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A Einleitung

Jeder Organismus besteht aus Zellen, die von ihrer Umgebung durch eine Zellmembran
getrennt sind. Eukaryonten, das sind alle Lebewesen mit Zellen, die einen Zellkern auf-
weisen, besitzen zuséatzlich zu der &uReren Plasmamembran auch Membranen, die Be-
reiche innerhalb der Zelle umschlieen, wie den Zellkern oder die Organellen. Mit der
Abgrenzung von Volumina von ihrer Umgebung entsteht auch die Notwendigkeit, fir
bestimmte Stoffe Transportwege durch die Biomembranen zu er6ffnen. Insbesondere fir
lonen wie H*, Na*, K*, Ca?" und CI', die wichtige Funktionen in der Zelle erfiillen, stellen
Biomembranen eine effektive Diffusionsbarriere dar. Verschiedene membrangebundene
EiweiBmolekile ermdglichen selektiven lonenaustausch durch die Membran. Die grol3e
biologische Bedeutung des Transmembrantransportes kann man daran erkennen, dass
ca. 30% der Proteine, die im Genom einer tierischen Zelle kodiert sind, Membranpro-
teine sind, wobei durchschnittlich 15-30% aller Membranproteine Transportproteine sind.
Viele Stoffwechselvorgénge sind unmittelbar vom Transmembrantransport von lonen
abhéangig. An Zellmembranen werden beispielsweise Konzentrationsdifferenzen von
lonen auf beiden Seiten der Membranen aufgebaut, die einen Energiespeicher darstel-
len. Die so gespeicherte Energie wird flr verschiedene wichtige Prozesse in der Zelle
gebraucht, wie zum Beispiel fiir verschiedene Transportprozesse, zur Ubertragung von
elektrischen Signalen in elektrisch erregbaren Zellen wie Nerven- und Muskelzellen oder
zur Bildung des in der Zelle bendtigten ATP [ Adam 2003; Alberts 2002 ].

Einen wesentlichen Anteil am lonentransport durch die biologische Membran haben
lonenkanéle. Diese Proteine bilden durch die Membran reichende Poren, die nur fur
bestimmte lonen, z.B. K*-lonen, und Wasser durchlassig sind [Alberts 2002; Hille
1992 ]. Angesichts der groRen physiologischen Bedeutung der lonenkanéle ist es nicht
verwunderlich, dass etliche Erkrankungen mit der Fehlfunktion dieser Eiweise verbun-
den sind. Deshalb ist das Verstandnis von Aufbau und Funktion von lonenkanalen von
groRem medizinischem Interesse [ Lehmann-Horn 1999; Hiibner 2002 ].

Nervenzellen nutzen lonenkandle im Prozess der nervésen Reizleitung in hohem Aus-
mal} [ Alberts 2002; Hille 1992 ]. Schon in den 50er Jahren finden A. L. Hodgkin und R.
D. Keynes bei Experimenten am Riesenaxon des Tintenfischs Sepia Officinalis, dass die
gerichteten Flisse von K*-lonen durch die auRere Membran des Nerven vom ZellauRen-
raum in die Zelle hinein und umgekehrt vom Zellinneren nach auf3en nicht unabhéangig

voneinander sind. Sie entwickeln ein erstes Modell zur Erklarung der Beobachtungen



und definieren einen Flussverhaltnisexponenten, dessen Abweichung vom Wert 1 ein
Malf fir die wechselseitige Beeinflussung der lonenwanderung durch die Membran dar-
stellt. Zur Erklarung des Wertes 2,5 des von ihnen bestimmten Flussverhéltnisexponten
entwickeln sie die ldee, dass die Kaliumionen durch die Zellmembran des Axons nur
hintereinander in einer Reihe, sozusagen im ,Gansemarsch®, wandern kdnnen, zum
Beispiel entlang einer Reihe von hintereinanderliegenden Bindungsplatzen oder durch
Kanale, die einen solch kleinen Innendurchmesser aufweisen, dass die lonen nicht an-
einander vorbei, sondern nur hintereinander durch die Pore wandern kénnen. Die einmal
eingenommene Reihenfolge der lonen kann nicht mehr verandert werden [ Hodgkin
1955 ]. Dieser Diffusionsmechanismus wird als Single-File Diffusion bezeichnet.
Grundlegende Arbeiten zum theoretischen Verstandnis der Single-File Diffusion werden
zunachst von K. Heckmann [ Heckmann 1965, 1965a, 1968, 1970, 1972 ] und weiter
von B. W. Urban, S. B. Hladky, J. Sandblom, G. Eisenman, B. Hille, W. Schwarz, S. K.
Aityan, Y. A. Chizmadjev und H.-H. Kohler durchgefiihrt [ Urban 1978, 1979; Sandblom
1983; Eisenman 1978, 1983, 1983a, 1984; Haegglund 1984; Hille 1978; Aityan 1977,
1985; Chizmadjev 1973, 1973a, 1974, 1977; Kohler 1977, 1979, 1980, 1980a, 1980d,
1983 ].

Mit Hilfe des kinetischen Modells der Single-File Diffusion kénnen grundlegende Eigen-
schaften vieler lonenkandle qualitativ und teilweise quantitativ beschrieben werden
[ Hille 1978; Urban 1980; Kohler 1977 ]. Wahrend anfangs unklar ist, ob das Modell der
Single-File Diffusion die Verhdltnisse bei der lonenwanderung durch verschiedene
lonenkanale im Prinzip richtig wiedergibt und andere Mechanismen wie gekoppelter
Carriertransport [ Horowicz 1968 | vorgeschlagen werden, ist inzwischen auf vielfaltige
Weise experimentell erwiesen, dass tatsachlich viele lonenkanéle, neben Kaliumkanalen
auch Natrium-, Calcium- und Chlorid-Kanale, sowohl strukturelle Merkmale als auch
Transporteigenschaften der Single-File Diffusion aufweisen [ Lauger 1985; Sather 2003;
Linsdell 1997; Ismailov 1997; DeFelice 2001; Kiss 1998; llan 2001; Roux 1995]. Ein
jungstes und prominentes Beispiel ist der KcsA-Kaliumionenkanal des Bakteriums
Streptomyces Lividans, eines Prokaryonten. Der KcsA-Kanal ahnelt in seiner Poren-
struktur sehr stark der von Kaliumkanalen von Eukaryonten, weshalb er ein Prototyp fur
Kaliumkanale darstellt. Fur dessen vollstandige Strukturaufklarung mit Hilfe der Ront-
genstrukturanalyse wird im Jahr 2003 der Chemienobelpreis an Roderick MacKinnon
verliehen [ Doyle 1998; Miller 2001; Nimigean 2002; Chung 2002 ].

Den zweiten Chemienobelpreis des Jahres 2003 erhalt Peter Agre fiir die erstmalige

Identifizierung eines Membranproteins, nach seiner Funktion als Aquaporin-1 bezeich-



net, das die lange vermutete Existenz spezieller Wassertransportwege durch die Bio-
membran bestatigt. Aquaporin-1 gehort zur biologisch bedeutenden und grof3en Protein-
familie der Aquaporine. Die von diesen Eiweisen gebildeten transmembranen Poren sind
fur den selektiven Transport kleiner nichtionischer Molekile durch die Biomembran ver-
antwortlich. Fir lonen, einschlieRlich H* - und OH" -lonen, sind sie undurchlassig. Aqua-
porine teilen sich in zwei Untergruppen: Aquaporine im engeren Sinne, die ausschliel3-
lich fir Wasser durchlassig sind - hierzu gehoért Aquaporin-1 - und Aquaglyceroporine,
durch die nur Wasser, Gycerin und andere kleine Molekile hindurchtreten kénnen [ Agre
1998; Schmidt-Nielsen 1995; Whittembury 1997; Fu D. 2000; Berezhkovskii 2002;
Chakrabarti 2004 ]. Der Wassertransport durch Aquaporine findet tGber einen Single-File
Mechanismus statt [ Schmidt-Nielsen 1995; Whittembury 1997; Berezhkovskii 2002; Fu
D. 2000; Jensen 2003; Chakrabarti 2004 ]. Fur das Aquagyceroporin GlpF (Escherichia
coli glycerol facilitator), das fir Wasser, Glycerin und verschiedene Alditole (lineare
Polyalkohole) permeable Poren bildet, ist Single-File Transport von Wasser und Gycerin
nachgewiesen [ Fu D. 2000; Jensen 2003; Chakrabarti 2004 ].

Auch in Bereichen aul3erhalb der Biologie findet man Single-File Diffusion. So zeigen
Zeolithe und verschiedene Nanotubes Single-File Eigenschaften [ Jobic 1997; Kaerger
1998; Hahn 1999; Chou 1999; Berezhkovskii 2002 ].

Im Bereich der Sensorik erfahren lonenkanéle zunehmend technische Anwendung [ Luo
1999; Cornell 1999; Sugawara 2002 ]. Auch in der Batterieentwicklung werden die
Eigenschaften von Single-File lonenkanalen genutzt [ Kallidukil 2001 ].

Ein starker Hinweis auf Single-File Diffusion ist ein Flussverhaltnisexponent groRer als
eins. Daher wird die experimentelle Bestimmung des Flussverhaltnisexponenten fir ver-
schiedene lonen unter verschiedenen Bedingungen eingesetzt, um die Transport-
mechanismen von Proteinen aufzuklaren, aber auch, um grundlegende Eigenschaften
des Single-File Diffusionsmechanismus zu untersuchen.

Letztes Ziel verfolgend, untersuchen L. V. Schagina et al. den Flussverhéltnisexponen-
ten an Gramicidin-A, einem einfach gebauten bakteriellen Eiweil3, das in biologischen
und synthetischen Lipidmembranen kationenspezifische Single-File-lonenkanéle bildet.
Wegen seines einfachen Baus, seiner leichten Verfligbarkeit und seiner bei vielen lonen-
kanalen aufzufindenden Transporteigenschaften dient Gramicidin-A als Modellsystem ftr
die experimentelle und theoretische Untersuchung der Eigenschaften von Single-File-
lonenkandlen [ Burkhart 1999; Wallace 1988; Hinton 1999 ].

L. V. Schagina et al. finden bei Tracerflussmessungen an Gramicidin-A in Gegenwart

wassriger Salzlésungen zweier Alkaliionen in Mischung, dass die Flussverhéltnis-



exponenten der Kationen gleich sind und zwischen jenen liegen, die man fir die Lésun-
gen der lonen findet, in denen diese nicht in Mischung, sondern einzeln vorliegen [ Lev
1988; Blasko 1988 ].

Der Versuch einer auf dem kinetischen Modell von Heckmann basierenden analytischen
Beschreibung dieses Befundes gelingt S. K. Aityan et al. nur teilweise. Zwar kann die
Gleichheit der Flussverhaltnisexponenten reproduziert werden, jedoch nicht deren Lage
zwischen den Flussverhaltnisexponenten der einzeln vorliegenden lonen [ Aityan 1991 ].
Von L. V. Schagina et al. experimentell bestimmte Einzelkanal-Leitfahigkeitsverteilungen
von Gramicidin-A in Gegenwart von NaCl und RbCl, wobei die Salze sowohl einzeln als
auch gemeinsam in wassriger Ldésung vorliegen, werden von S. K. Aityan et al. als Hin-
weis darauf interpretiert, dass Gramicidin-A in Gegenwart zweier durchtrittsfahiger Kat-
ionen in Abhangigkeit von deren Konzentrationen in zwei ineinander tibergehenden Kon-
formationen unterschiedlicher lonenleitfahigkeit vorliegt [ Schagina 1988a; Aityan
1991a]. Mit dieser zusatzlichen Annahme gelingt es S. K. Aityan et al., die experi-
mentellen Flussverhéltnisexponenten in quantitativ befriedigender Weise wiederzugeben
[ Aityan 1991a ]. In der erstgenannten Beschreibung von S. K. Aityan et al., dem Modell
eines lonenkanals konstanter Konformation, werden einschrankende Annahmen ge-
macht. Daher ist die von S. K. Aityan et al. getroffene Schlussfolgerung, dass dieses
Modell zur Beschreibung der von L. V. Schagina et al. gemessenen Flussverhaltnis-
exponenten nicht geeignet ist und die Erweiterung des Modells durch die Annahme
zweier ionenabhéngiger Konformationen notwendig ist, kritisch zu betrachten. Aus die-
sem Grund wird in der vorliegenden Arbeit das erstgenannte Modell, nun unter Wegfall
einschrankender Annahmen, hinsichtlich der experimentellen Ergebnisse von L. V.

Schagina et al. untersucht.



B Aufbau und Transporteigenschaften von

Biomembranen

Die Basisstruktur von Biomembranen besteht aus einer dreidimensional geschlossenen
Lipiddoppelschicht. Unter Lipiden versteht man molekulare Bestandteile in biologischen
Zellen, die wasserunldslich, aber in organischen Losungsmitteln 16slich sind. Dazu geho-
ren Fettsduren, Triacylglycerole (Triglyceride), Polyisoprenoide, Steroide - wie zum Bei-
spiel das Cholesterin - Glycolipide und Phospholipide. Glycolipide und Phospholipide
sind amphiphile Molekule, aufgebaut aus einem hydrophilen Molekiilteil, dem sog. Kopf,
und einem daran gebundenen lipophilen langgestreckten Molekdilteil, dem sog.
Schwanz. Sie bilden in wassrigem Milieu im Allgemeinen dreidimensional geschlossene,
ca. 4-5nm dicke Lipiddoppelschichten, in denen die Lipidmolekile ihren hydrophoben
Teil der wassrigen Phase ab- und ihren hydrophilen Kopf der wassrigen Phase zuwen-
den. Diese Lipidmembranen schlieBen sich bei Verletzung bzw. Offnung der Doppel-
schicht von selbst wieder. Unter physiologischen Bedingungen sind die Doppelschichten
flissig, mit einer Viskositat vergleichbar mit der von Olivendl. Sie stellen fir andere Mo-
leklle ein zweidimensional angeordnetes Losungsmittel dar, wie zum Beispiel fir das
ebenfalls amphotere Cholesterin oder fir Proteine, die sogenannten Membranproteine
(Abbildung B-1). In der flissigen Lipiddoppelschicht bewegen sich die darin enthaltenen
Molekule im Wesentlichen parallel zur Membran, bezeichnet als laterale Diffusion, neben
molekularen Rotationsbewegungen um eine Achse senkrecht zur Membran, genannt
Rotationsdiffusion. Der laterale Diffusionskoeffizient fur Lipide liegt in der Grof3enord-
nung von 10® cm?s™. Der Wechsel eines Lipidmolekiils innerhalb der Membran von
einer Lipidschicht zur gegenuberliegenden, transversale Diffusion oder auch Flip-Flop
genannt, ist kinetisch gehemmt und findet pro Molekul nur einmal in einem Zeitraum von
mehreren Stunden bis Uber einen Monat statt. Membranproteine sind an die Membran
angelagert oder in diese eingebettet und in verschiedener Weise, jedoch im Wesent-
lichen Uber hydrophobe Wechselwirkungen mit der Membran verbunden. Biologische
Membranen enthalten in Abhangigkeit von ihrer Funktion verschiedene Anteile von
Lipidmolekilen und Proteinen. Zum Beispiel sind bei der Mehrzahl tierischer Plasma-
membranen, das ist die aul3ere Zellmembran, ca. 50% der Masse Lipide. Wegen der viel
kleineren Masse eines Lipidmolekils im Vergleich zur Masse eines Proteins kommen in
diesem Falle ca. 50 Lipidmolekile auf ein Proteinmolekul. Bei der elektrisch isolierenden

Myelinmembran von Nervenaxonen liegt der Massenanteil der Lipide bei ca. 75%. Bei



verschiedenen Membranen im Innern einer Zelle, wie z.B. den inneren Membranen von
Mitochondrien oder Chloroplasten, betragt der Massenanteil der Lipide nur ca. 25%. Die
Lipide in Zellmembranen sind Uberwiegend Diacyl-Phospholipide. Weitere haufig vor-
kommende Membranlipide sind Diacyl-Glycolipide und das Cholesterin. Tierische Bio-
membranen enthalten Phospho- und Glycolipide, deren Fettsauren charakteristischer-
weise aus unverzweigten, gesattigten und ungesattigten Kohlenstoffketten mit einer ge-
radzahligen Anzahl von 14 bis 24, meist jedoch 16 und 18 Kohlenstoffatomen bestehen
[ Alberts 2002; Stryer 1985 ].

Abbildung B-1

Schematischer Aufbau einer Plasmamembran nach Singer und Nicholson
(1972) [ Adam 2003 ]. Eingezeichnet sind integrale Membranproteine, die in die
Lipiddoppelschicht eingebettet sind.

Aufgrund ihres lipophilen Charakters sind die Lipiddoppelschichten der Biomembranen
fur lonen praktisch impermeabel [ Lauger 1985; Adam 2003 ]. Beim Wechsel eines lons
von der Elektrolytbulkphase mit der hohen Dielektrizitdtszahl des Wassers (¢~ 80) in die
hydrophobe Lipidmembran geringer Dielektrizitatszahl (e~2) muss gegen elektrostati-
sche Krafte Arbeit geleistet werden. Zudem besitzen die amphoteren Lipidmolekdle in
oder nahe den Membranoberflachen ionische und/oder polare Bereiche (z. B. Phoshati-
dylcholine:  Estergruppen, Phosphor-Sauerstoff-Bindungen, Kohlenstoff-Stickstoff-
Bindungen, Ladungen der Phosphat- und Cholingruppe), die zur Bildung elektrischer
Doppelschichten und zur Ausrichtung der Wassermolekiile an den Membranoberflachen

beitragen. Daraus resultiert ein zusatzlicher Anteil zum elektrischen Feld, das ein durch



eine Biomembran permeierendes lon durchlaufen muss [ Flewelling 1986; Jordan 1983,
1984, 1989; Shinoda 1998; Bursing 2001; Clarke 2001; Adam 2003; Duffin 2003 ]. Die
wichtigsten energetischen Anteile, die den Durchtritt eines lons wie Na* durch eine
Lipidmembran bestimmen, sind die Born-Energie, die aus Bildkraften (Image Forces)
und die aus dem Oberflachen-Dipolpotential resultierenden Energien [ Flewelling 1986;
Macey 1997; Schamberger 2002 ]. Befindet sich auf bzw. in der Membranoberflache
Ladung (viele biologische Membranen tragen aufgrund ihres Gehaltes an Phosphatidyl-
serin negative Oberflachenladungen [ Alberts 2002 ]), so kommt noch das daraus resul-
tierende Oberflachenpotential hinzu. Born- und Bildenergie nehmen sowohl fur Kationen
als auch Anionen bis zur Membranmitte stark zu. Das durch das Oberflachen-
Dipolpotential erzeugte elektrische Potential steigt bei Lipiddoppelschichten aus Phos-
phatidylcholinen und -Ethanolaminen von der Elektrolytldsung kommend in Richtung
Membranmitte im Bereich der Kopfgruppen an (was wegen der kurzen Distanz, inner-
halb der das Potential ansteigt, eine sehr hohe Feldstérke von ca. 10%-10° Vm™ zur Fol-
ge hat') und filhrt zu einem positiven Beitrag zum elektrischen Potential im Innern der
Membran. Dort liefert das Dipolpotential einen Anionen stabilisierenden und Kationen
destabilisierenden Anteil zur Gesamtenergie des betreffenden lons [ Flewelling 1986;
Clarke 2001; Schamberger 2002 ]. Es gibt Versuche, experimentell Absolutwerte der
Oberflachen-Dipolpotentiale verschiedener Lipiddoppelschichten (relativ. zum elektri-
schen Potential der benachbarten Elektrolytbulkphase) zu bestimmen. Die Dipol-
potentiale der gesattigten Lipide liegen typischerweise im Bereich von 220 bis 300 mV,
die der einfach ungesattigten bei 120 bis 220 mV (Fehler der Absolutwerte ca. +40%)
[ LAuger 1985; Clarke 1997, 2001; Peterson 2002; Schamberger 2002 ]. Diese an Dop-
pelschichten ermittelten Werte sind in der GroRenordnung von 100 mV kleiner als jene,
die an Einzelschichten bestimmt sind. Es gibt Hinweise dafir, dass die an Doppelschich-
ten bestimmten Dipolpotentiale mit einem systematischen Fehler behaftet sind und die
an Einzelschichten bestimmten Werte eher den tatsachlichen Verhéltnissen entsprechen
[ Clarke 2001; Schamberger 2002 ]. Das Energieprofil, das ein Kation beim Durchtritt
durch eine Lipiddoppelschicht durchlaufen muf3, ist in Abbildung B-2 schematisch darge-
stellt: Das Energiemaximum liegt im Bereich der Mittelebene zwischen den beiden Ober-
flachen der Membran. Ahnlich (jedoch mit einem niedrigeren Maximum) sieht der Verlauf

der potentiellen Energie fir ein Kation aus, das durch eine, die Lipidschicht durchragen-

! Zum Vergleich: Bei einem Membranpotential von 100 mV und einer Membrandicke von 4 nm erhalt man

eine elektrische Feldstarke von 2,5-10° vm™ .



de, mit Wasser gefiillte Pore hindurchtritt. Die Hohe des Maximums steigt stark mit der
lonenladung [ Levitt 1978; Jordan 1983, 1984, 1984a; Hladky 1984 ].

Abbildung B-2

Schematische Darstellung des Energieprofils, das ein Kation wie Na" beim
Durchtritt durch eine ungeladene Lipiddoppelschicht (durch die senkrechten
Begrenzungen gekennzeichnet) durchlauft. Einen @hnlichen Verlauf der potenti-
ellen Energie erfahrt ein Kation, das durch eine wassergefiillite Pore in der
Lipidschicht hindurchtritt [ Flewelling 1986; Levitt 1978; Jordan 1983, 1984,
1989; Adam 2003; Hladky 1984 ].

Messungen an Vesikeln aus einer Doppelschicht aus Phospholipiden (Diacyl-
phospholipide mit einfach ungesattigten Kohlenwasserstoffketten) oder aus syntheti-
schen Lipiden (Benzolsulfonate mit zwei gesattigten Kohlenwasserstoffketten) ergeben,
dass die Permeabilitéatskoeffizienten von Alkalikationen bei Kohlenwasserstoffketten mit
8 Kohlenstoffatomen bei ca. 10™° cms™, mit 16 Kohlenstoffatomen bei ca. 10" cms™
liegen. Bei noch gréReren Kettenldngen andert sich der Wert nur noch wenig [ Volkov
1997; Paula 1996; Hamilton 1990 ]. Modellrechnungen legen die Vermutung nahe, dass
der Kationentransport durch die Lipiddoppelschicht teilweise Uber spontan gebildete,
temporare hydrophile Poren stattfindet. Dabei hat man sich die Poren so vorzustellen,
dass die hydrophilen Lipidmolekulkdpfe der Innenseite der Pore zugewandt und mit min-

destens einer Schicht Hydratationswasser bedeckt sind. Anzahl und Lebensdauer der



Poren sinken stark mit zunehmender Lange der Kohlenwasserstoffketten der Lipidmole-
kile. So ist der Transportmechanismus von Alkalikationen bis zu einer Kohlenstoffket-
tenldnge von ca. 12 bis 14 Kohlenstoffatomen dominiert vom Transport eines nackten
lons durch die kurzlebigen Poren, wahrend er bei langerkettigen Lipiden von der Diffu-
sion des hydratisierten lons durch die Lipiddoppelschicht bestimmt wird. Protonen wan-
dern bis zu einer Kettenlange von ca. 16 bis 18 Kohlenstoffatomen Uberwiegend mit
Hilfe des Grotthusmechanismus durch die Poren, bei einem Permeabilitatskoeffizienten
von ca. 10° cms™ bis 10° cms™, wéahrend sie bei langerkettigen Lipiden iiberwiegend
als hydratisiertes lon bei einem Wert des Permeabilitatskoeffizienten von ca. 10* cms™
durch die Membran diffundieren. Wasser und andere neutrale Molekule diffundieren vor-
rangig direkt durch die Lipidphase, so dass die Porenbildung flr den Transport dieser
Molekile keine groRRere Bedeutung besitzt. Dabei weist Wasser einen Permeabilitats-
koeffizienten von ca. 102 cms™ auf [ Volkov 1997; Paula 1996; Hamilton 1990 ]. Simula-
tionsrechnungen bestéatigen die Moglichkeit der Diffusion eines hydratisierten Protons
durch eine Diacyl-Phospholipiddoppelschicht und auch die Existenz von Single-File-
Wasserporen ausreichender Lebensdauer (ca. 93 ps in einer Lipiddoppelschicht aus
einem gesattigten Diacylphospolipid mit Acylkettenlangen von 12 Kohlenstoffatomen),
durch die Protonen hindurchtreten kénnen. Bei der Bildung der hydrophoben Poren wird
angenommen, dass die Lipidmolekule ihre urspriingliche parallele Orientierung beibehal-
ten [ Zahn 2001, 2002 ]. Halogenanionen diffundieren bei Kohlenstoffkettenldngen von
16 bis 24 Kohlenstoffatomen als hydatisierte lonen mit einem Permeabilitdtskoeffizienten
von ca. 10° cms™ bis 107 cms™ wie die neutralen Molekiile iiberwiegend direkt durch
die Phospholipiddoppelschicht. Die Permeation durch Membranporen stellt bei den
Halogenanionen die Ausnahme dar [ Paula 1998 ].

Es gibt auch Hinweise auf Verbindungen, die den lonentransport durch eine Lipiddop-
pelschicht erleichtern, indem sie die Bildung von Poren in der Bilayerstruktur erleichtern.
Diese Molekile werden haufig auch als lonophore bezeichnet [ Hamilton 1990a ].

Ein effektiver lonentransport durch die Biomembran wird durch spezielle Transport-
proteine ermdglicht. Ihre Bedeutung kann man daran erkennen, dass durchschnittlich 15
bis 30% aller Membranproteine zu den Transportproteinen gehoren [ Alberts 2002 ]. Man
kann die Transportproteine in zwei Klassen einteilen: Carrier- und Kanalproteine. Beide
Klassen unterscheiden sich im Transportmechanismus: Carrier (auch als Permeasen
oder Transporter bezeichnet) nehmen das oder die zu transportierenden Teilchen an
einer der Membranoberflachen auf und entlassen diese auf der anderen Seite der Mem-

bran. Im aufnahmeféahigen Zustand sind Carrier flr die zu transportierenden Teilchen



immer nur von einer Seite der Membranoberflache zuganglich. Sind die Carrier Trans-
membranproteine, Eiweillmolekile, die die Membran vollstandig durchmessen, so
durchlaufen diese im Rahmen des Transportprozesses meist eine kinetisch reversible
Folge verschiedener Konformationen. Kleine Carriermolekle diffundieren innerhalb der
Membran, analog zu einer Fahre, zwischen den Membranoberflachen hin und her, wobei
die Teilchenaufnahme und -Abgabe an der Membranoberflache stattfindet. Kanalprote-
ine bilden die Lipiddoppelschicht durchdringende Poren, die in ihrem Inneren hydrophile
Eigenschaften aufweisen. Diese ermdglichen den passiven Transport meist kleiner an-
organischer lonen durch die Membran hindurch. Im Gegensatz zum Carrier sind Kanale
also in allen Transportphasen grundsatzlich von beiden Seiten der Membran her zu-
ganglich [ Lauger 1980, 1985 ]. Der Transport mittels transmembraner Carrierproteine
kann sowohl aktiv (,bergauf®) - dann werden Carrier auch als Pumpen bezeichnet - als
auch passiv (,bergab“) sein. Aktiv bedeutet, Transport in Richtung des Gradienten des
elektrochemischen Potentials der transportierten lonen, passiv Transport in entgegenge-
setzter Richtung. Die fUr den aktiven Transport notwendige Energie wird zum Beispiel
durch parallel zum Transportprozess ablaufende chemische Reaktionen geliefert. Kleine,
durch die Membran diffundierende Carriermolekile und Kanéle vermitteln im Allgemei-
nen nur passiven Transport. Der passive Transport wird oft auch als erleichterte Diffu-
sion bezeichnet. Unter bestimmten Voraussetzungen kénnen verschiedene lonenkanéle
und kleine Carriermolekile auch aktiven Transport zeigen: Hier wird der Teilchenfluss
der einen lonensorte gegen das Gefélle ihres elektrochemischen Potentials durch die
Differenz des elektrochemischen Potentials einer anderen lonensorte getrieben [ Adam
1995].

Die meisten Kanalproteine, die in der Plasmamembran von Tier- und Pflanzenzellen das
Cytosol mit dem ZellauRBeren verbinden, bilden hoch selektive, durch die Membran rei-
chende Poren, die sich 6ffnen und schlieBen kénnen. Weil diese Proteine spezifisch
anorganische lonen transportieren, werden sie lonenkandle genannt. Diese lonenkanéle
erméglichen den transmembranen passiven Transport hauptsachlich von Na*, K*, Ca®*
oder CI'. Vergleicht man die maximalen Transportraten von Carriern und lonenkanalen,
so findet man, dass durch lonenkanéle bis zu 108 lonen pro Sekunde hindurchtreten
kénnen, wéhrend die hochste von lonencarriern vermittelte Transportrate um den Faktor
10°® kleiner ist. Bislang wurden mehr als 100 Typen von lonenkanélen beschrieben.
lonenkanéle sind notwendig fur die Erregung von Muskelzellen und vermitteln die mei-
sten Formen elektrischer Signallibertragung im Nervensystem. lonenkanale kommen in

allen tierischen Zellen vor, werden aber auch in pflanzlichen Zellen und Mikroorganis-
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men gefunden. Vermutlich sind Kaliumkanéle die am meisten vorkommenden lonenka-
nale. Sie kommen in der Plasmamembran fast aller tierischer Zellen vor. In typischen
tierischen Zellen wird das Membranpotential an der Plasmamembran zum grof3ten Teil

durch passiven lonentransport erzeugt [ LAuger 1985; Alberts 2002 ].
Ein prominentes Polypeptid, das schon Uber 50 Jahre als Modell fir ionenselektive

Single-File-Kanéle dient, ist das Antibiotikum Gramicidin-A. Es liegt auch den Untersu-

chungen dieser Arbeit zugrunde und wird im folgenden Kapitel vorgestellt.
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C Der Gramicidin-A-Kanal

C.1 Das Modellsystem Gramicidin-A

Das Pentadecapeptid Gramicidin-A bildet in Lipiddoppelschichten durch Dimerisierung
lonenkanéle, die selektiv fur kleine einwertige Kationen durchlassig sind (Zum Beispiel
Alkalikationen, H*, NH,", TI", Ag™; kleine organische Kationen wie Hydrazinium-, Form-
amidinium- und Methylammonium-lonen [ Hille 1992; Busath 1988; Seoh 1993 ]. Es gibt
auch Hinweise fir den Durchtritt von Guanidiniumionen [Busath 1988b; Hemsley
1991 1).

Befinden sich auf beiden Seiten einer mit Gramicidin-A dotierten Lipiddoppelschicht aus
Glycerylmonooleat verschiedene lonenspezies, ergeben sich aus Nullstrompotential-
messungen steigende lonenpermeabilitaten in der Folge Li*<Na'<K" < Rb*<Cs"
<NH,"<<H". Dagegen ergibt sich aus Leitfahigkeitsmessungen einzelner Salze fur die
lonenleitfahigkeiten die Reihenfolge Li"<Na®<K"~NH,"<Cs"~Rb"<<H". Ahnlich wie
die Leitfahigkeiten verlaufen die lonenbeweglichkeiten dieser lonen in wassriger Lésung
[ Hladky 1984; Hille 1992 ].

Im Vergleich zu anderen in der Natur vorkommenden lonenkanélen ist der Gramidicin-A-
Kanal einfach gebaut. Wie viele physiologisch wichtige lonenkanéle zeigt er Single-File-
Transport und ideale Ladungsselektivitdt (permeabel fir kleine einwertige Kationen,
zweiwertige Kationen binden an den Kanal und blockieren diesen, Anionen werden vom
Kanal in keiner Weise gebunden, blockieren nicht den Kationentransport und kdnnen
nicht permeieren) [ Bamberg 1977; Tian 1999; Wallace 1998 ]. Daher dient Gramicidin-A
als Modellsystem zur Untersuchung der Prinzipien von Struktur und Funktion ionense-
lektiver Kanale. Auch zur Untersuchung von grundlegenden Eigenschaften von Mem-
branproteinen oder zur Klarung der Prinzipien der Protein-Lipid-Wechselwirkung werden
Gramicidin-A und dessen natlrliche oder synthetische Isomere als Modellsystem ver-
wendet [ Lundbaek 1999; Harroun 1999; Greathouse 1999; Koeppe 1996, 1999; Busath
1998; Hinton 1999 ]. Aus diesem Grunde ist Gramicidin einer der am besten untersuch-

ten lonenkandle [ Wallace 1998 ].
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C.2 Vorkommen von Gramicidin

Zur Familie der naturlich vorkommenden linearen Gramicidine gehtren im Wesentlichen
11, vermutlich 12 Pentadecapeptide, die vom Bodenbakterium Bacillus Brevis wahrend
seiner sporenbildenden Phase gebildet werden. Die relativen Anteile der vom Bakterium
produzierten Gramicidine hangen unter anderem vom Nahrungsangebot fir das Bakteri-
um ab. Der Name ,Gramicidin“ beruht auf dessen Eigenschaft, grampositive Bakterien

zu téten [ Wallace 1998; Townsley 2001; Koeppe 1985; Williams 1992; Hinton 1999 ].

C.3 Bau von Gramicidin-A

Die Hauptkomponente der Gramicidine ist das Gramicidin-A, kurz GA. Die Primarstruktur
des aus 15 Aminoséuren bestehenden Gramicidin-A ist [ Hille 1992; Hinton 1999 |:
CHO-L-Val;-Gly,-L-Alaz-D-Leu,-L-Alas-D-Valg-L-Val;-D-Valg-L-Trpg
-D-Leuso-L-Trpii-D-Leuso-L-Trpis-D-Leuys-L-Trpi1s-NHCH,CH,OH

Die beiden Isomere Gramicidin-B und Gramicidin-C besitzen an der Position 11 statt des
L-Tryptophan die Aminoséaure L-Phenylalanin bzw. L-Tyrosin. Gramicidin-D, mit dem
bisher die meisten Experimente durchgeflihrt wurden, ist die natirlich vorkommende
Mischung der Gramicidine A, B und C, die beispielsweise ungefahr 80% Gramicidin-A,
5% Gramicidin-B und 15% Gramicidin-C [ Wallace 1998; Salom 1998] oder auch 85%
Gramicidin-A, 10% Gramicidin-B und 5% Gramicidin-C [ Veatch 1974 ] enthalten kann.
Die drei Gramicidin-lsomere kommen jeweils auch in einem Konstitutionsisomeren vor,
in dem die Aminosaure L-Val; durch L-lle substituiert ist. Daneben gibt es die Gramici-
din-K-Familie, die aus den an der Ethanolaminschutzgruppe mit verschiedenen Fettsau-
ren veresterten Gramicidinen A, B, C, lle;-GA und lle;-GC besteht. Die Existenz von ver-
estertem lle;-GB ist nicht nachgewiesen [ Williams 1992 ]. Bei der Analyse einer natir-
lich vorkommenden Mischung linearer Gramicidine kann man ohne Unterscheidung zwi-
schen den Val;- und lle;-Isomeren zum Beispiel ca. 88% Gramicidin-A, 7% Gramicidin-B
und 5% Gramicidin-C finden [ Gross 1965 ]. Die in verschiedenen Untersuchungen vor-
gefundenen prozentualen Verhaltnisse innerhalb der paarweise vorkommenden Konsti-

tutionsisomere von Gramicidin-A, -B und -C sind in Tabelle C-1 angegeben. Der Anteil
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von Gramicidin-K in der Gruppe der linearen Gramicidine liegt zwischen ca. 0,5% und
4% [ Koeppe 1985; Townsley 2001; Williams 1992 ].

