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1 | Einleitung

Der menschliche Korper besteht aus ungefihr 100 Billionen Zellen, wobei jede dieser
Zellen eine bestimmte Funktion besitzt [1,2]. Allen Zellen gemeinsam ist eine Zellmem-
bran, welche die Grenze zwischen dem Inneren und dem AuBeren der Zelle bildet und
eine Vielzahl von Aufgaben erfiillt. Sie stabilisiert die Zelle und reguliert als Barriere,
welche Molekiile in die Zelle hinein und auch hinaus gelangen, um die Funktion der Zelle
aufrecht zu erhalten. Daher stellen Zellmembranen einen wesentlichen, wenn nicht sogar
den wichtigsten Baustein fiir das Leben dar. Dies wurde bereits vor tiber einhundert
Jahren erkannt und ist seitdem Gegenstand der Forschung [3].

Im Wesentlichen besteht eine Zellmembran aus einer Doppelschicht, die aus verschie-
denen Lipiden aufgebaut ist und in die Proteine, sowie Cholesterol ein- bzw. angelagert
sind [4]. Die Membranproteine iibernehmen dabei ebenfalls vielfidltige Funktionen in
der Membran; sie spielen vor allem beim Stoffaustausch iiber die Membran hinweg eine
bedeutende Rolle, z.B. als Ionenkanile und Transporter [5,6].

Dass die Membran und deren Proteine richtig zusammenarbeiten ist enorm wichtig, da
viele Krankheiten durch Fehlfunktionen innerhalb der Membran entstehen. Beispielswei-
se werden Krankheiten wie Mukoviszidose oder auch Epilepsie durch Fehlfunktionen von
Ionenkanélen verursacht bzw. begiinstigt [7,8]. Ein anderes Beispiel ist die Signaliibertra-
gung an den Todesrezeptoren der Zellen. Ist diese gestort, kann der programmierte Zelltod
von geschidigten Zellen nicht ausgefiihrt werden und es kommt zum unkontrollierten
Zellwachstum, was letztendlich die Entstehung von Tumoren fordert [9]. Eine ungeplante
Signaliibertragung an diesen Rezeptoren ist bei vielen degenerativen Krankheiten fiir das
Zellsterben verantwortlich [10].

Um die Funktionsweise der Membran und ihrer Bestandteile beeinflussen bzw. De-
fekte eventuell beheben zu kénnen, wird seit mehr als dreiflig Jahren auf dem Gebiet
synthetischer Ionenkanéle geforscht [11-15]. Im Vordergrund stehen Molekiile mit ei-
nem starren Riickgrat deren Linge der Dicke der Membran entspricht, und die einen
Ionentransport ermoglichen [16,17]. Eine viel versprechende Gruppe stellen einfache
strukturelle Verbindungen dar, die ,Aplosspan® genannt werden. Diese Molekiile bilden in
der Membran Kanéle bzw. Poren und zeigen ein klassisches Schlie3verhalten oder sogar
Ionenselektivitat [18,19]. Aber auch andere stidbchenformige Molekiile, bestehend aus
einem Riickgrat mit mehreren Phenylringen, konnen in der Membran als synthetische
Ionenkanile bzw. Poren agieren [20—23]. Diese so genannten Bolapolyphile, d.h. Mole-
kiile mit einer hydrophoben Einheit und zwei hydrophilen Endgruppen, stellen durch
die Moglichkeit zur Porenbildung ebenfalls potentielle Kandidaten fiir den Ionentrans-
port dar [13,24]. Des Weiteren erwiesen sich Makrozyklen verschiedener Molekiile als
funktionierende Poren in der Membran, z.B. als transmembrane Wasserkanéle [23, 25],
wobei einige dieser Makrozyklen iiber nicht-kovalente Bindungen ihre Gréf3e an die des zu
transportierenden Stoffes anpassen konnen [26]. Wieder andere Molekiile zeigten einen
durch Spannung kontrollierbaren Stofftransport [27].
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Es gibt viele Anséitze, Fehlfunktionen von Membranproteinen durch synthetische Mo-
lekiile zu beheben. Es ist jedoch auch von grofler Wichtigkeit, zu verstehen, wie diese
synthetischen Molekiile mit den Lipidmolekiilen wechselwirken. Diese Wechselwirkung
fiir ein bestimmtes, synthetisches Molekiil zu untersuchen, stellt ein Teilgebiet dieser
Arbeit dar.

Ein weiteres grofles Forschungsgebiet im Zusammenhang mit Membranen beschaftigt
sich mit dem Arzneimitteltransport. Vor allem fiir Medikamente bildet die Zellmembran
die erste Barriere, um an ihren Wirkungsort zu gelangen. Dies stellt eine besondere Her-
ausforderung dar, da nicht jeder Stoff ohne Weiteres die Membran passieren kann. Daher
bietet die Entwicklung und Synthese neuartiger Arzneitréigerstoffe eine Moglichkeit, diese
Schwierigkeiten zu uiberwinden und so Medikamente schneller zum Ziel transportieren
zu konnen. Auch hier gibt es Ansétze, welche so genannte faziale, amphiphile Molekiile
benutzen, um Arzneimittel zu transportieren. Das amphiphile Molekiil bildet mit dem
zu transportierenden Stoff gemischte Aggregate und konnte so die Membranbarriere
uberwinden [28]. Auf dem Gebiet des Arzneimitteltransports hat sich jedoch eine ande-
re Gruppe von Molekiilen von grofler Bedeutung erwiesen: die Poloxamere oder auch
Pluronics® [29-31]. Dies sind synthetische Blockcopolymere, welche aus Blécken mit un-
terschiedlicher Philie aufgebaut sind. Fiir Membranen konnte eine erhohte Permeabilitat
fiir bestimmte Medikamente festgestellt werden, sobald ein Poloxamer in der Membran
vorhanden ist [32—37]. Auch kénnen durch supramolekulare Polymere je nach hydrophi-
ler Blocklange entweder hydrophobe oder hydrophile Stoffe transportiert werden [38].
Kovalente Verbindungen von Lipiden und Polymeren zeigten eine erhohte Aufnahme
von Arzneistoffen, welche so iiber die Membranbarriere hinweg transportiert werden
konnen [39].

Ein anderer, interessanter Einfluss von Poloxameren auf Membranen wird allgemein
als ,Membran-Versiegelungs-Effekt“ bezeichnete. Hierbei zeigte sich, dass hydrophi-
lere Poloxamere dazu neigen, sich dort oberflachlich in die Membran einzubauen, wo
die Packungsdichte der Lipidmolekiile verringert ist [40-45]. Die ist vor allem bei be-
schadigten Zellen der Fall. Normalisiert sich der Zustand der Membran, werden die
Polymermolekiile wieder aus der Membran ,herausgedriickt” [43], oder konnen durch
Anderung der Temperatur kontrolliert aus der Membran entfernt werden [46].

Eine weitere sehr bedeutende Anwendung von amphiphilen Polymeren in der Arznei-
mittelforschung sind sogenannte Multidrug-Resistenzen. Dies sind Resistenzen gegeniiber
verschiedenen Wirkstoffen, wie sie z.B. in Tumorzellen gefunden werden. Aufgrund ihrer
amphiphilen Eigenschaften sind die Polymere in der Lage mit der Membran zu wechsel-
wirken und so deren Eigenschaften zu veréandern. Dies beeinflusst unter anderem auch
die Funktion der Transporter, welche in den Mechanismus der Resistenz eingebunden
sind [34,37,47]. Daher bietet der Einsatz amphiphiler Polymere Moglichkeiten, solche
Resistenzen zu iiberwinden und die Wirkung von Arzneimitteln zu verbessern.

Wird den amphiphilen Polymeren ein weiteres Strukturelement, wie z.B. Fluorket-
ten, zugefiigt, bietet dies ebenfalls Ansatzpunkte fiir den Medikamententransport durch
Membranen [48,49], da durch den Einbau der fluorierten Polymere unter anderem die
Permeabilitat der Membran erhoht wird [50-52]. Weiterhin wurde durch den Einbau
fluorierter Polymere bzw. fluorierter Anteile in Liposomen eine verbesserte Langzeitstabi-
litat dieser Liposomen gefunden [53-56]. Auch mit fluorierten Molekiilen ist es moglich,
Arzneimittelresistenzen zu iiberwinden [33]. Ein gezielter Einbau von Membranproteinen
ist mit Hilfe fluorierter, amphiphiler Molekiile ebenso erreichbar [57].

All diesen Anwendungen fiir synthetische Molekiile in Membranen ist gemeinsam,
dass der zu Grunde liegende Wechselwirkungsmechanismus zwischen den einzelnen
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Abbildung 1.1.: Molekulare Bewegungen von Lipidmolekiilen in der Doppelschicht iiberspannen
eine sehr grofien Zeitbereich und spiegeln somit die dynamischen Eigenschaften der Membran wider.

Komponenten nicht vollstéandig verstanden ist. Welche Einfliisse auf die Struktur der
Membran oder die Dynamik gibt es durch den Einbau der Gastmolekiile? Andern sich
die Eigenschaften der Membran durch den Einbau synthetischer Molekiile und wenn
ja, in welcher Weise? Wie ordnen sich die Gastmolekiile in der Membran an? In dieser
Arbeit wurden diese Fragen fiir ausgewihlte Substanzen untersucht und im Rahmen der
erzielten Ergebnisse beantwortet.

Die Membran selber stellt ein dynamisches Gebilde dar, in dem sich eine sehr breite
Zeitskala der molekularen Bewegungen finden lasst (s. Abb. 1.1) [68—60]. Die schnellsten
molekularen Bewegungen sind Kettenisomerisationen mit Korrelationszeiten im Bereich
von ca. 7, ~ 10712 - 10" s, Fiir Korrelationszeiten im Bereich 7. = 107 - 10~7 s kénnen
molekulare Rotationen sowie Wackel-/Taumelbewegungen gefunden werden. Die laterale
Diffusion in der Lipiddoppelschicht findet im Zeitbereich von ca. 7, = 10785 statt. Die
langsamsten Bewegungen in der Membran sind einerseits die so genannten Flip-Flop-
Prozesse (auch: transversale Diffusion) und andererseits die Undulationsbewegung der
Doppelschicht an sich. Dies finden mit Korrelationszeiten von Millisekunden bis Sekunden
statt. Aufgrund dieser Vielzahl an Bewegungen besitzt die Membran eine dynamische
Struktur [61,62]. Durch den Einbau bzw. die Wechselwirkung mit Fremdmolekiilen kon-
nen sowohl die Struktur als auch die Dynamik der Lipidmolekiile, aber auch der Membran
im Ganzen, veridndert sein [63,64]. Um dies zu untersuchen, bietet die Festkorper-NMR
vielfaltige Moglichkeiten, da sie einen gro3en Zeitbereich von Bewegungen abdeckt [65]
und auch fiir Strukturuntersuchungen sehr gut geeignet ist [61, 66]. Daher hat sich
die NMR-Spektroskopie in den letzten Jahrzehnten zu einer der wichtigsten Methoden
fiir Struktur- und Dynamikuntersuchungen biologischer Molekiile entwickelt [66]. Viele
dieser Untersuchungen benutzten Deuterium-NMR zur Bestimmung von Ordnungspa-
rametern [59,60,67-70]. Eine ebenfalls sehr viel genutzte Methode zur Ermittlung der
Wechselwirkung amphiphiler Molekiile in Modellmembranen ist die Fluoreszenzspektro-
skopie [22,35,37,71-74]. Ein wesentlicher Nachteil dieser beiden Methoden ist jedoch, dass
sie auf spezielle markierte Molekiile angewiesen sind, die wiederum die Eigenschaften
der Membran beeinflussen kénnen [75]. Es ist generell von Vorteil, die zu untersuchenden
Proben so wenig wie moglich zu modifizieren, um eventuell daraus resultierende Einfliisse
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zu umgehen. Diesen Vorteil bieten unter anderem NMR-Untersuchungen an Protonen
und Kohlenstoffkernen in natiirlicher Haufigkeit.

Oft werden die Einfliissse auf die Modellmembran auch mit Hilfe von 3'P-NMR un-
tersucht. Da Phosphor aber nur in einem molekularen Abschnitt der Lipide vorkommt,
konnen nur Aussagen iuber die Beeinflussung bzw. Wechselwirkungen in diesem Be-
reich getroffen werden [69, 70]. Kohlenstoffatome und Protonen sind dagegen in allen
molekularen Bereichen der Lipidmolekiile vorhanden und bieten daher eine gute Basis
zur Charakterisierung der Wechselwirkungen, sowohl an der Oberflache der Membran
als auch im Inneren. Die Entwicklung der mehrdimensionalen NMR-Experimente lie-
fert Moglichkeiten, verschiedene NMR-Wechselwirkungen innerhalb eines Experimentes
gleichzeitig zu detektieren [76, 77]. Durch die Ermittlung der dipolaren Restkopplung
zwischen verschiedenen Kernen ist es moglich, die Struktur und Dynamik von Mole-
kiilen zu untersuchen [78-81]. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit einerseits das
DIPSHIFT-Experiment verwendet und weiterentwickelt [82], und andererseits Protonen-
Doppelquanten-Experimente, um strukturelle und dynamische Informationen der Lipid-
und der Gastmolekiile zu erhalten.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Wechselwirkung neuer synthetisierter, amphiphiler und
polyphiler Molekiile mit Modellmembranen mittels Festkorper-NMR zu charakterisieren.
Dazu werden im Kapitel 2 die Grundlagen der NMR-Spektroskopie niher erlautert. In
Kapitel 3 wird anschlieBend auf die zweidimensionalen Experimente eingegangen, die in
dieser Arbeit benutzt wurden. Nachfolgend werden in Kapitel 4 die Eigenschaften von
Modellmembranen auf Basis von NMR-Ergebnissen beschrieben, um im Weiteren eventu-
ell vorhandene Unterschiede zu den Eigenschaften in Anwesenheit von Gastmolekiilen
erkennen zu konnen. In Kapitel 5 und 6 werden die synthetischen, amphiphilen Molekiile
bzw. Blockcopolymere und deren Wechselwirkung mit Modellmembranen, nach bisherigem
Kenntnisstand, erstmals systematisch mit Hilfe von NMR-Messungen untersucht. Eine
Zusammenfassung findet sich im Anschluss an diese Ausfithrungen.



2 | Grundlagen den NMR-Spektroskopie

2.1 Kernspin im Magnetfeld

Eine intrinsische Eigenschaft von Atomkernen ist ihr Eigendrehimpuls I, auch Kernspin
genannt, der mit einem magnetischen Moment u tiber die Beziehung

verkniipft ist. Der Proportionalitatsfaktor y wird als gyromagnetisches Verhéiltnis bezeich-
net und ist eine kernspezifische Konstante. Da der Kernspin ein Drehimpuls ist, also
einen Vektor darstellt, wird er durch einen Betrag und eine Richtung charakterisiert. Die
Richtung des Kernspins wird dabei als Polarisationsrichtung bezeichnet.

Befindet sich eine Probe im Gleichgewicht (ohne duflere Einwirkungen), so ist die
Verteilung der vorhandenen magnetischen Momente isotrop. Das heil}t, es sind alle Orien-
tierungen gleich wahrscheinlich und es existiert keine bevorzugte Polarisationsrichtung
(s. Abb. 2.1(a)). Wird die Probe in ein dulBleres Magnetfeld Bg gebracht, so wirkt auf die
Spins ein Drehmoment D, welches senkrecht auf den beiden erzeugenden Vektoren u
und By steht:

D=puxBy, (2.2)

mit der zugehorigen Energie
Emagn: _ﬂ'BO = _IﬂllBO| COSK(F,BO) . (2.3)

Fir eine parallele Ausrichtung der beiden Groflen wird die Energie des Systems auf ldnge-
ren Zeitskalen (jenseits der sog. Spin-Gitter-Relaxationszeit) minimal. Als Konsequenz ist
die isotrope Orientierungsverteilung der Spins im angelegten Magnetfeld nicht mehr ge-
geben und eine makroskopische Magnetisierung in Richtung des angelegten Magnetfeldes
entsteht (s. Abb. 2.1(b)). Die Energien der Spinzustéinde spalten dabei in 2( + 1) unter-
schiedliche Niveaus auf, was als Kern-Zeeman-Effekt bezeichnet wird [83]. Das wirkende
Drehmoment fiihrt dazu, dass die Spins auf kurzen Zeitskalen eine Préazessionsbewegung
um die Richtung des dulleren Magnetfeldes By beginnen. Der Winkel des Kreiskegels ist
dabei von der urspriinglichen Polarisationsrichtung der einzelnen Spins abhingig. Die
Frequenz, mit der die Spins ihre Prizessionsbewegung ausfiihren, heifit Larmorfrequenz
wo und hingt vom angelegten Magnetfeld Bj in der Form

woy = —)/B() (2.4)

ab. Bei dieser Priazessionsbewegung handelt es sich um einen Nichtgleichgewichtszu-
stand, der direkt nach dem Einbringen der Probe in das Magnetfeld vorhanden ist. Fiir
langere Zeiten geht das System in einen Gleichgewichtszustand (parallele oder anti-
parallele Orientierung) iiber, so dass die Spins wegen des fehlenden Drehmoments keine
Prizessionsbewegung mehr ausfiihren.
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Abbildung 2.1.: Schematische Darstellung der Orientierungsverteilung der Spins: (a) Ohne
Magnetfeld sind die Spins isotrop verteilt; es gibt keine Vorzugsrichtung. (b) Wird ein externes
Magnetfeld By in z-Richtung angelegt, bildet sich eine Vorzugsrichtung der Spinorientierungen
aus. In der Summe ergibt sich eine makroskopische Magnetisierung in Richtung des angelegten
Feldes. (c) Durch Einstrahlen eines weiteren Feldes (z.B. ein Hochfrequenzpuls) mit einer Frequenz
w1 = wyg fiir die Zeit At, adndert sich die Orientierung der Spins um den Winkel A = w1At. In der
Darstellung entspricht dieser Winkel gerade 90°. Die bevorzugte Polarisationsrichtung ist nach dem
Puls die x- oder y-Richtung, also senkrecht zum angelegten Magnetfeld B.

Organische Materialien bestehen zu einem grof3en Teil aus Protonen und Kohlenstoff-
atomen. Fiir die NMR spielen nur die Isotope mit Kernspin I # 0 eine Rolle. Da die Unter-
suchungen in dieser Arbeit ausschliefllich an Kernen mit I = 1/2 durchgefiihrt wurden,
beziehen sich die folgenden Betrachtungen nur auf diese so genannten Spin-1/2-Kerne.

Wie bereits erwéahnt, fiihrt das Einbringen der Probe in ein Magnetfeld zum Aufspal-
ten der Energieniveaus in 2(I + 1) verschiedene Werte. Diese Aufspaltung durch den
Zeeman-Effekt bildet die Basis fiir die NMR-Spektroskopie. Durch Einstrahlen einer
geeigneten Hochfrequenzwelle ist es moglich, Kohérenzen zwischen den zu den Energien
gehérenden Spinzustdnden zu erzeugen. Die Hochfrequenzwelle fithrt zu einer Anderung
der bevorzugten Polarisationsrichtung der Spins um einen Winkel A¢ abhéngig von der
Dauer At der Hochfrequenzeinstrahlung (Ag = w1 - At), wobei w; der Nutationsfrequenz
des eingestrahlten Feldes entspricht. Die Dauer der Einstrahlung wird meist so gewéhlt,
dass sich die Orientierung der Polarisationsrichtung um einen Winkel von 90° dreht (s.
Abb. 2.1(c)). Dies fiihrt dazu, dass die makroskopische Magnetisierung um die Richtung
des eingestrahlten Magnetfeldes prazediert. Bei dieser klassischen, bildhaften Beschrei-
bung handelt sich um ein Modell, welches der Veranschaulichung dient und keine exakte
Darstellung der Spinzusténde repréasentiert. Fir die Betrachtung dieser Zusténde ist eine
quantenmechanische Beschreibung notwendig (s. Kap. 2.2).

Wahrend die makroskopische Magnetisierung entlang der z-Achse als longitudinal
bezeichnet wird, wird die Magnetisierung in einer Ebene senkrecht zum dufleren Magnet-
feld transversal genannt. Die makroskopische Magnetisierung ist zwar sehr klein, kann
jedoch gemessen werden, da sie mit der definierten Frequenz w; oszilliert. Diese pra-
zedierende, transversale Magnetisierung induziert einen elektrischen Strom, der mit
Hilfe einer Hochfrequenz-Spule detektiert werden kann. Dieses Signal wird in der NMR-
Spektroskopie als FID (Free Induction Decay) bezeichnet. Durch die Fluktuationen der
lokalen Magnetfelder am Ort der Kernspins verlieren die Spins ihre Phasenbeziehung in
der transversalen Ebene. Das in der Spule induzierte Signal wird kleiner und langfristig
Null. Es nimmt mit der Zeitkonstante T'5 ab, welche als transversalen Relaxationszeit
bezeichnet wird. Der Vollstiandigkeit wegen sei erwidhnt, dass die Relaxationszeit, die
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2. Grundlagen den NMR-Spektroskopie

das System benotigt, um nach einer Storung seinen Gleichgewichtszustand wieder zu
erreichen, mit 71 bezeichnet und longitudinale Relaxation genannt wird.

2.2 | Dichteoperator und Zeitentwicklung

Neben dem skizzierten Vektorbild der NMR, darf nicht vergessen werden, dass es sich
bei dem Kernspin um eine quantenmechanische Grof3e handelt. Daher ist es notwendig
die Dynamik eines Spin-Ensembles unter einer bestimmten Wechselwirkung anhand
quantenmechanischer Betrachtungen zu ermitteln.

In der Quantenmechanik wird der Zustand eines Systems durch die Gesamtwellenfunk-
tion |¥) beschrieben. Eine physikalische Messgrofle Q entspricht dem Erwartungswert
des zugehérigen Operators Q:

Q=(YIQI¥) . (2.5)

Die Gesamtwellenfunktion |¥) ldasst sich im Allgemeinen als eine Superposition der
Eigenzusténde des Operators @ darstellen. Fiir einen Kernspin (I=1/2) beispielsweise sind
dies die Eigenzustinde |a) = |3,3) und |B) = |3, -3 ). Eine Messung am System liefert stets
einen Eigenwert des Operators, wobei es grundsétzlich nicht méglich ist, vorherzusagen,
welcher Eigenwert tatsichlich gemessen wird; dies unterliegt der Statistik. Das gilt
ebenso fiir die Kernspins, weshalb ohne eine Messung nicht festgelegt werden kann, in
welchem Zustand sich dieser befindet (|a), | ) oder einer Superposition). Eine Darstellung
wie in Abb. 2.1 gezeigt, ist somit immer nur als Modell zu verstehen und spiegelt nicht
die Wirklichkeit wider. Befindet sich der Spin z.B. im Eigenzustand |a@) und wird die
z-Komponente des Drehimpulses gemessen!, liefert dies mit einer Wahrscheinlichkeit
von 100% stets den Eigenwert 1/2. Fiir Superpositionszustiande, welche sich aus den
Eigenzustidnden der Spins und deren Wahrscheinlichkeiten ergeben, ist der Spin in einem
Zustand maximaler Unbestimmtheit (alle Eigenzustinde sind gleich wahrscheinlich).
Auch in diesem Fall hat eine Messung zur Folge, dass ein Eigenwert erhalten wird, aber
es ist nicht bestimmt, welcher. Die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines der beiden
Eigenzustéande betragt jeweils 50%.

Um den Zustand eines Systems zu beschreiben, ist es prinzipiell moglich, tiber alle
Einzelzustinde des Ensembles zu summieren, was jedoch aufgrund der groflen Anzahl
an Einzelspins (= 1023) nicht praktikabel ist. Da das Ensemble als quantenmechanische
Gesamtheit aufgefasst werden kann, wird der Dichteoperator p(¢) eingefiithrt. Mit diesem
kann der Quantenzustand eines Ensembles beschrieben werden, ohne die Spinzustidnde
im Einzelnen betrachten zu miissen.

Mit der Entwicklung der Wellenfunktion |W(¢)) in einer vollstéandigen, orthonormalen
Basis der Eigenfunktionen |wi>,

[\W(t)) = Zci(t)|wi> , (2.6)

und den Koeffizienten c; = <1//i |‘I’>, ergibt sich der Dichteoperator zu

p) =Y cie; @ |wi) (vl - 2.7)

i,J

Die p;;j(t) = ci(t)c;*(t) definieren dabei die Elemente der Dichtematrix [77]. Die Diagonal-
elemente der Dichtematrix (i=j) werden als Populationen der Spinzustinde bezeichnet.

1Diese Komponente entspricht in diesem Fall dem Operator .
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Sind die Populationen der einzelnen Spinzustéinde unterschiedlich, entsteht longitudinale
Magnetisierung. Die Nicht-Diagonalelemente der Dichtematrix werden als Koharenz
bezeichnet. Sie stellen Superpositionszustinde zwischen den Eigenzustidnden |¥;) und
|‘P j> dar. Eine solche Kohirenz kann durch Einstrahlen eines Hochfrequenzpulses er-
zeugt werden. Dadurch kann sich die Quantenzahl des Spinzustandes d&ndern. Entspricht
diese Anderung dem Wert eins, wird durch die Kohérenz transversale Magnetisierung
charakterisiert. Ist die Anderung der Spinquantenzahl groBer als eins, werden durch
die Nicht-Diagonalelemente der Dichtematrix so genannte Multiquantenkohérenzen re-
prasentiert, die keiner (direkt) messbaren Magnetisierung entsprechen und somit nur
indirekt beobachtbar sind (s. Kap. 3.4).

Wird ein System im thermischen Gleichgewicht betrachtet, befindet sich dieses Sys-
tem mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit in einem seiner moéglichen Eigenzustiande.
In der Hochtemperatur-Nédherung ist die Wahrscheinlichkeit fiir die Besetzung der ver-
schiedenen Eigenzustinde durch die Boltzmann-Verteilung gegeben. Der entsprechende
Dichteoperator im thermischen Gleichgewicht bei einer Temperatur T lautet:

1 _
ﬁGGW = Ze , (2.8)

R

mit der Boltzmann-Konstanten £ und der kanonischen Zustandssumme Z, die iiber

Z = Sp(e_%) (2.9)

definiert ist. Die Dichtematrix eines Systems ist im thermischen Gleichgewicht diagonal
und es existieren folglich keine Kohirenzen zwischen den verschiedenen Eigenzustidnden.

Fir die in der NMR verwendeten Magnetfelder kann die Zeeman-Wechselwirkung als
dominante Interaktion angenommen werden, deren Hamiltonoperator die Form H = w, I,
besitzt. Im Rahmen der Hochtemperatur-Naherung ist der Dichteoperator p im thermi-
schen Gleichgewicht durch
Bocw = —(11 + %I] (2.10)
gegeben.

Unter Annahme einer Wechselwirkung H kann sich der Zustand des Spinsystems
dndern und uber die Bewegungsgleichung des Dichteoperators beschrieben werden. Aus
der zeitabhéngigen Schrodinger-Gleichung folgt der Zusammenhang

d . s
2P0 = i[H,p()], (2.11)

welcher als Liouville-von-Neumann-Gleichung bekannt ist. Die formale Losung dieser
Differentialgleichung (2.11) lautet fiir einen zeitabhidngigen Hamiltonoperator:

p)=U@)pO)U@™", (2.12)

mit dem Propagator U(¢) = Tef(f dt'H{) Der Dyson-Zeitordnungsoperator 7' gewihrleistet
die chronologische Reihenfolge der vorkommenden Operatoren. Ist der Zustand eines
Spinsystems zu einem Zeitpunkt ¢ = 0 bekannt, kann daraus der Zustand des Systems
zu einem beliebigen spéteren Zeitpunkt ¢ > 0 bestimmt werden. Dies ist jedoch wegen
der Zeitabhingigkeit des Hamiltonoperators im Allgemeinen sehr kompliziert. Wird

8



2. Grundlagen den NMR-Spektroskopie

angenommen, dass der Hamiltonoperator in kleinen Zeitintervallen zeitunabhéngig ist,
kann die zeitliche Entwicklung des Dichteoperators durch

ﬁ(tl ttgt-ety)= e—i(Hntn) .. ,e—i(HQtz)e—i(Hltl) ﬁ(O)ei(Hltl)ei(Hth) . “ei(Hntn) (2.13)

beschrieben werden, wobei die H,, die fiir das jeweilige Zeitintervall wirkenden Hamilton-
operatoren sind. Ausgehend von Gleichung (2.12) kann die Zeitentwicklung eines Spinsys-
tems p(t) unter einer Wechselwirkung beschrieben werden. Dazu muss der entsprechende
Hamiltonoperator zu jeder Zeit ¢ bekannt sein. Mittels average Hamiltonian-Ansatz [84]
kann die Zeitentwicklung des Ausgangszustandes eines Ensembles, p(0), unter einem ef-
fektiven (zeitunabhéngigen) Hamiltonoperator betrachtet werden, der den gleichen Effekt
auf das Spinsystem hat, wie alle wirkenden Hamiltonoperatoren tiber die gesamte Zeit.
Der effektive Hamiltonoperator fiir das gesamte Zeitintervall [0,t] ist als die Summe der
wirkenden Hamiltonoperatoren fiir die einzelnen Zeitabschnitte (¢1,t9,---,t,) definiert,

H, (2.14)

18

ﬁ:ﬁ0+
=1

\..
Il

wobei die H; Terme hoherer Ordnung genannt werden und die Vertauschungen der
Hamiltonoperatoren zu verschiedenen Zeitpunkten beinhalten. Da die Anteile der Terme
héherer Ordnung sehr klein sind, ist es ausreichend, sich auf die nullte Ordnung zu
beschranken?. Der mittlere Hamiltonian, der auf das Spinsystem wirkt, ist damit nur
durch den Term

t

= 1/

Hy= ;fH(t’)dt’ (2.15)
0

gegeben. Dieser Ansatz wird oft bei NMR-Experimenten verwendet, bei denen es Zeit-
abschnitte gibt, in denen nur Hochfrequenzpulse wirken und andere Zeitabschnitte,
wéahrend derer andere Wechselwirkungen dominieren. Es ist damit moglich, die zeitliche
Entwicklung des Spinsystems unter Einwirkung einer bestimmten Wechselwirkung zu
ermitteln.

2.3 | Spinwechselwirkungen und Hamiltonoperatoren

Befindet sich eine Probe im Magnetfeld, ist der Zeeman-Effekt die dominierende Wechsel-
wirkung. Liegt das Magnetfeld in z-Richtung an, kann diese Wechselwirkung durch einen
Hamiltonoperator der Form

I‘AIO = —)/B() f = —YBon (2.16)

ausgedrickt werden. Obwohl der Zeeman-Effekt iiberwiegt, beeinflussen auch andere
Wechselwirkungen die Spins in der Probe und damit ihr NMR-Spektrum. Sie verursachen
lokale Felder, die zusétzlich zum angelegten Magnetfeld wirken. In der Festkorper-NMR
von Spin-1/2-Systemen spielen dabei zwei Mechanismen eine bedeutende Rolle, die chemi-
sche Verschiebung und die dipolare Wechselwirkung. Die (ebenfalls vorhandene) skalare
Kopplung ist vergleichsweise klein und wird von der Dipolkopplung iiberdeckt. Die qua-
drupolare Wechselwirkung existiert nur fiir Kerne mit I > 1/2 und wird hier nicht weiter
betrachtet.

2Dies Niherung kann angewendet werden, wenn die Zeitdauer der Pulse bzw. eines Anschnittes sehr klein
ist gegeniiber der inversen Frequenz der vorhandenen Wechselwirkung.
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Um den Einfluss einer Wechselwirkung auf ein Spinsystem zu untersuchen, ist es
notwendig, den entsprechenden Hamiltonoperator der Wechselwirkung zu kennen. Die
durch lokale elektrische und magnetische Felder verursachten Wechselwirkungen, wie
die chemische Verschiebung und die dipolaren Kopplungen, kénnen als Ausdruck einer
zusétzlichen Storung auf das Spinsystems, beschrieben durch den Hamiltonoperator Hi,
betrachtet werden,

ﬁges:ﬁo +I_AIint s (2.17)

wobeil
Hi,=Hc+Hp (2.18)

die Hamiltonoperatoren fiir die chemische Verschiebung H., und die dipolare Wechsel-
wirkung Hp, beinhaltet. In sidkularer Niaherung® beeinflussen nur Teile von Hj,; das
Spinsystem, die dieselben Eigenfunktionen besitzen wie der Zeeman-Hamiltonian Hy,
was dann der Fall ist, wenn die beiden Operatoren miteinander vertauschen:

[Ho,Hing] =0 (2.19)

Im Folgenden werden die chemische Verschiebung und die dipolare Kopplung, sowie deren
Hamiltonoperatoren niher betrachtet.

2.3.1 | Chemische Verschiebung

Die chemische Verschiebung ist eine Wechselwirkung, die ihren Ursprung in den Elek-
tronen der Molekiile hat. Die Elektronen erzeugen durch ihre Bewegung magnetische
Felder, welche eine rdumliche Ausdehnung besitzen und daher die Spins vom dulleren
Magnetfeld abschirmen. Das lokale Feld, Bjk, am Ort des Spins ist direkt proportional
zum angelegten, dulleren (B() sowie zum induzierten (Bj,q) Magnetfeld und dndert damit
die Prazessionsfrequenz der betroffenen Kerne [65]:

Byox = By + Bing (2.20)

mit

Bind = —g'Bo . (2.21)
Der Tensor g beschreibt die Wechselwirkung der chemischen Verschiebung und wird durch
eine (3x3)-Matrix reprisentiert. Die unterschiedlichen, induzierten Magnetfelder fithren
zu verschiedenen Resonanzfrequenzen der einzelnen Kerne. Aufgrund dieser Tatsache
ist es moglich, aus dem NMR-Spektrum Informationen iiber die molekulare Struktur
einer Probe zu erhalten. Betrachten wir Gleichung (2.19) genauer, wird deutlich, dass
eine Wechselwirkung eine Komponente in Richtung des angelegten Magnetfeldes besit-
zen muss, um das Spinsystem zu beeinflussen. Um den Beitrag einer Wechselwirkung
zum Gesamthamiltonoperator zu bestimmen, ist es daher notwendig, ein einheitliches
Bezugssystem zu wihlen. Dieses wird gewohnlich so gewahlt, dass das angelegte Magnet-
feld die z-Richtung definiert. Alle zusitzlichen Wechselwirkungen werden ebenfalls in
diesem so genannten Laborkoordinatensystem (LF - Laboratory Frame) betrachtet. Der
Wechselwirkungstensor ist aber meist in seinem Hauptachsensystem (PAS - Principal

3Sskulare Naherung bedeutet, dass der Hamiltonoperator der zu betrachteten Wechselwirkung mit
dem Zeeman-Hamiltonoperator vertauscht. Nicht-vertauschende Anteile des Hamiltonians werden
vernachléssigt.

10
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Axes System) definiert. Der sékulare Hamiltonoperator fiir die chemische Verschiebung
im Laborkoordinatensystem ergibt sich damit zu

A A A

Hes =yBo0 1, =ywesI, . (2.22)

Die GrofBle 0, bezeichnet die z-Komponente des Tensors der chemischen Verschiebung im
Laborkoordinatensystem. Die zugehorige Frequenz der chemischen Verschiebung ist durch
wes = Boo,, gegeben. Mit den Hauptachsenwerten 011, 022 und o33, sowie der isotropen
chemischen Verschiebung o;s,, konnen folgenden Abkiirzungen definiert werden:

Oiso = (011+022+033)/3,
n = (022-011)(033—0is)
0 = (033—0is0) - (2.23)

Die Groflen 7 und 6 heiflen Asymmetrie- und Anisotropieparameter und charakterisieren
den anisotropen Teil der chemischen Verschiebung o ,,is, und sind tiber

Wes = W0 7z = WO (aiso + 2(3 cos’f-1- nsinz,BCOSZa)%(3 cos?6—1) ) (2.24)

J

O aniso

mit 0,; verkniipft. Die Winkel a und g sind die Polarwinkel der Rotation vom Hauptach-
sensystem des Tensors ins rotierende Koordinatensystem. Der Winkel 0 beschreibt die
Orientierung des Tensors im Laborkoordinatensystem. Anhand von Gleichung (2.24) wird
deutlich, dass es zu einem gegebenen Winkelpaar (6,¢), d.h. einer bestimmten Orientie-
rung des Tensors, genau eine Frequenz im Spektrum gibt. Im Gegensatz dazu sind in
einem Festkorper alle Orientierungen vertreten. Das NMR-Spektrum ist deshalb typi-
scherweise sehr breit und besitzt eine charakteristische Form, die als Pulverspektrum
bezeichnet wird (s. Abb. 2.2 (a)) [85]. Wegen der schnellen molekularen Bewegungen
besteht in Flussigkeiten keine Orientierungsabhédngigkeit. Der anisotrope Anteil in GI.
(2.24) wird Null, so dass in den Spektren nur die isotrope chemische Verschiebung gemes-
sen wird. Diese Art von schnellen Bewegungen sind im starren Festkorper nicht gegeben.
Um dennoch hoch aufgeloste Spektren zu erhalten, wird die schnelle Probenrotation unter
dem magischen Winkel (Magic Angle Spinning - MAS) verwendet (s. Abb. 2.2 (b)) [86, 87].
Wird der Winkel 0 zwischen der Rotationsachse der Probe und dem duleren Magnetfeld
so gewéhlt, dass er dem magischen Winkel (8, = 54.74°) entspricht, wird der anisotrope
Anteil der chemischen Verschiebung in Gl. (2.24) Null. Im Spektrum erscheint nur eine
schmale Linie bei der isotropen chemischen Verschiebung wgoig, (s. Abb. 2.2 (c)).

2.3.2 | Dipolare Wechselwirkung

Die dipolare Wechselwirkung basiert, anders als die chemische Verschiebung, auf den
von den Kernen erzeugten lokalen Magnetfeldern. Da die Kerne ein magnetisches Mo-
ment besitzen, wird im Raum, der den Kern umgibt, ein lokales Magnetfeld generiert,
welches die anderen Kerne in der Umgebung spiiren (s. Abb. 2.3). Jeder Kern erfihrt
somit einen Einfluss durch die lokalen Magnetfelder der ihn umgebenden Kerne. Diese
gegenseitige Wechselwirkung kann sowohl intramolekularer (mit Kernen des selben Mole-
kiils) als auch intermolekularer (mit Kernen anderer Molekiile) Natur sein. Die Starke
dieser Wechselwirkung hiangt vom Abstand der wechselwirkenden Spins zueinander ab.
Zuséatzlich besteht auch eine Abhéingigkeit von der molekularen Orientierung des Ver-
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Abbildung 2.2.: (a) Im Festkorper trdgt jede molekulare Orientierung mit einer einzelnen Frequenz
zum Spektrum bei. Die einzelnen Freuqenzen iiberlagern sich und das so genannte Pulverspektrum
entsteht. (b) Unter MAS bzw. durch schnelle molekulare Bewegungen wird die Anisotropie der che-
mischen Verschiebung beseitigt und im Spektrum verbleibt eine Linie bei der isotropen chemischen
Verschiebung woois, (c).

bindungsvektors der wechselwirkenden Spins in Bezug auf das dullere Magnetfeld B
(s. Abb. 2.3). Der dieser Wechselwirkung entsprechende Hamiltonoperator kann aus der
klassischen Beschreibung der Wechselwirkungsenergie zwischen zwei punktformigen Di-
polen und der Beziehung zwischen magnetischem Moment und Spin (Gl. (2.1)) hergeleitet
werden [83,88]:

e LoY1Ysh IA-S'_S(IA-'I')(S"T)

o 3 3 (2.25)
Dabei ist pp die magnetische Feldkonstante, y; und ys bezeichnen die gyromagnetischen
Verhiltnisse fiir die wechselwirkenden Kerne mit Spin I und Spin S im Abstand r.
Durch Transformation der Gleichung ins Laborkoordinatensystem (Ausmultiplizieren
der Skalarprodukte und Einsetzen von Kugelkoordinaten), wird ein Ausdruck fiir den
Hamiltonoperator der dipolaren Wechselwirkung erhalten, der sich aus sechs Anteilen
zusammensetzt:

H=Dis(A+B+C+D+E+F). (2.26)

Die Konstante D;s beinhaltet alle Vorfaktoren aus Gleichung (2.25), sowie den Abstand r.
Die Anteile aus Gleichung (2.26) sind wie folgt definiert:

A=(1-3cos’0)I,-S,,

B:%(l—3cos20)(f S_+1.8 ):%(1—3cos20)(fzﬁz—f-ﬁ),
C= —gsinthosHe_i")(IAZS'Jr +1,8,),

D:—gsmecosee (I,S_+1_8S,),

E-= —Zsinzee_2i‘p(f+§+) ,

3 s a A
F=—7 sin®9e??(1_S_), (2.27)

12
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Abbildung 2.3.: Veranschaulichung der Dipolkopplung: Die von den Kernen I und S generierten,
lokalen Magnetfelder besitzen eine raumliche Ausdehnung und beeinflussen sich gegenseitig. Wegen
der Ubersichtlichkeit ist nur das von S generierte Feld dargestellt. Die Stirke des Wechselwirkung
hdngt dabei vom Abstand r;s und der Orientierung der Spins zueinander, sowie von der Orientierung
des Vektors ris in Bezug auf das duflere Magnetfeld (Winkel 0) ab.

mit den Leiteroperatoren I =g +il y) bzw. S, =(Sg+ iSAy), sowie den Polarwinkeln 6 und
Q.

Fir die dipolare Wechselwirkung werden zwei Fille unterschieden, fiir die sich jeweils
ein anderer sédkularer Hamiltonoperator der Wechselwirkung ergibt. Fiir den Fall, dass die
beiden wechselwirkenden Spins derselben Kernsorte angehoren, wird von homonuklearer
dipolarer Kopplung gesprochen. Der zugehorige sékulare Hamiltonoperator wird aus
Gleichung (2.26) abgeleitet. Dazu muss die Vertauschungsrelation der Terme A-F mit
dem Zeemann-Hamiltonian, Hy (s. Gl. (2.16)), betrachtet werden. Nur die Terme A und B
vertauschen mit diesem und beeinflussen daher das betrachtete Spinsystem. Der sdkulare
Hamiltonoperator fiir die homonukleare, dipolare Wechselwirkung lautet demnach:

i 1 9 G a2
H} = ~Djj5(3cos”6 - V) (81,1, - I;- Ij)

= -Dy5(3 cos?0—1)(2IL1, - (L P+ P)))
= —wp (BB -@LP +1' 1)), (2.28)

wobei wp = Dj; %(3 cos?0 — 1) die dipolaren Frequenz bezeichnet. Um zu verdeutlichen,
dass beide Spins derselben Kernsorte angehoren, wurde die Bezeichnung I* und F fiir die
beiden Spins der Kerne i und j gewihlt. Die dipolare Kopplungskonstante D;; beschreibt
die Abhéngigkeit der Wechselwirkung von den Kerneigenschaften und dem Abstand rj;
der beiden miteinander wechselwirkenden Kerne:

D= Z—zhyzrif’ . (2.29)

Fir ein Spinpaar dquivalenter Kerne sind die beiden gyromagnetischen Verhéltnisse
gleich, d.h. y = y; = y;. Fiir die homonukleare, dipolare Wechselwirkung kénnen in Glei-
chung (2.28) zwei Anteile unterschieden werden. Der erste Term, I iZfJZ, wird als statischer
Anteil bezeichnet. Dieser beschreibt die Wechselwirkung des Spins I' mit dem dipolaren
Feld des Spins IY, welche zu einer Anderung der Energieeigenwerte der Zustinde im
System fiihrt. Abhingig von der Orientierung der beiden Spins zueinander (parallel oder
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Abbildung 2.4.: (a) Simulierte FID-Zeitsignale und (b) daraus resultierende Spektren unter di-
polarer Kopplung (D1s = 23kHz, rig = 1.095A). Fiir ein Spinpaar ergibt sich das typische Pulver-
spektrum, mit einer Aufspaltung proportional zu Dig. (schwarze, durchgezogene Linie). Werden
zusdtzliche Kopplungen zu umgebenden Spins betrachtet, iiberlagern sich die Zeitsignale und das
Gesamtsignal zeigt einen schnelleren Abfall (blaue, gepunktete Linie). Im Spektrum wirkt sich
dies als Linienverbreiterung aus, welche fiir heteronukleare Kopplung inhomogen, fiir homonu-
kleare Kopplung hingegen homogen ist, d.h. eine selektive Sdttigung bestimmter Frequenzen ist im
homonuklearen Fall nicht moglich. Im Fall eines idealen, ungekoppelten Systems (D1g = 0) (rote,
gestrichelte Linien) zeigt das Zeitsignal keinen Abfall. Charakteristisch hierfiir ist eine schmale
Resonanzlinie (6-Funktion) im Spektrum.

antiparallel), gibt es zwei unterschiedliche Beitriage Ep = +hwp zu den Energieniveaus
des Gesamtsystems und damit zur Larmorfrequenz wo der Kerne in der Form [83, 85]

w(@) =wo+ wp . (2.30)

Je nach Ausrichtung der beiden Spins zueinander, ergibt sich fiir jede der beiden Mog-
lichkeiten ein typisches Spektrum mit der Abhéngigkeit vom Winkel (3cos?6 — 1), welche
sich zum so genannten Pulverspektrum iiberlagern (s. Abb. 2.4). Im Fall der homonuklea-
ren Kopplung uberwiegt jedoch der Einfluss des zweiten Terms, 0 LIAJ_ +1 i_IAJJr), auf das
Spektrum. Dieser Ausdruck wird als Austauschterm interpretiert und fihrt dazu, dass
die entarteten Eigenzustidnde des Systems gemischt werden. Die zugehorigen Eigenfunk-
tionen fiir das Systems ergeben sich dann aus Linearkombinationen dieser entarteten
Zustéande. Dies hat zur Folge, dass die Energieniveaus weiter aufspalten und im Spektrum
zusatzliche Frequenzen auftreten. Dieser Austauschterm &andert fiir ein Spinpaar nur
die Aufspaltung der Linien, welche um den Faktor 3/2 vergroflert wird. Die qualitati-
ve Form des Spektrums bleibt zunéchst erhalten. Wechselwirken mehr als zwei Spins
miteinander, wie beispielsweise in einer Pulverprobe, und werden Kerne mit grofler natiir-
licher Haufigkeit, z.B. Protonen, untersucht, fiihrt die weitere Aufspaltung der einzelnen
Energieniveaus zu einer erheblichen Verbreiterung der Resonanzlinien im Spektrum.

Wie oben erwiahnt, existiert noch ein zweiter Fall der dipolaren Wechselwirkung im
Festkorper. Dieser betrifft die Kopplung zwischen Kernen unterschiedlicher Art, d.h.
Y1 # ¥s- Ausgehend von den Gleichungen (2.26) und (2.27) wird der Hamiltonoperator fiir
die heteronukleare, dipolare Kopplung abgeleitet. Auch hier gilt, dass der Hamiltonope-
rator der Wechselwirkung in erster Naherung die gleichen Eigenfunktionen besitzt wie
der Zeeman-Hamiltonian, und Anteile, die nicht mit diesem vertauschen, vernachlassigt
werden konnen. Fiir die heteronukleare Kopplung zeigt sich, dass nur Term A mit dem
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2. Grundlagen den NMR-Spektroskopie

Zeeman-Hamiltonian vertauscht. Der sdkulare Hamiltonoperator fiir zwei miteinander
koppelnde Spins I und S verschiedener Spezies ergibt sich damit zu:

A 1 N
Y = ~Dis5(3 cos?0 - 1)21,8, . (2.31)

Dass Term B vernachlédssigt werden kann, ist damit zu erklédren, dass der so genannte
Austauschterm (auch ,flip-flop “-Term) die Spinzustinde mischt. Sind die Larmorfrequen-
zen der beiden koppelnden Kernspezies sehr dhnlich, wie im homonuklearen Fall, ist
es moglich, dass das dipolare Feld des einen Spins das magnetische Moment des ande-
ren Spins umdreht und umgekehrt. Da sich beide Polarisationen in entgegen gesetzter
Richtung dandern, bleibt die Energie des Systems dabei unverandert. Sind die Larmor-
frequenzen der beiden wechselwirkenden Kerne hingegen sehr unterschiedlich, wie im
Falle heteronuklear koppelnder Kerne, ist dieser ,flip-flop“~-Mechanismus energetisch
unterdriickt und Term B aus Gleichung (2.27) hat keinen Einfluss auf das Spinsystem.
Das Spektrum eines heteronuklear, dipolar koppelnden Spinpaares ist, wie oben beschrie-
ben, ein Pulverspektrum mit einer typischen Aufspaltung proportional zur dipolaren
Kopplungskonstante Dig (s. Abb. 2.4).

2.3.2.1. Darstellung der dipolaren Wechselwirkung mittels spharischer Tensoren

Zur Beschreibung einer Wechselwirkung unter Rotation, z.B. MAS, ist es sinnvoll eine
andere Darstellung der Wechselwirkungstensoren und -operatoren heranzuziehen. Da
sphérische Tensoren spezielle, vergleichsweise kompakt beschreibbare Rotationseigen-
schaften besitzen, ist es zweckméiflig, den Hamiltonoperator als Linearkombination solcher
Tensoren darzustellen. Dazu wird der Hamiltonoperator in einen Ortsanteil A;,, und
einen Spinoperatoranteil Tl(_m) zerlegt [89]:

A A

l
Hp=-21-D Z D" A Tim (2.32)

||
I Mm

Wird die Summation ausgefiihrt und die Sakularapproximation angewandt, ergibt sich fiir
die dipolare Wechselwirkung wegen der dann resultierenden Axialsymmetrie des Tensors
im Hauptachsensystem und der Tatsache, dass die dipolare Kopplung keinen isotropen
Wert besitzt, nur ein verbleibender Term der Form

Hp=AL Ty, (2.33)

wobei ALF den Ortsanteil des sphéarischen Tensors im Laborkoordinatensystem (LF)
und Ty den Spinoperatoranteil darstellt. Stimmt die Orientierung des Hauptachsen-
systems (PAS) des Wechselwirkungstensors mit dem Laborkoordinatensystem tiberein,
entspricht der Ortsanteil gerade ALF APAS V6D . Fiir alle anderen Orientierungen
ist es notwendig, die Tensorausrlchtung m1t Hilfe der Eulerwinkel, bezogen auf das La-
borkoordinatensystem, zu beschreiben. Dies wird durch Transformation des Tensors aus
dem Hauptachsensystems ins Laborkoordinatensystem erreicht. Dazu wird in kartesi-
schen Koordinaten eine Rotationsmatrix R benutzt und von links und rechts an die
zu transformierende Matrix multipliziert. Diese Art der Rotation ist aber fiir komplexe
Problemstellungen ungeeignet. Aufgrund der Symmetrieeigenschaften der sphéarischen
Tensoren ist eine Rotation auf Basis dieser Tensoren einfacher als in kartesischen Koordi-
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2. Grundlagen den NMR-Spektroskopie

naten. Der Zusammenhang zwischen der Rotation im kartesischen Raum und dem Raum
der Tensoren 2. Stufe ist durch

~ PAS

~LF ~ ~PAS ~-1
1, =Ra,pyT,, R (a,py)=Y1,,D  (ap7) (2.34)
m/

gegeben [85]. Dabei bezeichnet R(«a,f,y) den Operator der Rotation (bzw. eine Rota-

. . A PAS . .
tionsmatrix), der den Tensor T, = mittels der Eulerwinkel vom Hauptachsensystem
ins Laborkoordinatensystem transformiert. Die Elemente der Wigner-Rotationsmatrizen
Dfn 1m (@ B,7) werden durch die reduzierten Wigner-Rotationsfunktionen dfn 1 (B) iber

D!, =elamigl  (g)eirm (2.35)

definiert [85]. Die GroBlen a, f und y heilen Eulerwinkel. Der Spinoperatoranteil Tim
kann ganz analog transformiert werden, was fiir Berechnungen des mittleren Hamilton-
operators von Vorteil ist.

