren Anzahl, ng. die
lokale Molekiildichte und 75 die mittlere Molekiildichte pro Einheitsfliche. Entsprechend
Markins Ansatz [100, 101] wird eine lokale spontane Kriimmung angenommen, die linear
von der Dichte n,. abhéngt:

My, = copnise. (2.20)

Eine spontane Kriimmung der urspriinglich einkomponentigen Membran moge nicht vor-
liegen. Ferner sollen lediglich entropische Effekte fiir die Teilchen der zweiten Komponente
angenommen werden [102, 103], die folgenden Energiebeitrag ergeben:

AE,, = Tj{nsc In 2544 (2.21)

nSC
Dieser Ausdruck liefert die Differenz der potentiellen Energie zwischen einer inhomogenen
und der homogenen Verteilung der Einschliisse.

2.5 Liangenabhingige Materialparameter

In den vorangegangenen Uberlegungen wurde auf Fluktuationen wenig eingegangen. Die-
se sind bei der Berechnung von Minimalflichen irrelevant, vom osmotisch vorgegebenem
Volumen, das Raumtemperatur voraussetzt, einmal abgesehen.

Bei endlicher Temperatur, hingegen, wird zum Beispiel die mittlere Kriimmung im
Canham-Helfrich-Ansatz fiir die Biegeenergie (Gleichung (2.1)) abhéngig von der Léngen-
skala. Ein unterer Grenzwert ist dabei durch die Dicke der Lipiddoppelschicht gegeben,
unterhalb derer die Modellannahmen fiir den Canham-Helfrich-Ansatz nicht mehr erfiillt
sind. Diese Langenabhingigkeit fithrt schlieflich zu einer Skalenabhéngigkeit der Biege-
steifigkeit und der Gaufischen Biegesteifigkeit. Das Renormierungsverhalten konnte bisher
analytisch nur fiir den Fall auf groflen Léingenskalen planarer Membranen bestimmt wer-
den [104, 85]:

k(l) = k(L) — % In %. (2.22)
Gompper und Kroll konnten dieses Ergebnis unter Verwendung von Skalenargumenten
mit Hilfe von Monte-Carlo-Simulationen fiir Vesikeln bestétigen [81].

Die GauBlsche Biegesteifigkeit & und der Flachenkompressionsmodul & folgen dhnlichen

Renormierungsbeziehungen [105, 106].
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2.6 Bestimmung der Materialparameter

Die Bestimmung der Materialparameter fluider Membranen erfolgt iiblicherweise an Ve-
sikeln aus dem entsprechenden Material. Die Biegesteifigkeit und der Flidchenkompres-
sionsmodul kénnen unter anderem aus dem Vergleich experimentell beobachteter For-
men von in Pipetten eingesaugten Vesikeln mit berechneten Formen minimaler Konfi-
gurationsenergie erhalten werden [107, 108, 91]|. Hierbei kénnen auch Fluktuationen der
Vesikelmembran auferhalb der Pipette beriicksichtigt werden [106, 109]. Weitere MefB-
methoden basieren auf Figenschaften aus der Vesikelmembran herausgezogener diinner
Membranfiden [110, 62, 111] oder etwa auf der Analyse thermischer Fluktuationen freier
Vesikeln [112, 113, 114, 115]. Auch die Messung homogener spontaner Kriimmungen ist
moglich [40]. Leider liefern die genannten Methoden Werte fiir die Materialkonstanten,
die sich mitunter um Faktoren signifikant grofler als Eins unterscheiden. Im wesentlichen

findet man fiir Lipidmembranen
ke~10719] (2.23)

oder
k~10T (2.24)

bei Raumtemperatur fiir die Biegesteifigkeit und
k~01Jm™?2 (2.25)

fiir den Flichenkompressionsmodul [91].



Kapitel 3

Monto-Carlo-Simulationen fiir
fluide Vesikeln

In den in der vorliegenden Arbeit werden Monte-Carlo-Simulationsverfahren [90, 116, 117,
118] fiir die Berechnung von Mittelwerten und statistische Eigenschaften fluider Vesi-
keln verwendet. Um dabei die kanonische Verteilung als stationére Verteilung zu erhalten,
ist detailliertes Gleichgewicht hinreichend. Dieses besagt, da die Ubergangswahrschein-
lichkeiten P(w — w') bzw. P(w' — w) in der Monte-Carlo-Simulation zwischen je zwei
Konfigurationen w und w’ mit Konfigurationsenergien E bzw. E’ der Beziehung

% = exp (E _TE/> (3.1)

geniigen. Eine hiufig genutzte Wahl fiir die Akzeptanz und Ablehnung von Monte-Carlo-
Schritten ist der auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Metropolis-Algo-

rithmus [119] mit!
E—-F
P(w — ') = min {1,exp ( T >} . (3.2)

Auf Grund der sehr grofien Anzahl von Freiheitsgraden bei einer Simulation auf mole-
kularer Ebene, wurden die betrachteten Vesikeln durch triangulierte Membranen model-
liert.

3.1 Triangulierung von Vesikeloberflichen

3.1.1 Tethered-Beads Modell

Zur diskretisierten Beschreibung der Vesikelmembran wird in der vorliegenden Arbeit
das von Kantor et al. [74, 75, 76] entwickelte und von Ho und Baumgértner [78, 79]
sowie von Kroll und Gompper [80] fiir die Anwendung auf fluide Vesikeln modifizierte
Tethered-Beads Modell verwendet. Das urspriingliche Modell weist Vertices einen Radius
R und damit einen Mindestabstand 2R zu den jeweils anderen Vertices zu und Kan-
ten eine Maximalldnge von 2v/3R, die nicht erreicht werden darf. Weitere Bedingungen
oder Energieterme werden zunéchst aufler Acht gelassen. Allein durch die obengenann-
te geometrische Einschrinkung kann eine Selbstdurchdringung der Membran verhindert
werden. In der urspriinglichen Formulierung mit invarianter Konnektivitat fiir polymeri-
sierte Fldchen wirken die Kanten als Gaufische Federn. Die notwendige Verallgemeinerung
des Modells fiir fluide Membranen, deren Schermodul verschwindet, wurde von Ho und

!"Wenn keine anderen Temperaturwerte angegeben sind, ist in der gesamten Arbeit die Temperatur
T =1 gesetzt.

11
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Baumgirtner [78, 79] sowie von Kroll und Gompper [80] durch dynamische Verénderung
der Konnektivitét erreicht (sogenannte Bond Flips, sieche Abschnitt 3.2.2). Eine ausfiihrli-
che Untersuchung derartig triangulierter Vesikeln in Verbindung mit einem physikalischen
Membranmodell, das die Konfigurationsenergie der Vesikel festlegt, erfolgte von Gompper
et al. [80, 82, 83, 81].

Den im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Simulationen liegt als physikalisches
Membranmodell das Spontaneous Curvature Modell zugrunde, wobei das Vesikelvolumen
entweder iiberhaupt nicht oder durch die osmotischen Bedingungen vorgegeben ist.

Wie oben erwéhnt, entsteht durch die Triangulierung der Membran zusétzlich eine
endliche Flachenkompressibilitdt. Eine Abschitzung der mittleren Tetherldnge findet sich
in Anhang A.

3.1.2 Diskretisierung der Biegeenergie

Im Zusammenhang mit der Triangulierung der Vesikelmembran ist die Verwendung dis-
kretisierter Ausdriicke fiir die Observablen notwending. Fiir die mittlere Kriimmung bzw.
deren Integral iiber die Oberfliche von Polyedern 148t sich dies in Form von Beitrégen fiir
die einzelnen Kanten der Trianglulierung realisieren [120]. Ist L die Lénge einer Kante und
0 der Winkel zwischen den Flidchennormalenvektoren der anliegenden Dreiecke, so ergibt
sich ein positiver oder negativer Beitrag [120)]

1
L .
S L6 (3.3)

zum Integral der mittleren Kriimmung iiber die durch die Triangulierung beschriebe-
ne Polyederoberfliche. Das Vorzeichen héngt davon ab, ob eine konvexe oder konka-
ve Kriilmmung in bezug auf die willkiirlich ausgezeichnete Referenzseite der orientierten
Flache vorliegt. Eine dhnliche Darstellung fiir das Quadrat der mittleren Kriimmung ist
nicht mdoglich. Dies wiirde auf eine von der globalen Membranform abhéngige Biegestei-
figkeit fithren [81]. Eine Moglichkeit dieses Problem zu umgehen, besteht darin, zunéchst,
wie oben beschrieben, die lokale mittlere Kriimmung zu berechnen, dann deren Quadrat
und die entsprechenden Beitriage zur Biegeenergie [81]. Im folgenden wird auf die Imple-
mentation von Kumar et al. [121] zuriickgegriffen, in der die lokale mittlere Kriimmung
auf den einzelnen Dreiecken berechnet wird. Seien mit ¢ die Dreiecke der Triangulation
bezeichnet, mit A; deren Fliacheninhalte, mit L; die Lingen der Dreieck t begrenzen-
den Kanten bzw. die Kanten selbst, mit 0;; die gegebenenfalls negativen Winkel zwischen
den Fldchennormalenvektoren der an Kante L anliegenden Dreiecke und mit Mg, ; die
spontanen Kriimmungen auf den Dreiecken. Dann wird die Biegeenergie durch folgenden
Ausdruck approximiert

K > i Liibi 2
B =3 > <27At — W) Ay (3.4)

t

Die Verwendung der vorzeichenbehafteten mittleren Kriimmung zur Berechnung der Bie-
geenergie erlaubt zudem die Beriicksichtigung spontaner Kriimmungen im Rahmen des
Spontaneous Curvature Modells.

3.1.3 Modell fiir ein attraktives planares Substrat grofler Dicke

Fiir attraktive Substrate mit Potentialen, die grofle Gradienten aufweisen, ist eine mog-
lichst genaue Berechnung der potentiellen Energie unerléfllich, um eine gute Mittelwertbil-
dung in der Monte-Carlo-Simulation zu erreichen. Fiir Square-Well-Potentiale ist zwar der
Rechenzeitaufwand gering, jedoch sind sie im Gegensatz zu realen Potentialen unstetig.
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Ein Lennard-Jones-12-6-Potential, das iiber das als kompakten Halbraum angenommene
planare Substrat aufintegriert wurde, fithrt nicht auf dieses Problem. Das resultierende
Lennard-Jones-9-3-Potential

we=wus (g (%) - 55 (%)) 35)

mit der Potentialtiefe W s (Energie pro Fliche fiir Membranen konstanter geringer Dicke)
und charakteristischer Lange o 148t sich auf den Dreiecken exakt mit verniinftigem
numerischen Aufwand berechnen. Dieses Verfahren wurde bei der Modellierung attraktiver
Substrate verwendet.

3.1.4 Beriicksichtigung einer zweiten Komponente in der Vesikelmem-
bran

Die Beriicksichtigung einer zweiten Komponente in der Vesikelmembran erfolgt durch Vor-
gabe der Stoffmenge auf den Dreiecken der Triangulierung. Die resultierende Fldchendichte
nse wird als konstant auf den Dreiecken angenommen und der entropische Beitrag AF .
zur Konfigurationsenergie entsprechend lokal auf den Dreiecken berechnet.

3.2 Monte-Carlo-Schritte

3.2.1 Bewegung einzelner Vertices

Die Bewegung einzelner Vertices erfolgt wie bei konventionellen Teilchensystemen [90],
wobei das Wechselwirkungspotential durch die diskretisierte Konfigurationsenergie der
Vesikel in Verbindung mit dem Potential des Tethered-Beads Modells gegeben ist. Die re-
sultierenden Mindestabstéinde gelten dabei nicht nur fiir mit einer Kante in der Triangulie-
rung verbundene Vertices, sondern fiir beliebige Vertices, um die mit dem Tethered-Beads
Modell beabsichtigte Selbstvermeidung der Membran zu erreichen. Es zeigt sich aber, daf3
in Fallen sphérischer Vesikeln oder Vesikeln unter Einflul osmotischer Driicke hierauf in
der Simulation nicht streng geachtet werden mu#f.

Die maximale Distanz fiir Vertexbewegungen wurde bei den durchgefiihrten Simulatio-
nen eingangs adaptiv so festgelegt, dafl ca. 40% der Vertexbewegungen akzeptiert werden.

3.2.2 Bond Flips

Fliissigkeiten haben einen verschwindenden Schermodul. Es sind also in den Simulationen
Anderungen der Konnektivitit der Vertices im Rahmen des Tethered-Beads Modell zuzu-
lassen. Dabei wird die gemeinsame Kante zweier benachbarter Dreiecke entfernt, und die
bisher nicht verbundenen Vertices werden durch eine neue Kante verbunden [80]. Entste-
hen dabei zwei bis auf ihre Orientierung identische Dreiecke, divergiert die Biegeenergie
und der Monte-Carlo-Schritt kann unmittelbar nach dessen Auswahl ohne weitere Ener-
gieberechnungen verworfen werden.

Es ist jedoch zu beachten, dafl bei triangulierten Vesikeln mit Volumina nahe dem
im Tethered-Beads Modell maximal mdoglichen keine bzw. kaum noch Bond Flips mdoglich
sind. Durch eine Festlegung der mittleren Kantenldnge in Abhéngigkeit von der Grofie
der triangulierten Flidche (siehe zum Beispiel Gleichung (A.4)) 1d8t sich dieses Problem
umgehen.
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3.2.3 Einachsige Deformation

In Abschnitt 5 wird die Asphérizitit von Vesikeln betrachtet. Es wird ein Mafl fiir die
Asphaérizitiat auf der Basis des Trégheitstensors des Vesikelvolumens eingefiihrt. Der Trig-
heitstensor ist jedoch eine Grofle, die durch die Bewegung einzelner Vertices nur wenig
Verénderung erfihrt. Ahnlich wie bei N PT—Simulationen von Teilchensystemen [90] sind
daher Skalierungen oder andere Monte-Carlo-Schritte notwendig, um Anderungen der
Asphirizitit zu bewirken. Wihlt man willkiirlich eine der drei Hauptachsen des Trégheits-
tensors aus (mit Richtungsvektor n, |n| = 1) und skaliert die auf diese Achse projizierten
Absténde |(r — 7) - n| der Vertices mit Ortsvektor r beziiglich des Schwerpunkts 7 des
Vesikelinneren, so bleiben die Hauptachsen des Trégheitstensors invariant. Der Vektor r
wird also auf den Vektor ' mit

rr=r+(a—1)(r—7) -nn (3.6)

abgebildet. Der Skalierungsfaktor sei mit « bezeichnet. Um Detailed Balance zu gewahr-
leisten, wurde « in den Simulationen so gewé&hlt, dafl sich der Maximalwert von

bn=|(r —7) -n| (3.7)

auf der Vesikelmembran um einen Betrag § #dndern darf, der zwischen —0.03 und +0.03

gleichverteilt ist. Es ist also
b +6

ln

| (3.8)

3.2.4 Laterale Vertexbewegung in kritischen Regionen

Wiéhrend des Durchgangs von Vesikeln durch Poren findet eine Scherung der Membran
an Porenein- und -ausgang statt. Um derartige Umordnungsprozesse innerhalb weniger
Simulationsschritte im Vergleich zur Gesamtsimulation zu ermdoglichen, ist eine bevorzugte
Bewegung von Vertices in den obengenannten Regionen von Vorteil. Ein Vertex gehoére zu
einer solchen Region, wenn sein Abstand einen bestimmten Wert zu der den Porenein-
bzw. -ausgang beschreibenden Ebene £ nicht iiberschreitet.

Der ausgwihlte Vertex wird testweise parallel zur Ebene £ verschoben, und dieser
Schritt wird wie bei den sonstigen angenommen oder abgelehnt. Da sich hierdurch nicht
die Menge der Vertices dndert, die sich nahe der Ebene £ befinden, bleibt das detaillierte
Gleichgewicht erhalten. Gleiches gilt offensichtlich fiir Bond Flips zwischen zwei benach-
barten Dreiecken, deren sémtliche Vertices zu einer solchen Region gehdoren.

3.2.5 Spiegelung an invarianten Ebenen

Die Spiegelung von Vertices ohne Verdnderungen der lokalen Konnektivitét an invarianten
Ebenen, die durch die nicht bewegten néichsten Nachbarn definiert werden, erleichtert das
Ausbilden und Verschwinden von Undulationen in der Membran. Dies betrifft im speziellen
Bereiche grofler Vertexkonzentration, wo viele Monte-Carlo-Schritte wegen Unterschreiten
des minimalen Abstands im Tethered-Beads Modell abgelehnt werden. Fiir rauhe triangu-
lierte Oberflachen ist diese Situation von besonderer Relevanz.

Die hier betrachtete invariante Ebene, zu der die Summe der Abstandsquadrate der
nicht bewegten néchsten Nachbarn mit Ortsvektoren r;, ¢ = 1,..., N, innerhalb der Tri-
angulierung am kleinsten ist, 148t sich wie folgt angeben: Der Normaleneinheitsvektor n
ist gegeben durch den normierten Eigenvektor zum kleinsten Eigenwert der Matrix

t

1 & 1
=1 7=1 7=1
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und der Abstand zum Ursprung durch

L
— Zri ‘M. (3.10)
N=

3.2.6 Umverteilung der zweiten Membrankomponente

Bei Vorhandensein einer zweiten Komponente in der Vesikelmembran werden Monte-
Carlo-Schritte durchgefiihrt, in denen die Stoffmenge der zweiten Komponente von zwei
zufillig ausgewihlten Dreiecken neu auf diese verteilt wird. Der prozentuale Anteil der
Summe der Stoffmengen, der den beiden Dreiecken neu zugewiesen wird, ist gleichverteilt
zwischen null und eins.

Dieses Verfahren wird auch bei Bond Flips bei Vorhandensein einer zweiten Kompo-
nente in der Vesikelmembran angewendet.

3.3 Berechnung charakteristischer Groéfien

Die Berechnung einiger charakteristischer Grofien einer triangulierten Vesikel wie Volu-
men, Schwerpunktskoordinaten und Massentrigheitsmoment 148t sich auf Integrale iiber
das Vesikelvolumen zuriickfithren und folglich — mit Hilfe des Gauf3schen Integralsatzes —
durch Integrale iiber die triangulierte Vesikeloberfliche berechnen. Die dabei auftretenden
Polynome in den drei Koordinaten lassen sich analytisch iiber die einzelnen Dreiecksfléchen
integrieren.

Das Vesikelvolumen V' wurde zum Beispiel unter Verwendung der Beziehung

V= /znZdA (3.11)

in den Simulationen berechnet, wobei n, die z-Komponente des nach auflen zeigenden
Normalenvektors auf der Vesikeloberflache ist.

3.4 Geometrische Nebenbedingungen

Bei den in der vorliegenden Arbeit betrachteten Vesikeln sind die Oberflache, das Volu-
men und beim Bilayer-couple Modell zusétzlich das Integral der mittleren Kriimmung im
wesentlichen konstant (siehe Abschnitt 2.1.2).

In den durchgefiithrten Computer-Simulationen wurde ausschliellich das Spontaneous
Curvature Modell untersucht. Die obengenannte Einschrankungen an die Oberflache wurde
durch das Festlegen einer mittleren Oberflache auf Ay = 47TR% und einer geringen Schwan-
kungsbreite beriicksichtigt. Letztere ist notwendig, um von einer Konfiguration zu einer
anderen mit den obigen Monte-Carlo-Schritten zu gelangen und dabei eine verniinftige
Akzeptanzrate zu erreichen.

Die Festlegung des Vesikelvolumens erfolgte durch Beriicksichtigung osmotisch akti-
ver Teilchen, um auch osmotische Driicke in der Vesikel beriicksichtigen zu kénnen, die
grofer sind als in der umgebenden Fliissigkeit, oder um Vesikeln zu betrachten, deren um-
gebende Fliissigkeit eine rdumlich variierende Osmolaritét besitzt, zum Beispiel in Form
unterschiedlicher Osmolaritéiten auf den beiden Seiten einer engen Pore. Die Grofle der
Teilchendichten orientiert sich dabei an den experimentellen Werten, fiir die (siehe Glei-
chung (2.7))

RTcVy ~ 10° k (3.12)
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gilt. Unter Verwendung reduzierten Einheiten und Konzentrationen c,, in den Simulatio-
nen, die die Einheit 1/ R(?j besitzen, 148t sich diese Gleichung umschreiben in

CeaVoT ~ 103k (3.13)
und .

3.5 Erzeugung der Startkonfigurationen

Die Erzeugung der Starttriangulierungen fiir die durchgefiihrten Simulationen erfolgte, in-
dem, ausgehend von einem reguldren Oktaeder im Koordinatenursprung, sukzessive in der
Mitte einer der ldngsten Kanten ein neuer Vertex eingefithrt wurde. Zwischen zwei der-
artigen Kantenhalbierungen wurden zur Relaxation und zur Erfiilllung der Erschriankun-
gen an die GroBe der Vesikeloberfliche? und der Kantenlingen im Tethered-Beads Mo-
dell Vertexbewegungen und Bond Flips entsprechend dem Metropolis-Algorithmus sowie
Projektionen der Vertices auf die Einheitskugel um den Ursprung durchgefiihrt. Wurde
nach anfinglicher Verletzung der Einschréinkung der Vesikeloberfliche diese im Laufe der
Relaxation erfiillt, so wurden Monte-Carlo-Schritte abgelehnt, die zu einer neuerlichen
Verletzung gefiihrt hétten. Durch die Projektion auf die Einheitskugel wurde im allgemei-
nen die Einschriankung an den Fldcheninhalt erfiillt. In analoger Weise wurden nur solche
Monte-Carlo-Schritte akzeptiert, bei denen die Anzahl der dem Tethered-Beads Modell wi-
dersprechenden Kantenldngen nicht wuchs. Auf diese Weise konnten Triangulierungen mit
beliebigen Vertexanzahlen NN, bis 1500 erzeugt werden. Dieses Verfahren benétigt jedoch
mit zunehmender Vertexanzahl immer langere Rechenzeiten, so dafl noch gréflere Trian-
gulierungen kaum zu erreichen sind. Diese kénnen bei den derzeitigen Rechnerleistungen
auf Grund zu langer Relaxationszeiten ohnehin nicht in Monte-Carlo-Simulationen ver-
wendet werden. Charakteristische Startkonfigurationen mit 100 bzw 400 Vertices sind in
Abbildung 3.1 dargestellt.

(a) (b)
Abbildung 3.1: Charakteristische Startkonfigurationen mit 100 (a) bzw. 400 (b) Vertices.

?Die Soll-Oberfliche hingt von der Vertexanzahl ab.



Kapitel 4

Berechnung freier Energien

Fiir eine Vielzahl von Anwendungen ist nicht nur die Kenntnis von Ableitungen freier
Energien, sondern auch die freie Energie selbst von Interesse. Dies trifft insbesondere
dann zu, wenn Aufenthaltszeiten und Ubergangsraten (Kramers-Escape-Problem [122,
123, 124]) zwischen metastabilen Zusténden bestimmt werden sollen.

Die Berechnung freier Energien ist nur fiir wenige Modellsysteme analytisch moglich,
so daf3 Simulationen fiir die betrachteten Systeme durchzufiihren sind.

4.1 Freie Energie als Funktion duflerer Parameter

In vielen Féllen 148t sich ein vorgegebenes Ensemble in Teilmengen aufteilen, die durch
Parameter s = {s1,...,8,,} charakterisiert sind. Durch das Festlegen der Parameter s
werden die eingeschriankte Zustandsumme

Z(s) = /dP exp (—@) 6 (s'(T) — ) (4.1)

und die eingeschrénkte freie Energie
F(s)=—-TInZ(s) (4.2)

definiert [125], wobei sich die Integration in Gleichung (4.1) iiber den gesammten Konfi-
gurationsraum erstreckt. Die resultierenden verallgemeinerten Kréfte

f(s) = —V.E(s) (4.3)

sind fir rdumliche Absténde echte (mittlere) Kriifte, konnen aber fiir andere Parameter
sehr abstrakten Charakter haben.

4.2 Thermodynamische Integration

FEin weit verbreitetes Verfahren zur Berechnung freier Energien ist die sogenannte ther-
modynamische Integration [90], die dann Anwendung finden kann, wenn der Parameter

a, beziiglich dessen Differenzen der freien Energie berechnet werden sollen, so in der po-

tentiellen Energie E auftritt, dafl der Mittelwert <a§#> berechnet werden kann. Es gilt

némlich 0T < - >
= . (4.4)

da Oa

17
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Besonders einfach gestaltet sich dabei die Berechnung, wenn E nur linear von a abhéngt,
wie dies bei der hier behandelten Problematik fiir die Biegesteifigkeit x oder Potentialtiefen
w der Fall ist, oder wenn a die Temperatur ist.

Sind die Parameter a jedoch Variablen eingeschrinkter freier Energien, fiir die sich die
entsprechenden Zustandssummen nicht in geschlossener Form nach a ableiten lassen, so
kann thermodynamische Integration nicht analytisch durchgefiihrt werden und numerische
Verfahren werden notwendig.

4.3 Importance und Umbrella Sampling

Um Aussagen iiber Verldufe eingeschrénkter freier Energien F'(s) machen zu koénnen,
miissen offensichtlich alle relevanten Bereiche fiir s wihrend der Simulation erreicht wer-
den. Dies ist jedoch mit dem gewdhnlichen Metropolis-Algorithmus fiir Konfigurationen
mit sehr kleinem statistischen Gewicht exp (—E(I")/7") nicht zu erreichen [126]. Selbiges
trifft zu fiir Bereiche des Konfigurationsraumes, die durch eine Potentialbarriere getrennt
sind [127]. Durch Hinzufiigen eines geeigneten Hilfspotentials E’(T") lassen sich diese Pro-
bleme umgehen. Es gilt ndmlich fiir eine Observable A und deren Mittelwert

[ exp (—EJFTE/> exp <ET/> Adl
J exp (=545) exp () dT

(e () 4) .
<exp (%) >E+E’

wobei an der rechten Mittelwertklammer die zu beriicksichtigende Konfigurationsenergie
angegeben ist [126]. Im Falle einer Potentialbarriere wird das eben beschriebene Importance
Sampling auch Umbrella Sampling genannt [127]. Im speziellen kann A auch eine Funktion
der Teilchenkoordinaten sein, die in bestimmten Féllen Eins ist und sonst verschwindet.
Dies ermoglicht die Berechnung von Aufenthaltswahrscheinlichkeiten und eingeschrankten
Zustandssummen.

<A>E =

)

4.4 Bekannte Histogrammethoden

Wie unmittelbar aus der Definition der eingeschrénkten freien Energie (Gleichung (4.2))
ersichtlich ist, ist die Wahrscheinlichkeit p(s), ein System im thermodynamischen Gleich-
gewicht mit beobachtbaren Observablen s vorzufinden, durch

p(s) = po exp (— F;ﬂ) (45)

mit einer Normierungskonstante py gegeben, so dafl aus der Kenntnis von p(s) bzw. ent-
sprechenden relativen H&ufigkeiten aus Histogrammen die eingeschriankte freie Energie
F(s) berechnet werden kann.

Im allgemeinen wird fiir hochdimensionale Konfigurationsriume — trotz Anwendung
von Importance Sampling Methoden — keine ausreichende Beriicksichtigung aller relevanten
Bereiche des Konfigurationsraums moglich sein [128]. Dieses Problem 148t sich umgehen,
indem man getrennte Simulationsverldufe auf kleine Intervalle fiir s einschrénkt. In den
Intervallen, die sich typischerweise iiberlappen, werden Histogramme fiir s erzeugt, die
anschliefilend so gewichtet werden, daf sich eine optimale Schitzung fiir F(s) ergibt [129,
130, 131, 118]. Dieser von Ferrenberg und Swendsen entwickelte Algorithmus findet sich
in der Literatur unter dem Namen Weighted Histogram Analyses Method (WHAM).
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Das oben berechnete Freie-Energie-Profil kann im folgenden als Hilfspotential fiir Im-
portance Sampling verwendet werden, das schliellich zur neuerlichen Berechnung der frei-
en Energie genutzt werden kann. Ein solches iteratives Verfahren wurde von Bartels und
Karplus zur Analyse von Peptid-Konformationen angewendet [132].

4.5 In dieser Arbeit neuentwickelte Histogrammethoden

Im folgenden zeigt sich, dal es mitunter schwierig ist, den Bereich S fiir die Parameter s
in eine verniinftige Anzahl von iiberlappenden Teilbereichen aufzuteilen, um dort den
WHAM-Algorithmus anzuwenden. Dies kann einerseits durch eine sehr grole Anzahl von
Freiheitsgraden bedingt sein und/oder andererseits durch die Tatsache, dafl die Monte-
Carlo-Trajektorie bereits eine erhebliche Mindestanzahl von Schritten umfassen muf}, um
jedes Histogramm-Intervall zumindest einmal zu erreichen. Letzteres ist insbesondere bei
triangulierten Vesikeln mit den Schwerpunktkoordinaten als Parametern der Fall.

Konnen also keine Histogramme fiir iiberlappende Teilbereiche von S in den Simula-
tionen erzeugt werden, so bleibt schliellich noch — als neues Verfahren — die Mé6glichkeit,
die eingeschrinkte freie Energie F'(s) als glatt und nicht oszillierend anzunehmen, die
verallgemeinerten Kréfte

f(s) = =VsF(s) (4.6)

an geeigneten Stiitzstellen zu berechnen und anschliefend aufzuintegrieren. In Abbil-
dung 4.1 ist diese Situation veranschaulicht.

—t —

si-A s: s:1+A s2—-A s: s:4A s:—A s3 s3:t+A ]

Abbildung 4.1: Lokale Berechnung der -eingeschrinkten Freien-Energie-Profile in
Abhéngigkeit vom Parameter s in der Umgebung —A < s — s; < A der Stiitzstellen s;: In
rot sind die mit Hilfe der Monte-Carlo-Simulationen ermittelten Histogramme fiir s inner-
halb der kleinen, nichtiiberlappenden Fenster schematisch dargestellt. Die blauen Linien
deuten die lokalen linearen Approximationen der freien Energie an, wobei noch willkiirli-
che Offsets verwendet wurden. Schliellich liefern die Anstiege der Approximationen, mit
—1 multipliziert, die gesuchten verallgemeinerten Kriifte.
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4.5.1 Berechnung verallgemeinerter Krifte

Eine lokale Berechnung einer verallgemeinerten Kraft f in bezug auf einen Parameter s
&8t sich wie folgt realisieren.