Daneben gibt es viele teil- oder vollsynthetische Gramicidine, wie zum Beispiel die
Gramicidine M, N und T, in denen alle vier Tryptophanmolekile durch Phenylalanin,
Naphthylalanin bzw. Tyrosin ersetzt sind [ Markham 2001; Salom 1998; Girshman
1997 ].

Als Gramicidin-S wird ein weiteres, von Bacillus Brevis gebildetes cyclisches Decapeptid
bezeichnet [ Prenner 1999 |.

Vall'GA/ ”el'GA Va.ll'GB / ”el'GB Va.ll'GC / "el'GC
60-80/40-20 89/11 94,5/5,5
Anteile in % [ Ishii 1963 ] [ Sarges 1965 ] [ Sarges 1965a ]
95-96/4-5
[ Arseniev 1985 |
Tabelle C-1

Prozentuale Zusammensetzung der jeweiligen Gramicidin-Spezies A, B bzw. C.

Auffallig ist, dass Gramicidin-A aus einer alternierenden Kette von L- und D-Amino-
sauren aufgebaut ist, wahrend natlrliche Proteine im Allgemeinen ausschliel3lich aus
L-Aminoséuren bestehen. Die Seitenketten der Aminosauren sind allesamt hydrophob
oder amphiphil und dienen der Verankerung des lonenkanals in den lipophilen inneren
Bereich der Lipiddoppelschicht durch hydrophobe Wechselwirkung. Wegen der Natur
der Seitenketten und der beiden Schutzgruppen am aminoterminalen- und am carboxyl-
terminalen Ende kann Gramicidin-A bei physiologischem pH (Durchschnittswerte bei
Saugetierzellen: intrazellular pH 7,2, extrazellular pH 7,4 [ Alberts 2002 ]) auch nicht als
geladenes Molekul oder Zwitterion vorliegen. Gramicidin-A ist als stark hydrophobes
Protein I6slich in organischen Lésungsmitteln, wéhrend es mit weniger als 10 mgl™ nur
wenig in Wasser l6slich ist [ Wallace 1998; Greathouse 1994 ].

Die alternierende Struktur von L- und D-Aminosauren ermdglicht die Bildung einer

p-Faltblattstruktur, bei der sich die Seitenketten der Aminosauren auf derselben Seite
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des fS-Faltblattes befinden, im Gegensatz zur alternierenden raumlichen Anordnung der
Seitenketten bei der gewohnlichen, ausschliellich aus L-Aminosauren gebildeten
p-Faltblattstruktur. Diese Anordnung der Seitenketten geht mit einer helikalen Struktur
Hand in Hand, mit den Torsionswinkeln und der Wasserstoffbrickenanordnung eines
p-Faltblattes, wobei die Peptidkette starker gestreckt ist als bei einer gewdhnlichen
a-Helix. Wahrend die hydrophoben Seitenketten von der Helix weg nach auf3en gerich-
tet sind, ist der Innenbereich der entstehenden Helix durch die polaren Carbonylgruppen
der Peptidkette gepragt [ Tian 1999; Burkhart 1998, 1999 ]. Wie allgemein in g-Faltblatt-
stukturen stellen Dipeptide die konstitutiven, sich wiederholenden Einheiten der ver-

schiedenen Gramicidin-Sekundarstrukturen dar [ North 1995; Hinton 1999 ].

Das strukturelle Erscheinungsbild des natirlich vorkommenden Gramicidin ist polymorph
(Im Folgenden wird die allgemeine Bezeichnung Gramicidin verwendet, wenn nicht zwi-
schen den in Gramicidin-D vorkommenden Gramicidin-Spezies unterschieden wird.). Es
kommt in zwei grundsatzlichen Konformationen vor, die beide als Sekundéarstruktur eine
S-Faltblattstruktur aufweisen:

Es sind die doppelhelikale 7 z"-Helix, die mit verschiedener Anzahl n der Aminoséaure-
seitenketten pro Helixwindung vorliegen kann und die monomere rechtsgangige A"-Helix
mit 6,3 bzw. 6,5 Seitenketten pro Windung. Der Porendurchmesser der doppelhelikalen
Struktur steigt mit wachsendem n, wahrend parallel dazu die Porenlange abnimmt. Unter
den 7z rx"-Helizes gibt es rechtsgangige und linksgéangige Spezies, mit paralleler oder
antiparalleler Anordnung der beiden AB-Faltblattstrange. Die B"-Helix ist in der Lage, ein
Dimer zu bilden, das aus zwei B"-Helizes besteht, die in ihren aminoterminalen Berei-
chen Uber Wasserstoffbriickenbindungen miteinander verknipft sind (,Kopf an Kopf*
Orientierung) (Abbildungen C-1 und C-2) [ Wallace 1998 ].

Die Mengenverhéltnisse der verschiedenen, von Gramicidin eingenommenen Strukturen
sind von den vorliegenden physikalischen und chemischen Bedingungen bestimmt, kon-
nen jedoch auch von den Praparationsbedingungen abhéngige metastabile Verteilungen
sein:

In organischen Losungsmitteln liegt das Polypeptid als eine Gleichgewichtsmischung
verschiedener doppelhelikaler zz"-Helizes und monomerer p"-Helizes vor. Die
p-Helizes stehen im Gleichgewicht mit ihrem Dimeren. Die Lage des Gleichgewichts
zwischen den verschiedenen doppelhelikalen Strukturen und der g-Helix wird von ver-
schiedenen Faktoren bestimmt, beispielsweise von der Dielektrizitatszahl des Lésungs-

mittels und von dessen Fahigkeit, Wasserstoffbriicken auszubilden, von den Konzen-
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trationsverhaltnissen, der Gegenwart von Salzen, der Temperatur usw. [ Wallace 1998;

Kovacs 1999; Arndt 2002; Duax 2002; Arseniev 1985 ]. Gramicidin existiert unter be-

stimmten Bedingungen auch als Random Coil, wie zum Beispiel in Dimethylsulf-

oxid/Aceton-L6sung [ Roux 1990 ].

Gramicidin-Kristalle liegen in Abh&ngigkeit von den Praparationsbedingungen, wie zum

Beispiel von der Wahl des Lésungsmittels, aus dem die Kristalle gewonnen werden und

der Anwesenheit von Alkali- oder Erdalkaliionen, in der einen oder anderen parallelen

oder antiparallelen doppelhelikalen 7z z"-Form vor, wobei n Werte von 5,6 , 6,4 oder 7,2

annehmen kann [ Arseniev 1985; Wallace 1998; Burkhart 1998; Kovacs 1999; Duax

2002 ].
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Ubergénge doppelhelikaler zz"-Helizes in die £°°-Helix in Lipiddoppelschichten:

Links eine antiparallele, rechts eine parallele doppelhelikale 7 z"-Helix, gehen in die

in Lipiddoppelschichten stabile 5°°-Helix (Mitte links) Uiber. Der in Klammern wieder-

gegebene Zwischenzustand ist hypothetisch. Es sind die ungefahren Positionen der

Aminoséure Tryptophan dargestellt. Die carboxylterminalen und die aminoter-

minalen Enden sind jeweils mit einem C bzw. N gekennzeichnet [ Arumugam 1996 ].
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In Lipiddoppelschichten, wie planaren Bilayern, Lipid-Multilayern, Vesikeln, Liposomen,
Biomembranen und in Mizellen, bildet Gramicidin neben Doppelhelizes die einzelstran-
gige, rechtsgangige A"-Helixstruktur, die im Gleichgewicht mit ihrem Dimeren, dem
kationenselektiven Kanal, steht (Abbildungen C-1 und C-3) [ Sawyer 1990; Salom 1998;
Wallace 1998; Olah 1991; Katsaras 1992; Ketchem 1997; Hinton 1999; Allen 2003 ].
Urry et al. haben als erste erkannt, dass der transmembrane Gramicidin-Kanal aus zwei
Gramicidin-Einzelstrangen aufgebaut ist, die als linksgangige einzelstrangige
B%3-Helizes iber Wasserstoffbriickenbindungen an den aminoterminalen Enden ,Kopf
an Kopf* miteinander verknipft sind [ Urry 1971, 1971b, 1982; Wallace 1998 ]. Inzwi-
schen ist die Vorstellung Urrys dahingehend korrigiert, dass statt einer Linksgangigkeit
eine Rechtsgangigkeit der S-Helizes von Gramicidin sowohl in Lipiddoppelschichten als
auch in SDS- und Lysolecithin-Mizellen experimentell nachgewiesen ist [ Nicholson
1989; Koeppe 1992; Arseniev 1985; Hing 1993; Ketchem 1994, 1997; Hinton 1999 ]
(Abbildungen C-1 und C-2). Die experimentellen Ergebnisse unterscheiden sich unter
anderem in der Anzahl n der Aminoséaurereste pro Helixwindung. Man findet fur n Werte
von 6,3 oder 6,5 [ Weinstein 1985; Sawyer 1990; Hinton 1996, 1999; Ketchem 1997;
Wallace 1998; Fu R. 2000; Williams 1992; Allen 2003 ]. Im Folgenden wird diese Struktur
als #%°-Helix, #-Helix, (Gramidin-) Kanal oder Pore bezeichnet, ohne zwischen den 3°°-
und S°3-helikalen Strukturen zu unterscheiden.

Der g-helikale Peptideinzelstrang wird durch 10 intramolekulare Wasserstoffbriickenbin-
dungen vom Typ einer parallelen g-Faltblattstruktur stabilisiert [ Kovacs 1999 ]. Mit Hilfe
der NMR-Spektoskopie findet man, dass beim Gramicidin-Kanal die 3°*-helikalen Mono-
mere sowohl in SDS-Mizellen als auch in Lipiddoppelschichten an ihren aminotermi-
nalen Enden tber 6 Wasserstoffbriicken miteinander verknipft sind. In diesem Bereich
bilden die Monomere miteinander eine antiparallele g-Faltblattstruktur [ Wallace 1998;
Kovacs 1999; Fu R. 2000; Arseniev 1985]. Auf Grund seiner einzelstangigen
p-helikalen Sekundarstruktur und der Dimerisierung Uber die aminoterminalen Helixbe-
reiche besitzt der Gramicidin-Kanal kein Nettodipolmoment [ Pomes 2002 ]. Die Carbo-
nylsauerstoffatome des Gramicidin-Kanals sind leicht in Richtung der Helixachse orien-
tiert und zeigen zusammen mit den Wasserstoffbriicken, Uber die sie mit den Peptid-
stickstoffatomen verbunden sind, alternierend in Richtung Kanalende und Kanalmitte
[ Ketchem 1997; Tian 1999 ]. Durch die Orientierung der Carbonylsauerstoffatome ent-

steht im Kanalinneren eine hydrophile Umgebung.
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Abbildung C-2

Skizze des £°°-helikalen Gramicidin-A-Kanals: Polypeptidriickgrat mit den ungefahren
Positionen der Aminosaure Tryptophan und das Profil des Kanals. Die carboxyltermi-
nalen und die aminoterminalen Enden sind jeweils mit einem C bzw. N gekennzeichnet
[ Cross 1999 ]. Rechts Draufsicht in den Kanal zur Verdeutlichung der ungefahren Pro-
portionen von Kanalinnen- und AuRendurchmesser [ Roux 2002 ]. Detailliertere Darstel-

lungen der rAumlichen Struktur siehe Cross (1999), Hinton (1999) und Roux (2002).

Sowohl die Tryptophan-Seitenketten als auch das Tyrosin an Position 11 in Gramicidin-C
besitzen amphiphilen Charakter, weshalb sie sich bevorzugt an der Grenzschicht Lipid-
doppelschicht-Wasser aufhalten (Abbildungen C-1 bis C-3). Sie dienen der Verankerung
des Gramicidin-Kanals an der Lipid-Wasser Grenzschicht mit Hilfe von Wasserstoffbrik-
ken und erniedrigen aufgrund ihres Dipolmoments die Energie eines Kations innerhalb
des lonenkanals [ Dorigo 1999; Hu 1995; Busath 1998; Kovacs 1999; Thompson 2001 ].
Dagegen kann die hydrophobe, unpolare Phenylalanin-Seitenkette an Position 11 des

Gramicidin-B keinen solchen Beitrag leisten [ Becker 1991; Townsley 2001 ].
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Der Gramicidin-A-Kanal besitzt eine Lange von 2,5 bis 2,6 nm und einen Innendurch-
messer von ca. 0,4 nm [ Olah 1991;North 1995; Ketchem 1997; Tian 1999; Kovacs 1999;
Hinton 1999 ] (Abbildung C-2).

In hydratisierten Dimyristoylphosphatidylcholin-Lipiddoppelschichten (DMPC) findet
man, dass die Achse des Gramicidin-A-Kanals und die Lipiddoppelschichtnormale paral-
lel zueinander sind [ Ketchem 1994; North 1995; Kovacs 1999; Hinton 1999 ]. Dem steht
der experimentelle Befund gegentber, dass in Liposomen aus Dimyristoylphosphatidyl-
cholin der Winkel zwischen Kanalachse und Lipiddoppelschichtnormale bei ca. 15° liegt
[ Nabedryk 1982 ].

Eine eindeutige Unterscheidung von doppelhelikalen gegenlber einzelstréangigen Spe-
zies ist mit Hilfe der CD-Spektroskopie moglich [ Kovacs 1999; Bano 1989, 1991; Killian
1988; Salom 1998 ]. Jedoch erlaubt der Nachweis einer S-helikalen Struktur mit Hilfe der
CD-Spektroskopie oder mittels HPLC weder eine Aussage uber die Lage des Gleich-
gewichts zwischen dem S°°-helikalen Monomeren und dessen Dimeren noch iiber die
Zuganglichkeit der jeweiligen Struktur fir kleine einwertige Kationen [ Killian 1988; Bano
1991 ].

In Lipiddoppelschichten ist die rechtsgangige #°°-Helix fiir Gramicidin-A, -B und -C im
Allgemeinen die thermodynamisch stabilste Form [Bano 1989, 1991; Killian 1988;
Salom 1998; Kovacs 1999; Fu R. 2000 ]. Fur gesattigte, einfach- und doppelt unge-
sattigte Cy4— bis C,g—Diacylphosphatidylcholine, fir Sojabohnen-Phosphatidylcholine
(eine Mischung von Phosphatidylcholinen mit einem hohen Anteil an zweifach ungesat-
tigten Acylseitenketten) und fiir Eigelb-Phosphatidylcholine (eine Mischung von Lecithi-
nen, in denen das einfach ungeséttigte Dioleolylphosphatidylcholin Gberwiegt), mit und
ohne Sterolbeimengung, findet man, dass unabhé&ngig von der Natur der Phospholipide
und der Membranzusammensetzung die B%°-helikale Struktur die thermodynamisch
weitaus stabilste Struktur ist [ Salom 1998; Girshman 1997 ].

Auch in Mizellen ist die #%°-helikale Struktur thermodynamisch stabiler als die doppel-
helikale [ Bano 1989, 1991; Townsley 2001 ].

Sowohl in Lipiddoppelschichten als auch in Mizellen liegen die strukturellen Unter-
schiede zwischen den Gramicidinen A, B und C im Wesentlichen in den Konformationen
der Seitenketten und nicht in der Konfiguration des Peptidriickgrates [ Townsley 2001;
Sawyer 1990; Hinton 1999 ].

Die thermodynamische Stabilitat von g-helikaler und doppelhelikaler Struktur ist von der
jeweiligen Gramicidin-Spezies abhangig [ Becker 1991; Salom 1998 ]. In Tabelle C-2

sind fur Gramicidin-A und -B die relativen Anteile der Doppelhelizes an der Gesamtmas-
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se des vorliegenden Gramicidins im thermodynamischen Gleichgewicht in Abh&ngigkeit
von der Temperatur angegeben. Es wird davon ausgegangen, dass Gramicidin nur als
einzelstréangige S-Helix oder in doppelhelikaler Form vorliegt. Der Dimerisierungsgrad

der S-Helizes bleibt unbericksichtigt [ Salom 1998 ].

m
T

Temperatur / [°C] GA GB

23 <0.02 0.08

45 <0.01 0.21

68 0.00 0.32

Tabelle C-2
Massenanteil x4, der doppelhelikalen Dimere dh (double stranded double helix)

an der Gramicidin-Gesamtmasse im thermodynamischen Gleichgewicht jeweils
fur Gramicidin-A (GA) und Gramicidin-B (GB) in Dioleolylphosphatidylcholin-

Vesikeln fiir verschiedene Temperaturen. Es gilt X g, = Mgy (Mgs + M) ' wobei
Mgy, die Masse aller doppelhelikalen Dimere und mgs die Masse aller einzel-
strangigen B"-helikalen Monomere (single stranded) ist, unabhangig von deren

Dimerisierungsgrad zu lonenkanalen [ Salom 1998 ].

Untersuchungen mit Gramicidin-A und verschiedenen Konstitutionsisomeren des Poly-
peptids zeigen, dass fiir die Bevorzugung der monomeren 3°%°-helikalen Struktur gegen-
Uber der doppelhelikalen in Lipiddoppelschichten insbesondere die Trpg- und Trpis-
Seitenketten von Bedeutung sind. Das Gleichgewicht zwischen Doppel- und g-Helizes
liegt fast vollstandig auf der Seite der einzelstrangigen Helizes, wenn sich an den Posi-
tionen 9, 11 und 13 die Aminosaure Tryphtophan befindet [ Salom 1998; Wallace 1998 ].
In Lipiddoppelschichten erhéht sich im thermodynamischen Gleichgewicht das molare
Verhaltnis von doppelhelikaler zu g-helikaler Struktur mit der Anzahl der durch Phenyl-

alanin substituierten Tryptophanmolekile, wobei der Einfluss der Substitution davon
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abhangig ist, welche Tryptophanmolekile substituiert sind. Eine Ausnahme bildet hier
nur das einfach Trp;s-substituierte Analog, das gegeniiber Gramicidin-A keine Verénde-
rung hinsichtlich der Stabilitat der %°-Helix zeigt [ Salom 1998; Becker 1991; Townsley
2001 ].

Experimentell findet man unter anderem mit Hilfe der Bildung von Heterodimeren, dass,
wenn von einem Trp-Phe-substituierten Gramicidin-lsomeren die B%°-helikale Struktur
eingenommen wird, die Konformation des Peptidrickgrates von Art und Anzahl der Tryp-
tophansubstitutionen nur wenig beeinflusst wird [ Salom 1998; Becker 1991; Providence
1995; Markham 2001 ]. Gramicidin-M und Gramicidin-N bilden im thermodynamischen
Gleichgewicht Uberwiegend eine doppelhelikale Struktur [ Salom 1998; Becker 1991 ],
wobei fur Gramicidin-M gezeigt werden kann, dass nur der B%°-helikale Kanal ionen-
leitend ist [ Cotten 1999; Providence 1995; Markham 2001 ].

Fur Diacylphosphatidylcholine mit zwei gleichen geséttigten Acylresten findet man expe-
rimentell, dass die S-helikale Struktur erst bei Acylkettenlangen ab 8 Kohlenstoff-Atomen
gebildet wird. Dabei nimmt mit wachsender Kettenlange der Anteil an doppelhelikalen
Strukturen ab [ Greathouse 1994 ]. Interessant ist der Vergleich der Lange eines Grami-
cidin-Kanals mit der Dicke des hydrophoben Anteils einer Lipiddoppelschicht in Abhén-
gigkeit von der Acylkettenlange der Lipidmolekile. Die Abschatzung einer gesattigten
all-trans-Acylkette von 8 Kohlenstoffatomen ergibt bei ca. 0,125 nm pro CH,-Gruppe eine
Lange der hydrophoben Alkylkette von ca. 7-0,125 nm = 0,875 nm und damit eine maxi-
male Dicke des hydrophoben Anteils einer Lipiddoppelschicht von ca. 1,75 nm. Jedoch
erst mit Acylketten aus 11 Kohlenstoffatomen erreicht die maximale Dicke des hydro-
phoben Bereiches einer Diacyllipiddoppelschicht mit ca. 2,5 nm ungeféhr die L&dnge des
Gramicidin-A-Kanals.

Leitfahigkeitsmessungen an gramicidindotierten Black-Lipid-Membranen aus einfach
ungesattigten C,-Diacylphosphatidylcholinen mit gleichen Acylketten der Lange n in
Gegenwart von 0,1 molalen HCI-Losungen ergeben fir n=18 und 20, dass das Gleich-
gewicht zwischen £°°-helikalen lonenkanalen und Doppelhelizes weit auf der Seite der
lonenkandle liegt, wahrend bei Acylketten mit 22 Kohlenstoffatomen ein gréRerer (nicht
guantifizierter) Anteil an Doppelhelizes vorliegt (CD-spektoskopische Messungen an
Vesikeln ergeben eine Verteilung von 43% an doppelhelikalen Strukuren und 57% an
B%°-Helizes [ Galbraith 1998 ].). Mit wachsender Acylkettenlédnge verschiebt sich auch
das Gleichgewicht zwischen monomerer und dimerer $°°-helikaler Struktur in Richtung
des Monomeren. Im Fall des Cx-Diacylphosphatidylcholin Gberwiegen hinsichtlich der

gemessenen H'-Leitfahigkeitscharakteristika zwei Kanaltypen: Doppelhelizes mit vier
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verschiedenen Leitfahigkeitszustanden und der B°°-helikale lonenkanal mit zwei Zu-
standen, wobei der bei kirzerkettigen Lipiden Uberwiegend vorzufindende Standard-
zustand hoéherer Leitfahigkeit immer nur aus dem neu beobachteten mit geringerer Leit-
fahigkeit hervorgeht [ Mobashery 1997 ]. Andere experimentelle Ergebnisse an Lipid-
vesikeln zeigen, dass bei Acylketten aus 12 bis 18, vermutlich bis 22 Kohlenstoffatomen
die einzelstrangige Struktur im thermodynamischen Gleichgewicht weit Gberwiegt. So-
wohl die prozentualen Anteile von einzelstréangiger und doppelstrangiger Struktur in der
Lipiddoppelschicht unmittelbar nach der Probenbereitung als auch die Kinetik der
Gleichgewichtseinstellung zwischen den Strukturen ist stark von den experimentellen
Bedingungen abhéngig [ Killian 1988; Salom 1998 ].

Die Anteile von doppelhelikalen und einzelstrangigen 4%°-helikalen Strukuren in frisch
hergestellten Lipiddoppelschichten und Mizellen werden von verschiedenen experimen-
tellen Parametern und Vorgehensweisen bestimmt. Solche Faktoren sind zum Beispiel
die Wahl des Ldsungsmittels und der Konzentrationsverhéltnisse in der Lésung, in der
Gramicidin vor seinem Einbau in eine Lipiddoppelschicht oder in Mizellen gel6st wird,
die Zusammensetzung der Lipidmembran oder der Mizellen, Grad der Sattigung und
Lange der Acylketten der Lipidmolekile, Eigenschaften der Phospholipidkopfgruppen,
Sterolanteil, Temperatur und Praparationstechnik der gramicidindotierten Lipid-
doppelschichten oder Mizellen. Mit der Zeit stellt sich die Gleichgewichtszusammenset-
zung von Doppelhelizes und einzelstrangigen 4%°-Helizes ein, in der wie oben beschrie-
ben die p°*-helikale Struktur im Allgemeinen weit (iberwiegt. Die Gleichgewichtseinstel-
lung kann jedoch einige Stunden bis einige Wochen in Anspruch nehmen oder fast
vollstandig kinetisch gehemmt sein [ Bano 1989, 1991; Salom 1998; Killian 1988;
Arumugam 1996; Lundbaek 1997; Girshman 1997 ]. Bei der Verwendung von Black-
Lipid-Membranen (aus nicht zu langkettigen Lipiden, s.0.) ist es wegen der dort verwen-
deten Konzentrationsverhéltnisse und Praparationstechnik unwahrscheinlich, dass
neben S%°-Helizes auch Doppelhelizes in nennenswerter Konzentration in der Lipid-
doppelschicht vorkommen [ Killian 1988; Sawyer 1990a; Galbraith 1998; Wallace 1998 ].
Untersuchungen von Gramicidin in Black-Lipid-Membranen werden mit Hilfe von Leitfa-
higkeitsmessungen durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass nur ionenleitfahige Gramicidin-
Spezies nachgewiesen werden kénnen. Daher kbnnen mit dieser Methode keine Infor-
mationen Uber die Existenz und den Zustand nichtleitender Spezies gewonnen werden
[ Galbraith 1998; Wallace 1998; Sawyer 1990a ].
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Abbildung C-3

In Lipiddoppelschichten steht das monomere einzelstrangige 4°°-helikale Gramicidin-
Molekil im Gleichgewicht mit seinem Dimeren, dem lonenkanal. Im Verlaufe der
Dimerisierung paf3t sich die Membran an die Dimension der hydrophoben Oberflache

des Proteins an (,hydrophobic mismatch®) [ Lundbaek 1996 ].

| O ﬂ[WL

3s 12 pS

1pA

Abbildung C-4

Natriumstrome durch den Gramicidin-A-Kanal. Skizze einer fiktiven Strom-Zeit-Kurve,
in Anlehnung an experimentelle Ergebnisse von E. Bamberg und P. Lauger (1974)
[ Hille 1992 ]: In den Experimenten dieser Autoren liegt Gramicidin-A in geringer Kon-
zentration in einer Lipiddoppelschicht aus Dioleolylphosphatidylcholin vor. Beiderseits
der Membran befinden sich 1 M NaCl-Losungen bei 25 °C. Die angelegte Spannung
betragt 90 mV. Die mittlere elektrische Kanalleitfahigkeit y betragt 12 pS. Wéahrend der
Lebensdauer eines leitfahigen Gramicidin-Kanals kénnen Natriumionen durch diesen
hindurchtreten. So entsteht ein statistisch schwankender Stromverlauf, der sich aus
Stufen nahezu konstanter Hohe zusammensetzt. Sind mehrere Kanéle gleichzeitig

offen, misst man die Summe der Einzelstrome.

Die Bildungs- und Zerfallsraten (reziproke Lebensdauer) eines fS-helikalen Gramicidin-
Dimeren hangt davon ab, wie gut die Lange des Kanals und die Dicke des hydrophoben

Bereichs der Lipiddoppelschicht Ubereinstimmen. Je gréf3er die Abweichung ist, um so
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starker muss die Membranoberflache in der Umgebung des lonenkanals gekrimmt sein,
um sie an die Dimensionen des Proteins anzupassen (Abbildung C-3). Deshalb hangen
die Reaktionsgeschwindigkeiten fir Bildung und Zerfall eines Gramicidin-Dimeren we-
sentlich von der Oberflachenspannung der Membran ab [ Mobashery 1997; Goulian
1998; Lundbaek 1997, 1999; Harroun 1999; Martinac 2002 ]. In einer Lipiddoppelschicht
liegt die durchschnittliche Lebensdauer eines 4%°-helikalen Dimeren typischerweise in
der GrofRenordnung von 1s [ Sawyer 1990a; Lundbaek 1997; Markham 2001 ]. Wéhrend
dieser Zeit ist der Gramicidin-Kanal fir lonen mit statistisch leicht schwankender Leit-
fahigkeit permeabel (Abbildung C-4) [ Sawyer 1989; Hille 1992; Mobashery 1997 ]. Es
werden jedoch auch Leitfahigkeitswechsel (in Form von elektrischem Leitungsrauschen,
,open channel conductance noise“, und bei Ubergdngen zwischen ,Standardkanal“ und
,Minis” (s.u.)) und kurze Unterbrechungen des lonenflusses (,channel flicker) wahrend
der Lebensdauer eines Dimeren beobachtet [ Busath 1988; Sawyer 1989; Heinemann
1990; Mobashery 1997; Armstrong 2002; Miloshevsky 2004 ].

Durchschnittliche Lebensdauer, Bildungs- und Zerfallskinetik und Wahrscheinlichkeiten
verschiedener Leitfahigkeitszustande des Gramicidin-Kanals sind von verschiedenen
experimentellen Faktoren abhéngig. Dies sind zum Beispiel die Zusammensetzung der
Lipiddoppelschicht (Lipidspezies, organische Lésungsmittel, Tenside), das molare Ver-
haltnis Gramicidin zu Lipid, die Spezies und Konzentration der permeierenden lonen, die
lonenstéarke der die Lipiddoppelschicht umgebenden Elektrolytldsung und die Spezies
der darin vorhandenen lonen, die Temperatur und die Membranspannung [ Ring 1988,
1988a; Sawyer 1989; Lundbaek 1996, 1997; Girshman 1997; Sandblom 2001; Zhang
1992; Markham 2001; Rokitskaya 1997 ].

Gramicidin kann in seiner g%°-helikalen Strukur einen Phaseniibergang des Lipids von
der Bilayerstruktur in die hexagonale H,-Phase hervorrufen. Dieser Prozess wird von
verschiedenen Faktoren, wie der Acylkettenlange, dem verwendeten Losungsmittel (in
dem Gramicidin bei der Probenbereitung gelést wird) und den molaren Verhdltnissen
von Gramicidin, Lipid und Wasser beeinflusst [ Killian 1985, 1985a, 1988; Tournois 1987;
Bouchard 1998 ]. Im Zusammenhang mit seiner Fahigkeit, in seiner einzelstrangigen
S%-helikalen Strukur Phaseniibergénge von lamellaren Lipidphasen in die hexagonale
H,-Phase hervorzurufen, steht auch die Eigenschaft von Gramicidin, Defekte in einer
Lipiddoppelschicht zu begiinstigen, sodass durch diese Austausch von Wasser und
lonen stattfinden kann [ Classen 1987; Tournois 1987; Greathouse 1994 ].

Die zwischenzeitlich aufgeworfene Frage, ob die ionenpermeable molekulare Einheit

aus vier oder zwei Gramicidin-Monomeren gebildet wird, ist zugunsten der urspriing-
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lichen Vorstellung des durch Dimerisierung gebildeten lonenkanals beantwortet worden
[ Hinton 1999 ].

Es wird diskutiert, ob die doppelhelikale oder die einzelstrangige #°°-helikale Struktur
den ,aktiven®, fir den transmembranen Kationentransport verantwortlichen Gramicidin-
kanal beschreibt [ Burkhart 1998, 1999; 1999a; Duax 2002; Andersen 1999; Kovacs
1999 ]. Jedoch gibt es viele Hinweise, dass die 5°°-helikale Struktur korrekt ist. Nicht nur
mit Hilfe von Circulardichroismus und NMR [ Kovacs 1999; Hing 1993 ], sondern auch
mit Hilfe von Kleinwinkel-Réntgenstreuung an Gramicidin in Lipiddoppelschichten von
Phosphatidylcholinen (Gel- und flissigkristalline Phase) [ Katsaras 1992 ] und mit Hilfe
von Roéntgenstrukturanalyse von Gramicidin-A in Lipiddoppelschichten aus Dilauroyl-
Phosphatidylcholin [ Olah 1991 ] scheint die 3°°-helikale Struktur fiir den lonenkanal
bestatigt. Fur Lipiddoppelschichten aus verschiedenen einfach und doppelt ungesattig-
ten Diacylphophatidylcholinen und unabhangig vom verwendeten Ldsungsmittel findet
man, dass die #-Helix die einzige stabile kationenleitende Struktur ist. Es gibt unter die-
sen Bedingungen keine Hinweise auf langlebige leitende Doppelhelizes [ Girshman
1997; Salom 1998; Sawyer 1990a ]. Auch in Leitfahigkeitsexperimenten mit Homo- und
Heterodimeren, die aus zwei verschiedenen Gramicidin-Konstitutionsisomeren beste-
hen, findet man Hinweise auf die S-helikale Struktur des lonenkanals [ Apell 1977;
O'Connell 1990; Becker 1991; Sham 2003 ]. Gibt man die beiden Isomere jeweils auf
nur einer Seite der Lipiddoppelschicht in die Elektrolytlésung, findet man in symmetri-
schen NaCl-Lésungen und bei gleichbleibender Richtung des Membranpotentialanstiegs
vier verschiedene Leitfahigkeitsmaxima, die so interpretiert werden kdnnen, dass diese
die beiden g-helikalen Homodimere und die beiden in ihrer Orientierung bezlglich der
Lipidoppelschichtnormalen entgegengesetzt ausgerichteten f-helikalen Heterodimere
anzeigen [ Becker 1991 ].

Dennoch gibt es auch experimentelle Hinweise auf kationenpermeable Doppelhelizes
[ Wallace 2000]. Bei gramicidindotierten Lipiddoppelschichten aus langkettigen
Cy,-Diacylphosphtidylcholinen  findet man  mittels bereits oben erwéhnter
H*-Leitfahigkeitsmessungen neben p-Helizes auch doppelhelikale protonenleitende
Kanale [ Mobashery 1997; Galbraith 1998 ].
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Andere Messungen in Gegenwart von CsCl zeigen stufenférmige Stromimpulse zeitlich
konstanter Stromstarke, deren Hohe und Dauer die lonenleitfahigkeit und die Lebens-
dauer eines leitfahigen doppelhelikalen Gramicidin-Dimeren anzeigen. Dieses Signal-
muster unterscheidet sich von dem des g-helikalen Gramicidin-Kanals durch eine stark
verminderte lonenleitfahigkeit und eine wesentlich gréRere Lebensdauer [ Wallace 1998;
Galbraith 1998 ].

Zusammenfassend wird in dieser Arbeit davon ausgegangen, dass die in Lipiddoppel-
schichten gebildeten Kanale im Wesentlichen dimere #°°-Helizes sind [ Galbraith 1998;
Chiu 1999; Fu R. 2000 ].

C.4 Transport durch den Gramicidin-A-Kanal

In den 80er Jahren bildet sich die Vorstellung heraus, dass ein durch den Gramicidin-
Kanal hindurchtretendes Kation ein zeitlich gemitteltes Energieprofil mit lokalisierbaren
Energieminima und -Maxima durchl&uft.

Daneben stitzen molekulardynamische Simulationen die Idee eines Mechanismus, bei
dem bis zu vier Carbonylgruppen des Peptidriickgrates in der Nahe des Kations unter
dessen Einfluss um ca. 20° bis 40° in das Kanalinnere ausgelenkt werden und so zu-
sammen mit zwei Wassermolekilen eine Solvatationssphare fiir das Kation darstellen.
Diese lokale Deformation des Kanals folgt der Position des permeierenden Kations. Bei
diesem Mechanismus existieren daher keine zeitlich und ortlich festen Energieminima
und -maxima fur das Kation.