Im nicht-statischen Fall konnen beim Ubergang vom Hauptachsensystem ins Laborkoor-
dinatensystem eine oder mehrere Rotationen des Wechselwirkungstensors notwendig sein.
So verkompliziert sich beispielsweise die Beschreibung unter MAS wegen der zeitabhéngi-
gen makroskopischen Rotation der Probe weiter. Durch eine Gleichung analog zu (2.33)
wird der Hamiltonoperator der dipolaren Kopplung in sphirischer Tensorschreibweise
unter MAS beschrieben. Der Unterschied besteht im Wesentlichen in der Zeitabhéngigkeit
des Ortsanteils Alz“g ,

Hpmas(®) = AL )Ty . (2.36)

Der effektive Hamiltonoperator unter MAS fiir die dipolare Wechselwirkung wird mittels
Gleichungen (2.15) und (2.36) durch Integration des Ortsanteils erhalten:

t t
- 1 N 1.
Ho= ;fHD,MAS(t,)dt,: ;Tzong(t’)dt’. (2.37)
0 0

wobei Agg (¢) durch die dipolare Frequenz w(j(?) eines koppelnden Spinpaares, I und S,
iber
AR @) =Veu®), (2.38)

gegeben ist. Die dipolare Frequenz
S 1. 2 1 .
WP(t) = Dy 5 sin B(cos(2y —2wrt)) + Estﬁ(cos(y—th)) : (2.39)

ist dabei durch die Eulerwinkel  und y sowie die Rotationsfrequenz wg bestimmt. Fir
die heteronukleare, dipolare Kopplung ist der Ortsanteil nur durch die Frequenz w}js(t)
und einen vereinfachten Spinoperatoranteil gegeben (s. Gl. (2.31)). Die mittleren zeitab-
héingigen Hamiltonoperatoren sind damit fiir die homonukleare Dipolkopplung (d.h., fiur
I =8 =1I%) durch

=dj 1 2 i
und fiir die heteronukleare Dipolkopplung (d.h., fiir I # S) mittels
IS 1 A A
Hp pas(?) = ;fblls)(t)QIZSZ (2.41)
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K(T)A
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K(0) — 52
K (o0) 7352
Te T T T T T >

Abbildung 2.5.: Schematische Darstellung der Korrelationsfunktion (Gleichung (2.44)). Fiir die
Zeit 1 = 0 ergibt sich K(0), fiir lange Zeiten (1 — oo) ndhert sich die Korrelationsfunktion ihrem
quadratischen Mittelwert K(oco) an.

gegeben, wobei die Phase ®p iiber
t
Op(t) = f wp(t)dt' (2.42)
0

definiert ist. Mit Hilfe der hier abgeleiteten Gleichungen kann die dipolare Kopplung aus
experimentellene Messungen bestimmt und somit Informationen tiber die Struktur und
Dynamik eines Systems gewonnen werden.

2.3.2.2. Ordnungsparameter

Wird in einer Probe eine dipolare Kopplung bestimmt, die nicht dem aus der reinen
Geometrie errechneten Wert entspricht (s. Gl. (2.29)), ist im Allgemeinen ein dynamischer
Prozess dafiir verantwortlich. Die dipolare Frequenz des Spinsystems dndert sich in
Abhingigkeit der Orientierung des Verbindungsvektors der koppelnden Spins (s. z.B. GI.
(2.28)). Eine molekulare Bewegung andert die Orientierung dieses Verbindungsvektors.
Dadurch wird eine gegeniiber dem statischen Wert reduzierte dipolare Kopplungsstirke
gemessen.

Meist sind die stattfindenden Bewegungsprozesse stochastischer Natur und werden mit
Hilfe einer Autokorrelationsfunktion K(7) charakterisiert,

K@) =("®)-fit+1)), (2.43)

die den Zustand des Systems fiir verschiedene Zeitpunkte ¢ und (¢ + 7) miteinander korre-
liert. Hangt die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines bestimmten Zustandes nicht
von der Zeitrichtung ab, kann der Bewegungsprozess hiufig durch eine Autokorrelations-
funktion der Form .

K(1)=K(0)e 7 +K(c0) (2.44)

beschrieben werden (s. Abb. 2.5) [90]. Die Grofie 7, heifit Korrelationszeit und ist ein
Maj fur die Zeitskala des zugrunde liegenden Bewegungsprozesses. Die Werte fiir 1 =0
und 7 — oo sind durch K(0) = (f(t)z)t, den Ausgangszustand, und K(7 — oo) = (f(t))?, den
Grenzwert des Systems fiir lange Zeiten, gegeben (s. Abb. 2.5). Ist keine Einschriankung
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2. Grundlagen den NMR-Spektroskopie

der molekularen Bewegung vorhanden, wird das System fiir sehr lange Zeiten keine
Korrelation mehr zu fritheren Zeitpunkten besitzen und K(oco) strebt gegen Null. Ist
die Dynamik hingegen eingeschriankt, wird das System auch fiir sehr lange Zeiten nie
isotrop; es besteht immer eine (restliche) Korrelation. Das Maf fiir diese Anisotropie
ist der Grenzwert der Korrelationsfunktion fir sehr lange Zeiten 7 normiert auf den
Ausgangspunkt. Dieser Quotient
S2 = @
K(0)
wird als (dynamischer) Ordnungsparameter eines Systems bezeichnet. Alternativ wird oft
auch S = V82 als Ordnungsparameter definiert und in der Praxis benutzt.

(2.45)

Wird der Ansatz der Beschreibung einer zufilligen Bewegung mittels Korrelationsfunk-
tion auf ein System unter dipolarer Wechselwirkung iibertragen, stellt sich die Frage nach
der zugehorigen Korrelationsfunktion. Die dipolare Wechselwirkung wird durch einen
Hamiltonoperator beschrieben, der sich aus Orts- und Spinoperatoranteil zusammensetzt
(s. Gl. (2.33)). Da der Spinoperatoranteil zeitunabhingig ist, ist die Korrelationsfunk-
tion nach Sdkularapproximation nur durch den Ortsanteil des Hamiltonoperators im

Laborkoordinatensystem, Agg (2), bestimmt und kann durch

K@) = (AL ®)-AL @+ r)>t (2.46)

ausgedriickt werden* [91-94]. Fiir den Ordnungsparameter S ergibt sich

S <P2(COS(a))Dij> _(Dy)
- Dy Dy

= Py(cos(a)) , (2.47)

fiir ein Paar koppelnder Spins i und j mit einer Kopplunskonstante D;;, wobei die Klam-
mern (...) fiir das so genannte Pulvermittel® stehen. Das zweite Legendre-Polynom vom
Winkel a, Ps(cos(a)), ist dabei als der Ordnungsparameter S definiert. Der reduzierte
Wert (Dj;) = (P2(cos(a)D;;) wird im Experiment gemessen, wenn ein molekularer Bewe-
gungsprozess vorhanden ist, der die dipolare Kopplung mittelt. Das bedeutet, dass die
statische, dipolare Kopplung D;; um einen Faktor reduziert wird, welcher dem Ordnungs-
parameter fiir diesen Bewegungsprozesses entspricht. Der Ordnungsparameter hiangt
dabei nur vom Winkel a ab, d.h., von der Orientierung des Verbindungsvektors der beiden
koppelnden Spins zur Bewegungsachse des Molekiils. So liegt der Wertebereich fiir den
Ordnungsparameter zwischen 1 fiir ein unbewegliches System tiber Null fiir eine isotrope
Bewegung bis hin zu -1/2 fiir eine isotrope Bewegung senkrecht zur Bewegungsachse. Es
ist nicht moglich, anhand des Ordnungsparameters Aussagen iiber die Korrelationszeit
der Bewegung zu treffen. Ist der Ordnungsparameter bekannt, kann fiir bestimmte Mo-
dellbewegungen ein Zusammenhang zur Geometrie des Bewegungsprozesses hergestellt
werden [95]. Beispiele fiir einfache Bewegungsgeometrien und die Abhéngigkeit des Ord-
nungsparameters fir das jeweilige Modell vom Winkel a sind in Abb. 2.6 dargestellt. Es
ist zu erkennen, dass, gerade im Bereich kleiner Amplituden, die Kurven sehr eng bei ein-
ander liegen, so dass eine Zuordnung zu einem Bewegungsmodell nicht immer eindeutig
ist. Des Weiteren ist es in den hier verwendeten Experimenten nur moglich, den Betrag

4Diese Beschreibung der Korrelationsfunktionen ist unter Relaxation nicht anwendbar, da die Sékular-
approximation nicht genutzt werden kann und die Korrelationsfunktion mehrere Terme des Ortsanteils
enthilt.

5Es handelt sich hierbei um eine Mittelung iiber die Eulerwinkel. Fiir zeitabhéingige Grofen beinhaltet
das Pulvermittel auch eine zeitliche Mittelung.
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Abbildung 2.6.: (a) Ausgewdhlte Modelle fiir molekulare Bewegungen: (1) Zweiplatz-Sprung mit
dem Winkel a zwischen den beiden Pldtzen, (2) Dreiplatz-Sprung mit dem Winkel a zwischen je zwei
Pldtzen, (3) kontinuierliche Bewegung (Diffusion) auf einem Kreisbogen, wobei der maximale Winkel
a iiberstrichen wird, (4) Diffusion innerhalb eines Kreiskegels mit dem Winkel a zur Rotationsachse,
(5) kontinuierliche Bewegung auf einem Kreiskegel mit dem Winkel a zur Rotationsachse. (b)
Abhdngigkeit des Ordnungsparameters vom Winkel a (aus [95]).

der dipolaren Kopplung zu ermitteln, so dass der Ordnungsparameter entweder positiv
oder negativ sein kann. Dies sollte bei der Annahme von bestimmten Modellgeometrien
ebenfalls beriicksichtigt werden.
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3 | 2D-Experimente zur Bestimmung homo- und heteronu-
klearer, dipolarer Restkopplungen

Eine der wichtigsten NMR-Wechselwirkungen in Festkorpern ist die dipolare Kopplung (s.
Kap. 2.3.2). Ebenso wie strukturelle Informationen konnen auch dynamische Eigenschaf-
ten eines Probensystems ermittelt werden. Insbesondere wird durch (schnelle) molekulare
Bewegungen die dipolare Kopplung reduziert und aus dem Vergleich von statischer und
reduzierter Kopplung kann der dynamische Ordnungsparameter bestimmt werden (s. Kap.
2.3.2.2). Zur Messung reduzierter Kopplungen bzw. dynamischer Ordnungsparameter sind
in der NMR verschiedene Experimente entwickelt worden, wie z.B. separated-local-field
(SLF)-Experimente [96-100]. Mit diesen Pulssequenzen ist es moglich, die chemische Ver-
schiebung und die dipolare Kopplung in einem Experiment zu messen. Zunachst wurden
diese Experimente statisch durchgefiihrt [96,97], was den Nachteil hatte, dass sich die un-
terschiedlichen Resonanzen im Spektren aufgrund der Anisotropie der Wechselwirkungen
uberlagerten. Dieses Problem konnte durch schnelle Probenrotation unter dem magischen
Winkel (MAS) gelost werden [101].

Fiir schnelle Bewegungen kann aus dem Ordnungsparameter die Amplitude der Be-
wegung ermittelt werden, wihrend die Zeitskala der Bewegung nicht zuginglich ist.
Schnell bedeutet hierbei, dass die Korrelationszeit der Bewegung, 7., viel kleiner ist als
die inverse dipolaren Frequenz, w=!, welche in der GroBenordnung von ca. 50us liegt.
Finden hingegen molekulare Bewegungen statt, deren Korrelationszeit mit der inversen
Kopplungskonstante vergleichbar ist (7. = w]_)l), wird von intermedidren Bewegungen
gesprochen. Die intermedidren Bewegungen fithren dazu, dass die Spins auf der Zeitskala
des Experimentes ihre Phasenbeziehung untereinander verlieren und es somit zu einer
T9-Relaxation kommt. Es ist jedoch moglich, diesen Effekt zu nutzen, um Informationen
uber die Korrelationszeit der Bewegung zu erhalten. Dazu werden experimentelle Daten
mit Hilfe von analytischen Ansétzen und Modellbeschreibungen ausgewertet [78, 102].
Langsame Bewegungen mit Korrelationszeiten 7. > wl‘)l spielen fiir die hier erwdhnten
Experimente keine Rolle, da sie auf einer wesentlich langeren Zeitskala stattfinden als
die Experimente selbst.

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Pulssequenzen werden die untersuchten Wech-
selwirkungen in zwei verschiedenen Dimensionen dargestellt. Es handelt sich daher um
zweidimensionale Experimente. Im Folgenden wird zunéchst das allgemeine Schema
eines solchen Experimentes erldutert, um danach auf die verwendeten Sequenzen néher
einzugehen.
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Abbildung 3.1.: Aligemeine Darstellung eines zweidimensionalen Experimentes. Dieses besteht
aus der Priparationszeit t,, der Evolutionszeit t1, einer Mischzeit ty, , sowie der Detektionszeit
to. [76,77].

3.1 Das 2D-Experiment

Zweidimensionale Experimente sind in der NMR-Spektroskopie zu einem sehr bedeu-
tenden Werkzeug geworden. Es konnen so Informationen iiber ein Spinsystem erhalten
werden, die in einem eindimensionalen Experiment nicht immer zugénglich sind. Bei-
spielsweise ist es mit Hilfe zweidimensionaler Experimente moglich, die rdumliche Ndhe
zwischen verschiedenen Spins zu ermitteln und damit Molekiilstrukturen aufzukliren.
Ganz allgemein kann ein zweidimensionales Experiment in vier Zeitabschnitte unter-
teilt werden (s. Abb. 3.1). Diese vier Zeitabschnitte sind die Préparationszeit ¢,, die
Evolutionszeit ¢1, die Mischzeit ¢, und die Detektionszeit t2 [76,77].

Wahrend der Praparationszeit wird das System angeregt, d.h. in einen Nichtgleich-
gewichtszustand gebracht. Dies kann durch einen einfachen Puls geschehen oder eine
komplexe Pulsfolge beinhalten. In der darauffolgenden Evolutionszeit ¢; kann sich das
Spinsystem unter einer (oder mehreren) Wechselwirkung(en) entwickeln. Das System
befindet sich anschlieflend in einem von ¢; abhéngigen Zustand. Dieser Zustand wird einer
bestimmten Frequenz in der w;-Dimension zugeordnet. Um das Verhalten des Systems
unter der betrachteten Wechselwirkung beschreiben zu kénnen, ist es notwendig, ¢ in
verschiedenen Einzelexperimenten zu inkrementieren.

Die Mischzeit ¢, kann einerseits ein Zeitintervall sein, andererseits konnen wihrend
dieser Zeit auch komplexere Pulsfolgen wirken, so dass verschiedene Prozesse, wie bei-
spielsweise Magnetisierungsaustausch zwischen Spins! oder molekulare Bewegungen,
beobachtet werden konnen. In dynamischen NMR-Experimenten wird daher das Verhal-
ten des Spinsystems fiir verschiedene Mischzeiten untersucht, um so Informationen iiber
die Zeitskala der Bewegung zu erhalten [103, 104].

Im letzten Abschnitt wird wiahrend der Zeit ¢9 das Signal S(¢1,2) mit den Phasen @,
und @, fiir die Zeitabschnitte #1 und ¢ detektiert,

S(t1,t2) = (S(t1 + to)) = (e P12y = (p1Pl1iPl2y (3.1)

wobei die Klammern (...) das Pulvermittel darstellen. Das Gesamtsignal setzt sich aus den
Signalen der Evolutions- und Detektionszeit zusammen und die Fouriertransformation
dieses Signals liefert ein zweidimensionales Spektrum S(w1,ws).

Je nach wissenschaftlicher Fragestellung sind nicht immer alle Abschnitte in einem
2D-Experiment vorhanden. Dies wird in den folgenden Erlduterungen, d.h. zu den in
dieser Arbeit verwendeten, zweidimensionalen Experimenten, deutlich.

IDjeser wird in Korrelationsexperimenten untersucht, wobei der Magnetisierungsaustausch durch Pulsse-
quenzen oder molekulare Dynamik verursacht wird.
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Abbildung 3.2.: Pulssequenz fiir das DIPSHIFT-Experiment. Nach der Anregung der Magne-
tisierung entwickelt sich diese unter dem Einfluss der heteronuklearen Dipolkopplung und der
chemischen Verschiebung fiir die Zeit t1. Der 180°-Puls bei t = TR refokussiert vorhandene Ver-
schiebungseffekte und sorgt fiir ein Echo nach einer weiteren Rotationsperiode. Die heteronukleare
Entkopplung erfolgt bis iiber die Datenaufnahme hinaus, um den Einfluss dieser Kopplung auf das
Signal zu beseitigen.

3.2 | Die DIPSHIFT-Sequenz

Eine haufig benutzte Pulssequenz aus der Familie der SLF-Experimente ist die DIP-
SHIFT (DIPolar chemical SHIFT correlation)-Sequenz. Diese Sequenz ist sowohl fiir
Untersuchungen schneller als auch intermedidrer Bewegungen sehr gut geeignet [78].

In Abb. 3.2 ist die DIPSHIFT-Pulssequenz dargestellt. Mit ihr kann die heteronukleare,
dipolare Restkopplung eines Systems ermittelt werden. Die Sequenz beginnt mit der Anre-
gung des Spinsystems, fiir welche es verschiedene Maoglichkeiten gibt. Eine viel genutzte
Methode im Festkorper ist der Polarisationsiibertrag mittels Kreuzpolarisation [105, 106].
Dabei werden die Protonenspins angeregt und die Polarisation durch Einstrahlen be-
stimmter Frequenzen von den Protonen auf die Kohlenstoffkerne iibertragen [107]. Diese
Methode der Anregung ist vor allem dann von Vorteil, wenn die longitudinale Relaxa-
tionszeit der Kohlenstoffkerne sehr grof} ist. Eine direkte Anregung wiirde deshalb zu
langen Wartezeiten zwischen den Experimenten fithren. Ist die Relaxationszeit kurz, ist es
moglich, die Kohlenstoffkerne direkt anzuregen. Proben mit unterschiedlichen Mobilitaten
besitzen meist auch unterschiedliche Relaxationszeiten. Je nach Mobilitéat einer Probe
erweisen sich daher verschiedene Anregungschemata als vorteilhaft [108, 109].

Nach der Anregung der Kernspins folgt die Evolutionszeit. In dieser Zeit, #1, kann sich
das System unter dem Einfluss der heteronuklearen, dipolaren Wechselwirkung, sowie der
chemischen Verschiebung entwickeln. Damit die Kopplung der Protonen untereinander
(homonukleare Kopplung) das Signal nicht beeinflusst, ist es notwendig, diese Wechsel-
wirkung zu unterbinden. Dies geschieht, indem eine geeignete Entkopplungssequenz
verwendet wird [110-112]. Damit ist das Signal wihrend der Zeit 1 nur noch durch
heteronukleare, dipolare Wechselwirkung zwischen Kohlenstoffkernen und Protonen be-
einflusst?. Die chemische Verschiebung der Kohlenstoffkerne wird durch einen 7-Puls
(180°-Puls) in der Mitte der Sequenz refokussiert [113]. Dies fithrt nach insgesamt zwei
Rotationsperioden zu einem Signalecho, dessen Intensitiat nur durch die Stiarke der hetero-
nuklearen, dipolaren Wechselwirkung bestimmt ist. Je stirker die Kopplung, desto grof3er
ist der Signalverlust fiir endliche Werte von 0 < ¢; < Tr. Wahrend der zweiten Halfte der
Sequenz soll sich das System nicht weiter unter heteronuklearer Kopplung entwickeln.

2Die dipolare Wechselwirkung ist dabei um einen fiir die jeweilige Sequenz spezifischen Skalierungsfaktor
reduziert. Dieser muss bei der Datenanalyse beriicksichtigt werden.
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Abbildung 3.3.: (a) Intensitdtsmodulation fiir die verschiedenen Werte von t1 fiir CH-, CHs- und
CH3s-Resonanzen gemessen mittels DIPSHIFT-Experiment an einer Mischung aus Alanin und
Glyzin (vg = 5kHz). Die Modulation der Signalintensititen ist in Abhdngigkeit von ti fiir die
einzelnen Molekiilgruppen wegen ihrer unterschiedlichen Kopplung verschieden stark ausgeprdigt.
(b) Darstellung der (auf I(t; = 0)) normierten Signalintensititen der CH-, CHs- und CHgs-
Resonanzen als Funktion von t1/TR fiir die Mischung aus Alanin und Glyzin, sowie die dazugeho-
rigen Kurvenanpassungen (Gleichung (3.2)) und den daraus erhaltenen Werten fiir die jeweiligen
heteronuklearen, dipolaren Kopplungskonstanten.

Deshalb wird auch in dieser Zeit in geeigneter Weise entkoppelt [114,115] und dariiber
hinaus auch wihrend der Detektionszeit fortgesetzt. Damit ergibt sich in der Zeit ¢5 ein
Signal, welches nur durch die chemischen Verschiebung beeinflusst ist. Die Evolutionszeit
t1 wird fiir verschiedene Experimente zwischen Null und einer Rotationsperiode inkre-
mentiert. Als Folge dndert sich fiir jeden Zeitpunkt #; die detektierte Signalintensitét, da
mit ldnger werdendem ¢; der Einfluss der heteronuklearen, dipolaren Wechselwirkung
zunimmt (s. Abb. 3.3). Durch das MAS wird der Einfluss der dipolaren Wechselwirkung in
der zweiten Halfte der Rotorperiode riickgéngig gemacht (s. Kap. 3.3, Gl. (3.4)), so dass
am Ende der Rotorperiode wieder die Ausgangsintensitéit erreicht wird. Es entstehen
so genannte Rotorechos. Um aus dem Zeitsignal ein Spektrum zu erhalten, wird eine
Fouriertransformation durchgefiihrt. In den beiden hier interessierenden Zeitintervallen,
t1 und ¢9, sind unterschiedliche (voneinander unabhingige) Wechselwirkungen aktiv, so
dass es moglich ist, die beiden Signalanteile separat zu transformieren. Eine Fourier-
tranformation nach t9 liefert die chemische Verschiebung im Spektrum in der Dimension
we. Die jeweiligen Signalamplituden sind fiir jede Evolutionszeit ¢ in ihrer Intensitéat
moduliert (s. Abb. 3.3(a)). Wird die Signalintensitit in Abhéngigkeit der Entwicklungszeit
t1 aufgetragen, ergibt sich eine so genannte Modulations- oder Dephasierungskurve. Eine
anschlieende Fouriertransformation beziiglich der Zeit ¢; liefert ein dipolares Spektrum,
welches in der Aufspaltung des Signals Informationen tiber die dipolare Kopplungsstéarke
zwischen den wechselwirkenden Kernen enthilt. Die beiden Fouriertransformationen
ergeben somit ein zweidimensionales Spektrum, bei dem die beiden Wechselwirkungen
je eine Dimension aufspannen [76]. Die Fouriertransformation nach ¢; ist jedoch nicht
notwendig, da die Information uiber die Stidrke der heteronuklearen Dipolkopplung bereits
in der Modulationskurve der Signalintensitéiten in Abhéngigkeit von #; enthalten ist (s.
Abb. 3.3(a)). So zeigen Modulationskurven fiir gréBBere Restkopplungen einen stiarkeren
Signalverlust in Abhéngigkeit der Evolutionszeit #; als solche fiir schwéchere Restkopp-
lungen. D.h., der Intensitiatsverlust der Kohlenstoffsignale ist abhéngig von der Starke
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der vorhandenen heteronuklearen Dipolkopplung zu den umgebenden Protonen. Die-
se Abhingigkeit kann mit Hilfe einer Formel ausgedriickt werden. Ausgehend von der
Signalfunktion (FID),

FID = ( cos (0(1) ) , (3.2)

wird mit Hilfe der dipolaren Phase

@5 (t) = -Dis

\/§le sin2 ,6( sin(y — wrt) — sin(y)) ]
(3.3)

die Modulationskurve fiir das DIPSHIFT-Experiment beschrieben. Diese entspricht, wegen
der Refokussierung der chemischen Verschiebung, einem reinen, dipolaren FID, wobei
dieser durch einen fiir die homonukleare Entkopplungssequenz charakteristischen Faktor
skaliert ist [110-112]. Die Winkel § und y sind die Eulerwinkel. Wegen der Axialsymmetrie
des Dipoltensors besteht keine Abhéngigkeit vom Eulerwinkel a. Eine Mittelung tiber alle
moglichen Orientierungen und Zeiten ({...)) liefert einen funktionellen Zusammenhang,
mit welchem die Messdaten beschrieben und die Stiarke der heteronuklearen dipolaren
Kopplung, D1s, bestimmt werden kann.

In Abb. 3.3(b) sind die DIPSHIFT-Dephasierungskurven fiir eine Mischung aus Alanin
und Glyzin dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Kurven fiir geringere Kopplungen,
d.h. fur die CH3-Gruppe, flacher sind als fiir starkere Kopplungen, wie beispielsweise
die der CH-Gruppe. Die Tiefe der Kurve ist somit ein Ma8 fiir die Starke der im System
vorhandenen Restkopplung. Die Kurvenanpassung fiir die CH- und die CHa-Gruppe liefert
Werte, die nahezu der statischen Dipolkopplung entsprechen. Damit kénnen molekula-
re Bewegungen dieser Gruppen im ps- bis ms-Zeitbereich ausgeschlossen werden. Zur
Bestimmung der Restkopplung fiir die CHo-Gruppe ist es notwendig, Gleichung (3.3) zu
erweitern. Um die dipolare Phase einer CHy-Gruppe berechnen zu konnen, muss der
Ortsanteil des Hamiltonoperators im Laborkoordiantensystem bekannt sein (s. Kap. 2.3.2).
Hierbei ist zu beachten, dass zwei CH-Bindungen existieren und folglich zwei Tensoren
mit unterschiedlichen Hauptachsensystemen betrachtet werden miissen, welche aber
separat in das Laborkoordinatensystem transformiert werden konnen. Das Ergebnis ist
eine Signalfunktion, die, unter der Annahme, dass beide Bindungen die gleiche Kopplung
besitzen, eine mittlere dipolare Restkopplung fiir die CHy-Gruppe liefert, jedoch zwei
verschiedene Phasen ®; und ®9 beinhaltet (s. Anhang A). Diese Beschreibung vereinfacht
sich etwas, wenn die CHso-Gruppe nicht starr ist, sondern eine uniaxiale Dynamik besitzt.
In diesem Fall sind die beiden Einzeltensoren der Bindungen parallel und die Phasen ®;
und ®, sind identisch. Die Signalfunktion kann dann durch den Ausdruck FID = (cos? ®)
beschrieben werden (s. Anhang A). Im Gegensatz dazu wird fiir die CHs-Gruppe eine
reduzierte heteronukleare, dipolare Kopplung ermittelt. Auch in diesem Fall gilt nicht
Gl. (3.2), sondern eine Gleichung der Form FID = (cos® D) (s. Anhang A). Es ist bekannt,
dass die Protonen der Methylgruppe eine schnelle Bewegung um eine dreiziahlige Sym-
metrieachse ausfithren (s. Abb. 3.4), weshalb die Phase ® hier ebenfalls als eine fiir alle
drei CH-Bindungen gemittelte Phase zu verstehen ist. Als Referenzkopplung fiir eine
starre Probe wird die der CH-Gruppe aus Abb. 3.3 verwendet (ca. 22kHz). Es ergibt sich
ein dynamischer Ordnungsparameter von 0.52 (s. Kap. 2.3.2.2). Ein passendes Modell
fiir die Bewegung der CH3-Gruppe ist ein Dreiplatzsprung. Mit diesem Modell und dem
Ordnungsparameter von 0.52 wird daraus der Sprungwinkel fiir die Protonen der Methyl-
gruppe zu a = 120° +£4° bestimmt (s. Abb. 2.6). Dieser Sprungwinkel entspricht nicht dem
einer idealisierten CH3-Gruppe von 109.5°. Dies kann einerseits durch die vereinfachte
Beschreibung der Signalfunktion fiir eine CH3-Gruppe mit Hilfe einer effektiven Kopp-

1
% sin? ,6( sin(2y — 2wgt) - sin(2)/)) -
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Abbildung 3.4.: Schematische Darstellung der Methylgruppe. Als mégliches Modell fiir die mo-
lekulare Bewegung dieser Gruppe kann ein Dreiplatzsprung mit dem Sprungwinkel a um die
angegebene Symmetrieachse angenommen werden.
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Abbildung 3.5.: Dephasierungskurven fiir zwei ausgewdhlte Kohlenstoffatome eines Lipids in
der fliissig-kristallinen Phase, die (a) mit dem DIPSHIFT-Experiment und (b) mit dem recoupled-
DIPSHIFT-Experiment gemessen wurden (vg = 5kHz). Die aus der Kurvenanpassung erhaltenen
Werte fiir die Restkopplung sind ebenfalls angegeben.

lung bedingt sein, anstatt drei einzelne CH-Bindungen zu betrachten. Es ist andererseits
moglich, dass in der untersuchten Probe Abweichungen von der idealen Tetraedergeome-
trie vorhanden sind [116] bzw. schnelle Molekiilschwingungen die dipolare Restkopplung
beeinflussen [117,118]. Anhand dieses Beispiels wird deutlich, dass es mit Hilfe des
DIPSHIFT-Experimentes einerseits moglich ist, strukturelle Informationen [119] und
andererseits auch Informationen iiber molekulare Bewegungsgeometrien (bei Verwendung
von geeigneten Modellen) zu erhalten [78].

Wird die DIPSHIFT-Sequenz auf Systeme mit geringer Bewegungsanisotropie ange-
wendet, zeigen sich die Grenzen dieses Experiments. Als Beispiel fiir ein solches mobiles,
nahezu isotropes System sind in Abb. 3.5(a) ausgewihlte Modulationskurven einer Lipid-
probe gezeigt. Die ermittelten heteronuklearen, dipolaren Restkopplungen fiir die beiden
dargestellten Kohlenstoffatome des Lipids sind im Vergleich zur Dipolkopplung fiir ein
starres Molekiil sehr stark reduziert bzw. Null (vgl. dazu die Kopplungen fiir CH bzw.
CHy in Abb. 3.3(b)). So ist es nicht moglich, mittels des DIPSHIFT-Experiments fiir die
ausgewiahlten Kohlenstoffe Restkopplungen zu ermitteln. Das DIPSHIFT-Experiment
liefert in diesem Fall keine verwertbaren Informationen.
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3.3 | Die recoupled-DIPSHIFT-Sequenz

In Systemen, in denen die dipolare Kopplung in hohem Maf} durch die vorhandene mole-
kulare Bewegung reduziert wird, ist die aufsummierte Phase im DIPSHIFT-Experiment
sehr klein (s. Abb. 3.5(a)). Das macht es unmoglich, die molekulare Bewegung in solchen
Systemen mit diesem Experiment zu untersuchen, da eine Anderungen der dipolaren
Kopplung die Dephasierungskurven nicht mehr wahrnehmbar beeinflusst. Dabei gehen
die Informationen tiber die molekulare Struktur und Dynamik des Systems verloren.

Durch MAS wird die vorhandene dipolare Kopplung ebenfalls reduziert. Da eine ho-
he spektrale Auflosung aber notwendig ist, kann auf Probenrotation nicht verzichtet
werden. Dennoch ist es moglich, die ausgemittelte Wechselwirkung und die damit ver-
bundenen Informationen wieder zu gewinnen. Diese so genannte Wiedereinkopplung der
Wechselwirkung kann durch Einstrahlen von Radiofrequenzpulsen auf eine der beiden
koppelnden Spinspezies erreicht werden. Bekannte und viel genutzte Beispiele fiir solche
Wiedereinkopplungssequenzen sind das REDOR-Experiment zur Wiedereinkopplung der
heteronuklearen, dipolaren Wechselwirkung [120], das CODEX-Experiment zur Wieder-
einkopplung der Anisotropie der chemischen Verschiebung [121], sowie die BaBa-Sequenz
zur Wiedereinkopplung der homonuklearen, dipolaren Wechselwirkung [122]. Fiir die Un-
tersuchung der Lipiddynamik wurde im Rahmen dieser Arbeit eine modifizierte Version
der DIPSHIFT-Sequenz entwickelt; das so genannte recoupled-DIPSHIFT-Experiment [82].
Hierbei wird die dipolare Wechselwirkung in Anlehnung an das REDOR-Experiment durch
180°-Pulse wiedereingekoppelt und ist daher besser messbar.

Die verwendete Pulssequenz des recoupled-DIPSHIFT-Experiments ist in Abb. 3.6
dargestellt und funktioniert prinzipiell wie das urspriingliche DIPSHIFT-Experiment. Die
Magnetisierung der 13C-Kerne wird auch hier entweder direkt angeregt oder per Pola-
risationstransfer von den Protonen auf die Kohlenstoffkerne iibertragen. Anschlielend
entwickelt sich die Magnetisierung wéahrend der Zeit 1 unter heteronuklearer Dipolkopp-
lung. Die homonukleare Kopplung der Protonen untereinander wird durch eine geeignete
Entkopplungssequenz unterbunden [110-112]. Um die schwachen und daher starker
gemittelten heteronuklearen Wechselwirkungen wiedereinzukoppeln, werden auf dem
Kohlenstoffkanal 180°-Pulse eingestrahlt. In der Mitte der Sequenz wird ein 180 °-Puls
ausgelassen, um so den Einfluss von chemischer Verschiebung und Resonanzoffsets riick-
géangig zu machen. Das Signal wird anschlieend, d.h. wiahrend der Zeit ¢, aufgenommen.
Die Datenanalyse erfolgt wie im DIPSHIFT-Experiment, d.h. es werden Modulations-
kurven mit Hilfe eines analytischen Ausdrucks beschrieben und die Restkopplungen
bestimmt.

Das Prinzip der Wiedereinkopplung beruht darauf, dass wihrend der Evolutionszeit ¢,
zusétzliche 180°-Pulse eingestrahlt werden. Unter MAS kann der Signalverlauf durch
eine Sinusfunktion (bzw. Kosinusfunktion) beschrieben werden. Anschaulich ist dies
in Abbildung 3.7 dargestellt. Die aufsummierte Phase entspricht der Flache unter der
Signalfunktion. In der ersten halben Rotorperiode nimmt die Phase zu. Ohne 7-Puls kehrt
sich das Vorzeichen der Funktion bei Tg/2 um und die Phase nimmt wieder ab (rote,
gestrichelte Linie in Abb. 3.7), so dass sich die Gesamtphase iiber eine Rotorperiode zu
Null aufsummiert:

Tr Tr/2 TR
d)(TR):wa(t)dt: f wp(t)dt+ f wp(t)dt=0. (3.4)
0 0 Tr/2
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Abbildung 3.6.: Pulssequenz des recoupled DIPSHIFT-Experiments. Nach der Anregung der Koh-
lenstoffkerne entwickelt sich die Magnetisierung wdhrend der Zeit 0 < t1 < NTR einzig unter dem
Einfluss der heteronuklearen, dipolaren Kopplung, wobei N die Anzahl der Wiedereinkopplungsperi-
oden ist. Die homonukleare Kopplung wird wiahrend dieser Zeit beseitigt. Durch die 180°-Pulse bei
Vielfachen von Tgr/2 wird die (stark gemittelte) heteronukleare Kopplung wiedereingekoppelt. In der
Mitte der Sequenz wird ein 180°-Puls ausgelasssen, um Resonanzoffsets zu refokussieren. Wihrend
der Datenaufnahme to wird heteronuklear entkoppelt, so dass auf die Spins nur die chemische
Verschiebung wirkt.

Wird ein n-Puls bei Tr/2 eingestrahlt, entspricht dies einer Anderung des Vorzeichens
der Funktion im Zeitintervall zwischen Tg/2 und Tg. Wird nun das Integral iiber die
dipolare Frequenz wp(¢) fiir eine Rotorperiode T'gr berechnet, ist dieses nicht mehr Null (s.
schwarze, durchgezogene Kurven in Abb. 3.7):

Tr Tgr/2 Tr Tr/2
CD(TR):wa(t)dt: f wp(®)dt+ (-Dwp@®)dt=2 f wp(H)dt . (3.5)
0 0 TR/2 0

Durch Einstrahlen mehrerer 7-Pulse kann eine weitere Vervielfachung der Gesamtphase
erreicht werden. Zu einem beliebigen Zeitpunkt #; der Sequenz ist die aufsummierte
Phase durch das Integral

51
(1) = f (—1)"wp(t)dt 3.6)
0

bestimmt, wobei der Exponent m = int{¢1/(Tr/2)} die Anzahl der halben Rotationsperioden
fiir ein gegebenes #1 wiedergibt. Die maximal aufsummierte Phase fiir eine Sequenzlinge
von N Rotorperioden ergibt sich zu:

Tr/2
Doy (NTR/2) = N f wp()dt . (3.7)
0

Die dipolare Phase ist dadurch scheinbar vergroBlert und so auch die dipolare Kopp-
lungsstiarke der untersuchten Spins. Dies zeigt sich beim Vergleich der Modulations-
kurven zwischen DIPSHIFT- und recoupled-DIPSHIFT-Experiment an einem stirkeren
Intensitatsverlust bei gleichem #; (s. Abb. 3.5). Die Kurven der Wiedereinkopplungsse-
quenz besitzen eine deutliche Modulation, wahrend die DIPSHIFT-Kurven keinen Abfall
zeigen. Auch beim Vergleich der ermittelten Restkopplungsstiarken ist der Vorteil des
recoupled DIPSHIFT gegeniiber der urspriinglichen DIPSHIFT-Sequenz zu erkennen.
Fir nur sehr schwach anisotrope Bewegungen liefert das DIPSHIFT-Experiment keine
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Abbildung 3.7.: Veranschaulichung der Wirkung von n-Pulsen zur Wiedereinkopplung einer Wech-
selwirkung unter MAS. Ohne 7-Puls ist die aufsummierte Phase iiber eine vollstindige Rotorperiode
Null. Die Signalfunktion ist in einer halben Rotorperiode positiv (schwarz, durchgezogen) und in
der anschlieflenden Hdlfte negativ (rot, gestrichelt). Werden m-Pulse bei Vielfachen der Rotorperiode
eingestrahlt, dreht sich das Vorzeichen der Signalfunktion fiir die folgende halbe Rotorperiode um
und wird somit positiv (schwarze Kurve). Die Phasen addieren sich nach einer vollen Rotorperiode
auf. Je mehr n-Pulse eingestrahlt werden, desto grofler ist die aufsummierte Phase am Ende einer
Pulssequencz.

messbaren Restkopplungen fiir die untersuchten Kohlenstoffresonanzen. Das recoupled
DIPSHIFT-Experiment hingegen macht es moglich, Restkopplungen in diesen Systemen
zu bestimmen.

Eine dhnliche Wiedereinkopplungssequenz wurde schon zu einem fritheren Zeitpunkt
von Hong et al. vorgeschlagen [123]. Die Umsetzung der Wiedereinkopplung basiert eben-
falls auf 7-Pulsen, die auf dem Kohlenstoffkanal eingestrahlt werden. Der Unterschied
zum recoupled DIPSHIFT-Experiment ist, dass die m-Pulse ihre Position in Abhéingigkeit
der Evolutionszeit ¢; dndern (s. Abb. 3.6). Weiterhin wird in diesem Experiment die homo-
nukleare Entkopplung iiber eine konstante Zeit eingestrahlt. Das bedeutet, dass die Zeit,
in der die heteronukleare Dipolkopplung wirkt, unabhéngig von ¢; ist. Die VergroB3erung
der Phase wird ausschliefllich durch die Verschiebung der Pulse erreicht. Eine Eigen-
schaft solcher ,constant-time“-Experimente ist, dass die durch intermedisire Bewegungen
verursachte Relaxation fiir jeden Punkt der Dephasierungskurve gleich ist. Dies kann von
Vorteil sein, da solche Relaxationseinfliisse durch Normierung beseitigt werden konnen.
Die Normierung besteht darin, dass alle Intensitédten auf die Ausgangsintensitét bei £ =0
bezogen werden (s. Abb. 3.3(b) bzw. 3.5). Einen Nachteil stellt diese Art der Wiedereinkopp-
lung nach Hong et al. dar, wenn intermedidre Bewegungen vorhanden sind. Diese konnen
mit der ,constant-time“-Variante des DIPSHIFT-Experimentes nicht detektiert werden
und es gehen Informationen verloren. Insbesondere kann die Intensitiat durch die T'e-
Effekte fir jeden Wert von ¢ stark reduziert sein. Das recoupled DIPSHIFT-Experiment
bietet in diesem Zusammenhang einen Vorteil, da die Pulse feste Positionen haben und
die Zeitdauer der homonuklearen Entkopplung (¢1) inkrementiert wird. Damit ist der
Einfluss von intermediiren Bewegungen, und damit auch der der Relaxation, fiir jeden
Zeitpunkt £; unterschiedlich. D.h., zuséatzlich zur heteronuklearen Dipolkopplung wird
das Signal durch Relaxation reduziert. Mit zunehmender Evolutionszeit wird der Einfluss
der intermediiren Bewegungen auf das Signal gréf3er. Finden molekulare Bewegungen
auf intermediérer Zeitskala statt, dndert sich die dipolare Phase auf der Zeitskala des
Experiments. Diese Anderung fiithrt dazu, dass das Signal am Ende der Sequenz nicht
refokussiert werden kann. Es findet eine Art T'2-Relaxation im Spinsystem statt und
die Intensitit erreicht ihren Ausgangswert nicht wieder (s. Abb. 3.9(b)). Der Einfluss
solcher intermedidrer Bewegungen ist in Abb. 3.9 an der Modellsubstanz TMSI (Trime-
thylsulfoxoniumiodid) gezeigt. Fiir TMSI ist bekannt, dass die drei Methylgruppen eine
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Abbildung 3.8.: Wiedereinkopplungssequenz von Hong et al. [123]. Die Wiedereinkopplung der
dipolaren Wechselwirkung erfolgt ebenfalls durch 180°-Pulse auf dem Kohlenstoffkanal. Der Un-
terschied zum recoupled DIPSHIFT-Experiment besteht darin, dass die homonukleare Entkopp-
lungssequenz fiir eine konstante Zeit (t = NTR) eingestrahlt wird. Die Position der et al. 180°-Pulse
dndert sich jedoch in Abhdngigkeit von t.

Sprungbewegung ausfithren [124]. Die fiir verschiedene Temperaturen aufgenommenen
Dephasierungskurven zeigen daher deutliche Unterschiede. Fiir die tiefste, im Experi-
ment verwendete Temperatur erreicht die Kurve nahezu ihren Ausgangswert. Verglichen
mit der Zeitskala des Experimentes ist die Korrelationszeit fiir die Sprungbewegung
bei dieser Temperatur sehr grof3. Fir hohe Temperaturen wird der Bewegungsprozess
schnell im Vergleich zur experimentellen Zeitskala und die Kurven erreichen wieder ihren
Ausgangswert. Fiir die mittleren untersuchten Temperaturen erreicht die molekulare
Bewegung die intermediére Zeitskala. Die Dephasierungskurven in Abb. 3.9(b) zeigen
daher einen signifikanten Intensitéatsverlust in der zweiten Hilfte des Experiments. Un-
ter Zuhilfenahme analytischer Ansétze kann genau dieser Effekt genutzt werden, um
Informationen iiber Bewegungen auf der intermediiren Zeitskala zu erhalten [78]. Dies
ist mit dem Experiment von Hong et al. nicht moéglich (s. Abb. 3.9(a)), wohl aber mit dem
DIPSHIFT- und dem recoupled DIPSHIFT-Experiment [78, 82].
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Abbildung 3.9.: Dephasierungskurven gemessen (a) mit der Sequenz nach Hong et al. [123] und
(b) mit der recoupled DIPSHIFT-Sequenz [82] fiir die Modellsubstanz TMSI bei verschiedenen
Temperaturen. Mit zunehmender Temperatur nimmt die Bewegungsrate der Molekiile zu. Der
Einfluss intermedidrer Bewegungen ist in den Kurven des recoupled DIPSHIFT-Experiments
anhand des Intensitdtsverlusts bei t1 = TR erkennbar, wahrend diese Effekte in den Kurven in (a)
nicht vorhanden sind.

3.4 | 'H-Doppelquanten-NMR-Spektroskopie

Viele organische Stoffe bestehen zu einem groflen Teil aus Protonen. Wegen ihrer grof3en
natiirlichen Haufigkeit und ihrem grof3en gyromagnetischen Verhiltnis sind Protonen
ideale Untersuchungsobjekte fiir die NMR-Spektroskopie. Allerdings besitzen sie im Fest-
korper eine starke dipolare Kopplung zu umgebenden Kernen, was zu breiten, nicht
aufgelosten Spektren fiihrt. Die ersten MQ-Experimente wurden an sehr kleinen und/oder
mobilen Molekiilen durchgefiihrt [125—-127]. In diesen Experimenten konnte gezeigt wer-
den, dass in einem endlichen Spinsystem eine hiochste Quantenordnung existiert (totale
Spinkohéirenz), welche, aufgrund fehlender dipolarer Kopplungen zu nicht an der Kohé-
renz beteiligten Spins, die hochste spektrale Auflosung liefert. Des Weiteren konnten fiir
diese endlichen Spinsysteme gezeigt werden, dass die vorhandene intramolekulare, homo-
nukleare, dipolare Kopplung genutzt werden kann, um Doménengroflen in Festkorpern zu
bestimmen, wobei diese meist nur wenige Protonen beinhalteten. Eine Verbesserung der
spektralen Auflésung ergibt sich durch Kombination der MQ-Experimente mit MAS [128].
Dies reduziert die starke homonukleare Kopplung der Protonen und liefert auch in starren
Systemen aufgeloste NMR-Spektren. Es ist damit moglich, MQ-Experimente auch fiir
einzelne molekulare Gruppen stark gekoppelter Spinsysteme durchzufiihren und diese
mit Fokus auf DQ-Kohéirenzen zur Bestimmung der Kopplung benachbarter Spins zu
benutzen.

Mit Hilfe des Dichteoperator-Formalismus wird eine Kohédrenz zwischen zwei Eigen-
zustédnden |i) und |j) als Nicht-Diagonalelement der Spindichtematrix definiert (s. Kap.
2.2). Im klassischen Bild der NMR kann eine Kohirenz als Ubergang zwischen zwei
Eigenzustédnden |i) und |j), mit den zugehorigen magnetischen Quantenzahlen m; und
m ;, interpretiert werden. Als Kohirenzordnung p wird die Differenz der magnetischen
Quantenzahlen der beiden Zusténde definiert, d.h., p = m; —m . Ist die Kohérenzordnung
p = %1, wird sie als Einquanten (EQ)-Kohérenz bezeichnet und entspricht transversaler,
messbarer Magnetisierung. Fiir eine Differenz der magnetischen Quantenzahlen mit
|p| > 1, wird von MQ-Koharenzen gesprochen. So wird eine Kohédrenz mit der Ordnung
p =0 als Nullquanten (NQ)-Kohédrenz und mit p = 2 als Doppelquanten (DQ)-Kohérenz
bezeichnet. Wiahrend EQ-Kohirenzen direkt messbar sind, konnen MQ-Kohérenzen nur
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Abbildung 3.10.: Schematische Darstellung der Energieniveaus fiir ein System aus zwei gleichar-
tigen Spins (I =1/2): (a) Zeeman-Energieniveaus fiir ein ungekoppeltes Spinsystem. Zwei der vier
Energieniveaus sind entartet. Vorhandene Kohdrenzen (Uberginge zwischen den Niveaus) sind
(messbare) Einquantenkohdrenzen (EQ), sowie Null- und Doppelquantenkohdrenzen (NQ, DQ). (b)
Energieniveauschema fiir ein gekoppeltes Spinsystem (wg > wp). Die Eigenzustinde dieses Systems
setzten sich aus den vier Zeeman-Eigenzustinden des ungekoppelten Systems zusammen. Durch die
dipolare Kopplung verschieben sich die Energieniveaus der Triplettzustinde im Vergleich zu den
Zeeman-Energien. Es gibt zwei erlaubte EQ-Ubergiinge, die im Spektrum zu einer Aufspaltung der
Resonanzlinie von 2wy fiihren [129].

indirekt erfasst werden. Sie miissen mit Hilfe spezieller Pulssequenzen angeregt und
in messbare Magnetisierung umgewandelt werden. In den ersten, so genannten ,spin-
counting®“- Experimenten, wurde gezeigt, dass das Signal in einem Ensemble von Spins
hauptsichlich von DQ-Kohirenzen dominiert wird, d.h. von der Kopplung eines Spinpaa-
res. Erst fiir lange Anregungszeiten werden durch schwéchere Kopplungen zu entfernteren
Spins hohere Kohédrenzordnungen erzeugt [125]. Diese hohen Kohéirenzordnungen kon-
nen vernachlassigt werden, wenn Messungen von dipolaren Kopplungen und nicht von
Clustergrof3en im Vordergrund stehen. Die folgenden Erlduterungen beziehen sich daher
immer auf DQ-Kohérenzen.

Fir zwei dquivalente Spins (I = 1/2) existieren im Magnetfeld vier mogliche Eigen-
zustinde |aa), |aB), |fa) und |BB) (Zeeman-Produktzustinde), wobei |a)=|3,2) und
|8)= %, —%) die Wellenfunktion der Eigenzustidnde der Einzelspins bezeichnen. Sind die
beiden Spins nicht gekoppelt, gibt es drei verschiedene Energieniveaus, die durch die
Larmorfrequenz wy getrennt sind (s. Abb. 3.10(a)). Besteht eine Kopplung zwischen
den Spins, sind nicht alle vier Zeeman-Produktzustinde Eigenfunktionen des Gesamt-
Hamiltonoperators (H = Hy+Hp). Es ist dennoch moglich, Eigenzusténde in einer anderen
Basis zu definieren, die auf der Zeeman-Produktbasis beruht. In dieser neuen Basis ha-

ben die vier Eigenzustidnde des Systems die Form |T1) = |aa), |To) = %ﬂaﬁ) +|pa)),

|T_1) = | BB) (Triplettzustédnde) und |So) = %Uam —|Ba)) (Singulettzustand). Die sich
fiir diese Zusténde ergebenden Energieeigenwerte sind gegeniiber denen des ungekop-
pelten System verschoben (s. Abb. 3.10(b)). Die Entartung der Zustéinde |a,6> und |ﬁa>
wird aufgehoben und zwischen Singulett- und Triplettzustidnden finden keine Ubergéinge
statt. Daher gibt es nur zwei mogliche EQ-Uberginge, welche, bedingt durch die dipolare
Kopplung, mit unterschiedlichen Frequenzen erfolgen (s. Abb. 3.10(b)). Dies dullert sich
im Spektrum als Aufspaltung der Spektrallinie. Existieren mehrere Kopplungen im Spin-
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system, iiberlagern sich die unterschiedlichen Frequenzen und es resultiert ein breites,
nicht-aufgelostes Spektrum (s. Abb. 2.4).

Wie im Fall homonuklearer Dipolkopplung DQ-Kohérenzen angeregt bzw. gemessen
werden, soll im Folgenden im Zusammenhang mit der Wiedereinkopplungssequenz Back-
to-Back (BaBa) erlautert werden.

3.4.1 Anregung von Doppelquantenkoharenzen

Das einfachste Experiment zur Anregung von DQ-Kohérenzen ist eine Zwei-Puls-Sequenz
[130]. Sie besteht aus zwei 90°-Pulsen mit gleicher Phase, getrennt durch eine Evoluti-
onszeit Tpq, in der sich das System unter homonuklearer, dipolarer Kopplung entwickeln
kann. Fiir ein Spinpaar kann die Entstehung von DQ-Kohérenzen mittels Produktopera-
torformalismus [131] beschrieben werden. Als Ausgangszustand zum Zeitpunkt ¢ = 0 wird
fiir die Spins I' und I eine Magnetisierung in z-Richtung angenommen:

NN 903 N
n+p —= -I-B
H e e
“28 (1 + ) cos (®pq) - 2(ILE, + B 1) sin (©pg)
"5 (B + 1) cos (@pg) +2(Fif] + 11} sin (Ppg) , (3.8)
Referevnzterm DQ—"rI‘erm

wobei die Phase ®pq durch die dipolare Wechselwirkung und die Evolutionszeit bestimmt
ist. Der erste Term auf der rechten Seite in Gleichung (3.8) reprisentiert longitudi-
nale Magnetisierung und wird im Folgenden als Referenzterm bezeichnet. Der zweite
Term spiegelt die angeregten DQ-Kohirenzen wider. Da die DQ-Kohérenzen nicht di-
rekt messbar sind, werden sie in geeigneter Weise und vorrangig in zweidimensionalen
Experimenten untersucht. Die angeregten DQ-Kohéirenzen miissen wieder in messbare
EQ-Kohirenzen konvertiert werden. Dies geschieht, indem nach der Anregungssequenz
eine so genannte Rekonversionssequenz eingestrahlt wird. Diese besitzt (meist) die gleiche
Pulsabfolge wie die Anregungssequenz, unterscheidet sich aber in der Phase der Pulse.
Die gesamte Pulssequenz ist so angelegt, dass die Hamiltonoperatoren fiir die Anregung
(H Any) und die Rekonversion (Hgex) der DQ-Kohérenzen gerade entgegengesetzt wirken.
Durch Anderung der Pulsphase in der Rekonversionszeit in geeigneter Weise ergibt sich
Hpex = —Hapy und die Anregung der DQ-Kohirenzen wird wihrend der Rekonversionszeit
rickgingig gemacht [125]. Das Auslesen geschieht mit einem weiteren 90°-Puls. In einer
Probe konnen auler DQ-Kohérenzen weitere, (meist ungewollte) Kohédrenzen hoherer
Ordnung angeregt werden. Daher ist es notwendig, die gesuchten Kohérenzordnungen zu
selektieren, was mit Hilfe eines geeigneten Phasenzyklus geschehen kann [77].