Zur Vereinfachung der mathematischen Ausdriicke liege die Stiitzstelle bei s = 0. Um
ein moglichst verlédBliches Histogramm in der Monte-Carlo-Simulation zu erzeugen, darf
sich der Parameter s nur in einem kleinen Fenster —A < s < A bewegen, wobei A so klein

zu wéihlen ist, daf3
F(s") — F(s)

<1 4.7
s’:sfénga:j’(gerA T ( )
gilt und damit die eingeschrankte freie Energie linear approximiert werden kann
F
1(;9) = ag + as. (4.8)
Hieraus ergibt sich eine Wahrscheinlichkeitsdichte
_aexp(—as) (4.9)

Plal(s) = 2sinh(aA)
fiir den Parameter s mit —A < s < A, die unabhéngig von ag ist. Das Histogramm fiir s
habe Ny;,s Histogramm-Késten, die durch

bi:{s:<2z _1>A§S§<M_1>A} 0<7< Npjps — 1

bins

gegeben sind. Ferner seien

die Mittelpunkte dieser Késten, h; die Anzahlen der insgesamt 74mpie Eintrage wahrend
der Simulation (ein Eintrag pro Monte-Carlo-Schritt) in diese Késten und p; die entspre-
chenden relativen Haufgkeiten. Die durch das Histogramm beschriebene Hé#ufigkeitsvertei-
lung soll im folgenden an die durch Gleichung (4.9) gegebenen Kurven angepafit werden.
Um besonders grofie und kleine relative Hiufigkeiten adédquat zu beriicksichtigen, bietet
sich eine Minimierung des Ausdrucks

Npins—1
pa)= S (—Inpi+Inplal(c:))’ (4.10)
=0
an. Kiirzt man etwa — In (2 sinh(aA)) mit g(a) ab, so ergibt sich
d?/) Npins—1 Npins—1 Npins—1
da ™ (- Y (clnp)ta Y d—gla) Y Wpi+ mesgm)g/(a)) = 0.
=0 =0 =0
(4.11)
Diese Gleichung miiite numerisch nach a aufgelost werden. Im Falle hinreichend guter
Statistik, das heifit p; ~ p[a](c;), verschwindet die Summe der beiden letzten Terme, und
man erhélt

Nbinsfl
3
Qest = 7 7~9 2\ {(lnpl) (2Z +1- Nbins)} (412)
A (Nszns - 1) @Z:;

als Schitzer!' fiir den Parameter a der Wahrscheinlichkeitsdichte p von s und damit als
Schatzer fiir die verallgemeinerte Kraft

f(s) = —%—Z = —aT. (4.13)

'Die Konsistenz des Schitzers 1i8t sich auch in mathematischer Strenge verifizieren. Siehe hierzu An-
hang B.
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Eine Abschitzung der Fehler fiir ¢ aus mittels Simulationen erstellter Histogramme
148t sich prinzipiell durch Efrons Bootstrap Verfahren [133, 134, 135] erreichen.

4.5.2 Freie-Energie-Profile aus verallgemeinerten Kriften

Wiéhrend bei nur einem vorgegebenen Parameter s die Integration der geschétzten ver-
allgemeinerten Kraft fes:(s) unmittelbar auf die eingeschrinkte freie Energie F(s) fiihrt,
ergibt sich aus Monte-Carlo-Simulationen mit mehreren Parametern s im allgemeinen ein
Kraftfeld f.s(s), das sich nicht wegunabhingig aufintegrieren ldfit. Es ist also ein Opti-
malitétskriterium hinsichtlich eines zu schétzenden Freie-Energie-Verlaufs anzugeben. Um
dieses jedoch formulieren zu kénnen, sollen zunéchst einige Vorbetrachtungen folgen.

Im allgemeinen werden eingeschriankte freie Energien weder periodisch noch absolut
integrierbar sein, so daf} sie weder als Fourier-Reihe noch als Fourier-Integral dargestellt
werden kénnen. Nimmt man an, dafl die Stiitzstellen lediglich ein endliches orthogonales
Gitter in m Dimensionen bilden, so 148t sich die eingeschréankte freie Energie periodisch
fortsetzen und als Fourier-Reihe darstellen. Da dies Unstetigkeiten an den Gitterenden mit
sich bringt, kann man die verallgemeinerte Kraft nicht durch gliedweise Differentiation der
Fourier-Reihe fiir die freie Energie erhalten. Dies 148t sich aber durch eine Spiegelung des
Freien-Energie-Profils an den Ebenen s, = min {s, : s € S}, 1 < pp < m, und anschlieBend
durchzufiithrender periodischer Fortsetzung der eingeschriankten freien Energie erreichen,
die nun stetig und stiickweise stetig differenzierbar ist.

Sei m,, die Anzahl dquidistanter Stiitzstellen?

58) = m—uUﬂ+sL0), j=0,...,m, —1, (4.14)

in bezug auf den Parameter s,, wobei U, die Linge des Bereichs S in Richtung s, ist.
Weiterhin sei die Matrix U definiert durch Uy, , = U0, .
Damit ergibt sich fiir die eingeschréinkte freie Energie

F(s)=> exp (ik-U™"-s)c(k) (4.15)
k

mit 0 < &k, < m, — 1 und den gesuchten Entwicklungskoeffizienten c(k) sowie fiir die ver-
allgemeinerte Kraft

fu(s) = —g—i = —iZeXp (ik - s) c(k)g—’; (4.16)
k

Auf Grund von Fluktuationen haben die lokal geschétzten verallgemeinerten Krifte
festjoc(s) aus den Monte-Carlo-Simulationen zufillige Abweichungen von der exakten
Losung. Diese geschitzten Kréfte sollen nun an ein Kraftfeld der Form wie in Glei-
chung (4.16) angepafit werden, welches die allgemeine Form hat, die auf eine periodische
eingeschriankte freie Energie fiihrt. Hieraus wird sich schliellich das gesuchte Energieprofil
ergeben. Sei g die Fourier-Transformierte einer Funktion g im Ortsraum, G das (endliche)
Gitter der Stiitzstellen und G’ das entsprechende reziproke Gitter. Wegen

S 19(k) G = 5 lor(s) — (o) (417)
keG’ seG

fiir beliebige reellwertige Funktionen g1, ¢go auf G mit einer Normierungskonstanten C'
(Parsevalsche Gleichung) liefert der Kleinste-Quadrate-Schétzer (siehe etwa Pestman [136],

2Im folgenden ist i die imaginire Einheit.
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Abkiirzung LS)

. . 2
Z ‘U ~frs(k) = U - festioc(k) < min (4.18)
k

fiir die verallgemeinerte Kraft im Fourier- und im Ortsraum dasselbe Resultat. Minimie-
rung in bezug auf sémtliche c¢(k) ergibt schlieBlich

crs(k) = U kf "’Z»“’C("’) (4.19)

fiir |k| # 0. Das Absolutglied crs(0) ist ein willkiirlicher Offset bei der freien Energie.
Besonders anhand der letzten Gleichung ist die Notwendingkeit der Einfiithrung der Ein-
heitenmatrix U zu erkennen, denn ohne diese Matrix hitten die Summanden im Zahler
nicht dieselbe Einheit. Diese ist jetzt in allen Fillen die Energie.

Offensichtlich erfiillt der in Gleichung (4.19) genannte Schétzer die gewiinschte Kon-
sistenz, das heifit, ersetzt man die geschétzten verallgemeinerten Kréfte feq o durch die
tatséchlichen Kréfte, so ergeben sich wieder die tatséichlichen Fourier-Koeffizienten c(k).
Es ist allerdings festzustellen, daf} kleine Differenzen in der eingeschrénkten freien Energie
beziiglich des einen Parameters durch statistische Fehler beziiglich eines zweiten signifikant
iiberlagert werden kénnen.

Um hochfrequentes Rauschen zu unterdriicken, kénnen in Gleichung (4.19) Filter ©(k)
hinzugefiigt werden. Bei Potentialen mit grofen Gradienten fiihrt dies aber gleichzeitig zu
einer Verfilschung der Ergebnisse.

Abschlielend sei hier festgestellt, dafl der eben beschriebene Schétzer nicht a priori der
einzige konsistente Schitzer ist. Er vermeidet jedoch — dank der Parsevalschen Gleichung
— die Frage, ob das zugrunde liegende Optimalitéatskriterium im Orts- oder Fourier-Raum
zu formulieren ist.

Zur automatisierten Ermittlung der (mehrkomponentigen) verallgemeinerten Kréfte
an den verschiedenen Stiitzstellen bietet sich der Backtracking-Algorithmus [137] an, der
ermoglicht, aus energetischen Griinden unzugingliche Bereiche auszusparen.



Kapitel 5

Asphéarizitat fluider Vesikeln

Bei endlichen Temperaturen fluktuieren Vesikeln um eine mittlere Form. Im Grenzfall tiefer
Temperaturen oder grofler Biegesteifigkeiten hingegen verschwinden diese Fluktuationen,
und die Vesikel nimmt eine Form minimaler Konfigurationsenergie an. Ohne Nebenbedin-
gung fiir das Volumen ist dies fiir freie Vesikeln eine Kugel. Dies fithrt zu der Annahme,
dafl die Kugelform auch die wahrscheinlichste Form fiir endliche Temperaturen ist. Es wire
somit eine Kraft aufzubringen, um die Vesikel aus dieser Form in eine anisotrope zu defor-
mieren. Im folgenden wird gezeigt, dafl diese Annahmen nicht zutreffen und statt dessen
bei endlichen Temperaturen prolate und oblate Formen wahrscheinlicher sind, wobei die
Wahrscheinlichkeit fiir eine prolate Form etwas grofler ist als fiir eine oblate. Bei grofieren
Deformationen ergibt sich das erwartete Verhalten fiir Vesikeln.

Unter der Annahme grofier Biegesteifigkeiten kann die entropische Asphérizitdt flui-
der Vesikeln vernachléssigt und eine effektive Biegesteifigkeit fiir Deformationen auf der
Léngenskala der Vesikel eingefiihrt werden.

5.1 Definition der Asphérizitét

Erste Untersuchungen der Anisotropie von Polymeren gehen auf Solc [138] zuriick. Rudnick
und Gaspari [139] definierten eine verallgemeinerte Asphérizitit in m Dimensionen

B disi <(6i — ej)2>
e (S Y

wobei e;, 1 <i < m, die Eigenwerte des verallgemeinerten Trigheitstensors (siehe [139])
sind. Diese wurde bei Polymeren von Diehl und Eisenriegler [140] analytisch fiir kleine
Werte m untersucht. Die Ergebnisse stimmen mit den numerischen Werten von Bishop
und Saltiel [141] iiberein. Noguchi und Gompper [142] untersuchten die Asphérizitét von
dreidimensionalen Vesikeln in Scherstrémungen, wobei auf die Mittelwertbildung in Glei-
chung (5.1) verzichtet wurde.

Fiir Asphérizitat ds gilt stets dg > 0. Im Grenzfall maximal prolater Gebilde ergibt sich
der Wert Eins, fiir den Grenfall maximal oblater Gebilde 1/4 und fiir sphérische Gebilde
Null. Es sei jedoch erwdhnt, dafl auch Objekte mit Tetraeder- bzw. Wiirfelsymmetrie eine
verschwindende Asphérizitit ds besitzen.

Da sich bei einer zeitlichen Verdnderung der Form des betrachteten dreidimensio-
nalen Objekts sdmtliche Teilchenkoordinaten nur stetig dndern, gilt dies auch fiir den
Tragheitstensor und dessen Eigenwerte sowie fiir die Asphérizitéit dz. Eine Deformation
eines anfénglich stark prolaten Rotationsellipsoides in ein stark oblates unter Beibehaltung
der Rotationssymmetrie durchlduft folglich die Asphiérizitédten 0 < ds < 1/4 mit prolaten

23
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und oblaten Konfigurationen. Zu diesen Asphérizitdten gehoren also sowohl prolate als
auch oblate Konfigurationen, so daf3 anhand der Kenntnis von dg nicht zwischen prolaten
und oblaten Formen unterschieden werden kann.
Eine Moglichkeit, dieses Problem zu umgehen, besteht in folgender Definition der
Asphérizitat
€3
e1 + ey’

d=1-2 (5.2)
wobei die Eigenwerte e; des Trégheitstensors so numeriert wurden, dafl [e; — ea| < |e; — €]
fir alle i # j gilt.

Die auf diese Weise erhaltene Moglichkeit, prolate von oblaten Formen unterscheiden
zu konnen, erlaubt unstetige Anderungen der Aspherizitit, denn es ist méglich, ein anfangs
oblates Rotationsellipsoid biaxial in ein prolates zu iiberfiihren, ohne zwischenzeitlich eine
Kugelschale bzw. eine andere Fliache verschwindender Asphérizitéit zu erzeugen. Wahlt
man zum Beispiel e; =4, e =5+ ¢ und e3 = 6 und &ndert e stetig um Null, so ist ein
Sprung in d von —% auf % bei € = 0 zu beobachten, der mit einem Wechsel von einer

oblaten zu einer prolaten Form verbunden ist.

5.2 Realisierung als Computer-Experiment

Die betrachtete Vesikel wird durch eine triangulierte Fliche wie in Kapitel 3 beschrieben.
Als Funktion des Trigheitstensors 1468t sich die Asphérizitit auf Groflen zuriickfiihren,
die sich mit Hilfe des Gaufischen Integralsatzes als Summe von Beitrédgen der einzelnen
Dreiecke schreiben 14fit. Im folgenden werden zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeits-
dichte p(d), eine Vesikel mit einer Asphérizitit d zu beobachten, Monte-Carlo-Simulationen
durchgefiihrt.

Bei Monte-Carlo-Simulationen der freien Vesikel zeigt sich, dafl sich die Monte-Carlo-
Trajektorie nur in Bereichen des Konfigurationsraums mit d ~ 4+0.05 aufhé&lt und zwischen
diesen unstetig wechselt. Eine Erzeugung von Histogrammen beziiglich d und eine damit
verbundene Berechnung von p(d) und der eingeschréinkten freien Energie F'(d) ist auf diese
Weise nicht moglich.

Durch den in Abschnitt 4.5 beschriebenen Algorithmus kann dieses Problem gel 6st wer-
den. Schrinkt man durch ein Kastenpotential die Asphérizitit d auf einen kleinen Bereich
ein, so kann man dort die verallgemeinerte Kraft f(d) = —%—Z messen und aufintegrieren.

In den durchgefiihrten Simulationen wurden drei verschiedene Typen von Monte-Carlo-
Schritten beriicksichtigt: Unabhéngige Bewegung einelner Vetices mit 39%, Bond Flips mit
59% und einachsige Deformationen mit 2% Anteil an der Gesamtzahl der Monte-Carlo-
Schritte.

5.3 Simulationsergebnisse

Die globalen elastischen Eigenschaften hidngen sehr von der Biegesteifigkeit x ab und vom
osmotischen Druck, der auf die Vesikel wirkt. Im folgenden wird der Einfluf} dieser beiden
Parameter auf die mittlere Vesikeldeformation separat untersucht. Sémtliche Energien sind
in Einheiten von T' gegeben und die Léngen in Einheiten von Ry.

5.3.1 Ohne osmotisch aktiven Substanzen

Bei verschwindener Temperatur ist die Vesikeloberfliche mit minimaler Konfigurations-
energie durch eine Sphére gegeben. Da diese minimale Konfigurationsenergie eine glatte
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Abbildung 5.1: Die verallgemeinerte Kraft f(d) = —2Z in Einheiten der thermischen Ener-
gie fiir Biegesteifigkeiten x = 107 (+) und x =307 (x). Die Linien dienen der Veran-
schaulichung.
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Abbildung 5.2: Die eingeschriinkte freie Energie F'(d) in Einheiten der thermischen Energie
fiir Biegesteifigkeiten x = 10T (+) und £ = 30T (x). Die Linien dienen der Veranschau-
lichung.

Funktion der Deformation d ist, kann sie um d =0 fiir sphérische Formen entwickelt
werden. Es ergibt sich eine verallgemeinerte Kraft

fald) = -7 ~d (5.3)
fiir kleine Werte d. Im allgemeinen wird angenommen, dafl diese Relation auch bei endli-
chen Temperaturen gilt.

Diese verallgemeinerte Kraft wurde in Monte-Carlo-Simulationen gemessen und in Ab-
bildung 5.1 dargestellt. Fiir 0.2 £ |d| £ 0.5 sind die verallgemeinerten Krifte f.(d) un-
gefihr proportional zu d, aber fiir |d| < 0.2 ergibt sich ein iiberraschendes Verhalten. Bei
d ~ 0.1 verschwinden die Kriifte mit 9 < 0. Weiterhin ist f(d = 0) = 0 mit 2 > 0. Das
heifit, bei d &~ 0.1 liegen lokale Minima der eingeschrinkten freien Energie F'(d) vor und
bei d = 0 ein lokales Maximum (Abbildung 5.2). Folglich tendieren fluide Vesikeln dazu,
eher prolat oder oblat mit Asphérizititen d = £0.1 zu sein, als sphérische Formen anzu-
nehmen. Die Integration der Krifte deutet darauf hin, dafl das lokale Minimum bei d ~ 0.1
ein wenig tiefer ist als jenes bei d ~ —0.1. Die Vesikeln sind somit tendentiell eher prolat.
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Abbildung 5.3: Die eingeschrénkte freie Energie F'(d) in Einheiten der thermischen Energie
(mit willkiirliches Offsets) fiir k = 157 und verschiedene Vertexanzahlen N, = 300 (+),
Ne =400 (x) und N, = 500 (x).

Dieser Effekt hangt nicht von der Anzahl N, der Vertices in der Triangulierung ab (siehe
Abbildung 5.3).

5.3.2 Beriicksichtigung osmotischer Driicke

In Anwesenheit osmotisch aktiver Teilchen wirkt ein osmotischer Druck

Posm = ceaT (VOS’” - 1) (5.4)
Vv

auf die Vesikel, der fiir V' = V4, = N/ce, verschwindet. Fiir eine Vesikel mit der Ober-
flache A = 47TR3 kann das eingeschlossene Volumen nicht grofler sein als V = V00 = %’TR?’,
was dem Volumen einer Kugel mit Radius R entspricht. Fiir Vs, < Vi werden durch
den osmotischen Druck anisotrope Formen bevorzugt und fiir Vg, > Ve, Formen mit ge-
ringer Anisotropie. Mit steigender Anzahl N osmotisch aktiver Teilchen im Vesikelinneren
und konstantem Vg, also N ~ c.;, ndhert sich das Vesikelvolumen V., an.

In Abbildung 5.4 wurde die eingeschrinkte freie Energie F'(d) fir Vosm/Vingz = 0.8, 1.2
und 2.4 dargestellt. Fiir Vg /Vinge = 0.8 findet man lokale Minima bei d ~ 0.5 mit
typischen Konfiguratitionen wie in Abbildung 5.5 dargestellt. Fiir Vi /Vinae = 2.4 gibt
es entsprechend obigen Uberlegungen ein Minimum bei d ~ 0. Minima bei d ~ 40.05 findet
man fiir Vogmn/Vinar = 1.2. In diesem Fall kann die entropieinduzierte Asphirizitidt nicht
durch Biegesteifigkeit und osmotischen Druck kompensiert werden, die d ~ 0 bevorzugen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dafl eine Vesikel nur dann eine exakt sphérische
Form besitzt, wenn sie durch einen hinreichend grofien osmotischen Druck stabilisiert

wird. Andernfalls ergeben sich bei endlichen Temperaturen schwach prolate oder oblate
Formen.

5.3.3 Einflull des Gravitationsfeldes

In vielen Experimenten mit Vesikeln kann der EinfluBl des als homogen angenommenen
Schwerefeldes nicht vernachléssigt werden. Daher ist eine Untersuchung des Einflusses der
Schwerkraft auf die Asphérizitdt von Vesikelformen von Interesse.

Im folgenden sei eine fluide Vesikel an einer harten Wand bei z = 0 unter Einflufl des
homogenen Schwerefelds mit dem Energiebeitrag

Egram’ = gAbz (55)
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Abbildung 5.4: Die eingeschrinkte freie Energie F'(d) in Einheiten der thermischen Ener-
gie fiir N = 10000 und Vys1/Vinaz = 0.8 (+), N = 15000 und Vg /Vinaz = 1.2 (X) sowie
N = 30000 und Vi /Vinaz = 2.4 (%).

Abbildung 5.5: Typische Konfigurationen fiir d = —0.5 (links) und d = 0.47 (rechts) mit
N = 10000, ce; = 3000 Ry® und x = 157

betrachtet. Dabei bezeichne b, die z—Koordinate des Schwerpunkts der Vesikelmembran
und g4 die auf das Volumen der Vesikelmembran normierte Feldstérke des Schwerefelds.
Die Vesikelmembran wird hierzu als diinn und mit konstanter rdumlich homogener Mas-
sendichte angenommen. Ein Einflufl osmotisch aktiver Teilchen soll an dieser Stelle aufler
Acht bleiben.

Fiir den kleinen Wert g = 57"/ R erhilt man ein globales Minimum fiir F'(d) beid ~ 0.1
(siehe Abbildung 5.6), was einer prolaten Vesikel entspricht. Dieses Ergebnis stimmt mit
Berechnungen von Kraus et al. [96] fiir den stationéren Fall fiir ein reduziertes Volu-
men v ~ 0.8 iiberein. Dort wurde im Gegensatz zu Gleichung (5.5) angenommen, daf die
Schwerkraft auf das Vesikelvolumen wirkt. Fiir groe Feldstéirken g = 5007/ Ry liegt das
globale Minimum bei d ~ —0.5, und es ergeben sich bevorzugt oblate Formen.

5.4 FEin Minimalmodell fiir drei Dimensionen

Die Ergebnisse aus Abschnitt 5.3.1 legen die Annahme nahe, daf§ die Asphérizitéit fluider
Vesikeln ein entropischer Effekt ist. Dies soll im folgenden durch ein sehr vereinfachtes
Modell untersucht werden, in dem alle Freiheitsgrade fehlen bis auf die niedrigsten Fluk-
tuationsmoden in den drei rdumlichen Dimensionen.

Seien hierzu sechs Massenpunkte gleicher Masse betrachtet, die sich auf den paarweise
zu einander senkrechten Koordinatenachsen befinden. Die Absténde L; der Massenpunkte
vom Ursprung seien fiir die jeweils zwei Punkte je Achse gleich (siehe Abbildung 5.7). Diese
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Abbildung 5.6: Die eingeschrénkte freie Energie F'(d) in Einheiten der thermischen Energie
fir k = 157 und homogene Schwerefelder unterschiedlicher Feldstérke: g =57/Ry (+),
g=50T/Ry (x) und g = 500T /Ry (x).

Abbildung 5.7: Crossed Dumbbells Modell in drei Dimensionen. Beschreibung im Text.

Anordnung von sechs Massenpunkten bildet drei Crossed Dumbbells, deren Schwerpunkt
stets im Ursprung liegt. Die Werte L; sind dabei unabhéngig identisch verteilt mit einer
Wahrscheinlichkeitsdichte ¢ mit g(z) = 0 fiir < 0, die um x = 1 mit einer Halbwertsbreite
A zentriert ist.

Setzt man a; = L2, so ergibt sich fiir den Trigheitstensor (bis auf einen konstanten
Faktor)

as + ag 0 0
7= 0 a) + as 0 . (5'6)
0 0 a1 + ag
Offensichtlich gilt |e; — ;] = |a; — a;|. Aus Symmetriegriinden kann man sich im folgenden

auf den Fall 0 < a1 < ag < ag beschrianken. Die anderen Félle ergeben sich aus Permuta-
tionen und liefern somit einen zuséitzlichen Faktor Sechs in der Zustandssumme. Wie in
Anhang C gezeigt wird, ist die Wahrscheinlichkeitsdichte p(d) gegeben durch
|d| (3 —2d)
Po D) D)
B3-d)*(1—-4d)

mit einer Normierungskonstanten pg, die von ¢ abhéngt. Eine Beschrankung auf fast iso-
trope Konfigurationen mit sehr kleinen Werten d liefert folgende Taylor-Approximation

p(d) ~

fir d < A (5.7)
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Abbildung 5.8: Wahrscheinlichkeitsdichte p(d) aus Gleichung (5.7) fiir den Deformations-
parameter d.

von p(d) um d = 0
Po
p(@)~ 2 a). 5.9

Offensichtlich verschwindet die Wahrscheinlichkeitsdichte fiir d = 0 und hat betragsméafig
den gleichen Anstieg fiir d < 0 und d > 0. Dem urspriinglichen Ergebnis (5.7) entnimmt
man, daf§ fiir betragsméBig grofere Werte von d der prolate Zweig von p(d) mit d >0
schneller wichst als der oblate. Dies ist in Abbildung 5.8 veranschaulicht.
Die Wahrscheinlichkeitsdichte p(d) hingt mit der eingeschrénkten freien Energie iiber
die Beziehung
F(d)=-Tlp(d) + Fy (5.9)

zusammen, wobei Fj ein deformationsunabhéingiger Offset ist. Fiir die verallgemeinerte
Kraft ergibt sich hieraus
or Tp' (d T

f(d):—%— p(d) %E’

(5.10)

das heift, die verallgemeinerte Kraft divergiert bei verschwindender Asphérizitéit d.

Das soeben beschriebene Crossed Dumbbells Modell besitzt drei vollsténdig unabhéngi-
ge Freiheitsgrade und zeigt kein Crumpling. Trotzdem ergibt sich eine spontane Anisotro-
pie, die daher rein entropischen Ursprungs ist. Die beobachtete starke Vermeidung des
isotropen Zustands wird durch die Wechselwirkung der Deformationsmoden bei Vesikeln
abgeschwicht. Durch einen hinreichend grofien osmotischen Druck kann die spontane An-
isotropie vollstdndig unterdriickt werden.

5.5 Vergleich mit einem Minimalmodell fiir zwei
Dimensionen

Im vorangegangenen Abschnitt wurde eine spontane Anisotropie fiir ein einfaches dreidi-
mensionales Modell gezeigt. Es stellt sich daher die Frage, ob sich dieser Effekt auch in
zwei Dimensionen finden 148t.

Dazu sei im folgenden ein zweidimensionales Analogon (siehe Abbildung 5.9) zu dem
Minimalmodell aus dem vorangegangenem Abschnitt betrachtet.

In zwei Dimensionen 148t sich die Deformation durch das Verhiéltnis der Wurzeln der
Eigenwerte a? und b? des Triigheitstensors beschreiben. Um ein Deformationsma8 do zu
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Abbildung 5.9: Crossed Dumbbells Modell in zwei Dimensionen. Beschreibung im Text.

erhalten, daf8 nicht von der Reihenfolge der Eigenwerte abhiingt, seil

dQEmaX{%,é} > 1. (5.11)

a

Ferner sei g die gemeinsame Wahrscheinlichkeitsdichte fiir ¢ und b. Diese ist auf Grund
obiger Definition symmetrisch in ihren Argumenten. Mit P ist die Verteilungsfunktion von
ds und mit p die zugehorige Dichte bezeichnet. Eine Rechnung wie im vorangegangenem

Abschnitt liefert
oo bds
P(dy) = po/ db </ daq(a,b)) , (5.12)
b=0 a=b

e ¢}

p(ds) = P'(ds) = po /b_odbbq(bdQ,b) (5.13)

mit der Normierungskonstanten

2
fooo da fooo dbq(a,b)’

Po = (5.14)

Nimmt man ¢ als Gau-verteilt an mit Mittelwert (u, ) und Halbwertsbreite A in a = b-
Richtung, so ergibt sich folgendes intuitives Resultat

p(da) = po (2 — da) (5.15)

mit einer endlichen Wahrscheinlichkeit fiir symmetrische Konfigurationen d 2 1 im Gegen-
satz zum tiberraschenden Resultat fiir drei Dimensionen.
Zwar ist die Annahme einer Gaufl-Verteilung fiir ¢ nicht die einzig mogliche Wahl,

aber es leicht zu sehen, dafl p(ds) positiv und stetig bei dy 2 1 ist fiir sinnvoll gewéhlte
Wahrscheinlichkeitsdichten q.

1d, stimmt nicht mit d,, aus Gleichung (5.1) fiir m = 2 {iberein.
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5.6 Approximation der Vesikeloberfliche durch ein
Ellipsoid

Im Falle groBer Biegesteifigkeiten kann die Vesikeloberfliche, die auch hier konstant 4w R3
grof} sein soll, durch ein Ellipsoid mit Ortsvektoren
(1+ aq)cos¢sinf
r(0,¢) =Ro | (1+ag)singsingd |, (5.16)
(14 as)cosf
den {iblichen Kugelkoordinaten 6 und ¢, 0 < 0 < 7, 0 < ¢ < 27, sowie betragsmifig klei-
nen Parametern a;, ¢ = 1,2, 3, approximiert werden.

Abbildung 5.10: Eingeschrénkte Zustandssumme Z(d) (a) und eingeschrénkte freie Energie
F(d) (b) als Funktion der Biegesteifigkeit x und Asphérizitit d fiir eine fluide Vesikel, die
auf ellipsoidale Deformationen eingeschrankt ist.

Sei g(0, ¢) die Determinante des Metriktensors. Eine Taylor-Entwicklung bis zum qua-
dratischen Glied von /g in a; liefert fiir die Vesikeloberfldche
A2)

1
= 1+ T (2a1 + 2a9 + 2a3 + a% + a% + a% + 4a1aq + 4ajaz + 4a2a3) (5.17)
0

und fiir die Biegeenergie

128
E® = gy 4 R

ol B (a% + a% + a% —ajay — a1a3 — agag) . (5.18)
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Abbildung 5.11: Asphérizitéit dp,,, die die eingeschrinkte freie Energie F'(d) minimiert,
in Abhéngigkeit von der Biegesteifigkeit «.

Nimmt man A® als konstant an, so ergibt sich eine Hyperfliche im durch die Parameter
a; aufgespannten Raum. Durch eine geeignete in Anhang D beschriebene affine Transfor-
mation 148t sich eine Approximation fiir die eingeschrinkte Zustandssumme finden

Z(d) = /dP exp (—%) §(d'(T) —d) (5.19)

§+Avo K 32T 4 YY)
~ 3 Y r(1) exp T 5 " (W) ) V1417 ()2dy| . (5.20)
N
Dabei ist Ayg = \/% und

r(y) = \/gcoiw. (5.21)

Die Zustandssumme konvergiert offensichtlich gegen Null im Grenzfall verschwindender
Asphirizitdt d (siehe Abbildung 5.10(a)). Dies fiithrt wie bereits beim Crossed Dumbbells
Modell zu einer divergierenden verallgemeinerten Kraft f(d) und zur Ausbildung je eines
lokalen Minimums fiir die eingeschréinkte freie Energie F'(d) bei positiven und negativen
Asphérizititen d. Dieses Verhalten ist fiir prolate Formen (d > 0) in Abhéngigkeit von der
Biegesteifigkeit x in Abbildung 5.10(b) dargestellt. Fiir die Asphérizitét dy,;, > 0, bei der
F(d) minimal wird, gilt dabei (sieche Abbildung 5.11)

T
dinin ~ 0.194/ =. (5.22)
K

Einfiihrung einer effektiven Biegesteifigkeit

Fiir hinreichend grofie Biegesteifigkeiten x und Asphérizitdten d tragen zum Integral von
Gleichung (5.20) lediglich die Deformationen mit den kleinsten Werten r bei. Dies recht-
fertigt folgende grobere Approximation der Zustandssumme

3/oo <m/1+r'2)( exp —532—”< gd>2(1+¢2) dy| (5.23)

Q

Z(d
(d) oo =0 T 5 3

V10 [T K 641 o
Yo = _noe 24
s Vi eXp( 715 ¢ ) (5:24)

und ergibt fiir die eingeschréinkte freie Energie

%

64
F(d) = Fy + ﬁl—;dQ (5.25)
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Abbildung 5.12: Effektive Biegesteifigkeit s.f; als Funktion der mikroskopischen Biege-
steifigkeit k.

mit einem Offset Fj, der nur von der Biegesteifigkeit und der Temperatur abhéngt. Dieses
FErgebnis erhélt man auch, wenn man die Vesikel als Oberfliche konstanten Inhalts und
minimaler Konfigurationsenergie annimmt, die sich fiir grofle Asphérizitdten durch ein
Rotationsellipsoid approximieren 1d8t (sieche Anhang E).

