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4 Analytik

In diesem Kapitel wird zunachst die polymeranalytische Charakterisierung der hergestellten
Amphiphile beschrieben. Dazu gehort die Bestimmung der molekularen Uneinheitlichkeit
mittels Gelpermeationschromatographie (Kapitel 4.1.1) und Elektronenspray Ionisation/
Massenspektroskopie (Kapitel 4.1.2), sowie die Ermittlung des Zahlenmittels des
Molekulargewichts und die Strukturcharakterisierung aller Zielverbindungen durch
quantitative Auswertung der magnetischen Kernresonanzspektren (NMR, Kapitel 4.1.3).
Nachfolgend sollen die Untersuchungen der thermischen Eigenschaften beschrieben werden,
und es soll untersucht werden, ob diese den Voraussetzungen flr Amphiphile fir fluide
Modellmembranen entsprechen (Kapitel 4.2). AnschlieBend wird auf MeBmethoden
eingegangen, die speziell auf die verzweigten Amphiphile Anwendung finden. (Kapitel 4.3 u.
4.4 - Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration und Filmwaagenmessungen).
Dabei werden die Besonderheiten der  Struktur-Eigenschaftsbeziehungen der
unterschiedlichen Zielverbindungen dargestellt. Es wird versucht, einige Besonderheiten
dieser Ergebnisse zu deuten. Auf Grundlage dieser Resultate wurden einige der verzweigten
Amphiphile ausgewahlt, um die gezogenen SchluBfolgerungen anhand weiterflihrender

Messungen zu Uberprifen (Kapitel 4.5. - 4.7)

4.1 Molekulargewicht und Polydispersitat

4.1.1 Bestimmung der Dispersitat durch Gelpermeationschromatographie

Die Dispersitat der anionisch polymerisierten Makroalkohole und der meisten daraus
synthetisierten Zielverbindungen konnte durch Gelpermeationschromatographie (GPC)
bestimmt werden. Dazu wurde ein Styragel-Sdulensatz fiir niedermolekulare Polymere

verwendet (AusschluBgrenze: 162 Da, vgl. Kapitel 5.4.3).

Alle Makroalkohole 5a-g wurden charakterisiert, sowie die daraus synthetisierten Amphiphile
12a-e, 16a,b und 22. Die Typ A Amphiphile 25a-f besaBen in THF keine ausreichende
Loslichkeit, um mittels GPC analysiert werden zu kdnnen. Bei Verwendung von Chloroform
als Laufmittel wurde CUber die Dauer von 35 Minuten kein Detektorsignal im
Brechungsindexdetektor registriert. Es muB somit angenommen werden, daB die

Verbindungen aufgrund ihrer hohen Polaritat auf der Chromatographiesaule absorbierten.
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Abb. 4-1: GPC-Kurven der Makroalkohole 5a, 5b und 5g (a) und der daraus synthetisierten
Amphiphile 12a, 12b (b), 16a, 16b (c) und 22 (d) sowie die Strukturformelin.

Sackmann et al. sprechen von stark verldangerten Retentionszeiten [70]. In der Regel kann
dieses Problem durch einen Zusatz von einigen Prozent Methanol zum Laufmittel umgangen
werden, wozu keines der vorhandenen GPC-Systeme geeignet war. Aus diesem Grund

wurden die Phosphatidylcholine mit Hilfe der Elektronenspray
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Ionisation/Massenspektroskopie hinsichtlich des Zahlenmittels ihres Molekulargewichts und

ihrer Dispersitat untersucht (siehe Kapitel 4.1.2).

Tabelle 4-1: Ergebnisse der GPC-Analyse (Polystyrol- und Polyethylenoxidstandard im

Vergleich -

PS und PEO) der Makroalkohole und der daraus

synthetisierten Amphiphile mit Methoxyhexaethylenglykolkopfgruppe
(Strukturformeln vgl. Kapitel 9.2): Zahlenmittel des Molekulargewichts

(Mn) und Molekulargewicht des Kurvenmaximums (Mp) in g/mol, sowie

Polydispersitit; Zahlenmittel des Molekulargewichts laut *H-NMR Spektren

(vgl. Tabelle 4-1V).

Auswertung entsprechend
Kalibrierung mit PS Standard

Auswertung entsprechend
Kalibrierung mit PEO Standard

) peak ) peak ) Zahlen-
Verbindung | Zahlen- Polydis- | Zahlen- Polydis-
) molecular o ) molecular o mittel
mittel persitat mittel persitat
weight weight lt.'H-NMR
Mn Mn
Mp Mp
5a 640 697 1,30
5b 569 568 1,11
5¢ 478 510 1,07
5d 1578 1213 1,20
Se 906 959 1,17
5f 810 815 1,05
12a 1320 1314 1,02 691 686 1,01 839
12b 1168 1219 1,10 623 628 1,06 631
12¢ 1142 1160 1,01 609 617 1,01 681
12d 1563 1555 1,05 800 794 1,04 683
12e 1289 1354 1,04 676 704 1,03 824
16a 1790 2074 1,08 904 1039 1,07 1499
16b 1741 1781 1,02 880 893 1,01 1250
22 1508 1532 1,05 1207
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Exemplarisch sind die GPC-Kurven und allgemeinen Strukturformeln der Makroalkohole 5a, b
und f und der daraus synthetisierten Amphiphile REnHEGMe (12a und  12b),
(REN),EaHEGMe (16a und 16b) und RN,DeHEGMe, (22) in Abbildung 4-1 dargestellt. Eine

Zusammenfassung aller Ergebnisse findet sich in Tabelle 4-1.

Die Auswertung der GPC-Kurven erfolgte mittels Kalibrierung durch Polystyrolstandards. Die
Kurven der Amphiphile mit Methoxyhexaethylenglykolkopfgruppe (12, 16 und 22, siehe
Kapitel 9.2) wurden zusatzlich entsprechend einer Kalibrierung mit Polyethylenoxidstandards
ausgewertet (Kalibrierkurven siehe Kapitel 5.4.3). Die Werte der Polydispersitaten aus beiden
Auswertungen unterscheiden sich nur geringfligig (sieche Tabelle 4-I). Die Werte fir das
Zahlenmittel des Molekulargewichts bzw. fir das Molekulargewicht des Peakmaximums (Mp,
peak molecular weight) weichen jedoch deutlich voneinander ab. Zum Vergleich sind in der
Tabelle 4-1 ebenfalls die mittels 'H-NMR bestimmten Werte fiir das Zahlenmittel des
Molekulargewichts angegeben (vergleiche Tabelle 4-I1V). Fir die Amphiphile mit
Methoxyhexaethylenglykolkopfgruppe (12a-e, 16a-b und 22) ist die Kalibrierung mittels
Polyethylenoxidstandards geeigneter. Die Abweichung des GPC Werts vom NMR Wert fiir das
Zahlenmittel des Molekulargewichts ist geringer als entsprechend der Eichung mittels

Polystyrolstandard.

Die Makroalkohole waren mit einer Polydispersitat von 1,07 bis maximal 1,30 mit enger
Molekulargewichtsverteilung darstellbar. Samtliche Amphiphile besaBen eine enge
Molekulargewichtsverteilung mit einer Polydispersitét von 1,02-1,10. Die Differenz zum
jeweiligen Makroalkohol ergibt sich dadurch, daB alle Zielverbindungen und die
Zwischenstufen der Synthese durch Saulenchromatographie aufgereinigt wurden. Dadurch
wurde auBer den unerwinschten Nebenprodukten auch ein Teil der Zielverbindung mit
besonders hohem bzw. niedrigem Molekulargewichtsanteil abgetrennt und so die molekulare

Uneinheitlichkeit verringert.

Durch Gelpermeationschromatographie konnte somit eine enge Molekulargewichtsverteilung
der zu untersuchenden Substanzen nachgewiesen werden. Da es sich um eine
Relativmethode zur Bestimmung des Molekulargewichts handelt, missen weitere Messungen

zur Bestimmung der exakten Werte herangezogen werden.
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4.1.2 Molekulargewichtsbestimmung durch Elektronenspray Ionisation /
Massenspektroskopie (ESI/MS)

Bei der ESI/MS handelt es sich um eine Methode der Massenspektroskopie, die im Vergleich
zur MALDI/TOFF (Matrixunterstltzte Laserdesorption Ionisation Time of Flight) Methode sehr
viel weniger aufwendig ist. Die Methode der Ionisation ist sehr schonend - es entstehen
keine ionisierten Molekulfragmente - so daB die Spektren relativ einfach interpretierbar sind

[71]. Eine schematische Skizze einer typischen ESI-MS Apparatur ist in Abbildung 4-2 zu
sehen.

Durch ESI-MS konnte auch flr die Amphiphile mit Phosphatidylcholinkopfgruppe 25 eine
enge Molekulargewichtsverteilung nachgewiesen werden. Zudem wurden sehr genaue Werte
fur das Molekulargewicht erhalten.

Probenldsung

Gasgegenstrom

il ‘ é’ %_}Massen-

analysator

-

Y
Spraykapillare Elektrode

Abb. 4-2: Schematischer Aufbau einer ESI-MS-Apparatur.

Zur Analyse der Phosphatidylcholine wurden jeweils 0,3 ml einer ca. 5:10™ molaren Losung
in Methanol mit 0,3 ml einer Losung von Casium Iodid (100 mg/l) versetzt. Diese Losung
wurde mittels einer Probenschleife (50 pl) in einem konstanten Strom des flir die Analyse
verwendeten Lésungsmittels eingeschleust (Methanol, 5 pl/min.). Die aus der Spraykapillare
austretende Losung wird zu einem Aerosol, bestehend aus Mikrotropfchen, verspriht. Durch
eine Spannungsdifferenz zwischen der Spraykapillare und der Elektrode (= 2 kV) erhalten die

Mikrotropfchen eine Ladung und werden nach Beschleunigung in einem Massenspektrometer
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analysiert [72]. Als Beispiel fir die resultierenden MeBkurven zeigt Abbildung 4-3 die ESI-MS
Spektren der Verbindungen 25a und 25b.
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Abb. 4.3: ESI/MS Spektrum der Verbindungen 25a und 25b. m/z = Masse des Ions geteilt
durch seine Ladung, die Intensitdt des hochsten Peaks wurde mit 100%

gleichgesetzt.

Die Peaks der verschiedenen Polymerisationsgrade sind dabei deutlich erkennbar. Aus der
Intensitdt der Peaks und deren Wert flir m/z (Masse durch Ladung) lassen sich das Zahlen-
und Gewichtsmittel des Molekulargewichts sowie die Polydispersitat berechnen. Bei allen
Proben wurden nur einfach ionisierte Molekiile gefunden. Die Isotopenmuster konnten in

allen Fallen aufgeldst werden.

Fir die Verbindungen 25a und b zeigten diese Messungen einen Restgehalt an unhydrierten
Monomereinheiten von 11 bzw. 2%. Obwohl Verunreinigungen ab ca. 5% Anteil in NMR-
Spektren sichtbar werden [73], konnte im vorliegenden Fall kein Anhaltspunkt fir das
Vorliegen von Doppelbindungen gewonnen werden (vgl. Abb. 4-5). Eine nachtragliche
Hydrierung der restlichen Doppelbindungen konnte nicht erfolgen - diese hatte die
Phosphatidylcholinkopfgruppe zerstért. Doppelbindungen in Lipiden bewirken in der Regel
eine geringere Packungsdichte in der Membran und somit eine Fluidisierung. Die
Restunsattigung der Verbindungen 25a und b sollte aber einen geringen EinfluB auf ihr
Verhalten in Modellmembranen besitzen, da sie sowieso ein stark fluides Verhalten

aufweisen (vgl. Kapitel 4.4 - 4-7). Die Verbindungen 25c-e lagen vollstandig gesattigt vor.
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Tabelle 4-1I: Auflistung der Datenpunkte der ESI-MS Messungen von 25a und b:

myz (Masse durch Ladung) und zugehdrige Peakintensitat sowie die

Interpretation der Peaks entsprechend den Strukturformeln

in

Abbildung 4-4 und den daraus berechneten theoretischen Molmassen

der zugehdrigen Molekdile (Myeor ).

Probe m/z Intensitat Interpretation Miheor.
25a 622,3 6,8 [Bs,1:Cs]* 489,7
624,3 25,7 [A;Cs]* 491,7
676,3 31,3 [Bs2-Cs]* 543,8
678,4 10,1 [B41-Cs]” 545,8
680,4 79,8 [As-Cs]* 547,8
730,4 27,0 [Bs3-Cs]” 597,9
732,4 18,5 [B42-Cs]* 599,9
734,4 15,4 [Bs1-Cs]* 601,9
736,5 100,0 [As-Cs]” 604,4
786,5 12,5 [B43-Cs]” 654,0
788,5 10,4 [Bs2-Cs]* 656,0
790,5 11,2 [Be,1:Cs]” 658,0
792,5 54,1 [A;Cs]* 660, 1
846,6 6,3 [B;1-Cs]” 714,2
848,6 24,9 [Ag-Cs]” 716,2
904,7 58 [As-Cs]” 772,3
25b 456,1 90,2 [A;-Cs]” 3234
512,2 100,0 [A,-Cs]* 379,5
568,2 68,9 [As-Cs]” 435,6
622,3 8,0 [Bs,1:Cs]* 489,7
624,3 50,1 [A4+Cs]” 491,7
678,4 8,2 [B4,1-Cs]” 545,8
680,4 22,9 [As-Cs]” 547,8
734,4 6,3 [Bs,1-Cs]* 601,9
736,5 6,4 [As-Cs]” 604,0
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Tabelle 4-II gibt die Werte flr die Verbindungen 25a und b auf die fir ESI / MS-Messungen
ubliche Art wieder [72]. Angeflihrt sind jeweils die m/z Werte des Isotopenpeaks mit der
groBten Intensitdt sowie das mittlere Molekulargewicht der jeweiligen Peakgruppe, das
diesem Signal entspricht (mueor., Unter Berlicksichtigung aller Isotopen und ihrer Haufigkeit -
das Molekulargewicht von Casium wurde hier schon abgezogen). Daraus ergibt sich die
Interpretation des Peaks, also der Polymerisationsgrad entsprechend den verallgemeinerten
Strukturformeln in Abbildung 4-4.
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Abb. 4-4: Allgemeine Strukturformel der Molekile A, (Polymerisationsgrad n, alle
Monomereinheiten  geséttigt) und B,, (Polymerisationsgrad n+m, m

Monomereinheiten ungesattigt.

Aus den in Tabelle 4-II wiedergegebenen Werten fiir die Massen der Peakgruppen und der
jeweiligen Intensitat lassen sich das Zahlenmittel Mn, Gewichtsmittel Mw und die

Polydispersitat aller Verbindungen berechnen. Diese Daten sind in Tabelle 4-III aufgelistet.

Tabelle 4-1I1: Ergebnisse  der ESI-MS  Untersuchungen:
Zahlenmittel (Mn) und Gewichtsmittel (Mw) des
Molekulargewichts und Polydispersitat (PD).

Probe Mn Mw PD

25a 600,7 606,8 1,01
25b 451,8 474,1 1,05
25c¢ 430 442,8 1,03
25d 416,5 4314 1,04
25e 598,0 599,4 1,00
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Somit konnte mittels ESI/MS Spektroskopie ein exakter Wert fiir das Molekulargewicht aller
Phosphatidylcholine ermittelt werden. Die ermittelte Polydispersitat lag fir alle Verbindungen

im Bereich zwischen 1,00 und 1,05.
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4.1.3 Bestimmung der mittleren Molmassen und der Molekiilstruktur aus den *H-
NMR Spektren

Bei allen verzweigten Amphiphilen (12a-e, 16a-b, 25a-e und 22, siehe Kapitel 9.2) konnte

das Molekulargewicht durch das Flachenverhiltnis ausgewéhiter Peaks des 'H-NMR-
Spektrums bestimmt werden [74]. Friihere Untersuchungen haben gezeigt, daB die so
erhaltenen Werte mit Ergebnissen einer OH-Endgruppenbestimmung sehr genau
iibereinstimmen [52]. Die quantitative Analyse der 'H-NMR Spektren stellt also bei den
vorliegenden oligomeren Proben eine geeignete Methode zur exakten Bestimmung des

Molekulargewichts dar.
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Abb. 4-5: LH-NMR Spektrum von 25a mit Peakzuordnung und Integralen.

Zunachst wurde die Zahl der Wiederholungseinheiten mit Hilfe der Integrale Uber die Signale
entsprechend den unten angefiihrten Gleichungen 4-1 und 4-2 bestimmt. Aus den
erhaltenen Werten fir x (Anzahl der Ethylethylengruppen) und y (Anzahl der
Tetramethylengruppen) 1aBt sich wiederum das Molekulargewicht, die Lange des Riickgrats
und die Anzahl der Verzweigungen pro Kohlenstoffatom des Rickgrats bestimmen. Als
Beispiel zeigt Abbildung 4-5 das NMR Spektrum von 25a mit Zuordnung der Peaks und
Angabe der Integrale. Alle Ergebnisse sind in Tabelle 4-IV zusammengestellt. Fir die
Verbindungen 25a-e, die mittels ESI/MS untersucht wurden (vgl. Kapitel 4.1.2), sind die

Ergebnisse aus der massenspektroskopischen Analyse zum Vergleich aufgeftihrt.
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Tabelle 4-1V: Strukturaaten aller verzweigten Amphiphile (Strukturformeln vgl. Kapitel 9.2)
als Ergebnis aus den ‘H-NMR Spektren und ESI/MS. Mn: Zahlenmittel des
Molekulargewichts, x und y: durchschnittliche Anzahl der Ethylethylen- bzw.

