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1. Einleitung und Zielsetzung

1.1. Membranen in lebenden Systemen

Biomembranen als Abgrenzung und Funktionsraum zellularer Strukturen sind ein in
allen Lebensformen verwirklichtes Prinzip. Ihr evolutionérer Erfolg ist damit belegt.
Enorme GroRRenunterschiede der membranumschlossenen Systeme treten je nach
Zellart und —funktion auf. Zum Beispiel weisen Mikrokokken nur eine Lange von 0.15
- 0.2 um auf, einige Pflanzenzellen dagegen sind bis zu 30 cm lang. Axone von
Nervenzellen aus dem Riuckenmark des Menschen kénnen sogar bis zu einem Meter
lang werden (Upe unp KocH, 1994). Organismen existieren zudem in unterschiedlichsten
Lebensrdumen, wie z. B. an Orten mit hohen Temperaturen, Salzgehalten oder
grolBer Trockenheit. Verschiedene Zellfunktionen sind an die Existenz von
Membranstrukturen gebunden (s. Abb. 1.1.1 + Bsp. s. u.). Biomembranen missen
also Eigenschaften haben, die unterschiedlichen Aufgaben unter allen Bedingungen
gerecht werden. So zeichnet nattrliche Membranen aus, dass sie geschlossene,
aber gleichzeitig flexible Strukturen, und selektiv permeabel sind. Sie bestehen aus
einem Gemisch von Lipiden, Proteinen und weiteren Bestandteilen, wie
Kohlenhydraten, Cholesterol und Wasser. Lipid-Doppelschichten haben eine Dicke
von ca. 6 nm.

An einigen konkreten Beispielen soll verdeutlicht werden, dass die Eigenschaften
von Biomembranen flr die Lebensfunktionen von Organismen essentiell sind.

Um Vorgange der Energiegewinnung der Zellen zu ermoglichen, werden Stoff- und
Elektronengradienten an Biomembranen erzeugt. Die funktionellen Proteine sind
dazu vektoriell in speziellen Membranen angeordnet, wie z. B. in Chloroplasten. Als
Organellen der Photosynthese weisen ihre inneren Membranen Abschnirungen,
sogenannte Thylakoide, auf. Thylakoide stellen die Matrizes fir die Enzyme der
Elektronentransportkette und der ATP-Synthetase der Photosynthese dar und
ermoglichen so die autotrophe Energiegewinnung der photosynthetisch aktiven
Organismen. In Mitochondrien, den Organellen der Atmungskette, bilden sich aus
den inneren Membranen finger- oder scheibenférmige Ausstilpungen, sogenannte
Cristae, aus, auf denen Enzyme der oxidativen Phosphorylierung und auf3erdem des
Fettsduren-, Kohlenhydrat- und z. T. des Aminosaurenabbaus lokalisiert sind. Mit
Hilfe dieser biochemischen Reaktionsketten kdnnen assimilierte Verbindungen zur
Energiegewinnung fur die Zelle nutzbar gemacht und organische Molekile dem

Stoffwechsel zugefihrt werden.
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Abb. 1.1.1 Schematische Ubersicht der

tierischen Zelle:

Ce - Centriol

D - Dictyosom

Ds - Desmosom

G - Sekretgranulum

GER - granulares endoplasmatisches

Retikulum
ICS - Interzellularraum
L - Lysosom
M - Mitochondrium
Me - Zellmembran
Mf - Mikrofilamente
Mt - Mikrotubuli

MV - Mikrovilli

MLB - Multilamellarer Korper

N - Kern

No - Nucleolus

Ps - Polysom

SER - agranuldres endoplasmatisches
Retikulum

aus Ubpe uND KocH (1994)