Im Gegensatz zur Biegesteifigkeit x in der Canham-Helfrich-N&herung fiir die elastische
Energie einer fluiden Membran (Gleichung (2.1)), die sich auf die Wellenlénge der klein-
sten betrachteten Fluktuationsmode bezieht, charakterisiert die Biegesteifigkeit in diesem
Abschnitt eine effektive Biegesteifigkeit fiir Deformationen der gesamten Vesikel. Diese sei
fortan zur Unterscheidung von der ersteren mit x.rs bezeichnet. Sie 148t sich aus dem
Anstieg der durch Gleichung (5.25) gegebenen verallgemeinerten Kraft f(d) bestimmen,
die fiir moderate Deformationen — etwa |d| < 0.5 — proportional zu d ist. Dazu werden
die MeBkurven aus Abbildung 5.1 im Bereich der Giiltigkeit der in diesem Unterabschnitt
gemachten Approximation, 0.1 £ |d| £ 0.5, den obengenannten zu d proportionalen Kraft-
verldufen angepafit. Man findet im Bereich /T > 20 niéherungsweise

Reff =~ 1.1k —22T. (526)

5.7 Der Ubergang zwischen prolaten und oblaten Formen

Fiir freie Vesikeln mit einem reduzierten Volumen v mit
0652 <wv<1 (5.27)

ist die stabile Form eine prolate. Die oblate Form ist metastabil [64]. Der Ubergang zur
stabilen Form kann mit Hilfe eines Mikroskops beobachtet werden und erfolgt nach einer
mittleren Verweilzeit im Bereich von ca. 75s [143]. Durch die Einfiihrung einer aus der
beobachteten Vesikelprojektion abgeleiteten Asphérizitdt steht zudem eine beobachtba-
re Reaktionskoordinate im Sinne des Kramers-Escape-Problems zur Verfiigung, die eine
experimentelle Ermittlung der entsprechenden eingeschrinkten freien Energie ermdoglich.
Unter Beriicksichtigung der hydrodynamischen Wechselwirkung der Vesikel mit dem umge-
benden Wasser ergibt sich im Kramers-Formalismus ein zu der obengenannten Verweilzeit
dhnlicher Wert [143].

Im Gegensatz zu der von Dobereiner und Seifert eingefiihrten obengenannten Asphéri-
zitdt kann sich die in dieser Arbeit definierte im Zeitverlauf unstetig #ndern. Die einge-
schriankte freie Energie F'(d) stellt damit keine Energiebarriere im Kramersschen Sinne
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Abbildung 5.13: Monte-Carlo-Trajektorie einer fluiden Vesikel mit frei verédnderlichem Vo-
lumen, deren triangulierte Oberfliche N, = 100 Vertices umfafit. Es wurden nur lokale
Vertexbewegungen und Bond Flips zugelassen. Ein Segment der Trajektorie entspricht 10
Monte-Carlo-Schritten.

dar. Selbst wenn sich die Asphérizitit d nur an einer wohldefinierten Stelle sprunghaft
dndert und damit die Potentialbarriere bekannt ist, kann nicht die Verweilzeit im Kramers-
Formalismus berechnet werden. Hierfiir wére zusétzlich die Kenntnis der zweiten Ableitung
am Sattelpunkt der freien Energie notwendig.

5.7.1 Mogliche Reaktionskoordinaten fiir ein Kramers-Modell

Bei freien Vesikeln ohne vorgegebenes Volumen werden keine Werte d ~ 0 erreicht. Die
Asphaérizitit d springt vielmehr in einem grofien Bereich von positiven zu negativen Wer-
ten und zuriick. In Abbildung 5.13 ist die Trajektorie der Quotienten der Eigenwerte
des Trégheitstensors fiir eine Monte-Carlo-Simulation einer fluiden Vesikel mit Biegestei-
figfkeit kK = 107 und 100 Vertices in der Triangulierung dargestellt. Die Eigenwerte sind
dabei aufsteigend geordnet, so daf stets e; < ey < eg ist und die Trajektorie stetig ist. Die
Quotienten der Eigenwerte des Trégheitstensors des Vesikelinneren kénnen offensichtlich
nicht als Reaktionskoordinate fiir den Ubergang von einer oblaten zu einer prolaten Ve-
sikelform verwendet werden. Weiterhin ist der Abbildung zu entnehmen, dafl die Vesikel
fast immer biaxial deformiert ist, denn bei Rotationskorpern ist e; = ey fiir prolate For-
men und es = e3 bei oblaten Formen. Auflerdem ist die Aufenthaltswahrscheinlichkeit im
Bereich positiver Asphérizitdten grofler als im Bereich negativer. Dies deutet darauf hin,
dafl die eingeschrinkte freie Energie fiir prolate Formen kleiner als fiir oblate Formen ist.
Fiir groflere Vertexanzahlen N, in der Triangulierung ergibt sich ein dhnliches Verhalten.
Simulationen mit jeweils 10'® Monte-Carlo-Schritten ergaben folgende durchschnittlichen
Verweilzeiten t,,o1q¢ Und topqr (in Monte-Carlo-Schritten) im Bereich prolater bzw. oblater
Formen
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Abbildung 5.14: Monte-Carlo-Trajektorie einer anfangs prolaten fluiden Vesikel, deren
triangulierte Oberfldche 100 Vertices umfafit und deren Volumen durch das Vorhandensein
osmotisch aktiver Teilchen eingeschrankt ist. Ein Segment der Trajektorie entspricht 10000

Monte-Carlo-Schritten.

€ ZL'prolaii Loblat tprolat/toblat
100 | 486 348 1.40
200 | 1414 | 1087 1.30
300 | 2455 | 1616 1.52
400 | 3836 | 2601 1.47
500 | 5514 | 3795 1.46

Bereits bei geringen Osmolaritéten in und auflerhalb der Vesikel ergibt sich ein ande-
res Bild. Es wurde eine Vesikel mit 100 Vertices in der Triangulierung der Oberfléche,
N = 2000 osmotisch aktiven Teilchen im Vesikelinneren, einer &dufleren Konzentration
von e = 780 Ry 3 osmotisch aktiven Teilchen pro Einheitsvolumen (also v = “;::; ~ 0.8)
und einer Biegesteifigkeit von x = 107 untersucht. Die Trajektorie einer Monte-Carlo-
Simulation mit aufischlieBlich lokalen Monte-Carlo-Schritten ist in Abbildung 5.14 gezeigt.
Da sich das von der Trajektorie beriihrte Gebiet in eindeutiger Weise als Funktion des Quo-
tienten aus dem kleinsten und dem mittleren der drei Eigenwerte des Trégheitstensors des
Vesikelinneren schreiben 148t, kann dieser im vorliegenden Fall als Reaktionskoordinate fiir
ein Kramers-Modell verwendet werden. Simulationen des gleichen Systems und erhdhten
Osmolaritéiten bei konstantem Vg, liefern dhnliche Trajektorien. In allen Féllen konnte
ein Ubergang von einer prolaten zu einer oblaten Form nicht beobachtet werden. Eine
Berechnung der eingeschriankten freien Energie mit diesem Quotienten als Parameter er-
weist sich als schwierig, da der Quotient die Biaxialitdt der Vesikel beschreibt, die durch
einachsige Deformationen nicht effizient, das heifit nicht in relativ wenigen Monte-Carlo-
Schritten, verédndert werden kann. Dies erschwert die Erzeugung von Histogrammen fiir
den Quotienten der Eigenwerte, aus denen die verallgemeinerte Kraft berechnet werden
soll.

5.7.2 Abschitzen der Monte-Carlo-Zeitskala

Eine weitere Moglichkeit fiir eine Abschiitzung der Ubergangszeiten zwischen prolaten und
oblaten Formen fluider Vesikeln mit reduziertem Volumen besteht in der direkten Beob-
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achtung des Formiibergangs und der Eichung eines Zeitschritts Aty fiir lokale Monte-
Carlo-Schritte an experimentellen Zeitskalen.

Die Bewegung kolloidaler Teilchen mit hydrodynamischer Wechselwirkung kann mit
Hilfe des von Ermak et al. [144] angegebenen Algorithmus fiir Brownsche Dynamik mo-
delliert werden. Dieselbe zugrunde liegende Fokker-Planck-Gleichung kann mit Hilfe des
Metropolis-Monte-Carlo-Algorithmus numerisch gelst werden [145, 146]. Beide Integrati-
onsalgorithmen erweisen sich dabei als im wesentlichen dquivalent [147]. Auf diese Weise
kann bei geeignet gewihlten Monte-Carlo-Schritten jedem Schritt eine Zeit Atyro zuge-
wiesen werden. Fiir sphérische Teilchen mit Radius R ergibt sich [146]

™R (Ar)2

At]\JC = T ;

(5.28)
wobei 1 die Viskositéit des umgebenden Mediums ist und Ar die maximal in einem Monte-
Carlo-Schritt zuriicklegbare Wegstrecke der einzelnen Teilchen. In Anlehnung an diese Ar-
gumentation werden die Vertices der Triangulierung als kolloidale Teilchen aufgefafit und
nur lokale Monte-Carlo-Schritte zugelassen. Unter lokalen Monte-Carlo-Schritten ist da-
bei die Bewegung einzelner Vertices der Triangulierung bzw. eine Anderung der lokalen
Konnektivitiit zu verstehen. Die in Kapitel 3 angegebenen nichtlokalen Anderungen der
Vesikelform beschreiben keine kleinen Bewegungen von Membranteilen und sind im weite-
ren auszuschliefen. Auf Grund der Tatsache, daf die Vertices eine Fliche beschreiben, und
daB Anderungen der Konnektivitiit der Vertices in eigenen Monte-Carlo-Schritten (Bond
Flips) erfolgen, kann Gleichung (5.28) nicht direkt zur Eichung der Monte-Carlo-Zeitskala
herangezogen werden.

Im folgenden werden freie fluide Vesikeln konstanter Oberfldche und einer Biegesteifig-
keit k = 10T betrachtet, deren Triangulation 100, 200, 300, 400 oder 500 Vertices umfafit.
Das Volumen wurde nicht vorgegeben, fluktuiert aber so wenig, dafl es als konstant ange-
nommen werden soll. Die Oberfliiche mit Ortsvektoren r dieser fast sphérischen Vesikeln
kann nach Kugelflichenfunktionen entwickelt werden [148]

lmaz 1 cos ¢ sin 6
r(6,¢) = Ry <1+ >Ny ulmlflm(H,qb)) singsing | . (5.29)
1=2 m=-1 cos 6

Die Autokorrelationsfunktionen der Entwicklungskoeffizienten zeigen ein exponentielles
Relaxationsverhalten [148]

(W ()W) = O Sy <\Uzm!2> exp (— ! > (5.30)

trelam,lm

mit Relaxationszeiten

320+ 1)(202+21—1

tretaa(l) = (i) 725 (i

wobei 7 die dynamische Viskositét der die Vesikel umgebenden Fliissigkeit ist und Ry der
Vesikelradius. Diese Rechnung greift auf das Konzept effektiver Oberflachenspannungen
zuriick [148, 149, 87], auf das an dieser Stelle nicht weiter eingegangen werden soll.

Fiir [ = 2 und m = 0 148t sich der Entwicklungskoeffizient u;,, besonders einfach bei
Kenntnis des Tragheitstensors des Vesikelinneren ermitteln (siche Anhang F). Die zu-
gehorige Relaxationszeit ist durch

55 R
trelam,ea:p = <’u2,0’2> En—jjo (532)
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gegeben. Der Quotient aus Relaxationszeit und dem auf der rechten Seite stehenden Mit-
telwert 148t sich auch durch Monte-Carlo-Simulationen, die als Zeitentwicklung aufgefafit
werden, bestimmen. Dies ermoglicht die Eichung einer Monte-Carlo-Zeit At ¢

Fiir die Relaxationszeiten ergibt sich aus Monte-Carlo-Simulationen in Abhéngigkeit
von der Anzahl N, der Vertices in der Triangulierung

tretaz. e =~ 3.3 N32 x (N Atye), (5.33)

wobei N, einzelne lokale Monte-Carlo-Schritte zu einem Monte-Carlo-Gesamtschritt (auch
Sweep genannt) mit der Zeit tgyeep = NeAtyc zusammengefafit wurden. Der Mittelwert
des Entwicklungskoeffizienten ist im wesentlichen unabhéngig von der Vertexanzahl

<yu2,012> ~ 0.003. (5.34)

Unter Verwendung n = 1073 Pa-s fiir die Viskositéit von Wasser und Ry = 10 pm fiir den
Vesikelradius im Experiment ergibt sich fiir die Monte-Carlo-Zeit eines Sweeps ein Wert
zwischen tgyeep = 2ms fiir N, = 100 Vertices und tgpeep ~ 0.2ms fiir N, = 500 Vertices.
Wie aus Abbildung 5.13 ersichtlich ist, lassen sich keinerlei lokale Minima der freien Ener-
gie anhand der Trajektorie finden. Insofern lassen sich Ubergangszeiten zwischen oblaten
und prolaten Konfigurationen schwer ermitteln. Nimmt man fiir den in Abbildung 5.13
dargestellten Fall mit 100 Vertices etwa 100 Monte-Carlo-Schritte an, so wiirden sich Uber-
gangszeiten von ca. 7 = 2 ms ergeben.

Im Vergleich wurde die Trajektorie einer Vesikel mit 100 Vertices und vorgegebenem
Volumen untersucht (siche Abschnitt 5.7.1). Es ergab sich fiir diesen Fall

757"61(196,MC’ ~14- 106 AtMC (535)

und
<|um|2> ~ 0.0026. (5.36)

Fine analoge Rechnung wie oben liefert eine Monte-Carlo-Zeit
tsweep ~ 0.4ms. (5.37)

Nimmt man fiir den beobachteten Ubergang von einer oblaten zu einer prolaten Form,
wie in Abbildung 5.14 dargestellt, 5 - 106 Monte-Carlo-Schritte an, so ergibt sich eine
Ubergangszeit

T ~20s. (5.38)

Dieser Wert ist von derselben Gréenordnung wie der von Débereiner und Seifert [143] er-
haltene. Dort waren jedoch wesentlich grofiere Konzentrationen osmotisch aktiver Teilchen
vorhanden, und das reduzierte Vesikelvolumen betrug v =~ 0.96. Auf Grund der dort ver-
wendeten sehr groflien Konzentrationen 148t sich dieses Experiment nicht bei Beschrankung
auf die eingangs genannten lokalen Monte-Carlo-Schritte simulieren. Es wére das Volumen
bis auf einen kleinen Schwankungsbereich vorzugeben, um iiberhaupt eine sinnvolle Ak-
zeptanzrate fiir die Monte-Carlo-Schritte zu erzielen.

5.8 Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dafl freie fluide Vesikeln ohne vorgegebenes
Volumen in drei Dimensionen bei endlicher Temperatur nicht exakt sphérisch, sondern,
mit anndhernd gleicher Wahrscheinlichkeit, prolat bzw. oblat sind. Die auftretende Bar-
riere der eingeschrinkten freien Energie als Funktion der Asphérizitit ist dabei nur als
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lokales Minimum der Wahrscheinlichkeitsverteilung fiir die Asphérizitit aufzufassen, da
Ubergiinge von prolaten zu oblaten Formen méglich sind, bei denen sich die Asphérizitét
unstetig dndert. Dabei durchléuft die Vesikel biaxiale Konfigurationen, und die scheinbare
Potentialbarriere mufl nicht iiberwunden werden.

Mit Hilfe eines einfachen Modells wurde ferner nachgewiesen, dafi diese Asphiérizitit
ein entropischer Effekt ist, der im Dreidimensionalen weitestgehend modellunabhéngig ist.
Im Zweidimensionalen tritt der Effekt nicht auf.

Die Asphirizitdt kann durch Konzentrationen osmotisch aktiver Teilchen innerhalb der
Vesikel, die grofler sind als aulerhalb der Vesikel, reduziert und gegebenenfalls kompensiert
werden.

Als charakteristische Zeitskalen 7 fiir den Ubergang zwischen prolaten und oblaten
Formen findet man bei freiem Vesikelvolumen 7=2ms und bei realistischen Osmolaritéten
Werte im Bereich von Sekunden.

Mit Hilfe der eingeschrinkten freien Energie als Funktion der Asphérizitédt der Vesi-
kel konnte des weiteren eine effektive Biegesteifigkeit fiir die Deformation der gesamten
Vesikel eingefiihrt werden. Diese Biegesteifigkeit erweist sich als etwas grofler als die mi-
kroskopische Biegesteifigkeit « im Bereich x > 20T



Kapitel 6

Vesikeln an attraktiven Substraten

6.1 Einleitung

Das Adhésions- und Abléseverhalten fluider Membranen an einem Substrat bei endlichen
Temperaturen wird durch das Zusammenspiel der potentiellen Energie zwischen Membran
und Substrat, der entropieinduzierten Abstoflung zwischen Membran und Substrat sowie
der Oberflichenspannung der Membran bestimmt. Fiir im Mittel planare Membranen wur-
de dieses Zusammenspiel zwischen attraktiven Potentialen und entropieinduzierten Absto-
Bung von Lipowsky et al. [150, 68] sowie zwischen entropieinduzierter Abstofung, Ober-
flichenspannung und Druck von Gompper und Kroll [69] und von Netz und Lipowsky [72]
untersucht.

Im Gegensatz zu planaren Membranen, ist das Adhé&sionsverhalten fluider Vesikeln
durch ihre geschlossene Form beeinflufit und damit stark von ihrer Biegesteifigkeit abhén-
gig, denn sowohl sehr kleine als auch sehr grofie Biegesteifigkeiten konnen die Adh#sion
an das Substrat verhindern. Die aus der geschlossenen Topologie resultierenden Formen
fiir verschwindende Temperatur in einem Kontaktpotential wurden in [93, 151, 152, 153]
und im Rahmen einer selbstkonsistenten Theorie fiir Potentiale mit endlicher Reichwei-
te in [149] bestimmt. Die Adhésionseigenschaften fluider Vesikeln auf ebenen Substra-
ten bei endlicher Temperatur wurden vor kurzem erstmalig systematisch von Gruhn und
Lipowsky [154] mittels Monte-Carlo-Simulationen untersucht.

Zur experimentellen ortsaufgeldosten Bestimmung der Abstdnde zwischen der Vesikel-
membran und dem ebenen Substrat bietet sich das Verfahren der Reflection Interference
Contrast Mikroskopie an [155, 156, 157, 158, 159, 160, 161].

Im folgenden werden die Ergebnisse von Monte-Carlo-Simulationen fiir die Untersu-
chung des Abziehvorgangs einer fluiden Vesikel von einem attraktiven Substrat présentiert,
fiir die Untersuchung der Kontaktflichen adhérierter Vesikeln auf Substraten, der Formen
adhérierter Vesikeln auf strukturierten planaren Substraten und fiir die Untersuchung
adhésionsinduzierter Oberflichenspannungen.

Das planare Substrat befindet sich bei z = 0 und die Vesikel im Bereich positiver z-
Koordinaten.

6.2 Abziehen einer Vesikel von einem Substrat

Das Abziehen einer fluiden Vesikel von einem attraktiven Substrat, wobei an einem Punkt
der Oberfliche gezogen wird, wurde experimentell zum Beispiel von Guttenberg et al. [162]
mit Magnetic Tweezers untersucht. Eine erste theoretische Behandlung dieses Prozesses
wurde von Smith et al. [163, 164] durchgefiihrt. Dabei wurde jedoch nur der Fall verschwin-
dender Temperatur betrachtet und die attraktive Wechselwirkung mit dem Substrat mit

39
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Abbildung 6.1: Hystereseeffekte beim Wegziehen und Heranfiihren einer fluiden Vesikel an
ein attraktives Substrat. Der adhérierte Zustand konkurriert mit dem (fast) freien Zustand
mit (fast) minimaler Biegeenergie.

Hilfe eines Kontaktpotentials modelliert, das heifit, sémtliche Fluktuationen der Vesikel-
membran wurden ausgeklammert. In den Berechnungen konnte dabei die Bildung von
diinnen Membranrohren beobachtet werden. Desweiteren konnte gezeigt werden, dafl die
anzuwendende Kraft fiir das Entfernen der Vesikel vom Substrat nicht monoton mit dem
Abstand des festgehaltenen Punktes vom Substrat wichst und bei gegebener Kraft zwei
metastabile Zustdnde mit endlicher Kontaktfliche zwischen Vesikelmembran und Substrat
existieren konnen.

Um (i) thermische Fluktuationen (die einen entscheidenden Einflufl auf das Abldse-
verhalten haben), (ii) ein kontinuierliches Ablosen der Vesikel und (iii) den Effekt des
Adhiérierens einer urspriinglich nur schwach gebundenen und wenig deformierten Vesikel
beriicksichtigen zu kénnen, soll im folgenden die Wechselwirkung zwischen der Vesikel-
membran und dem attraktiven Substrat durch ein 9-3-Lennard-Jones-Potential wie in
Gleichung (3.5) beschrieben werden. Fiir hinreichend grofie Potentialtiefen in Verbindung
mit einer geringen Reichweite o ; sind metastabile Zusténde zu erwarten. Sei

Zmar = MAaX T, (6.1)

I8
der Abstand des am weitesten vom Substrat entfernten Punktes der Vesikelmembran und
Zmin = minr, (6.2)

™

der minimale Abstand der Vesikelmembran vom Substrat. Bei gegebenem Abstand z;,q.
konkurrieren Konfigurationen, bei denen die Vesikel stark am Substrat adhériert ist mit

Zmin K OLJ,

aber auch stark deformiert ist, mit Konfigurationen, bei denen die Vesikel annéhernd die
Form ohne Einflufl eines dufleren Potentials besitzt und nur schwach adhériert ist mit

Zmin = OLJ

(sieche Abb. 6.1). Die den Abziehprozel der Vesikel vom Substrat beschreibende einge-
schrankte freie Energie ist folglich eine Funktion von 2z, und zm,q.. Dabei wird angenom-
men, daf (meta-)stabile Konfigurationen mit unterschiedlicher endlicher Kontakfléche, wie
sie von Smith et al. [163] beobachtet wurden, zwangsldaufig zu unterschiedlichen Werten
Zmaz gehoren.

Die fiir die Ermittlung der eingeschriankten freien Energien notwendigen Verfahren
basieren auf der Erzeugung von Histogrammen fiir diese beiden Parameter. Bei den in der



6.2. ABZIEHEN EINER VESIKEL VON EINEM SUBSTRAT 41

vorliegenden Arbeit verwendeten Triangulierungen zur Diskretisierung der Vesikeloberfl &-
che lassen sich jedoch mit diesen Werten keine hinreichend glatten Histogramme erstellen,
so daf} entsprechende effektive Groflen

1 Zmin — %
Zmineff = Zmin T V / (Z - Zmin) e€xp (%) av (6-3)
14

1 z—z
Zmaz.eff = Fmax — V/ (Zma:v - Z) exp (%) dv (64)
14

Verwendung fanden, in die die unmittelbare Umgebung der Extrempunkte mit eingeht.
Da im weiteren ausschlieBlich auf diese effektiven Grofien Bezug genommen wird, sollen
sie wieder mit 2, DZW. Zmee bezeichnet werden.

Diese Simulationen wurden fiir eine Triangulierung mit 500 Vertices, einer Biegestei-
figkeit von k£ =207 und einem 9-3-Lennard-Jones-Potential wie in Gleichung (3.5) mit
ory = 0.03 Ry und Wr; = 50007/ Rg durchgefiihrt. Die gewdhlte Anzahl der Vertices in
der Triangulierung ist bereits im oberen Bereich der Triangulierungen, bei denen sich noch
in verniinftiger Rechenzeit Mittelwerte berechnen lassen. Jedoch reicht diese Anzahl fiir
die Erzeugung diinner Membranfiden mit einem Radius R < 0.1Rg, wie dies von Smith
et al. [164] vorhergesagt wurde, bei weitem nicht aus. Als Monte-Carlo-Schritte wurden
lediglich lokale Vertexbewegungen und Bond Flips durchgefiihrt, und zwar im Verhéltnis
zwei zu drei.

Wie bereits bei der Bestimmung der freien Energie in Abhéngigkeit der Asphérizitit in
Kapitel 5 lie} die unzureichende Diffusion der Monte-Carlo-Trajektorie im Konfigurations-
raum keine Verwendung der Histogrammethoden von Ferrenberg und Swendsen zu, so daf3
das in Abschnitt 4.5.2 entwickelte Verfahren zur Berechnung eingeschrankter freier Ener-
gien hier Anwendung fand. Um nur verniinftige Ausdehnungen der Vesikel zu betrachten,
wurden 2, und statt z,,.,. die effektive Vesikelhohe

h = Zmaz — Zmin (65)

senkrecht zum Substrat als Variablen in der Simulation verwendet. Die Berechnung der

verallgemeinerten Kréfte — agF — und —%—I;: erfolgte auf dem durch

€ {003+ pu——""|p=0,1,...,15
Ro { AR T }

R € {1.3,14,...,2.8}
definierten endlichen rechteckigen Gitter.

Die Anwendung des Algorithmus von Abschnitt 4.5.2 liefert in Verbindung mit der zu
Gleichung (6.5) gehérenden Riicktransformation das in Abbildung 6.2 dargestellte Freie-
Energie-Profil.

Auf Grund der verwendeten groflen Potentialtiefe ist der Widerstand der Vesikel ge-
geniiber Kompression und Streckung in Absténden z,,;, > oy vom attraktiven Substrat
kaum zu beobachten.

Fiir stark adhérierte Vesikeln besteht eine Kokurrenzsituation zwischen Formen mit
kleiner Kontaktfliche mit einem relativ geringen negativen Beitrag g pstrate zur Gesamt-
energie und geringer Biegeenergie sowie Formen mit groflier Kontaktfliche und grofler
Biegeenergie (bei kleinen Werte z,,,;, in Abbildung 6.2). In dem untersuchten Fall sind die
erstgenannten Formen die stabilen. Dies konnte anhand der Berechnung eingeschrénkter
freier Energien als Funktion der projizierten Kontaktflaiche bzw. der potentiellen Energie
zwischen Vesikelmembran und dem attraktiven Substrat bestétigt werden.
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Abbildung 6.2: Die eingeschriankte freie Energie F' als Funktion von z;;, und zjq. in
Einheiten der thermischen Energie.

Wihrend des Abziehprozesses der Vesikel vom attraktiven Substrat ist z,,q. stets vor-
gegeben, und z,;, wird bei langsamer Anderung von zmge, zunéchst dem entsprechenden
absoluten Minimum der freien Energie folgen. Dies ist in Abbildung 6.3 veranschaulicht.
Inwieweit das abrupte Abldsen bei 2,4, ~ 2.43 Rg tatséchlich unstetig ist, kann an dieser
Stelle nicht geklért werden, da die eingeschrénkte freie Energie F(zpmin, Zmas) nur auf ei-
nem groben Gitter von Werten z,,;, und 2,4, bestimmt wurde. Abbildung 6.4 zeigt eine
Reihe typischer Konfigurationen fiir verschiedene z,,4, und kleine Werte z,;,. Die sich
entspechend der Kurve in Abbildung 6.3 einstellenden Formen sind gekennzeichnet.

Schluf3folgerungen

Die in diesem Abschnitt besprochenen Simulationen zeigen die Anwendbarkeit des in Ab-
schnit 4.5.2 dargestellten Verfahrens zur Berechnung eingeschrénkter freier Energien mit
mehreren Parametern. Es konnten die stabile Form am attraktiven Substrat adhé&rierten
Vesikeln sowie die Formen wihrend des Ablésevorgangs bestimmt werden. Abbildung 6.3
ist ferner zu entnehmen, dafl die endliche Reichweite des attraktiven Potentials wesentli-
chen Einflufl auf das Abloseverhalten fluider Vesikeln hat. Inwieweit dieser Prozef§ diskon-
tinuierlich verlauft, ist jedoch mit weiteren Simulationen zu untersuchen.
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Abbildung 6.3: Der minimale Abstand z,,;, zwischen Vesikelmembran und Substrat, der
die freie Energie F(zmin, Zmaz) fiir einen gegebenen Wert z,,, minimiert. Der hier zuge-
lassene Maximalabstand betrug z,,q. = 0.47 Ry.

Vesikelhohe h/Ro = (Zmaz — Zmin) /Ro

Zin 14 18
Q0
0.03 (a) (b)

0.06

0.09

Abbildung 6.4: Typische Vesikel-Konfigurationen fiir verschiedene Werte 2z, und
h >~ Zpae (fiir sehr kleine Absténde z,;, der Vesikel vom attraktiven Substrat). Mit Buch-
staben gekennzeichnete Formen (a-e) bilden eine Abfolge wihrend des langsamen Abzie-
hens der Vesikel vom attraktiven Substrat.
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6.3 Kontaktzonen von Vesikeln

Beim Kontakt fluider Vesikeln mit Substraten, sei es durch Adhé&sion oder durch ande-
re duflere Felder, sind verschiedene Formiiberginge zu beobachten. So sagen zum Beispiel
Seifert und Lipowsky [95] fiir attraktive Potentiale endlicher Reichweite gepinnte Zusténde
fiir Vesikeln voraus, bei denen die Form der Vesikel im wesentlichen die ist, die sich ohne
Einwirken duflerer Felder ergibt. Durch Erhthung der Temperatur {iber einen Schwellen-
wert hinaus findet schliefllich ein thermisch induziertes Ablésen vom Subtrat statt. Dies
liefert eine erste Motivation fiir eine detailliertere Untersuchung der Kontaktzone zwischen
Vesikel und Substrat.

Als zweites sei die experimentelle Beobachtung von Marx et al. [161] angefiihrt, dafl
der Abstand zwischen Vesikelmembran und Substrat in der Kontaktfliche bei Beimischung
von Cholesterol in die Lipiddoppelschicht unerwartet eine stark asymmetrische Verteilung
aufweist, obwohl Cholesterol sehr gut in Lipiddoppelschichten gel¢st werden kann und
fiir fluktuierende einkomponentige Membranen eine Gauf3-Verteilung um einen mittleren
Abstand erwartet wird.

Im folgenden soll daher die Verteilung des Abstands zwischen Vesikel und Substrat
ortaufgelost fiir unterschiedliche Temperaturen untersucht werden, Dabei wird die Adh#si-
on einer fluiden Vesikel an einem attraktiven homogenen Substrat untersucht bzw. unter
dem Einfluf} eines homogenen Feldes, wobei das Substrat als harte Wand ohne attraktives
Potential angenommen wird.

Die Vesikeloberfliiche wurde durch eine dynamisch triangulierte Fliche modelliert, und
es wurden lediglich lokale Vertexbewegungen und Bond Flips im Verhéltnis zwei zu drei
in der Simulation durchgefiihrt.

Vor der Bezugnahme auf die einzelnen Systeme sind einige allgemeine Begriffe zu
kléren.

6.3.1 Definition der Kontaktflache

Die Definition der Kontaktfliche einer Vesikel an einem den Konfigurationsraum ein-
schrinkenden Substrat erfolgt in gewissen Grenzen willkiirlich. Anhand mehrerer Para-
meterwahlen und entsprechender charakteristischer Konfigurationen erwies sich im Falle
einer attraktiven Wechselwirkung zwischen Substrat und Vesikelmembran folgendes Krite-
rium als sinnvoll: Ist der Beitrag der attraktiven Wechselwirkung zur Konfigurationsener-
gie fiir ein bestimmtes Dreieck kleiner als die negative thermische Energie —T', so gehort
das Dreieck zur Kontaktfliche, anderenfalls nicht. Im Falle eines homogenen Feldes, das
die Vesikel gegen das harte Substrat driickt, darf die z-Koordinate des Schwerpunkts des
Dreiecks nicht die anderthalbfache mittlere Kantenléinge Ly im Tethered Beads Modell
iiberschreiten, damit das Dreieck zur Kontaktfliche gehort.