Das Zweipuls-Experiment, wie oben beschrieben, ist dazu geeignet DQ-Kohéirenzen
unter statischen Bedingungen anzuregen. Dieses Experiment kann unter MAS nur be-
dingt angewendet werden, insbesondere nur fiir Anregungszeiten 7pq < %R [132], da sich
unter MAS das Vorzeichen im Ortsanteil des Hamiltonoperators in der zweiten halben
Rotorperiode umkehrt und somit der DQ-Anregung entgegenwirkt. Mit der Baba-Sequenz
ist die Anregung von DQ-Kohérenzen auch unter MAS moglich, wie im Folgenden gezeigt
wird.

Die BaBa-Sequenz Die Anregung von DQ-Kohérenzen unter schneller Probenrotation
(MAS) ist von besonderen Interesse und stellt gleichzeitig eine erh6hte Anforderung an die
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Abbildung 3.11.: Aligemeine 2D-Pulssequenz zur MQ-Spektroskopie (oben) und maogliches Anre-
gungsschema fiir BaBa-D@Q-Pulssequenz mit einer Anregungszeit von 21R (unten) [122]. Wiederein-
kopplungssequenzen werden wihrend der Anregungs- und Rekonversionszeit eingestrahlt.

verwendete Pulssequenz dar. Das MAS liefert wegen der (Aus-)Mittelung der vorhandenen
anisotropen Wechselwirkungen eine hohe spektrale Auflosung. Dies fithrt aber auch dazu,
dass die in diesen Wechselwirkungen vorhandenen Informationen (ganz oder teilweise)
verloren gehen. Des Weiteren sind die Anregungs- und Rekonversionszeit unter MAS auf
Werte kleiner als %R beschrankt, da MAS den Einfluss der Pulssequenz in der zweiten
halben Rotorperiode umkehrt (s. Kap. (3.4)) und damit die Anregung von DQ-Kohérenzen
wieder rickgiangig macht. Deshalb ist es auch in diesen Experimenten notwendig, die
durch MAS (aus)gemittelte Wechselwirkung wiedereinzukoppeln. Dazu werden zu be-
stimmten Zeitpunkten der Sequenz Pulse eingestrahlt, die die Ausmittelung der jeweiligen
Wechselwirkung durch MAS verhindern. In dieser Arbeit wurde zur Untersuchung der 1H-
DQ-Kohérenzen die Wiedereinkopplungssequenz ,BaBa“ (Back-to-Back) benutzt [122,133].
Diese basiert darauf, dass die Wiedereinkopplungspulse unter MAS direkt hintereinander
eingestrahlt werden, um die Sequenz besser mit der Probenrotation synchronisieren zu
konnen [134] und somit einen reinen DQ-Hamiltonian zu erhalten. Es handelt sich bei
der BaBa-Sequenz um ein zweidimensionales Experiment. Das allgemeine Schema zur
Anregung von DQ-Kohirenzen sowie ein Basiszyklus der BaBa-Pulsequenz nach Feike
et al. [122] ist in Abb. 3.11 dargestellt. Die in dieser Arbeit verwendete Sequenz basiert
auf diesem Experiment, bietet jedoch fiir lange Anregungszeiten wegen eines komplexen,
ubergeordneten Phasenzyklus eine bessere Kompensation von Offset-Effekten [133].

Wihrend der Anregungszeit 1pq werden DQ-Kohérenzen im Spinsystem durch eine
geeignete Pulsfolge angeregt. Es wird in diesem Experiment keine Evolutionszeit #;
zugelassen, da eine Evolution der angeregten Kohérenzen nicht gewollt ist. Wahrend
der Rekonversionszeit werden die DQ-Kohirenzen wieder in direkt beobachtbare EQ-
Kohérenzen umgewandelt und konnen als Signal wahrend der Zeit ¢2 detektiert werden.

Im BaBa-Experiment werden zwei aufeinander folgende, um 90° phasenverschobene
5-Pulse bei jeder halben Rotorperiode eingestrahlt (s. Abb. 3.11). Dies fiihrt dazu, dass, in
Analogie zu den 7-Pulsen im REDOR-Experiment, das Vorzeichen der dipolaren Phase jede
halbe Rotorperiode invertiert wird (s. Abb. 3.7). Fiir die beiden Hélften einer Rotorperiode
kann die jeweilige aufsummierte, dipolare Phase

3D;;
®p(0,7TR/2) = ————sin2fsiny = —~Op(Tr/2, TR) . (3.9)
V2wR
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berechnet werden (s. Gl. (3.3)). Diese unterscheiden sich wegen des MAS im Vorzeichen.
Durch eine geeignete Wahl der Pulsphasen, wie z.B. in Abb. 3.11 dargestellt, kann der
Spinanteil des Hamiltonoperators so manipuliert werden, dass er der Mittelung durch
MAS entgegenwirkt und die dipolare Kopplung erhalten bleibt. Am Ende einer Rotorperi-
ode hat sich die dipolare Phase verdoppelt (Prinzip der Wiedereinkopplung, Vgl. dazu GI.
(3.5) in Kap. 3.3).

Der mittlere Hamiltonoperator der BaBa-DQ-Sequenz fiir ein Spinpaar ist durch

Hpapa = Por(T0, + T )= = b AL+ 11 1) = (3.10)
TR TR

gegeben [133] und stellt einen reinen DQ-Hamiltonian dar. Dabei sind ®@q¢ = %(DD(O, TR) die
effektive, iiber eine Rotorperiode aufsummierte Phase, T'99 und T'9_s die irreduziblen Ten-
soroperatoren und /., und 7_ die so genannten Leiteroperatoren. Der Faktor % resultiert
bei der homonuklearen Wechselwirkung aus der Vertauschung des Hamiltonoperators mit
dem Zeeman-Hamiltonian. Bei heteronuklearer Wechselwirkung ist dieser Faktor 1 und
die Phase @ ergibt sich aus dem Ortsanteil des Hamiltonoperators (GI. (3.3) und (2.38)).
Unter Wirkung des Hamiltonoperators in Gl. (3.10) werden im Spinsystem DQ-
Kohérenzen angeregt, genauer (2n+2)-Quantenkohéirenzen (n=0,1,...). Mit einem ent-
sprechenden Phasenzyklus konnen am Ende der Sequenz die gesuchten Kohérenzord-
nungen selektiert werden [77]. Im Fall des hier verwendeten vierstufigen Phasenzyklus

werden fiir die Referenzintensitit die 4n-Kohédrenzen und fiir die DQ-Intensitéat die (4n+2)-
Kohirenzen selektiert [133,135].

3.4.2 | Normierte 'H-Doppelquanten-Aufbaukurven

Durch Einstrahlen der BaBa-Sequenz (s. Abb. 3.11) werden DQ-Kohéirenzen entsprechend
Gl. (3.8) angeregt und anschlie3end wieder in messbare Magnetisierung umgewandelt.
Am Ende der Anregungszeit Tpq existieren sowohl longitudinale Magnetisierung als auch
DQ-Kohirenzen (s. Gl. (3.8)). Nach der Rekonversion ergibt sich wieder longitudinale
Magnetisierung, deren Vorzeichen von der Phase der Rekonversionspulse abhéingt. Ist
die Phase der Rekonversionspulse um A¢ = +90° gegeniiber denen der Anregungsphase
verschoben, erhilt die aus dem DQ-Term in Gl. (3.8) hervorgegangene z-Magnetisierung
ein positives, bei einer Phasenverschiebung von A¢ = 0 bzw. Ap = 180° ein negatives
Vorzeichen. Der Beitrag aus dem Referenzterm bleibt, unabhingig von der Phasenver-
schiebung immer positiv. Fiir die Zweipuls-Sequenz ergibt sich nach der Rekonversion
die Zusammensetzung des Signals in Abhéngigkeit von der Phasenverschiebung, Ag,
zwischen Anregung und Rekonversion wie folgt [136] :

Gl.(2.8) (

90°) —-17pQ —(90°) S Fi o fi
AL O (1 + ) cos? Opq (I, +13) sin” ®pgq , (3.11)

Referenzterm DQ-Term

~

was ebenfalls unter der Wirkung der BaBa-Sequenz resultiert. Beim Messen wird tiber
die Phase des Empfingers nun entweder (bei konstanter Receiverphase) der cos? ®pq-
(Referenz-) oder (bei alternierender Receiverphase) der sin® ®pq- Term (DQ-Term) aus-
gewdihlt. D.h., in einem solchen DQ-Experiment kénnen Referenz- und DQ-Intensitét in
einer Messung ermittelt werden.

Fur ein Spinpaar wird im Langzeitmittel gleich viel Intensitiat auf den Referenzterm
und den DQ-Term verteilt. Die Summe aus Referenz-, Iger, und DQ-Term, Ipq, ergibt somit
die gesamte Intensitdt und wird als Summenintensitat, SMQ = Ig.r + Ipq, bezeichnet.

35



3. 2D-Experimente zur Bestimmung homo- und heteronuklearer, dipolarer
Restkopplungen

Waiahrend der Anregungs- und Rekonversionszeit liegt transversale Magnetisierung vor,
die durch Relaxationsprozesse beeinflusst sein kann. Diese Relaxation kann als eine
zusitzliche Exponentialfunktion mit der Zeitkonstanten T? Q angenommen werden. Wird
die DQ-Intensitét, Ipq, auf die Summenintensitat, SMQ, normiert, wird die so genannte
normierte DQ-Intensitét, I,pq, der Form

Iupq = SMqQ

. D
Ing < sin® Opq - exp(~27pg/Ty V) > = (sin? @pq) (3.12)
(cos2 ®pq +sin® Ppq)- exp(—ZTDQ/T? Q)

erhalten, wobei die Phase ®pq die dipolare Kopplungsstirke enthilt (s. Gl. (3.9)) und (...)
das Ensemblemittel darstellt. Die in Abb. 3.12(a) dargestellten, fiir verschiedene homo-
nukleare, dipolare Kopplungen Dj; simulierten Aufbaukurven fiir ein Spinpaar zeigen
Oszillationen. Diese entsprechen der dipolaren Frequenz und sind nur fiir ein Spinpaar
vorhanden. Fiir ein Ensemble an Spins iiberlagern sich die unterschiedlichen dipolaren
Frequenzen, so dass die Oszillationen abnehmen bzw. verschwinden (s. Abb. 3.12(d)).
Wegen der Normierung in Gl. (3.12) ist die erhaltene Funktion nicht mehr von Relaxation
beeinflusst und nahert sich einem Wert von 0.5 an. Wird dieses Plateau nicht erreicht,
kann es sich um ein System mit sehr schwachen dipolaren Kopplungen und/oder dominan-
ten, nicht herausnormierbaren Relaxationseffekten aufgrund intermedidrer Bewegungen
handeln, wie z.B. eine Polymerschmelze [137]. Meist sind jedoch isotrope Anteile der Probe
dafiir verantwortlich, da diese Anteile keine Dipolkopplung besitzen und somit nicht zur
Erzeugung von DQ-Kohérenzen beitragen. Die Protonen der isotropen Anteile liefern den-
noch Beitriage zum Referenzsignal. Eine gleichméBige Verteilung der Intensitiat auf DQ-
und Referenzterm und die Normierung entsprechend Gl. (3.12) ist nicht mehr gegeben.
Es ist daher notwendig, den Beitrag ungekoppelter Anteile, SMQ;s,, vor der Normierung
zu bestimmen (s. Abb. 3.12(c)) und von der Summenintensitéit abzuziehen. Dazu werden
die experimentellen Daten durch geeignete Funktionen angepasst [133,138,139]. Die
normierte DQ-Intensitat wird in solchen Fallen durch

IDQ
(SMQ _SMQiso)

I.pg = (3.13)
beschrieben (s. Abb. 3.12(d)). Damit ist es moglich, quantitative Aussagen iiber den
jeweiligen Anteil gekoppelter und ungekoppelter Spins in der Probe zu treffen (s. Abb.
3.12(c)).

Ausgehend von Gleichung (3.8) kann die DQ-Intensitét fiir kurze Anregungszeiten 7pq
bzw. schwache Kopplungen durch

2

InDQ X Sin(DDQ -sinCDDQ = (DDQ 'q)DQ + - ZD%T%Q +---= rlBQ e, (3.14)
ij

angendhert werden. Fiir eine gegebene Probe kann damit aus dem Anfangsanstieg der DQ-
Intensitat in Abhéngigkeit von der DQ-Anregungszeit die dipolare Kopplungskonstante,
D;; bzw. die Restkopplung eines Systems (s. Abb. 3.12(d)), und fiir eine starre Probe sogar
der internukleare Abstand zwischen den beiden koppelnden Spins bestimmt werden [80].
Eine solche Beschreibung ist streng genommen nur fiir die Naherung eines Spinpaares
giiltig. Fiir ein Ensemble von koppelnden Spins ist eine analytische Darstellung nicht ohne
Weiteres moglich, denn die unterschiedlichen Hamiltonoperatoren fiir die verschiedenen,
koppelnden Spinpaare vertauschen nicht miteinander. Dies ist fiir die Messung von
DQ-Kohirenzen jedoch weniger kritisch, wenn eine Pulssequenz verwendet wird, die

36



3. 2D-Experimente zur Bestimmung homo- und heteronuklearer, dipolarer

Restkopplungen
1.0 r T 1.0
o —— 200 Hz k
L I N 100 Hz
= 0.8 8 0.8
s | | 50 Hz _ =
] 20 Hz = - - =
© .
E’ 064 B o £ 6] ' L] Referenz.mﬂtensnat les
= /\\ AN ] S . e DQ-ntenitat I,
Ie] , \\\ » - -
0 0.44 ) \_,/ \4— i ;C) 044 1 i
o ! L > L]
e g . 2 )
Q , R ©
€ 024 / /, 7 S 1 2024 L. 1
o S - %
c S . .
0.0 el i : . O.OL:E'-“‘—F—'—'—'—F—'—'—%—‘—
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25
DQ-Evolutionszeit 7, / ms DQ-Evolutionszeit 7, , / ms
(a) (b)
1 1.0
. g
— = 0.8
) B
2 014 2
8 & 0.6
£ £ ]
N ! (L
g g n . »
5 0O 0.44
‘o 0.014 I .
@ 5
E 02 D, /2r€170 Hz
2
T T T T 0.0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 2 4 6 8 10 12 14

DQ-Evolutionszeit 7, / ms DQ-Evolutionszeit z,, / ms

(© (d)

Abbildung 3.12.: (a) Berechnete Kurven fiir die normierte DQ-Intensitdt I,pgq in Abhdngigkeit von
der DQ-Evolutionszeit fiir verschiedene dipolare Kopplungsstirken fiir ein Spinpaar (Gl. (3.12)).
Eine stdarkere Kopplung dufert sich dabei in einem grofleren Anstieg der Kurve. (b) Referenz- und
D@-Intensitdt in Abhdngigkeit von der DQ-Evolutionszeit gemessen an einer Gummiprobe am
Niederfeldspektrometer (statische Messung). (c) Bestimmung des isotropen (ungekoppelten) Anteils
aus der Referenzintensitdt. (d) Darstellung der aus den Rohdaten erhaltenen, normierten DQ-

Aufbaukurve, sowie die aus der Kurvenanpassung ermittelte Restkopplung D5 (gemessen von F.
Lange [140]).

durch einen reinen DQ-Hamiltonian beschrieben werden kann (wie die BaBa-Sequenz).
Weiterhin wird unter MAS die Ausbildung hoherer Kohirenzordnungen verhindert, so
dass die Beschreibung eines Spinpaares verwendet werden kann [88]. Grundséatzlich
werden jedoch in Multispinsystemen immer effektive Kopplungen bestimmt, welche
nur bei isolierten Protonengruppierungen, beispielsweise CHy- oder CH3-Gruppen der
Paarkopplung entsprechen. Um aus der normierten DQ-Kurve mittels Kurvenanpassung
die Restkopplung des Systems ermitteln zu konnen, werden jedoch meist komplexere
Funktionen benotigt und benutzt [141].

3.4.3 = Doppelquanten-Seitenbanden-Spektren

In dem bisher beschriebenen DQ-Experiment (s. Abb. 3.11) wird die Zeit ¢; zwischen der
Anregung und der Rekonversion Null gesetzt, so dass eine Entwicklung der erzeugten DQ-
Kohirenzen unter eventuell vorhandenen isotropen und anisotropen Wechselwirkungen
nicht moglich ist. Wie im vorigen Abschnitt beschrieben, liefert die Auswertung des
Anfangsanstiegs der DQ-Aufbaukurven die homonukleare, dipolare Restkopplung des
Spinsystems. Da die DQ-Anregungszeit Tpq direkt proportional zur Restkopplung ist,
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Abbildung 3.13.: DQ-Aufbaukurve fiir ein amphiphiles Molekiil (C12/12, s. Kap. 5.1) mit grofler
Restkopplung, gemessen bei einer Rotationsfrequenz vg = 10kHz. Die Aufbaukurve erreicht bereits
mit dem zweiten Messpunkt das Plateau von 0.5, so dass ein Fit an den Anstieg kein aussagekrdftiges
Ergebnis liefern kann. Es ist ebenfalls erkennbar, dass die Referenzintensitdit, bedingt durch die
grofle dipolare Restkopplung im System, eine schnelle Relaxation aufweist, ebenso wie die DQ-
Intensitdt.

wird im Umkehrschluss fiir eine schwache Kopplung eine langere DQ-Anregungszeit
notwendig. Das bedeutet, dass das Maximum der DQ-Intensitét fiir gro3e Kopplungen
(in der GroBlenordnung der Rotationfrequenz) schon fiir sehr kurze 7pq erreicht wird.
Die normierte DQ-Aufbaukurve nihert sich bereits fiir sehr kurze Anregungszeiten dem
Plateauwert von 0.5 an und aus dem Anfangsanstieg kann die dipolare Restkopplung
nicht verlasslich ermittelt werden (s. Abb. 3.13).

Zur Bestimmung stirkerer Kopplungen ist eine andere experimentelle Vorgehensweise
notwendig. Dazu wird die oben vorgestellte BaBa-Pulssequenz etwas modifiziert. Es wird
ausgenutzt, dass am Maximum der DQ-Aufbaukurve die Anregung der DQ-Kohérenzen
am groflten ist und eine Zeit 7pq fiir die Anregung ausgewahlt, welche sich im Plateau der
normierten DQ-Aufbaukurve befindet (Tpq 2 2TpQ,max)- Eine zusatzlich eingefiihrte Evolu-
tionszeit ¢1 (s. Abb. 3.11) bewirkt eine Entwicklung der DQ-Kohédrenzen unter chemischer
Verschiebung. Es ist damit moglich, iiber die Umgebung das Spinsystem zu charakteri-
sieren [129]. Fiir verschiedene Werte von #1 ergibt sich wiederum ein zweidimensionales
Experiment. Hat wihrend der Zeit ¢; eine Evolution (unter chemischer Verschiebung)
stattgefunden, so ist das gemessenen Signal durch diese Evolution in der Amplitude
moduliert. Fiir qualitative Aussagen ist es ausreichend, das in ¢ rotorsynchronisierte
2D-Spektrum (At; = Ntgr) auszuwerten, um Informationen iiber vorhandene dipolare
Kopplungen und eine daraus resultierende raumliche Ndhe der Kerne zu erhalten. In
diesem 2D-DQ-EQ-Korrelationsspektrum existieren nur Signale (sowohl Diagonal- als
auch Nichtdiagonalsignale), wenn die beobachteten Protonen dipolar gekoppelt sind und
damit eine raumliche Nédhe zueinander besitzen [142—-144]. Im Unterschied dazu gibt es
bei EQ-EQ-Korrelationspektren, wie z.B. im NOESY- oder COSY-Experiment, denen meist
Magnetisierungsiibertrag zugrunde liegt, fiir alle Signale Diagonalpeaks [77]. In den
DQ-EQ-Korrelationsspektren ist daher auch das Fehlen bestimmter Signale von besonde-
rem Interesse. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass sich die beiden betrachteten
Protonen nicht in rdumlicher Ndhe zueinander befinden (Abstand grof3er als 0.4nm) [88].
Fir langere Anregungszeiten konnten auch Signale fiir weiter entfernte Spins detektiert
werden, experimentelle Imperfektionen dominieren jedoch und das Signal wird zu klein.
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Abbildung 3.14.: Schematische Darstellung der Rotorkodierung im DQ-Experiment. Wird eine
Evolutionszeit mit Inkrementen At1 zwischen Anregung und Rekonversion der DQ-Kohdrenzen
eingefiihrt, wird der Hamiltonoperator der Rekonversion (Hgex) abhdngig von ti. Die Phase zu
Beginn der Rekonversionszeit unterscheidet sich von der Phase zu Beginn der Anregungszeit. Dies
fiihrt dazu, dass die Intensitdt des Signals in Abhdngigkeit von wrAt1 moduliert ist, was in der
indirekten Dimension zum Erscheinen von Seitenbanden fiihrt [88, 149].

Wird die Evolutionszeit in Intervallen kleiner als die Rotorperiode inkrementiert, fiithrt
dies zum Erscheinen von Seitenbanden [143,145-148]. Diese Seitenbandenspektren kon-
nen durch zwei verschiedene Mechanismen der Rotorkodierung hervorgerufen werden,;
durch das so genannte rotor reconversion encoding (RRE) und das evolution rotor mo-
dulation (ERM) [80,88,132,147]. Beim RRE-Mechanismus, welcher bei schnellem MAS
dominant und damit wichtiger ist, werden die Seitenbanden durch die Rotorkodierung
des Ortsanteils des Hamiltonoperators wihrend der Rekonversionszeit hervorgerufen.
Das bedeutet, dass in der Rekonversionsperiode im Vergleich zur Anregungsperiode ein
Phasenunterschied besteht. Fur ¢; # NtR ist die Rotorphase zu Beginn der Anregungszeit
eine andere als zu Beginn der Rekonversionszeit (s. Abb. 3.14). Der Hamiltonoperator der
Anregungszeit ist unabhéingig von ¢1, wiahrend in der Rekonversionszeit eine zuséitzliche
Phase wrAt; erscheint, welche zur Entstehung von Rotorechos fiihrt. Diese Rotorechos
ergeben nach Fouriertransformation beziiglich ¢ in der DQ-Dimension des 2D-Spektrums
Seitenbanden bei Vielfachen der Rotationsfrequenz. Ausgehend von den Gleichungen
(3.9) und (3.14) setzt sich das Zeitsignal fiir ein Spinpaar aus den Phasen ®pq(0,7r/2)
und ®pq(Tr/2 +t1,7R +£1) zusammen, welche unter Zuhilfenahme von Gleichung (3.3)
bestimmt werden konnen.

Fir die Annahme eines isolierten Spinpaares unter der BaBa-Wiedereinkopplungs-
sequenz mit einer Anregungs- bzw. Rekonversionszeit von Tanr = TRek = NTR, Wobei
N =0,1,... die Anzahl der Wiedereinkopplungsperioden ist, kann das DQ-Zeitsignal wie
folgt beschrieben werden [150]:

S(t1,t2 = 0) = ( sin (N) - sin (N®y,) ). (3.15)

Die Klammern (... ) kennzeichnen das Pulvermittel. Mit Hilfe von Gleichung (3.3) kann

die Phase ®;, = jgf sin Bsin(y + wr t1) berechnet und zusammen mit Gleichung (3.9),
R
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Abbildung 3.15.: Mit Hilfe von Gleichung (3.16) berechnete Seitenbandenmuster fiir verschiedene
Verhdltnisse N Dy;/vg. Fiir gegebene Werte der Wiedereinkopplungszeit Ntg ist damit die dipolare
Kopplung Dj; fiir ein Spinpaar (i,j) bestimmbar.

welches @¢ entspricht, in Gleichung (3.15) eingesetzt werden. Die Winkel  und y sind die
Eulerwinkel, die den dipolaren Wechselwirkungstensor aus dem Hauptachsensystem in
das Rotorsystem iiberfiihren. Das Pulvermittel iiber die Winkel  und y kann durch dop-
pelte Summation angendhert und ausgerechnet werden. Fir die DQ-Kohédrenzen enthilt
das Seitenbandenspektrum nur Seitenbanden ungerader Ordnungen. Die Intensitéiten
Iop 11 der Seitenbanden ungerader Ordnung sind im Spektrum durch

Topsr = lfn [J (Nlﬁisinzps)]zsinﬁdﬁ (3.16)
2k+1 — 2 Jo 2k+1 VR \/§ .
gegeben [151], wobei die J9;,1 Besselfunktionen ungerader Ordnung sind [152]. Daher
existieren im Spektrum auch nur ungerade Ordnungen Seitenbanden. Aus Gleichung
(3.16) ist zu erkennen, dass die Intensitidten der jeweiligen Seintenbandenordnung haupt-
sdchlich durch die Anregungszeit (N/vg) und die homonukleare dipolare Kopplung Dj;
zwischen den betrachteten Spins i und j bestimmt ist. Da die Anregungszeit konstant
ist, kann aus diesen Spektren die dipolare (Rest-) Kopplung eines Spinpaares bestimmt
werden. In Abb. 3.15 sind berechnete Seitenbandenspektren in Abhéangigkeit des Produk-
tes N D;j/vg gezeigt. Es ist ersichtlich, dass je groler dieses Produkt wird, desto mehr
Seitenbanden erscheinen im Spektrum. Fiir schwichere Kopplungen ist daher fiir die
gleiche Anzahl an Seitenbanden eine lingere Anregungszeit (Wiedereinkopplungszeit)
notwendig. Um die maximal zur Verfiigung stehende DQ-Intensitat und moglichst viele
Seitenbanden fiir eine gegebene Dipolkopplung zu erhalten, ist es ratsam Anregungszeiten
im Plateau der DQ-Aufbaukurve zu wéihlen. Trotzdem diirfen Anregungs- und Rekon-
versionszeit nicht zu lang sein, um Einfliisse durch Relaxation zu vermeiden bzw. die
vorhandene Intensitéit nicht auf zu viele Seitenbanden zu verteilen. Beides kann zu einem
sehr schlechten Signal-zu-Rausch-Verhéltnis fithren. Fiur homonukleare DQ-Messungen
wird empfohlen das Produkt N D;;/vg kleiner als 3 zu wihlen [88].

Der zweite Mechanismus zur Erzeugung von Seitenbanden in einem MQ-Spektrum
ist das evolution rotor modulation (ERM). Die Rotormodulation erfolgt, wenn sich die
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erzeugten MQ-Kohéarenzen wiahrend der Evolutionszeit ¢; unter einer anisotropen Wech-
selwirkung entwickeln. Fur den Spezialfall eines isolierten Protonenpaares gibt es keine
Entwicklung der DQ-Kohérenzen wihrend ¢1, denn die Anisotropie der chemischen Ver-
schiebung ist vernachlassigbar und es gibt keine dipolare Kopplung zu anderen Spins.
Deshalb ist in diesem Fall keine anisotrope Wechselwirkung vorhanden. Sobald das be-
trachtete Spinpaar jedoch zu anderen, nicht an der Kohérenz beteiligten Spins dipolar
koppelt, entwickeln sich MQ-Kohirenzen unter dieser Wechselwirkung. Die Ortsanteile
der verschiedenen Hamiltonoperatoren werden dann ebenfalls durch die Probenrotation
moduliert, was im Spektrum zum Erscheinen von Seitenbanden fiihrt. Es ist nicht oh-
ne Weiteres moglich, eine einfache analytische Beschreibung des Zeitsignals zu finden.
Sind beide Mechanismen der Rotormodulation vorhanden, ist eine einfache Zerlegung
des Signals nicht generell moglich und als Resultat erscheinen die Seitenbanden bei
allen Vielfachen der Rotationsfrequenz im Spektrum. Die durch ERM hervorgerufenen
Seitenbanden besitzen jedoch eine vergleichsweise geringe Intensitét, was darauf hin-
deutet, dass der RRE-Mechanismus vorherrschend ist und der ERM-Mechanismus meist
vernachlissigt werden kann.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch die Rotorkodierung des Hamilton-
operators der Rekonversionszeit im DQ-Experiment Seitenbanden ungerader Ordnung
generiert werden. Weitere Wechselwirkungen fithren zu zusitzlichen Seitenbanden. Im
Fall von DQ-Kohérenzen sind dies Seitenbanden gerader Ordnung. Aus den gemessenen
Seitenbandenspektren ist es moglich, die dipolare Kopplung in einem Spinsystem zu
ermitteln und daraus Riickschliisse iiber dessen molekulare Struktur und Dynamik zu
ziehen.
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4  Biologische Membranen und Modellmembranen

Biologische Membranen stellen als Begrenzung von Zellen einen sehr wichtigen Bestand-
teil lebender Organismen dar. Sie sind komplexe, zweidimensionale Gebilde, die aus
verschiedenen Komponenten, z.B. Lipiden und Proteinen, aufgebaut sind. Das Flissig-
Mosaik-Modell nach Singer und Nicolson beschreibt Membranen als fluide Doppelschich-
ten (s. Abb. 4.1), in der die verschiedenen Bausteine ein- oder angelagert sind [4]. Die
Organisation der einzelnen Bausteine, sowie deren Moéglichkeit sich in der Membran frei
zu bewegen oder in Kompartimenten organisiert zu sein, macht die Vielfalt der Membra-
nen aus und ist mafBgeblich fiir deren biologische Funktionen verantwortlich [153, 154].
Die Komplexitit erschwert jedoch Untersuchungen zum grundlegenden Verstéandnis der
Eigenschaften und Funktionen von biologischen Membranen. Es bietet sich daher an mit
so genannten Modellmembranen zu arbeiten, welche ausschliefllich aus Lipiden beste-
hen und keine zusitzlichen Bausteine beinhalten. Mit diesen Modellen ist es zunéchst
moglich, die Eigenschaften der Membran an sich zu untersuchen. Eine der am héaufigsten
auftretenden Lipidspezies in Membranen sind die Phospholipide [156], welche weiter in
die Glycerophospholipide und Phosphosphingolipide unterteilt werden. Da in dieser Arbeit
ausschlieBlich mit Glycerophospholipiden (kurz: Glycerolipide) gearbeitet wurde, werden
im Folgenden nur deren Eigenschaften beschrieben. Im Weiteren werden die Glycerolipide
der Einfachheit halber als Phospholipide bzw. als Lipide bezeichnet.

4.1 Aufbau und Phasenverhalten von Phospholipiden

Glycerolipide sind, wie alle Lipide, amphiphile Molekiile. Sie bestehen aus einer hydro-
philen Kopfgruppe (Phosphatgruppe mit Rest), an die iiber eine Glycerolgruppe zwei
hydrophobe Fettsdaureketten (sn-1, sn-2) gebunden sind (s. Abb. 4.1). Je nach gebunde-
nem Rest der Phosphatgruppe und den veresterten Fettsduren tragen die Glycerolipide
unterschiedliche Namen. Am haufigsten treten dabei die Phosphatidylcholine auf, deren
Phosphatgruppe einen Cholin-Rest tragt. Zu dieser Gruppe gehoren auch alle hier in der
Arbeit verwendeten Phospholipide, wie DMPC (Di-myristoyl-phosphatidylcholin), DPPC
(Di-palmitoyl-phosphatidylcholin) und DOPC (Di-oleoyl-phosphatidylcholin). Sie unter-
scheiden sich im Wesentlichen in der Liange der Alkylketten und im Vorhandensein von
Doppelbindungen innerhalb der Ketten. Die Haupteigenschaften dieser synthetischen
Lipide sind Tab. 4.1 aufgefiihrt.

Tabelle 4.1.: Eigenschaften der verwendeten Phospholipide (Molekulargewicht, Kettenldnge und
Phasenumwandlungstemperatur in Wasseriiberschuss). Bei der Angabe der Kettenlinge ist zusdtz-
lich die Anzahl (0 oder 1) der vorhandenen Doppelbindungen (DB) pro Fettsdurekette angegeben.

|  DMPC | DPPC \ DOPC
Molekulargewicht 677.933 g/mol 734.039 g/mol 786.113 g/mol
Kettenldange:DB 14:0 16:0 18:1

Phasentibergang (Lpg — Lg) | 23-24°C [157] | 41-42°C [75,158,159] | -22 —-20°C [160, 161]
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Abbildung 4.1.: Darstellung des Fliissig-Mosaik-Modells nach Singer und Nicolson. Die Membran
wird als komplexe, zweidimensionale Fliissigkeit beschrieben, in der Proteine ein- oder angelagert
sind (aus [4, 1565]). Ein wesentlicher Bestandteil der Membran sind die Glycerolipide. Der Aufbau
eines solchen Phospholipids ist schematisch am Beispiel (DMPC) gezeigt. Die Kopfgruppe wird vom
Cholinmolekiil gebildet, welches tiber das Glycerol mit den Alkylketten (sn-1 und sn-2) verbunden
ist. Der amphiphile Charakter der Membran ist durch die unterschiedliche Philie (hydrophil,
hydrophob) der molekularen Bausteine der Lipidmolekiile gegeben.

Wegen ihres amphiphilen Charakters bilden Lipide in Wasser verschiedene Aggregate
aus, so dass ihre molekulare Anordnung fiir die Molekiile entropisch am giinstigsten
ist [162, 163]. Dabei ordnen sich die Molekiile so an, dass die hydrophile Kopfgruppe
zur wassrigen Phase hin und die hydrophoben Fettsdureketten von der wissrigen Phase
weg orientiert sind. Je nach Form der Lipidmolekiile entstehen dabei Aggregate unter-
schiedlicher Formen, wie z.B. Mizellen oder Vesikel (s. Abb. 4.2) [164]. Aufgrund der
relativ einfachen Priaparationsweise (s. Anhang B) stellen insbesondere multilamellare
Vesikel, welche im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, sehr gute Modellsysteme
fiir biologische Membranen dar [165, 166].

Lipide zeichnen sich besonders durch ihre lyotropen (von der Wasserkonzentration
abhingigen) und thermotropen (von der Temperatur abhingigen) Phasenumwandlungen
aus [167]. In Abb. 4.3(a) ist die Phasenumwandlungstemperatur 7" in Abhéngigkeit vom
Wassergehalt einer Probe fiir das Modelllipid DMPC dargestellt. Dabei ist zu erkennen,
dass oberhalb von ca. 30 Gewichtsprozent Wasser die Kurven konstant verlaufen. Das
bedeutet, dass sich die Phasenumwandlungstemperatur oberhalb dieses Wertes nicht
mehr dndert. Unterhalb von 30 Gewichtsprozent Wasser nimmt die Phasenumwandlungs-
temperatur mit wachsender Lipidkonzentration zu [168, 169]. Dabei hingen die Phasen-
umwandlungstemperaturen vom Aufbau des jeweiligen Lipids ab, d.h. von der Kopfgruppe,
von der Lange der Alkyklketten und auch von der Anzahl und Position der Doppelbin-
dungen in den Alkylketten [166,170-172]. In Abhéngigkeit der Temperatur werden vier
Lipidphasen gefunden, welche sich in ihrer Struktur und Dynamik unterscheiden.

Fir tiefe Temperaturen bilden die Lipidmolekiile eine Kristallphase, L., die sich durch
eine gestreckte all-trans Konformation der Alkylketten auszeichnet. Die einzelnen Lipid-
molekile ordnen sich in einem zweidimensionalen, orthorhombischen Gitter an und
die Ketten sind in ihrer Beweglichkeit durch benachbarte Ketten sehr stark einge-
schrankt [170]. Die Kristallstruktur von DMPC beispielsweise zeigt dabei zusitzlich
zwei energetisch favorisierte Konformationen, die sich in der Orientierung der Kopfgrup-
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Abbildung 4.2.: Schematische Darstellung verschiedener Aggregate von Lipidmolekiilen in Wasser-
tiberschuss [166]. (a) Mizelle: die Alkylketten sind in das Innere der Mizelle orientiert und werden
von den hydrophilen Kopfgruppen abgeschirmt. (b) Unilamellare Vesikel (ULV). Sie bestehen aus
einer einzelnen Lipiddoppelschicht und existieren in verschiedenen Gréfen. (c) Multilamellare
Vesikel: Sie bestehen aus mehreren Lipiddoppelschichten, welche zwiebelartig angeordnet sind.

pe unterscheiden [173]. In Molekulardynamik-Simulationen wurde gezeigt, dass auch in
hydratisierten Doppelschichten noch mindestens zwei Konformationen vorhanden sind,
welche sich in der Orientierung der Glycerolbindungen in Bezug auf die Membrannormale
unterscheiden [68]. Fiir steigende Temperaturen schlief3t sich die so genannte Gelphase
an, welche bei Phospholipiden nochmals in die Lg- und die Pg-Phase unterteilt wird
(s. Abb. 4.3(a)). In beiden Phasen nehmen die Alkylketten eine gestreckte Konformation
mit geringer Beweglichkeit ein, vergleichbar mit der kristallinen Phase, wohingegen
die Kopfgruppen bereits eine hohe Mobilitéit besitzen [175]. In der Lg-Phase sind die
Fettsdureketten der Lipidmolekiile um einen Winkel von ca. 30° gegen die Lamellennor-
male geneigt. Die Neigung entsteht aufgrund eines unterschiedlichen Flachenbedarfs
von Kopfgruppe und Alkylketten. Dadurch ist es moglich, eine hohere Packungsdichte
der Lipidmolekiile zu erzielen [170]. Der Ubergang der Lipidmolekiile von der L g-in die
Pg-Phase ist in DSC-Experimenten messbar (s. Abb. 4.3(b)). Bei dieser so genannten Vor-
umwandlung erfolgt eine Umorientierung der Kopfgruppen der Lipidmolekiile, wodurch
sich eine wellenartige Uberstruktur ausbildet (s. Abb. 4.3(a)) [170,176,177]. Die P g-Phase
wird daher auch als ,ripple“-Phase bezeichnet [171]. Die Ketten sind in dieser Phase in
hexagonaler Packung angeordnet und annidhernd so unbeweglich wie in der L z-Phase.
Die hohe Mobilitiat der Kopfgruppen bleibt auch in der Pg-Phase erhalten [170,177].
Bei der so genannten Hauptphasenumwandlungstemperatur, T,, gehen die Lipid-
molekiile in die L,-Phase, d.h. in einen fliissig-kristallinen Zustand, iiber. Es han-
delt sich dabei um einen Phaseniibergang erster Ordnung, welcher einem Ordnungs-
Unordnungsiibergang der Alkylketten entspricht und sich ebenfalls mittels DSC-, aber
auch mit Hilfe von NMR-Messungen erfassen lasst [128,178]. Anhand des DSC-Thermo-
gramms fiir DMPC (s. Abb. 4.3(b)) ist erkennbar, dass der Phaseniibergang auf einen sehr
engen Temperaturbereich beschriankt ist. Dies weist auf eine hohe Kooperativitiat des
Ubergangs hin, d.h. alle Lipidmolekiile gehen bei der gleichen Temperatur in die fliissig-
kristalline Phase iiber [179]. Die Kohlenwasserstoffketten der Lipidmolekiile ,schmelzen
auf “ und ihre Bewegungsfreiheit um die C-C-Bindungen nimmt zu. Daher zeichnet sich
diese Phase durch eine sehr hohe Mobilitédt der Lipidmolekiile im Ganzen aus. Dennoch
existiert auch in der fliissig-kristallinen Phase eine Restordnung. Es sind zwar inner-
halb der Alkylketten vermehrt gauche-Konformationen vorhanden, jedoch treten diese
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Abbildung 4.3.: (a) Phasendiagramm des Glycerolipids DMPC. Die Phasenumwandlungstem-
peratur ist in Abhdngigkeit von der Wasserkonzentration dargestellt. Bei konstanter Temperatur
dndert sich die Lipidphase in Abhdngigkeit vom Wassergehalt (lyotropes Phasenverhalten). Fiir
eine konstante Wasserkonzentration dandert sich die Lipidphase mit der Temperatur (thermotropes
Phasenverhalten) (aus [170, 174]). Die einzelnen Phasen besitzen unterschiedliche Erscheinungs-
bilder. (b) DSC-Thermogramm fiir DMPC. Der Phaseniibergang innerhalb der Gelphase (Pg,Lg),
sowie der Ubergang von der Gel- in die fliissig-kristalline Phase (L) konnen in DSC-Messungen
gefunden werden (DSC-Daten von C. Schwieger).

meist paarweise auf, um auch weiterhin eine parallele Packung der Ketten zu gewahr-
leisten [180]. Dies fiihrt zu einer Restordnung der Lipidketten, welche ebenfalls mit Hilfe
von NMR-Messungen, insbesondere iiber die Bestimmung von dipolaren Restkopplungen,
nachgewiesen werden kann (s. Kap. 4.2.1).

4.2 | NMR-Charakterisierung von Phospholipiden

4.2.1 NMR-Spektren von Phospholipiden

Wie in Kap. 2.3 beschrieben, ist es mit Hilfe des NMR-Spektrums maoglich, etwas
uber die molekulare Zusammensetzung einer Probe auszusagen. Synthetische Lipide,
zu denen auch die in dieser Arbeit verwendeten Phospholipide zdhlen, sind in NMR-
Untersuchungen hervorragend als Modellsubstanz fiir biologische Membranen geeignet,
denn die chemischen Verschiebungen sind fiir beide Stoffe sehr dhnlich [181].

Fiir die verwendeten Lipidproben wurden temperaturabhéngige 'H- und 3C-Spektren
aufgenommen. Mit Hilfe dieser Spektren ist es moglich, einige Eigenschaften der Modell-
substanzen zu ermitteln. Diese werden im Folgenden fiir das Modelllipid DMPC bei einer
Wasserkonzentration von ca. 50 Gewichts-% genauer beschrieben. Die Spektren wurden
sowohl fiir Temperaturen unterhalb (18°C, 22°C) als auch oberhalb der Phasenumwand-
lungstemperatur (25°C, 27°C) aufgenommen (s. Abb. 4.5). Die Zuordnung der Signale
erfolgte auf Grundlage der Literatur [103,181,182] und entspricht der Bezeichnung in Abb.
4.4. Dabei ist zu beachten, dass die beiden Einzelketten im Allgemeinen nicht getrennt
beobachtet werden konnen und deshalb die Bezeichnungen der sn-1-Kette, soweit nicht
anders angegeben, in den Spektren gewahlt werden.

In den Protonenspektren fiir DMPC in Abb. 4.5(a) ist zu erkennen, dass unterhalb der
Umwandlungstemperatur, d.h. in der Gelphase, nur die Signale «,  und y der Kopfgruppe
delektiert werden konnen. Die Signale der Alkylketten sind nicht sichtbar. Dies ist der
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Abbildung 4.4.: Bezeichnung [ Nummerierung der einzelnen Kohlenstoffatome im DMPC-Molekiil.
Die Nummerierung der Protonen(paare) erfolgt in gleicher Weise.

definierten Packung der Alkylketten in der Gelphase und der daraus resutlierenden,
geringen Mobilitat geschuldet. Es sind starke homonukleare, inter- und intramolekulare
Dipolkopplungen vorhanden, die zu einer erheblichen Linienverbreiterung im Spektrum
fithren [183,184]. Die Kopfgruppe hingegen weist bereits in der Gelphase eine erhohte Mo-
bilitat auf [177,185-187]. Die vorhandenen Dipolkopplungen in diesem Molekiilabschnitt
werden durch die Bewegungen reduziert und es resultieren schmale Linien im Spektrum,
wie in Abb. 4.5(a) sichtbar. Eine Anderung der Konformation duBert sich im Spektrum
meist als eine Anderung der chemischen Verschiebung des betroffenen Kerns. Der Effekt
der Linienverschiebung aufgrund sich dndernder Konformation ist als y-gauche-Effekt
bekannt [188]. AuBlerdem wird fiir die Kopfgruppe in den NMR-Spektren meist nur eine
gemittelte Konformation gemessen. Dies zeigt sich im Spektrum in Abb. 4.5(c) daran, dass
sich die chemische Verschiebung der Signale a, f und y mit zunehmender Temperatur
nicht dndert. Ebenso wie fiir die Alkylketten, zeigt sich anhand der verbreiterten Signale
auch fur das Glycerolrickgrat eine geringe Mobilitét in der Gelphase, da dessen Signale
(g1, g2 und g3) ebenfalls verbreitert sind (s. Abb. 4.5(a)). Dies ist vor allem bei der CH-
Gruppe sichtbar (g9 in Abb. 4.5(c)). Die leichte Linksverschiebung dieses Signals deutet
auf eine Anderung der Konformation mit steigender Temperatur hin. Bei den beiden
CHa-Gruppen (g1 und g3) ist diese Verschiebung jedoch nicht so deutlich ausgepragt.
Dass die CH-Gruppe des Glycerol empfindlich gegeniiber Konformationsdnderungen ist,
wurde in der Literatur ebenfalls berichtet [189].

Weiterhin ist in den Protonenspektren ersichtlich, dass nicht alle Protonen der Alkylket-
te die gleiche chemische Verschiebung besitzen. Sie liegen somit in unterschiedlicher che-
mischer Umgebung vor, deren Ursache unterschiedliche molekulare Konformationen der
einzelnen Lipidabschnitte sind. Es wurde in verschiedenen Untersuchungen gezeigt, dass
die beiden Alkylketten eines Lipidmolekiils nicht dquivalent sind [170, 181, 185-187,190].
Dies hingt damit zusammen, dass die Kopfgruppe im Molekiil eine gauche-Konformation
einnimmt und zur sn-2 Kette hin abgeknickt ist. Sie nimmt eine parallele Orientierung in
Bezug auf die Membranoberfldche ein. Somit besitzen die oberen Kettensegmente eine an-
dere chemische Umgebung im Vergleich zu den unteren. Ein weiterer Unterschied besteht
darin, dass die sn-2-Kette im Anfangsbereich nahezu parallel zur Membranoberfliche
orientiert ist, wahrend die sn-1-Kette im Anfangsteil um einen Winkel von ca. 12° zur
Membrannormalen geneigt ist [569,173]. Im Spektrum in Abb. 4.5(a) ist dies am Signal fiir
die Protonen am zweiten Kohlenstoffatom sichtbar (Signale 2,2’). Auch wenn die Auflosung
eine vollstandige Separation der Signale nicht zulasst, ist deutlich, dass es sich um zwei
Signale handelt, welche den beiden Einzelketten zugeordnet werden [190].

In Abb. 4.5 ist ebenfalls das direkt angeregte 2C-Spektrum von DMPC, sowie die
Zuordnung der Signale zu den einzelnen Kohlenstoffatomen im Molekiil dargestellt. Auch
hier sind Unterschiede in den Signalen fiir die verschiedenen Temperaturen sichtbar. Bei
der tiefsten, gemessenen Temperatur ist das Signal der Carboxy-Gruppe kaum sichtbar (s.
Abb. 4.5(c), Signal 1), was auf geringe Mobilitéit in diesem Bereich des Lipids hindeutet.
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Abbildung 4.5.: Temperaturabhdngige Spektren fiir DMPC. (a) Protonenspektren und (b) direkt
angeregte 3C-Spektren fiir verschiedene Temperaturen unterhalb (18°C, 22°C) und oberhalb (25°C,
27°C) der Phasenumwandlung (vg = 5kHz). In (c) ist der Ausschnitt aus dem 13C-Spektrum fiir
Kopfgruppe und Glyceroleinheit, sowie in (d) fiir die Alkylketten gezeigt. Eine Zuordnung zu den
einzelnen Protonen und Kohlenstoffatomen im Molekiil erfolgte entsprechend Abb. 4.4.

Aullerdem findet mit steigender Temperatur eine Aufspaltung der dieser Linie statt,
welche ebenfalls auf die unterschiedlichen Konformationen im Anfangsbereich der beiden
Alkylketten im Lipidmolekiil hinweist. Oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur
laufen beide Linien zusammen. Die Ursache dafiir ist die erhohte Mobilitéat der Alkylketten
in der L ,-Phase. Sie fithrt dazu, dass im Mittel fiir beide Ketten dieselbe Konformation
vorliegt und somit nur noch ein Signal gemessen werden kann.

In Abb. 4.5(d) ist der Ausschnitt aus dem Kohlenstoffspektrum fiir die Alkylketten des
Lipids zu sehen, in welchem die Anderung der chemischen Verschiebung mit steigender
Temperatur deutlich sichtbar ist. Diese Verschiebungen zeigen den Ubergang der Alkylket-
ten von der gestreckten all-trans- in die gauche-Konformation, d.h. den Phaseniibergang
der Alkylketten von der Gel- in die fliissig-kristalline Phase [59,189,191]. Oberhalb von
ca. 25°C befinden sich die Lipidmolekiile in der fliissig-kristallinen Phase. Das bedeutet,
dass die Ketten nicht mehr nur gestreckt sind, sondern gauche-Konformere besitzen
und dies somit zu einer Anderung der chemischen Verschiebung fithrt. Die Anderung
von der all-trans- zur gauche-Konformation betragt theoretisch ca. 5ppm [192]. Fiir die
Alkylketten des Lipids wurden hier maximal 2 — 3 ppm gemessen. Daraus kann geschluss-
folgert werden, dass die L,-Phase gemischte Konformationen der Alkylketten besitzt.
In der fliissig-kristallinen Phase verbleibt eine Restordnung in den Ketten, d.h. nicht
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Abbildung 4.6.: Dephasierungskurven fiir (a) die Kopfgruppe und Glyceroleinheit, sowie fiir (b) die
Alkylketten von DMPC gemessen mittels recoupled DIPSHIFT-Experiment (T = 34°C, vg = 5kHz,
N =4). Die durchgezogenen Linien sind die aus der Datenanpassung erhaltenen Kurven.

alle Bindungen befinden sich in einer gauche-Konformation, sondern im Mittel nur eine
gewisse Anzahl [180], weshalb es moglich ist, diese Restordnung mit Hilfe von NMR zu
untersuchen.

4.2.2 | 13C-'H Ordnungsparameter in Phospholipiden

Zur Beschreibung der Dynamik eines Systems konnen die heteronuklearen, dipolaren
Restkopplungen zwischen den Kohlenstoffatomen und deren gebundenen Protonen heran-
gezogen werden (s. Kap. 2.3.2). Fiir alle verwendeten Lipidproben wurden diese dipolaren
Restkopplungen in der fliissig-kristallinen Phase, d.h. oberhalb der Phasenumwandlungs-
temperatur, mittels der recoupled DIPSHIFT-Sequenz gemessen und die Ordnungspa-
rameter berechnet (s. Kap. 2.3.2.2). Dies dient dem spéateren Vergleich der gemessenen
Ordnungsparameter im reinen Lipid mit denen bei Anwesenheit eines Gastmolekiils.
Daraus konnen Riickschliisse tiber den Einfluss der Gastmolekiile auf die Struktur und
Dynamik der Lipidmolekiile in der Doppelschicht gezogen werden.

Die mittels recoupled DIPSHIFT-Experiment gemessenen Dephasierunskurven fiir
DMPC sind in Abb. 4.6 exemplarisch dargestellt und die Ergebnisse der Datenanpas-
sung in Tabelle 4.2 fiir die drei untersuchten Lipide angegeben (Kurven fiir DPPC bzw.
DOPC s. Anhang C.2). Die erhaltenen Daten stimmen, z.B. fiir DMPC, mit anderen,
ebenfalls mittels NMR bestimmten, Restkopplungen bzw. Ordnungsparametern sehr gut
uberein [193, 194]. Die Messkurven und die zugehorigen Kurvenanpassungen zeigen
unterschiedlich gute Ubereinstimmung miteinander. So passen die Fitkurven fiir die
Kopfgruppe, das g1- und gs-Kohlenstoff des Glycerols sowie die Kohlenstoffatome C;3 und
C14 der Ketten sehr gut zu den Messpunkten. Fiir die anderen Kohlenstoffatome gibt es
etwas groflere Abweichungen zwischen Fitfunktion und Messdaten. Die Messkurven fallen
im Anfangsteil etwas stiarker ab als die Fitfunktion. Eine Diskrepanz zwischen Messdaten
und Fitfunktion liegt ebenfalls bei #; = Tr/2 vor. In diesem Bereich liegen die Messda-
ten oberhalb der analytischen Fitkurve. Dafiir gibt es zwei mogliche Griinde; einerseits
werden die Kurven fiir die CHa-Gruppen mit einem Modell fiir eine uniaxiale Dynamik
angepasst und andererseits kann eine Verteilung von Restkopplungen eine Abweichung
der theoretischen Beschreibung von den Messdaten bedingen. Dass fiir die Beschreibung
der Messdaten die analytische Formel einer uniaxialen Dynamik in die Beschreibung
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Tabelle 4.2.: Ordnungsparameter Scu fiir die verschiedenen Kohlenstoffatome in (a) DMPC
(T =34°C) (b) DPPC (T =47°C) und (c) DOPC (T = 34°C) erhalten aus den Dephasierungskuruven,
welche mit dem recoupled DIPSHIFT-Experiment gemessen wurden (vg =5kHz, N =4).