Andere molekulardynamische Simulationen aus den 80er und 90er Jahren legen einen
Transportmechanismus nahe, bei dem das Kation nicht zentrisch auf der Kanalachse
durch die Pore foranschreitet, sondern etwas von der Kanalachse entfernt der helikalen
Anordnung der Carbonylsauerstoffatome des Peptidrickgrates folgt. Dabei ist das Kat-
ion im inneren Bereich des Gramicidin-Kanals in seiner primaren Solvatationssphéare von
maximal zwei Carbonylsauerstoffatomen umgeben [ North 1995; Tian 1996 ].
NMR-Messungen ergeben, dass der Gramicidin-A-Kanal ein lokal flexibler und dynami-
scher, in seiner zeitgemittelten Struktur jedoch schwer deformierbarer lonenkanal ist.
Dabei ist der Effekt von Alkalikationen auf die zeitlich gemittelte Konformation und Dy-

namik des Peptidriickgrates und damit auch der Carbonylgruppen nur klein. So liegen
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die durch ein Kation verursachten Auslenkungen der ihm benachbarten Carbonylgrup-
pen in der GréRenordnung von nur wenigen Graden anstatt der oben erwahnten 20° bis
40°. Dieser Befund in Verbindung mit gemessenen Kation-Sauerstoff Abstanden in Car-
boxylat-Modellverbindungen untersttitzt die Vorstellung, dass insbesondere die kleineren
Kationen wie Li* und Na" einer um die Kanalachse verlaufenden helikalen Trajektorie
folgen [ Tian 1996, 1999; Bechinger 1999; Roux 2002 ]. NMR-Untersuchungen an Gra-
micidin-A in hydratisierten Lipiddoppelschichten aus Dimyristoylphosphatidylcholin erge-
ben in Verbindung mit strukturellen Betrachtungen ein préazises Bild der Kationenbindung
und des Durchtritts eines Kations durch den lonenkanal [ Tian 1999 ]. Die beiden im
lonenkanal fur eine gegebene lonensorte spiegelsymmetrisch zur Kanalmitte nahe den
Poreneingangen liegenden Kationenbindungsbereiche sind durch Energieminima bei
den Leuso-Trpis-, Leuso-Trpis- und Leuys-Trpis-Carbonylsauerstoffatomen gegeben [ Olah
1991; Tian 1999; Hinton 1996; Jing 1995; Roux 1995; Allen 2004 ]. Diese Carbonyl-
sauerstoffatome befinden sich alle in der letzten Helixwindung nahe dem Poreneingang
in einem Abstand von 0,97 nm, 1,10 nm und 1,27 nm von der Kanalmitte und zeigen mit
einer kleinen Neigung zur Helixachse in Richtung der Grenzschicht zwischen Lipiddop-
pelschicht und wassriger Phase. In der Reihe der Kationen Li*, Na*, K*, Cs* wandert
deren maximale Aufenthaltswahrscheinlichkeit vom Carbonylsauerstoffatom der
Leuso-Trpy Peptidbindung fiir Li* und Na®, Gber Leuy,-Trpss fir K™ nach Leuys-Trpss fr
Cs" in Richtung Poreneingang. Die experimentell bestimmten Kationenbindungsplatze
sind daher gemittelte Positionen erhdhter Aufenthaltswahrscheinlichkeiten im Gramici-
din-Kanal. Mit Hilfe experimenteller Kationen-Bindungskonstanten ergibt sich fir die in
diesen Experimenten verwendeten 2,4 molalen Alkalichloridldsungen, dass der Gramici-
din-A-Kanal durch Li* einfach und durch die anderen Kationen zu tiber 80% doppelt be-
setzt ist [ Tian 1999; Hinton 1996; Jing 1995 ]. Die Vorstellung, dass sich der Kationen-
bindungsplatz Uber mehrere benachbarte Energieminima erstreckt, wird durch verschie-
dene molekulardynamische Simulationen qualitativ bestéatigt: So werden fir das K*-lon
im einfach besetzten Gramicidin-A-Kanal an jedem Kanalende zwei Minima unterschied-
licher Energie in einem Abstand von 1,13 nm und 0,97 nm von der Kanalmitte ermittelt
[Allen 2004 ]. Der durch die Delokalisation vergréRerte Bereich erhdhter Aufenthalts-
wahrscheinlichkeit vermindert die Abnahme der Entropie bei der Bindung eines Kations
aus der Bulkphase. Im Bindungsbereich am Kanalende ist das Kation in seiner primaren
Solvatationssphare von drei bis fiinf beweglichen Wassermolekilen und ein bis zwei
Carbonylsauerstoffatomen umgeben, wahrend es bei weiterer Permeation in den Single-

File Bereich hinein schliefflich nur noch von zwei axialen Wassermolekllen und zwei
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Carbonylsauerstoffatomen solvatisiert ist. Dieser Mechanismus der schrittweisen Entfer-
nung von Wassermolekillen aus der primaren Hydratationssphare und deren Substitu-
tion durch Carbonylsauerstoffatome in Verbindung mit dem geringen Einfluss eines Alka-
likations auf Struktur und Dynamik des Gramicidin-A-Kanals verhindert das Entstehen
hoher, in einem Schritt aufzubringender Aktivierungsenergien. Dies bedeutet erhohte
Geschwindigkeitskonstanten fur die Assoziation und Dissoziation eines Kations [ Tian
1999 ].

Kp strong / (Mol kg™) Kpweak/ (Mol kg™)
Urry i Hinton
Li* ¥ 14 32,2 0,77
Na* Y 40 36,9 4
K" Y 60 52,6 3
Rb* ? 80 55,9 ¥ 2,5
Cs* P 80 54 4
T 2 1000 900 / 506 30

Tabelle C-3

Experimentell bestimmte Bindungskonstanten von Alkali- und Thallium-
kationen an Gramicidin-A lonenkanalen in molkg™ (Molalitat).

Die ,starke® Bindungskonstante Kysiwong gilt flr den einfach besetzten, die
»Schwache" Bindungskonstante Ky weax flir den doppelt besetzten lonenkanal.

Y[ Tian 1999 ], ? [ Jing 1995 ], ¥ [ Hinton 1986 ]

In Ubereinstimmung mit diesem Mechanismus schlieBen Andersen et al. aus der Analy-
se von Strommessungen an Gramicidin-A enthaltenden Lipiddoppelschichten in Gegen-
wart von Ammonium- und Alkalimetallionen bei hohen Membranspannungen, dass die

partielle Dehydratation des in den Kanal eintretenden lons und dessen Solvatation durch
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Carbonylgruppen des Gramicidinmolekils ein schneller Prozess und fir die Permeation
eines lons duch den lonenkanal nicht geschwindigkeitsbestimmend ist [ Andersen
1996 ]. Die nur geringe Anderung von Konformation und Dynamik des Peptidriickgrates
durch Alkalikationen verhindert grof3e Bindungsenergien und damit grof3e Bindungs-
konstanten zwischen lon und Polypeptid. Gleichzeitig kbnnen die Wassermolekdle in der
primaren Solvatationssphére des Kations auf dem Bindungsplatz ihre optimale Konfigu-
ration einnehmen. Die gute Hydratation macht wiederum nur kleine Anpassungen der
Peptidrickgratkonformation notwendig und bedeutet eine im Vergleich zu Verbindungen
mit wenig flexiblen Liganden reduzierte Bindungsselektivitdt hinsichtlich des lonen-

durchmessers.

Abbildung C-5

Schematisch dargestelltes Energieprofil eines durch den Gramicidin-Kanal
hindurchtretenden Alkaliions [ Hille 1992; Tian 1999; Finkelstein 1981; Kohler
1983; Urry 1986a; Thompson 2001; Allen 2004 ].

Das hat kleinere Aktivierungsenergien fur die Dissoziation eines Kations zur Folge.
Durch die beschriebenen Verhéltnisse &3t sich die relativ zu komplexbildenden Verbin-
dungen geringe Bindungsselektivitat innerhalb der Gruppe der Alkalikationen verstand-
lich machen [ Tian 1996, 1999 ]. Als Beispiel sind in Tabelle C-3 fur einige lonen die Bin-
dungskonstanten fur den einfach und den doppelt besetzten Gramicidin-A-Kanal ange-

geben. Die Unterschiede in der Bindungsstarke der permeablen Kationen kann unter
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anderem dadurch verursacht sein, dass die Abstdnde groRer Kationen zu benachbarten
Carbonylsauerstoffatomen im Mittel geringer sind als die der kleinen Kationen [ Tian
1996 ]. In Abbildung C-5 ist das Energieprofil, das ein einzelnes Kation auf dem Weg
durch den Gramicidin-Kanal zu durchlaufen hat, schematisch dargestellt. Die von F. Tian
und T. A. Cross bestimmten drei Bereiche erhohter Aufenthaltswahrscheinlichkeit an

jedem Kanalende sind durch drei kleine Minima unterschiedlicher Energie skizziert.

Bulk+Membran

Gesamtenergie

Single-file H,0

/

GA

Abbildung C-6

Einzelbeitrage zur Gesamtwechselwirkungsenergie von K im Gramicidin-A-
Kanal (Skizze): wassrige KCI-Lésungen (Bulk) plus Lipiddoppelschicht, Grami-
cidin-A-Kanal (GA) und Wassermolekile in der Pore (Single-File H,0).

Aus molekulardynamischen Berechnungen [ Allen 2004 ].

Das hohe Energiemaximum, das bei der Diffusion eines Kations durch eine Lipiddoppel-
schicht auftritt (Abbildung B-2), wird im Gramicidin-Kanal durch stabilisierende Wechsel-
wirkungen des Kations vor allem mit den Carbonyl-Kohlenstoffatomen des Peptidriick-
grates, den Dipolen der Tryptophanseitenketten und den Dipolmomenten der im Kanal
befindlichen Wassermolekile wesentlich reduziert [ Jordan 1984; Hille 1992; Martinez
1993; Roux 1995; Allen 2004; Dorman 2004 ]. Molekulardynamische Berechnungen zei-

gen bei einer Analyse der Gesamtwechselwirkungsenergie eines Kaliumions hinsichtlich
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der Beitrdge der beiden wassrigen Kaliumchloridldsungen (Bulk) plus Lipiddoppelschicht
(aus Dimyristoylphosphatidylcholin), des Gramicidin-A-Kanals (GA) und der Wassermo-
leklle in der Pore (Single-File H,0) eine weitgehende Kompensation der hohen Energie-
barriere, die aus der Wechselwirkung des Kations mit der Bulklésung und der Membran
resultiert (Abbildung B-2), durch zwei energetische Beitrage: Die Stabilisierung des Kat-
ions erfolgt durch die Wechselwirkung mit dem Polypeptid und durch das in Single-File
Anordnung vorliegende Porenwasser. In Abbildung C-6 sind die wesentlichen Energie-
beitrége qualitativ dargestellt [ Allen 2004 ]. Wegen der energetisch glinstigen Wechsel-
wirkungen konnen kleine einfach geladene Kationen mit einer hohen Durchtrittsrate, in
der GréRenordnung von 108 lonen pro Sekunde (10 pA; entsprechend einer elektrischen
Leitfahigkeit in der GoélRenordnung von 80-100 pS), durch den Gramicidin-Kanal diffun-
dieren [ Urban 1980; Finkelstein 1981; Eisenman 1983; Hladky 1984; Lauger 1985 ]. Der
Einfluss des Oberflachen-Dipolpotentials einer Lipiddoppelschicht auf das Kation ist
durch das Protein wesentlich reduziert. Dennoch findet man bei Membranen aus ver-
schiedenen Lipiden zum Teil deutliche Unterschiede in den Bindungskonstanten und der
Permeationskinetik eines Kations, die sich vermutlich zu einem groRen Teil auf die unter-
schiedlichen Oberflachen-Dipolpotentiale zurtickfihren lassen [Jordan 1983; Kohler
1983; Busath 1998; Thompson 2001; Duffin 2003 ]. In Abhangigkeit von der theoreti-
schen Beschreibung der Permeation eines Kations durch den Gramicidin-A-Kanal erhalt
man fur die relative Hohe des Energiemaximums zwischen den Bindungsplatzbereichen
an den Porenenden verschiedene Resultate. Molekulardynamische Simulationen liefern
im Allgemeinen zu hohe innere Energiebarrieren fir den lonendurchtritt und daher zu
kleine Leitfahigkeiten [ Chung 2002; Allen 2004 ]. Mit Hilfe eines speziellen molekulardy-
namischen Ansatzes gelingt es in den in Abbildung C-6 dargestellten Berechnungen,
den experimentellen Ergebnissen nahezukommen [Allen 2004 ]. Verwendet man ein
Porenmodell mit zwei Bindungsplatzen und drei Energiebarrierren, erhalt man durch
Parameteranpassung an experimentelle Ergebnisse meist eine niedrige Aktivierungs-
energie, sodass der Platzwechsel innerhalb des Kanals im Allgemeinen viel schneller ist,
als der Teilchenaussprung aus dem einfach besetzten Kanal (Abbildung C-5) [ Finkel-
stein 1981; Kohler 1983; Urry 1986a; Thompson 2001 ].

Zweifach und hoher geladene Kationen, wie z.B. das in seinem Kristallradius mit dem
K*-lon vergleichbare Ba?*, binden reversibel an die Offnungen des Gramicidin-Kanals,
sind jedoch nicht in der Lage, durch diesen hindurchzutreten. Vielmehr blockieren sie die
Pore fur einwertige Kationen. Diese Undurchlassigkeit des Gramicidin-Kanals fur hoher

geladene Kationen beruht auf der groRen Dehydratationsenergie und der hohen elektro-
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statischen Energiebarriere im Inneren der Pore, die nicht ausreichend durch die Wech-
selwirkung mit den Carbonylsauerstoffatomen der Peptidkette und mit den Dipolmomen-
ten der Tryptophanseitenketten des Gramicidin kompensiert werden [ Tian 1999; Hladky
1984; Adam 2003; Hille 1992 ].

Experimentell findet man, dass der Gramicidin-Kanal fir Anionen nicht permeabel ist
und auch nicht durch Anionen blockiert werden kann. Zudem zeigen NMR-Experimente,
dass die Spezies eines Anions keinen Einfluss auf das NMR-Spektrum von Gramicidin
hat. Die Anionensorte scheint daher keinen Einfluss auf die Wechselwirkung eines Kat-
ions mit dem Gramicidin-Kanal zu haben. Ob Anionen innerhalb des Kanals energetisch
gunstige Wechselwirkungen erfahren, wird diskutiert. Jedoch zeigen NMR-Struktur-
untersuchungen, dass im gesamten Gramicidin-Kanal die Carbonyl-Sauerstoffatome in
geringem Ausmal} in Richtung der Helixachse ins Innere des Kanals orientiert sind, was
bedingt, dass die Wasserstoffatome der Amidgruppen etwas nach auf3en gerichtet sind.
Diese Konfiguration erleichtert die Solvatisierung von Kationen und erschwert die Solva-
tisierung von Anionen innerhalb des Gramicidin-Kanals [ Ketchem 1997; Tian 1999;
Roux 2002; Dorman 2004 ].

Die lonenleitfahigkeit des Gramicidin-Kanals bzw. das Energieprofil, das ein permeie-
rendes lon innerhalb des Gramicidin-Kanals erfahrt, wird im Wesentlichen von der Kon-
formation der Peptidkette und von den Konformationen der Tryptophanseitenketten mit
ihren Dipolmomenten bestimmt [ Tian 1999; Dorigo 1999 ].

Fluktuationen des Peptidriickgrates und der Tryptophanseitenketten liegen zeitlich in der
GroRenordnung von ca. 10ns, d.h. in der Zeitskala der Translationsbhewegungen eines
Kations zwischen zwei benachbarten, durch eine Dipeptideinheit getrennten Energie-
minima. Das bedeutet, ein lon erfahrt eine fluktuierende Struktur und ein fluktuierendes
Wechselwirkungspotential. Es existiert vermutlich eine direkte Korrelation zwischen der
Dynamik des Peptidrickgrates und der wegen des Single-File-Transportmechanismus
hoch korrelierten Bewegungen der permeierenden lonen und Wassermolekule durch die
Pore. Solche Fluktuationen und Korrelationen kdnnten helfen, die hohe Leitfahigkeit und
guten Transporteigenschaften des Gramicidin-Kanals zu erklaren [ North 1995; Bechin-
ger 1999; Hu 1995; Fischer 1981 ]. Die Interpretation von NMR-Untersuchungen an
Gramicidin-A in hydratisierten Phospholipiddoppelschichten |41t die Mdglichkeit zweier
Konformationen der Carbonylgruppe von Val;, die an einer der sechs intermolekularen
Wasserstoffbriicken zwischen den °°-helikalen Gramicidin-Monomeren beteiligt ist, zu.
Der schnelle Wechsel zwischen diesen beiden Orientierungen kénnte eine Ursache fir

die beobachteten ,channel flicker und das elektische Leitungsrauschen des offenen
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Gramicidin-Kanals (,open channel conductance noise“) sein® [ North 1995; Fu R. 2000 ].
Weiterhin findet man in molekulardynamischen Simulationen, dass die Seitenkette des
Tryptophan-Molekiils an Position 9, die in NMR-Untersuchungen in zwei unterschied-
lichen Konfigurationen gefunden wird, zwischen diesen beiden Orientierungen wechselt
[Allen 2003 ].

Im Folgenden sei die Bedeutung der Tryptophanseitenketten fir den lonentransport ein-
gehender betrachtet:

Die Tryptophanseitenketten sind mit ihren N-H-Gruppen in Richtung der benachbarten
Grenzflache zwischen Lipiddoppelschicht und wassriger Phase ausgerichtet und bilden
mit Wassermolekilen und Lipidkopfgruppen Wasserstoffbriickenbindungen [ Andersen
1998; Hu 1993, 1995; Providence 1995; Ketchem 1997; Salom 1998; Chiu 1999;
Markham 2001 ]. Kationen in der Mitte des Gramicidin-A-Kanals und an ihren Bindungs-
platzen nahe den Kanalenden werden durch elektrostatische Wechselwirkungen mit den
elektrischen Dipolmomenten der Indolgruppen stabilisiert [ Martinez 1993; Dorigo 1999;
Hu 1995; Providence 1995; Thompson 2001; Markham 2001; Duffin 2003 ]. Thermische
Bewegungen der Tryphtophanseitenketten in der Zeitskala der Translationsbewegungen
eines Kations innerhalb des Kanals haben ein fluktuierendes Wechselwirkungspotential
im Bereich der Bindungsplatze zur Folge. Die kurzfristige Anhebung der Energimina
kénnte die Bewegung des Kations aus dem Minimum des Bindungsplatzes heraus er-
leichtern, was zu einer erleichterten Passage des lons durch den Gramicidin-Kanal und
damit zu einer erhchten lonenleitfahigkeit beitragen wirde [ Hu 1995 ]. Fur Na* findet
man mit Hilfe von *N- und **C-NMR Messungen, dass das lon einen nur sehr geringen
Einfluss auf die mittlere Orientierung der Tryptophan-Indolringe austbt [ Hu 1995; Tian
1999 ]. Substitutionsexperimente, in denen eine oder mehr Trypthophanseitenketten in
Gramicidin-A durch andere Seitenketten ersetzt werden, zeigen die goR3e Bedeutung der
amphiphilen dipolaren Indolringe fur Stuktur und Transporteigenschaften des Gramicidin-
Kanals. Substitution durch das weitgehend apolare und hydrophobe Phenylalanin er-
niedrigt die Leitfahigkeit in Diacylphosphatidylcholin-Doppelschicht-Membranen [ Becker
1991; Thompson 2001; Townsley 2001]. Ersetzt man dagegen Tryptophan durch
5-Fluoro-Tryptophan, das im Vergleich zu Tryptophan ein betragsméaRig gréReres Dipol-

L Als Ursache fiir die schannel flicker* und das ,open channel conductance noise" werden auch andere Ursa-
chen, wie Fluktuationen der Membranoberflaiche nahe der Kanal6ffnung und Bewegungen der f-helikalen
Monomere relativ zueinander diskutiert [ Heinemann 1990; Armstrong 2002; Miloshevsky 2004 ]. Méglicher-
weise kdnnten auch Fluktuationen der Single-File Wasserdipole im Kanal eine Ursache sein [ Heinemann
1990; Allen 2004; Roux 1995; Pomes 2002; Chiu 1999, 1999a ].
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moment mit fast identischer Orientierung aufweist, so findet man in Diacylphosphatidyl-
cholin-Doppelschicht-Membranen eine erhdhte Alkaliionenleitfahigkeit [ Andersen 1998;
Busath 1998; Thompson 2001; Townsley 2001 ], wahrend in Glycerylmonooleat(GMO)-
Membranen die Leitfahigkeit erniedrigt ist [ Busath 1998; Thompson 2001 ]. Diese
Beobachtungen kdnnen mit Hilfe der unterschiedlichen Oberflachen-Dipolpotentiale der
Membranen aus Phosphatidylcholinen und Glycerylmonooleat erklart werden
[ Thompson 2001; Duffin 2003 ]. Einfache oder mehrfache Tryptophansubstitution durch
zum Beispiel Phenylalanin oder 5-Fluoro-Tryptophan veréndert in schwer zu durch-
schauender Weise die Lebensdauer des durch Dimerisierung hervorgegangenen
S%°-helikalen lonenkanals [ Becker 1991; Andersen 1998 ]. Die Substitution von Trpis
durch Gly;s hat auf die Struktur des Gramicidin-Kanals in einer SDS-Mizelle nur wenig
Einfluss, verandert jedoch die Orientierung von Trpy. Fir Gly;s-Gramicidin in Lipiddop-
pelschichten findet man, dass die Bindungskonstanten von Na*- und K*-lonen sinken,
die Leitfahigkeit fur Na’-, K- und Cs*-lonen abnimmt und die Lebensdauer des Gramici-
din-Kanals sich verringert [ Hinton 1999; Sham 2003 ].

Weil in experimentellen Untersuchungen anstatt Gramicidin-A haufig Gramicidin-D, die
naturliche Mischung der Gramicidine A, B und C, verwendet wird, ist ein Vergleich der
Eigenschaften der drei Isomere von Interesse. Weil Gramicidin-B und -C aus der Haupt-
komponente Gramicidin-A durch Substitution der Aminoséure Tryptophan an der Posi-
tion 11 der Peptidkette durch Phenylalanin bzw. Tyrosin hervorgehen, spiegeln die Un-
terschiede in ihren Eigenschaften den EinfluR der Aminosauresubstitution wieder. Gra-
micidin-A, -B und -C unterscheiden sich in ihren Kationenbindungskonstanten und den
Aktivierungsenergien fiir den lonentransport und damit in ihrer lonenleitfahigkeit [ Hinton
1988, 1988a ]. Jedoch weisen alle drei Isomere in SDS-Mizellen fast identische Peptid-
rickgratkonformationen der £°°-helikalen Stuktur auf, die sich nur wenig von der in
Lipiddoppelschichten unterscheiden. Damit ist eine unterschiedliche Peptidriickgrat-
konformation als Hauptursache fiir die voneinander abweichenden Eigenschaften aus-
zuschlieRen. Hierfur sind vielmehr Gré3e und Orientierung des elektrischen Dipolmo-
ments des Aminosaurerestes in Position 11 verantwortlich [ Townsley 2001; Sawyer
1990; Hinton 1999 ]. Die Unterschiede in den Dipolmomenten von Tryptophan, Tyrosin
und Phenylalanin finden ihre Parallele in der deutlich erniedrigten Leitfahigkeit von Gra-
micidin-B und der etwas niedrigeren Leitfahigkeit von Gramicidin-C im Vergleich zu
Gramicidin-A. Dies kann dahingehend interpretiert werden, dass durch das Dipolmoment
der Aminosaure die Aktivierungsenergie fir den lonendurchtritt erniedrigt wird [ Becker
1991; Townsley 2001 ].
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Insgesamt bestatigen die verschiedenen Substitutionsexperimente die Bedeutung der
Tryptophanseitenketten fir Struktur und Transporteigenschaften des Gramicidin-Kanals
[ Ketchem 1997; Hinton 1999 ].

Die hohe Protonenleitfahigkeit des Gramicidin-A-Kanals und das Fehlen eines Stro-
mungspotentials bei Protonendurchtritt sind ein Hinweis daflr, dass hier nicht wie bei
anderen Kationen ein Transport hydratisierter Protonen in Form von diskreten
HsO"-lonen bzw. H,n.10,'-Clustern vorliegt, sondern dass, ahnlich dem Grotthus-
Mechanismus im Wasser, die Protonen Uber eine zusammenhéangende Kette von Was-
sermolekilen durch den lonenkanal transportiert werden. Dabei werden verschiedene
Mechanismen diskutiert [ Hille 1992; Pomes 2002; Rokitskaya 2002 ]. Der (Tracer-)
Permeabilitatskoeffizient von Wasser durch einen einzelnen Gramicidin-Kanal liegt in der
GréRenordnung von 2.10™ cm®s™. Das Verhéltnis von osmotischem Permeabilitéts-
koeffizienten zum Tracer-Permeabilitdtskoeffizienten von Wasser ist groR3er als eins, was
einem Flussverhaltnisexponenten gréf3er eins entspricht und auf einen Single-File-Diffu-
sionsmechanismus des Wassers hinweist. Setzt man eine Single-File Anordnung der
Wassermolekiile voraus, entspricht das Permeabilitasverhaltnis einer Anzahl von funf bis
sechs Wassermolekilen im Kanal [ Finkelstein 1981 ]. Diese Ergebnisse sind in qualita-
tiver Ubereinstimmung mit Geometrie und Stuktur des Gramicidin-Kanals. Simulationen
des wassergefillten Gramicidin-Kanals liefern im Innern des Kanals eine Reihe von acht
bis neun Wassermolekiilen, die einen Porendurchtritt von Protonen Uber den Grotthus-
mechanismus ermoglichen [ Chiu 1999, 1999a; Pomes 2002 ]. Stdmungspotential-
messungen und elektroosmotische Experimente ergeben, dass mit jedem durch den
Gramidin-Kanal diffundierenden Na*, K* oder Cs*-lon unabhangig von der Kationen-
spezies funf bis neun Wassermolekiile transportiert werden [ Pohl 2000; Tripathi 1998;
Hladky 1984 ]. Die experimentellen Ergebnisse der Arbeitsgruppen unterscheiden sich
teilweise deutlich. Eine Ursache liegt moglicherweise in den unterschiedlichen Eigen-
schaften der verwandten Lipide [ Chiu 1999a ]. Mit Hilfe molekulardynamischer Simula-
tionen findet man, dass im Falle eines durch ein Kation einfach besetzten Gramicidin-
Kanals sieben Wassermolekile Platz finden, wahrend sich bei Doppelbesetzung sechs
Wassermolekiile zwischen den Kationen befinden [Allen 2004; Roux 1995; 2002 ].
Dabei nimmt ein Kation den Platz eines Wassermolekils ein [ Ketchem 1997 ].
Wassermolekiile und Kationen bewegen sich wegen der Single-File Eigenschaften des
Gramicidin-Kanals in korrelierter Weise durch diesen hindurch. Diese Bewegungen sind
mit Bewegungen des Peptidriickgrates korreliert, vor allem mit Auslenkungen der Car-

bonylgruppen in das Kanalinnere. Jedoch andert sich trotz der Flexibilitdt des Peptid-
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rickgrates dessen zeitlich gemittelte Struktur und Dynamik durch die Anwesenheit von
Alkalikationen nur wenig [ Bechinger 1999; Tian 1996; North 1995 ].
Molekulardynamische Simulationen zeigen interessante Eigenschaften des Wassers im
Gramicidin-Kanal auf:

Die Wassermolekile nehmen zwei bevorzugte Anordnungen ein, in denen sich ihre
Dipolmomente jeweils parallel oder antiparallel zur Kanalachse zu einem Gesamtdipol-
moment von ca. 15 Debye aufaddieren. Die beiden Orientierungen gehen ineinander
uber, wobei fiur die Umorientierung der Dipolkette eine Aktivierungsenergie von 8-12 kJ
aufzubringen ist [ Allen 2004; Pomes 2002 ]. Damit ein Kation in die Pore eintreten kann,
missen die Wasserdipolmomente so ausgerichtet sein, dass sie das Kation nicht elek-
trostatisch abstol3en. Parallel zur Bewegung des Kations in den Gramicidin-Kanal hinein
passen sich die Wassermolekile in ihrer Orientierung an die jeweilige Situation an, so-
dass ihr Gesamtdipolmoment betragsméaRig abnimmt. Befindet sich das lon in der Kanal-
mitte, sind die Dipolmomente der Wassermolekile in beiden Kanalhalften jeweils in
Richtung des Kations entgegengesetzt orientiert, sodass ihr Gesamtdipolmoment gleich
null ist. Diffundiert das lon weiter zur gegeniberliegenden Kanal6ffnung, wachst das
Gesamtdipolmoment des Porenwassers in seinem Betrag wieder an, ist nun jedoch ent-
gegengesetzt ausgerichtet. Diese Ergebnisse legen nahe, dass zwischen den Bewe-
gungen eines Kations, das in die einfach besetzte Pore eintritt, und denen des bereits in
der Pore befindlichen Kations eine Fernkopplung besteht, die durch die zwischen den
lonen befindlichen Wasserdipole und durch die interionische elektrostatische Wechsel-
wirkung vermittelt wird. Eine Membranspannung hat einen grof3en Einflu3 auf die raum-
liche Ausrichtung der Wasserdipole, was erhebliche Anderungen der lonenleitfahigkeit
des Kanals hervorrufen kann [ Allen 2004 ].

Sowohl die Leitfahigkeit des Gramicidin-Kanals als auch die an ihm bestimmten Fluss-
verhaltnisexponenten von Alkalikationen sind vom verwendeten Membranlipid abhangig
[ Busath 1998; Lauger 1985; Kohler 1983; Duffin 2003 ]. Tragt man die an einem Grami-
cidin-Kanal wéahrend eines Zeitintervalls beobachteten lonenleitfahigkeiten entsprechend
ihrer Haufigkeit in einem Histogramm auf, so bildet die Mehrzahl der Ereignisse im All-
gemeinen eine enge, der Gaufdfunktion ahnliche Leitfahigkeitsverteilung. Daneben findet
man stark reduzierte, zu einem geringeren Anteil auch erhdhte Leitfahigkeiten, die aus-
serhalb dieser Verteilung liegen. Die Lebensdauer dieser Zustande liegt in der GrolRen-
ordnung der ,Standardkanéle“. Die fur diese Ereignisse verantwortlichen sogenannen
.minis® sind jedoch keine Isomere hinsichtlich Primar- oder Sekundarstruktur des

ﬂ6'5—helikalen Gramicidin-Kanals, sondern vermutlich Konformere. In diesen Zustanden
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besitzt die Gramicidin-Pore asymmetische Eigenschaften, wie richtungsabhangige Leit-
fahigkeiten (Rektifikation) und Nullstrompotentiale oder positionsabhangige Kationen-
Bindungskonstanten [ Busath 1988; Sawyer 1989 ]. Die Verteilung der Leitfahigkeits-
zustande wird von verschiedenen experimentellen Parametern beeinflul3t. Dies sind zum
Beispiel die Lipidspezies, das Losungsmittel der Gramidin-Lésung, die Gegenwart von

Tensiden oder die Temperatur [ Sawyer 1989; Markham 2001; Lauger 1985 ].
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D Der Flussverhaltnisexponent

Der kationenselektive, ca. 2,5nm lange Gramicidin-Kanal ist mit seinem Innendurch-
messer von ca. 0,4 nm so eng, dass Kationen und auch Wassermolekule (Durchmesser
von ca. 0,28 nm) nur in einer Reihe durch diesen hindurch diffundieren kénnen, sozusa-
gen im ,Gansemarsch”. Dieser Diffusionsmechanismus wird als Single-File-Diffusion
bezeichnet. Die durch die Geometrie des lonenkanals aufgezwungene Kopplung der
Teilchenbewegungen kann durch das Verhéltnis der gerichteten Fliisse j; und j; (von
Llinks nach rechts* und umgekehrt!) der durch den Kanal hindurch diffundierenden Spe-
zies i charakterisiert werden [ Hodgkin 1955; Hille 1992 ]. Man beachte, dass die gerich-
teten Flisse hier als skalare, nicht-negative Grof3en definiert sind. In dem Mal3e, in dem
die Kopplung des Teilchentransportes durch den Gramicidin-Kanal und damit die Wech-
selwirkung zwischen den unidirektionalen Flissen zunimmt, weicht der Quotient I,/L
von seinem Wert bei freier, d.h. unabhangiger Diffusion ab. Der Nettofluss j; ergibt sich
gemal Gleichung ( D-1) aus der Differenz der unidirektionalen Flisse.

(D'l) ji:ji_ji

Im thermodynamischen Gleichgewicht sind alle Nettofliisse und damit auch j; gleich Null.
H. H. Ussing zeigt fur die freie Diffusion durch eine Membran, dass der Quotient der uni-
direktionalen Flusse j; und j, einer lonensorte i bei konstantem Druck gegeben ist
durch [ Hodgkin 1955; Hille 1992 J?

Z F((DMfEi) 0] ziFoy
—e RT -2 @ RT
al”

-1|~:-1

(D-2)

[e—

Dabei ist z; die Wertigkeit des lons. E; ist das der Nernst-Gleichung entsprechende
Gleichgewichtspotential, das dem Verhaltnis a,”’/a," der lonenaktivitaten in den Lésun-

gen links und rechts der Membran entspricht:

! Die Pfeile bezeichnen hier keine dreidimensionalen Vektoren, sondern beziehen sich auf die Richtung der
Kanalachse.

2 Es werden hier immer stationére Fliisse betrachtet.
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(D-3) E, =ﬂ|n{a‘(r)j

F, R und T sind die Faradaykonstante, die Gaskonstante und die Temperatur. @y, ist das
Membranpotential, das durch die Differenz ¢("- (" der elektrischen Potentiale ¢!" und
9" der Bulklésungen links und rechts der Membran gegeben ist.

Um im Falle einer einzigen durchtrittsfahigen Spezies i gekoppelte Membranfliisse be-
schreiben zu kénnen, fihren A. L. Hodgkin und R. D. Keynes im Exponenten von Glei-
chung (D-2) einen zusatzlichen Faktor ein, den so genannten Flussverhaltnis-

exponenten n; [ Hodgkin 1955 ]:

- Zj F (@M_Ei) (|) n; Z; FCDM
i "TRT & " TRT
(D-4) ==e = [ j e

al"

Mit Hilfe der Differenz Ani= 7" - 70=RT In(ai”/a,") + z F (¢p{"- »'") der elektrochemi-
schen Potentiale der lonenspezies i in den Elektrolytphasen links und rechts der Mem-

bran kann man Gleichung ( D-4 ) formal vereinfachen zu:

(D-5) - R

In der hier vorliegenden Arbeit wird die Definition des Flussverhaltnisexponenten gemaf
Gleichung (D-4) bzw. ( D-5) fur den Fall verschwindender Differenz A#n; des elektro-
chemischen Potentials der lonenspezies i angewandt, sodass man aus Gleichung

( D-5) fur den Flussverhaltnisexponenten n; erhalt [ Kohler 1979 ]

(D-6) n, =—RT Ii‘m

Weil im Grenzfall des thermodynamischen Gleichgewichts mit Az; = 0 das Verhaltnis der
unidirektionalen Fliisse L/I, den Wert 1 einnimmt, liefert die rechte Seite von Gleichung
(D-6) in der Grenze den unbestimmten Ausdruck 0/0. Beziehung ( D-6 ) ergibt mit Glei-
chung (D-1)
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In[l—l_lj
(D-7) n =RT lim —Ji/

A —>0 A?]l

Nahe dem thermodynamischen Gleichgewicht gilt ji/jﬁi <<1l. Mit der Na&herung

In(1-x) ~—x fiir |x| <<1 kann man daher schreiben

(D-8) N =—RT lim — = _RT —1_ jim i
A0 i A, Jim i ano0 A
7 =

Im Rahmen der linearen irreversiblen Thermodynamik gilt fir den Nettofluss j;

(D-9) =L, st%

Die GrolRe X;=-An;/T ist eine verallgemeinerte thermodynamische Kraft. Der Proportio-
nalitatsfaktor L; wird als phanomenologischer Koeffizient bezeichnet und ist unabhangig

von X; . Mit den Beziehungen ( D-8 ), ( D-9 ) und

(D-10) lim ji = ji|

AmaO

wobei GG fur thermodynamisches Gleichgewicht steht, folgt fir den Flussverhaltnis-

exponenten

(D-11) n =R ——

Bei gegebener Temperatur kann der letzte Term der Gleichung ( D-9) als eine Taylor-
reihenentwicklung des Nettoflusses jj um den thermodynamischen Gleichgewichtszu-
stand in der Variablen A#n; bis zum linearen Glied interpretiert werden. Die Berechnung
des Flussverhéltnisexponenten gemald Gleichung ( D-8) fuhrt zu einer Division von j;
durch An;, sodass der Quotient ji/An; ~L; nicht mehr von der GroRe Azn; abhangig ist.
Versteht man n; als Grenzwert einer Reihenentwicklung von n; in der Variablen Az;, so
ist die aus der Division erhaltene GroRRe L mit einer Entwicklung von n; konsistent, die
lediglich das von An; unabhdngige absolute Glied (nullte Naherung von n;) umfasst.