6.3.2 Aufteilung der Kontaktfliche in Ringe gleicher Breite

Fiir die ortsaufgeloste Untersuchung der Kontaktflichen fluider Vesikeln ist die Angabe
einer Mefivorschrift fiir die Messung von Abstdnden innerhalb der Kontaktfliche notwen-
dig. Das wesentliche Interesse konzentriert sich hierbei auf die Messung von Absténden
vom Rand bzw. vom Zentrum der Kontaktfliche. Hierfiir 1&8t sich ein sehr effizienter
Algorithmus angeben.

Da durch das Tethered Beads Modell gleichseitige Dreiecke mit einheitlicher Kan-
tenldnge die bevorzugte Form fiir die Dreiecke der Triangulierung sind, kénnen diese Drei-
ecke zur Abschitzung von Flicheninhalten und Lingen verwendet werden. Dies reduziert
den Rechenzeitaufwand in automatischen Ablaufen erheblich gegeniiber einer ,exakten®
Vermessung der Kontaktzone der triangulierten Vesikeloberflache.
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Abbildung 6.5: Aufteilung der Kontaktfliche einer mit 1500 Vertices triangulierten Vesikel
in Ringe, die unter dem Einfluf} des Schwerefeldes auf das Vesikelvolumen an ein ebenes
rein repulsives Substrat gedriickt wird. Das Substrat ist parallel zur Papierebene.

Die Kontaktzone besitzt eine relativ grole Rauhigkeit, so dal die Projektionen der zur
Kontakflaiche gehorenden Dreiecke nicht immer annéhernd gleichseitige Dreiecke darstel-
len.

Zur Messung der Abstéinde von Punkten innerhalb der Kontaktfliche zum Rand bzw.
Zentrum der Kontaktfliche bietet sich daher die Aufteilung der Kontaktfliche in Ringe
minimaler Breite anhand der Triangulierung an, wobei am Rand der Kontaktfliiche mit der
Aufteilung begonnen wird und sich jeweils iibernéchste Ringe in keinem Punkt beriihren
diirfen. Es ist moglich, dafl ab der Ermittlung des zweiten Rings mehrere 6rtlich getrennte
Ringe auftreten.

Diese Zerlegung der Kontaktfliche ist eindeutig und 148t sich effizient nach jedem
akzeptierten Monte-Carlo-Schritt in Simulationen durchfithren. Eine solche Zerlegung ist
exemplarisch in Abbildung 6.5 dargestellt, wobei die Ringe alternierend farblich hervor-
gehoben sind. Die Breite r; eines solchen Rings kann durch die Hohe eines gleichseitigen
Dreiecks mit der mittleren Kantenldnge L im Tethered Beads Modell als Seitenléinge ab-
geschitzt werden. Ist N, die Anzahl der Vertices in der Triangulierung, so ergibt sich

V3 Ry
~—Ly~3.3 .
=g JN.

6.3.3 Messung des Abstands zwischen Vesikel und Substrat

(6.6)

Die Untersuchung der Topographie der Kontaktfliiche der Vesikel an einem planaren Sub-
strat erfolgt experimentell iiblicherweise beziiglich eines festen Koordinantensystems auf
dem Substrat, was auch als Monge-Parametrisierung bezeichnet wird. Bei der Messung
des lokalen Abstands z zwischen Vesikelmembran und Substrat wird damit implizit ein
Wichtungsfaktor |n,| mit 0 < |n,| <1 beriicksichtigt, wobei n der lokale Fléchennorma-
len-Einheitsvektor auf der Membran in der Monge-Parametrisierung ist.

Fiir die triangulierte Vesikel ergibt sich damit folgendes Bild. Die Fléiche auf dem Sub-
strat, iiber der die Vesikelmembran einen Abstand kleiner als zgy hat, ist die Summe aller
Dreiecksflachen bzw. entsprechender Anteile mit der Eingenschaft z < zg, wobei der oben-
genannte fiir jedes Dreieck unterschiedliche Wichtungsfaktor zu beriicksichtigen ist. Die
Ableitung dieser mit steigendem zy wachsenden Funktion ist die gesuchte Dichtefunkti-
on fiir den Abstand zwischen der Vesikelmembran und dem planaren Substrat bei einer
Betrachtung vom Substrat.

Diese Betrachtungen konnen offensichtlich auf einzelne Komponenten der in Ringe
zerlegten Kontaktfliche der Vesikel iibernommen werden, was eine ortsaufgeloste Mes-



46 KAPITEL 6. VESIKELN AN ATTRAKTIVEN SUBSTRATEN

100 3
30
80
25
o o
€ 60 €20
N N
< a0 £15
10
20
5
0 0
002 004 006 008 0. 002 004 _ 006 0.8 0.1
( a) z/Ry (b) z/Ry

Abbildung 6.6: Abstandsdichte ho(z) fiir eine fluide Vesikel mit Biegesteifigkeit k = 10T}
an einem attraktiven Substrat mit W, ; = 30007,/ R% und or; = 0.03 Ry bei den Tempe-
raturen T'= 1T (a) und T'= 3Tp (b).

sung des Abstands zwischen Vesikelmembran und Substrat ermo6glicht. Die entsprechende
Abstandsdichtefunktion fiir den vom Rand aus gesehen i-ten Ring sei im folgenden mit
h;(z) bezeichnet.

6.3.4 Vesikeln an einem attraktiven Substrat

Die attraktive Wechselwirkung einer Membran mit einem Substrat 148t sich in guter Néhe-
rung durch ein Lennard-Jones-Potential beschreiben. In diesem Abschnitt soll angenom-
men werden, dafl diese Wechselwirkung gegeniiber allen anderen dufleren Feldern dominiert
und so stark ist, daf} sich eine nennenswerte Kontaktfliche zwischen der Vesikel und dem
Substrat bildet. Osmotische Effekte wurden an dieser Stelle nicht betrachtet.

Das verwendete 9-3-Lennard-Jones-Potential ist durch Gleichung (3.5) gegeben, wo-
bei die Potentialtiefe Wp,; zwischen 3000 Tp/R3 und 7000 Ty /R3 gewihlt wurde und die
Léngeneinheit o7y = 0.03 Ry war. Die Biegesteifigkeit betrug x = 107, und die Tempe-
ratur 17" wurde zwischen Ty und 4 7Tj variiert. Fiir diese Parameter bestand die Zerlegung
der Kontaktfliche der 500 Vertices umfassenden triangulierten Vesikelmembran aus min-
destens vier Ringen.

Bei den durchgefiihrten Monte-Carlo-Simulationen ergibt sich dabei folgendes Bild. Die
Profile der Abstandsdichtefunktionen h; haben bei vorgegebenen Parametern fiir i > 2 ei-
ne mit steigendem 7 in grober Ndherung linear abnehmende Amplitude. Sie besitzen stets
genau ein Maximum in der Ndhe von o7, das mit steigender Temperatur nur leicht zu
groferen Werten verschoben wird. Mit steigender Temperatur fallen die Profile jedoch fiir
z > oy zunehmend langsamer ab. In Abbildung 6.6 sind exemplarisch zwei Abstands-
dichteprofile fiir verschiedene Temperaturen dargestellt.

6.3.5 Gravitationseinfluf3 bei osmotisch aktiven Teilchen

Im folgenden soll angenommen werden, dafl das Vesikelvolumen durch osmotische Effekte
konstant gehalten wird, wobei fiir die Anzahl osmotisch aktiver Teilchen im Vesikelinne-
ren N = 10000 gesetzt wurde und fiir deren Dichte auerhalb der Vesikel c.; = 2650 Ry 3,
so daf3 sich ein reduziertes Volumen von v =~ 0.9 einstellte. Weiterhin soll die attraktive
Wechselwirkung zwischen der Vesikelmembran und dem Substrat so klein sein, daf} sie ver-
nachléssigt werden kann und das Substrat als harte Wand modelliert werden kann. Durch
die Verwendung osmotisch aktiver Teilchen unterschiedlicher Molekularmassen innerhalb
und auflerhalb der Vesikelmembran entstehen dort Fliissigkeiten unterschiedlicher Dichte,
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Abbildung 6.7: Histogramme p(r, z) fiir den Abstand z zwischen Vesikelmembran und dem
rein repulsiven Substrat in Abhéngigkeit vom lateralen Abstand r zum Zentrum der auf das
Substrat projizierten Kontaktfliche bei Wirkung der Schwerkraft mit gy = 107y/Ro auf
die Massendichtedifferenz osmotisch aktiver Teilchen innerhalb und auflerhalb der Vesikel.
Die Temperatur wurde auf T' = Ty (a) bzw. auf T = 3Ty (b) gesetzt.

die einen Beitrag
E, = gA,u/de (6.7)

zur Gesamtenergie geméf Gleichung (2.17) bewirken, wobei Ap der Massendichteunter-
schied der Fliissigkeiten in bzw. auflerhalb der Vesikel ist und g die Feldstérke des homo-
genen Schwerefeldes. Im Falle eines konstanten Vesikelvolumens 1483t sich dieser Ausdruck
in

E, = gvB. (6.8)

mit gy = g AuV umschreiben. Dabei ist B, die z-Komponente des Schwerpunkts des
Vesikelvolumens. Fiir Giant Vesicles mit einem Radius Rg = 50pm und einer Massen-
dichtedifferenz von Ay = 0.1gcm ™3 sind bei Raumtemperatur Werte bis gy ~ 10* T/ Rg
realistisch.

In Simulationen mit gy = 107y/Ro, k = 5Ty und T = Ty lassen sich bei triangulierten
Vesikeloberfldchen mit 1500 Vertices bereits Kontaktflichen mit einem Radius R% ~ 0.5 Ry
erzeugen. Es ergibt sich ein dhnliches Bild wie im Falle einer dominierenden attraktiven
Wechselwirkung zwischen der Vesikelmembran und dem Substrat. Im Zentrum der Kon-
taktflache ist der Abstand zwischen Membran und Substrat anndhernd unabhéngig vom
betrachteten Abstand r des Referenzpunktes auf dem Substrat vom Zentrum der proji-
zierten Kontaktfliche. Mit zunehmender Temperatur wird diese Verteilung breiter. Abbil-
dung 6.7 zeigt entsprechende Histogramme fiir den Abstand z der Membran vom Substrat,
wobei die Histogrammhéhen p (r, z;) der Normierung

Zp(r,zi) =1

fiir die jeweiligen Werte r geniigen. Diese Histogramme bzw. die entsprchenden Maxima
von p (r, z) mit gegebenem Abstand r liefern eine lokale , mittlere” Vesikelform.
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6.3.6 Gravitationseinflufy auf die Vesikelmembran

Abschlielend soll angenommen werden, dafl sowohl die attraktive Wechselwirkung zwi-
schen der Vesikel und dem Substrat als auch osmotische Effekte klein sind und statt des-
sen der Einflul des homogenen Schwerefeldes auf die Vesikelmembran den dominierenden
Beitrag zur Gesamtenergie des Systems liefert. Dieser kann durch den Ausdruck

Egram’ = gAbz (69)

beschrieben werden, wobei g4 die auf das Volumen der Vesikelmembran normierte Feld-
stiarke des homogenen Schwerefelds ist und b, die z-Komponente des Schwerpunkts der Ve-
sikelmembran. Fiir Giant Vesicles mit Ry=50 pm und einer Massendichtedifferenz A von
Vesikelmembran und umgebender Fliissigkeit die betragsmiiflig kleiner als Ay = 0.5 g cm ™3
ist!, ergeben sich Maximalwerte g4 ~ 150 T/ Ry fiir die skalierte Feldstirke des Schwere-
feldes bei Raumtemperatur.

Bei einer triangulierten Vesikeloberfliche mit 500 Vertices und einer Biegesteifigkeit
von k = 5T 148t sich bei einer Temperatur 7' = Ty durch Feldstérken g4 Ro/Tp > 50 eine
nennenswerte Kontaktfliche erzeugen. Abbildung 6.8 zeigt typische Konfigurationen an
das Substrat geprefiter Vesikeln.

Fiir Feldstirken g4 ~ 507/ Ry ergibt sich im wesentlichen dasselbe Bild wie bei Vor-
handensein einer Differenz der Massendichten osmotisch aktiver Teilchen innerhalb und au-
Berhalb der Vesikelmembran. Setzt man jedoch g4 = 2007,/ Ry, soist fir 27y < T < 3.5T)
der mittlere Abstand zwischen Vesikel und Wand nicht mehr am Zentrum der Kontakt-
fliche zu finden. In Abbildung 6.9 sind Histogramme fiir den Abstand z zwischen der
Vesikelmembran und dem Substrat in Abhéngigkeit vom Abstands r des Referenzpunk-
tes auf dem Substrat vom Zentrum der projizierten Kontaktfliche dargestellt. Die Hi-
stogrammhohen p (r, z) sind wie oben durch ), p(r,z;) =1 fir jeden Wert r normiert.
Entsprechende Abstandsdichtefunktionen h;(z) sind in Abbildung 6.11 gezeigt.

Dieser eben beschriebene Effekt 148t sich wie folgt erklédren. Bei kleinen Werten 7" haben
Fluktuationen in der Kontakflache relativ kleine Amplituden, so daf3 die Kontaktflache auf
Grund der Biegesteifigkeit der Membran relativ wenig Membranfliche aufnehmen kann.
Mit steigender Temperatur ist dies jedoch moglich, so dafl im Zentrum der Kontaktflache
der mittlere Abstand zum Substrat zunimmt und im Falle grofler Werte g4 den mitteleren
Abstand am Rand der Kontaktfliche {iberschreitet. Insbesondere wird der Rand durch

'Negative Werte bewirken ein Aufsteigen der Vesikel, das ebenso eine Deformation an einem planeren
Substrat hervorrufen kann.

Abbildung 6.8: Charakteristische Konfigurationen einer Vesikel mit Biegesteifigkeit
k = 5Ty, die unter Einflufl eines homogenen Schwerefeldes mit g4 = 2007/ Ry bei ei-
ner Temperatur T' = Ty (a) bzw. T = 3Ty (b) an ein planares Substrat geprefit wird. Blick
durch das Substrat auf die Kontaktflache.
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Abbildung 6.9: Histogramme fiir den Abstand z zwischen Vesikelmembran und Substrat
in Abhéngigkeit vom lateralen Abstandes r zum Zentrum der auf das Substrat projizierten
Kontaktfliche fiir eine Vesikel mit Biegesteifigkeit x = 5T}, die unter alleinigem Einflufl
der Schwerkraft auf die Membran mit g4 = 2007,/ Ro gegen das Substrat gedriickt wird.
Die Temperatur ist T'= T (a) bzw. T' = 2.5T} (b).
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Abbildung 6.10: Dichtefunktion hoy(z) = > ;54 hi(2) fiir den Abstand z eines beliebi-
gen Punktes aus dem Inneren der Kontaktfliche zum Substrat. Es wurde eine Vesikel
mit Biegesteifigkeit x = 57 im Schwerefeld mit einer Feldstéirke g4 = 2007y/Ro bei der
Temperatur T' = Ty betrachtet.

die dem Substrat abgewandte Vesikelkappe gegen das Substrat geprefit. Bei hinreichend
groflen Temperaturen gewinnt die entropische Abstoflung auch am Rand der Kontaktflache
an Gewicht, und dieser Effekt verschwindet wieder.

Auf Grund der inhomogenen Verteilung des Abstands innerhalb der Kontaktfléiche
ergibt sich zudem folgender fiir experimentelle Untersuchungen wichtige Effekt. Interessiert
man sich fiir den Abstand eines beliebigen Punkts der Kontaktfliche der Vesikelmembran
zum Substrat, so erhélt man eine sehr asymmetrische Verteilung, wie sie in Abbildung 6.10
gezeigt ist.

6.3.7 Zusammenfassung

In den vorangegangenen Abschnitten konnte gezeigt werden, daf fiir eine fluide Vesikel,
die durch ein Lennard-Jones-Potential mit o7 < Ry an ein Substrat gebunden ist, oder
durch eine Massendichtedifferenz osmotisch aktiver Teilchen innerhalb und auerhalb der
Vesikel infolge eines homogenen Schwerefeldes an das Substrat geprefit wird, die Verteilung
der Abstdnde zwischen der Membran und dem Substrat auf der gesamten Kontakfldche
ortsunabhéngig ist und mit zunehmender Temperatur breiter wird. Diese Verbreiterung
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Abbildung 6.11: Abstandsdichtefunktionen h;(z) fiir eine Vesikel mit Biegesteifigkeit
k = 5T in einem homogenen Schwerefeld mit g4 = 2007,/Ry bei Temperaturen T = Ty
bzw. T = 3.5T) fur verschiedene Abstdnde vom Rand (Ring 2 bis Ring 5).
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erfolgt asymmetrisch, wobei mit wachsender Temperatur groflere Abstdnde héufiger auf-
treten. Wirkt die Schwerkraft lediglich auf die Vesikelmembran, so ist dies nicht mehr
der Fall. Die Verteilung der Abstéinde zum Substrat hdngt vom Abstand vom Rand der
Kontaktfliche ab, und der minimale mittlere Abstand vom Substrat kann in Abhéngigkeit
von der Temperatur auch am Rand der Kontaktfliche beobachtet werden.
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6.4 Vesikeln auf strukturierten Substraten

Im Zusammenhang mit der fortschreitenden Entwicklung der Nanotechnologie besteht ein
grofles Interesse am Studium von Benetzungsphénomenen. Diese wurden fiir Fliissigkeiten
auf chemisch bzw. oberflichentopographisch strukturierten Oberfléichen in den letzten Jah-
ren experimentell und theoretisch untersucht [165, 166, 167, 168, 169]. Wihrend in Expe-
rimenten mikrostrukturierte Oberflichen auch zum Festhalten fluider Vesikeln hiufig zum
Einsatz kommen [15, 17] und eindruckvolle Experimente zur Benetzung chemisch struk-
turierter Oberflichen mit Vesikeln durchgefiihrt wurden [170], existieren nur wenige theo-
retische Arbeiten zu Membranen und Vesikeln auf strukturierten Oberflachen [171, 172].

Als erster Schritt soll daher in folgenden Abschnitten untersucht werden, welche For-
men fluide Vesikeln bei Adhésion an kreisférmige attraktive Doménen bzw. attraktive
Streifen auf planaren Substraten ausbilden sowie wie und wann sich die endliche Ausdeh-
nung der attraktiven Bereiche auf das Adhésionsverhalten auswirkt. Dazu werden folgende
zwei Grenzfille betrachtet: Zum einen soll angenommen werden, dafl die Vesikelmembran
eine relativ grofile Biegesteifigkeit besitzt und osmotische Effekte vernachléssigt werden
konnen, zum anderen soll die umgekehrte Situation untersucht werden.

Vor der Diskussion der Ergebnisse soll jedoch auf wichtige Details in der Realisierung
als Monte-Carlo-Simulation eingegangen werden.

6.4.1 Umsetzung in Computersimulationen

Die Vesikeloberfliche wurde durch eine Triangulierung mit 500 Vertices diskretisiert.

Zur Beriicksichtigung der begrenzten Geometrie des attraktiven Substratbereichs wur-
de das Adhésionspotential mit der Gewichtsfunktion «(r) moduliert (siche Abbildung
6.12). Dabei ist r der Abstand der Projektion des Schwerpunkts des Dreiecks von der
Mitte des attraktiven Streifens bzw. der attraktiven kreisférmigen Doméne. Fiir das at-
traktive Potential wurde das in Gleichung (3.5) beschriebene 9-3-Lennard-Jones-Potential
verwendet mit oy ;7 = 0.03 Ry.

In der Monte-Carlo-Simulation erfolgten unabhéngige Bewegungen einzelner Vertices
mit 40% der Schritte und Bond Flips mit 60%. Es wurden fiir jede Wahl von Parametern
ca. 5-10% Schritte jeweils zur Aquilibrierung und zur Ermittlung der Mittelwerte in der
Monte-Carlo-Simulation durchgefiihrt.

Abbildung 6.12: Schematische Darstellung der Gewichtsfunktion «(r) in Abhéngigkeit vom
Abstand r des Schwerpunkts des betreffenden Dreiecks vom Mittelpunkt des attraktiven
Kreises. L ist die mittlere Kantenlénge in der verwendeten Triangulation.
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6.4.2 Vesikeln mit positiver Biegesteifigkeit ohne Einflul3 osmotischer
Driicke

Im folgenden werden fluide Vesikeln mit endlicher positiver Biegesteifigkeit ohne Einflufi
osmotischer Driicke untersucht.

Ein attraktiver Streifen auf einem planaren Substrat

Charakteristische Langen, die die Form einer an einem unendlich langen attraktiven Strei-
fen adhérierten Vesikel beschreiben, sind die in Computer-Simulationen leicht zugéngliche
maximale Ausdehnung parallel zum Streifen

L = max ry, — minr,, (6.10)

wobei r die Ortsvektoren der Vesikelmembran beschreibt, die maximale Ausdehnung senk-
recht zum Streifen und parallel zum Substrat

L| = maxr, — minr, (6.11)
r r
und diese Grofle mit Beschrinkung auf die Bereiche nahe dem Substrat

L, =2 max |ry|, (6.12)

rr2<Zm

wobel z,, = % gesetzt wurde. Diese Groflen sind an einem Beispiel in Abbildung 6.13
veranschaulicht.

—

Abbildung 6.13: Eine an einem attraktiven Streifen adhérierte Vesikel mit den die Form
beschreibenden charakteristischen Léngen. Blick auf die Kontaktfliche (blau) durch das
planare Substrat hindurch. Der attraktive Streifen ist rot hervorgehoben.
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In Abbildung 6.14 sind diese Groflen als Ergebnisse von Monte-Carlo-Simulationen fiir
Streifenbreiten L, = 0.7 Ry und L, = 1.1 Ry dargestellt. Die Ausdehnung L der Vesikel
parallel zum Streifen wichst wie erwartet mit abnehmender Biegesteifigkeit £ sowie mit
zunehmender Tiefe Wi ; des attraktiven Potentials des Streifens. Fiir grofle Werte Wy s
nimmt der Anstieg der Kurven ab, wie exemplarisch in Abbildung 6.15 gezeigt ist. Der
theoretisch mogliche Grenzwert, wobei die Vesikel in Ndherung als elliptischer ,,Pfannku-
chen® mit Achsenldngen L, und L 4, vorliegt, das heifit

1 L|| maz L
Z A = gbmer 7y 1
9 0 s 9 9 (6 3)
und damit )
8 R,
L||,max = L—O’ (614)
0

lie3 sich in den durchgefiithrten Monte-Carlo-Simulationen nicht anndhernd erreichen. Fiir
die komplexe Abhéngigkeit der Ausdehnung L von Biegesteifigkeit der Vesikelmembran
und Potentialtiefe W, ; konnte kein einfaches Gesetz gefunden werden.

Mit dem Anwachsen der Lénge L| der Vesikel parallel zum Streifen erfolgt eine Ab-
nahme der Breite L senkrecht zum Streifen. Lediglich fiir relativ breite Streifen mit
L, =1.1Rp und grofie Biegesteifigkeiten x = 207" 148t sich mit wachsender Potentialtie-
fe eine adhésionsinduzierte Verbreiterung der Vesikelform beobachten, wie es bei einem
homogenen planaren attraktiven Substrat der Fall ist.

Anhand der Breite L | der Vesikel senkrecht zum attraktiven Streifen unmittelbar iiber
dem Substrat kann schliellich der Einflufl des Vorliegens einer geschlossenen Membran auf
deren lokale Form innerhalb der Kontaktfliche studiert werden. Fiir kleine Biegesteifigkei-
ten 148t sich die Vesikelform bereits durch relativ schwach attraktive Streifen deformieren,
was zu einer Vergréflerung der Breite L) fiihrt. Im Falle groflerer Biegesteifigkeiten fallt
dieser Effekt kleiner aus. Nach Erreichen der Streifenbreite durch grofie Potentialtiefen
W ist nur noch eine stérkere Ausdehnung parallel zum Streifen energetisch von Vorteil,
so dafl der Anteil der Vesikeloberfliche, der iiber den Streifen hinwegreicht, reduziert wird.
Dies ist mit einer Erhohung der mittleren Kriimmung in jenem Bereich verbunden, dem
die Biegesteifigkeit entgegen wirkt. Insofern wird bei stark attraktiven Streifen die Brei-
te der Vesikel unmittelbar iiber dem Substrat mit wachsender Biegesteifigkeit zunehmen.
Diese Effekte konnten auch in den durchgefiihrten Simulationen beobachtet werden (siche
Abbildung 6.14).

Abschlieflend soll auf die beobachteten Vesikelformen eingegangen werden. Charakte-
ristische Konfigurationen sind in den Abbildungen 6.16 und 6.17 gezeigt.

Ausgehend von annihernd sphérischen Formen fiir freie bzw. schwach adhérierte Ve-
sikeln bilden sich mit zunehmender Potentialtiefe W ; ellipsoiddhnliche Formen aus, die
schlieBlich in lange schlauchartige Gebilde iibergehen. Lediglich bei groflen Biegesteifig-
keiten und geringen Streifenbreiten lieflen sich hiervon abweichende Formen beobachten,
bei denen die Kontakfliche von Vesikelmembran und Substrat in der Mitte tailliert ist
(Abbildung 6.16(d)). Die grofie Biegesteifigkeit verhindert bei den betrachteten Potential-
tiefen Wy ~ 120007/ R% eine Ausbildung von Kappenstrukturen mit einem Radius von
der halben Streifenbreite an den Vesikelenden.
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Abbildung 6.14: Ausdehnung der Vesikel L parallel zum Streifen, L senkrecht zum Strei-
fen und L senkrecht zum Streifen nahe dem Substrat (z < Lo/4) in Abhéngigkeit der
Potententialtiefe Wy fiir Streifenbreiten L, = 0.7 Ry und L, = 1.1 Ry und Biegesteifig-
keiten kK =57 (+), k = 10T (x), k = 20T (%) der Vesikelmembran.




56 KAPITEL 6. VESIKELN AN ATTRAKTIVEN SUBSTRATEN

9 L) L) L) L)

sk 4

7k -
o 6F N
o
a0 5k i

4k -

*
3k -
2 Il Il Il Il
0 5000 10000 15000 20000
Wiy Ro?IT

Abbildung 6.15: Grenzverhalten der Ausdehnung L der Vesikel parallel zum Streifen bei
sehr stark attraktiven Potentialen fiir L., = 0.5 Ry und Biegesteifigkeiten x =57 (+),
k=10T (x) und Kk =207 (x).

(a) (b)

(d) (©)

Abbildung 6.16: Charakteristische Konfigurationen fiir eine Vesikel mit Biegesteifig-
keit k=207 fiir einen unendlich langen attraktiven Streifen der Breite L., = 0.3 Ry
und Potentialtiefe Wy = 3000T/R2 (a), Wy = 6000T/R3 (b), Wry =9000T/R2% (c),
Wy =12000T/R2 (d), Wiy = 15000T/R3 (e) und Wp; = 18000 T/R3 (f). Blick durch
das Substrat auf die Kontaktflache. Das Substrat ist durch ein Raster dargestellt, der at-
traktive Bereich ist rot hervorgehoben. Das Uberstehen der Kontaktfliche (blau) iiber den
attraktiven Streifen hinaus ist durch die Diskretisierung mit Verwendung der Gewichts-
funktion « bedingt.
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Abbildung 6.17: Charakteristische Konfigurationen einer Vesikel mit Biegesteifigkeit
k=207 an einem attraktiven Streifen unterschiedlicher Breite L. fiir verschiedene Po-
tentialtiefen Wy ;. Der attraktive Streifen innerhalb des mit einem Raster angedeuteten
planaren Substrats ist in rot hervorgehoben. Die Kontakfldche der Vesikel mit dem attrak-
tiven Streifen ist blau dargestellt und dariiber hinausreichende Bereiche der Membran, die
einen Abstand Lg/4 zum Substrat nicht iiberschreiten, in gelb.
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Eine kreisférmige attraktive Doméne auf einem planaren Substrat

Zur raumlichen Fixierung fluider Vesikeln auf Substraten bieten sich zirkulare attrakti-
ve Doménen an [15]. Hierdurch wird jedoch auch die Form der Vesikel beeinflufit. Die
stationédren Vesikelformen in einem Kontaktpotential sind jedoch nur fiir homogene Sub-
strate bekannt [93, 172]. Fiir endliche Temperaturen wurden die im Falle einer attraktiven
zirkularen Doméne auftretenden Vesikelformen im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit
Hilfe von Monte-Carlo-Simulationen untersucht, deren Ergebnisse im folgenden diskutiert
werden.
Da das verwendete Lennard-Jones-Potential mit einer gewahlten Lingenskala

ory = 0.03 Ry nur fiir geringe Absténde der Membran vom Substrat signifikante Beitréige
zur Konfigurationsenergie liefert, ermdoglicht dies einen Vergleich mit einem Kontaktpo-
tential wie in Abschnitt 2.2, wobei als Potentialtiefe das Minimum des in den Simulationen
verwendeten Lennard-Jones-Potentials gewéhlt wurde

\ﬁ
W= —1—82WLJ ~ —0.088 W ;. (6.15)

Im Falle eines homogenen Substrats ergibt sich ein Kontaktradius von

N K
R* = T (6.16)
Bei der Kontur der als rotatationssymmetrisch angenommenen Vesikel ist R* der Radius
des Schmiegekreises am Rand der Kontaktfliche. Bei nur endlich ausgedehnten, kreisfor-
migen, attraktiven Doménen ist ein groflerer Kontaktradius als der oben angegebene zu
erwarten.
Im Falle rotatationssymmetrischer Vesikeln, deren Kontakfldche planar ist, gilt

R*=1/(2M) (6.17)

am Rand der Kontaktfliche. Unter diesen Annahmen erfolgte die Berechnung der Kon-
taktkriimmung in den Simulationen.
Es wurden Simulationen fiir Biegesteifigkeiten im Bereich 3 < % < 30 fiir Doménen-

radien R, mit 0.5 < % < 1.5 und verschiedenen Potentialtiefen Wy ; durchgefiihrt. Die
Abbildungen 6.18 und 6.19 zeigen die resultierenden Verldufe des Radius R4+ der Kon-
takfliche und des Kontaktradius R*. In Abbildung 6.20 sind charakteristische Konfigura-
tionen fiir die gewéahlten Parameterbereiche dargestellt. Wie zu erwarten war, nimmt der
Radius R4+ der Kontaktfliche zu bei wachsendem Doménenradius R, oder mit abneh-
mender Biegesteifigkeit x. Wahrenddessen nimmt der Kontaktradius ab. Im Vergleich zur
Adhésion an einem attraktiven Streifen mit demselben attraktiven Potential wird jedoch
der Grenzfall fiir die maximale Ausdehnung der Kontaktfliche (hier deren Radius)

R A+ maz = min {Ry, \/5} (6.18)

bereits bei vergleichsweise kleinen Potentialtiefen Wy ; anndhernd erreicht.

Ergibt sich ein mittlerer Radius R 4« der Kontaktfliche, der kleiner ist als der Domé&nen-
radius R, so kann sich die Vesikel auf der Domé&ne bewegen, wobei ein Histogramm fiir
den Abstand vom Zentrum der Doméne den Bindungsgrad charakterisiert. Dieses Hi-
stogramm liefert insbesondere die Kraft, die nétig ist, um die Vesikel vom Zentrum der
Doméne wegzubewegen.

