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1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Lipide, insbesondere die Phospholipide, gehoren neben Proteinen, Nukleinsduren und
Kohlenhydraten zu den essentiellen Grundbausteinen aller Zellen. Die wichtigste
Aufgabe der Phospholipide ist dabei die Strukturbildung, d.h. die Bildung von Memb-
ranen (Lipiddoppelschichten) zur Abgrenzung einzelner Kompartimente bzw. Zellen.

Aus strukturellen Gesichtspunkten gehoren die klassischen Phospholipide zu den
amphiphilen Molekiilen: Sie bestehen aus einem lipophilen Molekiilteil, den Fettsdure-
ketten, und einer hydrophilen, phosphathaltigen Kopfgruppe. Die Molekiilteile sind
iber einen Glycerolbaustein miteinander verbunden, wobei sich die Fettsduren in sn-1-
und sn-2-Position und die Kopfgruppe in sn-3-Position des Glycerols befinden (Abbil-
dung 1). Abwandlungen hinsichtlich der Struktur werden durch Verwendung von in
Linge und Sattigungsgrad differierender Fettsduren bzw. durch unterschiedliche Kopf-
gruppen erhalten.

Abbildung 1: Chemische Struktur klassischer Phospholipide am Beispiel des
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholins (DPPC).

Neben den klassischen, monopolaren Phospholipiden sind die bipolaren Lipide (Bo-
lalipide oder auch Bolaamphiphile genannt) eine duBerst interessante Strukturklasse.
Dabei stellen synthetische und physiko-chemische Untersuchungen dieser Bolalipide
ein wachsendes Forschungsgebiet dar, welches bis heute nichts an Aktualitit eingebiif3t
hat (Benvegnu et al. 2004, Fuhrhop & Wang 2004, Meister & Blume 2007, Jacquemet
et al. 2009, Meister & Blume 2012, Nuraje ef al. 2013, Dhasaiyan & Prasad 2017). Im
Unterschied zu den klassischen Phospholipiden besitzen die Bolalipide zwei hydrophile
Kopfgruppen, die iiber einen lipophilen Spacer miteinander verbunden sind. Ihren
natiirlichen Ursprung haben diese Lipide in den Membranlipiden der Archaeen.

Die Archaeen, welche neben den Bakterien und Eukaryoten die dritte Doméne der
belebten, zelluliren Welt bilden (Woese et al. 1990), nehmen eine Sonderstellung im
Reich der Organismen ein (Kates 1992). Sie umfasst einige Arten an Extremophilen —
Organismen, die sich an das Leben unter extremen Umweltbedingungen angepasst
haben. Hierzu ziéhlen z.B. die Halophilen, welche einer hohen Salzkonzentration
bediirfen oder die unter hohen Temperaturen und niedrigen pH-Werten lebenden
Thermoacidophilen (Woese & Fox 1977, Fuhrman et al. 1992, Kandler 1992, Delong et
al. 1994).

Um diesen widrigen Lebensbedingungen standzuhalten, besitzen die Archaeen, ins-
besondere Vertreter der Thermoacidophilen und der Methanogenen, spezielle Mem-
branlipide, die in ihrem Aufbau in entscheidendem Mafle von den Membranlipiden
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anderer Organismen abweichen. Kennzeichnend fiir die archaealen Lipide sind gesittig-
te, isoprenoid verzweigte Alkylketten variabler Linge, welche an beiden Enden iiber
Etherbindungen an Glycerol mit sn-2,3-Konfiguration gebunden sind. Dabei werden der
Diphytanylglyceroldiether (Archaeol) und dessen Dimer, der Di(biphytanyl)diglycerol-
tetraether (Caldarchaeol, Abbildung 2) als hydrophobe Hauptkomponenten unterschie-
den (Nishihara et al. 1987, Sprott 1992, Kates 1993). Natiirlich vorkommende
Abwandlungen innerhalb der langen Alkylketten konnen durch Hydroxylierung einer
der beiden Ketten (Sprott ef al. 1990, Gambacorta et al. 1995) sowie durch den Einbau
von 1,3-verkniipften Cyclopentanringen erfolgen. Insbesondere die Variation von
Anzahl und Position der Fiinfringe wird fiir die Stabilitidt der Membran thermoacidophi-
ler Archaeen verantwortlich gemacht (De Rosa er al. 1980, Gabriel & Chong 2000).
Dartiber hinaus kann auch die Kopfgruppe an sn-1-Position des Glycerols abgewandelt
werden. So sind neben unsubstituierten Vertretern auch Derivate mit phosphorylierten
und nicht-phosphorylierten Zuckerresten, wie dem Nonitol, bekannt (Gambacorta et al.
1995). Weiterhin konnen die Reste sowohl symmetrisch als auch unsymmetrisch an die
beiden Enden der Alkylkette gebunden sein (De Rosa et al. 1986, Sprott 1992,
Gambacorta et al. 1995, Gliozzi et al. 2002).

g

© O
Abbildung 2: Chemische Struktur von Caldarchaeol.

Bedingt durch die auBergewohnliche Struktur der bipolaren Tetraetherlipide besitzen
sie eine Reihe vorteilhafter Eigenschaften. So sind sie in der Lage, stabile Monoschich-
ten, sogenannte black lipid membranes (Gliozzi et al. 1994), bzw. Liposomen (Elferink
et al. 1994) auszubilden; beide Aggregatformen besitzen auf dem Gebiet der Pharmazie,
der Biotechnologie und der Materialwissenschaften einen hohen Stellenwert. Unter-
einander bilden die Tetraetherlipide Monoschichtmembranen, die sich durch eine sehr
hohe mechanische, chemische und enzymatische Stabilitit auszeichnen (Gambacorta et
al. 1995). Zudem besitzen diese Monoschichten eine geringe Permeabilitit gegeniiber
kleinen Molekiilen und Ionen (Komatsu & Chong 1998) sowie eine ausgeprigte thermi-
sche Stabilitit, welche die Hitzesterilisation gebildeter Liposomen ermoglicht (Choquet
et al. 1996). Fir Mischungen der Tetraetherlipide mit klassischen Phospholipiden ist
belegt, dass die Bolalipide in der Lage sind, sich in Lipiddoppelschichten einzubauen
und diese zu stabilisieren (Gabriel & Chong 2000). Dies macht die Tetraetherlipide zu
geeigneten Kandidaten fiir drug delivery-Systeme in Form wirkstoff- und antigentra-
gender Vesikel (Sprott er al. 1997, Patel et al. 2000) (siehe auch: Potentielle Anwen-
dungen bipolarer Amphiphile). Da die Kultivierung von Archaeen und die nachfolgende
Gewinnung von Tetraetherlipiden aus den Membranen der Archaeen eine grof3e Heraus-
forderung darstellt, ist die Synthese von archaealen Modelllipiden unter Beibehaltung
der wesentlichen Eigenschaften ein hochst aktuelles und attraktives Forschungsfeld.



Synthetische Aspekte bipolarer Amphiphile

Die Darstellung archaealer Membranlipide gestaltet sich aufgrund der strukturellen
Besonderheiten dieser Lipidklasse — wie das Vorhandensein isoprenoid verzweigter
Alkylketten, Etherbindungen zum Glycerolgeriist, welches zudem in einer sn-2,3-Konfi-
guration vorliegt, sowie die Makrozyklenstruktur — als schwierig. In den frithen 1990er
Jahren erfolgte die Synthese kleinerer, 32-gliedriger Makrozyklen, welche dem Ar-
chaeol glichen — zunichst ohne Methylgruppenverzweigungen durch EGUCHI und
KAKINUMA (Eguchi et al. 1993) bzw. MENGER (Menger et al. 1993), spiter mit isop-
renoid verzweigten Alkylketten (Eguchi et al. 1994). Etwas spiter erfolgte die Synthese
eines 72-gliedrigen, bipolaren Makrozyklus; wiederum erst ohne Methylgruppenver-
zweigungen (Eguchi et al. 1996, Menger & Chen 1996), und danach mit Methylgruppen
im Isoprenoidmuster (Eguchi et al. 1997). Allen Synthesen ist dabei folgende prinzipiel-
le Vorgehensweise gemein: Zunidchst werden terminal modifizierte Alkylketten in die
gewiinschte Position im Glycerolgeriist eingefiihrt. Die endstindigen Modifikationen
werden abschliefend genutzt, um die Alkylketten miteinander zu verkniipfen. Als C—C-
Kupplungsreaktionen dienen dabei vor allem die kupferkatalysierte GLASER-Kupplung
von Alkinen, die MCMURRY-Kupplung (McMurry 1989), eine reduktive Verkniipfung
von Aldehyden oder Ketonen unter Titan-Katalyse, oder die JULIA-Kupplung (Julia &
Paris 1973), eine Additionsreaktion von Anionen der Phenylsulfone an Aldehyde bzw.
Ketone, welche nach reduktiver Eliminierung mit Natrium-Amalgam oder Samari-
um(I)iodid trans-substituierte Alkene liefert, die zu Alkanen hydriert werden konnen.
Dartiber hinaus wird die Metathese-Reaktion unter Verwendung von GRUBBS-Katalysa-
toren der ersten Generation — Ruthenium-Katalysatoren, z.B. [RuCl,(=CHPh)(PCys3),]
(Schwab et al. 1995) — sehr hdufig angewendet. Voraussetzung hierfiir ist das Vorhan-
densein einer endstindigen Doppelbindung in der Alkylkette.

Da die Totalsynthese der archaealen Membranlipide ein sehr zeitaufwendiges Unter-
fangen darstellt, wurden friihzeitig Versuche unternommen, die Struktur dieser Lipide
zu vereinfachen ohne dabei die wesentlichen, vorteilhaften Eigenschaften zu verlieren
(Benvegnu et al. 2004). So wurde z. B. auf das Konzept der Makrozyklen verzichtet und
eine durchspannende Kette durch zwei kiirzere, isoprenoid verzweigte (Yamauchi et al.
1990) bzw. nicht verzweigte (Kim & Thompson 1992, Svenson & Thompson 1998)
Alkylketten ersetzt. Die so erhaltenen azyklischen Bolalipide mit variablem, hydropho-
bem Geriist unterscheiden sich zudem in der Natur der hydrophilen Kopfgruppe (Halter
et al. 2004, Satgé et al. 2004, Kai et al. 2005). Eine weitere strukturelle Vereinfachung
fiihrte zu einkettigen Bolalipiden; hier wurden die Glycerolreste ersetzt und die polaren
Kopfgruppen direkt mit der langen Alkylkette verkniipft. Dabei konnte gezeigt werden,
dass viele dieser vereinfachten archaealen Modelllipide ebenfalls zu stabilen Mono-
schichten aggregieren. Es besteht jedoch ein komplexer Zusammenhang zwischen dem
Aufbau der Bolalipide (Verhiltnis zwischen Kopfgruppen- und Alkylkettenquerschnitt)
und den ausgebildeten Aggregatstrukturen (Guilbot et al. 2001, Benvegnu et al. 2003):
neben den bekannten Monoschichten werden auch andere Strukturen, wie lange Fasern,
Stabchen, Scheiben oder Mizellen, beobachtet (sieche auch: Aggregationsverhalten
bipolarer Amphiphile in wissriger Volumenphase). Offen in diesem Zusammenhang ist
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noch immer die Frage, wie weit ein Modelllipid strukturell vereinfacht werden kann,
ohne nachteilige Anderungen der Eigenschaften zu bedingen.

Zentrales Element in der Synthese einkettiger, bipolarer Lipide ist die effektive Dar-
stellung langkettiger, 1,o-funktionalisierter Polymethylene, wie Dicarbonsiduren oder
Diole, die im abschlieBenden Schritt mit verschiedenartigen, hydrophilen Kopfgruppen
tiber Amid- oder Esterbindungen verkniipft werden. Fiir den Aufbau langer Alkylketten
sind in der Literatur zahlreiche synthetische Varianten beschrieben. Beispielhaft aufge-
fiihrt seien hier die zweifache Acylierung von zyklischen Enaminen mit 1,®-Dicarbon-
sduredichloriden und anschlieBender Ringoffnung sowie WOLFF-KISHNER-Reduktion
nach HUNIG (Hiinig & Buysch 1967), die Doppel-WITTIG-Reaktion von 1,0-Bis(phos-
phoryliden) mit w-substituierten Aldehyden (Grechishnikova et al. 1996) oder die durch
verschiedene Ubergangsmetallionen wie Silber oder Kupfer katalysierte Reaktion von
GRIGNARD-Reagenzien mit verschiedenen Alkylhalogeniden (Suzuki er al. 1983,
Mirviss 1989). Letztere stellt eine sehr effektive Moglichkeit dar, langkettige, unmodi-
fizierte 1,m-Diole in groBerem Malistab und sehr guten Ausbeuten zu synthetisieren. So
kann beispielsweise das Dotriacontan-1,32-diol (HO-C32-OH) aus 11-Bromundec-1-en,
welches in das analoge GRIGNARD-Reagenz iiberfiihrt wird, und 1,10-Dibromdecan im
Sinne einer zweifachen GRIGNARD-Kupplung (Bis-Kupplung) unter Katalyse von
Dilithiumtetrachlorocuprat (Friedman & Shani 1974, Hosomi et al. 1987) und abschlie-
Bender Hydroborierung und oxidativer Aufarbeitung dargestellt werden (Kohler e al.
2004b). Das HO-C32-OH kann nachfolgend in das PC-C32-PC durch zweifache Phos-
phorylierung und Quarternierung iiberfiihrt werden (Abbildung 3). Das Bolalipid PC-
C32-PC, welches aus zwei iiber eine C32-Alkylkette verbundenen Phosphocholin-
Kopfgruppen besteht, stellt eines der einfachsten archaealen Modelllipide dar.

I n
/M\/Br —_— MMQBI’ —_— /W
4 4 14

S
i HO iv,y ©_ofo ICQ r‘\1®
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16 | 1O 16 O
HO-C32-OH PC-C32-PC

Reaktionsbedingungen:
i) Mg, Ether, ii) 1,10-Dibromdecan, Li,CuCly, THF, 0 °C, iii) Disiamyboran, THF; dann EtOH, NaOH, H,05,
iv) CloP(O)O(CHy)2Br, CHCI3, TEA; dann THF, H20, v) N(CHg)s, CHCI3, CH3CN, EtOH

Abbildung 3: Synthese des Bolalipids PC-C32-PC unter Verwendung der GRIGNARD-Bis-Kupplung
(Kohler et al. 2004b) (TEA: Triethylamin).

Durch Variation der beiden Edukte ®-Bromalken und 1,m-Dibromalkan konnen sehr
effizient einkettige, symmetrische Bolalipide variabler Alkylkettenlingen (C22 bis C32)
mit geradzahliger (Drescher er al. 2007) und ungeradzahliger Anzahl an Kohlenstoff-
atomen (Meister et al. 2008a) erhalten werden.

Dartiber hinaus ist eine Abwandlung der Kopfgruppenstruktur durch Austausch des
Quarternierungsreagenz leicht zu erreichen. So konnen neben Phosphocholinen (PC)
auch Phosphodimethylethanolamine (Me,PE) (Kohler et al. 2006b) und Phosphomo-



nomethylethanolamine (MePE) (Meister et al. 2008a) eingefiihrt werden. Um den
Kopfgruppenbereich unter Erhalt der PC-Struktur weiter zu diversifizieren, ist es erstre-
benswert, funktionelle Gruppen einzubauen, die sich in einer nachgeschalteten Reaktion
mit einer Vielzahl von Reaktionspartnern umsetzen lassen. Als funktionelle Gruppen
sind hier in erster Linie Amino- und Hydroxygruppen sowie Doppel- und Dreifachbin-
dungen zu nennen. Das Finbringen dieser Strukturelemente in eine Lipidkopfgruppe
erfolgt dabei im einfachsten Fall durch Verwendung von substituierten Aminen wih-
rend der Quarternierungsreaktion, wie z.B. N,N-Dimethyl-N-propinylamin oder 2-(Di-
methylamino)ethanol. Jedoch sinkt mit zunehmender GroBe des fiir die Quarternierung
verwendeten Amins die Ausbeute (Drescher er al. 2008). Die Verwendung von N,N-
Dimethylethylendiamin als Quarternierungsreagenz fiihrt aufgrund der beiden reaktiven
Stickstoffe nicht zum gewiinschten Amin-funktionalisierten Bolalipid.

Im Rahmen dieser Habilitationsschrift soll ein synthetischer Zugang zu Kopfgrup-
pen-modifizierten, im Speziellen Amin-funktionalisierten Bolalipiden etabliert werden.
Dadurch soll eine Anbindung von groferen Strukturen ermoglicht werden, um das
Anwendungsspektrum der Bolalipide zu erweitern.

Neben Abwandlungen in der Kopfgruppe wurden auch Variationen im Alkylkettenbe-
reich der Bolalipide beschrieben. Hier wurde wiederum der Frage nachgegangen,
inwieweit die Struktur der bipolaren Modelllipide verindert werden kann, ohne dass
wesentliche Eigenschaften verloren gehen. Exemplarisch sei hier die Einfiihrung von
Cyclopentanringen (Jacquemet et al. 2011, Le Gall et al. 2014), aromatischen Ringsys-
temen (Han et al. 2004, Mizoshita & Seki 2006), Diacetylengruppen (Song et al. 2004,
Kew & Hall 2006), Heteroatomen (Halter er al. 2004, Drescher et al. 2008) oder Tria-
zolringen (Mitchell et al. 2017) angefiihrt.

Insbesondere der Einbau von Phenyl- oder Biphenylringen mit unterschiedlichem
Substitutionsmuster (ortho-, meta- oder para-Substitution) bzw. mittelstindigen Di-
acetylengruppen ist ein interessanter Ansatzpunkt fiir neuartige, symmetrische Bolalipi-
de. In dieser Arbeit werden verschiedene Wege der Synthese einkettiger, Phenylen/Bi-
phenylen-modifizierter sowie Diacetylen-modifizierter Bolalipide aufgezeigt und deren
Praktikabilitit erortert. Dariiber hinaus werden im Rahmen der vorliegenden Schrift
neue Synthesewege zu ein- und mehrkettigen, unsymmetrischen Bolalipiden vorgestellt.
Die Einfiihrung einer Asymmetrie in bipolare Amphiphile erfordert zwar einen htheren
synthetischen Aufwand, jedoch sind hier neuartige Aggregatformen in wissriger
Suspension zu erwarten (siehe auch nichsten Abschnitt).

Aggregationsverhalten bipolarer Amphiphile in wdissriger Volumenphase

Amphiphile Molekiile besitzen aufgrund ihres Molekiilaufbaus die Tendenz, in wiss-
riger Suspension definierte Uberstrukturen auszubilden. Als treibende Kraft dieser
Selbstaggregation wird der von den langen Alkylketten ausgehende hydrophobe Effekt
verantwortlich gemacht (Eibl 1984): Da die Alkylketten keine Wechselwirkungen mit
dem sie umgebenden Wasser eingehen konnen, sind die angrenzenden Wassermolekiile
in ihrer Bewegung eingeschrinkt und somit hoher geordnet. Durch das Zusammenla-
gern der Alkylketten, bedingt durch VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen, wird die
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Oberfliche der zum Wasser zugewandten, hydrophoben Molekiilteile verkleinert und
die Zahl der geordneten Wassermolekiile verringert, wodurch schlieBlich die Entropie
des Systems steigt.

Welche Aggregatform amphiphile Molekiile im Allgemeinen und Bolalipide im Be-
sonderen in wissriger Volumenphase ausbilden, hingt von einer Vielzahl von Faktoren
ab: Neben dem Wassergehalt bzw. der Konzentration des Lipids, der Temperatur sowie
der Ionenstirke und des pH-Wertes der Losung, hat die chemische Struktur des Lipids,
d.h. das Verhiltnis der Kopfgruppengrofe zum Alkylkettenquerschnitt, einen sehr
groBBen Einfluss auf die Gestalt der gebildeten Aggregate. ISRAELACHVILI definierte fiir
klassische, monopolare Amphiphile einen sogenannten Packungsparameter P, welcher
sich aus dem molekularen Volumen V der Alkylkette, deren Linge /. und dem Flichen-
bedarfswert a, der Kopfgruppe zusammensetzt: P = V/(a,x!.) (Israelachvili et al. 1980,
Israelachvili 2011). Basierend auf der Grofle von P bilden monopolare Lipide sphéri-
sche Mizellen (P < 0.3), zylindrische Mizellen (P = 0.3-0.5), flexible Doppelschichten
bzw. Vesikel (P = 0.5-1.0), planare Doppelschichten (P = 1) oder invertierte Mizellen
(P > 1) in wissriger Volumenphase.