Tetramethyleneinheiten,

C'..

Anzahl

der

C-Atome

im  Rlckgrat,

Verzweigungsgrad in %, das entspricht einem Verzweigungsgrad von einer

Verzweigung auf C/x Riickgratatome.

Probe Mn Zahlenmittel X y C % C/x  Zahlenmittel Mn
in g/mol aus ESI/MS

12a 839 53 0,6 18,9 90 3,6

12b 631 1,4 0,8 11,9 64 8,5

12c 681 2,1 0,9 13,9 70 6,6

12d 683 1,7 1,4 15,0 55 8,8

12e 824 3,2 2,4 21,9 57 6,8

16a 1499 5,9 0,1 18,2 98 3,1

16b 1250 2,8 1,0 15,6 74 5,6

22 1207 1,2 0,3 9,4 80 7,8

25a 592 53 0,5 18,7 91 3,5 600
25b 388 1,8 0,3 10,9 86 6,1 416
25¢ 445 1,9 1,2 14,9 61 7,8 430
25d 464 1,9 1,7 16,4 53 8,6 451
25e 568 2,0 3,4 23,5 37 11,8 598

Fir die Amphiphile RPC 25a-f zeigte sich, daB die Werte aus der ESI/MS Analyse gut mit den

Ergebnissen der NMR Spektroskopie Ubereinstimmen. Deshalb kann auch fir alle anderen

Amphiphile davon ausgegangen werden, daB die bestimmten Molekulargewichtszahlenmittel

mit dieser Methode korrekt bestimmt wurden.
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Die Tabelle 4-IV zeigt, daB neben der Variation der Kopfgruppe der hydrophobe Rest so
modifiziert werden konnte, daB sowohl Verbindungen mit hohem Anteil an Verzweigungen
(z.B. 12a, 25a) bzw. niedrigem Verzweigungsgrad (z.B. 25e) und unterschiedlichen
Polymerisationsgraden (von P=1,5 bei Verbindung 22 bis P=6 bei Verbindung 16a) vorlagen.
Folglich ist es gelungen, einen Satz von Amphiphilen zu synthetisieren, der geeignet ist, um

die Struktur-Eigenschaftsbeziehungen der Amphiphile eingehend zu untersuchen.

Die quantitative Auswertung der 'H-NMR Spektren lieferte somit genaue Werte fiir die
Anzahl der Tetramethylen- und Ethylethylenwiederholungseinheiten und damit fir das
Molekulargewicht und die Riickgratlange der hydrophoben Reste aller untersuchten
Amphiphile. Alle im Folgenden berechneten Konzentrationen beziehen sich auf die aus den
NMR-Spektren erhaltenen Werte fiir Mn.
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4.1.4 Bestimmung der Molekiikistruktur aus den >*C-NMR Spektren

Erste Studien der Polybutadienmikrostruktur anhand von *C-NMR Spektren stammen von
Duch und Grant [75]. Umfassende Strukturanalysen an hydrierten Polybutadienen wurden
von Randall durchgefuhrt [76-78]. Die Zuordnung der Peaks erfolgte dabei durch Vergleich
von IR- und NMR-Spektren von Polymeren mit fast ausschlieBlich Ethylethylen- bzw.
Tetramethyleneinheiten. Eine Sequenzanalyse ist an hydrierten Polybutadienen einfacher
durchflihrbar [76]. Flr die statistische Auswertung missen unhydrierte Polybutadiene als
Terpolymere, bestehend aus 1,4-cis-, 1,4-trans- und 1,2-Einheiten, behandelt werden, da
sich ¢is und trans Einheiten im NMR deutlich voneinander unterscheiden. Die Differenzierung
nach c¢is und trans entfallt fur hydrierte Polybutadiene, so daB sie flir die statistische
Auswertung als Copolymere aus zwei verschiedenen Monomerarten betrachtet werden

konnen.

Mittels quantitativer Auswertung der **C-NMR Spektren soll AufschluB {ber die Mikrostruktur
der vorliegenden Verbindungen erhalten werden. Besonders interessiert dabei die
Fragestellung, ob die erste Monomereinheit im AnschluB an die Butylgruppe des Initiators

favorisiert durch 1,2- oder 1,4-Addition eingebaut wird.

Zur Verringerung des Overhauser Effektes wurden die >*C-NMR Spektren mit verldngerter
Abklingzeit vermessen. Das bringt jedoch den Nachteil mit sich, daB die Zahl der Scans
erheblich sinkt. Zum Ausgleich war es ndétig, konzentrierte Probenlésungen (1 mM)
herzustellen. Wegen der niedrigen Ausbeute und den deshalb geringen synthetisierten
Mengen konnten von den Verbindungen 12a-e keine geeigneten Spektren zur quantitativen
Auswertung aufgenommen werden. Die Verbindungen 25a-e waren nicht in ausreichender
Menge in Chloroform léslich, sondern nur in Methanol. Dies erschwert eine Zuordnung der
Peaks, da das Losungsmittel den chemischen Shift zum Teil stark beeinfluBt und die
verwendeten Referenzspektren der Literatur ausschlieBlich in Chloroform aufgenommen
wurden. So wurde flr die Analyse auf die Verbindungen 5a-e zurtickgegriffen. Abbildung 4-6
zeigt ein *C-NMR Spektrum der Verbindung 5a. Zur besseren Ubersicht wurde nur der
Bereich zwischen 40 und 10 ppm dargestellt. Die Zuordnung der Signale der hydrierten
Butadien-Wiederholungseinheiten erfolgte anhand von Vergleichen mit der Literatur [77-79]
sowie durch *C-DEPT Spektren. Die Numerierung dieser Peaks folgt den bei Randall
verwendeten Bezeichnungen [78]. Die entsprechenden Strukturelemente sind der Tabelle 4-

IV zu entnehmen.

51



Kapitel 4 Analytik

40 35 30 25 20 15 10
ppm

Abb. 4-6: C-NMR Spektrum der Verbindung 5a im Bereich von 40 bis 10 ppm mit den
Bezeichnungen der Peaks nach Randall [78] bzw. entsprechend den
Strukturformeln in Tabelle 4-V.

Die in der Abbildung 4-6 nicht bezeichneten Peaks gehdren zu Kohlenstoffatomen der Butyl-
bzw. Hydroxyethylendgruppen der Molekiile. Diese Signale konnten durch Vergleich mit
Spektren von Modellverbindungen mit &ahnlicher Struktur [80, 81] und mit Hilfe der
Inkrementrechnung zugeordnet werden. Die Bestatigung der Zuordnung der Peaks der vier
Kohlenstoffatome des Initiator-Butyl-Segments erfolgte durch INADEQUATE (Incredible
Natural Abundance DoublE Quantum Transfer) Spektren [82]. Diese Aufnahmemethode soll
hier wegen ihrer Komplexitat nicht naher erklart werden. In der Regel wird ein horizontaler
Schnitt durch das zweidimensionale Spektrum abgebildet. So erhalt man die Hohenlinien des
Spektrums, aufgetragen in einem Koordinatensystem aus chemischer Verschiebung
(Abszisse) und der sogenannten Doppelquantenfrequenz (Ordinate, s. Abbildung 4-7).
Wichtig ist hier, wie bei jedem zweidimensionalen NMR Spektrum, die Wahl der richtigen
Schnittebene. Wird das Spektrum auf einer zu tiefen Ebene geschnitten, so werden auch
Peaks in Form von Hohenlinien abgebildet, die zum Rauschen gehoren; wird die
Schnittebene auf zu hohem Niveau angesetzt, gehen Peaks verloren. Zur Auswertung der

Spektren und sicheren Zuordnung der Peaks sollten deshalb mehrere Schnittebenen
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miteinander  verglichen  werden.  INADEQUATE-Spektren  erlauben, benachbarte
Kohlenstoffatome =zu identifizieren, die im zweidimensionalen Spektrum die gleiche
Doppelquantenfrequenz besitzen. Ist die chemische Verschiebung eines bestimmten
Kohlenstoffatoms des Molekiils bekannt, so kann ausgehend von diesem jedes nachfolgende
Kohlenstoffatom zugeordnet werden. Dazu wird eine zur Doppelquantenfrequenz-Achse
parallele Linie bei der Verschiebung des ersten Kohlenstoffatoms gezogen. Ausgehend von
den Hohenlinien, die diese Linie schneiden, werden waagerechte Hilfsgeraden eingezeichnet.
Diese schneiden ihrerseits Hohenlinien, die zu Peaks anderer Kohlenstoffatome gehdren. So
kdnnen Schritt flr Schritt die Kohlenstoffatome eines Molekiils zugeordnet werden. Diese
Methode versagt bei Polymeren mit statistischem Einbau von verschiedenen
Monomereinheiten, wie im vorliegenden Fall. Das heiBt, daB fir die Makroalkohole mittels
INADEQUATE-Spektrum nur die ersten vier Kohlenstoffatome zugeordnet werden kdnnen.
Da die *C-NMR Signale sowohl des dritten als auch des vierten Kohlenstoffatom des
Initiator-Butyl-Segments in ,Peak-Haufen” mit vielen Peaks &hnlicher Verschiebung lagen
(bei 26,35 und 26,27 ppm bzw. 32,82 und 32,36 ppm, vgl. Tabelle 4-V), war die
Verwendung der INADEQUATE Methode hilfreich, die jeweiligen Peaks dieser beiden

Kohlenstoffatome sicher zuzuordnen.

Abbildung 4-7 zeigt eine Schnittebene des zweidimensionalen Spektrums der Verbindung 5c.
Das erste Kohlenstoffatom des Butylsegments erzeugt einen Peak bei 14,55 ppm. Dieser
Peak kann anhand von Modellverbindungen eindeutig zugeordnet werden. Auch der Peak bei
23,16 ppm konnte eindeutig bestimmt werden. Er gehdrt zum zweiten Kohlenstoffatom des
Initiatorsegments. Dieses Kohlenstoffatom erzeugt im zweidimensionalen Spektrum zwei
Signale. Eines kann mit dem Peak bei 14,55 ppm korreliert werden, das andere verweist auf
einen Peak bei 26,27 ppm. Bei diesem zweiten Peak handelt es sich um das dritte
Kohlenstoffatom des Butylsegments, das somit eindeutig aus der Peakgruppe zwischen
27,42 und 26,27 ppm zugeordnet werden kann. Dieses korreliert mit zwei Peaks bei 32,82
und 32,36 ppm, womit auch das vierte Kohlenstoffatom zugeordnet werden konnte. Es
erzeugt zwei Signale im *C-NMR, je nachdem, ob die nachfolgende Monomereinheit eine
1,2- oder eine 1,4-Gruppe ist. Somit ist es gelungen, allen Kohlenstoffatomen des

Butylsegments einen Peak im **C-NMR Spektrum zuzuordnen.
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Abb. 4-7: Schnitt durch das zweidimensionale INADEQUATE-Spektrum der Verbindung 5c
mit Zuordnung der vier Kohlenstoffatome des Butyl-Initiator-Segments C1 bis C4

durch Korrelation der Signale im Héhenlinienprofil.
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Tab. 4-V:  Aufiistung aller Peaks der >C-NMR Spektren der Verbindungen 5a-e mit der

chemischen Verschiebung o in ppm, der Numerierung der Kohlenstoffatome

der Wiederholungseinheiten entsprechend der Abbildung 4-6, dem Struktur-

element des jeweiligen Peaks und der auf Anzahl der Kohlenstoffatome

normierten Peakintensitaten.

Peakintensitaten

o Nr. Struktur 5a 5b 5¢c 5d 5e
63,50 e, 026 029 011 028 0,20
61,74 o 014 024 060 035 0,38
61,68 " 0,14 0,32 019 0,13
006 1 00 .. 0
39,48 BUN 0,52
3924 2 oS 055 039 027 141 0,84
388 3 POSUOUUN 1,15 031 027 0,27
3827 4 PUSUUSY 053 033 025 057 029
37,14 3 036 028 023 0,17
36,90 " 022 032 028 029 046
3646 5 N e 1,38 074 050 1,13 048
35,99 023 028 029 031 045

OSSN 2,87 1,17 055 169 0,59
33,86 6
\/\/\D\)\./\A 1,04
33,60 7 0,90 1,01 329 241
AN
Und /\/\j\/

33,28 8 PSSO USY 05 070 022 065 0,7
32,82 0 09 078 045 060 0,39
32,36 oo 0,09 021 034 039 0,62
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Fortsetzung Tabelle 4-V

Peakintensitaten
) Nr. Struktur 5a 5b 5c 5d 5e

31,03 9 BV 045 034 014 101 0,38
30,65 10 BSOSV 049 043 052 188 1,28
30,18 009 021 039 016 0,51
29,74 11 i 046 108 187 683 10,88
29,45 034 039 012 067 0,88
27,42 12 PSS 0,37

27,15 13 . JaJd_._.. 051 050 043 257 1,69
27,04 ] 08 064 052 131 0,78
26,82 14 SO 08 071 034 062 035
26,64  u. SR U 059 041 055 052 0,16
26,52 15| 036 037 033 054 027
26,41 043 026 022 048 0,78
2635 0 034 051 058 045 0,97
26,27 055 072 067 197 023
23,16 %A)‘ 099 1,00 099 1,00 0,94
14,55 Lo 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
12,38 e, 0,44

11,94 " 0,32

11,26 | 16 052 047 036 163 0,98
11,12 O o 049 047 089 079 0,66
10,90 168 094 036 097 045
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Wegen Uberlagerung einiger Resonanzsignale und geringer Unterschiede in der
Verschiebung fiir die Kohlenstoffatome der 1,2- und 1,4-Wiederholungseinheiten ist eine
genaue Zuordnung der zugehorigen Peaks nicht immer maoglich. Dies ist der Fall fir
Peakgruppen von 27,04 bis 26,27 ppm sowie 34,86 bis 33,60 ppm. Fir eine Sequenzanalyse
werden allerdings nur die Integrale der Peaks 5, 6, 8, 9, 10 und 11 bendétigt. Nach Randal/
gelten fur die sechs Triaden aus 1,4- bzw. 1,2-Wiederholungseinheiten (angezeigt durch den

Index 1 bzw. 0) die folgenden Beziehungen:

Ny, =(Q/k)I, (4-3) N,o; = (1/k)I, (4-6)
Ny, =(1/K)I, (4-4) Noor = (1/K)Lyg (4-7)
Noio = 1/2K)Lg (4-5) Nooo = (1/4K)(1y; —%1y,) (4-8)

Es konnten auch andere Peakintensitaten zur Beschreibung der Triaden herangezogen
werden. Die obigen Gleichungen zur Beschreibung der Konzentration der verschiedenen
Triaden wurden ausgewahlt, weil die hierflir benétigten Intensitdten am einfachsten

bestimmbar und wenig durch Peakiberlagerung gestort waren.

Tabelle 4-V enthalt eine Auflistung aller Peaks mit der Verschiebung in ppm, der Zuordnung
entsprechend der Numerierung von in Abbildung 4-6 und dem jeweiligen Strukturelement.
Die angegebenen Peakintensitaten wurden normiert auf die Anzahl der Kohlenstoffatome,
die dem jeweiligen Signal entsprechen. Dazu wurde der Peak bei 14,55 ppm, der dem ersten
Kohlenstoffatom der n-Butyl-Einheit des Initiators entspricht als Referenzpeak verwendet.
Die Summe der Kohlenstoffatome ist in allen Fallen etwas hoher als flir die Verbindungen 12
und 25 in Tabelle 4-IV angegeben. Der Grund dafir ist die Reinigung der Zielverbindungen
per Saulenchromatographie, durch die besonders der hochmolekulare Anteil der Oligomere
abgeschnitten wurde, so daB die mittels quantitativer **C-NMR Spektroskopie untersuchten
Makroalkohole 5 ein hoheres Molekulargewicht besaBen als die daraus synthetisierten

Amphiphile.

Mit Hilfe der Gleichungen 4-3 bis 4-8 lassen sich aus den Peakintensitaten die
Konzentrationen der sechs verschiedenen Triaden berechnen. Tabelle 4-VI enthadlt diese
Auflistung inklusive des daraus berechneten Anteils an 1,2- und 1,4-Wiederholungseinheiten.
Die Werte stimmen nicht genau (iberein mit denen aus der quantitativen Analyse der ‘H-
NMR Spektren. So ergab die 'H-NMR Analyse fir die Verbindung 12d einen

Verzweigungsgrad von 55%. Die aus dem selben Makroalkohol synthetisierte Verbindung
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25d besitzt einen Verzweigungsgrad von 53%. Der Verzweigungsgrad des Makroalkohols 5d
hingegen wurde durch die *C-NMR Analyse zu 48% ermittelt. Bereits in Kapitel 4.1.3 wurde
erklart, woher diese Unterschiede riihren. Bei allen Verbindungen 12 und 25, die aus dem
selben Makroalkohol a-e synthetisiert wurden, treten geringe Unterschiede im
Molekulargewicht sowie im Verzweigungsgrad auf, da durch die Reinigung mittels
Saulenchromatographie jeweils ein Teil der Molekile mit den niedrigsten bzw. hdchsten
Molekulargewichten abgetrennt werden, wodurch sich auBer fir das mittlere
Molekulargewicht und die Polydispersitat (vgl. Kapitel 4.1.1) auch eine Differenz der Werte

fur den Prozentsatz an 1,2-Einheiten ergibt.

