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Abstract

Investigations on the interactions of complex synthetic, X-shaped bolapolyphilic molecules consisting
of 2 or 3 chemically incompatible moieties with phospholipid model membranes were performed.
Pure bolapolyphiles (BP) in the bulk formed liquid-crystalline phases but lyotropic phases in contact
with water were not observed.

When BPs were incorporated into lipid vesicles, the interplay of different affinities (hydrophilic,
lipophilic and fluorophilic) and the combination of rigid and flexible units within the molecules lead
to the formation of a variety of structures. These systems were investigated by fluorescence
microscopy and spectroscopy, electron microscopy, DSC, X-ray diffraction and infrared spectroscopy.

Incorporation of BPs into gel phase lipid (DPPC) bilayers usually lead to the formation of large BP-
domains within the membrane and a separation into different lamellar species. The thermal
behaviour of the lipid membranes was drastically altered upon BP incorporation and several
endothermic transitions above T,, of pure DPPC occurred. In the liquid-crystalline phase, the BPs
were homogeneously distributed in the membrane plane.
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DMPC 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
DSPC 1,2-Distearyl-sn-Glycero-3-phosphocholin
POPC 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
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Ly lamellare fluide Phase einer Lipidmembran

COlpex columnar-hexagonale Mesophase der Mesogene

Tp Temperatur der Vorumwandlung der Lipidaggregate von Gel- zur Ripplephase

T Temperatur der Hauptumwandlung der Lipidaggregate von Gel- zur fluiden Phase
Tudd Temperatur von Zusatzumwandlungen von Mesogen-Lipid-Gemischen

Torép Praparationstemperatur
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Infrarotspektroskopie

FTIR Fourier Transformations-Infrarot (-Spektroskopie)

ATR Abgeschwachte Totalreflexion (attenuated total reflection)

IRE ATR-Kristall (internes Reflexionselement)

IRRAS Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie

p/s Polarisation der einfallenden Strahlung (parallel/senkrecht)

dy Eindringtiefe des IR-Lichtes in die Probe auf dem ATR-Kristall

14 Einfallswinkel der IR-Strahlung

MD Molekuldirektor

TDM Ubergangsdipolmoment (transition dipolar moment)

N Membran-/Schichtnormale

a Winkel zwischen MD und TDM

ipp Schwingung mit TDM in der Molekilriickgratebene, parallel zu MD (in-plane parallel)
R dichroitisches Verhiltnis

0 Tiltwinkel des MD (ATR-Experiment)

E,E,E, elektrische Feldamplituden in x-, y-, z-Richtung

ky, ky, k, Komponenten des integralen Absorptionskoeffizienten in x-, y-, z-Richtung
Ny1 Brechungsindexverhiltnis aus n,/n; mit n, = Probe, n, = Kristall

r Polarisatorgtite (IRRAS)

Monoschichtuntersuchungen

0y/0¢ Oberflachenspannung von Wasser/eines organischen Filmes
b4 Oberflachendruck

Aol molekulare Flache

Cspreit Spreitkonzentration (Langmuirfilme)

Vikompr Kompressionsgeschwindigkeit der Barrieren einer Filmwaage
LB-Transfer Langmuir-Blodgett-Ubertrag

BAM Brewsterwinkelmikroskopie (Brewster angle microscopy)

Ty, Oberflachendruck bei Langmuir-Blodgett Ubertrigen

G5 Brewsterwinkel

Ry/Rp Reflektivitaten von s- bzw. p-polarisiertem Licht

oo/ Or Oberflachenspannung von Wasser und eines organischen Filmes
Nnw/Ne Brechungsindex von Wasser und eines organischen Filmes
Kalorimetrie
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2AH 44
AHior

Mikroskopie
AFM
ko/Kefs/Knom
Inom

F,

d,

Q

Jres

TEM
cryo-TEM

Warmekapazitat der Probe

Anfangs- und Endttemperaturen der Umwandlung
Umwandlungsenthalpie
Hauptumwandlungsenthalpie

Summe der Zusatzumwandlungsenthalpien
Summe aller Umwandlungsenthalpien

Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy)
netto/effektive/nominelle Federkonstante des Cantilevers
nominelle Lange des Cantilevers
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Auslenkung des Cantilever in z-Richtung

Qualitatsfaktor des Cantilevers

Resonanzfrequenz des Cantilevers
Transmissionselektronenmikroskopie

TEM mit vitrifizierten Proben

UV/VIS-Spektroskopie und Fluoreszenztechniken

uv/Vvis Ultravioletter/sichtbarer Bereich des Lichtes

E/s, Extinktion/Extinktionskoeffizient
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c Konzentration der Proben (c,)

Iy Durchstrahllange der Kivette/Kiivendicke
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Ton Onsettemperatur

Togf Offsettemperatur

ITO Indiumzinnoxid {(In,03)0.6(SN0,)01} (indium tin oxide)
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R normierte Fluoreszenzintensitat

g(y) Verteilungsfunktion

r Fluoreszenzanisotropie
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Réntgentechniken
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lo Reflexintensitat (Rontgenpulverdiffraktometrie)
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WAXS Weitwinkelstreuung (wide angle X-ray scattering)

Pbnm Symmetriegruppe

(hkl) Miller‘sche Indizes eines Reflexes

d Wiederholabstand
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Einleitung

1 Einleitung

Wasser bedeckt 70 % - 72 % der Erdoberflache und ist der Ursprung allen irdischen Lebens. Die
speziellen Eigenschaften des Wassers, wie Hydrophilie, Polaritdit der Molekiile und die
Dichteanomalie sind die wesentlichen Voraussetzungen fiir selbstreproduzierendes Leben. Um dies
zu ermoglichen sind Kompartimente des Wassers durch Membranen voneinander abgetrennt, die
den so gebildeten Zellen einen begrenzten wassrigen Raum zur Verfligung stellen. Die wichtigsten
Bestandteile von Zellmembranen sind Lipide, Proteine und Zucker. Eine besondere Eigenschaft der
Lipide, ihre Amphiphilie, ermdoglicht die einzigartige Funktionsweise und Struktur der
Lipidmembranen. So stellen diese Membranen stabile und zugleich flexible Barrieren zwischen zwei
Zellen dar oder grenzen intrazellulire Kompartimente ab. Lipide machen ca. 40% - 75% der
Membran aus,' wobei der Rest vor allem durch Proteine gefiillt wird. Proteine als Enzyme sorgen
unter anderem fir Zellstoffwechsel, Signaltransduktion, Zell-Zell-kKommunikation und fungieren als
Sensoren fiir externe Stimuli.*® Ein Hauptbestandteil der eukaryotischen Lipidmembran machen
dabei Phosphatidylcholine (PC) aus.* Die Lipide bilden eine 2D-Flussigkeit, in welcher sich die anderen
Membranbestandteile relativ frei (fluide) bewegen kénnen.’

Zellmembranen sind also hochkomplexe Systeme. Um z. B. auf medizinischem oder
pharmakologischem Wege gezielt Einfluss auf die Struktur und das Verhalten einer Zellmembran
nehmen zu koénnen, ist es wichtig, den Aufbau der Membran und deren Wechselwirkungen mit
Proteinen bzw. Peptiden zu verstehen. Um diese Interaktionen zu untersuchen, wird auf Grund der
hohen Komplexitat biologischer Membranen oft am Modellsystem einer reinen Lipidmembran, frei

8-12

von ein- oder angelagerten Proteinen, gearbeitet.>’” Die Wechselwirkungen von Proteinen und

B mit Lipidmembranen werden seit mehr als 70 Jahren intensiv untersucht. Dabei sind die

Peptiden
grundlegenden Prinzipien der Strukturbildung und des Phasenverhaltens bei Ein- bzw. Anlagerung
von Fremdmolekiilen nicht erschopfend verstanden und werden auch in Zukunft Gegenstand der
Forschung sein. Oft werden Interaktionsstudien von Proteinen mit Lipidmembranen auf Grund der
GroRRe und konformationellen Vielfalt der Proteine an Modellsystemen, die bestimmte Areale bzw.
Affinitatsprofile der Proteine imitieren, durchgefiihrt. Zur Reduktion der Komplexitdt werden auch
artifizielle Molekille verwendet, die gezielt synthetisiert wurden, um in bestimmter Weise mit
Lipidmembranen in Wechselwirkung zu treten. Diese Molekiile sind oft ebenso wie die Lipide
amphiphil mit hydrophilen und lipophilen Bereichen im Molekiil. Die Vielfalt der Mdglichkeiten fiir
die Wechselwirkung von artifiziellen, synthetischen Molekiilen mit Lipidmodellmembranen und der
Einfluss der Molekiile auf die Struktur der Membran und deren Eigenschaften, wie Flexibilitdt und
Permeabilitat, sollen anhand einiger Beispiele aufgezeigt werden:

Synthetische Makromolekiile sind oft von vergleichbarer GrofRe wie Proteine. Es konnte gezeigt
werden, dass hydrophile, flexible Polymere durch Verankerung in der Membran eine weiche Corona
um Lipidvesikel bilden kénnen. Amphiphile Blockcopolymere wie PIB-b-PEO (Polyisobutylen-b-

Polyethylenoxid) kénnen die Membranstruktur und -permeabilitdt beeinflussen bzw. separierte

Mikrodoméanen von spezifischer Struktur und Packung bilden.”™!

Kleinere Molekiile wurden ebenso verwendet, um Membranwechselwirkungen zu untersuchen. So

zeigen stdabchenférmige Oligospiroketale Mischbarkeit mit Phospholipidmodell- und biologischen

22-24

. 2 .. . .
Membranen. Die als ,molecular rod“*”> bekannten Molekile bestehen aus einem elongierten

lipophilen Riickgrat mit konjugiertem m-System und nehmen in wadssrigen Lipidsystemen eine

26,27

Transmembrananordnung ein. Amphiphile Multiblockmolekiile, die am zentralen Oligo-



Einleitung

(Phenylen-Alkinylen)-Kern EQ,4-Einheiten, terminiert von Benzoat- oder Triazin-Funktionen, tragen,
zeigen ebenso einen Einbau in fluide DOPC-Membranen (1,2-Dioleyl-sn-glycero-3-phosphocholin) mit
Transmembrananordnung.?®

Einige amphiphile Molekile sind bekannt dafiir, lonenkanile zu bilden.* Um als
lonenkanalmimetikum aktiv zu sein, missen die Molekile eine bolaamphiphildhnliche Struktur
haben und so zwei hydrophile Kopfgruppen tragen. Die Molekilldnge muss der Lange der
Lipiddoppelschicht entsprechen, wobei dafiir lipophile Molekiilteile vorhanden sein missen, die mit
den Lipidalkylketten wechselwirken und hydrophile Teile im Inneren der Kanile, die lonenleitung
ermoglichen. Einfache Molekiile wie Aplosspan, bestehend aus Diethanolaminkopfgruppen,

3031 Amphotericin ist ein

verbunden durch Alkylketten und Bisphenylgruppen, erfiillen diese Kriterien.
Polyen-Makrolidantibiotikum, das aus einer  Ankergruppe (Mycosamin) fir die
Lipiddoppelschicht/Wasser-Grenzflache, einer rigiden Polyengruppe zur Wechselwirkung mit dem
lipophilen Membraninterieur und einem Polyol besteht.*> Die Molekile sind spezifisch fir die
Interaktion mit Membranen bestimmter Dicke adaptierbar und werden pharmakologisch als
Fungizide eingesetzt. Substituierte Oligo-p-Phenylene konnen in analoger Weise eine
Transmembrananordnung®® einnehmen und in Abhéngigkeit von der Lange ihres lipophilen, rigiden

3234 Dabei imitieren die Oligo-p-

6

Rlckgrates eine Membran bestimmter Dicke durchspannen.
Phenylene eine kiinstliche Doppelhelixanordnung® und sind photochemisch aktiv,® was deren
Detektion und Lokalisation mit UV-Spektroskopie und Fluoreszenzmethoden moglich macht. Es ist
durch Peptidsubstitution an den Oligo-p-Phenylenen mdglich, artifizielle f-Barrels zu erzeugen, die

3738 Epenso

als a-Helix-Sensoren bzw. selektive Schleusen fir Liganden oder lonen fungieren kénnen.
konnten Oligoester-lonenkanale, deren Molekiile eine Diphenylethingruppe tragen, synthetisiert und
ihre selektive lonenpermeabilitit gezeigt werden.*® Dabei dient die Diphenylethingruppe

Lokalisierungsstudien mittels Fluoreszenzmethoden.

Es wurden zahlreiche synthetische Molekiile untersucht, die spezifisch mit Lipidmodellmembranen
wechselwirken. Diese artifiziellen Molekiile werden an die Membranen an- oder in die Membranen
eingelagert und koénnen teilweise durch die Bildung selbstorganisierter Strukturen Eigenschaften
biologischer Molekiile wie Proteine oder Peptide imitieren. Vor allem niedermolekulare
Verbindungen mit einem speziell konstruierten Affinitatsprofil kdnnen in der Lage sein, die
Membranoberflache als Templat fiir die Bildung selbstorganisierter Strukturen zu nutzen. Damit ist
es moglich, an vereinfachten, gut definierten Modellsystemen die komplexen Vorgange der
Strukturbildung in und an Lipidmembranen zu verstehen und die gewonnenen Erkenntnisse auf
komplexere, biologische Systeme zu libertragen.

In dhnlicher Weise werden in dieser Arbeit die Wechselwirkungen von synthetischen X-férmigen
Molekiilen maRgeschneiderter Funktionalitdt mit Phospholipiden in Modellmembranen betrachtet.
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2 Das Modellsystem und dessen Parameter

2.1 Lipide

Phospholipide sind die haufigsten Bestandteile biologischer Membranen. Die amphiphilen Molekile
bestehen aus einer hydrophilen Kopfgruppe und zwei lipophilen Ketten (Schwanz, Abbildung 1). Die
zentrale Einheit bildet eine Glycerol, an dessen sn-3-Position die spezifische Kopfgruppe als
Phosphorsaureester gebunden ist. Die Phosphatgruppe ist negativ geladen, und der Rest der
Kopfgruppe kann variieren. Typische Kopfgruppen sind dabei Cholin, Ethanolamin, Serin und Inositol.
Von der Ladung der Kopfgruppe hangt die Nettoladung des Lipidmolekiils ab. Im Rahmen der Arbeit
wurden nur Lipide mit zwitterionischer Phosphatidylcholinkopfgruppe (PC-Kopfgruppe) verwendet
(Tabelle 1). An den Positionen sn-1 und sn-2 des Glycerols ist jeweils eine Fettsdure verestert
(Abbildung 1).

(o]
\®/ O@ H\ 0)16/\/\/\/\/\/\/\ )
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c 0\"6\/\/\/\/\/\/\/ P |
. - o

hydrophile"Kopfgruppe lipophiler Kettenbereich

Abbildung 1. Struktur von DPPC: hydrophile PC-Kopfgruppe (blau) und zwei lipophile Palmitoylreste in all-trans-
Konformation (lipophiler Teil, grau).

Phosphatidylcholine (PC) machen 86 % der Lipide in Eukaryontenzellen aus. Die zwitterionischen
Kopfgruppen besitzen keine Nettoladung. Die physikalischen Eigenschaften der Phosphatidylcholine
sind hauptsachlich durch die Lange der lipophilen Acylketten, die zwischen 10 und 24
Kohlenstoffatomen variiert, und deren Sattigungsgrad bestimmt.

Tabelle 1. Verwendete Lipide mit Abkiirzung, Alkylkettenlangen und der Temperatur T,, der thermotropen
Hauptumwandlung der durch diese Lipide gebildeten Membranen, *keine Membranbildung ohne andere Lipide.

Lipid Abkiirzung Ketten T,/°C
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin DMPC 14:0-14:0 24
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin DPPC 16:0-16:0 42
1,2-Dipalmitoyl-dg;-sn-glycero-3-phosphocholin DPPC-dg, 16:0-16:0 38
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin POPC 16:0-18:1 -2
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin DOPC 18:1-18:1 -20
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3- Rh-DHPE 16:0-16:0 ¥

phosphoethanolamin-N-(Lissamin-Rhodamin-B-
sulfonyl), Ammoniumsalz

2.1.1 Polymorphismus der Lipidmembranen

Suspendiert man Phospholipide in wassrigen Medien, bilden sich auf Grund des hydrophoben
Effektes spontan Aggregate,”® da wegen der amphiphilen Natur der Lipide keine Léslichkeit vorliegt.
Dabei ist die Aggregatstruktur und die Ordnung der Lipidmolekiile abhangig von der Temperatur
(thermotroper Polymorphismus, Abbildung 2 links) und dem Wassergehalt (Hydratationsgrad,
lyotroper Polymorphismus, Abbildung 2 rechts). Es koénnen verschiedene Aggregatstrukturen
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auftreten, z. B. Mizellen, periodische 2D-Architekturen wie Lamellen, hexagonal gepackte Rohren
oder bikontinuierliche kubische 3D-Phasen. Die Art der gebildeten Phase hdngt nach Israelachvili et
al.*"** vom GroRenverhiltnis der beiden Teile unterschiedlicher Affinitdt und von der Stirke der
Auspragung der entsprechenden Affinitat ab.”* Detergenzien sowie Fettsiuren bilden oft mizellare
Aggregate, wahrend Lipide in der Regel lamellare oder hexagonale bzw. kubische Packungen
aufweisen. Der kritische Packungsparameter CPP gibt an, welche der Packungsvarianten bevorzugt
gebildet werden. Es flieRen das Volumen der lipophilen Acylketten Vi, und der Flachenbedarf der
hydrophilen Kopfgruppe Ay, sowie die Kettenldnge /. ein. Ist CPP < 1/3, hat das Molekil eine
Kegelgeometrie, und die Bildung von Kugelmizellen wird favorisiert. Bei %2 < CPP < 1 ist die Geometrie
des Molekiils die eines Kegelstumpfes bzw. Zylinders und Lamellen werden bevorzugt gebildet.

CPP :VL: (Gl. 1)

Ko " Ke

Fur DPPC sind diese Polymorphismen am besten untersucht und sollen hier kurz dargelegt werden.*
Es wird dabei lediglich auf lamellare Phasen eingegangen, die sich zumeist bei hinreichender
Hydratation ausbilden.”* Dies ist auf die Struktur der Lipidmolekiile zuriickzufihren.**?
Phospholipide weisen eine Kegelstumpfgeometrie auf, und die Bildung lamellarer Strukturen
(Bischichten) mit geringen Lamellenbiegeradien wie Vesikeln ist bevorzugt. Durch Anderung der
Kopfgruppenhydratation kann auch eine invers-hexagonale Phase (H,) meist als
Hochtemperaturphase gebildet werden.**® Die Bildung von Bischichten oder bikontinuierlichen
kubischen Phasen ist bei entsprechenden Wassergehalten ebenso mdoglich. Bei Wassergehalten von

Xwasser > 0.4 treten fast immer lamellare Phasen mit einem thermotropen Polymorphismus auf.”’

Phase Schichtstrukturtyp laterale Kettenpackung

naderrase _ AT IOIAAIIER .
o MWMWW% é

' Ty 1 Hauptumw. E amorph ik&%h“u&h".ﬁm

! : T

' | g rpeenneopeout
Ripplephase 1 M NW i PV

Pe/Pg ﬂﬂ ﬂ o 1 lamellare Phase

: MM ﬂ » . Vesikel hexagonale Phase H, (Stapel)

! v quasi-hexagonal gering !

i T, 1 — : bicih il Lipidgehalt in Wasser )

eI
L

Subgelphase
(pseudo-kristallin)

quasi-hexagonal

Invers-hexagonale Phase H, bikontinuierliche
kubische Phase

schiefwinklig /
orthorhombisch

thermotroper Polymorphismus lyotroper Polymorphismus

Abbildung 2. Schematische Darstellung lamellarer und nicht-lamellarer Lipiphasen: Thermotroper (links) und lyotroper
(rechts) Polymorphismus von Phospholipidmembranen. Abbildung modifiziert nach Winter et al., Seddon und
Templer.4’48
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Die latenten Warmen beim thermisch induzierten Ubergang der einzelnen Phasen des thermotropen
Polymorphismus kdnnen mit DSC-Messungen (Differential Scanning Calorimetry) verfolgt werden
(Abbildung 3). Dies soll am Beispiel einer DPPC-Membran kurz erlautert werden. Bei tiefen
Temperaturen kann durch Anwendung spezieller Temperierprogramme die Subgelphase L. erreicht
werden, in der die CH,-Segmente der Lipidacylketten in einem schiefwinkligen oder
orthorhombischen Gitter angeordnet sind. Der mittlere Acylkettenabstand ist sehr klein und der
Platzbedarf der all-trans-Acylketten ist analog zu kristallisierten Paraffinen, worduch die Membran
sehr rigide ist. Diese Phase wurde im Rahmen der Arbeit nicht erzeugt. Fiir T < 35.8 °C befindet sich
die DPPC-Membran in der Gelphase Lz und die Acylketten nehmen all-trans-Konformation ein. Der
Index ‘ sagt aus, dass die Acylketten relativ zur Membrannormalen ca. 30° geneigt sind (Abbildung 3).
Die Membran in der Lg-Phase ist rigide und wenig flexibel, da die CH,-Segmente der Acylketten in
einem quasi-hexagonalen pseudo-herringbone-Gitter der Symmetrie Pbmn dicht gepackt sind. Das
Elektronendichteprofil einer DPPC-Bischicht in der Lg-Phase wurde von Nagle et al. mittels

Rontgendiffraktionsexperimenten bestimmt (Abbildung 4).%™!

Die maximale Elektronendichte p, ist
im Bereich der Phosphatgruppen lokalisiert. Die Elektronendichte sinkt, je weiter man sich von den
Phosphatgruppen entfernt. Im lipophilen Teil der Bischicht hat p. ein globales Minimum an der
Beriihrungsstelle der beiden Lipidmonoschichten. Im hydrophilen Kopfgruppenbereich wird ein
lokales Minimum im Bereich des interlamellaren Uberschusswassers (Quellwasser) zwischen zwei

Bischichten erreicht.
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Abbildung 3. DSC-Thermogramme der wéssrigen Suspensionen von DPPC (schwarz) bzw. DPPC-dg, (griin); mit Schemata
der lamellaren Phasen, die  bestimmten Umwandlungstemperaturen und -enthalpien sind in der Tabelle
zusammengestellt; ¢ = 2 mM, Packungsmodelle nach Winter et al’

Bei T, =35.8 °C zeigt die Membran eine Vorumwandlung mit einem wenig intensiven, breiten Peak
im DSC-Thermogramm und bildet eine Uberstruktur durch Undulation der Lamellen (Abbildung 3).
Diese Ripplephase P; weist ein 2D-Wiederholmuster auf groRen Langenskalen (Lamellendicke und
Rippleperiode) und eine hexagonale Packung der all-trans-Acylketten auf. Oberhalb der
Hauptumwandlungstemperatur T,,=41.7 °C, bei der ein sehr intensives, scharfes Signal im DSC-
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Thermogramm auftritt, sind die Alkylketten fluide und weisen gauche-Konformere auf. In dieser
fluiden (auch flassigkristallinen) L,-Phase wachst der laterale Platzbedarf der ungeordneten
Alkylketten, wobei die Membrandicke signifikant sinkt.****° Die im Rahmen dieser Arbeit bestimmten
Hauptumwandlungstemperaturen T,,(DPPC)=41.7 °C bzw. T,(DMPC)=24.2 °C stimmen gut mit
Literaturwerten (berein, die fir DPPC mit T,(DPPC);:=41.4°C-41.3°C bzw. fir DMPC mit
T(DMPC),;: = 23.5 °C - 24.4 °C angegeben sind.”” Das Einfiihren perdeuterierter Acylketten wie beim
Lipid DPPC-dg, verschiebt die Hauptumwandlung um AT, = T,(DPPC)- T,(DPPC-ds;) =4.2 K zu
Tm(DPPC-ds;) = 37.5 °C (Literaturwert T,,(DPPC-dsy).: = 37.5 °C)*. Ebenfalls erhdlt man ein wenig
intensive, breite Vorumwandlung bei T,(DPPC-ds,) = 31.8 °C.

Bei den beschriebenen Phasenumwandlungen &ndert sich lediglich die Konformation der
Lipidacylketten, weshalb man auch von thermotropem Acylketten-Polymorphismus sprechen kann.
Bei einem Wassergehalt zwischen 40 Gew.-% und 99 Gew.-% treten fir PC-Membranen die
besprochenen Phasen in der dargelegten Abbfolge und mit vergleichbaren
Umwandlungstemperaturen auf. Dies ist der Wasserkonzentrationsbereich, der auch bei
biologischen Zellmembranen vorliegt. Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse wurden bei
Wassergehalten in diesem Bereich aufgenommen. Es ist ein groRer Vorteil, einen so groflen
Konzentrationsbereich zur Verfigung zu haben, da flr viele Messmethoden unterschiedliche
Substanzkonzentrationen nétig sein kdnnen.
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Abbildung 4. Elektronendichteprofil einer DPPC- (L schwarz) bzw. DOPC- (L,, grau) Bischicht; Abbildung modifiziert nach
Nagle et al.*>".

2.2 Synthetische amphiphile und polyphile Molekiile

Wie bereits erwahnt, kdnnen auch synthetische Amphiphile mit Lipidmembranen in Wechselwirkung
treten und deren Struktur verandern. Polyphile Molekiile besitzen per Definition von Tournilhac et
al>** mehr als zwei chemisch verschiedene Molekiilteile, die hinsichtlich ihrer Mischbarkeit bzw.
dem Segregationsverhalten unvertraglich sind. Dies wurde mit Molekilen erreicht, die zusatzlich zu
hydrophilen und lipophilen Bereichen fluorophile Areale wie Semiperfluoralkylketten aufweisen. Im
Rahmen der Arbeit wurden amphiphile und polyphile X-férmige Bolaamphiphile auf ihr
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Aggregationsverhalten in Wasser bzw. ihre Wechselwirkungen mit Phospholipiden in Membranen
untersucht.

Die X-formigen Amphiphile der Klasse Cm/n (Tabelle 2) bestehen aus einem langgestreckten, rigiden
Oligo-(Phenylen-Alkinylen)-Grundgerist, welches zu beiden Seiten durch Kopfgruppen aus Glycerol
(gly) terminiert ist. Zwei laterale Alkylketten variabler Ldénge am mittleren Phenylring verleihen den
Molekilen die X-férmige Struktur.

Diese prinzipielle Molekiilgeometrie liegt auch den anderen X-férmigen Mesogenen zugrunde, wobei
lokale Variationen ausgewahlter Molekilteile das Affinitatsprofil verdandern (Tabelle 2). Durch
symmetrische Verkiirzung des Molekilriickgrates um je eine Phenylen-Alkinylen-Einheit, wird
Verbindung Em/n erhalten. Die Amphiphile Fm/n und Gm/n tragen als Kopfgruppen —EO,-Me bzw.
EO,-gly. Diese Kopfgruppen sind im Vergleich zu den Cm/n-Mesogenen also vergroBert und die
Bildung von Wasserstoffbriicken wird bei den Fm/n-Mesogenen reduziert. Das Grundgerist der
Verbindung C12r ist analog zu den Cm/n-Molekilen aufgebaut, allerdings sind die Kopfgruppen stark
verkleinert und bestehen lediglich aus je einer OH-Funktion. Die Bm/n-Mesogene weisen die gleiche
Kopfgruppenstruktur wie die Cm/n-Molekile auf, jedoch ist eine der lateralen Alkylketten durch eine
Semiperfluoralkylkette —(CH,)4-(CF,),-F substituiert. Damit besitzen die Molekile Bm/n drei
unterschiedliche, inkompatible Affinitaten (hydrophil, lipophil und fluorophil) und somit polyphilen
Charakter. Eine Ubersicht tiber die verwendeten Molekiile ist in Tabelle 3 zu finden.

Ruckgrat: lipophil / rigide y=0;1

4 Flipophil / flexibel N\ R, = e—H
Ry = §W\OH
OH
Ry = o—(EO),—Me
hydrophil ,(CX hydrophil R, = §—(EO)k—O/\/\OH
n OH

oder — 2 p-
lipophil (X=H) / flexibel k=347

Abbildung 5. Allgemeine Struktur der X-formigen Bolapolyphile Bm/n (y =1; X=F, R=R, =gly) bzw. Bolaamphiphile
Cm/n (y=1; X=H, R=R,=gly), Em/n (y=0; X=H, R=R,=gly), C12r (y=1; X=H, R=R;=0H), Fm/n (y=1; X=H,
R=R;=(EO)-Me) und Gm/n (y=1; X=H, R=R,=(EO)-gly);

Tabelle 2. Nomenklaturiiberblick Farbcode fiir verschiedene Affinitdten: grau: lipophil, blau:
hydrophil, griin: fluorophil, siehe auch Fehler! Verweisquelle konnte

Name y | X _I nicht gefunden werden..

Bm/n 1 |F R2=g:y Es existieren fir die Verbindungen mittlerweile drei
Cm/n L | H 1R =gly verschiedene  Nomenklaturen (Tabelle 3): Eine
Em/n 10 |H | R=gly Synth Klat Buchstabenkrzel d
Cl2r 1 |H | R.=0H ynthesenomenklatur (Buchstabenkiirze un
Fm/n 1 |H | Rs= (EO)-Me fortlaufende Nummer), eine Arbeitsnomenklatur, die
Gm/n 1 |H | R,= (EO),-gly wdhrend des Generierens der in dieser Arbeit

vorgestellten Ergebnisse verwendet wurde, und eine

Publikationsnomenklatur, die Buchstaben- und
Zahlencodes in chronologischer Reihenfolge des Erscheinens der entsprechenden Publikationen
enthélt. Obgleich die Nomenklatur zur Publikation der Daten die letzteingefiihrte Nomenklatur
darstellt, soll hier die Arbeitsnomenklatur verwendet werden.
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Tabelle 3. Strukturen der untersuchten X-formigen Molekiile: mit Mesophasensequenz, Symmetriegruppe und Gitterparameter a, der thermotropen Mesophasen (bestimmt mittels

Rontgenpulverdiffraktometrie); drei Nomenklaturvarianten sind angegeben: Arbeitsnomenklatur (innerhalb dieser Arbeit verwendet), Synthesenomenklatur und Publikationsnomenklatur;

# Mesophasenstruktur zur Zeit des Redaktionsschlusses dieser Arbeit nicht bekannt; * monotrpe Phase X = fortlaufende Nummer der synthetisierten Verbindungen.%’57

Struktur Nomenklatur der Phasensequenz Mesophasensym. Gitterparameter
Diss. Synth. Publ. (thermotrop) a,/nm
H\’\ /H_OZ Cm/n HEPX Bn
HO, [
Cod =A== =4 o | Co/6 HEP25  B6 Cr 216 N 224 Iso - -
o ., C12/12 HEP7  B12 Cr 177 colye, 182 Iso p6mm Ahey = 4.24
C18/18 HEP26 B18 Cr 158 (colhe, 156) Iso  p6mm Anex = 4.28
OH H o Ho Bm/n HEDX Fm-n
H?“o =A== =+ O’ﬁ B18/6 HED1  F186 Cr 140 colye 18510 p3m1,, Bhex = 4.45
O/\/\—G(FZZ)—-F B16/10 HED7 F16-10 Cr 155 cole 176 Ifo p3ml,, Anex = 4.43
n B18/10 HED3 F18-10 cr 164 (colye, 161) Iso  p3mi, Anex = 4.24

RN F12/n HEPX

wesiord Y=l =k = =)o [Fi2/a HEP30 D12/4  Cr98lso . keine Mesophase

O F12/7 HEP31 E12/7 Cr 87 lso - keine Mesophase
RSN G12/3 HEP34 F12 Cr 131 (M 130)  Iso + -
oy Q _ Q _ O - Q =) €hy o allg. G12/n

\/\/\/\/\/\,o Cl2r Cl2r C12 Cr 184-188 Iso - keine Mesophase

\/\/\/\/\/x o E12/12 BG044 - Cr 113 Iso>’ - keine Mesophase
HO, o allg. Em/n
ZO_H\OO/_eoH
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2.2.1 Der flissigkristalline Zustand

Kristalline Phasen zeichnen sich durch eine Positionsfernordnung und im Fall nicht-
kugelsymmetrischer Molekiile durch eine Richtungsfernordnung aus. Die Molekiile nehmen feste
Gitterplatze ein und sind periodisch angeordnet. In isotropen Flissigkeiten sind die Molekile
statistisch verteilt und (bei nicht-kugelsymmetrischen Molekiilen) relativ zueinander orientiert und
frei beweglich. Dadurch ist die Fllssigkeit makroskopisch beweglich (flieRfahig). Flussigkristalline
Phasen vereinen die Eigenschaften beider Aggregatzustdnde. Sie zeigen sowohl Beweglichkeit der
Molekiile und eine makroskopische Beweglichkeit der Flissigkeit, als auch eine
Richtungsfernordnung und die daraus resultierenden anisotropen, physikalischen Eigenschaften. Die
Positionsfernordnung ist in der flUssigkristallinen Phase aufgehoben.

Man unterscheidet zwei Gruppen flussigkristalliner Phasen. Flissigkristalline Phasen, die als Funktion
der Temperatur ausgebildet werden, heien thermotrop-flissigkristalline Zustande. Ist der Gehalt
eines Losungsmittels (oft Wasser) Ursache fiir die Bildung der Mesophase, spricht man von lyotrop-
flissigkristallinen Phasen.

2.2.2 Thermotrope Eigenschaften & Packung
Thermotrop-flissigkristalline Molekile wurden von Daniel Vorlander in Halle (Saale) erstmals

>#%1 Beim Schmelzprozess der kalamitischen Molekiile wird eine

synthetisiert und beschrieben.
milchig-opake, anisotrope Flussigkeit (flUssigkristalline Phase) gebildet, die erst bei weiterem
Erwdarmen bis oberhalb des Klarpunktes in eine klare, isotrope Fliissigkeit ibergeht. Kalamitische
Molekiile bilden oft nematische (N) oder smektische (SmX, X beschreibt die Reihenfolge ihrer
Entdeckung (bzw. eine bestimmte Packungsvariante): X=A, B, C, ...) Mesophasen mit vorwiegend
parallel zueinander angeordneten Molekiilen.®” Diskotische Molekiile zeigen ebenso eine
Vorzugsorientierung in der flUssigkristallinen Phase. Durch Stapelung der Diskoten werden

columnare Phasen (coly, Y bezeichnet die Phasensymmetrie: Y = hex, sq, ...) gebildet.®**

Durch Einflihren einer Seitenkette anderer chemischer Natur und Affinitat an einem kalamitischen
Molekiil entstehen T-férmige Molekile, und in der flissigkristallinen Phase kommt es zur
Segregation der Molekilteile verschiedener Affinitat. Far die Molekiilaggregation in eine
flussigkristalline Phase mit komplexer Morphologie ist die Balance zwischen Flexibilitdt und Rigiditat
entscheidend.®® Durch Einbau rigider Elemente, welche die Beweglichkeit von Molekiilteilen
einschranken, kénnen columnare, smektische und lamellare Mesophasen gebildet werden.®® Die
flexiblen Molekiilteile kdnnen in die Freiraume zwischen rigiden Molekiilteilen segregieren.®’

Die meisten der im Rahmen der Arbeit verwendeten Mesogene weisen im Temperaturbereich
zwischen Feststoff und isotroper Flissigkeit eine columnare, flissigkristalline Mesophase auf (siehe
Tabelle 3). In der Mesophase sind die Kanten der columnaren Zylinder durch die Molekilriickgrate
besetzt, wobei die lateralen Ketten ins Zylinderinnere segregieren (Abbildung 6).°>%® Die Molekiile
Cm/n tragen am rigiden Grundgerist zwei laterale Alkylketten (X-Form) und aggregieren in der
Mesophase nach analogem Prinzip (einfarbige Parkettierung, Abbildung 6A). Die Molekile Bm/n
tragen am rigiden Rickgrat zwei Ketten unterschiedlicher chemischer Natur (Alkyl- und
Semiperfluoralkylkette), die in der Mesophase in verschiedene Zylinderinnenrdume segregieren
kénnen (zweifarbige Parkettierung, Abbildung 6B).



Synthetische amphiphile und polyphile Molekile

Abbildung 6. Packungsmodell thermotroper col,..,-Mesophase einiger X-férmiger Mesogene; A: einfarbige Parkettierung
mit der Symmetrie p6mm (C12/12 bzw. C18/18); B: zweifarbige Parkettierung mit der Symmetrie p3m1 (Bm/n); die
grauen Stdabchen markieren das Molekulriickgrat, blaue Kreise symbolisieren die hydrophilen Kopfgruppen mit dem
Wasserstoffbriickennetzwerk, graue bzw. griine Flichen markieren die Bereiche der Alkylketten bzw.
SemiperfluoraIkylketten.56
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Zielsetzung und Fragestellung

2.3 Zielsetzung und Fragestellung

Die Wechselwirkungen von synthetischen X-férmigen Bolaamphiphilen bzw. Bolapolyphilen mit
Lipidmodellmembranen sind Thema dieser Arbeit. Als membranbildende Lipide wurden
Phosphatidylcholine (PC) verwendet. Es standen 11 X-formige Mesogene zur Verfligung, die sich
strukturell unterscheiden. Es wurde den Fragen nachgegangen, ob die Mesogene in Lipidmembranen
eingebaut werden und wie der Einbau die Struktur und Organisation der Membran sowie deren
thermotropes Phasenverhalten beeinflusst. Folgende Modifikationen an den Mesogenen wurden
betrachtet:

e Variation der lateralen Alkylkettenlange im Bereich Cg bis Cig. Je langer die lateralen Ketten
sind, desto groéRer ist der lipophile Anteil am Gesamtmolekil und die X-Form ist
ausgepragter.

e Variation der Lange des starren Riickgrates. Dabei wurde der Einfluss der Flexibilitat der
Mesogene auf den Einbau in PC-Membranen studiert.

e Variation der Affinitdit der lateralen Alkylketten, z. B. durch Einbringen einer
Perfluoralkylkette im Bereich Cg bis Cy. Je langer die Perfluoralkylkette ist, desto grofer sind
der fluorophile Bereich im Molekil und auch die Tendenz zur Segregation der perfluorierten
Molekdlteile.

e Variation der KopfgruppengréBe durch Einflihrung von z. B. Oligoethylenoxydeinheiten im
Kopfgruppenbereich. Je groRer die Kopfgruppen sind, desto hydrophiler ist das Molekil und
desto mehr steigt die Affinitat der Molekile zu einer hydrophilen Umgebung. Dabei wurde
insbesondere die Mdglichkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen und deren
Einfluss auf die Mischbarkeit mit PC in Membranen betrachtet.

Im besonderen Fokus stand die Fragestellung, ob sich die Mesogene als einzelne Molekiile in die
Membranen einbauen oder ob durch Selbstaggregation Mesogen-Cluster entstehen. Auch wurde der
Frage nachgegangen, welchen Einfluss der Phasenzustand der Membran auf die Mischbarkeit hat.
Aus den Messungen wurden grundlegende Prinzipien fiir die Wechselwirkungen der Bolaamphiphile
bzw. Bolapolyphile mit Lipiden in Membranen abgeleitet und Strukturmodelle entwickelt.

Darliber hinaus wurden die Mesogene hinsichtlich ihrer Suspendierbarkeit in Wasser und der
Ausbildung lyotroper Phasen sowie ihres Verhaltens an der Luft/Wasser-Grenzflache untersucht.

Fir die Untersuchungen wurden eine Vielzahl an Messmethoden eingesetzt, um verschiedene
Aspekte des Mesogeneinbaus in die Membranen zu beleuchten. Zur Visualisierung der Membranen
wurde die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) eingesetzt. Auf Grund der Fluoreszenz der
Mesogene konnte konfokale Fluoreszenzmikroskopie verwendet werden, um die Mesogene in den
Membransystemen visuell zu lokalisieren. Das thermotrope Phasenverhalten wurde mit Differential
Scanning Calorimetry (DSC) untersucht und die Acylkettenordnung mit Infrarotspektroskopie
aufgeklart. Fluoreszenzdepolarisationsmessungen und Fluoreszenzspektroskopie gaben Aufschluss
Uber die Beweglichkeit der Mesogene innerhalb der Membransysteme. Die Packung der Molekiile
wurde mit verschiedenen Rontgenstreumethoden untersucht. Eine einwéchige Messzeit an der
Beamline P08 des Hamburger DESY ermoglichte die Aufnahme hochaufgel6ster
Rontgendiffraktionsdaten.
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X-férmige Bolaamphiphile der Klassen Cm/n und Em/n

3 X-formige Bolaamphiphile der Klassen Cm/n und Em/n

Die X-formigen Bolaamphiphile Cm/n und Em/n bestehen aus einem starren lipophilen Grundgerust,
das aus Oligo-(Phenylen-Alkinylen)-Einheiten gebildet wird. Das Ruickgrat ist dabei immer
symmetrisch aufgebaut und besteht aus einer ungeraden Anzahl an Phenyl-Gruppen (Abbildung 6,
Em/n: drei Ph, y = 0; Cm/n: funf Phenylringe, y = 1), die mit den Alkinylen-Gruppen alternieren. Das
Molekdilrickgrat ist an beiden Enden mit einer hydrophilen Glycerol-Kopfgruppe terminiert, was den
Molekiilen eine Bolaamphiphilstruktur verleiht. Am zentralen Phenylring sind in para-Stellung zwei
lipophile, flexible Alkylketten Uber Etherbidungen angeknilpft, woraus die X-formige Geometrie
resultiert. In der vorliegenden Arbeit wurden drei symmetrisch substituierte Vertreter der Klasse
Cm/n verwendet, wobei die Alkylkettenldnge variiert (Tabelle 3).

lipophil / rigide

/ lipophil-/ flexibel \
H

hydrophil hydrophil

Cm/n:y=1 lipophil / flexibel
Em/n:y=0

Abbildung 7. Allgemeine Struktur der X-formigen Bolaamphiphile der Klassen Cm/n (y = 1) und Em/n (y = 0) mit
verschieden langen Seitenketten (m = n = 6; 12; 18).

Das thermotrope Phasenverhalten der Reinsubstanzen ist abhdngig von der Lidnge der lipophilen
Seitenketten (Cs, C1, oder Ci5).°® Intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen der Kopfgruppen
sorgen fir eine stabile columnar-hexagonale Packung (col,., fiir C12/12 und C18/18, Abbildung 6A).
Das Rickgrat der Molekiile (Molekillangsachse (MD = Molekiildirektor) durch alle Phenylringe)
besetzt in den gebildeten Aggregaten die R6hrenwande, wahrend die Alkylketten ins Innere der
Roéhren segregieren. Mit steigender Alkylkettenlange andert sich die Geometrie der Grundflache der
Rohren. Verbindung C6/6 mit den kiirzesten Alkylketten zeigt zwischen 212 °C und 218 °C eine
nematische Phase; der Segregationsdruck der kurzen Ketten reicht nicht aus, um eine columnare
Phase zu bilden. Die Phasenumwandlungstemperaturen fiir das Existenzgebiet der Mesophase sinken
mit steigender Kettenlange und damit dem Molgewicht.

Das Riickgrat der Verbindungen Cm/n ist ca. 4.0 nm — 4.4 nm lang und 0.4 nm — 0.5 nm breit. Somit
entspricht die Molekillange ungefdahr der Dicke einer Lipiddoppelschicht. Die zwei hydrophilen
Kopfgruppen kénnten prinzipiell eine Transmembrananordnung der Amphiphile in Mischungen mit
Phospholipidmembranen ermoglichen.
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Cm/n, Em/n: Langmuir-Filme

3.1 Lyotropes Verhalten der X-formigen Bolaamphiphile Cm/n
Die X-formigen Amphiphile Cm/n sind in Wasser vollig unléslich und nicht suspendierbar. Auch
Versuche, Suspensionsvermittler wie S-Cyclodextrin, die als Wirtsverbindung ca. eine Halfte des

8972 7u verwenden, blieben erfolglos. In

Cm/n-Grundgeristes aufnehmen und umschlieRen kénnen,
gasdichten DSC-Pfannchen wurde C12/12 mit H,O mehreren Temperaturzyklen zwischen 2 °C und
99 °C ausgesetzt. Mittels Fluoreszenzspektroskopie konnte nach der Prozedur in der wassrigen Phase
kein C12/12 detektiert werden (Anregung der Cm/n-Fluoreszenz ist sehr sensitiv, siehe S. 23), und die
feste C12/12 Phase schien unverandert (keine Quellung). Um Informationen (ber das
Assoziationsverhalten der X-formigen Bolaamphiphile zu erhalten wurden Cm/n-Filme, nach
Spreitung aus CHCl; auf eine Wasseroberflache, untersucht und die Filme zum Teil auch auf feste

Substrate Ubertragen.

3.1.1 Langmuir-Filme

C6/6 — Filme

Fir den Vertreter mit den kirzesten lateralen Alkylketten, C6/6, erfolgt der Lift-off der Ao
Isotherme bei A,,,; = 151 A* Molekil™ (Abbildung 8A). Bis zu dieser molekularen Flache sind die C6/6-
Molekile noch weit voneinander entfernt und treten nicht miteinander in Wechselwirkung. Fir flach
auf der Luft/Wasser-Grenzfliche liegende Cm/n-Molekile ist einen Platzbedarf von ca.
180 A’ Molekul™ — 200 A® Molekil™ beim Lift-off (abhingig von der Anordnung der beiden
Alkylketten) zu erwarten. Beim C6/6-Film handelt es sich entweder um flach auf der
Wasseroberflache liegende C6/6-Molekiile mit sehr nahe beieinander liegenden Kopfgruppen (durch
Wasserstoffbriickenbindungen) oder aufrecht stehende, stark geneigte C6/6-Molekile. Wahrend der
Kompression sind zwei Anderungen des Anstiegs in der Form zweier Pseudoplateaus zu beobachten:
Bei 1.9 mN m™ (108 A* Molekiil™) und 4.4 mN m™ (80 A? Molekiil™). Innerhalb dieser Plateaus erfolgt
eine Umorganisation der Molekdile im Film (z. B. Anderung des Tiltwinkels oder der Orientierung der
Molekiile). Auf Grund der geringen Anderung der A,,, im Pseudoplateau ist die Bildung einer Doppel-
oder Dreifachschicht unwahrscheinlich. Genaue Aussagen zur Art der Umwandlung im Pseudo-
plateau kénnen ohne zusatzliche Untersuchungen nicht gemacht werden. Der Filmkollaps erfolgt bei
24.6 A> Molekil™ (31.9 mN m™).

C12/12 - Filme

Fur den C12/12-Film erfolgt der Lift-off der Kompressionsisothermen erst bei 41 A’ Molekil™
(Abbildung 8B). Bis 20 A Molekil™ (2.3 mN m™) steigt die Isotherme sehr flach an. Bei weiterer
Kompression ist der Anstieg der m-A,,,-Isothermen sehr steil, bis der Kollapspunkt des Filmes bei
9.1 A> Molekil™ (51.5 mN m™) erreicht ist. Lift-off und Verlauf der Isothermen sind fiir ein Molekl
der GroBe von C12/12 ungewobhnlich. C12/12 bildet keine stabilen Filme an der Luft/Wasser-
Grenzfliche. Stoppt man die Kompression an einer Stelle der Isotherme (r #0 mN m™), ist 7 nicht
stabil, sondern fallt ab. Beim Spreiten einer C12/12-L6sung kommt es zur Bildung sehr steifer Filme,
die als gelbe Schicht auf dem Wasser sichtbar sind. Eine Kompression des Filmes fihrt zur sichtbaren
Auslenkung des Drucksensors (Filterpapier oder Pt-Plattchen). Verwendet man Spreitlosung mit
c2>1mM, bildet sich kein homogener Film, sondern ein gelb schimmerndes Blattchen an der
Auftropfstelle. Die sehr groRe Dicke und hohe Steifigkeit des C12/12-Filmes sowie der Lift-off der
Isothermen bei ungewdhnlich kleinen A, sind Indizien dafiir, dass die Molekdle nicht flach auf der
Wasseroberflache liegen, sondern aufrecht stehen, oder dass keine Monoschichten, sondern nur
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Cm/n, Em/n: Langmuir-Filme

Multischichten ausgebildet werden. In einer Multischicht konnten die Molekiile auch flach auf der
Wasseroberfliche liegen. Der erste flache Anstieg der Isotherme bis ca. 20 A*> Molekil™ kénnte auf
eine Umorganisation der Molekiilriickgrate oder der lateralen Alkylketten hinweisen.

A Kollay B
D — ps C6/6
301 A =24.6 A Molekii™ \; 50/ = Kollaps , . C12/12
X mol N A, = 9.1 A® Molekl
51 7=31.9 mNm 401 = 515 mNm™
= 20 b
% £ 304 Anstiegsanderung
£ 157 Liftoff E A, =20 A Molekil™
T 10] A, = 151 A Molekil” < 204 7=2.3mNm’*
Lift-off
54N . 10+ @ A, = 41 A* Molekiil™
ol T~ ol ‘ 1
50 100 150 200 250 20 | a0 | 60
A A* Molekill A | A* Molekil

Abbildung 8. m-A,,,-lsothermen von A: C6/6 bzw. B: C12/12 an der Luft/Wasser-Grenzfliche bei T=20 °C; BAM-
Aufnahmen des C12/12-Films an den markierten Stellen in der Isotherme (B) bei C: 1= 0 mN m_l, D:=48mNm'undE:
n=27.6 mN m'l; Spreitkonzentration ¢, = 1 mM, Kompressionsgeschwindigkeit v, = 2 A? Molekil™ min™.

Zur Visualisierung der C12/12-Filme an der Luft/Wasser-Grenzfliche wurden simultan zur
Kompression der Filme Aufnahmen mittels Brewsterwinkelmikroskopie (BAM) gemacht (Abbildung
8C-E). Kurz vor dem Lift-off ist ein fast geschlossener homogener Film zu sehen (Abbildung 8C), der
nur wenige Defektstellen aufweist (dunkelgraue Areale entsprechen freier Wasseroberflache). Am
Ende des flachen Anstiegs (m=4.8mNm™, 25A?Molekil?) liegen bereits schlierenférmige
Multischichten mit mindestens drei verschiedenen Graustufen und damit mindestens drei Schichten
vor (Abbildung 8D). Punktuell ist die Wassersubphase noch zu erkennen. Wahrend des steilen
Anstieges (m=27.6 MmN m™, 15 A% Molekul™) sind ausschlieBlich fraktale Multischichtstrukturen zu
sehen, deren Gestalt an kristallines Material erinnert. C12/12-Filme bilden an der Luft/Wasser-
Grenzflache, ab dem Lift-off, offensichtlich Multischichten, die sich bei weiterer Kompression zu gut
gepackten (moglicherweise kristallinen) 3D-Strukturen umwandeln, was auch die Ursache der hohen
Steifigkeit der Filme ist.

Epifluoreszenzmikroskopie wurde, unter Nutzung der Fluoreszenz der C12/12-Molekiile, ebenfalls zur
Visualisierung der Filme eingesetzt. Wahrend der gesamten Kompression wurden allerdings nur
undefinierte Schlierentexturen unterschiedlicher Helligkeit und damit unterschiedlicher lokaler
C12/12-Konzentration gefunden (siehe Anhang, S. 1, Abbildung 108).

Um spektrale Information tber die Filme zu erhalten und so Schichtdicke bzw. Orientierungen der
Molekille bestimmen zu kdénnen, wurden einfallswinkelabhdngige IRRAS-Messungen (Infrarot-
Reflexions-Absorptions-Spektroskopie) an verschiedenen Punkten der Kompressionsisotherme der
C12/12-Filme an der Luft/Wasser-Grenzflache mit Polarisation des Lichtes parallel und senkrecht zu
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Einfalls-/Reflexionsebene (p- und s-polarisiertes IR-Licht) durchgeflihrt. Die Anpassung der
Ringschwingungsbanden und CO-Banden der Ethergruppen (siehe Tabelle 4), die =zur
Orientierungsbestimmung der C12/12-Molekiile genutzt werden kdnnen, war leider nicht méglich.
Folglich sollen die Daten hier nicht besprochen werden. Durch Fit der v(OH)-Bande der
Wassersubphase kann die Filmdicke bestimmt werden. Diese wachst mit steigendem m kontinuierlich
und betragt bei 1=1 mN/m bereits 4.2 nm, was auf eine Multischicht hinweist. Des Weiteren soll
festgehalten werden, dass die Orientierung der C12/12-Molekile im Film von der Vorbehandlung
abhangig ist. So induziert die Kompression des Filmes offenbar eine andere Orientierung der C12/12-
Molekiile als im frisch gespreiteten Film.

Um eine genauere Vorstellung von der Struktur und der Dicke des C12/12-Filmes zu erhalten, wurde
dieser mittels Langmuir-Blodgett-Ubertrag (LB-Ubertrag) von der Luft/Wasser-Grenzfliche auf ein
festes Si-Substrat transferiert und nach Trocknung via AFM abgebildet (Abbildung 9).

D 2 E Marker Entf.*/nm  Hohe/nm
— Profil 1
—— Profil 2 R1 313.6 11.1
20
R2 26.4 2.54
IS
c 154
N R3 175.9 18.15
2L 104
9 S1 49.8 2.26
> s2 149.4 4.68
0 - - —— ; 0 *Abstand zum durchgezogenen Marker
0 200 400 600 800

gleicher Farbe in D
Strecke XY-Ebene / nm

Abbildung 9. AFM-Aufnahmen eines Filmes von C12/12, der bei ;s = 19.8 mN m™ auf Si tibertragen wurde (LB-Transfer);
A/B: Topographieaufnahmen; C: Phasenkontrastbild von B; D: Héhenprofile entlang der roten (1) bzw. schwarzen
Markierung (2) in B; E: Distanzen und Héhendifferenzen von den gestrichelten roten bzw. schwarzen Linien in D relativ
zum durchgezogenen Marker gleicher Farbe; Skalen: x/y-Ebene: 4 um (A), 500 nm (B, C), z =30 nm (A), 20 nm (B), 12° (C).
Auf den AFM-Aufnahmen sind kurze faserartige Strukturen zu erkennen, welche zum Teil in Biindeln
parallel zueinander verlaufen. Die Fasern bedecken das Si-Substrat nicht flachig (Abbildung 9B).
Zwischen den Fasern existiert eine nahezu geschlossene Schicht mit vergleichbarem Phasenkontrast
und damit vergleichbaren Materialeigenschaften wie die Fasern (Abbildung 9C). Die ebenen
Schichten weisen wenige Defekte in der Form von Vertiefungen auf. An diesen Stellen ist der
Phasenkontrast groRer (heller im Bild) und das Material folglich harter. Es konnte sich dabei um das
Si-Substrat handeln.

Das entlang der Markierungen in Abbildung 9B extrahierte Hohenprofil verdeutlicht, dass weder die
Fasern noch die Schichten eine definierte Héhe in z-Richtung aufweisen. Relativ zu einem beliebigen

16



Cm/n, Em/n: Langmuir-Filme

Punkt der Proben sind alle moglichen Hohendifferenzen zu Punkten der umliegenden Umgebung
zwischen |Az| = 1.5 nm — 30 nm zu finden, und es treten keine diskreten Hohenstufen auf. Damit ist
erneut gezeigt, dass sich bei der Kompression keine geordnete Monoschicht zu Doppel- oder
Dreifachschichten umorganisiert. Die maximale z-Ausdehnung Ubersteigt die Dicke des Mesogens
und betragt ein Vielfaches dessen Lange. Es handelt sich also um 3D-Strukturen unbekannter
molekularer Struktur.
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3.2 Wechselwirkung X-formiger Amphiphile der Klassen Cm/n und Em/n

mit Phosphatidylcholinmembranen
Im Fokus der Untersuchungen an X-formigen Mesogenen stand die Analyse der Wechselwirkungen
der Molekile mit Lipidmodellmembranen. Es wurden Gemische von Cm/n oder E12/12 mit DPPC,
DMPC, DOPC bzw. POPC in Wasser prapariert. Die wassrigen Suspensionen sind gelblich-triib, weisen
eine ausgepragte Opaleszenz auf und sind im Bereich 2 °C bis 95 °C thermisch stabil. Das Vorliegen
stabiler Suspensionen lasst auf einen Einbau der Mesogene in die Lipidmembran schlieRen.

3.2.1 TEM-Untersuchungen

Die Aggregate der opaleszenten Suspensionen aus X-formigem Amphiphil und Phosphatidylcholin
wurden mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) hinsichtlich ihrer Form und Gestalt
untersucht. Dazu wurden entweder getrocknete, angefarbte (Uranylacetat) Proben oder vitrifizierte,
wassrige Proben abgebildet. Die TEM-Untersuchungen wurden anhand der wassrigen Gemische von
C12/12 bzw. C18/18 mit DPPC in verschiedenen Mischungsverhiltnissen durchgefiihrt.

3.2.1.1 TEM mit negativ-kontrastierten Proben

C12/12 : DPPC = 1:10, 1:4 bzw. 1:1

Die TEM-Aufnahmen der Probe C12/12 : DPPC = 1:10, die bei T,., = 20 °C prapariert wurde, zeigen
kollabierte Vesikel (& =200 nm—450nm, Abbildung 10A/B). Der Kollaps ist ein Resultat des
Trocknungsprozesses bei der Prdparation. Haufig sind die Vesikel umrandet mit einer Corona aus
sehr kleinen Partikeln (Dicke der Corona ca. 100 nm, Abbildung 10B, Dreieck 1). Wahrscheinlich ist
die Corona ein Artefakt des Kontrastierungsmittels. Die bei T,., =50 °C praparierte Probe liefert
TEM-Aufnahmen mit wenigen kleineren Vesikeln (@ =100 nm-200 nm). Hauptsichlich sind
elongierte lamellare Schichten zu finden (Ldnge: bis 450 nm, Breite: 120 nm — 170 nm, Abbildung
10D). Die Lamellen sind teilweise (ibereinander gefaltet und mussen folglich sehr flexibel sein. Das
Material zeigt Strahlenschaden durch den Elektronenstrahl (Z bis 15 nm, orange Pfeile), ist also sehr
strahlungsempfindlich.