Fiir die bipolaren Amphiphile existiert noch keine generalisierte Zuordnung von P zu
unterschiedlichen Aggregatformen, da hier noch die Frage zu kliren ist, wie die beiden,
gleichen oder ungleichen Kopfgruppen zu handhaben sind. Verallgemeinert kann man
aber sagen, dass die mehrkettigen Bolalipide (Tetraetherlipide) natiirlichen Ursprungs
mafgeblich zu Liposomen aggregieren. Modellverbindungen dieser archaealen Mem-
branlipide zeichnen sich durch eine vereinfachte chemische Struktur aus: Eine durch-
spannende Kette wurde durch zwei kurze Alkylketten ersetzt und auf die Einfiihrung
von Methylverzweigungen wurde génzlich verzichtet. Dieses Modelllipid, welches aus
einer verkniipfenden C32- und zwei kurzen C16-Alkylketten, aggregiert jedoch in
wissriger Losung nicht zu Liposomen sondern zu schichtférmigen Strukturen
(Yamauchi et al. 1989). Zudem besitzt dieses Bolalipid eine fiir archacale Membranli-
pide untypisch hohe Umwandlungstemperatur von 7,,=61.5°C. Dies zeigt, dass
Storungen in Form von Methylgruppen innerhalb der Alkylkette der Tetraetherlipide
notwendig sind, insbesondere im Hinblick auf eine mogliche Anwendung im Bereich
des drug delivery, um die Bildung von stabilen Liposomen zu erreichen. Darauthin
fiihrten verschiedene Gruppen isoprenoid verzweigte Phytanylreste als kurze Alkylkette
in die Tetraetherlipide ein. um die Umwandlungstemperatur zu erniedrigen (Yamauchi
et al. 1990, Raguse et al. 2000, Febo-Ayala et al. 2006, Brard et al. 2007).

Im Rahmen dieser Habilitationsschrift wird daher der Frage nachgegangen, wie viele
Methylgruppen innerhalb der Alkylketten von Tetraetherlipiden notwendig sind, um
eine ausreichende Fluiditit der Alkylketten und somit die Formierung stabiler Liposo-
men sicherzustellen. Dariiber hinaus soll abgeklirt werden, ob die Stereospezifitit der
eingefiihrten Methylgruppen fiir das Phasenverhalten der Tetraetherlipide relevant ist.

Im Gegensatz zu den mehrkettigen Bolalipiden aggregieren die einkettigen Bolalipide in
den meisten Fillen zu langen Fasern, Bindern (Kew & Hall 2006) oder Nanorchren
(Kameta et al. 2005) und weniger zu vesikuldren Strukturen (Nuraje ef al. 2013). Auch



das archaeale Modelllipid PC-C32-PC assembliert in verdiinnter, wissriger Suspension
zu langen Nanofasern, welche zur Ausbildung eines dreidimensionalen Fasernetzwerks
und zur Gelierung des Losungsmittels fiihrt (Kohler er al. 2004b). Die Gelierung tritt
dabei schon bei hochverdiinnten Losungen (0.1 Gewichts%) auf. Der Sachverhalt der
Hydrogelbildung wird jedoch im Rahmen der vorliegenden Habilitationsschrift nicht
niher beleuchtet; vielmehr sei hier auf die Arbeiten von KOHLER, MEISTER und GRAF
verwiesen (Kohler er al. 2006a, Meister et al. 2007b, Graf et al. 2011).

Die Bildung der Nanofasern (Abbildung 4, links) konnte sowohl durch elektronen-
mikroskopische (EM-) Aufnahmen kontrastierter Proben als auch mit Cryo-Trans-
missionselektronenmikroskopie (Cryo-TEM) bestitigt werden (Kohler er al. 2004a).
Die Nanofasern haben eine Dicke von 6-7nm, was der Linge eines PC-C32-PC-
Molekiils mit gestreckter (all-frans) Alkylkette entspricht. Innerhalb der Faser sind die
Bolamolekiile nebeneinander angeordnet. Aufgrund des Missverhiltnisses zwischen der
grofvolumigen PC-Kopfgruppe und dem kleinen Querschnitt der einzelnen Alkylkette
sind die Bolamolekiile gegeneinander verdrillt, was in einer helikalen Uberstruktur der

Nanofasern sowie der Ausbildung hydrophober Taschen resultiert (siehe Pfeil in Abbil-
dung 4, links).
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Abbildung 4: Links: Cryo-TEM-Aufnahme einer wissrigen Suspension von PC-C32-PC bei Raumtem-
peratur (c =0.3mg/mL). Der Pfeil kennzeichnet einen Faserabschnitt mit sich andeutender helikaler
Uberstruktur (Kohler et al. 2004b). Mitte: DSC-Heizkurve von PC-C32-PC (¢ = 1.0mg/mL) mit Angabe
der vorliegenden Aggregatformen sowie der Umwandlungstemperaturen und -enthalpien (Kohler e al
2004a). Rechts: Cryo-TEM-Aufnahme einer wissrigen Suspension von PC-C32-PC (¢ = 1.0mg/mL); von
55 °C gequencht (von Goran Karlsson, Uppsala Universitit, Schweden zur Verfiigung gestellt).

Die Helizitit konnte durch Cryo-TEM-Aufnahmen (Kohler et al. 2004a), hochaufge-
loste Rasterkraftmikroskopie (Meister et al. 2008b) und coarse grained Monte-Carlo-
Simulationen (Meister et al. 2008b, Wahab er al. 2010) bestitigt werden. Eine Tempe-
raturerhohung fiihrt zu einem Auseinanderbrechen des Fasernetzwerks sowie der
Nanofasern selbst und der Gelcharakter der Losung geht verloren (Kohler et al. 2004a).
Dieser Vorgang ist vollstindig reversibel und die Gel-Sol-Ubergangstemperatur kann
durch die Wahl der Kettenldnge des Bolalipids variiert und eingestellt werden (Drescher
et al. 2007).

Aus den Nanofasern bilden sich bei Temperaturerhohung kleine, sphirische Mizellen
(Typ-I-Mizellen); der Mizellbildungsvorgang kann dabei durch kalorimetrische Mes-
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sungen (differential scanning calorimetry, DSC, Abbildung 4, Mitte) sowie durch
Infrarot(IR)-Spektroskopie verfolgt und die Mizellen selbst durch Neutronenkleinwin-
kelstreuung (small angle neutron scattering, SANS) und dynamische Lichtstreuung
(DLS) charakterisiert werden. Die mizellaren Aggregate zeigen eine erhohte Fluiditit
der Alkylketten aufgrund einer erhohten Anzahl an gauche-Konformeren; der genaue
Aufbau der Mizellen ist jedoch noch nicht vollstindig aufgeklirt. Eine weitere Tempe-
raturerhohung fiihrt zu einer zweiten, sehr breiten und somit wenig kooperativen
Umwandlung in einen zweiten Typ von Mizellen, welche sich durch eine erneute
Zunahme der Fluiditdt der Alkylketten auszeichnen (Kohler ef al. 2004a). Zudem sind
die Mizellen vom Typ-II im Vergleich zu den Typ-I-Mizellen kleiner und bestehen aus
weniger Bolalipidmolekiilen. Dies konnte durch SANS-Messungen kiirzerkettiger
Vertreter (PC-C24-PC) belegt werden (Meister et al. 2008a). Die Ursache fiir diese
zweite Umwandlung zwischen zwei verschiedenen Mizelltypen konnte bisher noch
nicht abschlieend geklirt werden; vermutlich sind die Mizellen vom Typ-I sehr kurze
Faserbruchstiicke.

Im Vergleich zu den symmetrischen Bolalipiden bieten die unsymmetrischen Pen-
dants zwei prinzipielle Moglichkeiten der Anordnung der verschiedenen Kopfgruppen
zueinander: eine parallele Anordnung, bei der sich gleiche Kopfgruppen zusammenfin-
den, oder eine antiparallele Ausrichtung, bei der die Kopfgruppen wechselseitig (inter-
digitiert) angeordnet sind. Ersteres kann zur Bildung von kleinen Stdbchen (rods),
Biandern (tapes) oder auch Lipid-Nanorohren (lipid nanotubes) fiithren (Fuhrhop et al.
1993, Masuda & Shimizu 2004, Kameta er al. 2007a, Kameta et al. 2007b), deren
innerer und duBerer Durchmesser gezielt kontrolliert werden kann (Shimizu et al. 2005).
Eine interdigitierte Orientierung der unsymmetrischen Bolalipide kann hingegen die
Ausbildung von Monolayer-Aggregaten bedingen (Masuda & Shimizu 2001, Masuda &
Shimizu 2004).

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen ist ein Schwerpunkt dieser Arbeit, die neu dar-
gestellten, symmetrischen und unsymmetrischen Bolalipide hinsichtlich ihres Aggrega-
tionsverhaltens in wissriger Volumenphase zu charakterisieren. Dabei werden der
Einfluss der Kopfgruppen- und Alkylkettenvariationen, der Alkylkettenlinge sowie die
Auswirkungen einer Molekiilasymmetrie auf die Form und Stabilitit der gebildeten
Aggregate beleuchtet. Damit soll ein wesentlicher Beitrag zum Verstindnis des Zu-
sammenhangs zwischen chemischer Struktur des Bolalipids und ausgebildeter Aggre-
gatform geleistet werden.

Potentielle Anwendungen bipolarer Amphiphile

Neben der eher grundlagenorientierten, physiko-chemischen Charakterisierung des
Aggregationsverhaltens der reinen Bolalipide in wissriger Volumenphase, sollen im
Rahmen dieser Arbeit zudem mogliche Anwendungen dieser besonderen Lipidklasse
ausgelotet werden. Im Vordergrund standen dabei pharmazeutisch-technologische
Anwendungen (liposomal drug delivery) bzw. eine Nutzung im Bereich der Material-
wissenschaften.

Liposomen, aufgebaut aus klassischen Phospholipiden, wie beispielsweise 1,2-
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC) oder 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phos-



phoethanolamin (DOPE), werden vielfach als drug delivery-Systeme angewendet (Allen
& Cullis 2013, Fariya et al. 2015). Neben der intravendsen Gabe solch liposomal
formulierter Arzneistoffe, z. B. Amphotericin B in AmBisome® (Hann & Prentice 2001)
oder Doxorubicin in Doxil® (James et al. 1994, Barenholz 2012), wird derzeit auch der
Einsatz dieser Systeme fiir andere Applikationswege beforscht. Beispielhaft angefiihrt
seien die intravitreale (Bochot & Fattal 2012) und die transdermale (Schroeter et al.
2010, Gémez et al. 2012) Route. Aber auch die Moglichkeit der oralen Applikation von
problematischen Arzneistoffen steht im Fokus der Forschung (Fricker et al. 2010). Als
problematische Arzneistoffe sind hier in erster Linie in Wasser schwerlosliche Arz-
neistoffe anzufiihren, deren Bioverfiigbarkeit durch liposomale Formulierungen erhoht
werden kann. Dies wurde fiir Ciclosporin (Czogalla 2008), Fenofibrat (Chen et al.
2009) und Insulin (Degim et al. 2006, Li et al. 2010) gezeigt. Dennoch besitzen diese
liposomalen Formulierungen auch Nachteile; hervorzuheben sind hier insbesondere
Stabilititsprobleme: Zum einen verlieren die Liposomen selbst die Integritit, besonders
nach oraler Applikation, und zum anderen weisen die Bestandteile der Liposomen, die
Phospholipide, eine chemische Instabilitdt unter physiologischen Bedingungen auf, wie
sie z.B. im Gastrointestinaltrakt vorzufinden sind. Zudem besteht die Gefahr, dass die
in den Korper eingebrachten Liposomen schnell opsonisiert und vom retikulohistiozyté-
ren System (RHS) aufgenommen werden. Letzteres kann durch Verwendung von Poly-
ethylenglycol(PEG)-modifizierten Liposomen (Allen et al. 1991, Barbeau et al. 2011,
Jiblaoui et al. 2016) teilweise unterbunden werden, was zu sogenannten stealth liposo-
mes fiihrt, welche nach intravendser Gabe eine erhohte Zirkulationshalbwertszeit
aufweisen (Allen er al. 2002).

Eine Moglichkeit, die genannten Stabilititsprobleme der Liposomen zu umgehen,
besteht in der Verwendung von bipolaren Phospholipiden. Diese Bolalipide konnen sich
in gestreckter Form in Phospholipid-Bilayer einbauen und so zu einer Stabilisierung
dieser Bilayer und folglich der Liposomen fiihren (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Schema einer moglichen Ausbildung von gemischten Bilayer-Membranen bestehend aus
klassischen Phospholipiden und ein- bzw. zweikettigen Bolalipiden in gestreckter Konformation.

Die Anwendbarkeit des Konzepts der Stabilisierung von Liposomen unter Zuhilfe-
nahme von natiirlichen oder (teil)synthetischen Bolalipiden wurde bereits durch mehre-
re Arbeitsgruppen belegt. So verwendet die Gruppe von BENVEGNU verschiedene
artifizielle Tetraetherlipide, um die Stabilitit der daraus hergestellten Liposomen
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(genannt Archaeosomen) in Gegenwart von Gallensalzen, Serumbestandteilen und
niedrigen pH-Werten zu evaluieren (Benvegnu et al. 2005, Réthoré er al. 2007,
Jacquemet er al. 2009). Die Gruppe um XU verwendete ebenfalls Archaeosomen,
hergestellt aus der polaren Lipidfraktion E (PLFE) von Sulfobolus acidocaldarius, fiir
die orale Applikation von Insulin (Li e# al. 2010). BRANDL et al. zeigten, dass Liposo-
men, welche aus Lipiden von Sulfobolus islandicus bestehen, gegeniiber Gallensalzen
stabil sind (Jensen et al. 2015), wohingegen BAKOWSKY et al. wiederum Tetraetherlipi-
de von Sulfobolus acidocaldarius verwendeten, um mit Chlorin e6 beladene DPPC-
Vesikel zu stabilisieren (Mahmoud et al. 2015). SchlieBlich entwickelten FRICKER et al.
Liposomen, bestehend aus DPPC und Tetraetherlipiden, fiir die orale Applikation von
Octreotide, einem synthetischen Analogon des Peptidhormons Somatostatin (Parmentier
et al. 2011a, Parmentier et al. 2011b), sowie von Myrcludex B, einem in klinischer
Studie befindlichen Peptidwirkstoffs gegen Hepatitis B und D (Uhl et al. 2016).

Erste Untersuchungen zur Mischbarkeit zwischen dem unmodifizierten PC-C32-PC
und DPPC, 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DMPC) bzw. 1-Palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (POPC) wurden von MEISTER durchgefiihrt (Meister
et al. 2007a). Wihrend das Bolalipid nur in kleinsten Anteilen in die Membran der
DPPC-Vesikel eingebaut wird, bevorzugt das im Unterschuss angebotene DPPC eine
Einlagerung in die hydrophoben Taschen der PC-C32-PC-Nanofasern. Letzteres fiihrt
zu einer Stabilisierung der Faserstruktur und wird an der Verschiebung des DSC-
Umwandlungspeaks fiir PC-C32-PC zu hoheren Temperaturen sichtbar. Cryo-TEM-
Aufnahmen zeigen deutlich das Vorliegen von Vesikeln (DPPC) und Nanofasern (PC-
C32-PC) schon bei einem Mischungsverhiltnis von 1 : 16, PC-C32-PC : DPPC.

Als Ursache fiir diese Nichtmischbarkeit von PC-C32-PC mit klassischen Phospholi-
piden konnen Packungsprobleme angenommen werden: Aufgrund der relativ groBen
Querschnittsfliche der PC-Kopfgruppe im Vergleich zum kleinen Querschnitt der
Alkylkette des PC-C32-PC fiihrt der Einbau des Bolalipids in gestreckter Konformation
in die DPPC-Membran zu einem Hohlraum, welcher weder durch DPPC noch durch das
Bolalipid selbst ,,ausgefiillt* werden kann. Ein Einbau ist daher energetisch unvorteil-
haft und die Aggregation des PC-C32-PC in Nanofasern wird bevorzugt.

Aufbauend auf diesen Erfahrungen sollen die in dieser Arbeit neu synthetisierten,
symmetrischen und unsymmetrischen Bolalipide umfangreichen Mischungsstudien
unterzogen werden. Ziel dieser Untersuchungen war und ist es, ein einfach zu syntheti-
sierendes (artifizielles) Bolalipid aufzufinden, welches sich stabilisierend in Bilayer-
Membranen klassischer Phospholipide einbaut und so zu neuartigen Vehikeln fiir die
orale Applikation problematischer Arzneistoffe fithren kann.

Ein weiteres, mogliches Anwendungsgebiet fiir die bipolaren Lipide stellen die Materi-
alwissenschaften dar. Von groflem Interesse sind hier sogenannte Hybridmaterialien;
Materialien, die aus anorganischen und organischen Stoffen bestehen. Die Sol-Gel-Kon-
densation von Tetraethoxysilan (Tetraethylorthosilikat, TEOS) — auch als Silizifizierung
bezeichnet — ist eine sehr vielversprechende Methode organische Materialien zu stabili-
sieren. Die daraus entstehenden organisch-anorganischen Hybridmaterialien werden
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u.a. in Bereichen der Katalyse oder der kontrollierten Freisetzung von Arzneistoffen
eingesetzt. Die Herstellung Silizium-basierter Komposite fuB3t auf der alkalischen
Hydrolyse von neutralen Alkyloxid-Vorstufen, z. B. TEOS oder anderen modifizierten
Orthosilikaten, und der sich anschlieBenden Assemblierung und Kondensation auf der
Oberfliche der jeweiligen organischen Template. Auf diese Weise werden eine Vielzahl
auf Silizium basierender Nanostrukturen hergestellt, wobei die verschiedensten, organi-
schen Template, wie Tenside (Kim et al. 1998, Zasadzinski et al. 2001), Peptidfibrillen
(Meegan et al. 2004), Phospholipide (Baral & Schoen 1993, Bégu et al. 2003, Bégu et
al. 2004, Binder et al. 2007) oder Diblockcopolymere (Binder & Sachsenhofer 2008)
zum FEinsatz kommen.

Die erzeugten Hybridmaterialien konnen u. a. genutzt werden, um Gold-Nanopartikel
(AuNP) in wissriger Losung eindimensional anzuordnen. Diese eindimensionale
Anordnung von Gold- oder anderen NP spielt in Bereichen der Nano-Optik, Katalyse,
Sensorik sowie Nano-Elektronik eine wichtige Rolle (Rao ef al. 2000, Schmid et al.
2001, Warner & Hutchison 2003, Liu & Lu 2005, Rosi & Mirkin 2005, Moores &
Goettmann 2006, Corma & Garcia 2008, Das et al. 2012). Jedoch ist die Bildung
eindimensionaler Anordnungen von Metallen in wissriger Losung eine sehr schwierige
Aufgabe, da die Metallpartikel hiufig zu zwei- und dreidimensionalen Strukturen
aggregieren. Aus diesem Grund sind bisher nur sehr wenige Beispiele bekannt, wo die
eindimensionale Anordnung von NP in wissriger Losung funktioniert. Zu nennen sind
hier verschiedene Biopolymere (z.B. DNA) oder auch Lipidrohren, die als organische
Template dienen (Alivisatos et al. 1996, Burkett & Mann 1996, Takagi & Ishiwatari
2002, Wyrwa et al. 2002, Bae et al. 2005, In et al. 2005). In ersten Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass Nanofasern bestehend aus unmodifizierten Bolalipiden zur
eindimensionalen Fixierung von AuNP (mit einem Durchmesser von 5nm) in wissriger
Losung geeignet sind (Meister et al. 2008b). Die Beladung mit AuNP (5nm) kann dabei
durch Verwendung von Bolalipiden mit schwefelhaltigen Kopfgruppen erhoht werden.
Allerdings werden die Nanofasern durch kleinere AuNP (2nm) zerstort: TEM-
Aufnahmen belegen, dass die kleineren NP in der Lage sind, tiefer in die hydrophoben
Taschen der Bola-Nanofasern einzudringen und die hydrophoben Wechselwirkungen
zwischen den Bolalipidmolekiilen zu stéren, was zum Zerfall der Nanofasern fiihrte
(Meister et al. 2008b).

Im Rahmen dieser Arbeit soll gezeigt werden, dass sich aus Bolalipiden aufgebaute
Nanofasern als Templat fiir eine Silizifizierung eignen. Weiterhin soll untersucht
werden, ob das so erzeugte Hybrid-Material fiir eine eindimensionale Anordnung von
Gold-Nanopartikeln (AuNP) in wissriger Losung nutzbar ist.

Die nachfolgende Zusammenstellung der Forschungsergebnisse ist in der vorliegenden
Habilitationsschrift in drei Abschnitte unterteilt: Kapitel 2.1 befasst sich mit der Synthe-
se ein- und mehrkettiger, symmetrischer und unsymmetrischer Bolalipide. In Kapitel
2.2 werden die Untersuchungen zum Aggregationsverhalten der reinen Bolalipide in
wissriger Volumenphase vorgestellt und Einfliisse der chemischen Struktur der bipola-
ren Lipide auf die Aggregatform und -stabilitit dargelegt. AbschlieBend befasst sich
Kapitel 2.3 mit moglichen Anwendungen der artifiziellen Bolalipide.
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2 FORSCHUNGSERGEBNISSE

2.1 SYNTHESEN

Im folgenden Kapitel werden die Forschungsergebnisse zur Synthese artifizieller
bipolarer Phospholipide (Bolalipide) zusammenfassend vorgestellt. Die Gruppe der
Bolalipide ldsst sich unterteilen, je nachdem, ob es sich um ein- oder mehrkettige,
symmetrische oder unsymmetrische Vertreter handelt und ob Variationen im Kopfgrup-
pen- bzw. im Alkylkettenbereich durchgefiihrt wurden.