(a) DMPC (b) DPPC (c) DOPC

C-Atom |  Scu C-Atom |  Scu C-Atom | Scu
Y 0+0 Y 0+0 Y 0.01+£0.01
B 0.04+0.01 B 0.07+0.01 B 0.05+0.01
a 0.05+0.01 a 0.06+0.01 a 0.07+0.01
g3 0.25+0.02 g3 0.23+0.02 g3 0.24+0.02
g9 0.19+0.03 g0 0.19+0.01 g9 0.19+0.02
g1 0.13+0.01 g1 0.13+0.01 g1 0.12+0.01
Co 0.14+0.02 Cy 0.15+0.01 Cq 0.13+0.01
Cs 0.21+0.02 Cs 0.20+0.02 Cs 0.17+0.01
C4-C11 | 0.2140.02 C4-C13 | 0.18+0.01 C4-C7, C12-C15 | 0.11£0.01
Cie 0.15+0.01 Cig 0.12+0.01 Csg, C11 0.09+0.01
Cis 0.11+0.01 Cis 0.09+0.01 Co 0.10+0.01
C14 0.02+0.01 Cig 0.02+0.01 Cqo 0.06+0.01
Cig 0.07+0.01
Cq7 0.05+0.01
Cis 0.02+0.01

eingeht, fithrt zu einem Fehler in der aus den Dephasierungskurven ermittelten Restkopp-
lung. Wegen der hohen Mobilitéit der Lipidmolekiile in der fliissig-kristallinen Phase stellt
dieses Modell jedoch eine sehr gute Ndherung zur Beschreibung der Messdaten dar, so
dass der daraus resultierende Fehler vergleichsweise gering ist. Eine andere, wesentliche
Ursache fiir die Abweichung ist jedoch, dass einige Messkurven nicht nur eine dipolare
Restkopplung beinhalten, sondern mehrere, d.h. eine Verteilung von Restkopplungen [195].
Ein Hinweis darauf ist, dass die Messpunkte schneller an Intensitét verlieren als die
Fitkurven, was wiederum bedeutet, dass eine stirkere Kopplung zu Grunde liegt. Das
Minimum (bzw. Maximum bei Kurven mit starkerer Restkopplung) der Messkurven liegt
im Vergleich allerdings hoher als das der Fitfunktionen und deutet somit auf abweichende
Kopplungen hin. Daher setzen sich die Messdaten wahrscheinlich aus Kurven zusammen,
die starker gekoppelte Bereiche der Probe widerspiegeln und Kurven, die schwéachere
bzw. unverdnderte Kopplungen beinhalten. Am Besten lésst sich diese Vermutung an der
recoupled DIPSHIFT-Kurve fir die Kohlenstoffatome C4 bis C;; erlautern. Diese acht
Kohlenstoffe besitzen zwar alle eine unterschiedliche chemische Umgebung, jedoch ist der
Bereich, in dem diese Resonanzen im Spektrum erscheinen, so gering, dass es zu Uberla-
gerungen kommt (s. Abb. 4.5(d)). Es ist dabei in den hier erwdhnten Experimenten nicht
moglich, diese acht Resonanzen voneinander zu separieren. Daher kann nur das gesamte
Signal im DIPSHIFT- und auch im recoupled DIPSHIFT-Experiment ausgewertet werden.
Selbst wenn es fiir das jeweilige Kohlenstoffatom keine Verteilung von Dipolkopplungs-
konstanten gibt, sind in der dargestellten Kurve bereits acht verschiedenen Kopplungen
enthalten [196, 197]. Auch fiir das Glycerol-g3 ist an den Messkurven erkennbar, dass
nicht nur eine Dipolkopplung zugrunde liegt. Im Vergleich von Messungen und Simulation
von C-H Dipolkopplungen wurde gezeigt, dass die Messung dieser Kopplung fiir eine
Methylengruppe im Allgemeinen nur eine (mittlere) Dipolkopplung liefert, wéhrend in der
Simulation fiir beide Bindungen jeweils eine Dipolkopplung ermittelt werden kann [194].
Wird weiterhin betrachtet, dass die beiden Alkylketten eines Lipidmolekiils nicht dqui-
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Abbildung 4.7.: Ordnungsparameter Scy der untersuchten Phospholipide (a) DMPC, (b) DOPC
fiir die einzelnen Kohlenstoffatome im Lipidmolekiil in der L ,-Phase. Das Ordnungsparameterprofil
fiir DPPC entspricht qualitativ dem fiir DMPC (s. Anhang C.1).

valent sind und auch die Kopfgruppenkonformation sich von Molekiil zu Molekiil leicht
unterscheiden kann, ist die Annahme einer Verteilung von dipolaren Restkopplungen in
den Lipidmolekiilen eine wahrscheinliche Erkliarung fiir die Abweichung der Messkurven
von der Fitfunktion.

In Abb. 4.7 sind die in Tabelle 4.2 angegebenen Ordnungsparameter der Kohlenstoff-
atome im Lipid dargestellt. Anhand dieser Profile konnen fiir die drei untersuchten
Lipidproben (s. Abb. 4.7) einige allgemeine Schlussfolgerungen getroffen werden. Allen
gemeinsam ist, dass die drei unterschiedlichen molekularen Abschnitte der Lipidmolekiile
(Kopfgruppe, Glyceroleinheit und Alkylketten) unterschiedliche Ordnungsparameter und
daher eine unterschiedliche Anisotropie ihrer Dynamik aufweisen. Die Kohlenstoffatome
der Kopfgruppe der Lipide besitzen die geringsten Ordnungsparameter. Sie ist daher
am wenigsten in ihrer Bewegung eingeschrinkt, was auf eine schnelle, nahezu isotrope
Rotation der Cholingruppe um die Membrannormale hinweist [186,187]. Die am stark-
sten gekoppelten Gruppen im Lipid befinden sich in der Glyceroleinheit, dem Bindeglied
zwischen Kopfgruppe und Fettsdureketten. Die Ordnungsparameter der Glycerolgruppe
sind vergleichbar mit denen der oberen Kettensegmente der Alkylketten [186], wobei
der Gradient vom Gylcerol-g3- zum Glycerol-g1-Kohlenstoff verlduft. Dies konnte auch
mittels der hier benutzten Methode gemessen werden.

Weiterhin ist fiir die Alkylketten erkennbar, dass der Ordnungsparameter vom Beginn
der Ketten zum Kettenende hin abnimmt. Dies entspricht dem bekannten Mobilitatsgradi-
enten in Lipidmolekiilen, der sich, ausgehend vom Glycerolriickgrat, in beiden Richtungen
zu den Molekiilenden hin findet [190,198,199]. Bei den Alklyketten der drei untersuchten
Lipidproben zeigt sich eine systematische Abweichung von diesem Mobilitdatsgradienten
beim Kohlenstoffatom Cg. Der Ordnungsparameter fiir dieses Kohlenstoffatom ist bei
allen Messungen geringer als der fiir das nachfolgende, manchmal auch noch geringer als
fiir andere Kohlenstoffatome in der Kette (z.B. fiir DMPC). Das ist wiederum damit zu
begriinden, dass mit Hilfe der verwendeten Messmethode (recoupled DIPSHIFT) immer
nur eine mittlere Restkopplung bestimmt werden kann. Dies erschwert die Messung in
Lipiden zuséatzlich wegen der Ungleichheit der beiden Alkylketten, vor allem in deren
Anfangsbereich [59,173,180,190,193,197]. So wurde z.B. von Dvinskikh et al. gezeigt [193],
dass bereits fiir ein Lipidmolekiil die Kohlenstoffatome Cy und Co/ der beiden Einzelketten
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Abbildung 4.8.: Struktur des Cholesterol-Molekiils. Das Molekiil kann in drei Abschnitte unterteilt
werden, die den amphiphilen Charakter des Cholesterol ausmachen. Dabei sind die Seitenkette und
das Ringsystem hydrophob, die OH-Gruppe hingegen ist hydrophil.

insgesamt drei verschiedene Ordnungsparameter besitzen. Dies wird damit erklart, dass
das Kohlenstoffatom der sn-1 Kette zu beiden gebundenen Protonen dieselbe, jedoch
starkere Kopplung aufweist, wihrend es an der anderen Fettsdurekette (sn-2) wegen der
Kopfgruppenkonformation schwéchere, aber unterschiedliche dipolare Restkopplungen zu
den beiden gebundenen Protonen besitzt. Einen dhnlichen Effekt hat die Kopfgruppen-
konformation auch auf das Glycerol-1. Es wurde mittels proton-detected local-field (PDLF)
NMR-Spektroskopie [190,200] gezeigt, dass fiir die beiden CH-Bindungen der CH2-Gruppe
verschiedene Ordnungsparameter existieren, da bei dieser Methode die Kopplung von den
Protonen zu den '3C betrachtet wird. Dies ist jedoch mittels recoupled DIPSHIFT nicht
erfassbar, da stets die Kopplung vom Kohlenstoffatom zu den Protonen detektiert wird
und somit immer nur eine mittlere Kopplung des Kohlenstoffs zu beiden Protonen einer
CHs2-Gruppe bestimmt werden kann. Der ermittelte Wert fiir die Ordnungsparameter
der Kohlenstoffatome, die im Spektrum nicht separiert werden konnen (wie z.B. die Sig-
nale der mittleren Alkylkettensegmente) ist ebenfalls als Wert zu verstehen, welcher die
mittlere Kopplung in diesem Bereich der Ketten widerspiegelt. Als Besonderheit sei bei
DOPC noch die geringe dipolare Restkopplung um die Position des Kohlenstoffatoms Cqg
zu bemerken. Dies hidngt mit der Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen Cg und
C10 zusammen, welche zur Erhohung der Unordnung in den Alkylketten fithrt [201,202]
und mit einer Zunahme der Bewegungsfreiheit in der Ndhe der Doppelbindung einhergeht.
Dies duflert sich in einem reduzierten Ordnungsparameter. Ein sehr dhnliches Profil fiir
den Ordnungsparameter in DOPC wurde ebenfalls mittels Messung der *C-'H hetero-
nuklearen, dipolaren Restkopplung von Warschawski et al. erhalten [203], wihrend die
Profile der molekularen Ordnungsparameter aus Deuterium-Quadrupolaufspaltungen
eine Abnahme des Ordnungsparamters an der Doppelbindung nicht aufweisen [202]. Zur
Diskussion dieses Unterschiedes sei auf die Literatur verwiesen [203].

4.2.3 = Einfluss von Cholesterol auf die lokale Lipiddynamik

Cholesterol (auch Cholesterin) ist eine wesentliche Komponente biologischer Membranen
und tritt dort in sehr hohen Konzentrationen auf (z.B. mehr als 50% in den Zellmembra-
nen der Augenlinse) [204]. Es wird der Gruppe der Steroide zugeordnet und ist wegen
seiner molekularen Bausteine (OH-Gruppe, aliphatische Seitenkette und starres Ringsys-
tem) ebenfalls ein amphiphiles Molekiil (s. Abb. 4.8). Da Cholesterol einen so bedeutenden
Bestandteil von Zellmembranen darstellt, ist dessen Wechselwirkung mit Phospholipi-
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Abbildung 4.9.: 3C-Spektren fiir DMPC bei einer Temperatur von T = 27°C und
DMPC | Cholesterol (molares Verhdltns 2:1) bei einer Temperatur von T =30°C (vg = 5kHz). Die
Ausschnitte fiir die jeweiligen Bereiche des Spektrums sind in den Insets dargestellt. Die mit *
gekennzeichneten Signal gehoren zum Cholesterolmolekiil. Das Signal mit der Kennzeichnung #
stammt von dem im Rotor enthaltenen Teflonspacer.

den sehr wichtig und daher Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Beispielsweise
konnte gezeigt werden, dass Cholesterol unter anderem die Permeabilitat der Mem-
bran [205-207], sowie auch deren Fluiditit beeinflusst [208,209]. Dieser Einfluss entsteht
durch den Einbau von Cholesterol in die Lipiddoppelschicht, hangt jedoch vom physika-
lischen Zustand der Membran selber ab [210,211]. Beispielsweise wird in der Gelphase
die Ordnung der Lipidmolekiile durch das Cholesterol gestort. In der fliissig-kristallinen
Phase hingegen erhoht die Zugabe von Cholesterol die Ordnung der Lipidalkylketten,
wahrend die Kopfgruppe nur gering betroffen ist. Diese erhéhte Ordnung der Ketten
in der fliissig-kristallinen Lipidphase dullert sich in einem zunehmenden Ordnungspa-
rameter [59, 183, 194, 209, 210, 212, 213]. Darauf aufbauend kann Cholesterol sehr gut
als Modellsubstanz fiir die Untersuchung des Einflusses von Fremdmolekiilen auf die
Lipidmembran genutzt werden. Fiir eine Mischung aus dem Lipid DMPC und Cholesterol
im molaren Verhiltnis 2:1 wurden die dipolaren Restkopplungen der Lipidmolekiile mit
Hilfe des recoupled DIPSHIFT-Experiments bestimmt (s. Kap. 3.3). Ein erhohter Ord-
nungsparameter der Lipidalkylketten sollte mit diesem Experiment ebenfalls messbar
sein. In Abb. 4.9 ist zundchst das Kohlenstoffspektrum der DMPC/Cholesterol-Mischung
im Vergleich zum reinen DMPC gezeigt, wobei es moglich ist, alle Signale dem Lipid
und dem Cholesterol zuzuordnen. Da hier die Lipidkomponente untersucht werden soll,
sind die Signale des Cholesterol mit * gekennzeichnet und nicht genauer benannt bzw.
untersucht worden. Die Messtemperatur wurde dabei so gewahlt, dass sie oberhalb der
Hauptumwandlung des Lipids, d.h. in der L ,-Phase liegt, da dies die physiologisch rele-
vante Phase der Membran ist. Beim genaueren Betrachten der einzelnen Bereiche des
Spektrums der Mischung werden bereits einige Unterschiede bzw. Veridnderungen im
Vergleich zum reinen DMPC deutlich. Fur die Carboxy-Linie (Signal 1) ist durch die
Zugabe des Cholesterol eine Aufspaltung in zwei Signale zu erkennen. Diese sind den
beiden Alkylketten des Lipids (sn-1 und sn-2) zuzuordnen, wobei die sn-2 Kette durch den
Einbau des Cholesterol weniger betroffen ist als die sn-1 Kette [214]. Zunichst wurde
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vermutet, dass diese Aufspaltung aufgrund von Wasserstoffbriicckenbindungen vom Lipid
zum Cholesterolmolekiil verursacht wird [215]. Die Aufspaltung dieser Linie findet sich
jedoch bereits in der Gelphase des reine Lipids (s. Abb. 4.5), deutet sich aber auch in der
L ,-Phase an und wird erst unter Zugabe hoher Konzentrationen Cholesterol (> 30mol%)
beobachtet [159]. Dies wiederum spricht gegen eine Ausbildung von Wasserstoffbriicken
zwischen Lipid und Cholesterol, auch deshalb, weil die Kopfgruppe des Lipids eher dazu
neigt, Wasserstoffbriicken zum umgebenden Wasser auszubilden [159]. Weiterhin kann
geschlussfolgert werden, dass es unterhalb dieser Cholesterolkonzentration (ca. 30 mol%)
keine merklichen, konformellen Anderungen im Lipid gibt, welche durch Cholesterol
verursacht werden. Durch den Einbau des Cholesterol wird besonders der Anfang der
sn-1 Kette beeinflusst, so dass diese in ihrer Bewegung mehr eingeschrinkt und daher
in eine gestrecktere Konformation gezwungen wird. Im Gegensatz dazu behilt die sn-2
Kette ihre parallele Orientierung in Bezug auf die Membranoberfliche bei [214].

In der Kopfgruppenregion des Spektrums, im Bereich zwischen 75 ppm und 45 ppm in
Abb. 4.9, ist fast kein Unterschied zwischen den Signalen des reinen DMPC und der Mi-
schung aus DMPC und Cholesterol zu erkennen. Die Kopfgruppenkonformation ist somit
kaum vom Einbau des Cholesterols betroffen. Sie ist zwar weniger zur Membrannormalen
hin abgeknickt, jedoch ist die Anderung sehr gering [215,216].

Ein Unterschied wird in der Signalregion der Lipidalkylketten gefunden (s. Abb. 4.9),
da diese in Anwesenheit von Cholesterol bei einer groleren chemischen Verschiebung im
Spektrum erscheinen (Ad = 1.8 ppm bei den Signalen Cy4 bis C11). Dies deutet auf einen ho-
heren Anteil an trans-Konformeren in den Alkylketten hin [59,159,184,194,217-219] und
entspricht dem Bild der Wechselwirkung von Cholesterol mit der Lipidmembran, welches
als Regenschirm-Modell beschrieben wird [218,220]. Dabei legt sich das (eher hydrophobe)
Cholesterol-Molekiil unter die Lipidkopfgruppe, um den Kontakt mit dem Wasser zu ver-
meiden. Die Membran wird verdichtet (Kondensationseffekt) und die Alkylketten miissen
deshalb eine gestrecktere Konformation einnehmen [161].

Um den Effekt eines Fremdmolekiils an einem System mit bekannten Eigenschaften zu
untersuchen, wurden mit Hilfe des recoupled DIPSHIFT-Experiments die Restkopplungen
fiir die Lipidmolekiile in Anwesenheit von Cholesterol gemessen. Die erhaltenen Depha-
sierungskurven fiir die verschiedenen Lipidabschnitte sind in Abb. 4.10 dargestellt. Wird
zunidchst das Profil der berechneten Ordnungsparameter der Lipdmolekiile im reinen
DMPC mit dem der Molekiile in Anwesenheit von Cholesterol in Abb.4.11 betrachtet,
so ist zu erkennen, dass die Form des Profils im Wesentlichen erhalten bleibt, sich die
mittleren Ordnungsparameter im Lipid jedoch vergroBern. Dieser Effekt ist im Bereich der
Kopfgruppe des Lipids vergleichsweise gering. Dies entspricht auch dem in der Literatur
bekannten Verhalten der Lipidmolekiile unter Einfluss von Cholesterol, wobei je nach Un-
tersuchungsmethode unterschiedlich starke Effekte beobachtet werden. So wurde z.B. mit
Hilfe von heteronuklearer, dipolarer Restkopplung und Molekulardynamik-Simulationen
gefunden, dass die Konformation der Kopfgruppe unverindert bleibt und deren Dynamik
nur sehr gering beeinflusst wird [194]. Dieses Verhalten kann mit Hilfe unserer Daten
bestétigt werden. Relaxationszeitmessungen hingegen zeigen auch in der Kopfgruppenre-
gion der Lipidmolekiile eine Anderung der Dynamik an. Daraus wurde geschlussfolgert,
dass die sehr schnellen Bewegungen der Lipidmolekiile (7, = 1078 — 10~!!s) vorrangig
durch die Anwesenheit des Cholesterol eingeschrinkt werden, d.h. vor allem trans-gauche-
Kettenisomerisationen [212,215]. Die langsameren, kollektiven Kopfgruppenbewegungen
sind nur in geringerem Ausmalf betroffen. Die Kohlenstoffatome der Kopfgruppe zeigen
beim Einbau von Cholesterol kaum eine Anderung der Ordnungsparameter, wohingegen
fiir die Kohlenstoffe der Glyceroleinheit und der Alkylketten eine signifikante Zunah-
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Abbildung 4.10.: Dephasierungskurven erhalten aus dem recoupled DIPSHIFT-Experiment fiir
die Mischung DMPC:Cholesterol (2:1) fiir (a) die Kopfgruppe und die Glyceroleinheit, sowie (b) die
Alkylketten der Lipidmolekiile (T=34°C, vg = 5kHz, N =4). Die durchgezogenen Linien entsprechen
den jeweils an die Messdaten angepassten Fitfunktionen zur Bestimmung der mittleren, dipolaren
Restkopplung.

me der Ordnungsparameter festgestellt wird (s. Abb. 4.11). Somit kann gesagt werden,
dass der Einfluss von Cholesterol im Bereich des Gylcerolriickgrats und der Ketten am
grofBten ist. Dies deckt sich mit dem oben erwidhnten Regenschirm-Modell, nach dem sich
das Cholesterol unterhalb der Kopfgruppe anlagert und so gegen das Umgebungswas-
ser abgeschirmt wird. Der Einbau von Cholesterol fithrt auch dazu, dass die Membran
verdichtet und wegen der unbeweglicheren Ketten insgesamt steifer wird [161,209]. Es
werden daher auch die langsamen Kopfgruppenbewegungen (Undulationen) beeinflusst,
was jedoch wegen der unterschiedlichen Zeitskalen von Bewegung und Experiment mit
dem recoupled DIPSHIFT-Experiment nicht erfasst werden kann. Die Signale fiir das
Glycerol go-Kohlenstoff sowie fiir das C1o der Alkylkette konnten wegen der Uberlappung
mit Cholesterolsignalen nicht ausgewertet werden und sind daher in Abb. 4.11 fiir die
Mischung nicht dargestellt [183].

Die in Abb. 4.10 dargestellten Dephasierungskurven fiir die Mischung DMPC/Cholesterol
sollen nun genauer betrachtet werden. Es ist zu erkennen, dass die Messdaten fur die
Kopfgruppe eine gute Ubereinstimmung mit der Fitfunktion aufweisen. Auch das Glycerol-
Kohlenstoff g; kann durch die analytische Formel gut beschrieben werden. Eine etwas
groflere Abweichung zwischen Messdaten und Fitfunktion wird hingegen beim Glycerol-g3,
sowie fir die Alkyketten des Lipids gefunden. Eine solche Abweichung wurde auch schon
im reinen DMPC erhalten (s. Kap. 4.2.2), sie ist aber in der Mischung mit Cholesterol
starker ausgeprigt. Eine Ausnahme bildet die Methylgruppe der Kette (C14), bei der sich
wieder eine gute Ubereinstimmung zwischen Messung und Modell findet. Als Grund fir
die Abweichung wird hier ebenfalls eine heterogene Verteilung von dipolaren Kopplungs-
konstanten in der Mischung vermutet. Dies soll am Beispiel des Kohlenstoffatoms Cy
der Alkylkette ndher erldutert werden. In Abb. 4.12 ist die Dephasierungskurve dieses
Kerns, sowie die aus der Datenanpassung erhaltene Kurve mit der zugehorigen dipolaren
Restkopplung dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei Annahme einer einzelnen dipolaren
Restkopplung fiir das ausgewihlte Kohlenstoffatom die Form der Kurve durch das Modell
nicht ausreichend beschrieben werden kann. Aus diesem Grund wurden fiir zwei verschie-
dene heteronukleare, dipolare Restkopplungen Kurven simuliert und zu unterschiedlichen
Anteilen aufsummiert. Das Ergebnis ist ebenfalls in Abb. 4.12 dargestellt. Es wurde zu-
néichst die aus der Datenanpassung des reinen Lipids erhaltene Restkopplung zu Grunde
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Abbildung 4.11.: Ordnungsparameter Scu der Lipidmolekiile im DMPC und in der
DMPC / Cholesterol-Mischung fiir die einzelnen Kohlenstoffatome im Lipid, sowie die Darstellung
der ermittelten Ordnungsparameter.

gelegt und eine zweite, stirkere Kopplung (die aus der Mischung erhaltene Restkopplung)
uberlagert. Der Bereich um das Minimum wird durch diese Kurve wesentlich besser
wiedergegeben, weicht hingegen im Anfangs- und Endteil etwas mehr ab. Es bleibt daher
zu bemerken, dass es nicht generell moglich ist, die Messdaten fiir die heteronuklearen
Dipolkopplungen der Lipidmolekiile mit nur einem Wert zu beschreiben. Wie in Abb. 4.12
gezeigt, sind auch zwei Kopplungen nicht immer ausreichend, um die Kurve addquat zu
beschreiben, was eine Verteilung von Restkopplungen sehr wahrscheinlich macht [221].
Die Ursache dieser Verteilung in der Lipid/Cholesterol-Mischung ist jedoch nicht eindeutig
erklarbar. Es ist bekannt, dass Cholesterol zur Ausbildung einer neuen Phase, der so
genannten ,fliissig-geordneten Phase fithrt [208,211,222, 223]. Diese zeichnet sich durch
eine erhohte Kettenpackungsdichte aus, wobei dennoch eine grof3e laterale Mobilitat
der Lipidmolekiile vorhanden ist und die erhohten Ordnungsparameter des Lipids in
Anwesenheit von Cholesterol erkléart. Weiterhin wird in verschiedenen Untersuchungen
vermutet, dass es durch Cholesterol in der Membran zur Doméanenbildung kommt. Dies
wire eine mogliche Erklarung fir die unterschiedlich starken Restkopplungen, wie sie
die Messdaten zeigen. Die Lipidmolekiile in trans-Konformation wiirden aufgrund der
Wechselwirkung mit Cholesterol eine erhohte Restkopplung aufweisen. Im Vergleich dazu
ware die Restkopplung der nicht oder wenig wechselwirkenden Lipidmolekiile gar nicht
oder nur gering erhoht. Untersuchungen zeigen jedoch, dass es in bindren Mischungen von
Lipid und Cholesterol fiir sehr hohe Cholesterolkonzentrationen (ca. 45mol% Cholesterol)
zur Kristallitbildung der Cholesterolmolekiile kommt [204, 224—-226]. Diese Kristallite
fithren zu einer heterogenen Verteilung des Cholesterol in der Probe, was zu mehr oder
weniger stark wechselwirkenden Regionen fithren kann. Die hier verwendete Konzen-
tration von 33mol% liegt jedoch weit unterhalb dieser Mischbarkeitsgrenze, so dass eine
homogene Verteilung von Cholesterol vorliegen sollte. In der Literatur konnte hingegen
eine durch die Probenpriparation kiinstlich verursachte Phasenseparation nachgewie-
sen werden, welche durch ungleichméifiges Verdampfen der Losungsmittel entstehen
kann [225,226]. In diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Losbarkeitsgrenze
von Cholesterol in der Lipidmembran um einiges hoher liegt (ndmlich ca. 45mol% Cho-
lesterol, s.0.), wenn eine andere, reproduzierbare Praparationsmethode verwendet wird.
Daher kann die Probenpriparation eine moégliche Ursache fiir eine eventuell vorhande-
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Abbildung 4.12.: Dephasierungskurve fiir das Kohlenstoffatom Cqo der Lipidalkylketten in der
Mischung aus DMPC und Cholesterol (molare Konzentration 2:1, T = 34°C, vg = 5kHz, N =4).
Weiterhin sind aus zwei unterschiedlichen Restkopplungen, mit unterschiedlicher Wichtung, zusam-
mengesetzte Kurven dargestellt (rot, gestrichelt bzw. blau, gepunktet). Dies soll die Heterogenitdt
der zu Grunde liegenden Restkopplungen in der Probe verdeutlichen.

ne Phasenseparation sein und somit zur Heterogenitiat der Probe und daher auch der
Wechselwirkungen beitragen.

Eine andere Moglichkeit ist eine vermutete Koexistenz zweier fluider Lipidphasen; eine
Cholesterol-reiche und eine Cholesterol-arme. Eine solche Koexistenz ist kontrovers [227]
und wird in bindren Mischungen fiir Temperaturen unterhalb der Phasenumwandlung des
Lipids und mittlere Cholesterol-Konzentrationen (< 30mol%) gefunden [221,228,229]. Fur
die hier verwendete Messtemperatur von 7' = 30°C befindet sich das Lipid (DMPC) in der
fliissig-kristalinen Phase. In Verbindung mit einer Cholesterol-Konzentration von 33 mol%
sollte nur eine Phase vorliegen; die fliissig-geordnete Phase. Aber auch hier besteht die
Moglichkeit einer durch Probenpréaparation kiinstlich herbeigefiihrten Phasenseparation
und somit einer heterogenen Verteilung des Cholesterol in der Doppelschicht.

Aullerdem ist bekannt, dass es durch die Wechselwirkung der Lipide mit Cholesterol,
wegen einer Kettenstreckung, zu einer Verdickung der Lipiddoppelschicht kommt und
das Cholesterol eher heterogen in der Membran verteilt ist [230]. Daher ist die Streckung
der Ketten in Bereichen mit und ohne Cholesterol mehr oder weniger ausgepragt, was zu
unterschiedlichen dipolaren Restkopplungen wegen der unterschiedlichen Wechselwir-
kung fithren kann. Aber auch innerhalb der einzelnen Ketten sind die Wechselwirkungen
mit den Cholesterolmolekiilen unterschiedlich. Die hydrophoben Lingenunterschiede
in Cholesterol und Lipidketten fiihren dazu, dass es in der Mitte der Doppelschicht zur
Bildung eines freien Volumens kommt, was zu unterschiedlicher Beweglichkeit in den
Lipidketten fithrt [211]. Es ist aber anzunehmen, dass nicht ein einzelner Prozess fiir
eine Verteilung von dipolaren Restkopplungen verantwortlich ist, sondern mehrere Ur-
sachen dazu beitragen. Fir eine genauere Charakterisierung sind systematische und
weiterfithrende Untersuchungen dieser Wechselwirkung notwendig.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass mit Hilfe der recoupled DIPSHIFT-
Sequenz die durch den Einbau des Cholesterol in die Membran erh6hten Ordnungspa-
rameter der Lipidmolekiile bestimmt werden konnen. Aus dem Vergleich dieser Werte
mit denen des reinen Lipids konnen Aussagen uber die Dynamik der Lipidmolekiile in
der Mischung und somit auch uber die Wechselwirkung zwischen Lipid und Gastmolekiul
getroffen werden. D.h., findet eine Wechselwirkung dhnlich der des Cholesterol mit der
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Membran statt, wird ein erhohter Ordnungsparameter im Lipid erwartet. Dies soll nun im
Folgenden auch fiir andere Systeme, bestehend aus Lipid und amphiphilen Gastmolekiilen,
untersucht werden, um die dort vorliegenden Wechselwirkungen zu charakterisieren.
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5 | Wechselwirkung niedermolekularer Polyphile mit
Modellmembranen

In diesem Kapitel wird die Wechselwirkung eines niedermolekularen polyphilen Molekiils
in zwei unterschiedlichen Modellmembranen untersucht. Dabei werden zunéchst die
Eigenschaften des Polyphils selbst und im Weiteren interessante Effekte in der Membran
beschrieben. Im Anschluss werden die NMR-Ergebnisse erldutert, welche sowohl Einblick
in die Struktur als auch in die Dynamik der Membran und des Gastmolekiils geben.

5.1 Das niedermolekulare Polyphil C12/12

Bei dem hier untersuchten Molekiil C12/12 handelt es sich um ein amphiphiles Molekiil,
welches aus Untereinheiten unterschiedlicher Philie aufgebaut ist (s. Abb. 5.1(a)) [231].
Das Grundgeriist bildet ein steifes, hydrophobes Phenylen-Ethinylen-Riickgrat. An die-
sem sind an beiden Termini hydrophile Glycerolgruppen gebunden, welche eine Tendenz
zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen aufweisen. Zudem sind an den gegen-
uberliegenden Seiten des zentralen Phenylrings im aromatischen Riickgrat zwei flexible
Alkyl-Seitenketten angebracht, welche, wie das Riickgrat, hydrophob sind. Durch diesen
Aufbau erhilt das Molekiil eine X-formige Struktur (s. Abb. 5.1(b)). Die Liange der Sei-
tenketten (hier 12 C-Atome fiir jede der beiden Ketten) ist dabei namensgebend, weshalb
das Molekiil die Bezeichnung C12/12 tragt. Da der Anteil an hydrophoben Bausteinen

HO \_\_\_\_\_\O "
20:0/‘\ OQOH
o]

e .

Glycerol Phenylen-Ethinylen-Ruckgrat, Glycerol
(hydrophil) laterale Alkylketten (hydrophil)
(hydrophob)

(a) (b)

Abbildung 5.1.: (a) Struktur des C12/12-Molekiils mit den einzelnen Bausteinen und deren Philie.
(b) Vereinfachte Darstellung des C12/12-Molekiils, an der die X-formige Erscheinung deutlich wird.

uberwiegt, zeigt das Molekiil keine Wasserloslichkeit und somit auch kein lyotropes Pha-
senverhalten. Die Lénge des starren Phenylgeriistes (ca. 3nm) entspricht in etwa der
hydrophoben Dicke einer Lipiddoppelschicht [60,62]. Daher kann ein C12/12-Molekiil
die Membran durchspannen und ein Einbau in Richtung der Membrannormalen ist be-
giinstigt. Bevor die Wechselwirkung dieser Molekiile in der Lipiddoppelschicht untersucht
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Abbildung 5.2.: (a) LH-Spektrum fiir C12/12 im kristallinen Zustand bei einer Rotationsfrequenz
von vy = 30kHz. Trotz der grofien Rotationsfrequenz konnen nur die beiden Protonengruppen
der Aromaten und Aliphaten aufgelést werden. (b) 3C-CP-Spektrum des kristallinen C12/12
(vg = 5kHz, CP-Kontaktzeit tcp = 1.5ms, T = 30°C), sowie das C12/12-Molekiil mit der Zuordnung
der jeweiligen Signale zu den Positionen im Molekiil. Die Zuordnung basiert auf den chemischen
Verschiebungen eines Losungsspektrums. Im Festkorper existieren jedoch Anderungen der chemi-
schen Verschiebung aufgrund der definierten molekularen Packung und die Resonanzen iiberlagern
sich sehr stark, so dass meist mehrere Kohlenstoffatome in einem Signal enthalten sind.

wird, ist es notwendig, NMR-Spektren der reinen C12/12-Substanz aufzunehmen, um
dessen Signale in der Mischung mit einem Lipid zuordnen zu kénnen. Aufgrund der
kristallinen Struktur des C12/12 bis zu einer Temperatur von ca. 170°C ist es wegen der
starken homonuklearen Dipolkopplungen nicht méglich, ein hoch-aufgelostes Festkorper-
Protonenspektrum zu erhalten. Es konnen auch bei grofler Rotationsfrequenz lediglich
die Signale fiir die aromatischen und die aliphatischen Protonen im Spektrum unter-
schieden werden (s. Abb. 5.2(a)). Im '3C-Spektrum kénnen die Signale der vorhandenen
Kohlenstoffatome auf Basis eines Losungsspektrums zugeordnet werden (s. Abb. 5.2(b)).
Es ist auch hier nur moglich, die Signale einzelnen Gruppen von Kohlenstoffatomen
zuzuordnen, wie an der farblichen Markierung am Molekiil gezeigt (s. Abb. .5.2(b)). Da-
bei bezeichnen die Ar; die Kohlenstoffatome an den Phenylringen, die Alkine sind die
Kohlenstoffatome der Dreifachbindungen zwischen den Ringen und die G; bezeichnen
die Glycerol-Kohlenstoffatome. Des Weiteren sind durch die Al; die Kohlenstoffatome der
Alkylketten gegeben, die Sternchen zeigen Rotationsseitenbanden an.

Ausgehend vom Kohlenstoffspektrum des C12/12 wurde bei zwei verschiedenen Tem-
peraturen die Dynamik der Molekiile im Kristall mit Hilfe des DIPSHIFT- Experiments
untersucht. Die gemessenen DIPSHIFT-Dephasierungskurven, sowie das C12/12-Molekiil
mit der Markierung der jeweiligen Kohlenstoffatome sind in Abb. 5.3 dargestellt. Anhand
der Dephasierungskurven ist zu erkennen, dass die verschiedenen Kohlenstoffatome
in den Ringen unterschiedlich starke Restkopplungen aufweisen. Aullerdem besitzen
die Kohlenstoffatome ohne direkt gebundene Protonen (ArC,Hs=Ar; 25 ¢) ebenfalls eine
heteronukleare, dipolare Restkopplung. Diese wird durch die rdumliche Néhe der am je-
weiligen Ring gebundenen Protonen verursacht und ist im Experiment messbar. Dies zeigt
auch hier erneut den Einfluss der umgebenden, nicht direkt gebundenen Kerne, weshalb
die angegebenen Kopplungen stets als Mittel zu verstehen sind. Bei genauerer Betrach-
tung der Dephasierungskurven der Kohlenstoffatome der Ringe mit direkt gebundenen
Protonen (ArCH=Ar3 4789,10), ldsst sich eine leicht asymmetrische Form der Kurven
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Abbildung 5.3.: Dephasierungskurven fiir (a) die aromatischen und (b) die alipahtischen Kohlen-
stoffatome, sowie die der Glycerolkopfgruppen im C12/12-Molekiil. Die jeweiligen Kohlenstoffatome
sind in der Strukturformel farblich markiert (T = 30°C, vg = 5kHz, tcp = 2ms).

erkennen. Fur Molekiile dhnlicher Struktur, d.h. mit einem starren Ringsystem und
flexiblen Alkylketten wurde gezeigt, dass eine solche asymmetrische Form der DIPSHIFT-
Dephasierungskurven durch ein anisotropes Pulvermittel bei kurzen CP-Kontaktzeiten
entsteht und auch fiir langere Kontaktzeiten nicht ausgeschlossen ist [232]. Dies hangt
damit zusammen, dass der Magnetisierungstransfer von den Protonen auf die Kohlenstof-
fe unter Kreuzpolarisation fiir kurze Kontaktzeiten nicht gleichméfig stattfindet. Dieser
Magnetisierungstransfer unterliegt der Spindiffusion und ist am effizientesten, wenn ein
Kohlenstoffatom von mehreren Protonen umgeben ist. Liegt jedoch ein eher isoliertes
Spinpaar vor, wie es beispielsweise an Ringsystemen zu finden ist, kann der Magnetisie-
rungstransfer unter MAS anisotrop sein. Das bedeutet, dass bestimmte Orientierungen im
Pulver bevorzugt Magnetisierung erhalten, wohingegen andere nicht magnetisiert werden.
Diese ungleichméflige Verteilung der Magnetisierung dullert sich in asymmetrischen De-
phasierungskurven, wie sie auch in der reinen C12/12-Probe gefunden wurden. Bei einer
Temperatur von T = 30°C wurde die Messung fiir zwei verschiedene Kontaktzeiten (600 us
und 2ms) durchgefiihrt, wobei der Effekt bei der lingeren Kontaktzeit zwar schwécher,
aber immer noch vorhanden ist.

Den grofiten Ordnungsparameter unter den aromatischen Kohlenstoffatomen weisen
die Kohlenstoffatome Arg am mittleren Phenylring auf. Dieser Ring ist durch die gebun-
denen Alkylketten in seiner Bewegung eingeschriankter als die anderen Ringe, so dass
ein hoherer Ordnungsparameter plausibel ist. Bei der hoheren Messtemperatur war es
nicht moglich die Signale von Arg und Arg voneinander zu unterscheiden, so dass fiir
diese beiden Kohlenstoffatome nur ein mittlerer Ordnungsparameter angegeben werden
kann. Fiir die Signale Arg und Ary4 verhéilt es sich dhnlich, wobei diese beiden Signale
fir die tiefere Messtemperatur nicht unterscheidbar waren, im Gegensatz zur hohen
Messtemperatur von T'=90°C. Fiir die Glycerolgruppen ist keine eindeutige Zuordnung
moglich, so dass nur das gesamte Signal aller drei Gruppen ausgewertet werden konnte.
Es ergab sich eine vergleichsweise starke Kopplung, ebenso wie fiir die -OCHg-Gruppen
der Alkylketten. Die aus den gemessenen heteronuklearen, dipolaren Restkopplungen
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Tabelle 5.1.: Ordnungsparameter Scy fiir die Kohlenstoffatome im C12/12-Molekiil gemessen
mittels DIPSHIFT-Experiment (vg = 5kHz).

C-Atom ScH
T=30°C | T=90°C

C-Atom ScH
T=30°C | T=90°C

. +0. . +0.
Arp 10934013 | 1.03+0.14 G123(CHy) | 1.01+0.14 | 1.00+0.14
Ary | 0.7740.12 | 0.80+0.12 2,
G4(CHy) | 0.82+0.14 | 0.86+0.14
Ars | 0.61+0.04 | 0.60+0.04
Al 0.61+0.06 | 0.54+0.04
Ars | 0.61+0.04 | 0.55+0.03
Al 0.60+0.05 | 0.51+0.04
Arsg | 1.17+0.14 | 1.30+0.15
’ Als 0.58+0.05 | 0.44+0.03
Ar; | 0.58+0.04 | 0.54+0.03
Alg 0.46+0.05 | 0.44+0.03
Arg | 0.85+0.05 | 0.72+0.04
Al 0.44+0.05 | 0.41+0.03
Aro | 0.51+0.03 | 0.72+0.04 N 0.39.40.09 | 0.3040.0
Ario | 0.64+0.04 | 0.54+0.03 4 + +

berechneten Ordnungsparameter sind in Tabelle 5.1 angegeben und als Funktion der
Position im Molekiil in Abb. 5.4 dargestellt. Fiir die Berechnung der Ordnungsparame-
ter ist eine Referenzkopplung notwendig (s. Kap. 2.3.2.2), welche im Allgemeinen die
Dipolkopplung eines unbeweglichen Systems darstellt. Als Referenzkopplung fiir eine
CH-Gruppe wurde der Wert Dger = (22 + 1) kHz benutzt und fiir die CHa-Gruppe der
Wert Dger = (20 + 1)kHz (s. Kap. 3.2). Fiir die quartiren Kohlenstoffatome der Ringe,
die keine direkt gebundenen Protonen besitzen, wurde mittels Simulationsprogramm
die DIPSHIFT-Kurve berechnet. Dabei wurde der sich aus der Geometrie des Molekiils
ergebende Abstand zwischen dem betrachteten Kohlenstoffatom und den beiden kop-
pelnden Protonen (rcy = 2.14A), sowie der Winkel zur Rotationsachse ({(CH) = 86°),
die in diesem Fall der Molekiillingsachse entspricht, als Parameter in die Simulation
eingebunden. Ohne Annahme einer Bewegung ergibt sich daraus eine Referenzkopplung
fiir diese molekulare Geometrie von Dger = (3.0 +0.2)kHz.

In Abbildung 5.4 ist zu erkennen, dass wegen der Ahnlichkeit der Ordnungsparame-
terprofile fur die C12/12-Molekiile bei beiden Messtemperaturen die gleiche Dynamik
angenommen werden kann. Dies entspricht der Erwartung, da C12/12 erst bei einer
Temperatur von ca. 170°C in eine fliissig-kristalline Phase iibergeht und unterhalb davon
in kristalliner Form vorliegt. Die einzelnen molekularen Bereiche des C12/12 besitzen
jedoch unterschiedliche Ordnungsparameter. Beispielsweise besitzen die Alkylketten der
C12/12-Molekiile in der kristallinen Phase einen Ordnungsparameter kleiner als 0.6. Diese
Ordnungsparameter spiegeln eine anisotrope Bewegung mit eher kleinen effektiven Be-
wegungsamplituden wider. Diese ist vermutlich dadurch begriindet, dass die Alkylketten
durch eine kompakte Packung der Ringsysteme im Kristall in ihrer Bewegungsamplitude
eingeschriankt werden. Fiir die Glycerolgruppen, sowie auch die -OHCy-Gruppen der
Alkylketten ergeben sich vergleichsweise hohe Ordnungsparameter von S ~ 1 bzw. S = 0.8.
Das lasst darauf schlieflen, dass diese Gruppen entweder unbeweglich sind oder eine
stark anisotrope Dynamik aufweisen. Es ist ebenfalls keines der einfachen Bewegungsmo-
delle passend, da die Bewegungsachse nicht bestimmbar ist. Deshalb konnen hier keine
spezifischen Aussagen zur Dynamik gemacht werden. Dennoch sei darauf hingewiesen,
dass diese Signale sowohl CH- als auch CHy-Gruppen enthalten. Da das Signal G4 bei der
gleichen chemischen Verschiebung wie die Glycerol-CHy-Gruppen (g1 und g3) der Lipide
erscheint, wird vermutet, dass es sich bei diesem Signal ebenfalls um eine CHa-Gruppe
handelt. Die Dephasierungskurven wurden daher mit der entsprechenden Fitfunktion
angepasst (s. Anhang A). Die Signale, welche den Gruppen Gi, Gg und G3 zugeordnet
werden, sind im Spektrum stark verbreitert und tiberlagern sich. Eines dieser Signale
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Abbildung 5.4.: Ordnungsparameter Scy fiir die Kohlenstoffatome des reinen, kristallinen C12/12
bei T =30°C und T =90°C.

gehort jedoch zur CH-Gruppe des Glycerols am C12/12. Die Dephasierungskurve konnte
nur fiir das Gesamtsignal bestimmt werden und wurde, da mehr CHy-Gruppen enthalten
sind, ebenfalls mit der dazu gehorenden Fitfunktion angepasst. Aufgrund dieser, nur
néherungsweise giiltigen Anpassungen ergeben sich die groBBen Wertebereiche fiir diese
Gruppen in Tab. 5.1 bzw. Abb. 5.4.

Werden die Ordnungsparameter fiir die Kohlenstoffatome der Ringe betrachtet (Abb.
5.4), zeigt sich, dass die Kohlenstoffatome, welche iiber ein gebundenes Proton verfiigen
(Ars 4789 10), im Mittel einen reduzierten Ordnungsparameter von S = 0.6 aufweisen.
Anhand dieser ermittelten Ordnungsparameter, kann unter Hinzunahme einer Modell-
geometrie (s. Kap. 2.3.2.2) die Dynamik der Ringe charakterisiert werden. Fiir einen
Zweiplatz-Sprung der CH-Bindung am Ring ergibt sich dabei fiir S = 0.63 (s. Linie in Abb.
5.4) ein Reorientierungswinkel von ca. 2a = 120° mit der Molekiillingsachse als Bewe-
gungsachse. Mit der gegebenen Geometrie des C12/12-Molekiils ist erkennbar, dass die
malfgebliche Kopplung (genauer der Tensor der Dipolkopplung) zwischen den Kohlenstoft-
atomen der Ringe und ihren direkt gebundenen Protonen idealerweise einen Winkel von
a = 60° mit der Molekiillingsachse einschlief3t (s. Struktur in Abb. 5.4, ArCH). Fiir einen
180°-Sprung eines Phenylringes, dndert sich die Orientierung des Kopplungstensors
somit um 2a = 120°, was wiederum einen Ordnungsparameter von 0.63 ergibt. Es kann
daher angenommen werden, dass die Phenylringe im Kristall des C12/12 180°-Zweiplatz-
Spriinge ausfiihren. Dies ist eine fiir aromatische Ringe bekannte Dynamik [233,234]. Da
der mittlere Ring durch die gebundenen Alkylketten nur schwerlich in der Lage ist, einen
180 °-Sprung durchzufiihren, aber dennoch einen reduzierten Ordnungsparameter besitzt,
kann eine zuséatzliche Bewegung des gesamten Molekiils angenommen werden.

Werden nun die Ordnungsparameter der quartidren Kohlenstoffatome betrachtet
(Ar1256), welche die Ndhe zu den beiden am Ring gebundenen Protonen spiiren, ist
erkennbar, dass diese ungefidhr eins sind. Dies wiirde zunéchst auf ein unbewegliches
System hindeuten. Unter Einbeziehung der molekularen Geometrie der C12/12-Molekiile
wird deutlich, dass der Tensor der dipolaren Kopplung zwischen den quartidren Ring-
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kohlenstoffen und den nichsten Protonen, eine nahezu senkrechte Orientierung zur
Molekiillingsachse und damit zur Bewegungsachse einnimmt (s. Abb. 5.4, ArC,Hy). Wird
nun aus dem Ordnungsparameter mit Hilfe von Abb. 2.6 auf Seite 19 der Reorientierungs-
winkel dieser Kopplung bestimmt, ergibt sich fiir einen Zweiplatz-Sprung ein Winkel von
ca. 180°. Das bedeutet, dass der Tensor der Dipolkopplung senkrecht auf der molekularen
Bewegungsachse steht (s. Struktur Abb. 5.4). Der Zweiplatz-Sprung ist somit auch hier
ein passendes Bewegungsmodell fiir die Dynamik der C12/12-Ringe.

Die fiir die beiden verschiedenen Gruppierungen der Ringkohlenstoffatome (ArCH und
ArCyHs) ermittelten Ordnungsparameter ergeben somit ein konsistentes Bild von der
molekularen Bewegung des C12/12-Riickgrates im Kristall. Aufgrund der starken Streu-
ung der einzelnen Ordnungsparameter (bedingt durch ein geringes Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis), sind die angegebenen Werte stets als Mittelwerte zu verstehen. Es ist na-
tiirlich méglich, dass auch hier nicht alle Molekiile dieselbe Dynamik besitzen und die
Bewegungsamplitude etwas vom Idealfall abweichen kann, wie es die Messdaten zeigen.

5.2 C12/12 in der Modellmembran DPPC

Nachdem im letzten Abschnitt die reine Substanz charakterisiert und dynamische In-
formationen gewonnen wurden, ist es von grolem Interesse, die Wechselwirkung dieses
polyphilen Molekiils mit Modellmembranen zu untersuchen. Obwohl C12/12 in Wasser
unloslich ist, zeigt es eine sehr gute Mischbarkeit mit Phospholipiden und dariiber hinaus
eine ungewohnliche Selbstorganisation in der Membran. Es wird daher vermutet, dass
diese Molekiile die Membran in ihren Eigenschaften in hohem Mal beeinflussen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das polyphile Molekiil C12/12 in Wechselwirkung mit zwei
unterschiedlichen Modellmembranen (DPPC, DOPC) mit Hilfe der NMR-Spektroskopie
untersucht. Zunéchst wird das System DPPC-C12/12 in zwei verschiedenen molaren
Mischungsverhéltnissen (10:1 bzw. 4:1) ndher betrachtet.

5.2.1 Vorbetrachtungen

Fir grof3e, unilamellare Vesikel, bestehend aus dem Phospholipid DPPC und dem poly-
philen Molekiil C12/12 in einem molaren Verhéaltnis von 10:1 (DPPC:C12/12), wurde in
Floureszenzuntersuchungen eine unerwartete Selbstorganisation der C12/12-Molekiile in
der Membran gefunden. Diese zeigt bei Raumtemperatur eine deutliche, makroskopische
Phasenseparation mit sternenférmiger Erscheinung (s. Abb. 5.5(a)) [231]. Ein konzen-
trationsabhingiges, komplexes Phasenverhalten fiir Mischungen aus DPPC und C12/12
wurde ebenfalls in DSC-Messungen ermittelt [231]. In Abb. 5.5(b) sind die DSC-Kurven
fiir verschiedene Konzentrationen DPPC:C12/12 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass vier
verschiedene Signale in den DSC-Kurven erscheinen, was auf ein komplexeres Phasenver-
halten des Lipids in Anwesenheit von C12/12 hindeutet. Dies wird als Phasenseparation
gedeutet, wobei wegen der Fluoreszenzbilder sicher angenommen werden kann, dass
lipidreiche und C12/12-reiche Phasen vorhanden sind. Der Hauptphaseniibergang (s. Kap.
4) der Lipidalkylketten (ca. 42°C fiir DPPC) bleibt anscheinend erhalten, das zugehorige
Signal wird jedoch mit zunehmendem C12/12-Gehalt kleiner. Die Fliache unter diesem
Signal entspricht der Umwandlungsenthalpie und ist im Allgemeinen proportional zu der
Anzahl an Lipidmolekiilen, die am Phaseniibergang beteiligt sind [179]. Aber auch Grenz-
flacheneffekte bei verschieden groflen Doménen beeinflussen die Umwandlungsenthalpie.
Nimmt diese Umwandlungsenthalpie ab, kann davon ausgegangen werden, dass weniger
Lipidmolekiile zum Signal beitragen, also einige Molekiile bei dieser Temperatur keinen

64



5. Wechselwirkung niedermolekularer Polyphile mit Modellmembranen

(&)]

DPPC:C12/12 = X:1| |

AH / kcal mol™
9.86

SN
1 s
1

)

Warmekapazitat C_/ kcal mol™ K™*
= N

o

30 40 50 60 70 80
Temperatur T/ °C
(a) (b)

Abbildung 5.5.: (a) Fluoreszenzbild der Mischung DPPC:C12/12 (10:1) bei Raumtemperatur
(Daten von S. Werner, aus [231]). Die vom Lipid stammenden Fluoreszenzsignale sind rot, die vom
C12/12 erscheinen in griin. Die sechszihlige Symmetrie der C12/12-Aggregate ist deutlich zu
erkennen. (b) DSC-Kurven fiir verschiedene Mischungsverhdltnisse von DPPC und C12/12 wie
angegeben, sowie die Umwandlungsenthalpien des Hauptphaseniibergangs fiir die untersuchten
Mischungen (Daten von B.-D. Lechner, aus [231]). Zum Vergleich ist ebenfalls die DSC-Kurve
von reinem DPPC mit der entsprechenden Umwandlungsenthalpie der Hauptphasenumwandlung
gezeigt.

Phaseniibergang besitzen oder aber Grenzflacheneffekte die Umwandlungsenthalpie ver-
ringern. Es zeigt sich weiterhin, dass die verschiedenen, zuséatzlichen Phaseniibergénge
fiir die hoheren C12/12-Konzentrationen um ca. 5K zu hoheren Temperaturen verschoben
sind. Dies kann darauf hindeuten, dass unterschiedlich gro3e Strukturen bzw. Domé&nen
in den verschiedenen Mischungen vorliegen. Im Folgenden werden im Hinblick auf die
mit NMR untersuchten Proben die molaren Verhaltnisse von 10:1 und 4:1 (DPPC:C12/12)
betrachtet.