Die Aggregate des Gemischs C12/12 : DPPC = 1:4 unterscheiden sich (T, = 20 °C) grundlegend von
denen des 1:10-Gemischs. Die TEM-Aufnahmen zeigen ausschlieSlich Schichtstrukturen und keine
Vesikel (Abbildung 10E/F). Die Schichten haben die Form kreisférmiger bis elliptischer Inseln. Oft sind
zwei Inseln verknlpft und erinnern an planare Hanteln (& = 85 nm — 165 nm, Abbildung 10E, Dreieck
3). Sind mehrere Inseln verbunden (Abbildung 10F, Dreieck 4), entsteht eine Kettenstruktur (mehrere
Mikrometer Lange) oder flachige Netzwerke (mehrere Quadratmikrometer Flache). Innerhalb der
Schichten sind kaum Defekte zu finden, was darauf hinweist, dass Lipid und Mesogen dicht gepackt
sind. Da lediglich eine Spezies an Strukturen vorliegt, ist zu vermuten, dass ein gemischter 1:4-
Komplex gebildet wird oder potentiell entmischte Domanen ahnliche Strukturen und gleiche
Elektronendichte aufweisen.
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C12/12 :DPPC = 1:10 C12/12 :DPPC = 1:4 Ci12M12 :DPRPC =11

Abbildung 10. TEM-Aufnahmen negativ-kontrastierter (UO,Ac,), getrockneter Proben von C12/12 : DPPC=1:X; A-D : X = 10; E/F: X = 4; G/H: X =1; T4, = 20 °C (A, B, E - H) bzw. 50 °C (B, C);
markierte Besonderheiten: Vesikelcorona (Dreieck 1 in B), Rippenstruktur auf Vesikel (Dreieck 2 in C), Strahlenschiaden bei der Bildaufnahme (orange Pfeile in D), planare Hantelstruktur
(Dreieck 3 in E), planare Perlenkettenstruktur (Dreieck 4 in F und Dreieck 5 in G), runde geriffelte Schichten (Dreieck 6 in G und Dreieck 7 in H), kleine runde Strukturen (Dreieck 8 in H); Skalen:
100 nm (A - D), 200 nm (E, G, H), 500 nm (F).
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Ahnliche Strukturen wie beim 1:4-Gemisch findet man auch bei der Probe C12/12:DPPC=1:1
(Torip =20 °C). Es liegen planare Schichtstrukturen in der Form runder bzw. elliptischer Inseln
(@ =30 nm und 150 nm) vor, die zu langen Ketten oder Netzwerken verkniipft sind (Abbildung 10G,
Dreieck 5). Vereinzelt zeigen gréRere runde Schichten (& =150 nm—300nm) parallele,
langgestreckte Lamellenstrukturen (Lédnge: bis zu 300 nm, Breite: 20 nm —40 nm, Abbildung 10G,
Dreieck 6 und H, Dreieck 7), bei denen es sich wahrscheinlich um auseinandergebrochene Schichten
handelt. Auf Grund der praktisch defektfreien, planaren Schichtstrukturen ist davon auszugehen,
dass Lipid und Mesogen dicht gepackt sind, analog zum 1:4-Gemisch.

3.2.1.2 Cryo-TEM

C12/12 : DPPC = 1:10 bzw. 1:4

Die Cryo-TEM-Bilder des Gemisches C€12/12:DPPC=1:10 (T4, =20°C) zeigen uni- oder
multilamellare Vesikel (@ = 50 nm bis mehrere Hundert Nanometer, Abbildung 11A, B, C). Die Vesikel
sind zumeist facettiert und zeigen an einigen Stellen, Ecken bzw. Spitzen mit sehr kleinen Biegeradien
im Vergleich zur VesikelgesamtgrofRe (Dreieck 1 in Abbildung 11A). An diese Ecken schlieBen sich oft
fast gerade, kaum gebogene Vesikelrander an (Dreieck 2 in Abbildung 11B). Méglicherweise deuten
die geraden Kanten auf Areale héherer C12/12-Konzentration und geringfiigig h6herer Steifigkeit hin,
wiahrend die stark gebogenen Bereiche eine hohe Elastizitdt aufweisen und eher lipidreich sind.
Zusatzlich zu Vesikeln sind ausgedehnte, teilweise mikrometerlange Schichtstrukturen zu sehen
(Abbildung 11B, Dreieck 3 und C). An einigen Stellen sind langgestreckte parallele Strukturen zu
sehen (Dreieck 4 in Abbildung 11C). Da die Elektronendichte bei diesen Strukturen an jeder Seite des
Randes hoher ist, handelt es sich eher um aufgefaltete Tubuli als um zusétzlich aufgelagerte planare
Schichtfragmente. Die Proben sind sehr empfindlich, und Strahlenschaden durch den
Elektronenstrahl bei der Aufnahme sind deutlich zu sehen (orange Pfeile in Abbildung 11A). Die 1:10-
Proben bestehen also aus zwei verschieden Strukturen, Vesikeln und planaren Lamellen, was darauf
hinweist, dass C12/12 und DPPC nicht homogen gemischt sind, sondern eine Phasenseparation
vorliegt.

Die Cryo-TEM-Aufnahmen des Gemischs C12/12 : DPPC=1:4 (T,.4, =20 °C) zeigen ausgedehnte
runde oder langliche Schichten von mehreren Mikrometern Breite und Lange (Abbildung 11D, E, F).
Die Strukturen sind teilweise so groB, dass sie ganze Gridmaschen (& =2 um) Uberspannen. Oft
findet man auch Material neben den Gridmaschen (Abbildung 11E, Gridmasche - Dreieck 6 und F). An
einigen Stellen sind die Schichten (bereinander gefaltet, was eine hohe Flexibilitdt voraussetzt
(Abbildung 11D, rechts untere Mitte). Analog zu den Aufnahmen des 1:10-Gemischs treten
elongierte, parallele Tubuli auf, deren Elektronendichte an beiden Rindern jedes Tubulus héher ist
als in der R6hrenmitte. Es handelt sich damit also eher um Tubuli anstelle von lateral begrenzten
Schichten. Die Faltung zu einem Tubulus erfordert ein hohes Mall an Flexibilitait. Man kann
annehmen, dass es sich bei den Tubuli um eine Spezies anderer Zusammensetzung als bei den
planaren Flachen handelt, oder dass die Lamellen so flexibel sind, dass sie an manchen Stellen die
Faltung zu einem Tubulus ermdoglichen.
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‘ C12/12 : DPPC =1:10

C12/12 : DPPC =14

Abbildung 11. Cryo-TEM-Aufnahmen vitrifizierter wissriger Suspensionen von €12/12 : DPPC=1:X; A-C: X=10; D-F:
X =4; T, = 20 °C; markierte Besonderheiten: Strahlenschdden durch den Elektronenstrahl (orange Pfeile in A), eckige
Vesikelrander (Dreieck 1 in A und Dreieck 2 in B), ausgedehnte planare Strukturen (Dreieck 3 in B), R6hrenstruktur
(Dreieck 4 in C), Rippenstruktur (Dreieck 5 in D und Dreieck 7 in F), leere Gridmasche (Dreieck 6 in E); Skalen: 200 nm (A -
C), 500 nm (D), 1 pm (E, F).

C18/18 : DPPC = 1:10 bzw. 1:4

Es wurden auch die DPPC-Gemische des Vertreters mit langeren Alkylketten (C18/18) prapariert. Die
Suspensionen von C18/18:DPPC=1:10 und 1:4 wurden ebenfalls via Cryo-TEM untersucht
(Tprap = 20 °C). Die Befunde sind &dhnlich denen der analogen C12/12-DPPC-Gemische. Das 1:10-
Gemisch zeigt vorwiegend unilamellare oder multischalige facettierte Vesikel (& =20 pm — 400 um,
Dreieck 1 in Abbildung 12A/B). Die Facettierung ist fiir eine DPPC-L;-Phase bei 20 °C (Praparations-
und Quenchtemperatur) typisch.

Beim Gemisch C18/18 :DPPC=1:4 treten ausschlieRlich planare Strukturen in der Form
langgestreckter flachiger Lamellen (mehrere Mikrometer Lange) und keinerlei Vesikel auf (Abbildung
12B). Die Lamellen sind teilweise gréBer als eine TEM-Gridmasche und oft auch zwischen den
Maschen des Probengrids zu finden. Einige der ausgedehnten Aggregate bestehen aus einer Vielzahl
aneinander liegender mikrometerlanger, aber nur ca. 100 nm schmaler Lamellenstreifen. An den
Aggregatenden sind die geschlossenen flachigen Strukturen in einzelne Streifen verastelt (Dreieck 3
in Abbildung 12C). Die Proben sind ebenfalls empfindlich und zeigen Strahlenschdden durch den
Elektronenstrahl (oranger Pfeil in Abbildung 12C).

Offensichtlich liegen bei den Aggregaten der C18/18-DPPC-Gemische ahnliche molekulare
Anordnungen wie bei den analogen C12/12-Gemischen vor. Die Linge der lateralen Mesogen-
Alkylketten (zwischen C;; und Cig) scheint nur wenig oder keinen Einfluss auf die
Aggregatmorphologie bzw. das grundlegende Mischungsverhalten zu haben, soweit das mit TEM
bestimmbar ist.
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Abbildung 12. Cryo-TEM-Aufnahmen vitrifizierter wassriger Suspensionen von C18/18 : DPPC = 1:X; A/B: X = 10; C: X = 4,
Torap = 20 °C; markierte Besonderheiten: Multischalenvesikel mit eckigem Rand (Dreieck 1 in A/B), leere Masche auf dem
TEM-Grid (Dreieck 2 in C), verdstelte einzelne Schichtstrukturen (Dreieck 3 in C), Strahlenschdden (oranger Pfeil in C);
Skalen: 200 nm (A/B), 500 nm (C).

Die Cm/n-Molekiile besitzen im Vergleich zu DPPC nur sehr kleine hydrophile Kopfgruppen. Wenn
sich die Mesogenmolekiile in eine DPPC-Membran einbauen, sind diese wahrscheinlich bevorzugt im
lipophilen Acylkettenbereich der Lipidmembranen lokalisiert (vorausgesetzt, es tritt keine
makroskopische Entmischung auf). Das Platzangebot im Acylkettenbereich der DPPC-Membran wird
dadurch reduziert und die Bildung planarer Aggregate stabilisiert.”> Moglicherweise kommt es zur
Reduktion des Acylkettentilts der DPPC-Molekiile, und es liegt eine LsPhase anstelle der fiir DPPC-
Membranen typischen Lz-Phase mit geneigten Ketten vor. Die planaren Schichten treten vorwiegend
bei hoherem Mesogengehalt (1:4 und 1:1 Mischung) auf. Wahrscheinlich ist eine gewisse Menge der
Mesogenmolekiile nétig, um eine Planarisierung der Membran durch Erhéhung ihrer Steifigkeit zu
erreichen. Planare Schichten treten auch bei kleineren Mesogengehalten (C12/12 : DPPC = 1:10) und
hoheren Temperaturen (50 °C) auf. Die C12/12-Molekile zeigen dann eine hohere Beweglichkeit in
der (moglicherweise) fluiden DPPC-Membran und verteilen sich so besser liber die Membran.

Das Problem planarer Bischichten ist eine energetisch ungiinstige Wechselwirkung der lipophilen
Lipid-Alkylketten am Rand der Aggregate mit Wasser. Die gebildeten planaren Lamellen sind oft
mehrere Quadratmikrometer groR und der Randeffekt, der zur Vesikelbildung fiihrt, ist eher klein.

3.2.2 LSFM-Untersuchungen

Die Molekiile der Klasse Cm/n sind gelbe oder gelbliche Feststoffe und zeigen in CHCl;-Losung eine
blauliche Opaleszenz bzw. Fluoreszenz. Die Lage der Absorptions- und Emissionswellenlangen
wurden mittels UV/VIS- und Fluoreszenzspektroskopie bestimmt.

3.2.2.1 UV/VIS und Fluoreszenzeigenschaften der X-formigen Cm/n-Mesogene

Mit UV/VIS-Spektroskopie wurden die C12/12-Absorptionsmaxima zu 334 nm und 386 nm ermittelt.
Ein Anregungsscan im Fluoreszenzspektrometer lieferte Anregungsmaxima fir die Fluoreszenz (A%)
bei 333 nm und 378 nm (schwarze Linie in Abbildung 13). Regt man bei diesen Wellenlangen an,
erhdlt man ein breites Fluoreszenzspektrum mit Fluoreszenzemissionsmaxima bei 428 nm und
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449 nm (Schulter, Abbildung 13, rote Linie). Das Doppelmaximum der Absorption (bzw. bei
Fluoreszenz) kdnnte durch die Bildung von Aggregaten’ verursacht sein. Oligo-Phenylen-Alkinylene
sind fur die Bildung von Stapeln, die durch m-m-Wechselwirkungen’ der Phenylringe stabilisiert sind,
bekannt. Ein solches Aggregat der Cm/n-Molekiile kann zusatzlich durch
Wasserstoffbriickenbindungen im Kopfgruppenbereich stabilisiert werden. Selbst bei der
Charakterisierung der Substanzen mittels ESI-MS waren stets nur Dimere und keine Einzelmolekiile
zu detektieren. Ebenfalls konnte die Struktur des UV/VIS-Spektrums auf die Anregung nur eines Teils
des Ruickgrates durch Drehung eines Phenylrings aus der coplanaren Anordnung (A =334 nm) bzw.
der Anregung des gesamten Molekiilgeristes (A = 386 nm) zurlickzufiihren sein.

exp. UV/VIS (C12/12)
exp. Fluoreszenz (C12/12)
theoret. UV/VIS (C4/4)
. Fluoreszenzspektroskopie:
3 . ex _ ex _
. 4 ) 1 5 L, = 333 nm, 2, =378 nm
> © . em ,em
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~ N =
c (2]
n {1 o N .
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U) - ex
S 0 % 4% = 405 nm
- o = 2" = 443 nm - 545 nm
g 4 = e
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Abbildung 13. UV/VIS-Spektrum von C12/12 (schwarze Linie, c¢15/1, = 0.133 mM) und Fluoreszenzspektrum von C12/12
(rote Linie, c¢5/1, = 1.33 pM); theoretisches UV/VIS-Spektrum von C4/4 (violette Linie, berechnet mittels TD-DFT in der
Gasphase); C12/12 jeweils geldst in CHCls; gestrichelte griine Linie: Anregungswellenlinge A°* bei LSFM-Experimenten;
schraffierter griiner Kasten: Emissionsbereich A" bei LSFM-Experimenten.

Mittels zeitabhangiger Dichtefunktionaltheorie-Rechnungen (TD-DFT, time-dependent-DFT) wurden
die ersten 10 angeregten Zustande des Modellmolekiils C4/4 (mit zwei lateralen C,-Alkylketten, siehe
auch Abbildung 39B, S. 50) und folglich ein theoretisches UV/VIS-Spektrum ermittelt (violette Linie in
Abbildung 13). Das resultierende theoretische UV/VIS-Spektrum der TD-DFT-Simulationen zeigt wie
das experimentelle UV/VIS-Spektrum zwei Maxima, deren Wellenlangen aber stark von den
experimentellen Daten abweichen. Die Berechnung von bis zu 20 angeregten Zustanden unter
Einbeziehen von Triplett-Zustanden liefert das gleiche Ergebnis. Fir den Peak bei kleineren
Wellenldngen betragt AA; = A;(DFT) - Ay(exp.) = 12 nm, flr den zweiten Peak ist AA, = 77 nm. Mogliche
Ursachen fur die Abweichungen sind:

e Die durch TD-DFT ermittelten theoretischen UV/VIS-Absortionskanten entsprechen oft nicht
akkurat den experimentellen Spektren,” und die bestimmten Energien der angeregten
Zustande sind oft deutlich zu klein. Eine bessere Bestimmung der elektronisch angeregten
Zustande und des UV/VIS-Spektrums ist nur mit sehr rechenzeitaufwandigen Simulationen
durch Verwendung von stérungstheoretischen Ansdtzen oder coupled-cluster-Methoden
moglich. TD-DFT-Rechnungen dienen also nur einer groben Abschadtzung der angeregten

Zustande.
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e Die TD-DFT-Rechnungen wurden an C4/4 in der Gasphase durchgefiihrt. Die experimentellen
Spektren wurden an CHCl;-Lésungen von C12/12 aufgenommen. Durch Solvatochromie kann
es zur Verschiebung der Absorptionskante um mehrere zehn Nanometer kommen.”®”’

e Die C12/12-Molekiile neigen zur Bildung von Aggregaten. Die Aggregatbildung hat enormen
Einfluss auf die Lage der Absorptionsmaxima.”

3.2.2.2 DFT-Berechnungen der Rotationsbarrieren und Konjugation der Cm/n-Mesogene
Das ausgedehnte mSystem ermoglicht eine Absorption und Fluoreszenz im Spektralbereich
sichtbaren Lichtes. Allerdings sind die z~Elektronen nur schwach konjugiert, da man fiir ein derart
groRes konjugiertes System (Ldnge des lipophilen konjugierten Teils des Molekulriickgrates ca.
3.3 nm) eine deutlich intensivere Farbe und Fluoreszenz bei lingerwelligem Licht erwarten wiirde.”®
Die Rotationsbarriere benachbarter Phenylringe wurde mittels der Berny-Methode (DFT, redundant
coordinate, relaxed surface scan, GAUSSIAN)?®' berechnet. Dafir wurde der Diederwinkel
(Abbildung 14, griine Markierung) zwischen den Phenylringen variiert und bei jedem Schritt die
Gesamtenergie des Moleklls berechnet. Ein Plot der Energien als Funktion des Diederwinkels
(Abbildung 14, links) ermoglicht es, die Energiebarriere der Rotation zu berechnen. Um Rechenzeit zu
sparen, wurde nur das in Abbildung 14 gezeigte asymmetrische Molekilfragment gerechnet. Die
Reduktion der MolekiilgroRe verdandert zwar die Gesamtenergie des Molekidils, fihrt aber nur zu
vernachlassigbar kleinen Differenzenergien zwischen den Extrema (AE,).

Die Konformation mit der geringsten Energie ist jene mit coplanarer Anordnung der Phenylringe. Die
Rotationsbarriere um den Diederwinkel ist mit 4.26 k) mol™ so gering, dass bei Raumtemperatur die
Rotation der Phenylringe thermisch angeregt ist. Eine Konjugation der p-Orbitale der sp-
hybridisierten C-Atome der Alkinylen-Einheit mit den p-Orbitalen der Phenylringe liefert
offensichtlich keine starke energetische Stabilisierung.

5. DFT-Optimierung I Rotationsbarriere: |
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Abbildung 14. Links: Struktur des berechneten Molekiilfragmentes (Fragment der Molekiile Cm/n bzw. Bm/n); Rechts:
relative Gesamtenergie des Molekiilfragmentes bei Rotation um den Diederwinkel (links griin markiert), Daten aus DFT-
Rechnungen (redundant coordinate) mit BVP86, AE,,; = 4.26 kJ mol™.
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3.2.2.3 LSFM-Untersuchungen

Mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie (LSFM, laser scanning fluorescence microscopy) kbnnen
die Aggregate der Gemische aus Cm/n und Lipid ohne zusatzliche Fluoreszenzsonde visualisiert
werden. Da bei LSFM-Experimenten eine Anregung bei 333 nm aus geratetechnischen Griinden nicht
moglich war, wurde die Mesogen-Fluoreszenz bei 405 nm, also auf der breiten Niedrigenergieflanke
der Absorptionsbande, angeregt (griine gestrichelte Linie in Abbildung 13). Zur Veranschaulichung
wurde eine in CHCI; geloste C6/6-Probe mit einem violetten Laserpointer (A = 405 nm) bestrahlt und
die intensiv-blaue Fluoreszenz fotografisch festgehalten (Abbildung 15).

Abbildung 15. A: Fluoreszenz von C6/6 (gelost in CHCls, ce/6 = 10* M) bei Anregung mit einem violetten Laserpointer
(A** = 405 nm) in der Mitte der Kiivette; Vergleichsexperiment B: Glaschen mit C6/6-Losung (links), Glaschen mit reinem
CHCI; (Mitte), Laserpointer (rechts);.

Um im Fall makroskopisch entmischter Mesogen-Lipid-Systeme die Lipiddomane im LSFM sichtbar zu
machen, wurde das Lipid Rh-DHPE zugegeben (0.5 Gew.-%, bezogen auf die Gesamtmasse m,). Rh-
DHPE weist die gleiche Acylkettenldnge wie DPPC (16:0-Lipid) auf und verteilt sich homogen in einer
DPPC-Membran. Rhodamin ist an der Aminfunktion der Kopfgruppe (hydrophiler Bereich) gebunden.
Das Absorptionsmaximum des Rhodamins A*(Rh) =561 nm ist hinreichend in den langwelligen
Spektralbereich verschoben, um nicht vom Fluoreszenzlicht des Mesogens angeregt zu werden. So
sind Zweifarbexperimente, bei denen beide Fluorophore (Cm/n und Rh-DHPE) simultan angeregt
werden, moglich. Dies erlaubt die Lokalisation der einzelnen Fluoreszenzmarker. Da es sich bei der
LSFM um eine optische Mikroskopietechnik handelt, kann nicht wie bei den TEM-Untersuchungen
mit SUV (small unilamellar vesicle, kleine unilamellare Vesikel) gearbeitet werden. Deshalb werden
unilamellare Riesenvesikel (GUV, giant unilamellar vesicle) mittels Elektroformation generiert.®

3.2.2.4 Aggregatstrukturen der wdssrigen Suspensionen von DPPC und DOPC
Zuerst sollen die LSFM-Aufnahmen der reinen wassrigen Lipid-GUV von DPPC bzw. DOPC kurz
besprochen werden.

Bei 20 °C liegen DPPC-Membranen in der Lz-Phase vor, und die Membran ist steif und wenig flexibel.
Die DPPC-GUV in der Gelphase sind zumeist facettiert (Abbildung 16A/C, @ =35 um —45 um).
Teilweise sind offene Vesikel, also ohne durchgehend geschlossene Membran, zu sehen.®®* Die
LSFM-Aufnahmen zeigen auch wenige glatte, runde GUV (Abbildung 16A), was auf die Praparation
oder einen osmotischen Gradienten zurlickzufiihren sein kdnnte. Mit fortschreitender Zeit nach der
Praparation wandeln sich diese in facettierte Vesikel um.

DOPC-Membranen liegen bei 20 °C in der L,-Phase vor (T, =-20 °C).® Die LSFM-Aufnahmen zeigen
ausnahmslos runde unilamellare (wenig multilamellare) GUV mit glatter Membran (Abbildung 16B/D,
@ bis 60 um).2*®’ Die DOPC-GUV wurden auch bei 66 °C, weit oberhalb T,,, prapariert, um alle Proben
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gleich zu behandeln. Die hohe Fluiditat der Acylketten fiihrt zu einem verbesserten Quellverhalten in
Wasser, was die GUV-Ausbeute im Vergleich zu DPPC-Proben gleicher Konzentration deutlich erhoht.

DPPC DOPC

- 125 pm
C
15 um 25 um

Abbildung 16. LSFM-Aufnahmen von DPPC-GUV in der Ls-Phase (A, C) und von DOPC-GUV in der L,-Phase (B, D); jeweils
mit 0.5 Gew.-% Rh-DHPE bei 20 °C; unten: Volumenbild mit 78 (C) bzw. 70 (D) Schnitten verschiedener Fokusebenen;
Skalen: xy-Ebene: 40 um (A), 125 pum (B), 15 um (C), 25 um (D), z-Richtung: 40.82 pm (C), 30.4 um (D).

3.2.2.5 Aggregatstruktur der Gemische Cm/n mit DPPC

Es wurden Gemische von C12/12, C6/6, und C18/18 jeweils mit DPPC im Verhaltnis 1:10 bzw. 1:4 mit
LSFM untersucht, um den Einfluss der Lange der lateralen Alkylketten der Mesogene auf Form,
Struktur und GroRBe der gebildeten Aggregate zu untersuchen und die Mischbarkeit bzw. eine
Phasenseparationstendenz festzustellen.

3.2.25.1 Cm/n:DPPC=1:10

C12/12 : DPPC=1:10

Das wassrige Gemisch C12/12 : DPPC =1:10 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE) bildet durch Elektroformation
Vesikel. Die LSFM-Aufnahmen zeigen sowohl perfekt runde Vesikel mit glatter Membran, als auch
facettierte, teilweise offene GUV (J bis 60 um, Abbildung 17). Dies stimmt mit den bereits
diskutierten TEM-Aufnahmen (berein (Abbildung 11A-C). DPPC-Membranen liegen bei der
Messtemperatur in der Lg-Phase vor und bilden auf Grund ihrer steifen Membran typischerweise
facettierte Vesikel. Allerding treten beim untersuchten Gemisch hauptsachlich runde GUV mit glatter
Membran auf. Die Vesikel sind im Durchschnitt gréer als die GUV von reinen DPPC und weisen

£2% Nimmt die Membranelastizitit durch die

damit einen geringeren Kriimmungsradius au
Wechselwirkung von C12/12 mit DPPC ab, ist die Bildung gréRBerer GUV mit kleineren Biegeradien

beglnstigt.
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Wie bereits erwahnt, wurden Zweikanalmessungen durchgefiihrt, da die Fluoreszenzsignale der
beiden Fluorophore spektral gut getrennt sind und so in zwei Messkanalen separat aufgenommen
werden kénnen. Im griinen Kanal wurde im Bereich A°" = 443 nm — 545 nm die Mesogen-Fluoreszenz
detektiert (A* = 405 nm, jeweils links in Abbildung 17 und allen folgenden Zweikanalaufnahmen) und
im roten Kanal zwischen A*" =566 nm und 681 nm die Fluoreszenz des Rhodamins (A =561 nm,
jeweils rechts Abbildung 17 und allen folgenden Zweikanalaufnahmen). Die GUV der Probe
C12/12 : DPPC =1:10 zeigten eine gute rdaumliche Trennung der beiden Fluoreszenzsignale. Der
GroRteil der GUV-Membran fluoresziert im roten Kanal (Rh-DHPE). Innerhalb dieser Doménen ist kein
oder kaum Signal im griinen Kanal zu detektieren, folglich enthalten diese Areale so gut wie kein
C12/12, sondern sind durch die Lipidkomponenten dominiert. Das System ist offensichtlich
makroskopisch entmischt. Die Mesogendomanen weisen zumeist eine sechszdhlige Symmetrie in der
Form sechsstrahliger Sterne mit Winkeln von ca. 60° zwischen den Strahlen auf (Abbildung 17, oben).
Die Hauptstrahlen sind mehrfach fraktal-verzweigt, wobei die Teilstrahlen unter dem angegebenen
Winkel zum Hauptstrahl verlaufen. Das weist darauf hin, dass die molekulare Packung innerhalb der
Domanen hexagonal ist. Die Sterne sind nicht regelmaRig Uber die GUV-Oberfliche verteilt,
unterschiedlich groR und durchdringen sich teilweise. Sind nicht alle sechs Sternstrahlen ausgebildet,
gleichen die verzweigten Strukturen z. B. Blattadern (Abbildung 17, unten). Die Winkel zwischen den
Strahlen betragen auch hier 60°.

C12/12-Kanal Uberlagerung Rh-Kanal

Abbildung 17. Volumenbilder zweier Serien LSFM-Aufnahmen von GUV aus C12/12 : DPPC = 1:10 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE)
mit 42 (A) bzw. 117 (B) Schnitten verschiedener Fokusebenen; links: griiner Kanal (Fluoreszenz des C12/12), rechts: roter
Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung beider Kanile; Skalen: xy-Ebene: jeweils 20 um, z-Richtung: 20.05 um (A),
44.02 um (B).

Da trotz der Entmischung GUV gebildet werden, muss die C12/12-reiche Phase noch Lipid enthalten,
um eine geschlossene Membran zu stabilisieren. Allerdings ist innerhalb der Mesogendomanen im

roten Kanal kein Signal zu detektieren. Die Rh-Fluoreszenz wird in diesen Bereichen entweder
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geldscht, oder Rh-DHPE entmischt sich mit der mesogenreichen Domane wegen seines im Vergleich
zu DPPC hoéheren Platzbedarfes.

Das eingesetzte molekulare Verhiltnis C12/12 : DPPC = 1:10 wird in den LSFM-Aufnahmen durch das
Flachenverhiltnis der beiden Domanen nicht korrekt wiedergegeben. Obgleich ein Teil DPPC in der
mesogenreichen Phase lokalisiert ist, erscheint der Flachenanteil der C12/12-haltigen Doméne
geringer als ein Elftel. Da C12/12 deutlich schlechter in CHCl; l6slich ist als DPPC kann es beim
Trocknen der vorgemischten Chloroformlosung zur Entmischung kommen, und es liegen lokal
unterschiedliche Zusammensetzungen C12/12:DPPC vor. Maoglicherweise ist es auch aus
energetischer Sicht glinstiger, dass der C12/12-Anteil im GUV geringer als die eingesetzten 10 % ist,
weil C12/12 die Membransteifigkeit und -krimmung der Vesikel stark beeinflusst. In
Deckglaschenndhe der Elektroformationskammer, wo die Probe aus CHCl;-L6sung aufgebracht
wurde, befinden sich auch nach der Elektroformation groRe Substanzmengen in der Form flachiger,
hantelformiger oder zu Ketten verknipfter Aggregate, die nicht als GUV abgeldst wurden. Diese
Strukturen enthalten hauptsachlich C12/12 und fluoreszieren im griinen Kanal.

C18/18 : DPPC = 1:10

Das Gemisch C18/18 : DPPC = 1:10 bildet weitgehend runde bzw. facettierte GUV (Abbildung 18),
dhnlich wie das analoge Gemisch mit C12/12. Im Vergleich zu C12/12 : DPPC = 1:10 sind die Vesikel
gréRer (@ = 100 um), die Membranen der runden GUV nicht so glatt und weisen UnregelméaRigkeiten
auf. Die facettierten GUV weisen teilweise deutliche Abweichung von der Kugelform auf (Abbildung
18, Dreieck 1).

C18/18-Kanal Uberlagerung Rh-Kanal

Abbildung 18. Zwei Serien LSFM-Aufnahmen vom GUV aus C18/18 : DPPC = 1:10 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE); links: griiner
Kanal (Fluoreszenz des C18/18), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung beider Kanile; markierte
Besonderheiten: stark facettiertes GUV (Dreieck 1 in A), GUV-Kappe (Dreieck 2 in B), phasenseparierte GUV (Dreieck 3 in
B); Skalen: 100 um (A), 20 um (B).
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Auch hier zeigt die Zweikanaldarstellung eine Anreicherung des Mesogens in einigen Bereichen des
Vesikels (griner Kanal) und damit eine Entmischung (Abbildung 18, Dreieck 2 und Dreieck 3).
Aufnahmen einer Fokusebene zeigen oft entmischte Membranflachen, die der oberen bzw. unteren
Kappe eines GUV entsprechen (Abbildung 18, Dreieck 2). Die GUV-Kappen weisen abwechselnd rote
bzw. grine periodische Streifenmuster auf, die an das V-Profil von Autoreifen erinnern (Abbildung
18, Dreieck 2). Im Volumenbild, rekonstruiert aus mehreren Fokusebenen, wird deutlich, dass die
Streifenmuster Ausschnitte sehr groRer, meist sechsstrahliger, fraktal-verzweigter, C18/18-reicher
Sterndomanen sind (Abbildung 19, oben und Mitte). Die Sterndomanen sind weniger regelmalig,
aber deutlich groRer als beim analogen Gemisch mit C12/12 und umspannen teilweise fast ein ganzes
GUV (Diagonale bis 50 um).

C18/18-Kanal Uberlagerung Rh-Kanal

Abbildung 19. Volumenbilder dreier Serien LSFM-Aufnahmen von GUV aus C18/18 : DPPC = 1:10 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE)
mit 41 (A), 107 (B), 46 (C) Schnitten verschiedener Fokusebenen; links: griiner Kanal (Fluoreszenz des C18/18), rechts:
roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung beider Kanile; Skalen: xy-Ebene: 40 um (A, B), 25 um (C), z-Richtung:
14.70 pm (A), 38.95 pm (B), 20.91 um (C).
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Auch die facettierten GUV sind makroskopisch entmischt und teilweise von ungewdhnlicher Form.
Abbildung 19 (unten) zeigt ein zylindrisches GUV (ca. 20 um x 45 um), dessen Grund- und Deckflache
von einer relativ glatten Membran gebildet wird, die ein Fluoreszenzsignal im griinen Kanal aufweist,
wohingegen die Mantelflache stark facettiert ist und vorwiegend im roten Kanal fluoresziert. Es
existieren also ausgedehnte Domaénen, in denen nur eine Sorte der beiden Fluorophore emittiert.

C6/6 : DPPC=1:10

Das Gemisch C6/6 : DPPC = 1:10 bildet mittels Elektroformation ausschlieBlich facettierte, teilweise
offene Vesikel (@ bis 100 um, Abbildung 20), wie es fiir DPPC-Membranen in der Lz-Phase typisch ist.
Die GUV-Ausbeute ist dabei aulRergewdhnlich hoch. Damit unterscheiden sich die Aggregate deutlich
von den gerade diskutierten, der analogen C12/12- bzw. C18/18-Gemische.

C6/6-Kanal Uberlagerqu Rh-Kanal
: 4 &

Abbildung 20. Zwei Serien LSFM-Aufnahmen von GUV aus C6/6 : DPPC = 1:10 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE); links: griiner Kanal
(Fluoreszenz des C6/6), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung beider Kanile; A: Volumenbild mit 74
Schnitten verschiedener Fokusebenen; B: eine Fokusebene; markierte Besonderheiten: GUV mit nicht geschlossener
Membran (Dreieck 1 in A), Areal in der Rh durch vorherige Zweikanalaufnahme irreversibel gebleicht wurde (weiBBe
Ellipsen in B); Skalen: xy-Ebene: 20 um (A), 100 um (B), z-Richtung: 34.02 um (A).

Beide Fluorophore emittieren rdaumlich nicht getrennt und sind im Rahmen der Auflésung der
Methode colokalisiert, womit keine makroskopische Phasenseparation vorliegt. Bei wiederholter
Zweikanal-Aufnahme der gleichen Stelle wird das Rhodamin stark und irreversibel gebleicht,
wahrend die C6/6-Fluoreszenzintensitat konstant bleibt (Ellipse in Abbildung 20B). Bei mehrfacher
Abbildung der gleichen Stelle, indem nur der Rh-Marker angeregt wird, bleibt die Rh-
Fluoreszenzintensitat weitgehend konstant und ein Bleichen ist nicht zu beobachten. Der Bleicheffekt
ist wahrscheinlich auf eine Art cross-talk (spektrale Uberlappung der Absorptions-/ Emissionsbanden)

90-93

der beiden Fluorophorspezies oder eine photochemische Reaktion zuriickzufihren und scheint
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vom Abstand der beiden Marker abzuhdngen, da der Effekt bei den makroskopisch entmischten
Proben (C12/12 : DPPC = 1:10 bzw. C18/18 : DPPC = 1:10) nicht auftritt. Damit ist der Bleicheffekt ein
Indiz fiir die Nahe der beiden Fluorophore. Eine genaue Aussage zur Ursache des Bleichprozesses
kann ohne zusatzliche Untersuchungen nicht gemacht werden.

Zusammenfassung Cm/n: DPPC = 1:10 (LSFM)

Die Ldange der lateralen Mesogen-Alkylketten m=n hat erheblichen Einfluss auf das
Mischungsverhalten der Cm/n-Mesogene mit DPPC und die Struktur der gebildeten Aggregate. Fiir
alle m=n=6; 12; 18 bildet das Gemisch Cm/n : DPPC = 1:10 durch Elektroformation Vesikel. Das
Gemisch mit C6/6, was die kirzesten Alkylketten trédgt, zeigt in Zweikanalaufnahmen ausschlieRlich
gemischte, facettierte, teilweise offene GUV, die fiir DPPC-Membranen in der Lg-Phase typisch sind.
Die beiden Farbstoffe C6/6 und Rh (RH-DHPE) sind homogen liber die gesamte Membran verteilt und
befinden sich offensichtlich nah beieinander, sodass es zum cross-talk und damit dem irreversiblen
Bleichen des Rh kommt. Die Cm/n-Vertreter mit langeren lateralen Alkylketten bilden im Gemisch
mit DPPC (C12/12 : DPPC = 1:10 und C18/18 : DPPC = 1:10) runde GUV mit glatten Membranen, die
makroskopisch phasensepariert sind. Die Cm/n-Doméanen haben die Form sechsstrahliger, fraktal-
verdstelter Sterne oder Blattrippen mit hexagonaler Symmetrie. Die C12/12-DPPC-Gemische weisen
regelmaRige kleinere Sterne auf, wahrend die C18/18-DPPC-Vesikel sehr groRe, unregelmaRige,
dendritische Doméanen besitzen, die teilweise ganze GUV umspannen.

3.2.25.2 Cm/n:DPPC=1:4

C12/12 : DPPC=1:4

Die LSFM-Aufnahmen des Gemischs C12/12 : DPPC = 1:4 zeigen zwei verschiedene Aggregatspezies.
Neben wenigen makroskopisch entmischten GUV (Z bis 20 um, Abbildung 21) sind hauptséchlich
planare, undulierte, l6chrige, zweifarbige Lamellen mit mehreren hundert Mikrometern lateraler
Ausdehnung zu finden (Abbildung 22). Das ist in guter Ubereinstimmung mit den TEM-Aufnahmen
des Gemisches, die ebenfalls ausgedehnte, planare Schichten zeigen (Abbildung 11). Die
phasenseparierten, mesogenreichen Domanen der GUV weisen keine definierte Struktur auf wie
beim 1:10-Gemisch, sondern sind langgestreckt, verzweigt oder zusammenhangend flachig.

C12/12-Kanal Uberlagerung Rh-Kanal

Abbildung 21. Volumenbild einer Serie LSFM-Aufnahmen von GUV aus C12/12:DPPC=1:4 mit 73 Schnitten
verschiedener Fokusebenen; links: griiner Kanal (Fluoreszenz des C12/12), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte:
Uberlagerung beider Kanile; Skalen: xy-Ebene: 20 um, z-Richtung: 28.94 pm.

Die laterale Ausdehnung der gewellten Schichten ist so groR, dass es mit den zur Verfligung
stehenden Objektivsdtzen nicht moglich ist, eine Aufnahme einer vollstandigen Lamelle festzuhalten.
Ein Schnitt durch das Volumenbild einer Lamelle in z-Richtung (Abbildung 23) macht deutlich, dass es
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sich um flache Schichten handelt. Die Schichtdicke ist, bedingt durch die limitierte Auflosung dieses
optischen Verfahrens, nicht genau bestimmbar. Die Auflésung in z-Richtung liegt bei den
vorliegenden Aufnahmen im Bereich 300 nm —400 nm. Es ist davon auszugehen, dass die
Schichtdicken der Lamellen im Bereich der Dicke einer DPPC-Doppelschichtmembran liegen.

C12/12-Kanal Uberlagerung Rh-Kanal

Abbildung 22. Drei Serien LSFM-Aufnahmen von Lamellen aus C12/12 : DPPC = 1:4 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE); jeweils links:
griiner Kanal (Fluoreszenz des C12/12), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung beider Kanile;
C: Aufnahme einer Stelle der Probe, in der durch vorhergehende Zweikanalaufnahme des markierten Ausschnittes
(weiRer Kasten in C) das Rh irreversibel gebleicht wurde; Skalen: 100 pm (A), 10 pm (B), 150 um (C).

Die Lécher sind membrandurchspannend (@ bis 30 um, Abbildung 23) und weisen verschiedene
Formen auf. Bei hoher VergroRerung sind auf den Lamellen kleine Inseln mit fraktalen Randern
sichtbar (@ ~2 um — 4 um, Abbildung 22B), die gleichmé&Rig C12/12- und Rh Fluoreszenzintensitt
aufweisen. Oft ist im runden Zentrum der Inseln nur C12/12-Fluoreszenzintensitdt und kein Rh-
Fluoreszenzsignal zu verzeichnen. Die welligen Schichten sind also weitgehend zweifarbig mit
colokalisierten Fluorophoren. Auf Grund der limitierten lateralen Auflosung des Mikroskops kann
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nicht ausgeschlossen werden, dass eine Meso- oder Mikrophasenseparation vorliegt. Das Auftreten
irreversibler Bleicheffekte bei mehrfachem Abbilden der gleichen Stelle im Zweikanalexperiment gibt
einen Hinweis auf die Nahe der beiden Fluorophorspezies zueinander (Abbildung 22C). Wiederholtes
Abbilden der gleichen Probenstelle mit ausschlieBlicher Anregung des Rh fiihrt stets zur gleichen Rh-
Fluoreszenzintensitdat, und ein Bleichen ist nicht zu beobachten. Abbildung 22C zeigt einen
Lamellenausschnitt (Kantenldange 212.5 um) mit einem Areal, das zuvor im Zweikanalexperiment
einmal aufgenommen wurde (Kantenlange 106.2 um). Das Rhodamin im markierten Areal weist nur
noch eine sehr geringe Fluoreszenzintensitat auf.

Abbildung 23. Volumenbild einer Serie LSFM-Aufnahmen von Lamellen aus C12/12 : DPPC = 1:4 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE)
mit 63 Schnitten verschiedener Fokusebenen, blauer Kasten am oberen Rand: Blick in x-Richtung auf die yz-Ebene an der
blauen Linie; roter Kasten am rechten Rand: Blick in y-Richtung auf die xz-Ebene an der roten Linie; Skalen: xy-Ebene:
50 um, z-Richtung: 24.92 pm.

C6/6 : DPPC =1:4

Die Aggregate des Gemischs C6/6 : DPPC = 1:4 haben die Form facettierter, teilweise offener GUV
oder runder GUV mit glatter Membran (& bis 90 um, Abbildung 24). Beide GUV-Spezies sind partiell
phasensepariert. Die entmischten Doméanen sind zumeist streifenféormig mit fraktalen Randern
(Abbildung 24A und B), wobei sowohl C6/6-reiche als auch Rh-DHPE-reiche Domé&nen existieren.

Bei gleichzeitiger Anregung der Fluoreszenz beider Fluorophorspezies kommt es zum irreversiblen
Bleichen des Rh, was bei wiederholter Abbildung der gleichen Stelle sichtbar gemacht werden kann
(Ubersichtsaufnahme mit markiertem, zuvor abgebildetem Ausschnitt (Kasten) in Abbildung 24C).
Dieses Verhalten ist analog zu den Gemischen C6/6 : DPPC = 1:10 und C12/12 : DPPC = 1:4 und ein
Indiz fur die Ndhe der Fluorophore bzw. fiir eine potentielle partielle Mischbarkeit.

Zusammenfassung Cm/n : DPPC = 1:4 (LSFM)

Das 1:4-Gemisch von C6/6, dem Cm/n-Vertreter mit den kurzesten Alkylketten, mit DPPC
(C6/6 : DPPC = 1:4) bildet bevorzugt facettierte oder runde glatte GUV, wahrend die Probe des
analogen Gemischs mit C12/12 (langeren Alkylketten) neben wenigen facettierten GUV vor allem
planare, lochrige, gewellte Schichten enthadlt. Die Aggregatspezies beider Gemische sind partiell
phasensepariert.
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Uberlagerung Rh-Kanal

)

»

Abbildung 24. Drei Serien LSFM-Aufnahmen von GUV aus C6/6 : DPPC = 1:4 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE); jeweils links: griiner
Kanal (Fluoreszenz des C6/6), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung beider Kanile; Volumenbild mit
23 (A) bzw. 44 (B) Schnitten verschiedener Fokusebenen; markierte Besonderheiten: colokalisierte Fluorophore (Dreieck
1 in A und B), entmischte Domé&nen (Dreieck 2 in A und B), stark facettierte GUV (weiBe Pfeile in C), Areal in dem Rh
durch vorherige Zweikanalaufnahme irreversibel gebleicht wurde (weier Kastenin C); Skalen: xy-Ebene: 15 um (A),
20 um (B), 100 um (C), z-Richtung: 11.66 um (A), 22.79 pum (B).

3.2.2.6 Aggregatstruktur der Gemische Em/n mit DPPC

Um den Einfluss der Lange des Mesogenrickgrates auf die Struktur der Mesogen-Lipid-Aggregate zu
untersuchen, wurde das analoge Gemische des riickgratmodifizierten C12/12-Derivates E12/12,
dessen starres Grundgerist symmetrisch um zwei Phenylen-Alkinylen-Einheiten verkiirzt ist
(Strukturformel in Abbildung 5 oder Abbildung 7 mit y=0, n=m=12), mit DPPC via LSFM
untersucht. Das starre Rickgrat von E12/12 ist deutlich kiirzer als das der Cm/n-Mesogene, wobei die
elektronische Struktur dhnlich ist und die Lange der lateralen Alkylketten der von C12/12 entspricht.
Die E12/12-Fluoreszenz kann ebenfalls bei 405 nm angeregt werden. Die Fluoreszenz des Mesogens
ist intensiv, und so kénnen mit LSFM auch sehr kleine Substanzmengen detektiert werden.
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E12/12 bildet als reine Substanz keine thermotrop-flussigkristalline Mesophase aus, ist deutlich
besser in organischen Losungsmitteln l6slich bzw. suspendierbar als die Cm/n-Mesogene und zeigt
ebenfalls, wenn auch nicht so stark ausgepragt, die typische Opaleszenz der Losung. Eine Loslichkeit
oder Suspendierbarkeit von E12/12 in Wasser konnte ebenfalls nicht festgestellt werden (gepruft mit
DLS, DSC, Elektroformation).

Das Gemisch E12/12 : DPPC = 1:10 bildet ausschlieBlich runde glatte GUV (Abbildung 25, =5 um —
100 pm) und bei 20 °C sind keine facettierten Vesikel zu beobachten. Einige GUV sind makroskopisch
entmischt, wobei entweder keine E12/12-Fluoreszenz in Arealen mit Rh-Fluoreszenz zu finden ist und
umgekehrt (Abbildung 25B) oder die Membran komplett im griinen Kanal leuchtet und einzelne
Inseldomanen auftreten, die auch Rh-Fluoreszenz zeigen (Abbildung 25A). Die Domadnen weisen
keine bestimmte Form auf und variieren stark in ihrer GréRe (F=1um - 10pum). Die
Farbstoffverteilung in diesen Vesikeln ist also gerade umgekehrt wie in allen bisher besprochenen
phasenseparierten GUV mit Cm/n-Mesogenen, bei denen Cm/n-Domanen innerhalb einer mit Rh-
DHPE-angereicherten Membran zu finden sind. Moéglicherweise kommt es zu einer Phasenseparation
des Dreikomponentensystems und Rh-DHPE wird aus Teilen der Membran gedrangt, in denen E12/12
inkorporiert ist.

E12/12-Kanal Uberlagerung Rh-Kanal

Abbildung 25. Zwei Serien LSFM-Aufnahmen von GUV aus E12/12 : DPPC = 1:10 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE); jeweils links:
griiner Kanal (Fluoreszenz des E12/12), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung beider Kanile;
B: Volumenbild mit 50 Schnitten verschiedener Fokusebenen; markierte Besonderheiten: Bereiche mit orientierten
Fluorophormolekiilen (weiBe Pfeile in B), Areal ohne Rh-Fluoreszenz (weifRe Rechtecke in B); Skalen: xy-Ebene: 10 um (A,
B), z-Richtung: 22.83 um (B).

Zudem treten GUV auf, die so gut wie kein Rh-DHPE enthalten (oder alles enthaltene Rh wurde auf
Grund der N&he der beiden Fluorophorspezies gebleicht), deren Membran aber durchgéngig E12/12-

Fluoreszenz zeigt (Abbildung 25B, weiRe Rechtecke). Da E12/12 nicht in Wasser suspendierbar ist,
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mussen die im griinen Kanal fluoreszierenden GUV-Membranen sowohl Mengen als auch DPPC
enthalten. Es scheint also lediglich eine Phasenseparation der beiden Fluorophore vorzuliegen.

3.2.2.7 Aggregatstruktur der Gemische C12/12 mit DOPC

Um den Einfluss des Phasenzustandes der Lipidmembran auf das Mischungsverhalten mit Cm/n-
Mesogenen und die Form und Struktur der gebildeten Aggregate zu untersuchen, wurde das
Gemisch C12/12 : DOPC = 1:10 mittels LSFM vermessen. DOPC-Membranen sind bei 20 °C fluide (L4-
Phase), da ihre Hauptumwandlung auf Grund der ungesattigten Acylketten bereits bei T,,=-20 °C
stattfindet.

Die Probe C12/12 : DOPC = 1:10 zeigt ausschlieBlich runde GUV mit glatter Membran (Abbildung 26)
und sehr hoher GUV—Ausbeute. Die GUV-Durchmesser variieren zwischen 1 um und ca. 70 um,
wobei GréBen von 10 pm — 20 pum haufiger sind. Auf Grund der hohen Fluiditat der DOPC-Membran
existieren keine facettierten GUV. Beide Farbstoffe weisen eine gleichmaRige Fluoreszenz innerhalb
der Membran auf, und es gibt keinen Hinweis auf eine makroskopische Phasenseparation durch
Bildung von Domanen, in denen eines der Fluorophore angereichert ist.

C12/12-Kanal Uberlagerung Rh-Kanal

Abbildung 26. Zwei Serien LSFM-Aufnahmen von GUV aus C12/12 : DOPC = 1:10 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE); links: griiner
Kanal (Fluoreszenz des C12/12), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung beider Kanile; markierte
Besonderheiten: periodische Variation der C12/12-Fluoreszenzintensitit entlang der GUV-Membran (Dreieck 1 in A und
B), Areal in dem C12/12 durch vorherige Zweikanalaufnahme irreversibel gebleicht wurde (weiRer Kasten in B); Skalen:
jeweils 100 pm.

Bei wiederholtem Abbilden der gleichen Stelle einer Probe kommt es zu irreversiblen Bleicheffekten
(Abbildung 26B). Anders als bei den bisher beobachteten Bleicheffekten (siehe C12/12 : DPPC=1:4
auf S. 32; C6/6:DPPC=1:4 auf Seite 34 bzw. 1:10 auf S. 30) werden beim Gemisch
C12/12 : DOPC=1:10 die C12/12-Molekille gebleicht, wihrend die Rh-Fluoreszenzintensitit
unverandert bleibt. Moglicherweise ist Ursache des Bleichens eine photochemische Reaktion.
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Die C12/12-Fluoreszenzintensitdt dndert sich periodisch entlang der Membran. Die seitlichen Flanken
der GUV zeigen eine geringe, wahrend Ober- und Unterseite (relativ zum Bild) eine starke
Fluoreszenz aufweisen. Der Effekt ist eine Folge der senkrechten Polarisation des verwendeten
Anregungslasers und weist auf eine Vorzugsorientierung der Fluorophore relativ zur
Membrannormale hin. Das E-Feld des Laserlichtes wechselwirkt umso stdrker mit dem
elektronischen Ubergangsdipolmoment der Absorption, je besser die beiden Vektoren parallel
ausgerichtet sind. Das Rh-Fluorophor des Rh-DHPE ist an der Lipidkopfgruppe einfachgebunden und
somit frei drehbar. Rh zeigt also keine Vorzugsorientierung und damit eine gleichmaRige
Fluoreszenzintensitat.

Die mittlere Vorzugsorientierung des Fluorophoren kann nach Corry et al. durch Plot und Fit der
Fluoreszenzintensitat als Funktion des Winkels y entlang der GUV-Membran am Meridian des
Vesikels bestimmt werden (Abbildung 27).>* Dafir muss der Winkel zwischen dem elektronischen
Ubergangsdipolmoment (TDM) der Fluoreszenz und dem Molekiildirektor (MD) der C12/12-Molekiile
bekannt sein. Der Vektor des elektronischen TDM wurde mittels TD-DFT-Rechnungen abgeschatzt. Es
ergab sich ein Winkel zwischen TDM wund MD von 0=2.09415°. Das elektronische
Ubergangsdipolmoment verlauft also nahezu parallel zu MD.
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Abbildung 27. A: LSFM-Aufnahme von C12/12:DOPC=1:10 (Fluoreszenz des C12/12); B: periodische
Fluoreszenzintensitatsvariation der normierten C12/12-Fluoreszenz R entlang der GUV-Membran in Abhéngigkeit von y;
Skala: 15 pm.

Nach Normierung Der Fluoreszenzintensitaten kénnen die Daten gefittet werden, um die Parameter
B und u zu bestimmen, mit denen dann der maximale Orientierungswinkel a,. des
Molekiilrickgrates zur Membrannormale bestimmt werden kann. Fir das System
C12/12 : DOPC=1:10 wurde o zu ca. 45° bestimmt. Der Wert a,. gibt den maximalen
Offnungswinkel eines Kegels an, innerhalb dessen die Tilts der Molekdilriickgrate verteilt sind. Eine
mittlere Ausrichtung der C12/12-Molekiile ist also nur indirekt im angegebenen a,., enthalten,
sondern direkt nur der maximale Tiltwinkel. Der maximale Tiltwinkel ist groR und liegt nahe am
magischen Winkel von 54.7°, bei welchem der Ordnungsparameter S=0 ist und ein isotropes,
ungeordnetes System vorliegt. Allerdings wiirden isotrop verteilte Fluorophore keine anisotrope
Fluoreszenzintensitdt entlang der GUV-Membran hervorrufen. Die starke Neigung der
Molekiilhauptachsen ist also wahrscheinlich (Abbildung 28).
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Abbildung 28. Modell einer fluidlen DOPC-Membran mit einem inkorporiertem C12/12-Molekiil; der Doppelkegel weist
auf eine mogliche Prizession des C12/12-Riickgrates hin, die Anordnung der lateralen Alkylketten von C12/12 (hellgrau)
ist experimentell nicht gesichert.

Zusammenfassung Cm/n- DOPC-Gemische (LSFM)

C12/12 bildet mit DOPC im wassrigen System stabile Suspensionen. Bei Raumtemperatur werden
vesikuldre Aggregate mit homogen (ber die fluide DOPC-Membran verteilte C12/12-Molekiile
(Abbildung 28) gebildet. C12/12 ist also mischbar mit der sehr fluiden DOPC-Membran. Als
Vorzugsorientierung der C12/12-Molekdilrlickgrate wurde ein maximaler Tiltwinkel von o, zu ca.
45° bestimmt.

3.2.3 DSC-Untersuchungen

Das thermotrope Verhalten der Gemische von Cm/n bzw. Em/n mit DPPC, DMPC, DOPC bzw. POPC in
Wasser wurde mittels DSC untersucht. Durch die Verwendung einer Vielzahl verschiedener Lipide
konnte auch der Einfluss des Lipides auf die Wechselwirkung mit den Mesogenen studiert werden.

C12/12 mit DPPC bzw. DMPC

Die Beimengung kleiner Mengen an C12/12 zur DPPC-Membran (z. B. Verhaltnis 1:50) fuhrt zu kaum
detektierbaren Anderungen im DSC-Thermogramm. Die Vorumwandlung
T,(C12/12:DPPC=1:50) = 34.9 °C ist im Vergleich zu reinen DPPC-Membranen um 0.9 K zu niedrigeren
Temperaturen verschoben. Das Auftreten einer Vorumwandlung weist darauf hin, dass die
Eigenschaften der DPPC-Membran nahezu unverdndert sind. Die Umwandlung in der Néhe der
Hauptumwandlung des reinen Lipides bei T,,(C12/12:DPPC=1:50) = 41.7 °C (Abbildung 29, A, diese
Umwandlung sei als Hauptumwandlung des Gemisches bezeichnet) ist im Vergleich zu DPPC um 0.2 K
zu hoheren Temperaturen verschoben. Das Thermogramm des Gemisches C12/12 : DMPC = 1:50
weist ebenfalls eine Vorumwandlung bei T,(C12/12:DMPC=1:50) = 14.5 °C auf, die im Vergleich zu
reinen DMPC-Membranen wenig (0.8K) zu hoheren Temperaturen verschoben ist. Die
Hauptumwandlung des Gemisches bei T,,(C12/12:DMPC=1:50) =24.5°C liegt im Bereich der
Hauptumwandlung des reinen Lipids (0.3 K zu hoheren Temperaturen verschoben). Die Position vom
T, andert sich auch bei hoheren C12/12-Gehalten nicht wesentlich (maximal Anderung fiir
C12/12 : DPPC 0.5K bzw. fir C12/12 : DMPC 1.2 K), wahrend die Peakintensitdt mit steigendem
Xc1z712 @bnimmt. Flar C12/12-DPPC-Gemische existiert ein T,-Maximum bei Xc, = 0.2
(T(C12/12:DPPC) ey = 42.2 °C), wobei T, fur die DMPC-Mischungen einen kontinuierlichen Anstieg
mit steigendem Xxci,/;, erfahrt. Bei C12/12 : DMPC = 1:1 ist der Peak bei T,, ganzlich verschwunden,
wobei die analoge DPPC-Mischung noch einen deutlich erkennbaren, wenn auch schwachen Peak bei
T,, aufweist.
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Abbildung 29. DSC-Thermogramme verschiedener Gemische von C12/12 mit DPPC (A) bzw. DMPC (B) in wissriger
Suspension; das Molverhiltnis ist angegeben; C/D: Umwandlungsenthalpien der Gemische als Funktion von xciz/12;
Enthalpie der Hauptumwandlung (4H,,, schwarz), Summe der Enthalpien aller Zusatzumwandlungen (X4H,,4, rot) und
Summe der Enthalpien aller Umwandlungen (4H,,, blau), die Vorumwandlungsenthalpie ist nicht aufgetragen; jeweils
cLipid= 2 mM.

Die Thermogramme der Gemische C12/12 : Lipid = 1:20 zeigen neben der Hauptumwandlung ein
Tripel zusatzlicher Umwandlungen (T,q4), die ca. 25K — 30K zu hoheren Temperaturen als T,
verschoben sind: T444(C12/12:DPPC=1:20) = 53.9 °C, 61.1°C und 66.8 °C bzw.
T.04(C12/12:DMPC=1:20) = 41.1 °C, 52.8 °C und 66.6 °C. Die Zusatzumwandlungen sind auch bei
hoheren xc;51> vorhanden. Die Temperaturen T, und die Peakintensitdten der zusatzlichen
Ubergénge steigen mit x¢;,/1, leicht an, wobei sich die Peakstruktur ebenfalls leicht &ndert. Die Peaks
sind den thermotropen Umwandlungen von C12/12-Lipid-Komplexen zuzuordnen. Die PC-Acylketten
der Komplexe werden offenbar bei hoheren Temperaturen als T,, ungeordnet bzw. fluide. Die
Anderung der Peakstruktur ist auf eine Anderung der Zusammensetzung der C12/12-Lipid-Domé&nen
zurlickzufihren.

Die Mischbarkeit von Mesogen und Lipid ist offensichtlich abhdngig von der Linge der
Lipidacylketten. Kleine Mengen C12/12 (Verhéltnis 1:50) induzieren in der kiirzerkettigen DMPC-
Membran eine Entmischung, und es treten zusatzliche Umwandlungen bei T4y auf. In Membranen
mit dem langerkettigen DPPC ist dies nicht der Fall. Bei hohen C12/12-Anteilen (xc;/12 = 0.5) in der
DMPC-Mischung verschwindet die Hauptumwandlung der lipidreichen Phase, weil moglicherweise
alle DMPC-Molekiile der vormals lipidreichen Phase in die andere(n), mesogenreichen Phase(n)
Ubergegangen sind und die lipidreiche Phase (im Rahmen der Detektionsgrenzen der Methode) nicht
mehr existiert oder die lipidreiche Phase eine andere Struktur aufweist, sodass kein Ubergang mehr
moglich ist. Die entsprechende DPPC-Mischung weist auch bei xci,/12=0.5 noch den bekannten
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Ubergang bei T, auf und so existiert auch bei diesem Mischungsverhiltnis noch die
Phasenseparation in lipidreiche und mesogenreiche Phase.