2.1.1  SYNTHESEN EINKETTIGER, SYMMETRISCHER BOLALIPIDE

2.1.1.1 Variationen im Kopfgruppenbereich
(Vgl. Anlage A1)

Um zu Amin-modifizierten Bolalipiden zu gelangen, wurden zwei Strategien verfolgt:
Als erstes kann die primdre Aminogruppe des N,N-Dimethylethylendiamins als Imin
blockiert und so vor der Reaktion geschiitzt werden. Klassische Schutzgruppen fiir
primdre Amine, wie tert-Butoxycarbonyl (Boc), Benzyloxycarbonyl (Cbz) oder 9-
Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc), kamen hierfiir jedoch nicht in Betracht, da die
resultierenden Amine zu voluminds fiir eine erfolgreiche Quarternierung wéren. Statt-
dessen wurde die primdre Aminogruppe mit Schwefelkohlenstoff/Triethylamin in
Verbindung mit einer zweifachen Alkylierung mit Methyliodid blockiert. Dabei kam fiir
die zweite Deprotonierung Natrium-bis(trimethylsilyl)amin anstelle von Kaliumcarbo-
nat (Sauter et al. 1995) zum Einsatz. Nach erfolgreicher Quarternierung und saurer
Abspaltung der Schutzgruppe konnte AEPC-C32-AEPC (Abbildung 6) in akzeptablen
Ausbeuten erhalten werden.
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Abbildung 6: Chemische Struktur der Bolalipide AEPC-C32-AEPC und AETPC-C32-AETPC.

Die zweite Strategie verwendet ein Propinyl-modifiziertes Bolalipid und 2-Azido-
ethylamin. Letzteres kann im Sinne einer Kupfer(1)-katalysierten 1,3-Cycloaddition
(Click-Reaktion) nach HUISGEN (Rostovtsev et al. 2002) an die Dreifachbindung zum
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AETPC-C32-AETPC gekniipft werden (Abbildung 6). Die Verwendung dieses Spacers
erlaubt zudem eine grofe Variabilitit der Kopfgruppenstruktur, denn an die primére
Aminogruppe des 2-Azidoethylamins konnen vor der Verkniipfung mit dem Propinyl-
Bolalipid verschiedenste Carbonsduren als Amid gekuppelt werden. Damit besteht die
Moglichkeit auch sehr grole Molekiile in die Kopfgruppe der Bolalipide einzufiihren.
Die Anwendbarkeit dieser Synthesestrategie wurde mit drei Beispielen (Liponsiure,
Sorbinsdure, di-Boc-Lysin) belegt; jedoch sind auch andere Strukturen, wie Fluores-
zenz- oder ESR-Label, kleine Peptidfragmente zur Targetierung oder Polyethylenoxid-
Einheiten denkbar.

2.1.1.2 Variationen im Alkylkettenbereich

(Vgl. Anlagen A3, AS und A6)

Diacetylen-Modifikationen (A3)

Die Einfithrung von mittelstindigen Diacetylengruppen in die Alkylkette von einket-
tigen Bolalipiden erfolgte vor dem Hintergrund, polymerisierbare Bolalipide und damit
gegebenenfalls thermostabile Nanofasern zu erhalten. Eine retrosynthetische Betrach-
tung der Zielmolekiile ergab, dass ®-Alkin-1-ole unterschiedlicher Kettenlinge eine
zentrale Rolle in der Synthese einnehmen. Diese konnen in einer Kupfer(ir)-
katalysierten, oxidativen Kupplung nach EGLINTON zu Alkadiin-1,®m-diolen verkniipft
(Eglinton & Galbraith 1959) und abschlieBend zu den gewiinschten Bolalipiden umge-
setzt werden.

Fiir die Synthese der ®-Alkin-1-ole werden drei verschiedene Routen diskutiert. Der
Formaldehyd-Weg startet mit langkettigen, endstindigen Alkinen, welche im Sinne
einer GRIGNARD-analogen Umsetzung mit Ethylmagnesiumchlorid und Paraformalde-
hyd zur Reaktion gebracht werden. Die zweite Route (Propargylalkohol-Weg) beginnt
mit der Alkylierung von THP-geschiitztem 2-Propin-1-ol unter Verwendung von lang-
kettigen primédren Alkylbromiden. Beide Wege resultieren in Alk-2-in-1-olen unter-
schiedlicher Kettenldinge. Die sich anschlieBende baseninduzierte Verschiebung der
Dreifachbindung an das Ende der Alkylkette (Alkin-Zipper-Reaktion) zeigt die Grenzen
dieser beiden Reaktionswege auf: Die Zipper-Reaktion unter Verwendung des Natrium-
salzes (Macaulay 1980) bzw. des Lithium/Kaliumsalzes (Oppolzer et al. 2001) des 1,3-
Diaminopropans ist nur bei Alk-2-in-1-olen bis zu einer Gesamtkettenlinge von 16
C-Atomen erfolgreich; ein Befund, der den Arbeiten von GODT et al. widerspricht (Godt
et al. 2002).

Um die Zipper-Reaktion zu umgehen, wurde im dritten Reaktionsweg Lithiumace-
tylid direkt mit langkettigen, THP-geschiitzten ®-Bromalkan-1-olen alkyliert. Die
Verwendung eines Lithiumacetylid-Ethylendiamin-Komplexes war aber mit drastischen
Reaktionsbedingungen verbunden und fiihrte zudem zum bisalkylierten Nebenprodukt.
Mit der Verwendung von Lithium(trimethylsilyl)acetylid (Carballeira et al. 2007)
wurde die Bildung des Nebenprodukts vermieden, was den zusitzlichen Reaktions-
schritt — Abspaltung der Trimethylsilyl-Schutzgruppe mit Tetra-n-butylammoniumfluo-
rid (TBAF) — rechtfertigt. Nach der Abspaltung der verbliebenen THP-Schutzgruppe
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gelangt man schlieBlich zu den gewiinschten zentralen Zwischenprodukten. Diese als
Acetylid-Weg bezeichnete Variante stellt im Vergleich zu den anderen beiden Wegen
die beste Wahl zur Darstellung von ®-Alkin-1-olen im Hinblick auf Reaktionsfiithrung
und Ausbeuten dar. Die so erhaltenen ®-Alkin-1-ole mit einer Gesamtkettenlinge von
15-18 C-Atomen konnen, wie eingangs erwihnt, zu den entsprechenden Alkadiin-1,®-
diolen der Kettenlinge C30, C32, C34 und C36 gekuppelt werden (Eglinton &
Galbraith 1959). Die abschlieBende Phosphorylierung und Quarternierung mit Tri- und
Dimethylamin fiihrt zu den in Abbildung 7 dargestellten Diacetylen-modifizierten
Bolalipiden mit PC- bzw. Me,PE-Kopfgruppen.

©
e
X007 R
o o)
H\N@\/O\P/O X Z

0
PC-C30diAc-PC,x=13, RB=CH;  Me,PE-C30diAc-Me,PE, x=13, R=H
PC-C32diAc-PC,x=14, R=CH;  Me,PE-C32diAc-Me,PE, x=14, R=H
PC-C34diAc-PC, x=15, R=CH;  Me,PE-C34diAc-Me,PE, x=15, R=H
PC-C34diAc-PC, x=16, R=CH,  Me,PE-C36diAc-Me,PE, x=16, R=H

Abbildung 7: Chemische Struktur der Diacetylen-modifizierten Bolalipide.

Phenylen/Biphenylen-Modifikationen (AS, A6)

Die Einfiihrung von ein oder zwei Phenylringen in die Alkylkette der Bolalipide ge-
schah vor dem Hintergrund, den Querschnitt und somit den Platzbedarf der Alkylkette
zu vergrofern, um eine Mischbarkeit mit klassischen, membranbildenden Phospholipi-
den zu erreichen (siehe Kapitel 2.3.1).

Fiir die Synthese Phenylen/Biphenylen-modifizierter Bolalipide bietet sich zunichst
die bewihrte Li,CuCls-katalysierte GRIGNARD-Kupplung unter Verwendung von 1,4-
Bis(chlormethyl)benzen oder 4,4°-Bis(chlormethyl)-1,1¢-biphenyl — bzw. den analogen
Bromderivaten — und langkettigen THP-geschiitzten w-Bromalkan-1-olen an. Da es sich
um eine zweifache GRIGNARD-Reaktion handelt, wird der Terminus ,,Bis-Kupplung*
eingefiihrt. Von Nachteil bei dieser Bis-Kupplung ist jedoch die Bildung der Phenyl-
freien Nebenprodukte, wenn das GRIGNARD-Reagenz des THP-geschiitzten w-Brom-
alkan-1-ols mit nicht umgesetztem Edukt reagiert. Dies ist nicht per se nachteilig,
jedoch konnte im Falle des Zwischenprodukts THPO-C16pPhC16-OTHP dieses nicht
vom Nebenprodukt (THPO-C30-OTHP) aufgrund des sehr dhnlichen chromatographi-
schen Verhaltens abgetrennt werden. Im Falle des Biphenylen-Derivates konnte das
THPO-C12pPh2C12-OTHP vom Nebenprodukt THPO-C22-OTHP durch mehrfache
Chromatographie und Umkristallisation getrennt werden. Nach Abspaltung der THP-
Schutzgruppen und Einfiihrung der PC-Kopfgruppen konnte auf dem Weg der GRIG-
NARD-Bis-Kupplung das PC-C12pPh2C12-PC in reiner Form erhalten werden. Das
entsprechende Phenylen-Derivat (PC-C16pPhC16-PC, Abbildung 8) ist tiber diesen
Syntheseweg nicht in reiner Form darstellbar; das Phenylen-freie Nebenprodukt PC-
C30-PC war in allen Fraktionen der chromatographischen Reinigung nachweisbar.



Synthesen 15

/O\/\l‘\l@
\

\
§

Q
o=

o

> %

)
O
0-T-0

PC-C16pPhC16-PC*, m=1,n=14
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Abbildung 8: Chemische Struktur der Phenylen-Bolalipide, welche tiber GRIGNARD-Kupplung darge-
stellt wurden. (* Bei Verwendung der GRIGNARD-Bis-Kupplung ist das Produkt mit dem Phenylen-freien
PC-C30-PC verunreinigt.)

Um dennoch einen Zugang zum PC-C16pPhC16-PC zu erhalten, wurde eine zwei-
stufige GRIGNARD-Kupplung etabliert. Hierzu wird ein unsymmetrisch substituiertes
Xylenderivat, [4-(Chlormethyl)phenyl]methanol, nach Schiitzen der freien OH-Gruppe
zunichst ein erstes Mal mit einem GRIGNARD-Reagenz umgesetzt und nach Uberfiih-
rung der OH-Gruppe in ein Bromid erfolgt die zweite GRIGNARD-Reaktion. Nach
Abspalten der Schutzgruppen und Einfithrung der PC-Kopfgruppen konnte das PC-
C16pPhC16-PC (Abbildung 8) in reiner Form dargestellt werden.

Diese stufenweise GRIGNARD-Kupplung bietet noch einen weiteren Vorteil: Durch
Verwendung von unterschiedlichen GRIGNARD-Reagenzien fiir die erste und zweite
GRIGNARD-Reaktion konnen auf diese Weise sehr elegant unterschiedliche Alkyl-
Kettenldngen bzw. verschiedenartige Kopfgruppen in das Phenylen-modifizierte Bolali-
pid eingefiihrt werden. Dies fiihrt in der Folge zu unsymmetrischen Bolalipiden (Kapitel
2.1.2.2).

Neben der GRIGNARD-Reaktion sind auch noch andere C—C-Kupplungsreaktionen fiir
den Aufbau der langkettigen, Phenylen-modifizierten 1,w-Diole und nachfolgend der
Bolalipide denkbar. Die SONOGASHIRA-Kupplung (oder auch SONOGASHIRA-TOHDA-
HAGIHARA-Kupplung) (Sonogashira et al. 1975) ist dabei eine der meist genutzten und
effektivsten Reaktionen zur C—C-Kniipfung in der organischen Synthese (Chinchilla &
Ngjera 2007, Doucet & Hierso 2007). Diese Palladium-katalysierte Kreuzkupplung
fiihrt jedoch durch Verwendung von Kupfer(l)-Ionen als Co-Katalysator oft zu homo-
gekuppelten Nebenprodukten der terminalen Alkine (Siemsen et al. 2000), welche
aufgrund dhnlicher chromatographischer Eigenschaften schwierig vom gewiinschten
Produkt abzutrennen sind.

Um die Bildung dieser Nebenprodukte zu umgehen, wurde eine kupferfreie Variante
der SONOGASHIRA-Kupplung etabliert. Cu-freie Varianten dieser Kreuzkupplung sind
bereits in der Literatur beschrieben (Soheili ef al. 2003, Lipshutz et al. 2008); jedoch
nicht fiir Bis-SONOGASHIRA-Kupplungen, d.h. einer simultan durchgefiihrten zweifa-
chen Kreuzkupplung wie im hier vorliegenden Fall.

Nach dem Priifen verschiedener Palladium-Katalysatoren (wie Pd(CH,CN),Cl,,
Pd(OAc), oder PdCl,(PPhs),), Losungsmittel und anderer Additive stellte sich die
Verwendung von PdCI,(PPhs), als Katalysator und TBAF' als beste Variante heraus.

! Tetra-n-butylammoniumfluorid (TBAF) wird bei der verwendeten Reaktionstemperatur von 80 °C fliissig und
stellt somit zugleich das Losungsmittel (ionische Fliissigkeit) der SONOGASHIRA-Reaktion dar.
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Durch Verwendung von terminalen Alkin-1-olen und Dibrombenzenen unterschiedli-
cher Substitutionsmuster konnten die entsprechenden kettenmodifizierten 1,w-Diole in
Ausbeuten von 43-63 % erhalten werden. Nach katalytischer Hydrierung der beiden
Dreifachbindungen und Einfithrung der PC-Kopfgruppen konnen die in Abbildung 9
gezeigten Phenylen-modifizierten Bolalipide dargestellt werden.
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PC-C17pPhC17-PC, 1,4 (para)
PC-C17mPhC17-PC, 1,3 (meta)
PC-C170PhC17-PC, 1,2 (ortho)

Abbildung 9: Chemische Struktur der Phenylen-Bolalipide, iiber SONOGASHIRA-Kupplung dargestellt.

Weitere Modifikationen

Neben den beschriebenen Modifikationen der Alkylkette von Bolalipiden durch Ein-
fiihrung von Diacetylengruppen bzw. ein oder zwei Phenylringen, wurden noch zwei
weitere Variationen dargestellt (Abbildung 10): Zum einen das PC-C15AcC15-PC, ein
Bolalipid mit einer zentralen Dreifachbindung, und zum anderen das PC-C32-10,23Me-
PC (Heiser et al. 1997), welches zwei racemische Methylgruppen in der Alkylkette
besitzt.
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Abbildung 10: Chemische Struktur weiterer kettenmodifizierter Bolalipide.

2.1.2  SYNTHESEN EINKETTIGER, UNSYMMETRISCHER BOLALIPIDE

Die Einfiihrung von Asymmetrie in einkettige Bolalipide erfordert einen hdoheren
synthetischen Aufwand, da die klassischen Wege immer zu symmetrischen Verbindun-
gen fithren: die GRIGNARD-Kupplung, die EGLINTON-Kupplung oder auch die SONO-
GASHIRA-Kreuzkupplung. Es besteht natiirlich die Moglichkeit, nur eine der beiden OH-
Gruppen langkettiger 1,m-Diole z.B. durch eine Benzylierung mit im Unterschuss
vorliegenden Benzylbromid zu blockieren, jedoch erfordert dieser Weg eine aufwendi-
ge, chromatographische Reinigung der entstehenden Produkte. Effizienter ist es, die
Synthese so zu gestalten, dass man direkt zu einfach geschiitzten 1,m-Diolen gelangt.
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2.1.2.1 Einkettige, unsymmetrische Bolalipide ohne Alkylkettenmodifizierung
(Vgl. Anlage A9)

Fiir die Synthese von symmetrischen Bolalipiden verwenden wir meist B-Bromethyl-
phosphorsiuredichlorid (Hirt & Berchtold 1958) zur Einfithrung der Kopfgruppe. Nach
erfolgter Phosphorylierung wird das zweite Chloratom am Phosphat in einer THF/
Wasser-Mischung hydrolysiert. AnschlieBend erfolgt der Austausch des Broms gegen
sekunddre bzw. tertidre Amine. Bei dieser Reaktionsfiihrung tritt stets ein Nebenprodukt
mit Ausbeuten zwischen 5 und 15 % auf. Durch hochaufgeloste MS und H,H-COSY-
NMR Untersuchungen konnte dieses Nebenprodukt als unsymmetrisches Bolalipid mit
einer Phosphoglycol(POH)-Kopfgruppe identifiziert werden; die zweite Kopfgruppe ist
die jeweils ,,gewiinschte*. Ursache fiir die Bildung des Phosphoglycols ist der nukleo-
phile Austausch des Bromatoms gegen Wasser, welches weiter zur OH-Gruppe reagiert,
wihrend der Hydrolyse des Chloratoms am Phosphat. Obwohl diese Hydrolyse des
Phosphorsédurechlorids viel schneller abléduft, scheint der Austausch Br — OH bei jeder
Phosphorylierung aufzutreten und demnach ein generelles Problem des (-Bromethyl-
phosphorsiuredichlorids zu sein. Anderungen in der Reaktionsfiihrung erbrachten
keinen Erfolg hinsichtlich der Eliminierung dieses Nebenprodukts. Die in Abbildung 11
(links) gezeigten, unsymmetrischen Bolalipide konnten als Nebenprodukt bei der
Synthese der entsprechenden symmetrischen Analoga nachgewiesen und charakterisiert
werden.
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DMAPPC-C32-POH: R=CH,CH,N(CHs), DMAPPC-C32-OH

DMAEPC-C32-POH: R=CH,N(CHj),
PPC-C32-POH: R=C= CH
APC-C32-POH: R=CH=CH,

Abbildung 11: Links: Chemische Struktur unsymmetrischer Bolalipide, die als Nebenprodukt bei der
Synthese der symmetrischen Analoga auftraten. Rechts: Chemische Struktur des DMAPPC-C32-OH.

Um die gefundene Struktur z.B. des DMAPPC-C32-POH eindeutig zu bestitigen,
musste eine alternative Syntheseroute hin zu unsymmetrischen Bolalipiden etabliert
werden. Als erfolgreich erwies sich dabei die Verwendung von THP-geschiitzten
o-Bromalkan-1-olen, z.B. das THPO-C15-Br. Dieses kann in zwei Stufen in das
analoge, Benzyl-geschiitzte w-Bromalkan-1-ol (Br-C15-OBn) iiberfiihrt werden. Die
GRIGNARD-Reaktionen dieser beiden, unterschiedlich blockierten Bromalkohole fiihrt
nach Abspaltung der THP-Schutzgruppe zum HO-C32-OBn, einem einfach geschiitzten
1,o-Diol. Nach Einfithrung der DMAPPC-Kopfgruppe und katalytischer Hydrierung
der verbliebenen Benzyl-Schutzgruppe konnte mit dem DMAPPC-C32-OH ein weiteres
unsymmetrisches Bolalipid synthetisiert werden (Abbildung 11, rechts), welches einen
sehr groBen Unterschied in der Grofle der beiden Kopfgruppen aufweist. Fiir die ab-
schlieBende Einfiihrung der Phosphoglycol-Kopfgruppe sind in der Literatur mehrere
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Alternativen beschrieben: So nutzten EIBL oder DE JONGH POCl; und eine nachfolgende
Reaktion mit Ethylenglycol (Eibl 1978, de Jongh & de Kruijff 1990), wihrend DUKMAN
oder CAMPINS auf die Methode mit 2-Chlor-2-0x0-1,3,2-dioxaphospholan zuriickgriffen
(Dijkman et al. 1990, Campins et al. 2007). Um die Vergleichbarkeit zur Synthese der
symmetrischen Analoga zu gewihrleisten, wurde hier das bewihrte -Bromethylphos-
phorsduredichlorid verwendet. Anstelle der Quarternierung wurde der Austausch
Br — OH durch Reaktion im schwach alkalischen Medium bei leicht erhohter Tempera-
tur gewissermalen erzwungen.

2.1.2.2 Einkettige, unsymmetrische Bolalipide mit Phenylmodifizierung
(Vgl. Anlage A11)

Neben den unsymmetrischen Bolalipiden mit unmodifizierter Alkylkette wurde auch ein
Vertreter mit Phenylenmodifizierung innerhalb der Alkylkette synthetisiert. Wie schon
in Kapitel 2.1.1.2 dargelegt, kommt fiir die Darstellung eine zweifache GRIGNARD-
Reaktion an einem unsymmetrisch substituierten Xylenderivat in Betracht. Da dieser
Reaktionsweg aber sehr zeitaufwendig ist, wurde nach einem alternativen Weg gesucht.
Die ebenfalls in Kapitel 2.1.1.2 vorgestellte SONOGASHIRA-Kreuzkupplung stellt auch
hier eine elegante Alternative dar. Bei der Bis-SONOGASHIRA-Kupplung fillt immer das
mono-gekuppelte Nebenprodukt (HO-C15pAcPh-Br) in Ausbeuten zwischen 5 und
20% an. Durch Anpassungen der Reaktionsfithrung kann die Ausbeute auf 51 % erhoht
werden. Dieses Nebenprodukt dient nun als Edukt fiir eine zweite SONOGASHIRA-
Kupplung. Dabei fiihrt die Verwendung eines Benzyl-geschiitzten ®-Alkin-1-ols zu
einem einfach geschiitzten, Phenylen-modifizierten 1,0-Diol (HO-C15pAcPhAcC15-
OBn). Letzteres wird durch Einfiihrung der PC-Kopfgruppe und katalytischer Debenzy-
lierung bei zeitgleicher Reduktion der beiden Dreifachbindungen zum gewiinschten
unsymmetrischen Bolalipid PC-C17pPhC17-OH umgesetzt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Syntheseschema zur Darstellung des symmetrischen PC-C17pPhC17-PC (links) und des
unsymmetrischen PC-C17pPhC17-OH (rechts) (TBAF: Tetra-n-butylammoniumfluorid, TEA: Triethyl-

amin, TBAI: Tetra-n-butylammoniumiodid).