Hinsichtlich des Kontaktradius ist fiir groffe Potentialtiefen W ; und grofle Doménen-
radien R, eine Ubereinstimmung mit dem Wert fiir ein Kontaktpotential mit Tiefe W zu
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Abbildung 6.18: Radius R+« der Kontaktfliche einer an einer kreisrunden attraktiven
Domiéne adhérierten fluiden Vesikel mit Biegesteifigkeit x = 37T (links) bzw. k = 30T
(rechts). Der Radius der Doméne betrug Ry = 0.5 Ry (+), R, =0.7Ry (x), R, = 0.9 Ry
(¥), Ry =1,1Ry (&), Ry =13Ry, (M) bzw. R, =15Ry (®). In der linken Grafik ist
zudem der Grenzfall R4« = v/2 eingezeichnet, der einem , Pfannkuchen entspricht.

erwarten. Unter Beriicksichtigung der Gewichtsfunktion « bei der Ermittlung der Kontakt-
flache widersprechen die Simulationsergebnisse (siehe Abbildung 6.19) dieser Erwartung
nicht. Diese ungefiihre Ubereinstimmung bleibt bei einer Biegesteifigkeit x = 307" der Ve-
sikelmembran bis hin zu Potentialtiefen von Wp,; = 1000 T/R2 erhalten. Weiterhin findet
man fiir grofe Werte Wp s einen linearen Zusammenhang zwischen Kontaktradius R* und
Doménenradius R, fiir Radien mit 0.5 < % < 1.1.

6.4.3 Vesikeln mit geringer Biegesteifigkeit und konstantem Volumen

Im folgenden soll angenommen werden, dafl die Konzentrationen an osmotisch aktiven
Teilchen in und auflerhalb der Vesikel so grof3 sind, daf§ das Vesikelvolumen als konstant
angenommen werden kann. Die Biegesteifigkeit wurde als sehr klein angenommen und in
den folgenden Betrachtungen x = 0.17T gesetzt.

Analoge Simulationen wie im vorangegangenen Abschnitt zeigen unabhéngig von den
osmotischen Bedingungen und den gewé#hlten Potentialtiefen eine stark fluktuierende Ve-
sikeloberfléiche mit einer Kugelkappe als mittlerer Form (sieche Abbildungen 6.21 bis 6.24).
Im Falle eines relativ kleinen Doménenradius R, = 0.5 Ry ist die Hohe der Kugelkappe
sogar génzlich unabhéngig von der Potentialtiefe Wy, ;.

Vergleicht man den Radius der Kontaktfliche zwischen Vesikel und Substrat fiir ver-
schiedene Doménenradien R, wie dies in Abbildung 6.25 dargestellt ist, so féllt auf, daf
der Radius R4, im Falle R, = 0.5 Ry mit wachsender Konzentration c., osmotisch aktiver
Teilchen auflerhalb der Vesikel abnimmt, wihrend er fiir R, = 1.1 Ry zunimmt. Dies 148t
sich damit erkldren, dafl im Falle grofler Werte c.,, also kleiner reduzierter Volumina, lo-
kale Membranfluktuationen ermdglicht werden, die fiir kleine R, eine effektive Abstofung
vom Substrat bewirken und die Kontaktfliche reduzieren. Andererseits begiinstigt ein ver-
ringertes reduziertes Volumen adhésionsinduzierte Deformationen der Vesikel, die dieser
eine Kugelkappengestalt verleihen, zur Ausbildung grofler Kontaktzonen im Fall grofier
Doménenradien R,.

Daf} lokale Formfluktuationen im Falle endlicher Domé&nengrofien die Kugelkappen-
gestalt stabilisieren, kann man wie folgt begriinden. Die Kugelkappe ist bei gegebener
planarer Grundfliche und gegebenem Volumen die Form geringster projizierter Fléche.
Damit steht ein Maximum an zusétzlicher Fldche fiir Fluktuationen im nichtadhé&rier-
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Abbildung 6.19: Kontakradius R* einer an einer kreisrunden attraktiven Domé#ne adhérier-
ten fluiden Vesikel mit Biegesteifigkeit k = 3T (links) bzw. kK = 30T (rechts). Der Radius
der Doméne betrug R, = 0.5 Ry (+), Ry =0.7Ry (x), Ry =0.9 R, (), R, =1,1R, (O),
R,=13R, (M) bzw. R, =1.5Ry (®). Weiterhin ist jeweils der Kontaktradius fiir ein
Kontaktpotential mit einer Tiefe gem&f Gleichung (6.15) eingezeichnet.

ten Teil der Vesikelmembran zur Verfiigung. Diese ermoglichten Fluktuationen tragen mit
ihrem statistischen Gewicht zur Stabilisierung der Kugelkappengestalt bei.
Setzt man fiir die Biegesteifigkeit einen grofleren Wert ein, zum Beispiel k = 107", so
verschwindet diese fluktuationsbedingte Stabilisierung der Kugelkappenform, wie Abbil-
dung 6.26 zeigt.
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Abbildung 6.20: Typische Konfigurationen einer fluiden Vesikel mit Biegsteifigkeit
k = 20T, die an einer kreisrunden attraktiven Doméne mit Radius R, adhériert ist. So-
wohl der Doménenradius R, als auch die Tiefe Wp; des attraktiven Potentials werden
variiert.
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Abbildung 6.21: Typische Konfiguration einer fluiden Vesikel mit Biegesteifigkeit x = 0.1 T
und N = 10000 osmotisch aktiven Teilchen im Vesikelinneren an einer kreisférmigen at-
traktiven Doméne mit Radius R, = 0.5 Ry und Potentialtiefe Wy ; = 5000 T/ R% bei ver-
schiedenen Konzentrationen c., an osmotisch aktiven Teilchen auflerhalb der Vesikel. Der
Schnitt durch die Vesikel erfolgt senkrecht zum Substrat durch den Schwerpunkt des Ve-
sikelvolumens und durch das Zentrum der kreisférmigen attraktiven Doméne.

Abbildung 6.22: Hier wird abweichend zur obigen Abbildung R, =1.1R; und
Wrs = 30007/ R3 betrachtet.

Abbildung  6.23:  Charakteristische =~ Konfigarationen  fiir R,=11R; und
Wy =5000T/R3.
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Abbildung 6.24: Hier sind die osmotischen Bedingungen durch N = 10000 und
Cex = 3200 Ry 3 vorgegeben, ferner der Doménenradius durch R, = 0.5 Ry. Die Tiefe Wr,;

des attraktiven Potentials wird variiert.
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Abbildung 6.25: Radius R4+ der mittleren projizierten Kontaktfliiche bei einer Biegestei-
figkeit von k = 0.1 T, N = 10000 osmotisch aktiven Teilchen im Vesikelinneren fiir Radien
R, =0.5Ry (a) bzw. Ry = 1.1 Ry (b) der attraktiven kreisférmigen Doméne mit Poten-
tialtiefe W ;. Die Konzentration osmotisch aktiver Teilchen betragt c., = 2650 Ry 3 (+),
Cex = 3200 Ry® () bzw. cep = 3800 Ry® (%).
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R, = 0.5 Ry
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R, =0.9R,
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Abbildung 6.26: Schnitte durch typische Konfigurationen einer fluiden Vesikel mit ei-
ner Biegeseteifigkeit « = 107, einer Anzahl N = 10000 an osmotisch attraktiven Teil-
chen in der Vesikel und einem Potentialtiefe W, ; = 50007"/ R% im Bereich der attraktiven
Domaéne. Die Schnitte verlaufen durch den Schwerpunkt des Vesikelvolumens und durch
den Mittelpunkt der kreisférmigen attraktiven Doméne und sind senkrecht zum Substrat.
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6.4.4 Ausblick

Im Anschlufl an die Untersuchung, in welcher Weise die endlichen Abmessungen attrakti-
ver Doménen Einflufl auf das Adhésionsverhalten fluider Vesikeln an attraktive Substrate
haben, stellt sich die Frage, wie Vesikeln durch attraktive Bereiche in einem planaren Sub-
strat fixiert werden konnen (siehe Abbildung 6.27(a)). Darunter soll verstanden werden,
daf spezielle rdumliche Koordinaten nur noch schwach von ihrem Mittelwert abweichen.
Dies betrifft insbesondere den Schwerpunkt des Vesikelvolumens.

Fiir eine derartige Fixierung einer Vesikel an einem vertikalen Substrat (siehe Abbil-
dung 6.27(b)), wobei der Beitrag des homogenen Schwerefeldes zu beriicksichtigen ist, ist
eine hinreichend grofle Barriere in der freien Energie in bezug auf die Vertikalkoordinate
des Schwerpunkts nétig.

In beiden Anwendungen ist die Abhéngigkeit von der Temperatur, von der Tiefe des
attraktiven Potentials und von den Abmessungen des attraktiven Bereichs von Interesse.

Ql

Abbildung 6.27: Eine fluide Vesikel, die an einer attraktiven Doméne (rot) eines planaren
Substrats adhériert ist. In einer vertikalen Anordnung (b) hat das homogene Schwerefeld
(mit Feldstérke g) entscheidenden EinfluB. Der Verteilung der Koordinaten des Schwer-
punkts des Vesikelinneren beschreibt die Bindungsstérke der Vesikel.
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6.5 Oberflichenspannung

Auf Grund des sehr grofien Flachenkompressibilitdtsmoduls k& wurde die mikroskopische
Vesikeloberfliche in theoretischen Untersuchungen stets als konstant angenommen. Dies
wurde in den entsprechenden Rechnungen entweder durch die Einfiihrung eines entspre-
chenden Lagrange-Multiplikators ¥ fiir die exakte Einhaltung einer konstanten Fliche?
(siche etwa Seifert et al. [93, 64, 87]) im Freie-Energie-Funktional

F=E,+SA+PV (6.19)
it O OF,
Yo el d P=_ el
o4 |, v |,

oder in abgeschwichter Form? fiir die Einhaltung konstanter Mittelwerte der Amplituden-
quadrate der Formfluktuationen [148, 173] innerhalb des statistischen Gewichts [148]

E,+ XA
exp <—%) (6.20)

berticksichtigt.
Taupin et al. [174] sowie Lipowsky und Seifert [152] nehmen fiir eine Erzeugung von
Poren in der Vesikelmembran eine Bildungsenergie

Epore = 275 R, — TR2Y (6.21)

an, wobei Y. die Linienspannung fiir die Erzeugung des Porenrandes ist. Die hiermit
verbundene Energiebarriere )

AEpore = 7'('%, (6.22)
die insbesondere beim Reiflen der Vesikelmembran zu iiberwinden ist, nimmt mit wachsen-
der Oberflichenspannung ¥ ab und kann schliellich durch thermische Aktivierung iiber-
wunden werden.

Die fiir das Reiflen notwendigen Oberflichenspannungen lassen sich durch osmotische
Inflation der Vesikel erzeugen [174]. Im Falle adhérierter Vesikeln existiert ein von der
Tiefe des entsprechenden attraktiven Potentials abhéngiger kritischer Radius, ab dem ein
ReiBen in der oben beschriebenen Weise beobachtet wird [152, 175].

Werden Fluktuationen der Vesikelform aufler Acht gelassen, so stellt sich nicht die Fra-
ge, ob sich die Oberflichenspannung auf die intrinsische Fldche A oder auf eine niher zu
definierende projizierte Fliache bezieht. Dabei wird implizit vorausgesetzt, da} Energien
fir Anderungen der Lipiddichte in der Membran wesentlich gréfer sind als fiir elastische
Deformationen der fluiden Vesikel (siehe Seifert und Langer [86]). Aus diesem Grunde
soll angenommen werden, daf} sich eine Oberflichenspannung o als Ableitung der einge-
schriankten freien Energie F'(A) (die entsprechend Gleichung (4.2) definiert wird) in bezug
auf die intrinsische Vesikeloberfliiche A bei fester Anzahl N+ 4+ N~ von Lipidmolekiilen
definieren 148t, das heifit

OF
—o 1
die auf der gesamten Vesikeloberfldche konstant ist. Die Relaxation der intrinsischen Fléche
gegeniiber dieser Spannung bei konstanter Anzahl von Lipidmolekiilen liefert die treibende
Kraft fiir das Reiflen der Vesikelmembran.

g =

(6.23)

2Minimierung der Biegeenergie im Spontaneous Curvature Modell bei Vernachlissigung von Formfluk-
tuationen. P ist ein entsprechender Lagrange-Multiplikator fiir das vorgegebene Volumen.
3zur Unterscheidung mit dem Symbol ¥ bezeichnet
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In Simulationen, in denen die fluide Vesikel wie in Kapitel 3 beschrieben wird, 148t
sich diese Oberflichenspannung wie folgt untersuchen. Die intrinsche Vesikeloberfldche
A st durch A, < A < A festgelegt. Bei hinreichend grofien osmotischen Driicken
oder Potentialtiefen eines attraktiven Potentials, die die Vesikeloberfliche spannen, ist
(Apaz — A) /Amae < 1 anzunehmen. Ein Reiflen der Vesikelmembran ist nicht vorgesehen.
Mit Hilfe der in Abschnitt 4.5 beschriebenen Histogrammethoden 148t sich dann

oF

-1 (6.24)

g =

A:Amaz

auswerten. Im Grenzfall kleiner Differenzen (Aaz — Amin) /Amae kann die so ermittelte
Oberflichenspannung auch durch folgenden Ausdruck approximiert werden

1 Amaz aF
= — ——p(A)dA 2
T Amaz 81np
= = A)dA 6.26
T
= ﬁ (p (Ama:v) - P (Amm)) ) (6.27)
0

wobei p(A) die Wahrscheinlichkeitsdichte fiir ein Vorfinden einer intrinsischen Vesikelober-
flache A mit A,in < A < A,z 1st und durch

1 Amaac
— / p(A)dA =1 (6.28)
RO A=Amin

normiert ist. Im Gegensatz zu Gleichung (6.24) lassen sich mit (6.27) spannungsfreie Zu-
stinde in Monte-Carlo-Simulationen mit grofilerer Zuverléssigkeit detektieren (siehe Ab-
schnitt 7.1.2).

Ist durch experimentelle Untersuchungen die Reiflspannung o, einer Vesikel bekannt,
so konnen die kritischen Parameter fiir Tiefe eines attraktiven Potentials, Temperatur
und osmotischen Druck, ab denen die Vesikelmembran reifft, mittels Simulationen unter
Verwendung von Gleichung (6.24) abgeschétzt werden.

Simulationsergebnisse

Im folgenden werden die Ergebnisse derartiger Simulationen einer triangulierte fluide Ve-
sikel mit 500 Vertices diskutiert. Triangulierungen mit 300 bzw. 400 Vertices ergeben &hn-
liche Ergebnisse, wiahrend Simulationen fiir Vertexanzahlen grofler als 500 bei sinnvollen
Rechenzeiten keine verniinftigen Ergebnisse liefern.

Verdnderungen der Temperatur 7" und der Potentialtiefe W ; (mit konstanter charak-
teristischer Léange o7 = 0.03 Rp) bei fester Biegesteifigkeit x = 107T) ergeben Oberfléchen-
spannungen wie in Abbildung 6.28 dargestellt. Im Falle grofler Potentialtiefen erhélt man
folgende Abhéngigkeit der Oberflichenspannung von den Parametern

o R2 ~ —2.35k 4+ 0.0375 R W7 — 80T. (6.29)

Das heifit, die Oberflichenspannung 148t sich sowohl durch ein tieferes Potential als auch
durch Reduzierung der Temperatur oder der Biegesteifigkeit erhGhen.
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Abbildung 6.28: Die Oberflichenspannung o in reduzierten Einheiten als Funk-
tion der Temperatur T fiir verschiedene Potentialtiefen Wy j;: Wi :3000T0/R%
(+), Wry=4000Tp/R3 (x), Wry=5000Ty/R3 (x), Wy =6000Tp/R3 (&) und
Wy = 7000 Ty /R2 (M). Die eingezeichneten Linien ergeben sich aus Gleichung (6.29) mit
den entsprechenden Potentialtiefen.

Freie Vesikeln unter Einflufl osmotischer Driicke

Bei Anwesenheit osmotisch aktiver Teilchen ergibt sich unabhéingig von der Biegesteifig-
keit k£ mit 1 < x/T < 20 ein anndhernd lineares Verhalten in bezug auf die Differenz der
osmotischen Driicke innerhalb und auflerhalb der Vesikel. Dieses Verhalten ist unabhéngig
von der Anzahl N, der Vertices in der Triangulierung im Bereich 300 < N, < 1000. Abbil-
dung 6.29 zeigt die Ergebnisse von Monte-Carlo-Simulationen triangulierter Vesikeln mit
500 Vertices fiir N = 10000 osmotisch aktive Teilchen im Vesikelinneren und unterschied-
liche Biegesteifigkeiten als Funktion der Konzentration c., auflerhalb der Vesikel. Dabei
zeigt sich, dafl die Oberflichenspannung mit steigender Biegesteifigkeit abnimmt. Dies ist
auf die Abnahme der Fluktuationen der Vesikelmembran zuriickzufiihren, die einerseits
durch eine angelegte Oberflichenspannung geddmpft werden kénnen, aber andererseits
auch eine Oberflichenspannung erzeugen. Letzteres ist in dem hier betrachteten System
der Fall.

Da die Vesikelmembran geschlossen ist und damit Fluktuationen der Membran kon-
stanter Fliche das eingeschlossene Volumen verringern, sind die Amplituden der Fluktua-
tionen auch im Fall sehr kleiner Biegesteifigkeiten beschrinkt, so dafl bei fest vorgegebenen
osmotischen Bedingungen ein Grenzwert der Oberflichenspannung fiir sehr kleine Biege-
steifigkeiten existieren sollte. Dies konnte in den Simulationen beobachtet werden.

Im Falle sehr grofler Biegesteifigkeiten sind die Amplituden der Fluktuationen der Vesi-
kelmembran sehr klein, so daf sich eine anndhernd sphérische Form bei den untersuchten
osmotischer Driicken einstellt. Damit wirken sich Anderungen der osmotischen Driicke
ausschliellich auf die Grofle der intrinsischen Vesikeloberfliche aus, und es ist ein Grenz-
wert der Oberflichenspannung bei konstanten osmotischen Bedingungen mit wachsender
Biegesteifigkeit zu erwarten. Dies kann durch die Simulationsergebnisse bestétigt werden.
Der Grenzfall der Laplace-Gleichung

Ry 3N
= T —— — .
7 2 (47r Rg cw) ’ (6.30)

bei deren Herleitung keine Fluktuationen der Grenzfléiche beriicksichtigt werden, féllt da-
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Abbildung 6.29: Die Oberflichenspannung o in reduzierten Einheiten als Funktion der

duBeren Konzentration c., osmotisch aktiver Teilchen fiir die Biegesteifigkeiten x = 1T
(+), k=3T (x), k=5T (%), k=107 (J) und k=207 (M) .

her nicht unerwartet im Falle einer verschwindenden Differenz osmotischer Driicke in und
auflerhalb der Vesikel mit den Ergebnissen fiir eine Biegesteifigkeit k = 207" zusammen.

6.6 Bemerkungen zum Fall sehr kleiner Biegesteifigkeiten

In den vorangegangenen Abschnitten konnte gezeigt werden, dafl der Grenzfall sehr klei-
ner Biegesteifigkeiten bei Beriicksichtigung osmostischer Driicke, die ein nicht zu kleines
reduziertes Vesikelvolumen (weit entfernt vom Crumpling Ubergang) stabilisieren, Fluk-
tuationen der Vesikelmembran begiinstigt werden, die sphérische Vesikelformen bewirken.

In diesem Zusammenhang steht eine Reihe von Fragestellungen, die nicht im Rahmen
dieser Arbeit beantwortet werden konnten.

Die angesprochenen Beobachtungen legen fiir freie Vesikeln mit einem reduzierten Vo-
lumen, da durch die osmotischen Bedingungen vorgegeben ist, eine maximale mittlere
Asphérizitit bei einem Wert /T > 0 fiir die Biegesteifigkeit nahe. In Anbetracht unter-
schiedlicher Ergebnisse in zwei bzw. drei Dimensionen sollte die Untersuchung fiir beide
Falle durchgefiihrt werden. Insbesondere wére eine exakte Behandlung konstanter Fléche
und konstanten Volumens wiinschenswert.

Durch eine sehr kleine Biegesteifigkeit x = 0.1T werden zwar in den Monte-Carlo-
Simulationen sehr starke Knicke in der Membran verboten, jedoch weniger starke Knicke
erlaubt, deren lokale Beitrige zur Biegeenergie (Gleichung (2.1)) durch den Canham-
Helfrich-Ausdruck nicht richtig erfafit werden. Sofern hier bessere Modelle verfiigbar sind,
sollten die vorhandenen Ergebnisse mit den aus dem neuen Modell zu erhaltenen verglichen
werden.



Kapitel 7

Vesikeln in eingeschrinkten
Geometrien

Herkommliche Monte-Carlo-Simulationen fluider Vesikeln in komplexen Geometrien er-
weisen sich oft als duBerst aufwendig, da der Ubergang zwischen unterschiedlichen durch
die vorgegebene duflere Geometrie erlaubten Formen eine sehr grofie Anzahl von Monte-
Carlo-Schritten bené6tigen kann. Zur Losung dieses Problems bieten sich die Einfithrung
geeigneter Monte-Carlo-Schritte oder die Einschrinkung des Ensembles an.

Letzteres fiihrt auf eingeschrénkte Zustandssummen und freie Energien sowie auf be-
dingte Erwartungswerte, auf deren Grundlage sich die Erwartungswerte von Observablen
im urspriinglichen Ensemble berechnen lassen.

Die obengenannten Ldsungsvorschldge konnten auf die im folgenden beschriebenen
Fragestellungen erfolgreich angewendet werden. Dies betrifft die Nachbildung von Evans’
Mikropipettenexperiment zur Bestimmung der Biegesteifigkeit [106] sowie den Durchgang
fluider Vesikeln durch Poren.

7.1 In Mikropipetten eingesaugte Vesikeln

7.1.1 Einleitung

Seit 1980 wurde eine Vielzahl von Verfahren entwickelt, mit denen man aus der stationéren
Form einer in eine Pipette eingesaugten fluiden Vesikel deren Biegesteifigkeit und Fléachen-
kompressionsmodul ermitteln kann [107, 108, 91, 176]. Eine Bestimmung dieser elastischen
Eigenschaften kann aber auch durch explizite Beriicksichtigung thermischer Fluktuationen
des freien Teils der eingesaugten Vesikel erfolgen [106, 109] (sieche Abschnitt 7.1.2).

Neben der Messung von Biegesteifigkeit und Flidchenkompressionsmodul ermdéglichen
derartige Mikropipettenverfahren eine Bestimmung der Permeabilitdtskonstante des Mem-
branmaterials [177] sowie der Reiflspannung fluider Membranen [178, 179, 180]. Die in
die Pipette eingesaugte Vesikel kann auch zur Ubertragung von Kriften genutzt wer-
den, was bei der dynamischen Kraftspektroskopie von Adhiésionsproteinen Anwendung
findet [181, 182, 183, 184].

Bei der Bestimmung der Biegesteifigkeit x fluider Membranen zeigt sich, dafl diese fiir
verschiedene Verfahren stark unterschiedliche Werte liefert. Fiir 1-Stearoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin (SOPC) wurde anhand von Experimenten, bei denen ein Faden
aus der Fluiden Vesikel herausgezogen wird, ein Wert von s = 2 - 10719 J ermittelt [110].
Eine Analyse der Formfluktuationen lieferte s ~ 1.3-10719J [185], und Evans erhielt
mit Mikropipettenverfahren unter Beriicksichtigung der Fluktuationen einen Wert von
ka9-10720J [106]. In den folgenden beiden Abschnitten wird mit Monte-Carlo-Simu-

70



7.1. IN MIKROPIPETTEN EINGESAUGTE VESIKELN 71

2 Rp

—eeeep

-—
2R«

Abbildung 7.1: In eine Pipette mit Radius R, eingesaugte fluide Vesikel.

lationen untersucht, inwieweit die dort nach Evans’ Verfahren gemessene Biegesteifigkeit
von der in den Simulationen verwendeten mikroskopischen Biegesteifigkeit g, abweicht.

Des weiteren wurde unter Verwendung derselben experimentellen Anordnung mit Hilfe
von Monte-Carlo-Simulationen untersucht, welchen Einflufl das Anlegen einer Oberfldchen-
spannung auf das Adhésionsverhalten der Vesikelmembran an ein attraktives Substrat hat.

7.1.2 Evans’ Mikropipettenexperiment zur Bestimmung der Biegestei-
figkeit fluider Vesikeln

Bei dem von Evans vorgeschlagenen Verfahren wird eine fluide Vesikel mit einem Radius
Ry im freien Zustand in eine Pipette mit Radius R, mittels einer Druckdifferenz AP
eingesaugt. Der sich ausbildende Meniskus habe die Lénge L. Zur Illustration ist diese
Anordnung in Abbildung 7.1 graphisch dargestellt. Das Vesikelvolumen ist auf Grund einer
hinreichend groflen Konzentration osmotisch aktiver Teilchen in und auflerhalb der Vesikel
als konstant angenommen. Fiir die mittlere Oberflichenspannung der Vesikelmembran
ergibt sich dann [106]

APR,

2(1 - Ry,/Ro)’

Ist L die Meniskuslénge fiir den spannungsfreien Zustand, so ist die relative Anderung der
projizierten Vesikeloberfliche durch

R, R
~_P2 (1_22)AL 7.2
@ 2R3< R0> (7:2)

(7.1)

g =

mit AL = L — L gegeben. Setzt man die Oberflichenspannung o mit der relativen Fli-
chendnderung « in Beziehung, wie dies von Helfrich und Servuss fiir eine ebene Membran
gemacht wurde [186], so erhilt man folgendes Ergebnis

T cA o
~—1In(1+— — 7.3

“ 87r/<;n<+772/£>+k’ (7.3)
wobei A die projizierte Fliache des auflerhalb der Pipette befindlichen Teils der Vesikel-
membran ist. Fiir Spannungen o mit

7T2I<L

Tk
— - 7.4
1 Lok Y~ (7.4)
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148t sich dieses Resultat weiter vereinfachen zu

T o

~ ——1In—, 7.5

“ 8Tk . c (75)

wobei die Einheit von ¢ in der Konstante ¢ beriicksichtigt wird. Es ergibt sich folglich

eine lineare Abhéngigkeit, aus deren Anstieg die Biegesteifigkeit abgelesen werden kann.

Eine detailliertere Untersuchung von Henriksen und Ipsen [187] zeigt, daf} die so gemessene

Biegesteifigkeit bei Beriicksichtigung der Flichenelastizitit kleiner als die wahre Biegestei-
figkeit ist.

Umsetzung als Simulation

Fiir die Umsetzung des Experiments zur Bestimmung der Biegesteifigkeit anhand der
Fluktuationen einer in eine Pipette eingesaugten Vesikel wurde die Vesikel durch eine
geschlossene dynamisch triangulierte Flédche mit 500 Vertices modelliert, wobei implizit
durch das Tethered Beads Modell eine Flichenelastizitidt gegeben ist. Der mittlere Radius
der freien Vesikel betrug Ry = 1. In Analogie zum realen Experiment wurde ein Pipet-
tenradius von R, = 0.4 Ry angenommen. Die Pipettenwand wurde als harte Wand ohne
attraktive und langreichweitige repulsive Wechselwirkung angenommen. Um ein Eindrin-
gen einer freien fluiden Vesikel in die Pipette zu begiinstigen, wurde der Pipettenmund
abgerundet mit einem Radius R,,, der so grofl wie die mittlere Kantenlénge im Tethered
Beads Modell ist. Aus Effizienzgriinden wurde angenommen, daf sich die Wechselwirkung
mit der Pipette auf die Vertices der Triangulierung beschrénkt. Dies hat zur Folge, daf ein-
zelne Dreicke an der Pipettenoffnung diese lokal schneiden kénnen. Ein Durchdringen der
Vesikeloberfliche durch die Pipettenwand auf groflen Langenskalen ist jedoch auf Grund
der gew#hlten Wanddicke nicht moglich.

Das Vesikelvolumen wurde wie im Experiment durch die Annahme osmotisch akti-
ver Teilchen konstant gehalten. Die Anzahl derartiger Teilchen im Vesikelinneren betrug
N = 10000, und die Konzentration im die Vesikel umgebenden Medium c., = 2650 R 3,
Der entsprechende Beitrag zur Konfigurationsenergie ist durch E,g,, aus Gleichung (2.6)
gegeben. Neben diesem Beitrag trigt die Druckdifferenz AP bei konstantem Vesikelvolu-
men mit der Energie

Eap=—-APV, (7.6)

zur Konfigurationsenergie bei, wobei V), der Anteil des Vesikelvolumens ist, der sich in-
nerhalb der Pipette befindet. Dieses Teilvolumen 148t sich mit Hilfe des Gaufischen Satzes
exakt berechnen. Befinden sich die Pipette senkrecht zur Fliche z = 0 im Bereich positi-
ver z und die Pipettentffnung bei z = 0, so ist lediglich iiber zn, auf der in der Pipette
befindlichen Vesikeloberfliche zu integrieren. Dabei sind die Dreiecke der Triangulierung,
die die Ebene z = 0 schneiden, in Teilflichen zu zerlegen.

Das Meniskusende wird in der Triangulierung nur durch wenige Dreiecke représentiert.
Deren Normaleneinheitsvektoren schlieflen zudem grofie Winkel ein, was einen grofien loka-
len Beitrag zur Biegeenergie bedeutet, so daf} in diesem Bereich selten lokale Monte-Carlo-
Schritte akzeptiert werden. Um seltene Anderungen der absoluten Meniskuslinge zu kom-
pensieren, wurde diese durch eine effektive Meniskusldnge (wie zp, in Gleichung (6.3))
ersetzt.

Wie im Experiment wurde in den Simulationen die Druckdifferenz AP variiert und die
mittlere Meniskuslédnge L gemessen. Die Ermittlung des spannungsfreien Referenzzustan-
des erfolgte mit den in Abschnitt 6.5 beschriebenen Methoden unter Anwendung der in
Gleichung (6.27) angegebenen Berechnungsvorschrift fiir die Oberflichenspannung.
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Abbildung 7.2: Meniskuslange L fiir eine fluide triangulierte Vesikel mikroskopischer Biege-
steifigkeit kg = 37T im Canham-Helfrich- Ausdruck fiir die Biegeenergie als Funktion der
Ansaugdruckdifferenz AP. Die Fehlerbalken beziehen sich auf einen maximalen Meffehler
von der Grofle der halben mittleren Kantenlédnge im Tethered Beads Modell.

Monte-Carlo-Schritte

Wie eingangs des Kapitels erwéhnt, sind fiir die effiziente Monte-Carlo-Simulation fluider
Vesikeln in eingeschriankten Geometrien, an die Geometrie angepafite Monte-Carlo-Schritte
notwendig. Neben den {iblichen lokalen Vertexbewegungen und Bond Flips mit ca. 20%
bzw. 30% aller Schritte erfolgen Translationen senkrecht zu z = 0, das heifit in die Pipette
hinein oder heraus, mit 0.5% der Schritte. Lokale Vertexbewegungen, parallel zum Pipet-
tenmund in der Nihe desselben, wurden mit 20% der Schritte und Bond Flips in diesem
Bereich mit 30% der Schritte! durchgefiihrt.