Ein molares Verhiltnis von 4:1 bedeutet, dass die C12/12-Molekiile einen Massenan-
teil von ungefiahr 30% ausmachen und daher ein Lipidiiberschuss existiert. Dass der
Hauptumwandlungspeak des Lipids mit steigender C12/12-Konzentration an Intensitét
verliert, bedeutet, dass in den Mischungen nicht alle vorhandenen Lipidmolekiile bei
dieser Temperatur ihren Phaseniibergang besitzen. Es ist sehr wahrscheinlich, und die
zusatzlichen Signale in den DSC-Kurven deuten daraufthin, dass die restlichen Lipidmole-
kiile in einer oder mehreren Phasen zusammen mit C12/12 existieren und erst bei hoheren
Temperaturen eine Phasenumwandlung zeigen. Dies kann ndherungsweise durch die
angegebenen Werte der Umwandlungsenthalpien ermittelt werden. So zeigt sich, dass fiir
die 10:1-Mischung ca. 50% der Lipidmolekiile an der Hauptphasenumwandlung beteiligt
sind und fiir die 4:1-Mischung ca. 20%. Das bedeutet ferner, dass mit steigender C12/12-
Konzentration vermutlich mehr DPPC-Molekiile in separierten Doménen in der Gelphase
stabilisiert werden. Diese DPPC-Molekiile gehen erst bei hoheren, vermutlich bei den
durch die zuséatzlichen DSC-Signale angezeigten Temperaturen in die fliissig-kristalline
Phase iiber. Oberhalb aller Phasenumwandlungen wird eine homogene Mischphase beider
Komponenten angenommen.
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5.2.2 | NMR-Untersuchungen an Mischungen aus C12/12 und DPPC

5.2.2.1. Quantitative Protonenspektren

Mittels Festkorper-NMR sollen nun die Eigenschaften der Mischungen aus DPPC und
C12/12 untersucht werden. Dazu wurden temperaturabhéngige Protonenspektren unter
MAS bei einer Rotationsfrequenz von vg = 5kHz fiir die beiden Proben aufgenommen. Dies
liefert schmale Linien fiir die mobilen Protonen in der Probe, da die starke homonukleare
Dipolkopplung zu einem grof3en Teil gemittelt wird. Die Wartezeit zwischen zwei Scans
betrug d1 = 8s, was eine quantitative Auswertung der Spektren ermoglicht. In Abb. 5.6(a)
ist das Protonenspektrum fiir das reine DPPC im Vergleich zu den beiden untersuchten
DPPC-C12/12-Mischungen (10:1 und 4:1) dargestellt. Alle Lipidsignale konnen zugeord-
net werden und sind entsprechend der Nomenklatur bezeichnet (s Kap. 4.2.1). Fiir die
C12/12-Molekiile konnen die Signale der aromatischen Protonen im Bereich um 7ppm
detektiert werden, welche im Vergleich zu den Lipidsignalen wegen der geringeren Masse
an C12/12 in den Mischungen kleiner, aber messbar sind. Andere Protonensignale des
C12/12 kénnen wegen zu geringer Intensitiaten oder Uberlagerungen mit Lipidresonanzen
nicht zugeordnet werden. Um in der fliissig-kristallinen Phase bzw. oberhalb aller DSC-
Umwandlungen zu messen, wurden die Proben auf eine Temperatur von 7' = 75°C geheizt.
Fir das reine DPPC wurde eine Messtemperatur von 7' = 65°C verwendet; es befindet
sich also ebenfalls in der L,-Phase. Das Wassersignal (HDO bei ca. 4.8 ppm — 4.5 ppm)
in den Proben hat sich aufgrund der hohen Temperatur soweit verschoben, dass die Li-
pidsignale des g1- und des a-Kohlenstoffs davon uberlagert werden. In den Spektren in
Abb. 5.6 kénnen leichte Verschiebungen in den Kopfgruppensignalen der Lipidsignale in
den Mischungen im Vergleich zum reinen Lipid ausgemacht werden. Diese deuten auf
geringe Konformationsidnderungen in den Lipidmolekiilen bei Anwesenheit der C12/12-
Molekiile hin. Da die Spektren jedoch nur extern referenziert werden konnten (*H-Linie
von Adamantan bei 1.87ppm), ist ein absoluter Vergleich der chemischen Verschiebungen
schwierig. Es ist dennoch zu erkennen, dass sich die Signale fiir die Kopfgruppe und die
Alkylketten unterschiedlich verhalten. Wahrend die Kettenresonanzen keine bzw. kaum
eine Anderung der chemischen Verschiebung besitzen, zeigen die Kopfgruppensignale eine
leichte Verschiebung zu grofleren ppm-Werten. Dies konnte darauf hindeuten, dass das
C12/12 mehr mit der Kopfgruppe als mit den Alkylketten wechselwirkt. Die Verschiebung
zu grofBeren chemischen Verschiebungen weist auf eine minimal erhohte Ordnung in
diesem Bereich der Lipidmolekiile hin. Anhand der beiden Signale der am Kohlenstoff Cq
gebundenen Protonen (bei ca. 2.4ppm) ist auch hier deutlich die Ungleichheit der beiden
Alkylketten im Anfangsbereich zu erkennen. Wahrend die Auflosung im reinen DPPC
keine Separation dieses Signals zeigt, ist sie in den Mischungen deutlich wahrnehmbar.
Zur Untersuchung des Phasenverhaltens und dessen Einfluss auf die Spektren wur-
den Protonenspektren fiir Temperaturen im Bereich von 20°C bis 75°C aufgenommen.
Exemplarisch sind in Abb. 5.6(b) die Protonenspektren fiir drei Temperaturen dargestellt.
Darin ist ersichtlich, dass in der Mischung, wie auch im Reinlipid, nur die Kopfgruppe
unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur mobil ist [177,185-187]. Die Alkylketten
zeigen bei T' = 20°C kein Signal (s. Kap. 4.2.1). Das Signal der Alkylkette hat bei 7' =50°C,
also oberhalb der Phasenumwandlung des reinen DPPC, deutlich an Intensitiat gewonnen.
Im Vergleich dazu zeigt das Spektrum bei T' = 75°C eine nochmals erhéhte Intensitét
der Alkylkettensignale. Wegen der sehr grof3en Dipolkopplung der Protonen im starren
Festkorper, sind die Signale dieser Proben im Allgemeinen sehr breit. Fiir mobile Proben
hingegen werden schmale Signale gemessen. Die Intensitidt der gemessenen Protonensi-
gnale ist daher proportional zur Anzahl an mobilen Molekiilen in der Probe [235]. Aus
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Abbildung 5.6.: (a) Protonenspektren fiir reines DPPC (T = 65°C) sowie fiir die Mischungen mit
C12/12 in den Konzentrationen 10:1 und 4:1 (T = 75°C). Die Zuordnung der entsprechenden
Signale zu den Protonen des Lipids und des C12 /12 ist ebenfalls angegeben. (b) Protonenspektren
fiir die 4:1 Mischung bei drei verschiedene Messtemperaturen (vg = 5kHz).

diesem Grund kann bereits aus dem Vergleich der drei Messtemperaturen und der gradu-
ellen Zunahme der Signalintensitéat geschlussfolgert werden, dass die Lipidmolekiile erst
nach und nach mobil werden und daher in den Mischungen sehr wahrscheinlich phasense-
pariert vorliegen. Durch die groB3e Wartezeit zwischen den einzelnen Scans ist es moglich,
die Intensitdten der einzelnen Signale quantitativ auszuwerten und die Anzahl der zum
Signal beitragenden Protonen zu ermitteln. Dazu wurden die verschiedenen Bereiche der
Spektren integriert und untereinander bzw. mit den Intensitdten der reinen Lipidprobe
verglichen. Dabei ist zu bemerken, dass eine nicht zu vernachldssigende Intensitéit in den
Rotationsseitenbanden der Protonenspektren enthalten ist [184]. Diese wurden daher,
um die Gesamtintensitit zu bestimmen, ebenfalls integriert. Als Referenzintegral fiir
die Normierung der ermittelten Integrale wurde das Signal des Glycerol-2 Protons (g2)
bei einer Temperatur von 7' = 50°C gewihlt. Dieses Signal erscheint im Spektrum bei
einer chemischen Verschiebung, in dessen Nihe keines der C12/12-Signale liegt. Wegen
der vielen Uberlappungen im Spektrum kann das Integral der Alkylketten nicht als
Referenz benutzt werden. Das Glycerolriickgrat weist zwar im Vergleich zur Alkylkette
eine eingeschrianktere Bewegung in der fliissig-kristallinen Phase auf, dndert seine Mobi-
litat aber oberhalb der Hauptphasenumwandlung ebenfalls nicht mehr. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass die Intensitit, welche im Reinlipid bei T'=50°C fiir g9
bestimmt wird, sdmtliche mobilen Protonen dieser Gruppe repriasentiert. So wurden die
Integrale der go-Protonen, Alkylketten und der C12/12-Aromaten fiir beide Mischungen
aus DPPC und C12/12 bestimmt und auf das Referenzintegral bezogen. Die erhaltenen
Integrale und die DSC-Kurven fiir die untersuchten Mischungen sind im Vergleich in Abb.
5.7 gegen die Temperatur aufgetragen.

Wird zunéchst das reine Lipid betrachtet, ist zu erkennen, dass unterhalb der Pha-
senumwandlung der Lipide, d.h. fiir T' < 42°C, die Signalintensitidten sowohl fiir die
Alkylketten als auch die Glycerolgruppe sehr gering sind. Dies zeigt, dass die Ketten
unterhalb der Phasenumwandlung eher unbeweglich sind, wie bereits in Kap. 4.2.1 be-
schrieben. Mit Erreichen der Phasenumwandlungstemperatur steigt die Intensitat der
beiden Gruppen auf ihren Maximalwert an. Das heif3t, alle Lipidmolekiile werden an der
Phasenumwandlung mobil und tragen zum Integral bei. Dass das Integral der Alkylketten
etwas Kkleiner ist als eins, kann der fiir die Integration notwendigen Datenbearbeitung
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Abbildung 5.7.: Quantitative Protonenintegrale fiir das Glycerol-go, die Alkylketten der Lipide,
sowie die C12/12-Aromaten in Abhdngigkeit der Temperatur fiir die beiden verschiedenen Konzen-
trationen (rot: 4:1, blau: 10:1). Als Referenzkurven sind die temperaturabhdngigen Integrale fiir g
und die Alkylketten in reinem DPPC dargestellt. Die jeweiligen DSC-Thermogramme (Intensitdten
skaliert) ebenfalls aufgetragen. (Die Daten fiir die Konzentration 10:1 wurden von Ruth Bdrenwald
gemessen und ausgewertet, DSC-Daten wurden von B.-D. Lechner gemessen.)

zugeschrieben werden. Dabei stellte sich heraus, dass eine Korrektur der Basislinie im
Spektrum erforderlich ist, welche von verschiedenen experimentellen Gegebenheiten
abhiangt und auf verschiedene Arten korrigiert werden kann. Zur Auswertung der hier ge-
zeigten Integrale wurde stets eine lineare Basislinienkorrektur fiir die einzelnen Signale
benutzt, um den durch starre Anteile hervorgerufenen, breiten Untergrund zu beseitigen.
Anschlielend wurde das verbleibende Signal der mobilen Anteile integriert. Da es sich
hier um einen Vergleich verschiedener Proben handelt, ist davon auszugehen, dass auch
die Basislinie fiir die unterschiedlichen Proben stets etwas anders ist. Durch verschiedene
Ansétze konnte eine Fehlerabschétzung vorgenommen werden, welche durch die Fehler-
balken in Abb. 5.7 reprasentiert ist. Zusammenfassend wird fiir DPPC festgestellt, dass
die Mobilitdt der Molekiile mittels Protonenspektren erfasst und quantifiziert werden
kann. Der Phaseniibergang wird bei ca. 40°C gefunden, was sehr gut mit der DSC-Kurve
ubereinstimmt. Temperaturabweichungen fiir unterschiedliche Messmethoden kénnen
durch verschiedenartige Kalibrierungen bedingt sein.

Darauf aufbauend werden nun die Integrale fiur die beiden Mischungen aus DPPC
und C12/12 genauer betrachtet. Fiir die 4:1-Mischung ist zu erkennen, dass unterhalb
der Hauptumwandlung der Lipide die Alkylketten ebenfalls unbeweglich sind. Fiir die
10:1-Mischung existieren hier keine Messpunkte, es kann jedoch davon ausgegangen
werden, dass die Alkylketten ebenfalls unbeweglich sind. Das gleiche Verhalten zeigen
auch die Glycerol-gs-Kerne unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur. Mit Erreichen
der Temperatur des ersten zusitzlichen Umwandlungspeaks im DSC (I) steigt die Inten-
sitat der Alkylketten und die der go-Protonen an. Mit zunehmender Temperatur ist ein
stetiger Anstieg der Alkylketten-Intensitéat zu beobachten. Ein etwas stiarkerer Anstieg
der Intensitat ist fur die 4:1-Mischung zwischen 65°C und 75°C zu beobachten, wo auch
die letzten beiden Umwandlung im DSC (IL,III) zu sehen sind. Fiir die 10:1 Mischung ist
dieser Anstieg weniger ausgeprigt. Die stetige Zunahme der Intensitit ist ein Indiz fiir
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die im Probensystem DPPC-C12/12 vorliegende Phasenseparation. Die Lipidmolekiile sind
in den verschiedenen Phasen in ihrer Mobilitét eingeschrankt und werden erst allméhlich,
mit zunehmender Temperatur, mobil. Weiterhin ist fiir die beiden Mischungen ein Unter-
schied im Integral der Alkylketten bzw. go-Protonen direkt nach dem Phaseniibergang zu
erkennen. So werden an der Hauptphasenumwandlung des Lipids ca. 50 % der Lipidmole-
kiile fiir die 10:1-Mischung und ca. 15 —-20% in der 4:1-Mischung mobil. Dies entspricht
auch in etwa den aus den Umwandlungsenthalpien berechneten Anteilen des Lipids in
der Mischung, welche bei dieser Temperatur mobil werden (s. Kap. 5.2.1). Die iibrigen
Lipidmolekiile liegen, vermutlich in C12/12-reichen Phasen, separiert vor. Anhand der
molaren Verhiltnisse und der ermittelten, mobilen Anteile der Probe kann die Anzahl
der unbeweglichen Lipidmolekiile pro C12/12-Molekiil berechnet werden. Diese betragt
bei der 10:1-Mischung in etwa 5.3 und bei der 4:1-Mischung ungeféhr 3.5 Lipidmolekiile
pro C12/12-Molekiil. Dies stimmt sehr gut mit den aus den DSC-Enthalpien bestimmten
Verhiltnissen von 5.5:1 fiir die 10:1-Mischung und 4:1 fiir die 4:1-Mischung tiiberein [231].

Mit zunehmender Temperatur nehmen die Integrale der Lipidsignale stetig zu. Der
Kurvenverlauf der Lipidintegrale ist fiir beide Konzentrationen bis zu einer Temperatur
von ca. 65°C gleich. Oberhalb dieser Temperatur steigt die Intensitét in der 4:1-Mischung
nochmals sprunghaft an, wihrend es in der 10:1-Mischung einen weniger starken Anstieg
gibt. Da in der 10:1-Mischung nach der zweiten Phasenumwandlung bereits mehr Lipid-
molekiile mobil geworden sind, betrégt der Anteil, der am letzten Ubergang mobil wird
nur noch ca. 10%. Bei der 4:1-Mischung befanden sich nach dem zweiten Phaseniibergang
noch mehr Lipide in eingeschrinkter Umgebung, so dass am letzten Ubergang vergleichs-
weise mehr Molekiile frei werden. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Grof3e der
phasenseparierten Doménen in den beiden Mischungsverhéltnissen unterschiedlich ist
bzw. unterschiedlich viele Lipidmolekiile in C12/12-reichen Phasen immobilisiert werden.
Ein Indiz sind auch die aus den DSC-Kurven erhaltenen, unterschiedlichen Umwand-
lungsenthalpien (s. Abb. 5.5(b)). Es ist dariiber hinaus zu erkennen, dass die Kurven
der Lipidmolekiile tiber den ersten zusatzlichen DSC-Peak (I) hinweg jeweils parallel
verlaufen. Daher wird angenommen, dass dieses Signal nicht von einem Ubergang der
Lipidmolekiile verursacht wird. Eine Interpretation zum ersten zuséatzlichen Phasen-
ubergang (I) ist allein aus diesen Daten nicht méglich, kann jedoch im Weiteren genauer
charakterisiert werden (s. nachster Abschnitt).

Vom C12/12 sind lediglich die Signale der Ringprotonen im Spektrum auswertbar, wel-
che in gleicher Weise bearbeitet und integriert wurden wie die Lipidsignale. Die Integrale
sind ebenfalls in Abb. 5.7 aufgetragen, wobei es unterhalb der Lipidphasenumwandlung
keine messbaren bzw. auswertbaren Signale gab. Die Integrale der C12/12-Aromaten
zeigen fiir Temperaturen unterhalb des ersten zusitzlichen DSC-Umwandlungssignals
(I) eine sehr geringe Intensitdt und somit auch nur einen geringen Anteil an mobilen
Molekiilen. Der Grof3teil der C12/12-Ringe ist immer noch stark gekoppelt und vermutlich
unbeweglich, bis auf die im Kristall vorhandenen 180°-Spriinge (s. Kap. 5.1). Ab einer
Temperatur von ca. 60—65°C sind die Signale der Aromatenringe des C12/12 im Spektrum
deutlich erkennbar und ihre Intensitét steigt mit zunehmender Temperatur weiter an.
Das bedeutet, dass auch die C12/12-Molekiile nach und nach beweglich werden. Der grofite
Signalanstieg findet, je nach C12/12-Konzentration, um 7' = 60 — 65°C statt. Dies ent-
spricht der Temperatur, bei der die Signale der Lipidalkylketten in den Mischungen einen
(sprunghaften) Anstieg der Intensitat aufweisen (s. Abb. 5.7). Bei weiter zunehmender
Temperatur flachen die Kurven ab und es gibt keine weitere Zunahme der Intensitéat mehr.
Oberhalb von ca. 70°C haben alle Integrale ihren Maximalwert erreicht. In der Probe
existieren nur noch Molekiile mit hoher Mobilitat. Dies deutet daraufthin, dass oberhalb
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Abbildung 5.8.: Direkt angeregtes Kohlenstoffspektrum fiir die 4:1-Mischung aus DPPC und
Ci12/12 bei T ="15°C (vg = 5kHz) mit Zuordnung der Signale zu den Gruppen der beiden Substan-
zen. Das mit * markierte Signal stammt von dem im Rotor enthaltenen Teflonspacer, welches auch
als interne Referenz verwendet wurde. Durch Vergleich des Spektrums von reinem DPPC (T = 65°C,
vr = bkHz) konnen die vom C12/12 stammenden, isolierten Signale identifiziert werden. Die Insets
zeigen Ausschnitte der Spektren fiir den Kopfgruppenbereich und den Bereich der Alkylketten.

von ca. 70°C alle ko-existierenden Phasen in eine fliissig-kristalline Phase iibergegangen
sind und eine homogene Mischung der beiden Substanzen vorliegt.

Das molekulare Bild der Phasen in den Mischungen aus DPPC und C12/12, welches
mittels Fluoreszenz- und DSC-Messungen erhalten wurde, konnte also mit Hilfe tempera-
turabhingiger, quantitativer Protonenspektren gestiitzt werden. Die genaue Erscheinung
der Phasen scheint vom Mischungsverhiltnis der Substanzen abhéngig zu sein. Anhand
der hier erzielten Daten konnen zwei der drei zusitzlichen Phaseniibergidnge zugeordnet
werden. Der zweite, zuséatzliche Phasentibergang (II) geht vermutlich mit der Mobili-
sierung der bis dahin in Phasen separierten, eingeschrinkten Lipidmolekiile einher,
wahrend der dritte, zusétzliche Ubergang (III) mit dem Auflésen der supramolekularen
Uberstruktur, in Verbindung mit dem Ausbilden einer homogenen Mischphase, assoziiert
wird.

5.2.2.2. Temperaturabhéngige 3C-Spektren

Fur die 4:1-Mischung aus DPPC und C12/12 wurden weiterhin temperaturabhéngige
Kohlenstoffspektren aufgenommen. Das Spektrum bei der hochsten Messtemperatur, d.h.
oberhalb aller DSC-Signale, ist in Abb. 5.8 gezeigt, wobei die Signale der einzelnen Kohlen-
stoffatome in beiden Molekiilspezies den jeweiligen molekularen Gruppen zugeordnet sind.
Fur das untersuchte molare Verhéltnis von 4:1 ist ausreichend Masse an C12/12 in der
Probe vorhanden, um davon ebenfalls Signale zu erhalten. Dies ist bei der 10:1-Mischung
nicht der Fall, weshalb diese hier nicht nidher betrachtet wird. Durch interne Referenzie-
rung auf das Teflon-Signal kann beim Vergleich der Spektren des reinen DPPC und der
4:1-Mischung eine leichte Linksverschiebung (ca. 0.1 —0.15ppm) der Lipidsignale sowohl
in der Kopfgruppenregion als auch im Bereich der Alkylketten festgestellt werden. Diese
Anderung ist zwar sehr gering, deutet aber dennoch auf eine verinderte Konformation,
zu einer etwas erhohten Ordnung in allen Bereichen des Lipids durch den Einbau der
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C12/12-Molekiile hin. Daten aus Rontgendiffraktometrie und Phopsphor-NMR zeigen,
dass die in den Mischung vorliegende Gelphase der Lipidmolekiile gegeniiber der im
reinen Lipid verandert ist [231].

Die temperaturabhingigen Kohlenstoffspektren fiir die 4:1-Mischung wurden bei je-
der Temperatur sowohl mit direkter Anregung (DP) der Kohlenstoffatome, als auch
mittels Polarisationstransfer (CP) von den Protonen auf die Kohlenstoffatome, aufge-
nommen. Dadurch ist es moglich, unterschiedliche Beweglichkeiten in der Probe zu
detektieren [108, 109, 236]. Uber die Kreuzpolarisation (CP) werden die Bereiche der
Probe polarisiert, die eine grof3e dipolare Kopplung besitzen. Dies sind vornehmlich starre
bzw. sehr anisotrop mobile Teile der Probe. Mit direkter Anregung hingegen werden die
Bereiche der Probe polarisiert, welche eine erhohte molekulare Beweglichkeit besitzen. Es
ist daher aus dem Vergleich der mit den beiden Methoden erhaltenen Spektren moglich,
auf unterschiedliche Beweglichkeiten innerhalb der Probe zu schlieen. In Abb. 5.9 sind
fiir beide Anregungsarten temperaturabhéngige Spektren dargestellt, wobei der Vergleich
sowohl fiir den Kopfgruppenbereich als auch fiir den Bereich der Alkylketten gezeigt ist.
In diesen Abbildungen ist ersichtlich, dass die Spektren in Abhéingigkeit von Messtempe-
ratur und Anregungsart ein unterschiedliches Erscheinungsbild besitzen. Zunéchst kann
festgestellt werden, dass die Spektren fiir beide Anregungsmethoden dhnliche Charak-
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Abbildung 5.9.: 13C-Spektren der 4:1-Mischung (DPPC+C12/12) mit CP-Anregung fiir (a) den
Alkylkettenbereich und (c) die Kopfgruppenregion, sowie die Spektren mit direkter Anregung (DP)
ebenfalls fiir (b) die Alkylketten und (d) die Kopfgruppen bei verschiedenen Messtemperaturen
(vk = 5kHz). Die gestrichelten Linien zeigen die Anderung der chemischen Verschiebungen der
Alkylketten bei T =50°C und T = 75°C, welche auf unterschiedliche Konformationen hindeuten.
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teristika aufweisen; sie unterscheiden sich jedoch in der Intensitit und mitunter auch
in der chemischen Verschiebung. Fiir die Alkylketten des Lipids in den Abb. 5.9(a) und
5.9(b) ist zu erkennen, dass die Spektren fiir 7' = 50°C deutlich mehr Signale aufweisen,
als fur 7'=75°C. Am deutlichsten sind diese Signale in den CP-Spektren in Abb. 5.9(a)
zu erkennen, was auf eine grioflere Kopplung fiir die Kohlenstoffatome dieser Signale
schlieflen ldsst. Die abnehmende Signalintensitit bei steigender Temperatur deutet auf
eine Zunahme der Mobilitédt in der Probe hin. Dies ist auch in den DP-Spektren sicht-
bar. Dort nimmt die Intensitéat der Signale mit steigender Temperatur zu und damit die
Mobilitét in der Probe. Ahnlich verhilt es sich auch in dem Bereich der Kopfgruppen-
bzw. Glycerolsignale (s. Abb. 5.9(c) und 5.9(d)). Auch dort wird in den CP-Spektren eine
abnehmende und in den DP-Spektren eine zunehmende Signalintensitiat verzeichnet,
was eine wachsende Mobilitat der Molekiile widerspiegelt. Eine eindeutige Separation in
Lipid- und C12/12-Signale ist wegen der Komplexitiat der Spektren nur fiir die hochste
Temperatur moglich. Anhand der ansteigenden Intensitéit der C12/12-Glycerolsignale
(G1,2,3) in Abb. 5.9(d) ist auch hier die zunehmende Mobilisierung der Molekiile deutlich
erkennbar. Sie zeigen weiterhin eine groe Anderung der chemischen Verschiebung von
tiefer zu hoher Temperatur (s. Abb. 5.9(c)), was auf eine veranderte Konformation der
Molekiile bei den betrachteten Temperaturen schlieBen lasst.

Vor allem auch in den Kettensignalen ist die Anderung der chemischen Verschiebung
deutlich zu erkennen (s. gestrichelte Linie in Abb. 5.9(a) und 5.9(b)). Dies deutet darauf hin,
dass sich eine relative grofle Anzahl der Lipidketten bei T'=50°C noch in einer all-trans
Konformation befindet. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass bei dieser Temperatur
Lipidmolekiile in verschiedenen Konformationen zu finden sind, die denen der Gel- bzw.
L ,-Phase entsprechen. Mit zunehmender Temperatur verschieben sich die Signale zu den
in der L ,-Phase gefundenen chemischen Verschiebungen. Oberhalb von T'=65°C zeigen
die Spektren, dass sich alle Lipidmolekiile in der fliissig-kristallinen Phase befinden, da
keine weitere Verschiebung der Signale mehr stattfindet. Mit Hilfe dieser Spektren lasst
sich erneut die Phasenseparation innerhalb der Probe bei Temperaturen oberhalb der
Lipidphasenumwandlung erkennen. Erst oberhalb des letzten DSC-Umwandlungssignals
(IT1, s. Abb. 5.5(b)) befinden sich alle Lipidmolekiile in der L ,-Phase und es existiert sehr
wahrscheinlich eine homogene Mischphase aus DPPC und C12/12.

Natiirlich beinhalten die erwéhnten Bereiche auch Signale der C12/12-Molekiile; beson-
ders das Signal der Kohlenstoffe C4-C1; der Alkylketten, unter dem auch die Kettensignale
des C12/12 liegen. In der 4:1-Mischung macht dieser Anteil etwa 20% des Signals aus.
Der Anteil an Alkylketten, welcher sich bei 7' = 50°C noch in der Gelphase befindet, ist
jedoch wesentlich grofler und muss daher vornehmlich Lipidalkylketten beinhalten. Es
kann somit auch auf Basis der temperaturabhingigen Kohlenstoffspektren angenom-
men werden, dass die Mischung aus DPPC und C12/12 fiir Temperaturen unterhalb von
70°C phasensepariert vorliegt und sich erst oberhalb dieser Temperatur eine homogene
Mischung beider Substanzen einstellt.

Da im Kohlenstoffspektrum in Abb. 5.8 auch die Signale der Kohlenstoffatome der
C12/12-Phenylringe gut zu erkennen sind, ist es ebenfalls interessant, sich deren Verhal-
ten in Abhéingigkeit von der Temperatur und der Anregungsart genauer anzuschauen.
Der Bereich des Spektrums, welcher die aromatischen Kohlenstoffe des C12/12 enthilt, ist
in Abb. 5.10 fiir vier verschiedene Temperaturen oberhalb der Hauptphasenumwandlung
des Lipids gezeigt. Auch hier sind wiederum bei jeder Temperatur die Spektren mit CP-
und Direktanregung gegeniibergestellt. Dabei ist zu erkennen, dass fiir 7' = 50°C das
CP-Spektrum groflere Signale aufweist. Das heif3t, dass die C12/12-Aromaten bei dieser
Temperatur eine geringere Mobilitdt und daher eine groflerer Kopplung in der Probe auf-
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Abbildung 5.10.: Ausschnitte aus den temperaturabhdingigen Kohlenstoffspektren der Mischung
DPPC-C12/12 (4:1) fiir zwei verschiedene Anregungsarten. Dargestellt ist der Bereich der
Phenylring-Resonanzen. Bei der Resonanz Ars zeigt sich eine Anderung der chemischen Verschie-
bung mit zunehmender Temperatur um ca. 0.7 ppm (s. gestrichelte Linie).

weisen. Fiir steigende Temperaturen nehmen die Signalintensitéiten in den CP-Spektren
ab und in den DP-Spektren zu. Das zeigt die zunehmende Mobilisierung der C12/12-Ringe
mit ansteigender Temperatur. Fiir die hochste Temperatur beinhaltet das CP-Spektrum
nur noch sehr geringe Intensitéten fiir die Kohlenstoffe Ars 4 bzw. in der Region Argg 10,
wihrend die DP-Spektren vergleichsweise grofle und schmale Linien aufweisen. Dies zeigt,
dass die Kohlenstoffatome der C12/12-Ringe bei dieser Temperatur sehr beweglich sind
und daher eine entsprechend geringe Dipolkopplung besitzen. Dieses Ergebnis entspricht
dem der Protonenmessungen (s. voriger Abschnitt).

Eine wesentliche Anderung im Spektrum mit zunehmender Temperatur kann am Sig-
nal Ars der C12/12-Ringe ausgemacht werden. Bei einer Temperatur von 50°C befindet
sich dieses Signal bei einer chemischen Verschiebung von ca. 134.4 ppm. Nimmt die Tem-
peratur zu, sind bei 60°C zwei Signale erkennbar, wobei das Signal bei 134.4ppm an
Intensitéat verliert und ein Signal bei ca. 133.7 ppm sichtbar wird. Dieses Signal nimmt mit
steigender Temperatur an Intensitit zu, wihrend das erste verschwindet. Beim Vergleich
der CP- und DP-Spektren ist ersichtlich, dass diese Anderung im Spektrum ebenfalls
mit einer Zunahme der Mobilitéit einhergeht. Es wird daraus geschlussfolgert, dass die
beiden Signale die gleichen Kohlenstoffatome widerspiegeln, jedoch mit unterschiedlicher
Packung. Dabei @ndert sich die chemische Verschiebungen eines Kernes in Abhéngigkeit
von seiner Position relativ zu einem aromatischen Ring [234,237]. Diese Packungsinde-
rung verschafft den Molekiilen ebenfalls eine zunehmende Bewegungsfreiheit, wie an
den ansteigenden Intensitaten im Spektrum zu erkennen ist (s. Abb. 5.10). Wie oben
erlautert, ist anzunehmen, dass an den verschiedenen DSC-Umwandlungen Lipide un-
terschiedlicher Doménen ihren Phaseniibergang besitzen und mobil werden. Basierend
darauf und wegen der 13C-Spektren legt dies die Vermutung nahe, dass die Lipide und
die C12/12-Molekiile nicht unabhéngig voneinander mobil werden und es nicht nur reine
Lipid- oder C12/12-Doménen gibt. Das Mobilwerden der Molekiile steht in Verbindung
mit zunehmender Bewegungsfreiheit, was im Fall der C12/12-Ringe zu einer Anderung
der Packung und damit der Konformation fithrt. Da diese Packungsinderung im Spek-
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trum der 4:1-Mischung bei einer Temperatur von ca. 60°C gefunden wird, kann dies mit
dem ersten zusitzlichen Signal im DSC-Thermogramm (I) in Ubereinstimmung gebracht
werden. Auf Grundlage der NMR-Spektren wird dieses DSC-Signal einer Packungs- und
Mobilitdatsanderung der C12/12-Molekiile zugeordnet.

In den letzten beiden Abschnitten konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe von NMR-
Spektren und den daraus ermittelten Integralen bzw. Anderungen der chemischen Ver-
schiebung die Signale der DSC-Kurven einem molekularen Prozess zugeordnet werden
konnen. Diese sind zunéchst der Phaseniibergang der DPPC-Molekiile, welche wahrschein-
lich in lipidreichen Doménen vorliegen. Mit zunehmender Temperatur schlief3t sich eine
Mobilitats- und Packungsianderung der C12/12-Molekiile an (DSC-Signal I). Das Signal 11
im DSC-Thermogramm wird dem Phaseniibergang der Lipidmolekiile zugeordnet, die in
Doménen mit C12/12 in der Gelphase stabilisiert wurden und bei dieser Temperatur ihren
Phaseniibergang besitzen. Mit dem letzten Ubergang (III) wird eine homogene Mischphase
ohne makroskopische Phasenseparation erhalten, d.h. die Uberstruktur in der Probe geht
verloren. Dass die zusétzlichen DSC-Signale bei den beiden untersuchten Mischungen um
ca. 5K verschoben sind, kann an einer unterschiedlichen Struktur und/oder Grof3e der
makroskopischen Doménen in den beiden Proben liegen.

Mit Hilfe der in Kapitel 3 besprochenen Experimente soll nun die Dynamik sowohl der
Lipide als auch des Polyphils in der Mischung genauer charakterisiert werden.

5.2.2.3. Dynamikmessungen an den Lipid-Polyphil-Mischungen

13C-1H Ordnungsparameter mittels DIPSHIFT-Experimenten Zur Untersuchung der Dyna-
mik der Molekiile in der Mischung aus DPPC und C12/12 wurde mittels recoupled
DIPSHIFT-Pulssequenz (s. Kap. 3.3) die heteronukleare, dipolare Restkopplung der ein-
zelnen Kohlenstoffatome im Lipid sowie im C12/12 bestimmt. Das zu Grunde liegende
Kohlenstoffspektrum mit der Zuordnung der jeweiligen Signale ist in Abb. 5.8 darge-
stellt. Zunichst werden die Ergebnisse fiir die Lipidmolekiile betrachtet. Um in der
fliissig-kristallinen Phase der Lipidmolekiile zu messen, wurde die Probe auf 75°C geheizt,
was oberhalb aller Phasenumwandlungen der DSC-Kurven liegt. Fiir alle vorhandenen
Signale wurden die Dephasierungskurven der recoupled DIPSHIFT-Messungen mit der
entsprechenden Fitfunktion angepasst (s. Abb. 5.11). Anhand dieser Kurven kann erneut
die systematische Abweichung der Fitfunktion von den Messdaten fiur das Glycerol-gs-
Kohlenstoff, sowie den Anfangsbereich der Alkylketten (Cq, C3) gefunden werden. Dies
wurde bereits am reinen Lipid in Kap. 4.2.1 diskutiert. Es soll hier noch einmal erwéhnt
werden, dass als Grund fiir die Abweichung eine Verteilung von Restkopplungen ange-
nommen wird, welche durch die Fitfunktion nicht beschrieben werden kann.

Das Signal der Lipidalkylketten in der Mischung aus DPPC und C12/12 beinhaltet
auch Signale der Alkylketten der C12/12-Molekiile. Da eine Trennung dieser Signale
nicht moglich ist, wurde fiir diese Kohlenstoffatome in der Mischung keine Restkopplung
bestimmt. Es besteht die Moglichkeit, dass auch die Signale der Kohlenstoffe C3 und C15
der Lipidalkylkette sowie das Glycerol-g; Signal aus den Alkylketten der C12/12-Molekiile
enthalten. Diese Intensitéten sind jedoch sehr gering im Vergleich zum Lipidsignal und die
ermittelte Restkopplung ist davon scheinbar ungestort. Das kann zum Einen daran liegen,
dass der Fremdbeitrag so gering ist, dass er kaum Einfluss auf das Ergebnis hat. Zum
Anderen ist es wahrscheinlich, dass die Restkopplung fiir die entsprechenden Positionen
in den Alkylketten der C12/12-Molekiile mit denen der entsprechenden Abschnitte der
Lipidalkylketten vergleichbar ist und somit das Ergebnis nicht verandert wird.

Der Blick auf die Ordnungsparameter in der Mischung im Vergleich zum reinen DPPC
in Abb. 5.12 zeigt keine signifikanten Anderungen in Anwesenheit der C12/12-Molekiile.
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Abbildung 5.11.: Dephasierungskurven der Lipid-Kohlenstoffatome in der 4:1-Mischung aus DPPC
und C12/12, (a) fiir die Kopfgruppe und die Glyceroleinheit, (b) fiir die Alkylketten (T = 75°C,
vg =5kHz, N =4). oben: Lipidmolekiil mit Nomenklatur.

Die Glyceroleinheit besitzt weiterhin die gréfiten Ordnungsparameter und damit die ge-
ringste Mobilitat im Lipid. Auch der Mobilidtsgradient ausgehend von der Glyceroleinheit
hin zu beiden Enden der Lipidmolekiile bleibt in der Mischung erhalten. Anhand dieser
Messungen kann keine Verinderung der Geometrie der Dynamik der Lipidmolekiile
in der flussig-kristallinen Phase festgestellt werden. Dies kann darauf zurickgefiihrt
werden, dass die Lipidmolekiile durch den Einbau der C12/12-Molekiile ihren Bewegungs-
raum nicht einschrianken miissen, weshalb die Anisotropie der Bewegung wahrschein-
lich gleich bleibt. Die lokalen Lipidbewegungen bleiben erhalten bzw. werden durch die
C12/12-Molekiile in einem Mafle beeinflusst, welches mit Hilfe des recoupled DIPSHIFT-
Experimentes nicht gemessen werden kann. Dass sich die Wechselwirkung von C12/12
mit den Lipidmolekiilen anders duflert als es fiir Cholesterol der Fall ist (s. Kap. 4.2.3),
kann auf die Molekiilstruktur des C12/12 zuriickgefithrt werden. Da Cholesterol nur eine
sehr kleine hydrophile Gruppe besitzt, lagert es sich vorzugsweise in den Anfangsbereich
der hydrophoben Ketten einer Doppelschicht ein, genauer, in den Ubergangsbereich zwi-
schen hydrophilen Kopfgruppen und hydrophoben Alkylketten. Es ist aul3erdem sehr
klein im Vergleich zu den Lipidmolekiilen, wohingegen das C12/12-Molekiil eine ausrei-
chende Grofle besitzt, um eine Lipiddoppelschicht zu durchspannen. Aufgrund seiner
hydrophilen Glycerolgruppen und seinem linearen Aufbau, wird das C12/12-Molekiil
mutmallich in transmembraner Orientierung in die Lipiddoppelschicht eingebaut [238].
Es gibt daher keinen Kondensationseffekt wie beim Cholesteroleinbau (s. Kap. 4.2.3).
Da die Kopfgruppe der Phosphocholine das gréf3te Volumen im Vergleich zum Rest des
Molekiils einnimmt [227,239], besitzen die Alkylketten auch im reinen Lipid schon eine
bestimmte Bewegunsfreiheit. Werden die C12/12-Molekiile zwischen die Lipidmolekiile
eingebaut, dndert sich der Platzbedarf der Lipidmolekiile nicht. Ihr Bewegungsfreiraum
bleibt erhalten, was zu unveranderter Anisotropie und daher unverinderten dipolaren
Restkopplungen fithrt. Mit Hilfe von Neutronenstreuexperimenten konnte gezeigt wer-
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Abbildung 5.12.: Ordnungsparameter Scy der Lipidmolekiile in der DPPC-C12/12-Mischung
(4:1), sowie deren Darstellung im Vergleich zum reinen DPPC (T = 75°C, vg = 5kHz). Die in
Klammern angegebenen Werte kénnten durch Resonanzen der C12/12-Molekiile beeinflusst sein.

den, dass die schnellen, lokalen Lipidbewegungen nur dann von Additiven beeinflusst
werden, wenn sie eine Anderung in der Packungsdichte der Lipidmolekiile verursachen,
wie dies z.B. beim Einbau von Cholesterol der Fall ist [240]. Auch NMR-Untersuchungen
an Doppelschichten mit gebundenem Protein [69] und Simulationen zum Einfluss anderer
Additive [241] zeigten, dass sich die Ordnungsparameter der Lipidketten trotz Einbau
der Gastmolekiile nicht signifikant dndern miissen. In anderen Untersuchungen wurden
dagegen reduzierte Ordnungsparameter gemessen, was auf eine vergréflerte Unordnung
in den Lipidmolekiilen hinweist [79,242]. Fiir die Wechselwirkung der C12/12-Molekiile
in der Membran ist vorstellbar, dass sich die C12/12-Molekiile zwischen die Lipidmolekiile
legen und somit die Packungsdichte der Lipide nicht vergréBert wird. Deshalb dndert
sich die lokale Dynamik der Lipidmolekiile in der Mischung im Vergleich zum Reinlipid
nicht. Eine andere Erkldrung ist, dass die schnellen Lipidbewegungen unabhingig von
der Organisation der Lipide in der Membran sind. So wurde sowohl fiir verschiedene Mor-
phologien von Membranen [165,243] als auch fiir die Wechselwirkung mit verschiedenen
Proteinen [178,244-246] oder anderen Fremdmolekiilen [247] gezeigt werden, dass die
schnelle Lipiddynamik nicht von der molekularen Ordnung bzw. Unordnung im System
abhingt, d.h., dass Ordnung und Dynamik nicht immer korreliert sind. Die gemessenen
Ordnungsparameter sind stets Mittelwerte, welche sich auch dann nicht dndern, wenn
sich die individuellen Restkopplungen gegenlaufig verandern. Werden einige Restkopp-
lungen im System durch den Einbau von und die Wechselwirkung mit Fremdmolekiilen
grofler, kann es sein, dass andere kleiner werden [244]. Im Mittel jedoch bleibt die Rest-
kopplung und somit der Ordnungsparameter im System unverdndert. Das gleiche Bild
wiirde sich ergeben, wenn es einen schnellen Austausch zwischen wechselwirkenden und
nicht-wechselwirkenden Lipiden gebe. Auch dann wiirde im Mittel eine unveranderte
Lipiddynamik gemessen werden [245].

Fur die 10:1-Mischung existiert keine Messung der heteronuklearen, dipolaren Rest-
kopplung im Lipid. Es kann aber angenommen werden, dass eine niedrigere Konzentration
an C12/12 in der Lipiddoppelschicht den gleichen Effekt hat wie in der 4:1-Mischung, so
dass auch hier die lokale Lipiddynamik in der fliissig-kristallinen unverdndert ist.

Da die Signale der C12/12-Molekiile in der 4:1-Mischung mit DPPC ein ausreichendes
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis besitzen, war es moglich mittels DIPSHIFT- und recou-
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Abbildung 5.13.: Dephasierungskurven fiir die Kohlenstoffatome im C12/12-Molekiil fiir die
verschiedenen Messtemperaturen und Experimente wie angegeben (vg = 5kHz, N =4, tcp = 1.5ms).
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pled DIPSHIFT-Pulssequenz ebenfalls die Ordnungsparameter der Kohlenstoffatome
der C12/12-Molekiile in der Mischung zu ermitteln. Diese Ordnungsparameter wurden
bei drei verschiedenen Temperaturen bestimmt (s. Abb. 5.14). Fir die Temperaturen
T =45°C und T = 55°C wurden die Restkopplungen jeweils mit beiden Pulssequenzen
(DIPSHIFT und recoupled DIPSHIFT) gemessen. Dabei wurden die Kohlenstoffatome
fiir die hochste Temperatur direkt und fir die beiden tieferen Temperaturen mittels
Kreuzpolarisation angeregt. Es kann davon ausgegangen werden, dass bei der hochsten
Temperatur die gesamte Probe betrachtet wird, da die Protonenintegrale in Abb. 5.7
eine vollstidndige Mobilisierung der C12/12-Molekiile belegen (s. vorn). Fiir die beiden
tieferen Temperaturen zeigen die Protonenintegrale fast keine Intensitét, so dass auch
hier angenommen werden kann, dass alle C12/12-Molekiile unbeweglich und somit in
den Dynamikmessungen vollstédndig repréasentiert sind. Auch an dieser Probe zeigt sich,
dass in beiden Experimenten die verschiedenen Gruppen unterschiedlich gut untersucht
werden konnen. Es wurde deshalb jene Kopplung als Ergebnis gewéhlt, bei welcher
die Dephasierungskurve am Besten durch die Fitfunktion beschrieben werden konn-
te. Verallgemeinert kann gesagt werden, dass die geringeren Kopplungen mit Werten
kleiner als = 5kHz besser von der Wiedereinkopplungssequenz erfasst werden konnten.
Demgegeniiber waren die grofleren Kopplungen besser mit dem DIPSHIFT-Experiment
messbar. Demzufolge sind die Dephasierungskurven fiir die C12/12-Kohlenstoffe in der
Mischung anhand der Datenqualitiat und bester Ubereinstimmung zwischen Messung
und Anpassung ausgewihlt worden und in Abb. 5.13 dargestellt. Darin sind die bei den
verschiedenen Messtemperaturen erhaltenen Dephasierungskurven aus den DIPSHIFT-
bzw. recoupled DIPSHIFT-Experimenten, sowie die jeweils angepasste Fitfunktion aufge-
tragen. Es ist zu erkennen, dass bei einigen Kurven die Datenpunkte sehr stark streuen.
Dies ist dem eher schlechten Signal-zu-Rausch-Verhiltnis fiir diese Signale geschuldet,
da in der Probe ca. dreimal weniger C12/12 vorhanden ist als DPPC. Es ist zu erwihnen,
dass fiir die Glycerolgruppen des C12/12 in den Spektren der Mischung zwei Signale bei
den tieferen Messtemperaturen gefunden werden, wiahrend bei der hochsten Temperatur
drei Signale vorhanden sind. Dies wird auf Grundlage der Fitkurven so interpretiert,
dass bei zwei Signalen eines zu den CH-Gruppen und eines zu den CHo-Gruppen gehort,
da die Kurvenanpassungen sonst unlogische Werte (gréf3er als die statische Kopplung)
fiir die Restkopplungen ergaben. Fiir die héchste Temperatur wird davon ausgegangen,
dass sich das Signal der verschiedenen CHy-Gruppen aufspaltet und deshalb drei Signale
unterschieden werden konnen. Aufgrund dieser Unsicherheit sind diese ermittelten Rest-
kopplungen mit einem vergleichsweise grolem Fehler behaftet. Die aus den erhaltenen
dipolaren Restkopplungen berechneten Ordnungsparameter sind in Tabelle 5.2 angegeben.
Dabei ist ebenfalls vermerkt, mit welchem der beiden Experimente die Restkopplung
bestimmt wurde. Eine zusammenfassende Darstellung der berechneten Ordnungspa-
rameter fiir die Kohlenstoffatome des C12/12-Molekiils ist in Abb. 5.14 gegeben. Die
Ordnungsparameter wurden in der Mischung fiir zwei Temperaturen ermittelt, bei denen
das System phasensepariert ist (T'=45°C, T' = 55°C) und oberhalb aller Phaseniibergéinge
bei T = 75°C, wo Mischbarkeit angenommen wird. Weiterhin sind zum Vergleich in Abb.
5.14 auch die Ordnungsparameter der reinen C12/12-Probe bei T' = 90°C aufgetragen.
Die fiir das reine C12/12 ermittelten Ordnungsparameter weisen daraufhin, dass die
Aromatenringe 180°-Zweiplatz-Spriinge um die Molekiillangsachse ausfithren und die
Seitenketten auch im kristallinen Zustand eine hohe Mobilitdt aufweisen (s. Kap. 5.1). Da
sich die Daten bei T'=45°C und T = 55°C nicht signifikant voneinander und vom reinen
C12/12 unterscheiden, kann angenommen werden, dass die C12/12-Molekiile bei diesen
beiden Temperaturen in etwa die gleiche Dynamik wie reines C12/12 besitzen. Dies ist
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Tabelle 5.2.: Ordnungsparameter Scy fiir die Kohlenstoffatome im C12/12-Molekiil gemessen
mittels DIPSHIFT-Experiment (D) bzw. recoupled DIPSHIFT-Experiment (rD) fiir die verschiedenen
Messtemperaturen (vg = 5kHz).

C-Atom Scu

T=45°C | T=55°C | T=175°C
Ar; | 1.00+0.17 (rD) | 0.90+0.13 (rD) -

Arg(y) | 0.59+0.10 (D) | 0.55+0.03 (D) | 0.10+0.01 (rD)
Arsg | 0.93+0.13 (rD) | 0.80+0.10(rD) -
Arg | 0.38+0.03 (D) | 0.54+0.03 (D) | 0.10+0.01 (xrD)
Arg | 0.61+0.04 (D) | 0.54+0.03 (D) -

G(CH) | 1.03+0.14 (D) | 0.92+0.13 (D) | 0.16+0.02 (rD)

G(CHp) | 1.01£0.10 (D) | 1.18+0.16 (D) | 0.14:+0.02 (rD)

G(CHy) - - 0.09+0.01 (rD)
Aly 0.46+0.3 (D) | 0.45+0.03 (D) | 0.09+0.01 (rD)
Aly | 0.14+0.01 (rD) | 0.14+0.01 (rD) -

plausibel, da mit Hilfe der Kohlenstoffspektren bereits gezeigt wurde, dass eine Ande-
rung der Mobilitat und Packung im C12/12 erst ab einer Temperatur von ca. T'=60°C
stattfindet (s. oben).

Beim genaueren Betrachten der einzelnen molekularen Abschnitte im C12/12 ist fiir die
beiden tiefen Temperaturen kein gro3er Unterschied der Ordnungsparameter zwischen
reinem C12/12 und dem C12/12 in der Mischung mit dem Lipid vorhanden. Dies zeigen
auch die quartidren Kohlenstoffe ohne direkt gebundene Protonen. Sowohl im reinen
C12/12 als auch in der Mischung bei den beiden tieferen Temperaturen weisen diese einen
Ordnungsparameter von Scy = 1 auf. Dass die Daten fiir die quartiaren Kohlenstoffe der
Ringe eine starke Streuung aufweisen ist damit zu begriinden, dass diese keine direkt
gebundenen Protonen besitzen. Sie spiiren jedoch die entfernteren Protonen, die am
selben Ring gebunden sind und zeigen daher eine messbare heteronukleare, dipolare
Restkopplung. Des Weiteren ist in der Fehlerbetrachtung das vergleichsweise schlechte
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis der quartiaren Kohlenstoffe einzubeziehen, ebenso wie sich
verdndernde Atomabstéinde, welche durch Molekiillschwingungen hervorgerufen werden.
Der Ordnungsparameter fiir die Kohlenstoffe der Ringe mit direkt gebundenem Proton
betragt Scy = 0.5. Fiir die C12/12-Molekiile in der Mischung zeigt dies, dass zusétzlich
zu dem 180°-Zweiplatz-Sprung der Aromatenringe um die Lingsachse des Molekiils eine
weitere anisotrope Bewegung der Molekiile angenommen werden muss. Diese Bewegung
kann in der Mischung im Vergleich zum reinen C12/12 stattfinden, da die Molekiile im
Lipid weniger dicht gepackt sind als im Kristall und daher Freiraum fiir Taumelbewe-
gungen o.4. besitzen. Auch hier kann durch ein geeignetes Modell die Amplitude der
Bewegung ermittelt werden. Fir eine Taumelbewegung kann eine Diffusion in oder auf
einem Kreiskegel zu Grunde gelegt werden (s. Kap. 2.3.2.2). Damit ergibt sich aus den
Ordnungsparametern ein Winkel von a = 20 — 35° zur Bewegungsachse. Fiir die Kohlen-
stoffe der Glycerolgruppen und der OCHy-Gruppe betrigt der Ordnungsparameter in der
Mischung bei den beiden tiefen Temperaturen und im reinen C12/12 ungefihr eins, so
dass diese Gruppen auch in der Mischung eher unbeweglich sind. Auch die Alkylketten
des C12/12 zeigen in der Mischung bei den beiden tiefen Temperaturen eine vergleichbare
Mobilitat wie in der reinen Probe. Wegen der vielen Signaliiberlagerungen in diesem
Bereich, konnte nur eines der Alkylkettensignale ausgewertet werden.