2.1.3

(Vgl. Anlagen A4 und A13)

SYNTHESEN MEHRKETTIGER, SYMMETRISCHER BOLALIPIDE

Die Zielstruktur der mehrkettigen, symmetrischen Bolalipide ist an die Struktur der

natiirlich vorkommenden, archaealen Membranlipide angelehnt. Die Tetraetherlipide
bestehen aus einer durchspannenden C32-Alkylkette in sn-3-Position, einer C16-Alkyl-
kette in sn-2-Position sowie der PC-Kopfgruppe in sn-1-Position des Glycerols. Zusitz-

lich wurden zwei oder vier Methylgruppen an definierten Positionen der Alkylketten
eingefiihrt: in 10- und 10‘-Position der langen Alkylkette und/oder in 10-Position der
kurzen Alkylkette. Dariiber hinaus liegen diese Methylverzweigungen entweder in

optisch reiner Form (R-Konfiguration; in Analogie zu den Methylverzweigungen in
natiirlichen Tetraetherlipiden) oder als Racemat vor. Daraus ergaben sich sechs Vertre-
ter der mehrkettigen, symmetrischen Tetraetherlipide (Abbildung 13).
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PC-Gly(2-C16Me)-C32-Gly(2-C16Me)-PC: R' = H, R = (R)ICH,
PC-Gly(2-C16)-C32Me-Gly(2-C16)-PC: R' = (R)CH3, R® = H
PC-Gly(2-C16Me)-C32Me-Gly(2-C16Me)-PC: R' = R? = (R)CH,

PC-Gly(2-C16racMe)-C32-Gly(2-C16racMe)-PC: R' = H, R? = (R,S)CHj
PC-Gly(2-C16)-C32racMe-Gly(2-C16)-PC: R' = (R,S)CH3, R =H
PC-Gly(2-C16racMe)-C32racMe-Gly(2-C16racMe)-PC: R' = R? = (R,S)CH,

Abbildung 13: Chemische Struktur der Diglyceroltetraetherlipide.

Die Darstellung der Diglyceroltetraetherlipide wurde unter Einsatz der Metathese-
Reaktion durchgefiihrt. Die Einfiihrung der optisch reinen Methylverzweigungen erfolgt
dabei durch Verwendung einer optisch aktiven Ausgangsverbindung, dem ($)-Citro-
nellylbromid. Nach Ozonolyse mit reduktiver Aufarbeitung und zweifacher Kettenver-
lingerung mittels GRIGNARD-Reaktion werden zwei langkettige Alkylbromide mit
optisch reiner Methylgruppe erhalten. Die Einfiihrung der racemischen Methylgruppen
erfolgt entweder durch Verwendung des (RS)-Citronellylbromids und analoger Synthe-
sefiihrung oder durch Anwendung der Malonester-Chemie. Der Aufbau der Glycerol-
bausteine startet mit (S)-1,2-O-Isopropylidenglycerol (IP-Glycerol). Nach Einfiithrung
der ersten Alkylkette (mit endstindiger Doppelbindung) in sn-3-Position und Spaltung
der IP-Schutzgruppe erfolgt die selektive Blockierung der sn-1-Position. Dies kann
entweder durch Tritylierung oder durch Benzylierung unter Verwendung von Di-
butylzinnoxid erfolgen. Danach wird die zweite Alkylkette in die sn-2-Position einge-
fiihrt, bevor abschlieBend zwei Glycerolbausteine durch Metathese-Reaktion verkniipft
werden. Die zentral in der langen Alkylkette verbleibende Doppelbindung wird danach
durch Hydrierung am Palladiumkontakt reduziert; dabei werden sogleich die Trityl-
bzw. Benzylschutzgruppen entfernt. Die so dargestellten 3,3‘-O-(Alkan-1,1 ‘-diyl)-bis(2-
O-alkyl-sn-glycerol)e mit unterschiedlicher Anzahl an optisch reinen oder racemischen
Methylgruppen konnen nunmehr nach bewihrter Methode phosphoryliert und quarter-
niert werden.

Alternativ zur dargelegten Variante der Metathese-Reaktion wurde ein weiteres Ver-
fahren zur Verkniipfung der Glycerolbausteine etabliert. Dieses basiert auf der Alkylie-
rung von ($)-1,2-O-Isopropylidenglycerol mit langkettigen, unverzweigten oder 10,10°-
dimethylierten 1,o-Dibromiden bzw. 1,o-Bis(mesylaten), welche aus den entsprechen-
den 1,o-Diolen leicht herstellbar sind. Diese zweifache, verkniipfende O-Alkylierung,
d.h. die Einfilhrung der durchspannenden Alkylkette, gelingt in guten Ausbeuten
zwischen 43-56 %. Nach Spaltung der IP-Gruppe und selektiver Tritylierung der sn-1-
Position erfolgt die Einfithrung der zweiten Alkylkette in die sn-2-Position. Auch
hierbei handelt es sich um eine zweifache O-Alkylierung, die wiederum mit sehr guten
Ausbeuten (47-57 %) — insbesondere vor dem Hintergrund der hohen sterischen An-
spriiche bedingt durch die Tritylgruppe in sn-1- und die lange Alkylkette in sn-3-
Position — durchfiihrbar ist.
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2.1.4  SYNTHESEN MEHRKETTIGER, UNSYMMETRISCHER BOLALIPIDE

(Vgl. Anlage A14)

Neben den Diglyceroltetraetherlipiden (Kapitel 2.1.3) wurde eine neue Substanzklasse
der glycerolhaltigen, mehrkettigen Bolalipide eingefiihrt: die unsymmetrischen Glyce-
roldietherlipide. Diese zeichnen sich durch eine unverzweigte C32-Alkylkette mit
endstindiger OH-Gruppe in sn-3-Position, eine Hexadecyl- oder (RS)-10-Methylhexa-
decyl-Kette in sn-2-Position und eine PC-Kopfgruppe in sn-1-Position des Glycerols
aus (Abbildung 14). Bedingt durch dieses Alkylierungsmuster am Glycerol und der
Verteilung der beiden Kopfgruppen besitzen die hier vorgestellten Glyceroldietherlipide
eine stark keilformige Molekiilstruktur.

Die Synthese der Glyceroldietherlipide startet wiederum vom (S)-1,2-O-Isopro-
pylidenglycerol. Die erste Alkylierung in sn-3-Position erfolgt durch Benzyl-
geschiitztes 32-Bromdotriacontan-1-ol. Eine ebenfalls durchgefiihrte Alkylierung unter
Verwendung des entsprechenden Mesylats lieferte eine geringere Ausbeute. Danach
wird die IP-Schutzgruppe entfernt, die sn-1-Position selektiv trityliert, die zweite
Alkylkette in die sn-2-Position eingefiihrt und die Trityl-Schutzgruppe wieder selektiv
entfernt. Nach Einfithrung der PC-Kopfgruppe in sn-1-Position erfolgt die hydrogenoly-
tische Spaltung der verbliebenen Benzylgruppe.

OH

P PC-Gly(2-C16)-C32-OH: R = H
o PC-Gly(2-C16racMe)-C32-OH: R = (R,S)CHj

Abbildung 14: Chemische Struktur der Glyceroldietherlipide.
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2.2 EIGENSCHAFTEN - AGGREGATIONSVERHALTEN BIPOLARER
AMPHIPHILE IN WASSRIGER VOLUMENPHASE

2.2.1  EINFLUSS DER KOPFGRUPPENVARIATIONEN UND DER
ALKYLKETTENLANGE

(Vgl. Anlagen A1 und A2)

PC-Kopfgruppen mit Aminfunktion (Al)

Die beiden Amin-modifizierten Bolalipide AEPC-C32-AEPC und AETPC-C32-
AETPC (Abbildung 6) besitzen aufgrund der zusitzlichen Aminfunktion in der PC-
Kopfgruppe einen pH-Wert-abhingigen Protonierungsgrad: Im alkalischen Milieu (ca.
ab einem pH-Wert von 10) ist die Aminogruppe deprotoniert und die Kopfgruppe,
vergleichbar mit einem unmodifizierten Phosphocholin, zwitterionisch. Im neutralen
Bereich besitzt die Kopfgruppe durch Protonierung der Aminogruppe eine positive
Nettoladung und im stark sauren Milieu (pH <3.3) zwei positive Nettoladungen,
bedingt durch die Protonierung der Phosphatgruppe (Kohler er al. 2006a). Zudem
konnte die deprotonierte Aminogruppe, analog der in einer fritheren Arbeit eingefiihrten
Hydroxygruppe (Drescher et al. 2008), iiber mogliche intermolekulare Wasserstoffbrii-
ckenbindungen zur Stabilitit der gebildeten Aggregate (Nanofasern) beitragen.

Fiir das AEPC-C32-AEPC zeigen EM-Aufnahmen kontrastierter Proben die Ausbil-
dung von kurzen Faserstiicken bis zu einer Linge von 50nm bei pH = 6 (positiv gelade-
ne Kopfgruppe) und lange, flexible Nanofasern mit Langen von iiber einem Mikrometer
bei pH =10 (zwitterionische Kopfgruppe). Sehr wahrscheinlich fiihrt die positive
Kopfgruppenladung im sauren Milieu zur Abstoung zwischen einzelnen Bolamolekii-
len. Dass sich dennoch kurze Faserstiicke ausbilden, ist mutmaBlich einer nicht voll-
standigen Protonierung der Aminogruppe zuzuschreiben.

Die DSC-Heizkurve einer Suspension von AEPC-C32-AEPC weist zwei endotherme
Umwandlungen im Temperaturbereich zwischen 2 und 95 °C auf, wobei auch hier der
Einfluss des pH-Wertes sichtbar wird: Wihrend bei pH =6 die Umwandlungen bei
T,,I =18.2°C und T,,2 =57.0°C liegen, steigen diese Werte bei pH = 10 auf 44.0 °C fiir
T,,1 und 70.0°C fiir T,,,2. Die Ursache hierfiir ist ebenfalls in der AbstoBung der positiv
geladenen Kopfgruppen des AEPC-C32-AEPC im sauren Milieu zu finden. Die erste
Umwandlung riithrt vom Zerfall der Nanofasern in sphérische Mizellen her, wihrend die
zweite, sehr breite Umwandlung einem Ubergang zwischen zwei Mizelltypen (Typ-I
und Typ-II) zuzuschreiben ist. Die Typ-II-Mizellen sind im Vergleich zu den Typ-I-
Mizellen kleiner, was durch DLS-Messungen belegt ist. Interessant in diesem Zusam-
menhang ist der Befund, dass die Einfithrung einer Aminogruppe nicht zu einer Erho-
hung der Faser-Mizell-Umwandlungstemperatur fiihrt, was aufgrund einer moglichen
Wasserstoffbriickenbindung zu Nachbarmolekiilen plausibel erschien.

Fiir das analoge AETPC-C32-AETPC wird ein vergleichbares Aggregationsverhalten
beobachtet. Im Unterschied zum AEPC-C32-AEPC besitzt dieses Amin-modifizierte
Bolalipid einen zusitzlichen 1,2,3-Triazolring zwischen der primédren Aminogruppe und
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der PC-Kopfgruppe (Abbildung 6). Dies fiihrt aufgrund der erhohten sterischen Bean-
spruchung zu leicht erniedrigten Umwandlungstemperaturen (7,,/ =41.6°C und
T,,2=59.0°C) bei pH = 10. Im schwach sauren Milieu hingegen kann eine im Ver-
gleich zum AEPC-Analogon um 6.4K erhohte Faser-Mizell-Umwandlungstemperatur
(T),1 =24.6°C) gemessen werden. Ursache kann dabei wiederum eine unvollstindige
Protonierung der Aminogruppe sein und/oder ein stabilisierender Effekt des Triazol-
rings. EM-Aufnahmen kontrastierter Proben bei pH = 6 zeigen zudem, dass die Faser-
bruchstiicke im Vergleich zum AEPC-Derivat mit 300nm etwas ldnger sind und eine
parallele Anordnung aufweisen.

Auswirkungen der Alkylkettenlinge — die Bildung drachenformiger Aggregate (A2)

Interessant ist die Frage, ob sich bei Verlingerung der Alkylkette neben den bekann-
ten Nanofasern neue Aggregatformen ausbilden. Zu diesem Zweck wurden Bolalipid-
Derivate mit 34 und 36 C-Atomen untersucht. Dariiber hinaus kamen teildeuterierte
Varianten dieser Bolalipide mit zwolf zentralen CD,-Gruppen fiir FTIR und NMR-
Experimente zum Einsatz (Abbildung 15).
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Me,PE-C34-Me,PE: R = H, n =17 dMe,PE-C34-Me,PE: R = H
Me,PE-C36-Me,PE: R = H, n = 18 dPC-C34-PC: R = CHg

PC-C34-PC: R =CHg, n=17
PC-C36-PC: R =CHj, n=18

Abbildung 15: Chemische Struktur der Bolalipide Me,PE-Cn-Me,PE (R = H) und PC-Cn-PC (R = CH;)
mit n =34 oder 36 C-Atomen sowie der teildeuterierten Bolalipide dMe,PE-C34-Me,PE (R = H) und
dPC-C34-PC (R = CHs;).

Die Vertreter der Bis(phosphocholine) PC-C34-PC, PC-C36-PC und dPC-C34-PC
zeigen ein den kurzkettigen Analoga vergleichbares Aggregationsverhalten. Bei Raum-
temperatur bilden sie ein transparentes Hydrogel; TEM-Aufnahmen vitrifizierter Proben
bestitigen das Vorliegen langer, quervernetzter Nanofasern. Ein Unterschied ist jedoch,
dass in den Heizkurven der DSC-Messungen drei statt bisher zwei endotherme Um-
wandlungen detektierbar sind: Unterhalb der bekannten Faser—Mizell-Umwandlung
erscheint eine neue Faser—Faser-Umwandlung, bei der die Anzahl der gauche-Konfor-
mere innerhalb der Alkylkette zwar zunimmt,2 die Faserstruktur aber erhalten bleibt.
Als drittes ist eine Umwandlung zwischen zwei verschiedenen Mizelltypen bei hohen
Temperaturen detektierbar.

Einen auffallenden Unterschied im Aggregationsverhalten zeigen die Me,PE-
Vertreter mit 34 bzw. 36 C-Atomen. Zunichst bilden diese Bolalipide kein viskoses
Hydrogel aus. In cryo-TEM-Aufnahmen wiéssriger Suspensionen von Me,PE-C34-

% Die Fluiditit (Beweglichkeit; rrans/gauche-Verhiltnis) der Alkylketten kann durch die Lage der CH,-Streck-
schwingungsbanden im IR bestimmt werden.
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Me,PE, Me,PE-C36-Me,PE und dMe,PE-C34-Me,PE sind zwei verschiedene Aggre-
gattypen zu sehen: Neben langen Nanofasern, welche in Form und Grofle denen der
kurzkettigen Analoga entsprechen, sind auch rechteckige, lamellare Strukturen zu
erkennen (Abbildung 16A). Interessanterweise befinden sich kurze Faserstiicke immer
an gegentiberliegenden Ecken der Lamellen, bzw. nur an einer Ecke, nie jedoch an
benachbarten Ecken. Die nahezu quadratische Geometrie dieser Lamellen, welche eine
Grofe von 10-200nm haben, kann durch TEM-Aufnahmen kontrastierter Proben*
bestitigt werden (Abbildung 16B). Weiterhin zeigen die Suspensionen der langkettigen
Me,PE-Derivate eine ausgeprigte Synirese. Nach drei bzw. sieben Tagen bildet sich ein
Gelkuchen (Abbildung 16C), der, aus dem wéssrigen Medium entfernt, sich weiter
unter Abgabe von Wasser verdichtet. Offensichtlich werden die sich primir bildenden
Nanofasern nach und nach in Lamellen transformiert, welche sich iibereinander stapeln
und einen dichten Gelkuchen ausbilden. Die Nanofasern anderer Bolalipide, z.B. des
Me,PE-C32-Me,PE, sind dagegen iiber mehrere Monate stabil; die Bildung flichiger
Aggregate konnte fiir das Me,PE-C32-Me,PE nur in sehr wenigen Cryo-TEM-Auf-
nahmen nachgewiesen werden (Kohler et al. 2006a).

Abbildung 16: (A) Cryo-TEM-Aufnahmen einer wissrigen Suspension von Me,PE-C34-Me,PE
(c = Img/mL), prépariert bei 25°C; (B) TEM-Aufnahme einer wissrigen Suspension von Me,PE-C36-
Me,PE (¢ = 0.3 mg/mL), mit Uranylacetat kontrastiert; (C) Synirese einer Suspension von dMe,PE-C34-
Me,PE (¢ = 1 mg/mL) in Wasser nach drei bzw. sieben Tagen.

Die innere Struktur der quadratischen Lamellen konnte durch Neutronenstreu- sowie
Rontgenbeugungsexperimente im Klein- und Weitwinkelbereich aufgeklidrt werden. Es
zeigt sich, dass die Lamellen eine Schichtdicke von 34.5 A aufweisen und aus miteinan-
der verschrinkten, um 60° gekreuzten Bolalipidmolekiilen bestehen, die zudem um
einen Winkel von etwa 55° zur Layer-Normalen geneigt sind. Die Bildung der quadrati-
schen Lamellen kann dabei wie folgt erklirt werden: Die Bolalipid-Nanofasern bestehen
aus nebeneinander angeordneten Bolamolekiilen, die aufgrund des im Vergleich zum
Alkylkettenquerschnitt groen Kopfgruppendurchmessers gegeneinander verdrillt sind.
Dies resultiert in Fasern mit einer Dicke von etwa der Linge eines Bolalipidmolekiils

> TEM-Aufnahmen kontrastierter Proben haben gegeniiber cryo-TEM-Aufnahmen den Vorteil, dass durch den
Trocknungsprozess wihrend der Probenpriparation die flichigen Aggregate in eine Orientierung parallel zur Grid-
Oberfliche ,,gezwungen* werden und somit ,,von oben* betrachtet werden konnen.
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(60A) und einer helikalen Uberstruktur. Letztere fiihrt zur Bildung hydrophober, zum
Wasser exponierter Taschen bzw. Furchen. Wird nun die Alkylkette weiter verldngert,
vergroBert sich die hydrophobe Oberfliache zusehends und die Ausbildung der Fasern ist
mehr und mehr energetisch benachteiligt. An einem Faserdefekt, wo sich links- und
rechtshindige Helices treffen, kommt es nun zur Ausbildung der Lamellen, indem sich
die Fasern gewissermallen ,,ineinander schieben®. Triebkraft dieser Umorientierung ist
die Minimierung der zum Wasser exponierten, hydrophoben Oberfliche. Die Nanofa-
sern stellen demnach die kinetisch stabile Aggregatform dar, wihrend die quadratischen
Lamellen thermodynamisch bevorzugt sind. Das Verschrianken der beiden Fasern erklirt
zudem die Tatsache, dass kurze Faserstiicke nur an gegeniiberliegenden Ecken der
Lamellen zu finden sind. Das GroBenwachstum der Quadrate geht solange weiter, bis
ein Faserende aufgebraucht ist. Dies fiihrt schlieBlich zu Lamellen mit nur einem
Faserschwanz — den ,,Drachen®.

Das temperaturabhiingige Aggregationsverhalten der langkettigen Me,PE-Derivate
ist in weiten Teilen mit den kurzkettigen Analoga vergleichbar. Die DSC-Heizkurven
zeigen drei endotherme Umwandlungen, die einer Lamellen—Faser-, Faser—Mizell- und
Mizell-Mizell-Umwandlung zuzuordnen sind. Die Dimensionen der verschiedenen
Aggregate konnten durch SANS-Messungen eruiert werden.

2.2.2  EINFLUSS VON ALKYLKETTENVARIATIONEN

(Vgl. Anlagen A4, AS, A10-A13)

Unmodifizierte Bolalipide des Typ PC-Cn-PC (n =22-32) aggregieren aufgrund der
VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen der langen Alkylketten zu Nanofasern. Stérungen
innerhalb der Alkylkette konnen dieses Aggregationsverhalten empfindlich beeinflus-
sen. Hier ergibt sich die Fragestellung, inwieweit Phenylringe, Acetylengruppen oder
auch Methylverzweigungen innerhalb der Alkylkette die Wechselwirkung der Bolalipi-
de untereinander und somit das Aggregationsverhalten beeinflussen.