Tragt man die Umwandlungsenthalpien gegen Xxci;;, auf, ergibt sich fir die Enthalpie der
Hauptumwandlung AH,, (Abbildung 29C/D) und Vorumwandlung AH, (nicht in der Abbildung
dargestellt) eine Abnahme mit steigendem Mesogengehalt, analog zur bereits beschriebenen
Abnahme der Peakintensitat. Mit steigendem xc;;/;2 nimmt AH,, nicht linear ab, womit auch der
Gehalt an Lipid in der mesogenreichen Phase stdrker steigt als aus dem Mischungsverhaltnis
ersichtlich ist. Fiir C12/12 : DMPC = 1:10 betragt AH,,(Xc12/12 = 0.1) = 0.96 kcal mol™ DMPC, was nur
19% der Hauptumwandlungsenthalpie der reinen DMPC-Membran entspricht
(AHm(Xc12/12 = 0.0) = 5.12 kcal mol* DMPC). Da AH,, jeweils auf die DMPC-Stoffmenge bezogen ist,
sind 81 % des DMPC in den C12/12-DMPC-Doménen gebunden, sodass das Verhaltnis C12/12 : DMPC
flir diese Mischung eher 1:4 sein miusste. Fir das analoge 1:10-Gemisch mit DPPC ist die
Umwandlungsenthalpie auf 50 % reduziert, und 50 % des DPPC sind in den C12/12-DPPC-Doménen
lokalisiert. Das C12/12:DPPC-Verhaltnis betragt 1:5.5. Die Intensitaten und Umwandlungsenthalpien
der drei zusatzlichen Signale bei T,y steigen mit Xciz/:. In Abbildung 29C/D ist die Summe der
Enthalpien der drei Zusatzpeaks YAH,4, gegen Xc1,/1, aufgetragen (rot). SAH, 4y Steigt mit Xc;5/:, an. Die
Peakflachen der drei Umwandlungen wachsen systematisch in gleicher Weise. Die Summe Uber die
Umwandlungsenthalpien aller Peaks bleibt im betrachteten xc;,/;,-Bereich nahezu konstant. Das ist
ein Hinweis darauf, dass die Lipid-Acylketten in den Gemischen bei hohen Temperaturen denselben
Grad an Unordnung bzw. Fluiditdt erreichen, wobei sich der Umwandlungsvorgang Uber einen
groReren Temperaturbereich (T, und T,q4) erstreckt.

C12/12 mit POPC bzw. DOPC

Da die Thermogramme der Systeme (C12/12:DPPC bzw. C12/12:DMPC jeweils
Zusatzumwandlungen 25 K bis 30 K oberhalb T,, aufweisen, wurden auch Gemische aus C12/12 und
dem Phospholipid POPC mit einer ungesattigten Oleoylkette vermessen, um zu Uberprifen, ob die
Komplexbildung nur bei PCs mit gesattigten Acylketten auftritt. Die Umwandlungstemperatur
T.n(POPC) von POPC betragt -2 °C.%> Das Thermogramm des Gemisches C12/12 : POPC = 1:4 weist ein
Tripel an Zusatzumwandlungen bei T,qy=18.6 °C, 28.9 °C und 32.6 °C auf (Abbildung 30). C12/12
verursacht im Gemisch mit POPC eine Phasenseparation, und so scheint auch in Membranen aus PCs
mit ungesattigten Acylketten eine Komplexbildung mit C12/12 maglich.

Die Hauptumwandlung von DOPC-Membranen (zwei ungesattigte Oleoylketten) liegt bei
T.,(DOPC) = -20 °C.2*> Das Thermogramm des Gemisches C12/12 : DOPC = 1:4 zeigt innerhalb des
gemessenen Temperaturbereiches (2 °C — 95 °C) keinerlei Umwandlungen (Thermogramm nicht
abgebildet). Moglicherweise liegen alle Zusatzumwandlungen bei T< 2 °C und es liegt fir T>2 °C
kein entmischtes System sondern fluide, gemischte Membranen vor.

40



Cm/n, Em/n: DSC-Untersuchungen

04 C12/12:POPC =14 |

i T T
00
©
0,31 g o POPC
< N ™ | —C12/12: POPC =1:4
X IMH_, = 3.47 keal mol™
— al
© 0,2-
e
©
L
— 0,14
o
©]
0,0

10 20 30 40 50 60
Temperatur / °C

Abbildung 30. DSC-Thermogramme der wissrigen Suspensionen von POPC (griin) und C12/12 : POPC = 1:4 (schwarz); die
Umwandlungsenthalpie fiir das Gemisch ist angegeben (Kasten); jeweils cpppc =2 mM.

C18/18 mit DPPC bzw. DMPC

Die Proben aus C18/18 und DPPC bzw. DMPC verhalten sich dhnlich den analogen C12/12-Systemen
(Abbildung 31). Das Thermogramm des Gemisches C18/18:DPPC=1:50 weist einen
Hauptumwandlungspeak bei T,, = 42.6 °C auf (Abbildung 31A), der aber im Vergleich zu DPPC leicht
zu héheren Temperaturen verschoben ist (0.9 K). Die Intensitdt des Hauptumwandlungspeaks sinkt
stark mit steigendem xc;5/15, Wobei die Peakposition sich kaum verandert. Bei C18/18 : DPPC = 1:10
ist der Umwandlungspeak bei T, vollstindig verschwunden. Fur C18/18 : DPPC = 1:50 tritt ein
Zusatzpeak bei T,44=47.9 °C auf, dessen Position sich mit wachsendem xcg/15 stark zu héherer
Temperatur verschiebt. Die Thermogramme belegen die im LSFM gefundene Phasenseparation in
eine lipidreiche Doméane und mindestens eine mesogenreiche Domane. Das Thermogramm des 1:10-
Gemischs zeigt nur eine Umwandlung (mit Schulter) bei T,44(C18/18:DPPC=1:10) = 55.4 °C. Es liegt
offensichtlich eine Art 1:10-Komplex vor. Die C18/18-DMPC-Gemische verhalten sich &ahnlich,
allerdings treten die Zusatzumwandlungen erstmals bei einem Mischungsverhéltnis von 1:20 auf
(Abbildung 31B). Der Hauptumwandlungspeak bei T, liegt unabhingig vom C18/18-Gehalt relativ
konstant bei 24.9 °C und wird mit steigendem Xxcs/15 kleiner. Anders als bei den DPPC-Gemischen
verschwindet der Peak bei T,, flir hohe C18/18-Anteile nicht.

Die Hauptumwandlungsenthalpie AH,, sinkt wie die Peakintensitdt mit steigendem xcg/15 fUr die
C18/18-Gemische mit DPPC bzw. DMPC starker, als durch das Molverhéltnis zu erwarten ist
(Abbildung 31C/D). AH,, betragt fir das Gemisch C18/18:DPPC=1:20 nur 24 % der
Umwandlungsenthalpie von DPPC-Membranen. Damit sind 76 % des DPPC in der mesogenreichen
Domaéne lokalisiert. Fir C18/18 : DMPC = 1:20 ist AH,, 67 % der Umwandlungsenthalpie des reinen
Lipides, und so sind 33 % des DMPC in den mesogenreichen Domanen gebunden. Die Enthalpien der
Zusatzumwandlungen 3AH,4, fir die C18/18-DPPC-Gemische bleiben unabhangig von xc;g/1s ungefahr
konstant, wobei JAH,q4, fur die C18/18-DMPC-Gemische mit dem C18/18-Gehalt steigt. Fir die
letzteren Gemische ist allerdings kein klarer Trend zu erkennen.
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Abbildung 31. DSC-Thermogramme verschiedener Gemische von C18/18 mit DPPC (A) bzw. DMPC (B) in wissriger
Suspension; das Molverhéltnis ist angegeben; C/D: Umwandlungsenthalpien als Funktion von Xcig/1s, Enthalpie der
Hauptumwandlung (4H,,, schwarz), Summe der Enthalpien aller Zusatzumwandlungen (24H,4,, rot) und Summe der
Enthalpien aller Umwandlungen (4H,,, blau); jeweils ¢,y =2 mM.

Ahnlich wie bei analogen C12/12-Systemen ist die Phasenseparationstendenz der C18/18-Lipid-
Gemische abhiangig von der Lipidacylkettenlange. C12/12 mit kurzen lateralen Cy,-Alkylketten zeigt
eine hohere Affinitdt zum kirzerkettigen DMPC, wahrend das langkettige C18/18 héhere Affinitat
zum langkettigen DPPC aufweist.

C6/6 mit DPPC bzw. DMPC

Das thermotrope Verhalten der C6/6-DPPC-Gemische weicht von dem der ldngerkettigen Vertreter
der Klasse Cm/n ab. Die Thermogramme zeigen, unabhdngig vom Mischungsverhiltnis, nur eine
thermotrope Hauptumwandlung und keine Zusatzumwandlung bei hohen Temperaturen (Abbildung
32A). Dennoch scheint das Phasenverhalten komplex zu sein. T,, ist fur niedrige C6/6-Gehalte im
Vergleich zu DPPC-Membranen zu niedrigeren Temperaturen verschoben (0.7 K fir
C6/6 : DPPC = 1:50), und es tritt ein zweiter Peak bei 37.6 °C auf. Eine Erniedrigung von T,, kbnnte auf
Wechselwirkungen der Mesogene mit dem Acylkettenbereich der DPPC-Membran hinweisen. Bei
hoheren xcs (z. B. C6/6 : DPPC =1:20) ist T, des Gemischs hoher als bei einer reinen DPPC-
Membran. Die Aufspaltung des Peaks bleibt fiir alle Mischungsverhaltnisse erhalten. Das
Phasenverhalten der C6/6-DMPC-Gemische ist analog zu den bisher besprochenen Gemischen von
C12/12 oder C18/18 mit DPPC bzw. DMPC. In den Thermogrammen existiert jeweils eine
Hauptumwandlung im Bereich der Hauptumwandlung des reinen DMPC, und flr x5 2 0.09 tritt ein
zusatzlicher Doppelpeak bei hoheren Temperaturen auf (Abbildung 32B), dessen Peakposition,
Peakintensitat und Umwandlungsenthalpie mit wachsendem xc/s steigen. T,, bleibt, unabhangig von
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der Zusammensetzung, ungefahr konstant, wahrend die Intensitdt und die Enthalpie des
Hauptumwandlungspeaks mit steigendem Gehalt an Mesogen abnehmen. Das System C6/6-DMPC ist
phasensepariert in DMPC-reiche und C6/6-reiche Domanen. Beim &aquimolaren Gemisch
verschwindet der Hauptumwandlungspeak vollstandig.

A :

‘ "I 1 ce/6: DPPC i B
DPPC :

1:50

‘ C6/6 : DMPC l ‘
DMPC
Eo’_j\\ .

Cp / keal mol K™
Cp / keal mol* K™

20 30 40 50 60

Temperatur/°C Temperatur/°C

C : : : D s : : : :
C6/6 : DPPC C6/6 : DMPC
104 » {_I < 7<—| ]
O
a \ 8 6 i
% 8 ./. L] "4 g 54 7
2 6 s —
= E 3 —=— SaH
[ T add
g 2 % —— 4,
~ 44 B = Of
e 14 ]
z 5
~ —m— 4H 04 1
24— T T T 0 T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
XCG/G XC6/6

Abbildung 32. DSC-Thermogramme verschiedener Gemische von C6/6 mit DPPC (A) bzw. DMPC (B) in waissriger
Suspension; das Molverhiltnis ist angegeben; C/D: Umwandlungsenthalpien als Funktion von xcs, Enthalpie der
Hauptumwandlung (4H,,, schwarz), Summe der Enthalpien aller Zusatzumwandlungen (24H,4,, rot) und Summe der
Enthalpien aller Umwandlungen (4H,,,, blau); jeweils c,;,;; =2 mM.

Ein Plot der Hauptumwandlungsenthalpien als Funktion des xq zeigt, das AH, beim Gemisch
C6/6 : DPPC=1:50 nur noch 78 % der Umwandlungsenthalpie einer DPPC-Membran betragt.
Moglicherweise sind 22 % des Lipides in einer mesogenreichen Phase lokalisiert. Bei hoheren
Gehalten an C6/6 bleibt AH,, nahezu konstant. Die DPPC-Acylketten der Gemische haben in der
fluiden Phase offenbar eine geringere Unordnung als in reinen DPPC-Membranen. Fir die Gemische
C6/6 mit DMPC sinkt AH,, mit steigendem x4 starker, als das eingesetzte Molverhaltnis angibt. So
betragt AH,, des 1:20-Gemisches 74 % der Umwandlungsenthalpie der reinen DMPC-Membran.
Somit sind 26 % des DMPC in der mesogenreichen Phase lokalisiert. AH,q4 steigt mit dem Gehalt an
C6/6 an. AH,, ist fur die meisten Gemische héher als beim reinen DMPC. Mdoglicherweise ist die
Fluiditdt der DMPC-Acylketten der Gemische in der L,-Phase grofer als bei reinen DMPC-
Membranen.

C6/6 scheint mit DPPC besser mischbar zu sein als mit dem kurzerkettigen DMPC. Die
Thermogramme der C6/6-DMPC-Gemische geben einen deutlichen Hinweis auf eine
Phasenseparation. Das Gemisch C6/6 :DMPC=1:1 bildet wahrscheinlich einen 1:1-Komplex.
Offenbar ist die Mischbarkeit von C6/6 mit Lipidmembranen ebenso wie bei analogen C12/12 oder
C18/18-Gemischen von der Alkylkettenldnge des Lipids abhéngig. Das kurzkettige C6/6 scheint besser
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mit langkettigen PCs mischbar zu sein, anders als die anderen Cm/n-Vertreter, die mit PCs
vergleichbarer Acylkettenldange besser mischbar sind.

E12/12 mit DPPC

Die Thermogramme der Gemische des im rickgratverkiirzten Molekils E12/12 mit DPPC sind flr
geringe Mesogengehalte &ahnlich denen der C6/6-DPPC-Mischungen. Es existiert ein
Umwandlungspeak bei T,, mit einer Schulter auf der Niedertemperaturseite (Abbildung 33A). Fir
Xe1z/12 2 0.2 tritt ein Zusatzsignal bei 60.3 °C auf, welches sich mit weiter steigendem E12/12-Gehalt
kaum verschiebt. Die Summe der Hauptumwandlungsenthalpien bleibt fiir Xg;;/,<0.2 nahezu
konstant. Die DPPC-Acylketten in der L,-Phase weisen also die gleiche Unordnung wie bei DPPC-
Membranen auf, und E12/12 hat wenig Einfluss auf die Struktur der Phasen. Bei hoheren E12/12-
Anteilen, dem Auftreten einer Zusatzumwandlung bei hoheren Temperaturen und einer potentiellen
Entmischung sinkt AH,, leicht (Abbildung 33B), wahrend 3AH,,y mit wachsendem xg;,/:, ansteigt. Beim
dquimolaren Verhéltnis betragt AH,, des Gemisches 73 % von AH,, reiner DPPC-Membranen. E12/12
muss also einen Enthalpiebeitrag an der Hauptumwandlung haben. AH,, ist fiir das entmischte
System um den Beitrag 2AH,4, groRer als bei DPPC-Membranen.
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Abbildung 33. A: DSC-Thermogramme verschiedener Gemische von E12/12 mit DPPC in wissriger Suspension; das
Molverhiltnis ist angegeben; B: Umwandlungsenthalpien als Funktion von x;;5/:,, Enthalpie der Hauptumwandlung (4H,,,
schwarz), Summe der Enthalpien aller Zusatzumwandlungen (2AH.4, rot) und Summe der Enthalpien aller
Umwandlungen (4H,,, blau); C: Aufheiz- und Abkiihlkurven des Gemisches E12/12 : DPPC = 1:2 und einer reinen DPPC-
Membran; jeweils cpppc =2 mM.

FUr Xeiz220.33 (E12/12: DPPC=1:2) tritt ein zusatzlicher exothermer Umwandlungspeak bei
T=255°C (AH=-0.73kcal mol”, Abbildung 33C) auf. Die Abkihlkurven zeigen den
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Hauptumwandlungspeak bei 33.7 °C und eine zusatzliche sehr scharfe Umwandlung bei 17.7 °C
(AH = -2.82 kcal mol™). Exotherme Peaks beim Aufheizen deuten auf die Ausbildung einer
metastabilen Struktur beim Abkuhlen hin, die sich erst beim Aufheizen zur thermodynamisch stabilen
Phase umwandelt. Die starke Hysterese kann dabei auf einen kinetischen Effekt oder eine echte
Metastabilitdt zurickzufihren sein. Die Gesamtenthalpie aller endothermen Prozesse beim
Aufheizen betragt 8.882 kcal mol™ und die Gesamtenthalpie aller exothermen Prozesse beim
Abkiihlen 8.884 kcal mol™. Der Umwandlungsprozess ist also reversibel.

Zusammenfassung Cm/n-PC-Gemische (LSFM)

Die Gemische der Mesogene C12/12 bzw. C18/18, die lange Alkylketten tragen, mit DPPC oder DMPC
sowie die Gemische des rickgratmodifizierten E12/12 mit DPPC bzw. von C6/6 (klrzeste Alkylketten)
mit DMPC zeigen in den DSC-Thermogrammen zusatzlich zur Hauptumwandlung bei T,, einen oder
mehrere Peaks bei hoherer Temperatur, was auf eine Entmischung hinweist. T,, ist bei Variation des
Mesogenanteils im Gemisch konstant und liegt in der Nahe der Hauptumwandlung des reinen Lipids.
Dieser Peak entspricht der Umwandlung einer stabilen lipidreichen Phase, die kaum Mesogen
enthalt. Es tritt zudem oft ein Tripel an Zusatzumwandlungen bei 20 K bis 30 K oberhalb T,, auf, was
auf Umwandlungen mindestens einer mesogenreichen Phase zurickzufilhren ist. Die
Zusatzumwandlungen sind ebenfalls bei C12/12-POPC-Gemischen zu beobachten, obgleich
T.(POPC) = -2 °C mit der verwendeten Methode nicht detektierbar ist. Die Entmischung ist also
unabhéngig vom Sattigungsgrad der PC-Acylketten. Die Thermogramme der Gemische von C6/6 mit
DPPC weisen keine Zusatzumwandlungen auf, aber die Hauptumwandlung verschiebt sich mit
wachsendem x¢ss. Wie auch die LSFM-Aufnahmen vermuten lassen, kdnnten die C6/6-DPPC-Proben
gemischt sein. Die DSC-Kurven fiir E12/12 mit DPPC zeigen erst ab Xg;,/1, 2 0.2 einen Zusatzpeak, was
auf eine Entmischung hindeutet. Fir geringere E12/12-Gehalte scheint das System gemischt zu sein.

Flr nahezu alle Gemische sinkt AH,, deutlich schneller mit steigendem Mesogengehalt, als durch das
eingesetzte Molverhaltnis zu erwarten. Somit ist ein erheblicher Anteil PC in den mesogenreichen
Domadnen der entmischten Systeme lokalisiert. Zudem kann ein Zusammenhang zwischen Mesogen-
Alkylkettenldnge und der Lipid-Acylkettenldnge in Bezug auf das Mischungsverhalten festgestellt
werden. Das langerkettige C18/18 zeigt eine héhere Affinitat zum langerkettigen DPPC, wahrend das
kirzerkettige C12/12 eher zu DMPC mit kiirzeren Acylketten die gréRere Affinitat hat.

3.2.4 ATR-FTIR-Untersuchungen

Um die Konformation oder Orientierung von Molekiilteilen, die charakteristische Schwingungen im
Infrarotbereich  zeigen, zu untersuchen, wurden an den Gemischen Cm/n:PC
infrarotspektroskopische Messungen durchgefiihrt. Flir Transmissionsmessungen sind wegen der
hohen Eigenabsorption von Wasser hohe Probenkonzentrationen und geringe Schichtdicken
erforderlich, was mit den zu untersuchenden Systemen nur schwer realisierbar ist. Zudem weisen
hochkonzentrierte Mesogen-Lipid-Proben starke Mie-Streuung auf. Aus diesem Grund wurde die
abgeschwachte Totalreflexion (ATR) als Messmethode eingesetzt. Prinzipiell kamen zwei
verschiedene ATR-Systeme zum Einsatz:

e eine BioATRII-Einheit von Bruker mit einem ZnSe-getragerten runden Si-Kristall (J = 1.5 mm),
mit der wissrige Suspensionen untersucht wurden. Durch Vesikelspreitung®®’ bilden sich
multilamellare Membransysteme auf dem Kristall.
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e eine ATR-Einheit, bestehend aus einem trapezoiden Ge-Kristall (Probenflache
5.88 cm x 1.00 cm), mit dem orientierte Proben untersucht wurden. Die Proben werden aus
CHCl5-Losung aufgebracht, das CHCl; wird verdampft und die Proben via Gasphase mit H,0
oder D,0 hydratisiert. Zur Bestimmung von Orientierungen erfolgten die Messungen mit
polarisiertem Licht.

3.2.4.1 FT-IR-Messung an Proben hergestellt durch Vesikelspreitung

Um die thermotrope Umwandlung der Lipidacylketten beim Ubergang von Lg~ in L,-Phase zu
verfolgen, wurden C12/12:DPPC-dg,-Proben verschiedener Zusammensetzung am BioATRII
temperaturabhangig vermessen. Um die Banden der Mesogen-Alkylketten von denen der PC-
Acylketten unterscheiden zu kdnnen, wurde DPPC-ds, mit perdeuterierten Acylketten verwendet. Die
Banden der CH,- bzw. CD,-Valenzschwingungen sind damit spektral gut voneinander getrennt
detektierbar. Bei Auswertungen werden stets die symmetrischen Valenzschwingungen v,(CH,) bzw.
v,(CD,) angegeben.

DPPC-d,,

Die Wellenzahl der asymmetrischen und symmetrischen CD,-Valenzschwingung v,(CD,) der
Acylketten verschieben sich mit der Temperatur zu héheren Werten. Bei T, kommt es zur
sprunghaften Anderung von v,(CD,)=2088.3cm™ bei 25°C zu v,(CD,)=2093.5cm™ bei 50 °C
(Abbildung 34). Das entspricht dem Ubergang von Lg-Phase (25 °C) mit all-trans-Acylketten in die L,-
Phase (50 °C), in der die Acylketten gauche-Konformere aufweisen und ungeordnet sind.”* % Der
sigmoidale Verlauf der Kurve v,(CD,) = f(T) weist auf die Phasenumwandlung hin, wobei die absoluten
Wellenzahllagen ein Indikator fiir die Kettenkonformation und damit die Membranfluiditat/-rigiditat
sind. Der Schwerpunkt der Sigmoiden in Abbildung 34B liegt bei 37.7 °C und damit 0.4 K héher als die
durch DSC bestimmte T, (Abbildung 3). Eine Wellenzahlanderung der CD,-Banden im
Temperaturbereich der Vorumwandlung (L zu Pg) ist nicht zu beobachten, da die Lipid-Acylketten in
der Ps-Phase ebenso geordnet sind wie in der Ls-Phase.
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——26°C e a7
x —28°C
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i '_"E (CPR I NCH) g oo” ° 15 ﬁx
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Abbildung 34. A: ATR-FTIR-Spektren einer wassrigen (H,0) Suspension von DPPC-dg, bei verschiedenen Temperaturen;
B: Lage der v,(CD,)-Schwingungsbande (Symbole) als Funktion der Temperatur und DSC-Thermogramm (durchgezogene
Linie); waagerechte, gepunktete Linien markieren die Literaturwerte der v,(CD,)-Bande fiir DPPC-dg, in der Lg- bzw. L,-
Phase; Clipia = 2.0 mM.

C12/12 : DPPC-dg, = 1:10, 1:4 bzw 1:1

In Analogie zur DPPC-dg,-Membran, variieren die Positionen beider Streckschwingungsbanden
(vs(CH,) des C12/12 und v,(CD,) des DPPC-ds;) des Gemischs C12/12 : DPPC-dg; = 1:10 mit der
Temperatur. Flir T<35°C bleibt die Wellenzahl der vi(CD,)-Bande konstant bei 2089.4 cm™
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(Abbildung 35B, Symbole). Bei hoheren Temperaturen steigt die Position der Bande an und erreicht
bei 58 °C wieder einen nahezu konstanten Wert von 2095.7 cm™. Der Anstieg zeigt zwei Stufen bei
40 °C und 55 °C. Der erste Prozess ist korreliert mit der Hauptumwandlung der lipidreichen Phase bei
T.» (DSC), und der zweite Prozess ist evtl. mit dem ersten Zusatzpeak im Thermogramm bei 53.7 °C
korreliert. Die Position der v,(CH,)-Bande steigt zwischen 20 °C (2851.7 cm™) und 50 °C (2858.3 cm™)
und bleibt dann konstant (siehe Anahang, S. 3, Abbildung 110). Die v,(CH,)-Wellenzahllagen sind im
gesamten Temperaturbereich typisch fir fluide Alkylketten.

B C12/12 :DPPC-d,,=1:10 |
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Abbildung 35. A: ATR-FTIR-Spektren einer wissrigen (D,0) Suspension des Gemisches C12/12 : DPPC-dg, = 1:10 bei
verschiedenen Temperaturen; B: Wellenzahllagen der v,(CD,)-Schwingungsbande als Funktion der Temperatur (Symbole)
und DSC-Thermogramm des Gemisches C12/12 : DPPC =1:10 (H,0, durchgezogene Linie); waagerechte, gepunktete
Linien markieren die Literaturwerte der v,(CD,)-Bande fiir DPPC-dg, in der Lg~ bzw. L,-Phase; 98-100 Clipia = 2.0 mM.
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Abbildung 36. A: ATR-FTIR-Spektren einer wissrigen (D,0) Suspension des Gemisches C12/12: DPPC-dg, = 1:4 bei
verschiedenen Temperaturen mit Zuordnung der wichtigsten Schwingungsmoden; C: Ausschnitt des CH,- und CD,-
Schwingungsbereiches; B: Wellenzahllagen der v,(CD,)-Schwingungsbande (Symbole) als Funktion der Temperatur und
DSC-Thermogramm des Gemisches C12/12 : DPPC = 1:4 (H,0, durchgezogene Linie); waagerechte, gepunktete Linien
markieren die Literaturwerte der v,(CD,)-Bande fiir DPPC-dg; in der L~ bzw. L,,(-Phase;gs'100 CLipig = 2 mM.
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Auch beim Gemisch C12/12 : DPPC-ds, = 1:4 dndern sich die Bandenlagen der v,(CD;,) des Lipides
systematisch mit der Temperatur (Abbildung 36). Fir T< 34 °C ist v,(CD,) anndhernd konstant bei
2089.7 cm™ und steigt mit der Temperatur kontinuierlich an, bis die Bandenlage bei T > 56 °C wieder
ungefahr konstant bei v,(CD,) = 2095.1 cm™ ist (Abbildung 36B). Diese Bandenlage weist auf fluide
Acylketten hin. Die Frequenz der v,(CH,)=2851.5 cm™ der lateralen Alkylketten des C12/12
entspricht ebenfalls einem fluiden Zustand der Alkylketten.'*

Fir das Gemisch C12/12 : DPPC-dg, = 1:1 tritt eine temperaturinduzierte Verschiebung der v,(CD,)-
Bande bei hoheren Temperaturen auf (Abbildung 37). Fir T < 41 °C ist die v,(CD,)-Bande konstant bei
2089.7 cm™, steigt bis 65 °C auf 2095.1 cm™ und bleibt fir héhere Temperaturen wieder ungefihr
konstant. Das Umwandlungsintervall beginnt bei T> T,, und ist nicht mit der Hauptumwandlung der
lipidreichen Phase, sondern mit der ersten Zusatzumwandlung bei 60.6 °C korreliert. Die vi(CH,)-
Schwingungsbande dndert ihre Position zwischen ca. 35 °C (2850.1 cm™) und 55 °C (2854.4cm™)
ebenfalls, wobei die Werte im gesamten Temperaturbereich auf das Vorliegen fluider Alkylketten
hindeuten (siehe Anhang, S. 3, Abbildung 111).

20961 C12/12: DPPC-d, = 1:1 | 06
Qda ............ ’
o ATR: v(CD,) | o2P
2094{ —DSC: Cp |, y
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Abbildung 37. Wellenzahllagen der v (CD,)-Schwingungsbande (Symbole) einer wassrigen (D,0) Suspension des
Gemisches C12/12:DPPC-dg, =1:1 als Funktion der Temperatur und DSC Thermogramm des Gemisches
C12/12 : DPPC=1:1 (H,0, durchgezogene Linie); waagerechte, gepunktete Linien markieren die Literaturwerte der
v,(CD;)-Bande fiir DPPC-dg; in der Lg~ bzw. L,-Phase; 98-100 CLipia = 2 mM.

C18/18 : DPPC-ds; = 1:10, 1:4 bzw. 1:1

Drei Gemische C18/18 : DPPC-dg; = 1:x (x = 1; 4; 10) in D,0 wurden via BioATRII untersucht. Das
temperaturabhangige, schwingungsspektroskopische Verhalten der Gemische ist dhnlich wie das
analoger Gemische mit C12/12 (Abbildung 38) und die absoluten Wellenzahllagen bzw. deren
Anderung wihrend der thermotropen Uberginge sind vergleichbar. Fiir das 1:10-Gemisch ist die
V5(CD,)-Schwingungsbande bei T < 38 °C konstant (2089.2 cm™), steigt bis ca. 63 °C an (2095.4 cm™)
und ist fir hohere Temperaturen wieder konstant (Abbildung 38A). Beim 1:4-Gemisch findet die
Verschiebung der  symmetrischen  CD,-Valenzschwingungsbande in  einem  engeren
Temperaturintervall, zwischen 44°C (v,(CD,)=2089.3cm™) und 60°C (v(CD,)=2095.1cm™),
korreliert mit der einzigen Umwandlung im DSC, statt. Diese Zusatzumwandlung ist also auf die
Lipidhauptumwandlung zurickzufiihren. Die Phasenumwandlung der Membran des 1:1-Gemisches
geschieht zwischen 41 °C (v,(CD,) = 2089.2 cm™) und 61 °C (v,(CD,) = 2094.8 cm™). Der Anstieg zeigt
zwei Stufen bei 44 °C und 54 °C.
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Abbildung 38. Wellenzahllage der v,(CD,)-Schwingungsbande (A, Symbole) bzw. v,(CH,)-Schwingungsbande (B, Symbole)
einer wissrigen (D,0) Suspension der Gemische C18/18 : DPPC-dg, = 1:x, mit x = 1 (griin), x = 4 (schwarz), x = 10 (rot) als
Funktion der Temperatur; jeweils DSC-Thermogramme (durchgezogene Linien) der Gemische C18/18 : DPPC = 1:x mit
x =4 (schwarz), x =10 (rot) in H,0; die gestrichelte Linie in B zeigt den Verlauf der v,(CH,)-Bandenlagen zur besseren
Orientierung; waagerechte, gepunktete Linien in A markieren die Literaturwerte der v,(CD,)-Bande fiir DPPC-dg, in der
Lg- bzw. L,-Phase; 987100 Clipia = 2.0 mM.

Der absolute Wert der v,(CH,)-Bandenlage der C18/18-Alkylkettenschwingung bei 30 °C von
Vs(CH,) = 2851 cm™ ist vergleichbar mit dem der Daten der C12/12-Gemische bei gleicher
Temperatur. Die v,(CH,)-Position dndert sich Gber den gesamten untersuchten Temperaturbereich
wenig Av(CH,) = 0.5 cm™ — 3 cm™ (Abbildung 38B). DSPC, das PC mit C;s-Acylketten, zeigt ebenfalls
eine kleine Anderung der v,(CH,)-Bandenlage bei T,,(DSPC) = 53 °C."* von v,(CH,) = 2850.5 cm™ auf
Vs(CH,) = 2853.5cm™.'"" Da fir alle C18/18-PC-Gemische die v,(CH,)-Bandenlage mindestens
2851 cm ™ ist, enthalten die C18/18-Alkylketten auch bei T < T,, bereits gauche-Konformere.

Zusammenfassung Cm/n-PC-Gemische (ATR-Vesikelspreitung)

Bei allen untersuchten Gemischen C12/12 : DPPC-ds, = 1:x (x =4; 10) und C18/18 : DPPC-ds, = 1:10
tritt analog zur DPPC-dg,-Membran im Bereich der thermotropen Hauptumwandlung bei T,, eine
Anderung der v,(CD;)-Bandenlagen mit sigmoidalem Verlauf auf (verschobenes T, da ATR-
Messungen mit DPPC-ds, und DSC-Untersuchungen mit DPPC durchgefiihrt). Fiir das Gemisch
C18/18 : DPPC-dg, = 1:4 tritt diese Anderung oberhalb von T, ein, da bei T, keine thermotrope
Umwandlung existiert (DSC, siehe S. 42). Die absoluten Bandenlagen der Gemische und deren
Verschiebung sind, unabhangig vom Anteil an Mesogen, gleich denen von reinen DPPC-dg,-
Membranen (Lg: = 2089 ecm™?, La:=2095cm™). Das DPPC-dg, in der lipidreichen Phase der
entmischten Systeme ist wie in einer reinen Lipidprobe organisiert und zeigt gleiche
temperaturabhangige Alkylketten-Beweglichkeiten. Die lipidreiche Phase enthalt offensichtlich nur
wenig Mesogen, oder das Mesogen hat keinen Einfluss auf die Anordnung und die Konformation der
Lipid-Acylketten. Moglicherweise liegt der Umwandlung ein mehrstufiger Prozess zugrunde.

Die Vgs(CH,)-Schwingungsbande der Mesogenalkylketten liegen bei Raumtemperatur fir alle
Gemische beider Mesogene bei ca. 2851 cm™, was auf fluide Alkylketten hindeutet. Die vi(CH,)-
Bande verschiebt sich mit der Temperatur zu hoheren Wellenzahlen und damit nehmen der Anteil an
gauche-Konformeren und die Kettenbeweglichkeit weiter zu.
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3.2.4.2 DFT-Simulationen des Schwingungsspektrums der X-férmigen Amphiphile

Mittels DFT-Simulation (B3LYP, 6-311G, GAUSSIAN)®'® wurde durch Energieminimierung die
Geometrie des Modellmolekiils C4/4 im Grundzustand berechnet. C4/4 (Abbildung 39B) weist die
gleiche Ruckgrat- und Kopfgruppenstruktur wie die Cm/n-Mesogene auf, jedoch sind die lateralen
Alkylketten kirzer (C,) als bei den experimentell untersuchten Cm/n-Verbindungen. C4/4 wurde als
Modellmolekiil gewahlt, um die Rechenzeit zu reduzieren. Mittels des geometrieoptimierten Modells
wurden ein simuliertes Infrarotspektrum und die Lage der Ubergangsdipolmomente (TDM) jeder
Schwingungsbande berechnet. Ziel der Simulationen war es vor allem, die Ringschwingungen des
Molekilrickgrates zu identifizieren.
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Abbildung 39. A: Vergleich des experimentellen ATR-FTIR-Spektrums von C12/12 (schwarze Linie, 20°C) mit dem
simulierten Infrarotspektrum von C4/4 (rote Linien) zwischen 900 cm™ und 1700 cm™; das simulierte Spektrum ist mit
zwei verschiedenen Halbwertbreiten (fwhh, full width half height) dargestellt (durchgezogen und gepunktete rote Linie);
B: Kalottenmodell des geometrieoptimierten Modellmolekiils C4/4 mit Molekiildirektor (MD, Pfeil); a ist der Winkel, den
die Vektoren TDM und MD einschlieen.

Alle Phenylringe im Grundzustand von C4/4 sind nach der Geometrieoptimierung coplanar
(Abbildung 39B). Auch fur die Simulation der Rotationsbarrieren der Phenylringe des asym.
Fragmentes (Abbildung 14) konnte die coplanare Anordnung der Phenylringe als energetisch
ginstigste Anordnung bestitigt werden. Diese Geometrie ist durch (schwache) Konjugation
stabilisiert. Dennoch wird ein reales Molekil bei Raumtemperatur auf Grund der niedrigen
Rotationsbarriere (siehe oben, Abbildung 14) der Phenylringe in einer beliebigen Stellung der
individuellen Phenylringebenen zueinander vorliegen. Die Alkylketten befinden sich bei diesem
optimierten Modellmolekiil ebenfalls in der Phenylringebene in all-trans-Konformation. Im realen
Molekiil bei Raumtemperatur weisen diese kurzen Alkylketten wahrscheinlich gauche-Konformere
auf und sind ungeordnet.

Zur Zuordnung der entsprechenden Schwingungsmoden zu den Banden im exp.
Schwingungsspektrum, wurde das simulierte IR-Spektrum von C4/4 mit einem experimentellen
Infrarotspektrum von C12/12 verglichen. Dabei war der Ring-Schwingungsbereich zwischen 900 cm™
und 1700 cm™ im besonderen Fokus. Fiir jede Bande wurde der Winkel a zwischen dem TDM-Vektor
und dem Molekiildirektor (MD, Molekiilldangsachse) bestimmt. So konnten zwei Banden die
ausschlieBlich Schwingungen des elongierten Molekiilriickgrates zuzuordnen sind und deren TDMs in

der Phenylring-Ebene nahezu parallel zum MD verlaufen (ipp = in plane parallel) identifiziert werden:
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Vippa(ring) = 1518 cm?  (¢=13°) und Viop2(ring) = 1609 cm? (a=6°). Die Schultern Dbei
v(ring) = 1507 cm™ (@ =61°) und v(ring) =1598 cm™ (a=86°) sind ebenfalls Schwingungen
ausschlieBlich der Phenylringe und Alkinylen-Einheiten des Riickgrates, zeigen aber nur ein kleines
Ubergangsdipolmoment (Tabelle 4).

Tabelle 4. Ausgewihlte Schwingungen des Molekiils C12/12, zugeordnet mit Hilfe des theoretischen IR-Spektrums

(ermittelt durch DFT-Geometrieoptimierung); die Symbolik der Schwingungen und Lage der TDMs relative zum MD
(eingeschlossener Winkel a) sind angegeben.

Position, Orientierung Symbol viem*  a/°
CO lateral, senkrecht Vigt(CO) 1215 89
CO terminal, parallel Vier(CO) 1246 4
Phenylringe, parallel Vipp(ring) 1282 10
Phenylringe v(ring) 1507 61
Phenylringe, in-plane parallel Viop(ring) 1518 13
Phenylringe, in-plane senkrecht Vips(ring) 1598 86
Phenylringe, in-plane parallel Visp(ring) 1609 6

3.2.4.3 FT-IR-Messung an orientierten Proben (ATR I)

IR-Messungen an orientierten Multischichten kénnen bei Kenntnis der Lagen der TDM bestimmter
Schwingungen dazu dienen, die Orientierung von Molekiilen im Schichtsystem zu bestimmen. Es wird
zu diesem Zweck mit p- oder s-polarisiertem Licht gearbeitet, um die Anisotropie der IR-Absorption
sichtbar zu machen. Die orientierten Proben werden als dicke Filme auf einem Ge-Kristall prapariert,
der im Spektralbereich > 1000 cm™ eine hohe Transmitivitat fiir IR-Licht zeigt. Durch die hohere
Probenkonzentration in unmittelbarer Ndhe des Kristalls, werden intensivere Banden als bei den
bisher besprochenen IR-Messungen erreicht und auch die Ringschwingungsbanden sind detektierbar.

C12/12 : DPPC-dg, = 1:4

Fir C12/12:DPPC-dg; =1:4 sind die Intensititen der beiden Ringschwingungsbanden
Vipp(ring) = 1518 cm™  und Vipp(ring) = 1609 cm™ mit p- bzw. s-polarisiertem Licht deutlich
unterschiedlich (Abbildung 40). Beide Ringschwingungen zeigen eine hohe Intensitdt im Spektrum
mit p-polarisiertem Licht und eine niedrige Intensitat im Spektrum mit s-polarisiertem Licht.

Aus dem Intensititsverhiltnis R*'?

(Gl. 11) einer Bande, gemessen mit p- bzw. s-polarisiertem IR-
Licht, ist der Ordnungsparameter Sg (Gl. 16) und die Orientierung der TDMs (GI. 17) relativ zur
Membrannormale zugdnglich. Bei bekanntem a (Winkel zwischen TDM und MD, aus DFT-
Rechnungen) kann der Tiltwinkel © der C12/12-Riickgrate relativ zur Kristallnormalen bestimmt
werden.’™ Das Modell setzt homogen in der Lipidmembran verteilte Molekiile mit einer
Vorzugsorientierung voraus. Aus den LSFM-Aufnahmen des vorliegenden Gemisches ist bekannt,
dass C12/12 und DPPC makroskopisch phasensepariert und die Mesogenmolekiile somit nicht
homogen in der Membran verteilt sind. Die Berechnung ergibt somit einen Mittelwert Gber
verschiedene  Orientierungen. Dem  groBen p/s-Verhaltnis der Ringschwingung bei
Vipp(ring) = 1518 cm™ mit RA%(1518) =8 (Tabelle 5) kann formal ein Wert Sq=0.69 zugeordnet
werden. Sg ist fir kleine o505 = 13° bis zu sehr hohen R*’® definiert (siehe Abbildung 103 in Kapitel
,Materialien und Methoden“). Das Verhaltnis R*™

berechnet, da das Spektrum mit s-Polarisation eine derart geringe Bandenintensitat aufweist, dass

wurde fir die vj,(ring) = 1609 cm™ nicht
die Bestimmung des Integrals keine zuverldssigen Werte liefert. Da DPPC-dg, bei 13 °C sicher in der

Ls-Phase vorliegt, kann auBerdem aus dem R*™® der v,(CD,)-Valenzschwingungen die Orientierung der
Lipidacylketten berechnet werden. Mit R*"*(v,(CD,)) = 1.02 ergibt sich Sg=0.80 und ein Tiltwinkel
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0=21° In der Literatur wird der Acylkettentiltwinkel in der Gelphase in Abhdngigkeit vom

195 per gefundene 6-Wert deutet also auf eine

Hydratationsgrad zwischen 24° und 30° angegeben.
nicht vollstinige Hydratation oder eine Anderung des Acylkettentiltwinkels auf Grund des Einbaus

von C12/12 hin.

C12/12: DPPC-d , = 1:4

1
1518 cm 0,10 T=13°C
031 g — p-pol
P—: 0,05 g — s-pol
(=)
< 2. 0.00 g AR
S ! : Y R =1.02, a=90°
s 1600 1500 1400 S,=0.80, 9=21°
S
O -
@ 0,1+ v,.,(1618 cm™)
< ACH,) R =8, o=13°
e S =0.69, 0= 27°
0
0,0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahl / cm™
Abbildung 40. ATR-FTIR-Spektren einer orientierten Probe von C12/12 : DPPC-dg, = 1:4 (H,0) mit p- (schwarz) und s-

polarisiertem IR-Licht (rot) zwischen 4000 cm™ und 1000 cm™ bei 13 °C; im einbeschriebenen Kasten ist die Region der
C12/12-Ringschwingungen vergréBert und die Bandenlagen zweier Ringschwingungen sind markiert; ¢, = 4.4 mM.

R*™(v(1518cm™)) und damit Se(v(1518cm™)) dndern sich mit steigender Temperatur unsystematisch
(Abbildung 41). Das dichroitische Verhaltnis R**(v(1518cm™)) liegt im gesamten Temperaturbereich
zwischen 6 und 9, was einer hohen Ordnung der C12/12-Molekiile mit Vorzugsorientierung
entspricht. Mit der Temperatur steigt das R*"*(v(CD,)), wahrend Se(v(CD,)) leicht sinkt. Bei T,, beginnt
der Ordnungsparameter abzufallen, da die Lipid-Acylketten in der L,-Phase fluide sind (Tabelle 5).

A , , —————] C12/12: DPPC-d,, = 14
97 cC1212:DPPC-d, =14 | 1o 1 ] B 08l o o 2 F
a - . _—
8{ o . . <) .
: : : ‘o
74 : o 07 o - |
o 9 : : :
g °1 : " Q a 9 :o
. . OyeA . 4
<D: :Tm :Tadd: ° @ : : : o
27 o o] Mo T
A : :
o [l ] . . -
1004 © © P | oy as18cm’? 03775 ,(1518cm”) N
. . * 0
143 N S e M e B B S SO
10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70

Temperatur / °C Temperatur / °C

Abbildung 41. Daten aus ATR-FTIR-Messungen an einer orientierten Probe des Gemisches C12/12 : DPPC-dg, = 1:4;
Dichroitisches Verhiltnis R*™" (A) und Ordnungsparameter Sq (B) jeweils als Funktion der Temperatur; beide GroBen sind
fiir die C12/12-Ringschwingungsbande v;,,(ring) = 1518 cm? (schwarz) und die v,(CD,)-Schwingungsbande des DPPC-dg,
(rot) aufgetragen; die vertikalen Linien markieren Haupt- und Zusatzumwandlungen (DSC).

C12/12 : DOPC-dg¢; = 1:10
Von den LSFM-Aufnahmen ist bekannt, dass die Probe C12/12 : DOPC = 1:10 gemischte runde Vesikel
mit homogen in der Membran verteilten Mesogenmolekiilen bildet. Der Neigungswinkel 6 der
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C12/12-Molekulrickgrate relativ zur Membrannormale wurde aus den LSFM-Daten zu ca. 45°
bestimmt.

C12/12 : DOPC = 1:10

0,3 T T /I/I
PR V,,(1609 cm™)
o o - 0,04 ATR
12 @ : R""=3.91
. \L% 3 . 8020.36
l— 0’2_ >§ SE 0,02 8 o =41
< : O a
c 80
= 000 o~
s : : 4 od g
(@] 1600 1500 1400 ~» N
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8 O,l G T
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Abbildung 42. ATR-FTIR-Spektren einer orientierten Probe von C12/12:DOPC=1:10 (D,0) mit p- (schwarz) und s-
polarisiertem IR-Licht (rot) zwischen 4000 cm™ und 1000 cm™ bei 22 °C; im einbeschriebenen Kasten ist die Region der
Ringschwingungen (griines Viereck) vergréRert und die Bandenlagen zweier C12/12-Ringschwingungen sind markiert.
Das dichroitische Verhiltnis der Ringschwingungsbande v(ring) = 1609 cm™ bei 22 °C wurde zu
R*™™=3.91 bestimmt und daraus wurden der Ordnungsparameter Sq=0.36 sowie der mittlere
Tiltwinkel der Molekdlrtickgrate 8 = 41° im Rahmen des Modells bestimmt (Tabelle 5). Der Winkel 6
ist ein Mittelwert Uber eine Verteilung von B8-Werten. Aus dem Experiment kann aber nicht auf die
Verteilungsfunktion geschlossen werden. Der Tiltwinkel © ist in guter Ubereinstimmung mit dem
durch LSFM bestimmten Tiltwinkel ., ~45° (Modell in Abbildung 28). Die starke
Polarisationsanisotropie der Ringschwingungsbanden muss als Effekt gut geordneter Molekiilteile
mit einer deutlichen Vorzugsorientierung interpretiert werden. Fir dieses Gemisch wurde die Bande
bei 1518 cm™ nicht zur Berechnung von R*™ verwendet, da diese im Spektrum mit s-Polarisation eine
so geringe Intensitat aufweist, dass die Bestimmung des Integrals keine zuverlassigen Werte liefert.
Fir vipp(ring) = 1518 cm™ sind damit R*™® > 10 und S > 0.7, was auf hochgeordnete C12/12-Molekiile
hindeutet.

Tabelle 5. Daten (a, RATR, Sg und 0) zur mittleren Orientierung der C12/12-Molekiilriickgrate bzw. Lipid-Acylketten in den
Gemischen C12/12 : DOPC = 1:10 in D,0 und C12/12 : DPPC-dg, = 1:4 in H,0 bei verschiedenen Temperaturen.

C12/12 : DOPC = 1:10 C12/12 : DPPC-dg, = 1:4
Vipp(ring) = 1609cm™ v,(CD,) Vipp(ring) = 1518 cm™
T/ °C 22 13 70 13 70
a/° 6 90 90 13 13
RA™® 3.91 1.02 1.36 8.0 6.0
Se 0.36 0.80 0.46 0.69 0.58
e/° 41 21 37 27 32
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Zusammenfassung Cm/n-PC-Gemische (ATR-orientierte Proben)

Die schwachen C12/12-Ringschwingungsbanden, vj,,(ring) =1518 cm™ und Vipp(ring) = 1609 cm?,
konnten durch die Verwendung dickerer Filme mit geringeren Wassergehalten, Ge als internes
Reflexionselement (IRE) mit einer hohen IR-Transmitivitit fiir v> 1000 cm™, sowie mehr internen
Reflexionen, ausgewertet werden. Die Verwendung von linearpolarisiertem IR-Licht erméglicht die
Bestimmung der Orientierung durch Ermittlung des Ordnungsparameter Sg und des mittleren
Tiltwinkels © der C12/12-MDs relativ zur Kristallnormalen (Membrannormalen). Fir die
makroskopisch entmischte Probe C12/12 : DPPC-ds, = 1:4 konnte gezeigt werden, dass die C12/12-
Molekile in den mesogenreichen Domédnen stark orientiert sind. Die C12/12-
Ringschwingungsbanden weisen im fluiden Gemisch C12/12 : DOPC=1:10 ebenfalls eine groRe
Polarisationsanisotropie auf, und der mittlere Tiltwinkel der C12/12-MDs von 6 =41° relativ zur
Membrannormale konnte bestimmt werden.

3.2.5 Fluoreszenzdepolarisation/-anisotropie

Fluoreszenzdepolarisationsmessungen sind geeignet, die Beweglichkeit von Fluorophoren wie z. B.
DPH (Diphenylhexatrien, siehe auch Abbildung 43B) als Sonden innerhalb von Lipidmembranen zu
untersuchen.'® ™ Temperaturabhingige Messungen der Fluoreszenzanisotropie (r) kdnnen zudem
Aufschluss Uber Phasenumwandlungen der Membran geben. Fluorophore besitzen in fluiden
Membranen hohe Beweglichkeit und eine geringe Fluoreszenzanisotropie, wahrend die Fluorophore
in Lipidmembranen in der Lz-Phase hohe Anisotropiewerte zeigen. Fir derartige Untersuchungen an
den Gemischen Cm/n : DPPC ist kein externer Fluoreszenzmarker notig, da die Cm/n-Molekdile selbst
eine intensive Fluoreszenz aufweisen (Abbildung 13 und Abbildung 15) und so direkt als
Fluoreszenzsonde verwendet werden kénnen.

DPPC mit DPHPC

Zur Kontrolle wurde die Fluoreszenzanisotropie der wassrigen Suspension DPHPC : DPPC = 1:500
zwischen 4°C und 90°C (2K Schritte) bestimmt (A*(DPH)=340nm). Fir T<T, ist die
Fluoreszenzanisotropie von DPHPC konstant bei r = 0.30. Durch kontinuierliches Aufheizen der Probe
sinkt die Anisotropie bei T, sprunghaft ab und erreicht bei ca. 45 °C ein Plateau bei r=0.16
(Umwandlung Ls- in L,-Phase) und bleibt fir T > 45 °C ungefdhr konstant (Abbildung 43).

' " | DPHPC : DPPC = 1:500 | 20
L 0,30 VYTV,
s i
= 115 %
° v Anisotropie: r -
(2] i ) -
= 025 ——DSC:cp g
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& @
S o
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N 0201 . =
g v v A 8_
o ---VVWV.....V.V.W"V
2 0,15; L Vv 0
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Abbildung 43. A: Fluoreszenzanisotropie (Dreiecke) einer wassrigen Suspension aus DPHPC : DPPC = 1:500 als Funktion
der Temperatur (A = 340 nm, Aem = 424 nm, ¢; =1 mM) und DSC-Thermogramm (durchgezogene Linie) einer wassrigen
DPPC-Suspension (c, =2 mM); die gestrichelte Linie markiert den Verlauf der Fluoreszenzanisotropie; B: Struktur von
DPHPC (Fluorophor DPH in Seitenkette orange unterlegt).
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C12/12 mit DPPC bzw. DOPC

Im Gegensatz zum Fluoreszenzspektrum des reinen C12/12 in CHCI; mit Emissionsmaxima bei 428 nm
und 449 nm (siehe oben, S. 23, Abbildung 13), sind die Emissionsmaxima von C12/12 im Gemisch
C12/12 : DPPC =1:10 bei 20 °C deutlich zu gréReren Wellenldngen verschoben mit dem globalen
Maximum bei 466 nm und je einer Schulter bei kleinerer (486 nm) und groRerer Wellenldange
(446 nm, Abbildung 44A). Die groRe Verschiebung ist ein Effekt starker m-m-Wechselwirkungen
zwischen den aromatischen Ringen der C12/12-Molekiile (Aggregatbildung) bei Einlagerung in DPPC-
Membranen.””***'* Beim Erwdrmen &ndert sich das Fluoreszenzspektrum am Anfang nur wenig,
indem die Intensitat der Schulter leicht zunimmt. Fiir T>75 °C, oberhalb aller thermotropen
Umwandlungen des Gemisches (Hochtemperaturphase, siehe DSC, S. 39), ist das
Fluoreszenzspektrum dem von C12/12 in CHCl; nahezu identisch. Das deutet darauf hin, dass die
C12/12-Molekiile bei dieser Temperatur (homogen) molekular (oder in der Form sehr kleiner
Aggregate wie Dimere) in der Membran verteilt sind und keine Phasenseparation vorliegt. Bei dieser
Temperatur treten kein starken 7~7~Wechselwirkungen bzw. Wasserstoffbriicken auf, die grofRere

Aggregate stabilisieren.

Die Gemische C12/12 : DPPC = 1:10 und 1:4 liegen, wie mit LSFM und DSC gezeigt werden konnte
(siehe S. 27, S. 32 bzw. S. 39), bei Raumtemperatur makroskopisch entmischt vor. Fir beide C12/12-
DPPC-Gemische ist die Fluoreszenzanisotropie r bis zur Onsettemperatur (7,,) anndhernd konstant
und sinkt bei weiter steigender Temperatur stark ab, bis r bei der Offsettemperatur (7,5 wieder
konstant bleibt (Abbildung 44B). Beim 1:10-Gemisch sinkt die Anisotropie zwischen T,, =45 °C und
Tor =70 °C. Die Abnahme von r ist also nicht mit der DSC-Hauptumwandlung, sondern mit den
thermotropen Zusatzumwandlungen korreliert. Fiir das 1:4-Gemisch sinkt r zwischen T,, =60 °C und
Tor = 78 °C. Diese Umwandlung liegt also noch weiter oberhalb von T, als beim 1:10-Gemisch und
erstreckt sich tUber den gesamten Bereich der Zusatzumwandlungen. Die C12/12-Molekiile werden
bei hohen Temperaturen mobil innerhalb der DPPC-Membran. Die phasenseparierten C12/12-
reichen Aggregate, die bei Raumtemperatur durch n-m-Wechselwirkungen der aromatischen
Molekilrickgrate in der Form langgestreckter Filamente vorliegen, zerfallen bei den
Zusatzumwandlungen (DSC) zu einzelnen Molekiillen bzw. zu kleineren Aggregaten (Dimeren), was
die Beweglichkeit der Mesogenmolekiile bzw. —aggregate erhoht.

B C12/12 : DPPC DSC: Cp
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Abbildung 44. A: Fluoreszenzspektren von €12/12 in CHCIl; (20 °C) bzw. von einer wissrigen Suspension des Gemisches
C12/12 : DPPC = 1:10 bei verschiedenen Temperaturen; B: Fluoreszenzanisotropie r (Symbole, Anregungswellenlinge
A% =342 nm und Detektionswellenlinge A°" = 466 nm, c,(r) = 0.5 mM) der Gemische C12/12 : DPPC = 1:10 (oben) und 1:4
(unten) als Funtkion der Temperatur und DSC-Thermogramme (durchgezogene Linien, cpppc(DSC)=2.0 mM); die
gestrichelten Linien in B sind zur besseren Orientierung fiir die Anderung von r.
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Vor der Umwandlung sind die Anisotropiewerte der Gemische 1:10 (r(T=26 °C) =0.29) bzw. 1:4
(r(T=26 °C) = 0.24) kleiner als fir die DPHPC-DPPC-Mischung (r(T=26 °C) =0.30). Offensichtlich
besitzen die Mesogenmolekile in der mesogenreichen Phase bereits vor der Umwandlung (T > T,,)
eine geringfligig hohere Beweglichkeit als DPHPC in der DPPC-Membran. Vor allem im potentiellen
1:4-Komplex haben die Mesogenmolekiile mehr Bewegungsfreiheit als im 1:10-Gemisch. Nach der
Umwandlung sind die r-Werte flr beide Gemische mit r(T=80 °C) =0.13 gleich, und die
Mesogenmolekiile zeigen damit gleiche Beweglichkeit.

C18/18 mit DPPC-d;,

Alle untersuchten Gemische C18/18 : DPPC-d¢;, zeigen ein dhnliches Verhalten wie die bereits
besprochenen C12/12-DPPC-Gemische. Die Anisotropie nimmt bei gleicher Gesamtkonzentration
und Temperatur mit steigendem Gehalt an C18/18 ab (rr—s(1:10)=0.28; rr—s-c(1:4)=0.25;
rr=26°c(1:1) =0.18). r bleibt bis zu einer bestimmten Temperatur konstant und sinkt dann in
sigmoidalem Verlauf ab. In Abbildung 45 sind Anisotropiekurven als Funktion der Temperatur den
DSC-Thermogrammen gegeniibergestellt. Die Abnahme von r erfolgt jeweils nur bei den
Temperaturen des Hochtemperaturpeaks (T, qq).

Zusammenfassung Cm/n-PC-Gemische (Fluoreszenzdepolarisation)

Die Fluoreszenzanisotropie von Cm/n in Gemischen mit DPPC ist fur T < T,, nahezu konstant und sinkt
bei steigender Temperatur mit sigmoidalem Verlauf ab, um dann erneut konstant zu bleiben. Fiir die
Gemische von DPPC mit C12/12 bzw. C18/18 ist der Anisotropieabfall nicht mit der
Hauptumwandlung der lipidreichen Phase bei T,, (DSC), sondern mit den ersten beiden oder allen
drei Zusatzumwandlungen (T,q4) korreliert. Dabei findet eine Umorganisation der mesogenreichen
Phase mit einer Beweglichkeitssteigerung der Mesogene statt. Wahrscheinlich kommt es dabei zur
Umwandlung der restlichen Lipide, die in der mesogenreichen Phase enthalten sind oder zur
Umorganisation der Packung der Mesogenmolekiile.

C18/18 : DPPC(-d ) Anisotropie:
0,35 > " O 1:10 (4% = 427 nm) | 4
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Abbildung 45. Fluoreszenzanisotropie (Symbole) von wissrigen Suspensionen aus C18/18 : DPPC-dg, = 1:10 (schwarz), 1:4
(cyan), 1:1 (rot) als Funktion der Temperatur (A°" =466 nm, A°" ist im Graphen angegeben, c,=0.1 mM) und DSC-
Thermogramme (durchgezogene Linien, cpppc =2.0 mMM) der Gemische; die gestrichelten Linien dienen als Hilfe zum
besseren Verfolgen des Anisotropieverlaufs; r(T) und Cp sind als Wasserfalldiagramm dargestellt und damit in y-Richtung
Offset-verschoben.
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Mittels temperaturabhangiger ATR-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass fir die Gemische
Cm/n : DPPC(-ds;) die  Lipid-Acylkettenumwandlung der lipidreichen Phase mit der
Hauptumwandlung bei T,, korreliert, wahrend mit den temperaturabhangigen Anisotropiemessungen
belegt werden konnte, dass die Zusatzumwandlungen im Thermogramm auf eine Erhéhung der
Beweglichkeit der Mesogene zurlickzufiihren ist.
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3.2.6 Rontgenstreuexperimente

Mit Rontgenmethoden sind detaillierte Informationen zur molekularen Packung der Lipide bzw.
Mesogene in vollstindig hydratisierten Gemischen aus Cm/n und DPPC zugénglich. Es wurden
verschiedene Methoden verwendet: Rontgendiffraktion an Kapillarproben (50 Gew.-% H,0) wurde
unter Verwendung von Cu-Ky-Strahlung an einer Rontgenapparatur mit positionsabhdngigem
Detektor fiir den Kleinwinkel- (SAXS, small angle X-ray scattering) und Weitwinkelbereich (WAXS,
wide angle X-ray scattering) im eigenen Labor durchgefiihrt. AuBerdem konnten an der high-
resolution diffraction beamline P08 am Hamburger DESY (HASYLAB) orientierte, hydratisierte
Multischichten (mehrere Tausend Doppelschichten, 99 % relative Luftfeuchte (RH, relative humidity)
auf einem Si-Substrat mittels Synchrotronstrahlung untersucht werden.