Fiir T = 75°C befinden sich alle Lipidmolekiile in der flissig-kristallinen Phase, was
dazu fiihrt, dass auch die C12/12-Molekiile an Beweglichkeit gewinnen und sich dies
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rechts: Ordnungsparameter fiir C12/12-Kohlenstoffatome in der 4:1-Mischung fiir drei verschiedene
Temperaturen, sowie die Ordnungsparameter in reinem C12/12. Die durchgezogenen Linien ent-
sprechen den Werten fiir die Ordnungsparameter bei Annahme des angegebenen Bewegungsmodells.

in einer starken Reduzierung des Ordnungsparameters duflert (s. Abb. 5.14). Fir al-
le auswertbaren Kohlenstoff-Signale des C12/12 ergeben sich Ordnungsparameter von
Scu = 0.1 -0.2, welche belegen, dass die C12/12-Molekiile in der Mischung oberhalb
aller Phasenumwandlungen vermutlich eine uniaxiale Rotation um ihre Léngsachse aus-
fithren. Es wurde fiir die niedrigeren Temperaturen angenommen, dass die Molekiile
zusétzlich zum Zweiplatz-Sprung noch eine Taumel- oder Wackelbewegung ausfiithren,
die den Ordnungsparameter reduziert. Die Anderung des Ordnungsparameters aufgrund
dieser Bewegung liegt jedoch bei dieser Temperatur innerhalb des Fehlerintervalls, so
dass angenommen werden kann, dass diese Taumelbewegung auch oberhalb der letzten
Phasenumwandlung noch vorhanden ist und die Amplitude dieser Bewegung sich nicht
signifikant dndert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die lokale Lipiddynamik in der flussig-
kristallinen Phase von der Anwesenheit der C12/12-Molekiile unbeeinflusst ist. Dies
deutet darauf hin, dass die Packungsdichte der Lipidmolekiile in der Membran durch
den Einbau des C12/12 nicht messbar verindert wird. Es existiert oberhalb der Lipidpha-
senumwandlung eine komplexe Phasenseparation, welche erst ab einer Temperatur von
ca. 70°C durch Auflésen der makroskopischen Uberstruktur verloren geht. Im Tempera-
turbereich der Phasenseparation zeigen die C12/12-Molekiile eine zum reinen Kristall
vergleichbare Dynamik. D.h., die Aromatenringe fithren 180°-Zweiplatz-Spriinge um die
Molekiillingsachse und vermutlich eine weitere, kleinwinklige Wackelbewegung aus. Erst
oberhalb aller Phasenumwandlungen besitzen die C12/12-Molekiile geniigend Bewegungs-
freiraum, um schnelle uniaxiale Rotationen um ihre Lingsachse auszufiihren.

'H-1H Ordnungsparameter aus DQ-Seitenbandenspektren Im Protonenspektrum (s. Abb.
5.6(a)) sind die Signale der Aromatenringe des C12/12 gut messbar. Um fiir diese Pro-
tonen die zugehorigen homonuklearen, dipolaren Restkopplungen zu ermitteln, konnen
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Doppelquanten-Seitenbandenmuster aufgenommen werden (s. Kap. 3.4.3). Aus den Rest-
kopplungen werden anschlieend Ordnungsparameter berechnet, die etwas uber die
Anisotropie der Bewegung der Molekiile aussagen. Dabei ist zu bemerken, dass unter-
halb einer Temperatur von 65°C die Protonensignale der C12/12-Aromaten aufgrund der
fehlenden Mobilitéit zu breit bzw. zu klein sind. Die Intensitdt war so gering, dass die
Seitenbandenmuster erst ab T' = 65°C aufgenommen werden konnten. Fiir die beiden
Konzentrationen aus DPPC und C12/12 waren die DQ-Seitenbandenspektren fiir zwei
der drei Aromatensignale auswertbar. Exemplarisch sind die gemessenen Seitenbanden-
muster fir die 4:1-Mischung in Abb. 5.15 und fiir die 10:1-Mischung in Abb. 5.16 fiir zwei
Messtemperaturen dargestellt. Fur die Auswertung dieser Spektren ist es notwendig,
die einzelnen Seitenbanden zu integrieren und die Intensitiaten in Abhangigkeit der Sei-
tenbandenordnung analytisch zu beschreiben. Dass diese Intensitéat von der zu Grunde
liegenden dipolaren Restkopplung abhéngt, wurde in Kap. 3.4.3 erldutert. Da die Intensi-
tatsverteilung symmetrisch sein sollte, wurden fiir die beiden Intensitdten der jeweiligen
Seitenbandenordnung der Mittelwert gebildet. Die Abweichung zum Messwert wurden
dabei als Fehlerabschatzung deklariert. Unter Einbeziehung dieser Fehler wurden die
Seitenbandenspektren anschlieend mit Hilfe von Gl. (3.15) ausgewertet. Dabei wurde fiir
die dipolare Restkopplung eine Gaul3-Verteilung angenommen [150], so dass das Ergebnis
der Datenanpassung immer eine mittlere, homonukleare Restkopplung D..s/27 und eine
Verteilungsbreite 0/27 um den Mittelwert liefert. Die Annahme einer Verteilung, verur-
sacht durch sich &ndernde Abstéande und/oder unterschiedlichen Bewegungsmittelungen,
ist besonders in amorphen und ungeordneten Systemen berechtigt [248]. Weiterhin ist
zu bemerken, dass gerade bei Systemen mit grofler Verteilungsbreite die erste Seiten-
bandenordnung in den Spektren uiberreprisentiert ist [136,248]. Das bedeutet, dass die
dipolare Kopplung in diesen Systemen unterschétzt werden wiirde. Daher wurde die erste
Seitenbandenordnung nicht mit in die Datenanpassung einbezogen.

In den einzelnen Seitenbandenspektren sind in beiden Mischungen zusétzlich zu den
Seitenbanden ungerader Ordnung auch Seitenbanden gerader Ordnung sichtbar. Beson-
ders deutlich sind diese bei den dulleren Ringprotonen fiir die 4:1-Mischung bei T'=75°C
zu sehen (s. Abb. 5.15(d)). Diese Signale sind ein Indiz dafiir, dass auch Kopplungen
zu anderen Protonen einen Einfluss haben (s. Kap. 3.4.3). Dennoch ist die Intensitéat
dieser Signale klein und sie konnen von den Seitenbanden ungerader Ordnung unter-
schieden werden, so dass sie das Ergebnis praktisch nicht beeinflussen. Auch die sich
an den (linken) Flanken der Seitenbanden leicht abzeichnenden, kleinen Signale stellen
zusitzliche Kopplungen dar. Bei der Auswertung der Daten wurden diese Signale nicht
mit integriert, um deren Einfluss zu minimieren. Da diese aber vornehmlich an den
Seitenbanden erster Ordnung vorhanden sind, und diese nicht in die Datenanpassungen
einbezogen wurden, wirkt sich die zusitzliche Kopplung nicht auf das Ergebnis aus. Die
bestimmten mittleren Restkopplungen, sowie die zugehorigen Verteilungsbreiten sind
in Tabelle 5.3 zusammengestellt. Die errechneten Ordnungsparameter fiir verschiedene
Messtemperaturen sind in Abb. 5.17 fiir die untersuchten Mischungen aus DPPC und
C12/12 dargestellt. Zur Berechnung des Ordnungsparameters wurde als Referenzkopp-
lung der Wert D, = (8300 +400)Hz verwendet. Dieser Wert entspricht einem Abstand
der koppelnden Protonen von = 2.44A, wobei dieser einen Mittelwert aus einem aus
der Geometrie abgeschitzten Wert von 2.4 A und dem Wert 2.47 A entspricht [234]. Die
Ordnungsparameter fiir die zwei betrachteten Protonengruppen betragen fir die 4:1-
Mischung Sy = 0.8. Die angegebenen Fehlerbalken entsprechen der Verteilungsbreite
fiir den Ordnungsparameter, welche sich aus der Verteilungsbreite der Restkopplungen
ergibt. Die ermittelte Verteilung ist fiir alle Temperaturen relativ grof3, so dass davon
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Abbildung 5.15.: LH-DQ-Seitenbandenmuster fiir (a), (c) die inneren Protonen der Phenylringe
(Arg, in der Molekiilstruktur pink markiert) sowie (b), (d) die duferen Protonen der dufleren Ringe
(Are, in der Molekiilstruktur griin markiert) in der 4:1-Mischung (DPPC+C12/12) bei T = 65°C bzw.
T =75°C (vg = 10kHz). Die aus der Datenanpassung ermittelten Restkopplungen D,.s/27, sowie
die Verteilungsbreiten a/2n sind ebenfalls mit angegeben.

unten: Molekiilstruktur des C12 /12 mit den Markierungen fiir die Protonen der Phenylringe.

ausgegangen werden kann, dass das Probensystem trotz Mischbarkeit oberhalb von 65°C
nicht vollstdndig homogen ist, sondern Bereiche mit geringerer und solche mit grof3erer
Anisotropie vorliegen. Weiter ist zu bemerken, dass der Ordnungsparameter fiir die Proto-
nen der mittleren Ringe nahezu konstant iiber den gemessenen Temperaturbereich ist. Die
Werte fiir den Ordnungsparameter der zweiten Protonengruppe (Arg, griitne Markierung
in der Molekiilstruktur in Abb. 5.17) streuen etwas mehr und zeigen einen leichten Abfall
mit steigender Temperatur. Ein dhnliches Bild ergibt sich auch fiir die 10:1-Mischung.
Insgesamt liegen die Ordnungsparameter in dieser Mischung niedriger, zwischen 0.6 und
0.7, als im Vergleich zur 4:1-Mischung und die Verteilungsbreite ist etwas gréofler. Die
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Abbildung 5.16.: L H-DQ-Seitenbandenmuster fiir (a), (c) die inneren Protonen der Phenylringe
(Ary, in der Molekiilstruktur pink markiert) sowie (b), (d) die dufleren Protonen der dufleren Ringe
(Arg, in der Molekiilstruktur griin markiert) in der 10:1-Mischung (DPPC+C12/12) bei T =65°C
bzw. T =75°C (vg = 10kHz). Die aus der Datenanpassung ermittelten Restkopplungen D ,s/27,
sowie die Verteilungsbreiten o/2n sind ebenfalls angegeben. (Daten gemessen von Ruth Béarenwald.)

Auswertung dieser Daten hiangt stark vom gewéahlten Integrationsbereich des jeweiligen
Signals im Spektrum ab, wobei davon hauptséchlich die Verteilungsbreite der Kopplungen
betroffen ist. Ein Ordnungsparameter Sgy < 1 kann mit Hilfe einer anisotropen Bewe-
gung der C12/12-Molekiile in der Membran erklart werden. Diese Bewegungen konnen
mit verschiedenen Modellen beschrieben werden (s. Kap. 2.3.2.2). Da die Orientierung des
dipolaren Kopplungstensors parallel zur Bewegungsache ist (ArHH, s. Abb. 5.17), kann
diese stellvertretend fiir die Molekiilorientierung in Bezug auf die Membrannormalen
herangezogen werden. Dabei ist zu beachten, dass die aus den Ordnungsparametern
der Kohlenstoffatome geschlussfolgerte Bewegung (180°-Sprung oder uniaxiale Rotation
um die Molekiillingsachse) den Tensor der homonuklearen Kopplung in diesem Fall
unverdndert lasst, d.h. der Ordnungsparameter wire eins. Der gemessene, reduzierte
Ordnungsparameter der Protonen belegt daher eine weitere anisotrope Bewegung. Je nach
Bewegungsmodell kann hier ein mittlerer Winkel von a =20 -30° gegen die Membran-
normale als Orientierung fiir die C12/12-Molekiile angegeben werden. Innerhalb dieses
Winkelbereichs fithren die Molekiile in der Membran ihre anisotrope Bewegung zusétzlich
zur uniaxialen Rotation aus. Der Winkel ist dabei in der 10:1-Mischung offenbar etwas
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Tabelle 5.3.: Aus den DQ-Seitenbandenspektren erhaltene temperaturabhdngige, homonuklea-
re, dipolare Restkopplungsstirken Dyes/27 fiir die ausgewerteten Protonensignale (Ari und Arg)
in (a) der 4:1-Mischung und (b) der 10:1-Mischung aus DPPC und C12/12 (vg = 10kHz). Die
Verteilungsbreite o/2n bei Annahme einer Gauf3-Verteilung ist ebenfalls angegeben.

(a)

4:1 AI‘l AI'Q

Dyes/2n / Hz | 0/27n / Hz || Dyos/2n /Hz | 0/27 / Hz
65°C 6286 774 6746 937
70°C 6601 632 6800 814
75°C 6393 706 6033 1309
80°C 6222 785 6411 1341

(b)

10:1 AI‘1 Al'z

Dyos/2nn /Hz | 0/2n / Hz || Dyes/2n / Hz | 0/27n / Hz
65°C 5232 1500 5313 2944
70°C 5869 1141 4514 2206
75°C 5241 1328 4925 1915

groBer als in der 4:1-Mischung, was auf einen unterschiedlich groBen Bewegungsfreiraum
schlieBen lasst. Anhand der Ordnungsparameter kann die Amplitude der Bewegung der
C12/12-Molekiile in der 10:1-Mischung zu a = 35 — 45° bestimmt werden (s. Kap. 2.3.2.2).
Befindet sich weniger C12/12 in der Membran, sind die Molekiile durch ihre Umgebung
weniger eingeschrinkt. Dies deutet aber auch darauf hin, dass die C12/12-Molekiile nicht
den Platzbedarf der Lipidmolekiile beeinflussen, sondern nur ihren eigenen. Dariiber
hinaus existiert zwar oberhalb aller Phasenumwandlungen eine homogene Mischphase,
es konnen jedoch immer noch Bereiche mit mehr C12/12 und Bereiche mit mehr Lipid
vorliegen, welche sich vermutlich in beiden Mischungen unterscheiden.

5.3 C12/12 in der Modellmembran DOPC

5.3.1

Das amphiphile Molekiil C12/12 wurde ebenfalls in einer Mischung mit DOPC unter-
sucht, welches im Vergleich zu DPPC liangere Alkylketten mit je einer Doppelbindung
zwischen dem neunten und zehnten Kohlenstoffatom besitzt (s. Tab. 4.1). Das molare
Verhéltnis der beiden Substanzen betrug fiir diese Probe 10:1 (Lipid:C12/12). Aufgrund
der Doppelbindungen in den Ketten liegt die Temperatur der Hauptphasenumwandlung
des DOPC bei T, = —20°C. Fur die Mischung aus DOPC und C12/12 konnten in DSC-
Messungen keine Phaseniibergénge detektiert werden. Dies liegt vor allem daran, dass
die Hauptphasenumwandlung bei so niedriger Temperatur stattfindet, dass sie mit Hilfe
von DSC nicht gemessen werden kann. Dies ist erst fiir Temperaturen oberhalb von ca.
0°C moglich, da dann das Wasser in der Probe nicht mehr gefriert. Es wurden dennoch
fiir positive Temperaturen im DSC keine Phasenumwandlungen fiir die DOPC-C12/12-
Mischung gefunden [249]. Daher wird davon ausgegangen, dass dieses System bereits
homogen, ohne (makroskopische) Phasenseparation, vorliegt. Diese Annahme konnte
mittels Floureszenzmikroskopie an groflen unilamellaren Vesikeln (GUV) unterstiitzt
werden (s. Abb. 5.18). Da das C12/12 eine Eigenfluoreszenz besitzt, ist eine Markierung
nicht notwendig. Das DOPC hingegen ist mit einem rotem Farbstoff markiert. In den

Vorbetrachtungen
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Abbildung 5.17.: Ordnungsparameter Syy fiir die in der Strukturformel markierten Protonen-
gruppen der Aromatenringe in den beiden untersuchten Mischungen aus DPPC und C12/12.
links: C12/12-Molekiil mit den entsprechend markierten Protonen, sowie die Veranschaulichung
des Reorientierungswinkels.

Abb. 5.18(a) und (b) sind die jeweiligen Floureszenzbilder der beiden Substanzen, sowie in
(c) die Uberlagerung beider Bilder gezeigt. Dabei ist zu erkennen, dass beide Farbstoffe
gleichmaflig uber die Vesikel verteilt sind, was einer homogenen Mischung von C12/12
und DOPC entspricht. Eine makroskopische Phasenseparation kann in diesem System
ausgeschlossen werden, weshalb dessen Dynamik im Vergleich zum phasensepararierten
System aus DPPC und C12/12 mittels NMR ebenfalls untersucht wurde.

5.3.2 | NMR-Spektren und Dynamikmessungen

Zur Charakterisierung des Systems wurden in dieser Arbeit verschiedene NMR-Untersu-
chungen durchgefiihrt. In Abb. 5.19 sind das Protonen- und das Kohlenstoffspektrum fiir
die 10:1-Mischung aus DOPC und C12/12 dargestellt. Die Zuordnung der Lipidsignale
zu den entsprechenden Protonen bzw. Kohlenstoffen wurde anhand der in der Literatur
angegebenen chemischen Verschiebungen durchgefiihrt [251]. In den Spektren sind die
Signale der C12/12-Molekiile wegen der geringen molaren Konzentration der Substanz
zunichst nicht erkennbar. Durch Vergroflerung des Protonenspektrums im Bereich zwi-
schen 8 ppm und ca. 6.5 ppm werden die Signale der Aromatenringe des C12/12 sichtbar
(s. Abb. 5.19(a)).

Das Spektrum der Mischung aus DOPC und C12/12 unterscheidet sich in dieser mo-
laren Konzentration nicht vom Spektrum des reinen DOPC (s. Abb. 5.19). Es sind alle
Lipidsignale vorhanden und die chemischen Verschiebungen entsprechen denen im Reinli-
pid. Dies ist ein Hinweis darauf, das sich die Konformationen der Lipidmolekiile durch
die Anwesenheit der C12/12-Molekiile nicht merklich dndert.

Um den Einfluss der C12/12-Molekiile auf die Lipiddynamik zu untersuchen, wurden
mittels der recoupled DIPSHIFT-Pulssequenz die heteronuklearen, dipolaren Restkopp-
lungen fiir die jeweiligen Kohlenstoffatome der Lipidmolekiile gemessen. Die Depha-
sierungskurven der Lipidmolekiile in der Mischung, sowie die zugehorigen Kurven der
Datenanpassung sind in Abb. 5.20 dargestellt. Dabei ist in diesen Kurven zu erkennen,
dass die Kurvenanpassungen die Messdaten unterschiedlich gut beschreiben. Es sind
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e :
(b)

Abbildung 5.18.: Fluoreszenzbilder der Mischung aus C12/12 und DOPC (1:10), wobei (a) die
Fluoreszenz des C12/12 ist, (b) die des farbstoffmarkierten DOPC und (c) die Uberlagerung aus
beiden Bildern darstellt (Daten von S. Werner [250]).
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Abbildung 5.19.: (@) 1H- und (b) 3C-Spektrum fiir das reine DOPC und die DOPC-C12/12-
Mischung (10:1) mit Zuordnung der Signale zu den einzelnen Protonen bzw. Kohlenstoffen im
Molekiil. Zusdtzlich sind die Molekiilstrukturen der beiden Substanzen sowie die Bezeichnung der
einzelnen Kerne dargestellt (vg = 5kHz).

geringe Abweichungen fiir die oberen Kettensegmente und das Glycerol-g3-Kohlenstoff
vorhanden; vermutlich auch hier durch eine Verteilung von dipolaren Restkopplungen
bedingt (s. Kap. 4).

Die ermittelten Ordnungsparameter fiir die DOPC-C12/12-Mischung sind in der Tabelle
in Abb. 5.21 aufgefiihrt und im Vergleich zur reinen Lipidprobe fiir eine Messtemperatur
von T' = 34°C dargestellt. Fiir die verschiedenen molekularen Bereiche im Lipid werden
unterschiedliche Ordnungsparameter bestimmt (s. Kap. 4.2.1). Es ist zu erkennen, dass die
heteronukleare, dipolare Kopplung im gesamten Lipid in der Mischung im Vergleich zum
reinen Lipid nicht signifikant verandert wird. Das deutet auch hier darauf hin, dass die
Lipidmolekiile ihre Dynamik durch die Anwesenheit der C12/12-Molekiile nicht d&ndern.
Eine mogliche Erklarung ist wiederum, dass die Packungsdichte der Lipidmolekiile durch
die C12/12-Molekiile nicht vergroflert wird, wie es zum Beispiel bei Zugabe von Cholesterol
geschieht (s. Kap. 4.2.3). Simulationen und Messungen mittels Neutronenstreuung zeigten,
dass die schnellen Bewegungen der Lipidmolekiile dann beeinflusst werden, wenn durch
die Gastmolekiile die Lipidpackung erhoht wird [240]. Dies ist jedoch unwahrscheinlich fiir
Molekiile wie C12/12, die sich in der gesamten Doppelschicht einlagern konnen und nicht
nur im hydrophoben Kern der Membran. Da C12/12 durch seine molekulare Struktur
und die amphiphilen Eigenschaften wahrscheinlich in senkrechter Orientierung in die
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Abbildung 5.20.: Dephasierungskurven fiir die Kohlenstoffatome (a) der Kopfgruppe und Glyce-
roleinheit und (b) fiir die Alkylketten des DOPC aus recoupled DIPSHIFT-Messungen (T = 34°C,
vg = 5kHz, N=4)

Membran eingebaut wird, sich dabei der Platzbedarf der Lipidmolekiile aber vermutlich
nicht dndert, miissen diese ihre Bewegungsamplituden nicht einschrianken. Die schnelle
Dynamik der Molekiile wird durch C12/12 daher nicht verdandert. Weitere mogliche
Erklarungen fiir unveranderte Restkopplungen bzw. Ordnungsparameter wurden anhand
von Dynamikuntersuchungen der DPPC-C12/12-Mischung niher beschrieben (s. Kap.
5.2.2).

Wie im Protonenspektrum fiir die Mischung aus C12/12 und DOPC gezeigt, sind die
Signale der Aromatenringe des C12/12 ebenfalls auswertbar (s. Abb. 5.19(a)). Es wurden
daher 'H-DQ-Seitenbandenspektren (s. Kap. 3.4) in der Mischung von DOPC und C12/12
im Temperaturbereich von T = 5°C bis T = 65°C gemessen. Beispielhaft sind in Abb.
5.22 die Seitenbandenmuster fiir zwei Temperaturen dargestellt, sowie die aus dem
Fit erhaltenen mittleren, homonuklearen Restkopplungen und deren Verteilungsbreiten

C-Atom ‘ Scu
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ﬁ 0.04+0.01 0.5 T T T T T T T T T T T T T T T T
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Abbildung 5.21.: Ordnungsparameter Scu der Lipidmolekiile in der DOPC-C12/12-Mischung
(10:1), sowie deren Darstellung im Vergleich zum reinen DOPC (T =75°C, vg = 5kHz, N =4). Die
in Klammern angegebenen Werte konnen durch Resonanzen der C12/12-Molekiile beeinflusst sein.
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Abbildung 5.22.: 1H-DQ-Seitenbandenmuster fiir die Protonen der Phenylringe (Ar1) in der 10:1-
Mischung mit DOPC bei (a) T =5°C und (b) T =65°C (vg = 10kHz). Die aus der Datenanpassung
ermittelten Restkopplungen Des/27, sowie die Verteilungsbreiten o/2m sind ebenfalls angegeben.

angegeben. Hierbei ist zu erwihnen, dass fiir die Mischung aus DOPC und C12/12 nur das
grofite der drei Aromatensignale ausgewertet werden konnte. Das zweite Signal, welches
in der DPPC-Mischung ebenfalls ausgewertet wurde, zeigte in dieser Probe Spektren mit
nur ein bis zwei Seitenbandenordnungen, was auf eine vergleichsweise geringe Kopplung
fiir diese Protonen schlieflen ldsst. Auch in den hier gezeigten Seitenbandenspektren
sind links neben den Seitenbanden Signale zu erkennen, welche durch die Kopplung zu
anderen Protonen in der Probe, in diesem Fall zu den Aliphaten, hervorgerufen werden.

Eine vollstandige Ubersicht der ermittelten homonuklearen, dipolaren Restkopplungen
fiir C12/12 in DOPC bei verschiedenen Messtemperaturen ist in Tabelle 5.4 gegeben.
Anhand dieser Werte kann der Ordnungsparameter fiir die Protonen der Aromatenringe
fiir die einzelnen Temperaturen bestimmt werden (s. Abb. 5.23). Auch hier wurde fiir
die Datenanpassung eine Gaul3-Verteilung von Kopplungskonstanten zu Grunde gelegt
[150]. Die Fehlerbalken in Abb. 5.23 ergeben sich hierbei aus der Verteilungsbreite der
Restkopplungen. Als Referenzkopplung zur Berechnung des Ordnungsparameters (s. Kap.
2.3.2.2) wurde hier ebenfalls der Wert Dger = (8300 + 400) Hz verwendet, welcher einem
Abstand der benachbarten Ringprotonen von ca. 2.44 A entspricht (s. Kap. 5.2.2).

Die ermittelten Ordnungsparameter zeigen fur alle Temperaturen einen reduzierten
Wert. Da sich die DOPC-Molekiile bereits in ihrer fliissig-kristallinen Phase befinden, kann
auch hier, wie in der Mischung mit DPPC, angenommen werden, dass die C12/12-Molekiile
in ihrer Bewegung nicht wesentlich eingeschrinkt werden und daher eine uniaxiale Rota-
tion um die Molekiillangsachse ausfiihren konnen (s. Kap. 5.2.2.3). Diese Bewegung hat
jedoch keinen Einfluss auf den Ordnungsparameter, da der Tensor der homonuklearen
Dipolkopplung zwischen den beiden Protonen am Ring parallel zur Rotationsachse ist
(ArHH, s. Abb. 5.23). Somit steht diese Orientierung stellvertretend fiir die Orientie-
rung des Gesamtmolekiils in Bezug auf die Membrannormale, da von einem senkrechten
Einbau ausgegangen wird. Jede molekulare Bewegung, die den Ordnungsparameter re-
duziert, kann daher als Bewegung des C12/12-Molekiils an sich betrachtet werden. Da
der Ordnungsparameter kleiner als eins ist, muss eine molekulare Bewegung zusatzlich
zur uniaxialen Rotation der Molekiile vorhanden sein. Durch Annahme bestimmter Be-
wegungsmodelle kann die Amplitude (bzw. der Winkel) der Bewegung ermittelt werden
(s. Kap. 2.3.2.2). Der Verlauf des Ordnungsparameters zeigt eine leicht abnehmende Ten-
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Tabelle 5.4.: Temperaturabhdngige, homonukleare, dipolare Restkopplungsstirken D ,.s/27 fiir das
ausgewertete Protonensignal (Ari) in der 10:1-Mischung aus DOPC und C12 /12 erhalten aus den
DQ@-Seitenbandenspektren (vg = 10kHz). Die Verteilungsbreite o/27n ist ebenfalls angegeben.

10:1 Arq
Dyos/2n /Hz | 0/27n / Hz

5°C 5570 758
15°C 5925 982
25°C 5351 1136
30°C 5595 567
35°C 5133 1386
45°C 4998 326
55°C 4922 1860
65°C 5109 834

denz von Sy = 0.7 auf Sy = 0.6 mit steigender Temperatur. Es ergeben sich fiir diesen
Wertebereich des Ordnungsparameters je nach Bewegungsmodell Winkel von a =35 —-45°
zur Bewegungsachse. Dabei sind als passende Modelle die Diffusion innerhalb oder auf
einem Kreiskegel zur Beschreibung dieser mutmalllichen Taumelbewegung passend (s.
Kap. 2.3.2.2). Die leichte Abnahme des Ordnungsparameters mit steigender Temperatur
wird dabei nicht auf eine weitere zuséatzliche Bewegung zuriickgefiihrt, sondern nur auf
eine vergroflerte Amplitude. Damit ist der Ordnungsparameter der C12/12-Molekiile in
der 10:1-DOPC-Mischung vergleichbar mit dem in der Mischung mit DPPC im gleichen
molaren Verhéltnis (s. Kap. 5.2.2). Es scheint fiir die Gastmolekiile bei gleicher molarer
Konzentration stets die gleiche Dynamik in der Membran vorzuliegen, solange sich diese
in der fliissig-kristallinen Phase befindet. Fiir eine groflere Konzentration an C12/12
scheint die Dynamik rdumlich mehr begrenzt zu sein, wie im Fall der 4:1-Mischung mit
DPPC.

5.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die Wechselwirkung des polyphilen Molekiils C12/12 mit verschie-
denen Modellmembranen untersucht, wobei sich die Proben in ihrem Phasenverhalten
unterscheiden. Fir die DOPC-C12/12-Mischung mit einem molaren Verhéltnis von 10:1
(DOPC:C12/12) wurde ein homogenes System gefunden, in dem die lokale Lipiddynamik
in der L ,-Phase von den Gastmolekiilen nicht beeinflusst wird. In dieser Mischung kann
die Dynamik der C12/12-Molekiile bei allen Messtemperaturen als eine Uberlagerung
einer uniaxialen Rotation und einer kleinwinkligen Taumelbewegung um die Molekil-
langsachse charakterisiert werden. Eine dhnliche Dynamik der C12/12-Molekiile wurde
in der Mischung mit DPPC bei gleicher molarer Konzentration in der L ,-Phase gefunden.
Diese Mischung ist unterhalb von ca. 70°C phasensepariert, wobei alle Molekiile in den
verschiedenen Phasen unterschiedlich mobil sind. Die C12/12-Molekiile fiihren fir tiefe
Temperaturen 180°-Zweiplatz-Spriinge um die Molekiillingsachse aus; oberhalb aller
Phasenitibergéinge geht diese Bewegung in eine uniaxiale Rotation der Molekiile iiber.
Uberlagert werden beide Bewegungen von einer zusitzlichen, kleinwinkligen Dynamik
mit einem Winkel von ca. 30° zur Molekiillangsachse. Es wird davon ausgegangen, dass
sich die C12/12-Molekiile parallel zur Membrannormalen einbauen, so dass sich ihre Dy-
namik vermutlich den lokalen Fluktuationen der Lipidmolekiilen anpasst. Die Dynamik
der Lipidmolekiile in der fliissig-kristallinen Phase wird auch in der DPPC-Membran
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Abbildung 5.23.: Ordnungsparameter Syy der Protonen an den Aromatenringen des C12/12 (in
der Struktur markiert) fiir verschiedene Temperaturen in der 10:1-Mischung mit DOPC.

links: C12/12-Molekiil mit den entsprechend markierten Protonen, sowie die Veranschaulichung
des Reorientierungswinkels.

durch die Anwesenheit des C12/12 nicht veridndert. Unterhalb von ca. 70°C liegt die
Membran in einer modifizierten Gelphase, aber dennoch mit unbeweglichen Lipidmolekii-
len, vor. Mit Hilfe von NMR-Messungen konnte den einzelnen Phaseniibergéngen in den
DSC-Thermogrammen der DPPC-C12/12-Mischung jeweils ein bestimmter molekularer
Prozess zugeordnet werden.
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6 ' Einfluss amphiphiler und polyphiler Blockcopolymere
auf Modellmembranen

Nachdem im vorigen Kapitel die Wechselwirkung niedermolekularer Polyphile mit Modell-
membranen untersucht wurde, soll nun die zweite Gruppe polyphiler Molekiile nédher
betrachtet werden. Bei diesen Molekiilen handelt es sich um Blockcopolymere, die auf-
grund ihres Aufbaus und ihrer Eigenschaften als membranmodifizierend angenommen
werden [42,252].

6.1 Amphiphile und polyphile Blockcopolymere

Blockcopolymere sind Polymere, die aus verschiedenen Blocken von Polymereinheiten
aufgebaut sind. Dabei besitzen die einzelnen Blocke unterschiedliche Philie, so dass die
Blockcopolymere insgesamt amphiphile oder polyphile Eigenschaften aufweisen. Den
zentralen Block bildet bei den in dieser Arbeit untersuchten Blockcopolymeren das hy-
drophobe Poly(propylenoxid) (PPO). Dies ist auch der fiir andere amphiphile Polyme-
re, die so genannten Poloxamere, verwendete hydrophobe Block [45]. An diesem Block
ist bei den in dieser Arbeit untersuchten Proben auf beiden Seiten je ein hydrophiler
Poly(glycerolmethacrylat) (PGMA)-Block gebunden. Daraus ergibt sich ein amphiphiles
Triblockcopolymer PGMA-PPO-PGMA (kurz: GP). Fur die urspriinglichen Poloxamere
wurden als hydrophile Blocke Poly(ethylenoxid) (PEO) verwendet. Es wird jedoch ver-
mutet, dass das PGMA aufgrund seiner grofleren Hygroskopie und der verzweigteren
Struktur einen grofleren Einfluss auf Lipidmembranen hat als PEO [35,253].

Werden anschlieBend an beiden Enden perfluorierte Alkylketten angefiigt, welche so-
wohl hydrophob als auch hydrophil sind, ergibt dies ein polyphiles Pentablockcopolymer
der Struktur F-PGMA-PPO-PGMA-F (kurz: FGP) [30]. Die fluorierten Teile tendieren
wegen ihrer fluorophilen Eigenschaften zur Selbstaggregation und liegen daher bei Aggre-
gation meist separiert von Blocken anderer Philie vor [48]. Das Aggregationsverhalten
der reinen Polymere in Wasser ist vom Verhaltnis der einzelnen Blocklédngen zueinander,
dem so genannten Hydrophil/Hydrophob-Gleichgewicht, aber auch von der Liange des
hydrophilen Blocks abhingig [254]. Im Allgemeinen bilden die Polymere in wassriger
Losung oberhalb einer bestimmten Temperatur und Konzentration Mizellen aus. Die
molekulare Struktur der beiden Polymere ist in Abb. 6.1 dargestellt, wobei die Polymerisa-
tionsgrade der einzelnen Blocke und deren ungeféahre Linge in gestreckter Konformation
ebenfalls angegeben sind. In den hier untersuchten Polymeren wurde die Linge des
hydrophoben PPO-Blockes so gewihlt, dass dieser eine Lipiddoppelschicht, deren Dicke
im Bereich zwischen 3 — 5nm liegt, iiberspannen kann. Die hydrophilen PGMA-Blocke
sind in der Lage mit den Kopfgruppen der Lipide zu wechselwirken. Interessant ist es, in
diesem Zusammenhang zu untersuchen, welchen Einfluss die fluorierten Ketten auf die
Wechselwirkung mit dem Lipid haben. Zunéchst sollen jedoch die NMR-Messungen der
reinen Polymerproben vorgestellt werden, um diese anschlieBend mit den Mischungen aus
Polymer und Lipid vergleichen zu konnen. Dazu wurden fiir die reinen Polymerproben
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Abbildung 6.1.: (a) Struktur der Blockcopolymere GP und FGP. (b) Vereinfachte Darstellung mit
der Léinge der einzelnen Abschnitte in all-trans-Konformation, sowie deren Philie (hydrophob,

hydrophil, fluorophil).

(in 50 Gew.% D20O) NMR-Spektren aufgenommen. In Abb. 6.2 sind die Protonenspektren
und die Strukturformeln der beiden untersuchten Polymere dargestellt, in denen auch die
Zuordnung der einzelnen Signale zu den Protonen der Polymere angegeben ist. Die Zuord-
nung erfolgte auf Grundlage von Losungs-NMR-Spektren [255]. Beim direkten Vergleich
der beiden Protonenspektren fiir GP und FGP zeigen sich nahezu identische Signale,
welche sich lediglich etwas in ihrer Intensitéat unterscheiden. Dies ist nicht unerwartet,
da die Struktur beider Polymere im Wesentlichen gleich ist. Die Fluorkohlenstoffketten
des FGP sind im Protonenspektrum nicht detektierbar und haben daher keinen Einfluss
auf das Spektrum. Die schmalen Linien in den Protonenspektren zeigen eine isotrope
Mobilitit der Polymermolekiile an, welche vermutlich aus schnellen Rotationsbewegungen
der Mizellen im Wasser resultiert. Des Weiteren sind in Abb. 6.3 die Kohlenstoffspek-
tren der beiden Polymere dargestellt. Fiir die Zuordnung der Kohlenstoffsignale, welche
ebenfalls auf einem Losungsspektrum basiert [255], sind in dieser Abbildung nochmals
die Strukturformeln der beiden Polymere dargestellt. Die Spektren wurden mit direkter
Anregung der Kohlenstoffkerne aufgenommen und zeigen fiir beide Polymere keinen
signifikanten Unterschied. Die CP-Spektren enthielten kaum Signal, weshalb auch hier
von einer nahezu isotropen Mobilitat der Polymermolekiile in beiden Proben ausgegangen
werden kann. Im Weiteren soll nun die Wechselwirkung der amphiphilen und polyphilen
Blockcopolymere mit der Modellmembran DMPC untersucht werden.
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Abbildung 6.2.: Strukturformeln und Protonenspektren fiir (a) GP und (b) FGP in 50 Gew.% D50.
In den Strukturformeln sind die Bezeichnungen der jeweiligen Protonen fiir PPO (Zahlen) und
PGMA (Buchstaben) angegeben und den Signalen in den Protonenspektren zugeordnet (T = 34°C,
vg = 5kHz).
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Abbildung 6.3.: Strukturformeln und direkt angeregte Kohlenstoffspektren fiir (a) GP und (b) FGP
in 50Gew.% D2O. In den Strukturformeln sind die Bezeichnungen der jeweiligen Kohlenstoffatome
fiir PPO (Zahlen) und PGMA (Buchstaben) angegeben und den Signalen in den Protonenspektren
zugeordnet (T = 34°C, vg = 5kHz).
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Abbildung 6.4.: DSC-Thermogramme fiir (a) GP und (b) FGP in verschiedenen Mischungsverhdlt-
nissen mit DMPC sowie das DSC-Thermogramm fiir das reine DMPC (aus [52]).

6.2 | Wechselwirkung der Blockcopolymere mit der Modellmembran
DMPC

6.2.1 Vorbetrachtungen

In diesem Abschnitt soll untersucht werden, ob und in welcher Weise die beschriebenen
Polymere mit den Lipidmolekiilen in einer Modellmembran wechselwirken. Zunéchst
wurden fiir die Proben mit verschiedenen Konzentrationen aus Lipid und Polymer DSC-
Thermogramme aufgenommen (s. Abb. 6.4) [562]. Das DSC-Thermogramm fiir reine DMPC-
Vesikel ist ebenfalls gezeigt, welches hier ein etwas breiteres und aufgespaltenes Signal
besitzt und die Phaseniibergangstemperatur bei T, = 24 °C zeigt. Die Aufspaltung und
Verbreiterung kann durch Inhomogenititen in der Probe (leicht unterschiedliche Vesikel-
groflen) verursacht sein, so dass die Kooperativitit der Lipidmolekiile abnimmt und es zu
leicht unterschiedlichen Phasenumwandlungstemperaturen kommt [179]. Weiter ist zu
erkennen, dass der Einfluss beider Polymere auf das Lipid sehr unterschiedlich ist. So
ist in den DSC-Kurven fiir GP bei niedrigen Polymerkonzentrationen keine Anderung
im Vergleich zum Reinlipid zu erkennen (s. Abb. 6.4(a)). Ab einer Konzentration von 20:1
(DMPC.:GP) zeigt sich eine deutliche Verschiebung der Phasenumwandlungstemperatur zu
niedrigeren Temperaturen um ca. 0.5K, was als Einbau der Gastmolekiile in die Membran
interpretiert wird [256]. Eine positive Verschiebung der Phasenumwandlungstemperatur
hingegen wird bei Wechselwirkung der Lipidkopfgruppe mit den Gastmolekiilen, d.h. an
der Membranoberfliache, erhalten. Insgesamt sollte aber beachtet werden, dass selten
nur ein Wechselwirkungsmechanismus fiir die Anderung dieser Temperatur verantwort-
lich ist und diese daher meist aus dem Zusammentreffen verschiedener Mechanismen
resultiert [257]. Mit zunehmender GP-Konzentration verschwindet die Aufspaltung des
Signals und die Phasenumwandlungstemperatur verschiebt sich weiter zu tieferen Tem-
peraturen, so dass eine zunehmende Wechselwirkung im hydrophoben Teil der Membran
angenommen werden kann.

Die DSC-Kurven fiir FGP in DMPC zeigen hingegen ein anderes Verhalten (s. Abb.
6.4(b)). Schon bei geringen Polymerkonzentrationen lassen sich deutliche Anderungen
sowohl in der Form des Signals als auch in der Position des Maximums erkennen. Ab einer
Konzentration von 50:1 (DMPC:FGP) existieren zwei breite, voneinander getrennte Um-
wandlungssignale, deren Abstand mit steigender Polymerkonzentration zunimmt. Dies
deutet auf eine starke Phasenseparation hin [257,258]. Auch die starke Verbreiterung
der Signale zeigt eine sehr ausgeprigte Heterogenitéit der Probe und somit eine zuneh-
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mende Wechselwirkungsstarke an [71]. Zu bemerken ist, dass sich die eine Komponente
mit zunehmender Polymerkonzentration mehr zu tieferen Umwandlungstemperaturen
und die andere mehr zu hoheren Umwandlungstemperaturen verschiebt. Diese starke
Anderung des Phasenverhaltens des Lipids scheint vornehmlich durch die fluorierten
Endgruppen des polyphilen FGP verursacht zu sein, da diese Veranderungen fiir die Pha-
senumwandlung des Lipids mit GP nicht zu finden sind. Die Ergebnisse der DSC-Kurven
deuten darauthin, dass die Bindung bzw. der Einbau des FGP einen groBleren Einfluss auf
die Lipidmembran hat als das unfluorierte GP [71].

Diese unterschiedliche Art bzw. Stirke der Wechselwirkung konnte auch mittels
Fluoreszenzmikroskopie-Messungen an groflen unilamellaren Vesikeln (GUV) aus Mo-
delllipid und GP bzw. FGP nachgewiesen werden [52]. In diesen Experimenten wurde
gefunden, dass das unfluorierte GP nicht in der Lage ist die Lipiddoppelschicht zu durch-
dringen, wohingegen das fluorierte FGP schon nach kurzer Zeit im Inneren der GUVs
detektiert werden konnte. Dies weist darauf hin, dass in der Membran durch FGP De-
fekte entstehen und die Barrierefunktion verloren geht, wobei die Doppelschicht jedoch
insgesamt intakt bleibt. Es zeigte sich auch eine besonders grofle Ansammlung von FGP
an der Vesikeloberfliache, was auf eine verstirkte Wechselwirkung dieses Polymers mit
der Membran hinweist.

Aus den Betrachtungen der Ergebnisse anderer Messmethoden kann fiir die Wechselwir-
kung der beiden Polymere zusammengefasst gesagt werden, dass sowohl GP als auch FGP
mit der Membran in Interaktion treten. Die Art und das Ausmal} der Wechselwirkung
scheinen dabei von der Anwesenheit fluorierter Anteile stark beeinflusst zu sein, da der
Effekt des FGP auf die Modellmembran sowohl in den DSC-Thermogrammen als auch in
den Fluoreszenzmessungen grofler ist als der des GP.

Messungen an Lipidmonoschichten, welchen GP zugegeben wurde, zeigten einen Einbau
der Polymermolekiile in zwei Schritten [253]. Im ersten Schritt wird der PPO-Block
oberflachlich in die Monoschicht eingelagert, wihrend die PGMA-Blocke in der wissrigen
Phase verbleiben. Im zweiten Schritt beginnt das PGMA mit der Kopfgruppenregion der
Lipide zu wechselwirken, so dass der PPO-Block tiefer in die Alkylkettenregion vordringen
kann. Einen dhnlichen, eventuell mehrstufigen Mechanismus konnte es auch beim Einbau
der Polymere in Lipiddoppelschichten geben. Es wurde in der gleichen Arbeit festgestellt,
dass die Wechselwirkung zwischen den PPO-Blocken und den Alkylketten der Lipide nicht
sehr stark ist, die Alkylketten der Lipide aber dennoch in eine vertikalere Orientierung
gezwungen werden [253].

Auf Grundlage der oben beschriebenen Ergebnisse, wurde die Wechselwirkung der
beiden Blockcopolymere in der Modellmembran DMPC mit den in dieser Arbeit erlauterten
NMR-Methoden untersucht. Die Ergebnisse werden im Folgenden beschrieben und die
Wechselwirkungen weiter charakterisiert.

6.2.2 | NMR-Messungen an den Polymer-Lipid-Mischungen

6.2.2.1. 'H- und '3C-Spektren der untersuchten Proben

Um die Wechselwirkung der Blockcopolymere mit einer Lipidmembran zu untersuchen,
wurden Mischungen aus DMPC und GP sowie FGP in den molaren Konzentrationen
20:1, 60:1 und 150:1 (DMPC:Polymer) hergestellt (s. Anhang B) und NMR-Spektren
dieser Proben aufgenommen. Diese drei Konzentrationen wurden auf Basis der DSC-
Thermogramme in Abb. 6.4 ausgewéhlt, um eine hohe, eine mittlere und eine niedrige
Polymerkonzentration im Lipid vergleichen zu konnen. Die entsprechenden Massenver-
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Abbildung 6.5.: Protonenspektren fiir die Mischungen aus (a) DMPC+GP und (b) DMPC+FGP
fiir die verschiedenen molaren Verhdltnisse und die Spektren der reinen Polymere und des reinen
DMPC, sowie die Zuordnung der jeweiligen Signale zu den Protonen in den Molekiilen (s. Abb. 6.1)
(T'=40°C, vg = 5kHz).

héltnisse (DMPC:Polymer) betragen ungefihr 1.5:1, 5:1 und 10:1 fiir die oben angegebenen
molaren Konzentrationen.

In Abb. 6.5 sind die Protonenspektren der beiden Polymere in DMPC fiir die verschie-
denen, untersuchten molaren Verhéltnisse dargestellt. Es konnen in den Mischungen
sowohl die Signale der Polymere als auch die der Lipide zugeordnet werden; es gibt jedoch
eine Vielzahl von Uberlagerungen einzelner Resonanzen. Beim Vergleich der Spektren
verschiedener Konzentrationen kénnen geringe Anderungen der chemischen Verschiebung
der Lipidresonanzen in den Mischungen im Vergleich zum reinen Lipid festgestellt werden.
Diese kann durch eine etwas abweichende Referenzierung der einzelnen Spektren bedingt
sein. Wie schon in Kap. 5.2.2 beschrieben, erfolgte eine externe Referenzierung der Proto-
nenresonanzen, welche immer auch von den jeweiligen experimentellen Gegebenheiten
abhéngt. Diese Einfliisse sind zwar gering, aber die Verschiebung der Signale liegt im
Bereich der sich aus dem Experiment ergebenden Unsicherheit und kann daher in diesem
Fall nicht als signifikant betrachtet werden.

Die Uberlappung der Signale von Lipid und Polymer macht weitere, komplexere Unter-
suchungen anhand der Protonenspektren schwierig. Das einzige auswertbare Protonen-
signal der Polymere ist das Signal der PPO-Methylgruppe bei ca. 1.1 ppm. Alle anderen
Signale besitzen entweder eine zu geringe Intensitét (z.B. Signal e bei ca. 2ppm) oder
sind mit Lipidsignalen uberlagert (s. Kopfgruppenregion zwischen 4.5 und 3ppm). Fiir
Untersuchungen der homonuklearen, dipolaren Restkopplung der Polymermolekiile wird
das Signal der PPO-Methylgruppe spéater noch einmal genauer betrachtet (s. Abschnitt
6.2.2.2).

Des Weiteren wurden fiir die verschiedenen Lipid-Polymer-Gemische Kohlenstoffspek-
tren aufgenommen, welche fiir die beiden reinen Polymere sowie die verschiedenen Kon-
zentrationen aus Polymer und Lipid in Abb. 6.6 im Vergleich zum reinen DMPC dargestellt
sind. Auch in diesen Spektren ist es moglich, die einzelnen Signale zuzuordnen. Im Bereich
der chemischen Verschiebungen der Lipidkopfgruppe, zwischen ca. 75 ppm und 60 ppm,
existiert ebenfalls eine teilweise Uberlagerung der Signale von Lipid und Polymer. Anhand
der 3C-Spektren in Abhingigkeit der Polymerkonzentration in den Proben kénnen fiir
beide Polymere Anderungen der chemischen Verschiebung der Lipidsignale festgestellt
werden. Durch die interne Referenzierung auf das Signal der Teflonspacer im Rotor ist es

96



6. Einfluss amphiphiler und polyphiler Blockcopolymere auf Modellmembranen

4-11

DMPC:GP = x:1 ,

3 gzc 939; 1f

20:1 I
L 60:1 L k 60:1
| I ‘ lid L) l ] DMPC | ] DMPC
— L“N.wf—*. ——— “"‘r“h*m,r“*’ = )UULULT-L'*.
180 80 60 40 20 0 180 80 60 40 20 0
chemische Verschiebung 5/ ppm chemische Verschiebung 5/ ppm

(a) (b)

Abbildung 6.6.: Kohlenstoffspektren fiir die Mischungen aus (a) DMPC+GP und (b) DMPC+FGP
fiir die verschiedenen molaren Verhdltnisse und die Spektren der reinen Polymere und des reinen

DMPC, sowie die Zuordnung der jeweiligen Signale zu den Kohlenstoffatomen in den Molekiilen
(T =40°C, vg =5kHz).

moglich, die chemischen Verschiebungen der Lipidsignale in An- und Abwesenheit der
Polymere miteinander zu vergleichen und so Aussagen tiber eventuelle Konformations-
anderungen zu machen. Es konnen aus diesem Vergleich Schlussfolgerungen dariber
getroffen werden, welche molekularen Abschnitte des Lipids mit den Polymermolekiilen
wechselwirken. Beispielsweise zeigten Anderungen der chemischen Verschiebung der
DMPC-Resonanzen durch Wechselwirkung mit dem amphiphilen Molekiil Pyridin, dass
sich das Pyridin vorzugsweise zwischen der Cholin- und der Glycerolgruppe der Lipide ein-
lagert [259]. Auch fiir die Wechselwirkung eines Proteins mit DMPC konnten Anderungen
der chemischen Verschiebung der Lipidresonanzen festgestellt werden [251]. Exempla-
risch sind die Spektren der 20:1-Mischungen fiir GP und FGP in DMPC im Vergleich zum
reinen Lipid in Abb. 6.7 dargestellt. Eine Ubersicht der Anderungen der einzelnen chemi-
schen Verschiebungen ist in Tabelle 6.1 gegeben. Betrachten wir zunéichst den Einfluss des
unfluorierten Polymers, GP, auf das Lipid in verschiedenen Konzentrationen, so ist fiir den
Bereich der Kopfgruppe zu erkennen, dass sich im Vergleich zum reinen Lipid fiir die ge-
ringste Polymerkonzentration eine Anderung der chemischen Verschiebungen nur fiir die
Signale g9, f und y ergibt (s. Tab. 6.1(a)). Diese Signale weisen eine leichte Verschiebung
zu grofleren ppm-Werten auf, was auf eine geringe Konformationsanderung hindeutet. Die
anderen Kopfgruppensignale zeigen in dieser Mischung keine Anderung ihrer Position.
Fir den Bereich der Alkylketten des DMPC zeigt sich dagegen eine leicht negative Ver-
schiebung der Signale ab dem dritten Kohlenstoffatom (s. Tab. 6.1(a)), was auf eine etwas
erhohte Unordnung in diesem Bereich schlieflen lasst. Die beiden oberen Kettensegmente
weisen keine Verschiebung ihrer Resonanzen auf. Fiir diese Konzentration kann daher
eine geringe Anderung der Konformation durch den Einbau des GP in die Doppelschicht
gefunden werden. Vermutlich lagern sich die Polymerketten zwischen die Lipidmolekiile
und verursachen dadurch Unordnung in der Doppelschicht, wohingegen die Kopfgruppen
durch die Wechselwirkung mit den PGMA-Blocken in ihrer Konformation etwas geordne-
ter erscheinen. Untersuchungen zum Einfluss des Polymers PEG auf eine Lipidmembran
ergaben ebenfalls eine durch das Polymer erhohte, induzierte Ordnung [260]. Dies ist
damit zu begriinden, dass das PEG aufgrund seiner hygroskopischen Eigenschaften mit
dem vorhandenen Wasser um Wasserstoffbriickenbindungen zu den Lipidkopfgruppen
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Abbildung 6.7.: Kohlenstoffspektren fiir die 20:1-Mischungen aus DMPC und GP bzw. FGP
fiir (a) den Bereich der Kopfgruppe bzw. die Glyceroleinheit des DMPC und (b) den Bereich der
Lipidalkylketten (T = 40°C, vg = 5kHz). Die Anderungen der chemischen Verschiebung sind in
Tabelle 6.1 fiir alle Konzentrationen angegeben.

konkurriert. Als Folge des verdriangten Wassers nimmt die Kopfgruppe ein geringeres
Volumen ein, was zu einer vergroBerten lateralen Packung der Lipidmolekiile fithrt. Ein
dhnliches Bild ist auch fir die Wechselwirkung des hydrohilen PGMA-Blockes mit der
Lipidkopfgruppe vorstellbar. Die erhohte Ordnung kann auch hier von einer zunehmenden
Verdrangung des Wassers von den Lipidkopfgruppen durch die PGMA-Blocke verursacht
sein. Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass das PGMA im Vergleich zum PEG
mehr Platz einnimmt und eine erh6hte Ordnung vermutlich nur durch Einbau einzelner
Polymermolekiile verursacht wird. Ein Einbau der Polymermolekiile in die Membran ist
deshalb wahrscheinlich, da die hydrophilen PGMA-Blocke nicht lang genug sind, um dies
zu verhindern und das Polymer aufgrund der Hydrophilitit stattdessen an der Oberfléache
der Doppelschicht anzulagern [45].