Einkettige Bolalipide (A5, A10-A12)

Zunichst wurde das Phasenverhalten wissriger Suspensionen der kettenmodifizierten
Bolalipide mittels DSC untersucht. Es zeigt sich, dass das PC-C16pPhC16-PC mit para-
substituiertem Phenylring, das PC-C17m/oPhC17-PC mit meta- bzw. ortho-Substitution
und der Vertreter mit zwei Methylgruppen in der Alkylkette, das PC-C32-10,23Me-PC,
keine Umwandlung im Temperaturbereich (2-95 °C) aufweisen. Das Bolalipid mit einer
mittelstandigen Dreifachbindung im Molekiil (PC-C15AcC15-PC) zeigt hingegen eine
sehr kleine endotherme Umwandlung unterhalb von 10°C. Das am Phenylring para-
substituierte PC-C17pPhC17-PC weist drei Umwandlungen im untersuchten Tempera-
turbereich auf: einen sehr kleinen Peak bei 7= 6.6°C, den Peak mit der groften Um-
wandlungsenthalpie bei 7,,/ = 22.8 °C und eine sehr breite Umwandlung bei 7,2 = 40—
42°C (Abbildung 17A). Ein Vergleich zum unmodifizierten PC-C32-PC sowie FTIR-
Messungen legen die Vermutung nahe, dass es sich bei 7,,/ um eine Faser—Mizell- und
bei 7,2 um eine Mizell-Mizell-Umwandlung handelt.
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Abbildung 17: (A) DSC-Heizkurven von verschiedenen kettenmodifizierten Bolalipiden im Vergleich
zum PC-C32-PC, ¢ = 1 mg/mL in Wasser, Heizrate 20K/h, die Kurven sind vertikal verschoben; (B,C)
TEM-Aufnahmen wissriger Suspensionen von PC-C16pPhC16-PC (B, bei 25°C) und PC-C17pPhC17-
PC (C, bei 20°C), mit Uranylacetat kontrastiert.

Durch EM-Aufnahmen kann belegt werden, dass die kettenmodifizierten Bolalipide
ohne DSC-Umwandlungspeak sehr kleine, mizellare Strukturen bei Raumtemperatur
ausbilden. So aggregiert PC-C16pPhC16-PC in kurzen Wurmmizellen mit den Dimen-
sionen von 8—18nm in der Lénge und 3—4 nm in der Breite (Abbildung 17B). Auch PC-
C17mPhC17-PC und PC-C170PhC17-PC bilden in wéssriger Suspension ldngliche
Mizellen vergleichbarer GroBe, ebenso PC-C32-10,23Me-PC und PC-C15AcC15-PC.
Die genannten Beispiele zeigen zudem keine Hydrogelbildung.

Anders verhilt sich das Bolalipid PC-C17pPhC17-PC. Hier ist eine Gelierung des
Wassers nach 24 stiindiger Lagerung der Probe bei 4 °C zu beobachten. Dies spricht fiir
die Ausbildung von Nanofasern, was durch EM-Aufnahmen von Proben, die unterhalb
von T,,1 pripariert wurden, belegt werden kann (Abbildung 17C). Der mittlere Durch-
messer der Faser betrigt d=5.7nm und entspricht somit — in Analogie zu anderen
Bolalipid-Nanofasern — etwa der Lénge eines PC-C17pPhC17-PC-Molekiils. Ein
Unterschied zu PC-C32-PC ist, dass die Fasern des Phenylen-modifizierten Bolalipids
nur aus 6 +1 Molekiilen/nm bestehen, wihrend die Fasern des unmodifizierten PC-C32-
PC 10+1 Molekiile/nm beinhalten. Es ist offensichtlich, dass die Einfiithrung eines
Phenylrings in Bolalipide nicht nur die VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen benach-
barter Alkylketten stort — und somit zur FErniedrigung der Faser—Mizell-
Ubergangstemperatur fiihrt — sondern zudem den Platzbedarf der Alkylkette erhoht, was
sich in einer erniedrigten Aggregationszahl widerspiegelt.

Mehrkettige Bolalipide (A4, A13)

Mit den in dieser Arbeit untersuchten Tetraetherlipiden mit nicht-natiirlichem Me-
thylverzweigungsmuster (Abbildung 13) sollen zwei Fragen beantwortet werden:
Erstens, ob zwei oder vier Methylgruppen an definierten Positionen der Alkylketten fiir
eine Fluidisierung derselben und fiir eine Ausbildung stabiler Liposomen ausreichend
sind; und zweitens, ob eine definierte Chiralitit der Methylgruppen notwendig ist.
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Die DSC-Heizkurven der Derivate mit optisch reinen, R-konfigurierten Methylgrup-
pen sind in Abbildung 18A dargestellt. Diese zeigen eine breite endotherme Umwand-
lung bei T,=16.7°C fir PC-Gly(2-C16Me)-C32-Gly(2-C16Me)-PC mit je einer
Methylgruppe in 10-Position der kurzen Alkylketten. Fiir das Pendant mit zwei Methyl-
gruppen in 10- und 10‘-Position der durchspannenden Alkylkette wird eine leicht
erniedrigte Umwandlungstemperatur bei 7,, = 8.5°C registriert; ein Wert, der mit
Modelllipiden mit zwei Phytanylresten vergleichbar ist (Yamauchi et al. 1990, Febo-
Ayala et al. 2006). Fir PC-Gly(2-C16Me)-C32Me-Gly(2-C16Me)-PC konnte keine
Umwandlung oberhalb von 2 °C festgestellt werden. Dies entspricht dem Phasenverhal-
ten der natiirlich vorkommenden, archaealen Tetraetherlipide (Blocher et al. 1984). Fiir
die analogen Derivate mit racemischen Methylverzweigungen werden vergleichbare
DSC-Heizkurven ermittelt. Die entsprechenden Umwandlungstemperaturen liegen im
Mittel 2.5K iiber den 7,-Werten der Lipide mit R-konfigurierten Methylgruppen; fiir
PC-Gly(2-Cl16racMe)-C32racMe-Gly(2-C16racMe)-PC wird erneut keine Umwand-
lung zwischen 2 und 95 °C detektiert (Abbildung 18A). Die leicht erhohten Umwand-
lungstemperaturen der racemischen Derivate konnen auf kleine Anderungen in den
VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen zwischen Alkylketten zuriickgefiihrt werden. Bei
Vertretern mit optisch reinen Methylgruppen weisen diese alle die gleiche Orientierung
innerhalb der all-rrans Alkylkette auf, was eine dichte Kettenpackung erschwert und
folglich zu niedrigeren T,,-Werten fiihrt.

A —1——T1— —— PC-Gly(2-C16Me)-C32-Gly(2-C16Me)-PC
4 | —— PC-Gly(2-C16)-C32Me-Gly(2-C16)-PC
—— PC-Gly(2-C16Me)-C32Me-Gly(2-C16Me)-PC

-
o
T T

' | ---- PC-Gly(2-C16)-C32/zcMe-Gly(2-C16)-PC
\ | ---- PC-Gly(2-C16 /acMle)-C32racMe-Gly(2-C16 racMe)-PC

(
(
(
- - - - PC-Gly(2-C16 /zzMe)-C32-Gly(2-C16 /zeMe)-PC
(
(

o)
T T

[}

Cp/kJ mol" K"

N
B . T

N
T T T
1

o
T
1
i
1
1
¢

¢

1
1

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatur/ °C

Abbildung 18: (A) DSC-Heizkurven der Tetractherlipide mit optisch reinen, R-konfigurierten (durchge-
hende Linien) bzw. racemischen Methylverzweigungen (gestrichelte Linien), ¢ = 1 mg/mL in Wasser,
Heizrate 20K/h, die Kurven sind vertikal verschoben; (B) EM-Aufnahme eines Gefrierbruchs von
Liposomen aus PC-Gly(2-C16Me)-C32Me-Gly(2-C16Me)-PC; (C) TEM-Aufnahme einer wissrigen
Suspension von PC-Gly(2-C16racMe)-C32-Gly(2-C16racMe)-PC (22 °C), mit Uranylacetat kontrastiert.

Dass alle sechs Tetraetherlipide in der Lage sind, Liposomen in wissriger Losung zu
bilden, wurde durch EM-Aufnahmen sowohl von kontrastierten Proben als auch von
Gefrierbriichen belegt (Abbildung 18B,C). Die Aufnahmen zeigen z.T. multilamellare
Vesikel. Aufgrund des Aussehens der Gefrierbruchaufnahmen, wie fehlende Unter-
schiede zwischen Innen- und AuBenseite der Liposomen sowie fehlende ,,Schrigbrii-
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che®, kann davon ausgegangen werden, dass die Tetraetherlipide in gestreckter Form
und nicht in einer U-formigen Anordnung die Membran ausbilden. Die Dicke des
Lipidlayers betridgt 5-8 nm, was in etwa der Molekiilldnge entspricht.

Dartiber hinaus wurde die Langzeitstabilitit der gebildeten Liposomen mittels DLS
untersucht. Es kann gezeigt werden, dass mindestens zwei Methylverzweigungen
innerhalb der langen, membrandurchspannenden Alkylkette hierfiir essentiell sind.
Fehlen diese Methylgruppen, so nehmen die Grofle der Liposomen und auch die Poly-
dispersitit der Probe kontinuierlich zu, wohingegen fiir die Bolalipide PC-Gly(2-C16)-
C32racMe-Gly(2-C16)-PC und PC-Gly(2-C16racMe)-C32racMe-Gly(2-C16racMe)-
PC der Vesikeldurchmesser und deren GroBenverteilung fiir mindestens drei Monate
konstant bleiben.

2.2.3  EINFLUSS DER MOLEKULASYMMETRIE

(Vgl. Anlagen A8, A11 und A14)

Um die Frage des Einflusses der Molekiilasymmetrie zu beantworten, wurden die
einkettigen Bolalipide ohne Alkylkettenmodifikation (DMAPPC-C32-POH, DMAPPC-
C32-OH) bzw. mit einem zentralen Phenylring in der Alkylkette (PC-C17pPhC17-OH)
sowie die mehrkettigen Bolalipide PC-Gly(2-C16)-C32-OH und PC-Gly(2-C16racMe)-
C32-OH untersucht.

Einkettige Bolalipide ohne Kettenmodifikation — der Einfluss des pH-Wertes (A8)

DMAPPC-C32-POH und DMAPPC-C32-OH wurden bei pH =5 (Acetatpuffer) und
10 (Carbonatpuffer) untersucht, um den Einfluss unterschiedlicher Protonierungsgrade
auf das Aggregationsverhalten zu eruieren.’ Das DMAPPC-C32-POH assembliert in
saurem Milieu zu langen Nanofasern mit einem Durchmesser von d = 6 nm, was der
Linge eines Bolalipidmolekiils entspricht. Zudem bildet sich ein Hydrogel aus. Neben
den Fasern sind aber auch unregelmifige, ringformige Strukturen in EM-Aufnahmen zu
erkennen. Das Entstehen dieser Aggregate wurde im Rahmen dieser Arbeit noch nicht
vollstindig aufgeklirt; wahrscheinlich bestehen diese aus kiirzeren Faserstiicken, die an
den Enden miteinander verbunden sind. Da bei pH =35 die DMAPPC-Kopfgruppe
positiv und die POH-Gruppe negativ geladen ist, liegt die Vermutung nahe, dass die
Molekiile in der Faser wechselseitig (interdigitiert) angeordnet sind, um die unterschied-
lichen Ladungen zu kompensieren.

DSC-Untersuchungen bei pH =5 zeigen ein dem Me,PE-C32-Me,PE &hnliches Ver-
halten mit drei endothermen Umwandlungen. SANS-Messungen belegen, dass die
Dimensionen der gebildeten Aggregate (Nanofasern bis zur zweiten Umwandlung,
Mizellen oberhalb T7,,2) mit denen des Me,PE-C32-Me,PE vergleichbar sind. Beim
Wechsel zu pH =10 sind in den EM-Aufnahmen vermehrt kurze Faserstiicke und

* Die DMAPPC-Kopfgruppe weist bei pH = 5 eine positive Nettoladung auf und ist bei pH = 10 zwitterionisch;
die POH-Kopfgruppe ist bei pH = 5 und 10 negativ geladen. Dies fiihrt dazu, dass das DMAPPC-C32-POH-Molekiil
bei pH =5 nach auflen neutral und bei pH = 10 einfach negativ geladen ist; das DMAPPC-C32-OH-Molekiil ist
dagegen bei pH = 5 einfach positiv geladen und bei pH = 10 nach auf3en neutral.
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langliche Mizellen zu erkennen; zudem ist makroskopisch keine Hydrogelbildung zu
verzeichnen. DSC-Messungen zeigen, dass die drei Umwandlungen zu niedrigeren
Temperaturen verschoben sind. Der Grund hierfiir liegt in der negativen Gesamtladung
des Bolalipidmolekiils und der daraus resultierenden AbstoBBung.

Das DMAPPC-C32-OH zeigt ein anderes Aggregationsverhalten. Im Vergleich zum
DMAPPC-C32-POH fillt hier der GroBenunterschied zwischen beiden Kopfgruppen
groBer aus; dariiber hinaus ist die OH-Gruppe permanent ungeladen. Im sauren Milieu
bei pH = 5 zeigen TEM-Aufnahmen kontrastierter Proben das Vorhandensein lamellarer
Aggregate und gestreckter Mizellen von etwa 25nm Linge. Das etwas uneinheitliche
Bild, welches durch die positive Gesamtladung und folglich der AbstoBung der Molekii-
le bedingt ist, @ndert sich mit einem Wechsel zu pH = 10. Im alkalischen Medium ist
nunmehr die Ausbildung groBer, lamellarer Schichten bzw. Vesikel zu verzeichnen.
Nanofasern oder kurze Faserstiicke werden hingegen nicht beobachtet. Durch DSC-,
FTIR- und SAXS-Messungen konnten der Aufbau und das thermotrope Verhalten der
Lamellen bzw. der DMAPPC-C32-OH-Molekiile innerhalb der Lamelle bestimmt wer-
den. Die erste und zweite DSC-Umwandlung (7,1 = 36.0°C und 7,,2 = 78.5°C) ist mit
einer Anderung der Packungsmodi der Alkylketten verbunden. Bei T,/ findet ein
Ubergang von einer orthorhombischen in eine hexagonale Kettenpackung statt, wihrend
bei 7,,2 die Beweglichkeit der Alkylketten zunimmt, diese aber immer noch einen sehr
hohen Anteil an frans-Konformeren aufweisen. Die Bolalipide befinden sich oberhalb
von T,2 demnach noch immer in der Gelphase. Erst bei sehr hohen Temperaturen
(Beginn der dritten Umwandlung bei 7= 91.8 °C) setzt das Schmelzen der Alkylketten
und die Umwandlung zu einer fliissig-kristallinen Phase ein (Abbildung 19A,B).
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Abbildung 19: DMAPPC-C32-OH: (A) DSC-Heizkurve (griine Linie, ¢ = 1 mg/mL) und FTIR-Daten
(c =50mg/mL) der symmetrischen CH,-Valenzschwingung (Heizen: rot, Kiihlen: blau) jeweils in Carbo-
natpuffer (pH = 10); (B) FTIR-Schwingungsbanden (c = 50 mg/mL) im Bereich der CH,-Deformations-
schwingung bei verschiedenen Temperaturen von 7 = 10.7°C (unten) bis 7= 87.8°C (oben) in 2-K-
Schritten; die Kurven sind vertikal verschoben.

Aus diesen Ergebnissen kann eine Aggregation des DMAPPC-C32-OH in eine Mo-
noschicht mit interdigitierten Bolalipidmolekiilen, die senkrecht zur Oberfliche der
Lamelle stehen, postuliert werden. Ein dhnliches Aggregationsverhalten wurde von
POHLE fiir das PC-C22-OH beschrieben (Pohle et al. 2001) und auch einige Vertreter
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der archaealen Bolalipide mit unsymmetrischer Molekiilstruktur bilden Monolayer mit
interdigitierten Lipidmolekiilen (Gliozzi 1996).

Einkettige Bolalipide mit Phenylen-modifizierter Alkylkette (A11)

Ein weiteres unsymmetrisches Bolalipid ist das PC-C17pPhC17-OH. Dieses besitzt
einen zentralen, para-substituierten Phenylring in der Alkylkette sowie eine PC- und
eine OH-Kopfgruppe. Das symmetrische Pendant (PC-C17pPhC17-PC, siehe Kapitel
2.2.2) aggregiert in wissriger Suspension zu Nanofasern, welche sich oberhalb von
T,,2 =22.8°C in Mizellen umwandeln. PC-C17pPhC17-OH bildet hingegen sehr grof3e,
lamellare Strukturen von mehreren Mikrometern an Grofle, wie EM-Aufnahmen bele-
gen. Die Ausbildung eines transparenten Hydrogels wird nicht beobachtet. Dies bedeu-
tet: der Wechsel von symmetrischen zu unsymmetrischen Bolalipiden durch
,Weglassen* einer PC-Kopfgruppe besitzt einen erheblichen Einfluss auf das Aggrega-
tionsverhalten.

Vergleiche mit dem im vorherigen Abschnitt besprochenen DMAPPC-C32-OH und
dem von POHLE untersuchten PC-C22-OH (Pohle et al. 2001) legen nahe, dass es sich
bei den lamellaren Aggregaten des PC-C17pPhC17-OH ebenfalls um einen Monolayer
mit interdigitiert angeordneten Bolalipidmolekiilen handelt. Dies konnte durch DSC-,
FTIR- und Rontgenbeugungsmessungen bestitigt werden. Die DSC-Heizkurve zeigt nur
eine endotherme, hoch-kooperative Umwandlung bei 7;, = 53.4°C. Diese Umwandlung
ist mit einer Anderung des Packungsmodus der Alkylketten verbunden, jedoch befinden
sich die Alkylketten oberhalb von 7}, noch immer in einer all-frans-Konformation und
ein ,,Kettenschmelzen* hat noch nicht stattgefunden. Es ist anzunehmen, dass die
Alkylketten bei T,, lediglich eine Zunahme der freien Rotierbarkeit erfahren. Im Unter-
schied zum DMAPPC-C32-OH bilden die Alkylketten unterhalb von T7,, keine or-
thorhombisch-senkrechte sondern eine hexagonale Kettenpackung aus. Dies kann aus
dem Fehler einer Aufspaltung der Methylen-Deformationsschwingungsbande ge-
schlussfolgert werden (Lewis & McElhaney 1993). Ursache hierfiir ist das Vorhanden-
sein des mittelstindigen Phenylrings. Dieser verhindert offensichtlich eine dichte, hoch-
geordnete Packung der Alkylketten, wie sie fiir ein Auftreten der Aufspaltung und einer
orthorhombisch-senkrechten Kettenpackung notwendig wire.

In Rontgenbeugungsexperimenten konnen im Kleinwinkelbereich (SAXS) vier dqui-
distante Reflexe detektiert werden, welche in einen Wiederholabstand der lamellaren
Strukturen von d=6.66nm resultieren. Da das PC-C17pPhC17-OH-Molekiil eine
Linge von zirka 6.2 nm besitzt, ist eine Neigung der Alkylketten in Bezug zur Oberfla-
che der Lamelle anzunehmen, um eine vollstindige Hydratation der PC-Kopfgruppen
zu gewihrleisten. Zudem wird durch die Kettenneigung die Packung der Phenylringe
verbessert. Wird die Probe erwérmt, verringert sich zundchst der Wiederholabstand auf
d=6.32nm bei T=70°C (oberhalb von 7,), um anschlieBend auf d=8.33nm bei
T=100°C anzusteigen. Letzteres ist auf ein Anwachsen der interlamellaren Wasser-
schicht zuriickzufiihren. Erst bei sehr hohen Temperaturen (7> 120°C) tritt ein
Schmelzen der Alkylkette und somit ein Ubergang zur fliissig-kristallinen Phase auf.
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Mehrkettige Bolalipide (A14)

Als letztes Beispiel fiir unsymmetrische Bolalipide sollen zwei Vertreter der neu ein-
gefiihrten Substanzklasse der Glyceroldietherlipide (PC-Gly(2-C16)-C32-OH und PC-
Gly(2-Cl16racMe)-C32-OH, Abbildung 14) in ihrem Aggregationsverhalten untersucht
werden. Aufgrund der keilférmigen Molekiilstruktur mit einer langen, C32- und einer
kurzen, C16-Alkylkette sind neben einer parallelen Anordnung der Molekiile, welche
zur Ausbildung von rohrenartigen Strukturen fithren konnte, zwei antiparallele Orientie-
rungen moglich: Eine vollstindig interdigitierte und eine partiell interdigitierte; beide
Anordnungen sollten zu flachigen Strukturen der Glyceroldietherlipide fiihren.