Dementsprechend wird der im Nenner stehende unidirektionale Fluss j; in nullter N&he-
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rung formuliert, sodass gilt j; = j; oc - Beziehung ( D-11) gilt daher nicht nur in der Gren-
ze fur An; — 0, d.h. im thermodynamischen Gleichgewicht, sondern ist auch im gesam-
ten Gultigkeitsbereich der linearen irreversiblen Thermodynamik mit Az; #0 anwendbar.
Liegen verschiedene transportgekoppelte lonenspezies i und j=i vor, mit i,j=1,2, ...,

gilt in Erweiterung von Gleichung ( D-9 ) fur den Nettofluss j;

An
(D-12) ji =Li Xi + ) Ly X —L,,— dLj—+

j#i j#i
Entsprechend der Onsager Beziehung gilt Lj=L; . Gekoppelter Transport liegt vor, wenn

diese ,Kreuzkoeffizienten" nicht alle Null sind. Fir den Flussverhaltnisexponenten n;

erh&lt man mit den Gleichungen ( D-8 ) und ( D-12)

{Ll. v JZ( s, an H

Aus Beziehung ( D-13) folgt, dass der Flussverhaltnisexponent n; nur dann eine definier-

(D-13)
T

GG

te Grof3e ist, wenn mit Az; alle anderen Az;.; gleichzeitig gegen Null gehen und fir alle
Grenzwerte gilt
Ay dA771¢i|

(D-14) lim -
a0 Am dAgy |

# 00
GG

Der zweite Term geht aus der Bestimmung des Grenzwertes nach L'H6pital hervor. Da-
her muss man fir den Fall, dass verschiedene transportgekoppelte Teilchenspezies

i,k=1,2,... vorliegen, fir den Flussverhaltnisexponenten n; der Teilchensorte i schrei-

ben
=T In 1—!.4
_ |n(Ji/Ji) _ ii
(D-15) n=-RT lm —~=RT Im ——=
A —0 An, Ang —0 An,
k=12, ... k=12,...

Gleichzeitig muss Nebenbedingung ( D-14) erflllt sein. Liegt nur eine permeierende

Spezies vor, gilt i = k = 1. Mit L'Hépital erhalt man auch:
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Lam(i/h) a0/
O day | dag
GG GG

(D-16) n,

Sowohl zur experimentellen als auch rechnerischen Bestimmung des als Grenzwert de-
finierten Flussverhéltnisexponenten muss grundsatzlich etwas aus dem Gleichgewicht
mit Any =0 ausgelenkt werden.

Allgemein kann der Flussverhaltnisexponent n; verwendet werden, um den Mechanis-
mus, mit dem eine Teilchenspezies i durch eine Membran hindurch wandert, zu charak-
terisieren. Bei freier Diffusion nimmt n; den Wert 1 an, ein Carriertransportmechanismus
fuhrt im Allgemeinen zu Werten kleiner 1 und Single-File-Diffusion ist durch Werte
grol3er 1 charakterisiert [ Kohler 1979, 1980d, 1983; Lauger 1980 ].

Im Folgenden wird unter einem Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten ng; der Flussver-
haltnisexponent fiir den Fall verstanden, dass nur die durchtrittsfahige Kationenspezies i
in Lésung vorliegt (Einzelsalzlésung; engl.: single salt solution), unter einem Zweisalz-
Flussverhéltnisexponenten ny; entsprechend der Flussverhaltnisexponent eines Kations i
in der Losung zweier durchtrittsfahiger Kationen verschiedener chemischer Spezies i
und j (Zweisalzlésung oder Salzmischung; engl.: two salt solution). Dementsprechend
wird in Abh&angigkeit vom betrachteten Fall statt n; die Schreibweise ng; bzw. n; verwen-

det.

D.1 Die Tracermethode zur Bestimmung des

unidirektionalen Flusses

Der unidirektionale Fluss j, bzw. j; einer chemischen Spezies i 14kt sich nur bestim-
men, wenn man die Teilchen i links und rechts der Membran durch Markierung vonein-
ander unterscheiden kann. Technisch gibt man auf nur einer Seite der Membran in klei-
nen Mengen einen (nach Mdglichkeit) idealen Tracer, der dieselben Transporteigen-
schaften wie die chemische Spezies i besitzt, der Lésung hinzu und bestimmt den Tra-
cerfluss in die Lésung auf der gegentberliegenden Seite der Membran. Tritt ein Tracer-
teilchen durch die Membran hindurch in die benachbarte Lésung, so kann dies im Expe-

riment registriert werden. Wird wie in den in Kapitel E erwéhnten Experimenten von L. V.
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Schagina et al. als Tracer ein radioaktives, ,heil3es” Isotop der Spezies i verwendet, so
kann der Tracerfluss durch Zunahme der Radioaktivitat in der jenseitigen Losung quanti-
tativ bestimmt werden [ Schagina 1978, 1983, 1988, 1988a ]. Durch Rihren wird verhin-
dert, dass sich Tracer, nachdem dieser durch die Membran diffundiert ist, vor der Mem-
branoberflache anreichert. Solange sich der Tracer noch nicht zu stark in der Nachbar-
I6sung angereichert hat, ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein Tracerteilchen nach dem
Porendurchtritt wieder in die Pore zurlickspringt, ausreichend klein und kann daher ver-
nachlassigt werden.

Im Folgenden sei der Tracer nur der linken Lésung zugegeben. Weil das ,heil3e" Isotop
als idealer Tracer (hochgestellter Index t) dieselben Transporteigenschaften besitzt wie
das normale ,kalte" Isotop (hochgestellter Index c), verhalt sich der unidirektionale Fluss

inc Zu jT wie die Konzentrationen cf(') und cit(') der Isotope. Daher gilt

-c C-C(I) -t
(D-17) li = 't(|) Ji
Ci
Analog lasst sich der unidirektionale Fluss j, = j + ] bestimmen. Mit ¢! =c®" + ¢!
gilt:
()
- cC’ -
(D-18) == 0
Ci
Kennt man den Tracerfluss I,t kénnen mit Hilfe der Beziehungen ( D-17 ) und ( D-18)

die unidirektionalen Fliisse |° und j; berechnet werden (Kapitel G).
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E Experimentelle Befunde

Um den wechselseitigen Einfluss zweier durchtrittsfahiger lonensorten bei der Diffusion
durch den kationenselektiven Gramicidin-A-Kanal zu untersuchen, werden von L. V.
Schagina und Mitarbeitern die Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n, von Na* und Rb"
in wassrigen Loésungen von NaCl und RDbCI im Vergleich zu den Einzelsalz-
Flussverhéltnisexponenten n, dieser Kationen mit Hilfe von Tracerflussmessungen un-
tersucht [ Lev 1988; Schagina 1983, 1988a ].

In den erwahnten Experimenten sind die Konzentrationen auf beiden Seiten der Lipid-
membran flr ein gegebenes Salz gleich grof3. Auf die symmetrische Konzentrationsver-
teilung Bezug nehmend, werden im Folgenden solche Ldsungen als symmetrisch be-
zeichnet. Zur experimentellen Bestimmung des unidirektionalen Flusses eines Kations
wird auf einer Seite ein radioaktives, sogenanntes ,heiRes” Isotop des betreffenden Kat-
ions in kleinen Mengen als Tracer zugesetzt und dessen Durchtrittsrate bei Anlegen
eines kleinen positiven oder negativen Membranpotentials @\, bestimmt. Weil einwertige
Kationen i mit einer Wertigkeit z;=1 untersucht werden, gilt fir die entsprechenden Diffe-

renzen der elektrochemischen Potentiale®

")

a;
(E-1) A =n” - =RT In(?] +2F(p"-¢")=F(p" - ")
1

Daraus folgt im Fall der Zweisalzlésungen

Anj;:i
Amn

(E-2) -1

Es werden zwei verschiedene Melreihen an Zweisalzlésungen durchgefiihrt: In der
ersten wird das Verhaltnis der Salzkonzentrationen unter Konstanthaltung der Gesamt-
konzentration bei 160 mmoll™ variiert (Abbildung E-1), in der zweiten ist das Verhéltnis
Cro/Cna gleich 1/3 (Abbildung E-2).

1Angesichts der groRen Standardabweichung der experimentellen Flussverhéltnisexponenten kdnnen die
geringen Tracerkonzentrationen gegeniiber den viel grélReren Konzentrationen der ,kalten* Isotope vernach-
lassigt werden. Mit der gleichen Begriindung wird weiterhin angenommen, dass die Aktivitatskoeffizienten

der Kationen auf beiden Seiten der Membran gleich gesetzt werden kénnen.
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Die Konzentrationen der untersuchten Einzelsalzlésungen liegen im Bereich der Kon-
zentrationen der jeweiligen Salze in den Zweisalzl6sungen.

Das verwendete Gramicdin-A ist nicht rein, sondern eine Mischung von 70 bis 85%
Gramicidin-A, 5 bis 10% Gramicidin-B und 7 bis 20% Gramicidin-C. Vergleichs-
messungen zeigen, dass diese Mischung dieselben Ergebnisse liefert wie gereinigtes
Gramicidin-A [ Schagina 1983, 1988 ]. Das Peptid ist in den genannten Experimenten in
eine kinstliche Lipiddoppelschicht aus Rinderhirnlipid (engl.: ox brain lipid, abgekirzt
OBL) und Cholesterin eingelagert (OBL-Membran). Die Doppelschicht wird aus einer
Losung der Lipide im Gewichtsverhdltnis 1:1 (entsprechend einem Verhéltnis der Rinder-
hirnlipidstoffmenge zur Stoffmenge von Cholesterin von ca. 1:2) gebildet. Als Losungs-
mittel dient eine Mischung von Chloroform, Tetradecan und Methanol im Volumenver-
haltnis von 4:3:2 [ Lev 1988; Schagina 1983, 1988 ].

Der Betrag des angelegten Membranpotentials, | @ |, liegt im Bereich von 0 bis 33 mV
bzw. 50 mV. Innerhalb dieses Bereichs wird keine signifikante Spannungsabhéngigkeit
der Flussverhaltnisexponenten gefunden [ Schagina 1983, 1988a]. Daher kann Defini-
tion ( D-6 ) bzw. ( D-15) auf die experimentellen Flussverhaltnisexponenten angewandt
werden. Fur die experimentellen Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten gilt somit Glei-
chung ( D-11). Mit Bedingung ( E-2 ) und Beziehung ( D-13) erhalt man fir den Zwei-
salz-Flussverhaltnisexponenten eine der Gleichung ( D-11) entsprechende Beziehung,
die wie Gleichung ( D-11) nicht nur im symmetrischen Gleichgewicht, sondern auch im

gesamten Giltigkeitsbereich der linearen irreversiblen Thermodynamik anwendbar ist:

(E-3) N =L(Lii+zl—n]

. oy
J"GG I
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Abbildung E-1

Experimentelle Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n, von NaCl und RbCl in symme-
trischen wassrigen Lésungen bei einer konstanten Gesamtkonzentration der Salze von
160 mmoll™* als Funktion des Rubidium-Stoffmengenanteils Xg, =cRb/(cNa+cRb). Da-
neben sind die Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten ng von entsprechenden Einzel-
salzldsungen abgebildet. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder
[ Lev 1988; Schagina 1983, 1988a ].

Wie aus Abbildung E-1 und Abbildung E-2 zu erkennen ist, ergeben sich fir die Fluss-
verhaltnisexponenten der Kationen Werte gréRRer als eins, was auf einen Single-File
Transportmechanismus hinweist. In der Zweisalzldsung sind die Werte der Flussverhélt-
nisexponenten der beiden lonen im Rahmen der experimentellen Genauigkeit gleich und

liegen zwischen den Werten, die sich fur die Einzelsalzlésungen ergeben:

(E-4) NsNa < N¢Nna=Nyro < NsRb
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Abbildung E-2

Experimentelle Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n; von NaCl und RDbCI in
symmetrischen Ldsungen bei einem Konzentrationsverhaltnis Crpci/Cnaci=1/3 flr
verschiedene Salzkonzentrationen. Daneben sind fir den angegebenen Konzen-
trationsbereich die entsprechenden Einzelsalz-Flussverhéltnisexponenten ns wie-
dergegeben. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder [ Lev 1988;
Schagina 1983, 1988a ].

Von Schagina und Mitarbeitern werden auch Einzelkanalleitfahigkeitsmessungen an
Gramicidin-A durchgefiihrt [ Schagina 1988a]. Hier ist das Peptid in einer kiinstlichen
Lipiddoppelschicht aus Rinderhirnlipid und Cholesterin im Stoffmengenverhaltnis 1:4
(entprechend einem Gewichtsverhdltnis von ca. 1:2) eingelagert. Diese Messungen er-
geben fur symmetrische Zweisalzlésungen von NaCl und RbCI die in Abbildung E-3
gezeigte Haufigkeitsverteilung der Einzelkanalleitfahigkeiten mit zwei Maxima. Diese
liegen jeweils in der Nahe der Maxima, die sich fur die entsprechenden Einzelsalz-
I6sungen ergeben, in denen die jeweiligen Salze in denselben Konzentrationen vorlie-

gen wie in den dazugehdrigen Zweisalzlésungen.
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In Tabelle E-1 und Tabelle E-2 sind die aus Abbildung E-3 entnommenen ungefahren

Werte aufgeflhrt.
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Abbildung E-3

Histogramme fur Einzelkanalleitfahigkeitsmessungen von Gramicidin-A in
Lipiddoppelschicht-Membranen aus Rinderhirnlipid und Cholesterin (Stoff-
mengenverhaltnis 1:4, Gewichtsverhdltnis 1:2) in Gegenwart wassriger
Salzlésungen folgender Konzentrationen [ Schagina 1988a; Aityan 1993 |:
a) 0,12 moll™* NaCl

b) 0,04 moll™* RbCI

c) 0,12 moll™* NaCl + 0,04 moll™* RbCl
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Salz c/(mmoll™)| Gu/pS O,/ %
NaC 120 3,3 18
RbCI 40 52 17

Tabelle E-1

Ergebnisse von Einzelkanalleitfahigkeitsmessungen an Gramicidin-A in einer

Lipidmembran aus Rinderhirnlipid und Cholesterin im Stoffmengenverhaltnis

1:4 in Gegenwart von symmetrischen NaCl und RDbCI Einzelsalzldsungen

(siehe Abbildung E-3 ). Keine weitere Angaben zu den experimentellen Bedin-

gungen [ Schagina 1988a; Aityan 1993 ].

Gnr: haufigste Einzelkanalleitfahigkeit

(most frequent single channel conductance)

O, : relative Haufigkeit von G (relative frequency of occurrence of Gy )

NacCl RbCI
1%“3 ;ﬁglil c/(mmoll™) | G /pS O, /% |c/mmoll®)| Gu/pS 0./ %
Cna/Cro =3 120 2,5 16 40 6,6 8,5
Tabelle E-2

Ergebnisse von Einzelkanalleitfahigkeitsmessungen an Gramicidin-A in einer Li-

pidmembran aus Rinderhirnlipid und Cholesterin im Stoffmengenverhaltnis 1:4 in

Gegenwart von symmetrischen NacCl

und RDbCI

Zweisalzlésungen (siehe

Abbildung E-3). Keine weitere Angaben zu den experimentellen Bedingungen
[ Schagina 1988a; Aityan 1993 ].

Gns : haufigste Einzelkanalleitfahigkeit

(most frequent single channel conductance)

O, : relative Haufigkeit von G, (relative frequency of occurrence of Gy )
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F Kinetisches Modell der Single-File-Zweiplatzpore

Zur Beschreibung der lonenpermeation durch den Gramicidin-A-Kanal wird haufig das
kinetische Modell einer symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore verwendet. Dieses
Modell beruht auf der von K. Heckmann, Y. A. Chizmadzhev und S. K. Aityan, B. W.
Urban und S. B. Hladky und B. Hille und W. Schwarz entwickelten kinetischen Beschrei-
bung der lonenpermeation durch einen Single-File lonenkanal [ Heckmann 1965,
1965a,1968, 1970, 1972; Chizmadjev 1973, 1973a, 1974, 1977; Kohler 1977, 1979
1980; Urban 1978, 1979; Hille 1978 ].

In dieser Beschreibung wird die Pore als eine durch die Membran reichende Reihe hin-
tereinander liegender Platze bzw. Energieminima betrachtet, entlang derer die Teilchen
nach bestimmten Regeln mit Hilfe eines Sprungmechanismus von Platz zu Platz hin-
durch wandern: Jeder Bindungsplatz kann nur von einem Teilchen besetzt werden. Teil-
chenspriinge finden nur auf unmittelbar benachbarte unbesetzte Platze statt. Ubergange
zwischen der Pore und den angrenzenden L6sungen sind nur von den Randplétzen aus
bzw. auf diese mdglich. Porenausspringe werden durch Teilchen in der Losung nicht
beeinflusst. Es kann immer nur ein Teilchen springen, nie zwei oder mehr gleichzeitig.
Dieser Mechanismus wird wegen der zweiten Annahme als Leerstellenmechanismus
bezeichnet, in Abgrenzung zum von A. L. Hodgkin und R. D. Keynes vorgeschlagenen
Knock-On-Mechanismus, bei dem benachbarte Teilchen durch das springende Teilchen
verdrangt werden kénnen [ Hodgkin 1955; Heckmann 1965, 1965a, 1970 ]. Teilchen-
springe werden mit Hilfe von Geschwindigkeitskonstanten nach Eyring beschrieben
[ Kohler 1979, 1980 ]. Damit wird vorausgesetzt, dass sich ein Teilchen so lange auf ei-
nem Porenplatz aufhélt, dass die Porenplatze zusammen mit den darin befindlichen
Teilchen einen lokalen thermodynamischen Gleichgewichtszustand einnehmen kdnnen.
Die Ubergangszustande der springenden Teilchen werden als kurzlebige Zwischen-
zustande betrachtet. Ein Teilchen springt frihestens nachdem der lokale Gleichge-
wichtszustand erreicht ist. Damit ist die oben genannte Forderung, dass immer nur ein
Teilchen springt, prazisiert. Mit den genannten Annahmen kénnen Porenzustande formu-
liert werden, die durch die Besetzungszustande der Platze charakterisiert sind. Dabei
sind die Ubergange zwischen den verschiedenen Porenzustanden eindeutig mit Sprin-
gen einzelner Teilchen verbunden. Die Ubergange zwischen den Porenzustanden wer-
den mit Geschwindigkeitskonstanten 1. Ordnung beschrieben. Sind mit den Zustands-

wechsel Teilcheneinspriinge verbunden, so sind die Geschwindigkeitskonstanten propor-
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tional der Aktivitat der betreffenden Teilchensorte. Als Produkt einer Geschwindigkeits-
konstanten 2. Ordnung und der betreffenden Teilchenaktivitat sind diese Geschwindig-
keitskonstanten im stationdren Zustand von pseudo-erster Ordnung. Die Geschwindig-
keitskonstanten 1. und 2. Ordnung werden als unabhangig von den Teilchenaktivitaten in
den Loésungen links und rechts der Membran betrachtet.

Druck und Temperatur werden im Folgenden als gegeben betrachtet. Im Modell der
symmetrischen Zweiplatzpore erfahrt ein lon bei einem Membranpotential @y gleich Null
im Kanal ein fUr seine Spezies charakteristisches Profil der freien Standardenthalpie mit
drei Maxima und zwei den beiden Bindungsplatzen entsprechenden Minima. Die Diffe-
renzen zwischen den Energieminima und -Maxima sind gleich den freien Aktivierungs-
enthalpien der Spriinge des permeierenden Teilchens, wobei die Maxima den Uber-
gangszustanden entsprechen. Der kurz als Energieprofil bezeichnete Potentialverlauf ist
spiegelsymmetrisch zu einer in Kanalmitte senkrecht zur Diffusionsrichtung stehenden
Ebene. Dieses Energieprofil ist in qualitativer Ubereinstimmung mit dem in Abbildung
C-5 schematisch dargestellten Wechselwirkungspotential, das auf verschiedenen Be-
rechnungen und experimentellen Ergebnissen beruht [ Finkelstein 1981; Urry 1986a;
Tian 1999; Allen 2004 ]. In Abbildung F-1 sind die Energieprofile einer von einer einzigen
Teilchenspezies einfach und doppelt besetzten Pore qualitativ wiedergegeben. Fur den
Fall der Doppelbesetzung steigt die Energiekurve in der Mitte gegen unendliche Werte,
weil ein Knock-On-Mechanismus ausgeschlossen wird. Sind zwei Teilchen verschiede-
ner chemischer Spezies in der Pore, so ist, wie in Abbildung F-2 skizziert, das zugehdri-
ge Energieprofil unsymmetrisch. Die Beschreibung des Gramicidin-Kanals mit Hilfe des
Modells einer symmetrischen Zweiplatzpore ist aufgrund seines symmetrischen Baus
und der beiden experimentell nachgewiesenen Bindungsplatze naheliegend. Dabei wird
der mehr oder weniger kontinuierliche Prozess der lonendiffusion durch den Kanal in
drei Prozessschritte aufgeteilt, die als diskrete Platzwechselvorgédnge beschrieben wer-
den: Wechsel des lons aus der Elektrolytlésung in den Kanal auf den I6sungsnahen
Bindungsplatz, Ubergang zum benachbarten Bindungsplatz und, von diesem Bindungs-
platz ausgehend, Aussprung in die benachbarte Elektrolytlésung.

Stellt man alle Zustande, die eine Pore einnehmen kann, graphisch dar und verbindet
diese entsprechend den zwischen ihnen maoglichen Ubergéangen analog zur Darstellung
chemischer Reaktionen mit Pfeilen, so erhalt man ein Ubergangsdiagramm, das einen
Graphen darstellt [ Heckmann 1969; Hill 1977, 1989; Kohler 1980b ]. Die Pfeile geben
die Richtung der Ubergange zwischen den Porenzustanden, den Punkten des Graphen,

an. Somit stehen die Pfeile flr geordnete Paare von Punkten des Graphen.

51



oe

(1, 1)
{ (1,0) (0 1)
Abbildung F-1

Schematische Energieprofile eines lons der chemischen Spezies 1 (schwarz ge-

fullter Kreis). Die interionische elektrostatische Abstofl3ung ist beriicksichtigt. Unter
den Energieprofilen sind die entsprechenden Zustdnde der einfach und doppelt
besetzten Pore mit zugehdoriger Bezeichnung abgebildet. Die einfach besetzten

Porenzustdnde gehdren zum gleichen Energieprofil.

Die Zustandswechsel werden mit den zugehorigen Geschwindigkeitskonstanten
1. Ordnung gewichtet. Weil die Pfeile als Verbindungslinien zwischen den Zustanden
eine Richtung aufweisen und diesen gerichteten Kanten mit den Geschwindigkeits-
konstanten Werte zugeordnet sind, gibt ein solches Ubergangsdiagramm einen gerichte-

ten bewerteten (gewichteten) Graphen wieder [ Hill 1977, 1989; Kohler 1980b ].
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Abblldung F-2

Schematische Energieprofile fir zwei verschiedene chemische lonenspezies 1

(schwarz gefiillte Kreise) und 2 (ungefillte Kreise) in der symmetrischen Zweiplatz-
pore. Fur die Teilchensorte 1 ist der einfach besetzte Porenzustand dargestellt.
Kommt ein zweites Teilchen der Spezies 2 hinzu, so resultiert ein unsymmetrisches
Energieprofil. Die interionische elektrostatische Absto3ung ist berticksichtigt. Unter
den Energieprofilen sind die entsprechenden Porenzustédnde mit Bezeichnung an-
gegeben. Weil die Pore symmetrisch ist, ist das Energieprofil eines Porenzustandes
spiegelsymmetrisch zum Profil des Porenzustandes, in dem die Teilchen ihre Posi-

tion vertauscht haben.

Fur eine symmetrische Single-File-Zweiplatzpore erhalt man bei Diffusion einer einzigen
Spezies i bei @y=0 den in Abbildung F-3 dargestellten Vierpunktgraphen. Dabei wer-
den, wie auch im Folgenden, ideale Losungen vorausgesetzt. In dieser Abbildung sind

die Geschwindigkeitskonstanten in der auch weiterhin verwendeten Bezeichnungsweise
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wiedergegeben: Die GroBen E, K und A-c sind als Geschwindigkeitskonstanten erster
Ordnung definiert.

Ein Teilcheneinsprung in die Pore wird mit Hilfe einer Geschwindigkeitskonstanten pseu-
do-erster Ordnung A-c beschrieben, d.h. die Einsprungrate wird proportional zur Teil-
chenkonzentration der permeierenden Spezies in der Losung, von der aus der Ein-
sprung stattfindet, angenommen. Die lonenkonzentrationen ¢ werden mit einem tiefge-
stellten Index i fur die springende Teilchenspezies i und einem hochgestellten, in runde
Klammern gefal3ten Index | bzw. r fuir die Konzentrationen links bzw. rechts der Membran

gekennzeichnet.

4)
QO

Abbildung F-3

Graph einer symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore in Gegenwart eines durch-
trittsfahigen Teilchens der Spezies i , deren Teilchen als Kreise dargestellt sind.
Den Porenzustanden (Punkte des Graphen) sind willkirlich Zahlen zugeordnet.
Die Geschwindigkeitskonstanten fir die durch Pfeile gekennzeichneten Zustands-
wechsel a— £ werden wie folgt bezeichnet (N&heres siehe Text): A = Einsprung-
konstante 2. Ordnung, E = Aussprungkonstante 1. Ordnung, K = Platzwechselkon-

stante 1. Ordnung
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Das Symbol A bezeichnet Einsprungkonstanten (,access" rate constants) in die leere
bzw. die einfach besetzte Pore, E steht fir Aussprungkonstanten (,exit* rate constants)
bei einfach bzw. doppelt besetzter Pore und K bezeichnet die Platzwechselkonstante,
jeweils bei Membranpotential @, =0. Diese Parameter treten in den Geschwindigkeits-
konstanten bei @y=#0 als Faktoren auf und werden im Folgenden als reduzierte Ge-
schwindigkeitskonstanten bezeichnet. Die Argumente von A(...,...) und E(...,...) sind so
zu verstehen, dass das erste Argument - wie auch das Argument von K(...) - das sprin-
gende Teilchen bezeichnet, wahrend das zweite Argument fir das wahrend des Uber-
gangs auf dem benachbarten Platz vorhandene Teilchen steht. Eine Null bedeutet einen
unbesetzten Nachbarplatz. Liegen mehrere lonensorten vor, wie in den Abbildungen G-1
und G-2, enthalt der entsprechende Graph auch ,gemischte” Porenzustande mit lonen
zweier verschiedener Spezies. Wie man aus diesen Abbildungen erkennt, erhéht sich
die Anzahl der Zustande und Ubergénge stark mit wachsender Anzahl der Teilchen-
spezies. Die zeitliche Anderung der Wahrscheinlichkeit p,, eines Porenzustands « wird
allgemein durch die sogenannte Mastergleichung beschrieben [ Heckmann 1969, 1972;
Kohler 1979, 1980b ]:

(F-1) ddpta EDQZ—%“kaﬁpa—i—%kﬁapﬂ o f=1,2,..N; f=a
Dabei ist N die Zahl der diskreten Zustdnde des Systems. Die Geschwindigkeitskonstan-
te k,s ist dem Ubergang vom Zustand « in den Nachbarzustand g und die Konstante kg,
dem Ubergang vom Zustand £ in den zu B benachbarten Zustand « zugeordnet. Glei-
chung ( F-1) gibt einen homogenen diskontinuierlichen (bzw. diskreten) Markoff-Prozess
wieder [ Kohler 1980b, 1983 ].

Im Folgenden werden nur stationdre Zustande betrachtet. Aus der Mastergleichung

(F-1) folgt

(F-2) > KosPo + D KpePy =0 a f=1,2,...N;: B#a
B B

Die Zustandswahrscheinlichkeiten sind linear abhangig. Mit der Normierung

(F-3) Zpaf:l
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erhalt man ein lineares inhomogenes Gleichungssystem, das die p, eindeutig bestimmt

[ Kohler 1980b ]. In vektorieller Schreibweise erhalt man fur die Mastergleichung

(F-4) p=Ap

und im stationaren Fall:

(F-5) A

ol
Il
o

Fur den Zustandsvektor p und die Ubergangsmatrix A gilt [ Heckmann 1969 |:

Py
~ P2
(F-6) p=
Pn
_Z klﬁ k21 k31 kN1
B
Kio —Z k2ﬂ Ks, Knz
B
k13 k23 _2 k3ﬂ kN3
(F-7) A= B
Kin Kon Kan —Z Ky s
s

In A sind die Summen der Elemente der einzelnen Spalten gleich Null, gleichbedeutend
mit der Tatsache, dass die Summe der von einem Zustand « ausgehenden unidirektio-
nalen Wahrscheinlichkeitsfliisse j:w =Kk,sP, ohne Verlust in die zu a benachbarten Zu-
stande g libergeht. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Beziehung ( F-3 ). Entsprechend
addieren sich die unidirektionalen Wahrscheinlichkeitsfliisse Lﬁ =Kk, P, und
fﬁa =KkgPp in jedem Punkt o des Graphen zu Null auf, analog zur Knotenregel
(1. Kirchhoffsches Gesetz), die in elektrischen Schaltkreisen die Ladungserhaltung in

jedem (Verzweigungs-)Punkt beschreibt [ Hill 1977 ]:
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(F_S) paz_zkaﬂpa+zkﬁapﬂ:_ZTaﬂ+ZTﬂaZZjﬂazo
B B B B B

Dabei sind die lokalen Nettowahrscheinlichkeitsflisse jg, als Differenz der unidirektiona-
len Wahrscheinlichkeitsfliisse definiert:

( F-9 ) jﬁa = J?ﬂa - ja,B

Die Spaltensumme Null in der Matrix A bedeutet zugleich, dass die N Gleichungen der
Beziehungen ( F-1) und ( F-2) linear voneinander abhangig sind. Das lineare inhomo-
gene Gleichungssystem aus den Gleichungen ( F-2) und ( F-3), mit dessen Hilfe die

stationaren Zustandswahrscheinlichkeiten bestimmt werden kdonnen, lautet in Vektorno-

tation:
(F-10) Ap=b
mit
0
~ 0
(F-11) b=|
1
und
_Z Kip Ka1 Ks1 Ky Kn1
5
K12 —Z Kap Kaz Kaz Kn2
5
Kis —D Kap Kaa Kns
3 5
(F-12) A=
Kyn-gy  Kopnea) v kg 2 Kneys Ky
5
1 1 1 1 1

Hier wird - aufgrund der oben genannten linearen Abh&ngigkeit - die Bilanzgleichung fur

pn Weggelassen.
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Die Zustandswahrscheinlichkeiten p, kdnnen gemaf der Cramerschen Regel berechnet
werden [ Kohler 1980b ]:

b2

( F-13 ) P, =

‘A‘ und ‘Aa‘ sind die aus den Matrizen A und A, gebildeten Determinanten. A, wird
aus der Koeffizientenmatrix A gebildet, indem der Spaltenvektor Nummer « durch den
Vektor b ersetzt wird.

T. L. Hill zeigt, dass die stationaren Zustandswahrscheinlichkeiten alternativ auch mit
Hilfe der Diagramm- oder Graphenmethode bestimmt werden kénnen [ Hill 1977 ]. In

diesem Fall gilt:

(F-14) pu ===

Dabei ist D, die Summe der Gewichte 'I:a,t aller auf den Zustand « gerichteten Baume
T, . Das Gewicht eines auf einen Zustand « gerichteten Baumes ist das Produkt von
Geschwindigkeitskonstanten kg, flr Zustandsiibergénge 6 > ¢ mit 26 und 6= a, wo-
bei jeder Zustand ¢ genau einmal Ausgangszustand ist. (Das heif3t, es sind Ubergéange
ausgeschlossen, in denen der Zustand a« Ausgangszustand eines Zustandswechsels
ist.) Weiterhin sind keine zyklischen Zustandsfolgen 6 >&—> 6 und 6 >¢—... > er-
laubt. Daher ist der Zustand « fiir mindestens einen Ubergang Zielzustand. Weiterhin
folgt, dass fur jeden Zustand 6 genau eine Zustandsfolge 6 > a bzw. 6 > ... > a exi-
stiert. Der Baum T,, selbst ist die Menge der Pfeile bzw. der geordneten Punktepaare
(5,¢), die die Ubergange 6 — ¢ kennzeichnen. Der Nenner D errechnet sich aus der

Summe aller D, :

(F-15) Toi= [l ke s#a
(8,€)€Tat
(F-16) D, =Y T.
t
(F-17) D=>D,
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Die Bestimmung der Zustandswahrscheinlichkeiten p, mit Hilfe der Graphenmethode
besitzt gegeniber ihrer Berechnung gemaf Gleichung ( F-13) den Vorteil, dass die Bil-
dung von Summanden vermieden wird, die sich schliel3lich wieder zu Null addieren
[ Heckmann 1969 ]. In dieser Arbeit werden die Zustandswahrscheinlichkeiten nach der
Diagramm-Methode von T. L. Hill und auf der Grundlage eines Algorithmus nach
Heckmann et al. bestimmt [ Hill 1977; Heckmann 1969 ].

Der Flussverhaltnisexponent einer chemischen Teilchenspezies i wird auf der Grundlage
von Gleichung ( D-15) berechnet. Die hierfir notwendigen Teilchenflisse j und L stel-
len, wie spater in Kapitel G gezeigt, Linearkombinationen unidirektionaler Wahrschein-
lichkeitsflliisse fa-ﬁ- =P, K, 5 von ausgewahlten Zustanden «’ in bestimmte, dazu be-
nachbarte Zusténde £’ dar [ Hill 1977; Kohler 1979, 1980, 1980b ].

Durch die Multiplikation einer Zustandswahrscheinlichkeit p, mit der Geschwindigkeits-
konstanten k,s wird im Graphen ein orientierter (gerichteter) zyklischer Weg C. ge-
schlossen, welcher aus der Zustandsfolge a— f— ... —> a besteht und den Ubergang
a— f enthalt. Dabei besitzt der gerichtete Zyklus C; eine willkiirlich festgelegte positi-
ve (+) oder negative (=) Orientierung. Es wird fir den stationaren Zustand gezeigt, dass
ein Wahrscheinlichkeitsfluss faﬂ als Funktion von Summen von gerichteten Zyklenflis-
sen j}i formulierbar ist [ Hill 1977; Kohler 1979, 1980, 1980b ]:

.F

~ D k Zﬁc; C, R
F-18 jop = ——L =~ => e
(F-18) jap == 5 ZV:JCV

Die GroRRe 7z.: ist das Produkt aller Geschwindigkeitskonstanten ks im gerichteten
Zyklus C; (@*,p* e C;), wahrend der Faktor F, die Summe der Gewichte f; . aller
auf den ungerichteten (nicht orientierten) Zyklus C, (a— f—...— @) gerichteten, als

Forests bezeichneten Teilgraphen f. . ist:

(F-19) Fo, = fe. .
é

Ein Forest fc, . zeigt analog zu einem auf einen einzelnen Zustand gerichten Baum auf
einen Zyklus C, bzw. auf die den Zyklus bildenden Zustande. Weil ein Teilchenfluss ji , .
oder j; als Linearkombination unidirektionaler Wahrscheinlichkeitsfliisse faﬂ formulier-
bar ist (Kapitel G), kann dieser mit Hilfe von Beziehung ( F-18 ) auch als Funktion von

Zyklenflissen j}; dargestellt werden. Es kann gezeigt werden, dass die algebraische
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GrolRe Icf gleich der Frequenz ist, mit der der gerichtete Zyklus C_ im stationdren Zu-
stand durchlaufen wird [ Kohler 1980b ]. Somit kommt den Zyklenflissen eine physikali-
sche Bedeutung zu.