Den '*C-NMR Spektren kann auBerdem entnommen werden, ob die erste
Wiederholungseinheit nach der Butylgruppe des Initiators favorisiert entsprechend 1,2- oder
1,4-Addition angelagert wird. Diese Information kann aus den Peakintensitaten der Signale
bei 32,82 und 32,36 ppm abgelesen werden (s. Abbildung 4-8). Hier ist eine eindeutige
Zuordnung zum jeweils dritten Kohlenstoffatom der Butylgruppe mdglich. Der Peak bei 32,82
ppm entspricht dabei einem Molekil, bei dem auf das Initiatorsegment eine
Ethylethyleneinheit folgt, wohingegen das Signal bei 32,36 ppm von einer Gruppierung mit
Tetramethyleneinheit im AnschluB an die Butylgruppe stammt (vgl. Strukturen in Tabelle 4-
V). Die Tabelle 4-VI enthalt eine Auswertung dieser Daten.

Signal bei 32,82 ppm

\
Lstat.,. NN
1-x y gruppe
—
Butyleinheit erste Monomereinheit: 1,2

des Initiators

Signal bei 32,36 ppm
\

erste Monomereinheit: 1,4

Abb. 4-8: verallgemeinerte Strukturformel des Makroalkohols oder daraus synthetisierter
Amphiphile zur Verdeutlichung des Einflusses der Mikrostruktur auf die

chemische Verschiebung der *>C-NMR Signale im Initiator-Butylsegment.
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In allen Fallen ist der Gehalt an Monomereinheiten aus 1,2-Addition am Anfang der
Oligomerkette groBer als im Schnitt in der ganzen Kette. Fir die Verbindung 5a liegt der
Anteil an verzweigten Einheiten am Anfang der Kette bei 90%, auf die gesamte Kettenlange
kann ein Anteil von 87% verzweigter Gruppen nachgewiesen werden. Diese beiden Werte
weichen nur geringfligig voneinander ab und die Abweichung liegt innerhalb des
Fehlerbereichs fiir die Bestimmung der Integrale iber die *C-NMR Peaks. Fir die
Verbindung 5b ergibt sich eine groBere Differenz, namlich 71% 1,2-Einheiten in der
Gesamtkette des hydrophoben Restes gegeniber einer Wahrscheinlichkeit von 78% flr den
Einbau einer 1,2-Einheit am Anfang der Kette. Also ist die Wahrscheinlichkeit, daB eine 1,2-
Einheit als erste Monomereinheit nach dem Initiatorsegment eingebaut wird, um 10% grdBer
als die Einbauwahrscheinlichkeit (iber die gesamte Kette gemittelt. Flir die Verbindung 5e
sind es sogar 39% am Anfang der Kette statt 26% in der gesamten Kette. Dabei sinkt der
Gehalt an Verzweigungen in der Reihenfolge 5a - 5b - 5¢ - 5d - 5e. Insgesamt kann also
gesagt werden, daB die Wahrscheinlichkeit fur den Einbau einer Ethylethyleneinheiten am
Anfang der Kette um so groBer ist, je niedriger der Gesamtgehalt an Verzweigungen ist.
Dieses Ergebnis ist fur die Auswertung der Experimente mit Monoschichten wichtig (Kapitel
4.4). Ein hoherer Gehalt an Tetramethyleneinheiten am Anfang der Kette wirde bedeuten,
daB viele der Molekiile eine Sequenz aus wenigstens neun Kohlenstoffatomen vor der ersten
Verzweigung besitzen. Eine solche Verbindung sollte sich an der Wasser-Luft-Grenzflache
anders verhalten, als eine Verbindung mit statistisch verteilten Verzweigungen oder mit einer
groBeren Tendenz, 1,2-Einheiten gleich nach dem Initiatorsegment einzubauen. Zum Beispiel

wirden sie eine wesentlich geringere Kettensteifigkeit besitzen.
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Tab. 4-VI: Relative Konzentration der Triaden fur die Verbindungen 5a-e entsprechend

Gleichung 4-4 bis 4-9 und der daraus berechnete Prozentsatz der Ethylethylen-

einheiten (%1,2); zum Vergleich: Prozentsatz der Monomereinheiten aus 1,2-

Addition fir die Verbindungen 12a-e und 25a-e; Anteil der Ethylethyleneinheiten

als erste Einheit nach der Butyleinheit des Initiators entsprechend den Peaks bei

32,82 und 32,36 ppm.
a b C d e
Triaden flr die Verbindungen 2 relative Konzentration
N111 0,55 0,35 0,26 0,26 0,12
N110 0,26 0,27 0,24 0,17 0,10
NO10 0,06 0,10 0,05 0,05 0,04
N101 0,09 0,12 0,07 0,15 0,08
NOO1 0,09 0,15 0,25 0,29 0,26
NOOO 0,00 0,04 0,13 0,15 0,45
% 1,2 flr die Verbindungen 5 87 71 55 48 26
% 1,2 fur die Verbindungen 12 (Tab. 4-1V) 90 64 70 55 57
% 1,2 fur die Verbindungen 25 (Tab. 4-1V) 91 86 61 53 37
% 1,2 als erste Einheit fur die Verbindungen 5 90 78 57 60 39

Durch quantitative Analyse der *C-NMR Spektren konnte also AufschluB iiber die
Mikrostruktur der Makroalkohole 5a-e erhalten werden. Die so berechneten Werte flir den
Gehalt an Verzweigungen unterscheiden sich leicht von den Werten aus 'H-NMR
Untersuchungen der Verbindungen 12a-e und 25a-e, was aber in der Reinigung der
Amphiphile durch Sdulenchromatographie begriindet liegt. Es konnte weiterhin
nachgewiesen werden, daB der Einbau der Wiederholungseinheiten aus 1,2- und 1,4-
Addition gleichmaBig entsprechend dem Gesamtgehalt dieser Einheiten erfolgt und
insbesondere zu Beginn der Oligomerkette keine Haufung der unverzweigten

Tetramethyleneinheiten vorliegt.
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4.2 Differentielle WarmefluBkalorimetrie

Die Glasliibergangstemperaturen (Tg) bzw. Schmelztemperaturen (Tm) aller Amphiphile
wurden mittels differentieller WarmefluBkalorimetrie (DSC) bestimmt. Wie schon erwahnt
(Kapitel 3.1), wurde bei der Synthese angestrebt, nicht kristallisationsfahige Systeme zu
erhalten, um die Fluiditat der Mono- oder Doppelschichten dieser Amphiphile auch bei
Raumtemperatur und in Mischung mit kristallisationsfahigen Amphiphilen zu gewahrleisten.

Die Uberpriifung dieses Ziels war mittels DSC méglich.

Die untersuchten Substanzen wurden vorher 24 Stunden bei 40°C im Hochvakuum
getrocknet. Bei allen Proben wurde eine Messung mit einer Sequenz aus Heiz- und
Kihllaufen durchgefuihrt. Dabei wurden die Proben im ersten Kihllauf abgeschreckt, da bei
einer Abkuhlgeschwindigkeit von 40K/min im ersten Lauf keine aussagekraftigen
Thermogramme erhalten wurden. Das beeinfluBte den Tg der untersuchten Proben nur
geringfligig, wie aus einem Vergleich der erhaltenen Tg Werte aus erstem und zweitem
Heizlauf ersichtlich ist (s. Tabelle 4-VII). Alle Proben wurden entsprechend dem folgenden

MeBprogramm untersucht:

1. Kuhllauf von 60°C bis -110°C bei 400 K/min
15 min. bei -110 °C

1. Heizlauf von -110°C bis 60°C bei 20 K/min

2. Kihllauf von 60°C bis -100°C bei 40 K/min
10 min. bei -110 °C

2. Heizlauf von -110°C bis 60°C bei 20 K/min

Durch dieses Vorgehen erhalten die Proben eine einheitliche thermische Vorgeschichte, so
daB unerwinschte MeBeffekte durch Enthalpierelaxationen verringert werden konnen.
Untersucht wurden alle synthetisierten Amphiphile (mit verzweigtem und unverzweigtem
Rest).

In Abbildung 4-9 sind die DSC-Thermogramme aller anionisch polymerisierten Makroalkohole
5a-f und der daraus synthetisierten Amphiphile 12a-e, 16a und b, 22e und 25a-e sowie die
allgemeinen Strukturformeln abgebildet (Vergleiche auch Tabelle 4-1V). Tabelle 4-VII listet
alle Glaslibergangstemperaturen des ersten und zweiten Heizlaufs und die

Molekulargewichte sowie den Verzweigungsgrad auf.
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Abb. 4-9: DSC-Thermogramme der anionisch polymerisierten Makroalkohole 5a-f (a) und
der dgaraus synthetisierten Amphiphile 12a-e (b), 16a und b (c), 22e (d) und

25a-e (e) sowie deren allgemeine Strukturformein.
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Auffallig ist zunachst, daB keine der Substanzen mit anionisch polymerisiertem hydrophoben
Rest einen Schmelzpeak besitzt. Alle liegen vollkommen amorph vor und weisen eine
Glasubergangstemperatur von maximal -37 °C auf. Damit ist das Hauptkriterium der
Nichtkristallisationsfahigkeit erfillt, trotz hydrophiler Kopfgruppen, die stark zur Kristallisation

neigen.

Die Neigung zur Kristallisation der Kopfgruppe laBt sich besonders deutlich aus einem
Vergleich von Amphiphilen gleichen Typs mit gleicher Kopfgruppe aber mit unterschiedlichen
hydrophoben Resten (verzweigt und unverzweigt) ersehen. Abbildung 4-10a zeigt die DSC-
Thermogramme der Verbindung 22, (RN),De(HEGMe), in Gegentuberstellung mit der
Verbindung 23. Sie besitzt statt der verzweigten Reste zwei Octadecylamineinheiten. Diese
unverzweigte Verbindung weist eine Schmelztemperatur von 57 °C auf. Der
Schmelzendotherm wird schon durch einen sehr kurzen verzweigten Rest unterdriickt. Bei
Verbindung 22 handelt es sich um ein Amphiphil mit zwei
Methoxyhexaethylenglykolkopfgruppen und zwei ethylverzweigten Alkylketten mit einer
durchschnittlichen Rickgratlange von 9,4 Kohlenstoffatomen und 1,2 Verzweigungen pro
Kette (vgl. Tabelle 4-1V). Schon diese geringe Anzahl an Verzweigungen reicht aus, um

Nichtkristallinitat zu gewahrleisten.

Noch besser laBt sich der EinfluB des verzweigten hydrophoben Restes an der Abbildung
4-10b zeigen. Hier sind die Verbindungen 25a (ein Phosphatidylcholin mit einem
ethylverzweigten Rest mit durchschnittlich 18,7 Kohlenstoffatomen im Rickgrat) und 26
(ebenfalls ein  Phosphatidylcholin  mit einem  C18-Rest, aber unverzweigt)
nebeneinandergestellt. 26 besitzt einen Schmelzendotherm bei 47°C, 25a jedoch ist
vollstandig amorph. Des weiteren weist 26 eine Glasiibergangstemperatur von -41°C auf.

Durch die Verzweigung ist diese bei 25a um mehr als 10°C bis auf -52°C abgesenkt.

Mit Hilfe der Tabelle 4-VII und der Abbildung 4-9 lassen sich alle Amphiphile mit der gleichen
Kopfgruppe aber unterschiedlich verzweigten hydrophoben Resten vergleichen. Zunachst
laBt sich erkennen, daB das Molekulargewicht die Glastibergangstemperatur entscheidend
beeinfluBt. So hat die Verbindung 5a von allen Makroalkoholen 5 das groBte
Molekulargewicht (429 g/mol) und mit -63°C auch den hdchsten Wert flir Tg. Das gleiche gilt
flr die aus 5a synthetisierten Amphiphile 12a, 16a und 25a. Innerhalb ihrer Gruppe sind sie
jeweils die Amphiphile mit dem gréBten Molekulargewicht und mit der niedrigsten

Glasubergangstemperatur.
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Abb. 4-10: DSC-Thermogramme und Strukturformeln der ethylverzweigten Amphiphile 22
(a) und 25a (c) im Vergleich mit Amphiphilen gleichen Typs und mit gleicher
Kopfgruppe aber unverzweigtem hydrophoben Rest, 23 und 26.

Jedoch beeinfluBt auch der Verzweigungsgrad den Wert flir Tg. So besitzen die

Verbindungen 5b, 5c und 5d ein vergleichbares Molekulargewicht mit Werten zwischen 223
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und 287 g/mol. Von diesen drei Makroalkoholen weist 5b, die Verbindung mit dem hdchsten
Verzweigungsgrad (71%), die niedrigste Tg (-92°C) auf. Die Verzweigungen wirken also
schmelzpunkterniedrigend. Die Verbindung 5e besitzt ein mit 5a vergleichbares
Molekulargewicht (410 g/mol), jedoch weniger Verzweigungen. Hier wiirde ein Tg Wert
erwartet werden, der oberhalb dem von 5a liegt. Aus welchem Grund die Tg 5e entgegen

den Erwartungen bei -83°C liegt, ist nicht geklart.

Tabelle 4-VII: Ubersicht iiber die Glastemperaturiibergénge im ersten und zweiten Heizlauf
(Tgl bzw. Tg2 in ©°C) aller synthetisierten Amphiphile und die
Schmelztemperatur Tm der unverzweigten Amphiphile sowie Zahlenmittel des
Molekulargewichts Mw und Gehalt an 1,2-Verzweigungen in % (%1,2) (vgl.
Tabelle 4-1V und 4-VI).

ROH REnHEGMe (REn),EaHEGMe

Probe Tg Tg MW %1,2|Probe Tg Tg MW %1,2|Probe Tg Tg MW %1,2
1 2 1 2 1 2

5a -63 -64 429 87 | 12a -56 -55 839 90 | 16a -37 -36 1499 98
50 -92 -93 223 71 | 12b -63 -63 631 64 | 16b° -55 -55 1250 74
5 -64 -65 277 55 | 12c -66 -66 681 70
5d° -89 -90 287 48 | 12d° -69 -70 683 55

5" -83 -81 410 26 | 12" -65 -64 824 57
5f -66 -64
(RN),De(HEGMe), RPC
Probe Tg Tg Tm MW % Probe Tgl Tg2 Tm MW %
1 2
22  -63 -64 1207 80 252 -52 -51 502 91
25b° -69 -69 388 86
25¢° -76  -77 445 61
25d° 71 -72 464 53
25¢" -63 -62 568 37
23" 56 -56 57 1384 0 267 -41 -40 47 436 0

Verbindung besitzt mehr als einen Ubergang
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Verbindung besitzt Schmelzpunkt

Bei genauer Betrachtung der DSC-Thermogramme fallt auf, daB einige Substanzen mehr als
einen Ubergang zu besitzen scheinen. Dies ist bei allen untersuchten Verbindungen mit den
hydrophoben Resten d und e sowie bei den Verbindungen 5b, 5c, 16b, 25b und 25c der Fall.
Es ist auszuschlieBen, daB dieser Effekt durch eine Mikrophasenseparation auftritt, da
hydriertes Polybutadien selbst mit sehr unterschiedlichem Gehalt an 1,2- und 1,4
Verknipfung keine Entmischung zeigt und auch mit Oligoethylenglykol vollstandig mischbar
sein sollte. Vielmehr handelt es sich in diesem Fall um das Auftreten verschiedener
Uberginge, deren Herkunft hier nicht genau geklart werden konnte - ein Effekt, der unter
anderem fir Paraffine [83] und Perfluoralkane [84, 85] in der Literatur beschrieben wurde.
Diese besitzen im festen Zustand mehrere Phaseniibergdange, die durch die Anregung

verschiedener Segmentbewegungen entstehen.

Durch DSC Messungen konnte gezeigt werden, daB das Hauptkriterium, das an die
Amphiphile zur Bildung fluider Modellmembranen gestellt wurde, erflllt ist. Alle Amphiphile
mit hydrophobem Rest aus ionischer Polymerisation sind nichtkristallin, trotz Kopfgruppen

die zur Kristallisation neigen.
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4.3. Kiritische Mizellbildungskonzentration

Ein Indiz fir amphiphiles Verhalten ist das Auftreten einer kritischen
Mizellbildungskonzentration (CMC), also einer Konzentration des Amphiphils in Losung, ab
der die Oberflache bzw. die Subphase mit Amphiphilmolekiilen gesattigt ist und das
Amphiphil beginnt, in Losung Mizellen auszubilden [86].

Analytisch macht sich das bemerkbar durch eine abrupte Anderung verschiedener
physikalischer GroBen der Losung; die von der PartikelgroBe oder -zahl abhangen [87].
Quantitativ kann die CMC unter anderem durch die Messung der Oberflachenspannung, der
Leitfahigkeit [88], dem osmotischen Druck oder den Lichtstreueigenschaften [89] der Losung
bestimmt werden. In allen Fallen wird bei Erreichen der CMC eine Unstetigkeit der MeBgroBe

registriert, da sich hier das Verhalten des binaren Systems andert.