TEM-Aufnahmen kontrastierter Proben beider Bolalipide zeigen ein vergleichbares
Bild: Neben groflen, lamellaren, unregelmifBig geformten Strukturen einer Gréfe von
mehreren hundert Nanometern bis einigen Mikrometern sind auch kleinere, anndhernd
kreisformige Aggregate mit einem Durchmesser von 50-500nm zu detektieren (Abbil-
dung 20A,B). Die DSC-Heizkurve des PC-Gly(2-C16)-C32-OH zeigt zwei endotherme
Umwandlungen bei 7,,/ =31.8°C und 7,2 =94.0°C; der DSC-Scan der analogen
Verbindung mit einer racemischen Methylgruppe in der C16-Alkylkette (PC-Gly(2-
Cl6racMe)-C32-OH) weist hingegen nur eine endotherme, breitere und daher weniger
kooperative Umwandlung bei 7, = 63.7 °C auf (Abbildung 20C).
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Abbildung 20: TEM-Aufnahmen wissriger Suspensionen (¢ = 0.03 mg/mL, 22 °C, kontrastiert) von (A)
PC-Gly(2-C16)-C32-OH bzw. (B) PC-Gly(2-Cl6racMe)-C32-OH, die schwarzen Pfeile zeigen kleinere,
kreisformige Aggregate; (C) DSC-Daten (c = 1 mg/mL, Heizen: rot, Kiihle: blau) von PC-Gly(2-C16)-
C32-OH (durchgezogene Linie) und PC-Gly(2-Cl6racMe)-C32-OH (gestrichelte Linie); (D) FTIR-
Schwingungsbanden von PC-Gly(2-C16)-C32-OH (¢ = 100mg/mL) im Bereich der CH,-Deformations-
schwingung bei verschiedenen Temperaturen von 7= 11.0°C (unten) bis 7=87.8°C (oben) in 2-K-
Schritten; die Kurven sind vertikal verschoben.

Die Auswertung der FTIR-Messungen ergab, dass die erste Umwandlung des PC-
Gly(2-C16)-C32-OH erneut mit einer Anderung des Packungsmodus der Alkylketten
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verkniipft ist. Unterhalb von T,/ liegt eine hochgeordnete, orthorhombische, quasi-
kristalline Kettenpackung vor (L.- oder G,-Phase), was an einer Aufspaltung der CH,-
Deformationsschwingungsbande erkennbar ist (Abbildung 20D) (Lewis & McElhaney
1993). Oberhalb von T,/ verschmelzen die beiden Schwingungsbanden zu einer Bande
mit einer zusitzlichen Schulter hin zu hoheren Wellenzahlen. Die Schulter nimmt in
ihrer Intensitét in einem Temperaturbereich zwischen 33—43 °C ab und ist oberhalb von
43°C nicht mehr detektierbar. Die Umwandlung bei 7,/ ist demnach einem Wechsel
von einer hochgeordneten, orthorhombischen Packung (G,) zu einer gewohnlichen
(einfachen) orthorhombischen Kettenpackung (G4 oder Lg‘-Phase) zuzuordnen. Ein
vergleichbarer Phaseniibergang wurde bereits fiir langkettige, klassische Phospholipide
bei niedrigen Temperaturen beschrieben (Snyder et al. 1996). Oberhalb von 43 °C geht
die G4-Phase in eine Ls-Phase mit hexagonaler Kettenpackung iiber; diese Umwandlung
ist in DSC-Messungen nicht detektierbar. Die zweite Umwandlung (7,,2) ist sehr
wahrscheinlich mit einem ,,Schmelzen* der Alkylketten und einem Ubergang zur
fliissig-kristallinen (L,) Phase verbunden. Mit der Einfiihrung einer Methylgruppe in die
kurze Alkylkette (PC-Gly(2-Cl6racMe)-C32-OH) verschieben sich die Phasenum-
wandlungen zu niedrigeren Temperaturen, was auf eine Stérung der Kettenpackung
durch die zusitzliche CH3-Gruppe zurtickzufiihren ist. Die in der DSC-Messung detek-
tierte Umwandlung bei T, = 63.7°C ist mit einem Ubergang von der Gelphase in die
fliissig-kristalline Phase (Lg — L,) verkniipft.

Detaillierte Aussagen zum molekularen Aufbau der lamellaren Strukturen kénnen
mit Rontgenbeugungsexperimenten und der Analyse der Klein- und Weitwinkelberei-
che getroffen werden. Dabei zeigt sich, dass die Molekiile von PC-Gly(2-C16)-C32-OH
unterhalb von T,/ duBerst dicht gepackt sind und die gebildeten Lamellen aus vollstin-
dig interdigitierten Bolalipidmolekiilen, die zudem um 20° in Bezug zur Layernormalen
geneigt sind, bestehen (Abbildung 21).

5.0 nm

l

Abbildung 21: CPK-Modell von acht PC-Gly(2-C16)-C32-OH-Molekiilen (links) bzw. schematische
Darstellung der Bolalipidmolekiile (rechts) in einem Monolayer mit vollstidndig interdigitierten Alkylket-
ten und einem Neigungswinkel von 20° in Bezug zur Layernormalen.
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Eine partielle Interdigitierung, bei der die endstindige OH-Gruppe eines Molekiils
auf das Ende der kurzen Alkylkette eines anderen Molekiils trifft, kann ebenso wie eine
U-formige Anordnung der PC-Gly(2-C16)-C32-OH-Molekiile in einem Bilayer ausge-
schlossen werden.

224 PACKUNGSPARAMETER

(Vgl. Anlagen A11 und A12)

Die Adaption des von ISRAELACHVILI fiir klassische, monopolare Amphiphile einge-
fiihrten Packungsparameters (P) auf bipolare Lipide ist schwierig, da die einkettigen
Bolalipide meist in einer gestreckten Konformation mit zwei voneinander getrennten
Kopfgruppen vorliegen und nicht in einer U-formigen Konformation mit sich beriihren-
den Kopfgruppen. Ein Versuch, das Molekiilformkonzept dennoch auf verschiedene
bipolare Amphiphile zu iibertragen, wurde von BLUME durchgefiihrt (Blume er al.
2013). Fiir einkettige, symmetrische Bolalipide konnte gezeigt werden, dass Nanofasern
die stabile Aggregatform sind, wenn der Wert fiir P zwischen 0.28 und 0.41 liegt. Bei
einem Wert von P < 0.28 sind mizellare Strukturen priferiert; bei Werten oberhalb von
0.41 bilden sich bevorzugt lamellare Aggregate aus. Das Molekiilformkonzept wurde
ebenfalls auf einige in dieser Habilitationsschrift vorgestellten, Phenylen-modifizierten
Bolalipide angewendet. Dabei wurde fiir den Phenylring eine Linge von vier durch
Einfachbindung verkniipfte CH,-Gruppen und ein Volumen von 80.4 A3 (Bondi 1964)
angenommen. Die Lidnge der Alkylkette ergibt sich aus der Gleichung
[. = 1.54+1.265xn, wobei n der Anzahl der Methylengruppen entspricht (Israelachvili
2011). Der Flichenbedarfswert der Kopfgruppe kann entweder aus Rontgenbeugungs-
bzw. Monolayer-Experimenten ermittelt oder aus molekularen Modellen abgeschitzt
werden.

Fiir das PC-C17pPhC17-OH, sowie fiir alle unsymmetrischen Bolalipide im Allge-
meinen, ergibt sich nunmehr die Frage, wie zwei unterschiedliche Kopfgruppen zu
handhaben sind. In einem sehr einfachen Ansatz wird mit dem Mittelwert aus beiden
Flichenbedarfswerten der Kopfgruppen gerechnet. Eine schematische Darstellung der
fiir die Berechnung des Packungsparameters notwendigen Groflen ist in Abbildung 22
wiedergegeben; die erhaltenen Ergebnisse sind im Vergleich zum DPPC in Tabelle 1
zusammengefasst.

Flichenbedarf der
Kopfgruppe a,

Linge der Alkylkette /. Volumen der Alkylkette V
=34xCH, +4C =34xCH, +
des Phenylringes Phenylring

Abbildung 22: Schematische Darstellung des symmetrischen Bolalipids PC-C17pPhC17-PC in gestreck-
ter Konformation und der fiir die Berechnung des Packungsparameters notwendigen Grofen.
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Tabelle 1: Werte fiir das Volumen (V)" und die Linge (1,)° der Alkylkette, der Querschnittsfliche (a,)°
der Kopfgruppe sowie den daraus berechneten Packungsparametern P nach ISRAELACHVILI.

Lipid V/IA3 I./A a, ! A? (a,x1) 1 A3 P
DPPC 862 21.80 50 1090.0 0.790
PC-C32-PC 861 42.00 50 2100.0 0.410
PC-C17pPhC17-PC* 995 49.61 50 2480.5 0.401
PC-C17m/0PhC17-PC® | 995 26.84 95" 2549.8 0.390
PC-C17pPhC17-OH" | 995 49.61 35¢ 1736.4 0.573

* Das Volumen der Alkylkette wurde nach einer Inkrementmethode berechnet (Israelachvili 2011); fiir
den Phenylring wurde ein zusitzliches Volumen von 80.4 A3 angenommen (Bondi 1964).

® Die Linge der Alkylkette wurde nach der Gleichung /. = 1.54+1.265xn (n = Anzahl der C-Atome)
abgeschitzt.

¢ Der Flidchenbedarf der Kopfgruppe wurde anhand des entsprechenden CPK-Modells abgeschitzt oder es
wurde auf Literaturwerte zuriickgegriffen.

¢ Im Falle des para-substituierten Bolalipids wurde eine gestreckte Konformation angenommen.

¢ Im Falle des meta- und ortho-substituierten Bolalipids wurde eine U-formige Konformation angenom-
men.

" Fiir PC-C32-PC wurden bereits Monolayer-Experimente durchgefiihrt (Kohler er al. 2006b, Meister et
al. 2007¢), die eine Fliche von a, = 95 A? fiir zwei PC-Kopfgruppen bei einer U-férmigen Anordnung
der Lipidmolekiile an der Wasser-Luft-Grenzfliche ergaben.

¢ Fiir das unsymmetrische Bolalipid wurde der Mittelwert der beiden Querschnittsflichen der Kopfgrup-

pen verwendet.

Aus den berechneten Werten fiir P ldsst sich erkennen, dass das Molekiilformkonzept
nach ISRAELACHVILI nur bedingt fiir bipolare Lipide anwendbar ist. Informationen, wie
die Lage der beiden Kopfgruppen eines Bolalipidmolekiils zueinander oder die Anord-
nung der Molekiile innerhalb einer lamellaren Struktur, werden in diesem geometri-
schen Ansatz nicht beriicksichtigt. Dennoch gibt der Packungsparameter einen ersten
Anhaltspunkt fiir die in wissriger Volumenphase priferierte Aggregatform bipolarer
Phospholipide.
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23 ANWENDUNGEN

2.3.1 MISCHUNGSVERHALTEN BIPOLARER AMPHIPHILE MIT
KLASSISCHEN PHOSPHOLIPIDEN

Im Hinblick auf eine Anwendung der bipolaren Amphiphile zur Stabilisierung von
wirkstofftragenden Liposomen fiir ein spiteres orales drug delivery sind Untersuchun-
gen zur Mischbarkeit der Bolalipide mit klassischen, vesikelbildenden Phospholipiden
unabdingbar. Um die in der Einleitung geschilderte Packungsproblematik zu umgehen,
sind verschiedene Ansatzpunkte denkbar:

a) die Verkleinerung der Kopfgruppe der fiir die Mischungsversuche verwendeten
Vesikelbildner, beispielsweise durch Verwendung von Phosphoethanolaminen
(PEs) bzw. Phosphatidylsduren (PAs);

b) das Zumischen einer dritten Substanz, wie z.B. Cholesterol, um den entstandenen
Hohlraum auszufiillen (terndre Mischungen);

c) die Anderung des Kopfgruppenquerschnitt-Alkylkettenquerschnitt-Verhiltnisses
durch 1) Verkleinerung der Kopfgruppe der fiir die Mischungsversuche verwende-
ten einkettigen Bolalipide oder durch ii) Einfiihren einer Molekiilasymmetrie;

d) die VergroBerung des Alkylkettenquerschnittes der Bolalipide durch i) Ubergang
zu mehrkettigen Bolalipiden oder durch ii) die Einfiihrung raumfiillender Gruppen
in die Alkylkette.

Nachfolgend werden ternidre Mischungen, die Verwendung von kettenmodifizierten
Bolalipiden sowie die Nutzung unsymmetrischer Bolalipide niher erlidutert. Der Ein-
fluss der Kopfgruppengrofle von sowohl Bolalipiden als auch klassischen Phospholipi-
den auf deren Mischbarkeit bleibt weiterfiihrenden Arbeiten vorbehalten.

2.3.1.1 Ternédre Mischungen
(Vgl. Anlage A10)

Cholesterol fiihrt aufgrund des Molekiilbaus meist zu einer Versteifung und somit
Stabilisierung der Phospholipidmembranen. Um den Einfluss von Cholesterol auf die
Mischbarkeit von PC-C32-PC mit DPPC in ternidren Mischungen beurteilen zu kdnnen,
wurden zunichst PC-C32-PC : CHOL-Mischungen untersucht. Sollte sich herausstellen,
dass der Einbau von Cholesterol in Bolalipid-Nanofasern gegeniiber dem Einbau in
Phospholipidmembranen energetisch begiinstigt ist, wire es fraglich, ob der Zusatz von
Cholesterol zu Bolalipid-Phospholipid-Mischungen einen erhohten Einbau des Bolali-
pids in die Phospholipidmembran und somit deren Stabilisierung zur Folge hat.

Aus den DSC-Heizkurven von verschiedenen PC-C32-PC : CHOL-Mischungen wird
ersichtlich, dass bereits 10 % Cholesterol zu einer Erhohung der Faser—Mizell-Umwand-
lungstemperatur fithren. Eine weitere Steigerung des Cholesterolanteils fiihrt nur noch
zu einer geringen Verschiebung von 7,1, jedoch zu einer Verbreiterung des Umwand-
lungspeaks. Eine analoge Verbreiterung des DSC-Peaks wird auch fiir DPPC : CHOL-
Mischungen beschrieben (Huang et al. 1993, Marsh 2009).
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Aus der Lage der zwei endothermen Umwandlungen einer terndren Mischung von
DPPC : PC-C32-PC : CHOL im molaren Verhiltnis von 8 : 1: 1 im Vergleich zu den
Peakpositionen der jeweiligen bindren Mischungen gleicher Zusammensetzung kann
geschlussfolgert werden, dass es nicht zu einer signifikant hoheren Mischbarkeit zwi-
schen PC-C32-PC und DPPC kommt. Es existiert eine breite Umwandlung im Bereich
der Lg*— L, Umwandlung der DPPC : CHOL-Mischung (9:1) und eine weitere
Umwandlung im Bereich der Faser—Mizell-Umwandlung der PC-C32-PC: CHOL-
Mischung (1 : 1). Es ist anzunehmen, dass zwei Phasen koexistieren, eine Phospholipid-
reiche Phase mit zirka 70 % des zugemischten Cholesterols und sehr wenig PC-C32-PC,
sowie eine Bolalipid-reiche Phase mit zirka 30 % Cholesterol und nahezu keinem
DPPC. Aus diesem einfachen Mischungsexperiment lésst sich ableiten, dass Cholesterol
nicht ausreicht, um den eingangs beschriebenen Hohlraum auszufiillen und die Misch-
barkeit zwischen unmodifizierten, einkettigen, symmetrischen Bolalipiden mit klassi-
schen Phospholipiden zu forcieren.

2.3.1.2 Mischungen mit Alkylketten-modifizierten, symmetrischen Bolalipiden

(Vgl. Anlagen A10-A12)

PC-CI5AcC15-PC und PC-C32-10,23Me-PC (A10)

Die Einfiithrung einer mittelstdndigen Dreifachbindung fiihrt zu einem ,,Knick® in-
nerhalb der Alkylkette und zu einer Reduzierung der Gesamtlinge des hydrophoben
Molekiilteils. Das Mischungsverhalten von PC-C15AcC15-PC mit DPPC ist in Abbil-
dung 23 dargestellt. Die DSC-Heizkurve fiir reines PC-C15AcC15-PC zeigt eine kleine,
endotherme Umwandlung unterhalb von 10°C. In Mischungen mit DPPC ist eine sehr
breite Umwandlung detektierbar, deren Peakmaximum sich mit zunehmendem Anteil
an DPPC zu hoheren Temperaturen verschiebt (Abbildung 23A).
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Abbildung 23: (A) DSC-Heizkurven von DPPC, PC-C15AcC15-PC (¢ = 1 mg/mL) bzw. Mischungen
unterschiedlicher Zusammensetzungen (¢ = 3mM), Heizrate 60 K/h, die Kurven sind vertikal verschoben;
(B,C) TEM-Aufnahmen wissriger Suspensionen (¢ =50uM, 22°C) von PC-C15AcC15-PC : DPPC =
5:1(B)bzw. 1:2 (C), mit Uranylacetat kontrastiert.
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TEM-Aufnahmen kontrastierter Proben der PC-C15AcC15-PC : DPPC-Mischung
(5 : 1) zeigen sowohl gestreckte Mizellen als auch kleine, scheibenférmige Aggregate
(Abbildung 23B). Mit Erhohung des DPPC-Anteils verschwinden die Disk-artigen
Aggregate und es sind nur noch kurze Wurmmizellen zu erkennen. Bei einem Uber-
schuss von DPPC bilden sich wieder scheibenformige Strukturen mit einem Durchmes-
ser von etwa 30nm (Abbildung 23C). Aus den DSC- und EM-Daten lisst sich ableiten,
dass beide Lipide miteinander mischbar sind. Es ist jedoch zu vermuten, dass es inner-
halb der Disk-féormigen Aggregate, insbesondere bei einem Uberschuss von DPPC, zu
einer partiellen Entmischung kommt und dass sich die Bolalipidmolekiile am Rand der
Scheibe anreichern, diese stabilisieren und so ein Fusionieren in grofere Disks unter-
binden. Geschlossene Lipidvesikel werden bei keinem Mischungsverhiltnis beobachtet.

Fiir das PC-C32-10,23Me-PC mit zwei Methylgruppen innerhalb der Alkylkette wird
ein vergleichbares Mischungsverhalten beobachtet. Auch hier ist in DSC-Messungen
einer 1:1-Mischung eine breite Umwandlung mit einer im Vergleich zum DPPC
niedrigeren Umwandlungstemperatur detektierbar. TEM-Aufnahmen kontrastierter
Proben zeigen erneut kleine scheibenférmige Aggregate mit einem Durchmesser von
zirka 20 nm; vesikulidre Strukturen werden auch hier nicht beobachtet.

PC-C17pPhC17-PC (All)

Die Einfiihrung eines mittelstdndigen Phenylrings fiihrt zu einer leichten Erhohung
des Platzbedarfs der Alkylkette, was sich in einer verbesserten Mischbarkeit dieses
Bolalipids mit klassischen Phospholipiden widerspiegeln sollte. DSC-Messungen und
EM-Aufnahmen zeigen jedoch, dass erneut nur eine partielle Mischbarkeit vorhanden
ist. In der DSC-Heizkurve einer dquimolaren Mischung aus PC-C17pPhC17-PC und
DPPC sind zwei endotherme Umwandlungen bei 7,/ = 29-30°C und bei 7,,2 = 41°C
detektierbar. In der entsprechenden Kiihlkurve werden drei Umwandlungen registriert,
was auf ein komplexes Phasenverhalten hindeutet. TEM-Aufnahmen Kontrastierter
Proben belegen das Vorhandensein von kurzen Wurmmizellen und kleinen, scheiben-
formigen Aggregaten. Vesikel werden auch hier nicht beobachtet. Vermutlich bestehen
die gestreckten Mizellen zumeist aus Bolalipiden, wihrenddessen das DPPC in Scheib-
chen aggregiert, deren Umrandung durch Bolalipide stabilisiert wird — analog den
Mischungen mit PC-C15AcC15-PC und PC-C32-10,23Me-PC.

Die Mischung von PC-C17pPhC17-PC mit DSPC zeigt ein dhnliches Bild: Auch hier
deuten DSC-Messungen auf eine partielle Mischbarkeit hin. In TEM-Aufnahmen sind
abermals zwei verschiedene Aggregattypen erkennbar, gestreckte Mizellen und schei-
benformige Strukturen. Geschlossene, vesikulidre Aggregate werden nicht beobachtet.

PC-C17m/oPhC17-PC (A12)

Neben dem para-substituierten Bolalipid wurde auch das analoge meta- und ortho-
substituierte Derivat untersucht, um den Einfluss des Substitutionsmusters der Pheny-
len-modifizierten Bolalipide auf das Mischungsverhalten mit klassischen Phospholipi-
den zu eruieren. Eine Stabilisierung der Phospholipid-Doppelschicht ist hier jedoch
nicht zu erwarten, da die Bolalipidmolekiile sehr wahrscheinlich in einer U-férmigen
Anordnung vorliegen.
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In den DSC-Heizkurven der dquimolaren Mischungen von PC-C17m/oC17-PC mit
DPPC wird ersichtlich, dass sich die Phasenumwandlung zu hoheren Temperaturen
verschiebt (Abbildung 24A); ein Fakt, der bisher noch nicht bei Bolalipid-Phospholipid-
Mischungen beobachtet wurde. Die Temperaturerh6hung betrigt im Vergleich zum
reinen DPPC 2.0K fiir das meta- und 5.6 K fiir das ortho-substituierte Bolalipid. Bei
letzterem tritt zudem eine kleine Umwandlung im Temperaturbereich des reinen DPPC
auf. Dariiber hinaus sind die Enthalpiewerte (AH) fiir die Umwandlungen (reines DPPC
und Mischungen) vergleichbar, was fiir eine gemeinsame Fluidisierung der Alkylketten
des Bolalipids und des Phospholipids spricht. Fiir die dquimolare Mischung mit DSPC
wird im Falle des PC-C17mPhC17-PC eine geringe Erniedrigung der Phasenumwand-
lungstemperatur (AT = 1.3 K) detektiert, wihrend fiir PC-C170PhC17-PC eine Aufspal-
tung in zwei Umwandlungspeaks beobachtet wird (Abbildung 24A).
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Abbildung 24: (A) DSC-Heizkurven von DPPC, DSPC (¢ = 1 mg/mL) sowie dquimolaren Mischungen
(c=3mM) mit PC-C17m/oPhC17-PC; (B) DSC-Heizkurven von PC-C170PhC17-PC, DPPC
(c = Img/mL) sowie Mischungen unterschiedlicher Zusammensetzung (¢ =3 mM); die Kurven sind
vertikal verschoben.