Umsetzung und Weitergabe des genetischen Materials werden in Zellen
eukaryotischer Organismen mit Hilfe von Zellkernen realisiert. Diese Zellkerne sind
von einer Membran umgeben, die die empfindliche Chromosomenstruktur vor der
Einwirkung mechanischer Krafte schutzt. Die Kernmembran gewahrleistet aul3erdem
eine raumliche Trennung von Translation und Transkription, zeichnet sich aber auch
durch eine grofe Anzahl von Poren aus. Durch diese Poren wird der selektive
Austausch mit der Umgebung ermoglicht. Direkte Nachbarschaft besteht zu einem
weiteren membrandsen Organell - dem granularen endoplasmatischen Retikulum, an
dem die genetischen Informationen der Kern-DNA, die in Form von mRNA durch
Poren aus dem Zellkern gelangen, mit Hilfe von assoziierten Ribosomen umgesetzt
werden. Agranulares endoplasmatisches Retikulum ohne Ribosomen ist mit dem
Lipidstoffwechsel funktionell verbunden (KLEiNiG UND SITTE, 1999; UDE UND KOCH, 1994).

Informationsweiterleitung und -verarbeitung wird z. B. mit Hilfe von

Membranpotentialen realisiert. AuRergewdhnliche Leistungen bezuglich des Aufbaus
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solcher Membranpotentiale werden an spezialisierten Zellen des Zitteraals
besonders deutlich. Nach Nervenerregung (vermittelt durch Acetylcholin) kdnnen dort
Stromschlage von 800 Volt / 1 Ampere erzeugt werden. Dabei addieren sich
Membranpotentiale von ca. 8000 in Serie und parallel geschalteten sogenannten
Elektroplaxen (spezialisierten Muskelzellen), und durch Depolarisierung werden
diese Stromschlage freigesetzt (PenzuiN, 1996). Die Synchronisation dieser Entladung
erfolgt mit Hilfe von Gap Junctions. Gap Junctions sind spezielle Verbindungen
zwischen den Membranen benachbarter Zellen, die elektrische Ubertragung von
Reizen zulassen (KLEINIG UND SITTE, 1999).

Membranen verleihen durch ihre Zusammensetzung aus Lipiden und Proteinen
jedem umschlossenen System Spezifitat. Die an Erythrozytenmembranen
angelagerten Blutgruppensubstanzen, die als Antigene wirken, sind ein allgemein
bekanntes Beispiel.

Der Kontakt, das Aufbrechen und das erneute Verschmelzen von Membranen
wéahrend solcher Prozesse wie der Ausschittung von Neurotransmittern aus Vesikeln
in Synapsen, der Phagozytose, der Befruchtung von Keimzellen oder der Zellteilung
stellen auf3ergewohnliche Forderungen an die mechanische Flexibilitdt und
Spezifitat der Membranen. Die Fusion von Viren wurde z. B. fur das Influenzavirus
eingehend untersucht. Dabei spielt ein virales hydrophobes Fusionspeptid,
Hamagglutinin,, eine entscheidende Rolle, das eine Annaherung an den
hydrophoben Bereich der Wirtsmembran verwirklicht (KLeinic unp SiTTe, 1999). Aber
auch nicht-proteinvermittelte Fusion von Membranen ist mdglich, z. B. Gber Kationen
wie Zink (BINDER ET AL., 2001).

Membranen kdnnen also als Matrix fur funktionelle Proteine fungieren, Barriere oder
Matrix zum Aufbau von Stoff- oder lonengradienten sein, oder z. B. durch Poren,
Rezeptoren oder Kanale den Informationsfluss mit der Umgebung und den
Signaltransport innerhalb und zwischen den Zellen realisieren.

1.2. Uberblick tiber die Stoffgruppe Lipide

Die Eigenschaften von Membranen leiten sich aus ihrer Zusammensetzung ab. Um
bestimmte Eigenschaften speziellen Membrankomponenten zuordnen zu koénnen,
werden vielfaltige Untersuchungen vorgenommen, wobei die Charakterisierung
biophysikalischer Eigenschaften der Lipide und ihrer Wechselwirkungen mit
assoziierten Komponenten im Mittelpunkt steht, z. B. LEwis AND MCELHANEY (2002); SMALL