3.2.6.1 Pulverdiffraktometrie mit Cu-K,.-Srahlung

C12/12 mit DPPC

Mit Kapillarproben der Gemische C12/12 :DPPC=1:10 und 1:4 wurden temperaturabhingige
Pulverdiffraktometrieuntersuchungen durchgefiihrt. Die Diffraktogramme bei verschiedenen
Temperaturen konnen als Kontourplot dargestellt werden, indem das Intensitatsprofil in Graustufen
umgerechnet wird. Die Pulverdiffraktogramme beider Gemische zeigen im SAXS-Bereich bis zu vier
scharfe dquidistante Peaks, die auf das Vorliegen einer lamellaren Struktur hindeuten (Abbildung 46).
Die Wiederholabstande d (Membrandicke + interlamellare Wasserschichtdicke + Kopfgruppen-
hydratationsschicht) innerhalb der Multischichtstapel wurden fiir verschiedene Temperaturen
bestimmt. Bei Raumtemperatur sind die Wiederholabstdnde der Doppelschichten beider Gemische,
di.10(25 °C) = 7.25 nm (Abbildung 47) und d;.4(20 °C) = 7.14 nm (Abbildung 48), signifikant groRer als
fir eine vollstandig hydratisierte DPPC-Doppelschicht in der Ls-Phase d(20 °C)pppc = 6.35 nm.**® Die
Dicke der interlamellaren Uberschusswasserschicht (Quellwasser) der Gemische ist also vergréRert,
was durch eine veranderte Kopfgruppenkonformation stabilisiert werden kann, oder der
Acylkettentilt ist verkleinert. Die Lage der beiden WAXS-Reflexe des Acylkettengitters fiir das 1:10-
Gemisch  5110(25 °C)=2.33nm™  und  sp»0(25 °C)=2.43nm™*  bzw. das  1:4-Gemisch
5110020 °C) = 2.31 nm™ und s050(20 °C) = 2.47 nm™* ist der von reinen DPPC-Membranen &hnlich. Die
WAXS-Reflexe Uiberlagern sich beim 1:10-Gemisch teilweise, wahrend sie beim 1:4-Gemisch deutlich
getrennt sind. Die Acylkettensegmente der Gemische sind wie DPPC-Membranen in der Ls-Phase
nach der angegebenen Indizierung in einem orthorhombischen pseudo herringbone-Gitter der
Symmetriegruppe Pbnm gepackt, wobei die all-trans-Acylketten relativ zur Membrannormale geneigt
Sind.lle_llg

Beim Abkihlen kommt es zur Aufspaltung der WAXS-Reflexe und damit zu einer geanderten
Acylkettenpackung. Bei T < 0 °C kristallisiert Uberschusswasser und scharfe Eisreflexe treten auf.**’**
Der Wiederholabstand ist verkleinert (d;.;0(-25 °C) = 6.06 nm und d;.4(-20 °C) = 6.13 nm), was durch
die Reduktion der interlamellaren  Wasserschichtdicke bzw. der Anderung der
Kopfgruppenkonformation interpretiert werden kann. Nach erneutem Aufheizen und Schmelzen des
Eises werden die urspringlichen Wiederholabstinde wiedergefunden. Das Ausfrieren von
Uberschusswasser (Dehydratation/Rehydratation) ist folglich ein reversibler Prozess. Als Folge der
Rehydratation des interlamellaren Bereichs existiert bei -6 °C flir beide Gemische ein langgezogener
Schmelzprozess als Anderung im SAXS-Bereich, wie er fiir entmischte Systeme mit
Gefrierpunktserniedrigung typisch ist.
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Abbildung 46. Réntgenpulverdiffraktogramme von wissrigen Suspensionen der Gemische C12/12 : DPPC = 1:10 (A) bzw.
1:4 (B); jeweils mit 50 Gew.-% H,0; Kapillarproben.
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Abbildung 47. Konturplot der Rontgendiffraktogramme einer wissrigen Suspension des Gemisches C12/12 : DPPC = 1:10
(50 Gew.-% H,0, Kapillarprobe); die Streuintensititen sind im oberen Teil des Diagramms in Graustufen dargestellt (linke
Achse: reziproker Abstand s); im unteren Teil ist das gemessene Temperaturprofil abgebildet (rechte Achse: Temperatur);
der Kasten fasst ausgewadhlte reziproke und Realraum-Membrandicken zusammen, die bei den mit rémischen Zahlen (I -
IV) markierten Temperaturen bestimmt wurden; nach oben zeigende Pfeile markieren Phaseniiberginge der Probe und
nach unten zeigende Pfeile das Erstarren bzw. Schmelzen von Uberschusswasser; im Bereich zwischen Erstarren und
Schmelzen von Uberschusswasser treten zusatzlich scharfe Eisreflexe auf, deren Indizierung mit waagerechten Pfeilen am
rechten Rand ausgewiesen ist; die Reflexe im SAXS-Bereich sind mit weien, kurzen waagerechten Strichen jeweils an
den Positionen | - IV markiert; gelbe Striche im WAXS-Bereich zeigen die Peaks der lipidreichen Phase, wahrend rote
Striche auf Reflexe der mesogenreichen Phase verweisen, wobei deren Position aus den 1D-Streukurven genau bestimmt
wurde; die vertikalen weiBen Linien markieren 0 °C; die Indizierung der WAXS-Reflexe bei | beziehen sich auf die DPPC-
Streukomponente.
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Bei hoheren Temperaturen gehen die beiden scharfen WAXS-Reflexe in einen Halo (iber, was ein
typisches Merkmal des Phaseniibergangs von Gelphase zu fluider Phase ist. Beim 1:10-Gemisch tritt
der Prozess bei 42 °C auf und korreliert mit der Hauptumwandlung bei T,, (DSC), wahrend das 1:4-
Gemisch die Umwandlung bei 50 °C zusammen mit der ersten Zusatzumwandlung (T,4q1) zeigt. Im
WAXS-Bereich sind fur das 1:10-Gemisch neben dem Halo (sygp = 2.18 nm™) allerdings noch immer
scharfe Reflexe mit leicht veridnderten Positionen bei s;.50(T>42 °C)=2.25 nm™ und 2.39 nm™ zu
beobachten. Die scharfen Reflexe weisen auf eine geordnete DPPC-Acylkettenpackung mit anderer
Geometrie als in der Ausgangsstruktur hin. So koexistieren bei T >42 °C offenbar zwei lamellare
Membranspezies, eine L,- und eine Lg-Phase. Die lipidreiche Phase des makroskopisch entmischten
Systems C12/12 : DPPC = 1:10 zeigt bei 42 °C die libliche Hauptumwandlung und liegt dann in der L,-
Phase vor, wahrend der Lipidanteil der mesogenreichen Phase in der Gelphase bleibt. Beim 1:4-
Gemisch ist dieser Ubergang weniger deutlich ausgepragt, da die Weitwinkelreflexe breit und deren
Anderungen klein sind. Oberhalb von 50 °C ist sogar ein dritter WAXS-Reflex zu verzeichnen
(52:4(T>50 °C) = 2.25 nm™, 2.37 nm™ und 2.40 nm™), was auf eine zweite geordnete lamellare (C12/12-
reiche) Phase (Lg) oder ein zugrundeliegendes schiefwinkliges Gitter hinweist. Der Wiederholabstand
in diesem Temperaturbereich ist fiir beide Gemische kleiner als bei 25 °C (d.;o(T=55 °C) = 6.99 nm
und d;.4(T=60 °C) = 7.00 nm).

T/°C slnm'1 d/nm —>(110) Eis
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Abbildung 48. Konturplot der Réntgendiffraktogramme einer wéssrigen Suspension des Gemisches C12/12 : DPPC = 1:10
(50 Gew.-% H,0, Kapillarprobe); fiir Details zum Konturplot siehe Abbildung 47.

Oberhalb von 68 °C existiert flir beide Gemische nur noch je eine fluide Phase. Im Weitwinkelbereich
sind ausschlieBlich Halos bei s;.;0(T>68 °C) =2.20 nm™ bzw. $;4(T>68 °C)=2.33nm™ und keine
scharfen Reflexe zu beobachten. Die Wiederholabstande in der Hochtemperaturphase sind weiter
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gesunken (d;.;0(T=78 °C) = 6.37 nm bzw. d;.,(T=77 °C) =5.57 nm). Vollstindig hydratisierte DPPC-
Membranen in der L,-Phase weisen meist einen Wiederholabstand von dppec(50 °C) = 6.70 nm auf.**®
Die fluiden Membranen der Gemische weisen vermutlich eine reduzierte interlamellare

Wasserschichtdicke oder veranderte Kopfgruppenkonformationen auf.

Bei erneutem Abkiihlen treten bei T <68 °C zuerst die scharfen WAXS-Reflexe der entmischten
Gelphasen wie zwischen der ersten und zweiten Umwandlung im Rontgen auf. Der Prozess der
Phasenseparation ist also reversibel.

3.2.6.2 Réntgenreflektometrie

Mittels hochauflésender Synchrotronstreuexperimente an orientierten Multischichtsystemen
konnten die Befunde der Pulverdiffraktometrieuntersuchungen verifiziert werden. Durch die deutlich
hohere Auflosung war es moglich, die Entmischung auch im SAXS-Bereich aufzul6sen.

DPPC und DOPC

Die Reflektivitatskurven orientierter DPPC- bzw. DOPC-Multischichten zeigen bis zu neun scharfe
dquidistante Bragg-Reflexe im SAXS-Bereich (Abbildung 49A/C) was auf eine lamellare Packung
hinweist. Die Positionen der Streuvektoren g, fir Messungen bei 25°C und die durch
Quellungsexperimente bestimmten Vorzeichen der Fourrierkoeffizienten'***** jedes Peaks sind in
Tabelle 6 zusammengestellt. Bei25 °C ergeben sich die in Abbildung 49B/D dargestellten
Elektronendichteprofile’® mit Wiederholabstinden von  d(25 °C)pspc = 6.13 nm (Lp) bzw.
d(25 °C)popc =5.14nm (L,) und Kopfgruppendistanzen von  duu(25 °C)pppc = 4.30 nm  bzw.
dyn(25 °C)popc = 3.66 nm. Der Verlauf der Elektronendichte im lipophilen Teil der Membran weist auf
eine maRige Ordnung der Multischichten hin. Fir hochgeordnete Lamellenstapel wiirde sich ein

Elektronendichteprofil analog dem in Abbildung 4 abgebildeten ergeben.*'*

Nach Nagle et al. sind
Wiederhol- und Kopfgruppenabstand vollstandig hydratisierter DPPC-Membranen in der Ls-Phase
bei d = 6.35 nm und d,, = 4.42 nm.**>**® Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten d- bzw. d,,-Werte
sind etwas geringer als die Literaturwerte, was auf eine geringere Hydratisierung der Probe
zuriickzufiihren ist.!™>%*7128 Bej festkdrpergetragerten, orientierten Multischichten ist eine
perfekte Hydratation oft schwierig."”***° White et al. geben d-Werte fir DOPC-Membranen in
Abhangigkeit vom Hydratationsgrad zwischen 4.84 nm (34 % RH) und 4.98 nm (93 % RH) an."*"**? Die
durch die vorliegenden Messungen ermittelten d-Werte sind hoher, was auf eine erhohte
interlamellare Wasserschichtdicke oder auf eine andere Kopfgruppenkonformation zurickzufiihren
ist. Hristova et al. konstatieren einen Rickgang der Anzahl an Bragg-Reflexen mit steigendem
Hydratationsgrad und finden lediglich sechs scharfe Peaks bei 93 % RH. Die hier vermessenen DOPC-
Multischichten sind geringfiigig besser hydratisiert (99 % RH) und weisen neun scharfe Reflexe auf.
Moglicherweise sind die vermessenen DOPC-Proben besser geordnet (groRe Domanen und kleine

Mosaikversetzung der Bischichtpackete).
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Abbildung 49. Reflektivitatskurven von orientierten DPPC- (A) bzw. DOPC-Multischichtstapeln (C) und
Elektronendichteprofile der DPPC-Membran (B) in der Lg-(25 °C, schwarz) bzw. L,-Phase (50 °C, rot) und der DOPC-
Membran (D) jeweils in der L,-Phase bei 25 °C ( schwarz) bzw. 50 °C (rot); jeweils 99 % RH.

Bei 50 °C sind die Peakpositionen zu groBeren g,-Werten verschoben (Abbildung 49A/C). DPPC
befindet sich bei 50 °C wie DOPC in der L,-Phase. Die relativen Intensitaten der Bragg-Peaks hoherer
Beugungsordnungen (ab 5. Ordnung, bezogen auf die Intensitdt des Reflexes der ersten
Beugungsordnung) sind fiir DOPC geringer als bei der DPPC-Probe in der L,-Phase. Da es sich nicht
um systematisch ausgeldschte Beugungsordnungen handelt, muss die Orientierung der DOPC-
Multischicht weniger gut als bei DPPC sein. Die berechneten Elektronendichteprofile zeigen
verringerte  Wiederholabstande  (d(50 °C)pppc = 5.28 nm  bzw.  d(50 °C)popc = 4.94 nm)  und
Kopfgruppendistanzen (dus(50 °C)pppc = 3.86 nm bzw. dyu(25 °C)porc = 3.58 nm, Abbildung 49B/D).
Nagle et al. bestimmte fir DPPC in der L,-Phase die Werte d(50 °C)pppc=6.7 nm und
dun(50 °C)ppec = 3.85 nm.**** Die gemessenen Werte fiir dyy stimmt mit dem von Nagle et al. sehr gut
Uberein und der geringere d-Wert deutet wieder auf geringere Hydratation hin. Obwohl DOPC keine
Umwandlung zwischen 25 °C und 50 °C zeigt, ist die Membrandicke bei héherer Temperatur leicht
verringert. Wie erwartet sind die d- und dyy-Wert der DOPC-Membran bei 25 °C geringer als bei der
DPPC-Membran in der L,-Phase (50 °C), wahrend die DOPC-Membran besser hydratisiert ist, 2011126
Da bei beiden Proben das gleiche Praparationsprotokoll (besonders Hydratation, sieche Materialien
und Methoden, S. 13) angewendet wurde, scheint die Prdparationstemperatur relativ zu T,, ein
wichtiger Parameter zur Kontrolle der Quellung bzw. der Hydratation zu sein. Es sollte demnach weit
oberhalb T, in der L,-Phase hydratisiert werden, um eine vollstandige Hydratation und bessere
Parallelisierung der Lamellen zu erreichen (im Experiment: bei DPPC-Proben bei Tyyg, = T, + 20 K und
bei DOPC-Proben bei Tuygq=Tn+80K). Die absolute Anderung der Elektronendichte vom
Kopfgruppenbereich zum Membraninneren ist flir beide Proben bei 50 °C geringer, da die
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Elektronendichte p. im Inneren der Membran auf Grund der fluiden Acylketten weniger ausgepragte

positionsabhangige Anderungen zeigt.>® >4

Tabelle 6. Streuvektoren g, inkl. Amplituden und verwendete Phasenfaktoren'>*"?? von orientierten DPPC- bzw. DOPC-

Multischichten aus Reflektivititsmessungen bei 25 °C (Abbildung 49A/C); die Amplituden wurden normiert auf die
Amplitude der ersten Beugungsordnung; die angegebenen Werte wurden zur Berechnung des Elektronendichteprofils in
Abbildung 49B/D verwendet.

DPPC DOPC
Index | g, Amplitude Phase q, Amplitude Phase
1 0.105077 1 - 0.1241 1 -
2 0.20634 0.436676 - 0.244589  0.337539 -
3 0.30866 0.20486 + 0.3679 0.311971 +
4 0.410638 0.140838 - 0.4878 0.154066 -
5 0.50901 0.0220406 - 0.610191 0.00977803 -
6 0.614589 0.00265499 + 0.731165 0.00489186 -
7 0.710721 0.00565207 - 0.853676  0.00201242 -
8 0.819999 6.6925e-005 0.975322 0.00366118 +
9 0.904474  0.00236983
C12/12

Reflektivitatsdaten von orientierten, Si-getragerten C12/12-Proben bei 99 % RH weisen lediglich drei
Reflexe bei q,(25 °C)c1z/12 = 0.395 A, 0.594 A und 0.789 A™ auf (siehe Anhang, S. 4, Abbildung 114).
Die Reflexe treten im g,-Verhdltnis von 1:1.5:2 auf. Ohne weitere Informationen (z. B.
Einkristallstrukturanalyse) kénnen die Peaks nicht interpretiert werden.

C12/12 : DPPC=1:10

Fir das Gemisch C12/12 : DPPC = 1:10 wurden bei fiinf Temperaturen, jeweils vor bzw. nach einer
Phasenumwandlung (DSC), Reflektivitatskurven aufgenommen (Ts(C12/12:DPPC=1:10) =25 °C,
48 °C, 58 °C, 64 °C und 75 °C).

Bei 25 °C treten in der Reflektivitdtskurve acht scharfe, dquidistante (g,-Verhaltnis: 1:2:3:4:..)
Bragg-Reflexe auf, welche auf eine lamellare Struktur schlieRen lassen (Abbildung 50A). Die Reflexe
der 3. und 4. Beugungsordnung weisen eine Schulter auf Seite groBerer g,-Werte auf (g, = 0.306 A;
0.399 A), deren Ursprung allerdings ungeklart ist. Eine Ubereinstimmung mit den Peakpositionen der
C12/12-Reflektivititskurve kann nicht gefunden werden. Die scharfen (ibrigen Peaks sind eindeutig
dquidistant und das zugrundeliegende 1D-Gitter ist lamellar. Die 6. Beugungsordnung ist
systematisch ausgeloscht (Viereck in Abbildung 50A). Es kdnnte auch eine zufillige Ausléschung
vorliegen, wenn die Phase des Reflexes +0 ist. Das berechnete Elektronendichteprofil ergibt eine
Membran mit dem Kopfgruppenabstand duu,(25°C)=4.6nm und dem Wiederholabstand
d(25 °C) = 6.45 nm (Abbildung 50B). Eine Zumischung von C12/12-Molekilen in die DPPC-Membran
verursacht eine VergréRerung der d- bzw. dys,-Werte. Der Einbau von C12/12 findet also im
Alkylkettenbereich der Membran statt. Die maximale Elektronendichtedanderung der Mischmembran
(Maximum-Minimum-Abstand der Elektronendichtekurve) ist im Vergleich zu DPPC-Membranen ein
wenig geringer. Durch den Einbau der C12/12-Molekile in die DPPC-Membran ist die
Elektronendichte im Beriihrungsbereich der beiden Monoschichten einer Membran héher als bei der
reinen DPPC-Membran. Der Verlauf der Elektronendichte im Acylbereich der Membran deutet auf
eher wenig geordnete Bischichten hin, wie bereits bei den reinen DPPC-Bischichtstapeln beobachtet
(siehe auch Abbildung 4). >>***

63



Cm/n, Em/n: Réntgenstreuexperimente

Bei T =48 °C, oberhalb T, weist die Reflektivitdtskurve eine Vielzahl scharfer Reflexe auf (Abbildung
50C). Bei genauerer Betrachtung wird deutlich, dass die Reflexe zwischen g, = 0.2 A und 0.4 A™ stets
paarweise auftreten. Zwischen den Peaks treten immer wieder zwei (zahlenmaRig unterschiedliche)
gleiche Differenzen auf, die sich unter Zuhilfenahme einer ganzzahligen Ordnung auf z=0
extrapolieren lassen. Damit wird die Vielzahl an Reflexen als Superposition zweier unabhangig
streuender 1D-Gitter interpretiert, der zwei unterschiedliche Lamellentypen zugrunde liegen. Auch
mittels LSFM und DSC wurden fiir das Gemisch C12/12 : DPPC = 1:10 Hinweise auf makroskopisch
phasenseparierte Strukturen gefunden. Fiir Reflexe hoéherer Beugungsordnung ist die
Peakaufspaltung in zwei unabhangig streuende 1D-Gitter wenig offensichtlich. Das Peaksplitting ist
beim Gemisch C18/18 : DPPC = 1:10 bei 62 °C deutlich ausgepragter (siehe unten, Abbildung 54). Der
Reflex der ersten Beugungsordnung weist flr das analoge C12/12-DPPC-Gemisch eine Schulter auf
der Seite groRerer g,-Werte auf bzw. ist verbreitert. Die Gesamtpeakflache (bzw. Peakintensitat)
entspricht ungefahr der Summe der Einzelpeakflachen (bzw. Peakintensitdten) des ersten und
zweiten Peaks des analogen Gemischs C18/18 : DPPC = 1:10 bei 62 °C (0.5 % Abweichung, siehe S.
69). Der erste breite Peak der Reflektivitatskurve von C12/12:DPPC=1:10 (48 °C) ist also eine
Superposition von zwei Reflexen erster Beugungsordnung unabhangig streuender 1D-Gitter.

Ahnliche Reflektivitidtskurven mit zwei 1D-Reflexserien und damit zwei unabhingig streuenden
Membrantypen treten bei den Temperaturen 58 °C (Abbildung 50E) und 64 °C auf (Abbildung 50E).
Es konnten ebenfalls jeweils zwei Periodizitdten indiziert werden. Durch Fit der Reflexe der beiden
verschiedenen 1D-Gitter kdnnen mit den ermittelten Intensitdten fur jede der drei Temperaturen
zwei unterschiedliche Elektronendichteprofile fiir die beiden Lamellenspezies berechnet werden
(Abbildung 50D/F/H). Der Verlauf der Elektronendichte im Acylkbereich der Membran weist auf eine
bessere Ordnung in den Bischichten hin als bei den DPPC-Membranen in der Lz-Phase (25 °C).>****
Der breite Reflex erster Ordnung wurde jeweils mit zwei Reflexen gefittet. C12/12 : DPPC=1:10
besitzt bei 48 °C (Abbildung 50D) bzw. 58 °C (Abbildung 50F) jeweils eine dickere Membran, die
héhere d,-Werte als die zur Referenz geplottete DPPC-Membran in der Lg-Phase (25 °C) aufweist
und eine diinnere Membran, deren Kopfgruppendistanz im Bereich der DPPC-Referenz liegen. Der
Einbau des C12/12 in die mesogenreiche lamellare Phase hat also eine Aufweitung der Membran zu
Folge. Die diinnere Membran ist auf die DPPC-reiche Phase zurlickzufiihren, welche wenig Mesogen
enthalt. Fir beide Membranen ist der Wiederholabstand geringer als bei der reinen DPPC-Membran.
Der Wiederhol- und Kopfgruppenabstand beider Membranspezies ist in Abbildung 51 als Funktion
der Temperatur geplottet. Im generellen Trend sinken d,; und d mit der Temperatur. Die Anderung
ist flir T> 58 °C aber eher gering.

Das berechnete Elektronendichteprofil bei 64 °C besitzt eine Elektronendichteverteilung ohne
Maxima im Bereich der Phosphatgruppen (Abbildung 50H). Fir die Reflektivitdtskurven bei dieser
Temperatur war kein eindeutiger Fit der beiden Peakserien moglich, was die Interpretation der
Reflektivitdtsdaten bei dieser Temperatur erschwert.

In der Hochtemperaturphase (75 °C) liegt eine Serie dquidistanter Reflexe vor (Abbildung 50I). Die
Reflexe der 3. und 4. Beugungsordnung zeigen eine Schulter (g,=0.368 A, 0.492 A) auf der Seite
hoherer g,-Werte. Das ermittelte Elektronendichteprofil und damit dyy und d sind dhnlich wie bei
einer DPPC-Membran in der L,-Phase (50 °C). Bei 75 °C sollte eine DPPC-Membran allerdings bereits
erheblich diinner sein, was auf eine Membranaufweitung durch den Mesogeneinbau hinweist.
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Abbildung 50. Links: Rontgenreflektivitdtskurven orientierter Multischichten von C12/12 : DPPC = 1:10 bei 25 °C (A), 48 °C
(C), 58 °C (E), 64 °C (G), 75 °C (1) und 99 % RH; rechts daneben: Elektronendichteprofile der Bischichten; vertikale Striche
markieren die indizierten Reflexe eines 1D-Gitters; fiir 25 °C und 75 °C wurde eine Serie Reflexe indiziert und gefittet
(schwarze Striche); fiir 25°C<T<75°C wurden zwei 1D-Gitter indiziert und gefittet (rote und blaue Striche); den
Elektronendichteprofilen des Gemisches sind jeweils die Elektronendichtekurven von DPPC in der Lg-Phase (B: 25 °C, D, F,
H, gestrichelte Linie) bzw. in der L,-Phase (K: 50 °C, gepunktete Linie) gegeniibergestellt; markierte Besonderheiten:
ausgeloschte 6. Beugungsordnung (Viereck in A), ungewdhnlicher Verlauf des Elektronendichteprofils bei 64 °C (schwarze
Pfeile in H), g,-Werte der Peakschultern (griine Pfeile in A und 1).
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Von DSC- bzw. LSFM-Untersuchungen ist bekannt, dass C12/12 : DPPC=1:10 bei 25 °C ebenfalls
phasensepariert ist. Allerdings kdnnen in der Reflektivitdatskurve keine zwei Serien an Bragg-Reflexen
gefunden werden. Moglicherweise sind die Dickeunterschiede der beiden Membranspezies zu gering
und/oder die in xy-Richtung (lateral) entmischten Domé&nen sind in z-Richtung nicht korreliert. Bei
T=48°C, 58 °C und 64 °C liegen zwei 1D-Reflexserien vor, die auf zwei unabhdngig streuende
Lamellenspezies zurlickzufihren sind. In der Hochtemperaturphase, oberhalb aller thermotropen
Umwandlungen (75 °C), existiert nur ein Lamellentyp, und eine Phasenseparation liegt nicht vor.
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Abbildung 51. Verlauf der Kopfgruppenabstinde d,, (offene Symbole) und der Wiederholabstinde d (ausgefiilite
Symbole) orientierter Multischichten von €12/12 : DPPC = 1:10 (rot = Gitter 1, blau = Gitter 2, Daten aus Abbildung 50)
und von DPPC (schwarz, Daten aus Abbildung 49) als Funktion der Temperatur; jeweils 99 % RH; vertikale Linien
markieren thermotrope Umwandlungen des Gemisches (DSC); horizontale Linien charakterisieren die Strukturdaten der
L,-Phase der DPPC-Membran.

C12/12 : DPPC=1:4

Das System C12/12 : DPPC = 1:4 zeigt Reflektivitdtskurven mit dhnlicher Reflexvielfalt wie das 1:10-
Gemisch (Abbildung 52 links). Bei 25 °C sind schwache Doppelpeaks mit dquidistanten Abstdnden zu
beobachten, was, analog zum 1:10-Gemisch, die Indizierung zweier unabhangig streuender 1D-Gitter
zuldsst. Anders als beim 1:10-Gemisch ist beim 1:4-Gemisch die Phasenseparation bei 25 °C mittels
Rontgenreflektivitdt deutlich zu beobachten. Die in xy-Richtung phasenseparierten Membranspezies
sind fiir das 1:4-Gemisch in z-Richtung offenbar besser korreliert. Den Reflektivitatskurven bei 48 °C
und 71 °C liegen ebenfalls zwei entmischte lamellare Aggregate zugrunde, und es wurden jeweils
zwei Reflexserien verschiedener 1D-Gitter indiziert. Auf Grund der schwachen Intensitdten der Peaks
hoherer Beugungsordnung, wurden lediglich die indizierten Bragg-Reflexe der ersten vier
Beugungsordnungen zur Berechnung der Elektronendichteprofile verwendet.

In der Hochtemperaturphase des 1:4-Gemischs bei 78 °C zeigt die Reflektivitdtskurve nur einen Satz
dquidistanter Peaks einer lamellaren Struktur. Die Peaks bei g, = 0.59 A" und g, = 0.789 A" liegen auf
Positionen, auf denen die reine C12/12-Probe ebenfalls Reflexintensitat aufweist. Zudem existiert
zwischen der 3. und 4. Beugungsordnung des 1D-Gitters ein Zusatzreflex bei g,=0.395A", der
ebenfalls auf der Position eines C12/12-Reflexes liegt. Offensichtlich liegt C12/12 als Reinstoff auch
auBerhalb des Membranverbundes vor, und die Hochtemperaturphase ist, anders als beim 1:10-
Gemisch, nicht homogen gemischt. Der Zusatzreflex bei g,=0.395A" ist auch in den
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Reflektivitatskurven bei 48 °C und 71 °C zu finden, was darauf hindeutet, das es sich bei dieser
zusatzlichen Entmischung um ein Praparationsartefakt handelt (siehe unten).

 C12/12:DPPC = 1:4
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Abbildung 52. Links: Réntgenreflektivitidtskurven orientierter Multischichten von C12/12 : DPPC = 1:4 bei 25 °C (A), 48 °C
(C), 71 °C (E), 78 °C (G) und 99 % RH; rechts daneben: Elektronendichteprofile der Bischichten; vertikale Striche markieren
die indizierten Reflexe des 1D-Gitters; fiir T < 78 °C wurden zwei 1D-Gitter indiziert und gefittet (rote und blaue Striche);
fiir 78 °C wurde eine Serie Reflexe indiziert und gefittet (schwarze Striche); den Elektronendichteprofilen des Gemisches
sind jeweils die Elektronendichtekurve von DPPC in der Lg-Phase (B, D, F,: 25 °C, gestrichelte Linie) bzw. in der L,-Phase
(H: 50 °C, gestrichelte Linie) gegeniibergestellt; markierte Besonderheiten: Reflexpositionen der orientierten C12/12-
Probe (griine vertikale gestrichelte Linien, Werte aus Abbildung 114).

Flr T < 78 °C wurden jeweils zwei Elektronendichteprofile berechnet (Abbildung 52 rechts). Fir 25 °C
sind beide Membranen dicker als DPPC-Membranen in der Ls-Phase bei gleicher Temperatur, fir
48 °C und 71 °C ist jeweils eine der Gemischmembranen dicker und eine diinner als die DPPC-
Membranen in der Lg-Phase (50°C). Das fir die Hochtemperaturphase berechnete

Elektronendichteprofil weist eine Membran mit d,; = 3.78 nm und d = 5.39 nm aus. Die Membran ist
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dicker als DPPC-Membranen bei 50 °C (L,-phase), was auf eine Aufweitung der Membran durch
Einbau von C12/12 und/oder eine VergroRerung der interlamellaren Wasserschicht hindeutet, die
durch eine Konformationsanderung der Kopfgruppe stabilisiert ist. Generell sinken Wiederhol- und
Kopfgruppenabstand beider Lamellentypen mit steigender Temperatur, wobei die Unterschiede fir
T>48 °C klein sind (Abbildung 53). Die zweite Bischicht ist bei 71 °C deutlich dicker als fir die
geringeren Temperaturen. Die DPPC-Acylketten der C12/12-reichen Phase weisen bei 71 °C offenbar
noch immer all-trans-Konformation und einen verringerten Tilt auf.
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Abbildung 53. Verlauf der Kopfgruppenabstinde d,, (offene Symbole) und der Membranwiederholabstinde d
(ausgefiilite Symbole) orientierter Multischichten von C12/12 : DPPC = 1:4 (Gitter 1: blau, Gitter 2: rot, Daten aus
Abbildung 52) und von DPPC (schwarz, Daten aus Abbildung 49) als Funktion der Temperatur; jeweils bei 99 % RH,
vertikale Linien markieren thermotrope Umwandlungen des Gemisches (DSC); horizontale Linien charakterisieren die
Strukturdaten der L ,-Phase der DPPC-Membran.

C18/18 : DPPC = 1:10

Im DSC-Thermogramm des Gemischs C18/18 : DPPC = 1:10 tritt nur ein sehr schwacher Peak bei
Tm =42 °C auf (Abbildung 31). Dennoch wurden Reflektivitaitsmessungen bei 25 °C (<T,,), 46 °C(>T,,)
und 62 °C (>T,qy) durchgefiihrt (Abbildung 54). Die bei 25°C bzw. 46 °C aufgenommenen
Reflektivitatskurven zeigen jeweils eine Serie dquidistanter Bragg-Peaks, denen ein 1D-Gitter
zugrunde liegt. (Abbildung 54A). Auch C18/18:DPPC=1:10 bildet damit in diesem
Temperaturbereich lamellare Schichten. Die Reflektivitdtsdaten bei 25 °C geben keinen Hinweis auf
eine Entmischung von Mesogen und Lipid. Allerdings ist die Amplitude des Reflexes 5.
Beugungsordnung sehr schwach und moglicherweise systematisch ausgeldscht. Die dquidistanten
Bragg-Peaks der Reflektivitatskurve bei 46 °C sind weniger scharf, konnten aber ebenfalls als 1D-
Gitter indiziert werden. Einige Reflexe weisen grof3e Schultern auf oder sind stark verbreitert (Reflex
2., 3. und 4. Beugungsordnung in Abbildung 54C). Wie bei 25°C ist der Reflex der 5.
Beugungsordnung systematisch ausgeldscht. Bei 62 °C zeigt die Reflektivitdtskurve eine Vielzahl
scharfer, schmaler Peaks, die jeweils paarweise auftreten. Der Abstand vom ersten zum dritten Peak
und der Abstand vom zweiten zum vierten Peak kann periodisch wiedergefunden werden (Abbildung
54E). Es ergeben sich also zwei Satze &quidistanter 1D-Reflexe. In der Hochtemperaturphase
existieren durch eine Phasenseparation in lipidreiche und mesogenreiche Phase damit zwei
unabhangig voneinander streuende Bischichttypen. Eine der beiden Reflexserien (Abbildung 54E:
Gitter 1, blau) weist, wie dies fiir die beiden niedrigeren Temperaturen der Fall war, einen schwachen
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(systematisch ausgeltschten) Reflex 5. Beugungsordnung auf. Fiir die Hochtemperaturphase von
C18/18 : DPPC = 1:10 ist die Separation der Bragg-Peaks in zwei Reflexserien mit zugrundeliegenden
unabhangig streuenden 1D-Gittern am deutlichsten von allen Mesogen-PC-Gemischen zu erkennen.
Auch die Reflexe der jeweils ersten Beugungsordnung sind gut separiert, da sich die
Wiederholabstande um 10 A voneinander unterscheiden.
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Abbildung 54. Links: Rontgenreflektivitidtskurven orientierter Multischichten von C18/18 : DPPC = 1:10 bei 25 °C (A), 46 °C
(C), 62°C (E) und 99 % RH; rechts daneben: Elektronendichteprofile der Bischichten; vertikale Striche markieren die
indizierten Reflexe des 1D-Gitters; fiir T< 62 °C wurde eine Serie Reflexe indiziert und gefittet (schwarze Striche); fiir
62 °C wurden zwei 1D-Gitter indiziert und gefittet (rote und blaue Striche); den Elektronendichteprofilen des Gemisches
sind jeweils die Elektronendichtekurve von DPPC in der Lg-Phase (B, D: 25 C, gestrichelte Linie) bzw. in der L,-Phase (F:
50 °C, gestrichelte Linie) gegeniibergestellt; markierte Besonderheiten: ausgeloschte 5. Beugungsordnung (Viereck in A).

Fir alle Reflektivitatskurven wurden Elektronendichteprofile berechnet. Fiir die Messungen bei 25 °C
bzw. 46 °C wurde je ein Profil erstellt. Der Kopfgruppen- bzw. Wiederholabstand bei 25 °C ist mit
dyy=4.22 nm und d=5.81 nm geringer (Abbildung 54B) als bei einer DPPC-Membran bei dieser
Temperatur.  Folglich muss die interlamellare  Wasserschicht reduziert oder die
Kopfgruppenkonformation verandert sein im Vergleich zu DPPC-Membranen. Aus dem
Elektronendichteprofil bei 46 °C ergeben sich dyy = 4.12 nm und d = 5.56 nm, was deutlich groRRer als
bei einer DPPC-Membran in der L,-Phase (50°C) ist (Abbildung 54D). Bei 46 °C ist der
Kopfgruppenabstand des Gemisches nur 0.1 nm kleiner als bei 25 °C. Dieser Unterschied vor und
nach der Hauptumwandlung ist bei DPPC-Membranen mit 0.44 nm deutlich groRer. In der
Hochtemperaturphase resultieren zwei unabhéngige Elektronendichteprofile (Abbildung 54F) mit
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dyy=3.26 nm und d=4.48 nm bzw. dyy=4.00 nm und d=5.41 nm. Die d- und dy,-Werte des
diinneren Gitters 1 sind geringer als die einer DPPC-Membran bei 50 °C. Geht man davon aus, dass
die Lipidacylketten in der lipidreichen Phase bei 62 °C im fluiden Zustand vorliegen, kann das
Elektronendichteprofil des diinneren Gitters 1 der DPPC-reichen Phase zugeordnet werden. Das
durch den Einbau von C18/18-Molekiilen dickere Gitter 2 entspricht dann der mesogenreichen
Phase. Generell sinken die Wiederhol- und Kopfgruppenabstdnde (des Gitters 1) mit steigender
Temperatur (Abbildung 55). Das in der Hochtemperaturphase auftretende Gitter 2 weist allerdings
nur unwesentlich geringere d- bzw. dy,-Werte auf als das Gitter bei 46 °C.
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Abbildung 55 Verlauf der Kopfgruppenabstinde d,, (offene Symbole) und der Membranwiederholabstinde d
(ausgefiilite Symbole) orientierter Multischichten von C18/18 : DPPC = 1:10 (Gitter 1: blau, Gitter 2: rot, Daten aus
Abbildung 54) und von DPPC (schwarz, Daten aus Abbildung 49) als Funktion der Temperatur; jeweils bei 99 % RH;
vertikale Linien markieren thermotrope Umwandlungen des Gemisches (DSC); horizontale Linien charakterisieren die
Strukturdaten der L ,-Phase der DPPC-Membran.

Von LSFM-Aufnahmen und DSC-Messungen ist bekannt, dass auch bei Raumtemperatur fir das
Gemisch C18/18 : DPPC = 1:10 eine makroskopische Entmischung vorliegt. Da eine Entmischung
mittels Rontgenreflektivitait nicht gefunden wird, ist davon auszugehen, dass gleich
zusammengesetzte Domanen der in xy-Richtung phasenseparierten Aggregate in z-Richtung nicht
hinreichend korreliert sind, um die Reflexe des zweiten Membrantyps zu erhalten.

C6/6 : DPPC=1:10

Die Reflektivitatskurven orientierter Proben von C6/6 : DPPC = 1:10 bei 25 °C bzw. 50 °C weisen bis zu
acht dquidistante Bragg-Reflexe auf, die auf eine lamellare Packung hindeuten. Bei 25 °C in der Lg~
Phase scheint der Reflex der 6. Beugungsordnung (systematisch) ausgeldscht. Das Streuverhalten des
Gemisches ist dem von DPPC-Membranen sehr dhnlich.

Das berechnete Elektronendichteprofil der Bischichten bei 25 °C (Abbildung 56B) liefert mit
dyy = 4.26 nm einen unwesentlich kleineren Wert als flir DPPC-Membranen bei gleicher Temperatur,
wahrend der Wiederholabstand (d = 6.32 nm) der Schichten groRer ist als flir DPPC-Membranen. Die
Dicke der interlamellaren Wasserschicht ist groRer und die Lipidkopfgruppen im Gemisch weisen eine
andere Konformation als in der reinen DPPC-Probe auf. Die maximale Elektronendichtednderung in
der Gemisch-Membran ist ein wenig grolRer als fir die reine DPPC-Membran. Bei 50 °C sind sowohl
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d=5.31 nm als auch dyy =3.92 nm des Gemischs groRer als bei DPPC-Membranen. In der L,-Phase
induzieren die zugemischten Mesogenmolekiile also eine Aufweitung der Membran.
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Abbildung 56. A: Réntgenreflektivititskurven orientierter Multischichten von C6/6 : DPPC = 1:10 bei 25 °C (schwarz) bzw.
50 °C (rot) und 99 % RH; B: Elektronendichteprofile der Bischichten bei den entsprechenden Temperaturen; vertikale
Striche markieren die indizierten Reflexe des 1D-Gitters; den Elektronendichteprofilen des Gemisches sind in B jeweils
die Elektronendichtekurve von DPPC (gestrichelte Linie) in der Ls-Phase (25°C) bzw. in der L,-Phase (50 °C)
gegenibergestellt.

C6/6 kann in DPPC-Bischichten eingebau werden, ohne einen spezifischen Streueffekt zu erzeugen
oder das thermotrope bzw. lyotrope Verhalten der DPPC-Membran gravierend zu dandern

C12/12 : DOPC = 1:10

Wassergesattigte DOPC-Membranen befinden sich im ganzen Temperaturbereich fiir wassrige
Suspensionen in der L,-Phase. Auch das Gemisch C12/12 : DPPC = 1:10 befindet sich in der fluiden
Phase (L,), da zwischen 2 °C und 95 °C keine thermotrope Umwandlung nachweisbar ist (DSC). Die
Reflektivitatskurve des Gemisches bei 25°C weist funf &dquidistante scharfe Bragg-Peaks auf
(Abbildung 57A), was auf eine lamellare Packung zuriickgefiihrt werden kann. Die Reflexanzahl in g,.
Richtung ist kleiner als bei reinem DOPC bei 25 °C, was darauf hindeutet, dass die Stapelordnung der
Schichten durch den Einbau der C12/12-Molekiile gestort ist. Obgleich die Intensitdten der Reflexe ab
der 5. Beugungsordnung bei der reinen DOPC-Membran auch deutlich geringer sind, fehlen die
Reflexe hoherer Beugungsordnung beim Gemisch fast génzlich. Es ist eine Schulter bei g, = 0.395 A zu
beobachten, die auf einem g,-Wert von reinem C12/12 liegt. Dies weilt auf das Vorliegen von reinem
C12/12 in der Probe hin. Bei 50 °C treten sieben scharfe dquidistante Bragg-Reflexe auf und der Film
scheint besser geordnet zu sein. Das Streuverhalten des Gemisches ist dem von DOPC-Membranen
ahnlich.

Fir beide Temperaturen kénnen Elektronendichteprofile berechnet werden. Die resultierenden d-
bzw. dy,-Werte sind flr beide Temperaturen kleiner als bei reinen DOPC-Bischichten (Abbildung
57B). Ein reduzierter Kopfgruppenabstand kann nur durch eine erhéhte Membranfluiditat, also eine
hohere Anzahl an gauche-Konformeren, erreicht werden. Der Wiederholabstand des
Membrangemisches bei 50 °C ist um 0.40 nm kleiner als bei 25 °C, wobei der Kopfgruppenabstand
bei 50 °C nur geringfiigig sinkt. Offensichtlich fliihrt der Temperaturanstieg zu einem Wasserverlust
im Lipidkopfgruppenbereich, der starker ausgebildet ist als bei reinen DOPC-Bischichten (Abbildung
49). Moglicherweise tritt eine Konkurenz der Lipidkopfgruppen durch Bildung von
Wasserstoffbriickenbindungen mit eingebauten C12/12-Glycerolkopfgruppen auf. Anhand des dy-
Wertes ist denkbar, dass die C12/12-Molekile (Rickgratlinge 4.0nm-4.4nm) eine
Transmembrananordnung einnehmen und dabei relativ zur Membrannormale getiltet sind. Das
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wirde eine Mischbarkeit stabilisieren. Die Elektronendichtedifferenz vom Maximum (Lipid-
Phosphatgruppen) zum Minimum (Beriihrungsstelle der beiden Monoschichten) ist bei den Gemisch-
Membranen bei 25 °C im Vergleich zur reinen DOPC-Membran deutlich erhéht.
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Abbildung 57. A: Réntgenreflektivititskurven orientierter Multischichten von C12/12 : DOPC = 1:10 bei 25 °C (schwarz)
bzw 50 °C (rot) und 99 % RH; B: Elektronendichteprofile der Bischicten bei den entsprechenden Temperaturen; vertikale
Striche markieren die indizierten Reflexe des 1D-Gitters; den Elektronendichteprofilen des Gemisches sind in B jeweils
die Elektronendichtekurve von DOPC (gestrichelte Linie) bei 25°C bzw. 50°C gegeniibergestellt; markierte
Besonderheiten: Schulter zwischen 3. und 4. Beugungsordnung bei 25 °C (griiner Pfeil in A).

Zusammenfassung Cm/n-PC-Gemische (Réntgenreflektivitiit)

Mit Hilfe der Rontgenreflektivitaitsmessungen wurden fur alle untersuchten Gemische Cm/n : PC
lamellare Aggregatstrukturen gefunden. Eine Ubersicht Uber die ermittelten Kopfgruppen- und
Wiederholabstdande zeigt Tabelle 7. Die Wechselwirkung der Lipide mit den Mesogenen fiihrt nicht
zur Destabilisierung der fiir reine Lipidmembranen typischen Bischichtlamellen. Fiir die Gemische von
DPPC mit C12/12 und C18/18 tritt in Abhangigkeit von der Temperatur Phasenseparation in zwei
entmischte, unabhangig streuende, lamellare Aggregate auf.

Die Reflektivitatskurven des Gemischs C18/18 : DPPC = 1:10 bei 62 °C zeigen am deutlichsten das
Vorliegen zweier unabhangig streuender Lamellenspezies. Offensichtlich fiihren die langen Cis-Ketten
des Mesogens zu einem hinreichenden Lamellendickenunterschied bei dennoch guter Ordnung der
Schichten, was in den Reflektivitatskurven deutlich sichtbar und klar unterscheidbare Datensatze
liefert. Obgleich die Reflektivitatskurven des Gemisches bei 25 °C und 46 °C noch keinen Hinweis auf
die Entmischung in zwei Lamellenspezies geben, ist von den LSFM-Aufnahmen bekannt, dass eine
makroskopische laterale Entmischung vorliegt (Abbildung 17 und Abbildung 19). Bei diesen
Temperaturen sind die in der xy-Ebene entmischten Domanen in der dritten Dimension nicht
hinreichend korreliert, um eine zweite Serie Bragg-Reflexe in den Reflektivitatskurven zu liefern.

Das Gemisch C6/6 :DPPC=1:10 (C6/6 mit den kiirzesten lateralen Alkylketten) zeigt bei keiner
Temperatur eine Entmischung. Mesogene mit langeren lateralen Alkylketten (C12/12 bzw. C18/18)
induzieren stets eine Phasenseparation im Gemisch mit DPPC. Das Gemisch C12/12 : DOPC =1:10
verhalt sich trotz langerer Alkylketten bei den beiden gemessenen Temperaturen dhnlich und liefert
ein einziges 1D-Streugitter. Mit LSFM-Messungen wurde gezeigt, dass die C12/12-Molekiile homogen
in fluiden DOPC-Membranen verteilt sind. Der Einfluss der Alkylkettenlange und der Einfluss der
Fluiditat der Lipide auf die Mischbarkeit von Cm/n-Mesogenen und Lipiden ist damit nachgewiesen.
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Tabelle 7. Kopfgruppenabstinde d,; bzw. Wiederholabstande d von DPPC- bzw. DOPC-Membranen und von Gemischen
Cm/n : PC = 1:x (mit m = n = 6; 12; 18, x = 10; 4 und PC = DPPC; DOPC).

Parameter Gitter 1 | Parameter Gitter 2
T/ °C dyy/nm d/nm | dyy/nm d/nm
25 4.30 6.13
DPPC 50 3.86 5.28
25 4.60 6.45
48 4.22 5.24 4.40 5.70
C12/12 : DPPC=1:10 58 3.98 5.21 4.38 5.76
64 4.22 5.70 4.30 5.33
75 3.88 5.28
25 4.68 6.41 4.94 6.66
48 3.70 5.51 4.56 6.16
C12/12:DPPC=14 .1 396 552 | 5.16 7.15
78 3.78 5.39
25 4.22 5.81
C18/18 : DPPC=1:10 46 412 5.56
62 3.24 4.48 4.04 5.45
25 4.26 6.32
C6/6 : DPPC =1:10 50 392 531
25 3.66 5.14
bOPC 50 3.58 4.94
25 3.38 5.20
C12/12 : DOPC=1:10 50 342 4.79

3.2.6.3 Réntgenbeugung mit streifendem Einfall (GIXD)

Die Proben, die bei den Rontgenreflektivititsmessungen verwendet wurden, wurden ebenfalls zur
Aufnahme der GIXD-Daten eingesetzt. Die Proben wurden in streifendem Einfall bestrahlt (o; = 0.2°).
Sowohl die spekular reflektierten Bragg-Peaks auf dem Meridian des Flachendetektors (analog zu
Reflektivitaitsmessungen a; = ay, siehe auch Materialien und Methoden, S. 17) als auch das im Winkel
Y gestreute Rontgenlicht wurde detektiert. Damit kann die Weitwinkelstreuung des Acylkettengitters
der Lipide im Bereich g,=1.3A™ - 1.4 A" sowie der Tiltwinkel von all-trans-Acylketten bzw. der

Offnungswinkel fluider Acylketten detektiert werden.'

Schwerpunkt der GIXD-Analysen soll die
Alkylkettenpackung der Lipide sein. Die SAXS-Streuung der lamellaren Systeme soll in diesem Kapitel
nicht ausfuhrlich behandelt werden, da die lamellare Struktur dieser Proben im Rahmen der

Reflektivitatsmessungen bereits diskutiert wurde.

DPPC und DOPC

Bei 25°C zeigen die DPPC-Membranen im WAXS die erwarteten zwei Bragg-Reflexe im
orthorhombischen CH,-Gitter mit den Millerschen Indizes (020) und (110) im Azimutwinkelbereich
5°-60° (Abbildung 58A)."**'** Ein Satz 1D-Streukurven (Abbildung 58B) der Form L0(¢)= f(g,) im
Bereich 1.2 A" —1.7 A" kann aus den 2D-Beugungsbildern entlang der Schnittebenen (Abbildung
58A) im Azimutwinkel ¢ zum Aquator errechnet werden. Der (020)-Reflex (g,(020) = 1.4374 A™;
S(o20) = 2.288 nm™) ist im Vergleich zu den Pulverdiffraktometriedaten aus den Messungen an
Kapillarproben  (s020(DPPC,25 °C)igpin = 2.357 nm?) zu etwas niedrigeren Werten verschoben,
wdhrend  der  (110)-Reflex  (go(110) =1.5103 A™; S(110) = 2.404 nm?) gut mit den
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Pulverdiffraktometriedaten (s119(DPPC,25 °C)igpin = 2.402 nm™) Gbereinstimmt. Das Maximum des
(110)-Reflexes und damit der Tiltwinkel der Acylketten liegen bei a=26°. Der erwartete Tiltwinkel

320'45,115,124,136,137 Da aus den

einer vollstandig hydratisierten DPPC-Membran betragt
Reflektivitatsmessungen bekannt ist, dass die Multischichten nicht vollstandig hydratisiert sind, ist

ein reduzierter Kettentilt zu erwarten (siehe Reflektivitdtsdaten, S. 62).

Abbildung 58. A: GIXD-Aufnahmen von DPPC-Multischichten bei 25 °C, der Tiltwinkel a der all-trans-Acylketten ist
markiert; B: Streuintensitit fiir Schnitte unter verschiedenen Azimutwinkeln ¢ im WAXS-Bereich (1.2 A-1.7 &) an den in
A markierten Positionen; da fiir ¢ > 60 °C keine scharfen Reflexe zu beobachten sind wurde in B nur der Bereich ¢ (0°C -
60 °C) dargestelit, die Peaklagen entlang L, = f(q,) werden durch g, charakterisiert.

In der L,-Phase bei 50 °C ist im WAXS lediglich ein Halo zu beobachten, der sich Uber einen
Winkelbereich ¢ = 0° - 30° erstreckt (siehe Anhang, S. 4, Abbildung 115). Die DPPC-Membran ist bei
50 °C fluide und die Acylketten sind ungeordnet, weshalb keine scharfen Reflexe im WAXS
beobachtet werden kdnnen. Der maximale Offnungswinkel der fluiden Acylketten betrégt 30°.

DOPC-Membranstapel zeigen bei 25 °C und 50 °C im WAXS ebenfalls einen Halo (siehe Anhang, S. 5,
Abbildung 116) im Azimutwinkelbereich ¢ =0° - 30°. Die Peakintensitdt verschwindet bei ¢ =40°
(Lo(p>40°) = 0). Der maximale Offnungswinkel der Acylketten der DOPC-Membranen betrigt 40°.
Wegen der héheren Membranfluiditdt der DOPC Membranen (25 °C bzw. 50 °C) im Vergleich zur
fluiden DPPC-Membran (50 °C), ist der maximale Offnungswinkel der Acylketten fiir die DOPC-
Bischichten fiir die beiden gemessenen Temperaturen hoher.

C12/12

Orientierte C12/12-Proben weisen im WAXS-Bereich (1 < g, >2) ca. 7 sehr scharfe Reflexe auf, die
teilweise Gber den gesammten Azimutwinkelbereich verteilt sind (siehe Anhang, S. 6, Abbildung 117).
Eine Indizierung der WAXS-Reflexe ist ohne weitere Information zur Packung der C12/12-Molekiile
(z. B. Einkristallstrukturanalyse) nicht moglich.

C12/12 : DPPC=1:10

Das Gemisch C12/12 :DPPC=1:10 zeigt bei 25°C im WAXS-Bereich zwei scharfe Reflexe
(go(DPPC) = 1.470 A und 1.533 A™), die mit den Positionen der Reflexe von DPPC-Membranen bei
25 °C (ibereinstimmen (Abbildung 59A). Die Reflexe sind hauptsichlich in der Aquatorialebene des
Detektors lokalisiert und zeigen kaum Intensitat fir ¢ > 28 °C. Die Intensitatsverteilung dieser Peaks
als Funktion des Azimutwinkels verschiebt sich bei héheren Temperaturen, was darauf hindeutet,
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dass sich die Packung der Acylkettensegmente andert. Der mittlere Tiltwinkel der DPPC-Acylketten
bei 25°C (< 20°) ist im Vergleich zu DPPC-Membranen reduziert. Zusatzlich treten Reflexe bei
go=1.342 A" und 1.284 A" auf (Abbildung 59F). Es gibt keine Ubereinstimmung zwischen diesen
Reflexlagen und denen von C12/12 (Abweichung bis zu 0.035 A siehe Anhang, S. 8, Abbildung 119).
Bei einem Streuvektor g, = 1.716 A" wird ein weiterer Peak gefunden, dessen Position identisch mit
einem Reflex von C12/12 ist. Es ist davon auszugehen, dass unterschiedliche laterale Packungen
koexistieren.

Da eine Entmischung in lipidreiche und mesogenreiche Phase in lateraler Richtung (xy-Ebene)
vorliegt, sind Zusatzreflexe zu erwarten. Die Lage der beiden WAXS-Reflexe der DPPC-Acylketten
(lipidreiche Phase) ist von der C12/12-Beimengung nicht beeinflusst. Allerdings weist das verdnderte
Intensitatsprofil als Funktion von ¢ auf einen anderen Acylkettentiltwinkel hin. Die mesogenreiche
Phase enthélt auch DPPC, wie mit DSC gezeigt werden konnte. Der Streubeitrag dieser Phase kdnnte
also auf die Packung der Acylketten des DPPC (go=1.342 A" und 1.284 A™") oder auf ein Gitter,
welches von gepackten C12/12-Molekiilen (go = 1.716 A™") gebildet wird, zuriickzufiihren sein. Der
letztere Fall setzt voraus, dass ein Teil der Mesogene dhnlich gepackt ist wie in der reinen bulk Phase
und damit keinerlei Wechselwirkungen mit DPPC aufweist.

Die Beugungsbilder bei 48 °C, 58 °C und 71 °C (Abbildung 59B/C/D) weisen ahnliche Peakpositionen,
allerdings mit deutlich geringerer Reflexintensitat, auf. Nahezu alle bei 25 °C auftretenden WAXS-
Reflexe bleiben auch bei héheren Temperaturen erhalten. Die Reflexpositionen sind mit steigender
Temperatur leicht zu kleinen Streuvektoren verschoben (Abbildung 59F). Die Intensitdtsverteilung
der Reflexe tiber den Azimutwinkelbereich sinkt ebenfalls mit der Temperatur, und die Reflexe sind
immer mehr an der Aquatorialebene des Detektors konzentriert. Damit weisen die Alkylketten bei
diesen Temperaturen keine bzw. kaum eine Neigung relativ zur Membrannormale auf. Bei 25 °C,
48 °C und 58 °C sitzen die scharfen Peaks auf einem waagerechten Untergrund (gerade Basislinie),
wahrend die scharfen Reflexe bei 71 °C von einem breiten Halo tberlagert sind (siehe Anhang, S. 7,
Abbildung 119). Die ATR-FTIR- (siehe S. 47) bzw. DSC-Daten (siehe S. 39) der Probe zeigen, dass die
lipidreiche Phase bei dieser Temperatur bereits in den fluiden Zustand tbergegangen ist, wahrend
die weiterhin auftretenden scharfen Reflexe wahrscheinlich auf einen Streubeitrag der
mesogenreichen Phase zurlickzufiihren sind. Auch bei den Pulverdiffraktometrieuntersuchungen an
Kapillarproben wurde gefunden, dass die WAXS-Reflexe der lipidreichen Phase oberhalb von T,
verschwinden und andere scharfe WAXS-Reflexe zu sehen sind. Da bei 71 °C weiterhin Reflexe mit
Streuvektoren der reinen DPPC-Membranen auftreten, ist die Peakzuordnung zu den beiden Phasen
nur bedingt moglich.

Bei 75 °C, oberhalb aller Umwandlungen im DSC, ist nur ein breiter Halo zu sehen. Offensichtlich ist
die Hochtemperaturphase eine gemischte L,-Phase, bestehend aus homogen in der fluiden DPPC
Membran verteiltem C12/12. Die Haloamplitude verschwindet fir ¢ >33°. Der maximale
Offnungswinkel der fluiden Acylketten betrigt 33°.
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Abbildung 59. GIXD Aufnahmen(SAXS- und WAXS-Bereich unterschiedlich skaliert) orientierter Multischichten aus
C12/12 : DPPC = 1:10 bei 25 °C (A), 48 °C (B), 58 °C (C), 71 °C (D), 75 °C (E) und 99 % RH; F: Peaklagen g, im WAXS-Bereich
als Funktion der Temperatur.

C12/12 : DPPC = 1:4 und C12/12 : DOPC = 1:10
Im Gemisch C12/12 :DPPC =1:4 liegt ein anderes Streuverhalten vor als im 1:10-Gemisch. Die
Streukurven zeigen bei allen Temperaturen, auch in der Hochtemperaturphase, bis zu acht scharfe
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Reflexe, deren Streuvektoren auf Lagen der WAXS-Reflexe des reinen C12/12 liegen (siehe Anhang, S.
7, Abbildung 118). Offensichtlich liegen als Praparationsartefakt C12/12-Aggregate ahnlicher Struktur
wie in der C12/12-Bulkphase in der Probe vor. Auch das Gemisch C12/12 : DOPC = 1:10 zeigt bei
20 °C und 50 °C bis zu funf scharfe WAXS-Reflexe, die ebenfalls auf einen Streubeitrag von reinem
C12/12 hindeuten (siehe Anhang, S. 9, Abbildung 120). Die GIXD-Aufnahmen beider Gemische weisen
im SAXS-Bereich einen (C12/12 : DOPC =1:10) bzw. zwei (C12/12 : DPPC = 1:4) Satze &quidistanter
Bragg-Peaks auf, die auf eine bzw. zwei lamellare Strukturen hindeuten. Die mit Reflektometrie
gefundene Phasenseparation in zwei Lamellenspezies kann damit bestatigt werden.