Eine sehr genaue Methode, die gerade zur Bestimmung kleiner CMC Werte immer beliebter
wird, bedient sich der Fluoreszenzspektroskopie [90-92]. Bei dieser Methode wird ein
hydrophober Fluoreszenzfarbstoff benutzt, der seine Fluoreszenzeigenschaften je nach
solubilisierendem Medium andert. Am gebrauchlichsten und am besten untersucht ist dabei
Pyren [93-95]. Abbildung 4-11 zeigt das Fluoreszenzspektrum von Pyren in Wasser bei
variierender Amphiphilkonzentration. Steigt die Konzentration des Amphiphils, nimmt die
Gesamtintensitat des Fluoreszenzspektrums zu. AuBerdem verandert sich die Feinstruktur
des Spektrums: die Intensitdten der einzelnen Peaks verandern sich im Verhaltnis

zueinander.

Der erste Peak des Fluoreszenzspektrums bei 373 nm, hier I; bezeichnet, entspricht einem
eigentlich symmetrieverbotenem (0,0)-Ubergang, also aus dem Vibrationsgrundzustand des
elektronisch angeregten Singulett 1 (S;) Niveaus in den Vibrationsgrundzustand des S,
Niveaus. Bei vielen aromatischen Verbindungen ist dieses Symmetrieverbot in polaren
Ldsungsmitteln jedoch teilweise aufgehoben (Ham-Effekt) [96] und seine Intensitdt steigt im
Verhaltnis zu den anderen Peaks des Spektrums. Der Peak I3 bei etwa 283 nm hingegen ist
nicht symmetrieverboten und somit vom Ldsungsmittel bzw. von der Polaritdt des
umgebenden Mediums weitgehend unabhdngig. Wird nun das Verhadltnis I;/I; Uber die
Konzentration aufgetragen, so ergibt sich eine Kurve, wie sie in Abbildung 4-12a fur das
Beispiel 25b dargestellt ist. Zur Auswertung wird zundchst eine sigmoidale Fitkurve durch alle

MeBpunkte gelegt. Der Schnittpunkt einer Gerade durch den Wendepunkt mit einer Gerade
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durch den Bereich geringer Amphiphilkonzentrationen markiert hierbei die Konzentration, bei
der erstmals Mizellen gebildet werden, also die CMC. Die Genauigkeit der Ergebnisse hangt
entscheidend von der Fitkurve durch die MeBpunkte ab. Diese wird deshalb mathematisch
nach der Methode der kleinsten Quadratsumme der Abstdnde berechnet und wo nétig nach

kleinen Amphiphilkonzentrationen hin extrapoliert.

— T — T 7 T T T T T
‘© L 5
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& | | c(25b)=
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Abb. 4-11: Fluoreszenzspektrum von Pyren in wéaBriger Losung von 25b bei
Konzentrationen oberhalb und unterhalb der  kritischen
Mizellbildungskonzentration (CMC von 25b = 0,004 mmol/l, vgl.
Tabelle 4-VIII).

Zur Messung der CMC wurde zunachst das im Hochvakuum getrocknete Amphiphil in
hochreinem Millipore” Wasser geldst. Der LoseprozeB wurde durch Behandlung mit
Ultraschall beschleunigt. Ausgehend von dieser etwa 5 mM Stammlésung wurden in
Fluoreszensquarzkivetten verdiinnte Losungen hergestellt und mit jeweils etwa 5 pl einer
0,2 mM Losung von Pyren in Aceton versetzt, so daB die Konzentration von Pyren bei ca.
41107 mol/l und damit knapp unterhalb der Séttigungskonzentration von Pyren in Wasser bei

20°C lag [91]. Die Losungen verschiedener Konzentration wurden unmittelbar nach der
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Praparation vermessen. Als Beispiel eines nach der oben beschriebenen Auswertung

erstellten Diagramms zeigt Abbildung 4-12a die MeBwerte I,/I; fiir die Verbindung 25b.

Zur Uberpriifung dieser Methode wurde die CMC der kéuflichen Verbindung
Pentaethylenglykolmonododecylether (Ci,Es) bestimmt. Das zugehdérige Diagramm ist in
Abbildung 4-12b dargestellt. Der ermittelte Wert fiir die CMC von 5,510 mol/l kommt dem
Literaturwert von 6,400° mol/l sehr nahe [97]. Dieser Unterschied von 0,9:10° mol/l
entspricht wegen der logarithmischen Darstellung der Konzentrationsachse einer Differenz
von 0,06 Einheiten auf der Abszisse und liegt damit innerhalb der Ablesegenauigkeit. Somit
kann der Fluoreszenzmethode zur Ermittlung der kritischen Mizellbildungskonzentrationen

vertraut werden.

13

a b / ;
16} )
_ 1,2t
CMC,, = ) CMC_ . =
(2] _6 — 1275
—14r  4,3x"mol/ = 5,5x10° mol/l
- 1,1}
1,2}
. 1,0
2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 7
- |og Cc - |0g C

Abb. 4-12: Diagramm des Intensitatsverhdéltnisses I1/13 als eine Funktion der Konzentration
von 25b (a) und der kduflichen Substanz Pentaethylenglykolmonododecylether
(Ci2Es) in waéBriger Losung. Der Wert fur die CMC ergibt sich aus dem
Schnittpunkt der Extrapolationsgeraden.

Neben der Messung bei 20°C wurde die CMC auch bei 30°, 40°und 50°C gemessen. Dazu
wurden keine frisch préparierten Losungen verwendet, sondern die Losungen, die zuvor bei
20°C vermessen wurden. Da die CMC-Werte sich durch das Altern der Losungen leicht
verandern [94], wurden die Ldsungen 24 Stunden gealtert und anschlieBend bei allen
Temperaturen vermessen, um die Werte bei hdherer Temperatur mit dem bei 20°C
erhaltenen vergleichen zu kdnnen. In einem Beispiel sind die so von der Verbindung 25d
erhaltenen Diagramme in Abbildung 4-13 wiedergegeben. In Tabelle 4-VIII sind die
Ergebnisse samtlicher Messungen zusammengefaBt. Abbildung 4-14 zeigt eine Ubersicht der

Strukturformeln aller vermessener Substanzen.
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Abb. 4-13: Diagramm des Intensitatsverhdltnisses I1/I3 als eine Funktion der
Konzentration von 25d unmittelbar nach der Préparation (grau)
bzw. nach 24 Stunden Alterung bei 20°, 30°, 40° und 50°C.

Zunachst einmal ist auffallig, daB alle Werte fiir die kritische Mizellbildungskonzentration in
einem recht engen Bereich von 0,9 bis 20,1010° mol/I liegen. Dies entspricht dem Bereich, in
dem auch die CMCs fir Verbindungen mit unverzweigtem hydrophoben Alkylrest dhnlicher
Lange und Penta- bzw. Heptaethylenglykolkopfgruppe (C.Es bzw. C,E;; x = 12-16) zu finden
sind (vgl. Tab. 4-VIII). Die CMC liegt damit erwartungsgemaB weit tiber der CMC von DPPC.
Dadurch, daB DPPC zwei hydrophobe C16-Reste besitzt, ist die CMC um GroBenordnungen
geringer (5010 mol/I bei einer Temperatur von 32°C) [98].

Weiter ist zu erwahnen, daB die CMCs der Phosphatidylcholine 25 (vgl. Abbildung 4-14) bei
ansteigender Temperatur alle der gleichen Tendenz unterliegen: die CMC steigt. Bei den
Verbindungen 12 mit einer Methoxyhexaethylenglykolkopfgruppe ist umgekehrt ein Absinken
der CMC mit zunehmender Temperatur zu verzeichnen. Beides entspricht den Trends bei in
der Literatur aufgefihrten Amphiphilen; nichtionische Tenside besitzen ihre niedrigste CMC
zumeist bei etwa 50°C [99] und zwitterionische bei 25°C [97]. Dies hat seine Ursache in der

zunehmenden Loslichkeit des hydrophoben Restes in Wasser mit steigender Temperatur,
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was Mizellbildung beeintrachtigt. Fir nichtionische Amphiphile spielt hingegen die

abnehmende Loslichkeit der Polyethylenoxidkopfgruppe in Wasser steigender Temperatur

eine starkere Rolle [100]. Dieser Effekt Uberkompensiert die Loslichkeitszunahme des

verzweigten Restes.

Tabelle 4-VIII: CMC (in 10° mol/l) aller mittels Fluoreszenzspektroskopie untersuchten

Amphiphile und zwei aus der Literatur entnommener (vgl. Abb. 4-14 fiir
Strukturformein). Die Werte der selbst vermessenen Substanzen wurden
direkt nach Préparation (n.g. = nicht gealtert) bzw. nach 24 Stunden
Alterung bei 20°, 30°, 40° und 50° ermittelt.

Probe n.g. 20°C 30°C 40°C 50°C
12b 3,9 8,1 3,1 1,7
12e 8,0 2,3 1, 1 019
22 4,3 9,8
25a 2,2 1,2 1,5 2,8 5,1
25b 4,3 3,6 5,0 8,7
25¢C 3,2 4,72 14,2 20,1
25d 5,1 1,3 4,4 7,8 13,2
25e 1,0 0,9 2,4 3,3

CioEs 55

CiE," 82

CiEs 1,7

* Literaturwert: 6,400° mol/l [101]

* Wert aus der Literatur entnommen
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Abb. 4-14:  Strukturformeln der verzweigten Amphiphile 12, 22 und 25 (vgl. auch
Tab. 4-1V) und der Amphiphile C,,E,.

Die CMC der Verbindung 22, einem Amphiphil mit zwei hydrophoben Resten (vgl. Abbildung
4-14), liegt ebenfalls im Bereich 10° mol/l. Auf den ersten Blick ist das erstaunlich, da fiir
Amphiphile mit unverzweigtem hydrophoben Rest gilt, daB der negativ logarithmische Wert
der CMC fiir ein Tensid mit zwei hydrophoben Resten knapp doppelt so groB ist wie der CMC
Wert fiir ein Tensid mit nur einem hydrophoben Rest gleicher Lange [98]. Unsattigung und
Verzweigung des hydrophoben Restes steigert die Ldslichkeit und senkt die CMC des
Amphiphils. So gilt flir Tenside mit unverzweigtem hydrophoben Rest unabhdngig von der

Art der hydrophilen Kopfgruppe die GesetzmaBigkeit:

logCMC = -a[N + b,

wobei a und b fur den Amphiphiltyp typische konstanten sind und N die Anzahl der C-Atome
des hydrophoben Restes wiedergibt [102]. Auch fiir Tenside mit einer Methylenseitengruppe
gilt, daB die CMC bei wachsender Hauptkette wesentlich geringer zunimmt als im Fall der

unverzweigten Amphiphile [41].
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Die in dieser Arbeit vorgestellten Substanzen besitzen einen sehr starken Verzweigungsgrad.
Es muB im vorliegenden Fall also gefolgert werden, daB der EinfluB aus den Verzweigungen
den Effekt der wachsenden Hauptkette bzw. des zweifachen hydrophoben Restes nahezu
kompensiert. Aus diesem Grund liegen auch die Werte der CMCs der Verbindungen 25a-e
innerhalb einer Zehnerpotenz, obwohl die Hauptkettenldnge in einem Bereich von
durchschnittlich 12,5 bis 23,5 C-Atomen variiert (vgl. Tabelle 4-IV). Diese geringe
Veranderung der CMC trotz langer Hauptketten (im Vergleich zu gebrauchlichen Tensiden
oder natirlich vorkommenden Lipiden) spiegelt die hohe Ldslichkeit der vorliegenden
Verbindungen wieder, die sich auch in den Filmwaagenmessungen bemerkbar macht (siehe
Kapitel 4.4).

Mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie konnte also tensidisches Verhalten des vorliegenden
Systems nachgewiesen werden. Der temperaturabhangige Trend der CMC ist mit den in der
Literatur beschriebenen Systemen vergleichbar. Der EinfluB der Kettenlange ist im Vergleich
zu unverzweigten Amphiphilen sehr gering. Durch den starken Verzweigungsgrad besitzen
die untersuchten Verbindungen eine CMC, die konstant im Bereich 10 mol/I liegt. Sie sind

damit wesentlich starker I6slich in Wasser als das nattirliche Amphiphil DPPC.
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4.4 Druck-Flachen-Diagramme

Langmuir erkannte bereits 1917, daB amphiphile Substanzen einen Film auf einer
Wasseroberflache bilden kénnen, der exakt die Dicke einer Molekdlschicht besitzt [103]. Das
Verhalten eines solchen Langmuirfilms wird mit Hilfe einer Filmwaage (Abb. 4-15)
untersucht. Dabei wird ein monomolekularer Film der zu untersuchenden Substanz an der
Wasseroberflache zwischen zwei PTFE-Barrieren komprimiert. Der Druck 1tin mN/m auf die
schwimmende Teflonbarriere wird in Abhangigkeit der Flache zwischen Barriere und
Trogwand bzw. der daraus errechneten Flache pro Molekil gemessen. Aus den so
aufgenommenen Isothermen kdnnen unter anderem Informationen Uber den Flachenbedarf
eines Amphiphils an der Wasser-Luft-Grenzflache und eine qualitative Aussagen Uber die
Stabilitdt dieses monomolekularen Films gewonnen werden [104]. Fir die
Phosphatidylcholine soll mit dieser MeBmethode ein Zusammenhang zwischen der Struktur

des verzweigten hydrophoben Rests und des Flachenbedarfs hergestellt werden.

Torsion{gdraht
schwimmende bewegliche Barriere
V. Barriere «
[EAAWATEHREY |
PTFE-Trog

Abb. 4-15: Schematische Skizze einer Langmuir-Filmwaage.

Im Folgenden sollen zunachst die Ergebnisse der Filmwaagenmessungen der einzelnen
Amphiphile betrachtet werden (Kap. 4.4.1). Dabei soll der Flachenbedarf in Zusammenhang
mit der Konstitution und Konformation der einzelnen Verbindungen gesetzt werden.
AnschlieBend sollen die Resultate der Messungen in Mischung mit dem natirlichen Lipid

DPPC naher beleuchtet werden.
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4.4.1 Isothermen der Reinsubstanzen

Fir die Messung wurde eine genau abgemessene Menge (wenige pl) einer etwa 5mM
Ldsung der grindlich im Hochvakuum getrockneten Substanz in hochreinem Chloroform auf
der Wasseroberflache gespreitet und anschlieBend mit Hilfe der beweglichen Teflonbarriere
komprimiert. Alle verzweigten Amphiphile besaBen eine relativ hohe Wasserloslichkeit, wie
auch schon bei der Messung der CMC deutlich wurde (Kapitel 4.3). Um Substanzverluste
durch Ldsen in der Subphase gering zu halten und somit verlaBliche MeBergebnisse zu
erhalten, wurde die Zeit zur Verdunstung des Chloroforms aus der Grenzschicht mit etwa
einer Minute relativ kurz gehalten. Es kann trotzdem davon ausgegangen werden, daB3 die
pro Messung gespreiteten ca. 20 ul Chloroform in dieser Zeit vollstandig verdunstet waren.
Der Film wurde mit einer Geschwindigkeit von 30 cm?/min komprimiert. Unter diesen
Bedingungen konnten reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden. Der erste bemerkbare
Anstieg des Drucks in der Auftragung, der Lift-off, entspricht dem Flachenbedarf eines
Amphiphilmolekdls. Die Abbildungen 4-16 und 4-17 zeigen auf diese Weise aufgenommene
Isothermen fiir die Verbindungen 12e 16b und 22 - als Beispiel fir Amphiphile mit einer
Methoxyhexaethylenglykol —Kopfgruppe - sowie 25e - stellvertretend flr die
Phosphatidylcholine. In Abbildung 4-16 wird die Auswirkung der Temperaturvariation
veranschaulicht. Der Vergleich in Abbildung 4-17 soll zur Verdeutlichung des Einflusses der
Kopfgruppe dienen. Die Druck-Flachen-Diagramme der (brigen verzweigten Amphiphile sind
vergleichbar mit ihren jeweiligen Stellvertretern. Tabelle 4-IX enthalt eine Zusammenstellung

der Daten aller verzweigten Amphiphile.

Auffallig ist, daB der Lift-off mit zunehmender Temperatur bei abnehmender Flache pro
Molekll zu verzeichnen ist. Das Verhalten unverzweigter Tenside zeigt genau
entgegengesetzte Tendenz - bei steigender Temperatur nimmt auch der Flachenbedarf zu
[105]. Das Verhalten in diesem Fall 1aBt sich mit der nicht zu vernachlassigenden Loslichkeit
der Verbindungen in Wasser erklaren, die bei steigender Temperatur noch zunimmt. Diese
zeigt sich ebenfalls ganz deutlich in den Relaxationskurven der Amphiphile. Aus technischen
Grinden konnten nicht von allen Amphiphilen Relaxationskurven erhalten werden. Von den
vier Verbindungen, von denen Relaxationskurven aufgenommen werden konnten (Abbildung
4-18), kann nur 25a stabil genannt werden. Das Amphiphil 25d desorbiert aus noch nicht
geklarten Ursachen nach etwa 80 Minuten schlagartig von der Grenzflache, im Fall von 25c
sowie 12d zeigen die Kurven einen exponentiellen Abfall mit einer Halbwertszeit von etwa 8

bzw. 40 Minuten.
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Abb. 4-16: Druck-Fidchen-Diagramme von 12e (a), 16b (b), 22 (c) und 25¢e (b) bei 20°, 30°,
40° und 50°C. Die in der Legende angegebenen Werte bezeichnen die jeweiligen
Werte fir den Fidchenbedarf des Amphiphils.