(1986); CuLLis AND DE KRUWFF (1979). In Anbetracht der Funktionen von Lipiden als
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Membranbildner, aber auch als Energiereserve, als biologische Detergentien, als
Wachs auf Federn von Vogeln, als Hormon-Ausgangssubstanzen, Pheromone etc.
verwundert nun die Vielfalt der Lipide kaum. Die Definition fur Lipide ist auRerdem
sehr weit gefasst : vom griechischen lipos = Fett abgeleitet, handelt es sich um eine
Sammelbezeichnung fur strukturell sehr unterschiedliche, in allen Zellen
vorkommende Stoffe mit vergleichbaren Ldsungseigenschaften: Lipide sind im
allgemeinen in Wasser unl6slich. Mit polaren organischen Losungsmitteln, wie
Benzol, Ether oder Chloroform, sind sie aus tierischem oder pflanzlichem Gewebe
extrahierbar. Zu den Lipiden gehoéren die eigentlichen Fette und die fettéhnlichen
Stoffe. In Ubersicht 1.2.1 wurde der Versuch einer systematischen Gliederung
naturlich vorkommender Lipide ohne Anspruch auf Vollstandigkeit unternommen.

Ubersicht 1.2.1 Uberblick tiber die Stoffgruppe Lipide und ihre Komponenten : FS = Fettsaure, PA =
phosphatidic acid, restliche Abkurzungen vgl. Tab. 1.4.1 und Abklrzungsverzeichnis; Nomenklatur

nach IUPAC (THE NOMENCLATURE OF LIPIDS, 1977).

I. Kohlenwasserstoffe gesattigt/ ungesattigt, aliphatisch/ aromatisch z. B.: Alkane, Carotinoide
langkettige Alkanole , Sterole z. B.: Cholesterol
langkettige Fettsauren z. B.: Palmitinsaure

I1. Fette und fette Ole Unverzweigte Monocarbonséure(n)+dreiwertiger Alkohol —® Triglyceride
FS Glycerin Ester
z. B.: Diacylglycerol

111. Wachse Ester hoherer Fettsaure mit hochmolekularen einwertigen Alkoholen
FS Alkanol

z.B. Bienenwachs, Wollwachs, Cutin, Suberin, Walrat

1V. Lipoide

~ Sphingolipide

Y
/ Sphingosin|+ FS =|Ceramide

Mono-, Di-, Oligosaccharide + Glycerin + FS
Phospho- v
z. B.: MGDG
= Eg Glyko-
Glycerin —
y ~

Galaktose + Sphingosin + FS|= Cerebroside
Phosphat — PA Oligosaccharide + Sphingosin + FS|= Ganglioside

+ Cholin =PpC v

+ Ethanolamin = PE Phospho-

+ Gl i =PG
o |n¥,(5:?trm - P Cholin + Phosphat + Sphingosin + FS = Sphingomyeline

+ Serin =PS
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1.3. Selbstassemblierung der Lipide

Membranbildende Lipide besitzen eine ausgepragte Amphiphilie und formen in
Gegenwart von Wasser geordnete Strukturen. Wegen dieser Eigenschaft sind sie die
formgebenden Komponenten der Membranen. Die Selbstassemblierung in Form
Jflussiger Kristalle* beruht auf dem hydrophoben Effekt. Hydrophile und hydrophobe!
Bereiche der Molekile vermeiden so energetisch ungunstige Kontakte
weitestgehend (TanForp, 1980). Darum ist es fur die Membran am gunstigsten,
abgeschlossene, z. B. blaschenférmige, uni- oder multilamellare Strukturen (Vesikel,
Liposomen) zu bilden. Die polare Oberflache grenzt dabei an das Wasser.
Zweikomponentensysteme aus synthetischen Lipiden und Wasser haben sich als
Strukturmodelle biologischer Membranen etabliert. Eine Besonderheit solcher
Modellmembranen aus nur einer Spezies von Lipiden ist ein ausgepragtes
Phasenverhalten. Das Spektrum reicht dabei von der lamellar-flissigkristallinen
Phase der natirlichen Biomembranen (Fluid-Mosaik-Modell (SINGER AND NICHOLSON,
1972), s. Abb. 1.3.1) uber weitere lamellare (kristalline, Gel-) bis hin zu nichtlamellaren
(kubischen, hexagonalen) Phasen (Bsp. s. Abb. 1.5.2.1). Ubergange zwischen
diesen Phasen werden z. B. durch Anderung der Temperatur, Druck, pH-Wert oder

Wassergehalt induziert.