C18/18 : DPPC = 1:10

Analog zu C12/12 : DPPC=1:10 zeigen sich fir C18/18 : DPPC=1:10 bei 25°C im WAXS-Bereich
neben den DPPC-Acylkettenpeaks (go(020) = 1.4320 A™, go(110) = 1.5131 A'Y) bis zu funf zusatzliche
Reflexe (Abbildung 60 A/D/E). Aus LSFM-Aufnahmen ist bekannt, dass das System eine
makroskopische Entmischung zeigt. Die Zusatzreflexe sind also verschiedenen Aggregaten
zuzuordnen. Moglicherweise handelt es sich um Acylkettenreflexe des DPPC in verschiedenen
Lamellenpackungen. Da die Streuintensitat zwischen 0 < ¢ < 30° verteilt ist, ware denkbar, dass die
Neigung der DPPC-Acylketten in der lipidreichen Phase des Gemisches dhnlich ist, wie bei reinen
DPPC-Membranen. Es kann keine Aussage Uber die genaue Zuordnung der Zusatzpeaks gemacht
werden. Das Streumuster von reinem C18/18 liegt nicht vor und kann somit nicht mit dem Gemisch
verglichen werden. Bei 46 °C existiert ein sehr scharfer Peak qomnax=1.477 A und drei deutlich
schwidchere Nebenmaxima (Abbildung 60B). Die Lage keiner der Reflexe stimmt mit typischen
Streuvektoren von DPPC-Alkylkettenpeaks lberein. Die Nebenmaxima zeigen fir ¢ > 15° nur eine
sehr schwache WAXS-Intensitdt. Der Reflex bei qomax ist als einziger liber nahezu den gesamten ¢-
Winkelbereich (5° - 95°) sichtbar, wenn auch mit schwacher Intensitat fir ¢ > 15°. Die scharfe der
Reflexe weist auf gut orientierte Molekileteile in der Probe hin. Im SAXS-Bereich sind fiir beide
Temperaturen in g,-Richtung ausschlieflich Schichtreflexe der Bischichtstapel zu finden.

In der Hochtemperaturphase (62 °C) sind fiir ¢ < 20° sechs scharfe Reflexe mit geringen Intensitdten
zu verzeichnen (Abbildung 60C/E). Fir ¢ >20° ist keine WAXS-Streuintensitdt messbar. Die
Positionen der Peaks unterscheiden sich deutlich von denen bei tieferer Temperatur. Die beiden
Hauptmaxima liegen bei g, = 1.3375 A™ und 1.4590 A" und damit nicht auf Reflexlage von tieferen
Temperaturen bzw. reinem DPPC. Die beiden starken WAXS-Reflexe sind nur in einem kleinen
Azimutwinkelbereich zu detektieren (kein Pradparationsartefakt). Moéglicherweise existieren auch in
der Hochtemperaturphase geordnete Bereiche in der Probe. Im SAXS-Bereich sind auf dem Meridian
des Detektors (g,-Vektor) in Analogie zu den Reflektivitditsmessungen zwei Satze dquidistanter Bragg-
Reflexe zu sehen, mit denen zwei unabhangig streuende 1D-Gitter indiziert werden kdénnen (siehe
Reflektivitatsdaten). Zusatzlich treten in radialer Richtung, auerhalb der g,-Achse, drei punktférmige
sehr scharfe SAXS-Reflexe auf (Abbildung 60F). Gewdhnlich werden solche Reflexe durch nicht-

lamellare 2D- oder 3D-Packungen interpretiert.'”*

1:\/5: N4:..., was darauf hindeutet, dass keine hexagonale Phase vorliegt. Da die Schichtreflexe der
beiden Membranstapel bis zu hohen Beugungsordnungen (siehe auch Reflektivitdtsdaten) auftreten,

Die Peaklagen verhalten sich nicht wie

ist es unwahrscheinlich, dass es sich um Streubeitrdge eines rhomboedrischen Gitters handelt. Bei
Vorliegen eines homogenen 2D-Gitters sollten derart eindeutige Lamellenreflexe nicht auftreten.
Offenbar ist die Hochtemperaturphase entmischt in zwei lamellare Strukturen. In einer kdnnte
zusatzlich eine 3D Periodizitat existieren (WAXS und SAXS).
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Abbildung 60. GIXD-Aufnahmen (SAXS- und WAXS-Bereich unterschiedlich skaliert) orientierter Multischichten von
C18/18 : DPPC = 1:10 bei 25 °C (A), 46 °C (B), 62 °C (C) und 99 % RH; D: 1D-Peakprofile bei 25 °C; E: WAXS-Peakpositionen
als Funktion der Temperatur; F: vergroBerte SAXS-Aufnahme bei 62 °C (verdndertes Farbschema zur besseren
Sichtbarkeit der punktférmigen Peaks).
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C6/6 : DPPC = 1:10

Die WAXS-Streumuster von C6/6 : DPPC = 1:10 bei 25 °C und 50 °C gleichen stark den Streumustern
von reinem DPPC bei gleicher Temperatur. Bei 25°C liegen die DPPC-Acylkettenreflexe bei
go(110) = 1.4528 A" und g,(020) = 1.5211 A" und sind im Vergleich zu DPPC-Membranen um ca.
0.02 A" zu hoheren go-Werten verschoben. Auch der Azimutwinkelbereich der beiden Reflexe ist
sehr dahnlich dem von DPPC und, damit sind die DPPC-Acylketten des Gemisches dhnlich gepackt wie
bei DPPC-Membranen in der Ls-Phase. Ein zusdtzlicher Streubeitrag des Mesogens oder einer
zweiten lamellaren Phase kann nicht beobachtet werden.

0 02 04 1 1.5 1 12 14 16

q /A? q /A? q, /A1 q, /A?

Abbildung 61. GIXD Aufnahmen (SAXS- und WAXS-Bereich unterschiedlich skaliert) orientierter Multischichten von
C6/6 : DPPC = 1:10 bei 25 °C (A), 50 °C (B) und 99 % RH.

In der L,-Phase (50 °C) tritt lediglich ein Halo fluider Alkylketten bei g,=1.4101A™" auf. Das
zugemischte C6/6 hat auf die Hauptumwandlung und die Packung der CH,-Segmente der DPPC-
Acylketten in beiden Phasen keinen Einfluss. C6/6 ist mit DPPC-Membranen in beiden Phasen
mischbar, und die Mesogenmolekiile sind wahrscheinlich homogen in der Membran verteilt.

3.2.6.4 Zusammenfassung Cm/n-PC-Gemische (Réntgenexperimente)

Die Gemische C12/12:DPPC=1:x (mit x=10; 4) wurden als Kapillarprobe mittels
Pulverdiffraktometrie untersucht. Zusatzlich wurden Cm/n-Gemische mit DPPC bzw. DOPC sowie
reines C12/12 mittels Rontgenreflektivitat bzw. GIXD unter Verwendung von Synchrotronstrahlung
am DESY untersucht. Die Gemische wurden jeweils bei Temperaturen vor und nach jeder
thermotropen Umwandlung (DSC) im Temperaturbereich zwischen 25 °C und 80 °C untersucht.

Die Pulverdiffraktometriemessungen der Gemische C12/12 : DPPC = 1:x (mit x = 10; 4) belegen, dass
flr T > T,, geordnete lamellare Phasen mit leicht verdnderter Alkylkettenstruktur existieren und erst
in der Hochtemperaturphase die Bildung einer gemischten fluiden Phase einsetzt. Die DPPC-
Acylketten der Gemische scheinen ahnlich wie bei DPPC-Membranen in einer pseudo herringbone-
Packung angeordnet zu sein.

Der Cm/n-Vertreter mit den kirzesten Ketten C6/6 zeigt keine gravierende Beeinflussung des
bekannten DPPC-Membranverhaltens. Die gebildeten lamellaren Aggregate zeigen im SAXS- und
WAXS-Bereich die gleichen Streumuster wie die reinen DPPC-Membranen. Auch die thermotrope
Umwandlung bei 42 °C mit den damit verbundenen Anderungen der Membranfluiditat ist zu
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beobachten. Gemische der langerkettigen Mesogene C12/12 bzw. C18/18 mit DPPC bilden ebenfalls
lamellare Schichten. Allerdings zeigen alle diese Gemische im SAXS-Bereich eine Entmischung und
Bildung zweier verschiedener, unabhangig streuender Bischichtaggregate. Wie aus den Daten der
zusatzlich eingesetzten Messtechniken (DSC, LSFM, ATR, Fluoreszenzdepolarisation) zu schlieRen ist,
ist eine makroskopische Entmischung auf der grofRen Langenskala in zwei unterschiedlich dicke
Bischichten wahrscheinlich. In Abhadngigkeit von der Temperatur existieren also jeweils eine diinnere
und eine dickere Membran. In der Hochtemperaturphase zeigen die Gemische C12/12 : DPPC = 1:x
(mit x = 10; 4) nur einen Lamellentyp. C12/12 : DPPC = 1:10 bildet dabei eine homogen gemischte L,-
Phase. Bei der 1:4-Probe tritt eine praparationsbedingte Entmischung auf Grund der geringen
Loslichkeit des C12/12 in CHCI5/TFE auf. Diese Prdparationsartefakte treten auch beim sonst fluiden
Gemisch C12/12 : DOPC =1:10 auf. C18/18 : DPPC =1:10 bildet in der Hochtemperaturphase zwei
Membranen unterschiedlicher Dicke, und auch im WAXS-Bereich sind scharfe Reflexe zu beobachten,
die geordnete Strukturen anzeigen. Zusatzlich sind in den GIXD-Bildern punktférmige Reflexe im
reziproken Raum, auBerhalb des Meridians, zu sehen, die auf eine 2D-Uberstruktur (SAXS) oder ein
3D-Gitter (SAXS und WAXS) hinweisen. Fir T < T,qy weisen die Reflektivitdtskurven nicht auf eine
Phasenseparation hin, allerdings ist durch die Gbrigen Messmethoden eine Entmischung des Systems
belegt. Die verschiedenen Domanen sind in z-Richtung nicht hinreichend korreliert, um bei
Reflektivitatsmessungen zwei unterschiedliche Lamellentypen zu zeigen.

Die Lange der lateralen Alkylketten der Mesogene hat also erheblichen Einfluss auf das
Mischungsverhalten der Mesogene mit DPPC. So bilden Mesogene mit kurzen lateralen Ketten
(C6/6), bei denen offenbar der stérende Einfluss der lateralen Ketten auf die Packung klein ist, eine
homogene Mischung mit PC. Die fir die DPPC-Ls-Phase (bliche Acylkettenpackung und das
thermotrope Verhalten bleiben erhalten. Langere laterale Ketten (C12/12 bzw. C18/18) verursachen
eine Entmischung wund ein verdndertes thermotropes Umwandlungs- und Acylketten-
Packungsverhalten. Je langer die Cm/n-Alkylketten sind und damit je sterisch anspruchsvoller der
Einbau der Mesogene in eine Lipidmembran wird, desto starker tritt die Phasenseparation zum
Vorschein. Diese Aussage wird von allen bisher besprochenen, bildgebenden Methoden gestiitzt.

Die Peakpositionen der Reflektivitatskurven und damit die Elektronendichteprofile sind abhangig
vom Hydratationsgrad der Membran und deren Prdparationsmethode bzw. Probenform. So
unterscheiden sich Daten von orientierten Multischichten und Kapillarproben merklich voneinander.
Daher und wegen der prdparationsbedingten Besonderheiten bei den Messungen an orientierten
Proben, ist die Vergleichbarkeit der Pulverdiffraktometrie- und Synchrotronmessungen nur bedingt
gegeben. Der Trend der Peakpositionsdnderung in Abhangigkeit von Temperatur und Gehalt an
Mesogen ist allerdings bei beiden Methoden dhnlich.
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3.3 Zusammenfassung Cm/n und Em/n

Die X-formigen Mesogene der Klasse Cm/n und Em/n sind in den organischen Losungsmitteln CHCl;,
TFE und Essigester 16slich, wobei sich teilweise durch rr-r-Wechselwirkungen Aggregate bilden und
damit keine Losung im eigentlichen Sinne vorliegt.”” Mit Wasser bilden die Mesogene keine
lyotropen Phasen und sind unl6slich.

Obwohl die Cm/n-Mesogene als Reinsubstanzen keine lyotropen Phasen in Wasser bilden, lassen sie
sich in Phospholipidmembranen einbauen.

TEM-Aufnahmen zeigen, dass Gemische der langkettigen Verbindungen C12/12 bzw. C18/18 mit
DPPC im Verhéltnis 1:10 vesikuldre Strukturen ausbilden, wahrend bei einem Mischungsverhaltnis
1:4 die Bildung planarer Schichten favorisiert wird und runde Vesikelstrukturen destabilisiert werden.

LSFM-Untersuchungen stlitzen die Befunde der TEM-Aufnahmen und liefern die zusatzliche
Information, dass die Vesikel der 1:10-Gemische aus C12/12 bzw. C18/18 mit DPPC makroskopisch
phasensepariert sind. Im Zweifarbexperiment (Kanal 1: 0.5 Gew.-% Rh-DHPE, Kanal 2: Fluoreszenz
von Cm/n) wird deutlich, dass die Areale der Fluoreszenz der Mesogene und die der Markerlipide
raumlich gut getrennt sind. Dabei treten oft Doméanen in der Form sechsstrahliger fraktal-verzweigter
Sterne verschiedener GréRe auf, in denen Cm/n angereichert ist. Bei héheren Mesogengehalten
(C12/12 : DPPC=1:4) sind planare bzw. gewellte Schichten zu sehen, die ebenfalls eine
Phasenseparation zeigen. C6/6, mit den kurzesten Alkylketten, verhalt sich grundlegend anders. Die
Gemische von C6/6 mit DPPC im Verhaltnis 1:10 und 1:4 bilden gemischte GUV mit colokalisierten
Fluorophoren. Es ist eine starke Tendenz zum Bleichen des Rh-Farbstoffes zu verzeichnen, was auf
die Nahe der beiden Fluoreszenzmarker in der Mischung zurilickgefiihrt werden kann. Die genaue
Ursache des Bleichens konnte aber nicht abschlieRend geklart werden. Die Mischbarkeit der
Mesogene Cm/n mit DPPC hangt stark von der Linge der lateralen Alkylketten ab. C6/6 mit kurzen
Ketten zeigt eher eine Mischbarkeit, wohingegen bei C12/12 bzw. C18/18 mit DPPC eine
makroskopische Phasenseparation auftritt. Die lateralen Cm/n-Alkylketten st6ren also den Einbau
der Mesogene in die Lipidmembran, und dieser Trend scheint mit steigender Kettenlange zu
wachsen, da die GroRRe der mesogenreichen Doméanen mit der Lange der Alkylketten wéchst.

Auch das Gemisch E12/12 : DPPC = 1:10 zeigt trotz des verkiirzten Molekiilriickgrates des E12/12
eine deutliche Phasenseparation. Damit kann die Entmischungstendenz auf die Lange der flexiblen
lateralen Ketten und nicht auf die MolekilriickgratgréRe zurtickgefiihrt werden. Die Molekule Cm/n
und E12/12 bilden in der Volumenphase eine thermotrope flissigkristalline Mesophase vor dem
Schmelzen. C12/12 und C18/18 zeigen colp-Phasen und E12/12 eine nematische Mesophase. Es
scheint, als wirde die Form der mesogenreichen Doméanen in den GUV (Cm/n : DPPC = 1:10) mit dem
Packungsmodus der Mesogene in ihrer flissigkristallinen Phase zusammenhangen.

Bei Gemischen der Molekiile Cm/n mit DOPC, welche bei Raumtemperatur fluide Membranen bilden
(T, =-20°C), zeigen sich ausschlieBlich runde gemischte GUV. Beide Farbstoffe sind colokalisiert,
wobei sich mit dem polarisierten Anregungslicht fiir die Mesogenfluoreszenz eine periodische
Fluoreszenzintensitatsvariation entlang der GUV-Meridiane ergibt. Dem Effekt liegt eine Orientierung
der Cm/n-Molekiile in der Membran zugrunde. Es ergibt sich ein maximaler Tiltwinkel der
Molekiilrickgrate von ca. 45° relativ zur Membrannormale.

Die mit Fluoreszenztechniken beobachtete Entmischung konnte mittels DSC-Messungen untermauert
werden. Die Thermogramme der Gemische von Cm/n bzw. E12/12 mit DPPC bzw. DMPC zeigten
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immer einen Hauptumwandlungspeak bei T, der reinen Lipidmembran, deren Position bei
steigendem Mesogengehalt nahezu unverandert blieb. Zuséatzlich waren bis zu drei Umwandlungen
bei hoheren Temperaturen zu sehen. Offensichtlich gibt es eine Phasenseparation in eine lipidreiche
(Umwandlung bei T,) und mindestens eine mesogenreiche Phase (Zusatzumwandlungen). Die
Umwandlungsenthalpie der Hauptumwandlung sinkt viel schneller als der Gehalt an Lipid im
Gemisch, woraus geschlossen werden kann, dass ein nicht unerheblicher Teil des Lipides in den
Mesogendomdnen lokalisiert ist. Die Affinitdit der Mesogene zu den PCs ist von den
Alkylkettenlangen beider Molekile abhingig. Gemische des kurzkettigen C6/6 mit DPPC weisen keine
intensive  Zusatzumwandlung auf, die gleichen Gemische mit DMPC zeigen intensive
Zusatzumwandlungspeaks. Bei C12/12 mit langeren Alkylketten ist eine Entmischung mit PCs mit
langeren Acylketten deutlicher. Bei vielen Proben blieb die Vorumwandlung der lipidreichen Phase
(Lp zu Pg) auch bei héherem Mesogengehalt in der Probe erhalten, was darauf hinweist, dass die
Struktur der lipidreichen Phase kaum verandert ist und diese nur sehr wenig Mesogen enthalt.

Mit Hilfe der FT-IR-Spektroskopie konnten die im DSC beobachteten Uberginge teilweise zugeordnet
werden. Die Lage der v,/(CD,)-Banden des Lipides (DPPC-ds,) dndert sich im Temperaturbereich von
T, bis zu den Zusatzumwandlungen (Uberginge von all-trans- zu gauche-Acylketten). Eine
systematische Anderung der v(CH,)-Banden des Mesogens ist in keinem Fall zu verzeichnen, und
damit sind die lateralen Mesogen-Alkylketten Gber den gesamten Temperaturbereich ungeordnet.
Durch Verwendung von orientierten Multischichten auf einem ATR-Kristall und polarisiertem IR-Licht
konnten Informationen Uber die Orientierung der Molekilriickgrate der Mesogene relativ zur Kristall-
bzw. Membrannormale gewonnen werden (Auswertung der Ringschwingungsbanden bei 1518 cm™
bzw. 1607 cm™). Fiir C12/12 : DPPC = 1:4 ergibt sich eine hohe Ordnung der Mesogene. Es kann
allerdings wegen der Phasenseparation nur eine mittlere Orientierung der Mesogen-MDs von 0 = 27°
bestimmt werden. Fur die fluide Membran aus C12/12 : DOPC =1:10 wurde der Tiltwinkel der
C12/12-Riickgrate in guter Ubereinstimmung mit den LSFM-Untersuchungen zu 6 = 41° bestimmt.

Durch temperaturabhingige Fluoreszenzdepolarisationsmessungen, bei denen die Mesogene als
Fluorophor dienten, konnte fur Cm/n : DPPC = 1:X (mit m=n=12; 18 und X = 10; 4; 1) ein Abfall der
Fluoreszenzanisotropie zusammen mit den thermotropen Zusatzumwandlungen (DSC) festgestellt
werden. Somit sind die Zusatzumwandlungen im DSC korreliert mit der Mobilisierung der Mesogene
innerhalb der Membran. In der Hochtemperaturphase, oberhalb aller thermotropen Umwandlungen,
zeigen die Mesogene eine hohe Mobilitdt innerhalb der Membran. Es existiert offenbar eine
gemischte L,-Phase.

Eine wichtige Erkenntnis zum Phasenseparationsverhalten der Cm/n-DPPC-Systeme liefern
Réntgenuntersuchungen. So konnte gezeigt werden, dass es fur die Gemische Cm/n : DPPC=1:10
(mit m=n=12; 18) zu einer makroskopischen Entmischung in zwei verschiedene, unterschiedlich
dicke Bischichtsysteme kommt. In der Hochtemperaturphase liegt fiir C12/12 : DPPC = 1:10 wieder
eine einzige Membranspezies vor und die Acylketten sind ungeordnet (Halo im WAXS), wahrend fur
C18/18 : DPPC = 1:10 weiter eine laterale Entmischung innerhalb der Membran besteht. Flr letzteres
Gemisch wurden im SAXS-Bereich zusatzliche punktuelle Reflexe gefunden, welche die Indizierung
eines 2D- oder 3D-Gitters rechtfertigen. C6/6 : DPPC = 1:10 (C6/6 mit den kirzesten Alkylketten)
hingegen zeigte ein dhnliches Streuverhalten wie reine DPPC-Membranen, und so existieren bei 25 °C
um ca. 30° geneigte DPPC-Acylketten in all-trans-Konformation bzw. oberhalb von 42 °C nur
ungeordnete, fluide Alkylketten.
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Die X-formigen Mesogene sind bolaamphiphilartig und als solche potentiell mit Phospholipiden
mischbar. Doch je langer die laterale Alkylkette der Amphiphile wird, desto mehr ist die
Bolaamphiphilarchitektur gestort und die Molekiile neigen zur Phasenseparation im Gemisch mit
Phospholipiden. Die gebildete mesogenreiche Phase besteht aus dicht gepackten Mesogenmolekiilen
(m-mt-Wechselwirkungen), deren Molekilriickgrate im Mittel parallel zur Membrannormalen
orientiert sind. Es sind mehrere Modelle zur Erklarung der Packung der Mesogene und der
resultierenden dendritischen Domanenstruktur (LSFM) moglich. Die Mesogene kdnnten sich an den
Defektlinien der DPPC-Mosaikdomanen (Gelphasen), die beim Abkiihlen nach Praparation bei hohen
Temperaturen (oberhalb T,,) gebildet werden, anreichern. Dies hatte aber ein zufalliges Netzwerk
mesogengefiillter Risse zur Folge anstelle der reguldaren Sterndomanen mit hexagonaler Symmetrie.
Diese hexagonale Symmetrie konnte durch die Ordnung der DPPC-Acylketten hervorgerufen sein,
welche in unmittelbarer Umgebung der Mesogene kristallisieren (all-trans-Konformation mit ca. 30°
Neigung zur Membrannormalen, wurde eingefiihrt von De Almeida et al. als ,Solid Docks“-

13%) | Dafiir musste eine hexagonale Acylkettenpackung (Zeit- und Ortsmittel) statt der

Hypothese
Gblichen orthorhombischen Symmetrie vorliegen. Die lokale Kristallisation in der Ndhe der Mesogene
wird durch die Tatsache bestarkt, dass die Umwandlung der DPPC-Acylketten (Ls- zu L,-Phase) in der
mesogenreichen Phase bei T,;s zu viel hoheren Temperaturen als T, verschoben ist. Da die
Mesogenriickgrate lber m-m-Wechselwirkungen miteinander in Interaktion stehen, ist es moglich,
dass diese ausgedehnte Filamente bilden, die zusatzlich durch intermolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Mesogenkopfgruppen stabilisiert werden. Benachbarte
Filamente waren durch die Mesogenalkylketten, welche in Wechselwirkung mit DPPC-Acylketten
treten, voneinander getrennt. Die starren Filamente verbinden und stabilisieren gréBere DPPC-
Domdnen (Lg-Phase) und sorgen fir eine runde glatte

Bienenwaben . . T
gefullt mit DPPC Vesikelgestalt anstelle der fiir DPPC-Gelphasen (blichen

und den lateralen
Seitenketten der
Mesogene

facettierten Membran. Die sechszdhlige Symmetrie der
Mesogendomdnen koénnte aus der Zusammenlagerung der
Filamente zu einem regelmafligen hexagonalen Netzwerk
resultieren. Ein Modell, welches alle genannten Annahmen
enthélt, ist in Abbildung 62 dargestellt. Die resultierenden
Bienenwaben enthalten die lateralen Alkylketten der Mesogene
und immobilisierte DPPC-Molekiile. Die Bildung polygonaler
Bienenwabenstrukturen ist eine bekannte Organisationsform der

X-formigen Mesogene (Reinsubstanz) in der thermotrop
68,139-141

Bienenwabenwand
bestehend aus
Mesogenstapeln
(n—n-Stapelung)

flissigkristallinen Phase. Das Wechselwirkungsmodell ist

wahrscheinlich, obgleich noch weitere Informationen zur
mesoskaligen Struktur notwendig sind, um es zu stiitzen.

Abbildung 62. Packungsmodell fiir Cm/n-
Mesogenebei Wechselwirkung mit PC-
Membranen; makroskopische Entmischung;
hexagonale Bienenwabenstruktur (Schnitt
senkrecht zur Membrannormale).
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4 Seitenkettenmodifizierte X-formige Polyphile der Klasse Bm/n

Ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses der Affinitat
modifizierter lateraler Ketten der X-formigen Mesogene auf deren lyotrope Eigenschaften sowie
deren Mischungsverhalten gegentiber PC in Membranen. Analog zu den Cm/n-Amphiphilen bestehen
die Bm/n-Mesogene aus einem Oligo-(Phenylen-Alkinylen)-Grundgeriist und zwei Glycerol-
Kopfgruppen. Der zentrale Phenylring tragt eine Alkyl- und eine Semiperfluoralkykette in para-
Stellung. Die Bm/n-Mesogene weisen hydrophile (Kopfgruppen), lipophile (Ruckgrat und laterale
Alkylkette) und fluorophile (laterale Perfluoralkylkette) Molekilteile auf und gehoéren nach
Tournilhac et al. zur Klasse der Polyphile (triphil, Abbildung 63).>* Perfluoralkylketten weisen eine
helikale Anordnung auf und sind dadurch im Vergleich zu Alkylketten starr und wenig beweglich.142
Um die notige Flexibilitat fur den Einbau der Polyphile in Lipidmembranen zu gewahrleisten, sind die
Perfluoalkylketten mit einem C,-Alkylspacer am zentralen Phenylring mittels Etherbindung verknipft
(Semiperfluoralkylkette).

Ruckgrat: lipophil / rigide

fluorophil /
rigide-flexibel

hydrophil

hydrophil CE
‘A

Abbildung 63. Aligemeine Struktur der X-férmigen Bolapolyphile der Klasse Bm/n; variable Lange der lateralen Alkylkette
(m = 18; 16) bzw. der durch C,-Spacer am Grundgeriist veretherten Perfluoralkylkette (n = 6; 10).

Analog zu den Bolaamphiphilen Cm/n bilden die Bolapolyphile Bm/n als Reinsubstanz vor dem
Schmelzen col,..-Mesophasen (Abbildung 6B). Eine Ubersicht der verwendeten Bolapolyphile und
deren thermotropes Mesophasenverhalten gibt Tabelle 3.

4.1 Spektroskopische Eigenschaften

Da die zentrale Struktur (Riickgrat und Kopfgruppen) der Bm/n-Mesogene der der Cm/n-
Verbindungen entspricht, treten die aus der Struktur des Molekiilriickgrates resultierenden
Eigenschaften bei den Molekiilen Bm/n ebenfalls auf. Da die Perfluoralkylkette durch den C,-
Alkylspacer hinreichend weit vom Grundgeriist entfernt ist, haben die Fluoratome dieser Kette nur
einen vernachlassigbar kleinen Einfluss auf die elektronische Struktur des Molekiilriickgrates. Die
Bm/n-Verbindungen sind wie die Cm/n-Mesogene als Feststoff intensiv gelb gefarbt und |6slich in
CHCl;, TFE und Essigester, wobei die Losungen ebenfalls eine intensiv gelbe Farbe und blauliche
Opaleszenz aufweisen. Die Opaleszenz deutet darauf hin, dass Aggregate der Polyphile und keinen
solvatisierten Einzelmolekile im organischen Losungsmittel vorliegen. Die Bm/n-Mesogene zeigen
eine Fluoreszenz mit Anregungsmaxima bei A°* =333 nm und A% =380 nm (UV/VIS-Absorption,
Abbildung 64A) und einem breiten Emissionsbereich zwischen 400 nm und 525 nm. Die
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Fluoreszenzmaxima liegen, unabhingig davon, ob mit A** oder A% angeregt wird, bei A°™ = 425 nm
und A"’ =447 nm (Abbildung 64A). Die Bm/n-Mesogene kdénnen somit in fluoreszenz-
spektroskopischen bzw. fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen als Fluorophor verwendet
werden.
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Abbildung 64. A: UV/VIS- (schwarz) und Fluoreszenzspektrum (rot) von B18/6 (c = 108 M in CHCIl;); die griine gestrichelte
Linie markiert die Anregungswellenlinge fiir LSFM-Experimente; B/C: Ergebnisse der DFT-Rechnungen
(Energieminimierung: B3LYP, 6-311G(2p,2d)) fiir das Molekiilfragment HO-C,Hg-CcF,3: geometrieoptimierte Struktur mit
Blick auf die Lidngsachse des Molekiils (B) bzw. entlang des C-Geriistes (C); D: berechnetes IR-Spektrum von C4/4
(schwarze Linie, aus Abbildung 39), experimentelles IR-Spektrum von B18/6 (blaue Linie, trockener B18/6-Film auf Si-
ATR-Kristall) und IRRA-Spektrum eines B18/6-Filmes an der Luft/Wasser-Grenzfliche (rote Linie); markierte
Besonderheiten: Bandenpositionen der B18/6-Ringschwingungen (griine vertikale Striche, berechnet fiir C4/4);
Bandenpositionen der CF-Schwingungen des Molekiilfragmentes HO-C,Hz-CgH,; (schwarze vertikale Striche), Bereiche, an
denen die Banden der CF,-Schwingungen isoliert von denen der Ringschwingungen auftreten (blaue Ellipsen);
experimentelle Spektren bei 20 °C aufgenommen.

Fir die B18/6-Polyphile sind wegen der gleichen Riickgratstruktur die gleichen Banden der IR-aktiven
Ringschwingungen wie bei C12/12 vorhanden. Diese wurden mit Hilfe von DFT-Rechnungen am
Modellmolekil C4/4 zugeordnet (siehe oben, S.50, Abbildung 39). Die Intensitat der CH,-
Schwingungen variiert mit der Anzahl an CH,-Segmenten m der lateralen Alkylkette. Fir trockene
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B18/6-Filme (ATR) sind im ATR-FTIR-Spektrum CF,-Banden zu finden (Abbildung 64D, blaue Linie). Die
Lage der CF,-Banden (1120 cm™® - 1365 cm™)*? fir B18/6 wurde via DFT-Energieminimierung (B3LYP,
6-311G(2p,2d), GAUSSIANO3)®' der lateralen Semiperfluoralkylkette HO-C,Hg-CsF13 von B18/6
(Struktur in Abbildung 64B/C und Bandenlagen: schwarze vertikale Striche in Abbildung 64D) aus den
Kraftkonstanten der Bindungen bestimmt. Da weder das Molekilriickgrat, noch die Kopfgruppen,
oder die andere laterale Alkylkette Einfluss auf die Lage der v(CF,)-Banden haben, wurde zu deren
Bestimmung lediglich die Semiperfluoralkylkette geometrieoptimiert, um Rechenzeit zu sparen. Die
Perfluoralkylkettenldange n hat kaum Einfluss auf die Lage der v(CF,)-Banden. Die CF,-
Schwingungsbanden sind teilweise im gleichen Spektralbereich wie die Ringschwingungen zu finden.
Eine eindeutige Zuordnung der Banden im experimentellen ART-FTIR-Spektrum von B18/6 in diesen
Bereichen ist damit schwierig. Zwei CF,-Schwingungen sind spektral gut separiert (blaue Ellipsen in
Abbildung 64D). Allerdings sind die Ubergangsdipolmomente der C-F-Schwingungen gering,** und
die Banden in IRRAS-Spektren von B18/6 (rote Linie in Abbildung 64D) oder ATR-FTIR-Spektren von
wassrigen Gemischen aus Bm/n und PC nicht zu sehen.

Die geometrieoptimierte Semiperfluoralkylkette HO-C,Hg-CsF13 weist fiir das C,-Alkylfragment eine
all-trans-Konformation (Abbildung 64B) und fiir den perfluorierten Molekdlteil eine helikale Struktur
(Abbildung 64C) auf. Das C-Geriist der Perfluoralkylkette nimmt keine all-trans-Anordnung ein, da auf
Grund der GroRe der F-Atome keine coplanare Anordnung der CF,-Segmente vorliegen kann. So
existiert fur die Perfluoralkylkette eine helikale Struktur, wobei liberndchste CF,-Segmente um ca 30°
gegeniiber einer all-trans-Anordnung gedreht sind. Mit TD-DFT-Rechnungen” wurden die
Rotationsbarierren der C-C-Bindungen fir die Semiperfluoralkylkette bestimmt. Die CX,-CX,-
Rotationsbarrieren fiir den —CgF,3-Rest sind deutlich groRer als fiir den —C,Hs-Kettenteil.
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4.2 Lyotropes Verhalten der X-formigen Polyphile Bm/n
Alle untersuchten Vertreter der Klasse Bm/n sind nicht in Wasser 16slich und bilden keine lyotropen
Phasen. Sie sind jedoch grenzflachenaktiv und bilden Filme an der Luft/Wasser-Grenzflache.

4.2.1 Langmuirfilme

Die Filme aller Bm/n-Mesogene an der Luft/Wasser-Grenzflache verhalten sich im Prinzip relativ
dhnlich. Das generelle Verhalten soll an der Substanz B18/6 ausfiihrlich dargelegt werden und fiir die
anderen Mesogene vergleichend diskutiert werden.

-1

7/ mMNm

—B18/6

04{—s1s/10

——B16/10

50 100 150 200
A__ 1 A2 Molekul

Abbildung 65. Mitte: Kompressionsisothermen der Filme von B18/6 (schwarz), B18/10 (rot) und B16/10 (griin),
Viompr = 2 A? Molekiil™ min'l; Tafel 1 - 5: BAM-Aufnahmen des B18/6-Filmes (bei Tafel 5 wurde der Kontrast nachskaliert);
Tafel I - 11l: BAM-Aufnahmen des B16/10-Filmes; jeweils bei den in der Isotherme gekennzeichneten A,,,,.

B18/6-Filme
B18/6 bildet auf der Wasseroberfliche stabile Filme bis zu hohen Oberflichendriicken von
n=68mNm’. Der Lift-off erfolgt bei 184 A?Molekal™ (Abbildung 65, schwarze Kurve), was
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ungeféhr der Flache des Molekdlrlickgrates entspricht. Die B18/6-Molekdle liegen bis zum Lift-
off offenbar flach auf der Wasseroberflaiche. Nach dem ersten Anstieg ist ein ausgedehntes
Plateau zwischen 133 A% Molekil™ (16.9 mN m™) und 78.5 A*> Molekil™ (17.6 mN m™, Tabelle 8)
zu verzeichnen. Die molekulare Flache halbiert sich bei der Kompression, was auf die Bildung

145-149

einer molekularen Doppelschicht hindeutet (Schema in Abbildung 65A/B).

Bei Kompressionsgeschwindigkeiten von viomer > 2 A? Molekiil™ min™® kommt es zum Kollaps des
fragilen Filmes nach dem zweiten Anstieg bei ca. 50 A* Molekdl™ (40 mNm™). Wird mit
Geschwindigkeiten von <2 A> Molekill™ min™ komprimiert, kann ein zweites (Pseudo-)Plateau
zwischen 53 A% Molekdl™ (38.1 mN m™) und 36.9 A> Molekil™ (40.1 mN m™) beobachtet werden. Der
Oberflachendruck steigt im 2. Plateaubereich gering an. A, wird im zweiten Plateau um 30 %
reduziert. Moglicherweise wird im zweiten Plateau eine molekulare Vierfachschicht gebildet. Bei
weiterer Kompression kommt es zum Kollaps bei 68.1 mN m™ (33.4 A> Molekul™).

Simultan zur Kompression aufgezeichnete BAM-Aufnahmen (Abbildung 65, Tafeln 1-5) zeigen vor
dem Lift-off (200 A> Molekiil*) einen noch nicht geschlossenen (monomolekularen) Film (Tafel 1). Die
dunklen Areale im Bild reprasentieren die unbedeckte Wasseroberflache. Helligkeitsunterschiede im
Bereich des ersten Anstiegs bei 162 A%>Molekil™ (8.1 mNm?, Tafel 2), die von
Brechungsindexdifferenzen verschieden orientierter Domanen oder die beginnende Bildung einer
Doppelschicht verursacht sein kénnen, weisen auf das Vorliegen eines heterogenen Filmes hin. Zu
Beginn des ersten Plateaus (134 A”> Molekil™, 18 mN m™, Tafel 3) sind auf den BAM-Aufnahmen
Areale mit zwei verschiedenen Helligkeitsgraden zu erkennen. Die dunkleren Bereiche bedecken fast
die gesamte Flache homogen und sind auf einen geschlossenen, flachendeckenden
(monomolekularen) Film von B18/6 zuriickzufiihren. Die schmalen helleren Areale reprisentieren die
sich bildende Doppelschicht. Mitten im Plateau bei 115 A> Molekiil™ (18 mN m™, Tafel 4) ist die
Bildung der B18/6-Doppelschicht deutlich vorangeschritten. Sie nimmt groRe Teile der Gesamtflache
ein und bildet undefinierte Schlieren. Bei 71 A*> Molekil™ (23 mN m™, Tafel 5) ist die Probe homogen
mit einer molekularen Doppelschicht bedeckt. Der Kontrast der Aufnahme in Tafel 5 (Abbildung 65)
wurde herabgesetzt, so wirkt der Film dunkler, ist aber von gleicher Helligkeit (Brechungsindex und
Filmdicke) wie die Doppelschichtareale in Tafel 4.

B16/10-Filme

Die m-A,or-Isotherme von B16/10 ist sehr dhnlich der von B18/6. Der Lift-off ist bei etwas kleinerer
Ao als bei B18/6 zu verzeichnen (164.2 A’> Molekiil™'; Abbildung 65, griine Kurve; Tabelle 8). Der
Unterschied in der Lift-off-Fliche muss bei flach auf der Luft/Wasser-Grenzflache liegenden
Molekillen auf den unterschiedlichen Platzbedarf der lateralen Ketten zuriickzufiihren sein. Die
Semiperfluoralkylkette von B16/10 ist um die Einheit (CF,), langer und die laterale Alkylkette um eine
(CH,),-Einheit kirzer als bei B18/6. Damit erhoht sich die Gesamtzahl der C-Atome der lateralen
Ketten um zwei. Perfluoralkylketten haben auf Grund der voluminéseren F-Atome zusatzlich einen
héheren Volumenbedarf. Da die Lift-off-Flache von B16/10 aber kleiner ist als bei B18/6, missen die
lateralen Ketten besser geordnet (all-trans-Konformation fiir die Alkylkette) oder in Richtung der
Grenzflachennormale orientiert sein. Nach dem ersten Anstieg folgt ebenfalls ein Plateau zwischen
118.7 A’ Molekil™ (16.5 mN m™) und 67.1 A Molekil™ (17.9 mN m™), was im Vergleich zu B18/6
ebenfalls zu kleineren Flachen verschoben ist. Der B16/10-Film kollabiert bei vergleichbaren /A,
Werten (39.7 A*> Molekil, 46.5 mNm™) wie B18/6 bei Viomp =2 A* Molekil™ min™. Filme von
B16/10 sind im Bereich 118 A> Molekil™ bis 67 A*> Molekil™ nicht stabil und r sinkt bei zu geringer
Kompressionsgeschwindigkeit bzw. Kompressionsstopp schnell ab.

89



Bm/n: Langmuirfilme

Die parallel zur Kompression aufgenommenen BAM-Bilder belegen, dass bei grolRen A,,,; vor dem Lift-
off (174 A? Molekil™, Tafel [) ein nicht geschlossener Film auf der Wasseroberflache existiert. Die
dunklen Flachen sind auf unbedeckte Wasserareale zurtickzufiihren. Obwohl im ersten Anstieg
bereits Wechselwirkungen zwischen den B16/10-Molekiilen bestehen und die Aufnahme kurz
vor dem Koexistenzbereich gemacht wurde (123 A? MolekUI'l, 13.4 mN m'l, Tafel 1), sind noch
ausgedehnte freie Wasserflachen zu sehen. Im Plateau bei 96 A? Molekil™ (13.9 mN m™, Tafel I11)
existiert eine geschlossene Schicht auf der Wasseroberflache, die von hellen Streifen durchsetzt
ist, welche von einer entstehenden Doppelschicht gebildet werden.

B18/10-Filme

B18/10 welches die Alkylkettenldnge des B18/6 und die Semiperfluoralkylkettenlange von B16/10
aufweist, zeigt eine andere Kompressionsisotherme. Der Lift-off erfolgt bei sehr kleinen
Amos = 89.2 A2 Molekul?, obgleich fur flach auf der Wasseroberflache liegende B18/10-Molekiile in
einem monomolekularen Film ein deutlich groRerer Flachenbedarf erforderlich ware (Abbildung 65,
rote Kurve; Tabelle 8). Die Lift-off-Flache von B18/10 ist ungefdhr halb so groR wie die von B18/6-
Filmen. Die B18/10-Molekile scheinen bereits vor dem Lift-off anders angeordnet zu sein als die
Ubrigen Vertreter der Klasse Bm/n. Moglicherweise stehen die Molekile aufrecht auf einer
Kopfgruppe. Der Film ist bis zu sehr kleinen A, stabil und kollabiert erst bei 10.9 A> Molekiil*, wobei
der Kollapsdruck ahnlich wie bei den anderen Bm/n-Filmen ist (50.7 mN m™). Die Isotherme zeigt
zwei Plateaus, von denen das bei Kompression friiher erreichte eher ein Pseudoplateau oder einen
Knickpunkt mit kontinuierlich weiter steigendem 7 darstellt. Es erfolgt nur eine kleine Anderung der
A, weswegen wahrscheinlich ein Umordnungsprozess der Ketten die Ursache des Plateaus ist. Im
zweiten Plateau halbiert sich A,, von 64.2 A’ Molekul™ (18.6 mNm™) auf 32.1 A’ Molekil™
(18.2 mN m™), was auf die Bildung einer molekularen Doppelschicht hinweist. Wie bei den B16/10-
Filmen zeigt auch die Isotherme von B18/10 vor dem Mono- bzw. Doppelschicht-Koexistenzplateau
ein kleines Maximum, was auf die Ausbildung eines metastabilen Zustandes hinweist, der dann in die
thermodynamisch stabile Phase relaxiert.

Tabelle 8. Daten aus m-A,lsothermen von B18/6, B18/10 und B16/10; *Erreichen des zweiten Plateaus und des
Kollapspunktes sind abhéngig von der Kompressionsgeschwindigkeit: bei viop,r > 2 A% Molekiil™ min™ bildet der Film von

B18/6 kein 2. Plateau und kollabiert bei den kursiv gedruckten Werten; bei vkomp,SZAz Molekiil min™ wird ein
2. Plateau beobachtet und der Kollapspunkt liegt bei den normal gedruckten Werten.

B18/6 B18/10 B16/10
Amol/ ﬂ.’/ Amol ﬂ.'/ Amol/ l'l.'/
A* Molekal™  mNm?*  /A*Molekil? mNm?  A*Molekidl?  mNm?
Lift-off 184.0 - 89.2 - 164.2 -
1. Plateau —Anf. 133.0 16.9 80.5 9.4 118.7 16.5
1. Plateau — Ende 78.5 17.6 75.4 10.9 67.1 17.9
2. Plateau -Anf.”  53.0 38.1 64.2 18.6
2.Plateau-Ende  36.9 40.1 32.1 18.2
Kollaps 50.0/33.4° 49.0/68. 10.9 50.7 39.7 46.5
1

Obgleich also die absoluten Werte der Umwandlungen durch die Variation der Alkyl- bzw.
Semiperfluoralkylkettenlangen verschoben werden, ist das Verhalten der Bm/n-Filme bei
Kompression an der Luft/Wasser-Grenzfliche ahnlich. Es existiert immer ein Plateau zwischen
17mNm™ und 19mNm?, und es werden von allen Vertretern molekulare Doppelschichten
ausgebildet.
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4.2.2 IRRAS-Untersuchungen

Simultan zu den Filmwaagemessungen wurde der B18/6-Film mittels IRRAS untersucht. Wahrend
der Messung einer Kompressionsisotherme (1t = f(Ano)) wurden kontinuierlich Spektren bei
einem Einfallswinkel von 40° (p-polarisiertes IR-Licht) aufgenommen (Abbildung 66A). Neben den
prominenten positiven Wasserbanden (1OH)=3500cm™, 8(OH)=1650cm™) sind die CH,-
Schwingungen der lateralen Alkylketten (und des C;Hs-Kettenteils der Semiperfluoralkylketten)
und die Ringschwingungen des Molekiilriickgrates (Wring)=1518 cm™; 1607 cm™) zu
beobachten. Die CF,-Schwingungen sind wegen der geringen Intensitat nicht zu detektieren.

Die Lage der v,(CH,)-Schwingungsbande ist ein Charakteristikum fiir den Ordnungsgrad und die
Konformation der Alkylketten,'® und eine Auftragung der Bandenposition als Funktion von A,
wahrend der Kompression macht deutlich, dass die Bandenlage mit sinkendem A, verringert
wird (Abbildung 66B). Die Bande verschiebt sich von 2856 cm™ (177 A* Molekil™), ein Indiz fir
Alkylketten mit vielen gauche-Konformeren,ml’150 zu 2853 cm™ (66 A Molekil™) kurz vor dem
Kollaps. Die Verringerung der Wellenzahl deutet auf eine Reduktion des gauche-
Konformerenanteils hin. Nach dem Kollaps sinkt die Lage der vs(CH,)-Bande weiter bis auf
2850 cm™ (47 A? Molekijl'l), was auf eine all-trans-Konformation der Alkylketten hinweist.

A 80 2900 1800 1600 1400 1200
Wﬂl B 2857] B1ss6 l T :: n' 'D 1as
eof K | 2856 120
0 : 2855 105
404 Vouo(CH) £ 2854 120
| W L = 28531 cE—-1 0z
€ 20 é 28521 ¢ 110 3
v ~ es1] © 1s
O fmlS Ny o 2850] © " lo
> e . 75 7=A_ -Isotherme
4000 3500 3000 2500 2000 1500 :?,Z 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Wellenzahl / cm’™ — A, ! A Molekul™

Abbildung 66. A: IRRA-Spektren von B18/6-Filmen an der Luft/Wasser-Grenzfliche, aufgenommen wihrend
kontinuierlicher Kompression, Kasten: VergroRerung des CH,- und Ringschwingungsbereiches; B: Kompressionsisotherme
und Position der v,(CH,)-Bande als Funktion von A,,,;, Schemata der Alkylkettenanordnung; vi,m = 2 AZ Molekiil™* min™.

Die positiven VOH)- und 6(OH)-Banden des Wassers bei IRRA-Spektren sind ein Indiz fir die
Menge an verdrangtem Wasser durch den Film und kénnen zur Ermittlung der Schichtdicke eines
Filmes verwendet werden.™ Bei vier ausgewahlten Oberflachendriicken wurden
winkelabhangige IRRAS-Messungen mit p- und s-polarisiertem Licht und Einfallswinkeln zwischen
26°<0<70° durchgefiihrt. Folgende Punkte der Isotherme wurden gewahlt: erster Anstieg
(140 A’ Molekil™), Plateau (85 A* Molekil™), zweiter Anstieg (71 A% Molekiil™) und kurz vor dem
Kollaps (61 A? MolekUI'l). Zur Bestimmung der Schichtdicke des B18/6-Filmes wurde die
,Wasserbande” 1 OH) gefittet (Polarisatorgiite =0.007), und aus dem Fit der in-plane-
Ringschwingungsbande bei vj,(ring) = 1518 cm™ wurde die Orientierung der B18/6-
Molekulriickgrate relativ zur Wasseroberfliche ermittelt (a=13°). Zusatzlich konnten die
Ringschwingungsbanden bei v(CO)=1218 em™ (¢ =89°) und Ve CO)=1245cm™ (a =4.4°)
detektiert werden.
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Abbildung 67 zeigt Serien winkelabhangiger IRRA-Spektren eines B18/6-Films vor dem Kollaps
(Amor =60 A Molekﬁl'l) aufgenommen mit s- und p-polarisiertem Licht bei unterschiedlichen
Einfallswinkeln. Zur besseren Ubersichtlichkeit ist nur der Spektralbereich 1800 cm™ - 1100 cm™
dargestellt (fir vollstindige Spektren im Bereich 4000 cm™ — 1000 cm™ siehe Anhang, S. 2,
Abbildung 109). Die einfallswinkelabhingige Anderung der Form und Intensitit der Banden, vor
allem der Ringschwingungen, ist deutlich zu erkennen. Die Spektren mit p-polarisiertem Licht
weisen einen Vorzeichenwechsel der Bandenintensitdt der drei Ringschwingungsbanden von
negativ zu positiv in der Nahe des Brewsterwinkels auf. Die Bande Vvip,(ring) = 1518 cm™ wurde
gefittet und der Tiltwinkel des B18/6-Molekdilrlickgrates bestimmt. In Abbildung 68 sind die
Peakflachen (Integrale) der experimentellen (Symbole) und gefitteten (Linien) Spektren als
Funktion des Einfallswinkels geplottet.
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Abbildung 67. Serien winkelabhdngiger IRRA-Spektren eines B18/6-Filmes an der Luft/Wasser-Grenzfliche bei
60 A> Molekiil*  mit s- (oben) bzw. p-polarisiertem (unten) IR-Licht; Ausschnitt: 1800 em? - 1100em™;
Einfallswinkelbereich: 8 = 26° — 70°; relevante Schwingungen fiir die Analyse sind ausgewiesen.

Durch Fit der Bande vjy,(ring) = 1518 cm™ wurde fiir Anmo = 140 A% Molekil™ die Orientierung der
B18/6-Riickgrate mit einem Tiltwinkel von 8 = 89° relativ zur Grenzflichennormale bestimmt. Die
Molekilrickgrate liegen also flach auf der Wasseroberflache, wie bereits aus der Analyse der
Isotherme vermutet. Aus der Simulation der Wasserbande 1{OH) ergibt sich eine Schichtdicke von
d =0.96 nm. Die bestimmte Schichtdick ist erklarbar durch ein Phenylringmonolage (0.4 nm - 0.5 nm)
und einen Beitrag der lateralen fluiden Alkylketten (ca. 0.5 nm bei 140 A* Molekil™).* Die
Schichtdicken wurden mit dem Brechungsindex n=1.67 bestimmt. Dieser Wert wurde aus einem
gemeinsamen Fit von n und d abgeschatzt. Ein solch hoher Brechungsindex ist plausibel, da es sich
bei B18/6 um eine elektronenreiche Verbindung handelt.”**** Allerdings werden ahnlich gute
Spektrenanpassungen durch Fits mit leicht hoheren Brechungsindices (bis n=1.8) und leicht
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niedrigeren Schichtdicken (bis d=0.8 nm) erhalten. Im Folgenden werden alle Fits mit n=1.67

durchgefihrt.

Die IRRA-Spektren am Ende des Plateaus (85 A*Molekiil™®) ergeben eine Schichtdicke von 1.53 nm.
Das entspricht dem Dreifachen der theoretisch angenommenen Phenylringdicke. Nach dem Plateau
(71 A% Molekdl™), im zweiten Anstieg, ergibt sich eine Schichtdicke von 1.97 nm, die bis kurz vor dem
Kollaps (61 A*> Molekiil*) nur unwesentlich auf 2.16 nm ansteigt, was bei beiden Oberflachendriicken
das Vorhandensein einer Doppleschicht (Phenylringe und laterlae Ketten) vermuten lasst.
Wabhrscheinlich handelt es sich also vor dem Plateau um eine molekulare Monoschicht und im
Plateau wird eine Doppelschicht erzeugt. Da im Plateau beide Spezies koexistieren, entspricht die
bestimmte Filmdicke dem Mittelwert aus Dicke der Mono- und der Doppelschicht.
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Abbildung 68. Daten aus der Simulationen der Bande V,(ring)=1518 em™ in winkelabhdngigen IRRA-Spektren von
B18/6-Filmen an der Luft/Wasser-Grenzfliche bei A, =120 A>Molekiil’, 85A>Molekil?, 71 A> Molekiil® und

61 A> Molekiil %; experimentell ermittelte integralen Intensitdten der Ringschwingungsbande bei V,,,(ring) =1518 cm®
(Symbole) und simulierte Werte (unterbrochene Linien); fiir Spektren bei A,,,, = 60 A? Molekiil™ siehe Abbildung 67.

Die Orientierung des Molekildirektors relativ zur Grenzflaichennormale wurde fir alle mit
winkelabhangigen Messungen untersuchten A, zu nahe 90° bestimmt. Die Molekiile liegen also
wahrend des gesamten Kompressionsprozesses parallel zur Wasseroberflache (bzw. aufeinander)
und es kommt nicht zur Aufrichtung der Molekdilriickgrate bei hohen .

4.2.3 Zusammenfassung Bm/n (Langmuirfilme)
Alle Bm/n-Mesogene bilden stabile Filme an der Luft/Wasser-Grenzfliche und zeigen ein

ausgepragtes Plateau, indem sich A, halbiert, was auf die Bildung einer Doppelschicht hinweist.
Winkelabhangige IRRAS-Messungen an B18/6-Filmen zeigten, dass die Molekile durchgehend
parallel zur Wasseroberflache angeordnet sind. Die durch IRRAS bestimmte Schichtdicke von B18/6-
Filmen bei groRen A, entspricht ebenfalls einer molekularen Monoschicht, die sich im Plateau zu

einer Doppelschicht Gbereinander lagert.
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4.3 Wechselwirkung X-formiger Bm/n-Polyphile mit Phosphatidylcholin-
membranen

4.3.1 LSFM-Untersuchungen

Abbildung 69 zeigt LSFM-Aufnahmen von GUV aller drei Gemische Bm/n:DPPC=1:10. Alle
Aufnahmen zeigen makroskopisch entmischte GUV, die in Bm/n-reiche (Bm/n-Fluoreszenz im griinen
Kanal) und DPPC-reiche Domanen (Rh-Fluoreszenz des Rh-DHPE im roten Kanal) separiert sind. Fir
die Gemische mit B18/6 und B16/10 sind die Vesikel glatt und rund, wahrend das analoge B18/10-
Gemisch haufig facettierte GUV bildet. Wie auch bei den Cm/n-Mesogenen scheint die
Wechselwirkung der Polyphile mit DPPC eine glatte, runde Vesikelgeometrie zu stabilisieren (reine
DPPC-Vesikel waren bei Raumtemperatur stark facettiert, siehe Abbildung 16A/C). Das Polyphil mit
den langsten Ketten (beider Affinitdaten) beglnstigt eher die Bildung facettierter GUV, wie dies auch
schon bei den Cm/n-Mesogenen zu beobachten war. Das B18/6-DPPC-Gemisch zeigt die kleinsten
GUVs (maximal @ = 40 um), wahrend die GUVs der beiden anderen Gemische Durchmesser von bis
zu @ = 80 um aufweisen. Die beiden Farbstoffe sind raumlich voneinander getrennt (im Rahmen der
Auflésung der Methode), und so ist in den Mesogendomdnen kein Signal im roten Kanal zu
verzeichnen und umgekehrt. Die mesogenreichen Domédnen des B18/6 : DPPC-Gemisches sind
ungeordnet elongiert, wohingegen die Polyphildomanen der GUV der beiden anderen Gemische
(B16/10 : DPPC und B18/10:DPPC) eine sternférmige Struktur mit hexagonaler Symmetrie
aufweisen. Die oft sechstrahligen Sterndomanen des B16/10-DPPC-Gemisches sind eher klein im
Verhaltnis zur GUV-GroRe (Fsiern = 5 um — 7 um). Die B18/10-Sternstrukturen umspannen groRe Teile
der GUV (bis zu Gsern = 25 um).

Die 1:4-Gemische von B18/6 mit DPPC bzw. DOPC bilden ebenfalls Vesikel. B18/6 : DPPC = 1:4 weist
facettierte GUV (@ bis 50 um) auf (Abbildung 70A), die wie beim 1:10-Gemisch eine makroskopische
Phasenseparation zeigen. Die Areale der Rh-Fluoreszenz zeigen kein Fluoreszenzsignal im grinen
Kanal (B18/6). Die polyphilreichen Domanen machen einen groRen Teil der GUV aus.

Das B18/6-DOPC-Gemisch bildet perfekt runde GUV mit homogen verteilten Fluorophoren (Rh und
B18/6). Im polarisierten Licht des Anregungslasers ist eine positionsabhangige Fluoreszenzintensitat
des B18/6 zu verzeichnen, was auf einen Orientierungseffekt des elongierten Fluorophorriickgrates
hindeutet. Durch Bestimmung der Fluoreszenzintensitdt entlang der Membran am Meridian der
GUVs kann die mittlere Orientierung der Fluorophorriickgrate bestimmt werden. Wie auch bei den
analogen Messungen von C12/12 : DOPC = 1:10 liegt der maximale Tiltwinkel des MDs zwischen 40°
und 45°. Ungeordnete Fluorophore wiirden keine derart starke Abhangigkeit der Fluoreszenz-
intensitdt von der Membranposition im Meridianschnitt aufweisen und es kann von einer starken
Orientierung der B18/6-Molekilriickgrate relativ zur Membrannormale und einer Transmembran-
anordnung der Polyphile ausgegangen werden. Die Rh-Fluoreszenzintensitit im B18/6-DOPC-
Gemisch verringert sich bei Anregung beider Fluorophore sehr schnell. Werden mehrere Aufnahmen
des gleichen Areals hintereinander angefertigt, ist nach wenigen Bildern ausschlieBlich die B18/6-
Fluoreszenz zu detektieren. Das Rhodamin wird also offensichtlich gebleicht oder auf einem anderen
Weg desaktiviert. Ein dhnliches Verhalten zeigten z. B. C12/12 : DPPC=1:4 und C6/6 : DPPC=1:10
(siehe S. 30, S. 32 bzw. S. 34). Der genaue Grund des Bleichens ist auch bei den B18/6-Gemischen
unklar.
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Bm/n-Kanal Rh-Kanal

B18/6:DPPC=1:10

B16/10:DPPC=1:10

B18/10:DPPC=1:10

30 um 30 pm 30 um

Abbildung 69. Volumenbilder dreier Serien LSFM-Aufnahmen von GUV aus B18/6 : DPPC = 1:10 (A), B16/10 : DPPC = 1:10
(B) bzw. B18/10 : DPPC = 1:10 (C) mit 38 (A), 165 (B) bzw. 69 (C) Schnitten verschiedener Fokusebenen (0.5 Gew.-% Rh-
DHPE); links: griiner Kanal (Fluoreszenz des Bm/n), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung beider
Kanale; Skalen: xy-Ebene: 30 um (A, C) bzw. 40 um (B), z-Richtung: 17.18 um (A), 76.16 um (B), 31.58 um (C).
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Abbildung 70. Zwei Serien LSFM-Aufnahme von GUV aus B18/6 : DPPC = 1:4 (A) bzw. B18/6 : DOPC = 1:4 (B) mit jeweils
0.5 Gew.-% Rh-DHPE; links: griiner Kanal (Fluoreszenz des Bm/n), rechts: roter Kanal (Fluoreszenz des Rh), Mitte:
Uberlagerung beider Kanile; A: Volumenbild aus 67 Schnitten verschiedener Fokusebenen; markierte Besonderheiten:
GUV mit periodisch variierender B18/6-Fluoreszenzintensitit entlang der GUV-Membran (Pfeile in B); Skalen: xy-Ebene:
jeweils 30 um, z-Richtung: 38.69 um (A).