Es wurden zur Aquilibrierung und zur Berechnung der Mittelwerte jeweils 5-10% Monte-
Carlo-Schritte fiir jede Parameterwahl durchgefiihrt.

Messung der Biegesteifigkeit

Die Messung der mittleren Meniskusldnge L bzw. der relativen Flidchendnderung « als
Funktion der Druckdifferenz AP fiir die mikroskopischen Biegesteifigkeiten kg = 37T
und kg, = 57T ergab die in den Abbildungen 7.2, 7.3 bzw. 7.4 dargestellten Abhéngig-
keiten, wobei fiir den minimalen Ansaugdruck zur Erzeugung einer Oberflichenspannung
fir beide gewiihlten Biegesteifigkeiten AP, = 412 Py angenommen wurde?. Typische
Konfigurationen sind fiir k = 57 und verschiedene Druckdifferenzen AP in Abbildung 7.5
gezeigt.

Unter Verwendung von Gleichung (7.5) 148t sich aus dem Anstieg des Logarithmus der
Oberflachenspannung ¢ als Funktion der relativen Flachenénderung o im Bereich nicht
zu kleiner Oberflichenspannungen die Biegesteifigkeit ablesen. Entsprechende zu den mi-
kroskopischen Biegesteifigkeiten x gehorende Geraden sind in den jeweiligen Abbildungen
eingetragen. Dabei lief} sich fiir kg, = 37T die Biegesteifigkeit durch

3T < k5T (7.7)

!Siehe Abschnitt 3.2.4 fiir eine detaillierte Beschreibung der Schritte.
2p 3
Py=T/Rj
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Abbildung 7.3: Die sich aus den in Abbildung 7.2 dargestellten Rohdaten ergebende Span-
nung o als Funktion der relativen Anderung « der projizierten Fliiche fiir eine fluide trian-
gulierte Vesikel mit einer mikroskopischer Biegesteifigkeit kgip, = 37T im Canham-Helfrich-
Ausdruck fiir die Biegeenergie. Die gestrichelte Linie wiirde einem Mefiwert x = 3T ent-
sprechen, die gepunktete einem Mefwert x = 57. Mogliche Meffehler fiir die Menis-
kusldnge L von der Grofle der halben mittleren Kantenlénge im Tethered Beads Modell
sind durch Fehlerbalken in bezug auf a beriicksichtigt. Da jedoch nur der Anstieg von
In o () bestimmt werden soll, ist der exakte Nulldurchgang von a(c) irrelevant, der den
Offset oy festlegt.
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Abbildung 7.4: Die Spannung o als Funktion der relativen Anderung a der projizier-
ten Fliche fiir eine fluide triangulierte Vesikel mit einer mikroskopischer Biegesteifig-
keit Kgim = 5T im Canham-Helfrich-Ausdruck fiir die Biegeenergie. Die gestrichelte Linie
wiirde einem Mefwert k = 57T entsprechen.
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(c) (d)

Abbildung 7.5: In eine Mikropipette mit Radius R, = 0.4 eingesaugte fluide Vesikel mit
Biegesteifigkeit k= 57T bei unterschiedlichen Druckdifferenzen AP: (a) 460 APy, (b)
428 APy, (c) 420 APy, (d) 412 APy. Die Vesikel ist jeweils in der Mitte aufgeschnitten,
und die Auflen- bzw. Innenseite sind in orange bzw. rot dargestellt.

eingrenzen, und fiir K, = 57T ergibt sich
k~5T. (7.8)

Diese Ergebnisse legen den Schlufl nahe, daf} fiir die untersuchten Biegesteifigkeiten die
mit dem Mikropipettenverfahren geschétzten Biegesteifigkeiten dieselbe Grofienordnung
wie die tatséchlichen Wert haben.

Biegesteifigkeiten mit x > 107 konnten auf Grund eines dann nicht mehr ausreichen-
den Auflosungsvermdogens fiir die mittlere Meniskusldnge nicht im Rahmen der oben be-
schriebenen Simulationen untersucht werden.

7.1.3 Anwendung: Membranen mit gegebener Oberflichenspannung

Zum Festhalten fluider Vesikeln sind Mikropipetten das ideale Hilfsmittel, denn neben
dem reversiblen Ansaugen wird durch den Ansaugdruck die Oberflichenspannung der
Vesikelmembran vorgegeben. Bringt man eine so eingesaugte Vesikel an ein attraktives
Substrat und ist der adhérierte Anteil der Membran hinreichend grof}; so 148t sich der
zentrale Bereich dieser Kontaktzone als Membran mit gegebener Oberflichenspannung
auffassen. In dieser Anordnung sollte sich nun spannungsinduzierte Adhésion untersuchen
lassen, wobei eine Erhchung der Oberflichenspannung ¢ zu einer Abnahme der Rauhigkeit

¢ = (%) — (2)? (7.9)

fithren und eine Konzentration der Kontaktfliche auf das Minimum des attraktiven Po-
tentials bewirken sollte [188]. Dies ist schematisch in Abbildung 7.6(a) dargestellt, wobei
das Minimum des attraktiven Potentials im Falle eines Lennard-Jones-Potentials nicht mit
dem Rand des Substrats zusammenfillt.
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Abbildung 7.6: Schematische Darstellungen einer fluiden Vesikel, die an einem attraktiven
planaren Substrat adhériert ist und in eine Mikropipette eingesaugt wird (Py > Pp, Py).
Es sind folgende Situationen denkbar: (a) Durch das Ansaugen der Vesikel wird eine Ober-

flachenspannung aufgebaut, die die Kontaktfliche strafft. (b) Auf Grund der geschlossenen
Form wird die Vesikel vom Substrat abgeltst.

Diesem Effekt wirkt jedoch ein geometriebedingtes Abldsen der Vesikelmembran mit
steigender Oberflichenspannung am Rand der Kontaktzone unter Bildung grofler positiver
Kontaktradien entgegen, wobei die Vesikel, soweit dies moglich ist, bis auf den Menikus in
der Pipette allméhlich Kugelform annimmt (siche Abb. 7.6(b)). Im folgenden soll mit Hilfe
von Monte-Carlo-Simulationen untersucht werden, welcher dieser beiden Mechanismen der
dominierende ist.

Simulationsdetails

Das attraktive Potential des Substrates soll wieder durch ein 9-3-Lennrad-Jones-Potential
wie in Gleichung (3.5) modelliert werden. Dabei wurde in Anlehnung an experimentelle
Ergebnisse dessen charakteristische Léngenskala oy ; im Bereich weniger Prozente des Ve-
sikelradius variiert. Als Potentialtiefe wurde Wp,; = 10007/ R% gewihlt, was von derselben
GroéBenordnung wie die fiir Adhésion minimale Potentialtiefe W, s i ~ 6007/ R% ist. Um
die Ausbildung von Fluktuationen in der Kontaktzone zu begiinstigen, wurde eine Trian-
gulierung mit einer fiir die betrachtete Geometrie groflien Anzahl von 500 Vertices fiir die
Vesikel verwendet und die mikroskopische Biegesteifigkeit auf x = 37T gesetzt. Das Vesi-
kelvolumen wurde durch den osmotischen Beitrag g, zur Gesamtenergie mit N = 10000
osmotisch aktiven Teilchen im Vesikelinneren und einer Konzentration von c., = 2700 Ry 3
stabilisiert. Die Mikropipette hatte einen Radius von R, = 0.4 Ry und einen Abstand von
1.3 Ry iiber dem Substrat. Sie wurde im Gegensatz zu den rein analytischen Studien des
Ablosens einer Vesikel durch Brochard-Wyart und de Gennes [189] nicht bewegt. Nach
einer adaptiven Aquilibrierung mit ca. 5 - 108 Monte-Carlo-Schritten erfolgte die Mitte-
lung der Observablen mit ebenso vielen Schritten in den Gleichgewichtssimulationen fiir
die verschiedenen Ansaugdriicke AP.

Simulationsergebnisse fiir ein schmales Potentialminimum

Das verwendete Lennard-Jones-Potential steigt bzw. fillt in der Umgebung des Minimums
relativ stark. In diesem Sinne handelt es sich um ein Potential mit einem schmalen Poten-
tialminimum. Diese Tatsache wirkt sich nachteilig auf die Ausbildung von Fluktuationen
in der Kontaktfliche einer adhérierten Membran aus. Als Mafle fiir diese Fluktuationen
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Abbildung 7.7: Die Kontaktfliche A* und deren Projektion A fiir eine fluide Vesikel
mit Biegesteifigkeit x = 37, die in eine Mikropipette mit Radius R, = 0.4 Ry und Pi-
pettenmund bei z = 1.3 Ry unter Einflul der Ansaugdruckdifferenz AP eingesaugt ist,
an einer attraktiven planaren Wand (bei z = 0) mit Wy = 1000 T/R3 und Reichweiten
oy =0.03Ry (a) und o1y = 0.1 Ry (b).

bieten sich zum Beispiel die Rauhigkeit £ der Membran in der Kontaktzone oder der Quoti-
ent aus projizierter Kontaktfliche (beziiglich des planaren Substrats) und deren absoluter
Grofle an.

In den Abbildungen 7.7 und 7.8 sind die Gréfle der Kontaktfliche und ihrer Projektion
fiir die durchgefiihrten Experimente mit o = 0.03 Ry und ¢ = 0.1 Ry dargestellt. Wahrend
sich bis zum Erreichen einer nennenswerten Oberflichenspannung bei einer Druckdifferenz
AP ~ 350 Py bzw. 430 Py die Grofle der Kontaktfliche und die Grofle ihrer Projektion
kaum &ndern, nehmen beide Flichen fiir grofiere Werte AP stark ab. Inwieweit sich diese
unstetig dndern, kann hier nicht abschlieend geklart werden. Da dies auch die projizierte
Fléche betrifft, ist die in Abbildung 7.6(b) skizzierte Ablosung der Vesikel als der domi-
nierende Prozefl anzusehen. Diese Schlufifolgerung wird auch dadurch gestiitzt, dafl die
Rauhigkeit der Vesikelmembran in der Kontaktzone minimal fiir kleine Ansaugdruckdif-
ferenzen ist. In Abbildung 7.9 sind charakteristische Konfigurationen fiir diesen Prozef}
dargestellt.

Diskussion und Ausblick

Die Adhésionseigenschaften fluider Vesikeln an Substraten mit schnell abfallender attrak-
tiver Wechselwirkung héngen sowohl von der Potentialtiefe mit direktem Einfluf} auf die
Konfigurationsenergie und die globale Form der Vesikel als auch von der Potentialbreite
im Bereich des Minimums ab, wobei letztere erheblichen Einflufl auf die Moglichkeit hat,
intrinsische Membranfléiche in der Kontaktzone zu speichern.

Bei dem verwendenten Lennard-Jones-Potential sind dessen Breite und Reichweite bei
konstanter Potentialtiefe W, ; allein durch den Parameter oy,; bestimmt und damit von-
einander abhéngig, was fiir verniinftige Reichweiten im Bereich weniger Prozent des Ve-
sikelradius zwangslaufig zu einem sehr schmalen Potential mit wenig Raum fiir Fluktua-
tionen in der Kontaktfliche fiihrt. In diesem Zusammenhang ist die Wiederholung der
durchgefiihrten Abloseexperimente mit einem weniger schmalen attraktiven Potential von
Interesse. Im Falle eines abweichenden Ergebnisses wire damit eine einfache experimentel-
le Methode gefunden, Riickschliisse auf die Form des Wechselwirkungspotentials zwischen
der Vesikelmembran und dem attraktiven Substrat zu ziehen.
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Abbildung 7.8: Entwicklung von (a) Volumen V', (b) Meniskuslénge L, (¢) Rauhigkeit £ in
der Kontaktzone und (d) Wandenergie Fgypstrate Wihrend des Ablosens der fluiden Vesikel
von der attraktiven Wand mit Wy ; = 10007/ R% und o757 = 0.1 Ry durch das Einsaugen
in die Mikropipette mit einer Ansaugdruckdifferenz AP.
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(c) (d)

Abbildung 7.9: Typische Konfigurationen wahrend des Abldsens der fluiden Vesikel von
der attraktiven Wand mit Wp; = 1000 T/R% und o7y = 0.1 Ry durch das Einsaugen in
die Mikropipette mit einer Ansaugdruckdifferenz AP: (a) 200 Py, (b) 420 Py, (c) 440 Py
und (d) 600 Py. Blau gefiirbte Dreiecke gehoren zur Kontaktzone zwischen der Vesikel und
dem attraktiven Substrat.



80 KAPITEL 7. VESIKELN IN EINGESCHRANKTEN GEOMETRIEN
7.2 Durchgang von Vesikeln durch enge Poren

7.2.1 Transdermale Applikation — osmotisch induzierter Durchgang
durch enge Poren

In den letzten Jahrzehnten konzentrierte sich die pharmazeutische Forschung nicht aus-
schlieflich auf die Entdeckung neuer Wirkstoffe, sondern auch auf neue Wege der An-
wendung dieser Medikamente®. Wesentliche Fortschritte konnten insbesondere bei der
transdermalen Anwendung [190] erreicht werden, die in vielen Féllen einer oralen Me-
dikamenteneinnahme vorzuziehen ist [191]. Zu den wichtigsten Problemen oraler Medika-
menteneinnahme zéhlen grofe Anderungen des pH-Wertes in der Umgebung der Tablette
oder Kapsel, der nicht zu vermeidende Kontakt mit Nahrung und Enzymen, variierende
Verdauungszeiten, pulsartige Wirkstoffaufnahme und schliellich eine mégliche Abneigung
betroffener Patienten gegen Tabletten [192].

Untersuchungen der Haut zeigten, daf} sie eine starke Barriere fiir fast alle Arten von
Molekiilen ist. Nur fiir sehr kleine lipophile Molekiile 148t sich eine bestimmte Permeabi-
litdt vorhersagen [193, 194]. Grofiere Molekiile konnen lediglich durch hydrophile Poren im
Stratum Corneum, der &ufleren Schicht der Epidermis, in tiefere Bereiche dringen [195].
Diese Poren haben Durchmesser zwischen 20 und 30pm, so dafl viele Kolloide zu grof3
und zu steif sind, um durch diese Poren hindurchzutreten. Lipide Vesikeln besitzen je-
doch einige Eigenschaften, die sie fiir einen transdermalen Transport pridestinieren [195].
Laut Cevc [196, 197, 195] konnen ultraflexible Vesikeln* so stark deformiert werden, daf
sie durch die hydrophilen Poren dringen konnen. Eine von den inneren Hautschichten
nach auflen hin stark abfallende Hautfeuchtigkeit und damit ansteigende Konzentration
osmotisch aktiver Teilchen bewirkt osmotische Driicke, die die Vesikel in die Pore hineinzie-
hen [196]. Es ist jedoch umstritten, wie tief fluide Vesikeln intakt in die Haut eindringen
koénnen [199, 196, 200, 201, 202, 203]. Sollte die mit Wirkstoffen gefiillte Vesikel intakt
durch Poren in tiefe Hautschichten vordringen und dort reiflen, so wird an dieser Stelle
schliefllich der Wirkstoff freigesetzt.

Erste theoretische Untersuchungen des Eindringens von Vesikeln in Poren gehen auf
Gompper und Kroll [204] zuriick. Sie untersuchten den durch eine konstante externe Kraft
induzierten Eintritt fluider Vesikeln in eine enge Pore mit verschiedenen Radien. Diese
Kraft kann zum Beispiel durch Anlegen eines homogenen elektrischen Feldes an geladene
Vesikeln erzeugt werden. Unter Verwendung von Nichtgleichgewichts-Monte-Carlo-Simu-
lationen und analytischen Rechnungen konnte gezeigt werden, dafl die Vesikelmobilit&t
stark ansteigt bei Erreichen eines Schwellenwerts fiir die &uflere Kraft. Dieser Schwellenwert
héngt von der Geometrie des Systems, der Temperatur und der Biegesteifigkeit der Vesikel
ab. In einer neueren Arbeit betrachteten Tordeux und Fournier [205] einen adhé#sionsin-
duzierten Durchgang von Vesikeln konstanten Volumens durch zylindrische Poren und
bestimmten die stationédren Formen von an bzw. in der Pore adhé&rierten Vesikeln.

Im folgenden wird der Einflufl osmotischer Driicke auf den Durchgang fluider Modell-
Vesikeln durch enge Poren untersucht. Adhésionsprozesse werden nicht betrachtet. Nach
Einfiihrung eines Modellsystems in Abschnitt 7.2.2; das alle fiir diesen Prozefl wichtigen
Groflen beinhaltet, werden Ergebnisse von Monte-Carlo-Simulationen einkomponentiger
Vesikeln prisentiert (Abschnitt 7.2.4), die die Grundlage fiir eine Abschétzung der fiir den
Porendurchgang charakteristischen Zeit liefern. Abschlielend wird in Abschnitt 7.2.5 der
Einfluf} einer zweiten Komponente untersucht, die eine spontane Kriimmung besitzt.

Sauch als Galenik bezeichnet
“siehe zum Beispiel [198] zu Zusammensetzung und Herstellung
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Abbildung 7.10: Vesikel in einer engen kreisférmigen Pore mit Radius R, der kleiner als
der Radius Ry einer entsprechenden freien Vesikel ist, aber mindestens so grof3, daf} in der
Triangulation der Vesikel keine starken Knicke auftreten. Damit kann bei diinnen die Pore
umgebenden Winden deren Dicke vernachlédssigt werden. Im folgenden ist R, = 0.35 Ry
gesetzt. Die Vesikeloberfliche und das Vesikelvolumen sind durch Bereiche auf der Start-
seite und der Zielseite in bezug auf die Pore aufgeteilt und die entsprechenden Symbole
mit Indices 1 bzw. 2 versehen. Selbiges gilt fiir die Konzentrationen ¢; osmotisch aktiver
Teilchen in der die Vesikel umgebenden Fliissigkeit.

7.2.2 Realisierung als Computer-Experiment

Die zu untersuchende Modellvesikel wird im folgenden durch eine triangulierte Fldche mit
300 Vertices dargestellt. Die Vesikeloberfliche sei im wesentlichen konstant A = Ag. Diese
Flache wird wie auch das Vesikelvolumen durch die Pore in zwei Bereiche aufgeteilt, wie
dies in Abbildung 7.10 dargestellt ist.

Die Konfigurationsenergie setzt sich aus dem Canham-Helfrich-Ausdruck fiir die Bie-
geenergie (2.1) und dem osmotischen Beitrag (2.6) zusammen und wird in Anwesenheit
einer zweiten Komponente um den entropischen Beitrag (2.21) ergénzt.

Im osmotischen Beitrag F,g,, zur Konfigurationsenergie werden die Teilvolumina V3
und V5 mit den Konzentrationen ¢; und ¢y an osmotisch aktiven Teilchen in der die
Vesikel umgebenden Fliissigkeit gewichtet (siehe Gleichung (2.6)). Im folgenden sei stets
c1 > co angenommen. Fiir eine Vesikel invarianter Form mit Volumen V bedeuted dies bei
Versetzung aus dem Reservoir 1 in das Reservoir 2 eine Anderung der Konfigurationsener-
gie um

AEpot =AFE, o = —TV(Cl — 02) < 0. (7.10)

Folglich bewegt eine osmotische Kraft die Vesikel aus Reservoir 1, nachfolgend Startseite
genannt, in das Reservoir 2, nachfolgend als Zielseite bezeichnet. Die Konzentrationen
osmotisch aktiver Teilchen wurden in Anlehnung an experimentelle Bedingungen mit

VT ~ 103k (7.11)

gewdhlt. Bei Biegesteifigkeiten x = 5-20T ergeben sich Konzentrationen von der Groéfien-
ordnung
c =~ 3000 Ry ™.

Sofern nicht anders angemerkt, wurde die Anzahl osmotisch aktiver Teilchen im Vesi-
kelinneren auf N = 10000 und deren Konzentration auf der Zielseite auf co = 2650 Ry 3
festgelegt. Die Konzentration ¢; auf der Startseite wurde in den Simulationen variiert.
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Abbildung 7.11: Die freie Energie F' in Einheiten der thermischen Energie als Funktion
der Fliiche Ay auf der Zielseite fiir ¢; = 2700 Ry® und k = 3.5T (x), K = 9T (*) sowie
k = 15T (+4). Ein willkiirlicher Offset wurde zur Verdeutlichung addiert.

Der Durchgangsproze durch die Pore kann wie folgt analysiert werden. Da die Ve-
sikeloberfliche fast konstant ist, bietet sich ihr Anteil Ao auf der Zielseite zu einer ste-
tigen Parametrisierung des Prozesses an. Infolge dessen treten Energiebarrieren fiir die-
sen Prozefl in der eingeschrinkten freien Energie F'(As) auf, die mit Hilfe von Gleichge-
wichts-Monte-Carlo-Simulationen untersucht wurden. Gleichgewichtssimulationen kénnen
hier angewendet werden, da das Festlegen der Teilfliche As auf ein kleines Intervall den
Nichtgleichgewichtsprozel des Durchdringens der Pore mit freiem A, in einen Gleich-
gewichtsprozef iiberfithrt. Die Berechnung der Differenzen AF(A3) der eingeschriankten
freien Energie erfolgte mit dem in Abschnitt 4.5 beschriebenen Algorithmus. Die Wand,
in der sich die Pore befindet, wird vereinfacht als unendlich diinn angenommen.

Im Falle der einkomponentigen Vesikelmembran wurden folgende fiinf verschiedene
Monte-Carlo-Schritte angewendet. Unabhéngige Bewegungen einzelner Vertices nehmen
einen Anteil von 12% ein, Bond Flips 18%, Spiegelungen von Vertices an der lokalen
Schmiegeebene 10%, unabhingige Vertexbewegungen in der Nihe und parallel zu der
Wand, in der sich die Pore befindet, 25% und Bond Flips in diesem Bereich 35%.

In Anwesenheit einer zweiten Komponente werden die Anteile fiir allgemeine Vertex-
bewegungen und Bond Flips auf 7.5% bzw. 13.5% reduziert. Im Austausch hierzu erfol-
gen Umverteilungen der zweiten Komponente zwischen beliebigen Dreiecken mit 9% der
Monte-Carlo-Schritte.

7.2.3 Einkomponentige Vesikeln

Fiir relativ geringe Osmolaritdten c¢; = 2700 R, 3 auf der Startseite der Pore liBt sich
eine Barriere in der freien Energie F'(As) beobachten, die, wie in Abbildung 7.11 dar-
gestellt, im wesentlichen unabhéngig ist von der Biegesteifigkeit ist. Bei kleinen Werten
As ist die Bestimmung der verallgemeinerten Kraft f(As) auf Grund der geringen An-
zahl von Vertices in A9 und der dort vorhandenen starken Knicke in der Vesikelmembran
sehr ineffizient. Aus diesem Grunde beginnen die MeBkurven fiir die freie Energie F'(As2)
erst bei Ay ~ 1 RZ und enden entsprechend bei Ay ~ 10 R3. Abbildung 7.12 zeigt typi-
sche Konfigurationen fiir den Durchgangsprozef3. Diese Energiebarriere verschwindet fiir
groBe Osmolarititen ¢; = 3200 Ry > auf der Startseite (siche Abbildungen 7.13 und 7.14).
Es zeigt, dal die Verldufe eingeschrénkten freien Energien F'(Ag) fiir beide Grenzfille
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Abbildung 7.12: Typische Konfigurationen fiir ¢; = 2700 R, 3 k=35T und — von links
nach rechts — A5 = 0.8 Rg, Ay =59 R% und A, = 11.3 Rg. Die Vesikeln sind in der Mitte
aufgeschnitten, und die Auflen- und Innenseite der Vesikelmembran sind in orange bzw.
rot dargestellt.

1000 —— T T ' T
500
0
E
< 500
g

-1000

-1500

-2000

Abbildung 7.13: Die freie Energie F' in Einheiten der thermischen Energie als Funktion
von Ay fiir ¢; = 3200 Ry® und k = 1T (+), s = 5T (x), kK = 10T (x) sowie x = 20T (0).

Abbildung 7.14: Typische Konfigurationen fiir ¢; = 3200 R, 3 k=10T, und — von links
nach rechts — Ay = 0.8 R3, Ay = 5.9 RZ und Ay = 11.3 R3.
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Abbildung 7.15: Die freie Energie F' in Einheiten der thermischen Energie als Funktion
der Fliche Ay auf der Zielseite fiir k = 10T und ¢; = 2700 Ry® (©), ¢; = 2800 Ry* (W),
c1 = 2900 Ry® (), ¢1 = 3000 Ry® (), e1 = 3100 Ry (x) sowie ¢; = 3200 Ry® (+).

von ce; unabhingig von der Biegesteifigkeit sind. Die experimentelle Beobachtung, daf
viele Eigenschaften von Vesikeln vorrangig durch die osmotischen Bedingungen beeinflufit
werden und fast unabhéngig von der Biegesteifigkeit sind, erstreckt sich folglich auf den
Durchgang einkomponentiger fluider Vesikeln durch enge Poren. Die kritische Osmolaritét,

bei der die Energiebarriere verschwindet, ist ungefahr durch ¢; ~ 3000 R, 3 gegeben (siehe
Abbildung 7.15).

Grenzfall der Kugelkappengestalt

In diesem Abschnitt soll ein einfaches Kriterium fiir den osmotisch induzierten Durchgang
einer fluiden Vesikel durch eine enge Pore hergeleitet werden.

Ist die Konzentration osmotisch aktiver Teilchen im Inneren der Vesikel grofier als in
den die Vesikel umgebenden Fliissigkeiten, so nehmen die Vesikelteile auf beiden Seiten
der Pore eine Kugelkappengestalt an. Als notwendiges Kriterium fiir diesen Fall ergibt sich
hinsichtlich der Konzentrationen
N
70 > c1 > Co. (7.12)

Im folgenden wird davon ausgegangen, dafl die Vesikelteile auf beiden Seiten der Pore
durch Kugelkappen approximiert werden kénnen. Beschréinkt man sich bei der Energie auf
die durch die unterschiedlichen Konzentrationen bedingten Beitrége, so ergibt sich

\%
F(AQ) =T <61V1 + Vo — Nln v ) R (7.13)
ref

wobei die Teilvolumina V; durch

1
Vi = NG [Ai — mR2 (A + 27 R) (7.14)

gegeben sind und V,..; ein Referenzvolumen ist.
Fiir einen spontanen Transport durch die Pore mufl F'(A2) monoton fallend sein, wobei
angenommen werden soll, dafl der Startwert As g4, von Ay der Fliche auf der Zielseite
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Abbildung 7.16: Grenzfall fiir einen spontanen Durchgang der Vesikel durch eine enge Pore.
Fiir Wertepaare (c1;ce) unterhalb der eingezeichneten Kurven verschwindet die Energie-
barriere fiir den Durchgang durch die Pore. Es wurden die Porenradien R, = 0.1 Ry (+),
R, =0.3Ry (%), R, =0.5Ry (x) und R, = 0.7 Ry ((J) untersucht.

entspricht, die man durch Anlegen einer steifen Kugel mit Radius Ry an die Pore erhalten
wiirde. Es ist also

R 2
AQ,start = QWR% 1—4/1~— (_p) . (715)
Ry

Die Bedingung an die Konzentrationen ¢ und co fiir eine kontinuierlich abnehmende freie
Energie ist im Fall der obigen Annahme an Aj g4+ in grober Ndherung durch

3 N R R
1B Ty 7.16
c1 > 1 8’ < 0> + co ; ( )

gegeben (siehe Abbildung 7.16).

Das hier erhaltene Kriterium fiir den spontanen Durchgang der Vesikel durch eine enge
Pore 148t sich allerdings nicht mit den Ergebnissen der zuvor durchgefiihrten Monte-Carlo-
Simulationen vergleichen, da dort keine Kugelkappengeometrie vorlag.

7.2.4 Dynamik des Durchgangs durch enge Poren

Der Durchgangsproze3 beinhaltet vier verschiedene Elementarprozesse mit unterschiedli-
chen Zeitskalen.

Als erstes sei der DurchfluB von Wasser durch die Vesikelmembran genannt, wobei
ein Uberblick iiber die Permeabilitiitseigenschaften fluider Lipiddoppelschichten und der
zugrunde liegenden Mechanismen in [206, 207, 208] zu finden ist. Weitere experimentelle
Werte fiir die scheinbare Permeabilitéit Py sind zum Beispiel in [209, 177] aufgefiihrt, wobei
im allgemeinen Py ~ 100 pm s~ ! ist. Die zugehdorige Zeitskala ist durch

tperm - Ff (717)

definiert. Der Druckausgleich innerhalb des Vesikelinneren erfolgt auf einer wesentlich klei-
neren Zeitskala. Ferner dndert beim Durchgang einer Vesikel durch eine enge Pore die glo-
bale Geometrie. Die dabei auftretenden Umordnungsprozesse sind durch die Viskositét der



86 KAPITEL 7. VESIKELN IN EINGESCHRANKTEN GEOMETRIEN

Membran dominiert. Abschitzungen von Waugh zufolge, liegt die Viskositét einer Lipid-
doppelschicht zwischen 1078 und 10~7 Nsm™!. Die entsprechende Zeitskala ist fiir Poren
mit einem Radius R, ~ Ry/2 durch

I/R% v

toise = = 7.18
Ey  AcRTR, (7.18)

gegeben®. Setzt man v = 107" Nsm™!, T = 300K, Ry = 10pm und Ac = 1mmoll~}, so
ergibt sich
Tvise 4. 1072, (7.19)
tperm
Als letztes seien Effekte durch die endliche Viskositdt von Wasser als Umgebungsmedium
betrachtet. Die entsprechenden Zeitskalen skalieren mit der dritten Potenz des Vesikelra-
dius. Fiir freie grofie Vesikeln mit Ry = 10 um liegen die resultierenden Relaxationszeiten
von Formfluktuationen im Bereich von wenigen Sekunden [114] bzw. fiir den Ubergang
zwischen prolaten und oblaten Formen mit Uberwindung einer signifikanten Energiebar-
riere im Bereich von ca. einer Minute [114, 143]. Diese Zeiten sind damit kleiner als die
Zeit tosm fiir eine Volumenénderung um 10% einer nédherungsweise sphérischen Vesikel mit
einem Radius Ry = 10 pm infolge des Osmolaritéitsunterschieds Ac = 1 mmol1~*

— 0.1 x &R} 3w - 90
O T PV X 4mRE x Ac — (7.20)
Dabei ist v, = 18 mlmol ™" das molekulare Volumen von Wasser.

Anderungen des Vesikelvolumens laufen damit am langsamsten ab und definieren die
relevante Zeitskala fiir den GesamtprozeB des Durchgangs fluider Vesikeln durch enge
Poren. Im folgenden soll daher angenommen werden, daf sich die Dynamik dieses Prozesses
durch A, sowie Vi und V5 und deren Ableitungen beschreiben 1afit. Nur bei Potentialen
F(Ag) mit grofien Gradienten sind hydrodynamische Effekte des umgebenden Wassers und
rheologische Effekte der Vesikelmembran zu beriicksichtigen, und die gesamte Vesikelober-
flache ist zu parametrisieren. Andernfalls erweist sich folgender Ansatz als verniinftig [207]
Prenm(T) < OF 6F>

V=— A= + Ag——
T 1 + Ag

21
oV o (7.21)

wobei Ppem (1) die Permeationskonstante der Vesikelmembran bei gegebener Temperatur
T und F an dieser Stelle die freie Energie als Funktion von As, V4 und V5 ist.