Abb. 1.3.1 Aktualisierte
Variante des Fluid-
Mosaik-Modells aus
(BETZET AL., 2001)

a: integrierte -

b: periphere -

c: Tunnel-

d: Glyko-Proteine.

Die eingenommene  Aggregationsform  h&ngt hauptséachlich von  drei
Packungsparametern ab: der Querschnittsflache der polaren Gruppe des Lipids, der
Lange der apolaren Ketten und deren Volumen (IsrRAELACHvILI ET AL., 1980). Dieses

Prinzip besagt, dass sich Lipiduberstrukturen um so starker von der in vivo

lhydrophob bedeutet im Allgemeinen "wasserabstoRend" muss aber eigentlich besser unpolar
heiRen; Wasser meidet den Kontakt zu diesen Molekilgruppen (HAYMET, ET AL. 1996 ).
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relevanten lamellaren Doppelschicht entfernen, je mehr die Form ihrer Individuen von
der eines Zylinders abweicht. Es vernachlassigt allerdings chemische Eigenschaften,
wie das starke Interaktionspotential der polaren Molekulteile der Lipide.

Die strukturelle Vielfalt der Lipide ergibt sich aus den Variationsmaoglichkeiten in allen
Molekulregionen: den polaren Kopfgruppen, der polar / apolaren Grenzschicht
(Interface) und den apolaren Ketten (s. Ub. 1.2.1). Da in naturlichen Membranen
Lipidgemische vorliegen, werden Phasenlbergange unscharf bzw. verschwinden
ganz. Somit haben die Organismen die Mdoglichkeit, mit der Kombination
unterschiedlicher Lipide die Membranen optimal an ihren Lebensraum und / oder die
verschiedenen Aufgaben anzupassen, z. B. wird die Fluiditdt der Membran durch
Erh6hung des Anteils von Lipiden mit ungesattigten Acylresten grol3er.

Die Strukturen (Phasen), die Lipide durch Selbstassemblierung bilden, héangen in
erheblicher Weise auch von den Wechselwirkungskraften mit Wassermolekilen ab.
Die hydrophilen Bereiche der Lipide hydratisieren und bilden die polare Grenzflache
der Membran. Zur Charakterisierung der in und zwischen Membranen wirkenden
Kréfte existieren zahlreiche Untersuchungen z. B.: KATSARAS AND JEFFREY (1997).
Schema 1.3.1 gibt eine grobe Ubersicht zu den zwischen Membranen wirkenden

Kraften.

Schema 1.3.1 Krafte zwischen wechselwirkenden Membranen

abstoRend anziehend
Hydratationskrafte -« van-der-Waals Kréafte
V' ~Sa
entropisch enthalpisch
(Uberlappende Bewegungen (Uberlappende
von Molekulen) Hydratationshallen)

-Protrusionskrafte
(=Bewegung einzelner Molekile
senkrecht zur Membranoberflache)

-Undulationskrafte
(=Wellenbewegungen)
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Van-der-Waals Wechselwirkungen filhren zu Attraktionen wahrend die sogenannten
Hydratationskréfte im Nahbereich, d. h. bei Abstanden von ca. 1 - 3 Nanometern
abstoRend wirken. Sowohl entropische (durch Uberlappende Bewegungen von
Molekilen in den wechselwirkenden Membranen) als auch enthalpische (durch
Uberlappende Hydratationshillen der wechselwirkenden Membranen) Ursachen
werden diskutiert.