Aus den Abbildungen 4-15 und 4-16 wird auBerdem klar, daB die Isothermen der Amphiphile
mit Methoxyhexaethylenglykolkopfgruppe einen wesentlich héheren Flachenbedarf besitzen
als die Amphiphile mit Phosphatidylcholinkopfgruppe und zudem der Lift-off schwierig zu
bestimmen ist, da der Anstieg weniger abrupt erfolgt. Dies hat seinen Ursprung in
Konformationsiibergangen der Kopfgruppe [106, 107], die bei wesentlich hoheren Drlicken
stattfinden, als die Aufrichtung der hydrophoben Reste [108]. Durch diese sogenannte
pancake-to-mushroom Phasenumwandlung [109], einer Desorption von der Wasser-Luft-
Grenzflache, die in Abbildung 4-19 schematisch verdeutlicht ist, werden die Isothermen
schwer analysierbar beziiglich ihres Flachenbedarfs. Aus diesem Grund wurden in Tabelle 4-
IX fir die Amphiphile 12, 16 und 22 als Werte flr den Lift-off die jeweiligen Flachen bei

einem Druck von 0,5 mN/m angegeben. Im Vergleich der Werte dieser drei Typen fallt auf,
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daB der Flachenbedarf flir das Amphiphil mit zwei Methoxyhexaethylenglykol-Kopfgruppen,
22, doppelt so groB ist wie der Wert fir die Ampihpile mit nur einer HEGMe-Kopfgruppe.
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Abb. 4-17:  Druck-Fldchen-Diagramme von 12e, 16b, 22 und 25e im Vergleich bei

20° Die in der Legende angegebenen Werte bezeichnen die
Jeweliligen Werte fiir den Fldchenbedarf des Amphiphils.
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4-18: Relaxationskurven der Verbindungen 12d, 25a, d und c. Der Druck ist in relativen
Einheiten angegeben. Startdruck war jeweils 15 mN/m.
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Tabelle 4-IX: Werte fir den Fldchenbedarf an der Wasser-Luft-
Grenzflache  aller ~ Amphiphile — mit  verzweigtem

hydrophoben Rest in A?/Molekiil in Abhéngigkeit von der

Temperatur.
Flachenbedarf in A%/Molekiil bei

Probe 10°C 20°C 30°C 40°C 50°C
12a 258 251 223 223 223
12b 389 316 240 178
12¢ 302 399 398 394
12d 141 144 138 134 134
12e 225 220 212 183
16a 272 265 265 250
16b 234 225 223
22 598 575 600
25a 90 86 82 81
25b 86 81 69 66
25¢ 75 64 62 57
25d 71 69 66 66
25e 63 62 60
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Abb. 4-19: Schematische  Darstellung  eines  mdglichen

pancake-to-mushroom Uberganges [109].

Frihere Untersuchungen an Verbindungen, die den Amphiphilen 16 ahnlich waren, allerdings
nur einen Ethoxytriethylenglykolrest besaBen, ergaben interessanter Weise einen
Flschenbedarf in der gleichen GréBenordnung - 320 A%/Molekiil [110]. Durch diese
Ergebnisse wird somit gezeigt, daB flir Amphiphile mit verkappter kurzkettiger
Oligoethylenglykolkopfgruppe der Flachenbedarf hauptsachlich von der hydrophilen

Kopfgruppe und nur untergeordnet von der Struktur des hydrophoben Restes bestimmt wird.

Genauer als die Amphiphile mit HEGMe-Kopfgruppe lassen sich die Isothermen der
Phosphatidylcholine analysieren. Hier hangt der Lift-off Wert nur von der hydrophoben Kette
ab. Der Platzbedarf eines Molekiils DPPC liegt bei etwa 89 A%/Molekiil [111]. Beim Vergleich
der Struktur des DPPC mit der eines verzweigten Amphiphils 25 ist ersichtlich, daB fiir 25 ein
ahnlicher Wert flr den Lift-off zu erwarten ist. Zur Verdeutlichung sind in Abbildung 4-20
Kalottenmodelle der Verbindungen DPPC und 25a dargestellt. Die Verbindung 25a besitzt
laut quantitativer Auswertung der 'H-NMR Spektren durchschnittlich 5,3 Ethylethylen-
Einheiten und 0,5 Tetramethyleneinheiten (vgl. Tabelle 4-1V). Vereinfacht reprasentiert das
unten dargestellte Molekil mit finf Einheiten aus 1,2-Addition und einer Einheit aus 1,4

Addition also die Mischung 25a.

Unter den Phosphatidylcholinen besitzt 25a den hochsten Verzweigungsgrad. Fur diese
Verbindung wird also der hochste Flachenbedarf erwartet. Aus Tabelle 4-IX [aBt sich

entnehmen, daB dies im Experiment auch der Fall ist. Es liegt nahe, den geringeren
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Flachenbedarf aller anderen Phosphatidylcholine durch die Ausbildung glinstigerer sterischer
Anordnungen bei zunehmendem Druck zu erkldren. Ahnliche Effekte wurden bereits fiir

verschiedene monosubstituierte Amphiphile beschrieben [112, 113].

Flr eine weitere Betrachtung der Flachenbedarfswerte ist es hilfreich, die verzweigten
Amphiphile vereinfacht als aus Zylindern zusammengesetzt zu sehen. Abbildung 4-21 stellt
ein verzweigtes Phosphatidylcholin im Zylindermodell dar. Der auBerst links dargestellte
Block entspricht dabei immer der n-Butyl-Einheit des Initiators, der rechte Block hingegen
einer Phosphatidylcholinkopfgruppe. Die Hohe einer Ethylethyleneinheit betragt dabei etwa
5,7 &, die Hohe einer Tetramethyleneinheit 2,7 A.

Abbildung 4-20: Kalottenmodell der Verbindung DPPC und eines Molekdils,

das die Verbindung 25a reprasentiert.

Die Verbindung 25c besitzt 1,9 verzweigte Einheiten und 1,2 lineare Einheiten (vgl. Tabelle
4-1V). Naherungsweise sind das also zwei Einheiten aus 1,2-Addition und eine Einheit aus
1,4-Addition. Abbildung 4-22 zeigt im Kalottenmodell die drei Einzelmolekile, die dieses

Gemisch reprasentieren.
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5.4A 2.7A

Butyleinheit Monomereinheit Monomereinheit Kopfgruppe

des Initiators aus 1,2-Addition aus 1,4-Addition

Abb. 4-21: Darstellung eines verzweigten Phosphatidylcholins im Kalottenmodell und

LZylindermodell”.

Abb. 4-22: Drei Einzelverbindungen mit jeweils einer linearen und zwei
verzweigten Monomereinheiten, die das Gemisch der Verbindung

25c¢ représentieren.

N

7
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Abb. 4-23: Drei Einzelmolekdile, welche die Verbindung 25c

&
<

reprasentieren - glinstige sterische Anordnung
bei  Komprimierung  des  Langmuirfilms,

dargestellt im Zylindermodell.
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Ausgehend von der Annahme, daB3 alle drei Einzelverbindungen in gleichen Mengen im
Gemisch 25c vorliegen, daB also die Verzweigungen statistisch verteilt Uber den
hydrophoben Rest vorliegen, zeigt Abbildung 4-23 auf, was bei Komprimierung eines
Langmuirfilms von 25c passiert. Die Molekule kdnnen dem Druck teilweise durch glinstige
sterische Anordnung im Langmuirfilm ausweichen. Dadurch reduziert sich der
durchschnittliche Flachenbedarf eines Molekils. Die Hohe der drei dargestellten Molekdle
betrdgt nun nicht mehr 3 x 5,7 A = 17,1 A, sondern 14,1 A. Die durchschnittliche Héhe pro
Molekiil verringert sich damit um 17,5 % auf 4,7 A. Bei Vernachlassigung der ,Tiefe” der
Molekiile, die sich in dieser Skizze nicht verringert, wird ein Flachenbedarf von 74 R2/Molekill
erwartet. Es handelt sich dabei um eine stark vereinfachte Modellvorstellung, jedoch weicht
der so abgeschétzte Wert nur wenig vom tatséchlich gemessenen Wert von 75 A%/Molekill
ab.

In einem weiteren Beispiel zeigt Abbildung 4-24 nach dem Zylindermolekil die
Einzelmolekiile, die stellvertretend fiir die Verbindung 25d gezeichnet werden kénnen. 25d
besitzt 1,9 Einheiten aus 1,2-Addition und 1,7 Einheiten aus 1,4-Addition (x = 1,9; y = 1,7;
vgl. Tabelle 4-1V). Fir die Zeichnung sind das vereinfacht zwei Ethylethylen-Einheiten pro
Molekil und eine bzw. zwei Tetramethyleneinheiten auf jedes zweite Molekil. Fir x = 2 und
y = 2 gibt es dabei sechs verschiedene Anordnungsmdglichkeiten, flir x = 2 und y = 1
insgesamt drei. Da jedes zweite Molekil 2 y-Einheiten tragen soll, missen die moglichen
Kombinationen flir x = 2 und y = 1 jeweils doppelt gezahlt werden. (Das entspricht den
oberen sechs Molekiilen auf der linken Seite von Abbildung 4-24.) Auf diese Weise lassen
sich zehn der zwoIf Molekile kombinieren. Das entspricht einer Reduzierung der
durchschnittlichen Hohe eines Molekiils um 22 % auf 4,45 A. Wiederum kommt der somit
erwartete Flachenbedarf von 70 A%/Molekiil dem experimentell bestimmten Wert von 71

R?/Molekiil duBerst nahe.

Die auf diese Weise ermittelten ,theoretisch” erwarteten Werte fur den Flachenbedarf sind in
Tabelle 4-X den tatsachlich ermittelten Werten gegentbergestellt. In allen Fallen stimmen
beide Daten auffallend gut Uberein. Dieses Modell kann deshalb als eine gute Naherung des
tatsachlichen Sachverhalts gelten, obwohl es einige grobe Vereinfachungen beinhaltet. So
beriicksichtigt es nur die Reduzierung der durchschnittlichen ,Hhe” von 5,7 A des Molekills,
nicht die Reduzierung der Querschnittsfléche bei gleichbleibender Breite von 2,7 & (vgl. Abb.
4-21). Fiur die Ermittlung der ,ZylindermaBe” wurden die Bindungsabstande der C-C und C-H
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Bindungen herangezogen. Der Molekiil-Molekiil-Abstand wird aber wesentlich iber 5,7 A&
liegen. Der anschaulichen Wiedergabe der Rechnungsvorstellung wegen sind auBerdem die
Anzahl der Monomereinheiten aus 1,2- und 1,4 Addition leicht verandert worden. Weiterhin
handelt es sich nicht um molekular einheitliche Verbindungen, sondern um Gemische aus
Einzelmolekulen unterschiedlichen Polymerisationsgrades, wie zum Beispiel aus den ESI/MS-
Spektren (Abbildung 4-3) ersichtlich ist. Trotz all dieser Naherungen ergibt die
Modellvorstellung gut angendherte Werte flir den Flachenbedarf der verzweigten

Phosphatidylcholine.

:
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Abb. 4-24: 25d dargestellt im Zylindermodell als Menge aller méglichen Anordnungen von
Monomereinheiten aus 1,2- und  1,4-Addition  entsprechend  den
durchschnittlichen Werten aus quantitativer ‘H-NMR Auswertung [0 Ubergang in

eine sterisch giinstige Anordnung bei Komprimierung des Langmuirfilms.
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Tab. 4-X: Gegendiberstellung der nach dem Zylindermodell theoretisch
erwarteten Werte fir den Flachenbedarf (Ao theor.) mit dem

experimentell ermittelten Wert - jeweils in A /Molekiil,

Probe 25a 25b 25¢c 25d 25e
Ao theor. 90 83 74 70 66
Aoir EXP. 90 86 75 71 63

Mittels Filmwaagenmessungen konnte gezeigt werden, daB der Flachenbedarf der
Amphiphile mit Methoxyhexaethylenglykolkopfgruppe hauptsachlich von der Anzahl der
Kopfgruppen abhangig ist. Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen Flachenbedarf
und Struktur der verzweigten Phosphatidylcholine hergestellt werden. Mit einer einfachen
zweidimensionalen Betrachtung ist es gelungen, die Werte flir den Fachenbedarf

bemerkenswert genau abzuschatzen.
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4.4.2 Isothermen der verzweigten Amphiphile in Mischung mit DPPC

Durch Untersuchung des Verhaltens der Langmuirfilme von Gemischen aus verzweigtem
Amphiphil und DPPC sollen Aussagen Uber die Fluidisierung und Stabilitdt der Monolayer
bezuglich Desorption der Amphiphile von der Wasser-Luft-Grenzflache und Entmischung

getroffen werden.

Fir die Herstellung zweikomponentiger Langmuirfilme wurden Mischungen aus den
Losungen aller verzweigten Amphiphile und DPPC hergestellt und diese auf der
Wasseroberflache  gespreitet. Das  weitere  Vorgehen  erfolgte analog den
Filmwaagenmessungen der Reinsubstanzen (vgl. Kapitel 4.4.1). Die Abbildungen 4-25 bis 4-

27 zeigen exemplarisch einige der so aufgenommenen Mischungsisothermen.

Die Isotherme flir reines DPPC bei 20°C ist in jeder der Einzelabbildungen zum Vergleich
eingezeichnet. Sie steigt das erste Mal bei einer Flache von 89 A%/Molekiil iiber einen Druck
von 0 mN/m an. Dies ist der charakteristische Lift-off, der den fir DPPC typischen
Flachenbedarf an einer Wasser-Luft-Grenzflache bei dieser Temperatur anzeigt. Bei einem
Druck von etwa 7 mN/m geht die Kurve in ein Plateau Uber. Dies zeigt den Beginn des
sogenannten Liquid Expanded/Liquid Compressed (LE/LC) Koexistenzbereiches an [114]. Das
bedeutet, daB bei zunehmender Kompression der Langmuirfilm dem Druck ausweicht, indem
Bereiche gebildet werden, in denen die Molekiile analog einem Feststoff - /iquid compressed
- vorliegen. Ein solcher Koexistenzbereich ist flir keines der verzweigten Amphiphile zu
erwarten. Da sie in der Reinsubstanz nicht kristallisieren (vgl. Kapitel 4.2), kdnnen sie auch

an der Wasser-Luft-Grenzflache keine kristallinanaloge Phase ausbilden.

Die Abbildungen 4-25 bis 4-27 enthalten Abbildungen der DPPC-Mischungsisothermen aller
untersuchten Amphiphiltypen: der Amphiphile mit einer Methoxyhexa-
ethylenglykolkopfgruppe und einem verzweigten hydrophoben Rest (12a und 12e in Abb. 4-
25), der Amphiphile mit zwei hydrophoben Resten und einer bzw. zwei PEO-Kopfgruppen
(16a bzw. 22 in Abb. 4-26), und der Phosphatidylcholine (25a und 25c in Abb. 4-27). Die
Auswahl wurde so getroffen, daB jeder Amphiphiltyp reprasentiert ist und daB die

Besonderheiten einiger Mischungen (s.u.) herausgearbeitet werden kdnnen.
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Abb. 4-25: Isothermen

der verzweigten Amphiphile
ethylenglykolkopfgruppe 12a (a) und 12e (b) in
unterschiedlichem Mischungsverhdltnis bei 20°C.

mit Methoxyhexa-
Mischung mit DPPC in
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Abb. 4-26: Isothermen der verzweigten Amphiphile mit Methoxyhexaethylenglykol-

kopfgruppe 16a (a) und 22 (b) in Mischung mit DPPC in unterschiedlichem
Mischungsverhéltnis bei 20°C.
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Abb. 4-27: Strukturformein und Isothermen der Phosphatidylcholine 25a (a) und 25c (b) in
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Mischung mit DPPC in unterschiedlichem Mischungsverhdéltnis bei 20°C.
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Die Mischungsisothermen besitzen alle einige Gemeinsamkeiten. Die Isothermen der 1:20
Mischung entsprechen noch sehr gut den Kurven fiir reines DPPC. Der Lift-off liegt ebenfalls
bei ca. 89 A*/Molekiil oder bei etwas hoheren Werten, und es erfolgt ein Ubergang in das
Plateau bei 6 bis 7 mN/m. Die Steigung ab einem Druck von etwa 8 mN/m ist allerdings
geringer als bei reinem DPPC, was teilweise durch die nicht vernachlassigbare Loslichkeit der
verzweigten Amphiphile in der Subphase zu erklaren ist. Die Kurven mit einem hoheren
Anteil an verzweigtem Amphiphil besitzen einen Lift-off zwischen dem Wert des reinen
DPPCs und dem des reinen synthetisierten Amphiphils entsprechend des
Mischungsverhaltnisses. Die Isothermen flachen dabei ab. Tabelle 4-IX faBt die Werte fir

den Flachenbedarf aller untersuchten Mischungen zusammen.