Da Anderungen des Vesikelvolumens der langsamste ProzeB sind, soll im folgenden
angenommen werden, dafl sich A, und V; — V5 instantan so einstellen, dafi die freie Energie
F (V, Az) bei konstantem Gesamtvolumens V; 4+ Vo = V' minimal wird. Es geniigt also,
die eingeschriinkte freie Energie F(V, Ay) zu betrachten. Gleichung (7.21) reduziert sich
hierdurch auf ~
Pmem(T) 8_F

T ov

Az

V=-A (7.22)

Offensichtlich ist die Berechnung von F(V, Ay) sehr aufwendig, auch unter Verwendung
von Histogrammethoden [129, 130, 131] in zwei Dimensionen. Es ist jedoch lediglich der
Verlauf der freien Energie in der Umgebung einer Trajektorie ((V|As), As) von Interesse,
wobei Ay der einzige Parameter ist. (V|As) kennzeichnet dabei das mittlere Vesikelvo-
lumen bei gegebenem A,. Unter Verwendung der Definition der bedingten Wahrschein-
lichkeit [210] ergibt sich fiir die Wahrscheinlichkeit p (V|A2), ein Vesikelvolumen V' bei

SR =28.314Jm 3 K™! ist die universelle Gaskonstante.
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Abbildung 7.17: Die eingeschriinkte freie Energie F' (V, A3) in Einheiten der thermischen
Energie als Funktion des Vesikelvolumens V' und der Vesikelfldche Ay auf der Zielseite
fiir k =771, N = 10000, ¢; = 3000 Ra?’ und ¢y = 2650 Rag’. Das Potential wurde nur im
Bereich /T < 1400 dargestellt. Die Minima bei konstanter Fliche Ay sind separat her-
vorgehoben.

gegebenem Fliachenanteil Ao zu beobachten, die Beziehung
p(V]A2)p(A2) = p(V, Az). (7.23)

Im Gegensatz zu F(V, Ay) = —T'Inp(V, As) lassen sich alle Faktoren auf der linken Seite
von Gleichung (7.23) unter Verwendung von Histogrammethoden berechnen, wobei sich A9
nur innerhalb kleiner Intervalle bewegen darf. Nimmt man p(V]A2) als GauB-verteilt mit
Mittelwert (V|A2) und Varianz Var[V|As] an, so 1&8t sich Gleichung (7.23) umschreiben
in

T (V= (V]A9))’
2 Var[V|Ag]
Da der letzte Summand betragsméfig sehr klein ist, kann dieser vernachléssigt werden.

Durch die Pore wird ein Maximalvolumen in Abhéngigkeit von Ay bestimmt, das nicht
tiberschritten werden kann. Dieses ergibt sich aus den Beitrdgen fiir Vi und V5 fiir den
Fall, dafl die Vesikelteile auf beiden Seiten der Pore Kugelkappengestalt besitzen und 148t
sich unmittelbar aus Gleichung (7.14) ableiten. Es wird sich im folgenden aber zeigen,
daBl diese geometrische Einschrinkung an das Vesikelvolumen beim Durchgang durch die
Pore nicht verletzt wird und damit nicht explizit durch ein entsprechendes Kastenpotential
berticksichtigt werden muf3.

Das Potential F(V, Ay) ist exemplarisch fiir eine Parameterwahl in Abbildung 7.17
dargestellt.

Sei ein bestimmtes Vesikelvolumen V' vorgegeben. Dann verbleibt A5 als schnell rela-
xierende Grofe stets im selben lokalen Minimum der freien Energie F(V, Ay) wihrend der
Minimierung der freien Energie beziiglich A,. Die resultierende Vesikeloberfliche auf der
Zielseite sei mit Ay(V') bezeichnet. Fiir die zeitliche Anderung des Vesikelvolumens ergibt
sich damit

F(V,Ay) = F(A) + + %anar[V\Ag]. (7.24)

V- (V]A2(V))
Var [V]A2(V)]
Dabei beziehen sich der Mittelwert und die Varianz auf thermisches Gleichgewicht, w#h-
rend das aktuelle Volumen eine Nichtgleichgewichts-Grofle ist.

V = —PemA

(7.25)
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Ein erfolgreichen Durchgang der Vesikel durch die enge Pore setzt einen Vorzeichen-
wechsel der rechten Seite von Gleichung (7.25) voraus, so dafl Ay sich unstetig auf der
Zeitskala tper, der Wasserpermeabilitdt durch die Vesikelmembran dndern muf. Wahrend
fiir grofle Volumina V' ~ %’T R3 zwei lokale Minima der freien Energie F/(V, As) existieren,
konnen dies fiir kleine Volumina ein oder zwei sein. Wenn das anféinglich angenommene
lokale Minimum mit abnehmendem Volumen verschwindet, muf} sich As unstetig dndern,
was zu einem im wesentlichen konstanten Wert A, ~ Ay fiihrt und zu einer nachfolgenden
Expansion des Vesikelvolumens. Verschwindet dieses Minimum nicht, bleibt die Vesikel in
der Pore stecken.

In Abbildung 7.18 sind die Ergebnisse der soeben beschriebenen zeitlichen Integration
von Gleichung (7.25), das heifit der zeitliche Verlauf von Vesikelvolumen V' und Vesikel-
oberfliche auf der Zielseite Ag, fiir eine Wahl von Parametern dargestellt. Die zugrunde
liegende freie Energie F(V, A) wurde fiir eine Vesikel mit einer 300 Vertices umfassenden
Triangulierung, einer Biegesteifigkeit von x = 7T, einer Anzahl N = 10000 osmotisch ak-
tiver Teilchen im Vesikelinneren und Konzentrationen c¢; = 3000 R 3 baw. cy = 2650 Ry 3
ermittelt. Der Porenradius betrug R, = 0.35 Rg. Es zeigt sich, dafl das Eindringen in die
Pore im wesentlichen durch den Verlauf der freien Energie F sowie in seiner Geschwin-
digkeit von der Permeationskonstante der Vesikelmembran dominiert werden. Dieser Pro-
zef3 erfolgt in einer charakteristischen Zeit t4.qpns. Nach Erreichen des Volumenminimums,
dringt ein Grofiteil der Vesikeloberflache auf die Zielseite der Pore vor, und die Vesikel kann
sich dort frei bewegen. Entsprechend ist die anschlieBende Expansion des Vesikelvolumens
lediglich durch die Permeationskonstante beeinflufit.

Eichung der Zeitskala

Fiir den Vergleich mit Experimenten ist die Eichung der oben eingefiihrten reduzierten
Zeitskala notwendig. Dies kann auf folgende Weise geschehen. Fiir den Durchgang der
Vesikel durch eine enge Pore ist die Verkleinerung des anfénglichen Volumens V(¢ = 0)
auf einen Wert aV (¢t = 0) notwendig. Dabei erweist sich der Volumenflufi von Wasser
durch die Membran als weitgehend konstant (siehe Abbildung 7.18(b)). Die Zeit t¢qns bis
zum Erreichen des fiir den Porendurchgang notwendigen reduzierten Volumens 18t sich
damit durch folgenden Ausdruck

V(= 0) — tryansV (t = 0) = aV(t = 0) (7.26)

approximieren. Betrachtet man diese Gleichung sowohl fiir das reale Experiment wie auch
fiir Simulationen, und elimeniert man den Koeffizienten «, so ergibt sich fiir das Verhéltnis
aus experimenteller und reduzierter Zeitskala in der Simulation

, (Vie=0vie=0)
trans,exp ~ : sim (727)
ttrans,sim <V(7j = 0)/V(t = 0))
exp
(Pmem/RO Ac);
sim 2
(Pmem/Ro Ac exp (7 8)

Unter Verwendung von tg = (Ré/Pmem)sim’ Acgim = 350 R0_3 und tirans,sim >~ 2.7 - 10~ ¢ty
sowie Pr = Prem/Vw = 100 um s~! fiir die scheinbare Permeabilitit [177], v, = 18 ml/mol
fiir das molekulare Volumen von Wasser, Rg ¢z = 10 pm fiir den Vesikelradius und
Acezp =1 mmol 17! fiir die Konzentrationsdifferenz erhélt man fiir Raumtemperatur eine
Eindringzeit in die enge Pore von

tirans,exp = 9 min. (7.29)
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Abbildung 7.18: (a), (b): Zeitlicher Verlauf des Anteils Ay der Vesikeloberfliche auf der

Zielseite der Pore bzw. des Vesikelvolumens.

(c): gepunktete Linie: Durch die Porengeometrie bestimmtes Maximalvolumen bei ver-
schwindender Biegesteifigkeit, gestrichelte Linie: Mittleres Vesikelvolumen (V|Aj) bei ge-
gebenem Flichenanteil Ay, durchgezogene Linie: Resultierender Verlauf des Vesikelvolu-
mens als Funktion des Flichenanteils As.
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Integriert man Gleichung (7.25) unter Verwendung der Mittelwerte und Varianzen, die sich
aus den Simulationen fiir ¢; = 3100 Ra?’ ergeben, so erhélt man ty.qns,sim ~ 2.2 - 10~* ¢t
und damit einen dhnlichen Wert fiir ¢4,qns ecxp-

In Anbetracht der Gréflenordnung der so abgeschiitzten realen Eindringzeiten sollten
derartige Prozesse auch in realen Experimenten beobachtet werden konnen.

7.2.5 Zweikomponentige Vesikeln

Im folgenden soll der Einflul geringer Mengen einer zweiten Komponente in der Zusam-
mensetzung der Vesikelmembran untersucht werden, die eine spontanen Kriimmung besit-
zen. Bereits kleine Mengen einer zweiten Komponente bewirken eine grofiere Flexibilitét
der Vesikelmembran [97]. Insofern ist auch eine Reduzierung von Barrieren der freien Ener-
gie fiir den Durchgang von Vesikeln durch enge Poren anzunehmen [211, 197]. Im Falle
positiver Beitrige der zweiten Komponente zur lokalen spontanen Kriimmung ist insbe-
sondere eine Akkumulation dieser in Bereichen grofler mittlerer Kriimmung zu erwarten,
das heifit in den Bereichen, die als erste in die Pore eintreten bzw. diese als letzte ver-
lassen. Dies wird als Grund fiir die grofle Flexibilitit mehrkomponentiger fluider Vesikeln
angesehen, der diesen Vesikeln starke Anderungen des reduzierten Volumens im Gegensatz
zu anderen kolloidalen Teilchen erméglicht [195].

Um scharfe Knicke in der Triangulierung nahe dem Poreneintritt zu vermeiden, die im
Falle negativer spontaner Kriimmungen Monte-Carlo-Simulationen sehr aufwendig ma-
chen, wird im folgenden eine Pore mit endlicher Wanddicke 2R,, und abgerundeten Rén-
dern mit konstantem Radius R,, = 0.2 Ry betrachtet (sieche Abbildung 7.19).

Hierdurch werden bei in Poren eindringenden Vesikeln negative mittlere Kriimmungen
weitestgehend vermieden.

Die Biegesteifigkeit sei nachfolgend konstant x = 207, und die Kopplung der Dichte n 4.
der zweiten Komponente mit der spontanen Kriimmung Mg, werde durch Gleichung (2.20)
beschrieben, also

Mg, = cspnise, (7.30)

wobei ng. die lokale Fléchendichte der zweiten Komponente ist und cy, ein konstanter
Kopplungsparameter. Ferner seien lediglich entropische Effekte hinsichtlich der Flachen-

2R«

Abbildung 7.19: Modellsystem fiir die Untersuchung des Durchgangs einer fluiden Vesikel
mit konstanter Oberfliche A durch eine enge Pore mit Radius R, und Lange 2R,,. Ve-
sikeloberfliche A und -volumen V sind in bezug auf die die Porenmitte beschreibende
Ebene aufgeteilt und mit Indizes 1 bzw. 2 versehen. Entsprechende Indizes erhalten die
Konzentrationen ¢; osmotisch aktiver Teilchen auflerhalb der Vesikel beiderseits der Pore.
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Abbildung 7.20: Typische Konfigurationen einer fluiden Vesikel mit Einschliissen, die po-
sitive spontane Kriimmungen bewirken, beim Durchgang durch eine enge Pore. Die Mo-
dellparameter haben folgende Werte: ¢; = 2800 R, 3 k=20T, Ny = 0.3 sowie — von links
nach rechts — Ay = 1.3 R%, Ay = 6.1 R% bzw. Ay = 11.8 R2. Rote Bereiche bedeuten eine
relativ grofle lokale Konzentration der zweiten Komponente.

Abbildung 7.21: Durchgang einer fluiden Vesikel durch eine enge Pore. Die Vesikel
besitzt Einschliisse, die negative spontane Kriimmungen bewirken (mit Ng. =1 und
csp = —20 Ry). Fiir die Konzentrationen osmotisch aktiver Teilchen wurde ¢; = 3000 R, 3
und ¢ = 2600 R, 3 gesetzt. In diesem Fall konnte keine Anreicherung der zweiten Kom-
ponente in bestimmten Membranbereichen beobachtet werden.

dichte ns. angenommen, die einen Beitrag (siche Gleichung (2.21))

AE,=T 7{ NgeIn ¢4 A (7.31)
Nsc

gegeniiber einer homogenen Verteilung (ns. = nis.) liefern. Die absolute Stoffmenge von

Molekiilen der zweiten Komponente in der Vesikelmembran sei mit N bezeichnet.

Fiir die Untersuchung des Einflusses positiver spontaner Kriimmungen, die lokal kon-
vexe Formen bevorzugen, wurde exemplarisch c,, = 20 Ry gewéhlt. Wie erwartet ergibt
sich eine Akkumulation der zweiten Komponente in den Bereichen der Vesikelmembran,
die als erste in die Pore eindringen bzw. diese als letzte verlassen (siche Abbildung 7.20).
Bei vollstéindig in die Pore eingedrungenen Vesikeln befinden sich die Bereiche grofiter
mittlerer Kriimmung in den beiden sphérischen Vesikelteilen beiderseits der Pore, auf die
sich die Teilchen der zweiten Komponente verteilen. Diese Akkumulation reduziert mit
steigender Menge Ny, die Barriere der freien Energie fiir ¢; = 2800 R, 3 wie in Abbil-
dung 7.22 dargestellt. Dies betrifft insbesondere das anféngliche Eindringen in die Pore.
Fiir ¢ = 3000 Ry, 3 verschwindet diese Barriere fast. Bei noch héheren Konzentrationen
(c1 = 3200 R;®) auf der Startseite der Pore, bei denen die freie Energie F(Asg) bereits
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streng monoton fallend ist, wird deren Verlauf noch steiler.

Simulationen bei denen cg, = 20 Ry durch cs, = —20 Ry ersetzt wurde, das heifit, bei
denen die zweite Komponente eine negative spontane Kriimmung besitzt, zeigen keine
Akkumulation der zweiten Komponente, sondern, wie in Abbildung 7.21 dargestellt, eine
gleichméBige Verteilung tiber die gesamte Vesikelmembran. Dieses Verhalten 148t sich mit
der Tatsache erkldren, dafl negative spontane Kriimmungen im wesentlichen nur dann
auftreten konnen, wenn der Porenradius erheblich kleiner als der Vesikelradius ist.

7.2.6 Zusammenfassung

In dem vorangegangenen Abschnitt konnte gezeigt werden, daf} sich Vesikeln mit Hilfe
experimentell realistischer osmotischer Driicke durch enge Poren bewegen lassen. Fiir den
Fall, daf} die Konzentration osmotisch aktiver Teilchen in der Vesikel stets hoher als ¢; und
co auf den beiden Seiten ist, konnte ein Kriterium fiir den spontanen Ablauf des Trans-
ports durch die Pore formuliert werden. Als charakteristische Zeitskala fiir den Transport
von Vesikeln mit Radien im Bereich von Mikrometern ergab sich ein Wert von wenigen
Minuten. Die Verwendung einer zweiten Komponente mit positiver spontaner Kriimmung
bewirkt die Absenkung bzw. das Verschwinden von Energiebarrieren fiir den Transport
durch die Pore oder beschleunigt diesen. Es tritt eine Akkumulation der zweiten Kompo-
nente in Bereichen grofler mittlerer Kriimmung auf. Besitzt die zweite Komponente eine
negative spontane Kriimmung, 148t sich keiner der angefiihrten Effekte beobachten.
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Abbildung 7.22: Verlauf der freien Energie F'(As) in Einheiten der thermischen Energie
fiir Mengen N, von Einschliissen in der Vesikelmembran (Ng. =0 (+), Ng. = 0.3 (x),
Nse = 0.9 (%), Nsc =1.2 ([J)) und unterschiedliche Konzentrationen osmotisch aktiver
Teilchen auf der Startseite: (a): ¢; = 2800 Ry >, (b): e1 = 3000 Ry, (c): ca = 3200 Ry ™.
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7.3 Durchgang von Vesikeln durch grofie Poren

7.3.1 Liposome und Tumortherapie

Die Anwendung von fluiden Vesikeln® als Transport-Container ist von grofiem Interesse
in der pharmazeutischen Forschung. Prominentestes Anwendungsbeispiel ist die Einkapse-
lung von Medikamenten zur Tumorbehandlung. Hierbei wird ausgenutzt, daf} eine Vielzahl
von Tumortypen unregelmifig geformte Blutgefdfie mit Liicken zwischen Endothelzellen
besitzt [212, 213, 214]. Durch diese Liicken kénnen die Vesikeln in das Tumorgewebe ein-
dringen und sich dort stirker als in anderen Geweben anreichern. Dabei zeigt sich, dafl
die Deformationseigenschaften der Vesikeln wesentlichen Einfluf} auf die Akkumulation im
Tumorgewebe haben [215, 216, 217]. Da die gewiinschte zytotoxische Wirkung der ange-

Abbildung 7.23: Schematische Darstellung des Durchgangs einer fluiden Vesikel (blau)
durch eine unregelmifliig mit Endothelzellen (orange) ausgekleidete Blutgefafiwand in ei-
nem Tumor.

wendeten Chemotherapeutika auf Tumorzellen jedoch nicht primér von der Einwirkdauer,
sondern von der lokal erreichten Maximalkonzentration abhéngt [218, 219] und die mittlere
Verweilzeit der Vesikeln im Tumorgewebe wesentlich langer als im Blutkreislauf ist, erweist
sich insbesondere aus pharmakokinetischer Sicht” eine Optimierung des transvaskuliren
Vesikeltransports als notwendig. Dies kann einerseits, wie im folgenden untersucht, durch
Verénderung der Deformationseigenschaften der fluiden Vesikeln erreicht werden, anderer-
seits durch lokale Erwérmung des Tumors [221] und durch Verwendung thermosensitiver
Vesikeln [221].

Auf Grund der geringen GréBe der Vesikeln (~ 100nm) kénnen deren Konfigura-
tionen #n wvivo und in wvitro nicht mit Lichtmikroskopie untersucht werden. Computer-
Simulationen des transvaskulidren Transports von Vesikeln haben daher ein grofies Poten-
tial bei der Optimierung der Vesikeln. Dies bedeuted aus physikalischer Sicht die Minimie-
rung von Barrieren der freien Energie wihrend des Eindringprozesses in das Gewebe.

5Im Zusammenhang mit der hier beschriebenen Anwendung kommen im allgemeinen Phospholip-
Vesikeln zum Einsatz. In der Literatur werden diese ausnahmslos als ,,Liposome* bezeichnet. Jedoch soll
hier wie in den anderen Kapiteln vorrangig der Oberbegrift ,, Vesikel“ verwendet werden.

"siche El-Kareh und Secomb [220] fiir eine mathematische Beschreibung
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Im Vorfeld zu entsprechenden Simulationen, deren Ergebnisse in den Abschnitten 7.3.4
und 7.3.5 dargestellt sind, soll jedoch auf wichtige Aspekte der Membranzusammensetzung,
der histologischen Gegebenheiten und mogliche, den Eindringprozef} treibende Krifte ein-
gegangen werden, die wichtig fiir die Modellierung sind.

7.3.2 Stealth Liposome und Tumorhistologie

Vor etwa 25 Jahren haben Allen und Papahadjopoulos unabhéngig voneinander beobach-
tet, dafl Vesikeln, deren Membran spezielle Polymere enthélt, wesentlich lingere Verweil-
zeiten im Blutkreislauf und damit eine grofiere Anreicherungsrate in Tumorgewebe zeigen
als konventionelle Vesikeln [222, 223, 224]. Als besonders geeignet erwies sich elektrisch
neutrales Polyethylenglycol (PEG) mit Polymergrofen zwischen 500 und 2000 Da 8. Auf
Grund der reduzierten Aufnahme der Vesikeln durch das Immunsystem, wurde diesen
Vesikeln der Markenname ,, Stealth® Liposome“ gegeben.

Der diesem in vivo Effekt zugrunde liegende Mechanismus wurde detailliert von Mill-
ner und Witten [225] sowie Hristova und Needham [226, 227] untersucht. Simulationen von
PEG an Oberflichen wurden von Rex et al. [228] durchgefiihrt. Grobe Angaben fiir das De-
sign von Stealth Liposomen finden sich zum Beispiel bei Hristova und Needham [227] (sie-
he auch [229]): Um die Bildung von Mizellen zu vermeiden, darf der Stoffmengenanteil an
PEG in der Vesikelmembran 8 mol-% nicht iibersteigen. Bei hoheren PEG-Konzentrationen
nimmt die Zugfestigkeit der Membran signifikant ab. Es wird angenommen, daf} die Lipid-
doppelschicht am stabilsten ist im Ubergangsbereich vom Mushroom zum Brush Regime
mit einer PEG-Konzentration um 5mol-%. Bei Polymerléingen, die groff im Vergleich zur
Debye-Hiickel-Screening-Lénge sind, wirken effektiv zwischen den Vesikeln und ihrer Um-
gebung lediglich van-der-Waals-Kréfte.

Durch das Einfiigen von PEG-Polymeren entsteht beiderseits der Vesikelmebran eine
Schicht mit einer Dicke zwischen ~ 3.5nm im Mushroom Regime und ~ 5nm im Brush
Regime. Der daraus resultierende Zuwachs x — ko der Biegesteifigkeit skaliert mit

(k — ko) ~ N3 (7.32)

polymer>
wobel Npoiymer die Polymerldnge ist [225, 226]. Dies ist jedoch ein im Vergleich zur Erzeu-
gung einer spontanen Kriimmung marginaler Effekt [230, 231]. Auf Grund der konvexen
Form der Vesikeln ist die PEG-Dichte auf der Innenseite kleiner als auf der Auflenseite, was
eine positive spontane Kriimmung der Membran bewirkt, die im folgenden als konstant
und homogen auf der Vesikeloberfliche angenommen wird.

Der Hauptgrund fiir die gesteigerte Aufnahme von Vesikeln durch das Tumorgewebe
liegt in einer mikrovaskuldren Permeabilitéit, die bei verschiedenen Tumorarten beobach-
tet werden konnte [212, 213, 232, 233, 234]. Sie tritt auch in entziindetem Gewebe auf,
zum Beispiel der Lunge [235]. Die hierfiir verantwortlichen Poren zwischen den Endo-
thelzellen weisen Durchmesser auf zwischen 50-70 nm [212, 213] und — in Extremféllen —
780 nm [234, 236] oder sogar 2um [237] in Tumorgeweben sowie bis zu 0.5 um in entziinde-
tem Lungengewebe. Diese Werte geben die Maximalgréfie aufgenommener Vesikeln an.
Die Deformierbarkeit von Vesikeln spielt daher eine entscheidende Rolle fiir deren trans-
vaskuldren Transport [216].

Andererseits scheinen weitere mogliche Einfliisse aus der rdumlichen Umgebung klein
zu sein. Die Zeitkonstante fiir den transvaskulédren Transport ist anndhernd unabhéngig
vom Vorhandensein geladener Molekiile in der Lipiddoppelschicht und héngt hingegen
stark von der VesikelgroBe ab [215]. Die elektrostatische Wechselwirkung ist durch das
PEG abgeschirmt. Da Stealth Liposome nicht miteinander verklumpen, sei angenommen,

81 Da (Dalton) entspricht einer atomaren Masseneinheit 1 u.
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daf} auch die van-der-Waals-Wechselwirkung mit den Endothelzellen der Blutgefédfiwand
klein ist. Dies widerspricht der Annahme starker Adhésion in einer neueren Arbeit von
Tordeux und Fournier [205] zum Durchgang von Vesikeln durch Poren. Ferner ist der
Durchmesser der Blutgefifie mit ~ 10ppm wesentlich gréfler als der Vesikeldurchmesser
(~100nm) [217], so daf die GefdBwand als planar angesehen werden kann. Wahrend in
gesundem Gewebe der hydrostatische Druck etwas geringer ist als in den dort vorhandenen
Blutgeféfien, wirkt dem Blutdruck ein annéhernd gleich grofler hydrostatischer Druck in
Tumorgeweben entgegen [214, 238, 217, 239]. Der erhshte Druck l&8t sich medikamentds
durch kleine Molekiile senken, die in das Tumorgewebe diffundieren kénnen [217, 239].
Die auftretenden Druckdifferenzen liegen im Bereich weniger mmHg? [214], so daf} sich
bei Raumtemperatur unter Verwendung von AP ~ 300 Pa als typische Druckdifferenz und
Ry = 100 nm als Vesikelradius eine charakteristische Energiedifferenz von AE ~ 1T ergibt.

Trotz all dieser Beobachtungen ist relativ wenig iiber die tatséchlichen Triebkréfte fiir
das Eindringen der Vesikeln in das Tumorgewebe bekannt. Nagayasu et al. [216] nehmen
ein durch Blutkérperchen bewirktes Aussieben an, wie es von Wisse et al. [240] fiir den
Filterungsprozef3 in der Leber vorgeschlagen wurde. Es ist jedoch nicht klar, in welcher Art
und Weise die roten Blutkorperchen mit Durchmessern ~ 8 um die Bedingungen entlang
der Geféfiwand beeinflussen [241, 242, 243] und wie die Vesikeln nahe der Gefdfiwand oder
in den Poren mit dem Stromungsfeld wechselwirken.

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, daf3 der transvaskulére Transport von
Stealth Liposomen stark durch deren Deformationseigenschaften beeinflufit wird und damit
stark von der PEG-Konzentration und von der Biegesteifigkeit abhéngt. Neuere Rechnun-
gen von Marsh [244] zeigen, dafl durch die Beschichtung von Vesikeln mit PEG Zunahmen
der Biegsteifigkeit bis 207 und spontane Kriimmungen bis Mg, = 1/100 nm mdoglich sein
sollen.

7.3.3 Modellierung fluider Vesikeln in groflen Poren

Die Vesikeln wurden, wie in Kapitel 3 beschrieben, durch triangulierte Flachen model-
liert, deren elastische Energie durch den diskretisierten Canham-Helfrich-Ausdruck fiir die
Biegeenergie (2.1) gegeben ist. Die als homogen angenommene spontane Kriimmung wur-
de explizit vorgegeben. Bei Vorhandensein osmotisch aktiver Teilchen ist desweiteren ein
durch Gleichung (2.6) gegebener Energiebeitrag F,s,, zu beriicksichtigen. Zur Untersu-
chung der elastischen Eigenschaften dieser triangulierten Vesikeln ohne Einwirken &uflerer
Felder wurde genau wie in Kapitel 5 vorgegangen. Die verwendeten Triangulierungen bein-
halteten 500 Vertices.

Zur Untersuchung des Eindringverhalten der Vesikeln in die Poren wurde wie im vor-
herigen Abschnitt die freie Energie in Abh#ingigkeit der in der Pore befindlichen Fliche
Ay (siehe Abbildung 7.24) ermittelt. Jedoch wurde die hier betrachtete Pore als breit an-
genommen mit Radien R, die nur wenig kleiner sind als der Vesikelradius Ry fiir freie
Vesikeln. Die Pore hatte zudem eine endliche Lénge, die grofl gegeniiber dem Porenra-
dius ist. In Anlehnung an reale physiologische Bedingungen wurde eine Konzentration
osmotisch aktiver Teilchen von c., = 2700 Ry 3 auBerhalb der Vesikel und eine Anzahl von
N = 10000 derartiger Teilchen innerhalb der Vesikel angenommen. Die Triangulierung der
Vesikeloberfliche beinhaltete bei den Eindringexperimenten 300 Vertices, und die Monte-
Carlo-Schritte wurden wie in Abschnitt 7.2.2 ausgewihlt.

°1 mmHg=1.333224 hPa
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Cex

Abbildung 7.24: Vesikel in einer langen Pore. Der Porenradius R,, ist vergleichbar mit dem
Radius R einer entsprechenden freien Vesikel. In der Vesikel befinden sich N = 10000
osmotisch aktive Teilchen, und die Vesikel befindet sich in einer Fliissigkeit mit einer
Konzentration c., = 2700 R 3 von osmotisch aktiven Teilchen. Die Vesikeloberfliche wird
— wie angedeutet — in Bereiche auflerhalb und innerhalb der Pore aufgeteilt und mit Indizes
1 bzw. 2 versehen.

7.3.4 Spontane Asphéirizitidt im Falle positiver spontaner Kriimmungen

Bevor auf die Wechselwirkung zwischen Vesikel und Pore eingegangen wird, soll der Einfluf3
einer homogenen positiven spontanen Kriimmung in der Membran auf die Vesikelform
untersucht werden.

Wie von Seifert et al. [64] fiir verschwindende Temperatur gezeigt, sind fluide Vesikeln
mit positiver homogener spontaner Kriimmung Mg, und einem reduzierten Volumen v
wenig kleiner als eins prolat. Im Falle verschwindender spontaner Kriimmung gehen die
stabile prolate Form und die metastabile Form im Grenzfall v gegen eins in die Kugelform
tiber. Bei endlicher Temperatur und nicht allzu groflien osmotischen Driicken haben diese
Vesikeln jedoch anisotrope Formen (sieche Kapitel 5, [245]).

Um den Einfluf§ positiver spontaner Kriimmungen auf diese Vesikeln zu kléaren, wurden
zu den in Kapitel 5 analoge Simulationen mit homogener positiver spontaner Kriimmung
My, durchgefiihrt und die eingeschrénkte freie Energie als Funktion der Asphérizitét d
ermittelt. Ohne Beriicksichtigung osmotischer Effekte ergeben sich Freie-Energie-Profile,
die mit zunehmenden spontaner Kriimmung flacher werden (Abbildung 7.25). Die Diffe-
renz der freien Energien F'(0.45) — F'(0.1), zum Beispiel, nimmt im Fall k = 20T von ca.
50T fiir My, = 0 auf 207 fir My, = 2/Ry ab. Folglich kénnen annéhernd sphérische Vesi-
keln mit positiver homogener spontaner Kriimmung leichter in prolate Formen deformiert
werden als mit verschwindender spontaner Kriimmung. Weiterhin ist das Freie-Energie-
Profil fiir M, = 0 annéhernd symmetrisch, wéhrend es mit steigender positiver spontaner
Kriimmung zunehmend asymmetrisch wird, wobei prolate Formen bevorzugt werden. Es
ergibt sich zum Beispiel F/(—0.45) — F(0.45) =~ 20T fiir kK =207 und M, = 2/Ry. Fiir
moderate Deformationen 0.1 < |d| < 0.4 kann die Vesikelform durch ein Rotationsellip-
soid mit vorgegebener Oberfliche A = 4x R% approximiert werden, so daf3 das reduzierte
Volumen in guter Ndherung durch

o1 Lo
vl — 1—5d (7.33)
gegeben ist. Folglich entsprechen jedem reduzierten Volumen v jeweils zwei Asphéritiaten
d4+ > 0 und d_ < 0, die sich nur in ihren Vorzeichen unterscheiden, wobei F(dy) < F(d_)
ist. Vesikeln mit positiver homogener spontaner Kriitmmung und vorgegebenem reduzierten
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100 | q -

F(d)/T

Abbildung 7.25: Die eingeschrénkte freie Energie F' in Einheiten der thermischen Energie
als Funktion der Asphérizitét d fiir £ =207 und Mg, =0 (4), Mg, = 0.6 (x), Mg, =1
(%) sowie Mg, =2 (B). Osmotische Effekte wurden nicht beriicksichtigt.
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Abbildung 7.26: Freie Energie F' als Funktion der Asphérizitdt d in Einheiten der ther-
mischen Energie fiir eine Vesikel mit k = 207", deren Volumen durch osmotische Einfliisse
(N = 10000, cep = 2700 R,y 3) stabilisiert ist. Die Membran hat eine homogene spontane
Kriimmung von My, =0 (4), My, = 0.5/Rgy (x) bzw. Mg, = 2/Ry (x).