Die in Kapitel D.1 erlauterte Tracermethode zur experimentellen Bestimmung unidirek-
tionaler Flisse kann auch zu deren theoretischen Ermittlung angewandt werden. Es wird
ein idealer Tracer vorausgesetzt. Dies bedeutet, dass die Geschwindigkeitskonstante ks
eines Zustandswechsels a— £, der mit dem Sprung eines Tracerteilchens verbunden
ist, denselben Wert besitzt wie die Geschwindigkeitskonstante, die dem entspechenden
Zustandswechsel zugeordnet ist, bei dem statt des Tracers ein nicht markiertes Teilchen
derselben chemischen Spezies wie die des Tracers springt. Der ideale Tracer wird auf
einer Seite der Membran im Allgemeinen in so kleinen Mengen zugegeben, dass sich
maximal ein Tracerteilchen in der Pore befindet [ Kohler 1979, 1980 ] (Abbildungen G-1
und G-2). Tritt ein Tracerteilchen beim Durchlaufen einer zyklischen Zustandsfolge
a— f— ...~ a durch die Pore hindurch, so ist die Transportzahl M- des Tracerzyklus
C.* gleich der Anzahl aller beim Durchlaufen der Zustandsfolge netto durch die Pore
transportierten Teilchen, einschliellich des Tracerteilchens. Im Folgenden wird einem
gerichteten Tracerzyklus die positive Orientierung zugewiesen, wenn beim Durchlaufen
des Zyklus das Tracerteilchen von links nach rechts transportiert wird. Fur M+ wird die
vereinfachte Schreibweise Mc: gewahlt. Liegt nur eine einzige durchtrittsfahige chemi-
sche Teilchenspezies i vor, erhalt man fiir das Verhaltnis der unidirektionalen Teilchen-

flisse im stationaren Zustand® [ Kohler 1979, 1980 ]:

o -M_; Ary
T e Fe
(F-20) g _a
Ji
Zﬂ-(:b' FCt
v=1

Hierbei ist An; = 7,"— 1" die Differenz der elektrochemischen Potentiale der chemi-
schen Spezies i in linker und rechter Losung. Die Summen erstrecken sich Uber samtli-
che Tracerzyklen Cﬁ, mit v=1, ..., 2. Aus Gleichung ( F-20 ) IRt sich ersehen, dass das
Verhaltnis der unidirektionalen Fliisse I,/I, eine gewichtete Summe der Exponential-
funktionen exp(—MciAni/kT) ist und der Flussverhaltnisexponent n; als eine Art ge-

wichtetes Mittel der Transportzahlen M.: aller Tracerzyklen C,." bzw. als die mittlere

1Gleichung (F-20) wird unter Berlcksichtigung der Wegscheiderbedingung (Anhang) unter anderem mit

Hilfe der Beziehungen ( F-14 ) und ( G-2 ) und unter Anwendung der Gleichung ( D-17 ) gewonnen.
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Molekularitat des unidirektionalen Teilchentransportes (d.h., die mittlere Anzahl der Teil-
chen, die bei einem Porendurchtritt ,gemeinsam” in einer Richtung durch den Kanal
wandern) interpretiert werden kann [ Heckmann 1972; Kohler 1979, 1980 ]. Der Wert
von n; liegt zwischen den minimal und maximal mdglichen Werten von Mc: [ Kohler

1979, 1980 J:

(F-21) min{Mc‘E‘v:J,...,Q} <n < max{Mci‘v=l...,Q}

Liegt nur eine einzige durchtrittsfahige chemische Teilchenspezies i vor, findet man fir
eine m-Platz-Pore unter der Voraussetzung, dass wéahrend des Transportprozesses ma-
ximal eine Leerstelle auftritt, zwischen dem Betrag des Flussverhaltnisexponenten n; und
der Anzahl m der Platze folgenden Zusammenhang [ Heckmann 1970, 1972; Kohler
1979, 1980 ]:

(F-22) m-1<n;<m
Bei ausreichend hohen Konzentrationen nimmt n; den Grenzwert nj=m-1 an. Senkt

man die Konzentrationen, nimmt die Einsprungrate ab und n; kann seinen Maximalwert

m annehmen. Fir eine Zweiplatzpore bedeutet dies:

(F-23) 1<n;<2

Lasst man die Forderung von maximal einer Leerstelle fallen und setzt nur ,ausreichend
hohe" Konzentrationen voraus (,volle Poren®), kénnen maximal zwei Leerstellen gleich-

zeitig vorliegen. Man erhalt daraus als allgemeine Beziehung zwischen n;und m :

(F-24) max(l, m-3)<n;<m-1
Hierbei gilt
(F-25) max(1l, m-3)=1 m<4
max(l,m-3)=m-3 m=4
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Fir m=2 erhalt man mit nj=1 den in Beziehung ( F-23) fir hohe Konzentrationen gulti-
gen Grenzwert. Bei ausreichend niedrigen Konzentrationen ist die Pore im Mittel nur
noch von maximal einem Teilchen besetzt, sodass keine Kopplung der Teilchenflisse
mehr stattfinden kann und der Flussverhaltnisexponent mit nj=1 den Grenzwert fur freie

Diffusion annimmt.
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G Zustandsgraphen und Bestimmung der

Teilchenflisse

Wie in Kapitel F erlautert, werden die in dieser Arbeit durchgefiihrten Berechnungen auf
der Grundlage graphentheoretischer Methoden nach T. L. Hill durchgefihrt [ Hill 1977 ].
Die Porenzustandswahrscheinlichkeiten p, werden mit Hilfe von Gleichung ( F-14 ) be-
stimmt, deren Kenntnis wie weiter unten erldutert die Berechnung der Teilchenflisse j;
und j' und damit des Flussverhéltnisexponenten n; auf der Grundlage von Beziehung
(D-15) ermdglicht. Es werden die Flussverhaltnisexponenten von lonen sowohl in Ein-
zelsalz- als auch Zweisalzlésung berechnet. Den symmetrischen Lésungen ist analog zu
den Experimenten von L. V. Schagina und A. A. Lev et al. auf nur einer Seite, hier der
linken, ein idealer Tracer (,heiRes" Isotop) derjenigen chemischen Spezies in geringer
Konzentration zugesetzt, deren Flussverhaltnisexponent berechnet werden soll [ Lev
1988; Schagina 1983, 1988a ] (Kapitel D und I). Die den Berechnungen fir die Einzel-
salz- und Zweisalzlésungen zugrunde liegenden Graphen sind in Abbildung G-1 und
Abbildung G-2 wiedergegeben. In Abbildung G-1, dem Ubergangsdiagramm fir die Ein-
zelsalzlbsung, ist der Tracer die Teilchensorte 2, die der chemischen Spezies 1, dem
.Kalten" Isotop, auf der linken Seite der Membran zugegeben ist. Im Fall der Zweisalz-
I6sung ist der Spezies 2 in der linken Lésung als Tracer die Teilchensorte 3 zugegeben.
Der zugehdrige Graph ist in Abbildung G-2 dargestellt. Die Tracerteilchen besitzen als
ideale Tracer dieselben Geschwindigkeitskonstanten wie die normalen Nichttracerteil-
chen. Da mit der Anzahl der Teilchensorten die Anzahl der Porenzustande und der zwi-
schen ihnen bestehenden Ubergange stark anwachst, nimmt auch die Anzahl der zu
bestimmenden Baume, wie in Kapitel F erlautert, stark zu. Weil der Tracer nur in gerin-
ger Konzentration zugegeben wird, kbnnen Porenzustande mit mehr als einem Tracer-
teilchen ignoriert werden (Kapitel F und ). In beiden abgebildeten Graphen gilt entspre-
chend der in Kapitel F eingefiihrten Bezeichnungsweise fiir die reduzierten Geschwin-
digkeitskonstanten eines springenden Teilchens i :
A(i,0): Einsprungkonstante 2. Ordnung in eine leere Pore
A(i,i), A(i,j) : Einsprungkonstante 2. Ordnung in eine mit i bzw. j=i einfach besetzte Pore
E(i,0) : Aussprungkonstante 1. Ordnung aus einer einfach besetzten Pore
E(,i), E(i,)) : Aussprungkonstante 1. Ordnung aus einer mit i bzw. i und j =i doppelt
besetzten Pore

K() : Platzwechselkonstante 1. Ordnung
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¢, ¢ - Teilchenkonzentration der chemischen Spezies i in der Lésung links bzw.

rechts der Membran
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Abbildung G-1
Graph einer symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore fur eine chemische Spezies 1

unter Zusatz eines idealen Tracers 2 auf der linken Seite der Membran.
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Abbildung G-2
Graph einer symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore fir zwei chemische Spezies 1
und 2 unter Zusatz eines idealen Tracers 3 der Spezies 2. Der Tracer ist nur auf der

linken Seite der Membran zugesetzt.
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Der stationare Nettofluss j; einer Teilchenspezies i ist an allen Positionen x innerhalb des
lonenkanals gleich. Daher kann man fur den Teilchenfluss j; (X) an der Stelle x mit den

lokalen unidirektionalen Flussen j; (x) und j; (x) gemaR Gleichung ( D-1) schreiben:
(G-1) =il =i () =5 (%) =i (x)

Der Teilchenfluss ji =ji(x) ist gleich der Nettosprungrate der Teilchensorte i durch eine
Registrierebene an einer beliebigen Position x im lonenkanal. Zur Ermittlung der Netto-
sprungrate wird die Anzahl der Spriinge von Teilchen der Spezies i pro Zeiteinheit durch
eine Registrierebene zwischen zwei unmittelbar benachbarten Bindungsplatzen oder
zwischen einem Randplatz und der angrenzenden Ldsung in der Diffusionsrichtung von
links nach rechts bestimmt und davon die entsprechende Sprungrate von rechts nach
links abgezogen. Die unidirektionalen Sprungraten sind gleich den Fliissen I,(x) und
I,(x) Mit einem Teilchensprung ist eindeutig ein Ubergang von einem Porenbeset-
zungszustand « der Zustandswahrscheinlichkeit p,, in einen dazu benachbarten Zustand
£ der Wahrscheinlichkeit ps mit der Geschwindigkeitskonstanten k,; verbunden. Daher
ist der lokale unidirektionale Fluss j (x) gleich der Summe von Raten K,z p,. von
Spriingen der Teilchenspezies i von links nach rechts, die von bestimmten Porenbeset-
zungszustanden «° ausgehen und in bestimmte, dazu benachbarte Zustande g° fuhren.
Dementsprechend ist I, (x) die Summe Uber die Sprungraten K.,- p4- von rechts nach

links. Somit erhalt man fir den Teilchennettofluss j; (x) bzw. j; :

(G'Z) J|=J|(X)= z kaOﬂ" pao_ Z kﬂoao p,Bo
(ao’ﬂo) (ﬂo’ao)

wobei

(G3) Ji(x)= Koo Par = D daepe UNd Ji(X)= D Kpoge Ppe = Y poas
o‘ o o' o (ﬂ",a") (ﬂ°,a°)

In Beziehung ( G-3) wird bertcksichtigt, dass die Sprungraten k. p, unidirektionale
Wahrscheinlichkeitsfliisse faﬂ =K,z P, sind. Die Summen erstrecken sich tber die ge-
ordneten Paare («°, °) bzw. (5°, «°) benachbarter Porenzustande «° und g°. Bilanziert
man die Sprungraten zwischen zwei benachbarten Bindungsplatzen, so sind die Zu-
standspaare («°, f°) dadurch charakterisiert, dass sich im Porenzustand «° auf dem
linken der beiden Bindungsplétze ein Teilchen der Sorte i befindet, wahrend der rechte

unbesetzt ist. Der Zustand g° geht aus dem Zustand «° durch den Sprung des Teilchens
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i auf den rechten Platz hervor, sodass in den Porenzustanden «° und g° besetzter und
unbesetzter Platz vertauscht sind. Findet der Teilchensprung zwischen Lésung und
Porenrandplatz statt, gilt entsprechendes. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass Spriinge in
die Losung unabhéngig von den Konzentrationen sind. Die Sprungraten der Teilchen-
spezies i aus der Losung in die Pore sind proportional der Konzentration der springen-
den Teilchensorte (Kapitel F). Fasst man in Gleichung ( G-2 ) die zum selben ungeord-
neten Zustandspaar (a°, £°) gehdrigen Terme zusammen, erhalt man den Teilchennetto-

fluss j; als Summe der lokalen Nettowahrscheinlichkeitsflisse j,- 5 = LOﬂO - Iﬂoao:

(G-4) = Y (Keope P =Kpoge Ppe) = D (IQOﬂO_IﬂQaO) > gy

(ao’ﬁo) (ao’ﬂo) (aoyﬁo)

Mit Hilfe der Gleichungen ( G-4) und ( F-18) laRt sich der Teilchenfluss j; als Funktion

von Zyklenflissen ch darstellen.

Als konkretes Beispiel zur Ermittlung von Teilchenflissen j; sei die Bestimmung des Net-

toflusses der kalten Spezies j;° und des unidirektionalen Tracerflusses |, in Einzelsalz-

I6sung in Verbindung mit dem zugehdrigen Graphen in Abbildung G-1 erldutert. Zur Be-

rechnung des Nettoflusses j;" verfahrt man wie folgt:

1. Man legt die Position fest, an der man die Sprungrate der Teilchensorte 1 bilanzieren
mdchte. Im Beispiel wird eine Position zwischen dem rechten Platz und der angren-
zenden L6ésung gewabhilt.

2. Zur Berechnung der Sprungrate von links nach rechts, das ist die Summe

Z Koo g P = Z fauﬁo ,
(a°.°) (@ /°)
werden alle Zustéande «° gesucht, in denen auf dem rechten Platz der Pore ein Teil-
chen der Sorte 1 sitzt. Dies sind die Zustande 3, 4 und 8.

3. Die Sprungrate von links nach rechts ist in diesem Fall

Z Kae po Pae =Ka1 P3 +Kaz Ps + Keg Ps = E(1,0) p3 + E(1,1) ps + E(1,1) ps
(a°.8°)

Hierbei ist berticksichtigt, dass der Tracer (Teilchensorte 2) und das kalte Isotop die-
selben kinetischen Eigenschaften besitzen. Daher gilt: E(1,2) =E(1,1)
4. Die Sprungrate von rechts nach links, in allgemeiner Formulierung die Summe
Z kﬂoac pﬂo: Z jﬂ°a° f
(ﬂc,ac) (ﬂo,ao)
ist in diesem Beispiel

z Kgege Pgo =Kz P1+Kag P2 +Keg Ps = A(1,0) - Cir) P+ AL Cf) P, +A(l,1)- Cf) Ps
(a°.8°)

Hier gilt: A(1,2) = A(1,1).
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5. Der Teilchennettofluss j; ist gleich der Nettosprungrate, die sich aus der Sprungrate
von links nach rechts, vermindert um die Sprungrate von rechts nach links, errechnet:

Jj1=Ka1 P3 +Kaz Ps +Kgg Pg — Kiz P1 —Kog P2 —Keg Ps
=E(1,0)ps +E(@L, ) ps + E(L,D) ps - AL0)-¢{” py — ALY - cf” p, — AL, D) -ci” ps

Weil die Teilchensorte 2 als Tracer nur in der linken Losung vorliegt, ist der Tracernetto-
fluss ji = ji' = j, identisch mit dem unidirektionalen Tracerfluss ' = j; = j,: j» = j, . Bilan-
ziert man die Sprungraten der Tracerteilchen zwischen rechtem Porenplatz und rechter
Ldsung, treten ausschliellich solche Terme auf, die Ausspriinge des Tracers in die

rechte Losung beschreiben:

Tz = Z ka"ﬁ" Poe =Ks1 Ps + K72 p7 =E(1,0) ps + E(1,1) p;
(e B°)

Die lokalen unidirektionalen Fliisse j, (x) und j; (x) sind i. a. nicht gleich den unidirek-
tionalen Flussen j, und j;, sondern enthalten zusétzliche Anteile A j;(x) und A j; (x),
die sich zu Null addieren:

(G-5) Ji =Ti _]_i =ji(x) i(X)—Ji(X)=ji +AE(X)_ji —AL(X)

[—

Daraus folgt:

Die zuséatzlichen Anteile an den unidirektionalen Flissen sind durch Platzwechsel am
Ort x der Registrierebene verursacht, die in beiden Diffusionsrichtungen im zeitlichen
Mittel gleich haufig auftreten und weder zum Nettofluss j; noch zu den unidirektionalen
Flussen j; und j; einen Beitrag leisten.

Im obigen Beispiel der Bestimmung des Tracerflusses j = Lt kénnen Teilchenspriinge
durch die an Position x befindliche Registrierebene nur von links nach rechts stattfinden.

Damit werden die Flisse j;' und j;'(x) gleich und es gilt:
(G-7) jit=Tit=jit(X)=Tit(X)

Kennt man j und j;', lassen sich daraus alle anderen Fliisse der Teilchensorte i be-

rechnen:

68



(G-8) ji:jic"'J?it

c(l)
Y -t
(D-17) Ji :W Ji
0 cl) | ~t0)
- C; C; + C;j -t
D-18 =t i
( ) j o0 j o0 j
(G-9) S
(G-10) =0

Bei Kenntnis von j und I, erhalt man mit Hilfe der Gleichung ( D-7) bzw. ( D-15) den

Flussverhaltnisexponenten ng; bzw. ny; .
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H Bisherige theoretische Beschreibung experimenteller

Befunde

S. K. Aityan et al. versuchen, die in Gleichung ( E-4) wiedergegebene, von L. V.
Schagina und A. A. Lev et al. an Gramicidin-A experimentell gefundene Beziehung
zwischen den Flussverhaltnisexponenten von Na* und Rb" in Zweisalz- und Einzelsalz-
I6sung mit Hilfe des in Kapitel F vorgestellten kinetischen Modells der Teilchenpermea-
tion durch eine symmetrische Zweiplatz-Single-File-Pore zu beschreiben [ Aityan 1991 ].
Es werden symmetrische ideale Losungen angenommen, sodass fur jede chemische
lonenspezies i gilt ¢’ =¢” =c;. Jede Wechselwirkung zwischen den lonen innerhalb der
Pore, die Uber die Konkurrenz um die Bindungsplatze hinausgeht, wird vernachlassigt.
Dies bedeutet, dass fur jede springende lonensorte i=j unabhangig vom Porenbeset-
zungszustand jeweils nur eine einzige reduzierte Ein- und Aussprungkonstante, A(i) und

E(i), existiert:

(H-1) AG,0) = AGi,i) = A, j) = Ai) i,j e {1,2), i#]
(H-2) E(i,0) = E(i,i) = E(i,j) = E(i) i,j e{1,2), i#]

Weiterhin wird von S. K. Aityan et al. vorausgesetzt, dass das Membranpotential @y
linear Uber die Pore hinweg abféllt und die Lage der Bindungsplatze und der Energie-
maxima unabh&ngig vom Porenbesetzungszustand ist. Fir die reduzierten Aussprung-

konstanten wird angenommen, dass diese viel kleiner sind als die reduzierten Platz-

wechselkonstanten:
(H-3) E(i) << K(i)

Zusatzlich zu Beziehung ( H-3) soll gelten, dass die reduzierten Geschwindigkeitskon-

stanten fur den Platzwechsel viel grol3er sind als die reduzierten Einsprungraten:

(H-4) A(i)-ci << K(i)

Zusammenfassend wird demnach vorausgesetzt:
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(H-5) {K(1),K2)} >> {A(1)-c1, A2)-c, E(1), E(2) }

Verschiedene Anpassungen des Modells der Zweiplatz-Single-File-Pore [ Finkelstein
1981; Kohler 1983; Urban 1980; Urry 1980, 1986, 1986a; Hladky 1984; Thompson
2001 ] ergeben, dass die beim Platzwechsel eines lons zu Gberwindende mittlere Ener-
giebarrierre meist viel niedriger ist als die flr den Aussprung aus der einfach besetzten

Pore zu tberwindenden Randbarrieren. Das bedeutet:

(H-6) E(i,0) << K(i)

Es ist zu beachten, dass verschiedene Autoren [ Finkelstein 1981; Kohler 1983; Urban
1980; Urry 1980, 1986, 1986a; Hladky 1984; Thompson, 2001 ] bei Anpassung der
Modellparameter an die experimentellen Befunde zu dem Ergebnis kommen, dass im

Bereich hoherer Konzentrationen im Allgemeinen gilt:

(H-7) A()-ci > K(i)

Das heif3t, dass die Beziehungen ( H-4 ) und ( H-5) bei hdéheren Konzentrationen nicht
mehr erfillt sind. S. K. Aityan et al. weisen in einem spateren Artikel darauf hin, dass die
Annahmen in den Gleichungen ( H-1) und ( H-2) qualitativ gerechtfertigt werden konn-
ten [ Aityan 1991a ]:

1. Verschiedene Parameteranpassungen ergeben, dass die Unterschiede zwischen den
Geschwindigkeitskonstanten fur Springe in die unbesetzte und die einfach besetzte
Pore im Allgemeinen klein sind [ Finkelstein 1981; Kohler 1983; Urban 1980; Urry
1980, 1986; Hladky 1984 ]. Dies stelle eine Rechtfertigung fur die Annahme ( H-1)
dar.

2. Parameterabschatzungen zeigen, dass sich die Aussprungkonstanten fir Springe
aus dem einfach und dem doppelt besetzten Gramicidin-A-Kanal im Allgemeinen
stark unterscheiden [ Finkelstein 1981; Kohler 1983; Urban 1980; Urry 1980, 1986;
Hladky 1984 ]. Jedoch findet man auch, dass der Einzelsalz-Flussverhaltnisexponent
ns; bei verschwindendem Membranpotential @y nicht von den Aussprungkonstanten
E(i,i) fur die doppelt besetzte Pore abhangt [ Kohler 1983; Urban 1979 ]. Deshalb
konne man in Naherung von der Annahme ausgehen, dass auch der Zweisalz-

Flussverhéltnisexponent n¢; nicht von den Aussprungkonstanten aus dem doppelt
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besetzten lonenkanal abhéngt. Damit dirfe die sehr weitgehende Annahme (H-2)

mit E(i) = E(i,0) fur die Berechnung der Flussverhaltnisexponenten unkritisch sein.

Der Flussverhdltnisexponent ist nicht von den Absolutwerten der Geschwindigkeitskon-
stanten abh&ngig, sondern wird ausschliel3lich von den spater im Anhang definierten
relativen kinetischen Parametern r,; fir den Ubergang von einem Porenzustand « in
einen dazu benachbarten g bestimmt [ Kohler 1983 ]. Die Bestimmung dieser Para-
meter fur das Modell der symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore ergibt, dass die Aus-
sprungkonstanten E(i,i) tatsachlich auch fur die Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten
keine Rolle spielen, was jedoch nicht fir das Verhaltnis E(2,1)/E(1,2) zutrifft. Daher ist
die Annahme (H-2) ein Spezialfal und findet nur far den Fall
E(2,1)/E(1,2)=E(2,0)/E(1,0)=E(2)/E(1) Berechtigung (Kapitel L.1.3).

In Ubereinstimmung mit den Experimenten von L. V. Schagina und A. A. Lev et al. an
symmetrischen Ldsungen, in denen die Differenzen zwischen den elektrochemischen
Potentialen der lonen links und rechts der Membran durch Anlegen einer Membran-
spannung erzeugt werden, setzen S. K. Aityan et al. im Falle der Zweisalzlsung die
Differenzen der elektrochemischen Potentiale fiir beide Kationenspezies 1 und 2 gleich
an, sodass auch in ihren Berechnungen Gleichung ( E-2) erflillt ist [ Lev 1988; Schagina
1983; Aityan 1991 ]. Damit ist gleichzeitig Bedingung ( D-14 ) erfullt.

Wie von S. K. Aityan et al. gezeigt wird, kann der in Beziehung ( E-4 ) wiedergegebene
experimentelle Befund mit Hilfe der durch die Annahmen (H-1), (H-2) und (H-5) ge-
kennzeichneten analytischen Beschreibung qualitativ nicht richtig wiedergegeben wer-
den [Aityan 1991 ]. Unter der Bedingung, dass die reduzierten Aussprungkonstanten

E(i) fur beide Kationenspezies 1 und 2 gleich sind,
(H-8) E(2)=E(1)

nehmen die Zweisalz-Flussverhéltnisexponenten n; und n, identische Werte an:
(H-9) Ni2=N¢1

Jedoch sind im Gegensatz zu dem experimentellen Befund die Zweisalz-Flussverhaltnis-

exponenten immer groRer oder gleich den Flussverhaltnisexponenten ng; der lonen in

Einzelsalzldsung:
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(H-10) N1, Ng <Ny =ng,

Die in Abbildung E-3 wiedergegebenen Histogramme werden von L. V. Schagina et al.
und von S. K. Aityan et al. als moglicher Hinweis darauf interpretiert, dass in Zweisalz-
I6sungen der lonenkanal in zwei Formen unterschiedlicher Leitfahigkeit vorliegt, deren
Haufigkeit von den Konzentrationsverhéltnissen der Salze NaCl und RbCl abhéngt
[ Schagina 1988a; Aityan 1991a ]. Um Ubereinstimmung mit dem Experiment zu erhal-
ten, wird von S. K. Aityan et al. in der oben erwahnten nachfolgenden Arbeit unter Beibe-
haltung der hier beschriebenen Modellannahmen daher angenommen, dass im Fall der
Zweisalzlésung jeder Gramicidin-A-Kanal in zwei, relativ zur Zeitskala der lonendiffusion
durch den Kanal langlebigen Konformationen existieren kann, welche jeweils fiir das
eine oder andere lon bevorzugt durchlassig sind und in Abhéngigkeit vom Konzentra-
tionsverhaltnis der lonen ineinander tUbergehen kdnnen. Mit der Konformation andert
sich fur eine gegebene Kationensorte das Energieprofil [ Schagina 1988a; Lev 1988;
Blasko 1988; Aityan 1991a ]. Unter der Annahme, dass beide Kationen in der jeweiligen
Konformation gleiche Aussprungkonstanten besitzen (Gleichung ( H-8)), kann Bezie-
hung ( E-4 ) erfullt werden, wobei sowohl die experimentellen Zweisalz- als auch Einzel-
salz-Flussverhaltnisexponenten durch Parameteranpassung quantitativ in befriedigender
Weise beschrieben werden kdnnen [ Aityan 1991a |.

Die hier dargestellten, von S. K. Aityan et al. gewonnenen Ergebnisse sind wegen der
einschrankenden Bedingung ( H-4), die bei ausreichend groRen Konzentrationen nicht
mehr erfillt ist, nicht als zwingende Konsequenz einer Beschreibung des lonentranspor-
tes durch eine Single-File-Zweiplatzpore zu betrachten. Das gilt insbesondere fir die
Folgerung, dass, um die experimentellen Ergebnisse zumindest qualitativ richtig wieder-
zugeben, das Modell einer symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore mit fester Konfor-
mation nicht ausreicht. Dartiber hinaus gibt es, wie im Kapitel C beschrieben, keine un-
abhangigen experimentellen Hinweise dafiir, dass der Gramicidin-Kanal ionenab-
hangige, langlebige Konformationen besitzt. Fir das Modell einer Single-File-Zwei-
platzpore fester Konformation bleibt daher die Kinetik des lonentransportes in Gegen-
wart zweier durchtrittsfahiger Kationen ohne die einschrankende Bedingung (H-4)
genauer zu untersuchen, insbesondere bei héheren Konzentrationen, bei denen doppelt

besetzte lonenkandle von Bedeutung sind.
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| Numerische Ergebnisse

Um zu allgemeineren Aussagen uber die Anwendbarkeit des kinetischen Modells einer
symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore zu kommen, die in einer einzigen mittleren
Konformation vorliegt, werden in Erweiterung des von S. K. Aityan et al. verwendeten
Modells Berechnungen von Flussverhéltnissexponenten durchgefiihrt, bei denen auf die
experimentell nicht gestiitzten Annahmen ( H-2) und ( H-8) verzichtet und der durch
Bedingung ( H-4 ) gegebene Konzentrationsbereich verlassen wird. Es wird geprft, ob
es unter den erweiterten Nebenbedingungen maoglich ist, die in Beziehung ( E-4 ) formu-
lierte Beziehung zwischen den gemessenen Einzel- und Zweisalz-Flussverhaltnis-
exponenten ng; und n¢; zweier lonenspezies (i =1, 2) qualitativ und quantitativ zu repro-
duzieren.

Die Flussverhéltnisexponenten nach Definition ( D-15 ) werden fir den hier als ,symme-
trisches Gleichgewicht* bezeichneten thermodynamischen Gleichgewichtszustand be-
rechnet, der durch symmetrische Lésungen (a” =a,”’) und ein Membranpotential @y=0
gekennzeichnet ist. Bei der fiir die Berechnung der Flussverhaltnisexponenten notwen-
digen kleinen Auslenkung aus dem symmetrischen Gleichgewicht mul3 im Fall der Zwei-
salzlésungen Nebenbedingung ( D-14) beriicksichtigt werden. In Ubereinstimmung mit
den Experimenten von L. V. Schagina und A. A. Lev et al., in denen Beziehung ( E-2)
erfullt ist und wie bei den Modellrechnungen von S. K. Aityan et al. werden die Differen-
zen der elektrochemischen Potentiale der beiden in Zweisalzldsung vorliegenden che-
mischen Spezies 1 und 2 gleich gesetzt [ Lev 1988; Schagina 1983, 1988a; Aityan
1991 ]. Es werden wie bei S. K. Aityan et al. ideale Losungen vorausgesetzt. Das Mem-
branpotential @y, ist gleich Null. Die Differenz der elektrochemischen Potentiale einer
permeierenden lonenspezies i zwischen den Lésungen links und rechts der Membran
wird durch kleine Konzentrationsdifferenzen Ac; = ¢{” - ¢’ erzeugt. Fiir die Konzentratio-
nen zweier chemischer Spezies 1 und 2 in Zweisalzldsungen mit den Gesamtkonzentra-
tionen c¥ = ¢, + ¢, bzw. ¢ = ¢, + ¢, gilt wegen Beziehung ( E-2) in Verbindung mit

@M = O
(1-1) &6, = ¢,0%c, = 07
bzw. mit Ac =c®-c¥ :

(1-2) |Ac, /¢ = [Aci/e,0f = [Ac/c®] << 1
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Daher gilt fiir die Differenz der elektrochemischen Potentiale Az = 7" - 7" unter An-

wendung der firr |x| <<1 gultigen Naherung In(1+ x) ~ x :

)
Ci AC;
(|'3) AU| ZA,U| ZRT In[cl(l)]zRTch;
I 1

Fur den Flussverhaltnisexponenten erhalt man mit den Gleichungen ( D-15), ( D-8 ) und

(1-3)

k=12,...

(1-4) n = lim ;)m[l_i_ij _iili

Acy >0 In(ACi /Ci(') Ji o Ac; /Ci(l)

Im Fall der Einzelsalzlosung gilt i=k=1. Die Flusse j und j; werden wie in Kapitel G
beschrieben bestimmit.

Der Einzelsalz-Flussverhéltnisexponent ng; kann fur den Fall des symmetrischen
Gleichgewichts (@y=0, a” =a” =a;) mit Hilfe folgender Beziehung aus den reduzierten

Geschwindigkeitskonstanten berechnet werden [ Kohler 1983; Urban 1979 |:

1. 2(AG,1)/K())a
[2+E(i,0)/K(i)+ (AGL1)/K(i))a; |[ 2E(i,0)/K (i) + (AGi,i)/K(i))a |

( I-5 ) ns,i =

Der Einzelsalz-Flussverhéltnisexponent ns; hangt nur von dem Verhaltnis E(i,0)/K(i)
und dem Produkt (A(i,i)/K(i))a; ab.

Es sei nochmals betont, dass die Differenzen An; in den Experimenten von L. V.
Schagina et al. durch eine Membransprannung @, erzeugt werden' (Kapitel E), wéah-
rend diese in den hier durchgefiihrten Berechnungen mit Hilfe von Konzentrations-
differenzen verwirklicht werden. Weil es nur auf die An; ankommt, sind beide Wege
gleichwertig.

Das in den Berechnungen flr eine chemische lonenspezies i gewahlte Konzentrations-
verhaltnis ¢%/c” ist gleich 1,001 oder 1,0001, d.h. |Aci|/c® =10 oder 10™. Ist i die
lonenspezies, fur die der zugehorige Flussverhaltnisexponent ns; bzw. n; berechnet

wird, ist der Betrag der Konzentrationsdifferenz !Aci! so gewabhlt, dass dieser gleich der

! Weil die experimentellen Flussverhaltnisexponenten im Rahmen der Messgenauigkeit nicht von @), ab-
héngig sind, entsprechen ihre Werte der Situation des symmetrischen Gleichgewichts von Definition ( D-6)
bzw. ( D-15).
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Tracerkonzentration ¢! ist, die der linken Lésung zugegeben wird. Weil in den Berech-
nungen nahezu symmetrische Losungen vorliegen, bleibt im Folgenden die Abweichung

von der symmetrischen Konzentrationsverteilung im Allgemeinen unbertcksichtigt.

Kation i Na* Rb*

Einsprungkonstante A(i)/(Imol*s™) 6,4-10° 1,8-10°

Platzwechselkonstante K(i)/s™ 7,9-10° 6,0-10’

E(i,0)/s™ 7,8-10* 6,0-10"

Aussprung- E@i,i)/s™ 6,4-10° 18-10"
konstanten

Ej=i)/ st 1,20-10" 9,25-10°

' (E(Na,Rb)) (E(Rb,Na))

Tabelle I-1
Geschwindigkeitskonstanten fir die Berechnung der Flussverhaltnisexponenten von

Na® und Rb" mit Hilfe des kinetischen Modells einer symmetrischen Single-File-
Zweiplatzpore. Kinetische Parameter, die nur von einer einzigen chemischen Spe-
zies i abhangen, sind aus einer Modellanpassung an die experimentellen Ergeb-
nisse von L. V. Schagina et al. gewonnen? [ Kohler 1983; Schagina 1983 ]. Die von
beiden Spezies abhangigen Aussprungkonstanten E(i,j=i) werden mit Hilfe von

Beziehung ( I-6 ) berechnet.

In Verallgemeinerung des von S. K. Aityan et al. verwendeten Ansatzes wird der Einfluss
eines sich auf einem Bindungsplatz befindlichen zweiten lons auf die Geschwindigkeits-
konstanten des springenden lons i bertcksichtigt. Dieser Einfluss kommt im verwende-

ten Parametersatz von Tabelle I-1 jedoch nur in den Aussprungkonstanten E(i,i) und

? Die in der Arbeit von H.-H. Kohler in der Einheit kg mol™*s™ (Konzentrationseinheit Molalitat) angegebenen
Einsprungkonstanten werden in ihrem Zahlenwert unverandert ibernommen und mit der Einheit Imol™s™
(Konzentrationseinheit Molaritat) verwendet [ Kohler 1983 ]. Die in den Berechnungen gemachte Annahme
idealer Losungen ist unter diesem Gesichtspunkt von grolRerem Einflul3, ist jedoch hinsichtlich der relativ

groRen Messfehler tolerierbar.
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E(i,j), die mit Ausspringen eines Teilchens der Sorte i aus der doppelt besetzten Pore
verbunden sind, zum Tragen. Denn mit der gleichen Begriindung wie der von S. K.
Aityan et al. wird fur jede durchtrittsfahige chemische Teilchenspezies i unabhéngig vom
Porenbesetzungszustand nur eine einzige Einsprungkonstante A(i) und damit die Gltig-
keit von Gleichung ( H-1) angenommen. Die den Berechnungen zugrunde liegenden
Geschwindigkeitskonstanten, die nur von der springenden chemischen Spezies i abhén-
gen, sind aus einer Modellanpassung an die Ergebnisse von Messungen von L. V.
Schagina et al. an Gramicidin-A, eingelagert in eine OBL-Membran (ox brain lipid) und
in Gegenwart von Einzelsalzldsungen, gewonnen [ Kohler 1983; Schagina 1983 ]. Weil
keine experimentellen Daten fir die ,gemischten” Parameter E(i, j=i) vorliegen, werden
diese auf der Grundlage einer vereinfachenden Annahme berechnet: Der Einfluss eines
zweiten in der Pore befindlichen lons der Sorte j=i auf die Kinetik des springenden Teil-
chens der Sorte i wird auf die interionische Wechselwirkung abgebildet und als rein elek-
trostatische AbstoRung zwischen zwei lonen verschiedener effektiver Ladung beschrie-
ben. Unter dieser Annahme lassen sich mit Hilfe der Theorie des Ubergangszustandes
nach Eyring die Aussprungkonstanten E(i,j=i) zweier lonenspezies 1 und 2, wobei
i,j=1,2, aus den experimentell gewonnenen Geschwindigkeitskonstanten E(i,0) und
E(i,i) berechnen [ Kohler 1980c ]:

] E@L) , (EL2)) [ (E@2) (ELI)
() 'Q(E@,O)j "g(E(l.O)] ‘J 'Q(E@,OJ 'Q(E(w)j

Die Wegscheiderbedingung ist mit dieser Beziehung erfillt (Anhang L.1) [ Kohler

1980c ]. Weil im verwendeten Modell die interionische elektrostatische AbstoRung die
Aktivierungsenergie fir den Aussprung aus dem doppelt besetzten Gramicidin-Kanal

erniedrigt, erhalt man fir die Aussprungraten:
(1-7) E(i,0) < E(i,i) = E(i,j) bj=1,2; i#]

Insgesamt ergibt sich fuir die Berechnungen der Flussverhéltnisexponenten von Na* und
Rb" in Einzelsalz- und Zweisalzlosung der in Tabelle I-1 wiedergegebene Satz kineti-
scher Parameter [ Kohler 1983 ].