Die Isothermen der Mischungen mit den Substanzen 12e, 16a, 22 und 25a sind dargestellt,

weil sie, im Gegensatz zu 12a, 25¢ und den nicht gesondert abgebildeten
Mischungsisothermen, eine Besonderheit aufweisen. Bei bestimmten Mischungsverhaltnissen
und hoheren Drilicken tritt ein zweites Plateau auf. So zum Beispiel flir 12e bei den
Mischungsverhadltnissen 1:10 und 1:1 ab ca. 48 mN/m oder flr 25a bei einem 1:10
Verhaltnis ab 20 mN/m. (Fur alle nicht abgebildeten Substanzen gilt gleiches Verhalten wie
fur die wiedergegebenen Filmwaagenkurven der zweikomponentigen Langmuirfilme aus
DPPC und 12a bzw. 25c. Das heiBt, in allen anderen Fallen tritt kein zweites Plateau auf.)
Die naheliegendste Erklarung ist, daB diese Amphiphile nicht vollstandig mit DPPC mischbar
sind und bei einem Mischungsverhaltnis von 1:10 eine Mischungsliicke erreicht wird. Das
Plateau bei niedrigen Driicken wiirde dann den Ubergang einer DPPC reichen Phase in den
LE/LC-Koexistenzbereich anzeigen, wahrend sich bei hdheren Driicken die Umwandlung der
DPPC armen Phase vollzieht. Diese Annahme lieB sich durch erweiterte
Fluoreszenzfilmwaagenmessungen nicht bestatigen (Kap. 4.4.3) und konnte auch nicht durch

DSC Messungen an waBrigen Amphiphilmischungen gestiitzt werden (Kap. 4.5).
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Tabelle 4-XI: Werte fir den Flachenbedarf an der Wasser-Luft-
Grenzflache  aller  Amphiphile  mit  verzweigtem
hydrophoben Rest in Mischung mit DPPC bei 20°C in

A /Molekil.
Mischungsverhaltnis

Probe ohne DPPC 1:1 1:10 1:20
12a 251 171 116 96
12b 389 176 140 91
12¢ 302 192 116 104
12d 144 120 96 94
12e 225 171 144 94
16a 272 142 134 105
16b 234 108 98 95
22 598 210 146 100
25a 90 90 90 90
25b 86 86 88 88
25c 75 84 87 88
25d 71 76 82 83
25e 63 77 89 90

Eine wichtige Forderungen der in dieser Arbeit vorgestellten Lipide bestanden in der
Mischbarkeit mit DPPC und der Fluidisierung der DPPC-Membrane. Erste Untersuchungen, ob
diese Forderung erflllt ist, wurden mit gemischten Langmuirfilmen von DPPC und
verzweigtem Amphiphil durchgeflihrt. Einige Verbindungen (12e, 25a, 22) erzeugten dabei
ein ,zweites Plateau” flr den DPPC-Film - oftmals ein Hinweis auf eine Phasenseparation. Die
folgenden Kapitel werden zeigen, daB es sich hierbei nicht um eine Entmischung handelt,

sondern um eine Instabilitat der zweikomponentigen Monolayer durch Desorption des
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verzweigten Amphiphils von der Wasser-Luft-Grenzflache (vgl. Kap. 4.5 und 4.6). Im
Folgenden sollen die Verbindungen 12e und 25a in Mischung mit DPPC naher untersucht
werden; beides Verbindungen mit einer hohen Backboneldange (21,9 bzw. 18,7 C-Atome) und
im Fall von 25a mit einem hohen Verzweigungsgrad (eine Verzweigung auf 3,6
Backboneatome), aber mit unterschiedlicher hydrophiler Kopfgruppe. Als Vergleich zu diesen
beiden Substanzen soll 25c dienen, eine Verbindung mit kurzem Backbone (14,9 C-Atome)

und geringem Verzweigungsgrad (eine Verzweigung auf 7,8 Backboneatome).
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4.4.3 Fluoreszenzfilmwaage

Wird einer Lipidmischung vor dem Spreiten auf der Filmwaage eine geringe Menge eines
Fluoreszenzmarkers (<1% bezogen auf die Gesamtlipidmenge) zugesetzt, so kénnen die
mittels monochromatischem Licht zur Fluoreszenz angeregten Farbstoffmolekile mit Hilfe
eines geeigneten Objektivs und einer empfindlichen Kamera ortsaufgeldst detektiert werden.
Der schematische Aufbau wird in Abbildung 4-28 verdeutlicht. Wird DPPC mit zugesetztem
Fluoreszenzmarker komprimiert, ordnet sich der Farbstoff beim Eintritt in den
Koexistenzbereich (ab ca. 8 mN/m) favorisiert in der flissiganalogen LE (/iguid expanded)
Phase an, weshalb die festanaloge LC (/iguid compressed) Phase in Form dunkler Flecken
registriert wird (siehe Abbildung 4-29). Fir die Mischungen aus DPPC und verzweigtem
Amphiphil soll mittels Fluoreszenzfilmwaagenmessungen Uberprift werden, ob die
verzweigten Lipide mit DPPC mischbar sind und ob sie dessen Kristallisationsverhalten

beeinflussen.

Videokamera

Fluoreszenz-
marker

i~ Objektiv

| =
47

Lt A A

Abb. 4-28: Schematische Zeichnung des Versuchsaufbaus der Fluoreszenzfiimwaage.

Zunachst wurden genaue Mengen von Ldsungen der verzweigten Amphiphile, DPPC und
dem Fluoreszenzindikator Texas-Rot [115] (ein Phospholipid mit hydrophobem C16-Rest und
einer mit Sulforhodamin gelabelten Kopfgruppe, vgl. Abbildung 4-30) mit bekannter
Konzentration mittels Mikroliterspritze in ein SchraubdeckelgefaB gegeben und so
Mischungen von verzweigtem Amphiphil und DPPC im Verhaltnis 1:20, 1:10, 1:5 bzw. 1:1

mit einem Gehalt von etwa 0,5% Texas-Rot hergestellt. Diese wurden wie in Kapitel 4.4.1
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beschrieben gespreitet und mit einer Geschwindigkeit von 30 cm?/h komprimiert. Dabei muB
darauf geachtet werden, daB3 der Druck vor der Komprimierung nicht meBbar Gber 0 mN/m
ansteigt, da ansonsten nicht gewahrleistet werden kann, daB tatsachlich ein
monomolekularer Film vorliegt. Aufgrund der Geometrie der Flmwaage war es dabei in den
meisten Fallen nicht mdglich, den Film bis zu einem Punkt der Bildung von Multischichten
(Kollaps des Filmes) zu komprimieren. Weiterhin ist es wichtig, das Objektiv (vgl. Abbildung
4-28) Uber der Wasseroberflache wahrend der Messung laufend nachzujustieren, da sich
durch die Komprimierung des Filmes die Oberflachenspannung und damit die Krimmung der
Wasseroberflache kontinuierlich verandert. Die Qualitét der Aufnahmen hangt deshalb

entscheidend von einer guten Fokussierung ab.

el Bl T Bla SE

B2 (L% 0.0 *'”
E° 0 "0, > T W

8 mN/m 14 mN/m 17 mN/m 21 mN/m

Abb. 4-29: Bildausschnitte 50 x 50 um der Messungen mittels Fluoreszenzfilmwaage. DPPC

mit Zusatz von Texas-Rot bei verschiedenen Driicken.

Abb. 4-30:  Strukturformel des Fluoreszenzindikators Texas-Rot [115].

Im Rahmen der Messungen an der Fluoreszenzfilmwaage wurden drei verschiedene
Amphiphile (25a, 12e, sowie 25¢, siehe Abb. 4-31) untersucht. Wahrend sich 25a durch den
hochsten Verzweigungsgrad auszeichnet und 12e die groBte Rickgratlange besitzt, verfligt
25c uber wenig Verzweigungen und eine geringe Zahl an C-Atomen in der Hauptkette des
hydrophoben Restes. 25a und c besitzen beide eine Phosphatidylcholinkopfgruppe, 12e
hingegen eine Methoxyhexaethylenglykolkopfgruppe.

93



Kapitel 4 Analytik

Bei den Substanzen 25a und 12e trat als Besonderheit bei den Filmwaagenuntersuchungen
ein zweites Plateau im Druck-Flachen-Diagramm in Mischung mit DPPC auf (vgl. Kapitel

4.4.2). 25c hingegen zeigte keinen dergleichen Effekt. Es ist also auch bei den

Fluoreszenzfilmwaagenuntersuchungen unterschiedliches Verhalten zu erwarten.
i i 25
o_Iﬁ!—o/\/ NCHy)s 22

o’ 25a:x=53 y=0,5

/\/\f\j\’\ ..stat...
y
25c:x=19 y=1.2
/\/\f\)\%\ O
S st O)I\NH " O\V\o’)ng 12
o]

12e:x=3,2 y=24

Abb. 4-31: Strukturformel der mittels Fluoreszenzfilmwaage untersuchten Amphiphile 25a,
25¢ und 12e.

Am Beispiel der Verbindung 25a zeigt Abbildung 4-32 zunachst den Unterschied im
Komprimierungsverhalten der gemischten Langmuirfilme mit steigendem Gehalt an
verzweigten Amphiphil. Im Mischungsverhaltnis 1:20 reagiert der Film noch ahnlich wie
reines DPPC (vgl. Abbildung 4-29). Ab einem Druck von etwa 12 mN/m entstehen erste
»dunkle Flecken” (bei reinem DPPC ab ca. 8 mN/m), die anzeigen, daB ein Teil des DPPC in
die festanaloge Phase Ubergeht. Bei Erhéhung des Druckes nehmen diese dunklen Bereiche
langsam an GréBe und Zahl zu. Die Geometrie der verwendeten Filmwaage erlaubte fir
diese Mischung keine Kompression Uber 21 mN/m hinaus. Es ist aber deutlich zu erkennen,
daB bei diesem Druck die festanalogen, dunklen Bereiche dominieren und DPPC nahezu

ungestort die LE/LC Umwandlung vollziehen kann.
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Abb. 4-32: Bildausschnitte 50 x 50 um der Messungen mittels Fluoreszenzfilmwaage. 25a
mit DPPC im Mischungsverhdéltnis 1:20, 1:5 und 1:1 bei verschiedenen Drticken.

zum Vergleich: Isothermen der Mischungen.
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Bei steigendem Gehalt an 25a sinkt deutlich sichtbar der Anteil der festanalogen Bereiche.
Dabei muB beachtet werden, daB die Bilder fir das Mischungsverhéltnis 1:10 insgesamt
dunkler wirken, weil hier die Fokussierung am Besten gelungen ist. Liegen DPPC und 25a in
aquimolaren Mengen vor, so bildet sich die festanaloge Phase erst bei 21 mN/m. Dies
entspricht dem Verhalten, das die Isotherme in Abbildung 4-32 flir das Mischungsvehaltnis
1:1 aufzeigt. Das Plateau bei niedrigem Druck (<10 mN/m) besteht nicht mehr, dafiir geht
die Kurve bei einem Druck von ca. 20 mN/m in ein Plateau tber. Im Fall der Isotherme in
Abbildung 4-27a konnte die Mischung nicht weiter als bis 20 mN/m komprimiert werden.
Danach sank der Druck zunachst ab. Dies wurde verursacht durch Desorption des
verzweigten Amphiphils von der Wasser-Luft-Grenzflache. Aus der Abbildung 32 kann also
deutlich entnommen werden, daB das verzweigte Amphiphil 25a die Kristallisation von DPPC
hindert und der monomolekulare Film somit fluider wird. Anzeichen fiir eine Mischungsliicke
hingegen konnten nicht beobachtet werden. Da der Fluoreszenzindikator in seiner Struktur
dem DPPC ahnlicher ist als dem verzweigten Amphiphil, miBte er sich bei einer Entmischung
in einer DPPC reichen Phase anreichern. In diesem Fall wiirde schon bei sehr niedrigen

Driicken, also schon unterhalb des ersten Plateaus, das Auftreten dunkler Flecken erwartet.

Im Vergleich des Verhaltens der zweikomponentigen Langmuirfilme mit DPPC und 25a, 25c
bzw. 12e bei Kompression kdnnen qualitative Aussagen Uber das AusmaB der Fluidisierung in
Abhangigkeit von der Struktur des hydrophoben Restes des verzweigten Amphiphils
getroffen werden. Dabei zeigen sich die Unterschiede am deutlichsten bei einem
Mischungsverhaltnis von 1:5. Abbildung 4-33 zeigt Bildausschnitte aus den Aufnahmen bei
Kompression dieser Mischungen. Bei der Betrachtung der Bilder muB bericksichtigt werden,
daB eine gute Justierung des Objektivs bei der Messung in Mischung mit 12e nicht mdglich
war. Auf den wiedergegebenen Bildausschnitten ist nur der jeweils mittlere Bereich im

Fokus.
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Mischungsverhaltnis mit DPPC 1:5
5a 25¢ 12e

23 mN/m 25 mN/m 23 mN/m

Abb. 4-33: Bildausschnitte 50 x 50 um der Messungen mittels Fluoreszenzfilmwaage. 25a,
25¢c und 12e in Mischung mit DPPC im Verhéltnis 1:5 bei verschiedenen

Drticken.

25a und 12e verhalten sich trotz unterschiedlicher Kopfgruppe sehr ahnlich. Bei beiden
treten das erste Mal ab 15 mN/m festanaloge Bereiche auf, die bei einem Druck von 25
mN/m noch nicht dominieren. Im Gegensatz dazu wird bei einer Mischung von DPPC mit 25¢
der Koexistenzbereich bereits bei einem Druck von 11 mN/m erreicht. Ab 15 mN/m sind

schon deutlich festanaloge Bereiche sichtbar. Bei einem Druck von 25 mN/m Uberwiegen
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stark die festanalogen Bereiche. Dies ist aus dem unbewegten Bild allerdings schwerer
erkennbar. Im aufgezeichneten Videofilm wird deutlich, daB die dunklen Bereiche stark
vernetze, dendritische Form annehmen und der Film insgesamt zu stocken scheint. Das
Verhalten im Vergleich der anderen Mischungsverhaltnisse ist @hnlich. 25c fluidisiert einen
Film von DPPC an der Wasser-Luft-Grenzflache weit weniger als die Substanzen 25a und
12e. Die Grinde hierfiir kdnnen vielschichtig sein. Fir Mischungen unverzweigter Amphiphile
ist aber bekannt, daB nur bestimmte Kettenlangen miteinander kompatibel sind [116].
Weiterhin ist fur Mischungen aus DPPC und Lyso-PC (nur ein Acylrest) beschrieben, daB die
Lyso-Verbindungen mit einer Kettenlange von 8 bis 12 Kohlenstoffatomen einen nur
minimalen Effekt auf die Monoschicht besitzen, wahrend die weniger 6slichen Lysolipide mit
einer Kettenlange von 18 bis 22 Kohlenstoffatomen einen starken EinfluB sowohl auf die

Isothermen als auch auf die Bildung der LC Phase besitzen [117].

Flr die Flexibilisierung des Langmuirfilms ist folglich ein verzweigtes Amphiphil mit langem
Rlckgrat und hohem Verzweigungsgrad im hydrophoben Rest ginstig. Anzeichen fir eine

Entmischung sind bei keiner der wiedergegebenen Aufnahmen zu sehen.

Durch Fluoreszenzfilmwaagenmessungen ist somit deutlich geworden, daB die Fluidisierung
einer zweikomponentigen Monolayer, bestehend aus DPPC und verzweigtem Amphiphil,
stark von der Struktur des hydrophoben Restes der Cotenside abhdngt. Hingegen spielt die
Art der Kopfgruppe keine Rolle im Rahmen der Variationen, die in den vorliegenden
Beispielen vorgenommen wurden. Fir eine Entmischung konnten keine Anhaltspunkte

gefunden werden.
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4.5 Differentielle WarmefluBkalorimetrie an waBrigen

Amphiphillésungen

Bereits 1967 detektierten Chapman et al. differentialkalorimetrisch zwei thermotrope
Phasentlibergange bei Phospholipidvesikeln aus DPPC [118]. Dabei handelt es sich um die
sogenannte Vor- und Hauptphasenumwandlung, fir welche die Umwandlungstemperaturen
Tv und Tm sowie die Umwandlungsenthalpien AHv und AHm charakteristische GroBen sind.
Auf molekularer Ebene liegen die Ursachen fiir den Ubergang von der lamellaren Gelphase
LB Uber die sogenannte geriffelte Gelphase P in die fllssig-kristalline Phase La (siehe Abb.
4-34) in einem sogenannten ,Schmelzen der Acylketten” [119]. Diese gehen dabei von
einem Zustand hoher Ordnung, bei dem fast alle C-C-Bindungen trans-Konformation
aufweisen, durch die sprunghafte Zunahme an gauche-Konfomeren in einen Zustand
geringerer Ordnung Uber. Die mit diesem Phasenlibergang erster Ordnung einhergehende
Anderung der makroskopischen und der mikroskopischen Eigenschaften der Doppelschicht

kénnen auf vielfaltige Weise untersucht werden [120].

|

LB PR

Tm

Lo

Abb. 4-34: Schematischer Uberblick iiber einige Typen
lamellarer Phasen und ihre Bezeichnung: Gelphase
(LB), Rippelphase (PB) und filissig-kristalline
Phase (La).
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Wird dem DPPC Cholesterin zugesetzt, so fluidisiert es das kristalline Lipid [121]. Bei
Phospholipiden im fllssig-kristallinen Zustand bewirkt Cholesterin das Gegenteil, namliche
eine Kondensation, deren Folge eine Verringerung der Beweglichkeit der Fettsaureketten ist.
[103] Beide Vorgange, Kondensation und Verflissigung, fihren zu einem sogenannten
intermediaren Gelzustand. Mit steigendem Cholesteringehalt wird die Tm einer
Lipidmischung immer schlechter nachweisbar, bis sie bei einem Cholesteringehalt von 33%
nicht mehr zu messen ist [105]. Bei bestimmten Lipidmischungen hingegen, zum Beispiel
DPPC und Lyso-DPPC, kommt es in gewissen Mischungsverhaltnissen zur Entmischung. Dies
macht sich bei differentialkalorimetrischen Messungen durch das Auftreten zweier Peaks

bemerkbar.