4.3.2 DSC-Untersuchungen

Es wurden DSC-Thermogramme von Gemischen aus Bm/n mit DPPC bzw. DMPC aufgenommen. Fiir
die Gemische mit B18/6 und B16/10 konnte dabei ein maximaler Mesogengehalt von Xz, = 0.1
erreicht werden. Gemische mit hherem Bm/n-Anteil kénnen nicht mehr als stabile Suspensionen
hergestellt werden. Es bildete sich ein Bodensatz, und im DSC-Thermogramm konnte keine
Umwandlung aufgezeichnet werden. Die Thermogramme der Bm/n-Lipid-Gemische haben fir
geringe Bm/n-Anteile (X, < 0.1) eine sehr dhnliche Struktur. Eine detaillierte Auswertung der DSC-
Daten soll daher am Beispiel der B18/6-Lipid-Gemische vorgestellt und die Resultate der anderen
Polyphile vergleichend dargelegt werden.
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Abbildung 71. Links: DSC-Thermogramme wissriger Suspensionen der Gemische B18/6 : DMPC (A), B18/6 : DPPC (C) und
B18/10 : DPPC (E); das Molverhdltnis ist angegeben; rechts: Umwandlungsenthalpien als Funktion von xg,,/,; Enthalpie
der Hauptumwandlung (4H,,, schwarz), Summe der Enthalpien aller Zusatzumwandlungen (2Z4H,,4, rot) und Summe der
Enthalpien aller Umwandlungen (4H,,,, blau); ¢;j,is = 2 mM.

Bis zu einem Mischungsverhaltnis von 1:10 weisen die DSC-Thermogramme der Gemische
B18/6 : DPPC bzw. B18/6 : DMPC einen Umwandlungspeak bei T,, des reinen Lipides auf (Abbildung
71A/C). Die Hohe des Peaks sinkt mit steigender Polyphilkonzentration. Der Peak bei T, weist
rechtsseitig eine Schulter auf, die um 1.5 K verschoben ist. Flir die Thermogramme aller Gemische
B18/6 : PC ist die Position des Peaks bei T,, unabhingig von der Zusammensetzung der Probe. Bei
B18/6 : PC=1:20 und 1:10 tritt ein Zusatzpeak bei T,4y = 51.2 °C auf, dessen Peakposition ebenfalls
unabhangig vom Anteil an Polyphil und der Acylkettenlange des verwendeten PCs ist. Bei den DPPC-
Gemischen ist der Umwandlungspeak breit und die Umwandlung folglich wenig kooperativ. Tragt
man die Hauptumwandlungsenthalpie AH,, des Peaks bei T, (Integral tiber Peak und Schulter) gegen
Xp1s/6 auf, wird deutlich, dass A,,H starker als der Gehalt an Lipid sinkt. Fir B18/6 : DMPC = 1:100
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betragt AH, noch 57% der Hauptumwandlungsenthalpie des reinen DMPC
(AH,(B18/6:DPPC=1:100) = 0.67 AH,,(DPPC)). Es befinden also sich 43 % (DMPC-Gemisch) bzw. 33 %
(DPPC-Gemisch) des Lipides nicht in der lipidreichen Phase. Bei B18/6 : PC = 1:10 sind nur noch 37 %
(DMPC-Gemisch) bzw. 23 % (DPPC-Gemisch) des Lipides in der lipidreichen Phase enthalten. Fiir das
Gemisch von B18/6 mit dem langerkettigen DPPC ist der Effekt der Abnahme des PC-Gehaltes in der
lipidreichen Phase groRer. Die Systeme aus Polyphil und PC sind also phasensepariert in eine
lipidreiche Phase, die kaum Polyphil enthélt, da T,, unabhdngig von xg;5/ ist, und eine polyphilreiche
Phase, welche nennenswerte Mengen PC enthilt.

Die B18/10-DPPC-Gemische verhalten sich dhnlich den analogen B18/6-Gemischen, nur dass der
Zusatzpeak bei T > T,, sich mit steigendem Gehalt an Polyphil zu héheren Temperaturen verschiebt.
Dieses Verhalten ist typisch fur PC-Gemisch mit den Verbindungen der Klasse Cm/n (siehe dort,
S.39). Allerdings tritt nur ein Zusatzpeak auf und nicht bis zu drei wie bei den Cm/n-DPPC-
Gemischen. A,H fallt mit steigendem x;15/10 Sehr viel schneller als der Gehalt an DPPC. So betragt
A,H(1:20) nur noch 52 % von A,,H(DPPC), und bei xg;5/10 = 0.2 ist kaum noch eine Umwandlung bei T,
zu sehen. Die Lange der Perfluoralkylkette hat offensichtlich einen immensen Einfluss auf das
Mischungsverhalten von Polyphil und Lipid.

Die Thermogramme der Gemische von B16/10 mit Lipid weisen abhangig von der Acylkettenlange
des Lipides eine unterschiedliche Struktur auf. Dieser Effekt ist wahrscheinlich auf Praparations-
artefakte zurtickzuftihren und soll hier nicht besprochen werden (siehe Anhang, S. 2, Abbildung 108).
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4.3.3 Rontgenstreuexperimente

4.3.3.1 Pulverdiffraktometrie mit Cu-K,-Strahlung

Die Gemische B18/6:DPPC=1:x (mit x=100 bzw. 10, 50Gew.-% H,0) wurden
temperaturabhéngigen Rontgenstreumessungen mit Cu-K,-Strahlung (-30 °C bis 60 °C, 2 K Schritte)
unterzogen.

Das 1:100-Gemisch zeigt ein vergleichbares thermotropes Verhalten wie reine DPPC-Membranen. Im
gesamten Temperaturbereich konnen im SAXS-Bereich bis zu fiinf scharfe dquidistante Schichtreflexe
beobachtet werden, die auf eine lamellare Struktur hindeuten (Abbildung 72A). Die
Wiederholabstdande des Gemisches sind gegeniber DPPC-Membranen geringfligig vergrofRert
(drs -(B18/6 : DPPC = 1:100) = 6.58 nm, dr_s -((DPPC) = 6.41 nm). Im WAXS sind die beiden fiir DPPC-
Acylketten typischen Reflexe s;19=2.34 nm™* und S(020) = 2.44 nm™ (Tabelle 9) sichtbar und
ermoglichen die Indizierung der Subzelle mit einer Pbnm-Symmetrie (Abbildung 72B) und pseudo
herringbone-Packung. Beim Abkihlen driften die WAXS-Reflexe auseinander und bei T< 0 °C treten
scharfe Eisreflexe auf, die vom gefrorenen Uberschusswasser aus dem Kopfgruppenbereich
stammen.'*® Der Wiederholabstand ist dann reduziert auf dr-3, «(B18/6 : DPPC = 1:100) = 5.88 nm.

Beim Wiederaufheizen kommt es zur VergroBerung des Lamellenabstandes, so dass der
urspriingliche Wiederholabstand wieder erreicht wird. Bei weiterem Erwarmen der Probe verkleinert
sich der Abstand der beiden WAXS-Reflexe bis schlieRlich bei T,, =42 °C alle scharfen WAXS-Reflexe
verschwinden und lediglich ein Halo (s = 2.22 nm™) zuriickbleibt, was auf die Hauptumwandlung von
Lg~ in L,-Phase hindeutet. Der Membranwiederholabstand des Gemisches in der L,-Phase ist nicht,
wie bei reinen DPPC-Membranen, reduziert, sondern bleibt etwa gleich wie in der Lsz-Phase
(d7=50c(B18/6 : DPPC = 1:100) = 6.67 nm), was durch die Einlagerung des B18/6 erklart werden kann.
Flr die Hochtemperaturphase konnen nur wenige scharfe SAXS-Peaks beobachtet werden, was auf
eine schlechtere Lamellenpackung hinweist.

Tabelle 9. Daten zu Pulverdiffraktometriemessungen an wassrigen Suspensionen aus B18/6 : DPPC = 1:X (X = 10; 100) mit

50 Gew.-% H,0; Kapillarproben; Positionen der Weitwinkelreflexe s(;;9) und sy, und Wiederholabsténde d aus SAXS-
Reflexen bei den angegebenen Temperaturen (Daten aus Abbildung 72).

B18/6 : DPPC =

Nr. 1:100 1:10
T/ °C s(lw)/nm'1 5(020)/nm"1 d/nm | T/°C 5(110)/nm'1 s(ozo)/nm'1 d/nm
| 6 2.34 2.44 6.58 10 2.42 2.34 6.67
] -30 2.37 2.45 5.88 -31 2.33 2.49 5.95
]| 16 2.35 2.42 6.67 16 2.44 2.36 6.67
v 31 2.34 2.39 6.76 45 2.38 2.28 5.88
\') 54 2.22 - 6.67 63 2.24 - 6.67

Das Gemisch B18/6: DPPC =1:10 bildet ebenfalls im gesamten vermessenen Temperaturbereich
lamellare Phasen (Abbildung 72D). Bei 10°C ergibt sich ein Wiederholabstand von
dr-10°c(B18/6 : DPPC = 1:10) = 6.67 nm (Tabelle 9, Abbildung 72C). Die temperaturabhangigen
Anderungen der Streukurven fiir T < T,, sind analog zu denen von DPPC-Membranen und dem 1:100-
Gemisch.
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B18/6 : DPPC = 1:100 I
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Abbildung 72. Réntgenpulverdiffraktometrie an wissrigen Suspensionen der Gemische B18/6 : DPPC = 1:100 (A, B) und
1:10 (C, D) mit 50 Gew.-% H,0; Kapillarproben; A/D: Konturplots (fiir Erklirungen und Details sieche Abbildung 47); B/C:
Streukurven bei ausgewidhlten Temperaturen; markierte Besonderheiten: zusétzliche WAXS-Streuung (blaue Pfeile in D).
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Beim Erwdrmen des Gemisches B18/6 : DPPC = 1:10 auf T > T,, wird der Wiederholabstand reduziert
(d=45-c(B18/6:DPPC=1:10) = 5.88 nm), und im WAXS-Bereich verschwinden die scharfen Weitwinkel-
reflexe. Allerdings sind weiterhin zwei WAXS-Reflexe (Tabelle 9) bei veranderten Positionen und mit
verringerter Intensitat zu beobachten. Wie bereits bei der DSC- bzw. LSFM-Auswertung diskutiert, ist
das Gemisch B18/6 : DPPC = 1:10 makroskopisch phasensepariert in DPPC-reiche und B18/6-reiche
Domadnen. Die polyphilreiche Phase weist auch eine lamellare Struktur auf und enthalt einen nicht
unerheblichen Anteil an DPPC (63 % laut DSC-Ergebnissen). Diese beiden Phasen zeigen ihre
Hauptumwandlung offensichtlich bei verschiedenen Temperaturen. Somit sind die Anderungen bei
42 °C auf die Umwandlung der lipidreichen Phase zurlickzufiihren, deren Eigenschaften von den
Mesogenen kaum beeinflusst sind. Bei 55 °C verschwinden alle scharfen Weitwinkelreflexe und
lediglich ein Halo bleibt zuriick, und es kommt also zum kompletten Schmelzen der Alkylketten. In
der Hochtemperaturphase liegt offensichtlich nur eine einzige homogene L,-Phase vor, in der B18/6
in der DPPC-Membran homogen verteilt ist. Die Bildung der homogenen Hochtemperaturphase geht
mit einer VergroRerung des Wiederholabstandes einher (dr-g3«¢(B18/6 : DPPC = 1:10) = 6.67 nm).

4.3.3.2 Réntgenreflektivitit und GIXD

Aus Messzeitgrinden wurden nur die Gemische B18/6:DPPC=1:10 und B18/10:DPPC=1:10
mittels Rontgenreflektivitdt und GIXD vermessen. Die beiden Polyphile wurden auf Grund der
gleichen Alkylkettenlange gewahlt. Damit deutet ein Packungsunterschied direkt auf den Einfluss der
Lange der Semiperfluoralkylkette hin.

4.3.3.2.1 Reflektivititsmessungen

B18/6 : DPPC = 1:10

Das Gemisch B18/6:DPPC=1:10 zeigt bei allen untersuchten Temperaturen bis zu sieben
dquidistante, scharfe Bragg-Peaks, die auf eine lamellare Struktur hindeuten (Abbildung 73A). Daraus
wurden mit den bekannten Fourierkoeffizienten der einzelnen Reflexe, die fir DPPC-Membranen
durch Quellexperimente bestimmt wurden, die Elektronendichteprofile der Bischichten berechnet
(Abbildung 73B). Die Wiederholabstidnde d und die transmembranen Kopfgruppen-Kopfgruppen-
Distanzen dy; sinken mit steigender Temperatur (z. B.: dps5:c=6.30 nm, dress5-c=5.56 nm,
dr-60°c = 4.74 nm, Abbildung 73B). Der Wiederholabstand bei 25 °C ist geringfiigig kleiner als der via
Pulverdiffraktometrie an Kapillarproben bestimmte, was wahrscheinlich auf eine geringere
Hydratation bzw. eine andere Kopfgruppenkonformation zurlickzufiihren ist (siehe oben, S. 62). Bei
25 °C ist der Kopfgruppenabstand der Gemischmembran (duy(25 °C) =4.42 nm) im Vergleich zur
reinen DPPC-Membran etwas vergroRert, was auf den Einbau des Mesogens hinweist. Bei 45 °C bzw.
60 °C sind die dy-Werte gleich (dyy(45 °C) = 3.82 nm) bzw. kleiner (dyy(60 °C) = 3.42 nm) als eine
fluide DPPC-Membran bei 50 °C. Die im Vergleich zur DPPC-Membran schwache Intensitat der Bragg-
Peaks kann mit geringeren DoméanengréRen in der Probe erklart werden.
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Abbildung 73. A: Rontgenreflektivitdtskurven orientierter Multischichten von B18/6 : DPPC = 1:10 bei 25 °C (schwarz),
45 °C (violett), 60 °C (griin) und 99 % RH; B: Elektronendichteprofile der Bischichten; vertikale Striche markieren die
indizierten Reflexe des 1D-Gitters; den Elektronendichteverteilungen des Gemisches sind jeweils die
Elektronendichtekurven von DPPC in der Lg-Phase (25 °C, schwarze gestrichelte Linie) bzw. in der L,-Phase (50 °C, rote
gestrichelte Linie) gegeniibergestellt.

B18/10 : DPPC = 1:10

Das Gemisch B18/10 : DPPC = 1:10 wurde bei 25 °C, 50 °C und 65 °C vermessen. Die Streukurven bei
25°C und 50°C zeigen eine Vielzahl an Peaks, die als Superposition zweier Serien jeweils
dquidistanter Reflexe indiziert werden konnte (Abbildung 74A/C, siehe auch Gemische aus C12/12
bzw. C18/18 mit DPPC, S.63). Offensichtlich liegen bei diesen Temperaturen jeweils zwei
verschiedene, lamellare Aggregate vor, eine polyphilreiche und eine lipidreiche Lamellenform (analog
C12/12:DPPC=1:10 in Abbildung 50).”*"* Die berechneten Elektronendichteprofile sind
regelmalig und liefern Wiederholabstande von d;(25 °C)=6.20 nm, d,(25°C)=5.53 nm bzw.
d;(50 °C) = 6.38 nm, d,(50 °C) = 5.41 nm. Fir 25 °C sind d- und d,,-Werte beider Membranen des
Gemischs jeweils kleiner als bei DPPC-Membranen (Abbildung 75). Dies weist auf eine durch die
Mesogeninteraktion verursachte Erhéhung des DPPC-Acylkettentiltwinkels hin. Die Berechnung der
Elektronendichte der beiden Membranen bei 50 °C war schwierig, da es nicht moglich war, den
Datensatz der dickeren Membran (Abbildung 74C/D) zu fitten, weil lediglich drei scharfe Reflexe
vorhanden waren. Die Peaks hoherer Ordnung sind entweder sehr dicht an den Reflexen der zweiten
Peakserie oder scheinen ausgeldscht mit einer sehr schwachen Intensitat. Der mit diesen Werten
durchgefiihrte Fit steht unter dem Vorbehalt dieser eingeschrankten Datenlage und muss mit
Vorsicht interpretiert werden.

Fir die Hochtemperaturphase (65 °C) zeigt die Reflektivitatskurve nur einen Satz regelmaRiger,
aquidistanter und scharfer, lamellarer Bragg-Peaks. Der Wiederholabstand ist im Vergleich zu den
Werten der anderen beiden Temperaturen weiter gesunken d(65°C)=5.37 nm und
erwartungsgemall kleiner als der Wiederholabstand von DPPC-Membranen bei 50 °C, da mit
steigender Temperatur die Lamellendicke sinkt.

Die Hochtemperaturphasen beider Proben B18/10:DPPC=1:10 und B18/6:DPPC=1:10 sind
homogen gemischt und zeigen nur eine Lamellenperiodizitdt, die jeweils etwas kleiner
Wiederholabstande liefert als fiir DPPC-Lamellen in der L,-Phase (50 °C, Abbildung 75). Somit sind die
Membranen in der Hochtemperaturphase der beiden Proben wahrscheinlich auch fluide, und die
Lamellen sind wegen der scharfen und intensiven Reflexe gut geordnet.
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Abbildung 74. Links: Réntgenreflektivitdtskurven orientierter Multischichten von B18/10 : DPPC = 1:10 bei 25 °C (A), 50 °C
(C), 65 °C (E) und 99 % RH; rechts daneben: Elektronendichteprofile der Bischichten; vertikale Striche markieren die
indizierten Reflexe des 1D-Gitters; fiir 25 °C und 50 °C wurden zwei 1D-Gitter indiziert und gefittet (rote und blaue
Striche), fiir 75 °C wurde eine Serie Reflexe indiziert und gefittet (schwarze Striche); den Elektronendichteverteilungen
des Gemisches sind jeweils die Elektronendichtekurven von DPPC in der Lg-Phase (B, D: 25 °C, gestrichelte Linie) bzw. in
der L,-Phase (F: 50 °C, gestrichelte Linie) gegeniibergestelit.
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Abbildung 75. Wiederholabstand d und Kopfgruppenabstand d,, von B18/6 : DPPC = 1:10 (A) bzw. B18/10 : DPPC = 1:10
(B) als Funktion der Temperatur; zum Vergleich sind die Daten einer DPPC-Membran geplottet; jeweils bei 99 % RH;
vertikale Linien markieren thermotrope Umwandlungen des Gemisches (DSC); horizontale Linien charakterisieren die
Strukturdaten der L,-Phase der DPPC-Membran.
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4.3.3.2.2 GIXD-Untersuchungen

B18/6 : DPPC = 1:10

Flr 25 °C zeigen beide Proben im WAXS-Bereich zwei DPPC-Acylkettenkorrelationspeaks (110 und
020) und zwei Zusatzreflexe. Fir das Gemisch mit B18/6 liegen die Reflexe bei g;,0=1.522 A und
Qoo = 1.486 A auf analogen Positionen wie bei den Pulverdiffraktometrieuntersuchungen mittels
Cu-K,-Strahlung und kénnen als die Bragg-Reflexe qi10 und qgyo €iner orthorhombischen CH,-Packung
indiziert werden (Abbildung 76 A/D). Die (brigen beiden WAXS-Reflexe werden als
Kettenkorrelationspeaks einer zweiten lamellaren Packung interpretiert. Damit sind die vier WAXS-
Reflexe eine Superposition je eines Reflexpaares von DPPC-Alkylkettenpeaks einer DPPC-reichen und
einer B18/6-reichen Phase. Die Reflexe sind fir ¢ < 35° deutlich zu sehen (Abbildung 76 D) und
weisen nicht die typische Lage der Reflexe von DPPC im Azimutwinkelbereich auf. Das deutet darauf
hin, dass die DPPC-Alkylketten anders gepackt sind und/oder einen anderen Tiltwinkel relativ zur
Membrannormalen einnehmen.
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Abbildung 76. A - C: GIXD-Aufnahmen (SAXS- und WAXS-Bereich unterschiedlich skaliert) orientierter Multischichten von
B18/6 : DPPC =1:10 bei 25 °C (A), 45 °C (B), 60 °C (C) und 99 % RH; D/E: 1D-Peakprofile bei 25 °C (D) und 45 °C (E);
markierte Besonderheiten: Halo im WAXS-Bereich (roter Pfeil in E).

Oberhalb T,, bei 45 °C, sind wie bei den Pulverdiffraktometriedaten bei gleicher Temperatur noch
immer zwei scharfe Reflexe im WAXS-Bereich zu beobachten (Abbildung 76 B/E). Der Reflex bei
g =1.495 A liegt im Bereich der Position des (020)-Reflexes aus den Pulverdiffraktometriedaten,
wobei der zweite Peak bei g =1.409 A" einen kleineren Streuvektor als der (110)-Reflex aus den
Pulverdiffraktometrieaufnahmen (gq:o(Pulverdiffr.)ss«c = 1.432 A™) aufweist. Die scharfen Reflexe
werden von einem Halo Uberlagert (roter Pfeil in Abbildung 76E), was darauf hinweist, dass bei dieser
Temperatur bereits fluide Acylketten in einer der beiden oben genannten Phasen existieren und eine
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diffuse Streuung verursachen. Analog zu den Pulverdiffraktometriedaten existiert oberhalb T,, eine
Aggregatsorte bereits in der L,-Phase, wahrend die andere noch geordnete Acylketten aufweist. Die
scharfen Reflexe treten nur bis ¢ < 20° auf, was so gedeutet wird, dass die Acylketten keinen Tilt
aufweisen oder der Kettentiltwinkel anders als bei DPPC-Membranen sind.

B18/10 : DPPC = 1:10

Die GIXD-Bilder des Gemisches B18/10 : DPPC = 1:10 zeigen fir 25 °C vier sehr scharfe WAXS-Reflexe,
die den gesamten Winkelbereich Uberstreichen (Abbildung 77A/G). Die Schiarfe der Peaks lasst auf
eine gute Packung der streuenden Molekiilteile schlieRen. Es liegen keine Pulverdiffraktometriedaten
zum Vergleich vor. In Analogie zu B18/6 : DPPC=1:10 wird angenommen, dass bei dieser Probe
ebenfalls zwei Lamellentypen vorliegen, denen jeweils ein Paar WAXS-Reflexe zugeordnet werden
kann. Die Streuinformation hat aber nicht mehr eine fir orientierte Proben charakteristische
Punktlage, sondern ist wie in Pulveraufnahmen lber den Debye-Scherrer-Kreis verteilt. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass die geordneten Partikel klein sind und unabhangig voneinander jede
Orientierung innerhalb der Lamelle einnehmen konnen. Im SAXS-Bereich kdnnen neben den
dquidistanten Schichtreflexen noch drei punktuelle Peaks neben der g,-Achse beobachtet werden,
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die auf eine 2D-Packung hindeuten (nicht-lamellare Aggregate, Abbildung 77D/E).”* Die Peaklagen

verhalten sich nicht wie 1:\/5: \/4_, was darauf hindeutet, dass keine hexagonale Phase vorliegt.
Da die Schichtreflexe bis zu hohen Beugungsordnungen auftreten (Reflektivitdt und GIXD), wird
angenommen, dass diese unabhangig von dem 2D-Gitter streuen. Es scheint eine Entmischung in
zwei lamellare Phasen und eine 2D-Phase vorzuliegen (siehe C18/18 : DPPC = 1:10, Abbildung 60).

Oberhalb T, bei 50 °C, sind im WAXS-Bereich weiterhin vier scharfe Reflexe, die sich Gber den
gesamten Azimutwinkelbereich erstrecken, zu beobachten (Abbildung 77B/H). Die orientierten,
unvollstdndig hydratisierten planaren Proben verhalten sich bei dieser Temperatur deutlich anders
als die Multischichtvesikel bei den Pulverdiffraktometrieexperimenten mit Kapillarproben. Auch bei
50 °C treten im Kleinwinkelbereich drei punktuelle Nebenreflexe im reziproken Raum auf, die auf ein
2D-Gitter hindeuten (Abbildung 77E). Bei den Reflektivitatskurven konnte ein Satz dquidistanter
Reflexe eindeutig zu einem 1D-Gitter zugeordnet werden (blaue Symbole in Abbildung 74C/D). Der
zweite Satz Schichtreflexe war weniger eindeutig zuzuordnen. Die Reflexe dieses Gitters waren nur
flr niedrige Beugungsordnungen zu beobachten und ein Fit der Peaks zur Bestimmung des
Elektronendichteprofils war ebenfalls nicht moglich (rote Symbole in Abbildung 74C/D). Es kénnte
sich also bei diesen g,-Peaks um Reflexe eines hexagonalen bzw. rhomboedrischen 2D-Gitters
handeln. Die Probe wire also bei 50 °C in eine lamellare und eine hexagonale bzw. rhomboedrische
Phase entmischt.

In der Hochtemperaturphase zeigen die GIXD-Bilder beider Proben im WAXS-Bereich nur einen Halo
und keine scharfen Reflexe. Es liegt also eine homogen gemischte L,-Phase vor. Die Halopositionen
der beiden Proben  (go(B18/6: DPPC =1:10)sp-c=1.398 A* in  Abbildung 76C und
Go(B18/10 : DPPC = 1:10)ss-c= 1.384 A" in Abbildung 77C) unterschieden sich und die
Haloamplituden L, der Gemische sind gréRer als bei reinen DPPC-Membranen in der L,-Phase (50 °C),
was auf ein besseres Streuverhalten der Gemische zurtickgefiihrt werden kann. Fiir die B18/6-DPPC-
Probe fillt L, bis ¢ = 40° auf null ab, wahrend dies fir die B18/10-DPPC-Probe erst bei ¢ = 55° der Fall
ist. Die maximalen Offnungswinkel der fluiden Alkylketten der beiden Proben unterscheiden sich
voneinander und sind jeweils groRer als bei DPPC-Membranen in der L,-Phase (50 °C). Die Fluiditat
der DPPC-Acylketten der Gemische in der Hochtemperaturphase ist damit héher als bei fluiden
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Bm/n: Zusammenfassung Bm/n-Lipid-Gemische (Réntgenexperimente)

DPPC-Membranen, wobei das Gemisch B18/10 : DPPC = 1:10 die hdchste Fluiditit aufweist.’***** Da
keinerlei scharfe Reflexe zu beobachten sind, sollten die B18/n-Alkylketten ebenfalls ungeordnet.

25°C 50°C 65°C

q, /At

q, /A1
q, /A1

' q /A1

| B18/10:

200
G

150 A

l,/cps

100

1,3

Abbildung 77. GIXD-Aufnahmen orientierter Multischichten von B18/10 : DPPC = 1:10 bei 25 °C (A/E), 50 °C (B/F), 65 °C
(C/G) und 99 % RH; A-—C: WAXS-Bereich; D—F: SAXS-Bereich (SAXS- und WAXS-Bereich unterschiedlich skaliert);
G/H: 1D-Peakprofile bei 25 °C (G), 50 °C (H); markierte Besonderheiten: punktformige Reflexe im SAXS-Bereich (blaue
Pfeile in D/E).

4.3.4 Zusammenfassung Bm/n-Lipid-Gemische (R6ntgenexperimente)

Die Bm/n-Mesogene bilden, analog zu den Cm/n-Mesogenen, in Gemischen mit DPPC gut geordnete
lamellare Phasen aus. Es tritt bei T < T,4y eine Entmischung auf, die sich fiir B18/10 : DPPC =1:10 in
der Ausbildung zweier unabhdngig streuender Lamellentypen &uflert. Es konnen zwei
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Bm/n: Zusammenfassung Bm/n-Lipid-Gemische (Réntgenexperimente)

Elektronendichteprofile aus den Reflektivitdtsdaten berechnet werden. Die Entmischung in lateraler
Richtung innerhalb der Membran zeigt sich auch durch das Auftauchen von Zusatzreflexen im WAXS-
Bereich. Das Gemisch B18/10 : DPPC = 1:10 ist wahrscheinlich in eine lamellare und eine Phase mit
2D-Gitter (hexagonal oder rhomboedrisch) entmischt.

Diese Befunde konnten sowohl mittels Rontgenpulverdiffraktometriexperimenten an Kapillarproben
(50 Gew.-% H,0) als auch mit Streuexperimenten unter Verwendung von Synchrotronstrahlung an
orientierten, festkérpergetragerten Multischichten erzielt werden. Die mittels Pulverdiffraktometrie
bestimmten Wiederholabstande sind geringfiigig groBer als die mittels Reflektivitdt ermittelten, da
unterschiedliche Praparationsmethoden zu verschiedenen Hydratationsgraden fithren kénnen.™>*%
Bei T > T, existieren noch immer scharfe WAXS-Reflexe, da weiterhin eine lipidhaltige Phase (Bm/n-
reich) mit geordneten Acylketten existiert. In der Hochtemperaturphase (T > T,.4) existiert lediglich
ein Halo und es liegt eine (homogen) gemischte L,-Phase vor.
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4.4 Zusammenfassung Bm/n

Die Bm/n-Mesogene sind nicht in Wasser |6slich oder suspendierbar, zeigen aber die Bildung stabiler
Schichten an der Luft/Wasser-Grenzfliche, die durch Filmwaagemessungen (m-A,.-lsothermen),
BAM und IRRAS examiniert wurde. Die Kompressionsisothermen aller drei untersuchten Bm/n-
Mesogene (B18/6, B18/10 und B16/10) zeigen ein ausgepragtes Plateau, innerhalb dessen sich A,
halbiert. Im Plateau werden die Monoschichten also Ubereinander geschoben und eine
Doppelschicht gebildet. Wahrend der Kompression aufgenommene BAM-Bilder bestdtigen diesen
Prozess. Die IRRAS-Messungen an B18/6-Filmen zeigen ebenfalls, dass vor dem Plateau eine
Monoschicht vorliegt, die sich im Plateau in eine Doppelschicht umwandelt. Mit IRRAS konnte
dartber hinaus gezeigt werden, dass die B18/6-Molekilriickgrate wéahrend der gesamten
Kompression planar auf der Wasseroberflache liegen.

Obgleich die Bm/n-Mesogene keine lyotropen Aggregate in Wasser bilden, lassen sich die
Bolapolyphile in Lipidmembranen einbauen.

Mittels LSFM-Aufnahmen wurde gefunden, dass wéssrige Suspension von Bm/n : DPPC = 1:10 bzw.
1:4 stets vesikuldre Aggregate bilden. Die Vesikel sind makroskopisch phasensepariert und bestehen
aus lipidreichen und mesogenreichen Domanen (Zweikanal-LSFM-Experimente). Die Bm/n-Domanen
weisen, wie bei analogen Cm/n-DPPC-Gemischen, oft die Struktur sechsstrahliger Sterne auf. Auch
bei hoheren Polyphilgehalten (B18/6 : DPPC = 1:4) werden phasenseparierte Vesikel gebildet und
keine planaren Schichten wie fur das analoge Gemisch mit C12/12 gefunden wurde. Das Gemisch
B18/6 : DOPC=1:4 bildet gemischte fluide GUV mit homogen in der Membran verteilten
Polyphilmolekiilen. Diese Proben zeigen die Tendenz zum Bleichen der Rh-Fluoreszenz, was auf die
N&he der beiden Fluorophore hinweist.

Mittels DSC-Untersuchungen wurden ebenfalls Hinweise auf eine Phasenseparation der Polyphil-
DPPC-Systeme gefunden. Die Thermogramme zeigen, unabhangig von Xz, die Hauptumwandlung
der lipidreichen Phase bei T,, (konstante Position). Eine Zusatzumwandlung bei T4 > T,, deutet auf
die Umwandlung einer polyphilreichen Phase hin. AH,, sinkt mit steigendem x,,, viel starker als der
Gehalt an Lipid im Gemisch. Die Bm/n-reiche Phase enthalt damit bis zu 43 % des eingesetzten Lipids.

Mittels Rontgenstreuexperimenten konnten fir die Gemische B18/6:DPPC=1:10 und
B18/10 : DPPC = 1:10 wichtige Hinweise auf ein Phasenseparationsverhalten erhalten werden. Fur
das Gemisch mit B18/6 konnte gezeigt werden, dass fiir T < T,qq stets zwei Lamellentypen vorliegen,
die eine unterschiedliche Acylkettenpackung und damit je zwei WAXS-Reflexe bei verschiedenen g,-
Positionen aufweisen. Fir T,, < T < T4, verschwindet ein Paar WAXS-Reflexe, da die lipidreiche Phase
bereits in der L,-Phase vorliegt, wihrend das Lipid in der B18/6-reichen Phase noch geordnete
Acylketten aufweist. Fiir das Gemisch mit B18/10 ist im SAXS-Bereich bereits eine Entmischung in
zwei unabhangig streuende Lamellentypen bzw. einen lamellare und eine Struktur mit 2D-Gitter
(hexagonal bzw. rhomboedrisch) zu beobachten. Fiir T < T,y treten ebenfalls vier WAXS-Reflexe auf,
die auf zwei streuende Strukturen hindeuten. In der Hochtemperaturphase (T < T,4,) liegen flr beide
Proben homogen gemischte L,-Phasen mit ausschlieflich ungeordneten DPPC-Acylketten (Halo im
WAXS) vor.
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5 Kopfgruppenmodifizierte X-formige Amphiphile der Klassen C12r,
F12/nund G12/n

Alle bisher beschriebenen Bolaamphiphile bzw. Bolapolyphile (Cm/n, Em/n bzw. Bm/n) trugen nur
kleine hydrophile Glycerolkopfgruppen. Die hydrophoben Bereiche (Rlckgrat und laterale
Alkylketten) stellten den grofRten Teil des Molekils dar. Diese Molekile bildeten unter anderem
deshalb keine Aggregate mit Wasser. Im Rahmen dieser Arbeit sollten aus diesem Grund auch
Amphiphile mit deutlich gréReren Kopfgruppen hinsichtlich ihres Aggregationsverhaltens in Wasser
und ihres Wechselwirkungsverhaltens gegeniiber Phospholipiden untersucht werden. Dazu wurde
das Amphiphil C12/12 modifiziert, indem die Glycerolkopfgruppen durch Oligo-Ethylenoxid-Einheiten
(-(EO)(-R) der Lange k=3; 4, 7 ersetzt wurden. Die terminale Gruppe R der (EO)-Ketten wurde
ebenso variiert und kann Methyl (Fm/n) oder Glycerol (Gm/n) sein (Abbildung 78). Die EO-Gruppen
kénnen nicht als Wasserstoffbriickenbindungsdonoren fungieren und so kann durch Variation der
terminalen Gruppe der Einfluss von moglichen Wasserstoffbriickenbindungen auf das
Aggregationsverhalten der Mesogene in Wasser oder die Wechselwirkungen mit Lipiden in
Membranen studiert werden. Zusatzlich wurde das Molekil C12r, welches lediglich sehr kleine OH-
Kopfgruppen tragt, in Wechselwirkung mit PC in Membranen untersucht.

\_\_\_\ Ruckgrat: lipophil / rigide

e ﬂ_\_ ™~ Ry = §—H c12r

R\o = O = = O = C o—R Ry;= §—(EO),~Me Fm/k

— ———] R;= }—(€0),—0" " OH Gm/k
hydrophil hydrophil OH
lipophil / flexibel

k=3;4;7

Abbildung 78. Allgemeine  Struktur der kopfgruppenmodifizierten X-formigen Bolaamphiphile; die
Kopfgruppenstrukturen R mit Nomenklatur der Molekiilklassen (gelber Kasten) sind rechts angegeben.

Die Molekileigenschaften des C12/12, die auf die Struktur des Molekuilriickgrats zurtickzufiihren sind
und auf die die Kopfgruppen wenig Einfluss haben, treten auch bei den kopfgruppenmodifizierten
Amphiphilen auf. So werden die gleichen Ringschwingungsbanden bei vj,(ring) = 1518 cm™ bzw.
Vinp(ring) = 1609 cm™ im IR-Bereich und die gleichen elektronischen Uberginge des konjugierten
Systems im UV/VIS-Bereich sowie gleiche Fluoreszenzeigenschaften gefunden. Die Molekiile sind als
Feststoff intensiv gelb gefarbt und zeigen eine blauliche Opaleszenz in CHCl;-L6sung. Letzteres weist
auf das Vorliegen von Aggregaten hin.
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5.1 Hydroxylkopfgruppen - C12r

Bei der Verbindung C12r machen die OH-Kopfgruppen einen noch kleineren Anteil des
Gesamtmolekils aus als bei C12/12. C12r ist in H,O weder l6slich noch suspendierbar und bildet
keine lyotropen Phasen. Es soll hier nur das Wechselwirkungsverhalten von C12r mit PC in
Membranen diskutiert werden.

5.1.1 TEM-Untersuchungen

Cryo-TEM-Aufnahmen des Gemisches C12r : DPPC = 1:10 zeigen facettierte, unilamellare und wenige
multilamellare Vesikel (Abbildung 79A/B) mit Durchmessern zwischen 20nm und 300 nm.
Offensichtlich ist die Ausbildung von lamellaren Aggregaten trotz der sehr kleinen Kopfgruppen des
C12r noch immer bevorzugt.

Abbildung 79. Cryo-TEM-Aufnahmen vitrifizierter wéssriger Suspensionen von C12r : DPPC = 1:10, T3, = 20 °C; markierte
Besonderheiten: Eiskristalle (orange Pfeile); Skalen: je 500 nm.

5.1.2 LSFM-Untersuchungen

Es wurden Zweikanal-Fluoreszenzmikroskopiebilder von GUV der Gemische C12r: DPPC = 1:10 und
C12r:DOPC=1:10 aufgenommen. Dazu wurde der Probe 0.5 Gew.-% Rh-DHPE zugesetzt. Die
Mesogene wurden bei A®(C12r)=405nm angeregt und deren Fluoreszenz im Bereich
A°M(C12r) = 443 nm — 545 nm detektiert.

C12r:DPPC=1:10

Das Gemisch C12r : DPPC = 1:10 bildet durch Elektroformation uni- und multilamellare, entmischte,
facettierte Vesikel (@ = 10 um — 100 um, Abbildung 80A). Das C12r-Fluoreszenzsignal ist Gberall im
Membranbereich zu finden, wahrend die Rh-Fluoreszenzintensitdt in einigen Arealen deutlich
reduziert ist. Die GUV sind makroskopisch entmischt wobei die C12r-reiche Phase wie beim analogen
Gemisch mit C12/12 in der Form sechsstrahliger, fraktal-verzweigter Sterndomanen organisiert ist
(Abbildung 80B). Die Sterndomaénen sind gréRer als beim C12/12-Gemisch und umspannen oft eine
ganze Vesikelhalfte, vergleichbar mit dem analogen C18/18-DPPC-Gemisch (Abbildung 19). Wie beim
analogen Gemisch mit C6/6 kommt es bei Bestrahlen mit A*(C12r) = 405 nm (gleichzeitiges Abbilden
beider Fluoreszenzkanale) zum irreversiblen Bleichen des Rhodamins, was auf die Ndhe der beiden
Fluorophoren hinweisen kdnnte (siehe oben, S. 30). Das Volumenbild in Abbildung 80B wurde daher
nur unter Anregung der Rh-Fluoreszenz aufgenommen. Im Bereich des sechsstrahligen Sterns ist
keine Rh-Fluoreszenz zu detektieren.
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C12r: LSFM-Untersuchungen

C12r-Kanal Uberlagerung Rh-Kanal

Abbildung 80. Zwei Serien LSFM-Aufnahmen von GUV aus
C12r: DPPC=1:10 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE); links: griiner Kanal
(Fluoreszenz des C12r), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte:
Uberlagerung beider Kanile; A: Aufnahmen einer Fokusebene;
B: Volumenbild mit 50 Schnitten verschiedener Fokusebenen,
Einkanalaufnahmen durch Anregung der Rh-Fluoreszenz; Skalen: xy-
Ebene: 100 um (A), 20 um (B); z-Richtung: 23.68 pm.

C12r:DOPC=1:10

Das Gemisch C12r: DOPC: 1:10 bildet ausschlieBlich runde GUV mit glatter Membran (F =1 um —
30 um, Abbildung 81). Beide Fluorophore zeigen eine gleichmalige Fluoreszenz in der Membran, und
es gibt keinen Hinweis auf eine Phasenseparation. Die C12r-Molekiile scheinen homogen in der
fluiden DOPC-Membran verteilt zu sein, analog zur Probe C12/12 : DOPC = 1:10 (siehe oben, S. 36).
Bei Verwendung eines polarisierten Anregungslasers andert sich die C12r-Fluoreszenzintensitat
periodisch entlang der Membran, was auf eine Vorzugsorientierung der C12r-Molekdile relativ zur
Membrannormale hindeutet (siehe Diskussion bei C12/12:DOPC=1:10, S. 37). Wahrscheinlich
nehmen die C12r-Molekile eine Transmembrananordnung ein. Das Intensitatsprofil entlang der
GUV-Meridiane wurde als Funktion des Kreiswinkels geplottet und gefittet. Der maximale
Neigungswinkel der C12r-Molekile a,,., betrdgt ca. 45° (B =0.37 £ 0.05 und up,, = 0.52 £ 0.03). Der
bestimmte Winkel a,,, ist sehr dhnlich dem des analogen C12/12-Gemischs. In fluiden Membranen
hat die verminderte KopfgruppengroBe des C12r offenbar keinen Einfluss auf die Ausrichtung der
Mesogene in der Membran.
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C12r: DSC-Untersuchungen

C12r-Kanal Uberlagerung Rh-Kanal

Abbildung 81. Eine Serie LSFM-Aufnahmen von GUV aus C12r: DOPC = 1:10 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE); links: griiner Kanal
(Fluoreszenz des C12r), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung beider Kanile; Skala: 30 um.

5.1.3 DSC-Untersuchungen

Die Thermogramme aller untersuchten Gemische C12r : DPPC weisen eine Hauptumwandlung bei
T, =42 °C auf (Abbildung 82A). Ab einem Mischungsverhaltnis von 1:20 sind mehrere zusatzliche
Umwandlungen bei T4, im Bereich 47 °C — 65 °C zu sehen. Das 1:20-Gemisch zeigt zwei gut getrennte
Zusatzumwandlungen bei T,44:(C12r:DPPC=1:20) = 52 °C und T,442(C12r:DPPC=1:20) = 56 °C), wahrend
diese Zusatzpeaks fir das 1:10-Gemisch deutlich breiter, weniger deutlich getrennt und zu
niedrigeren Temperaturen verschoben sind (Tagq2(C12r:DPPC=1:10) = 50 °C und
Tuda2(C12r:DPPC=1:10) = 52 °C). Das Thermogramm des 1:4-Gemisches zeigt vier zu hdheren
Temperaturen verschobene Umwandlungspeaks. Die Zusatzumwandlungen sind mit einer
Phasenseparation in eine DPPC-reiche Phase und mindestens eine C12r-reiche Phase zu erklaren.
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Abbildung 82. A: DSC-Thermogramme wassriger Suspension verschiedener Gemische von C12r : DPPC, das Molverhaltnis
ist angegeben; B: Umwandlungsenthalpien der Gemische als Funktion von xc;,,, Enthalpie der Hauptumwandlung (4H,,,
schwarz), Summe der Enthalpien aller Zusatzumwandlungen (2AH.4, rot) und Summe der Enthalpien aller
Umwandlungen (4H,,, blau); cpppc = 2 mM.

Die Peakintensitat und die Integralflache des Hauptumwandlungspeaks nehmen mit steigendem xc;,,
stark ab. Fir das 1:10-Gemisch betragt AH,, (Abbildung 82B) nur noch 20% der
Umwandlungsenthalpie von DPPC-Membranen. Folglich sind 80 % des DPPC in der C12r-reichen
Phase lokalisiert. Fir das 1:4-Gemisch betragt AH,, nur 8 % der Hauptumwandlungsenthalpie reiner
DPPC-Membranen, und 92 % des Lipides sind in C12r-reichen Domanen lokalisiert. Der Anteil an Lipid
in den DPPC-reichen Domanen ist viel geringer als bei analogen C12/12-Gemischen (Abbildung 29A).
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Das deutet darauf hin, dass auf Grund der kleinen Kopfgruppen von C12r mehr Lipid zur
Stabilisierung der lamellaren Struktur der mesogenreichen Phase nétig ist.

5.1.4 ATR-FTIR-Untersuchungen

Die thermotrope Umwandlung der Lipidacylketten beim Ubergang der Membran von Lg~- zu L,-Phase
wurde fir die Systeme C12r:DPPC-dg, = 1:10 und 1:4 schwingungsspektroskopisch verfolgt. Die
Alkylschwingungsbanden von Mesogen und Lipid konnten durch Verwendung von perdeuteriertem
DPPC-d¢, spektral getrennt untersucht werden.

Fir beide Mischungsverhiltnisse bleibt fir T<40°C die Position der symmetrische CD,-
Valenzschwingung konstant (2088.6 cm™ fiir C12r:DPPC-dg, = 1:10 und 2088.4cm™ fiur 1:4,
Abbildung 83). Die v,(CD,)-Werte sind typisch fir die Lg-Phase. Bei héheren Temperaturen steigt die
Position der Bande an und bleibt fiir T> 55 °C wieder konstant (2093.6 cm™ fiir das 1:10-Gemisch und
2093.8cm™ fiir das 1:4-Gemisch) bei typischen Werten fir eine L,Phase. Die
Lipidacylkettenumwandlung erstreckt sich fir das 1:10-Gemisch Uber alle thermotropen
Umwandlungen (T, und T4, DSC) und ist fur das 1:4-Gemisch korreliert mit der Umwandlung bei T,,
nicht jedoch mit den Zusatzumwandlungen. Offensichtlich hat der Gehalt an Mesogen weder Einfluss
auf den Temperaturbereich der Umwandlung noch auf die Lage der v,(CD,)-Bande und damit dem
Ordnungsgrad der Lipid-Acylketten.

Cl12r: DPPC-d ,
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Abbildung 83. Wellenzahllagen der v,(CD,)-Schwingungsbande (Symbole) der Gemische C12r : DPPC-dg, = 1:10 (oben) und
1:4 (unten) in D,0O als Funktion der Temperatur und DSC-Thermogramme (durchgezogene Linien) der Gemische
C12r : DPPC=1:10 (oben) und 1:4 (unten) in H,0; c,,s=2.0 mM; waagerechte, gepunktete Linien markieren die
Literaturwerte der v,(CD,)-Bande fiir DPPC-dg;, in der Lg~- bzw. L,-Phase; %8100 yartikale gestrichelte Linie markiert T,,.

Die v,(CH,)-Bande fur die lateralen C12r-Alkylketten liegt bei 2850.5 cm™, was typisch fir fluide
Alkylketten ist. Im gesamten untersuchten Temperaturbereich kann keine signifikante Anderung der

Bandenlage beobachtet werden.
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5.1.5 Fluoreszenzdepolarisationsuntersuchungen

Fir das 1:10-Gemisch wurde bei T <42 °C eine Fluoreszenzanisotropie von r =0.23 bestimmt. Beim
Erwarmen der Probe sinkt der r-Wert und bleibt bei T> 58 °C wieder ungefahr konstant bei r = 0.123.
Fir das 1:4-Gemisch sinkt der r-Wert zwischen 50 °C und 60 °C von r =0.18 auf r =0.08. Fir beide
Gemische ist der Abfall von r nicht mit der Hauptumwandlung bei T,, korreliert, sondern wie bei den
analogen Gemischen mit C12/12 (siehe oben, S.55) mit den thermotropen Zusatzumwandlungen
(DSC). Bei T,ss werden die Cl12r-Molekiile innerhalo der DPPC-Membran mobil, und die
phasenseparierten Cl12r-Domanen, die bei Raumtemperatur wahrscheinlich durch m-7t-
Wechselwirkungen der Phenylringe des Molekilriickgrates stabilisiert sind, brechen korreliert mit
den Zusatzumwandlungen auf und ermoglichen eine (molekulare) Beweglichkeit der C12r-Molekiile
(bzw. kleiner Aggregate).
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Abbildung 84. Fluoreszenzanisotropie (Symbole) von wissrigen Suspensionen der Gemische C12r : DPPC = 1:10 (oben)
und 1:4 (unten) als Funktion der Temperatur (A*=342nm, A*" =466 nm, c,;=0.5mM) und DSC-Thermogramme
(durchgezogene Linien, cpppc = 2.0 mM); die gestrichelten Linien markieren T,

5.1.6 Zusammenfassung C12r
Obgleich die hydrophilen Kopfgruppen von C12r sehr klein sind und das Mesogen wegen der grollen
lipophilen Bereiche kaum als Bolaamphiphil zu klassifizieren ist, zeigt C12r sehr &hnliche
Wechselwirkungen mit PC in Membranen wie das im Grundgerist identische Molekil C12/12,
welches Glycerolkopfgruppen tragt.

In der Lz-Phase liegt das System C12r : DPPC entmischt vor und die C12r-reichen Domé&nen enthalten
bis zu 92 % des enthaltenen DPPC. Der Anteil an Lipid ist deutlich héher als bei analogen C12/12-
Gemischen und stabilisiert wahrscheinlich die lamellare Struktur. Fiir C12r : DPPC = 1:10 ist die C12r-
reiche Phase wie bei analogen Gemischen mit C12/12 bzw. C18/18 in der Form sechsstrahliger
sternférmiger Domanen organisiert, was darauf hindeutet, dass ein dahnliches Packungsmodell, wie
fuir die Cm/n-DPPC-Gemische, zugrunde liegt (sieche auch S.83). Die C12r-Filamente in diesen
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Domadnen werden moglicherweise ebenfalls durch m-m-Wechselwirkungen des aromatischen
Molekiilrickgrates stabilisiert. Die Ausbildung intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen ist bei
parallel angeordneten Molekiilriickgraten auf Grund der sehr kleinen OH-Kopfgruppe sterisch
schwierig und damit unwahrscheinlich.

Die thermotrope Hauptumwandlung bei T,, ist flir C12r: DPPC=1:10 und 1:4 nicht korreliert mit
einer Mobilitatserhohung der Cl12r-Molekiile, sondern mit der Fluidisierung der Acylketten des
Lipides. Es ist kaum Mesogen in der lipidreichen Phase lokalisiert. Wahrend der
Zusatzumwandlungen im DSC steigt die Mobilitdit der Mesogenmolekiile und die C12r-Domanen
brechen auf. In der fluiden Hochtemperaturphase (C12r:DOPC=1:10) sind Lipid und Mesogen
homogen gemischt, wobei die Cl12r-Molekiile eine Vorzugsorientierung mit einem maximalen
Tiltwinkel von ca. 45° aufweisen. Die Struktur der Hochtemperaturphase und der hohe Tiltwinkel sind
bei analogen C12/12-Systemen ebenfalls zu finden.
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5.2 Methyl-terminierte Oligo-Ethylenoxid-Kopfgruppen - F12/n
Die beiden Verbindungen F12/4 (Kopfgruppe: -(EQ,4)-Me) und F12/7 (Kopfgruppe: -(EO;)-Me) wurden
auf ihre Suspendierbarkeit in Wasser und ihre Wechselwirkungen mit PC in Membranen untersucht.

5.2.1 Lyotropes Verhalten der F12/n-Mesogene

5.2.1.1 Langmuir-Filme

Bei Kompression eines F12/4-Filmes an der Luft/Wasser-Grenzflache erfolgt der Lift-off der 7-Apor-
Isothermen bei A, = 130 A2 Molekil™. Die Isotherme zeigt bis zu einer molekularen Flache von
62 A> Molekiil™ (2.23 mN m™) zunéchst nur einen sehr kleinen Anstieg. Bei weiterer Kompression ist
der Anstieg der Isothermen sehr steil, bis der Film bei 28 A*> Molekil™ (26.6 mN m™) kollabiert. Die
F12/4-Filme sind sehr steif und teilweise als gelbe Schicht auf der Wasseroberflache sichtbar. Die
kleine Lift-off-Flache und der Verlauf der Kompressionsisothermen sind ungewdhnlich fir Filme
derart groRer Molekiile. Die F12/4-Molekiile konnen bei so kleinen Lift-off-Flachen nicht planar auf
der Wasseroberflache liegen (MD senkrecht zur Grenzflaichennormale). Wahrscheinlich werden keine
Monoschichten gebildet oder die Molekile stehen aufrecht auf der Wasseroberflache. Das
Kompressionsverhalten dhnelt dem der C12/12-Filme (Abbildung 8B). Da die Kopfgruppen von F12/4
nur unwesentlich groRer sind als bei C12/12 und das Grundgerdist identisch ist, konnte eine dhnliche
Filmstruktur vorliegen.
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Abbildung 85. m-A,,,-lsotherme von Filmen aus F12/4 (rot) bzw. F12/7 (schwarz) an der Luft/Wasser-Grenzfliche,
gespreitet aus CHCl;-Losung, c = 1 mM; T = 20 °C, Vyopp, = 2 A% Molekiil™* min™.

Der Lift-off der Kompressionsisotherme eines F12/7-Filmes liegt bei 230 A2 Molekul™, was der Fliche
des flach auf der Wasseroberflache liegenden Molekiils entsprechen wiirde. Der Oberflachendruck
steigt steil an, bis ein ausgedehntes Plateau zwischen 93 A>Molekil® (15.5mNm™) und
45 A? Molekil™ erreicht wird. Die molekulare Fliche wird im Plateau halbiert, was auf die Bildung
einer Doppelschicht hinweist. Bei weiterer Kompression kommt es zu einem weiteren kurzen
Oberflichendruckanstieg und schlieBlich zum Kollaps bei 20 A’ Molekiil™ (18.4 mN m™). F12/7 bildet
offenbar eher flexible monomolekulare Filme bei groRen molekularen Flachen. Der Verlauf der
Isotherme ist dhnlich dem der Filme der Bm/n-Mesogene.
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5.2.1.2 F12/n-Aggregation in Wasser - Untersuchungen mittels TEM, DSC und ATR-FTIR
Mittels Ultraschallbehandlung (30 min bei 60 °C) kbnnen stabile Suspensionen von F12/7 in Wasser
prapariert werden. Die Suspensionen sind intensiv gelb und zeigen eine blduliche Opaleszenz. Mittels
cryo-TEM wurden ungewdhnliche, gewellte Strukturen gefunden, bei denen es sich moglicherweise
um fluide, gewellte Schichtsysteme handelt (Dreieckl, Abbildung 86A). Neben den lamellaren
Strukturen treten auch runde bis elliptische Vesikel mit glatter Membran (Dreieck 2, Abbildung
86B/C) sowie planare Schichten (Dreieck 3, Abbildung 86A) auf. Die TEM-Aufnahme zeigen sehr viele
Aggregate, die sich teilweise mehrfach lberlagern, was den Gesamtkontrast reduziert.
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Abbildung 86. A-C: Cryo-TEM-Aufnahmen einer vitrifizierten wassrigen Suspension von F12/7, T, =20 °C, Skalen:
200 nm (A), 500 nm (B,C); markierte Besonderheiten: lamellare Strukturen (Dreieck 1 in A/B), Vesikel (Dreieck 2 in B/C),
Schichtstrukturen (Dreieck 3 in A), Ethankristalle (Pfeile in B/C); D: DSC-Thermogramm einer wéssrigen Suspension von
F12/7; jeweils c = 1 mM.

Das DSC-Thermogramm der Suspension zeigt einen schwachen Peak bei 34.6 °C (Abbildung 868,
AH,, (F12/7).q = 0.69 kcal mol™). Die Aggregate durchlaufen also eine thermotrope Umwandlung,
deren Natur noch ungeklart ist. Durch temperaturabhdngige ATR-FTIR-Messungen (Si-Kristall) an der
waéssrigen F12/7-Suspension konnte gezeigt werden, dass die Konformation der lateralen Alkylketten
sich zwischen 10 °C und 60 °C nicht dndert (siehe Anhang, S. 3, Abbildung 112). Die Ketten sind im
gesamten Temperaturbereich fluide (v(CH,)=2849 cm™). Das weift darauf hin, dass die
thermotrope Umwandlung (DSC) nicht der Fluidisierung der F12/7-Alkylketten entspricht.
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5.2.2 Wechselwirkungen der F12 /n-Mesogene mit Phosphatidylcholinen in Membranen
Im Fokus der Untersuchung der F12/n-Mesogene standen deren Wechselwirkungen mit DPPC in
Membranen. Alle untersuchten Gemische F12/n : DPPC bilden zwischen 2 °C — 95 °C stabile intensiv
gelbe Suspensionen mit blaulicher Opaleszenz. Auf Grund der geringen zur Verfligung stehenden
Sustanzmenge an F12/4 wurden die meisten Untersuchungen zum Wechselwirkungsverhalten der
F12/n-Mesogene mit PC in Membranen mit der Verbindung F12/7 durchgefiihrt.

5.2.2.1 LSFM-Untersuchungen

Die LSFM-Aufnahmen fiir F12/7 : DPPC = 1:10 zeigen neben wenigen facettierten Vesikeln vor allem
runde GUV (& = 20 um — 80 um) mit glatter Membran (Abbildung 87A). Die beiden Fluorophore sind
im Rahmen der Auflésung gleichmaRig tber die Membran verteilt (Abbildung 87B). Es scheint also,
als wéaren die F12/7-Molekille homogen in der DPPC-Membran verteilt. Bei Verwendung von
polarisiertem Anregungslicht, variiert die F12/7-Fluoreszenzintensitat periodisch entlang der GUV-
Meridiane, was ein Indiz fiir eine Vorzugsorientierung der Fluorophore ist. Ein dhnliches Verhalten
wurde z. B. bei den DOPC-Gemischen von C12/12 oder C12r beobachtet (siehe S. 36 und S. 112). Wie
fir das Gemisch E12/12 : DPPC = 1:10 gezeigt (siehe S. 35), ist dieser Effekt nicht zwingend auf die
homogene Verteilung des Mesogens in der Membran zurlickzufiihren. Die runden GUV weisen lokale
Inhomogenitaten der Fluorophorenverteilung in der Membran auf (Abbildung 87B). Moglicherweise
ist das System phasensepariert, wobei die F12/7-DoméanengroRRe unterhalb der Auflésungsgrenze der
LSFM liegt.