Fiir die Mischung PC-C170PhC17-PC mit DPPC wurden noch weitere molare Ver-
hiltnisse untersucht (Abbildung 24B). Beginnend vom reinen DPPC entsteht durch
Zumischen von zirka 10 % Bolalipid zunichst eine Schulter am Hauptumwandlungs-
peak in Richtung hoherer Temperatur. Aus dieser Schulter formiert sich ein scharfer
Peak bei T,2=47.5°C, welcher mit steigender Bolalipidkonzentration an Intensitit
zunimmt. Zeitgleich nimmt der urspriingliche Umwandlungspeak des DPPC an Intensi-
tit ab. Bei einem Uberschuss von PC-C170PhC17-PC sind schlieBlich nur noch zwei
sehr breite Umwandlungen zu erkennen.

Um die Struktur der gebildeten Aggregate zu untersuchen, wurden TEM-Aufnahmen
kontrastierter Proben angefertigt. In allen Mischungen wurden jedoch keine geschlosse-
nen Vesikel (Liposomen) detektiert. Vielmehr kam es, wie auch in den zuvor untersuch-
ten Mischungen, zur Ausbildung kleiner, scheibenfoérmiger Strukturen und lidnglichen
Mizellen. Fiir die PC-C170PhC17-PC-DPPC-Mischung konnte mit steigendem Anteil
an DPPC eine Grolenzunahme der Scheiben beobachtet werden. Bei einem Mischungs-
verhiltnis von 1 : 10 (PC-C170PhC17-PC : DPPC) waren neben den scheibenformigen
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Aggregaten (Abbildung 25A) auch kollabierte Vesikel zu erkennen. Der letzte Befund
konnte durch Cryo-TEM-Aufnahme bestitigt werden (Abbildung 25C). Hier waren
neben facettierten Vesikeln auch kleine Scheiben zu erkennen, welche entweder parallel
oder senkrecht zur Gridoberfldche orientiert waren (schwarze Pfeile). Die Scheiben oder
Disks bestehen vermutlich aus einer Phospholipid-Doppelschicht, welche an den
Réndern durch Bolalipide stabilisiert ist (Abbildung 25B). Die Anzahl und die GroBe
der Disks kann dabei durch Variation der molaren Anteile beider Komponenten verén-
dert werden. Vergleichbare Strukturen, welche oft auch bicelles genannt werden, sind
fiir verschiedene gemischte Systeme in der Literatur beschrieben: z.B. fiir DPPC-
DHPC-Mischungen (Rubio et al. 2011), in PEG-stabilisierten Systemen (Johansson e?
al. 2005, Zetterberg et al. 2011) oder fiir DPPC in Mischung mit T-férmigen Amphiphi-
len (Scholtysek er al. 2012).
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Abbildung 25: (A) TEM-Aufnahme einer wissrigen Suspension von PC-C170PhC17-PC : DPPC (1 : 10,
¢ = 60uM), mit Uranylacetat kontrastiert; (B) Schematische Darstellung einer Disk bestehend aus einer
Phospholipid-Doppelschicht, welche an den Réndern durch Bolalipide stabilisiert ist; (C) Cryo-TEM-
Aufnahme einer wissrigen Suspension von PC-C170PhC17-PC : DPPC (1 : 10, ¢ =3mM), von Raum-
temperatur gequencht.

2.3.1.3 Mischungen mit unsymmetrischen Bolalipiden
(Vgl. Anlage A11)

Bei Betrachtung der bisher vorgestellten Ergebnisse kann man zu der Uberzeugung
gelangen, dass fiir eine Mischbarkeit und nachfolgend eine Stabilisierung der Liposo-
men die Aggregationsneigung der verwendeten Bolalipide zu Nanofasern bzw. kleinen,
mizellaren Aggregaten kontraproduktiv ist: Unmodifizierte Bolalipide (PC-C32-PC)
zeigen nur eine dulerst geringe Mischbarkeit mit Phospholipiden, wohingegen Alkyl-
ketten-modifizierte Bolalipide mit diesen zwar (partiell) mischbar sind, die Formierung
von geschlossenen Vesikeln aber gestort und die Bildung scheibenfoérmiger Aggregate
bevorzugt ist. Die Schlussfolgerung konnte nun sein, dass fiir eine ,,konstruktive Misch-
barkeit® — d.h. ein stabilisierender Einbau der Bolalipide in Phospholipid-Doppel-
schichten unter Beibehaltung der vesikulidren Struktur — die Bolalipide in Reinform zu
lamellaren Aggregaten assemblieren sollten. Um dieser Vermutung nachzugehen,
wurden Mischungsuntersuchungen zwischen dem Membran-bildenden Bolalipid PC-
C17pPhC17-OH und DPPC durchgefiihrt.
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Aus den DSC-Heizkurven der PC-C17pPhC17-OH-DPPC-Mischungen unterschied-
licher Zusammensetzung ist leicht zu erkennen, dass die Umwandlungstemperatur des
DPPC nicht durch einen steigenden Anteil an Bolalipid beeinflusst wird. Die Umwand-
lung des PC-C17pPhC17-OH verschiebt leicht zu hoheren Temperaturen (AT = 1.2K);
zudem ist ein kleiner zusitzlicher Peak bei 7'=57.8°C zu erkennen. Beide Peaks
verbleiben bei den entsprechenden Temperaturen unabhéngig von der molaren Zusam-
mensetzung der Mischung. In den dazugehorigen DSC-Kiihlkurven sind zwei hoch-
kooperative Umwandlungen bei vergleichbarer Temperatur vorzufinden. Diese Ergeb-
nisse belegen, dass beide Komponenten nicht mischbar sind, unabhingig von der
Tatsache, dass beide Lipide lamellare Strukturen ausbilden.

Die Ergebnisse werden durch EM-Aufnahmen kontrastierter Proben der verschiede-
nen Mischungen unterstiitzt. Diese zeigen das Vorhandensein von DPPC-Vesikeln
neben groBlen, flichigen Aggregaten aus PC-C17pPhC17-OH. Die Ursache dieser
Nichtmischbarkeit konnte die Fihigkeit des unsymmetrischen Bolalipids sein, dulerst
stabile Monoschichten auszubilden, in denen die Alkylketten erst bei Temperaturen von
T > 120°C in den fluiden Zustand iibergehen. Es ist anzunehmen, dass hier die gleichen
Packungsprobleme auftreten, wie sie fiir Mischungen des PC-C32-PC mit DPPC
beschrieben wurden. Durch das Missverhéltnis zwischen einer grolen Querschnittsfli-
che der PC-Kopfgruppe und dem kleinen Alkylkettenquerschnitt fiihrt ein Einbau von
PC-C17pPhC17-OH in gestreckter Konformation in DPPC-Bilayer zu einem ,,Hohl-
raum®, welcher durch keine der beiden Lipidspezies ausgefiillt werden kann. Dieser
Hohlraum scheint energetisch so unvorteilhaft zu sein, dass sich Bolalipid und Phos-
pholipid komplett entmischen.

2.3.2  SILIZIFIZIERUNG VON BOLALIPID-NANOFASERN: NEUE HYBRID-
MATERIALIEN ALS TEMPLAT FUR DIE EINDIMENSIONALE
FIXIERUNG VON GOLD-NANOPARTIKELN

(Vgl. Anlage A7)

Der in der Einleitung geschilderte Zerfall der Nanofasern unmodifizierter Bolalipide bei
Anbindung kleiner AuNP (2nm) sollte mittels Silizifizierung umgangen werden. Fiir die
Untersuchungen wurden das PC-C32-PC und das HEPC-C35-HEPC verwendet. Letzte-
res verfiigt liber eine zusitzliche Hydroxylfunktion in der PC-Kopfgruppe, welche die
Moglichkeit eroffnet, die Orthosilikate kovalent zu binden. Als Orthosilikat-Vorstufen
wurden das TEOS sowie zwei Schwefel-modifizierte Varianten, (3-Mercaptopropyl)tri-
methoxysilan (MP-TMOS) und (3-Mercaptopropyl)triethoxysilan (MP-TEOS), ver-
wendet. Die zusitzliche Thiolgruppe wurde gewihlt um die Anbindung der AuNP zu
forcieren.

2.3.2.1 Silizifizierungsreaktion

Fiir eine erste Charakterisierung der erhaltenen Hybridmaterialien nach erfolgter Silizi-
fizierung wurden EM-Aufnahmen angefertigt. Da Silizium eine hohere Elektronendich-
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te im Vergleich zu den Elementen der Bolalipidmolekiile aufweist, wurden EM-
Aufnahmen von kontrastierten und von nicht-kontrastierten Proben aufgenommen.

Aus der systematischen Variation der Reaktionsbedingungen konnten folgende Gro-
Ben fiir eine erfolgreiche Silizifizierung von Bolalipid-Nanofasern abgeleitet werden:
Die Konzentration des Bolalipid-Templats sollte so gering wie moglich sein, um ein
»Verkleben* der Nanofasern zu verhindern (Abbildung 26A). Die Silikat-Vorstufen
sollten in einem 40fachen Uberschuss in Bezug auf die Bolalipidkonzentration einge-
setzt werden; ein geringerer Uberschuss fiihrt zu einer unvollstindigen Silizifizierung.
Eine ausreichende Silizifizierung konnte, im Falle des TEOS, bereits nach 30 Minuten
verzeichnet werden. Fine Verldngerung der Reaktionszeit bringt keine signifikante
VergroBerung der Silikatschicht auf dem Bolalipid-Templat. Zudem hat sich gezeigt,
dass die Reaktionsmischung ausreichend stark geriihrt werden muss (300-800rpm), um
eine homogene Verteilung der Silikat-Vorstufen und somit eine einheitliche Silizifizie-
rung zu erreichen (Abbildung 26B). Als vorteilhaft hat sich das Abstoppen der Silizifi-
zierungsreaktion durch Zugabe von wissriger Salzsdure (auf einen neutralen pH-Wert)
erwiesen. Dadurch kann ein unkontrolliertes Fortschreiten der Silizifizierung und die

Ausbildung von unspezifischen Siliziumaggregaten weitestgehend unterbunden werden
(Abbildung 26C).

Abbildung 26: TEM-Aufnahmen von Bolalipid-Silikat-Hybridmaterialien; cpc.c32.pc = 0.33 mg/mL,
40facher Uberschuss an TEOS, 30min silizifiziert: (A) 300rpm, ohne HCl-Zugabe; (B) 50rpm, ohne
HCI-Zugabe; (C) 300rpm, nach Zugabe von HCI (auf pH = 7) zum Abstoppen, weitere 3h ohne Riihren.
Die Proben wurden nicht kontrastiert.

Weitere Untersuchungen wurden fiir die schwefelhaltigen Silikat-Vorstufen durchge-
fiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass das MP-TMOS aufgrund seiner sehr schlechten
Loslichkeit in Wasser und der schnellen Dissoziation der Methoxygruppen nicht fiir
eine Silizifizierung von Bolalipid-Nanofasern geeignet ist. Das entsprechende Analogon
MP-TEOS kann dagegen ohne weiteres verwendet werden, obgleich hier die Reaktions-
zeit auf drei Stunden zu verldngern ist, um eine ausreichende Silizifizierung zu errei-
chen. Zudem koénnen Mischungen aus TEOS und MP-TEOS Anwendung finden, was zu
einer gesteigerten Effektivitit der Silizifizierung im Vergleich zum reinen MP-TEOS
fiihrt.
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2.3.2.2 Charakterisierung der Hybridmaterialien

Die erhaltenen Bolalipid-Silikat-Hybridmaterialien wurden physiko-chemisch charakte-
risiert. Es galt zu kldren, ob die Silikathiille komplett geschlossen ist, ob die Bolali-
pidmolekiile innerhalb der silizifizierten Nanofasern in der Beweglichkeit eingeschrinkt
sind und ob es zu kovalenten Bindungen zwischen der OH-Gruppe des HEPC-C35-
HEPC und den Silikaten kommt. Zur Klédrung dieser Fragen kamen DSC sowie 3'p_ und
13C—NMR—Untersuchungen zum FEinsatz.

Die DSC-Heizkurven des silizifizierten PC-C32-PC zeigen in Abhingigkeit des je-
weiligen Heizscans ein unterschiedliches Bild. Im ersten Heizscan ist die Faser—Mizell-
Umwandlung des PC-C32-PC zu hoheren Temperaturen verschoben und zudem in
zwel, relativ breite Peaks aufgespalten (7=53.0 und 56.4°C). Die Mizell-Mizell-
Umwandlung ist ebenfalls stark verbreitert und zu hoheren Temperaturen verschoben
(T =78-82°C). Der zweite Heizscan zeigt indes nur eine sehr breite Umwandlung bei
T =64-64°C. Dieses Verhalten konnte wie folgt erkliart werden: Zunichst sind die
Bolalipid-Nanofasern durch die Silikathiille stabilisiert, was eine Erhohung der Um-
wandlungstemperatur zur Folge hat. Nach der Umwandlung der Fasern in die Mizellen
ist die Reorganisation der Fasern wihrend des Abkiihlens massiv gestort und innerhalb
der Zeit des DSC-Kiihlscans und eines erneuten Aufheizens nicht abgeschlossen. Dies
fiihrt zum Fehlen der Faser—-Mizell-Umwandlung im zweiten Heizscan. Zudem ist eine
nahezu geschlossene Silikathiille um die Nanofasern zu vermuten. Andernfalls wére ein
Austreten der Bolalipidmolekiile im mizellaren Zustand aus der Silikathiille wahr-
scheinlich, was im zweiten Heizscan zu einer Faser—-Mizell-Umwandlung im Bereich
des unmodifizierten PC-C32-PC fiihren sollte. TEM-Aufnahmen nach der DSC-
Messung belegen, dass die Bolalipid-Silikat-Nanofasern noch immer intakt sind.

Die Beweglichkeit der Bolalipid-Kopfgruppen innerhalb der Hybridmaterialien wur-
de durch vergleichende *'P Festkorper-NMR-Untersuchungen von silizifizierten und
nicht-silizifizierten Proben eruiert. Es konnte gezeigt werden, dass die freie, isotrope
Drehbarkeit der Kopfgruppen stark eingeschrinkt ist, was durch einen breiten p_Peak
zum Ausdruck kommt.” Zudem zeigt das *'P-Signal eine ausgepriigte und im Vergleich
zum nicht-silizifizierten PC-C32-PC andere Asymmetrie, welche auf eine Uberlagerung
von mehreren Signalen hindeutet.

Um die Frage nach einer moglichen, kovalenten Bindung zwischen den OH-Gruppen
des HEPC-C35-HEPC und den Silikaten zu beantworten, wurden '*C-Festkorper-NMR-
Messungen von silizifizierten und nicht-silizifizierten Proben durchgefiihrt. Es ist zu
erwarten, dass eine kovalente C—O-Si-Bindung zu einer deutlichen Verschiebung des
13C—Signals des in die Bindung involvierten C-Atoms fiihrt. In den entsprechenden Be-
NMR-Spektren ist zu erkennen, dass die 3C-Peaks der silizifizierten Proben im Ver-
gleich zu den nicht-silizifizierten Derivaten deutlich breiter sind. Dies ist auf eine
eingeschrinkte Beweglichkeit der Bolalipidmolekiile bzw. der Kopfgruppen innerhalb

° Die Signalbreite der silizifizierten Probe entspricht Ad= 43 ppm, wihrend das *'P-Signal der nicht-silizifizierten
Probe eine Breite von Ad=20ppm — jeweils bei Raumtemperatur gemessen — aufweist (Meister, A.; Bastrop, M.;
Koschoreck, S.; Garamus, V.M.; Sinemus, T.; Hempel, G.; Drescher, S.; Dobner, B.; Richtering, W.; Huber, K. und
Blume, A. (2007). Structure-property relationship in stimulus-responsive bolaamphiphile hydrogels. Langmuir, 23,
7715-7723.)
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der Bolalipid-Silikat-Hybridmaterialien zuriickzufiihren. Jedoch ist die Position der *C-
Signale, insbesondere in der -CH,OH-Gruppe, nur geringfiigig veridndert. Diese mini-
male Verschiebung zu einer hoheren Resonanzfrequenz lasst den Schluss zu, dass es
nicht zu einer Ausbildung einer kovalenten C—O-Si-Bindung kommt.

2.3.2.3 Fixierung von Gold-Nanopartikeln

Abschlieend wurde die Dotierung der Bolalipid-Silikat-Hybridmaterialien mit AuNP
untersucht. In einem ersten Versuch wurden mit TEOS beschichtete PC-C32-PC-
Nanofasern mit 5 nm AuNP dotiert. Wie in Abbildung 27A zu erkennen, lagern sich
einzelne Faserstringe zusammen, welche durch die AuNP verbriickt und zusammenge-
halten werden. Verglichen mit unmodifizierten Nanofasern aus PC-C32-PC zeigen die
silizifizierten Nanofasern eine signifikant hohere Beladungsdichte (Meister et al.
2008b). Da die AuNP durch Citrat stabilisiert sind und die silizifizierten Nanofasern
eine hydrophile Oberfliche aufweisen, ist anzunehmen, dass die AuNP iiber hydrophile
Wechselwirkungen (Wasserstoffbriickenbindungen) an die Oberfldche der Hybridmate-
rialien gebunden sind; ein Austausch der Citratgruppe gegen eine Silanolgruppe (SiOH)
der Oberfliche ist ebenfalls vorstellbar. Die Verwendung von schwefelhaltigen Silikat-
Vorstufen (MP-TEOS in Mischung mit TEOS) fiihrt dazu, dass nur noch zwei Faser-
stringe tiber Snm AuNP verkniipft werden (Abbildung 27B). Eine Steigerung der
Beladungsdichte im Vergleich zur Silizifizierung mit reinem TEOS konnte jedoch nicht
beobachtet werden. Es kann demnach davon ausgegangen werden, dass die freie Thi-
olgruppe des MP-TEOS keinen signifikanten Effekt auf die Bindung von AuNP ausiibt.
Letztlich wurde auch die Fixierung von 2nm AuNP untersucht. Wie in Abbildung 27C
leicht zu erkennen, bleiben die silizifizierten Nanofasern nach Zugabe der AuNP intakt
— ein gravierender Unterschied zur Verwendung der nicht-silizifizierten Nanofasern
(Meister et al. 2008b). Analog zur Anbindung der 5Snm AuNP (Abbildung 27B) sind die
2nm AuNP wieder zwischen zwei Faserstringen angeordnet.
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Abbildung 27: TEM-Aufnahmen von silizifizierten und mit Gold-Nanopartikeln dotierten Bolalipid-
Nanofasern. Reaktionsbedingungen: cpc.c3.pc = 0.033 mg/mL; 40 facher Uberschuss an TEOS (A) bzw.
TEOS : MP-TEOS (5:1) (B,C); 30min (A) bzw. 180min (B,C) silizifiziert; bei 300rpm. Nach der
Silizifizierung erfolgte die Zugabe von Gold-Nanopartikeln einer Grofie von 5nm (A,B) bzw. 2nm (C) im
Verhiltnis 1000 : 1 (Bolalipid : AuNP). Die Proben wurden mit Uranylacetat kontrastiert.
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3 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die in dieser Habilitationsschrift vorgestellten artifiziellen Phospholipide gehoren zu
den Bolalipiden; eine Lipidklasse, die sich durch zwei polare, gleiche oder ungleiche
Kopfgruppen, welche iiber eine lange hydrophobe Alkylkette miteinander verbunden
sind, auszeichnet. Thren Ursprung haben die Bolalipide in den Membranlipiden ver-
schiedener Spezies der Archaeen, wo sie fiir deren aullerordentliche Stabilitit gegentiber
dufBeren Einfliissen, wie sehr groBe Hitze oder extrem niedrige pH-Werte, verantwort-
lich sind. Die auergewohnlichen Eigenschaften dieser bipolaren Phospholipide und die
vielfiltigen Aggregatformen, welche natiirliche und artifizielle Bolalipide in wissriger
Volumenphase ausbilden, stellen ein noch immer wachsendes Forschungsgebiet dar.