Fir die vorliegenden verzweigten Amphiphile soll an waBrigen Vesikelldsungen der
Mischungen mit DPPC mittels DSC als weitere Untersuchungsmethode ermittelt werden, ob
eine Phasenseparation vorliegt oder die sehr unterschiedlichen Amphiphile miteinander
mischbar sind. Eine Phasenseparation muiBte sich nach obigen Ausfiihrungen leicht durch das
Auftreten von mehr als einem Peak in der DSC-Kurve erkennen lassen. Weiter sollen
Aussagen Uber eine mdgliche Fluidisierung der DPPC-Membranen durch Zusatz
nichtkristallisationsfahigen Amphiphils - erkennbar durch eine Verflachung und Verbreiterung

der DSC-MeBsignale - getroffen werden.

Es wurden die gleichen Verbindungen untersucht, die bei den
Fluoreszenzfiimwaagenmessungen zum Einsatz kamen (12e, 25a und 25c¢, Strukturformeln
vgl. Abb. 4-31). Fir die Probenpraparation wurden zundchst mit einer Mikroliterspritze
Ldsungen bekannter Konzentration von DPPC und dem verzweigten Lipid in verschiedenen
molaren Verhaltnissen zusammengegeben. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im
Hochvakuum wurde Millipore™ Wasser zum Lipidrickstand gegeben, so daB eine etwa 1mM
Ldsung entstand. Durch Tempern bei 60°C (oberhalb der Hauptumwandlungstemperatur von
DPPC) bildeten sich gemischte Vesikel aus. Diese Quellmethode ist ein Standardverfahren zur
Erzeugung von Vesikeln. Die so entstandenen Vesikel besitzen eine GroBe bis zu mehreren
Mikrometern, was sich durch eine triibe Lésung bemerkbar macht. Aber vor allem ist in der
Regel die GroBenverteilung stark uneinheitlich, so daB die Probenlésungen kurz vor der
Messung ultrabeschallt wurden. An der anschlieBenden Opaleszenz der Losungen lie sich
erkennen, daB Submikrometer Vesikel vorlagen. Der Probenraum des Kalorimeters wurde mit
0,5 ml der Probenldsung und die Referenzzelle mit der gleichen Menge Millipore™ Wasser

beflillt. Abbildung 4-35 zeigt die so aufgenommenen DSC-Kurven.

100



Kapitel 4 Analytik

a

T,=34°C ' '

o v T =41,3°C - 25ain DPPC b

= 12e in DPPC \ h i

R <

c Xx=0.0 = Xx=0.0

i _-J# w —-

° x =0.05 o X = 0.05

g [x=o2 g Do — N\

- (‘5 .

8 [ x=03 ~__ 3 [ x=03 T —

= x=0.5 & x=0.5

5 | x=071 __ = x=0.7

o x =0.9 o —x=09

© T n T T o] ) ) ) )

120 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
Temperatur [°C] Temperatur [°C]
Tk

C .
e 25c in DPPC wstat., RSN RN
‘O y X
g x=0.0 [e)
i x=0.05 12e R= )I\ NH O CH,
g x=0.1 L e ~o NH/\/ \n/ V\o/)'e
'g x=0.2 _ _
E M o . 0 x=32 y=24
- x= 8.3 o5 R= —o N A ANCH): 25a:x=53 y=05
5 x=0. = b- 25c:x=19 y=1.2
o x=0.9 . . .

© 10 20 30 40 50 60

Temperatur [°C]

Abb. 35: DSC-Kurven wabBriger Vesikellosungen der verzweigten Amphiphile 12e, 25a und
25¢ in Mischung mit DPPC bei variierendem Molenbruch x des verzweigten

Amphiphils. Strukturformeln der drei Verbindungen.

Die Mischungen 12e und 25a verhalten sich phanomenologisch gleich und der EinfluB auf die
DPPC Membran ist vergleichbar mit dem des Cholesterins [121]. Schon bei einem
Molenbruch an verzweigtem Amphiphil von 0,05 verschwindet die Vorumwandlung Tv (siehe
Pfeil in Abb. 4-35a). Weiterhin zeigt sich sowohl ein Absenken der
Hauptumwandlungstemperatur sowie eine Verbreiterung der Endotherme. Beide Tendenzen
nehmen zu, bis bei einem Molenbruch von 0,9 kein Hinweis mehr auf eine Gelphase
vorhanden ist. Aus dem Flacheninhalt des Peaks 1aBt sich die Enthalpie der Umwandlung
AHm berechnen. Die Enthalpie der Hauptumwandlung betragt fiir reines DPPC 36,4 kJ/mol
[122]. Bei einer Auftragung der Umwandlungsenthalpien gegen den Molenbruch des
synthetischen Amphiphils (Abbildung 36, Tabelle 4-XII) wird ein weitgehend linearer

Zusammenhang erhalten.
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AH in kJ/mol

O:O
Molenbruch verzweigtes Amphiphil

Abb. 4-36: Auftragung der Enthalpie der Hauptumwand/ung
wéBriger Vesikellosungen der Mischungen mit

DPPC dber den Molenbruch des verzweigten

0,2

Amphiphils.

0,4

0,6

0,8

1.0

Tabelle 4-XII: Umwandlungsenthalpie AHm [kJ/mol]

der gemischten wéBrigen
Vesikellosungen von  DPPC  mit
verzwelgtem Amphiphil ber
variierendem Molenbruch.
Verbindung
Molenbruch 196 554 550
0 36,4 36,4 36,4
0,05 31,4 32,8 34,5
0,1 31,2 30,5
0,2 29,1 32,4
0,3 23,0 24,0 27,3
0,5 18,9 12,3 17,3
0,7 10,3 8,8 8,5
0,9 0,0 0,0 1,1
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Anzeichen fiir eine Phasenseparation sind im Fall von 12e und 25a nicht zu erkennen.
Naturlich ist dies kein endgultiger Beweis flir vollstandige Homogenitat der gemischten
Bilayer. Es ist bekannt, daB einige Phasenilibergange sich nur schwer oder gar nicht mittels
DSC bestimmen lassen, wie zum Beispiel bei flUssigkristallinen Substanzen. Im
Zusammenhang der Ergebnisse aus DSC und Fluoreszenzfilmwaagenuntersuchungen kann

diese SchluBfolgerung aber mit einiger Sicherheit gezogen werden.

40 Entmischung

35

Temperatur in °C

30
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Molenbruch 25c¢

Abb. 4-37: Vorldufiges Phasendiagramm der Mischung DPPC/25c.
Auftragung  der  Peakmaxima  (¢) aus der
kalorimetrischen Messung gegen die Temperatur und

daraus maogliche resultierende Phasengrenzen ([J ).

Bei einer Mischung von DPPC mit 25c kann zunachst ebenfalls eine Verbreiterung der
Hauptumwandlungsendotherme und eine Temperaturabsenkung des Peakmaximums
festgestellt werden (s. Abbildung 4-35). Bei einem Molenbruch von 0,1 taucht jedoch eine
Schulter auf. Dies ist das Anzeichen flir das Auftreten einer zweiten Phase. Bei einem
Molenbruch von 0,5 zeigt die DSC-Kurve ausschlieBlich diesen zweiten Peak, der sich dann
letztlich ebenfalls verbreitert und zu niedrigeren Temperaturen verschiebt. In der Auftragung
der Umwandlungsenthalpie gegen den Molenbruch zeigt sich dies durch eine Abweichung
von der Linearitat zu héheren Enthalpiewerten hin. Im Bereich der Entmischung sind in

Abbildung 4-36 sowie in Tabelle 4-XI die Gesamtenthalpie fir beide Phasen, also der
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Flacheninhalt beider Peaks angegeben, da diese zu nah beieinander liegen, um getrennt
berechnet werden zu kdnnen. Es kann somit eine Mischungsliicke zwischen 10 und 50
Molprozent 25¢ angenommen werden. Dies ist in Abbildung 4-37 in einem vorlaufigen
Phasendiagramm verdeutlicht, welches die gemessenen Temperaturen der Peakmaxima
wiedergibt. Eine endgliltige Bestdtigung kann aber erst durch weitere Messungen (z.B. IR,
FRAP, TEM) erfolgen [123].

Weiterhin fallt im Vergleich der DSC-Kurven auf, daB die Endotherme von 25c etwas
schwacher abnehmen als im Fall von 25a und 12e. So findet sich noch bei einem Molenbruch
von 0,9 des Cotensids 25c in Mischung mit DPPC ein Peak, der zwar stark verbreitert ist,
aber eine immer noch meBbare Enthalpie von 1,1 kJ/mol aufweist (vgl. Tabelle 4-XII). Dies
ist ein Hinweis darauf, daB DPPC von 25c weniger stark fluidisiert wird, als von 25a und 12e.
Also wird die Aussage aus den Filmwaagenuntersuchungen bezliglich der Fluidisierung einer
Membran (s. Kapitel 4.4.3) auch durch die DSC Untersuchungen an waBrigen gemischten
Vesikelldsungen gestlitzt. Auch hier wurde gefunden, daB3 verzweigte Amphiphile mit langem
Rickgrat und hohem Verzweigungsgrad im hydrophoben Rest (25a und 12e) die Forderung
nach einer Flexibilisierung der Membran besser erfiillen, als solche mit kurzem Riickgrat
(250).

Die DSC Messungen gemischter waBriger Vesikelldsungen mit DPPC und 12e, 25a bzw. 25c¢
ergaben somit eine Mischungsliicke fir die Mischung mit 25c. Es konnte ein vorlaufiges
Phasendiagramm erstellt werden. Fur die Verbindungen 12e und 25a wurden keine
Anzeichen fir eine Inhomogenitat der gemischten Bilayer entdeckt. Weiterhin decken sich
die Aussagen der DSC Messungen bezlglich der Flexibilisierung der gemischten
Modellmembranen mit denen der Filmwaagenuntersuchungen: verzweigte Amphiphile mit
langem Ruckgrat und hohem Verzweigungsgrad im hydrophoben Rest (25a und 12e) erfillen

diese Forderung besser als solche mit kurzem Rickgrat.
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4.6 Photobleichverfahren

Das Photobleichverfahren (Fluorescence Recovery After Photobleaching, FRAP) ist eine
aufwendige, aber recht genaue Methode zur Messung der lateralen Beweglichkeit von
Membranmolekiilen in einer Lipiddoppelschicht auf einem festen Substrat [124]. Sie beruht
auf der Bleichung von Fluoreszenzmarkern, die der Modellmembran zugesetzt wurden und
der zeitlichen Messung der Fluoreszenzerholung. Es 1aBt sich zeigen, daB die so gemessenen
Diffusionskonstanten nahezu identisch sind mit den Werten, die fur konventionelle
Membranen mit anderen MeBverfahren erhalten werden [109]. In der vorliegenden Arbeit
wurde aus Zeitgriinden ausschlieBlich die Verbindung 25a (Strukturformel vgl. Abb. 4-31)
mittels Photobleichverfahren in Mischung mit DPPC bei unterschiedlichem Gehalt an
verzweigtem Amphiphil bzw. variierender Temperatur untersucht. Flr diese Verbindung
wurde aus vorangegangenen Messungen die Aussage erhalten, daB3 sie in der Lage ist, DPPC
zu fluidisieren. Die FRAP Messungen sollten quantitative Aussagen Uber die Fluidisierung

einer DPPC Membran durch Zusatz von verzweigtem Amphiphil liefern.

Bei diesem Verfahren werden einer Lipiddoppelschicht spezielle Phospholipide zugesetzt, die
mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. Mit Hilfe eines im Mikroskop fokussierten
intensiven Laserstrahls wird ein Fleck in der Membran mit einem Radius R von einigen um
Durchmesser bestrahlt, wodurch fluoreszierende Molekile in dieser Region zerstdrt und
damit gebleicht werden. Das Lipid bleibt dabei unbeschadigt. MeBgréBe ist die
Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit der Zeit F(t). Im MeBfeld ist dann nach Anregung mit
einer schwacheren Lichtquelle zum Zeitpunkt t=0 zundchst keine Fluoreszenz beobachtbar.
Mit der Zeit diffundieren jedoch Farbstoffmolekiile aus der Umgebung der gebleichten
Region in diese hinein, wodurch die Fluoreszenz im MefBfeld wieder ansteigt. Eine
gebrauchliche Auftragung ist die relative Erholung (R.; relative recovery), die gegeben ist
durch die Gleichung 4-9:

F(t) -F(0)

RreI (t) = F(t < O) _ F(O)

(4-9)

wobei F(t<0) die Fluoreszenzintensitat bezeichnet, die vor dem Bleichen registriert wurde.
Nach ausreichend langer Erholungszeit erreicht die Intensitat der Fluoreszenz einen Endwert
der relativen Erholung (R..). Besonders bei Lipidmischungen kann also der Fall auftreten, daB
eine Komponente beweglich ist, die andere jedoch immobil. Dann liegt dieser Wert niedriger

als 100% und gibt den Anteil der Flache an, der mit beweglichen Partikeln bedeckt ist. Zur
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Bestimmung der Diffusionskonstante werden die MeBwerte zundachst mit einer von

Soumpasis [125] abgeleiteten Funktion gefittet:

O -2 2 2t,00
F(t) =F(=) - [F(e) -FO] i -e * )+ LR D (-10)
O t t'80
Dabei steht I, und I, flir die Besselfunktion nullter bzw. erster Ordnung. Der Faktor T
bezeichnet eine fiir die Fluoreszenzerholung typische Konstante mit dem Wert

1=R?%/4D (4-11)

R ist dabei der Radius des Bleichflecks. Die Diffusionskonstante D kann nach Soumpasis
berechnet werden durch:
RZ
D=0,224— (4-12)
t,
b2

In Abbildung 4-38 ist die verwendete Anlage schematisch dargestellt. Als Lichtquelle dient
ein Argonlaser mit einer Wellenlange von 488 nm. Der Strahl wird Uber einen Strahlenteiler
in einen Bleichstrahl und einen abgeschwachten MeBstrahl aufgeteilt, dessen Intensitat Uber
einen Polarisationsfilter regelbar ist. Zur Vermeidung der Fluoreszenzerholung durch
Rotationsdiffusion wurde in den Strahlengang des Bleich- und Beobachtungsstrahl ein A/4-

Plattchen zur Depolarisierung des linear polarisierten Lichts eingesetzt.

Substratgestlitzte Membranen lassen sich mittels Langmuir-Blodgett Technik [126] oder
durch die sogenannte Vesikelfusion [127] herstellen. Die Langmuir-Blodgett Technik erlaubt
zwar, einen Film herzustellen, der dem Zustand an der Luft-Wasser-Grenzflache bei einem
bestimmten Druck entspricht, jedoch ist die Methode der Vesikelfusion wesentlich einfacher
und weniger aufwendig und wurde aus diesem Grund in der vorliegenden Arbeit verwendet.
Dazu wurde zunachst aus genau abgemessenen Mengen von Chloroformlésungen bekannter
Konzentration von DPPC, dem Fluoreszenzmarker NBD (siehe Strukturformel in Abbildung 4-
39) und dem verzweigten Amphiphil Lipidmischungen in verschiedenen molaren
Mischungsverhaltnissen (1:20; 1:10; 1:5) und mit einem NBD-Gehalt von 1% hergestellt.
Nach entfernen des Ldsungsmittels im Hochvakuum wurde Millipore™ Wasser zum
Lipidriickstand gegeben, so daB eine etwa 1mM Ldsung entstand. Durch Tempern bei 60°C
(oberhalb der Hauptumwandlungstemperatur von DPPC) bildeten sich gemischte Vesikel aus.
Diese Vesikellosungen wurden mit Ultraschall behandelt und auf spezielle, in einer

Teflonhalterung eingespannte Objekttrager gegeben. Nach Sedimentation der Vesikel
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entrollen sich diese auf der Glasoberflaiche des Objektglaschens und formen eine in der
Regel gleichmaBige Doppelschicht. Die Uberschiissige Vesikelldsung wird mit Millipore™
Wasser abgespiilt. Dabei ist es wichtig, daB die Probe immer mit Wasser Uberschichtet
bleibt, da sonst die Doppelschicht aufreiBen kann.

: |Argonlaser
/Strahlenteller
RN Prob
Shutter . e ?
= Polarisator Objektiv L&
N /
1 | lrisblende
Plattchen NSe=r
Photomultiplier

Abb. 4-38: Skizze der verwendeten Apparatur fiir das Photobleichverfahren.
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Abb. 4-39: Strukturformel des Fluoreszenzindikators NBD.