Die fiir Einzelsalz- und Zweisalzlésungen verwendeten Ubergangsdiagramme sind in
den Abbildungen G-1 und G-2 wiedergegeben. In Abbildung I-1 sind die berechneten
Einzelsalz- und Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten ns und n, von Na“ und Rb* dar-

gestellt.
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nt’Na+(theor)

Flussverhaltnisexponent n

Abbildung I-1

Berechnete Flussverhéltnisexponenten n; und ns von Na* und Rb" (n (theor)) bei ei-
ner Gesamtkationenkonzentration ¢ = Cgp+Cna Von 160 mmoll™ auf beiden Seiten der
Membran. Die Konzentrationen eines Kations i sind auf beiden Seiten der Membran
gleich. Auf der Abszisse ist der molare Anteil von Rb*, Xz, an der Gesamtkationen-
konzentration aufgetragen, wobei gilt: Xr,=Crb/(Cro+Cna). Die entsprechenden expe-
rimentellen Flussverhaltnisexponenten (n(exp)) sind mit Fehlerbalken (Standardab-
weichung) dargestellt [ Aityan 1991; Lev 1988; Schagina 1983, 1988 ].

Entsprechend dem Experiment sind die n, fir eine Gesamtkationenkonzentration von

jeweils 160 mmoll™* auf beiden® Seiten der Membran berechnet, wobei das Verhéltnis

® Es sei erinnert, dass die Lésungen nur nahezu symmetrisch sind. Die Gesamtkationenkonzentration ist bei
Variation des Konzentrationsverhaltnisses der Kationen nur auf der rechten Seite der Membran konstant bei

160 mmol I,
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der beiden Kationenkonzentrationen zueinander variiert wird. Auf der Abszisse ist der
molare Anteil von Rb*, xgrp, an der Gesamtkationenkonzentration aufgetragen. Dabei gilt
Xrb=Cro/(Cro+Cna). ZUm Vergleich sind auch die experimentellen Flussverhaltnis-
exponenten eingezeichnet [ Aityan 1991; Lev 1988; Schagina 1983, 1988 ].

Die berechneten Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten von Rb* stimmen im Rahmen
der Messgenauigkeit mit den experimentellen Werten Uberein. Bei den entsprechenden
Werten von Na' ist die Ubereinstimmung nur bei den htheren Na'-Konzentrationen ge-
geben. Wichtig ist vor allem, dass die Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten qualitativ
richtig wiedergegeben werden. Im Rahmen der Messgenauigkeit stimmen die Zweisalz-
Flussverhaltnisexponenten auch quantitativ mit den experimentellen Werten tberein. Es

wird in guter Ubereinstimmung mit Beziehung ( E-4 ) gefunden:

(1-8) NsNa < Ngna = NtRrp < Nsrb

Anzumerken ist, dass die Angaben der Zweisalz-Flussverhéltnisexponenten fir
Cna=40 mmoll™ und crp=120mmoll* (xgp=0,75) in verschiedenen Artikeln einander
deutlich widersprechen. In den entsprechenden Abbildungen der Artikel von S. K. Aityan
et al. und L. V. Schagina et al. sind die Werte der Zweisalz-Flussverhéaltnisexponenten n;
von Na" und Rb* gegentiber den in der Veroffentlichung von A. A. Lev et al. abgebildeten
Werten vertauscht [ Aityan 1991; Schagina 1988, 1988a; Lev 1988 ]. AuRerdem findet
man bei S. K. Aityan et al. [ Aityan 1991 ] und einem der Artikel von L. V. Schagina et al.
[ Schagina 1988a ] bei einem molaren Anteil der Rb*-lonen an der Gesamtkationenkon-
zentration von Xxgp~0,9 (Cna=15mmoll?, cro=145mmoll™?) fir die Zweisalz-
Flussverhéltnisexponenten nina < Nyro, Wahrend man in einer anderen Vero6ffentlichung
von L. V. Schagina et al. [ Schagina 1988 ] nina = Nrp findet, &hnlich zu den Angaben
von A. A. Lev et al. [ Lev 1988 ], wo nna 2 Ntrp. ANgesichts der groRen Messfehler sind
diese Unterschiede in den Angaben weniger bedeutend und &ndern nichts an der Aus-
sage, dass experimentell in Naherung Beziehung ( E-4 ) gefunden wird. Abbildung I-2
zeigt fiur denselben Parametersatz wie in Abbildung I-1 die Einzelsalz- und Zweisalz-
Flussverhaltnisexponenten von Na* und Rb* Uber einen Konzentrationsbereich von
sechs Dekaden. Im Fall der Zweisalzlosung ist die Konzentration von Na* dreimal so

groR wie die von Rb* (Xg, =0,25).
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Abbildung I-2

Mit den in Tabelle I-1 aufgefiihrten Parametern berechnete Flussverhaltnis-
exponenten ns und n, von Na* und Rb" (n (theor)). Im Fall der Zweisalzlosung ist
die Konzentration von Na* dreimal so groR3 wie die von Rb", d.h. cgy/Cna=1/3. Die
entsprechenden experimentellen Flussverhéltnisexponenten (n(exp)) sind mit
Fehlerbalken (Standardabweichung) dargestellt [ Aityan 1991; Lev 1988; Schagina
1983, 1988 ].

Die zum Vergleich eingezeichneten experimentellen Flussverhaltnisexponenten® werden
durch die theoretischen Werte im Wesentlichen quantitativ richtig wiedergegeben

[ Aityan 1991; Lev 1988; Schagina 1983, 1988 ]. Im Gegensatz zum Experiment ergeben

4 Jedoch fallt bei den experimentellen Werten auf, dass in Zweisalzldsung bei Cro = 107 moll™ und
Cna = 3-10% moll* N na deutlich grofer ist als ny gy , im Gegensatz zu allen anderen experimentellen Werten
von Nina uUnd nygp , die in den Abbildungen I-1 und I-2 wiedergegeben sind. Dort gilt n gy > Ny na Oder

Nirp <Nina Mt Nirp = Nina - IM Rahmen der experimentellen Fehlerbereiche gilt jedoch auch hier:

Nirb = NiNa-
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die Berechnungen fur den Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten von Na* ein deutliches
Maximum (nsna(max)~1,55), wahrend experimentell kein Maximum gefunden wird
(nS'Naz 1,2)5.

22 "N, (theor) " A(Rb)c ../ K(Rb") = 1
214 N, .(theor) | | - ARb’)c,,./ K(Na") =1
204 ® n(exp) ®® ——A(Na)c,./K(Na)=1
1,9 N, a-(teor)

Flussverhaltnisexponent n

lg(c. / (mol 1))
i=Na', Rb"

Abbildung I-3

Mit den in Tabelle I-1 aufgefiihrten Parametern berechnete ns und n, von Na* und
Rb* (n (theor)). Im Fall der Zweisalzlosung sind die Konzentrationen der beiden Kat-
ionen gleich grof3: crp/Cna=1. Die entsprechenden experimentellen Flussverhaltnis-
exponenten (n(exp)) sind mit Fehlerbalken (Standardabweichung) dargestellt
[ Aityan 1991; Lev 1988; Schagina 1983, 1988 ].

Zur Orientierung hinsichtlich der Voraussetzung ( H-4), die S. K. Aityan et al. in ihren

Berechnungen machen, sind in Abbildung I-2 wie auch in Abbildung I-3 an der x-Achse

® Fur den fraglichen Konzentrationsbereich liegt jedoch nur ein einziger experimenteller Wert vor, so dass

dieser Wert durch weitere Messungen in diesem Konzentrationsbereich zu Gberprifen ware.
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Markierungen angebracht, die anzeigen, bei welchen Konzentrationen die Verhéltnisse
A(RDb)-crp/K(Rb), A(Na)-cna/K(Na) bzw. A(Rb)-cr,/K(Na) gleich 1 sind [Aityan 1991,
1991a]. Es wird auch das Verhaltnis A(Rb)-cr,/K(Na) bertcksichtigt, das, wie im An-
hang (Kapitel L.1) beschrieben, neben dem Quotienten A(Na)-cna/K(Rb) zu dem Satz
unabhangiger Parameter gehort, der die Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n¢n, und
Nn¢ry Destimmt. Wegen A(RDb)>A(Na) und K(Na)<K(Rb) ermdglicht dieses Verhéltnis
eine Abschatzung fur den untersten Konzentrationsbereich, bei dem die der Vorausset-
zung ( H-4 ) entsprechende Bedingung A(i)-ci<< K(j#i) verlassen wird. (Die Einzelsalz-
Flussverhéltnisexponenten nggy, UNd Ngsna Werden gemafR Gleichung (1-5) durch die
Verhaltnisse A(Rb)-cry,/K(Rb) bzw. A(Na)-cna/ K(Na) mitbestimmt.)

Die in Abbildung I-3 dargestellten Einzelsalz- und Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten
von Na* und Rb* sind im Unterschied zu Abbildung I-2 fiir das Konzentrationsverhaltnis
Cro/Cna=1/1 berechnet. Auch hier sind zum Vergleich die zur Verfugung stehenden ex-
perimentellen Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten eingezeichnet [Aityan 1991; Lev
1988; Schagina 1983, 1988 ]. Experimentelle Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten lie-
gen fur Xgrp=0,5 nicht vor. In Abbildung I-1 bis Abbildung I-3 kann man erkennen, dass
die Lage der Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n; relativ zu den entsprechenden Ein-
zelsalz-Flussverhaltnisexponenten ns von den Konzentrationen abhangig ist. Bei ausrei-
chend hohen Konzentrationen gilt in qualitativer Ubereinstimmung mit dem Experiment
Beziehung (1-8) bzw. (E-4). Sind dagegen die Konzentrationen niedriger, so findet
man wie in der Beschreibung von S. K. Aityan et al. Beziehung ( H-10) erfullt [ Aityan
1991 ].
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J Vergleich von numerischen Ergebnissen und

Experiment

Das wichtigste Ergebnis der in den Abbildungen I-1 bis |-3 gezeigten Berechnungen ist,
dass die theoretischen Flussverhéltnisexponenten eine qualitative, in groRen Teilen im
Rahmen der experimentellen Genauigkeit auch quantitative Ubereinstimmung sowohl
mit den Einzelsalz- als auch mit den Zweisalz-Flussverhéltnisexponenten von Na* und
Rb* aufweisen. Somit wird Beziehung ( E-4 ) durch die theoretischen Werte qualitativ
richtig wiedergegeben. Eine Ausnahme bildet der Einzelsalz-Flussverhaltnisexponent
von Na* bei einer Natrium-Konzentration cy, von 102 moll™. Im Experiment findet man in
allen vermessenen Konzentrationsbereichen fir ngn, €inen konstanten Wert von 1,2 ,
wahrend die theoretischen Werte nahe bei cy, = 102 moll? ein deutliches Maximum bei
ca. 1,55 aufweisen. Weil in dem Konzentrationsbereich, in dem die deutliche Abwei-
chung zwischen theoretischem und experimentellem Flussverhéltnisexponent ngy, auf-
tritt, nur ein einziger experimenteller Wert vorliegt, sollten im fraglichen Konzentrations-
bereich weitere Messungen durchgefiihrt werden. Die experimentellen Ergebnisse ver-
schiedener Arbeitsgruppen hinsichtlich der Frage, ob der Gramicidin-Kanal zwei Na®-
lonen aufnehmen kann bzw. in welchem AusmafR dieser durch Na* bei gegebener Kon-
zentration doppelt besetzt ist, sind uneinheitlich [ Urban 1980; Finkelstein 1981; Kohler
1983; Heinemann 1989; Jing 1995; Thompson 2001 ]. Bei Messungen an Black-Lipid-
Membranen (BLM) aus Diphytanoylphosphatidylcholin werden Einzelsalz-Fluss-
verhaltnisexponenten ngyn.~1 gemessen [ Procopio 1979 ]. In Ubereinstimmung damit
wird argumentiert, dass der Gramicidin-Kanal maximal durch ein Na'-lon besetzt ist
[ Finkelstein 1981 ]. Die Analyse von Stromfluktuationen an Gramicidin in GMO-
Lipiddoppelschichten weist darauf hin, dass eine Doppelbesetzung durch Na* in nur sehr
geringem Ausmal} stattfindet [ Heinemann 1989 ]. Demgegeniber stehen Ergebnisse
aus NMR-Untersuchungen, die fur hohere Natrium-Konzentrationen die Bindung zweier
Na’-lonen in der Gramicidin-Pore nahelegen (vgl. Tabelle C-3) [ Jing 1995; Tian 1999 ].
Modellanpassungen liefern unterschiedliche Resultate [ Kohler 1983; Thompson 2001 ].
Die Abbildungen I-2 und I-3 deuten darauf hin, dass das Aussehen der theoretischen
Kurven fir die Zweisalz-Flussverhéltnisexponenten, nna(lg(cna/(moll™)) und
nro(l0(Cro/ (MoI1™))), von der relativen Verschiebung der beiden berechneten Kurven
der entsprechenden Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten nqn, Und ngrp entlang der

Abszisse abhé&ngig ist (Anhang L.4). Jede der beiden Funktionen nya(Ig(Cna/(moll™)))
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und nre(lg(cro/(mol1™))) zeigt eine Abweichung von der symmetrischen Glockenform in
Verbindung mit einer Schulter. Die berechneten Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten der
beiden Kationen liegen sehr nahe beieinander und erflllen somit in guter Naherung den
experimentellen Befund nina=nry (vgl. Beziehung ( E-4)). Dieses Ergebnis, zusam-
men mit der Tatsache, dass sich sowohl die reduzierten Aussprungkonstanten E(Na,0)
und E(Rb,0) als auch die ,gemischten” reduzierten Aussprungkonstanten E(Na, Rb) und
E(Rb, Na) nur um den Faktor 1,3 unterscheiden (Tabelle I-1), scheint qualitativ Bedin-
gung (H-8) zu bestatigen, die in den Modellrechnungen von S. K. Aityan et al. eine
notwendige Voraussetzung fur die ldentitat der Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten dar-
stellt (vgl. Beziehung (J-2)). Im Anhang wird dargelegt, dass der Quotient
E(Rb, Na)/E(Na, Rb) zum Satz der unabhangigen Parameter gehort, der fur die Zwei-
salz-Flussverhaltnisexponenten bestimmend ist. Dagegen sind die Aussprungkonstanten
E(Na,0) und E(Rb,0) nur in Kombination mit den Platzwechselkonstanten K(Na) bzw.
K(Rb) unabhéngige Parameter, sowohl fiir die Einzelsalz- als auch Zweisalz-
Flussverhaltnisexponenten (Gleichung ( I-5) und Anhang L.1). Die Aussprungkonstanten
E(Rb,Rb) und E(Na,Na) spielen weder fur die Einzelsalz- noch fur die Zweisalz-
Flussverhéltnisexponenten eine Rolle (Anhang L.1). Somit scheint die fur eine Identitat
der Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n; und n., zweier chemischer Spezies 1 und 2

notwendige Voraussetzung ( H-8 ) durch die konkretere Bedingung

(J-1) E(2,1)/E(1,2)=1

ersetzbar zu sein. Wegen der erwdhnten unabhangigen Parameterkominationen und

weil mit Gleichung ( I-6 ) fuir die Aussprungkonstanten zweier lonenspezies 1 und 2 gilt

(J3-2) E(2,0)/E(1,0) = E(2, 1)/ E(1, 2)

folgt: Die von S. K. Aityan et al. gemachte Annahme, dass eine Kationenspezies i nur
eine einzige Aussprungkonstante E(i) besitzt (Gleichung (H-2)) und die Verwendung
vom Besetzungszustand der Pore abhangiger Aussprungkonstanten, wobei die ,ge-
mischten* Grol3en E(1, 2) und E(2, 1) nach Gleichung ( I-6 ) berechnet werden (Tabelle
I-1), sind hinsichtlich der Werte der Einzelsalz- und Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten
aquivalent. Diese Aquivalenz findet sich in numerischen Berechnungen bestatigt (An-
hang L.1.3).
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Die in den Abbildungen I-2 und I-3 dargestellten Rechenergebnisse lassen erkennen,
dass in Abhangigkeit vom Konzentrationsbereich die wenig voneinander verschiedenen
Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten nr, Und nn, entweder, analog zum experimentel-
len Befund ( E-4), zwischen den Einzelsalz-Flussverhéltnisexponenten nggy, Und Ngpna
liegen kdnnen oder analog zu Beziehung ( H-10 ) dartber. Im Geltungsbereich von Un-
gleichung ( H-4) findet man das rechnerische Ergebnis von S. K. Aityan et al., Bezie-
hung ( H-10), qualitativ bestatigt. Verlalit man diesen Bereich, indem man die Konzen-
trationen erhoht, kommen die Zweisalz-Flussverhéltnisexponenten in qualitativer Uber-
einstimmung mit der experimentell gefundenen Beziehung ( E-4 ) zwischen den Einzel-
salz-Flussverhéltnisexponenten zu liegen'.

Insgesamt lasst sich aus den in dieser Arbeit durchgefiihrten Berechnungen schliel3en,
dass die experimentellen Ergebnisse von Schagina und Mitarbeitern durch das Modell
der symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore qualitativ nicht richtig wiedergegeben wer-
den, solange Bedingung ( H-4) gilt. Verzichtet man auf diese Bedingung, so kann der
durch Beziehung ( E-4 ) wiedergegebene experimentelle Befund erfullt werden. Folglich
ist es zur Erfullung von Beziehung ( E-4 ) nicht notwendig, verschiedene Konformationen
unterschiedlicher lonenleitfahigkeit anzunehmen, zwischen denen ein einzelner lonen-
kanal wechseln kann. Zur qualitativ richtigen Wiedergabe der relativen Lage der experi-
mentellen Einzelsalz- und Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten reicht das Modell der

symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore mit fester Konformation vollig aus.

Die Interpretation der in Abbildung E-3 dargestellten Leitfahigkeits-Histogramme als
Hinweis auf zwei unterschiedliche, ionenabhéngige Konformationen des Gramicidin-
Kanals ist zu hinterfragen [ Lev 1988; Blasko 1988; Schagina 1988a; Aityan 1991a].
Denn die Werte der Leitfahigkeitsmaxima in den Histogrammen der Einzelsalzlésungen
entsprechen nicht den beiden Maximalwerten, die in Zweisalzlésung gefunden werden
(G in den Tabellen E-1 und E-2). Zudem gibt es keine unabhéngigen experimentellen
Hinweise darauf, dass der Gramicidin-Kanal ionenabhangige Konformationen einnimmt.
Vielmehr zeigen Alkaliionen auf Struktur und Dynamik des Gramicidin-Kanals einschlief3-
lich der Tryptophanseitenketten wenig Einfluss (Kapitel C.4). Weiterhin stellt sich die
Frage, ob die beiden Maxima im Histogramm der Zweisalzlésung signifikant und repro-

duzierbar sind. Vergleicht man Leitfahigkeitshistogramme von Gramicidin in Gegenwart

! Die in den Abbildungen 1-2 und I-3 zur Orientierung an den Abszissen angebrachten Markierungen zeigen

an, bei welchen Konzentrationen gilt A(i)-c; = K(i), i = Rb, Na, und A(Rb)-cr, =K(Na) (siehe Kapitel I).
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wassriger Losungen eines einzigen Alkalisalzes aus verschiedenen Veroffentlichungen,
so kann man feststellen, dass zwei Maxima (im Allgemeinen unterschiedlicher H6he) in
der Hauptverteilung des Histogramms moglich sind [ Urry 1984, 1988 ]. Zudem werden
die Histogramme von L. V. Schagina et al. durch Leitfahigkeitsmessungen in Gegenwart
einer hohen Cholesterin-Konzentration in der OBL-Membran (molares Verhéltnis Rinder-
hirnlipid:Cholesterin=1:4) gewonnen [ Schagina 1988a]. Cholesterin besitzt insbeson-
dere bei hohem molarem Anteil in der Membran die Eigenschaft, mit anderen, vor allem
langkettigen gesattigten Lipidmolekilen Doméanen mit erhéhtem Cholesterin-Anteil zu
bilden [ Lev 1990; Schagina 1992; Alberts 2002; Kishihara 2002; Heimburg 2003 ]. Da-
bei hat der Gramicidin-Kanal eine geringere Affinitdit zu Membranbereichen, die einen
hohen Cholesterin-Anteil aufweisen [ Lev 1990 ]. Cholesterin und Gramicidin zeigen in
einer Lipiddoppelschicht Wechselwirkungen, was bedeutet, dass sich wahrend einer
Leitfahigkeitsmessung die Anzahl leitfahiger Gramicidin-Kanéle vermindert, die Einzel-
kanal-Leitfahigkeit abhnimmt und die Lebensdauer eines Gramicidin-Dimeren erhéht
[ Hianik 1985; 1987; Blasko 1989; Schagina 1989; Lev 1990 ]. Dieser Effekt nimmt mit
steigender Cholesterin-Konzentration zu [ Schagina 1992; Lev 1990 ]. Jedoch kann
Cholesterin die Leitfahigkeit von Gramicidin auch erhéhen [ Duffin 2003 ]. Méglicher-
weise ist der verschiedenartige Einflu3 auf die Leitfahigkeit abhangig von der Choleste-
rin-Konzentration. Auch das Aussehen der Leitfahigkeitshistogramme &ndert sich (in der
Minuten-Zeitskala) wahrend der Phase der Inaktivierung von Gramicidin, wéhrend sich
die Anzahl an ,Minis* erhght [ Lev 1990 ]. Bleibt ein mdglicher Einflul3 der in Zweisalz-
l6sung erhdhten lonenstarke auf die Domanenbildung und einer damit verbundenen
Ausbildung zweier Gramicidin-Populationen aul3er Acht, so steht die Annahme, dass die
beiden Maxima im Leitfahigkeitshistogramm der Zweisalzlésung in Abbildung E-3 auf
den Einfluss des Cholesterins durch die Bildung von zwei verschieden zusammenge-
setzten Domanen, in denen zwei unterschiedliche Populationen des Gramicidin-Kanals
vorliegen, zurtckzufuhren ist, in Widerspruch zur Tatsache, dass in Gegenwart der Ein-

zelsalzlésungen die Leitfahigkeits-Histogramme nur ein Maximum besitzen.
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K Zusammenfassung

In den 50er Jahren finden A. L. Hodgkin und R. D. Keynes bei lonenflussmessungen am
Riesenaxon des Tintenfischs Sepia Officinalis, dass sich die Kaliumionen beim Durchtritt
durch die Zellmembran wechselseitig beeinflussen. Dies aufiert sich unter anderem
darin, dass das Verhaltnis der unidirektionalen Flisse, des Kaliumflusses vom
Zellinneren nach aufRen zum Kaliumfluss von der Zellumgebung in das Axon, von dem
Wert abweicht, der bei freier Diffusion der lonen zu erwarten ist. Als Mal3 dieser
Abweichung fuhren sie den Flussverhaltnisexpoenenten n ein, der bei freier Diffusion
den Wert 1 annimmt. Zur Interpretation des experimentellen Wertes von n=2,5
entwickeln sie ein erstes mechanistisches Modell, mit Hilfe dessen sie die Kopplung der
unidirektionalen Kaliumflisse beschreiben: Eine Folge hintereinander liegender
Bindungsplatze, entlang derer die lonen durch die Zellmembran treten oder ein enger
Kanal. Dabei konnen die lonen nicht aneinander vorbei [Hodgkin 1955]. Die
theoretische Beschreibung dieses als Single-File Diffusion bezeichneten Mechanismus
wird unter anderen von K. Heckmann in den 60er Jahren grundlegend weiterentwickelt
[ Heckmann 1965, 1965a, 1968, 1970, 1972]. Der Flussverhéltnisexponent ist ein
starkes Indiz fur die Art der Teilchenflusskopplung: Ein Flussverhéltnisexponent n>1 ist
charakteristisch fiir Single-File Diffusion, wéahrend ein Wert n<1 typisch fir den
Transport Uber einfache Carrier mit einem Bindungsplatz ist [ Kohler 1979, 1980d;
Lauger 1980 ]. In den 70er und 80er Jahren bestimmen L. V. Schagina, A. A. Lev und
Mitarbeiter an einem in Lipiddoppelschichten kanalbildenden bakteriellen Eiweil3,
Gramicidin-A, die Flussverhaltnisexponenten verschiedener Alkaliionen. In Gegenwart
zweier verschiedener Alkaliionen, Natrium und Rubidium, finden sie, dass deren
Flussverhaltnisexponenten ny, und ngy gleiche Werte annehmen, die zwischen den
Werten liegen, die man findet, wenn nur eine Kationenspezies vorliegt [ Lev 1988;
Blasko 1988]. Die analytische Beschreibung dieses Befundes mit Hilfe eines
symmetrischen Zweiplatzmodells (bzw. einer symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore)
gelingt Aityan et. al. nur teilweise. Die Flussverhaltnisexponenten der gemeinsam
vorliegenden Kationen sind identisch, liegen jedoch tber den Werten fur Lésungen mit
nur einem Kation [ Aityan 1991 ]. Die Erweiterung des Modells mit der Annahme, dass
der lonenkanal in zwei Konformationen unterschiedlicher lonenleitfahigkeit vorliegen
kann, ermdglicht die Wiedergabe des experimentellen Ergebnisses in quantitativ

befriedigender Weise [ Aityan 1991a ]. Offen bleibt die Frage, ob das einfache Modell
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der symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore unter Wegfall einer einschrnkenden
Annahme, die Aityan bezlglich der GroéRRenverhéltnisse zwischen den kinetischen
Geschwindigkeitskonstanten macht, in der Lage ist, die von L. V. Schagina et al.
gemessenen experimentellen Flussverhaltnisexponenten richtig zu beschreiben, ohne
verschiedene Konformationen annehmen zu missen. Zur Klarung dieser Frage werden
in dieser Arbeit unter Anwendung des Modells der symmetrischen Single-File-
Zweiplatzpore numerische Berechnungen durchgefuhrt, fur welche die von S. K. Aityan
et al. gemachte Einschrénkung nicht mehr gilt. Fiur die Geschwindigkeitskonstanten
werden Werte eingesetzt, die mit Hilfe einer Modellanpassung gewonnen sind [ Kohler
1983 ]. Die Rechnungen zeigen, dass die experimentellen Ergebnisse weitgehend in
quantitativ befriedigender Weise wiedergegeben werden koénnen. Das Modell der
symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore gegebener Konformation reicht zur richtigen
Wiedergabe der von L. V. Schagina et al. experimentell bestimmten Flussverhaltnis-
exponenten, sowohl in Gegenwart von Lésungen mit zwei durchtrittsfahigen Kationen als
auch von Losungen mit nur einem Kation, vollig aus.

Im Rahmen der Berechnungen zum Gramicidin-Kanal werden die unabhéangigen
kinetischen Parameter bestimmt, die die untersuchten Flussverhaltnisexponenten
festlegen. Weiterhin wird fir die symmetrische Single-File-Zweiplatzpore untersucht,
welche allgemeine Bedingung die Geschwindigkeitskonstanten erflllen missen, damit
die Flussverhaltnisexponenten in Gegenwart zweier Kationen identisch werden und
unter welchen Voraussetzungen Parallelverschiebungen der Funktionen der
Flussverhaltnisexponenten der Art n;=n;(Ilg(ci/(moll™)) (i=Kation der Speziesi;
¢ = Konzentration) bezlglich der Abszisse beobachtet werden. Letzte Fragestellung
kann zum Beispiel im Rahmen der Anpassung berechneter Flussverhaltnisexponenten
an experimentelle Werte von Interesse sein. Aus diesem Grund werden auch einige
Kurvenverlaufe der Funktionen nj=n;(lg(ci/(moll™))) in Gegenwart zweier Kationen
ph&nomenologisch vorgestellt. Darunter werden Beispiele fir den Uberraschenden
Befund gezeigt, dass bei geeigneter Wahl der Geschwindigkeitskonstanten der
Flussverhéltnisexponent einer Kationenspezies in Gegenwart einer zweiten von Werten
n>1 zu Werten n<1l Ubergehen kann. Dies ist insofern Uberraschend, als die
Vorstellung vorherrscht, dass bei Single-File Systemen nur Werte n>1 auftreten kdbnnen
[ Kohler 1979, 1980d; Lauger 1980 ].
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L Anhang

Fur die im Anhang erwahnten Berechnungen gelten, wenn nicht anders angegeben, die
gleichen Annahmen wie fur die in Kapitel | beschriebenen Berechnungen zum Gramici-

din-Kanal.

L.1 Anhang I: Unabhangige kinetische Parameter

In diesem Abschnitt (Kapitel L.1) werden fir die symmetrische Single-File-Zweiplatzpore
die unabhangigen kinetischen Parameter ermittelt, welche die Flussverhaltnis-
exponenten in Einzel- bzw. Zweisalzldsung bestimmen. Ausgehend von allgemein gulti-
gen Beziehungen zwischen den Geschwindigkeitskonstanten, die mit den Zustands-
wechseln einer Single-File Pore verbunden sind, wird im ersten Teilabschnitt (Kapitel
L.1.1) fur den speziellen Fall der symmetrischen Single-File-Zweiplatzpore in Gegenwart
symmetrischer Losungen ein Satz von kinetischen Parameten bestimmt, welcher die
Einzelsalz- und Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten festlegt. Als physikalische Neben-
bedingung fir die Geschwindigkeitskonstanten zyklischer kinetischer Prozesse kommt
im folgenden Teilabschnitt (Kapitel L.1.2) die Wegscheiderbedingung hinzu. Durch diese
Nebenbedingung wird die Anzahl der freien kinetischen Parameter, welche die Zweisalz-
Flussverhéltnisexponenten festlegen, von acht auf sieben reduziert. Die Berlcksichti-
gung der interionischen elektrostatischen AbstoRung innerhalb des lonenkanals fuhrt fur
die Aussprungkonstanten zu Gleichung ( 1-6 ) und fir die Einsprungkonstanten zu einer
analogen Gleichung (Kapitel L.1.3). Beide Gleichungen stellen sicher, dass die Weg-
scheiderbedingung erflllt ist und ermdglichen, dass der fir den Fall der Zweisalz-
Flussverhaltnisexponenten auf sieben unabh&ngige kinetische Parameter reduzierte
Parametersatz ausschlie3lich mit Hilfe von solchen Geschwindigkeitskonstanten formu-
liert werden kann, welche im Fall der Einzelsalzlésung auftreten. Wird zuséatzlich zu
Gleichung (1-6 ) angenommen, dass die Einsprungkonstante einer gegebenen Kat-
ionenspezies unabhangig vom Porenbesetzungszustand ist (Beziehung ( H-1)), sind die
Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten nur durch funf unabhangige kinetische Parameter
festgelegt. Diese funf Parameter bilden den allgemeinen Satz unabhangiger kinetischer

Parameter, der den Berechnungen zum Gramicidin-Kanal in Kapitel | zugrunde liegt. Die
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Parameter fur die Einzelsalz-Flussverhéaltnisexponenten stellen stets eine Teilmenge der

Parameter fir die Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten dar.

L.1.1 Relative Geschwindigkeitskonstanten r,z

Fir eine Single-File Pore, beschrieben als Vielzustandssystem, gilt allgemein, dass im
stationaren Zustand der Flussverhaltnisexponent n; einer Teilchenspezies i unabhangig
von der Gegenwart weiterer durchtrittsfahiger Teilchensorten j=i nur von den relativen
Geschwindigkeitskonstanten r, 4 flir Ubergange zwischen benachbarten Porenzustanden
a und g abhangig ist [ Kohler 1983 ]. Fir die r,4 gilt mit den in Kapitel F definierten Ge-

schwindigkeitskonstanten Kk, z:

k
(L'l) raﬁ:—

ap
2 kap
B

Die Summe im Nenner geht Uber samtliche zum Ausgangszustand « benachbarte
Porenzustéande S.

Weil der Ubergang zwischen zwei Porenzustanden immer nur durch den Sprung eines
einzigen Teilchens verursacht wird, ist eine Geschwindigkeitskonstante k, s identisch mit
der korrespondierenden Geschwindigkeitskonstanten v(i,y) fir den Sprung eines Teil-
chens i, sodass man r,;z auch als Funktion von Teilchensprungraten v(i,y) in der Form
Fop= raﬂ({v(i,y)!v(i,y) e {a—f}}) schreiben kann (Kapitel F). Die Menge {a¢—f} umfalit
die Konstanten v(i,y), die den vom Porenzustand « ausgehenden Porenzustandswech-
sel a—f zugeordnet sind. Der Parameter y beschreibt den Besetzungszustand des
zweiten Porenplatzes wahrend des Sprungs von i. Fir y gilt y € {0,1,2} fur den Fall einer
Zweisalzlésung der Teilchenspezies 1 und 2. Der Wert y=0 kennzeichnet einen unbe-
setzten Platz. Die Bezeichnungsweise der Geschwindigkeitskonstanten v(i,y) ist in Kapi-
tel F beschrieben. Jedoch sind im Unterschied zur Ubereinkunft in Kapitel F die Ein-

sprungkonstanten v(i,y) = A(i,y)a” und A(i,y)a® von pseudo-erster Ordnung.
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Variablen flr ng;

a0
20

Ad,i)a"
K(i)
E(i,0)
K(i)

Tabelle L-1
Relative kinetische Parameter fir

den Einsalz-Flussverhéltnis-
exponenten ng; ,
Membranpotential @y = 0,

a®, a® : Bulkaktivitaten links und
rechts der Membran.

(vgl. Gleichung (I-5)

Variablen frny;, i=1,2

ap o
a:(Lr) ag)
A(2,0)a?
A(1,0)a"
A@1,1)al A2,2)al
K(1) K(2)
A(1,2)a A2,1)al
K(2) K(1)
E(1,0) E(2,0)
K(1) K(2)
E(2,1)
E(1,2)

Tabelle L-2
Relative kinetische Parameter flr die Zweisalz-

Flussverhéltnisexponenten ny;, i=1, 2,
Membranpotential @y = 0,

a® a:

Bulkaktivitaten links und rechts der Membran.
Schattierte Felder :

Parameter fur die entsprechenden Einzelsalz-

Flussverhéltnisexponenten ng;.

Bestimmt man unter Verwendung des Modells der symmetrischen Single-File-Zwei-

platzpore bei Membranpotential @y = 0 die relativen Geschwindigkeitskonstanten r,

sowohl fur die Einzelsalz- als auch fir die Zweisalzldsung, findet man, dass diese Gros-

sen in beiden Fallen durch einen Satz voneinander unabhéngiger kinetischer Parameter

darstellbar sind. Diese Parameter sind Quotienten von Teilchensprungraten v(i,y) und

werden im Folgenden als relative kinetische Parameter bezeichnet. In Tabelle L-1 und

Tabelle L-2 sind die relativen kinetischen Parameter aufgefiihrt, die die Einzelsalz- bzw.

Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten in ihrem Wert bestimmen. (Die auf diese Weise

bestimmten Parameter fir die Einzelsalzldsung sind gleich denen in Gleichung (I-5).)

Fir symmetrische Lésungen (a;" =a;? =a;) erhalt man Tabelle L-3 und Tabelle L-4.
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Die Vorgehensweise, mit Hilfe derer die genannten Tabellen gewonnen werden kdnnen,
sei am Beispiel der Einzelsalzldsung mit der zugehdérigen Tabelle L-1 aufgezeigt. Zur
Bestimmung der relativen Geschwindigkeitskonstanten r,; wird der in Abbildung F-3
dargestellte Graph herangezogen, der die Situation der Einzelsalzlésung einer chemi-
schen Teilchenspezies i beschreibt. Die Flisse und damit auch die unidirektionalen
Flisse und der Flussverhaltnisexponent einer chemischen Teilchenspezies i sind unab-
hangig davon, ob eine Unterscheidung innerhalb dieser chemischen Spezies durch Mar-
kierung stattfindet oder nicht'. AuRerdem sind die Teilchenfliisse und der Flussverhélt-
nisexponent ng; nur von den Geschwindigkeitskonstanten k, ;4 fur Porenzustandswechsel
bzw. den entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten v(i,y) der chemischen Teilchen-
spezies i abhangig (vgl. Gleichungen ( F-14) bis ( F-20) und Kapitel G)?. Analog zur
Einzelsalzlosung sind fur den Fall der Zweisalzldsung die Teilchenflisse und die Fluss-

verhéltnisexponenten n; und ny; (i#j) nur von den Geschwindigkeitskonstanten der

! Ein idealer Tracer der chemischen Spezies i dient lediglich der Teilchenmarkierung, die zur Bestimmung
von unidirektionalen Flissen notwendig ist. Dieser besitzt dieselben Geschwindigkeitskonstanten wie die
unmarkierten Teilchen derselben chemischen Spezies und ist daher kinetisch nicht von den unmarkierten
Teilchen zu unterscheiden (Kapitel D-1). Durch die Markierung wird deshalb nichts an den Teilchenflissen
der chemischen Spezies verandert.

% Die Abhangigkeit der Teilchenflisse und des Flussverhéltnisexponenten ng; von Temperatur T, Druck p,
den elektrochemischen Potentialen m(p) der chemischen Teilchensorte i in der Losung links (I) oder rechts
(r) der Membran (p = ,r) (Kapitel D) (und damit auch von der Differenz des elektrochemischen Potentials
An; ) ist vollstandig durch die Geschwindigkeitskonstanten k,; gegeben. Dies wird sichtbar in der Berech-
nung der unirektionalen Flisse mit Hilfe der Beziehungen ( F-14 ) bis ( F-17 ) und der Gleichungen in Kapitel
G. Weiterhin gilt bei gegebenen T und p gemaf der Theorie der Geschwindigkeitskonstanten nach Eyring fur
Geschwindigkeitskonstanten, die Porenzustandswechsel beschreiben, welche mit Teilchenspriingen aus der
Lésung in die Pore verbunden sind: k,; = o (KT /h) exp(—(Gf;ﬁ -G, —ni(p))/kT), wobei o= Transmissions-
koeffizient, kT/h = Frequenzfaktor mit k = Boltzmannkonstante und h = Plancksches Wirkungsquantum,
Gjﬁ = Freie Standardenthalpie einer Pore zusammen mit dem springenden lon im Ubergangszustand des
Porenzustandswechsels a—> 8, G, =Freie Standardenthalpie einer Pore im Porenzustand a,

{P) = elektrochemisches Potential pro Teilchen der chemischen Teilchenspezies i [ Kohler 1979 ]. Fur den

)

n

Fall, dass kein Membranpotential @y, vorliegt (@y=0), gilt mit der Teilchenaktivitat a® = xPf®, wobei x?
der Stoffmengenanteil und £ der Aktivitatskoeffizient ist:

ko =a” o (kT /h) exp(—(Gjﬁ -G, —y?‘p))/kT) =al”k,;, mit x°® =chemisches Standardpotential pro
Teilchen der chemischen Teilchenspezies i in der Losung links (I) oder rechts (r) der Membran (p = |,r).

Den Produkten a{® Raﬁ lassen sich die Teilcheneinsprungkonstanten v(i,y) = ai(')A(i,y) und ai(r)A(i,y) zuord-
nen. In den hier durchgefuhrten Berechnungen wird angenommen, dass die den Teilchenspriingen zugeord-

neten Geschwindigkeitskonstanten A(i,y), K(i) und E(i,y) konzentrationsunabhéngig sind (Kapitel F).
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chemischen Spezies i und j abhangig (vgl. Kapitel D, F und G)). In Ubereinstimmung
damit sind die relativen Geschwindigkeitskonstanten r,; nur von den Geschwindigkeits-
konstanten der chemischen Spezies abhangig. Darliber hinaus stellen die relativen Ge-
schwindigkeitskonstanten r,; keine Teilchenflisse und damit auch keine unidirektionalen
Flusse durch die Membran dar, so dass zu deren Ermittlung keine Markierung bzw. kei-
ne Unterscheidung zwischen Tracer- und Nichttracer-Teilchen nétig ist. Deshalb wird zur
Bestimmung der relativen Geschwindigkeitskonstanten r,; der Graph fur den Fall ohne
Tracerzusatz bzw. ohne Unterscheidung zwischen Tracer- und Nichttracer-Teilchen be-
trachtet: Um die Parameter r,; zu bestimmen, werden im ersten Schritt mit Hilfe des
Graphen von Abbildung F-3 den Porenzustandswechseln die mit den Zustandswechseln
verbundenen Geschwindigkeitskonstanten v(i,y) zugeordnet. AnschlieRend werden fir
alle Porenzustande o (« € {1, ...,4}) entsprechend Gleichung ( L-1 ) sdmtliche relativen
Geschwindigkeitskonstanten r, als Funktion der v(i,y) bestimmt (Gleichungen ( L-2 ) bis
(L-11)):

Ko A(i,0)c® (c”/c?)
( L-2 ) fo = = - ] |. — =
Kiz +Kis A(I,O)Ci() + A(I,O)Ci() (Ci(l)/ci(r)) 1
k A(i,0)c” 1
L-3 fo—_ a3 i _
o F ki tkia AGO)E” +AGO)C” (o0 /c0)+1
(L4) 1y Koy _ E(i,0) B E(i,0)/K (i)

" Koo+ Kag +Koe  E(1,0)+ K(1)+AGLIC?  E@,0)/K () +1+ A, 1)c® /K (i)

(L5) 1y = Koz _ K(i) _ 1
2 Koy +kos +kas  E(,0)+K()+ AGLLiC?  E(,0)/K(3) + 1+ Adi,i)c? /K (i)
Ko Adi,i)c® AG,i)c® /K (i)
( L'6) o4 = K = B ; S0 B . ) .
21+ Koz +Kag  E(i,0)+K(i)+ A(i,i)c; E(i,0)/K(i)+ 1+ A(i,i)c; /K(l)
Ksq E(i,0) E(i,0)/K(i)
( L'7) fa1 = K = . . 0 ; . NN .
stk +key  E(1,0)+K(@)+AGDCY  EG,0)/K(>)+1+Ad,i)c® /K (i)
(L-8) ry ka2 = K(I) 1

" Koy + K + Kag E(i,0)+K(i) + Ai,i)c” - E(i,0)/K(i) +1+ AG,i)c” /K (i)
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Variablen fur ng; , Variablen furny;, i=1,2,
symmetrische Losungen symmetrische Losungen
Ai,i)a A(2,0)a,
K@) A(1,0)a,
E(i,0) A(l,1)a, A(2,2)a,
K@) K(1) K(2)
Al,2)a A2,1)a,
Tabelle L-3 K(2) K(1)
Relative kinetische Parameter flr E(1,0) E(2,0)
den Einzelsalz-Flussverhaltnis- K(1) K(2)
E(2,1)
exponenten ng; ,
E(1,2)

Membranpotential @y = 0,
Tabelle L-4

Relative kinetische Parameter fir die Zweisalz-

symmetrische Losungen.

Flussverhéltnisexponenten ny;, i=1, 2,
Membranpotential @y = 0,
symmetrische Losungen.

Ein Parameter in den hellen Feldern ist abhangig.

Kaa A, i) c? AG,i) el K(i)
( L-9 ) 34 = K = B B 0 B . ) .
a1+t Ke +kay  E(G,0)+K(@)+AGDC”  EG,0)/K(>)+1+Ad,i)c® /K(i)
(L-10) ry =K EGD 1
ke +kys  EQ@D)+E(T) 2
(L-11) o=t EGD___1

" Ktk EGI)+E@) 2

Die Division durch die Platzwechselkonstante K(i) und die Bildung des Quotienten
c®/c® reduziert die Anzahl der voneinander unabhangigen Parameter, die die relativen
Geschwindigkeitskonstanten r,; festlegen, auf ein Minimum. Mit den so gewonnenen
relativen kinetischen Parametern in Tabelle L-1 sind alle relativen Geschwindigkeitskon-

stanten r,; bestimmbar. Liegen symmetrische Lésungen vor, sodass ¢;"/¢;”=1, wird

94



f2=T13 , F21=F31 , l23=T3y , 2a=r3, und man erhalt Tabelle L-3 3. Die Herleitung zeigt,
dass es wegen der Symmetrie der Pore genugt, den linken Teil des Graphen, d.h. die
Zustande 1, 2 und 4, zu betrachten, um die relativen Geschwindigkeitskonstanten r,; zu
bestimmen.

Da der lonenkanal symmetrisch ist, sind sowohl fiir den Fall der Einzelsalzlosung als
auch der Zweisalzlosung die relativen Geschwindigkeitskonstanten r,; und damit die
Flussverhéltnisexponenten ns; und n.; unabhangig von den Aussprungkonstanten E(i,i)
(fur ng;val. ry und ry3 ).

Im Folgenden wird ausschlief3lich der Fall symmetrischer Lésungen betrachtet.

L.1.2 Nebenbedingung: Die Wegscheiderbedingung

Die Geschwindigkeitskonstanten zyklischer Prozesse mussen aufgrund des Prinzips der
Mikroreversibilitat die Wegscheiderbedingung erfiillen [ Kohler 1979; Urban 1979 ]. Die
allgemeine Wegscheiderbedingung fiir den hier betrachteten Fall der symmetrischen

Single-File-Zweiplatzpore mit Membranpotential @y, =0 lautet [ Urban 1979 ]:

A2,1) E(2,1)
AQ,0) E(2,0) e 1
A12) E1L2) x
A(1,0) E(1,0)

(L-12)

Fir den hier eingefiihrten Parameter x gilt x> 0. Beziehung ( L-12 ) ist konzentrationsun-
abhangig und gilt auch bei unsymmetrischen Lésungen®.

Aus Beziehung (L-12) folgen durch Erweiterung unmittelbar die Beziehungen ( L-13)
bis (L-15):

% Fur die Berechnungen werden die Tabellen L-3 und L-4 und die aus diesen resultierenden Parameterséatze
als gultig betrachtet, da die eingesetzten Konzentrationsverhéaltnisse ci(')/ci('):1,001 oder 1,0001 nahezu
symmetrische Lésungen beschreiben und eine weitere Annaherung an symmetrische Verhaltnisse die Werte
der Flussverhéaltnisexponenten nur unwesentlich veréndert.

* Weil angenommen wird, dass die den Teilchenspriingen zugeordneten Geschwindigkeitskonstanten A(i,y),
K(i) und E(i,y) konzentrationsunabhéngig sind (Kapitel F) [ Urban 1979 ].
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Variablen furny;, i=1,2,
symmetrische Lésungen

A(2,0)a,
A(1,0)a,
A(1,1)a, A(2,2)a,
K(1) K(2)
A(l,2)a, A2,1)a,
K(2) K(1)

4 WK
x K(1)

E(1,0) E(2,0)
K(1) K(2)
E(2,1)

1 E(2,0)
x E(1,0)

oder

Tabelle L-5

Relative kinetische Parameter fur die Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n; ,i=1,2,
Membranpotential @y = 0, symmetrische Losungen.

K(2)/(x-K(1)) als unabhangiger relativer kinetischer Parameter: Von den Parametern in
den hellen Feldern ist jeweils einer oberhalb und einer unterhalb von K(2)/(x-K(1)) ab-
hangig.

Der in der letzten Zeile stehende Parameter E(2,0)/(x -E(1,0)) kann alternativ zu dem

Parameter E(2,1)/E(1,2) gewahlt werden.

(A(Z,l)azj {A(l,Z)alj (ARO)a )" 1 K@) (5(2,0)) (E(l,O)J T EEY
K(1) K(2) A(10)a; ) x K@) || K@) K(1) E(1,2)
(L-13)

1

A2,1) A2,2)Y
A22) 1| A2,0)
A12) x| AQI)
A(1,1) A(1,0)

(L-14)
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E(21) _1 E@20)

(L-15)
E(1,2) x E(1,0)

Gleichung ( L-13) zeigt, dass ein Parameter in Tabelle L-4 abhangig ist. Ausgenommen
sind die unabhdngigen relativen kinetischen Parameter (A(l,l)al)/K(l) und
(A(2,2)a2)/K(2). Die Zweisalz-Flussverhdltnisexponenten werden daher im Falle sym-
metrischer Losungen von sieben unabhangigen relativen kinetischen Parametern festge-
legt.

Alternativ zum Datensatz in Tabelle L-4 kann man unter Bertcksichtigung von Bezie-
hung ( L-13) auch die GroRe K(2)/(x-K(1)) als unabhangigen Parameter wahlen. We-
gen Gleichung (L-15) kann man statt des relativen kinetischen Parameters
E(2,1)/E(1,2) auch die GroRe E(2,0)/(x-E(1,0)) verwenden. Insgesamt erhalt man
alternativ zu Tabelle L-4 die Tabelle L-5. In letztgenannter Tabelle ist jeweils ein relativer
kinetischer Parameter in den weil3en Feldern oberhalb und unterhalb des Parameters
K(2)/(x-K(1)) abhangig.

L.1.3 Nebenbedingung: Modell interionischer Wechselwirkung

Der Einfluss eines zweiten Kations innerhalb des Gramicidin-Kanals auf die Kinetik des
springenden lons wird in dieser Arbeit auf die elektrostatische interionische AbstofRung
reduziert (Kapitel I). Aus dieser Annahme resultiert Gleichung ( 1-6 ), mit Hilfe derer die
~.gemischten“ reduzierten Aussprungkonstanten E(i,j) (j=i) berechnet werden [ Kohler

1980c ]. Entsprechend kann man fir die Einsprungkonstanten formulieren:
(L-16) g A(1,2) _lg A(2,1) —— |ig A(1,1) » A(2,2)
A(1,0) A(2,0) A(1,0) A(2,0)

Aus den Gleichungen (1-6 ) und ( L-16 ) resultieren weitere Beziehungen zwischen den

relativen kinetischen Parametern.

Fur den Quotienten E(2,1)/E(1,2) erhalt man aus Gleichung (1-6) :

(L17) EQ1) _E(20) _ KE(Z,O))/[E(LO))] K(2)

E(1,2) E(1,0) K(2) K1) /| K@)
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Aus Beziehung ( L-16 ) folgt fir das Verhaltnis A(2,1)/A(1,2):

A@2,1)  A(2,0)
A(1,2) A(1,0)

(L-18)

Der Vergleich der Beziehungen ( L-17 ) und ( L-18 ) mit Definition ( L-12 ) ergibt fur x :
(L-19) x=1

Die Gleichungen (L-16) und (L-17) ermdglichen die Substitution der relativen kineti-

schen Parameter (A(1,2)a;)/K(2) und (A(2,1)a;)/K(1) durch die Qotienten

(A(1,0)a;)/K(1) und (A(2,0)a,)/K(2):

Mit Hilfe von Gleichung ( L-16 ) zusammen mit der Definition
e A(1,1) A(2,2)

L-20 W, € I |
(+20) ) \/ g(A(l,O)Jg[A(z,O)

kann man schreiben

AR, _1 AR0E K@) o w,

(L-21) =

K(1) X K(2) K(1)
und
(L-22) AL2)a, _ALO)a K1) o w,

K(2) K@) K@)

Die Quotienten A(i,i)/A(i,0) lassen sich formulieren als

(L-23) A1) _AlDa AROa, K(2) (K@) o
A(1,00 K@) A@10a A(2,0a, (K(1)
(L-24) A22) A22)a, Al0)a K() K(2)

A(2,0) K@) A(2,0)a, A(1,0)a, K(1)

Durch Einsetzen der Gleichungen ( L-21 ) und ( L-22 ) in Beziehung ( L-13) erhalt man
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Variablen fur ny;, i=1,2, Variablen fur ny;, i=1,2,
symmetrische Losungen symmetrische Losungen
A(2,0)a, A2,0)a,
A(1,0)a, A(1,0)a,
A(1,1)a, A(2,2)a, A(1,1)a, A(2,2)a,
K(1) K(2) K(1) K(2)
A(1,0)a; A(2,0)a, A(1,0)a; A(2,0)a,
K(1) K(2) K(1) K(2)
E(1,0) E(2,0)
K(1) K(2) K@)
E(2.0) K(1)
E(1,0) E(1,0) E(2,0)
K(1) K(2)
Tabelle L-6 E2,0)
Relative kinetische Parameter flr E(1,0)

Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten
n,i=1,2,

Membranpotential @y = 0,
symmetrische Lésungen,

Modell der elektrostatischen inter-
ionischen AbstoRung (x=1).

Ein Parameter in den hellen Feldern

ist abhangig.

Tabelle L-7
Relative kinetische Parameter fiir Zweisalz-

Membranpotential @y = 0,

symmetrische Losungen,

Flussverhéltnisexponenten ny;, i=1,2,

Modell der elektrostatischen interionischen
AbstoBung (x=1).

Jeweils ein Parameter in den hellen Feldern

Uber und unter dem Parameter K(2)/K(1) ist

abhangig.

1 A@20)a,
x  K(2)

(L-25)

K@)) /[ ALO)a
K(1) K(1)

[K(Z)J_l (ARD)a, )
K(1) A(10)a, )

1 K@)
x K(1)

Wegen Gleichung (1-6 ) gilt x=1. Daher folgt mit Beziehung ( L-17)

99

[E(Z,O)j (5(1,0)} T EQY
K(2) K(1) E(L,2)



(e ase) (&) -G ES)
K(2) K@) A(10)a K@) K(2) K@) E(10)

(L-26)

Beziehung ( L-26 ) bedeutet, dass einer der relativen kinetischen Parameter in den Ter-
men links und rechts des Quotienten K(2)/K(1) abhangig ist. Die beiden relativen kineti-
schen Parameter (A(1,2)a;)/K(2) und (A(2,1)a,)/K(1) kénnen bei Kenntnis der Para-
meter aus Gleichung ( L-26 ) mit Hilfe der Gleichungen (L-20) bis (L-24) bestimmt
werden.

Insgesamt folgt, dass man die Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n.;; gemaf
Tabelle L-6 ausschlieB3lich als Funktion von Geschwindigkeitskonstanten der ent-
sprechenden Einzelsalzlésungen darstellen kann. Wahlt man das Verhaltnis K(2)/K(1)
als unabhangigen relativen kinetischen Parameter, so erhalt man mit Gleichung ( L-26)
alternativ zu Tabelle L-6 den Parametersatz in Tabelle L-7. Jeweils ein Parameter in den
hellen Feldern tber und unter der unabhangigen GroRRe K(2)/K(1) ist abhangig. Wie in
den Tabellen L-6 und L-7 werden auch in den in Kapitel | dargestellten Berechnungen
zum Gramicidin-Kanal die ,gemischten Aussprungkonstanten E(i,j) (j=i) mit Hilfe von
Beziehung (1-6) bestimmt, sodass Gleichung (L-17) gilt. Weiterhin spielen die
Aussprungkonstanten E(i,i) fur die Flussverhaltnisexponenten grundsatzlich keine Rolle
(Tabellen L-1 bis 7). Daher sind unter den fir die Tabellen L-6 und L-7 geltenden Vor-
aussetzungen die Flussverhaltnisexponenten nicht davon beeinflusst, ob man fir die
Aussprungkonstanten einer gegebenen Teilchenspezies eine Abhangigkeit vom Poren-
besetzungszustand annimmt oder nicht. Diese Unabhangigkeit der Flussverhaltnis-
exponenten wird durch graphentheoretische Berechnungen bestatigt. Zum Beispiel er-
halt man die selben in Abbildung L-1 dargestellten Ergebnisse, unabhangig davon, ob
die in Tabelle L-10 aufgefuhrten Geschwindigkeitskonstanten verwendet werden oder ob
in Abwandlung der Einsprungkonstanten gesetzt wird: E(1,2)=E(1,1)=E(1,0)=10°s"
und E(1,2)=E(1,1)=E(1,0)=10%s™. In den Berechnungen zum Gramicidin-Kanal wird
neben der Verwendung von Gleichung ( I-6 ) angenommen, dass eine Teilchenspezies i
unabhéngig vom Porenbesetzungszustand nur eine einzige reduzierte Einsprungkon-
stante A(i) besitzt (Gleichung ( H-1 ) und (Tabelle I-1)).
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Variablen fur ny;, i=1,2, Variablen fur ny;, i=1,2,
symmetrische Losungen symmetrische Losungen
A(2)a, A(2)a,
A(l)a, A(l)a,
A(l)a, A(2)a, A(l)a, A(2)a,
K(1) K(2) K(1) K(2)
E(1,0) E(2,0)
K(1) K(2) K@
E@2.0) K(1)
E(1,0) E(1,0) E(2,0)
Tabelle L-8 K(1) K(2)
Relative kinetische Parameter flr E(2.0)
E(1,0)

Zweisalz-Flussverhéltnisexponenten

N, i=1,2, Tabelle L-9

) Relative kinetische Parameter fiir Zweisalz-
Membranpotential @y = 0,

i . Flussverhéltnisexponenten ny; , i=1, 2,
symmetrische Losungen,

) ) Membranpotential @y = 0,
Modell der elektrostatischen inter-

o symmetrische Losungen,
ionischen AbstoRung (x=1).

Modell der elektrostatischen interionischen

AbstoBung (x=1).

Ein Parameter ist abhéngig.

Jeweils ein Parameter in den hellen Feldern
Uber und unter dem Parameter K(2)/K(1) ist
abhangig.

Unter dieser Voraussetzung folgt aus den Beziehungen ( L-13 ) und (L-17):

[A(Z)azj [A(l)alj (AQ)a, _1_(K(2)J_1_ [E(Z,O)j (E(lO)) (E(Z,O)j_l
K(2) K(1) Aa, ) (K@) [\ K@) K@ )| {E@0)

(L-27)

Analog zu den Gleichungen (L-13) und ( L-26) folgt auch aus dieser Beziehung die
Abhangigkeit eines der relativen kinetischen Parameter links und rechts der Grolie
K(2)/K(1). Wegen Gleichung ( L-27 ) gehen Tabelle L-6 und Tabelle L-7 in Tabelle L-8
und Tabelle L-9 Uber. Die Anzahl der unabhangigen Parameter, welche die Zweisalz-

Flussverhéltnisexponenten bestimmen, ist von 7 auf 5 reduziert. Dies bedeutet, dass
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zusatzlich zu den Parametern, die die Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten festlegen,
nur ein einziger weiterer Parameter notwendig ist, um einen vollstandigen Parameter-

satz fur die Zweisalz-Flussverhéaltnisexponenten zu erhalten.

L.2 Anhang II: Bedingung fur die Identitat der Zweisalz-

Flussverhéltnisexponenten, ny;=n;»

Weitere graphentheoretische Berechnungen unter Einbeziehung des elektrostatischen
interionischen Wechselwirkungsmodells mit den Gleichungen (1-6 ) und ( L-16 ) weisen
darauf hin, dass die Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n.; und n., nur dann gleiche

Werte annehmen, wenn folgende Voraussetzung erfullt ist:

1

A@2.1) A2.2)\
_ E1) EQ0): AR2) sl | ARO) |
(L-28) EL2) ELo) - "™ ATz 7| A@y|
A(L1) A(L,0)

Aus den Gleichungen (L-14) und ( L-15) folgen mit dem Parameterwert x=1 die Be-
ziehungen, welche in Bedingung ( L-28 ) den Wert 1 annehmen sollen.

Weil im hier verwendeten kinetischen Modell ein Porenzustand ausschlie3lich vom
Porenbesetzungszustand (und nicht von seiner Vorgeschichte) abhangig ist (Kapitel F),
findet die Kopplung zwischen den Flissen zweier Kationenspezies ausschlief3lich tber
Porenzustandswechsel statt, die mit doppelt besetzten Porenzustanden verbunden sind,
die beide Teilchensorten enthalten. Daher liegt der Schlu3 nahe, dass Forderung ( L-28)

konkretisiert werden kann zu:

A(2,1)
i E(2,1) A(2,2) qer 11+
(L-29) EL2) und AL2) 2 1

A(1,1)

Aus der Verwendung der Gleichungen (I-6 ) und ( L-16 ) folgt mit z=1 die Beziehung:
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AL2) ;g ARD

(L-30) - -
A(L,1) A2,2)

Im Folgenden werden flr kinetische Parameter aus dem Satz unabhangiger relativer
Parameter, die die Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten festlegen (Tabelle L-4), oder fir
Kombinationen aus diesem Parametersatz aus Grinden der Ubersichtlichkeit Zahlen

zugeordnet, die in runden Klammern eingeschlossen sind:

Vereinbarung:

A(2,0)c, E(L,0) _ E(,0) _ EQ,1) _
A(1,0)c, =M K(1) =2 K(2) =3 E(1,2)_(4)

(A(Z,Z)cz j/(A(l,l)cljz(s) (A(Z,l)cz j/[A(l,Z)clj _(6)
K@) K() K@) K@)

(A(l,z)clj/(A(l,l)clj5(7)5 K@) _ 13

K(2) K(1) K@)

(L-31)

Mit diesen Zuordnungen kann man die unmittelbar aus der Wegscheiderbedingung
folgende Beziehung ( L-13 ) wie folgt formulieren:

(L-32) ©)_1 13-

@D x 3)

Die rechte Beziehung von Bedingung ( L-28 ) &Rt sich unter Berlicksichtigung von Glei-

chung ( L-14 ) als Funktion von x und der neu definierten Parameter wiedergeben:

° Fur [(AR1)c,)/KM][(A22)c,)/K(2)] e (8) gilt: (8)=(7)(6)(5)" =(7)()(2)(4)(3)(5)*. Dement-
sprechend lassen sich viele denkbare Verhéltnisse zwischen den Parametern aus Tabelle L-4 als Funktion

der Parameter (1) bis (5), (7) und der GréRRe x darstellen.
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A2,1) A2,2)\*
1 AR2 _1AR0| M1 (3

z A2 x| AL | (B)x*(2)(4)
A(1,1) A(1,0)

(L-33)

Hieraus folgt der von x unabhangige Quotient®

(L-34) L)
z (534

Die mit x=1 ermittelte Bedingung ( L-28) laft keine Aussagen fiir den allgemeinen Fall
mit x>0 zu. Mit dem rechnerischen Befund ( L-28 ) sind folgende Beziehungen verein-

bar, die auch bei einem Parameterwert x >0 gtiltig sind:

(L-35) @=1-01 @ _; 4o EQO_p, I DI G) _
z (5)x°(2)(4) E(10) z (5)x°(2)(4)

(L3s) @=2=01 6 _; 4o ERO_(p, x_ D1 @ _
z (5)x(2)(4) E(10) z (9)x(2)4)

(L-37) (4)=X—2=Q ®)__1 oder M:M)XZX_ZZQ @) _
z (5324 E(10) z (524

Darlber hinaus besteht die wenig wahrscheinliche Mdglichkeit, dass die Werte der Be-
ziehungen in (L-35) bis (L-37) nur fir x=1 gleich 1 sein missen und fir x=1 einen
beliebigen positiven Wert annehmen kénnen. Fir den letzten Fall sind mit dem rechneri-
schen Befund auch die Beziehungen kompatibel, in denen fir die linken Seiten der Glei-
chungen in (L-35) bis (L-37) ihre Kehrwerte zu setzen sind. Weiterhin bleibt offen,
welche Bedeutung Beziehung (L-30) fur die Identitdt der Zweisalz-Flussverhaltnis-
exponenten besitzt.

Um die Bedingung fir n¢;=n, allgemein fir x>0 zu erhalten, werden Berechnungen
durchgefiihrt, die ausschlieBlich die Wegscheiderbedingung (L-12) mit der Definition
von x enthalten. Die ,gemischten* Geschwindigkeitskonstanten A(2,1) und E(2,1) wer-
den aus den Ubrigen vorgegebenen Geschwindigkeitskonstanten, einschlie3lich der Pa-

rameter A(1,2) und E(1,2), mit Hilfe der Wegscheiderbedingung ( L-12 ) berechnet. Die

® Wegen Gleichung ( L-32) gilt x*/z = (1)(3) [(5)(2)(4)] * = (6)(5) " (3)*[(2)(4)] %
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vorgegebenen (d.h., alle nicht berechneten) kinetischen Konstanten erhalten willkirliche
Werte. Als Nebenbedingungen gelten in Ubereinstimmung mit den vorherigen Berech-
nungen (Gleichungen (1-6) und (L-16)) wegen der angenommenen interionischen

elektrostatischen Abstol3ung folgende Beziehungen:

(Lagy AW, AGD o EGD,,  EGD
A(i,0) A(i,0) E(,0) E(i.0)

mit i,j=1,2 und j=i
In diesen Berechnungen sind die Aussprungkonstanten A(i,j) und A(i,i) fir den Fall x=1
und z=1 nicht mehr wie in den Gleichungen ( L-30) miteinander gekoppelt. Die dort
aufgeflhrten Quotienten kdnnen nun auch ungleich eins sein.

Die Berechnungen weisen darauf hin, dass die Identitdt der Zweisalz-Flussverhaltnis-

exponenten nur dann gegeben ist, wenn gilt:

A(2,1)
) E21) . A2 _1: AR _AL2) . _
(L-39) E(1,2) ' Al2) , A(2,2) ALl =1 undox=1
A(1,1)

Dieses Ergebnis steht in Einklang mit dem experimentellen Befund, dass die Einsprung-
konstanten einer gegebenen Spezies in die einfach besetzte Pore sich im Allgemeinen
wenig von denen in die unbesetzte Pore unterscheiden (Kapitel H). Weiterhin ist die Be-
dingung ( L-39) in Ubereinstimmung mit der Erwartung, dass fir die Identitat der Zwei-
salz-Flussverhaltnisexponenten der Quotient ( L-34 ) bestimmend ist (und nicht einer der
in den Beziehungen (L-35) bis (L-36) und der rechten in ( L-37) aufgefuihrten), da
dieser nur eine Funktion von unabhéngigen relativen kinetischen Parametern aus
Tabelle L-4 ist und nicht von der Grof3e x abhangt.

Den in den Abbildungen L-5 und L-6 dargestellten Berechnungen liegen Parametersatze
(Tabelle L-10) zu Grunde, welche Bedingung (L-39) erfillen. Die Zweisalz-

Flussverhaltnisexponenten n, und ny sind fur alle Konzentrationen identisch.

Im Hinblick auf zukiinftige Untersuchungen der Transporteigenschaften von Single-File-
Zweiplatzporen, insbesondere der Anpassung theoretischer Flussverhéltnisexponenten

an experimentelle Werte, kann es von Interesse sein, einige im Rahmen der Berechnun-
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gen zum Gramicidin-Kanal beobachtete Eigenschaften der Flussverhaltnisexponenten
zweier Teilchenspezies in Zweisalzlésung zu kennen. In den folgenden Kapiteln L.3 und

L.4 werden einige Beobachtungen beschrieben.

L.3 Anhang lll: Bedingung fur Parallelverschiebung der

Kurven ny; =ny; (Ig(ci/(moll™))

Gegenstand dieses Abschnitts sind die Bedingungen fiir eine horizontale Verschiebung
der Kurven der Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten entlang der Abszisse.

Im Folgenden werden fir zwei Kationenspezies 1 und 2 die Auftragungen ihrer Zweisalz-
Flussverhaltnisexponenten Uber dem dekadischen Logarithmus der zugehdrigen lonen-
konzentrationen, ny;=n1(lg(ci/(moll™)) und ni2=n,(Ig(c./(moll™)), und die ent-
sprechenden Funktionen der zugehdrigen Einzelsalz-Flussverhéltnisexponenten,
Ns1=nNs1(lg(ci/(moll™))) und ngo=ns(lg(c./(moll™)), in einer gemeinsamen Darstel-
lung vom Typ des Diagramms in Abbildung I-2 untersucht. Es werden ideale Losungen
angenommen. In dieser gemeinsamen Darstellung werden die zu den Auftragungen der
Spezies 1 und 2 gehorigen Abszissen so wiedergegeben, dass diejenigen Abszissen-
werte Ubereinander liegen, die dem Konzentrationsverhdltnis c,/c; in der Zweisalzl6-
sung entsprechen. Die Ordinaten sind deckungsgleich.