Wird die GP-Konzentration erhoht, so wird in der 60:1-Mischung ein zunehmender
Einfluss des GP auf die Kopfgruppenkonformation festgestellt. Es zeigen sich bei allen
Kopfgruppen- bzw. Glycerolsignalen Verschiebungen zu grofleren ppm-Werten (s. Tab.
6.1(a)) und somit eine etwas erhohte Ordnung in diesem molekularen Bereich der Lipide.
Fur die Alkylketten des Lipids hingegen findet sich bei dieser Polymerkonzentration
ein gegenlaufiger Trend (s. Tab. 6.1(a)). Es ist ersichtlich, dass nur noch die Signale der
Kettensegmente C4-C11 und Cq9 eine Anderung der chemischen Verschiebung im Vergleich
zum Reinlipid aufweisen. Die iibrigen Signale besitzen wieder die gleiche chemische
Verschiebung wie im reinen DMPC bzw. geringfiigig vergrof3erte Werte. Das bedeutet aber,
dass sich die Ordnung im Vergleich zur Mischung mit weniger GP wieder leicht erhoht hat.
Ein etwas groflerer Effekt kann am Kohlenstoff Co beobachtet werden, welches sich im
Vergleich am meisten nach links verschiebt. Fiir die 60:1-Mischung kann daher im Bereich
der Kopfgruppe von einer verianderten, etwas gestreckteren Konformation ausgegangen
werden, wiahrend sich der Einfluss auf die Ketten in einer leicht erh6hten Unordnung im
Bereich der mittleren Segmente im Vergleich zum Reinlipid dullert.

Fiir die Probe mit der héchsten GP-Konzentration (20:1) ist in der Kopfgruppen- und
Glycerolregion des Spektrums nur eine geringe, weitere Verschiebung der Signale zu
kleineren ppm-Werten detektierbar (s. Tab. 6.1(a)). Auch das Alkylkettensignal der mittle-
ren Segmente zeigt kaum eine Anderung seiner Position (s. Abb. 6.7(b)). Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass keine weitere, signifikante, konzentrationsabhéngige
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Tabelle 6.1.: Anderungen der chemischen Verschiebung, AS, der Lipidresonanzen in Anwesenheit
von (a) GP und (b) FGP fiir die verschiedenen Konzentrationen.

(a) DMPC+GP (b) DMPC+FGP
C-Atom AS / ppm C-Atom AS / ppm
150:1 | 60:1 | 20:1 150:1 | 60:1 | 20:1
Y +0.06 | +0.12 | +0.10 Y -0.13 | +0.04 | +0.18
B +0.07 | +0.15 | +0.14 B -0.10 | +0.06 | +0.21
a - +0.05 | +0.03 a -0.20 | +0.03 | +0.13
g3 - +0.05 | +0.05 g3 -0.20 - +0.14
g2 +0.05 | +0.12 | +0.08 g9 -0.13 | +0.03 | +0.16
g1 - +0.07 | +0.05 g1 -0.19 - +0.13
COO0 - - - COO -0.19 - +0.10
Cq - +0.05 | +0.04 Co -0.20 | +0.03 | +0.13
Cs -0.07 - - Cs -0.27 - +0.12
Cs-11 -0.21 | -0.20 | -0.19 Cy-11 -0.47 - -0.02
Cio -0.11 | -0.07 | -0.09 Cio -0.34 - +0.04
Cis -0.09 | -0.04 | -0.06 Cis -0.31 - +0.05
Ciq -0.04 | +0.02 - Ciq -0.25 | +0.02 | +0.10

Konformationsdnderung durch den Einbau einer gré3eren Anzahl an GP-Molekiilen statt-
findet. Interessanterweise verhilt sich die Phasenumwandlungstemperatur von DMPC
in Anwesenheit des GP genau entgegengesetzt. Die groBte Anderung findet sich dort bei
hohen Polymerkonzentrationen (s. Abb. 6.4(a)). Da die Anderungen in den NMR-Spektren
gering sind, wird angenommen, dass diese gemessenen Signalverschiebungen ebenfalls
das Ergebnis unterschiedlicher Einfliisse widerspiegeln, d.h., es Bereiche mit starker
und mit schwacher Wechselwirkung gibt. Es ist aber auch moglich, dass verschiedene
Probenpréparationsweisen unterschiedliche Wechselwirkungen induzieren. Dabei wird
ein Anlagerung der Polymermolekiile an die Oberflache der Doppelschicht begiinstigt,
wenn das Polymer zu vorpraparierten Vesikeln hinzugegeben wird. Der membraniiber-
spannende Einbau ist jedoch fiir eine gemeinsame Praparation wahrscheinlicher [32,261].

Fiir das unfluorierte Polymer, GP, zeigte sich somit insgesamt eine zunehmende Ord-
nung im Bereich der Kopfgruppe und dem Ubergangsbereich zu den hydrophoben Alkyl-
ketten, sowie im Kettensegment Cq. Dies spricht fir eine Wechselwirkung im Bereich
der polaren Region der Doppelschicht. Eine Anderung der Orientierung bei einem Teil
der Kopfgruppe ist auch bei PEO in orientierten Lipidmembranen bekannt [262]. Das
geschieht dadurch, dass die PEO-Ketten nur bis zu einer bestimmten Tiefe in die Mem-
bran eindringen und damit die Orientierung der Kopfgruppen veridndern. Dies ist in
den vorliegenden Proben ebenfalls moglich. Der Unterschied fiir die hier verwendeten
Polymere besteht darin, dass die hydrophile Gruppe vom PGMA gebildet wird, welche im
Vergleich zu PEO etwas verzweigter ist und damit mehr Volumen einnimmt [35]. Aufgrund
ihrer hydrophilen Eigenschaften kann angenommen werden, dass die PGMA-Blocke im
hydrophilen Teil der Doppelschicht eingelagert werden und Wasserstoffbriickenbindungen
zu den Lipidmolekiilen in der Kopfgruppenregion bzw. im Bereich der Glyceroleinheit
ausbilden. Dies fiihrt zu einer leichten Konformationsidnderung in diesem Bereich der
Doppelschicht und kann dadurch auch die Konformation der obersten Alkylkettenseg-
mente beeinflussen. Diese Wechselwirkung nimmt fiir eine hohere Polymerkonzentration
zunéchst zu, bleibt aber fiir weiter steigende Konzentrationen gleich. Gleichzeitig entsteht
im Bereich der Alkylketten mehr Unordnung durch den Einbau der Polymermolekiile.
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Etwas anders verhilt es sich, wenn das Lipid mit dem fluorierten Polymer, FGP, ge-
mischt wird. Schon bei geringer FGP-Konzentration ist in der Kopfgruppe und der Gly-
ceroleinheit eine Rechtsverschiebung aller Signale zu erkennen (s. Tab. 6.1(b)). Eine
Verschiebung der Signale zu kleineren ppm-Werten deutet auf eine zunehmende Unord-
nung im Bereich der Kopfgruppe hin. Der gleiche Trend ist auch in den Alkylketten der
Lipidmolekiile sichtbar (s. Tab. 6.1(b)). Beim Vergleich der Spektren der beiden Polymere
in derselben Konzentration im Lipid kann ein gro3erer Einfluss des FGP festgestellt
werden. Auch fiir FGP kann ein Einbau in die Membran angenommen werden, welcher
fiir geringe Konzentrationen zunéchst Unordnung, wahrscheinlich in Form von Defekten,
in der Membran verursacht.

Fiir die 60:1-Mischung aus FGP und DMPC ist ersichtlich, dass die Signale sich im Ver-
gleich zur 150:1-Mischung fiir die steigende Polymerkonzentration in die entgegengesetzte
Richtung verschoben haben (s. Tab. 6.1(b)). Es scheint bei dieser FGP-Konzentration nur
einen sehr geringen Einfluss auf die Kopfgruppensignale zu geben. Die gleiche Schlussfol-
gerung konnte auch fiir die Alkylketten getroffen werden, wenn nur diese Spektren zur
Verfiigung stehen wiirden. Im Zusammenhang mit der niedrigeren FGP-Konzentration
kann dieses Verhalten der Signale jedoch anders gedeutet werden. Die Lipidmolekiile in
der 60:1-Mischung weisen zwar offenbar fast keine Konformationsidnderung im Vergleich
zum reinen DMPC auf, befinden sich aber in einer verdnderten Konformation im Vergleich
zur 150:1-Mischung. Die Linksverschiebung der Signale in der 60:1-Mischung deutet
darauf hin, dass die Lipidmolekiile durch eine grofere Anzahl an FGP-Molekiilen eine
vergleichbare Ordnung/Unordnung wie im reinen DMPC aufweisen. Es zeigt sich jedoch
eine groflere Ordnung als fiir eine geringere Anzahl an Polymermolekiilen. Mit zunehmen-
der Polymerkonzentration konnte die Grof3e der Defekte in der Doppelschicht verringert
sein und so zu etwas mehr Ordnung im Vergleich zu niedrigeren Konzentrationen fiithren.

Der Trend zunehmender Ordnung wird mit steigender FGP-Konzentration fortgesetzt
(s. Tab. 6.1(b)). Alle Lipidsignale sind sowohl im Vergleich zum Reinlipid als auch im
Vergleich zu der geringeren FGP-Konzentration weiter nach links verschoben und zeigen
eine weiter erhohte Ordnung der Lipidmolekiile an. Eine Ausnahme bildet das Signal der
mittleren Kettensegmente C4—C11, welches seine Position in der 20:1-Mischung nicht wei-
ter verandert. Dies kann daran liegen, dass einige Bindungen ihre Konformation mehr zu
trans dndern und andere mehr zu gauche, was im Mittel zu einer unverinderten Konfor-
mation in diesem Bereich der Alkylketten fiihrt. Die Anderungen sind am deutlichsten im
Bereich der Kopfgruppe, der Glyceroleinheit sowie der oberen Kettensegmente auszuma-
chen. Auch die Methylgruppe der Alkylketten zeigt eine starkere Konformationséanderung
als in den geringeren Polymerkonzentrationen. Dies deutet auf eine zunehmende Wechsel-
wirkung im Bereich der polaren Region der Lipidmolekiile hin. Die mittleren und unteren
Kettensegmente sind hingegen nur gering von der zunehmenden Polymerkonzentration
betroffen. Dass sich die Ordnung mit steigender FGP-Konzentration weiter erhéht, kann
durch eine zunehmende Einlagerung der Fluorketten im Ubergangsbereich zwischen
hydrophilen und hydrophoben Teilen der Membran verursacht sein [263].

Auch fiir die Polymersignale zeigen sich leichte Anderungen der chemischen Verschie-
bung zu grofleren Werten im Vergleich zwischen reinen Polymerproben und den Mischun-
gen. Dies deutet ebenfalls auf eine verdnderte Konformation der Polymermolekiile durch
die Wechselwirkung mit der Membran hin.

Mit Hilfe der hier dargestellten Kohlenstoffspektren fiir die verschiedenen Mischungen
aus DMPC und GP bzw. FGP konnte der Einfluss der beiden Polymere auf die molekulare
Konformation gezeigt werden. Es zeigt sich, dass durch den Einbau des GP (bis zu einem
molaren Verhéltnis von ca. 60:1) die Ordnung im Bereich der Kopfgruppe und Glycero-
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Abbildung 6.8.: Ausschnitt aus den 2D-NOESY-Korrelationsspektren fiir (a) DMPC+GP und
(b) DMPC+FGP mit einer Konzentration von 20:1. Zur Verdeutlichung ist der Schnitt entlang
der wi-Dimension durch das Signal der CHs-Kette des Lipids bei ca. 1.3ppm gezeigt. Jeweils
rechts am Autokorrelationssignal befindet sich eine Schulter (s. Pfeil), die der Korrelation zum
PPO-Methylsignal entspricht (Basislevel fiir die Konturen ist 5% des CHy-Autopeaks, T = 40°C,
vRr = 4kHz, tix =200ms).

leinheit zunimmt und im Bereich der Alkylketten abnimmt. Eine weitere Erhohung der
Anzahl der GP-Molekiile in der Doppelschicht fithrt zu keiner weiteren Anderung der Kon-
formation in den Lipidmolekiilen. Beim Einbau des fluorierten FGP zeigt sich zunéchst
eine durch das Polymer induzierte Unordnung in der Doppelschicht und nachfolgend eine
zunehmende Tendenz zur erh6hten Ordnung in allen Bereichen der Lipidmolekiile mit
ansteigender Polymerkonzentration. Insgesamt ist der Effekt, welcher durch das FGP in
der Membran hervorgerufen wird etwas grofler als der des GP, was zweifellos durch die
fluorierten Ketten des FGP bedingt ist.

2D-NOESY-Spektren der Polymer-Lipid-Mischungen Die Kohlenstoffspektren der unter-
suchten Polymer-Lipid-Mischungen weisen auf einen Einbau der Polymermolekiile in
die Lipiddoppelschicht hin (s. oben). Da die Anderungen in den Spektren jedoch gering
sind, soll der mogliche Einbau mit Hilfe des 2D-NOESY Experiments (s. Anhang C.5)
genauer untersucht werden. Ausschnitte aus den gemessenen 2D-NOESY-Spektren fiir
die 20:1-Mischungen aus DMPC+GP und DMPC+FGP sind in Abb. 6.8 exemplarisch
dargestellt. Fiir die anderen Konzentrationen ist das Signal der PPO-Methylgruppe sehr
viel kleiner, so dass auch vorhandene Kreuzsignale eine geringere Intensitit aufwei-
sen, und daher fiir eine genaue Analyse weniger geeignet sind (zugehorige Graphen s.
Anhang C.5). Es handelt sich bei den Abbildungen um Ausschnitte aus dem gesamten
Spektrum, um den interessierenden spektralen Bereich deutlicher darzustellen. Wie
schon erlautert, gibt es wegen des geringen spektralen Bereiches der Protonen sehr viele
Uberlagerungen von Lipid- und Polymerresonanzen (s. Abb. 6.5). Daher existieren auch im
NOESY-Korrelationsspektrum der Polymer-Lipid-Mischungen verschiedene Kreuzsignale,
die aber auf Grund der Uberlagerungen nicht eindeutig interpretiert werden konnen. Das
einzige isolierte Signal der Polymerproben ist das der PPO-Methylgruppe bei ca. 1.1 ppm.
In beiden Korrelationspektren kann ein Kreuzsignal zwischen der Alkylkette des Lipids
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(bei ca. 1.3ppm) und der PPO-Methylgruppe des jeweiligen Polymers gefunden werden.
Zur Verdeutlichung ist in Abb. 6.8 ein Schnitt entlang der indirekten Dimension, w1,
enthalten. Diese Kurve zeigt ein Signal mit sehr grofler Intensitéat, welches der Auto-
korrelation der Lipid-CHo-Gruppe entspricht. Auf Grund der groflen Intensitéit dieses
Autopeaks ist es schwierig, die geringe Intensitit des Kreuzsignals auszumachen. Die
Schulter an diesem Autokorrelationssignal der CHq-Kette des Lipids lasst die Korrelati-
on zwischen beiden Molekiilspezies erkennen (s. Pfeile in Abb. 6.8). Dieses Kreuzsignal
zeigt, dass zwischen der CHg-Gruppe des Lipids und der Methylgruppe des PPO-Blockes
am Polymer wihrend der Mischzeit Polarisation ausgetauscht wurde. Dies weist auf
raumliche Ndhe und somit einen Einbau der Polymermolekiile in die Lipidmembran
hin [264,265]. Dass dieses Kreuzsignal eine so geringe Intensitét besitzt, kann darauf
zuriickgefithrt werden, dass es sich vermutlich nur um schwache und/oder nicht standige
Kontakte zwischen diesen beiden Molekiilen handelt. Dies ist vor allem auch durch die dy-
namischen Eigenschaften der Lipidmolekiile in der Doppelschicht bedingt. Diese besitzen
keine feste Position, sondern durch die standigen Molekiilbewegungen in der Membran
nur eine Aufenthaltswahrscheinlichkeit in transversaler Richtung [61,62]. Dadurch ist es
sehr wahrscheinlich, dass es sich um eine schwache Wechselwirkung, vermutlich durch
voriibergehende Kontakte zwischen Polymer und Lipid, handelt.

Anhand dieser Messung ist nicht eindeutig zu klédren, ob das Kreuzsignal durch den
Mechanismus des NOE oder durch Spindiffusion verursacht wird. Beide Mechanismen
beruhen auf der dipolaren Wechselwirkung, sind jedoch fiir die verwendete Mischzeit nur
schwer unterscheidbar. In NOESY-Korrelationsspektren fiir reine Lipidproben konnten
fiir vergleichbare Mischzeiten Kreuzsignale fiir die am weitesten entfernten molekularen
Gruppen (Methylgruppen der Kopfgruppe und der Alkylketten) gefunden werden, fiir wel-
che Spindiffusion als Ursache ausgeschlossen wurde. Stattdessen konnte gezeigt werden,
dass eine rdumliche Nihe (r < 5A) zwischen den untersuchten Gruppen besteht [103,266].
Weiterhin ist die Effizienz der Spindiffusion durch die hohe molekulare Mobilitéat redu-
ziert [267]. Aus der Existenz des Kreuzsignals zwischen der Lipidalkylkette und der
PPO-Methylgruppe in den gezeigten Spektren kann daher geschlussfolgert werden, dass
sich die Polymermolekiile nicht nur an der Membranoberflache anlagern, sondern tat-
séchlich in die Membran eingebaut werden und dort mit den Lipidmolekiilen, wenn auch
schwach bzw. voriibergehend, wechselwirken.

6.2.2.2. Untersuchung der molekularen Dynamik der Polymer-Lipid-Mischungen

Recoupled DIPSHIFT-Messungen an Polymer-Lipid-Mischungen Da die Kohlenstoffspek-
tren trotz der Uberlappungen der Signale im Kopfgruppenbereich eine hohe Auflésung
zeigen (s. Abb. 6.6), ist es moglich die Dynamik der Lipidmolekiile zu untersuchen. Dazu
wurden Messungen mittels recoupled DIPSHIFT-Sequenz durchgefiihrt (s. Kap. 3.3) und
daraus die heteronuklearen, dipolaren Restkopplungen fiir die einzelnen Kohlenstoff-
atome im Lipid ermittelt. Die gemessenen Dephasierungskurven der Lipidmolekiile in der
20:1-Mischung aus DMPC und GP ist in Abb. 6.9 exemplarisch dargestellt. Die Kurven
fiir die jeweiligen anderen Konzentrationen, sowie der Mischung mit FGP sind der Voll-
standigkeit wegen in Anhang C.2 eingefiigt. Alle Kurven zeigen qualitativ den gleichen
Verlauf. Fiir die meisten Dephasierungskurven ist auch hier eine gute Ubereinstimmung
der Messdaten mit der Fitfunktion zu erkennen. Am groften sind die Abweichungen, wie
in allen anderen Proben bisher (s. Kap. 4.2.1 und 5.2.2.3), fiir den Anfangsbereich der Al-
kylketten der Lipidmolekiile sowie das Glycerol-g3-Kohlenstoff. Analog zu den vorherigen
Ergebnissen dieser Art, kann die Abweichung mit Hilfe einer Verteilung von dipolaren
Restkopplungen fiir die einzelnen Kohlenstoffatome begriindet werden [195-197]. Beim
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Abbildung 6.9.: Dephasierungskurven fiir (a) Kopfgruppe und Glyceroleinheit und (b) die Alkyl-
ketten der Lipidmolekiile in der 20:1-Mischung mit GP gemessen mittels recoupled DIPSHIFT-
Experiment (T =34°C, vg = 5kHz).

Vergleich der Kurven des Lipids in Wechselwirkung mit den beiden Polymeren, kann kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Dies ldsst darauf schlieflen, dass sich die
mittlere dipolare Restkopplung der Lipidmolekiile durch die Wechselwirkung mit den
beiden Polymeren, GP und FGP, nicht wesentlich unterscheidet. Dies ist ebenfalls anhand
der aus den heteronuklearen, dipolaren Restkopplungen berechneten Ordnungsparameter
ersichtlich (s. Tab. 6.2). Zur besseren Ubersicht sind die Ordnungsparameter der Lipid-
molekiile fiir die verschiedenen Konzentrationen des unfluorierten und des fluorierten
Polymers im Lipid im Vergleich zum reinen DMPC in Abb. 6.10 dargestellt. Dort ist zu er-
kennen, dass die Ordnungsparameter fiir die Mischungen aus DMPC und dem jeweiligen
Polymer innerhalb der Fehlergrenzen mit denen fiir das reine DMPC {iibereinstimmen.
Auch das Profil der ermittelten Ordnungsparameter entspricht dem des reinen Lipids.
Es treten durch den Einbau der Polymermolekiile keine signifikanten Anderungen in
der lokalen Lipiddynamik auf. Auch scheint es keine Abhéingigkeit der ermittelten Ord-
nungsparameter von der Anzahl der Polymermolekiile in der Doppelschicht zu geben. Dies
ist in Anbetracht der vorhandenen Polymermolekiile bemerkenswert. Aber auch andere
Gastmolekiile, wie beispielsweise das oben erwidhnte Pyridin, zeigten bei gro3er Anzahl
in der Membran keinen Einfluss auf die schnelle Dynamik der Lipidmolekiile; auch die
lamellare Phase der Membran blieb erhalten [259]. Ebenso unbeeindruckt zeigen sich die
Ordnungsparameter der Lipidmolekiile davon, ob das Polymer eine zuséitzliche, fluoro-
phile Einheit tragt oder nicht. Trotz des Einbaus der Polymere in die Lipiddoppelschicht
bleibt die Anisotropie der schnellen Lipiddynamik in den Mischungen mit den Polymeren
erhalten.

Fir die Mischungen mit dem héchsten Polymergehalt (20:1) waren die Signal-zu-Rausch-
Verhiltnisse einzelner Polymersignale ausreichend, um auch diese Dephasierungskurven
auszuwerten. Dabei wurde festgestellt, dass die Polymermolekiile eine (z.T. vollstandig)
ausgemittelte heteronukleare, dipolare Restkopplung besitzen und diese auch mit der
wiedereingekoppelten recoupled DIPSHIFT-Sequenz nicht mehr erfassbar sind (s. Abb.
6.11). Die Mischung mit dem fluorierten Polymer lieferte die gleichen Resultate (s. Anhang
D). Dies zeigt, dass die Polymerketten auch in der Lipidmembran eine nahezu isotrope
Bewegung ausfithren konnen, was eine relativ grole Bewegungsfreiheit der Molekiile
voraussetzt. Der Wert, welcher fur das Signal ,d“ des PGMA-Blockes ermittelt wurde,
ist vermutlich ein wenig tiberschitzt, da dieses Signal etwas mit dem Glycerol-g1-Signal
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Tabelle 6.2.: Ordnungsparameter Scy fiir die Kohlenstoffatome im Lipidmolekiil in der Mischung
mit (a) GP und (b) FGP gemessen mittels recoupled DIPSHIFT-Experiment (T = 34°C, vg = 5kHz)
fiir die verschiedenen molaren Verhdltnisse.

(a) DMPC+GP (b) DMPC+FGP
C-Atom Scu C-Atom Scu

150:1 [ 60:1 [ 20:1 150:1 [ 60:1 [  20:1
Y 0.01+0.01 | 0.01+0.01 0+0 Y 0+0 0.02+0.01 | 0.01+0.01
B 0.06+0.01 | 0.05+0.01 | 0.04+0.01 B 0.05+0.01 | 0.05+0.01 | 0.04+0.01
a 0.06+0.01 | 0.06+0.01 | 0.06:+0.01 a 0.07+0.01 | 0.05+0.01 | 0.06+0.01
g3 0.23+0.03 | 0.25+0.03 | 0.25+0.03 g3 0.27+0.02 | 0.28+0.03 | 0.27+0.03
g2 0.20+0.01 | 0.20+0.01 | 0.19+0.02 g2 0.20+0.01 | 0.21+0.02 | 0.18+0.01
g1 0.13+0.01 | 0.14+0.01 | 0.13+0.01 g1 0.15+0.01 | 0.12+0.02 | 0.13+0.01
C2 | 0.15+0.02 | 0.17+0.01 | 0.17+0.02 Cz | 0.15+0.01 | 0.20+0.03 | 0.16+0.02
C3 | 0.22+0.20 | 0.23+0.02 | 0.24+0.02 C3 | 0.22+0.02 | 0.25+0.02 | 0.21+0.02
Cs-11 | 0.2240.02 | 0.22+0.02 | 0.23:+0.02 Cs-11 | 0.22+0.02 | 0.23+0.02 | 0.22:+0.02
Ciz | 0.14+0.01 | 0.16+0.01 | 0.16+0.01 Ciz | 0.15+0.01 | 0.17+0.02 | 0.15+0.01
Ci3 | 0.11+0.01 | 0.12+0.01 | 0.12+0.01 Ciz | 0.11+0.01 | 0.13+0.01 | 0.11+0.01
Cis4 | 0.03+0.01 | 0.03+0.01 | 0.03+0.01 Cis | 0.02+0.01 | 0.02+0.01 | 0.02+0.01

uberlappt und somit der Wert der ermittelten Restkopplung davon beeinflusst sein kann.
Eine dichte Packung und eine daraus resultierende Immobilisierung sowohl der Lipid- als
auch der Polymermolekiile kann auf Basis der hier erzielten Ergebnisse ausgeschlossen
werden.

'H-Doppelquanten-Messungen an den Polymer-Lipid-Mischungen Wie in Kapitel 3.4 be-
schrieben, ist die Messung von Doppelquanten(DQ)-Aufbaukurven bei Systemen mit
geringer Anisotropie gegeniiber anderen Methoden vorzuziehen. Da mittels recoupled
DIPSHIFT-Sequenz eine nahezu isotrope Bewegung der Polymermolekiile festgestellt
wurde, bietet es sich an, iiber die homonukleare, dipolare Kopplung die vorhandene Bewe-
gungsanisotropie der Polymermolekiile zu untersuchen. Die einzige Schwierigkeit stellt
die Uberlappung der Polymerresonanzen mit den Lipidsignalen dar (s. Abb. 6.5). Anhand
der Protonenspektren wurde die Resonanz der PPO-Methylgruppe als einziges relativ
isoliertes Signal mit ausreichend gutem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis gefunden. Daher
wurden die DQ-Aufbaukurven fiir diese Gruppe in den reinen Polymerproben und den
verschiedenen Mischungen mit dem Lipid aufgenommen und ausgewertet (s. Anhang D).

Die DQ-Aufbaukurven, sowie die Referenzintensitéiten fiir die untersuchten Mischun-
gen aus DMPC und GP bzw. FGP sind in Abb. 6.12 dargestellt, ebenso wie die Aufbau-
kurven der reinen Polymere. Diese zeigen fiir die beiden reinen Polymerproben keine
DQ-Intensitéit, was bedeutet, dass in den reinen Polymerproben fiir die PPO-Methylgruppe
keine homonukleare, dipolare Restkopplung existiert. Es ist aus Messungen mittels dyna-
mischer Lichtstreuung bekannt, dass die Polymere der angegebenen Struktur in wissriger
Losung zu Mizellen mit einem hydrodynamischen Durchmesser kleiner als 30nm aggre-
gieren [268]. Die homonuklearen, dipolaren Kopplungen der PPO-Methylgruppe sind
in den reinen Polymerproben wahrscheinlich durch isotrope Bewegungen der kleinen
Aggregate (schnelle Rotationsdiffusion) vollstéandig ausgemittelt. Im Vergleich dazu ist
fiir die Mischungen aus DMPC mit dem jeweiligen Polymer fiir alle Konzentrationen
ein deutlicher DQ-Aufbau zu erkennen, auch, wenn die DQ-Intensitdten nur im Bereich
von 10% und weniger liegen (s. Abb. 6.12). Das bedeutet, dass die PPO-Methylgruppe
in den Mischungen mit dem Lipid eine messbare homonukleare, dipolare Restkopplung
aufweist. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass sich die PPO-Methylgruppe in einer
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Abbildung 6.10.: Ordnungsparameter Scy der jeweiligen Kohlenstoffatome im Lipid in den
Mischungen mit (a) GP und (b) FGP im Vergleich zum reinen DMPC (T = 34°C, vg = 5kHz).

anisotropen Umgebung befindet und daher in ihrer Bewegung im Vergleich zur reinen
Polymerprobe eingeschriankt ist. Da die Messung der heteronuklearen Dipolkopplung im
recoupled DIPSHIFT-Experiment keine messbare Restkopplung ergeben hat, ist auch fir
die homonukleare Restkopplung ein eher geringer Wert zu erwarten.

Wegen der teilweisen Uberlappung des PPO-Signals mit dem Signal der Alkylketten
des Lipids, sind die ersten Punkte der DQ-Aufbaukurven stark vom Lipidsignal beein-
flusst, denn ein Ausliufer dieses Signals liefert einen Beitrag zum Polymersignal (s. Abb.
6.5). Aus diesem Grund wurden die DQ-Aufbaukurven erst ab einer Evolutionszeit von
TpQ = 2ms dargestellt und ausgewertet. Dies ist moglich, da das Lipidsignal bei die-
ser Evolutionszeit bereits um mehr als 90 % abgefallen ist und beide Signale somit gut
voneinander trennbar sind, wie in Abb. 6.13 anhand der DQ- und Referenzspektren fiir
verschiedene Evolutionszeiten gezeigt. Es ist erkennbar, dass das Lipidsignal der Alkylket-
te (bei ca. 1.3ppm) nach 7pq = 2ms so stark abgefallen ist, dass es das PPO-Methylsignal
kaum noch beeinflusst. Das bedeutet, dass die Intensitéten fiir grof3ere Evolutionszeiten
maligeblich durch das Polymer verursacht sind. Das Signal der Lipdalkylketten nimmt
innerhalb der ersten 2ms so stark ab, dass das DQ-Signal der PPO-Methylgruppe zuneh-
mend isoliert ist und somit ausgewertet werden kann (s. Abb. 6.13 (a) und (c)). Durch
die vergleichsweise starke Restkopplung der Lipidalkylketten ist das Maximum des
DQ-Aufbaus fir diese Gruppe bereits nach vier Rotationsperioden, d.h. nach ca. 0.5ms
uberschritten und nimmt dann als Folge von Relaxationseffekten wieder ab. Die DQ-
Aufbaukurve des PPO-Methylsignals besitzt ihr Maximum erst bei 7pq =~ 4ms (s. Abb.
6.12), d.h. bei 32 Rotationsperioden, was ebenfalls auf eine verhéltnisméfig schwache
homonukleare, dipolare Restkopplung hindeutet.

Wie erwéhnt, wird die Referenzintensitét fiir Evolutionszeiten 1pq 2 2ms hauptséch-
lich durch das Polymer hervorgerufen. Diese fillt auch fiir grole Evolutionszeiten nicht
auf Null ab, was durch isotrope Anteile in der Probe verursacht wird, welche vermutlich
hauptséchlich vom Polymer stammen. Durch die isotropen Bewegungen der Polymermole-
kiile werden die dipolaren Kopplungen ausgemittelt, so dass vorhandene Relaxationen auf
einer sehr langen Zeitskala stattfinden und so das Signal iiber einen langen Zeitbereich
erhalten bleibt. Da der isotrope Anteil fir die Bestimmung der Restkopplung nicht mit
einbezogen werden darf, wurden die Referenzintensitaten um diesen Beitrag korrigiert
und die korrigierten Intensitdten zur Normierung der DQ-Aufbaukurven verwendet (s.
Kap. 3.4). Die Anpassung der isotropen Anteile ist Abb. 6.12 gezeigt. Die Normierung
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Abbildung 6.11.: Dephasierungskurven der einzelnen Copolymerblicke: (a) PPO und (b) PGMA
fiir GP in der 20:1-Mischung mit DMPC (T = 34°C, vg = 5kHz). Die ermittelten heteronuklearen,
dipolaren Restkopplungen sind ebenfalls angegeben und weisen auf eine nahezu isotrope Mobilitdt
der Polymermolekiile in den Mischungen hin.

ergibt die DQ-Aufbaukurven fiir die untersuchten Proben, wie sie in Abb. 6.14 dargestellt
sind. Fiir die Auswertung der DQ-Aufbaukurven aus den jeweiligen Spektren ergibt sich
wegen der Uberlappung des PPO-Methylsignals mit dem Signal der Lipidalkylkette ein
systematischer Fehler. Einzelheiten zur Vorgehensweise der Datenauswertung sind in
Anhang D zu finden.

Die normierten DQ-Aufbaukurven isolierter Methylgruppen besitzen ihren Plateauwert
wegen der Gleichverteilung der Intensitidten auf alle Kohédrenzordnungen idealerweise bei
1/3 [269]. Liegt das gemessene Plateau hoher, kann vom Einfluss zusétzlicher dipolarer
Kopplungen zu entfernteren Protonen ausgegangen werden, welche zur DQ-Intensitéit
beitragen. Auch in Messungen der homonuklearen, dipolaren Restkopplung der Methyl-
gruppe des Polymers PDMS konnte dieser Einfluss gefunden werden. Die Messung ergab,
dass der Fehler im Ordungsparameter durch den Einfluss umgebender Spins maximal
25% betragt [269]. Auch die in dieser Arbeit gemessenen, normierten DQ-Aufbaukurven
zeigen einen abweichenden Plateauwert, was auf den Einfluss zuséatzlicher Kopplungen
in den Polymerproben schlieflen lasst.

Aus den normierten DQ-Aufbaukurven kann mittels geeigneter Datenanpassung [141]
die homonukleare, dipolare Restkopplung fiir die PPO-Methylgruppe in den Proben ermit-
telt werden. Auch hier wurde eine Gaul3-Verteilung von dipolaren Kopplungskonstanten
angenommen [141]. Weiter ist zu bemerken, dass im Anfangsteil der Kurven die Punk-
te fiir Tpq < 2ms nicht mit in die Anpassung einbezogen wurden, da diese sehr stark
vom Lipidsignal beeinflusst sind. Dennoch ergibt die Auswertung der Daten ein stabiles
Endergebnis. Dafir wurden fiir jede der verschiedenen Proben die DQ-Aufbaukurven
mehrfach gemessen und unter verschiedenen Gesichtspunkten ausgewertet (s. Anhang
D). Aus all diesen Messungen wurde fiir jede Probe ein statistischer Mittelwert fiir die
Restkopplung und die Verteilungsbreite der verschiedenen Auswertungen gebildet, wobei
die Streuung der Werte als jeweiliges Fehlerintervall angenommen wurde (s. Tab. 6.3). Es
ist deutlich, dass die ermittelten homonuklearen, dipolaren Restkopplungen sehr gering
sind, vergleichbar mit denen von Elastomeren, d.h. von Polymerketten zwischen zwei Ver-
netzungspunkten [135]. Diese geringen Restkopplungen erkldren auch, warum es mittels
der recoupled DIPSHIFT-Sequenz nicht moéglich war, die entsprechenden heteronuklea-
ren Dipolkopplungen zu bestimmen, da diese ebenfalls sehr klein sind und somit schon
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Abbildung 6.12.: Exemplarische 'H-DQ-Aufbaukurven und Referenzintensitditen fiir die Mi-
schungen aus DMPC und (a) GP, sowie (b) FGP in den verschiedenen Konzentrationen. Die DQ-
Aufbaukurven fiir die reinen Polymere sind ebenfalls aufgetragen (T = 40°C, vg = 8kHz). Die
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der jeweiligen Probe. Die Anfangsbereiche der Graphen sind vergréfert dargestellt.
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DQ-Spektren und (d) DQ-Referenzspektren fiir DMPC+FGP bei verschiedene Evolutionszeiten
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Abbildung 6.14.: Normierte DQ-Aufbaukurven der PPO-Methylgruppe fiir die Mischungen aus (a)
DMPC+GP und (b) DMPC+FGP, sowie die zugehdrigen Datenanpassungen mit den daraus ermit-
telten homonuklearen, dipolaren Restkopplungen (T =40°C, vg = 8kHz). Die DQ-Aufbaukurven
fiir die reinen Polymerproben sind zum Vergleich mit dargestellt (Daten einer Messung). Die angege-
benen Restkopplungen sind die aus allen Messungen errechneten Mittelwerte.

aullerhalb des Empfindlichkeitsbereichs der Methode liegen. Die fiir die Polymerproben
bestimmten, homonuklearen Restkopplungen stimmen fiir die verschiedenen Konzentra-
tionen an Polymer im Lipid innerhalb ihrer Fehlerintervalle iiberein (s. Tab. 6.3). Die
Wechselwirkung zwischen Polymer-PPO-Block und Lipidmolekiilen im hydrophoben Teil
der Lipiddoppelschicht scheint daher nicht von der Menge an vorhandenem Polymer
abzuhéngen. Dies fithrt zu der Annahme, dass die Wechselwirkung dieser Gruppe am
hydrophoben Block der Polymere in den verschiedenen Probensystemen gleich ist. Wei-
terhin kann fiir den Vergleich zwischen GP und FGP in der Membran geschlussfolgert
werden, dass auch die Fluorierung fiir die Wechselwirkung der PPO-Methylgruppe mit
der Membran keine Rolle spielt, so dass daraus eher eine Wechselwirkung der fluorierten
Blocke im Bereich der Kopfgruppe bzw. der Glyceroleinheit vermutet wird.

Wie beschrieben, wurde aus den Referenzintensitéiten der isotrope Anteil in der Probe
bestimmt und von der gesamten Intensitédt abgezogen, um eine korrekte Normierung
zu benutzten (s. Kap. 3.4). Wird der isotrope Anteil von der Gesamtintensitiat abgezo-
gen, ergibt sich die absolute Summenintensitit, SMQ;is,, welche nur noch anisotrope,
d.h. dipolar gekoppelte Probenanteile beinhaltet (s. Abb. 6.15). Dabei ist zu beachten,
dass sowohl das Lipid als auch das Polymer zu dieser Summenintensitit beitragen. Die
Datenanpassung der absoluten Summenintensitdten mittels bi-exponentieller Funktion
liefert zwei verschiedene Beitrage und Relaxationszeiten, wobei die kiirzere Relaxations-
zeit dem Lipidanteil zugeordnet wird und die ldngere dem Polymeranteil (s. Abb. 6.15).
Natiirlich liegen die beiden ermittelten Komponenten in ihren Relaxationszeiten eng
beieinander und eine exakte Trennung der Komponenten ist schwierig, jedoch stimmen
die ermittelten Werte gut mit den Beobachtungen der Signalabnahmen in den Spektren
(s. Abb. 6.13) iiberein, so dass die Annahme zweier Komponenten mit unterschiedlichen
Relaxationszeiten damit begriindet werden kann. Es ist zu erkennen, dass in den ver-
schiedenen Konzentrationen von Lipid und Polymeren die Anteile der Polymermolekiile
unterschiedlich grof} sind. So zeigt sich fiir die dargestellte Messung in Abb. 6.15 fiir die
beiden 20:1-Mischungen ein Polymeranteil von 12 % fiir GP bzw. 14 % fiir FGP, in den 60:1-
Mischungen betragen die Anteile fiir GP 24 %, fiir FGP 18 % und in den 150:1-Mischungen
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Abbildung 6.15.: Exemplarische Darstellung der absoluten Summenintensititen als Funktion der
DQ-Evolutionszeit fiir (a) DMPC+GP, (b) DMPC+FGP in den untersuchten Konzentrationen mit
den zugehorigen Datenanpassungen an die Kurven und den daraus erhaltenen Ergebnissen fiir die
beinhalteten Anteile aus Polymer und Lipid.

Tabelle 6.3.: Dipolare Restkopplungen D.es/27, Verteilungsbreiten o/2n und Anteile an anisotrop

beweglichem Polymer (PPO) fansio fiir die Polymere GP bzw. FGP in den verschiedenen Mischungen
mit DMPC.

(a) GP (b) FGP
mol. Verh. | Dy.os/27 | 0/27 | fansio mol. Verh. | Dyos/27 | /27 | fansio
/Hz /Hz 1% /Hz /Hz 1%
20:1 130+20 | 45+20 | 18+5 20:1 130+£25 | 45+20 | 16+5
60:1 150430 | 40+15 | 43+5 60:1 140445 | 45435 | 30+£5
150:1 155440 | 45430 | 39+5 150:1 140435 | 35+25 | 3745

sind es 23 % fiir GP bzw. 20% fur FGP. Aus dem Fit der gesamten Summenintensitat
wurde der Anteil des Polymers (PPO) bestimmt, welcher anisotrop mobil ist. Aullerdem
stammt der isotrop mobile Beitrag im Summensignal ebenfalls von PPO-Molekiilen. Wird
der Anteil an anisotropem PPO auf die Summe der einzelnen PPO-Anteile (isotrop +
anisotrop) bezogen, kann der Anteil des anisotropen PPO insgesamt berechnet werden:

Gesamtanteil PPO

Anteil anisotropes PPO = (6.1)
Am Beispiel der 20:1-Mischung aus DMPC und GP wird dieser Anteil wie folgt berechnet.
Der anisotrope Anteil in der Probe betrigt in dieser Mischung ca. 34% (s. Abb. 6.15),
woraus folgt, dass ca. 66 % der Molekiile (hauptsichlich PPO) isotrop mobil sind. Aus
der Datenanpasssung der absoluten Summenintensitat, SMQ;s,, ergibt sich ein Beitrag
des PPO im anisotropen Teil der Mischung von ca. 14% (s. Abb. 6.15). Insgesamt liegt
der Anteil des PPO somit bei 80%. Mit Hilfe von Gleichung (6.1) wird der Anteil an
anisotrop mobilem PPO damit zu ca. 18 % bestimmt. Die sich fiir die verschiedenen Proben
ergebenden Beitrédge an anisotrop mobilen PPO-Blocken in GP bzw. FGP sind in Tabelle
6.3 angegeben. Dabei ist zu erkennen, dass in den Proben mit der hochsten Polymerkon-
zentration weniger PPO anisotrop mobil ist, als fiir geringere Polymerkonzentrationen.
Fir die Proben mit GP und FGP in der jeweils gleichen Konzentration ergeben sich
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Abbildung 6.16.: (a) Ordnungsparameter und Anteil an anisotrop beweglichem Polymer fiir GP
bzw. FGP in DMPC in Abhdngigkeit vom Mischungsverhdltnis in den unterschiedlichen Proben. Die
eingezeichneten Linien sollen den Trend verdeutlichen. (b) Modell zur molekularen Organisation
der Polymermolekiile in Lipidmonoschichten (aus [270]).

ungefiahr die gleichen Anteile an anisotrop mobilen PPO-Gruppen. Die 60:1-Mischung aus
DMCP und GP weist im Vergleich zur Mischung mit FGP einen etwas grofleren Anteil an
anisotrop mobilem PPO auf. Fiir das unfluorierte Polymer ergibt sich somit der grof3te
Anteil an anisotrop mobilem PPO fiir die mittlere Polymerkonzentration, wihrend sich im
fluorierten Polymer der Anteil mit abnehmender Polymerkonzentration erhoht.

Aus den ermittelten homonuklearen, dipolaren Restkopplungen konnen die Ordnungs-
parameter fiir die PPO-Methylgruppe in den verschiedenen Polymerproben berechnet
werden (s. Kap. 2.3.2.2), welche in Abb. 6.16(a) zusammen mit dem Anteil an anisotrop mo-
bilem PPO dargestellt sind. Als Referenzkopplung fiir die Methylgruppe wurde der Wert
Dger = 4.5kHz gewihlt. Ausgehend von einer statischen, homonuklearen Dipolkopplung
von ca. 18 kHz [85] wird dieser Wert einerseits durch die schnelle Rotation der Protonen
der CHs3-Gruppe (s. Kap. 3.2) um den Ordnungsparameter 0.5 reduziert [147]. Anderer-
seits rotiert die gesamte Methylgruppe in einem Winkel von 90° um das Polymerriickgrat,
was wiederum zu einer Reduzierung der Dipolkopplung um einen Ordnungsparameter von
0.5 fithrt [269]. Diese beiden Bewegungsgeometrien wurden somit fiir in der Auswertung
fiir die Methylgruppen bereits beriicksichtigt.

Die sehr kleinen Ordnungsparameter verdeutlichen eine nahezu isotrope Bewegung der
PPO-Molekiile. Der Vergleich aller Ordnungsparameter fiir die Probensysteme und die
verschiedenen Konzentrationen an Polymer im Lipid zeigt, dass der Ordnungsparameter
der PPO-Methylgruppe fiir alle untersuchten Proben im Rahmen der Fehlertoleranzen
gleich ist (s. Abb. 6.16(a)). Dies weist darauf hin, dass die Wechselwirkung der PPO-
Methylgruppe im hydrophoben Teil der Lipiddoppelschicht fiir die untersuchten Polymere
unabhingig von der Anzahl an vorhandenen Polymermolekiilen ist. Wie der Anteil an
anisotrop mobilen PPO-Gruppen in den verschiedenen Proben zeigt, findet die Wechsel-
wirkung vermutlich nur mit einem Teil der Polymere statt, welche in den Mischungen
mit dem Lipid in eingeschriankter Umgebung vorliegen. Die Zahlen in Tabelle 6.3 verdeut-
lichen, dass nicht notwendigerweise mehr Polymermolekiile in der Lipiddoppelschicht
wechselwirken, wenn mehr zur Verfiigung stehen. Mit den in dieser Arbeit erzielten
Ergebnissen ergeben sich unterschiedliche Erkldarungsansitze fiir den Anstieg des isotrop
mobilen PPO mit zunehmender Polymerkonzentration. Einerseits ist es moglich, dass
Polymermolekiile nur bis zu einer gewissen Konzentration eingebaut werden und die

110



6. Einfluss amphiphiler und polyphiler Blockcopolymere auf Modellmembranen

ubrigen Polymermolekiile auBBerhalb der Lipiddoppelschicht separierte Doménen bilden,
die zum grofBten Teil aus Polymer bestehen. Die eingebauten Polymermolekiile wechsel-
wirken mit der Membran, wihrend die Polymerdoménen (vermutlich Mizellen) isotrope
Bewegungen in der wissrigen Suspension ausfithren. In Mischungen von Lipiden und so
genannten Lipopolymeren zeigt das DSC-Thermogramm eine Phasenseparation bei hohen
Lipopolymerkonzentrationen [257]. Diese wird damit erklart, dass die lamellare Struktur
der Membran aufbricht und anschlielend lamellare und mizelldre Phasen koexistieren.
Dies ist auch bei den hier verwendeten Probensystemen denkbar, wobei jedoch die Fluo-
reszenzmessungen an GUVs eine intakte Membranstruktur trotz erhohter Permeabiliét
zeigten [52]. Dies kann zum Beispiel darin begriindet sein, dass die Poren/Defekte so klein
sind, dass sie nicht detektiert werden konnen, wie es im Fall eines amphiphilen Polymers
(Poloxamer F127) gefunden wurde [271]. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass es
sich um transiente Poren handelt. So bildet das Poloxamer P85 in der Membran solch tran-
siente Poren aus, welche innerhalb weniger Minuten ,heilen“ [37]. Es ist natiirlich méglich,
dass die unterschiedlichen Praparationsweisen unterschiedliche Wechselwirkungen in den
verschiedenen Proben bedingen. Es wurde gezeigt, dass sich die Polymermolekiile eher
in die Membran (in durchspannender Konformation) einbauen, wenn Lipid und Polymer
zusammen prapariert werden [261]. Das nachtragliche Hinzugeben der Polymermolekiile
zu vorpraparierten Lipidvesikeln begiinstigt hingegen eine Anlagerung an bzw. das Ein-
und Austreten der Polymermolekiile auf derselben Seite der Membranoberfliache, was
einen Vergleich verschiedener Untersuchungen mit unterschiedlicher Probenpréiparation
schwierig macht.

Eine zweite Moglichkeit ist die Doméanenbildung wie sie in [270] vorgeschlagen wurde.
Aus Experimenten an Lipidmonoschichten mit GP wurde ein Modell fiir die molekulare
Organisation von Lipid- und Polymermolekiilen angenommen, in welchem die Lipidmole-
kiile in Clustern vorliegen, die von einem Netzwerk an Polymermolekiilen umgeben sind
(s. Abb. 6.16(b)) [270]. Beim Ubertragen dieses Modells auf Lipiddoppelschichten kann ein
dhnliches Bild angenommen werden, wobei sich die Ausdehnung der Polymerdoménen
des Netzwerkes mit zunehmender Polymerkonzentration vergroflern [272]. In diesem Fall
wechselwirken die Lipid- und Polymermolekiile an den Doménengrenzen miteinander, die
Polymermolekiile im Inneren des Netzwerkes sind jedoch isotrop mobil, analog zum reinen
Polymer. Wenn die Lipiddomé&nen ausreichend grof3 sind, besteht fir die Lipidmolekiile
kein Grund die Geometrie ihrer Dynamik in der L,-Phase zu dndern. Fir geringere Kon-
zentrationen an Polymer ist vorstellbar, dass die Doménen kleiner sind und somit mehr
Grenzflache vorhanden ist, an der mehr Polymermolekiile ihre Bewegungen durch die
Wechselwirkung mit den Lipidmolekiilen etwas einschrianken miissen. Dadurch wiirde ein
groflerer Anteil des Polymers eine anisotrope Dynamik aufweisen, wie es in dieser Arbeit
ermittelt wurde. Beispielsweise wurde fiir die Wechselwirkung eines Peptids mit DMPC
gefunden, dass nur die Lipidmolekiile in der Ndhe der Bindungsstelle ihre molekulare
Packung dndern, wahrend weiter entfernte Lipidmolekiile unbeeinflusst bleiben [273].
Es ist auch wahrscheinlich, dass es Polymermolekiile innerhalb der Lipiddoméinen und
umgekehrt gibt, was aber auf die Eigenschaften der jeweiligen Doméne vermutlich keinen
merklichen Einfluss hat.

Fir Polymerketten existiert ein Zusammenhang zwischen dem dynamischen Ordnungs-
parameter, welcher mit NMR gemessen wird und dem Ordnungsparameter des Polymer-
riickgrates:

3R> D
=_——— =" (6.2)
5N R(z) DRer
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wobei R? und R(Z) der End-zu-End-Abstand und der Gleichgewichtsabstand der Poly-
merkette sind, und N die Anzahl der so genannten Kuhn-Segmente darstellt [135,274].
Wird dieses Modell auf die in die Membran eingebauten Polymermolekiile iibertragen,
kann anhand der vorliegenden Konformation eine untere Grenze fiir den dynamischen
Ordnungsparameter angegeben werden (s. Anhang D). Dieser betrédgt in membrandurch-
spannender Konformation der Polymere S = 0.05, was einer dipolaren Restkopplung von
D, = 225Hz entspricht. Die gemessenen Restkopplungen sind etwas niedriger, was aber
vermutlich den der Berechnung zu Grunde gelegten Ndherungswerten fiir die einzel-
nen Parameter geschuldet ist. Wird hingegen eine U-Konformation der Polymerketten
angenommen, ist der End-zu-End-Abstand der Polymerkette gleich Null, so dass keine
messbare dipolare Restkopplung resultiert. Dies konnte den groflen Anteil an isotrop
mobil gemessenem Anteil an PPO-Molekiilen in der Lipidmembran erkléaren. Es erscheint
daher plausibel, dass die Polymere, fiir die eine Restkopplung gemessen wurde, im mem-
brandurchspannender Konformation eingebaut sind, wohingegen Polymere ohne messbare
Restkopplung eine U-Konformation in der Membran einnehmen.

6.3 | Zusammenfassung

Auf der Basis von DSC-Messungen wurde der Einbau von fluorierten und unfluorierten
amphiphilen und polyphilen Blockcopolymeren fiir erh6hte Polymerkonzentrationen ge-
schlussfolgert. Die DSC-Thermogramme zeigten aullerdem fiir die Mischung aus DMPC
und fluoriertem Polymer eine betréachtliche Phasenseparation mit zunehmender Polymer-
konzentration. In Fluoreszenzmessungen an GUVs wies das Lipid in Wechselwirkung mit
dem polyphilen Blockcopolymer, FGP, eine erhohte Permeabilitit auf, wohingegen das am-
phiphile Blockcopolymer, GP, die Membrandurchlissigkeit nicht erhohte [52]. Die in dieser
Arbeit erzielten Ergebnisse konnen das Bild zur Wechselwirkung dieser Polymere mit der
Modellmembran DMPC in Hinblick auf die Dynamik der Molekiile erweitern. So konnte
mit den NMR-Messungen die Wechselwirkung zwischen Polymer- und Lipidmolekiilen
nachgewiesen werden, welche jedoch offenbar sehr schwacher und/oder voriibergehender
Natur ist. Es wurde gezeigt, dass sich die Polymermolekiile in die Membran einbauen und
die PPO-Methylgruppe der Polymere in der Lipiddoppelschicht eine anisotrope Dynamik
aufweist, wohingegen sie im reinen Polymer isotrop mobil ist. Diese veranderte Dynamik
betrifft vermutlich nur die Polymermolekiile, die in direkter Wechselwirkung mit den
Lipidmolekiilen stehen.

Fiir die Anisotropie der molekularen Bewegung der Lipidmolekiile konnte keine Ande-
rung nachgewiesen werden, was nicht bedeutet, dass sie nicht vorhanden ist. Es kann sich
durchaus die Zeitskala der Bewegung veréandert haben, ohne die Geometrie zu beeinflus-
sen [104]. Diese Anderungen kénnen jedoch von solch geringem AusmaB sein, dass sie in
den hier benutzen Experimenten nur einen marginalen Einfluss haben. Die Lipidmolekiile
sind daher durch den Einbau der Polymermolekiile vermutlich nicht wesentlich in ihrer
Bewegung eingeschrinkt. Auch wenn die Anderungen der chemischen Verschiebungen in
den Kohlenstoffspektren nur gering sind, weisen sie dennoch darauf hin, dass die beiden
verschiedenen Polymere in unterschiedlicher Weise mit den verschiedenen Bereichen der
Lipidmolekiile wechselwirken.