Abbildung 4-40 zeigt die Ergebnisse dieser Messung in einer Auftragung der relativen
Erholung gegen die Zeit. Es soll dabei sowohl der EinfluB der Temperatur als auch des
Mischungsverhdltnisses verdeutlicht werden. Alle Werte flir den Endwert der
Fluoreszenzerholung R. und die Diffusionskonstanten sind in Tabelle 4-XIII

zusammengefaBt. Die Temperaturen waren mit einer Genauigkeit von + 0,5°C einstellbar.
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Die Mischung 1:20 bei 25°C verhalt sich wie eine reine DPPC Membran bei Temperaturen,
die deutlich unterhalb der Hauptumwandlungstemperatur liegen - die Diffusionskonstante ist
nicht mehr meBbar. Erst bei einer Temperatur von 40°C macht sich eine leichte Steigerung
der lateralen Beweglichkeit bemerkbar. Dies liegt an der Bildung der Rippelphase PB (vgl.
Abb. 4-34) [128].
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Abb. 4-40: MeBwerte und Fitkurven der Messungen an den gemischten DPPC/25a
Membranen nach dem Photobleichverfahren.: Mischungsverhdéltnis 1:10 bei
variabler Temperatur (a); Mischungsverhéltnisse 1:5, 1:10 und 1:20 bei 25°C
(b), 35°C (c) und 40°C (d).

Steigt der Gehalt an verzweigtem Amphiphil, wird die Doppelschicht erwartungsgemaf
fluider, was sich durch eine groBere Anfangssteigung der MeBkurven und damit einer
kleineren Halbwertszeit der Fluoreszenzerholung bemerkbar macht. Der EinfluB der
Temperatur wird dabei am Beispiel des Mischungsverhdltnisses 1:10 in Abbildung 4-40
deutlich. Die Kurven fir 25°C und 35°C unterscheiden sich nicht stark. R., liegt fir beide bei
etwa 60-65% und die Diffusionskonstante steigt leicht an von 0,34 um?/s auf 0,41 pm?/s.
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Da die Umwandlungstemperatur von DPPC 41,3°C liegt, entspricht die Zunahme der
Mobilitét bei dieser Temperatur rein dem EinfluB von 25a auf DPPC. In der festanalogen
Phase besitzt reines DPPC eine Diffusionskonstante unterhalb von 0,1 pm?/s - oberhalb der

Umwandlungstemperatur liegt sie bei etwa 10 um?/s [129, 130] .

Der Fluidisierungseffekt hangt also nur geringfligig von der Temperatur ab. Der Sprung bei
Temperaturerhdhung von 35°C auf 40°C ist bedeutend groBer. Die Fluoreszenzintensitat
geht nahezu auf den Ausgangswert zuriick und die Diffusionskonstante steigt auf 0,66um?/s
an. Die Hauptumwandlungstemperatur von DPPC ist noch nicht erreicht, aber die DSC-
Messungen an den waBrigen Vesikelldsungen haben gezeigt, daB durch Zusatz des
Coamphiphils 25a die Schmelztemperatur herabgesetzt wird und der Schmelzbereich
verbreitert ist (vgl. Abb. 4-35). Dieser starkere Anstieg der Werte R, und D ist somit auf das

beginnende Aufschmelzen der Acylketten zurtickzufiihren.

Tab. 4-XIII: Ergebnisse der Messungen an den gemischten DPPC/25a Membranen
nach dem Photobleichverfahren. relative Enderholung (R.) in % und

Diffusionskonstante D in umt/s bei variierendem Mischungsverhéltnis und

Temperatur.
Mischungs- 25°C 35°C 40°C
verhaltnis Re D Re D R D
1:5 88 0,05 54 0,04 51 0,13
1:10 65 0,34 62 0,41 97 0,66
1:20 4 0,02

Ein unerwarteter Effekt zeigt sich im Vergleich der Mischungsverhadltnisse 1:5 und 1:10.
Ausgehend von den DSC Messungen in waBriger Vesikellosung ware anzunehmen gewesen,
daB mit steigendem Anteil an verzweigtem Lipid auch die Beweglichkeit der

Lipiddoppelschicht zunimmt. Hier zeigt sich jedoch der umgekehrte Effekt.

Fir die 1:5 Mischung bei 25°C liegt der Wert fir R., noch bei 88%, flir die 1:10 Mischung bei
65%. Dies entspricht noch dem erwarteten Verhalten. Bei 35°C besitzt die 1:10 Mischung
jedoch eine starkere relative Erholung ( 62%) als die 1:5 Mischung, deren Wert fiir R,, auf
54% gesunken ist. Steigt die Temperatur auf 40°C, zeigt die 1:10 Mischung fast vollstandige
Erholung (97%), wahrend R., fur die 1:5 Mischung noch niedriger als bei 35°C liegt (51%).
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AuBerdem sinkt der Wert der relativen Erholung nach etwa 1200 Sekunden wieder (vgl.

Abbildung 4-29d). Dieses Verhalten wird nicht durch die Soumpasis-Formel beschrieben.

Wie schon in den vorhergehenden Kapiteln diskutiert wurde (vgl. Kap. 4.3, 4.4.1 u. 4.4.3),
steigern die Verzweigungen der synthetisierten Amphiphile die Loslichkeit in Wasser, was
sich um so starker auswirkt, je hoher die Temperatur liegt. Aus diesem Grund wird 25a zum
Teil aus der zweikomponentigen Doppelschicht gelost und 1aBt Locher zurlick. Das konnte

anhand von Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen nachgewiesen werden (Abbildung 4-41).

Abb. 4-41: Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen einer gemischten Doppelschicht aus 12e und
DPPC im Verhéltnis 1:10 nach 10 Minuten (a), 12 Minuten (b), 20 Minuten (c)
und 25 Minuten (d). Der Durchmesser des Sichtfeldes betragt jeweils 66 um.

Eine gemischte Doppelschicht - @hnlich prapariert wie fir FRAP Messungen - aus DPPC und

12e im Verhaltnis 1:10 zeigte schon nach 10 Minuten dunklere Flecken; der Kontrast nahm

110




Kapitel 4 Analytik

mit der Zeit zu. Wie schon im Zusammenhang mit den Fluoreszenzfiimwaagenmessungen
beschrieben (siehe Kap. 4.4.3), zeigt ein dunkler Bereich an, daB die Konzentration an
Fluoreszenzmarker geringer ist, als in den umliegenden Bereichen. Der Substanzverlust, der
dadurch entsteht, daB sich das verzweigte Amphiphil in der Uberstehenden Wasserphase
l6st, kann nicht ausgeglichen werden. Es bilden sich Locher in der Doppelschicht. Das
zurlckbleibende DPPC und NBD zieht sich an den Rand dieser Locher zurlick. Dadurch
entstehen Bereiche, in denen NBD in hoheren Konzentrationen vorliegt. Diese machen sich
durch die hellen Streifen bemerkbar, die nach etwa 20 Minuten deutlich zu sehen sind. Der
Ursprung der scheinbaren Richtungskorrelation dieser NBD-Anreicherungen ist noch
ungeklart. Auch in anderen Fallen ist schon beobachtet worden, daB Colipide, die eine
deutlich hohere Wasserloslichkeit besitzen als das Hauptlipid selbst, zwar die Flexibilitat von
DPPC-Membranen erhohen, aber die Bildung von Rissen und Poren fordern [131]. Deshalb
liegt auch hier die Vermutung nahe, daB das bei 12e durch Fluoreszenzmikroskopie
beobachtete Verhalten der Ausbildung von Léchern in der Membran auch fir die gemischten
Membranen von 25a und DPPC im Verhaltnis 1:5 zutrifft. Die relative Erholung liegt niedriger
als bei der 1:10 Mischung, weil die Membran durch den hohen Anteil an verzweigtem

Cotensid instabil ist und sich teilweise in der Gberstehenden waBrigen Phase auflost.

Durch kombinierte Untersuchungen mittels Photobleichverfahren und
Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, daB das verzweigte Amphiphil 25a einen
eindeutig fluidisierenden EinfluB auf eine DPPC Membran besitzt. Dieser Effekt selbst hangt
nur wenig von der Temperatur ab. Es konnten Werte fir die Diffusionskonstanten und die
relative Erholung der Fluoreszenz flir drei verschiedene Mischungsverhaltnisse und bei
verschiedenen Temperaturen angegeben werden. Weiterhin wurde gezeigt, daB bei
steigendem Gehalt an verzweigtem Amphiphil die Stabilitat der Doppelschicht, bedingt durch

die Loslichkeit dieses Amphiphils in Wasser, abnimmt.
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4.7 Lichtmikroskopische Untersuchungen

Lichtmikroskopische Untersuchungen bieten eine gute Mdglichkeit, direkten Einblick in das
Verhalten von Lipiden in waBriger Losung zu nehmen. Voraussetzung dafur ist die Bildung
von Strukturen, die mit sichtbarem Licht detektiert werden kénnen, wie zum Beispiel Vesikel.
An diesen lassen sich Eigenschaften wie Fluiditat der Membran qualitativ ablesen. Diese zeigt
sich direkt durch die Beweglichkeit der Vesikel, also durch eine Fluktuation der Membran, die

flickern genannt wird bzw. durch steife Vesikel, die unbeweglich erscheinen.

Mit Hilfe der Lichtmikroskopie soll an einem Beispiel Uberpriift werden, ob die Amphiphile mit
verzweigtem Rest bei Kontakt mit einem UberschuB von Wasser spontan Vesikel ausbilden,
wie auch schon in friheren Arbeiten gefunden wurde [52]. Weiterhin wurden gemischte
Vesikel mit DPPC in zwei verschiedenen Mischungsverhdltnissen mit einer speziellen
Praparationsmethode hergestellt. Die qualitative Aussage der so aufgenommenen Bilder soll
verglichen werden mit den Ergebnissen der Messungen mittels Photobleichverfahren und
DSC (Kap. 4.5 und 4.6).

4.7.1 Kontaktpraparate

Kontaktpraparate des Amphiphils 25a (Strukturformel s. Abb. 4-35) wurden mit einem
Phasenkontrastmikroskop unter Anwendung der Olimmersionstechnik untersucht. Zur
Praparation wurde ca. 1 mg Substanz auf einen Objekttrager aufgebracht, mit einem
Tropfen Millipore™ Wasser uberschichtet und mit einem Deckplattchen abgedeckt. Zur
Vermeidung von Bewegungen in der Probe, verursacht durch Kapillareffekte aufgrund
Wasserverdunstung wurden die Rander des Deckplattchens mit einer dinnen Lackschicht
abgeschlossen. Zur Verbesserung der Auflésung wurde ein Oltropfen zwischen Objektiv und

Deckplattchen gebracht.

Abbildung 4-42 zeigt Ausschnitte der Probe, die mit einer Videokamera etwa funf Minuten
nach der Praparation aufgezeichnet wurden. Wegen der verwendeten Aufnahmetechnik sind
die Bilder jeweils als Querschnitt durch den Probenraum zu verstehen. Es ist zu erkennen,
wie fingerartige Blasen oder Tubuli sich von einem Substanztropfen ausbreiten. Im zeitlichen
Verlauf zeigt sich eine hohe Mobilitit dieser Finger. Ahnliches Verhalten wurde auch fiir

Lipide mit isoprenoiden hydrophoben Resten (vgl. Abbildung 1-4) beobachtet [44].
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Abb. 4-42: Ausschnitte  aus  den videounterstiitzten Videoaufnahmen  der
Kontaktpréparate von 25a ca. 10 min. nach der Prédparation bei ca. 25°C:

fingerartige Tubuli wachsen aus dem Substanztropfen.

Abbildung 4-43 verdeutlicht die Vorgange, die sich beim Schwellen abspielen, in einer

schematischen Darstellung. Aus einem Reservoir des Substanztropfens heraus bilden sich
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flissigkristalline Lamellen [132]. Dies beruht auf der auBergewdhnlichen Fluiditat dieser
Amphiphile. Unverzweigte Phosphatidylcholine kdnnen solch ein Verhalten erst bei

Temperaturen oberhalb der Hauptumwandlung zeigen [131].

Abb. 4-43:  Prinzjpskizze zur Verdeutlichung der Vorganger beim Schwellen der
Verbindung  25a: eine  Bilayer entrollt sich aus dem

Vorratssubstanztropfen und bildet fingerartige Tubuli aus.

4.7.2 Praparation mittels Wechselfeldmethode

Diese Methode wurde zur Untersuchung der Verbindung 12a in 1:10 bzw. 1:5 Mischungen
mit DPPC verwendet. Es konnte ein optischer Eindruck von dem EinfluB gewonnen werden,

den das verzweigte Amphiphil auf die DPPC Membran besitzt.

Zur Praparation von Vesikeln mit der Wechselfeldmethode (electro swelling) [133] wurde ein
mit leitfahigem Indium-Zinn-Oxid beschichtetes Glas (ITO-Glas) verwendet. Eine Stoffmenge
von 1,5 pg eines Amphiphilgemisches aus DPPC und 12a wurden auf die beschichtete Seite
von 2 Glasscheiben in Form einer Chloroform-Lsung aufgetragen und die Glasscheiben 10
Stunden lang im Hochvakuum getrocknet. AnschlieBend wurden die Scheiben mit der

beschichteten Seite zueinander, getrennt durch einen Abstandshalter aus Teflon, in eine
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Teflonkammer eingefiihrt (siehe Abbildung 4-44), die mit Wasser gefiillt wurde. Dann wurde
bei einer Temperatur von 40°C ein 1 V Wechselfeld mit 10 Hz Frequenz Uber eine Dauer von
drei Stunden angelegt. Aus der so entstandenen Ldsung wurden jeweils einige Mikroliter
entnommen, auf einen Objekttrager aufgebracht und mit einem Deckglas abgedeckt, das an
den Randern mit Siliconfett abgedichtet wurde. Diese Praparationstechnik ist geeignet zur
Herstellung gemischter Vesikel mit einer GroBe, die sie im Lichtmikroskop leicht beobachtbar

macht.

Teflon f
> - ITO-Glas

Wasser \‘

\\AL

Abb. 4-44: Schematischer  Aufbau  der
Teflonkammer zur Préparation
von  Vesikeln  nach  der
Wechselfeldmethode

Abbildung 4-45 gibt einige Bilder dieser Untersuchungen wieder. Es ist deutlich zu erkennen,
daB bei einem Mischungsverhadltnis von 1:10 die Vesikel nahezu vollkommen spharisch
geformt sind. In der zeitabhangigen Darstellung wirken diese Teilchen starr; sie besitzen
geringe bzw. keine Fluktuation. Steigt der Anteil an verzweigtem Lipid, nimmt die Mobilitat
der Membranen zu, wie an den beiden als Beispiel gewahlten Bildern (4-45c und d) erkannt
werden kann. In Abbildung 4-45c ist ein Vesikel wiedergegeben, daB stark von der ideal
spharischen Form abweicht. In der zeitabhangigen Beobachtung (Videoaufnahme) wird
deutlich, daB die Form der Membran dieses Vesikels stark fluktuiert. Diese Bewegung wird
Flickern genannt und tritt nur bei fluiden Membranen auf. Die letzte Abbildung dieser Reihe

(Abbildung 4-45d) zeigt ein Riesenvesikel, in das kleinere Vesikel eingeschlossen sind. Dies
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sind fur unverzweigte Amphiphile bei Raumtemperatur ungew6hnliche Strukturen und sie
ahneln den in friheren Arbeiten beobachteten Vesikeln [52]. Das Auftreten solcher
deformierten Vesikel kann in dieser Reihe von Bildern direkt auf den hoheren Gehalt an

verzweigtem Lipid zurtickgefuhrt werden. Dies fluidisiert die DPPC Membran sichtbar.

— .

Abb. 4-45:  Ausschnitte aus den Bildern der videounterstiitzten

Mikroskopie an Mischungen von 12a mit DPPC im
Verhdéltnis 1:10 (a und b) bzw. 1:5 (c und d).

Zusammenfassend laBt sich feststellen, daB die Lichtmikroskopie die direkte Beobachtung
der Ausbildung von Riesenvesikeln unmittelbar nach Kontakt mit Wasser erlaubte. Diese
Untersuchung wurde Dbeispielhaft nur mit einem verzweigten Phosphatidylcholin
durchgeftihrt. Aufgrund friherer Beobachtungen an einem verzweigten Amphiphil mit
substituierter Hexaethylenglykolkopfgruppe [52] und den Ergebnissen der anderen
Untersuchungen kann angenommen werden, daB alle anderen verzweigten Amphiphile ein
ahnliches Verhalten zeigen. Weiterhin wurde durch speziell praparierte, gemischte Vesikel
mit DPPC und einem verzweigten Amphiphil mit Methoxyhexaethylenglykolkopfgruppe ein
optischer Eindruck Uber den EinfluB des verzweigten Amphiphils auf eine DPPC Membran

gewonnen. Die Aufnahmen zeigen eine deutliche Fluidisierung der gemischten Membranen
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bei steigendem Gehalt an verzweigtem Cotensid. Diese rein qualitativen Aussagen der so
aufgenommenen Bilder decken sich mit den Ergebnissen der Messungen mittels
Photobleichverfahren und DSC.
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