F12/7-Kanal Uberlagerung Rh-Kanal

20 pm 20 pm 20 pm

Abbildung 87. Zwei Serien LSFM-Aufnahmen von GUV aus F12/7 : DPPC =1:10 (0.5 Gew.-% Rh-DHPE); jeweils links:
griiner Kanal (Fluoreszenz des F12/7), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung beider Kanile;
A: Aufnahme einer Fokusebene; B: Volumenbild mit 45 Schnitten verschiedener Fokusebenen; Skalen: xy-Ebene: 60 um
(A), 20 um (B), z-Richtung: 20.43 um (B).
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5.2.2.2 DSC-Untersuchungen

Die DSC-Thermogramme verschiedener Proben F12/4 : DPPC und F12/7 : DPPC weisen unabhangig
von der Zusammensetzung einen scharfen Umwandlungspeak bei T,, = 42 °C auf (Abbildung 88A/B),
der auf die Membranumwandlung von Lg- in L,-Phase hinweist. Der Hauptumwandlungspeak in den
Thermogrammen der Gemische F12/4 : DPPC = 1:50 und 1:20 zeigen zwei Nebenmaxima. Fir beide
Mesogene nimmt die Intensitdt des Hauptumwandlungspeaks mit steigendem Mesogengehalt
starker ab, als durch das eingesetzte Molverhaltnis zu erwarten ist (Abbildung 88C). Bereits bei einem
Mesogengehalt von x5/, = 0.02 betrdgt AH,, des Gemisches nur noch 57 % (F12/7 : DPPC) bzw. 65 %
(F12/4 : DPPC) der Umwandlungsenthalpie reiner DPPC-Membranen. Damit durchlaufen bei diesen
Gemischen 43 % (F12/7 : DPPC) bzw. 35 % (F12/4 : DPPC) des Lipids bei T,, keine Umwandlung. Das
deutet auf eine Phasenseparation in eine DPPC-reiche (Umwandlung bei T,,) und eine mesogenreiche
Phase (keine Umwandlung zwischen 2°C — 95°C) hin. Nach der steilen Abnahme der
Umwandlungsenthalpie bei Zumischung sehr kleiner Anteile Mesogen sinkt AH,,, nur noch wenig bei
weiter steigendem xg;5/,. So weisen die Gemische F12/n : DPPC = 1:20 noch 51 % (F12/7 : DPPC) bzw.
47 % (F12/7 : DPPC) der Umwandlungsenthalpie von reinen DPPC-Membranen auf. Dieser Trend ist
fur die F12/7-DPPC-Gemische deutlicher zu beobachten, und so bleibt der Gehalt an DPPC in der
F12/7-reichen Phase nahezu konstant bei steigendem Gehalt an Mesogen.
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Abbildung 88. A/B: DSC-Thermogramme der wassrigen Suspensionen verschiedener Gemische von F12/7 mit DPPC (A)
bzw. F12/4 mit DPPC (B); das Molverhiltnis ist angegeben; C: Hauptumwandlungsenthalpien (AH,,) der Gemische als
Funktion von Xg;,/,; Cpppc = 2 MM.

Die Thermogramme der F12/7-DPPC-Proben weisen einen zweiten, sehr schwachen Umwandlungs-
peak im Bereich 34 °C — 36 °C auf (Abbildung 88A/D). Das deutet auf eine Umwandlung der F12/7-
reichen Phase hin, die stark vom thermotropen Verhalten der F12/7-Komponente der Phase
dominiert ist, da eine wéssrige F12/7-Suspension eine thermotrope Umwandlung bei 34.6 °C zeigt.
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Die Vorumwandlung von DPPC-Membranen liegt ebenfalls in diesem Temperaturbereich. Wenn die
lipidreiche Phase kaum F12/7 enthalt und die Membranstruktur kaum gestort ist, ware es denkbar,
dass eine Vorumwandlung dieser Phase mit dem DSC detektierbar ist. Da die lipidreiche Phase nur
einen Teil der Gesamtmenge an PC der Probe enthilt, ist die Vorumandlungsenthalpie der Gemische
bezogen auf den Gesamtgehalt an Lipid sehr gering.

5.2.2.3 ATR-FTIR-Untersuchungen
Flr F12/7 : DPPC = 1:10 wurden bei verschiedenen Temperaturen ATR-FTIR-Spektren aufgenommen.

Da undeuteriertes DPPC verwendet wurde, sind die Alkylkettenschwingungen des Lipides und des
Mesogens im gleichen Spektralbereich (berlagert und kdénnen nicht unabhangig voneinander

diskutiert werden.
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Abbildung 89. Wellenzahllagen der v,(CH,)-Schwingungsbande (Symbole) einer wéssrigen Suspension des Gemisches
F12/7 : DPPC = 1:10 (D,0) als Funktion der Temperatur und DSC-Thermogramm des Gemisches in H,0; waagerechte,
gepunktete Linien markieren die Literaturwerte der v,(CD,)-Bande fiir DPPC in der Lg- bzw. L,-Phase; 98-100, CLipia =2 MM
Fir T< 38 °C ist die Lage der symmetrischen CH,-Streckschwingungsbande ungefdhr konstant bei
2850.2 cm™, was ein typischer Wert fiir all-tans-Acylketten (DPPC-Gelphase) ist. Korreliert mit der
thermotropen Umwandlung (DSC) andert sich die Lage der v,(CH,)-Bande sprunghaft und bleibt
oberhalb von 45 °C wieder annihernd konstant bei 2855.0 cm™ (Abbildung 89, fiir Spektren siehe
Anhang, S. 4, Abbildung 113). Diese vi(CH,)-Bandenposition entspricht fluiden Acylketten
(flussigkristalline Phase der DPPC-Membran). Die thermotrope Hauptumwandlung im DSC weist also
auf die Fluidisierung der DPPC-Acylketten hin.

5.2.3 Zusammenfassung F12/n

Die Wechselwirkungen der F12/n-Mesogene mit Wasser sind abhingig von der Linge der EO-Kette
und damit der KopfgruppengréRe. F12/4 mit kleineren hydrophilen Kopfgruppen zeigt ein dhnliches
Monoschichtverhalten wie C12/12, und die Mesogene scheinen aufrecht auf der Wasseroberflache
zu stehen oder Multischichten zu bilden. Die Kompressionsisotherme der F12/7-Filme dagegen
gleicht eher der der Bm/n-Mesogene, wobei die F12/7-Molekile wahrscheinlich flach auf der
Wasseroberflache liegen. F12/4 ist nicht in Wasser suspendierbar, wohingegen F12/7 stabile

120



Zusammenfassung F12/n

Suspensionen in Wasser bildet. F12/7 aggregiert in Wasser zu lamellaren Strukturen (planare
Schichten und Vesikel), die eine thermotrope Umorganisation bei 34.7 °C aufweisen.

Die F12/n-Mesogene bilden mit DPPC in Wasser Vesikel. Obgleich nur eine thermotrope
Umwandlung zwischen 2 °C und 95 °C beobachtet wird, ist das System phasensepariert, da bei T, nur
ein Teil des Lipides umgewandelt wird. Fir die F12/7-DPPC-Gemische existiert ein schwacher
Zusatzpeak im Bereich der Umwandlung der wassrigen F12/7-Aggregate bzw. der Vorumwandlung
der reinen Membran. Die GroRen der Mesogendoméanen des Gemisches F12/7 : DPPC = 1:10 liegen
unterhalb der Auflosungsgrenze des LSFM, die Vesikel erscheinen nahezu homogen gemischt und
eine Phasenseparation ist kaum sichtbar. Von Festkdrper-NMR-Untersuchungen ist bekannt, dass die
F12/7-Molekile in diesem Gemisch selbst in der L,-Phase der Membran (T > T,,) nur geringe Mobilitat
besitzen. Eine Aggregation der F12/7-Molekiile (zusammen mit Lipid) in der Form phasenseparierter
F12/7-reicher Doméanen ist damit sehr wahrscheinlich.”® Moglicherweise existiert eine thermotrope
Umwandlung bei T > 95 °C, bei der die Acylketten des Lipidanteils der F12/7-reichen Phase fluide
werden. Die Gemische F12/4 : DPPC zeigen ebenfalls eine Phasenseparation und es befinden sich bis
zu 53% des eingesetzten DPPC nicht in der lipidreichen Phase. Es kann im untersuchten
Temperaturbereich ebenfalls keine Umwandlung der mesogenreichen Phase detektiert werden. Das
deutet darauf hin, dass die Umwandlung in eine fluide gemischte Hochtemperaturphase ebenfalls bei
> 95 °C liegt.
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5.3 Glycerol-terminierte Oligo-Ethylenoxid-Kopfgruppen - G12/3

Das Molekil G12/3 besitzt das analoge Grundgerust wie C12/12 (Molekilrickgrat und laterale
Alkylketten) und Glycerolgruppen-terminierte EOs- Kopfgruppen. Im Vergleich zu C12/12 ist damit
die KopfgruppengroRe erhoht, wobei weiterhin die Moglichkeit zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen gegeben ist. Die KopfgruppengroRe von G12/3 ist etwa vergleichbar
mit der von F12/7.

G12/3 ist in Wasser nicht 16slich oder suspendierbar. Das System G12/3 und DPPC ist jedoch leicht in
Wasser dispergierbar und die gelbe Suspension zeigt eine blduliche Opaleszenz.

5.3.1 TEM-Untersuchungen

TEM-Aufnahmen negativ-kontrastierter Proben von G12/3 : DPPC = 1:10 zeigen facettierte Vesikel
(4 =200 nm — 350 nm), die wegen des Trocknungsprozesses bei der Probenprdparation kollabiert
sind (Abbildung 90A). Weiterhin zeigen die TEM-Bilder planare, lamellare Aggregate, die
moglicherweise durch das Kollabieren der Vesikel beim Trocknen gebildet wurden (Abbildung 90B/C).
Die TEM-Aufnahmen von G12/3 : DPPC = 1:20 weisen nur einen schwachen Kontrast auf und zeigen
parallele Rippen mit Ldngen von ca. 100 nm (Abbildung 90D/E), die auf lamellare Strukturen
hindeuten. Moglicherweise handelt es sich um aufgefaltete, senkrecht zur Fokusebene stehende
Lamellen, die durch Aufbrechen der Vesikelmembran entstanden sind.

Abbildung 90. TEM-Aufnahmen negativ-kontrastierter (UO,Ac,), getrockneter Proben von G12/3 : DPPC = 1:10 (oben)
bzw. 1:20 (unten); T, = 20 °C, cpppc = 2.0 mMM; markierte Besonderheiten: parallele Rippenstruktur (Dreieck 1 in D/E);
Skalen: 100 nm (A, C, E), 200 nm (D), 500 nm (B).

Cryo-TEM-Aufnahmen des Gemisches G12/3 : DPPC = 1:10 zeigen facettierte Vesikel (Abbildung 91).
Dabei sind viele kleine Vesikel (@ =40 nm — 140 nm) mit Ecken und geraden Rindern (Dreieck 1 in
Abbildung 91A) und wenige groRe Vesikel zu finden (@ = 240 nm — 400 nm). Zuséatzlich treten analog
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zu den negativ-kontrastierten Proben planare Schichtstrukturen auf, die Gbereinander gefaltet bzw.
verdreht sind und damit sehr flexibel sein missen (Pfeile in Abbildung 91).

Abbildung 91. Cryo-TEM-Aufnahmen einer vitrifizierten, wéssrigen Suspension von G12/3: DPPC = 1:10; T, = 20 °C,
¢y = 0.1 mM; markierte Besonderheiten: eckige Vesikel (Dreick 1 in A), Rand der TEM-Gridmasche (Dreieck 2 in A/B),
schichtartige Aggregate (schwarze Pfeile in A/B); Skalen: 200 nm (A), 500 nm (B).

5.3.2 LSFM-Untersuchungen

Die LSFM-Aufnahmen beider Gemische (G12/3:DPPC=1:10 und 1:4) zeigen makroskopisch
entmischte, runde Vesikel mit glatten Membranen oder facettierte GUV (Abbildung 92, @;.;0 = 10 nm
- 100 nm, @;., = 10 nm - 30 nm). Die G12/3-Doménen sind zumeist streifenférmig und weisen keine
besondere Symmetrie auf. An einigen Stellen kreuzen sich zwei der langgestreckten Domanen
(Dreieck 2, Abbildung 92), aber eine regelméRige Sternform wie bei analogen C12/12-Gemischen ist
nicht zu erkennen (siehe Abbildung 17). Areale, in denen eines der Fluorophore emittiert, zeigen
zumeist kein Fluoreszenzsignal des anderen Fluorophors. Auf den LSFM-Bildern sind die G12/3-
Domanenflachen im Verhaltnis zur restlichen GUV-Membranflache sehr klein, und das eingesetzte
Molverhaltnis wird, vor allem fir das 1:4-Gemisch, nicht korrekt wiedergegeben. In der 1:4-Probe
scheint insgesamt sogar weniger G12/3 enthalten zu sein als in der 1:10-Probe. Der Effekt ist konnte
ein Praparationsartefakt und auf die unterschiedliche Loslichkeit von G12/3 und DPPC in CHCl;
zurtickzufiihren sein.
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G12/3-Kanal Uberlagerung Rh-Kanal
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Abbildung 92. Zwei Serien LSFM-Aufnahmen von GUV aus G12/3 : DPPC = 1:10 (A) bzw. 1:4 (B, jeweils 0.5 Gew.-% Rh-
DHPE); jeweils links: griiner Kanal (Fluoreszenz des G12/3), rechts: roter Kanal (Rh-Fluoreszenz), Mitte: Uberlagerung
beider Kanale; Volumenbilder mit 110 (A) bzw. 40 (B) Schnitten verschiedener Fokusebenen; markierte Besonderheiten:
sternformige Verzweigung der Mesogendomine (Dreieck 1 in A/B), facettierte Vesikel (Dreieck 2 in A/B); Skalen: xy-
Ebene: 40 um (A), 20 um (B), z-Richtung: 47.39 um (A), 22.78 pum (B).

5.3.3 DSC-Untersuchungen

Die DSC-Thermogramme der Gemische G12/3 : DPPC zeigen einen Peak bei T, =42 °C, dessen
Position unabhangig vom G12/3-Gehalt an gleicher Stelle bleibt und dessen Peakintensitat mit
wachsendem Xg5/3 sinkt (Abbildung 93A). Ab einem Mischungsverhaltnis von G12/3 : DPPC = 1:20
treten zwei zuséatzliche Umwandlungen bei 56 °C und 68 °C auf, was auf eine Phasenseparation in
eine DPPC-reiche Phase mit Umwandlung bei T, und mindestens eine G12/3-reiche Phase mit
Umwandlungen bei T,4,, hindeutet. Die Positionen und relativen Intensitaten der beiden Zusatzpeaks
verschieben sich mit steigendem G12/3-Gehalt. Beim 1:50- und 1:20-Gemisch sind noch
Umwandlungen bei T< T, im Bereich der Vorumwandlung (Ls- zu Ps-Phase) von DPPC-Membranen
(36.0 °C fiir 1:50 bzw. 35.0 °C fiir 1:20) zu beobachten. Da oft keine Ps~-Phase gebildet wird, wenn die
DPPC-Membran andere Molekile enthdlt, existieren fur diese Gemische offensichtlich kaum
Wechselwirkungen zwischen G12/3 und DPPC in der lipidreichen Phase, sodass die Vorumwandlung
und Bildung einer Pg-Phase dennoch zu beobachten ist.

Die Hauptumwandlungsenthalpie sinkt mit steigendem G12/3-Gehalt, wahrend die JAH,q, stetig
zunimmt (Abbildung 93B). AH,, sinkt nahezu linear mit xpppc. Der Abfall von AH,, mit steigendem X123
ist viel geringer als fir analoge Systeme mit C12/12 oder F12/6. Nahezu das gesamte eingesetzte
Lipid erféhrt also bei T, die Umwandlung von Lg- bzw. Ps- in die L,-Phase, und damit enthdlt die
mesogenreiche Phase kein oder kaum DPPC.
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Abbildung 93. A: DSC-Thermogramme der wissrigen Suspensionen verschiedener Gemische von G12/3 mit DPPC; das
Molverhiltnis ist angegeben; B: Umwandlungsenthalpien als Funktion von xg;,/3; Enthalpie der Hauptumwandlung (4H,,,
schwarz), Summe der Enthalpien aller Zusatzumwandlungen (2AH.,, rot) und Summe der Enthalpien aller
Umwandlungen (4H,,,, blau); jeweils cpppc = 2 mM.

5.3.4 ATR-FTIR-Untersuchungen

5.3.4.1 FT-IR-Messung an Proben, hergestellt durch Vesikelspreitung
Fir die beiden Proben G12/3 : DPPC-dg, = 1:10 und 1:4 wurden die Positionen der v;(CD,)-Bande des
Lipides als Funktion der Temperatur geplottet (Abbildung 94).
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Abbildung 94. Wellenzahllagen der v,(CD,)-Schwingungsbande (Symbole) der Gemische G12/3 : DPPC-d¢, = 1:10 (oben)
bzw. 1:4 (unten) in D,0 als Funktion der Temperatur und DSC Thermogramme der Gemische G12/3 : DPPC = 1:10 (oben)
bzw. 1:4 (unten) in H,0; waagerechte, gepunktete Linien markieren die Literaturwerte der v,(CD,)-Bande fiir DPPC-dg;, in
der Lg- bzw. L,-Phase; 98-100, CLipig =2 mM.

Fur beide Gemische ist die Position der v,(CD,)-Bande fiir T < 35 °C ungefihr konstant (2088.5 cm™),
was auf eine all-trans-Konformation (Lz-Phase) der DPPC-dg-Acylketten hindeutet. Bei hdheren
Temperaturen steigt die Bandenposition bis auf 2094.0 cm™ bei 50 °C, was ein Hinweis auf Acylketten
mit gauche-Konformeren (L,Phase) ist, und bleibt bei weiterem Erwarmen wieder konstant. Fir
T> 45 °C streuen die Werte der Bandenpositionen starker und machen eine genaue Bestimmung des
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Endpunktes der Hauptumwandlung schwierig. Die konformationelle Umwandlung der DPPC-dg,-
Acylketten der lipidreichen Phase ist korreliert mit der thermotropen Hauptumwandlung bei T,,.

Die Bandenposition der v,(CH,)-Schwingungsbande der G12/3-Alkylketten bleibt im gesamten
Temperaturbereich konstant bei 2851.5 cm™, was typisch fiir fluide, ungeordnete Alkylketten ist. Auf
Grund der geringen Bandenintensitat streuen die Werte stark.

5.3.4.2 FT-IR-Messung an orientierten Proben

Fir die Messungen an orientierten Multischichten wurde die Probe G12/3:DPPC-dg, = 1:4 mit
deutlich hoherer Konzentration als bei Experimenten mit Proben, die durch Vesikelspreitung
prapariert wurden, untersucht. Folglich wurden Spektren mit intensiveren Banden erhalten
(Abbildung 95). Durch die Verwendung polarisierten IR-Lichtes ist die Bestimmung der Orientierung
der an den entsprechenden Molekiilschwingungen beteiligten Gruppen moglich.

Die beiden in-plane Ringschwingungen bei vjy,(ring) = 1518 em™ (¢ =13°) und Vipp2(ring) = 1607 cm™
(ot = 6°) sind deutlich zu sehen (Abbildung 95, Zuordnung der Banden zu den Schwingungen siehe
C12/12, S. 50). Fir beide Schwingungen sind die Bandenintensitdten bei Anregung mit p-
polarisiertem Licht deutlich groRer als bei Verwendung von s-polarisiertem Licht, analog zu
C12/12 : DPPC-dg, = 1:4 (siehe oben, S. 52). Bei 32°C ergibt das Integralverhiltnis fur beide Banden
R*™>10, was auf eine Vorzugsorientierung der Molekiilriickgrate hindeutet. Damit kann ein
Ordnungsparameter von Sg>0.78 und ein mittlerer Tiltwinkel der Molekilriickgrate von 6 < 23°
errechnet werden. Da die beiden Ringschwingungsbanden mit s-polarisiertem Licht sehr schwache
Bandenintensitat liefern, ist die Bestimmung der Integrale eher ungenau, und es soll hier nur eine

Tendenz bzw. Bereich fiir R*"™%, S und 6 angegeben werden.
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Abbildung 95. IR-Spektren von orientierten Proben aus G12/3 : DPPC-dg, = 1:4 in D,0 mit p-(schwarz) und s-polarisiertem
(rot) Licht bei 32°C; im einbeschriebenen Kasten ist die Region der G12/3-Ringschwingungen vergroBert und die
Bandenlagen zweier Ringschwingungen sind markiert; ¢, = 4.4 mM.

Fir die v((CD,)-Banden des Lipides kann in der Ls-Phase bei 32 °C ein dichroitisches Verhdltnis
R*™® = 1.18, damit ein Ordnungsparameter Sg = 0.63 (a = 90°) und folglich ein mittlerer Tiltwinkel der

all-trans-Acylketten von 0 =30° relativ zur Membrannormale ermittelt werden. Die ermittelte
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Neigung der Lipidacylketten ist typisch fiir DPPC-ds,-Membranen in der L[rPhasem’115 und signifikant

hoher als beim analogen Gemisch C12/12 : DPPC-dg; = 1:4 (0:3-c=21°). Da die G12/3-Molekiile
offensichtlich weniger Wechselwirkungen mit der Lipid-Membran aufweisen, als dies fur das C12/12-
System der Fall ist, nehmen die Lipid-Acylketten die fiir die reine Lipidmembran typische Neigung von
ca. 30° ein.

5.3.5 Fluoreszenzdepolarisation/-anisotropie

Die temperaturabhingige Mobilitit der G12/3-Molekile in der DPPC-Membran wurde fur die
Gemische G12/3 : DPPC=1:10 bzw. 1:4 durch Messung der Fluoreszenzdepolarisation bestimmt.
Dabei wurde die Fluoreszenz des G12/3 (A =342 nm; A*™ = 466 nm) als Signal verwendet, um die
Fluoreszenzanisotropie des G12/3 zu ermitteln (Abbildung 96).
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Abbildung 96. Fluoreszenzanisotropie r (Symbole, c,(r)=0.5mM, A”=342nm, A*"=466nm) der wissrigen
Suspensionen aus G12/3 : DPPC = 1:10 (oben) und 1:4 (unten) als Funktkion der Temperatur und DSC-Thermogramme
(durchgezogene Linien, cppp(DSC) = 2.0 mM); markierte Besonderheiten: Schulter (Zweischrittprozess; Pfeil), vertikale
Linie markiert T,.

Fir T<50°C zeigen beide Gemische eine relativ hohe, konstante Anisotropie (20 °C:
rei2/3(1:10) = 0.34 und rg;y3(1:4) = 0.18), was auf eine geringe Mobilitdit der Mesogenmolekiile
innerhalb der G12/3-Domadnen in der Lg—Phase der Membran zuriickzufiihren ist. Dabei ist der
bestimmte r-Wert fir das 1:4-Gemisch deutlich geringer als bei dem 1:10-Gemisch, was auf
Streueffekte in der Probe zurtickzufiihren ist (siehe Diskussion bei C12/12 : DPPC, S. 55). Bei weiterer
Temperaturerhohung sinkt die Anisotropie korreliert mit den thermotropen Zusatzumwandlungen
(DSC) in einem grofRen Temperaturintervall stark ab und bleibt oberhalb von 70 °C wieder ungefahr
konstant. Flr das 1:10-Gemisch findet die Umwandlung zwischen 50 °C und 70 °C statt (Schwerpunkt
der Sigmoiden bei 61 °C) und fiir das 1:4-Gemisch im Temperaturbereich von 50 °C — 75 °C, wobei ein
Knickpunkt bei ca. 61°C existiert. Moglicherweise handelt es sich um einen zweistufigen
Umwandlungsprozess (Pfeil in Abbildung 96). In der Hochtemperaturphase ist fiir beide Gemische
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eine sehr niedrige Anisotropie zu beobachten (80 °C: rs1,/5(1:10) = 0.09, rs153(1:4) = 0.08), was auf
eine hohe Mobilitat der Mesogene (oder kleiner Aggregate) hindeutet.

5.3.6 Zusammenfassung G12/3
G12/3 zeigt trotz der im Verhéltnis zum lipophilen Grundgerist groBen hydrophilen Kopfgruppen
(KopfgruppengroRe vergleichbar mit F12/7) keine Bildung lyotroper Aggregate in H,0.

Die Gemische aus G12/3 und DPPC bilden phasenseparierte Vesikel. Die G12/3-Domanen sind
streifenférmig und enthalten kein oder nur sehr wenig Lipid. Die Mdglichkeit zur Bildung von
Wasserstoffbriicken im Bereich der groRen hydrophilen Kopfgruppen, zusammen mit der Tendenz
zur Ausbildung von mt---Wechselwirkungen im Bereich des aromatischen Riickgrates, fiihrt offenbar
zur verstarkten Selbstaggregation der G12/3-Molekiile innerhalb der Lipidmembran. Die DPPC-
Acylketten weisen dabei den fir reine DPPC-Membranen bekannten Tiltwinkel von ca. 30° auf. Die
G12/3-Molekile haben eine starke Vorzugsorientierung und ihre Molekilriickgrate sind um ca. 23°
zur Membrannormale geneigt. G12/3 ist wegen der KopfgruppengroBe und —struktur (Fahigkeit zur
Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen) offenbar in der Lage, in den Mesogendomanen in einer
Transmembrananordnung zu aggregieren und eine lamellare Domaénenstruktur zu realisieren
(Abbildung 97). Die G12/3-Doménen enthalten also kein oder kaum DPPC, was der Grund fir die
geringe Ausdehnung der Areale mit G12/3-Fluoreszenz auf den LSFM-Bildern sein kénnte.

AR
IR, TR

Abbildung 97. Modell der phasenseparierten Membran aus G12/3 : DPPC = 1:10 im wéssrigen Medium; Acylketten in der
DPPC-Doménen weisen all-trans-Konformation auf (Lz-Membranphase); Lipide mit roter Kopfgruppe représentieren Rh-
DHPE (nicht stéchiometrisch), die Anordnung der Mesogenalkylketten ist willkiirlich gewahilt.

Bei der thermotropen Hauptumwandlung der Gemische bei T, kommt es zur Umwandlung der
Membran von Lg- zu L,-Phase in den lipidreichen Doménen. Die thermotropen Zusatzumwandlungen
bei T,.s gehen mit einer Mobilitdtssteigerung der Mesogene einher. Die Hochtemperaturphase
scheint homogen gemischt, da dann die Mesogene frei beweglich sind.
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5.4 Zusammenfassung - kopfgruppenmodifizierte X-formige Mesogene

Die Mesogene C12r, F12/4 und G12/3 sind nicht in Wasser |6slich oder suspendierbar. Die
Verbindung F12/7 mit groRen Kopfgruppen, die nicht als Donoren fur Wasserstoffbriicken fungieren
kénnen, hingegen bildet stabile lamellare Aggregate in Wasser, die eine thermotrope Umwandlung
bei 34.6 °C zeigen. Obgleich die KopfgruppengroRe von G12/3 dhnlich wie bei F12/7 ist, kann fir das
Mesogen nicht die Bildung lyotroper Phasen beobachtet werden. Offensichtlich kommt es durch die
Moglichkeit zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen im hydrophilen Kopfgruppenbereich,
zusammen mit der Tendenz zur Bildung von m---Wechselwirkungen im Bereich des aromatischen
Molekulrlickgrates, eher zu einer Selbstaggregation der G12/3-Molekile als zu Wechselwirkungen
mit Wasser.

Alle Gemische von Mesogen mit DPPC bilden entmischte, vesikulare Strukturen. Die LSFM-
Aufnahmen der Gemische C12r : DPPC = 1:10 bzw. G12/3 : DPPC = 1:10 zeigen phasenseparierte GUV
mit ausgedehnten mesogenreichen Doméanen. Wahrend die G12/3-Domanen streifenformig sind,
bildet das C12r-Gemisch sechsstrahlige Sterndomé&nen aus. Beim Gemisch F12/7 : DPPC = 1:10 ist die
AggregatgroRe der F12/7-Domanen unterhalb der Auflésungsgrenze der LSFM, und so erscheint das
System gemischt.

Die DSC-Thermogramme der Mesogen-Lipid-Gemische zeigen fur C12r und G12/3 neben der
Hauptumwandlung bei T,, zumeist zwei bis drei zusatzlichen Umwandlungen bei T4y > T,,. Es konnte
gezeigt werden, dass fur alle untersuchten Mesogene eine Phasenseparation in lipidreiche und
mesogenreiche Phase vorliegt, und fir die Gemische von DPPC mit C12r, F12/4 und F12/7 ein Teil des
enthaltenen DPPC in der mesogenreichen Phase lokalisiert ist. Die G12/3-Doméanen in den
Aggregaten des G12/3-DPPC-Gemisches enthalten keine oder kaum DPPC. Die G12/3-Molekiile sind
wegen ihrer groBen hydrophilen Kopfgruppen offenbar in der Lage, die lamellare Struktur der
Mesogendomadnen innerhalb der Vesikel ohne die Einlagerung von DPPC in die mesogenreichen
Domadnen zu realisieren. Dabei sind die Molekiilriickgrate nahezu parallel zur Membrannormale mit
einem Tiltwinkel von ca. 23°. Die gebildeten G12/3-Doménen besitzen wahrscheinlich eine dhnliche
Dicke und Steifigkeit wie DPPC-Membranen in der Ls-Phase.

Far C12r-, F12/7- bzw. G12/3-DPPC-Gemische kommt es wiahrend der thermotropen
Hauptumwandlung bei T,, zur Anderung der Acylkettenkonformation des Lipides und damit zur
Umwandlung der Membran von Lg- zu L,-Phase, was mit ATR-FTIR-Untersuchungen gezeigt werden
konnte. Mittels Fluoreszenzdepolarisationsmessungen konnte fiir die 1:10- und 1:4-Gemische von
C12r bzw. G12/3 mit DPPC gezeigt werden, dass die Mesogene bei T < T,q4; sehr immobil sind und
beim Erwarmen, korreliert mit den thermotropen Zusatzumwandlungen, mobilisiert werden. In der
Hochtemperaturphase sind die Mesogenmolekiile (oder kleine Aggregate) frei beweglich in der
Membran und die Proben moglicherweise homogen gemischt.

Die veranderten Wechselwirkungseigenschaften der kopfgruppenmodifizierten Mesogene gegeniber
Wasser und wadssrigen DPPC-Membranen sind lediglich auf die Unterschiede in der
Kopfgruppenstruktur zurickzufiihren, da die Struktur des Molekdlriickgrates und der lateralen
Alkylketten immer gleich sind (analog zu C12/12).
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6 Zusammenfassung
Im Rahmen dieser Arbeit wurden X-formige Bolaamphiphile bzw. Bolapolyphile auf ihre
Wechselwirkung mit Phosphatidylcholin in Modellmembranen untersucht.

Die Bola-Molekiile bilden in der Volumenphase eine flissigkristalline Mesophase vor dem Schmelzen.
Fiir die Untersuchungen wurden strukturell verschiedene Mesogene verwendet. Allen gemeinsam ist
ein starres, lipophiles Oligo-(Phenylen-Alkinylen)-Grundgeriist, was von zwei hydrophilen
Kopfgruppen terminiert ist und am zentralen Phenylring zwei aliphatische, flexible Ketten tragt.
Durch Variation der Liange der lateralen Alkylketten wurde das Verhaltnis von hydrophilen und
lipophilen Molekilteilen verdndert. Ebenso wurde ein Molekldl mit verkiirzter, starrer
Rlckgratstruktur verwendet um den Einfluss der Balance zwischen Flexibilitdit und Rigiditat zu
untersuchen. Einige Mesogene trugen eine Perfluoralkylkette, wodurch eine zusatzliche Affinitat
(Fluorophilie) ins Molekil eingefihrt wurde (Bolapolyphile). AuBerdem wurden Mesogene mit
unterschiedlichen KopfgruppengrofRen eingesetzt. Durch Variation der KopfgruppengrofRe kann
ebenfalls das Verhaltnis von hydrophilen zu lipophilen Molekiilteilen verandert werden. Zusatzlich
wurde der Einfluss der Fahigkeit zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen im Bereich der
Mesogen-Kopfgruppen untersucht.

Die Mesogene zeigten intensive Fluoreszenz, wodurch es moglich war, die Molekiile als Sonden fir
Fluoreszenzspektroskopie- bzw. Fluoreszenzdepolarisationsexperimente zu verwenden. Mit
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen gelang es, die Mesogene innerhalb der gebildeten
Aggregate zu lokalisieren. Das Oligo-(Phenylen-Alkinylen)-Grundgeriist der Mesogene weist zwei
charakteristische, IR-aktive Schwingungen auf. Die entsprechenden Schwingungsbanden, welche
durch quantenmechanische Rechnungen im experimentellen IR-Spektrum zugeordnet werden
konnten, waren hinreichend isoliert von anderen Schwingungsbanden der Mesogene, der Lipide bzw.
des Wassers und konnten zur Bestimmung der Orientierung der Mesogenmolekiile in orientierten
Mesogen-Lipid-Filmen verwendet werden.

Die Mesogene selbst neigen zur Aggregation durch m-i-Wechselwirkungen der Phenylringe des
Mesogenriickgrates” und durch intermolekulare Wasserstoffbriicken im Kopfgruppenbereich. Selbst
in organischen Losungsmitteln existieren stets kleine Aggregate (moglicherweise Dimere) und diese
Suspensionen zeigten eine blauliche Opaleszenz.

6.1 Lyotropes Verhalten der Mesogene

Zunichst wurden die lyotropen Eigenschaften ausgewadhlter Mesogene untersucht. Die einzige
Verbindung, die in Wasser lyotrope Aggregate bildete, wies die Kopfgruppenstruktur —(EQ),-Me auf
(F12/7). Die Kopfgruppen sind groB und hydrophil, kénnen aber nicht als Donor fir
Wasserstoffbriicken fungieren. Die Aggregate treten in Form gewellter, fluider Schichten, planarer
Lamellen oder runder bis elliptischer Vesikel mit glatter Membran auf. Diese Aggregate zeigten eine
thermotrope Umwandlung bei 34.6 °C.

Die Ubrigen Mesogene waren in Wasser nicht suspendierbar und bilden keine lyotropen Phasen.
Diese Molekiile besitzen Kopfgruppen, die als Donor fir Wasserstoffbriickenbindungen fungieren
kénnen. Die intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den Mesogenen scheinen in diesem Fall
so stark zu sein, dass keine Aggregate mit Wasser gebildet wurden. Es wurde das Kompressions-
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verhalten von Langmuirfilmen dieser Molekiile untersucht. Die Mesogene mit groRen Kopfgruppen
(F12/7) bzw. Glycerolkopfgruppen und einer Perfluoralkylkette (Bm/n) bildeten bei groRen
molekularen Flachen Monoschichten mit flach auf der Wasseroberfliche liegenden
Mesogenmolekiilen. Die 7A,,,-Isothermen wiesen jeweils ein ausgedehntes Plateau auf, in dem die
molekulare Flache halbiert und eine Doppelschicht gebildet wurde. Molekiile mit kleinen
Kopfgruppen und ausschlieBlich Alkylketten (Cm/n, F12/4) stehen aufrecht auf der Wasseroberflache
bzw. bilden sehr rigide Multischichten. Die #=A,.rlsothermen zeigten fir diese Molekiile extrem
kleine Lift-off-Flachen und gaben keinen Hinweis auf eine Umorganisation wahrend der Kompression.

6.2 Wechselwirkung mit PC in Membranen

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Mesogene in PC-Membranen einbauen lassen. Die
resultierenden lamellaren Aggregate wiesen je nach verwendetem Mesogen und der Fluiditdt der
verwendeten Membran eine unterschiedliche Struktur auf. Es konnten vier Strukturtypen klassifiziert
(Abbildung 98) und die entsprechenden Wechselwirkungen zwischen Mesogen und Lipid aufgeklart
werden. Ebenso wurde das thermotrope Phasenverhalten der Gemischmembranen charakterisiert.

Verkiirzung
der lateralen
Alkylketten

Kopfgruppen-

Temperatur-
erhohung

\
Verkiirzung § / ” \\
der lateralen [ \\

Alkylketten <

Abbildung 98. Mogliche Szenarien fiir die Wechselwirkung von X-formigen Mesogenen (laterale Ketten sind zur besseren
Sichtbarkeit rot dargestellt) mit PC in Membranen; I: makroskopische Entmischung (Lipidmembran in Lg-Phase), bei
Gemischen von DPPC mit Cm/n mit langen Alkylketten (m = n =12; 18), Bm/n (alle Kettenlingen), F12/n, C12r und E12/12
unterhalb der Hochtemperaturphase; Il: homogene Verteilung der Mesogenmolekiile in der fluiden Membran (Gemische
aller Mesogene mit DOPC bzw. mit DPPC in der Hochtemperaturphase), lll: homogene Verteilung der Mesogenmolekiile
in der Gelphasenmembran (Cm/n mit kurzen Ketten (C6/6) im Gemisch mit DPPC), IV: makroskopische Entmischung,
Gemische von G12/3 mit DPPC, unterhalb der Hochtemperaturphase.
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Makroskopische Entmischung in eine mesogenreiche, lamellare Phase und eine lipidreiche
Lg-Phase: Der Einbau der langkettigen Bolaamphiphile mit Glycerolkopfgruppen (C12/12,
C18/18), der Verbindung mit ausschlieBlich OH-Kopfgruppen (C12r) bzw. der Bolapolyphile
(B18/6, B16/10, B18/10) in DPPC-Membranen in der Gelphase bewirkte eine makroskopische
Entmischung in mesogenreiche und lipidreiche Phase. Die beiden entmischten Phasen sind
lamellar, unterscheiden sich allerdings in ihrer Dicke und Struktur (Elektronendichteprofil).
Die lipidreiche Phase enthalt nahezu kein Mesogen und weist die gleiche Struktur wie reine
DPPC-Membranen auf (Lg). Die mesogenreichen Domdnen hingegen enthalten bis zu 92 %
Lipid, welches die lamellare Struktur stabilisiert. Die Mesogendomanen zeigen fir die
meisten Gemische die Form fraktal-verzweigter sechsstrahliger Sterne. Die Mesogen-
molekile bilden dabei ausgedehnte Cluster (Filamente), die durch m-t-Wechselwirkungen
der  Phenylringe im  Molekilriickgrat und  Wasserstoffbriickenbindungen im
Kopfgruppenbereich stabilisiert sind. Die Mesogenfilamente besetzen die durch Abkiihlen
von hohen Temperaturen bei der Prdparation gebildeten Domanengrenzen der DPPC-
Membran. Aus der Neigung der all-trans-Acylketten des DPPC in der Ls-Phase resultiert die
hexagonale Symmetrie (Bienenwabenform, siehe auch Abbildung 62). In Bereichen, die den
Domanengrenzen benachbart sind, interagieren Lipidmolekiile mit den lateralen Alkylketten
der Mesogene und bilden so zusammen die mesogenreiche Phase. Da die Entmischung bei
Einbau der Bolaamphiphile und Bolapolyphile gleichermaRen auftritt, kann gefolgert werden,
dass die Affinitat der Mesogenseitenketten (lipophil bzw. fluorophil) eine untergeordnete
Rolle spielt und die Liange der lateralen Ketten die Entmischung bewirkt. Es konnte
beobachtet werden, dass mit steigender Linge der lateralen Ketten die GroBe der
Mesogendomanen steigt. Die 1:10 Gemische (Mesogen : DPPC) bilden vesikulare Aggregate,
wahrend bei hoheren Mesogenanteilen hauptsachlich planare oder undulierte Schichten
auftreten.

Die Aggregate zeigen ein komplexes, thermotropes Phasenverhalten und so weisen die DSC-
Thermogramme neben der Hauptumwandlung bei T,, bis zu drei Zusatzumwandlungen (T,4,)
bei hoheren Temperaturen auf. Durch temperaturabhdngige ATR-FTIR-Messungen wurde
gefunden, dass die DPPC-Acylketten der lipidreichen Phase bei T, eine
Konformationsdanderung von all-trans zu gauche durchlaufen. Oberhalb T, ist die lipidreiche
Phase fluide und wahrend der Zusatzumwandlungen kommt es zur Mobilisierung der
Mesogene in der Membran (Fluoreszenzdepolarisation). Die Cluster zerfallen in kleine
Aggregate oder einzelne Molekiile, die sich frei innerhalb der Membran bewegen kénnen.
Die Hochtemperaturphase ist also eine gemischte L,Phase mit frei beweglichen
Mesogenmolekiilen (bzw. kleinen Aggregaten).

Gemische der Verbindungen mit Me-EO,-Kopfgruppen, die nicht als Wasserstoffbriicken-
donor fungieren kdnnen, zeigen mit DPPC-Membranen in der Gelphase ebenfalls eine
Entmischung. Die gebildeten mesogenreichen, lamellaren Domanen enthalten ebenfalls bis
zu 50 % Lipid. Allerdings sind die Domanen viel kleiner als bei den zuvor genannten DPPC-
Gemischen und weisen keine hexagonale Symmetrie auf. Im DSC-Thermogramm treten bis
95 °C keine Zusatzumwandlungen oberhalb von T, auf. Da bei 95 °C nicht alles Lipid die
Phasenumwandlung durchlaufen hat, ist anzunehmen, dass eine weitere Zusatzumwandlung
bei Temperaturen oberhalb von 95 °C existiert.

Die Aggregate der DPPC-Gemische mit dem Mesogen, welches ein verkiirztes Riickgrat tragt
(E12/12), weisen ebenfalls eine makroskopische Entmischung in der Gelphase der
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Membranen auf. Die mesogenreichen Domanen enthalten ebenfalls Lipid, weisen aber keine
spezifische Struktur auf. Das deutet darauf hin, dass nicht die Lange des lipophilen, rigiden
Molekilrickgrates die Ursache fiir eine Entmischung darstellt, sondern die Lange der
flexiblen, lateralen Alkylketten der Mesogene.

Homogene Verteilung der Mesogene innerhalb einer fluiden PC-Membran (L,): Alle
Mesogene lassen sich in fluide PC-Membranen einbauen. Die lamellaren Aggregate treten
ausschlieBlich in Form runder Vesikel mit glatter Membran auf. Befinden sich die Aggregate
in der Hochtemperaturphase, sind die Mesogenmolekiile (bzw. kleine Cluster) homogen tber
die gesamte fluide Membran verteilt und zeigen eine hohe Beweglichkeit. Die
Mesogenmolekiile nehmen eine Transmembrananordnung mit einer Vorzugsorientierung
der Rickgrate von ca. 40° relativ zur Membrannormale ein (siehe auch Abbildung 28). Die
thermotrope Zusatzumwandlung mit der hochsten Umwandlungstemperatur, bei der die
Hochtemperaturphase gebildet wird, liegt zumeist ca. 25K — 45K oberhalb T,. Die
Hauptphasenumwandlungstemperatur von DPPC-Membranen liegt bei 42 °C und fluide,
gemischte Membransysteme aus Mesogen und Lipid bilden sich erst bei sehr hohen
Temperaturen. Auf Grund der sehr niedrigen Hauptumwandlungstemperatur von DOPC-
Membranen (T,,(DOPC) = -20 °C), befinden sich die Aggregate der Mesogen-DOPC-Gemische
bei Raumtemperatur bereits in der Hochtemperaturphase. Die Fluiditdt der
Phosphatidylcholinmembran hat also einen immensen Einfluss auf das Mischungsverhalten
und die molekulare Organisation von Mesogen und Lipid in den gebildeten lamellaren
Aggregaten.

Homogene Verteilung der Mesogene innerhalb einer rigiden PC-Membran (Lg): Das
Bolaamphiphil mit den kiirzesten lateralen Alkylketten (Cg) und Glycerolkopfgruppen (C6/6)
kann in PC-Membranen in der fluiden und in der Gelphase eingebaut werden. In der Lg-
Phase nehmen die Acylketten des Lipides (DPPC) eine all-trans-Konformation ein und sind
geneigt. Dennoch sind die Mesogenmolekiile (oder kleine Aggregate) homogen in der
Membran verteilt. Auch bei hohen Mesogengehalten im Gemisch existiert kein Hinweis auf
eine Entmischung. Die strukturellen Eigenschaften der gemischten Membran und die
Packung der Molekiile sind denen einer reinen DPPC-Membran sehr dhnlich. Es existiert nur
eine thermotrope Umwandlung bei T, bei der sich die Acylkettenkonformation aller
Lipidmolekiile dandert (all-trans- zu gauche-Konformation). Offenbar sind die Cg-Alkylketten
kurz bzw. klein genug, um in den lipophilen Bereich der DPPC-Membran eingebaut zu
werden. Die Liange der lateralen Mesogenalkylketten hat bei Gemischen aus Bolaamphiphil
und PC ebenfalls erheblichen Einfluss auf die Organisation der Molekiile in gemischten
lamellaren Strukturen. Mesogene mit kurzen Alkylketten scheinen auch homogen in PC-
Membranen in der Lg-Phase eingbaut zu werden, wahrend der hohe sterische Anspruch
langer, lateraler Alkylketten an den Mesogenen zu einem Packungsproblem fiihrt und eine
makroskopische Entmischung der Aggregate induziert.

Makroskopische Entmischung in je eine lamellare Mesogen- und Lipidphase: Das Gemisch
aus dem kopfgruppenmodifizierten Bolaamphiphil mit gly-EOs;-Kopfgruppen (G12/3) und
DPPC zeigt in der Gelphase ebenfalls eine makroskopische Entmischung. Allerdings enthalt
die Mesogenphase kein bzw. kaum Lipid und besteht fast ausschlieRlich aus dem
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Bolaamphiphil. Die grolRen Kopfgruppen konnen als Wasserstoffbriickendonor fungieren,
was zusammen mit 7t--Wechselwirkungen im Bereich der Molekilriickgrate die Aggregation
der Mesogenmolekiile begiinstigt. Die G12/3-Kopfgrupen sind &hnlich groR wie die
Phosphocholinkopfgruppen der Lipide und hinreichend hydrophil, so dass ein Aggregat aus
parallel angeordneten G12/3-Molekilen in der Lage ist, ohne Lipid eine lamellare Doméne zu
bilden (siehe auch Abbildung 97). Auf Grund der langen, lateralen Cy,-Alkylketten, kommt es
dennoch zur Entmischung. Die hypothetische Verbindung G6/3 mit Cg-Alkylketten ware
moglicherweise homogen in einer Gelphasen-DPPC-Membran (Lz) verteilt (gestrichelter Pfeil
von Szenario IV zu Szenario Ill in Abbildung 98).

Das thermotrope Verhalten der Gemische G12/3 : DPPC ist ahnlich komplex wie fir die
Gbrigen makroskopisch entmischten Systeme (Szenario | in Abbildung 98). Bei T,, kommt es
zur Umwandlung der lipidreichen Phase von Lg- zur L,-Phase (ATR-FTIR). Wahrend der
beiden Zusatzumwandlungen bei hoheren Temperaturen steigt die Mesogenbeweglichkeit
(Fluoreszenzdepolarisation) und in der Hochtemperaturphase liegt eine gemischte, fluide
Membran vor.

Einige der in dieser Arbeit besprochenen Mesogen-PC-Gemische (C12/12 : DPPC=1:10 und 1:4,
C12/12 : DOPC=1:10, F12/7 :DPPC=1:10 und 1:4) wurden ebenfalls mittels Festkdrper-NMR-

156,157

Experimenten charakterisiert. Die hier gefundenen und diskutierten Resultate konnten dadurch

bestatigt und teilweise erganzt werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass X-férmige Bolaamphiphile bzw. Bolapolyphile eine
groRRe Affinitat gegeniber Phosphocholinen zeigen und sich in PC-Membranen einbauen lassen. Das
Einbringen der Mesogene in die Membranen erzeugt oft eine makroskopische Entmischung, fiihrt
dadurch aber auch zu interessanten Strukturen, fur die teilweise bereits Modelle entwickelt werden
konnten. Es scheint durch die Wahl des Mesogens und des Lipides moglich, die Mischung oder
Entmischung zu steuern und gezielte Membranstrukturen zu erzeugen.
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Anhang | - Materialien und Methoden: Chemikalien

Al1AnhangI - Materialien und Methoden

A1.1 Chemikalien

Alle eingesetzten Losungsmittel, Lipide und Chemikalien wurden ohne zusatzliche vorherige
Reinigung verwendet. Losungsmittel wie Chloroform (CHCl;), Methanol (CH;OH), Ethanol (CHs-
CH,0H) und Trifluorethanol (TFE) wurden in HPLC-Reinheit von Carl Roth GmbH und Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Uranylacetat (UO,(CHs;COO),) als Kontrastmittel fir die
elektronenmikroskopischen Proben wurde von Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis, USA) erworben. Es
wurde ausschlieRlich mit Reinstwasser aus einer Millipore-A10-Aufbereitungsanlage mit einer
Restleitfahigkeit von < 0.055 puSi cm™ und einem Restgehalt an organischem Kohlenstoff (TOC, total
organic carbon) von TOC <5 ppm gearbeitet (Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland). Der pD-
Wert von schwerem Wasser (D,0, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) wurde vor Benutzen
mittels DCl und NaOD (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) zu pD = 6.77 eingestellt.

A1.1.1 Lipide

Die verwendeten Lipide DPPC, DOPC, DMPC und POPC wurden von Genzyme Pharmaceuticals
(Liestal, Schweiz) bezogen. Das mit Rhodamin markierte Lipid Rh-DHPE wurde von Avanti Polar Lipids
(Alabaster, USA) erworben. Alle Lipide wurden ohne zusatzliche Reinigung verwendet.

A1.1.2 Mesogene

Die eingesetzten X-formigen Bolapolyphile der Klasse Bm/n und Bolaamphiphile der Klassen
Ccm/n,”"**® F12/n, G12/n sowie das Molekiil C12r wurden von Dr. Helgard Ebert in der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Carsten Tschierske (Organische Chemie, Martin-Luther-Universitat, Halle-Wittenberg)
synthetisiert und charakterisiert.® Das Amphiphil E12/12 wurde von Dr. Benjamin Glettner aus der
gleichen Arbeitsgruppe hergestellt und charakterisiert.>”***

Vor den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden von den Substanzen Dinnschicht-
chromatogramme (R;=0.89) mit fluoreszenzmarkierten Silicagelplatten (F254-Fluorophor, Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) und Essigester als Laufmittel (Essigsdureethylester, Carl Roth GmbH
und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) angefertigt, um deren Reinheit zu tberpriifen. Zur Visualisierung
wurde eine UV-Lampe bei 254 nm bzw. 356 nm verwendet. Eine Anregung mit 366 nm liefert eine
intensive Fluoreszenz des Substanzspots. Der Reinheitsgrad beeinflusst das Aggregationsverhalten
der Mesogene auf der Filmwaage und mit Lipidmembranen. Zudem kann eine lichtinduzierte (Tages-
bzw. UV-Licht) Zersetzung der Mesogene auftreten, die die Aggregationseigenschaften dndert. Der
Lichtzutritt wurde soweit moglich verhindert oder zumindest stark reduziert. Die Proben wurden also
im Kihlschrank, dicht in Alufolie oder Polyethylenfolie gewickelt, aufbewahrt. Bei der Praparation
wurden ausschlieflich braune Glaschen verwendet und auf eine nur kurze Lichtexposition geachtet.

A1.2 Langmuir-Filme, Grenzflichenaktivitat und BAM
Es wurden (monomolekulare) Filme auf der Wasseroberfliche erzeugt. Die Differenz der
Oberflachenspannung der reinen Wasser-Subphase g, zur Oberflaichenspannungen des Filmes o ist
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Anhang | - Materialien und Methoden: Praparation der Lipidsuspensionen

als Oberflachendruck m definiert. Der Oberflichendruck wurde als Funktion der mittleren
molekularen Flache der Molekiile A,,,; mit einer Wilhelmy-Platte (Waage) gemessen.

T=0,—0f (Gl. 2)

Mit den beweglichen PTFE-Barrieren kann die Oberflache variiert werden. Am Kollapspunkt ist der
monomolekulare Film nicht mehr stabil, und es kommt bei weiterer Kompression zur Bildung von
Multischichten oder anderen 3D-Strukturen.

Die monomolekularen Filme konnten mittels Brewsterwinkelmikroskopie (BAM) charakterisiert

werden,>%1€0

P-polarisiertes Licht wird auf die Grenzflaiche gestrahlt, wobei unter dem
Brewsterwinkel kein Licht reflektiert (Fresnelgleichungen) wird, da die Reflektivitdt R, als Funktion
vom Einfallswinkel 8 am Brewsterwinkel Bz ein Minimum aufweist. Die reine Wasseroberflache
erscheint bei Einstrahlung unter 6z dunkel. Ein organischer Film (Brechungsindex n;) bildet in BAM-
Aufnahmen einen Kontrast zur unbedeckten Wasseroberflaiche (Brechungsindex n,). Da die

Reflektivitat R, von beiden Brechungindizes abhangt, muss ng # n,, gelten.
Rp(6’8)=iRs(¢9B)pB (Gl. 3)
mit

n
tan g, = — (Gl. 4)
n

E

ps ist die Elliptizitat am Og, R; und R, die Reflektivitdt von s- bzw. p-polarisiertem Licht, und i ist die

1 Um eine Riickreflexion des Lichtes

Phasendifferenz von 1i/2 zwischen s- und p-polarisiertem Licht.
vom Boden der Filmwaage zu verhindern, wird am Auftreffort des Lichtpunktes eine schwarze,
abgeschragte Glasplatte platziert, die durch die Grenzfliche transmittiertes (gebeugtes) Licht

absorbiert bzw. in eine andere Richtung reflektiert.

Die monomolekularen Filme wurden durch Spreiten von Lésungen der Mesogene in CHCl; bzw.
einem Gemisch aus CHCl;: MeOH = 2:1 (cgs =1 mM) mit Hilfe einer Mikroliterspritze (Hamilton
Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz) auf die Wasseroberfliche erzeugt. Nach Verdampfen des
Losungsmittels verbleibt ein (monomolekularer) Film der Substanzen auf der Wasseroberflache. Die
Kompressionsisothermen wurden an einer Filmwaage mit einem rechteckigen PTFE-Trog (maximale
Fliche: 535.6cm’, Kompressionsverhiltnis: 11.8) und zwei beweglichen PTFE-Barrieren
(symmetrische Bewegung) gemessen. Vor der Messung wurde die Filmwaage intensiv mit Wasser
gespllt und der m-Wert zu einen bei eingestellter Fiillhohe und zum anderen ohne Wasser kalibriert.
Die Kompression wurde bei 20 °C (Thermostat: Haake F3, Thermo electron corporation, Karlsruhe,
Deutschland) und einer Kompressionsgeschwindigkeit von viomr = 2 A? Molekiil™® min™ durchgefihrt.

A1.3 Praparation der Lipidsuspensionen

Es wurden Vorratslosungen der verwendeten Lipide (c = 10 mM) und Mesogene (c =2 mM) in einer
Mischung aus CHCl;: CH;0H =2:1 hergestellt. Soweit nicht anders beschrieben, wurden zur
Herstellung homogener wassriger Suspensionen die Vorratslosungen aller beteiligten Komponenten
im entsprechenden Verhaltnis zusammengegeben. Das organische Losungsmittel wurde zuerst im N,-
Strom und anschlieBend im Vakuumtrockenschrank (>3 h, 60 °C, ca. 1 mbar) vollstandig entfernt.
Der trockene Film wurde mit H,O oder D,0 hydratisiert und die Proben geschiittelt. Durch eine
Ultraschallbehandlung bei 60 °C wurden kleine unilamellare Vesikel (SUV) erzeugt (Abbildung 99).
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SV

L
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multilamellar vesiclas

dry lipid film water swelling

Abbildung 99. Allgemeines Schema zur Prdparation von Vesikeln mittels Hydratation und Quellung trockener
multischichtiger Lipidfilme.le'2

A1.4 DSC

Zur Erfassung thermotroper Phasenumwandlungen der Lipid- oder Lipid-Mesogen-Membranen
wurde ein VP-DSC (MicroCal Inc. Northampton, USA) verwendet. Das Kalorimeter besteht aus zwei
Zellen, in denen sich die zu vermessende Probe und als Referenz das reine Losungsmittel Wasser
befanden. In beiden Zellen wurde gleichmaRig die Temperatur variiert. Um auch bei thermotropen
Umwandlungen der Probe in beiden Zellen eine gleiche Temperatur zu erzeugen, wurde die
Heizleistung einer der Probenzellen gegebenenfalls moduliert (Heizleistungskompensations-
prinzip).'®> Durch Integration der Wairmekapazitit Cp nach der Temperatur im Bereich der
Umwandlungen zwischen T, und T; erhdlt man die Enthalpie AH der Phasenumwandlung.

T,
AH = ITA c,dT (Gl. 5)

Die DSC-Thermogramme von wassrigen Lipid-(Mesogen-) Suspensionen wurden im Temperatur-
bereich von 2 °C — 95 °C mit einer Heiz- bzw. Kihlrate von 60 K/h aufgezeichnet. Dabei wurde nach
jeder Temperaturrampe eine Equilibrierungsphase von 10min eingehalten. Um die
Reproduzierbarkeit der Umwandlungen zu zeigen, wurden mindestens drei Aufheiz-Abkihlzyklen
gefahren. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels Origin 7.0 (DSC-Tool, OriginLab,
Northampton, USA).
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A1.5 Bildgebende Analyseverfahren

A1.5.1 AFM

Zur Aufzeichnung der Probentopographie und damit zur Visualisierung der Mesogen/Lipid-Aggregate
wurden AFM-Untersuchungen mit Hilfe eines Multimode V (Nanoscope VII Controller, Bruker AXS,
Mannheim, Deutschland) an Proben, die auf einem festen Substrat (Si oder Glimmer) immobilisiert
sind, durchgefiihrt. Die Proben wurden mit Hilfe einer Messsonde (tip, Spitze), die an einem
Federbalken (Cantilever) hangt, zeilenweise abgetastet. Auf der Rickseite des Cantilevers wurde ein
Laserstrahl (HeNe-Laser, A = 633 nm) reflektiert und in eine positionsempfindliche Vier-Quadranten-
Photodiode gelenkt und dort ortsaufgeldst detektiert (Lichtzeigerprinzip)."® Die Auslenkung des
Cantilevers um einen Wert d, beim Scannen ist proportional zur auf den Cantilever wirkenden Kraft F,
(Hook’sches Gesetzt):

d, =k,F, (Gl. 6)

keg ist die effektive Federkonstante des Cantilevers, die sich aus dem Produkt der tatsdchlichen
Federkonstante ko, und einem Qualitdtsfaktor Q zusammensetzt (K, = QK; ).

Die AFM-Aufnahmen wurden im intermittierenden Kontaktmodus (intermittant contact mode oder
Tapping Mode™) angefertigt, bei dem der Cantilever nahe seiner Eigenfrequenz schwingt. Damit
betragen die Proben-Spitzen-Kontaktzeiten nur etwa 0.01 ps — 1 ps. Wahrend jedes Oszillationszyklus
wurde der attraktive und repulsive Bereich der Wechselwirkungen zwischen Probe und Spitze
durchlaufen. Die gedampfte Amplitude (A) wéahrend der Messung wurde nahe der freien
Schwingungsamplitude (Ao) gehalten, was einen Setpoint (A/Ay) von ca. 1 fiir die Messungen zur
Folge hatte.