Die in diesem Abschnitt als Beispiele dienenden Abbildungen L-1 bis L-6 beruhen auf
Berechnungen, die mit Hilfe der in Tabelle L-10 aufgefihrten Geschwindigkeitskonstan-
ten durchgefihrt sind. In diesen Abbildungen besitzen die Kurven der Einzelsalz-
Flussverhéltnisexponenten ng; fir eine gegebene Teilchensorte i (i=1, 2) konstante
Form und wunverédnderten Maximalwert ngimax, Wahrend die Funktionen
Ns1=nNs1(lg(ci/(moll™))) und ng,=ns,(Ig(c./(moll™))) unabhéngig vom Diagramm die
selbe relative Lage zueinander aufweisen (d. h. die Parameter (2), (3) und (5) aus Ver-

einbarung ( L-31) sind fir diese Berechnungen konstant.).
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Flussverhaltnisexponent n

-7 -6 5 -4 -3 -2 -1 0
lg(c,/ (mol ™))

Abbildung L-1

Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-10

Flussverhaltnisexponent n

lg(c,/ (mol ™))

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3
lg(c, / (mol 1))

Abbildung L-2

Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-10
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Abbildung | Abbildung | Abbildung | Abbildung | Abbildung | Abbildung
L-1 L-2 L-3, L-14 L-4 L-5 L-6
Reduzierte Einsprungkonstanten in Imol™*s™:
A(1,0) 10% 10% 2108 10% 10% 5.10%°
Al,1)| 4-10° |8,5478-10°| 2-10° 10° 10° 8.10°
A(1,2) |2,3398-.10°| 5.10° 2.10° 10° 10° 8.10°
AR,00| 3-10° |1,4039-10°| 3-.10% 3.10° 3.10° 5.10°
A(2,1) | 7,0193.107|7,0193.10°| 3-.10% 3.10° 3.10’ 8-10’
A(2,2)| 3-10° 3.10° 3.10"% 3.10° 3.10° 8.10’
Reduzierte Aussprungkonstanten in s™:
E(1,0) 10° 10° 10° 10° 10° 5.10*
E(1,1) 10° 10° 10° 10° 10° 108
E(1,2) |1,7055-10° 10® 5,3630-10% | 1,7055-10° | 1,7055 -10° 10’
E(2,0) 10* 10° 10° 10° 10° 5.10*
E(2,1) [1,7055-10° 10’ 5,3630-10° |1,7055-10*°| 1,7055 -10° 10’
E(2,2)| 3-10° 3.10° 3.10° 3.10" 3.10° 5.10°
Reduzierte Platzwechselkonstanten in s™:
K(1) 4.10° 4.10° 4.10° 4.10° 4.10° 2.10°
K(2) 10’ 10° 10° 10° 108 5.10’
Konzentrationsverhaltnis in moll™:
Abbildung
L-3
2/ Cy 40 8,5478 2.10" 10° 102 30
Abbildung
L-14
1/15
Tabelle L-10

Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten (beliebige Werte) fiir die Berechnung der in

den Abbildungen L-1 bis L-6 und L-14 gezeigten Flussverhéltnisexponenten.
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Erganzung der Legende zu Tabelle L-10:
Die effektive relative Verschiebung Alg(c)z1 max et =6,9638-10" und die Parameter (2),
(3) und (5) besitzen fur alle Parametersatze die selben Werte (Vereinbarung ( L-31)
und Beziehungen ( L-40) bis (L-44)) (vgl. Tabellen L-11, L-12). Ausgenommen ist der
Parametersatz zu Abbildung L-14 mit einem verschiedenen Wert fur (5), sodass
Alg(C)21, max, e =1,1735.
Die Parameter (1) bis (7) sind fur je zwei Abbildungen identisch: Abbildungen L-1 und
L-2 , Abbildungen L-3 und L-4, Abbildungen L-5 und L-6.
Abbildungen L-1, L-3, L-4, L-5, L-14:
Berechnung unter Verwendung der Gleichungen ( 1-6 ) und ( L-16 ) oder der Annahme
(H-1): = x=1.
Abbildung L-1: z=2,5-10" = x/z=x?%/z=4 (vgl. Gleichung ( L-34))
Abbildungen L-3, L-4, L-5, L-14:  z=1 = x?/z=1
Abbildungen L-2, L-6: Berechnung mit Hilfe der Wegscheiderbedingung ( L-12 ) in Ver-
bindung mit der Nebenbedingung ( L-38 ) (Kapitel L.2).
Abbildung L-2: x=10% z=2,5-10° = x?/z=4
Abbildung L-6: x=1, z=1 = x?/z=1

Zur Charakterisierung der Funktion ng;=ng; (Ig(ci/(moll™))) einer Teilchenspezies i wer-
den Maximalwert und Lage bezlglich der Abszisse betrachtet:
Fir den Maximalwert ng i max des Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten erhalt man aus

Gleichung ( I-5):

) \/2 E(i.0) (2+ E(i,_O)J
K(i) K(i)

[2+ E(L.0) +\/2 E(L.0) £2+ E(i,_O)H[2 E(1.0) +\/2 E(.0) (2+ E(i,_O)j]
K(i) K(i) K(i) K(i) K(i) K(i)

ns,i,max =1+

(L-40)

Der Wert von nsmax ist demnach nur vom relativen kinetischen Parameter E(i,0)/K(i)
abhangig und steigt mit abnehmendem Wert dieses Quotienten. Dariliber hinaus bedeu-
tet Gleichung (1-5), dass alleine die GroRe E(i,0)/K() die Form der Kurve
nsi=ns, (lg(ci/(moll™))) bestimmt [ Kohler 1983 ]. Die Lage dieser Kurve entlang der
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Abszisse kann durch den Konzentrationswert c;max Charakterisiert werden, der dem

Maximalwert ns i max Zugeordnet ist. Mit den Gleichungen ( I-5) und ( L-40 ) folgt:

- _— E(@i,0)(, , EG1,0)) , [A(i)
(L-41) Igc.,max—lg\/z <) (2+ K(i)j Ig[ K(i)j

Der Parameter A(i,i)/K(i) bestimmt bei gegebenem Wert von E(i,0)/K(i), bei welcher Kon-
zentration ¢ max der Maximalwert ns;max zU liegen kommt und legt damit die Lage der
Kurve ngi=ns;(Ig(ci/(moll™)) beziiglich der Abszisse fest. Im Folgenden wird der Be-
zug auf eine Abbildung durch einen Index gekennzeichnet, bei dem die Abbildungs-
nummer in runde Klammern gesetzt ist. Vergleicht man in den Diagrammen von
Abbildung L-1 und Abbildung L-2 anhand Gleichung (L-41) die Lage der Kurve
ns1=ns1(lg(ci/(moll™))) (i=1) beziglich der zugehérigen Abszisse, so zeigt sich, dass
die Kurve in Abbildung L-2 (Index (2)) relativ zur Kurve in Abbildung L-1 (Index (1)) um
den Betrag Algci max=19C1, max(2) - 1gC1, max(1) =2,67 zu hdheren Konzentrationen hin ver-
schoben ist. Form und Maximalwert ns 1 max der Kurve sind in beiden Diagrammen iden-
tisch, das heil3t, der Parameter E(1,0)/K(1) besitzt fur beide Abbildungen den selben
Wert (Gleichung (L-40)). In diesem Sinne ist die Funktion ng,=ng,(lg(cz/(moll™)))
(i=2) um den Betrag AlgCz max=10C2 max(2)-19C2, max(1)=2 nach rechts verschoben.
Identifiziert man die Funktion fis;="fis;(lg(ci(2)/(moll™))) mit der Kurve des Einzelsalz-
Flussverhéltnisexponenten der Teilchenspezies i in Abbildung L-2 und die Funktion
nsi=ns;(lg(ci(1)/(moll™))) mit der entsprechenden Kurve in Abbildung L-1, I&sst sich
die Verschiebung der Funktion ng;=ns; (lg(ci/(moll™))) um den Betrag Algc; max parallel

zur zugehorigen Abszisse formulieren als:

Ng; =Ns; (Ig(ci (1)/(mo| I’l))) = Ay (Ig(ci (1)/(mo| I’l)) + Alg(Ci max ))
= fis; (19((ci @ &12.0)/(mol1 ™))

mit Ci(2) = Ci(1) [Ci,max(2) / Ci max(1)] und & (2,1) :=Ci max(2)/Ci max(1) >0

(L-42)

Der Index (2,1) des Verschiebungsfaktors &;(2,1) weist darauf hin, dass die Lage der
Kurve in Abbildung L-2 auf die Position der Kurve in Abbildung L-1 bezogen wird. Die
Argumente 2 und 1 bezeichnen die Abbildungsnummern. Ist im Folgenden der Bezug
auf Abbildungen ohne Bedeutung, wird aus Grinden der Einfachheit auf den Abbil-

dungs-Index verzichtet. Die relativ zueinander parallel verschobenen Funktionen
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nsi=ns, (lg(ci(1)/(moll™)) und fg;=fs;(lg(ci(2)/(moll™)) besitzen dann identische
Werte, wenn die Beziehung c¢i(2)=ci(1)-&(2,1) erfullt ist. Im Beispiel gilt
£1(2,1) = C1 max(2) / €1 max(1) =4,68-10% und  £5(2,1) = Co max(2) / C2. max (1) =10%. Bei Ver-
gleich des Diagramms in Abbildung L-2 mit dem in Abbildung L-1 findet man zusatzlich
zur Parallelverschiebung der Kurven ng;=ng;(lg(ci/(moll™))) beziiglich der zugehérigen
Abszissen, dass die Lage der beiden Kurven ngi=ng:(lg(ci/(moll™)) und
ns2=ns2(lg(co/(moll™))) relativ zueinander in beiden Diagrammen identisch ist. Fiir ein
gegebenes Diagramm l4Rt sich die Lage zweier Kurven ng;=ng,(lg(ci/(moll™))) und
ns,j:ns,j(Ig(cj/(moll‘l))) (j=1) relativ zueinander ausgehend von Gleichung ( L-41) mit

Hilfe der effektiven relativen Verschiebung Alg(C)ji max, et b€SChreiben:

E(j,0)£2+E(j,0)j Al J)c;

—1q |_K0) K@) K(j)
(L-43) A0 jimare =19, | E i 0y ,, EG,0)) | AlDc
K(i) [ ' K(i)] K (i)

Mit den Parametern aus Vereinbarung ( L-31 ) und mit j=2 und i=1 erhalt man daraus

(3)(2+(3))

—lg((5
@) 9

(L-44) AIg(C)Zl’max’eﬁ =Ig

In Beziehung (L-43) (bzw. (L-44)) bestimmt bei konstantem Wert von E(i,0)/K(i) der
Quotient A(i,i)/K(i) die Position der Kurve nsi=ns;(lg(ci/(moll™))) beziiglich ihrer zuge-
horigen Abszisse (vgl. Gleichung ( L-41)), wahrend das Konzentrationsverhaltnis c;/c;
die relative Verschiebung der beiden Abszissen zueinander beschreibt. Die Tatsache,
dass die Kurven ngi=ng (lg(ci/(moll™)) und ng,=ns2(lg(cz/(moll™)) in den Abbil-
dungen L-1 und L-2 dieselbe relative Lage zueinander aufweisen, kommt in einem vom
Diagramm  unabhdngigen  Wert der effektiven  relativen  Verschiebung,
Alg(c)zmax,eﬁ:6,9638'10'1, zum Ausdruck. Ein Wert Alg(C)z1, max, eff > 0 bedeutet, dass in
der gemeinsamen Darstellung der Maximalwert ns, max rechts vom Maximum Ngi max
liegt, wahrend Alg(C)21, max et <O anzeigt, dass ns, max €ine Position links von Ng 1 max €in-
nimmt. Im Folgenden sollen zwei Kurven ngi=ng;(lg(ci/(moll™)) und
ns;=ns;(lg(c/(moll™)) (j=i) als gemeinsam parallel verschoben bezeichnet werden,
wenn sie in verschiedenen Diagrammen die gleiche effektive relative Verschiebung

Alg(C);i max,eft @Ufweisen, wobei bei Vergleich zweier Diagramme jede der beiden Kurven
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Form und Maximalwert ns; max bZW. Nsj max beibehalt. Dabei soll es gentigen, wenn min-
destens eine der zwei Kurven beziiglich ihrer zugehdérigen Abszisse parallel verschoben
ist, sodass diese entsprechend Gleichung (L-41) einen vom Diagramm abhangigen
Wert c; max besitzt. Das heif3t, es kann gelten & =1 und &j#1 oder &=1 und & =1. Fur
eine gemeinsame Parallelverschiebung der Kurven der Einzelsalz-Flussverhéaltnis-
exponenten ng; und ns, mussen wegen ( L-40) und ( L-44) die Parameter (2), (3) und
(5) konstant bleiben. Bei Vergleich der Kurven der Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten
Ns; und ng, in den Abbildungen L-1 bis L-6 kann man erkennen, dass in allen Fallen die
beiden Kurven gemeinsam parallel verschoben sind. Die in den Abbildungen L-1 und L-2
dargestellten Kurven der Zweisalz-Flussverhéltnisexponenten, n;=n1(lg(ci/(moll™)))
und n2=n¢2(lg(cz/(moll™))), sind analog zu den Kurven der Einzelsalz-Flussverhaltnis-
exponenten gemeinsam parallel verschoben. Dies bedeutet unter anderem, dass die
Kurven der Zweisalz-Flussverhéltnisexponenten in beiden Diagrammen dieselbe effek-
tive relative Verschiebung Alg(c);i, max et aufweisen, die sich jedoch nicht nach Gleichung
(L-43) berechnen laRt (vgl. Kapitel L-4). Dartber hinaus ist die Lage der Kurven der
Zweisalz-Flussverhéltnisexponenten relativn. zu den Kurven der Einzelsalz-
Flussverhdltnisexponenten in beiden Abbildungen identisch. Das heil3t, die Differenz
zwischen der Konzentration ¢; max, Welche die Lage des Maximums n;; max €iner gegebe-
nen Funktion n;=n; (lg(ci/(moll™))) beziiglich der zugehérigen Abszisse kennzeichnet,
und der Konzentration ¢ max, die zu dem Maximalwert ng; max des korrespondierenden
Einzelsalz-Flussverhéltnisexponenten ngi=ns;(lg(ci/(moll™))) gehért, ist unabhéngig
vom betrachteten Diagramm. Deshalb zeigt der Vergleich der Abbildungen L-1 und L-2,
dass sowohl die Kurve, die den Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n; beschreibt, als
auch die zugehorige Kurve fur den Einzelsalz-Flussverhaltnisexpoenten ng; um den sel-
ben Betrag Algci max €ntlang der gemeinsamen zugehérigen Abszisse verschoben sind
(vgl. oben und Gleichung (L-41): AlgC; max=2,67 und AlgC; max=2). Analog zur Be-
ziehung (L-42) qilt fur die relativ zueinander parallel verschobenen Funktionen
nyi=ny (Ig(ci(1)/(moll™))) in Abbildung L-1 und fi;=#; (lg(ci(2)/(moll™))) in Abbildung
L-2 (i=1,2):

Ny =Ny (Ig(ci (1)/(mo| I‘l))) = Ay (Ig(ci (2)/(mo| I‘l)) + Alg(Ci max ))
A, (Ig((ci(l) - z(21)/(mol rl)))

mit ¢;(2) = Ci(1) [Ci, max(2) / Ci,max(1)] und i (2,1) :=Ci max(2)/Ci max(1) >0

(L-45)
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Da die Kurven der Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten in den Abbildungen L-1 und L-2
dieselbe relative Lage zu den Kurven der Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten besit-
zen, gilt y1(2,1)=£&1(2,1)=4,68-10* und y,(2,1) = &5(2,1) = 102.

Fiur die Berechnung der in Abbildung L-1 gezeigten Flussverhéltnisexponenten werden
.=gemischte* Geschwindigkeitskonstanten E(i,j) und A(i,j) (i#]) eingesetzt, die mit Hilfe
der Gleichungen (1-6) und ( L-16) ermittelt sind. Daher ist der Parameter x auf den
Wert 1 festgelegt. Dagegen werden in den Berechnungen zu Abbildung L-2 die Ge-
schwindigkeitskonstanten E(2,1) und A(2,1) unter Verwendung der Wegscheiderbedin-
gung (L-12) in Verbindung mit der Nebenbedingung ( L-38 ) berechnet, wahrend die
Ubrigen Geschwindigkeitskonstanten, darunter die Konstanten E(1,2) und A(1,2), unter
Bertcksichtigung der Nebenbedingung ( L-38 ) beliebige Werte erhalten (Kapitel L.2).
Dem Parameter x ist der beliebige Wert 10 zugeordnet. Die Quotienten (1) bis (5) und
(7) besitzen bei den Berechnungen zu den in Abbildung L-2 dargestellten Flussverhalt-
nisexponenten die selben Werte wie bei den Berechnungen zu Abbildung L-1. Konstante
(d.h. in diesem Zusammenhang ,vom Diagramm unabhangige“) Werte der Quotienten
(1) bis (5) und (7) sind wegen Beziehung ( L-32) gleichbedeutend mit konstanten Wer-
ten von (2) bis (7). Konstante Parameter (1) bis (5) bzw. (2) bis (6) bedeuten wegen
Gleichung ( L-34) (mit Beziehung ( L-32)) einen konstanten Wert des von x unabhangi-
gen Quotienten x*/z=(1)(3)[(5)(2)(4)] ™" = (6)(5)*(3)* [(2)(4)] .

Weitere Berechnungen bestatigen den Hinweis, dass mit der gemeinsamen Parallel-
verschiebung der Kurven der Einzelsalz-Flussverhéltnisexponenten
Ns1=Ns1(lg(ci/(Moll™)) und ns,=ns,(lg(ca/(moll™))) dann eine gemeinsame Parallel-
verschiebung der Kurven ny;=n1(lg(c:/(moll™)) und ny>=n,(Ig(c./(moll™))) verbun-
den ist, wenn unabhangig vom Wert von x die Parameter (1) bis (5) und (7) konstante
Werte aufweisen. Dabei ist die Lage der Kurven der Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten
relativ zu den Kurven der Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten wie oben beschrieben
konstant. Das heil3t, es gilt fir die bei Vergleich zweier Diagramme beobachteten Ver-
schiebungsfaktoren y; und & zweier gegebener Funktionen n;=n;(lg(ci/(moll™)) und
nsi=ns,;(lg(ci/(moll™)): zi=¢& (i=1,2) (Beziehungen (L-42), (L-45)). Es wird beob-
achtet, dass das Ausmald der Parallelverschiebung der Kurven der Einzelsalz- und
Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten der Teilchenspezies 1 und 2 fur beide Teilchensor-

ten gleich oder verschieden sein kann: y1=¢&,=y,=& oder y1=¢&1# y,=¢& . Im letzten

! Voraussetzungsgemalf ist im Rahmen der Definition der ,gemeinsamen Parallelverschiebung zweier Kur-

ven“ fir mindestens eine Teilchensorte i der Verschiebungsfaktor y;=¢&; ungleich eins.
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Fall sind fur die Teilchensorten 1 und 2 gleiche und entgegengesetzte Richtungen der
Parallelverschiebung bezlglich der zugehdrigen Abszissen mdglich, d.h. man findet
signlgy, =signlgy, oder signlgy: #signlgy. (yi=<&). Die Abbildungen L-1 und L-2 sind
mit signlgy:(2,1)=signlgy.(2,1) =1 ein Beispiel fir gleichsinnige Verschiebung. Ver-
gleicht man die Lagen der Kurven in Abbildung L-2 mit denen in Abbildung L-1, findet
man, dass alle Kurven zu héheren Konzentrationen hin verschoben sind. Dagegen gilt
fur die Abbildungen L-4 und L-3 signlgyi(4,3)=-1#signlgy.(4,3)=1 mit
71(4,3)=£1(4,3)=0,2 und  y,(4,3)=£5(4,3)=10°. Die Kurven der Flussverhéltnis-
exponenten der Teilchenspezies 1 in Abbildung L-4 sind bei Vergleich mit den Kurven in
Abbildung L-3 zu niedrigeren Konzentrationen hin verschoben, wahrend die Kurven der

Teilchensorte 2 zu hoheren Konzentrationen hin verschoben sind.

Flussverhéltnisexponent n

lg(c,/ (mol ™))

-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1
lg(c,/ (mol ™))

Abbildung L-3
Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-10
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Flussverhaltnisexponent n

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
lg(c,/ (mol ™))

I T T T T T T T T T T T T T T T 1

-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1

lg(c, / (ol ™))

Abbildung L-4
Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-10

Die von x unabhangige Bedingung fur die gemeinsame Parallelverschiebung der Kurven
der Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n; und n., sei auf einen Blick zusammenge-
fafdt:

Quotienten (1) bis (5) und (7) konstant (&quivalent mit (2) bis (7) konstant)

(= x*z=(1)B)E)R)]*=(6)(5)"(3)*[(2)(4)]* konstant)

(konstant heif3t hier ,unabhangig vom Diagramm®, ,unabhangig von den Werten der
Geschwindigkeitskonstanten®)

(L-46)

Der Vergleich von Voraussetzung ( L-46 ) mit der Bedingung ( L-39 ), die offenbar erflillt
sein mufl3, damit die Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n¢; und n., identische Werte
annehmen, weist darauf hin, dass dann eine gemeinsame Parallelverschiebung der
Funktionen n;=n1(lg(cs/(moll™)) und n2=n,(lg(c./(moll™)) mit gleichzeitiger

Identitat dieser Funktionen vorliegt, wenn gilt:
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(1) bis (5) und (7) konstant (aquivalent mit (2) bis (7) konstant)

AR1  AL2)
A(2,2) ALl

und =(4)=1 mit x=1

(L-47)

Aus Bedingung ( L-47 ) folgt: x*/z=(4)=1.

Die Ergebnisse verschiedener Berechnungen stimmen mit Bedingung ( L-47 ) Uberein.
Als Beispiel seien die Abbildungen L-5 und L-6 gezeigt. Die zugehtrigen reduzierten
Geschwindigkeitskonstanten sind in Tabelle L-10 aufgefuhrt. In den Berechnungen zu
Abbildung L-5 werden wie bei Abbildung L-1 die ,gemischten Geschwindigkeitskonstan-
ten mit Hilfe der Gleichungen (1-6) und ( L-16 ) ermittelt. Die in Abbildung L-6 darge-
stellten Flussverhaltnisexponenten sind wie im Falle der Abbildung L-2 unter Verwen-
dung der Wegscheiderbedingung (L-12) und der Nebenbedingung ( L-38) berechnet.
In Ubereinstimmung mit der Bedingung ( L-46) fiir gemeinsame Parallelverschiebung
der Kurven der Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n; und n, ergeben die zu den
Abbildungen L-5 und L-6 gehérigen Parameterséatze in beiden Fallen die selben Werte
fur die Grofzen (1) bis (7) (vgl. Vereinbarung ( L-31)). Gleichzeitig ist Forderung ( L-39)
erfullt, sodass die Identitéat der Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten, ny;=n,, gewahr-
leistet ist. Die Verschiebungsfaktoren sind  x1(6,5)=£1(6,5)=6,25-10"  und
72(6,5)=&,(6,5)=1,875-10"" .
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Abbildung L-5
Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-10
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Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-10
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L.4 Anhang IV: Einige weitere Beobachtungen

Es werden einige Beobachtungen, die bei graphentheoretischen Berechnungen mit be-
liebigen reduzierten Geschwindigkeitskonstanten gemacht werden, mit den entspre-
chenden Abbildungen phanomenologisch vorgestellt®. Die Ergebnisse werden mit Hilfe
von Diagrammen der selben Art wiedergegeben, wie sie auch im vorherigen Kapitel L.3
verwendet wird.

Mit Ausnahme von Abbildung L-10 und L-14 besitzen die Kurven der Einzelsalz-Fluss-
verhaltnisexponenten ng; (i=1, 2) in allen folgenden Beispielen konstante Form, unver-
anderten Maximalwert ng; max Und gleichbleibende relative Lage zueinander. Das bedeu-
tet, die Parameter (2), (3) und (5) und damit die effektive relative Verschiebung
Alg(C)21. max eff = 6,9638-10™" sind fiir diese Berechnungen konstant (Vereinbarung ( L-31)
und Beziehungen ( L-40 ) bis ( L-44)). In allen Beispielen gilt: Ng 2 max > Ns.1max- DeNNoch
zeigen die Kurven der Zweisalz-Flussverhéltnisexponenten sehr verschiedene Verlaufe.
Die zu den abgebildeten Berechnungen gehoérigen reduzierten Geschwindigkeitskon-
stanten sind in den Tabellen L-11 und L-12 aufgefuhrt. Fir Tabelle L-11 gilt, dass die
~-gemischten“ Aussprungkonstanten E(i,j) (j=i) mit Hilfe der Beziehung ( I-6 ) berechnet
sind, wahrend zur Bestimmung der ,gemischten* Einsprungkonstanten A(i,j) Gleichung
(L-16) oder die Annahme ( H-1) verwendet wird. In Tabelle L-12 sind die ,gemischten”
Geschwindigkeitskonstanten E(2,1) und A(2,1) unter anderen unter Vorgabe der Kon-
stanten E(1,2) und A(1,2) mit Hilfe der Wegscheiderbedingung und unter Beachtung der
Nebenbedingung (L-38) berechnet (Kapitel L.2). Allen vorgegebenen Geschwindig-
keitskonstanten sind unter Bericksichtigung der Nebenbedingung (L-38) beliebige
Werte zugeordnet.

Identifiziert man Rb* mit der Teilchensorte 2 und Na* mit der Teilchenspezies 1, so erge-
ben die Berechnungen zum Gramicidin-Kanal (Abbildungen I-2 und I-3) fir die Maximal-

werte der Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten von Rb™ und Na* N2 max 2 Ni1.max, iN qua-

® Die Ergebnisse werden auch fur solche Konzentrationsbereiche dargestellt, fir welche die bei Raumtempe-
ratur (25°C) theoretisch maximale Geschwindigkeitskonstante von kT/h ~6-10"*s™ (iberschritten wird. Da in
den Berechnungen lediglich prinzipielle Eigenschaften der Zweisalz-Flussverhéaltnisexponenten untersucht
werden und angesichts der Tatsache, dass alle Kurven parallel verschoben werden kdnnen, wird dieses
Vorgehen akzeptiert. Treten in den abgebildeten Kurven Bereiche auf, in denen die Krimmung Unstetigkei-
ten aufweist, so ist dies darauf zurlickzufiihren, dass fir die Berechnungen linear inkrementiert wird. FUr
qualitative Aussagen hinsichtlich der Flussverhaltnisexponenten ist dies ohne Belang. Daher wird auf eine

Glattung der Kurven verzichtet.
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litativer Ubereinstimmung mit den GroRenverhaltnissen der Einzelsalz-Flussverhaltnis-
exponenten, wo gilt Ns2max>Ns1max- EDENso spiegeln die in den Abbildungen L-1 und
L-2 dargestellten Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten qualitativ die GréRenverhaltnisse
zwischen den Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten wieder. Dem stehen die in den Ab-
bildungen L-7 bis L-9 gezeigten Berechnungen mit N, max <Nt1.max g€geniber. Weiterhin
liegen in diesen drei Abbildungen die Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n; und in
den Abbildungen L-7 und L-9 die n, in einem groReren Konzentrationsbereich nahe
ihrem jeweiligen Maximalwert. In den Abbildungen L-8 und L-9 erkennt man, dass der
Maximalwert des Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten n;; tUber dem Maximalwert des
Einzelsalz-Flussverhéltnisexponenten ns, zu liegen kommt. Abbildung L-9 zeigt zugleich
eine stark abgeflachte Funktion n>=n,(lg(c./(moll™)), die im gesamten Konzentra-
tionsbereich unter dem relativ kleinen Maximalwert ns; max verluft. Deutlicher als die in
den Abbildungen I-2 und I-3 dargestellten Berechnungen fir den Gramicidin-Kanal zei-
gen die Kurven n,=n,(lg(cs/(moll™))) bzw. ny1=n1(lg(ci/(moll™))) der Abbildungen
L-7 und L-9 bzw. L-14 neben einer Abweichung von der symmetrischen Glockenform
eine Schulter. Abbildung L-14 geht aus Abbildung L-3 durch die Verkleinerung des Kon-
zentrationsverhaltnisses c,/c; hervor (Tabelle L-10). Entsprechend den Abbildungen L-9
und L-10 kann der Betrag der Differenz zwischen den Maxima der Zweisalz-
Flussverhaltnisexponenten, !nt,g,max—nt,l,maxl, groler sein als der betragsméaRige Unter-
schied zwischen den Maximalwerten der Einzelsalz-Flussverhéltnisexponenten,
INs2max-Ns1maxl. Dabei sind hinsichtlich des Quotienten Nz max/Nt1 max die GroRenver-
haltnisse zwischen den Flussverhdltnisexponenten in Abbildung L-10 mit
N2 max>Ns2max>Ns1max>Ne1max  UMgekehrt zu denen in Abbildung L-9, wo gilt
Nt1 max>Ns2 max>Ns1max> N2 max- 1IN den Abbildungen L-8 und L-10 entspricht die hori-
zontale Lage der Maximalwerte der Zweisalz-Flussverhaltnisexponenten ng; max und
N2 max relativ zueinander qualitativ der effektiven relativen Verschiebung Alg(C)21, max, eff
der entsprechenden Werte der Einzelsalz-Flussverhaltnisexponenten ngimax und
Ns2 max. Diese qualitative Ubereinstimmung der horizontalen Verschiebung der Kurven-
maxima ist nicht notwendig. Wie man in den Abbildungen L-11 bis L-13 erkennen kann,
liegt in diesen das Maximum der Kurve n,=n,(lg(c./(moll™))) links von dem der Kur-
ve nu:nt,l(lg(cl/(molI'l))), obwohl mit Alg(C)21 maxef>0 das Maximum der Funktion
Ns2=ns2(lg(ca/(moll™))) rechts vom Maximalwert der Funktion
ns1=ns1(lg(ci/(moll™))) positioniert ist. Die in den Abbildungen L-3, L-4 und L-10 bis
L-15 dargestellten Ergebnisse lassen erkennen, dass sich die Kurven

Ny =ne1(lg(ca/(moll™)) und ni2=n¢2(lg(cz/(moll™))) kreuzen. Die Abbildungen L-11
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und L-12 sind zugleich ein weiteres Beispiel fir gemeinsam parallel verschobene Kur-
ven. Bezieht man die Verschiebung der Kurven von Abbildung L-12 auf die von
Abbildung L-11, so gilt entsprechend der Beziehungen ( L-42) und ( L-45) fir die Teil-
chensorten 1 und 2: £1(12,11) = #1(12,11)=107 und &,(12,11)= y»(12,11)=10"

Entgegen der bisherigen Vorstellung, dass Single-File Systeme immer nur Flussverhalt-
nisexponenten n>1 aufweisen, kbnnen in Zweisalzlésung zweier Teilchenspezies 1 und
2 auch Werte n<1 auftreten. Es wird bei geeigneter Wahl der Geschwindigkeitskonstan-
ten und bei konstantem Konzentrationsverhéaltnis c,/c; beobachtet, dass der Zweisalz-
Flussverhdltnisexponent einer Teilchensorte i bei ansteigenden Konzentrationen von
Werten n; >1 zu Werten n.; <1 Ubergeht. Beispielhaft seien die Abbildungen L-15 und
L-16 gezeigt. Die zugehdrigen kinetischen Parameter sind in Tabelle L-12 aufgeftihrt. Ein
Flussverhéltnisexponent n; <1 weist darauf hin, dass die Kopplung der unidirektionalen
Flusse der Teilchenspezies i unter dem Einfluss der zweiten Teilchensorte j=i analog zu

einem Carriermechanismus stattfindet.

Flussverhaltnisexponent n

lg(c,/ (mol "))

7 6 5 4 3 2 a4 o0
lg(c,/ (mol 1))

Abbildung L-7
Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-11
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Flussverhaltnisexponent n
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Abbildung L-8

Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten:
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Abbildung L-9
Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten:
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Flussverhaltnisexponent n

Flussverhéltnisexponent n
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lg(c,/ (mol ™))

Abbildung L-10
Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten:

-1 0 1
lg(c,/ (mol 1))

siehe Tabelle L-11

2

lg(c,/ (mol ™))

Abbildung L-11
Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten:
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-1 0 1
lg(c,/ (mol ™))

siehe Tabelle L-11



Flussverhéaltnisexponent n

Flussverhaltnisexponent n

-6 -5 -4 -3 2 1 0 1 >
lg(c,/ (mol ™))
—
-8 -7 -6 -5 4 3 2 1
lg(c,/ (mol ™))
Abbildung L-12
Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-11
2,0~
19l e L
w81 T n,
1’7_- — S N,
16 e s
1,5
1,4
1,3
1,2
1,1
1,0
—
= 4 -3 -2 -1 0 1 2
lg(c,/ (mol 1))
N ————, |
N 4 3 -2 1 0 1 2

lg(c,/ (mol )

Abbildung L-13
Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-11
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Flussverhdltnisexponent n

Flussverhaltnisexponent n

lg(c,/ (mol ™))

s 4 3 2 a1 0o 1 2
lg(c, / (mol ™))

Abbildung L-14

Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-10

2,04
1,9
1,8
1,7
1,6
1,5-
1,4
1,3
1,2
1,14
1,0-
0'9__ "‘-‘\_‘
0,8

0,7 T r T r T r T r T r T r T T

0 !
lg(c,/(moll™))

Abbildung L-15
Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-12
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Flussverhaltnisexponent n

2,0
1,94
1,8 1
1,7 1
1,6
1,54
1,4 1
1,34
1,2 1
1,1

1,0 Fesiomrli s

0,9-
0,8-
0,7-
0,6 -
0,5-
0,4-

-1 0 1 2 3
lg(c,/ (mol ™))

Abbildung L-16
Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten: siehe Tabelle L-12

5 2 4 o 1
lg(c,/ (mol ™))
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Abbildung | Abbildung | Abbildung | Abbildung | Abbildung | Abbildung
L-7 L-8 L-10 L-11 L-12 L-13
Reduzierte Einsprungkonstanten in Imol™*s™:
A1,0)| 4-10° 10%° 4.10° 10% 10 10%
Al,1) | 4-10° 4.10° 4.10° 4.10° 4.10° 3.10’
Al,2)| 4-10° |9,9546-10°| 4.10® |6,5714-10°|6,5714-10°|2,5801-10°
A,00| 1,2-10° 10%° 7,5-10° 3.10° 3.10° 3.10°
A21)| 1,2-10° |9,9546-10°| 7,5-10" |1,9714.107|1,9714-10" |7,7404-10°
A2,2)| 3-10’ 3.10’ 7,5-10° 3.10° 3.10’ 3.10’
Reduzierte Aussprungkonstanten in s™:
E(1,0) 10° 10° 1,2-10° 10° 10* 10°
E(1,1) 10° 10° 1,2-108 10° 108 10°
E(1,2) [1,7055-10°|1,7055-10°| 1,2-10®° |1,7055-10°|1,7055-10%|1,7055 -10°
E(2,0) 10° 10° 7,5-10° 10° 10* 10°
E(2,1) | 1,7055-10° | 1,7055-10°| 7,5-10° |1,7055-10°|1,7055-10°|1,7055-10°
E(2,2)| 3-10° 3.10° 7,5-10° 3.10° 3.10° 3.10°
Reduzierte Platzwechselkonstanten in s :
K(1) 4.10° 4.10° 4.10’ 4.10° 4.10* 4.10°
K(2) 108 108 4,6875-10° 108 10’ 108
Konzentrationsverhaltnis in moll™:
calcy | 4-10° 4.10° 1 40 4.10° 3
Tabelle L-11

Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten fir die Berechnungen der Abbildungen L-7,

L-8 und L-10 bis L-13 (beliebige Werte). Die ,gemischten* Aussprungkonstanten E(i,j)

(j=1) sind mit Hilfe der Beziehung ( I-6 ) oder der Annahme ( H-2 ) berechnet. Zur Be-

stimmung der Einsprungkonstanten A(i,y) (y =1i,], 0) wird Gleichung ( L-16 ) oder die

Annahme ( H-1) verwendet.

Die effektive relative Verschiebung Alg(C)z1, max et =6,9638-10" und die Parameter (2),

(3) und (5) besitzen fir alle Parametersatze die selben Werte (Vereinbarung ( L-31)

und Beziehungen (L-40) bis (L-44)) (vgl. Tabellen L-10, L-12). Ausgenommen ist

der Parametersatz zu Abbildung L-10, bei dem sich alle Werte der genannten Grof3en

von denen der anderen Parametersatze unterscheiden.
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Abbildung
L-9

Abbildung
L-15

Abbildung
L-16

Reduzierte Einsprungkonstanten in Imol™*s™:

A(1,0)| 5-10" 5.10% 5.10%
A(1,1) 108 108 108
A1,2)| 8-10° 8.10° 8.10°
A,00| 5-10° 5.10° 5.10°
A,1)| 8-10° 8.10° 8.10°
A(2,2) 10° 2,5-10’ 5.10°
Reduzierte Aussprungkonstanten in s™:
E(1,00| 5-10* 5.10* 5.10*
E(1,1) 108 108 108
E(1,2) 10° 10’ 10’
E(2,00| 5-10° 1,25-10° 5.10*
E(2,1) 10’ 2,5-10° 10°
E(2,2)| 5-10° 5.10° 5.10°

Reduzierte Platzwechselkonstanten in s™ :

K(1) 2.10° 2.10° 2.10°
K(2) 5.10° 1,25-10° 5.10’
Konzentrationsverhaltnis in moll™:
2/ Cy 3-10° 3-10" 60
Parameter x:
X 10 10 10

Tabelle L-12

Reduzierte Geschwindigkeitskonstanten fur die Berechnungen der Ab-
bildungen L-9, L-15 und L-16. Die ,gemischten“ Aussprungkonstanten
E(2,1) und A(2,1) sind mit Hilfe der Wegscheiderbedingung (L-12) in
Verbindung mit der Nebenbedingung (L-38) berechnet (Kapitel L.2).
Die restlichen Geschwindigkeitskonstanten werden unter Berlcksichti-

gung der Nebenbedingung ( L-38 ) beliebig vorgegeben.

127



Erganzung der Legende zu Tabelle L-12:

Die effektive relative Verschiebung Alg(C)z1. max et =6,9638-10" und die Parameter (2),
(3) und (5) besitzen fur alle Parametersatze die selben Werte (Vereinbarung (L-31)
und Beziehungen ( L-40) bis ( L-44)) (vgl. Tabellen L-9, L-11).
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