Die vorliegende Arbeit fasst kumulativ die erzielten Ergebnisse der Synthese (1. Ab-
schnitt, Kapitel 2.1) und physiko-chemischen Charakterisierung (2. Abschnitt, Kapitel
2.2) bipolarer Amphiphile zusammen. Ferner werden Aspekte fiir mogliche Anwendun-
gen der neuen Lipide vorgestellt (3. Abschnitt, Kapitel 2.3).

1. Abschnitt: Synthetische Arbeiten

Der chemische Aufbau der bipolaren Phospholipide wurde in vielfacher Hinsicht
modifiziert. Im Mittelpunkt standen dabei Abwandlungen in der Kopfgruppenstruktur
der Bolalipide, insbesondere die Einfithrung pH-sensitiver Kopfgruppen und einer
Molekiillasymmetrie, sowie Variationen in der Struktur des hydrophoben Bereiches.
Zudem wurden ein- und mehrkettige Bolalipide synthetisiert.

Fiir die Darstellung von einkettigen, Amin-funktionalisierten Bolalipiden konnten
zwel neue Syntheserouten etabliert werden: Zum einen kann N,N-Dimethylethylen-
diamin, mit als Imin geschiitzter primdrer Aminogruppe, fiir die Quarternierungsreakti-
on verwendet werden. Zum anderen kann die freie primédre Aminogruppe durch
Verwendung von 2-Azidoethylamin und einem Propinyl-modifizierten Bolalipid via
Click-Reaktion in die Kopfgruppe der Bolalipide eingefiihrt werden. Die freie Amino-
gruppe eroffnete die Moglichkeit, weitere Marker oder Funktionalisierungen, wie z. B.
Fluoreszenz- oder ESR-Label, Aminosduren, Peptide (Erkennungsstrukturen) oder
polymerisierbare Gruppen (wie Sorbinsdure), einzufiihren. Diese Moglichkeit konnte
mit drei Beispielen belegt werden (vgl. Anlage A1).

Fiir die Darstellung der einkettigen Bolalipide mit zwei mittelstindigen Dreifachbin-
dungen wurden drei verschiedene Reaktionswege diskutiert. Fiir die Synthese der
zentralen Zwischenprodukte, der o-Alkin-1-ole, stellte die als Acetylid-Weg bezeichne-
te Variante die im Hinblick auf Reaktionsfithrung und erzielte Ausbeuten beste Wahl
dar. Auf diese Weise konnten acht, in der Gesamtkettenldnge variierende, Diacetylen-
modifizierte Bolalipide mit Phosphocholin- bzw. Phosphodimethylethanolamin-Kopf-
gruppe synthetisiert werden (vgl. Anlage A3).

Fiir die Synthese von einkettigen, Phenylen/Biphenylen-modifizierten Bolalipiden
konnten zwei neue Routen unter Verwendung der GRIGNARD-Kupplung (vgl. Anlage
AS) oder der SONOGASHIRA-Kreuzkupplung (vgl. Anlage A6) etabliert werden. Die
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SONOGASHIRA-Kreuzkupplung erlaubte zudem die einfache Darstellung unterschiedli-
cher Substitutionsmuster (ortho-, meta- oder para-Substitution) am Phenylring. Beide
Varianten sind dariiber hinaus fiir die Darstellung unsymmetrischer Bolalipide geeignet
(vgl. Anlage A11) und lassen sich natiirlich auch auf andere Alkylkettenlingen anwen-
den. Ferner bietet die freie OH-Gruppe des PC-C17pPhC17-OH Raum fiir zusitzliche
Funktionalisierungen.

Ein Nebenprodukt, welches generell bei der Synthese von Bolalipiden unter Ver-
wendung von B-Bromethylphosphorsiuredichlorid als Phosphorylierungsmittel sowie
nachfolgender Quarternierung in Grofenordnungen von 5-15% auftritt, konnte als
Phosphoglycol-Derivat identifiziert werden. Die chemische Struktur des Nebenproduk-
tes konnte durch Etablierung eines neuen Zugangs zu einkettigen, unsymmetrischen
Bolalipiden bestitigt werden (vgl. Anlage A9).

Mehrkettige, symmetrische Bolalipide (Tetraetherlipide) mit einer durchspannenden
(C32) und zwei kiirzeren (C16) Alkylketten konnten durch Verkniipfung von entspre-
chenden Glycerolbausteinen unter Verwendung der Metathese-Reaktion dargestellt
werden (vgl. Anlagen A4 und A13). Diese Tetraetherlipide besitzen zwei oder vier,
optisch reine oder racemische Methylverzweigungen an definierten Positionen der
Alkylketten. Dariiber hinaus konnte ein weiterer Syntheseweg fiir die Tetraetherlipide
etabliert werden. Hierbei wurde die durchspannende Alkylkette in einem zwei Glyce-
rolbausteine verkniipfenden Reaktionsschritt eingefiihrt. Ein Vergleich der beiden
Reaktionsfiihrungen zeigt, dass die Metathese-Route die hoheren Gesamtausbeuten (15—
32% versus 8-20%) liefert, der zweite Syntheseweg jedoch einen Reaktionsschritt
kiirzer ist und zudem die Verwendung der kostenintensiven Ruthenium-Katalysatoren
umgeht. Dariiber hinaus verkniipft der zweite Weg auf elegante Art die Synthese
einkettiger und mehrkettiger Bolalipide (vgl. Anlage A13).

Abschliefend wurde eine neue Substanzklasse, die unsymmetrischen Glyceroldi-
etherlipide, eingefiihrt, deren Darstellung in dieser Arbeit beschrieben wird (vgl. Anlage
A14). Die hier vorgestellte Synthese ist wiederum auf andere Alkylkettenmuster und
Kopfgruppen iibertragbar. Zudem besitzen diese Bolalipide, neben einer interessanten
Molekiilstruktur, die Moglichkeit weiterfithrender Modifikationen: An die freie OH-
Gruppe konnen beispielsweise eine zweite, pH-sensitive Kopfgruppe, Fluoreszenzlabel
oder andere Strukturen gekniipft werden.

2. Abschnitt: Eigenschaften bipolarer Amphiphile

Das Aggregationsverhalten der neu dargestellten, bipolaren Amphiphile in wissriger
Volumenphase wurde im zweiten Abschnitt dieser Arbeit umfangreich charakterisiert.
Fiir diese physikalisch-chemischen Untersuchungen kamen vor allem kalorimetrische
Verfahren (differential scanning calorimetry, DSC), Streumethoden (Dynamische
Lichtstreuung, DLS; Neutronenstreuung, SANS; Rontgenstreuung, SAXS und WAXS),
spektroskopische Methoden (Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie, FTIR;
Kernresonanzspektroskopie, NMR) sowie bildgebende Verfahren (Transmissionselek-
tronenmikroskopie, TEM; Cryo-TEM; Gefrierbruch-EM) zum Einsatz. Die zentrale
Frage dabei war: Wie wirken sich Anderungen in der Kopfgruppenstruktur und Alkyl-
kettenmodifikationen von ein- und mehrkettigen Bolalipiden bzw. die Einfiihrung einer
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Molekiilasymmetrie auf die Form der gebildeten Aggregate und deren Stabilitit aus und
konnen durch Adaption des Packungsparameters nach ISRAELACHVILI Vorhersagen zur
Aggregatform getroffen werden. Das Aggregationsverhalten der Bolalipide wird maB-
geblich vom Wechselspiel zwischen ,.Dimensionsfaktor (Linge der Alkylkette und
Verhiltnis zwischen Kopfgruppen- und Alkylkettenquerschnitt) und ,,Wechselwir-
kungsfaktor* (Art und Stirke intermolekularer Wechselwirkungen) bestimmt.

Durch die Einfiihrung einer primdren Aminogruppe in die Kopfgruppenstruktur von
Bis(phosphocholinen) konnte ein pH-abhingiges Aggregationsverhalten erreicht
werden: Im Alkalischen bildeten die Amin-modifizierten Bolalipide AEPC-C32-AEPC
und AETPC-C32-AETPC lange Nanofasern, wihrend dies im sauren Milieu aufgrund
der positiven Gesamtladung der Bolalipidmolekiile unterbunden wurde (vgl. Anlage
Al). Bei den Me,PE-Cn-Me,PE-Derivaten (n = 22-32) ist ein gegenldufiges Verhalten
zu beobachten, was zukiinftig — insbesondere bei Mischung dieser beiden Lipidspezies
— interessante Aggregationseigenschaften hervorzubringen vermag.

Ein Verldngern der Alkylkette der Bis(phosphodimethylethanolamine) auf 34 bzw.
36 Kohlenstoffatome brachte eine neue, bis dahin noch nicht detailliert beschriebene
Aggregatform hervor. Neben den kinetisch stabilen Nanofasern bildeten sich nach
einiger Zeit thermodynamisch stabile, quadratische Lamellen mit einer Kantenlédnge von
bis zu 200nm. Die innere Struktur dieser Lamellen konnte durch SAXS- und WAXS-
Messungen aufgekliart werden (vgl. Anlage A2). Dieses Beispiel zeigt sehr eindrucks-
voll, wie sehr kleine Unterschiede im Molekiilbau — Verldngerung der Alkylkette um
zwei bzw. vier Methyleneinheiten — einen groflen Einfluss auf die Aggregatform haben
konnen.

Der Einbau von ,,Storungen* — in Form von Methylverzweigungen, Dreifachbindun-
gen oder Phenylringen — in die langen Alkylketten der Bolalipide fiihrt zu einer Destabi-
lisierung der Faserstruktur, was sich in einer Erniedrigung der Umwandlungstemperatur
bzw. dem Fehlen einer Faser-Mizell-Umwandlung im Temperaturbereich zwischen 2
und 95 °C widerspiegelt. In den meisten Fillen wird die Faserbildung unterbunden und
stattdessen sehr kleine, mizellare Strukturen (Wurmmizellen) beobachtet (vgl. Anlagen
AS, A10-A12). Zudem zeigt der direkte Vergleich von PC-C16pPhC16-PC mit PC-
C17pPhC17-PC, dass eine kritische Linge fiir die unmodifizierte Alkylkette existiert,
ab derer die Bildung von Nanofasern moglich ist. Die Untersuchungen belegen eben-
falls, dass ein Phenylring innerhalb der Alkylkette von einkettigen, symmetrischen
Bolalipiden nicht zur Ausbildung von m—m-Wechselwirkungen befédhigt ist. Diese
Wechselwirkungen sind nur von kurzer Reichweite und zudem von der relativen Lage
der Phenylringe zueinander abhingig. Aufgrund des Missverhiltnisses zwischen der
relativ groBen PC-Kopfgruppe und des schmalen Alkylkettenquerschnitts sind die
Bolalipidmolekiile innerhalb der Fasern gegeneinander verdrillt. Dies hat zur Folge,
dass die Phenylringe fiir eine konstruktive Wechselwirkung nicht nah genug zueinander
finden.

Die mehrkettigen Bolalipide (Tetraetherlipide) assemblieren im Wissrigen zu vesi-
kuldren Strukturen. Dabei sind die Anzahl und Position nicht aber die Stereospezifitit
der Methylgruppen innerhalb der Alkylketten fiir das Phasenverhalten der Tetraetherli-



47

pide entscheidend. Zwei oder vier racemische Methylverzweigungen an den ,richtigen*
Positionen der Alkylkette sind ausreichend, um ein den natiirlichen, archaealen Tetra-
etherlipiden analoges Verhalten zu induzieren (vgl. Anlagen A4 und A13). Dariiber
hinaus kann festgehalten werden, dass das Phasenverhalten der kettenmodifizierten
Tetraetherlipide maf3geblich von der lingsten, unverzweigten Alkylkette bestimmt wird.
Fiir die Langzeitstabilitit der Liposomen sind Methylverzweigungen in der membran-
durchspannenden Alkylkette der Tetraetherlipide essentiell (vgl. Anlage A13).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das Aggregationsverhalten von Bolalipiden
nicht nur durch Anzahl, Liange und Abwandlungen der Alkylketten sowie durch Grofle
und Ladung der Kopfgruppen gesteuert werden kann, sondern auch durch Einfiihrung
einer Molekiilasymmetrie, d.h. der Anbindung von zwei unterschiedlichen Kopfgrup-
pen. Geringe Unterschiede in der GroBe der Kopfgruppen, wie im Falle des DMAPPC-
C32-POH, konnen dabei kompensiert werden und es bilden sich Nanofasern. Ab einem
bestimmten GroBenunterschied sind helikale Nanofasern nicht mehr die priferierte
Aggregatform: Fiir die einkettigen Bolalipide DMAPPC-C32-OH (vgl. Anlage A8) und
PC-C17pPhC17-OH (vgl. Anlage A11) konnten grofle, lamellare Aggregate, in denen
die Bolalipidmolekiile antiparallel (interdigitiert) angeordnet sind, beobachtet werden.
Auch die mehrkettigen Glyceroldietherlipide mit einer keilférmigen Molekiilstruktur
bilden im wissrigen Medium groBe, lamellare Aggregate mit interdigitiert angeordneten
Lipidmolekiilen (vgl. Anlage A14). In allen Fillen konnte durch FTIR-Messungen und
Rontgenbeugungsexperimente der molekulare Aufbau der Lamellen aufgeklirt werden.
Zudem konnte gezeigt werden, dass der Ubergang zur fliissig-kristallinen Phase erst bei
sehr hohen Temperaturen von zum Teil iiber 120 °C stattfindet, was auf die sehr dichte
Packung der Alkylketten innerhalb der lamellaren Aggregate zuriickzufiihren ist.

AbschlieBend wurde das Molekiilformkonzept nach ISRAELACHVILI, welches fiir mo-
nopolare Lipide definiert ist, auf die bipolaren Lipide adaptiert. Als Resultat konnen
nunmehr grobe Abschidtzungen getroffen werden, ob Mizellen, Nanofasern oder lamel-
lare Strukturen die bevorzugte Aggregatform von Bolalipiden in wissriger Suspension
darstellen.

3. Abschnitt: Aspekte zur Anwendung bipolarer Amphiphile

Neben der Charakterisierung der reinen Bolalipide in wissriger Volumenphase wur-
den im letzten Abschnitt der vorliegenden Habilitationsschrift eher anwendungsbezoge-
ne Fragen thematisiert. Im Fokus standen dabei Fragen nach der Mischbarkeit der
Bolalipide mit klassischen Phospholipiden sowie die Nutzung der Nanofasern fiir die
Bildung neuartiger Hybridmaterialien.

Ausgangspunkt war die Nichtmischbarkeit des unmodifizierten PC-C32-PC mit klas-
sischen Phospholipiden, welche auf Packungsprobleme — dem Missverhéltnis zwischen
groBer Querschnittsfliche der PC-Kopfgruppe und kleinem Alkylkettenquerschnitt —
zuriickzufiihren ist. Zunéchst wurde versucht, diese Packungsproblematik durch Zumi-
schen einer dritten Komponente (Cholesterol) zu umgehen, was aber nicht zum ge-
wiinschten Erfolg fiihrte. Ein weiterer Ansatzpunkt war die Einfilhrung von
raumfiillenden Gruppen (Phenylringe, Methylverzweigungen) in die Alkylkette der
bipolaren Amphiphile. Es konnte gezeigt werden, dass diese kettenmodifizierten,
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einkettigen, symmetrischen Bolalipide in begrenztem Umfang mit klassischen Phos-
pholipiden mischbar sind (vgl. Anlagen A10 und A11). Jedoch wurden die Phospholi-
pid-Bilayer nicht stabilisiert und die Ausbildung vesikulédrer Strukturen wurde ebenfalls
nicht beobachtet; stattdessen bildeten sich scheibenformige Aggregate (Nanodisks). Des
Weiteren hatte das Substitutionsmuster des Phenylrings der Phenylen-modifizierten
Bolalipide einen Einfluss auf das Mischungsverhalten: Mit Verwendung des PC-
C170PhC17-PC konnte eine Stabilisierung der Phospholipid-Bilayer erreicht werden,
was sich in einer erhohten Phasenumwandlungstemperatur widerspiegelte (vgl. Anlage
A12). Jedoch bildeten sich auch in diesem Fall keine vesikuldren Strukturen (Liposo-
men) sondern wiederum Nanodisks, deren Anzahl und Grofe durch Variation der
molaren Anteile beider Komponenten veridndert werden konnte. Auch die abschlielende
Verwendung des PC-C17pPhC17-OH, welches in Reinform in lamellare Strukturen
assembliert, fiihrte nicht zu einem stabilisierenden Einbau in Phospholipid-Bilayer unter
Beibehaltung der vesikuldren Struktur (vgl. Anlage A11).

AbschlieBend konnte gezeigt werden, dass sich die aus Bolalipiden (PC-C32-PC)
aufgebauten Nanofasern als organisches Templat fiir die Abscheidung von anorgani-
schen Silikaten eigneten. Dieser als Silizifizierung bezeichneter Vorgang wurde hin-
sichtlich der Effizienz optimiert und die erhaltenen Hybridmaterialien charakterisiert.
NMR-Untersuchungen belegten dabei, dass eine zusitzlich in die Kopfgruppe der
Bolalipide eingefiihrte Hydroxygruppe (HEPC-C35-HEPC) nicht zu einer kovalenten
C-0O-Si-Bindung fiihrte. Die erhaltenen Hybridmaterialien eigneten sich zudem fiir die
Fixierung von Gold-Nanopartikeln einer Grole von 5 bzw. 2nm (vgl. Anlage A7).
Insbesondere die eindimensionale Anbindung von duflerst kleinen Nanopartikeln in
wissriger Losung, welche zu auBergewohnlichen elektrischen und optischen Eigen-
schaften fiihren konnte, ist in der Literatur nur wenig beschrieben.

Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zu der Synthese, den Eigenschaften
und moglichen Anwendungen artifizieller Phospholipide bilden die Grundlage fiir eine
Vielzahl neuer Fragestellungen fiir zukiinftige Arbeiten.

Von synthetischer Seite wire es erstrebenswert, die freie Hydroxygruppe der un-
symmetrischen Bolalipide zu nutzen, um andere Strukturen, wie phosphathaltige
Kopfgruppen, Fluoreszenzmarker, Peptidfragmente oder Zucker, in die Bolalipide
einzufiihren. So konnten z.B. durch Verwendung von Fluoreszenz-markierten Bolalipi-
den und der Einzelmolekiil-Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) Aussagen zur
Diffusion der Molekiile innerhalb der unterschiedlichen Aggregatformen getroffen
werden.

Ferner konnten die Diacetylen-modifizierten Bolalipide genutzt werden, um nach
erfolgreicher Polymerisierung stabile Nanofasern zu erhalten. Die so erzeugten Polydi-
acetylene (PDA) konnten zudem eine, durch duflere Einfliisse wie Temperatur oder
Ionenstirke steuerbare, Farbigkeit aufweisen, die wiederum fiir Anwendungen in der
Sensorik von Nutzen wiren.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Bolalipide mit pH-sensitiven Kopfgruppen, wie
beispielsweise der POH-, der AEPC- oder der DMAPPC-Kopfgruppe, konnten in
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Mischungen untereinander bzw. mit anderen mono- oder bipolaren Amphiphilen zu
interessanten, neuartigen Strukturen fiihren. Es ist vorstellbar, dass z.B. die Mischung
von Bolalipiden mit positiv geladenen (AEPC) und negativ geladenen (POH) Kopf-
gruppen aufgrund ionischer Wechselwirkungen die Ausbildung sehr stabiler Aggregate
bedingen konnte. Dariiber hinaus besteht bei der negativ geladenen POH-Kopfgruppe
die Moglichkeit, die Einfliisse von mono-, di- und trivalenten Kationen auf das Aggre-
gationsverhalten der Bolalipide zu untersuchen.

Fiir die Anwendung der Bolalipide im Bereich des drug delivery muss man konsta-
tieren, dass es bisher noch nicht gelungen ist, ein einfach zu synthetisierendes, mog-
lichst einkettiges Bolalipid aufzufinden, welches sich stabilisierend in Phospholipid-
Bilayer unter Erhalt der vesikuldren Struktur einbaut. Moglicherweise muss der Alkyl-
kettenbereich einkettiger Bolalipide durch Einbau von lidngeren Alkylverzweigungen
weiter vergroBert werden — insbesondere in Kopfgruppennihe —, um den fehlenden
Platzbedarf in Mischung mit klassischen Phospholipiden aufzufiillen. Diesem Sachver-
halt widmet sich ein aktuelles, von der Deutschen Forschungsgemeinschaft finanziertes
Projekt (Dr 1024/1-1). Dartiber hinaus erscheint auch die Verwendung von langkettigen
1,w-Dicarbonsduren, welche durch Oxidation der analogen 1,m-Diole erhalten werden
konnen, moglich, um die beschriebenen Packungsprobleme zu 16sen.

Die Nanodisks, welche in Mischungen kettenmodifizierter, einkettiger Bolalipide —
insbesondere dem PC-C170PhC17-PC — mit klassischen Phospholipiden erhalten
werden, konnten zur Stabilisierung von Phospholipid-Membranen (mit darin eingebette-
ten Proteinen) und somit in der Analytik von Membranproteinen eingesetzt werden.

SchlieBlich ist die Kalzinierung der Bolalipid-Silikat-Hybridmaterialien ein vielver-
sprechender Ansatz, um sehr kleine Nanorohren mit exakt definiertem Durchmesser,
welcher zirka der Linge eines Bolalipidmolekiils entspricht, zu erhalten.
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