Zur Probenpréparation wurden Filme von der Luft/Wasser-Grenzfliche (Ubertrag von der Filmwaage)
mit der Langmuir-Blodgett-Technik (LB-Transfer)'® auf runde Si-Scheiben (Siio, einseitig poliert,
@ =15 mm, CrysTec GmbH, Berlin, Germany) tibertragen. Vor dem Ubertrag wurden die Si-Substrate
nacheinander jeweils 10 min in wassriger Hellmanex®lll-Losung (1 Gew.-%, Hellma GmbH, Mihlheim,
Deutschland), CHCl;, Ethanol und Wasser im Ultraschallbad behandelt. Zwischen den
Behandlungsschritten wurde jeweils intensiv mit Wasser gesplilt und im N,-Strom getrocknet. Nach
der Prozedur wurden die Substratscheiben im Plasmacleaner (Harrick Plasma, Ithaca, USA, mittlere
Stufe) 5min hydrophilisiert. Glimmerplattchen (Muskovit, {KAI[AISi;O1,(OH),]}, @ =15mm oder
9.9 mm, PLANO GmbH, Wetzlar, Deutschland) wurden vor der Benutzung frisch gespalten. Es wurde
mit Ubertragsgeschwindigkeiten zwischen 1 cm min™ und 40 cm min™ gearbeitet und die Filme bei
Transferoberflichendricken zwischen m,=2mNm™ und 25mNm™ Ubertragen. Wahrend des
Ubertrages wurden die Barrierenpositionen variiert, um einen konstanten m,-Wert zu garantieren.
Vor dem Abbilden wurden die Proben (iber Nacht getrocknet.

Zur Messung wurden rechteckige, rlckseitig Al-beschichtete Si-Cantilever (TESPA, nominelle Lange:
l,om = 110 um, Resonanzfrequenz: f,.s = 230 kHz, Nanoworld, Neuchétel, Schweiz) mit pyramidalen
Spitzen und nominellen Federkonstanten k., 42N m' verwendet. Es wurde mit
Rastergeschwindigkeiten von 1 Hz gearbeitet. Die Spitzenradien dieser Cantilever sind < 10 nm. Die
Datenverarbeitung erfolgte mittels der Software Nanoscope 7.20R1srl (Bruker AXS, Mannheim,
Deutschland) und Gwyddion 2.30 (Open Source, http://gwyddion.net).
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A1.5.2 TEM

Fir die Praparation von TEM-Proben kamen zwei verschiedene Prdparationstechniken zum Einsatz.
Die wassrigen Suspensionen wurden getrocknet und mit Uranylacetat UO,(CH;COOQ), kontrastiert.
Uranylacetat interagiert bevorzugt mit den PC-Kopfgruppen der Lipide. Obgleich die Farbung mit
Uranylacetat eine Positivkontrastierung darstellt, wird konventionell von Negativkontrastierung
gesprochen. Fiir Cryo-TEM-Aufnahmen wurden wassrige Suspensionen in flissigem Ethan vitrifiziert.
Auf Grund der hohen Abkilhlgeschwindigkeit beim Vitrifizieren bildeten sich keine Eiskristalle und das
Wasser erstarrte zu amorphem Eis. Bei dieser Praparationsmethode konnten die Strukturen der
Probe nicht reorganisieren und somit im nativen Zustand abgebildet werden.*®®

Zur Praparation der negativ-kontrastierten Proben wurden 5 pl einer wadssrigen Suspension
(Cges =0.1mg ml™) auf einem mit Polyvinylformal (Formvar®) bespanntes Cu-Grid aufgebracht. Nach
einer Minute Wartezeit wurde die Gberschiissige Losung mit einem Filterpapier abgesaugt (blotten)
und 20 ul einer 1 %-igen wassrigen Uranylacetatlésung aufgegeben. Nach einer einminitigen
Einwirkzeit wurde erneut geblottet. Vor Anfertigen der Aufnahmen wurden die Grids bei der
Praparationstemperatur getrocknet. Um die Probenpraparation bei T > 25 °C durchzufihren, wurden
alle Losungen und Instrumente in einem Trockenschrank vortemperiert. Die gesamte Praparation
wurde zigig im Trockenschrank durchgefiihrt. Eine Praparation bei T > 50 °C war nicht erfolgreich, da
die Polymerfilme der Grids bei diesen Temperaturen nicht stabil waren und die Gridmaschen rissen.
Die Aufnahmen wurden an einem Zeiss EM900-Mikroskop bei 120 kV durchgefihrt.

Die Cryo-TEM-Proben wurden in einer Kammer definierter Luftfeuchte und Temperatur prapariert.
Dazu wurde ein Tropfen der wassrigen Probensuspension (cgs=1mg ml™) auf ein TEM-Grid,
bestehend aus einem léchrigen Kohlenstofffilm (C-flatTM, Protochips Inc., Raleigh, NC) oder einem
kohlenstoffbeschichteten Polymerfilm (Quantifoil, PLANO, Wetzlar, Deutschland), aufgebracht.
Uberschiissige Suspension wurde mit einem Filterpapier entfernt, sodass ein diinner, wissriger Film
zurlickblieb. Durch Eintauchen des Grids in flissiges Ethan (T < 108 K) wird die Probe vitrifiziert und
bis zur Messung in flissigem N, gelagert. Die Aufnahmen wurden an einem Zeiss LIBRA120-
Mikroskop mit 120 kV durchgefiihrt.

A1.5.3 LFSM

Auf Grund der Fluoreszenz der Mesogene konnten diese als Fluorophore verwendet werden, um
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Mesogen-PC-Aggregaten anzufertigen. Dazu wurden
GUV (giant unilamellar vesicles) mit Durchmessern von bis zu mehreren Hundert Mikrometern durch
Elektroformation®” erzeugt und abgebildet. Die X-férmigen Mesogene wurden mit einer Laserdiode
bei A* =405 nm angeregt und ihre Fluoreszenz im Bereich A°" =443 nm bis 545 nm detektiert
(griner Kanal). Durch Zugabe von 0.5 Gew.-% Rh-DHPE (16:0-PC, Avanti Polar Lipids Inc., New York,
USA, Abbildung 100, Tabelle 1), welches ein Rhodamin als Fluorophor tragt, und sich homogen in PC-
Membranen verteilt, konnten Zweifarbexperimente durchgefiihrt werden. Rhodamin wurde bei
A¥(Rh) = 561 nm angeregt und dessen Fluoreszenzsignal im Bereich A°"(Rh) =566 nm — 681 nm
(roter Kanal) detektiert. So konnten simultan die Mesogen- und Rh-Fluoreszenz angeregt und die
entsprechend fluoreszierenden Areale visualisiert werden, um die Fluorophorenlokalisation und
deren Verteilung zu bestimmen.
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| Rh-DHPE in POPC-Vesikeln |
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Abbildung 100. Links: Struktur von Rh-DHPE (Ammoniumsalz); rechts: Absorptions- (schwarz) und Emmissionsspetrum
(rot) von RhDHPE in POPC-Vesikeln, @(Vesikel) = 100 nm, 0.5 % Rh-DHPE, cpopc = 0.503 mM.

Ist ein Farbstoff in der GUV-Membran homogen verteilt und zeigt eine Vorzugsorientierung, kann
dessen mittlere Orientierung nach Corry et al.”* bestimmt werden. Ausgehend von der Annahme,
dass der Molekiildirektor MD in einem Winkel a relativ zur Membrannormale N steht (Kegelmodell in
Abbildung 101A), kann der Ordnungsparameter S berechnet werden:

S :%(SCOSZa—l) (Gl.7)

Eine Funktion B kann definiert werden, die von der GroBe u (0<u<1) - einem MaB fir den
Orientierungsfreiheitsgrad des Fluorophors - abhéngt:

1 ) 1
BZZS(U—ng(:%COS a—l)(u—gj (Gl. 8)

w2 )
[ dycos’ysinpg(w)
u=

7l2 ;
[ dysinpgw)

(Gl.9)

Wobei i der Winkel zwischen dem Vektor der mittleren Orientierung der Mesogenriickgrate und
dem Ubergangsdipolmoment der Absorption ist, und g(y) die Verteilungsfunktion, die angibt mit
welcher Wahrscheinlichkeit der Winkel iy eingenommen wird. Fir w=0° ergibt sich u=1. Die
Fluoreszenzintensitét ist gegeben durch

(I)z%{38c0527—8+ﬂ (Gl. 10)

Wird die Fluoreszenzintensitdt /(y) entlang der GUV-Membran als Funktion des Kreiswinkels y
aufgetragen, ergibt sich eine sinoidale Kurve (Abbildung 101B). Die normierte Intensitdt R wird
erhalten, indem jeder Wert I(y) durch I(y+90°) dividiert wird. Das experimentelle Intensitatsprofil
wird gefittet, um den Parameter B zu bestimmen, gemaR

2 4
3B —B+—
(I)y cos< y +3

R = = 2 (Gl. 11)
(1), +90° 380052(7+90°)—B+3

Die Funktion B ist abhdngig von u und a (Gl. 8), und es kann bestenfalls eine Beziehung zwischen u
und o errechnet werden. In Abbildung 101D ist ein Kontourplot von B in der u-a-Ebene nach (Gl. 8)
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geplottet, der vier Bereiche aufweist. Durch Analyse des Konturplots und des Plots von </> als
Funktion von «a fiir verschiedene u-Werte und jeweils fiir = 0° bzw. y=90° kénnen Einschrdankungen
flr den Wertebereich von u und a gemacht werden, und es ist moglich einen maximalen (a,,,) bzw.
minimalen (o) Tiltwinkel und einen minimalen (Um,,) bzw. maximalen (Um.) u-Wert aus den
gemessenen B-Werten zu berechnen.

<I>/ 10° cps

0 90 180 270 360

<I>

0.4

=F N 0.2 0.
0.2 = N~ = 0.2
/’/ \\
______ - \\‘\ | 0——\
40

00 1 1 1 1 20
0 20 40 60 80 a/°

60 80

Abbildung 101. A: Kegelmodell der Vorzugsorientierung des Molekiildirektors MD eines homogen in einer Lipidmembran
verteilten Fluorophors relativ zur Membrannormale N mit Kreiswinkel ¥ und Tiltwinkel a, B: Fluoreszenzintensitat
entlang der GUV-Membran als Funktion von Kreiswinkel #, C: Fluoreszenzintensitat als Funktion des Tiltwinkels a fiir
verschiedene u-Werte (u = 1 — durchgezogene Linie, u = 0.87 — gestrichelte Linie, u = 0.58 — gepunktete Linie und u=1/3 -
horizontale Linie) und jeweils fiir y=0° (Kurven mit Maximum bei a =0°) und y=90° (Kurven mit Minimum bei a = 0°);
D: Kontourplot von B als Funktion von u und «a; Tafeln C und D modifiziert nach Corry et al®

GUV wurden durch ein Elektroformationsprotokoll hergestellt.®?” 15 pl einer CHCl;-Losung der Probe
(Cges=168 I — 19 g I'") wurden bei 60 °C auf eine ITO-beschichtete Glasscheibe (InSnO, Indium-Zinn-
Oxid, indium tin oxid, Nanion Technologies GmbH, Miinchen, Deutschland bzw. Delta Technologies,
Stillwater, USA) aufgetragen, die Teil der Messzelle war. Nach Verdampfen des Chloroforms wurde
die Messzelle (zwei Glasscheiben und Spacer) zusammengebaut, mit Silikonfett (Glisseal Grease, Ladd
Research, Willistont, USA) abgedichtet und mit H,0 gefiillt. Bei 65 °C (Temperiereinheit: Stuart Digital
Hotplate SD 160, Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK) erfolgte die Elektroformation bei 1.33 V
Wechselstrom (10 Hz) fiir ca. 3 h. Die LSFM-Aufnahmen wurden mit einem Confocor 3 (Zeiss LSM
710, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) mit Wasserimmersionsobjektiv (Zeiss
Apochromat 40XW1.2 = NA, farbkorrigiert von UV- bis IR-Bereich) bei 20 °C aufgezeichnet. Die
Auswertung der Daten erfolgte mittels ZenlLabs 2009 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena,
Deutschland).
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A1.6 Spektroskopische Analyseverfahren

A1.6.1 Infrarotspektroskopie

Zur Bestimmung der schwingungsspektroskopischen Eigenschaften der Molekile (charakteristischen
Schwingungsmoden) wurden die Infrarotspektroskopietechniken ATR-FTIR und IRRAS angewendet.
Die Schwingungsmoden geben Aufschluss Uber die chemische Natur der Molekile und deren
Umgebung in der Probe, liber inter- bzw. intramolekulare Wechselwirkungen, die Packung bzw.
Orientierung der Molekiile sowie die Konformation von Molekiilteilen. Durch temperaturabhangige

53,100,104,167,168
und

Messungen kénnen Anderungen, z. B. der Alkylkettenkonformation der Lipide
Mesogene (DFT-Rechnungen) oder des Hydratationsgrades der Lipidkopfgruppen als Funktion der
Temperatur und damit das thermotrope und lyotrope Phasenverhalten der Membran, beobachtet

werden.

Al.6.1.1 ATR-FTIR

Die Proben wurden als Filme auf einen Si- oder Ge-Kristall aufgebracht. Es wurden Proben durch
Vesikelspreitung in wassrigem Medium und geordnete Multischichtproben durch Abscheidung eines
Substanzgemisches aus CHCls;-Losung und Hydratation via Gasphase prapariert. Zwischen den
Schichten der Membranstapel befand sich im Kopfgruppenbereich der Lipide genug Wasser
(Hydratwasser + Uberschusswasser), um eine ausreichende Hydratisierung und die bekannten
Membranphaseneigenschaften gewahrleisten zu kénnen. Die evaneszente IR-Welle besitzt eine
Eindringtiefe d, von 500 nm bis 1.2 um in Abhangigkeit von der Wellenlange A und erfasst
hauptsachlich Material nahe am Kristall. In unmittelbarer Nahe des Kristalls befindet sich eine diinne,
hoher geordnete Wasserschicht, die nicht isotrop ist wie das tibrige Wasser.™®

3 Aln,
" 2zylsin*y - (n, /)%

Die Eindringtiefe ist auch abhangig von den Brechungsindizes des Kristalls n; und des Films n, sowie

d (Gl. 12)

des Einfallwinkels y der IR-Strahlung. Auswertungen der Spektren erfolgten mit Opus 5.5 und 6.5 und
Origin 7 und 8.

BioATR Il (Bruker Optics GmbH, Ettlingen, Deutschland)

Fir die Messung mit der BioATR lI-Einheit (Abbildung 102) wurden 25 pl einer wassrigen Suspension
(CLipg=2 mM) auf den ZnSe-getragerten Si-Einkristall (J=4mm, ng=3.42, y=45°, =9-12
Reflexionen) der Messzelle gegeben und nach VerschlieBen der Zelle (Vitondichtungen) bei ca. 66 °C
inkubiert. Dabei kommt es durch Vesikelspreitung zur Bildung planarer Multischichten.’®®” Mit einem
TENSOR27-Spektrometer mit KBr-Strahlteiler und flissigstickstoffgekiihitem MCT-Detektor (Bruker
Optics GmbH, Ettlingen, Deutschland) wurden kontinuierlich IR-Spektren aufgezeichnet und der
Adsorptionsprozess als abgeschlossen angesehen, wenn die Lipid-v(CD,)- und v(CO)-Bandenintensitat
konstant blieben (ca. 2 h). Temperaturabhiangige Messungen wurden im Bereich 10 °C — 76 °C
(Schrittweite: 2K+0.1K) mit Hilfe eines selbstgeschriebenen, Delphi-basierten
Temperaturkontrollprogrammes (Martin Schieweck, 2008) und eines Thermostaten (Haake
Phoenix Il, C25P, Thermo electron corporation, Karlsruhe, Deutschland) durchgefiihrt (4000 cm™ -
900 cm™, Apertur 3.0mm, Anzahl der Scans 256, Auflésung 4cm™). Die gemessenen
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Einkanalspektren der Probe werden nach dem Lambert-Beer-Gesetz mit den Referenz-
Einkanalspektren von reinem Wasser (H,0 oder D,0) zum IR-Spektrum verrechnet.

Temperierbare ATR-Einheit mit trapezférmigem Kristall

Zur Erzeugung orientierter Multischichten wurde 1 ml der in CHCl; gel6sten Probe (¢, =4.0 mM -
4.4 mM) tropfenweise auf einen vortemperierten (60°C — 70°C), trapezoiden Ge-Kristall
(Abmessungen: 5.88cm x 1.00cm x 0.39 cm, 5 interne Reflexionen, ng.=n;=4, y=45°, Korth
Kristalle GmbH, Kiel, Deutschland, Abbildung 102) aufgebracht. Nach dem vollstdndigen Verdampfen
des CHCI; wurden 5 ul H,0 oder D,0 neben den Kristall innerhalb der Messzelle gegeben und die
Messzellen verschlossen (Vitondichtungen). Bei ca. 66 °C wurde die Probe inkubiert und via Gasphase
bis zur Sattigung des Lipides hydratisiert, wodurch sich planare Membranmultischichten bildeten.
Wahrend dieses Vorganges wurden mit einem Bruker IFS66-Spektrometer mit KBr-Strahlteiler, einem
mit Flissigstickstoff gekiihltem MCT-Detektor und Polarisationseinheit kontinuierlich IR-Spektren
aufgezeichnet und das Fortschreiten der Hydratisierung anhand der Intensitat der v(OH)- bzw. v(OD)-
Schwingungsbande verfolgt. Es wurden temperaturabhdngige Messungen im Temperaturbereich
10 °C — 70 °C (Schrittweite: 2 K+ 0.1 K) und dem Wellenzahlbereich 4000 cm™ — 900 cm™ (Apertur
2.5 mm, Anzahl der Scans 128, Wellenzahlaufldsung 4 cm™) mit jeweils p- und s-polarisiertem IR-Licht
durchgefiihrt. Die Temperatursteuerung erfolgte wie fir die BioATRII-Messungen. Die IR-Spektren
werden nach dem Lambert-Beer-Gesetz aus den Einkanalspektren der Probe und den
Referenzeinkanalspektren des reinen Kristalles bei entsprechender Polarisation und Temperatur

berechnet.
Mantel
A (temperierbar) ‘ B 2/N MD
0 TDM
W Probe 7
' \S‘ Dickfilm n, y
% IR-Strahl Ge-IRE n,
(polarisiert)
Detektor IR-Quelle  IR-Quelle Detektor

Abbildung 102. Schematischer Aufbau und Strahlenverlauf der verwendeten ATR-Einheiten: A: BioATR Il mit ZnSe
getragertem Si-Kristall und temperierbarem Mantel; B: temperierbare ATR mit trapezférmigem Ge-Kristall (n;) und p-
bzw. s-polarisiertem IR-Licht, im Bereich des wadssrigen Lipid-Dickfilmes (n,) ist ein Mesogenmolekiil schematisch
dargestellt (ohne laterale Alkylketten) und exemplarisch die Lage eines TDMs und des Mesogen-MDs sowie des
eingeschlossenen Winkels a markiert; das Laborkoordinatensystem (y, z; die z-Achse entspricht Membrannormale N) ist
eingezeichnet, der Tiltwinkel 0 liegt zwischen MD und N, yist der Einfallswinkel der IR-Strahlung.

Orientierungsbestimmung von Molekiilen bzw. Molekiilteilen

Zur Bestimmung der Orientierung von Molekiilen oder Molekiilteilen wurde bei bekannter Lage des
TDM der Schwingung relativ zum MD des Molekiils (und damit dem eingeschlossener Winkel a, siehe
DFT-Rechnungen) folgendes Modell verwendet: Die Langsachse des Kristalls liegt entlang der y-Achse
und die Kristallnormale/Membrannormale N entlang der z-Achse (Abbildung 103A) des
Laborkoordinatensystems (x; y; z). Die Molekilriickgrate der Mesogene (MD) liegen entlang der c-
Achse im Molekiilkoordinatensystem (a; b; ¢) und damit um den Winkel 8 zu N getiltet. Das TDM liegt
dabei entlang der Kante eines Kegels. Die Winkel ¢ und y die vom projizierten MD im Labor- bzw.
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Molekilkoordinatensystem und der y- bzw. b-Achse aufgespannt werden konnen jeden Wert
annehmen, da das TDM um den MD frei rotieren kann.

Die elektrischen Feldamplituden E,, E,, E, der evaneszenten Welle des IR-Lichtes ergeben sich gemaR

2¢0sy,((sin®y —nj,)

=T J(1- n§1)\/[(1+ nzzl)sin2 y - njl}

2
E =297 (Gl. 13)

’ (1— n221)

3 2cosysiny

"o J(1- nzzl)\/[(1+ ny,)sin’ y — nﬂ

Dabei ist n,; das Brechungsindexverhaltnis aus n, (Film) und n; (Kristall) und y der Einfallswinkel des

IR-Lichtes. k,, k,, k, sind die Komponenten des integralen Absorptionskoeffizienten und abhangig von

Seund a.
k, =k, =KI[(S,sin*a)/2+(1-S,)/3]
(Gl. 14)
k, = K[(S,sin*a) +(-S,) /3]

ATR

Damit ergibt sich das dichroitische Verhéltnis R™'" als Quotient der Integrale der entsprechenden

Schwingungsbanden der Spektren mit p- bzw. s-polarisiertem Licht.

i A [AM)dv X, +EX,
A A (v)dv Ek,

(Gl. 15)

SchlieBlich kann der Ordnungsparameter Sg gemaR

s _ 2(EZ-RM"EJ+E) |
9_(30052a—1)(Ef_RATREj_zEzz) (Gl. 16)

berechnet werden und der Tiltwinkel 6 der MD relativ zu N ist zugdnglich durch
S, ~L(3(cos?0) -1 (Gl. 17)
2

Ein Plot von Sy als Funktion von R*™® fiir verschiedene a zeigt, dass Sg fir o <54° und R’ >0.7
definiert ist (Abbildung 103B). Fiir a>54° ist Sg fur 0.5 <R"" <3 definiert. Fiir die Simulation
(Abbildung 103B) und fiir die Bestimmung der molekularen Orientierung mittels gemessener ATR-
FTIR-Spektren wurde der Brechungsindex des Ge-Kristalls mit n; =4.0 und Brechungsindex des
gemischten Filmes mit n, = 1.43 sowie der Einfallswinkel des IR-Lichtes von y=45° verwendet. Filme
aus PC-Membranen weisen typischerweise Brechungsindizes um 1.43 auf. Da die vermessenen
Proben hauptsachlich aus PC bestanden (minimaler Lipidanteil x,c = 0.75), wurde der namliche Wert
flir n, als Brechungsindex des gemischten Films angenommen.
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z/N 4 1,0
[ »”TDM - I
y v |
L 2 o5}
Q
b 1= r
o
. ©
Film a I n (Ge)=4.0
—.GeKristall __ Y L e n (film) = 1.43
1 L
1 T =2 y=45°
I o r
N
\ 1 L
Y0 -0,5
3 0 1 2 3 4 5 6 7 8

dichroitisches ATR-Verhiltnis R

Abbildung 103. A: Modell eines Doppelkoordinatensystems mit Laborkoordinatensystem (x, y, z) und Molekiil-
koordinatensystem (a, b, c), ein Mesogenriickgrat (ohne lateralte Ketten; MD parallel zur c-Achse), die Lage eines TDMs
und des eingeschlossenen Winkels a sind schematisch dargestellt, MD ist um den Winkel 0 zur z-Achse getiltet;
B: Ordnungsparameter Sg als Funktion des dichroitischen Verhaltnisses R*™ fiir dicke Filme und ausgewahlte a.

Al.6.1.2 IRRAS

Fir IRRAS-Messungen (Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie) wurde der IR-Strahl an der
Luft/Wasser-Grenzflache einer Filmwaage (fur Praparation der Filme siehe Abschnitt Langmuir-Filme)
reflektiert, und so konnten schwingungsspektroskopische Daten der Molekiile auf der
Wasseroberflaiche simultan zur m-A,.-lsotherme erfasst werden. Zwei verschiedene IRRAS-
Experimente kamen zum Einsatz. Es wurden bei kontinuierlicher Kompression des Filmes fortlaufend
IRRA-Spektren bei einem Einfallswinkel des p-polarisierten IR-Lichtes von 40° (4000 Scans) gemessen.
Damit konnten die Verdnderung der Filme wahrend der Kompression detektiert werden. Fir
winkelabhangige Messungen wurde der Film bis zu einem definierten i oder A, komprimiert und
der Oberflachendruck wahrend der IRRAS-Messungen konstant gehalten. Der Einfallswinkel wurde
im Bereich 26° bis 70° (Schrittweite: 4°) variiert, wobei bei jedem Winkel jeweils ein Spektrum mit p-
bzw. s-polarisiertem Licht gemessen wurde (4000 Scans). Als Referenzeinkanalspektrum diente
jeweils das Spektrum einer reinen Wasseroberflache des Referenztroges gleicher Fiillh6he. Mittels
eines Motors war es moglich, einen der beiden Trége in den Fokus des IR-Strahles zu bringen. Um die
Flllhohe des rechteckigen Probentroges und des runden Referenztroges zu bestimmen, wurde ein
HeNe-Laser auf der Wasseroberflache reflektiert und auf eine Zweiquadranten-Photodiode geleitet.
Mit Peristaltikpumpen konnte dann der gewiinschte Wasserspiegel eingestellt werden. Die IRRAS-
Messungen wurden an einem Bruker VERTEX 70 mit flUssigstickstoffgekiihitem LN-MCT-Narrow-
band-Detektor und Bruker IRRAS-Einheit durchgefiihrt.

Aus den gemessenen, einfallswinkelabhédngigen Spektren bei konstanten m oder A,, kann die
Orientierung des TDM einer Schwingung bzw. der schwingenden Molekilteile (Tiltwinkel) relativ zur
Grenzflaichennormale nach bekannten Auswerteroutinen berechnet werden. Eine ausfiihrliche
Beschreibung ist in der Dissertation von Dr. Andreas Kerth zu finden.**
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A1.6.2 UV/VIS-Spektroskopie

Die in Chloroform gelésten Mesogene wurden in einer Quarzglaskivette (Durchstrahllange
;=10 mm) bei Konzentrationen von ¢ =1 uM bis 1 mM im UV/VIS-Spektrometer HP8453 (Hewlett-
Packard GmbH, Waldbronn, Deutschland) im Spektralbereich 200 nm - 900 nm und einer
Wellenlangen-Auflésung von 1 nm untersucht. Die Proben wurden vor der Messung (Kivette mit
PTFE-Stopfen verschlossenen) 20 min bei 20°C temperiert (Peltier-Thermostatisierung). Als
Referenzprobe diente eine mit Chloroform gefiillte Quarzglaskiivette. Vom Absorptionsspektrum der
Probe wurde das Referenzspektrum subtrahiert. Die Daten wurden mit Hilfe von Origin 7 (OriginLab
Corporation, Northampton, USA) prozessiert.

A1.6.3 Fluoreszenzspektroskopie

Zur Bestimmung der Fluoreszenzspektren der Mesogene wurden diese in CHCI; gelost (c=0.1 mM -
0.01 uM) und in einer Quarzglaskivette (Dicke /;,=10 mm) bei 20 °C (ca. 20 min temperiert, Haake
F6, Thermo electron corporation, Karlsruhe, Deutschland) mit einem FluoroMax2 (Horiba Jobin Yvon
GmbH, Unterhaching, Deutschland) bei dem mittels UV/VIS-Spektroskopie gefundenen
Absorptionsmaximum A% angeregt. Die Emission wurde im Bereich A®+15nm - 600 nm
aufgezeichnet. Mit den gleichen spektralen Parametern wurden ebenso Fluoreszenzspektren von
wassrigen Suspensionen aus Mesogen und PC bei verschiedenen Temperaturen bestimmt.

Ein MaR fur die Mobilitdt von Fluoreszenzsonden (Mesogene) in waéssrigen Lipidmembran-
suspensionen ist die Fluoreszenzanisotropie r. Diese konnte durch Verwendung veranderlicher
Polarisatoren (jeweils auf der Einstrahlseite und vor dem Detektor, Polarisationsrichtungen: v —
vertikal; h — horizontal) bestimmt werden.'® Dabei ist r zugénglich aus den gemessenen Intensititen
bei verschiedenen Polarisatorkombinationen (Beispiel: /- Intensitdt mit Polarisatoreinstellungen
horizontal auf der Einstrahlseite und vertikal auf Detektorseite) gemal

Ivv — Ivh

r=———"— (Gl. 18)

I, +21,
Flir Fluoreszenzdepolarisationsexperimente wurden wassrige Suspensionen aus Mesogen und PC
(c;=0.1mM) in einer Quarzkiivette bei A® angeregt und die Fluoreszenzintensitdt bei drei
Wellenlingen um A°" gemessen. Dazu wurden die Polarisatorstellungen variiert um die
entsprechenden Kombinationen zu erhalten (Gl. 18). Die Fluoreszenzdepolarisationsmessungen
wurden temperaturabhingig im Bereich 4 °C — 90 °C durchgefiihrt um thermisch induzierte Anderung
der Beweglichkeit der Mesogene in der Membran zu verfolgen.

A1.7 Rontgenstreuung

A1.7.1 Rontgenpulverdiffraktometrie mit Cu-K,-Strahlung

Um Informationen Uber die periodische Packung der Mesogen-PC-Aggregate zu erhalten, wurden
temperaturabhingig Pulverdiffraktogramme aufgezeichnet. Daflir wurden die waéssrigen
Suspensionen (coc =2 mM) der Proben gefriergetrocknet (Lyophilisator, Heto Powerdry LL3000,
Fisher scientific AG, Reinach, Schweiz) und wieder bis zu einem Wassergehalt von 50 Gew.-%
hydratisiert. Die pastdsen Proben wurden in Glaskapillaren eingebracht (& = 1.5 mm, Wandstarke
0.01 mm, Hilgenberg, Malsfeld, Deutschland). Der Luftraum {iber der Probe in der Kapillare wurde
durch Einflihren einer zweiten Kapillare mit geringfligig kleinerem Durchmesser reduziert und beide
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interpenetrierenden Kapillaren wurden abgeschmolzen (Lotstar 141, Mig-O-Mat Mikrofligetechnik,
Burbach, Deutschland, optische Prifung auf Dichtigkeit am Mikroskop). Die Proben wurden unter
stetiger Rotation am Rontgenpulverdiffratometer XRD 3000 (Seifert, Freiberg, Deutschland) im
Temperaturbereich von -30 °C bis 130 °C (Diffraktometerofen 0.65.1, Stoe & Cie, Darmstadt, Kiihlung
durch verdampfenden flissigen N,, Heizrate 1 K/min) vermessen. Dazu wurden die Proben bei jeder
Temperatur (Temperierzeit: 5 min) 10 min mit Cu-K,~Strahlung (A = 0.154051 nm) belichtet, und die
Streustrahlung in 26 im Bereich 0° - 40° (s=0nm™ — 4.7 nm™) mittels stationarem, positions-
sensitivem Detektor (Software WinXPOW, Stoe & Cie, Darmstadt, Darmstadt) aufgezeichnet. Die
Kalibrierung der Reflexpositionen wurde mit pulverférmigem Korrund (Al,O3;) und pBBA (para-
Brombenzoesaure, C;Hs0,Br) durchgefiihrt.

Die Auswertung erfolgte mittels Origin 7. Die Diffraktogramme einer Temperaturserie wurden als
Konturplot dargestellt, indem die Reflexintensitaten in Abhdngigkeit von der reziproken Liange s
(linker Rand) in Graustufen dargestellt wurden. Das Temperaturprofil ist am unteren Rand des
Konturplots aufgetragen. So konnten thermisch induzierte Anderungen der Peakslagen im
Kleinwinkelbereich (SAXS, small angle X-ray scattering) und Weitwinkelbereich (WAXS, wide angle X-
ray scattering) und damit Anderungen der Packung der Molekiile oder Molekiilteile leicht verfolgt
werden.

A1.7.2 Rontgenreflektivitiat und GIXD an orientierten Proben
Hochaufgeloste Rontgenstreudaten wurden durch Experimente mit Synchrotronstrahlung (erzeugt
mittels eines Undulators, Leistung: 25.06 keV, A = 0,49509 A, Photonenstrom: 10" Photonen pro

170

Sekunde) an der highresolution diffraction beamline P08~ des PETRAIIl im Hamburger Synchrotron-

Labor (HASYLab) des Deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY) aufgenommen.

Die im Winkel a; relativ zur Probe einfallende Rontgenstrahlung kann durch den Wellenvektor k;
beschrieben werden. Die an der Probe gestreute Strahlung wird durch den Wellenvektor k; und die
durch die Probe spekular reflektierte Strahlung, die innerhalb der kik,-Ebene im Winkel a, austritt, mit
dem Wellenvektor k, (bei Reflektion a; = a;, Abbildung 105) beschrieben.”® Der Impulsiibertrag der
Strahlung g hat je nach Streumethode Anteile in jede Raumrichtung (g, g,, g.). Die Intensitat /(g) der
gestreuten Strahlung ist dabei gleich dem Betragsquadrat der Fouriertransformierten der
Elektronendichteverteilung p(r)

1(q)= ‘_[,o(r)e“‘”dr‘2 (Gl. 19)

Fir die Messungen wurden orientierte Multischichtproben verwendet, die durch die , Rock-n-Roll-
Methode“™™ prapariert wurden. Fiir Gemische aus Mesogen : PC wurden 80 pl einer Lésungen in
CHCly: TFE=1:1 mit c,(1:10) = 13.75 mM, c,(1:4) = 15.63 mM, c,(1:1) = 12.50 mM,
Cg(1:0) = c4(0:1) = 10.00 mM) auf einen Si(111)-Waver (3.0cm x 1.5cm) aufgebracht und das
Lésungsmittelgemisch verdampft. Die Si-Scheibe wurde in die PTFE-Messzelle (Abbildung 105A), die
mit zwei Kaptonfenstern ausgestattet ist, eingebracht, und 80 ul H,O wurden unterhalb des Si-
Wavers in die Messzelle gegeben. Die Zelle wurde mit PTFE-Schrauben verschlossen, und ein PT100-
Temperatursensor wurde durch die Bohrung einer der Schrauben gefiihrt um die Temperatur direkt
neben der Probe messen zu koénnen. Die verschlossene Messzelle wurde fir 1 h bei ca. 65 °C
(oberhalb T,, fir DPPC und DOPC)™* inkubiert und die Probe dabei iber die Gasphase hydratisiert
(99 % RH). Die Zelle wurde anschlieBend mit einer Widerstandsheizung (Lakeshore 340, Cryophysics
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GmbH, Darmstadt, Deutschland) ummantelt (Aussparungen bei den Kaptonfenstern) und in das 6-
Kreis-Diffraktometer (Kohzu NZD-3, closed Eulerian Cradle, Kohzu Precisions Co., Ltd./Alio GmbH,
WeRling, Deutschland, Abbildung 105 B) eingebaut.

bl )
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Abbildung 104. Schematische Darstellung der Strahlengeometrie bei Rontgenreflektometrie (Messung von k,) bzw. GIXD
(Messung von k, und k;) an Lipidmembranstapeln; die Wellenvektoren der einfallenden, reflektierten und gestreuten
Welle sind k;, ks und k,."°

Es wurden zwei verschiedene Techniken verwendet, um die Gemische aus Mesogen und PC bzw. die
entsprechenden Einzelkomponenten zu charakterisieren: Rontgenreflektivitdt, um den SAXS-Bereich
zu untersuchen und GIXD (Rontgenstreuung unter streifendem Einfall, gracing incidence X-ray
diffraction), um sowohl den SAXS- als auch den WAXS-Bereich zu charakterisieren und Informationen
Uber die laterale Packung der Membranbestandteile zu gewinnen. Fiir jede Probe wurden Streudaten
mit beiden Methoden aufgenommen. Um Strahlenschiden auf der Probe zu vermeiden, wurde nach
jeder Messung die Belichtungsstelle variiert.

Abbildung 105. Fotografien der verwendeten Messapparaturen fiir Rontgenreflektometrie- und GIXD-Experimente:
A: PTFE Messzelle mit gelben Kapton-Fenstern und wassergesattigter Atmosphéare (99 % RH), Si(111)-Scheibe mit Probe
liegt auf dem obersten Einschub; die PTFE-Schrauben zum Verschluss der Zelle besitzen eine Bohrung fiir einen PT100-
Stift zur Temperaturmessung in der Zelle; B: 6-Kreis-Diffraktometer mit Probenzelle (griiner Pfeil), umgeben von der
Heizmanschette, Lineardetektor (Mythen 1k) und einfallender Réntgenstrahl aus rotem Kapton-Finger,
Diffraktometerkreise sind gekennzeichnet.

A1.7.2.1 Roéntgenreflektivitdt

Bei Rontgenreflektivititsmessungen wurde ausschlieflich spekuldr reflektierte (kk,-Ebene)
Streuintensitat (a; = a,, Abbildung 104) mit dem Wellenvektor k, gemessen. Wird der Réntgenstrahl
an den parallelen Netzebenen reflektiert und ist der Gangunterschied ein Vielfaches n der
Wellenldnge A, erhélt man ein Intensitdtsmaximum in z-Richtung. Damit sind die Bragg-Bedingung
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nA=2dsiné (Gl. 20)
und die Laue-Bedingung
q, = nz—ﬁ (Gl. 21)
z D .

erfillt. Dabei ist D der Netzebenenabstand. Und g, der Streuvektor in z-Richtung.

0
2
a=| 0 |=gq,= ?” = 27s (Gl. 22)
Ar .
—sing,
2

Mit Hilfe der Fresnel-Reflektivitdtsgleichungen konnen eine ,Masterfomel der Reflektivitat”

2

L J‘%e‘iq*dz
Le (oo) 0z

und aus der gegebenen Elektronendichteverteilung aller Atome der Probe mittels einer

R(g,)=Rc(q,) (Gl. 23)

kinematischen Naherung sowohl der Strukturfaktor

N-1 2
S(a,) =D e™™ (Gl. 24)
m=0
als auch der Formfaktor
F(a,) = [ po(2)e ™" dz (Gl. 25)

jeweils fur die Streuung in g,-Richtung abgeleitet werden. In dieser spiegelnden Messanordnung wird
also nur Streuintensitat in Richtung g, detektiert und keine Information tiber die laterale Ordnung in
der Membran (xy-Ebene) erhalten.'’”! Die Streuintensitit ist das Betragsquadrat der
fouriertransformierten Elektronendichteverteilung, und so kann, falls die Phase der Reflexe bekannt
ist, die Elektronendichteverteilung in g,-Richtung berechnet werden. Da die nullte Beugungsordnung
zumeist vom Primarstrahl Uberlagert wird, ist es oft nur moglich, einen Elektronendichtekontrast
Ap(z) zu bestimmen und keine absoluten Werte. Jedoch sind somit die relativen Anderungen der
Elektronendichtemaxima und deren Position erfassbar.

Ap(z):vizU,«/I(Q,)cos(Q,z) (@l. 26)
u.c. 1#0

Fir den Spezialfall, dass nur in g,-Richtung eine Streuung zu verzeichnen ist und die Miller‘schen
Indizes in den anderen Raumrichtungen des reziproken Raumes gleich null sind (h = k = 0), ist Q, der
Gittervektor in 1/q,.gichung (reziproker/realer Raum) und v, ist der Phasenfaktor des jeweiligen Bragg-
Peaks. Das Phasenproblem der Rontgenbeugung wurde fiir den speziellen Fall orientierter
Lipidmembranstapel durch die Swelling-Methode geltst. Dabei wurden Membrandickednderungen
durch Variation des Wassergehaltes im Kopfgruppenbereich mittels Kontrolle der relativen
Luftfeuchte erzeugt. Durch das Anschwellen dndern sich die Dicke der Wasserschicht zwischen den
Lipidschichten und damit der Wiederholabstand d und der Formfaktor F(g,). Die Phasenfaktoren v,
kénnen auf Grund der Zentrosymmetrie der Elektronendichte nur v,= 11 sein. Es wurden nun die
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Intensitaten der Bragg-Peaks fiir verschiedene Wassergehalte und damit die D-Abstande sowie F(q,)
bestimmt. Es wird angenommen, dass sich beim Anschwellen der kontinuierliche Formfaktor F(')(qz)

) bz
FOa) =], »" (@) cos(a,2) (1. 27)

nicht dndert. Der Formfaktor wurde fiir verschiedene g, abgetastet und es wurde probiert, welche
Phase die besten Ergebnisse liefert. Die Phasenfaktoren flir DPPC—Membranen wurden von Sebastian
Aeffner’™ und fur DOPC-Membranen von Brita Weinhausen®®*??* bestimmt (Tabelle 10). Da in
Gemischen Mesogen : PC das Lipid immer den grofiten Teil der Probe darstellt, wurden diese
Phasenfaktoren der reinen PC-Membranen auch zur Auswertung der Reflektivitiatsdaten der
Mesogen-PC-Gemische verwendet. Aus den berechneten Elektronendichteprofilen kdnnen der
Wiederholabstand der Bischicht d (maximale Ausdehnung des Elektronendichteprofils in z-Richtung)
und der Kopfgruppen-Kopfgruppen-Abstand dy,, (Differenz der Elektronendichtemaxima) bestimmt
werden.

Tabelle 10. Phasenfaktoren zur Berechnung des Elektronendichteprofils von DPPC und DOPC mittels Rontgenreflektivitat
in g,-Richtung bei 99 % RH; die angegbenen Phasenfaktoren wurden durch die Swelling-Methode bestimmt."?*#

Substanz Phasenkombination
DPPC S
DOPC S

Fir die Reflektivititsmessungen wurde die Probe unter einem Winkel a; bestrahlt und die
Streustrahlung unter dem Winkel ay= 2a; mit dem Lineardetektor Mythen 1k (DECTRIS Inc., Baden,
Schweiz) und automatisch nachregelndem Attenuator gemessen. Beim Scannen wurde aq;
(Laborkoordinatensystem Q) in 250 Schritten von 0° bis 2.5° variiert (entsprechend auch a; bzw. im
Laborkoordinatensystem 20). Vor der Messung wurde das Maximum der gestreuten Strahlung
bestimmt, indem die Hohe der Probe im Strahl und die Winkel Q und y justiert wurden (Abbildung
106B). Die gemessene Intensitdt ist ausleuchtungskorrigiert, da es zu verfdlschten Intensitaten
kommen kann, wenn die Probe die Strahlbreite nicht vollstandig ausfillt (Abbildung 106A) oder nur
teilweise im Strahlengang ist (Abbildung 106C).

Strahl A /__ - B _C L
L l 5 ~>
—» —=a . a, — o,

=

Abbildung 106. Schematische Darstellung verschiedener Belichtungsszenarien fiir die Félle, dass der Strahl breiter ist, als
die im Strahl befindliche Probenldnge (A), die optimale Ausleuchtungsgeometrie (B) und eine nur teilweise beleuchtet
Probe (C); mit einer Ausleuchtungskorrektur wurde versucht Szenario B zu erzeugen.

Die Untergrund- und Ausleuchtungskorrekturen der Reflektivitatskurven wurden mit dem von DESY-
Mitarbeitern  geschriebenen  Matlab  (Mathworks Inc.,, Ismaning, Germany)  Skript
,refl_offset_mythen_extract_illcorr_gz.m“ durchgefiihrt. Zur Bestimmung des d- bzw. dy,-Wertes
und zur Berechnung des Elektronendichteprofils aus Reflektometriedaten wurde das Script
Jlamellar.m“ verwendet.
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Al1.7.2.2 GIXD

Mittels GIXD konnen im WAXS-Bereich Streubeitrage der Lipidacylketten detektiert werden, die
Rickschliisse auf die laterale Packung der CH,-Segmente der Acylketten erlauben. Fiir Acylketten in
all-trans-Konformation konnen Informationen Uber den Kettentilt und fir fluide Acylketten der
maximale Offnungswinkel und damit indirekt die Fluiditat der Acylketten ermittelt werden. Im SAXS-
Bereich konnen mit GIXD unter Verwendung eines Flachendetektors Streubeitrdge in radialer
Richtung, auRerhalb der g,-Achse, von nicht-lamellaren 2D-Gittern (hexagonal, kubische, ...)

detektiert werden 2013313

Fir die Auswertung der Flachendetektorbilder (2D-Streubild) werden im SAXS- oder WAXS-Bereich
radiale Schnitte im Schnittwinkel ¢ gemacht und 1D-Streukurven der Form Iy = f(q,) extrahiert. Die
Peaks der so erhaltenen Kurven werden fiir jeden Schnittwinkel ¢ mit einer Lorentzfunktion

2

f(q)=1 +mg+b (Gl. 28)

0]

0, 2. 2
(q- qo) tw
gefittet, um die Peakposition g, (Reflexzentrum bei maximaler Intensitdt L,), die Halfte der

Halbwertsbreite w, den Anstieg m der Kurve und den Achsenabschnitt b der Funktion zu ermitteln.

Die Probe wurde bei den GIXD-Experimenten mit Q = 0.2° gemessen. Es wurde der Flachendetektor
Flat Panel (PerkinElmer Inc., Rodgau, Deutschland) mit 2048 x 2048 Pixel* und 1.2 m Abstand zur
Probe verwendet. Zur Aufnahme der Daten wurde der Detektor 120 mal fiir 5s bei schwacher
Attenuatoreinstellung (5) belichtet und die Intensitat aufsummiert. Ein Hintergrundbild wurde bei
maximaler Abdunkelung durch den Attenuator aufgenommen und von den Bildern der Probe
abgezogen. Zur Kalibrierung der absoluten Reflexlagen wurde eine CeO,-Probe vermessen. Der
Kettentilt bzw. Kettenpackungstyp wurde mit dem MatlLabskript ,cc_peak.m” ausgewertet. Die
Visualisierung der Flachendetektorbilder wurde mit ImageJ (Wayne Rasband) realisiert.

A1.8 Numerische Simulation auf DFT-Niveau

Fir die Ermittlung theoretischer Parameter (IR-Spektren und der Zuordnung der Banden zu den
entsprechenden Schwingungen, Rotationsbarrieren, UV/VIS-Spektren, TDM) wurden DFT-
Rechnungen mit GAUSSIAN 032! durchgefiihrt. Es wurde die Gleichgewichtsgeometrie der Molekiile
(in der Gasphase) bestimmt und das theoretische IR-Spektrum aus den Kraftkonstanten der
Normalschwingungen sowie die Lage der induzierten Ubergangsdipolmomente TDM berechnet. DFT
nutzt als Grundlage der Berechnung der Gesamtenergie des Molekiils die Berechnung der
Elektronendichte und nicht wie bei konventionellen, wellenfunktionsbasierten Methoden wie

Hartree-Fock die Berechnung der Wellenfunktion.'’**"°

Ausgehend von einer gewahlten Ausgangsgeometrie wird eine iterative Geometrieoptimierung des
Molekils vorgenommen, wobei nach jedem Iterationsschritt die Gesamtenergie und ein neuer Satz
Orbitalkoeffizienten berechnet und die ermittelte Energie mit der des vorhergehenden Schrittes
verglichen wird. Dies wird wiederholt, bis die Energien und Orbitalkoeffizienten dem
Abbruchkriterium geniigen, also das System konvergiert ist (SCF-Methode, self-consistent-Field). Es
wurde durchweg das Hybridfuntional B3LYP verwendet (Becke, drei Parameter, Lee-Yang-Parr),
welches sich aus einem  Hartree-Fock-Austauschfunktional, einem  Hybrid-Austausch-
Korrelationsfunktional, einem Term zur lokalen Spindichtendherung und einem Term fiir eine
normierte Gradienten Approximation zusammensetzt. Dabei wurden die Basissatze 3-21g bzw. 6-
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311g(2d,p) benutzt.'®**7>17*177 pje Verwendung dieser Basissitze liefert genauere Ergebnisse als die
Standard Hartree-Fock-Methode, die, auf Grund der nicht bericksichtigten wahren Elektron-
Elektron-Wechselwirkungen (es wird nur ein standardmaRiger Repulsionsterm verwendet, jedoch
keine Elektronen-Elektronen-Korrelation) stets zu hohe Energien liefert.

Um Rechenzeit zu sparen, werden die Molekiile so vereinfacht, dass dies einen vernachlassigbaren
Einfluss auf die gewilinschten Parameter (Schwingungsbandenlagen im theoretischen IR-Spektrum,
Rotationsbarrieren, angeregte Zustiande und UV-Spektrum) hat. So wird fiir die Bestimmung der
Ringschwingungen der Mesogenmolekiile das Modellmolekill C4/4, mit je zwei C,-Alkylketten,
zugrunde gelegt. Da jedes Molekil Bm/n und Cm/n ohnehin mindestens eine C4,-Alkylkette an jeder
Seite des zentralen Phenylringes tragt, ist diese Vereinfachung der Molekilgestalt legitim und wirkt
sich lediglich auf die Intensitdt der Alkylkettenschwingungen, nicht jedoch auf die Lage der
Ringschwingungen des starren Molekdlriickgrates aus. Um den Einfluss der Semiperfluoralkylkette
der Bm/n-Molekilfamilie zu Uberprifen, wurde dem geometrieoptimierten Molekill C4/4 an einer
der Alkylketten ein C,-Perfluoralkylrest angehdngt und das resultierende Molekiil B4/4 erneut
geometrieoptimiert. Die Lage der Ringschwingungen wurde dadurch nicht verdndert, deshalb wird
davon ausgegangen, dass C4/4 auch fur die Molekile der Bm/n-Familie ein reprasentatives,
simuliertes IR-Spektrum im Bereich der Ringschwingung liefert.

Alle Modellmolekiile wurden ohne Symmetrierestriktionen vollstandig optimiert. Als Beweis dafiir,
dass es sich bei der resultierenden, optimierten Geometrie um eine Gleichgewichtsstruktur handelt,
dienen die residualen Krafte auf Atome. Vor der Zuordnung der Banden werden die Wellenzahllagen
der Banden des simulierten IR-Spektrums mit einem Korrekturfaktor 0.96 multipliziert, da bei den
DFT-Rechnungen anharmonische Effekte auRer Acht gelassen werden. Ein solcher Korrekturfaktor ist
fur die verwendeten Funktionale und Basissatze typisch.'’® Zwei Ringschwingungen sollen in der
Arbeit besonders besprochen werden: die Schwingung bei vi,,(ring) = 1518 cm™ und die Schwingung
Vipp(ring) = 1609 cm™. Beide sind in-plane Ringschwingungen, deren TDM nahezu parallel zum MD
verlauft. Dabei wurde der Winkel a zwischen dem berechneten TDM und dem definierten MD
bestimmt: a(1518 cm™) = 13° und (1609 cm™) = 6°. Der Vektor MD wurde zwischen den beiden zur
Kopfgruppe des Mesogens ethergebundenen, terminalen C-Atomen der &ulleren Phenylringe
gewahlt.

Rotationsbarrieren wurden mittels redundant coordinate und Rotation um einen Diederwinkel

7980178 par Winkel wurde um ein Inkrement

zwischen zwei benachbarten Phenylringen bestimmt.
gedreht und die Gesamtenergie des Molekiils berechnet. Fiir die Ermittlung von UV/VIS-Spektren
wurden angeregte Zustinde der Molekiile mittels TD-DFT ermittelt.” So sind auch die elektronischen

Ubergangsdipolmomentvektoren zugédnglich.
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Anhang IlI: Epifluoreszenzmikroskopie

A2Anhang II

A2.1 Epifluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen von C12/12-Filmen an der Luft/Wasser-Grenzfliche zeigen auch
bei hoch-komprimierten Filmen und hohen Oberflachendriicken rt keine spezifischen Strukturen. Fiir
die Aufnahmen wurde die Eigenfluoreszenz des Molekilriickgrates und die breite Absorptionsbande
(siehe Einleitung zu den X-féormigen Amphiphilen, S.23) genutzt und mit dem Filtersatz FS09
zwischen 450 nm und 490 nm die Fluoreszenz angeregt. Die Absorptionsmaxima von C12/12 liegen
bei 333 nm und 378 nm, doch selbst bei so hohen Wellenlangen (450 nm - 490 nm) lasst sich eine
Fluoreszenz noch gut anregen.

Abbildung 107. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines C12/12-Filmes an der Luft/Wasser-Grenzfliche bei
0.3mNm™ (A), 0.4mNm™ (B), 881 mNm™ (C), 10.5mNm™ (D) und 36.6 mNm™ (E); Filtersatz FS09: Anregung bei
450 nm — 490 nm und Emission bei A°" 2515 nm: Auch bei hochkomprimierten Filmen und hohen Oberflichendriicken n
sind keine spezifischen Strukturen sichtbar; Skalen: 64 um, gilt fiir die Tafeln A-E.

A2.2 DSC

Die B16/10-DPPC-Gemische zeigen eine Umwandlung bei T,=42.1°C deren Intensitit mit
steigendem  Xgi510 Sinkt (Abbildung 108A). Bei B16/10-DMPC-Gemischen tritt ab dem
Mischungsverhaltnis 1:50 neben der Hauptumwandlung bei T, =24.6°C ein Zusatzpeak bei
Tada = 56.0 °C auf (Abbildung 108B). Beide Peaks treten unabhangig vom B16/10-Gehalt stets bei der
gleichen Temperatur auf. Die Hauptumwandlungsenthalpie A,,H sinkt zuerst mit steigendem B16/10-
Gehalt und steigt ab dem Mischungsverhaltnis 1:20 wieder an. Das ist durch ein Artefakt von der
Praparation zu erklaren.
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Abbildung 108. DSC-Thermogramme der wissrigen Suspensionen von B16/10 : DPPC (A) und B16/10 : DMPC (B); das
Molverhiltnis ist angegeben; C: Umwandlungsenthalpien der Gemische in B als Funktion von xg;5/10; Enthalpie der
Hauptumwandlung (4H,,, schwarz), Summe der Enthalpien aller Zusatzumwandlungen (24H,y,, rot) und Summe der
Enthalpien aller Umwandlungen (4H,,;, blau); cpppc = 2 mM.
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Abbildung 109. Serien winkelabhédngiger IRRA-Spektren eines B18/6-Filmes an der Luft/Wasser-Grenzfliche bei
60 A2 Molekiil* mit s- (oben) bzw. p-polarisiertem (unten) Licht; 8 = 26° — 70°; die relevanten Schwingungen fiir die
Analyse sind ausgewiesen; ¢, = 1 mM; konstanter n wihrend der Messung.
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A2.4 ATR-FTIR
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Abbildung 110. Wellenzahllagen der v,(CH,)-Schwingungsbande (Symbole) der wadssrigen (D,O) Suspensionen aus
C12/12 : DPPC-dg, = 1:10 (schwarz), 1:4 (rot) und 1:1 (griin) als Funktion der Temperatur und DSC-Thermogramme
(durchgezogene Linien) der Gemische C12/12 : DPPC mit den gleichen Mischungsverhéltnissen; ¢,y = 2 mM.
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Abbildung 111. Wellenzahllagen der v,(CH,)-Schwingungsbande einer wadssrigen Suspension des Gemisches
C12/12 : DPPC-d¢, = 1:1 in D,0 als Funktion der Temperatur und DSC Thermogramm eines Gemisches C12/12 : DPPC=1:1
in H,0; Clipid = 2 mM.
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Abbildung 112. A: ATR-FTIR-Spektrum einer wissrigen Suspension von F12/7 bei 20 °C; B: Wellenzahllagen der v,(CH,)-
Schwingungsbande (Symbole) und DSC Thermogramm (Linie); c;;;/,=1 mM; markierte Besonderheiten: Region der
Ringschwingungen (griines Viereck in A).
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Abbildung 113. ATR-FTIR-Spektrum einer wissrigen Suspension von F12/7 : DPPC = 1:10 bei 20 °C.

A2.5 Rontgenreflektivitit

10°] ' C12/12, 25°C | ]
17 1 1
8 1 1
~
— 1 1
% 1 1
£ 1 1
) 1 1
=
q_) 3 3
k7 1 (\
g M [y
o
10'21 . . T y y ]
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
q,/A?

Abbildung 114. Réntgenreflektivitdtskurve einer orientierten, Si-getrigerten C12/12-Probe bei 25 °C und 99 % RH.
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Abbildung 115. A: 2D GIXD-Aufnahmen orientierter DPPC-Multischichten bei 50 °C (L,-Phase) und 99 % RH (SAXS- und
WAXS-Bereich unterschiedlich skaliert); B: Peakamplituden L, und Haloposition g, als Funktion des Azimutwinkels ¢.
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Abbildung 116. 2D-Streubilder orientierter DOPC-Multischichten bei 25 °C (links) bzw. 50 °C (rechts) und 99 % RH; (SAXS-
und WAXS-Bereich unterschiedlich skaliert).
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Abbildung 117. A: 2D-GIXD-Streubild einer orientierten C12/12-Probe bei 25 °C und 99 % RH (SAXS- und WAXS-Bereich
unterschiedlich skaliert); B: 1D-GIXD-Streukurven bei verschiedenen Azimutwinkeln ¢; die Reflexe wurden nicht indiziert;
die Reflexlagen dienten zur Interpretation der GIXD-Daten der Gemische aus C12/12 : PC.

Bei allen gemessenen Temperaturen treten fiir das Gemisch C12/12 : DPPC = 1:4 sieben bis neun
scharfe Reflexe im WAXS-Bereich auf (Abbildung 118). Mehrere dieser WAXS-Reflexe liegen auf
Reflexpositionen des C12/12 (Abbildung 117). Wie fur C12/12 gefunden erstrecken sich einige der
Peaks liber den ganzen Azimutwinkelbereich, wahrend andere auf einen kleinen Winkelbereich
begrenzt sind. Die Reflexpositionen bleiben bei Variation der Temperatur relativ konstant (wahrend
sich die relativen Peakintensitdten dndern) und auch in der Hochtemperaturphase (78 °C) sind noch
scharfe WAXS-Reflexe zu beobachten. Das weist darauf hin, dass die Probe kristallines C12/12
enthédlt, was auf die Prdparation zurlickzufiihren ist. Die Proben werden aus einer LOsung in
CHCI3/TFE auf das Si-Substrat aufgebracht und das Losungsmittelgemisch wird verdampft. Da C12/12
deutlich schlechter im Losungsmittelgemisch |8slich ist als DPPC, scheidet sich beim Verdampfen von
CHCI5/TFE bevorzugt das schwerer |6sliche C12/12 ab.
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Abbildung 118. 2D-GXID-Aufnahmen orientierter Multischichten des Gemisches C12/12 : DPPC = 1:4 bei 25 °C (A), 48 °C
(B), 63 °C (C), 71 °C (D), 78 °C (E) und 99 % RH; die liberlagerten Kasten in A - E zeigen den SAXS-Bereich der jeweiligen
Aufnahme mit verdanderter Skalierung; F: WAXS-Peakpositionen des Gemisches (Symbole) als Funktion der Temperatur
und Reflexpositionen von C12/12 bei 25 °C (waagerechte graue gepunktete Linien, Daten aus Abbildung 117); vertikale
gestrichelte Linien markieren die Temperaturen der thermotropen Umwandlungen (DSC).
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Abbildung 119. 1D-Streukurven im WAXS-Bereich fiir orientierte Multischichten der Gemische C12/12 : DPPC = 1:10
(oben) und 1:4 (unten) bei verschiedenen Temperaturen und 99 % RH; fiir original GIXD-Daten siehe Abbildung 59 bzw.
Abbildung 118; vertikale gestrichelte Linien markieren die Reflexpositionen von C12/12 bei 25 °C (Daten aus Abbildung
117).
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Das eigetlich fluide Gemisch C12/12 : DOPC = 1:10 zeigt im WAXS-Bereich sieben scharfe Reflexe auf
den Lagen der Reflexe fir die reine C12/12-Probe (Abbildung 117). Das ist ein Indiz dafir, dass die
Probe prédparationsbedingt kristallines C12/12 enthilt.
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Abbildung 120. A/B: GXID-Aufnahmen des Gemisches €12/12 : DOPC = 1:10 bei 25 °C (A), 50 °C (B) und 99 % RH; C: 1D-
WAXS-Peakprofile bei 25°C; D: WAXS-Peakpositionen als Funktion der Temperatur (graue Linien markieren die
Reflexpositionen von C12/12 bei 25 °C, Daten aus Abbildung 117).
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