Aufgrund der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse wurde fiir den Einbau der beiden
verschiedenen Polymere in die Modellmembran DMPC ein einfaches Modell, wie in Abb.
6.17 dargestellt, abgeleitet. Dieses beinhaltet, dass beide Polymere in verschiedenen
Konformationen in die Doppelschicht eingebaut werden, wobei sich die Polymerdoménen
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mit zunehmender Polymerkonzentration vergrofern und die Wechselwirkung damit auf
den Ubergangsbereich der Dominen beschrinkt ist (s. Abb. 6.17).

Das dargestellte Modell zur konzentrationsabhédngigen Wechselwirkung zwischen Lipid-
und Polymermolekiilen ist nur eine Moglichkeit, die auf Basis der hier erzielten Ergeb-
nisse in Betracht gezogen wurde. Es sind natiirlich auch andere Arten der molekularen
Organisation denkbar. Zur vollstandigen Charakterisierung dieser Wechselwirkung sind
jedoch weiterfithrende Experimente notwendig.
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CPolymer

(a) DMPC+GP (b) DMPC+FGP

Abbildung 6.17.: Schematische Darstellung der moglichen Wechselwirkung von (a) GP und (b)
FGP in DMPC fiir verschiedene Polymerkonzentrationen.

Fiir geringe Polymerkonzentrationen werden die einzelnen Polymermolekiile in unterschiedlichen
Konformationen (membraniiberspannend oder in einer U-Konformation) in die Membran eingebaut
und verursachen leichte Anderungen der Lipidkonformationen (oben). Fiir ansteigende Polymerkon-
zentrationen werden die Polymerdomdnen grofler und die Wechselwirkung zum Lipid findet an den
Domdnengrenzen statt (Mitte). Wird die Anzahl der Polymermolekiile weiter erhoht, vergréfiern sich
die Polymerdomdnen weiter (unten). Polymere in membrandruchspannender Konformation sind
anisotrop mobil, wohingegen Polymermolekiile in U-Konformation eine isotrope Mobilitdt besitzen.
Die Lipidmolekiile werden in ihrer Konformation ebenfalls, jedoch unterschiedlich stark von GP
bzw. FGP, beeinflusst (schraffierte Lipidmolekiile).
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Wechselwirkung neuer, amphiphiler und polyphiler
Molekiile mit Modellmembranen mit Hilfe von Festkorper-NMR-Methoden zu charakteri-
sieren. Dazu wurden in verschiedenen Experimenten vor allem dipolare Restkopplungen
gemessen und die daraus resultierenden, dynamischen Ordnungsparameter sowohl fiir die
Lipidmolekiile als auch fiir die Gastmolekiile in Modellmembranen ermittelt. Da die dipola-
ren Restkopplungen fiir Systeme mit geringer Bewegungsanisotropie und unter schneller
Probenrotation in hohem Mafe reduziert sind, wurden verschiedene Wiedereinkopplungs-
sequenzen benutzt. Fir die Messung von heteronuklearen, dipolaren Restkopplungen
wurde dazu das DIPSHIFT-Experiment im Rahmen dieser Arbeit zu einer Wiedereinkopp-
lungssequenz, der recoupled DIPSHIFT-Sequenz, weiterentwickelt und erfolgreich auf
Systeme mit geringer Anisotropie, wie beispielsweise Lipide, angewendet.

Niedermolekulare, polyphile Molekiile Als synthetisiertes, amphiphiles Molekiil wurde
die Substanz C12/12 in Wechselwirkung mit Modellmembranen untersucht. Dabei wiesen
die Molekiile im reinen Kristall eine anisotrope Dynamik auf, bei der die Phenylringe des
starren Riickgrates 180°-Spriinge ausfiihren.

In Wechselwirkung mit dem Modelllipid DPPC zeigte sich eine komplexe, makrosko-
pische Phasenseparation der beiden Substanzen, welche sich durch verschiedene Pha-
seniibergéinge auszeichnet. Die Aufnahme quantitativer Protonenspektren und direkt
angeregter Kohlenstoffspektren erlaubte eine Zuordnung der einzelnen Phaseniibergénge
zu je einem molekularen Prozess. Diese beinhalteten zunéchst eine Packungsanderung der
C12/12-Molekiile und damit einhergehend eine Mobilisierung der C12/12- und Lipidmole-
kiile. Daran anschlieBend wurden die in den verschiedenen Phasen separierten Lipide
mobil und damit auch die C12/12-Molekiile. In diesen Phasen konnte ein signifikanter
Anteil der Lipidmolekiile in einer oder mehreren immobilisierten Phasen nachgewie-
sen werden!. Am letzten Phaseniibergang loste sich schlieBlich die makroskopischen
Uberstruktur auf und sowohl Lipid- als auch C12/12-Molekiile bildeten eine homogene
Mischphase, in der alle Molekiile eine sehr hohe Mobilitat aufwiesen.

Die ermittelten Ordnungsparameter der C12/12-Molekiile im Lipid DPPC zeigten, dass
die anisotrope Dynamik der C12/12-Molekiile in den separierten Phasen vergleichbar mit
der im reinen Kristall ist. In der homogenen Mischphase hingegen fiihrten die C12/12-
Molekiile eine uniaxiale Rotation um ihre Molekiillingsachse aus. Zusétzlich dazu wurde
mit Hilfe der homonuklearen, dipolaren Restkopplung und den daraus bestimmten Ord-
nungsparametern eine weitere, anisotrope Bewegung der C12/12-Molekiile gefunden.
Diese dhnelt einer Taumelbewegung des gesamten Molekiils senkrecht zur Membran-
oberflache. Die Ordnungsparameter der Lipidmolekiile in der homogenen Mischphase

10b sich die Dynamik in dieser Phase von der in der urspriinglichen Gelphase unterscheidet, bedarf einer
genaueren Untersuchung der Gelphase im Allgemeinen.
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(oberhalb aller Phasenumwandlungen) zeigten keine Anderung durch die Anwesenheit
der Gastmolekiile, was auf eine unverinderte Dynamik dieser Molekiile hinwies.

Fiir die Wechselwirkung der C12/12-Molekiile mit dem Modelllipid DOPC wurde bei
allen untersuchten Temperaturen eine homogene Mischphase gefunden. Die ermittelten
Ordnungsparameter der C12/12-Molekiile lieBen in DOPC eine @hnliche, anisotrope Dyna-
mik dieser Molekiile erkennen wie in der homogenen Mischung mit DPPC (oberhalb aller
Umwandlungen). Durch die etwas flexibleren Lipidketten im DOPC besallen die C12/12-
Molekiile jedoch eine groflere Bewegungsamplitude als im DPPC. Die mittels recoupled
DIPSHIFT ermittelten Ordnungsparameter der Lipidmolekiile ergaben ebenfalls keine
Anderung der schnellen Lipiddynamik durch den Einbau der Gastmolekiile.

Amphiphile und polyphile Blockcopolymere Fir die Untersuchung der Wechselwirkung
amphiphiler und polyphiler Blockcopolymere in Modellmembranen wurden zwei verschie-
dene Blockcopolymere verwendet. Beide Polymere besaflen die gleichen hydrophoben und
hydrophilen Blocke. Der Unterschied bestand darin, dass eines der Polymere zusatzlich
uber fluorophile Blocke verfiigte. In DSC-Thermogrammen konnte eine unterschiedliche
Wechselwirkung der beiden Polymere, GP und FGP, mit dem Modelllipid DMPC nachgewie-
sen werden. Auch war eine konzentrationsabhangige Anderung der Wechselwirkungsstér-
ke in diesen Thermogrammen erkennbar. Eine Anderung der chemischen Verschiebung in
den Kohlenstoffspektren konnte diesen Trend der Konzentrationsabhangigkeit zum Teil
ebenfalls zeigen.

Mit Hilfe zweidimensionaler NOESY-Korrelationsspektren konnte der Einbau der Poly-
mermolekiile in den hydrophoben Teil der Membran nachgewiesen werden. Es zeigte sich
dabei, dass die zu Grunde liegende Wechselwirkung (vermutlich aufgrund der hohen late-
ralen Mobilitat der Molekiile) eher schwacher und/oder voriibergehender Natur ist. Auch
Protonen-Doppelquanten-Aufbaukurven bestétigten den Einbau der Polymermolekiile in
die Membran. Fiir die reinen Polymerproben war keine messbare Restkopplung vorhan-
den, was auf eine isotrope Dynamik der Molekiile hindeutete. In der Mischung mit dem
Lipid konnte hingegen eine homonukleare, dipolare Restkopplung ermittelt werden, was
wiederum den Einbau in die Doppelschicht belegte. Des Weiteren wurde gezeigt, dass nicht
alle Polymermolekiile, sondern nur ein Teil in der Membran eine anisotrope Dynamik besa-
Ben. Dieser Anteil an anisotrop mobilem Polymer hing von der Konzentration an Polymer
im Lipid ab. Der Anteil anisotrop mobiler Polymermolekiile fiir das unfluorierte Polymer
zeigte eine Sattigung mit abnehmender Polymerkonzentration. Im Gegensatz dazu stieg
dieser Anteil fiir das fluorierte Polymer mit abnehmender Polymerkonzentration an. Aus
der Abschéitzung der dipolaren Restkopplung aus der Polymerkonformation konnte ein
Modell fiir den Einbau der Polymere in die Lipiddoppelschicht erarbeitet werden. Dieses
nimmt die Mehrzahl der Polymermolekiile in einer U-Konformation an (isotrop mobil),
wihrend ein kleinerer Anteil in der Membran in gestreckter Konformation vorliegt (aniso-
trop mobil). Dies deutet daraufhin, dass bei hoherer Polymerkonzentration zusatzliche
Molekiile vornehmlich in U-Konformation eingebaut werden und somit gré3ere Doménen
aus Polymermolekiilen entstehen.

Fir die Wechselwirkung im hydrophoben Teil der Membran wurde keine Abhingigkeit
von der Fluorierung der Ketten gefunden. Dies wies daraufhin, dass die fluorierten Ketten
mehr Einfluss im Ubergangsbereich oder im hydrophilen Teil der Membran nehmen.

Die Messung der heteronuklearen, dipolaren Restkopplungen der Lipidmolekiile ergab
weder eine Abhéngigkeit von der Polymerkonzentration noch von der Fluorierung. Es
zeigte sich bei allen Proben die gleiche Dynamik der Lipidmolekiile wie im reinen Lipid.
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Ausblick

Die in dieser Arbeit verwendeten und zum Teil neu entwickelten NMR-Experimente
bilden eine Grundlage zur Untersuchung schwacher, dipolarer Restkopplung. Es zeigten
sich jedoch auch die Grenzen der Methoden. So ist es z.B. mit dem DIPSHIFT- und dem
recoupled DIPSHIFT-Experiment lediglich méglich, eine mittlere Restkopplung fiir eine
CHgy-Gruppe zu bestimmen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten jedoch unter anderem
auch, dass es vor allem in den Lipidproben notwendig ist, die dipolaren Restkopplungen
der beiden CH-Bindungen einer CHy-Gruppe einzeln messen zu konnen. Nachfolgend
bietet es sich an, z.B. das PDLF-Experiment zu verwenden [190,200], bei dem die dipolare
Kopplung von einem Proton zum gebundenen Kohlenstoffatom betrachtet wird. Dies
macht eine separate Messung von Ordnungsparametern fiir die einzelnen CH-Bindungen
moglich.

Des Weiteren ist es auch maéglich, den Einbau starrer Molekiile in eine Membran mittels
Spindiffusion von den Lipidmolekiilen auf die Gastmolekiile zu untersuchen. Dazu kann
die Sequenz, wie sie von Huster et al. vorgeschlagen wurde, verwendet werden [275].
Diese Sequenz erlaubt es, Informationen iiber die Lokalisation der Gastmolekiile in der
Membran zu erhalten.

Eine Moglichkeit, die Uberlagerung von Resonanzen in den Protonenspektren zu mi-
nimieren, wire es, mit teilweise oder vollstdndig deuterierten Lipidproben zu arbeiten.
Dies macht es denkbar, auch andere Resonanzen der Gastmolekiile zu untersuchen, um
so auch Aussagen tiber die Dynamik z.B. im hydrophilen Teil der Membran zu erhalten.

In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung amphiphiler und polyphiler Molekiile mit
Modellmembranen untersucht. Die Ergebnisse, wie oben dargestellt, zeigten unterschied-
liche Wechselwirkungen der einzelnen Gastmolekiile. Es ist jedoch notwendig, weitere
Molekiilarchitekturen zu untersuchen, um gezielt Molekiile mit einer bestimmten Wechsel-
wirkung in der Membran zu synthetisieren. Die Kenntnis des Zusammenhanges zwischen
Molekiillaufbau und Wechselwirkungsmechanismus ist wesentlich fiir die Anwendung
dieser Molekiile, z.B. als synthetische Ionenkanéle bzw. Poren.

Die untersuchten amphiphilen und polyphilen Molekiile bieten daher Ansatzpunkte
zur Modifizierung. So existieren bereits Verbindungen von niedermolekularen Polyphilen,
welche eine groflere, hydrophile Kopfgruppe besitzen, z.B. Poly(ethylenoxid)-Ketten, wel-
che in Wechselwirkung mit der Membran untersucht werden konnten. Dariiber hinaus
ist es moglich, die hydrophoben Seitenketten sowohl in ihrer Liange als auch in ihrer
Zusammensetzung zu verdndern. Beispielsweise konnten Substanzen mit fluorierten
Seitenketten in der Membran charakterisiert werden, welche vermutlich in anderer Weise
wechselwirken als die hier untersuchten. Ebenfalls denkbar ist es, die Léange des starren
Riickgrates zu variieren und den daraus resultierenden Einfluss auf die Wechselwirkung
mit der Membran zu untersuchen. Es ergibt sich fiir all diese Modifizierungen eventuell
ein anderes Aggregationsverhalten der Molekiile in der Membran.

Auch fiir die untersuchten Blockcopolymere bieten sich vielfiltige Variationsmoglich-
keiten, wie beispielsweise die Anderung des Verhiltnis von hydrophober zu hydrophiler
Blocklidnge. Da dieses Verhiltnis die Wechselwirkung maf3geblich beeinflusst, wiirden
fiir die verschiedenen Proben unterschiedliche Wechselwirkungen erwartet werden. Eine
andere Moglichkeit stellt eine Anderung in der Reihenfolge der einzelnen Blscke dar. So
konnte z.B. der fluorophile Block den mittleren Teil des Polymers bilden, was ebenfalls zu
einer veranderten Wechselwirkung in der Membran fiihren kénnte.

Ein weiterer, wichtiger Punkt, dessen systematische Untersuchung im Zusammenhang
mit dem Einbau von Fremdmolekiilen von gro3em Interesse ist, ist das Lipid an sich. Auch
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7. Zusammenfassung und Ausblick

hier ist es moglich, dass eine verdnderte hydrophobe Dicke der Membran eine unterschied-
liche Wechselwirkung zeigt [276]. Andere Variationsmoglichkeiten bieten ungeséttigte
Lipide [272] oder Lipide mit einer anderen, evtl. sogar geladenen Kopfgruppe [42,277].
Dies alles konnen Faktoren sein, die die Wechselwirkung zwischen Lipid- und Gastmo-
lekiilen beeinflussen. Daher ist eine systematischen Untersuchung der Wechselwirkung
verschiedener Molekiile in Abhéingigkeit vom Lipid wichtig.
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A | Anpassung der Dephasierungskurve einer
CH,-Gruppe

Wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, wurde fiir die Anpassung der Dephasierungskurven
der CHs- bzw. CH3-Gruppen eine andere analytische Funktion verwendet als fiir die
CH-Gruppen.

Zur Berechnung des dipolaren FID wird der Produktoperatorformalismus verwendet.
Dazu wird die Entwicklung des Spins S unter heteronuklearer, dipolarer Kopplung zu den
Spins I und I? betrachtet, was der Kopplung des Kohlenstoffatoms zu je einem der beiden
Protonen einer CHg-Gruppe entspricht. Fiir die Kopplung zu zwei verschiedenen Proto-
nen kann die Entwicklung unter den beiden wirkenden, dipolaren Hamiltonoperatoren
Hip= 2@1/2Szf Zl/ 2 nacheinander betrachtet werden:

§ 71
Sy % 8 cos®y +28, 1 sin®y (A.1)
20,8, 12

Sxcos D1 cos Dy + Syfi sin®; cos Py +
SyIZ cos @1 sin®y — 4S8, [ 112 sin ®; sin Ds.

Da nur transversale Magnetisierung direkt detektierbar ist, konnen alle Terme des
Ergebnisses bis auf den ersten vernachléssigt werden. Damit ergibt sich der dipolare FID
zu:

FID o ( cos @1 cos Dy ), (A.2)
bzw. wird durch Verwendung von Additionstheoremen der Ausdruck
1 1
FID <—cos (@1 — D)+ = cos (P +CI>2)> (A.3)
2 2 y
Tbzw. |1 Thzw.||

erhalten, wobei die eckigen Klammern das Pulver- und Zeitmittel verdeutlichen. An
dieser Gleichung zeigen sich die verschiedenen Einstellmoglichkeiten der Protonenspins
zueinander [278].

Es ist nun fiir die Beschreibung von Messdaten mit diesem Ausdruck notwendig, die
beiden dipolaren Phasen ®; und ®; der beiden CH-Bindungen zu berechnen. Dies er-
folgt wie in Gl. 2.42 auf Seite 17 angegeben tiber die dipolare Frequenz wp(t). Da diese
Frequenz normalerweise nur im Hauptachsensystem des Kopplungstensors bekannt ist,
ist eine Reihe von Transformationen fiir jede der beiden CH-Bindungen notwendig, um
diesen Tensor im Laborkoordinatensystem zu erhalten. Diese sind die Transformation
vom Hauptachsensystem iiber das Molekiilsystem () und das Rotorsystem (a, B, y) ins
Laborkoordinatensystem (wrt, Bm):

DY = R (fm) R (wr) R 'R (PR ()R (9 D™ R(9) R() R(B) R(Y) R(wrt) R(fm).
(A.4)
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A. Anpassung der Dephasierungskurve einer
CH,-Gruppe

Unter der Annahme einer idealen CHy-Gruppe entspricht der Offnungswinkel £(HCH)
dem Tetraederwinkel von 109.5°. Sollen beide CH-Bindungen in ein gemeinsames Mo-
lekiilsystem transformiert werden, bietet es sich an, die Winkelhalbierende des Tetra-
ederwinkels als Referenzrichtung zu wihlen. Mit dieser Annahme vereinfacht sich die
erste Transformation, da der Rotationswinkel gerade dem magischen Winkel entspricht
und es ergibt sich nach allen durchgefithrten Rotationen, wie in Gl. A.4 aufgefiihrt, die
zz-Komponente des dipolaren Tensors im Laborkoordinatensystem DLF zu:

2 4 2
DMF = dn cos?(wrt) + 5d125in(@R?)cos(wrt) + Zda sin®(wgt) (A.5)
2 2 1
+ 3 V2d 15 cos(wgt) + 3 V2sin(wgt) + §d33 ,

mit den Vorfaktoren

1 2

dii = g(cos a—sinza)coszﬁcoszyi V2cos asin fcos feos?y (A.6)
—2sinacos acos fcosysiny F V2sinasin fsiny cosy
1
+§(si 2 a - cos? @) sin’y,
1
dig = —é(cos2a—sinQa)coszﬁsinycosy$ \/Qcosasinﬁcosﬂsinycosy (A.7)

1
+cos asinacos f(sin®y - cos®y) + 7 sin asin B(sin?y — cos?y)

2

(cos® a —sin®a)sinycosy,

¢
1 1
diz = 5 2a—sin2a)cosﬁsin,6cosyiEcosa(sin2ﬁ—cos2ﬁ)cosy (A.8)

. . . 1 . .
—sinacosasinfsiny + Tsmacosﬁsm)/,
2

(cos

1 2

dog = é(cos 2

a —sin” ) cos? ﬁsinzy +Vv2cos asinﬁcosﬁsinzy (A.9)

+2sinacosacos fsinycosy + @sinasinﬁsinycosy

— 1( 2
—(cos

"2

1 1
dog = —é(coszcx—sin2a)cosﬁsin,6sin)/¢Ecosa(sinzﬁ—cosﬂi)siny (A.10)

a—sin® @) cos?y,

. . 1 .
—sinacosasinfcosy + Tsmacosﬁcosy,
2

1
dsz = =(cos®

5 a—sin®a)sin® B F V2cos acos fsin B, (A.11)

welche die Euler-Winkel (a, f und y) enthalten. Die verschiedenen Vorzeichen vor einigen
Termen stammen von der gegensitzlichen Rotation der beiden dipolaren Tensoren der je-
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A. Anpassung der Dephasierungskurve einer
CH;-Gruppe

weiligen CH-Bindung vom Hauptachsensystem ins Molekiilsystem. Die dipolare Frequenz
fir die jeweilige CH-Bindung kann damit iber

1 2
DY —pp = [gcos(Za)(cos2ﬁ+l)i?cosasinﬁcosﬁ]cos (2wrt+2y) (A.12)
V2 . 2 . .
+ +?s1nas1n,6—gcosasmacosﬁ] sin (2wgt +2y)

2 2
+ % cos(2a)cos Bsin fF geosa cos(2ﬁ)] cos (wrt +7)

2 2
-3 2cosasinasinﬁi§cosﬁsina] sin (wgt +7)

berechnet werden. Eine Integration tiber die Zeit liefert fiir jede der beiden CH-Bindungen
eine dipolare Phase, welche in Gl. A.2 eingesetzt werden kann.

Einen Spezialfall dieser Gleichung ergibt sich, wenn fiir die CHa-Gruppe eine schnelle,
uniaxiale Dynamik angenommen wird. In diesem Fall werden die dipolaren Tensoren
der Einzelbindungen so gemittelt, dass sie stets eine parallele Orientierung zueinander
einnehmen [278] und somit bereits ein gemeinsames Koordinatensystem besitzen. Die
erste Rotation um den Winkel 9 entfillt bzw. fiir diese ist dieser Winkel Null. Daraus
resultiert, dass die Phasen ®; und @9 gleich werden und sich Gl. A.3 zu

11
FIDo =+ 5<cos(2c1>)> . (A.13)

vereinfacht. Das Pulvermittel (:--) stellt hier eine Mittelung tiber alle moéglichen Ori-
entierungen der Symmetrieachse dar. Ebenso kann eine Gleichung zur Beschreibung
einer CH3-Gruppe hergeleitet werden. Die schnelle Rotation der Methylgruppe fiihrt
ebenfalls dazu, dass die gemittelten Kopplungstensoren eine parallele Orientierung ein-
nehmen. Durch eine zusétzliche Entwicklung unter dipolarer Kopplung in Gl. A.2 wird
ein Ausdruck der Form

FID  ( cos ®; cos Dy cos P3) (A.14)

erhalten. Unter Annahme einer uniaxialen Rotation, wie sie eine CH3-Gruppe ausfithren
kann, wird fiir das dipolare Signal

FID  ( cos® @) (A.15)

erhalten, wobei das Pulvermittel iiber alle méglichen Orientierungen der Symmetrieachse
gebildet wird.

Damit ist es moglich, die heteronukleare, dipolare Restkopplung aus den DIPSHIFT-
und recoupled DIPSHIFT-Dephasierungskurven durch Anpassung der jeweiligen Funkti-
on zu ermitteln.

Es ist zu bemerken, dass diese gemessene Restkopplung bereits einer Vormittelung
durch die angenommene Dynamik unterliegt. Das bedeutet, dass die statische Dipol-
kopplung in diesen beiden Fillen bereits um den fiir die angenommene Modellbewegung
vorliegenden Ordnungsparameter reduziert ist (wie z.B. fiir die Methylgruppe des Alanin
in Kap. 3.2 beschrieben). Dies sollte bei der Auswertung der Experimente und der Wahl
der Referenzkopplung zur Ermittlung eines Ordnungsparameters beriicksichtigt werden.
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B Probenpraparation

B.1 Reine Lipidproben

Fiir die Herstellung der reinen Lipidproben wurde Pulver des entsprechenden Lipids
abgewogen und in einen 4mm-MAS Rotor gefiillt. Anschlieend wurde die gleiche Menge
an deuteriertem Wasser (D20) hinzugegeben und nach Verschlieen des Behéltnisses
mit Hilfe eines Vortexmischers geschiittelt. Teflonspacer ober- und unterhalb der Probe
stellten eine Positionierung dieser in der Mitte des Rotors sicher. Danach wurde der
Rotor fiir ca. 1-2 Stunden bei einer Temperatur oberhalb der Phasenumwandlungstem-
peratur des jeweiligen Lipids in einen Heizblock gestellt, um eine homogene Suspension
multilamellarer Vesikel zu erhalten [166].

B.2 | Mischungen aus Lipid und anderen Molekiilen

Fiir die Herstellung der einzelnen Mischungen aus Lipid und dem jeweiligen Gastmolekiil
wurde dhnlich verfahren. Zunachst wurden fiir das gewiinschte molare Verhaltnis von X:1
(Lipid:Gastmolekiil) die benétigten Massen uiber

Mn,Gast : mLipid

(B.1)
X 'Mn,Lipid

m Gast —

berechnet. Dabei sind My, g4 die molaren Massen des jeweiligen Gastmolekiils und des
Lipids und m g1« die Massen der beiden Substanzen. Die fiir die Berechnung verwende-
ten Molekulargewichte der Gastmolekiile sind in Tabelle B.1 aufgefiihrt; die der Lipide
finden sich in Tabelle 4.1 in Kapitel 4. Die eingewogenen Massen der jeweiligen Substanzen
wurden mit dem Lipid gemischt und anschlieend in einer Chloroform/Methanol-Mischung
(Volumenverhéltnis 2:1) gelost. Nachdem sich die Mischung gelost hat, d.h. sobald keine
Aggregate mehr sichtbar waren, wurde das Losungsmittel verdampft, in dem die Probe
auf eine Heizplatte gestellt wurde. Nach vollstandiger Verdampfung des Losungsmittels
wurde das entstandene Pulver in einen 4mm-MAS Rotor gegeben. Danach wurde die
entsprechende Menge an D2O hinzugegeben. Anschlieendes Schiitteln, Erwidrmen auf
eine Temperatur oberhalb der Phasenumwandlung des Lipids und erneutes Schiitteln
ergaben wieder eine homogene Suspension multilamellarer Vesikel.

Tabelle B.1.: Molekulargewichte M, fiir die in dieser Arbeit verwendeten Substanzen.

Substanz ‘ M, /gmol™!

Cholesterol 386.7
C12/12 1027.4
GP 8622
FGP 9810



B. Probenpréparation
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Abbildung B.1.: (@) 3 C-NMR-Spektrum von reinem DMPC, sowie DMPC-Mischungen, welche
einen gewissen Anteil an Lyso-Phospholipiden enthielten. Die Pfeile deuten auf die neue Signale,
welche infolge der Zersetzung erscheinen. (b) DSC-Thermogramm einer intakten DMPC-Probe,
sowie einer DMPC-Probe mit Lyso-Phospholipiden. Durch die Zersetzung der Lipidmolekiile erhoht
sich die Phasenumwandlungstemperatur deutlich.

B.3 | Zersetzung von Phospholipiden

Alle Proben, welche in dieser Arbeit untersucht wurden, beinhalteten mindestens
50Gew.% D20. Das bedeutet, sie lagen stets in einem wassrigen Medium vor. Dies stellt
zwar sicher, dass die Membranen in ihrer natiirlich vorkommenden Umgebung untersucht
werden konnen, verursacht jedoch auch Stabilitdtsprobleme. Die in den Proben existieren-
den Phospholipide in den multilamellaren Vesikeln unterliegen mit zunehmender Zeit
der Zersetzung [279]. Es gibt zwei moglich chemische Reaktionen, die zur Zersetzung
der Phospholipide in Wasser fiihren: die Oxidation und die Hydrolyse [280]. Wahrend
die Oxidation hauptséchlich bei Phospholipiden mit ungeséttigten Fettsaureketten eine
Rolle spielt, ist die Hydrolyse in allen Proben aktiv. Am anfilligsten fiir Hydrolyse sind
dabei die Esterbindungen an den Positionen sn-1 und sn-2 des Glycerolriickgrates, d.h.,
an den Carboxygruppen, an denen die Fettsdureketten gebunden sind [281]. Da diese
Gruppen ungefihr den Ubergangsbereich zwischen hydrohil und hydrophob in der Lipid-
doppelschicht bilden, stehen sie immer in Kontakt mit dem umgebenden Wasser in der
Probe. Durch die Hydrolyse entstehen mehrere Zersetzungsprodukte in der Probe: freie
Fettsauren, Lyso-Phospholipide und in letzter Instanz Glycerophospho-Verbindungen.
Dabei werden durch die Lyso-Phospholipide die Doppelschichten destabilisiert und es
kommt zur Bildung von Mizellen [282]. Auch im Rahmen der in dieser Arbeit durchge-
filhrten Messungen wurden Zersetzungserscheinungen sowohl in den reinen Lipidproben
als auch in verschiedenen Mischungen sichtbar. Dies duflerte sich vor allem in den Koh-
lenstoffspektren. In Abb. B.1(a) sind Spektren einer intakten Probe und zweier Proben,
welche Zersetzungsprodukte enthielten, gezeigt. In diesen ist zu erkennen, dass beim
Vorhandensein von Lyso-Phospholipiden in den Proben neue, zunéchst sehr kleine Sig-
nale erscheinen. Diese sind dann links neben dem Signal der Carboxy-Gruppen (s. Abb.
B.1(a) Signal 1), rechts neben dem Signal des Glycerol-2-Kohlenstoffs (Signal gs), sowie
links und rechts neben dem Kopfgruppensignal § zu finden. Das Erscheinen der Sig-
nale an diesen Positionen deutet sehr stark auf verdnderte Umgebungen der betroffenen
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B. Probenpréparation

Kohlenstoffatome hin. Da bei der Entstehung von Lyso-Phospholipiden Fettsdureketten
an den Esterbindungen abgelost werden, ist es plausibel, dass die Anderungen im Spek-
trum an diesen Positionen erfolgen. Eindeutiger ist die Verdnderung der Probe jedoch in
DSC-Messungen feststellbar. Dort ist fiir einen zunehmenden Anteil an hydrolytischem
Phospholipid eine erhohte Phasenumwandlungstemperatur messbar [282]. Dies konnte
auch fiir eine in dieser Arbeit untersuchte Probe festgestellt werden (s. Abb. B.1(b)). Es
ist zu erkennen, dass sich die Phasenumwandlungstemperatur in der betreffenden Probe
um ca. 20K erhoht hat. Dies ist zuséatzlich zu den NMR-Spektren ein eindeutiges Zeichen
fiir die Zersetzung der Phospholipidmolekiile innerhalb der Probe. Eine Lagerung der
hergestellten Lipidproben und Mischungen bei tiefen Temperaturen und einem neutralem
pH-Wert minimiert die Hydrolyserate [283], kann jedoch nicht vermieden werden, solange
die Probe Wasser enthilt. Je langer eine Probe in wassriger Umgebung vorliegt, desto
mehr hydrolytische Reaktionen finden statt. Eine Zersetzung der Lipidmolekiile kann nur
durch das vollstidndige Entfernen von Wasser aus der Probe (z.B. durch Gefriertrocknung)
verhindert werden [281].
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C | Experimentelle Details

C.1 Allgemeine Parameter

Alle Messungen wurden an einem Bruker Avance III Spektrometer mit einer Protonen-
Larmorfrequenz von 400MHz und einer Kohlenstoff-Larmorfrequenz von 100.5MHz
durchgefiihrt. Fir alle Messungen wurde ein 4mm-WVT-Doppelresonanzkopf benutzt.
Die Messtemperatur wird bei diesem Probenkopf uber einen beheizbaren Luftstrom
geregelt und wurde entsprechend kalibriert [284, 285]. Die Rotationsfrequenz betrug
im Allgemeinen vy = 5kHz. Typische Pulslangen waren 3 us fiir Protonen und 3.2 us
fiir Kohlenstoff. Fiir die Messung von nicht-quantitativen Protonenspektren wurde im
Allgemeinen eine Wartezeit von d1 = 1s zwischen zwei aufeinanderfolgenden Scans
gewihlt, wobei meist 32 Scans fiir ein Spektrum aufgenommen wurden. Zur Messung
der Kohlenstoffspektren war eine Wartezeit von d1 = 5s notwendig, um eine durch rf-
Einstrahlung (Entkopplung) bedingte Erwdrmung der Probe zu verhindern [182]. Die
Entkopplungsfrequenz betrug bei allen Kohlenstoffspektren 83 kHz, wobei die SPINAL64-
Sequenz zum entkoppeln benutzt wurde [115]. Typischerweise waren fiir ausreichend
gute Signal-zu-Rausch Verhéltnisse mindestens 512, meist jedoch 1024 Scans notwendig.
Die fiir die Spektren mit Kreuzpolarisation verwendeten Kontaktzeiten sind unterhalb
der jeweiligen Spektren im Haupttext angegeben.

Fir die quantitativen Protonenspektren betrug die Wartezeit zwischen zwei aufeinan-
derfolgenden Scans 8s. Alle Intensitidten wurden mit dem Curiefaktor, T/TRer, multipli-
ziert, um sie miteinander vergleichen zu kénnen.

C.2 | DIPSHIFT und recoupled DIPSHIFT

Die Pulsliangen und Wartezeiten fiir die DIPSHIFT- und recoupled DIPSHIFT-Experimente
entsprachen den oben angegebenen Werten. Die Anzahl an Scans betrug entweder 512,
1024 bzw. bei sehr schlechten Signal-zu-Rausch-Verhiltnissen gegebenenfalls 2048. Es
wurden typischerweise 16 ¢;-Inkremente in der indirekten Dimension aufgenommen.
Die Entkopplungsfrequenzen fiir die heteronukleare Entkopplung mittels SPINAL64-
Sequenz betrug v = 62.5kHz. Fiir die homonukleare Entkopplung mit der Lee-Goldberg-
Sequenz [110] wurde eine effektive Entkopplungsfrequenz von v, = 85kHz verwendet.
Dies entspricht der Bedingung, dass die Entkopplungsfrequenz ein ganz- oder halbzah-
liges Vielfaches der Rotationsfrequenz ist, um Artefakte in den Dephasierungskurven
zu mimimieren [82]. Alle diese Werte wurden sowohl fiir das DIPSHIFT- als auch fiir
das recoupled DIPSHIFT-Experiment benutzt. Als Wiedereinkopplungszeit fir die re-
coupled DIPSHIFT-Sequenz wurden 4 Rotationsperioden gewéhlt. Fiir Messungen, in
denen Kreuzpolarisation als Anregungsmethode benutzt wurde, betrug die Kontaktzeit
tcp = 5ms.

In den Abbildungen C.1 und C.2 sind wegen der Vollstandigkeit die Dephasierungskur-
ven der Lipide DPPC und DOPC gezeigt.
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Abbildung C.1.: Dephasierungskurven fiir das Lipid DPPC gemessen mittels recoupled DIPSHIFT-
Experiment (T=47°C, vg =5kHz, N =4).

Dariiber hinaus sind in Abb. C.5 bis C.7 zur Vollstdndigkeit die Dephasierungskurven
fiir die jeweiligen 60:1- und 150:1-Mischungen von DMPC mit GP bzw. die fehlenden
Kurven fiir die Mischungen mit FGP gezeigt.

C.3 | H-DQ-Aufbaukurven

Die Doppelquantenaufbaukurven fiir die Mischungen aus Polymer und Lipid wurden mit
der BaBa-xy-16-Sequenz unter MAS aufgenommen [133]. Die Rotationsfrequenz betrug
fiir diese Experimente vg = 8 kHz. Es wurden 32 oder 64 Scans mit einer Wartezeit von
2s zwischen zwei Scans aufgenommen. Es wurden 41 7pg-Inkremente gemessen, wel-
che zwischen 0 und 1000 Rotorperioden variiert wurden. Fiir sehr kurze Zeiten betrug
das Inkrement ATpq = 7R, fiir ldngere Zeiten Atpq = 47Rr. Es zeigte sich jedoch die beste
Kompensation von Offset-Effekten fiir Atpq = 47R, so dass nur diese Evolutionszeiten aus-
gewertet wurden. Da die Aufbaukurven fiir das Signal der PPO-Methylgruppe gemessen
wurden, wurde darauf geachtet, dass sich dieses Signal in Resonanz befand.

C.4 | DQ-Seitenbanden-Spekitren

Fur die Mischung aus C12/12 und dem jeweiligen Lipid wurden DQ-Seitenbanden-
Spektren aufgenommen, wozu ebenfalls die BaBa-xy-16-Sequenz benutzt wurde [133]. Die
Rotationsfrequenz betrug in diesen Experimenten vg = 10kHz. Es wurden typischerweise
32 Scans aufgenommen und die Wartezeit zwischen zwei Scans betrug d1 =2s. Die Wie-
dereinkopplungszeit (Anregung- und Rekonversion) betrug jeweils 4 Rotationsperioden.
Es wurden insgesamt 512 ¢;-Inkremente aufgenommen, wobei ein Inkrement Aty = 2.5 us
betrug. Dabei wurde die Aromatenregion der C12/12-Molekiile in Resonanz gesetzt, um
eine gute Kompensation von Offseteffekten zu erhalten.
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Abbildung C.2.: Dephasierungskurven fiir das Lipid DOPC gemessen mittels recoupled DIPSHIFT-
Experiment (Raumtemperatur, vg = 5kHz, N =4).
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Abbildung C.3.: Dephasierungskurven fiir DMPC+GP (60:1) gemessen mittels recoupled
DIPSHIFT-Experiment (T=34°C, vg = 5kHz, N =4).
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Abbildung C.4.: Dephasierungskurven fiir DMPC+GP (150:1) gemessen mittels recoupled
DIPSHIFT-Experiment (T =34°C, vg =5kHz, N =4).
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kylketten der Lipidmolekiile in der 20:1-Mischung mit FGP gemessen mittels recoupled DIPSHIFT-
Experiment (T =34°C, vg =5kHz, N =4).
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Abbildung C.6.: Dephasierungskurven fiir DMPC+FGP (60:1) gemessen mittels recoupled

DIPSHIFT-Experiment (T=34°C, vg =5kHz, N =4).
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Abbildung C.8.: Dephasierungskurven der einzelnen Copolymerbliocke: (a) PPO und (b) PGMA fiir
FGP in der 20:1-Mischung mit DMPC (T = 34°C, vg = 5kHz, N = 4). Die ermittelten heteronuk-
learen, dipolaren Restkopplungen sind ebenfalls angegeben und weisen auf eine nahezu isotrope
Mobilitit der Polymermolekiile in den Mischungen hin.
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Abbildung C.9.: Sequenz des 2D-NOESY-Experiments nach Jeener et al. [286].

C.5 | 2D-NOESY-Spektren

An dieser Stelle soll das NOESY-Experiment zunéchst kurz beschreiben werden, mit
dessen Hilfe es moglich ist, raumliche Nahe zwischen zwei Kernen zu untersuchen
[103,264,265]. Es wurde eine Dreipulssequenz mit entsprechendem Phasenzyklus be-
nutzt, welcher es ermoglicht, phasen-sensitiv zu messen (s. Abb. C.9) [286]. Nach einem
90°-Puls existiert transversale Magnetisierung, welche sich unter dem Einfluss von Reso-
nanzoffsets wihrend einer Zeit ¢; entwickeln kann. Da alle Spins von ihrer Umgebung
beeinflusst werden, spiiren sie alle unterschiedliche lokale Magnetfelder. Dies fithrt dazu,
dass die Spins unterschiedliche Larmorfrequenzen besitzen. Damit erhélt jeder Spin
in der Evolutionszeit seine eigene Frequenzmarkierung, die den Ausgangszustand des
jeweiligen Spins charakterisiert. Durch Inkrementierung der Evolutionszeit 1 entsteht
eine Intensitdtsmodulation, welche den Ausgangszustand der Spins kodiert.

Der zweite 90°-Puls speichert die Magnetisierung entlang der z-Richtung fiir die Dauer
der Mischzeit ¢,,. Durch die dipolare Kopplung benachbarter Spins ist es wahrend dieser
Zeit moglich, dass ein Polarisationstransfer stattfindet. Hat ein Polarisatiosiibertrag statt-
gefunden, dndert sich die Larmorfrequenz der beteiligten Spins. Nach der Mischzeit wird
durch den letzten 90°-Puls wieder transversale Magnetisierung erzeugt und wéahrend der
Detektionszeit ¢o gemessen. Die folgenden Fouriertransformationen beziiglich der Zeiten
t1 und t9 liefern ein zweidimensionales Spektrum S(w1,wg). Dabei beschreibt w; den
Ausgangszustand eines Spins und w9 den Zustand am Ende der Mischzeit. Hat wiahrend
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der Mischzeit ein Polarisationstransfer stattgefunden, erscheint im Spektrum ein so ge-
nanntes Kreuzsignal, welches den Spins mit den zugehorigen chemischen Verschiebungen
zugeordnet wird. Dies bedeutet, dass sich die beteiligten Spins in rdumlicher Ndhe zuein-
ander befinden miissen. Nur allein von der Existenz der Kreuzsignale ist es jedoch nicht
moglich, auf den zu Grunde liegenden Wechselwirkungsmechanismus (Spindiffusion oder
NOE) zu schliellen. Es existiert eine komplexe Abhédngigkeit der Kreuzrelaxation vom
Abstand der Spins und ihrer Dynamik, so dass das reine 2D-Spektrum nur qualitative
Informationen liefert.

Fiir die Messungen der NOESY-Spektren wurde eine Rotationsfrequenz von vg = 4kHz
verwendet. Pulsldngen und Wartezeiten entsprechen denen wie in Abschnitt C.1 angege-
ben. Die Mischzeit betrug 200ms und es wurden insgesamt 512 #1-Inkremente aufgenom-
men, wobei jedes Inkrement 16 Scans beinhaltete.

In den Abbildung C.10 und C.11 sind zur Vollstandigkeit die 2D-NOESY-Spektren der
60:1 und 150:1 Mischungen von Polymeren und Lipid gezeigt.

ppm B ppm
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| I
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£/ £ 0.8
o o | 1.0 \; 1.0
25 | 235/ [
&0 F12 wp &0 12 w2
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Tt T 11120 T 1 11 1 1 20
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w1 w1

(a) b)

Abbildung C.10.: Ausschnitt aus den 2D-NOESY-Korrelationsspektren fiir (a¢) DMPC+GP und
(b) DMPC+FGP mit einer Konzentration von 60:1. Zur Verdeutlichung ist der Schnitt entlang der
w1i-Dimension durch das Signal der CHa-Kette des Lipids bei ca. 1.3 ppm gezeigt. Jeweils rechts
am Autokorrelationssignal befindet sich eine schwache Schulter (s. Pfeil), die der Korrelation zum
PPO-Methylsignal entspricht (Basislevel fiir die Konturen ist 5% des CHg-Autopeaks, T = 40°C,
vgr =4kHz, t;, =200ms).
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Abbildung C.11.: Ausschnitt aus den 2D-NOESY-Korrelationsspektren fiir (a¢) DMPC+GP und (b)
DMPC+FGP mit einer Konzentration von 150:1. Zur Verdeutlichung ist der Schnitt entlang der
w1-Dimension durch das Signal der CHy-Kette des Lipids bei ca. 1.3 ppm gezeigt. Jeweils rechts am
Autokorrelationssignal befindet sich eine sehr schwache Schulter (s. Pfeil), die der Korrelation zum
PPO-Methylsignal entspricht (Basislevel fiir die Konturen ist 5% des CHy-Autopeaks, T = 40°C,
vg =4kHz, t;, =200ms).
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D | Datenauswertung der 'H-DQ-Aufbaukurven der Lipid-
Polymer-Mischungen

Wie in Kapitel 6.2 beschrieben, ist die Auswertung der DQ-Spektren fiir die Lipid-Polymer-
Mischungen wegen der teilweisen Uberlappung der Signale schwierig. In Abb. 6.13 ist zu
erkennen, dass fiir kurze Evolutionszeiten das Signal der PPO-Methylgruppe sehr stark
von dem der Lipidalkylketten uberlagert ist. Daher wurden die Spektren erst ab Evoluti-
onszeiten von 7, = 2ms ausgewertet. Sowohl die DQ- als auch die Referenzintensitéten
wurden durch Integration iiber den PPO-Methyl-Peak erhalten. Wegen der Uberlagerung
mit dem Lipidsignal fithrt dies jedoch dazu, dass das Integral iiberschéatzt wird. Der
Versuch die beiden Signalanteile mittels Dekonvolution zu erhalten, fithrte nicht zum
Erfolg. Dies ist vor allem der Vielzahl an Einzelsignalen geschuldet, welche im Signal der
Lipidalkylketten enthalten sind [197]. Auch ist nicht klar, wie viele Signale verschiedener
Konformationen das Signal der PPO-Methylgruppe enthélt. Es ist jedoch anhand von Abb.
6.13 auf S. 107 fiir lingere Evolutionszeiten ersichtlich, dass die Uberlappung und damit
der Einfluss des Lipids abnimmt.

Um die Reproduzierbarkeit der Daten zu untersuchen, wurden fiir jede der Proben
drei Messungen durchgefiihrt. Fiir jede Messung wurden die DQ- und Referenzdaten
durch Integration unter dem PPO-Methyl-Signal erhalten. Um den isotropen Anteil in
den Proben zu bestimmen, wurden die Referenzintensitidten angepasst. Da es keinen
eindeutigen zweikomponentigen Kurvenverlauf gibt, wurde der isotrope Anteil fiir zwei
Evolutionszeiten angepasst (ab 6 ms bzw. 8 ms, s. Abb. D.1). Fiir langere Evolutionszeiten
wichen die bestimmten DQ-Aufbaukurven vom theoretischen Verlauf ab, d.h. der Plateau-
wert wurde nicht erreicht, wenn ein groflerer isotroper Anteil abgezogen wurde. Fiir einen
geringeren isotropen Anteil wurden die Plateauwerte zu grof3 bestimmt.

Fiir die beiden (nur gering unterschiedlichen) Anteile an isotrop mobilen Molekiilen (s.
Abb. D.1) wurden die normierten DQ-Aufbaukurven berechnet und durch Datenanpassung
jeweils eine homonukleare, dipolare Restkopplung ermittelt (s. Abb. D.2). Fiir die Daten-
anpassung wurden in der entsprechenden DQ-Aufbaukurven jeweils einmal die ersten
drei und einmal die ersten vier Punkte ausgelassen und anschlielend die Restkopplung
ermittelt. Weiterhin wurden die Daten sowohl mit einer fehlergewichteten, als auch mit
einer ungewichteten Prozedur angepasst. Diese verschiedenen Ansitze zur Datenanalyse
ergaben pro Probe acht Werte sowohl fiir die homonukleare, dipolare Restkopplung als
auch fir die Verteilungsbreite dieser Kopplung bei Annahme einer Gaul3-Verteilung.

Um eine Abschitzung fiir den systematischen Fehler zu erhalten, wurde fiir je eine Mes-
sung jeder Konzentration eine Basislinienkorrektur unter dem PPO-Signal genutzt, um
den Untergrund und damit auch den Anteil des Lipids zu subtrahieren. Der durch Basisli-
nienkorrektur ermittelte systematische Fehler der Signalintensitéiten fiir das PPO-Signal
wurde anschlieBend zur Abschatzung des Einflusses auf die Restkopplung einerseits zu
den ermittelten Intensitidten hinzu addiert und andererseits davon abgezogen. Aus den
jeweils erhaltenen DQ-Aufbaukurven wurde erneut die Restkopplung bestimmt (s. Abb.
D.3). Dies ergab pro Probe und Messung fiir jede der beiden aus Abzug des isotropen An-
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Abbildung D.1.: Anpassung des isotropen Anteils in der Probe (fis,) ab einer Evolutionszeit von (a)
TpQ = 6ms und (b) T1pq = 8ms fiir eine 20:1-Mischung aus DMPC+GP. Die angegebenen Anteile fis,
und faniso Spiegeln die Anteile in der gesamten Probe (Lipid+Polymer) wider.

teils erhaltenen DQ-Aufbaukurven erneut vier Werte fiir die homonukleare Restkopplung
und die Verteilungsbreite, welche die Minimal- bzw. Maximalwerte darstellten. Diese
DQ-Aufbaukurven zeigten jedoch meist nicht das geforderte Plateau bei 0.5 bzw. war die
Datenanpassung nicht immer stabil. In diesem Fall wurden die Restkopplungen nicht mit
beriicksichtigt. Somit wurden fiir jede Probe ca. 30 Werte fiir die homonukleare, dipolare
Restkopplung und die zugehorige Verteilungsbreite erhalten. Aus den ermittelten Rest-
kopplungen bzw. Verteilungsbreiten wurde fiir jede Probe ein statistischer, arithmetischer
Mittelwert und die zugehorige Standardabweichung bestimmt. Die Anteile an anisotrop
mobilem PPO in der Lipidmembran wurden durch Bildung des Mittelwertes aus sechs
verschiedenen Werten bestimmt. So ergeben sich die in Abb. 6.14 und Tab. 6.3 abgege-
benen Werte fiir die homonuklearen, dipolaren Restkopplungen, die Verteilungsbreiten
dieser Restkopplungen, sowie die Anteile an anisotrop mobilen PPO-Methylgruppen.

Abschatzung der homonuklearen, dipolaren Restkopplung aus der Polymerkonformation
In Kapitel 6.2 wurde bereits erwahnt, dass fiir Polymere ein Zusammenhang zwischen
dem Ordnungsparameter, welcher sich aus der Polymerkonformation ergibt, und dem
mittels NMR bestimmten Ordnungsparameter der Form

6. B D
B 5NR(2) B DRer

(D.1)

existiert. Die Parameter R? und R(Z) beschreiben den End-zu-End-Abstand bzw. den Gleich-
gewichts-End-zu-End-Abstand des Polymers. Die Anzahl der Kuhn-Segmente betrigt N.
Dy und Dger sind die mittels NMR gemessene dipolare Restkopplung und die Referenz-
kopplung. Um die zu erwartende, dipolare Restkopplung abschitzen zu konnen, miissen
die Parameter der Gleichung bekannt sein. Uber den Gleichgewichts-End-zu-End-Abstand
R? und die Kuhn-Lénge b
R2
0

’
Rmax

b=

(D.2)
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Abbildung D.2.: Normierte DQ-Aufbaukurven fiir eine 20:1-Mischung aus DMPC+GP nach Abzug
des isotropen Anteils ab (a) Tpq = 6ms und (b) Tpq = 8ms mit den aus der Datenanpassung erhal-
tenen Restkopplungen D,.s/271 und Verteilungsbreiten a/2n. Die ersten drei Punkte der jeweiligen

Kurve wurden nicht mit in die Datenanpassung einbezogen.
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Abbildung D.3.: Abschdtzung der Minimal- und Maximalwerte fiir die dipolare Restkopplung
D,os/27 und die Verteilungsbreite /21 durch Addition und Subtraktion des sich aus der Mes-
sung | Auswertung ergebenden systematischen Fehlers fiir die beiden bestimmten, isotropen Anteile
in einer 20:1-Mischung aus DMPC+GP. Die ersten drei Punkte wurden nicht mit in die Datenan-
passung einbezogen.

mit Rz, dem End-zu-End-Abstand in gestreckter Konformation, und die Beziehung

R2=Nb?, (D.3)
kann die Anzahl an Kuhn-Segmenten, N, bestimmt werden [274]. Der Gleichgewichts-
End-zu-End-Abstand wird dabei aus dem Quotienten R(2)/MW =0.74A2 (Annahme fiir eine
Schmelze bei ca. T' = 230°C [274]) bei einem Molekulargewicht My, ~ 1974Da (fiir 34
Monomereinheiten PPO) ermittelt. Der Gleichgewichts-End-zu-End-Abstand ergibt sich
damit zu Ro = 3.82nm. Unter Annahme einer Léange von ca. Ry,ax = 10nm fiir die gestreck-
te Konformation des PPO-Blockes (s. Abb. 6.1) [52], wird die Kuhn-Lénge b = 1.46nm
ermittelt. Wird das Polymer in die Membran eingebaut, kann fiir den End-zu-End-Abstand
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des PPO-Blockes in durchspannender Konformation die hydrophobe Dicke der Lipidmem-
bran von R = 3nm gewéihlt werden [60]. Der Ordnungsparameter ergibt sich damit zu
S = 0.05. Mit der Referenzkopplung von 4.5kHz wird schlieflich eine dipolare Restkopp-
lung von D5 = 225 Hz bestimmt. Diese sollte ein Ma@} fiir untere Grenze der gemessenen
Ordnungsparameter darstellen. Dass dieser Wert etwas hoher liegt als die tatséachlich
gemessenen Werte kann an den fiir die Abschiatzung angenommenen Parametern liegen,
welche wahrscheinlich etwas von den tatséchlichen Werten abweichen.
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