Volumen sind damit auch im Falle endlicher Temperaturen vorrangig prolat.

Ergebnisse von Simulationen unter Beriicksichtigung der im folgenden angenomme-
nen osmotischen Bedingungen (N = 10000 osmotisch aktive Teilchen im Vesikelinneren,
Cex = 2700 Ry 3 als Konzentration der osmotisch aktiven Teilchen auBerhalb der Vesikel)
sind in Abbildung 7.26 dargestellt und liefern analoge Resultate.

7.3.5 Reduzierung der Energiebarriere

Die Ergebnisse des letzten Abschnitts legen die Vermutung nahe, dafi Vesikeln mit ho-
mogener positiver spontaner Kriimmung eine geringere Energiebarriere beim Eindringen
in eine breite Pore zu iiberwinden haben als gleichartige Vesikeln mit verschwindender
spontaner Kriimmung.

Zur Unterstiitzung dieser Vermutung wurde die eingeschrinkte freie Energie in Ab-
héngigkeit des in der Pore bereits befindlichen Flichenanteils Ay unter Verwendung der
in Abschnitt 4.5 dargestellten Methoden berechnet. Simulationen fiir Vesikeln mit ei-
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Abbildung 7.27: Die freie Energie in Einheiten der thermischen FEnergie als Funkti-
on der Teilfliche Ay in der Pore fiir unterschiedliche Porenradien (a) R, = 0.8 Ry, (b)
R, =0.85Ry, (c) R, =09Ry sowie (d) R, =0.95R, und unterschiedliche homogene
spontane Kriimmungen M, =0 (+), M, = 0.4/Ry (x) und M, = 0.8/Ry ().

ner Biegesteifigkeit von « = 20T zeigen in der Tat eine Abnahme der Energiebarriere
bei festem Porenradius R, (siehe Abbildung 7.27). Im Falle x = 207 und Porenradien
von 0.8 < R,/Ry < 0.95 bewirkt eine homogene spontane Kriimmung von M, = 0.8/Ry
gegeniiber verschwindender spontaner Kriimmung eine Reduzierung der Energiebarrie-
re fiir das Eindringen in die Pore um AF = 107. Fiir geringere Biegesteifigkeiten von
t = 10/157T ergibt sich ein &hnliches Verhalten.

Dafl diese Barriere bei konstanter spontaner Kriimmung mit steigendem Porenradius
abnimmt, folgt unmittelbar aus dem Wachstum der Menge der zuléssigen Konfigurationen
in der eingeschrénkten Zustandssumme.

Der oben angesprochene Gewinn an Flexibilitdt durch positive spontane Kriimmun-
gen a8t sich auch gut an typischen Konfigurationen aus der Monte-Carlo-Simulation il-
lustrieren. Solche sind in Abbildung 7.28 dargestellt und zeigen, dafl die Vesikeln bei
verschwindender spontaner Kriimmung mit zunehmender Eindringtiefe in die Pore zuneh-
mend gestrafft werden. Bei positiver spontaner Kriimmung bleibt der Vesikelteil auflerhalb
der Pore relativ flexibel.

Fiir Porenradien grofler als 0.95 liegen die aufzuintegrierenden Meflwerte der verall-
gemeinerten Kraft f(As) = —88—52 im Bereich mit —27/R3 bis 17/R3 und sind klein
gegeniiber zu erwartenden Abweichungen von den wahren Werten, so daf} sie keine Aus-
sagekraft besitzen.
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Abbildung 7.28: Typische Konfigurationen von Vesikeln in breiten, langen Poren (hier mit
Radius R, = 0.8 Ry) fiir zwei verschiedene homogene spontane Kriimmungen Mg, und
verschiedene Eindringtiefen.

7.3.6 Diskussion

Mit den soeben beschriebenen Simulationen konnte gezeigt werden, daf§ Vesikeln mit ho-
mogener positiver spontaner Kriitmmung flexibler sind als ohne. Ferner kann mit steigender
positiver spontaner Kriimmung die Energiebarriere fiir das Eindringen in zylindrische Po-
ren signifikant reduziert werden. Dieses Verhalten sollte unabhéngig von eventuell gegen
die Vesikeln stoflende Blutkorperchen sein.

Dynamische Prozesse mit mehreren verschiedenen charakteristischen Zeitskalen kénnen
jedoch nicht im Rahmen der eingangs gemachten Nédherungen und den Gleichgewichts-
Simulationen beschrieben werden. Wie von Rovira-Bru et al. [246] hervorgehoben, hingen
die (visko-)elastischen Eigenschaften von polymerbeschichteten Vesikeln stark von den
Zeitskalen duflerer Einfliisse sowie vom Relaxationsverhalten der Lipiddoppelschicht und
der Polymerschale ab. Es werden also keine Gleichgewichtszustédnde auf typischen Zeitska-
len erreicht, was fiir die durchgefithrten Simulationen angenommen wurde. In besonderem
MaBe wirkt sich dieses Verhalten auf die Biegesteifigkeit aus [246], mit der Konsequenz,
dafl verschiedene Standardmethoden zur Bestimmung der Biegesteifigkeit beschichteter
Vesikeln auf Grund unterschiedlicher geometrischer Einschrinkung an die Vesikelform (Mi-
kropipette, freie Vesikeln bei Untersuchung der Formfluktuationen) um sich bis zu einer
Grofenordnung unterscheidende Ergebnisse liefern [246]. Dieser Effekt ist erheblich grofier
als bei unbeschichteten Vesikeln.



Kapitel 8

Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die Eigenschaften fluider Vesikeln bei endlichen Tem-
peraturen untersucht. Hierzu wurden Monte-Carlo-Simulationen einer triangulierten Ve-
sikeloberfliche durchgefiihrt.

Die statischen Eigenschaften fluktuierender fluider Vesikeln wurden zum Teil mittels
Freier-Energie-Profile analysiert. Da der Ubergang zwischen verschiedenen Formen der
Vesikel bereits eine grofle Anzahl von Monte-Carlo-Schritten in der Simulation bendétigt,
konnte nicht auf herkémmliche Histogrammverfahren zur Berechnung freier Energien zu-
riickgegriffen werden. In diesem Zusammenhang wurde eine neuartige Histogrammethode
entwickelt, bei der zunéchst die Ableitungen der freien Energie ermittelt werden. Aus
diesen &t sich in einem zweiten Schritt das Freie-Energie-Profil erhalten.

Die Form fiir eine freie fluide Vesikel mit frei veréinderlichem Volumen, die das Konfigu-
rationsenergie-Funktional minimiert, ist im Falle verschwindener Temperatur eine Kugel.
Mit Hilfe von Monte-Carlo-Simulationen unter Verwendung des obengenannten Verfahrens
zur Berechnung freier Energien konnte gezeigt werden, dafl sich dieses Resultat nicht auf
endliche Temperaturen verallgemeinern 1afit. Statt dessen iiberwiegen leicht prolate und
oblate Vesikelformen, wobei die Wahrscheinlichkeit fiir prolate Formen etwas grofler ist als
fiir oblate Formen. Diese spontane Asphéirizitit tritt auch bei einem Modellsystem auf,
das lediglich die niedrigsten Fluktuationsmoden beriicksichtigt. Bei einem entsprechenden
zweidimensionalen System 148t sich dieser entropische Effekt hingegen nicht beobachten.
Bei dreidimensionalen Vesikeln kann die spontane Asphérizitit durch osmotische Driicke,
die im Inneren der Vesikel grofler sind als in der umgebenden Fliissigkeit, reduziert oder
sogar kompensiert werden.

Die mit der spontanen Asphérizitit verbundene Barriere in der entsprechenden einge-
schrénkten freien Energie ist jedoch keine Barriere, die bei einem Ubergang von prolaten
zu oblaten Formen iiberwunden werden muB. Vielmehr treten beim Ubergang biaxiale
Formen auf, wobei sich das hier eingefiihrte Maf} fiir die Asphérizitit unstetig dndert.

In guter Nédherung kann eine fluide Vesikel mit einem reduzierten Volumen, das nur
wenig kleiner als eins ist, durch ein Rotationsellipsoid approximiert werden. Werden dessen
elastische FEigenschaften mit dem Canham-Helfrich-Ausdruck fiir die Biegeenergie beschrie-
ben, so 148t sich eine Abhéngigkeit der dort verwendeten effektiven Biegesteifigkeit r.ys
von der mikroskopischen in den Simulationen verwendeten Biegesteifigkeit s ermitteln.
Fiir /T > 20 ist diese durch

Reff = 1.1k —22T

gegeben.

Die in den Simulationen verwendeten lokalen Monte-Carlo-Schritte lassen sich als dy-
namischer Prozef} interpretieren. Dies ermoglicht die Abschétzung von Ubergangszeiten
zwischen oblaten und prolaten Formen. Bei Abwesenheit osmotisch aktiver Teilchen liegt
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diese im Bereich von Millisekunden, bei einem durch osmotische Effekte konstanten Vesi-
kelvolumen im Bereich von Sekunden.

Im Rahmen der Untersuchungen des Adhésionsverhaltens fluider Vesikeln an planaren,
homogenen Substraten konnte mit Hilfe von Monte-Carlo-Simulationen gezeigt werden,
dal die Eigenschaften der Kontakfliche stark davon abhéngen, ob die Adh#sion durch
ein attraktives Potential oder durch den Einflul der Schwerkraft bewirkt wird. Im Falle
eines attraktiven Substrats sowie im Falle einer Massendichtedifferenz der Fliissigkeiten
innerhalb und auflerhalb der Vesikel ist der Abstand zwischen der Vesikel und dem Sub-
strat homogen auf der Kontaktfliche. Wird die Vesikel bei Abwesenheit osmotisch aktiver
Substanzen auf Grund einer Differenz der Massendichten der Membran und der umgeben-
den Fliissigkeit gegen das Substrat gedriickt, ist dies nicht der Fall. Insbesondere ergibt
sich fiir den Abstand eines beliebigen Punkts der Kontaktfliche vom Substrat eine stark
asymmetrische Verteilung.

Ferner wurde die Adhé#sion fluider Vesikeln an chemisch strukturierten planaren Sub-
straten untersucht. Bei der Adhésion fluider Vesikeln mit frei verénderlichem Volumen an
eine streifenformige attraktive Doméne bilden sich ellipsoidale Formen, die mit wachsender
Tiefe des Potentials in schlauchférmige Gebilde iibergehen. Die Breite der Vesikel senk-
recht zum Streifen in unmittelbarer Nihe zum Substrat wird in diesem Zusammenhang
fiir kleine Biegesteifigkeiten geringer, wihrend sie fiir grofle Biegesteifigkeiten zunimmt.

Bei der Adhision einer fluiden Vesikel geringer Biegesteifigkeit mit osmotisch vorgege-
benem Volumen an eine kreisférmige attraktive Doméne ergibt sich stets eine Kugelkap-
pengestalt. Die Grofle der Kontaktfliche nimmt bei kleinen Doménenradien mit wachsen-
dem reduzierten Volumen zu, wihrend sie bei grolen Doménenradien abnimmt. Im Falle
groferer Biegesteifigkeiten ergibt sich bei der Adhésion eine glatte Vesikeloberfliche, die
keine Kugelkappengestalt besitzt.

Eine Untersuchung freier fluider Vesikeln, bei denen die osmotischen Bedingungen
variiert wurden, zeigte ferner eine Zunahme der Oberflichenspannung mit abnehmen-
der Biegesteifigkeit. Fiir grofle Biegesteifigkeiten konnte der Zusammenhang zwischen der
Oberflichenspannung und den osmotischen Bedingungen mit dem Laplaceschen Gesetz
beschrieben werden.

Fiir die Bestimmung der Biegesteifigkeit der Vesikelmembranen liefern die existieren-
den Verfahren stark voneinander abweichende Ergebnisse. In der vorliegenden Arbeit konn-
te mittels Monte-Carlo-Simulationen zur Bestimmung der Biegesteifigkeit anhand des Mi-
kropipettenverfahrens von Evans gezeigt werden, dafl dieses Verfahren die a priori fiir die
Simulation vorgegebene Biegesteifigkeit im wesentlichen reproduzieren kann.

Im Hinblick auf medizinisch-pharmazeutische Anwendungen ist der Durchgang fluider
Vesikeln durch enge Poren relevant. In Monte-Carlo-Simulationen konnte gezeigt werden,
daf ein spontaner Transport der Vesikel durch ein Konzentrationsgefille osmotisch aktiver
Substanzen, das den physiologischen Bedingungen entspricht, induziert werden kann. Es
konnten die hierfiir notwendigen osmotischen Bedingungen sowie die charakteristischen
Zeitskalen abgeschétzt werden. Im realen Experiment sind Eindringzeiten in eine enge Pore
im Bereich weniger Minuten zu erwarten. Durch Hinzufiigen einer zweiten Komponente
mit positiver spontaner Kriimmung zur Vesikelmembran 148t sich eine Absenkung bzw. ein
Verschwinden einer Energiebarriere fiir den Eindringprozefl erreichen. Besitzt die zweite
Komponente eine negative spontane Kriimmung, &ndert sich das Eindringverhalten der
Vesikel nur unwesentlich gegeniiber dem einer einkomponentigen.

Ferner konnte beobachtet werden, daf3 bei Vesikeln mit einer homogenen, positiven
spontanen Kriimmung Deformationen hin zu prolaten Formen leichter erfolgen als bei
Vesikeln ohne spontane Kriimmung. Mit diesem Effekt ist eine Verringerung der Ener-
giebarriere fiir das Eindringen in eine Pore verbunden, deren Radius nur wenig kleiner als
der Vesikelradius ist.
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Ausblick

In den durchgefiihrten Simulationen durfte der Oberflacheninhalt der triangulierten Vesikel
innerhalb eines kleinen Bereichs variieren. In diesem Zusammenhang ist die Durchfiihrung
von Simulationen mit einer exakt konstanten Fliche von Interesse. Das gleiche gilt fiir ein
konstantes Volumen. Desweiteren wére der Einflufl eines konstanten Integrals der mittleren
Kriimmung iiber die Vesikeloberflache als dritte Zwangsbedingung zu untersuchen. Dies
betrifft insbesondere Untersuchungen der Asphérizitit freier fluider Vesikeln.

In den Betrachtungen zum Abziehverhalten adhérierter Vesikeln von attraktiven Sub-
straten in den Abschnitten 6.2 und 7.1.3 wurde auf den Einfluf} der Breite der attraktiven
Potentiale Bezug genommen. Eine Bestimmung der Grofie der in der Kontaktflache vor-
handenen intrinsischen Fléche sollte daher ferner Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen
sein.

Bei adhérierten fluiden Vesikeln an kreisformigen attraktiven Doménen fluktuiert der
Vesikelschwerpunkt. Die resultierende Verteilung der Schwerpunktskoordinate liefert daher
Aussagen iiber die Bindungsstirke der Vesikel. Deren Kenntnis ist insbesondere bei einer
vertikalen Fixierung der Vesikel an einem Substrat von Interesse. In diesem Fall haben
Auftriebseffekte wesentlichen Einflufl auf die Stabilitéit des Kontakts.



Anhang A

Mittlere Tetherlinge

Im folgenden soll eine Sphéire mit Radius Ry betrachtet werden, die durch eine Triangu-
lierung mit N, Vertices diskretisiert wird.

Auf Grund der Eulerschen Polyederformel und der Tatsache, dafl jede der Flichen
durch drei Kanten begrenzt wird, ergibt sich fiir die Anzahl N; der Dreiecke in der Tri-

angulierung
Ny =2N, -4 (A1)

und fiir die Anzahl N}, der Kanten
N, = 3N, — 6. (A.2)
Nimmt man die Dreicke als ungefihr gleichseitig und gleich grofi an, so gilt fiir die Ge-

samtfliche

Vi, . V3
4 2
wobei Ly die Kantenldnge und damit die mittlere Tetherléinge ist. Fiir Lg ergibt sich
schliefllich folgender Ausdruck

A=4nRy ~ ~“N;L§ ~ ~~N,L, (A.3)

Ry
\/Ne.

Lo~ 3.8 (A.4)

104



Anhang B

Konvergenz des Schétzers fiir
generalisierte Krifte

In Abschnitt 4.5 wurde ein Schiitzer fiir die Ermittlung verallgemeinerter Krifte f(s) aus
Histogrammen beziiglich s konstruiert. Hier soll nun gezeigt werden, dafl dieser Schétzer
selbstkonsistent ist. Das heifit, aus einem Histogramm fiir s, das aus einem gegebenen f(s)
hervorgeht, soll der Wert f(s) reproduziert werden.

Vor dem eigentlichen Beweis sei hier zunéchst eine Bemerkung hinsichtlich des tat-
séchlich eingesetzten Schétzers gemacht. In der numerischen Anwendung ist es notwendig,
p; in Gleichung (4.12) durch nf{::;;e zu ersetzen, um einen wohldefinierten Wert a.s zu
erhalten, falls ein h; Null ist.

Der folgende Beweis zeigt, dafl die starke Konsistenz des Schétzers unmittelbar aus
dem Glivenko-Cantelli-Theorem [136, 247] folgt. Dieses Theorem liefert eine fast sichere
Konvergenz der gemessenen empirischen Verteilungsfunktion von s gegen die tatséchliche.
Selbiges gilt damit fiir die einzelnen Histogrammhohen p;, die fast sicher gegen die zu-
gehorigen Werte p;[a] der zugrunde liegenden Wahrscheinlichkeitsdichte pla] konvergieren.
% fast sicher gegen In p;[a]. Selbiges gilt fiir die endliche
Summe dieser Ausdriicke. Wendet man schlieSlich den Schétzer auf die Wahrscheinlich-
keitsdichte p[a] an, so ergibt sich a, womit

Damit konvergiert auch In

Nbinsfl

3 { hi +1 .
S A— In (27 + 1 — Niins)
A (Nszns o 1) ; Msample "

fast sicher gegen a konvergiert und damit die starke Konsistenz des Schiétzers gezeigt ist.
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Anhang C

Asphérizitat im 3D Crossed
Dumbbells Modell

In Abschnitt 5.4 wurde das dreidimensionale Crossed Dumbbells Modell eingefiihrt. Die
Berechnung der Verteilungsfunktion P(d) fiir den Anisotropieparameter d in diesem Mo-
dell soll an dieser Stelle nachgereicht werden. Der Wert P(dp) gibt die Wahrscheinlich-
keit an, einen Wert d < dp zu finden. Aus Symmetriegriinden wird lediglich der Fall
0 < ay < ag < as untersucht.

Sei zunéchst der Fall ag — as > ag — a1 betrachtet. Dies bedeutet

as Z 2a2 — a1 Z as. (Cl)

Weiterhin ist der Integrationsbereich durch
Qa7 — a1 —
_ as al as S
2a3 + a1 + as

und damit
4y < LHdo
5= 2(1—dy)
beschriankt. Da die Ungleichungen (C.1) und (C.2) gleichzeitig erfiillt sein miissen, ergibt
sich

(a1 + az) (C.2)

3 — bdy
> . C.3
a2_a1_3_d0a2 (C.3)
Dies ist jedoch nur fiir d < 0 moglich.
Fiir den umgekehrten Fall ag — as < as — a1 ergibt sich
0<ar <2a9 —a3z <as (04)
und
as < 2a2. (05)
Weiterhin ist 5
_ 41 — a2 —as < do
2a1 + a2 + ag
und dquivalent
14do
< e C.6
so dafl die obere Integrationsgrenze fiir a; von d abhéngt. Soll die Integrationsgrenze

durch (C.4) gegeben sein, so folgt as < %ag, was a3 < ag fiir positive dy widerspricht.
In diesem Fall ist der Integrationsbereich fiir beliebige positive as durch

as <az<2a; und 0<aj; <2a;—as (C.7)
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beschriankt. Fiir 0 < dy < 0 ergibt sich hingegen

3—5d, 1+d,
ag < a3 < Fytap und 0<a;p < ﬁ(@ + a3)
oder . (C.8)
mag§a <2ay und 0<a; <2as—asg
3—dp 3

Nach Bestimmung der Integrationsgrenzen fiir beliebige a1, as, az mit 0 < a1 < as < ag
kann nun die Verteilungsfunktion P(d) ermittelt werden. Fiir d > 0 ergibt sich unter Ver-
wendung von (C.3) und (C.7)

P(d) = 130/ day q(az) x
a2=0

ag ﬁ(al +a2)
day q(a1) daz q(a3)
a 375da2 az=2a1—ai

1=73=4

4-J£202 da3q<a3>j£2a2_a3da1q<a1>} (C.9)

3=az 1=0

mit der Normierungskonstanten

o =6 (/OOO daq(a)) - (C.10)

Wenn man annimmt, daf3 d klein ist im Vergleich zur Halbwertsbreite A der Wahrschein-
lichkeitsdichte ¢, so ergibt sich fiir die Ableitung der Verteilungsfunktion P(d), das heif3t
der Wahrscheinlichkeitsdichte von d

- 8d(3 — 2d)
d) = P'(d) = poAg*(1 : C.11
Im zweiten Fall mit d < 0 erhélt man geméfl (C.8)
PE@) = b0 [ dargfa) %
az2=0
354 g 2(11;_'3)(@2 +as3)
/ das q(as) / day q(ay)
az=a2 a1=0
2a2 2a2—a3
+/ das q(ag)/ day q(ay) (C.12)
(13:%(12 a1=0
und mit derselben Approximation wie oben
- —8d(3 — 2d
p(d) = P'(d) = porg*(1) ( ) (C.13)

B-dP1—dp
Offensichtlich lassen sich beide Fille mit einem gemeinsamen Ausdruck beschreiben

|d] (3 — 2d)
(3 -d)?(1 —d)?

p(d) = P'(d) = 8porq’ (1) (C.14)

bzw. mit pg = 8poA¢3(1) durch

|d| (3 — 2d)

p(d) ~ po B2 _dF (C.15)




Anhang D

Asphérizitat ellipsoidaler
Vesikelformen

In Abschnitt 5.6 wurde angenommen, daf sich fiir hinreichend grofie Biegesteifigkeiten
und moderate Asphirizititen d die Vesikeloberfliche durch Ortsvektoren

(1+ aq)cos¢sinf
r(0,6) =Ro | (1+az)sin¢gsind (D.1)
(14 as)cosf
mit den {iblichen Kugelkoordinaten 6 und ¢, 0 < 6 < 7, 0 < ¢ < 27, sowie betragsméfig
kleinen Parametern a;, i = 1,2, 3, beschreiben 148t. Ist g(,¢) die Determinante des Me-
triktensors, so ergibt eine Entwicklung von /g bis zum quadratischen Glied folgende Aus-
driicke fiir Oberfliche und Biegeenergie:

A®) 1

A—o = 1+ G (2a1 + 2a9 + 2a3 + a% + a% + a% + 4aia9 + 4ajas + 4a2a3) (D.2)
1287k

ES) = 8mk + 15 (af + a5 + a3 — a1az — araz — aza) . (D.3)

Da nur Deformationen zugelassen sein sollen, bei denen die Oberfliche A konstant A
ist, ergibt sich eine Hyperfliche im durch die a; aufgespannten dreidimensionalen Raum.
Hierbei handelt es sich um ein zweischaliges Rotationshyperboloid mit der Rotationsachse

n= % (1,1,1) und dem Mittelpunkt r, = —@. Durch die affine Transformation
0 S
by V2 V2 al
b2 = % % —% . a9 — T (D4)
b 1 1 1 as
V3 V3 VB

werden die obengenannten Ausdriicke fiir die Oberfliche und die Biegeenergie in Summen
von Quadraten der neuen Variablen b, by und by iiberfiihrt

A®) 1/ 3

— = 14— (—=+5b®— (b + b2 D.

mn +15< £+ 5 (1+2)> (D.5)
4

EY = 8 <1+5(b%+b§)>. (D.6)

Die neuen Variablen by und by konnen folglich als unabhéngige Freiheitsgrade aufgefafit
werden, und b ist so zu wihlen, daB stets A®) = Aq gilt. Aus Symmetriegriinden sollen b,

und by im folgenden mit Hilfe von Polarkoordinaten dargestellt werden
b \ cos ¢
(B) (). o

108



109

Auswertung der Zustandssumme

Zur Berechnung der Asphérizitit d sind die Eigenwerte e; des Trégheitstensors des Vesi-
kelinneren zu berechnen. Diese haben unter den gemachten Annahmen folgendes Aussehen

er = afanazas) ((1+a2)”+(1+a)?) (D.8)
ea = afa,as,as) <(1 +a)’+ (14 a3)2> (D.9)
es = afa,az,as) <(1 +a))?+(1+ a2)2> , (D.10)

wobei « eine Funktion ist, die nur von a1, as und as abhéngt. Im resultierenden Ausdruck
fiir die Asphérizitat fallt « jedoch heraus. Die Asphérizitidten sind in Abbildung D.1 ver-
anschaulicht.

27/3 27/3
/2 n/2
3 \ 3
N e/ a=0 n/
=-0.01
=-0.02
=-0.03
x/6 /6
=0.01
=0.02
=0.03
0 0

0 0.005 0.01 0015 0.02 0.025 0.03

Abbildung D.1: Die Asphérizitéit d als Funktion von r und ¢. Die Funktion besitzt eine
Periode 2 57 beziiglich 9.

Ohne Beschrankung der Allgemeinheit sei e — e3] < |e; — ¢;] fiir alle ¢ # j angenom-
men. Fiir kleine Werte von r und negative Asphérizitéiten d ist dies im Intervall

57r 1
_ 2\/_ w < 6 — ﬁr (Dll)

der Fall und fiir positive Asphérizitidten d im Intervall

s 1 T 1
—— = —=r <Y< -+ ——=n D.12
6 26 V=g 26 (b12)
Innerhalb dieser Intervalle liefert die Taylor-Entwicklung der Asphérizitét
3 r2 3
d= grcosq/)—z—i—O(r). (D.13)

Da bereits das quadratische Glied sehr klein ist, werden an dieser Stelle das zweite und
alle weiteren Glieder der Taylor-Entwicklung vernachléssigt. Mit dem Ergebnis der linearen

Approximation
3
d= \/;r cos (D.14)
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an den Intervallgrenzen (D.12) und (D.14) kann dort der Term 25/6 durch Ay =~ %

ersetzt werden. Dies liefert eine einheitliche Formel fiir die eingeschréinkte Zustandssumme

Z(d) = //db1 dbs exp (—32?”% (v? +b§)> 5 (d' (b1, by) — d) (D.15)
= /dr/dwrexp <_32?7r%702> 0 (d,(bl,bz) - d) (D.16)
~ 3 / iJriioor(w)exp (—32?”%702(@ V1 +7/()2dy (D.17)

fiir positive und negative Asphérizititen d. Der Faktor drei in der letzten Gleichung resul-
tiert aus der speziellen Auswahl der Eigenwerte des Trigheitstensors. Diese bewirkt eine
Periode %7? beziiglich 1 in der Funktion d(r,1)).



Anhang E

Approximation der Vesikelform
durch ein Rotationsellipsoid

Fiir moderate (und nicht zu kleine) Deformationen einer Vesikel mit freiem Volumen sei
angenommen, dafl ihre Form durch ein Rotationsellipsoid mit Hauptachsenléngen a, pa-
rallel zur Rotationsachse, und b, senkrecht zu dieser, beschrieben werden kann. Setzt man

b
)=\ g (E1)

r = 2, 80 ist
a

wobei d die in Gleichung (5.2) definierte Asphérizitidt der Vesikel ist. Ist weiterhin die

Vesikeloberflache konstant A = Ag, so gilt

@ _ \/Marcsin \/?—ﬁ(d—l) #‘ld ur 75 (E 2)
Ry |
1 sonst

und fiir die Biegeenergie

V2(1+4d) arcsin 4/ 2%
14 41-d 14+d .
7m<3 + 3174 T Ja=) fiir d # 0

Ee(d) = (E.3)
8TK sonst.
Letzterer Ausdruck 148t sich durch das quadratische Taylor-Polynom
E.(d) = 8k (1 + %f) (E.4)

nahern.
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Anhang F

Entwicklungskoeftizient ug ¢ fiir
die Vesikelform

Sei im folgenden angenommen, daf} sich die Vesikeloberflache durch ein Ellipsoid mit Halb-
achsenldngen A;, i = 1,2, 3, approximieren 1i3t. Der Tragheitstensor Z des Vesikelinneren
hat dann in diagonalisierter Form folgendes Aussehen

v [ A3+ A3 0 0
=+ 0 A3 + A2 0 : (F.1)
0 0 A% + A3

Setzt man das gemessene Vesikelvolumen gleich 4?”141142143, so lassen sich die Halbachsen-
léingen berechnen. Diese werden nachfolgend normiert, so dafl V = %AlAzAg = %71' gilt.
Die Oberfléche der Vesikel mit normiertem Volumen 18t sich dann durch die Gleichung

4= 0 0
1
rt, | 0 AL% 0 | .rg=1 (F.2)
0 0 %g

mit Ortsvektoren rp im Hauptachsensystem beschreiben. Diese gehen durch orthogonale
Transformation O = (a,, ) in die Koordinaten 7 des Beobachtersystems mit Ursprung am
Schwerpunkt des Vesikelvolumens {iber

O~I‘H:’f‘. (F?))

Mit der Einfiihrung der iiblichen Winkelkoordinaten 6 und ¢ fiir Raumwinkel und

cos ¢sin 6
r=7(0,0) | singsinf (F.4)
cos 6
ergibt sich
1

cos gsind A7 0 0 cos ¢ sin

70,9) = sin ¢sin 6 ox 0 ALg 0 -0t - | singsinf (F.5)
cos ¢ 0 0 4 cos
3
~ 1+ Z {(Ai — 1) (ag; cos 0 + (a1, cos ¢ + ag; sin @) sin 9)2} . (F.6)
i=1
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Das Skalarprodukt von 7 — 1 mit Y2 0(0, ¢) = %\/% (3 cos? 6 — 1) auf der Einheitssphére

27 T
U2.0 = / d¢/ df sin 6 (T’A(Q, ¢) — 1) YQ’O(H, (25) (F7)
0 0
liefert schlief3lich
2 |
U = —g\/;{Al + Ay — 2A3 + 3as; (Ag — Al) + 3azo (Ag — Ag)}, (Fg)

wobei ag; und age durch die Eigenvektoren des nichtdiagonalisierten Trigheitstensors des
Vesikelinneren bekannt sind.
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