1.4. Zielsetzung

Die Lipidkopfgruppe ist als Wasserbindungsort fiir das Hydratationsverhalten von
entscheidender Bedeutung (NAGLE AND TRISTRAM-NAGLE, 2000; SEDDON ET AL., 1997; WECK ET
AL., 1997; MCINTOSH, 1996; GAWRISCH ET AL., 1992). Sie ist aulRerdem aufgrund ihrer
zwischenmolekularen Wechselwirkungen mit der Umgebung allgemein oder mit
Komponenten, wie anhaftenden Proteinen oder Sterolen, im speziellen (PRENNER ET AL.,
1999; WATTS, 1998; WIESE ET AL., 1998), als Angriffsort fir Phospholipasen oder bei der
Erkennung durch synaptische Strukturen (KarLson ET AL, 1994) vom biologischen
Standpunkt aus sehr interessant.

Auf die Besonderheiten der Einflisse der Kopfgruppenstrukturen der Lipide auf das

Hydratationsverhalten wurde bisher selten eingegangen (HUBNER AND BLUME, 1998;
JENDRASIAK, 1996; ULRICH AND WATTS, 1994A; ULRICH AND WATTS, 1994B; MCINTOSH AND MAGID, 1993;

HAuseEr, 1975). Das gilt auch fir IR-spektroskopische Untersuchungen, da hierbei
zumeist die Ketten- und Interfaceregion im Zentrum der Aufmerksamkeit standen
(LEWIS AND MCELHANEY, 2002; MANTSCH AND MCELHANEY, 1991; CASAL AND MANTSCH, 1984). Die
Untersuchungen der lipidtypischen funktionellen Untereinheiten des polaren
Molekilteils bilden deshalb in dieser Arbeit einen Schwerpunkt.

Systematische Variationen der Strukturen der Lipide im Kopfgruppen- und
Kettenbereich, z. B. die Untersuchung von Phosphocholin-Kopfgruppenfragmenten
und deuterierten Lipiden dienen der Entflechtung der Einflisse der einzelnen
Molekulgruppen auf das Hydratations- und Phasenverhalten. Die Substanzen, die fur
die Bearbeitung dieser Zielstellung als geeignet befunden wurden, sind in Tab. 1.4.1
dargestellt.

Die Erforschung der Wechselwirkungen von bestimmten Molekilstrukturen von
Lipiden und Lipidmodellen mit Wasser stellt eine Erweiterung des
Grundlagenwissens dar und kann die Interpretation der Wechselwirkungen von
Membranen mit komplizierteren Systemen wie Peptiden oder Pharmaka erleichtern.
Wasser ist mit der IR-Spektroskopie gut detektierbar. Wassermolekiile sind selbst

polar und damit zur Sondierung der polaren Lipidregion pradestiniert. Die Kleinheit
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des Wassermolekils erhdht zusatzlich sein Interaktionspotential im Vergleich zu

anderen polaren Molekilen. Die Omniprasenz von Wasser in der belebten Welt

belegt die biologische Relevanz ohnehin.

Tab. 1.4.1 Verwendete Lipide und Modellsubstanzen

Name Abkirzung _| TMA | NH, | PO4 =0 | OH | Ladung | Hersteller
Dicaproylphosphatidylcholin DCPC = DDPCY| x X X Sigma*
Dilauroylphosphatidylcholin DLPC X X X Avanti*
Dimyristoylphosphatidylcholin DMPC X X X Bachem*
Dipalmitoylphosphatidylcholin DPPC X X X Bachem*
Distearoylphosphatidylcholin DSPC X X X Bachem*
Dibehenoylphosphatidylcholin DBPC X X X Sigma*

d 4 = 4 Deuteronen DMPC-d4 X X X Avanti*

d 13 = 13 Deuteronen DMPC-d13 X X X Avanti*

d 54 = 54 Deuteronen DMPC-d54 X X X Avanti*

d 67 = 67 Deuteronen DMPC-d67 X X X Avanti*
Diphytanoylphosphatidylcholin DPhPC X X X Avanti*
Diphytanoylphosphatidylethanolamin DPhPE X X X Avanti*
Dicaproylphosphatidylethanolamin DCPE X X X Avanti*
Tetraoleoylcardiolipin Cardiolipin X X X - Avanti*
Dioleoylphosphatidylglycerol DOPG X X X - Sigma*
Dioleoylglycerol DOG X X Sigma*
Monoglucosyldiacylglycerol MGDG X X Lewis**
Diglucosyldiacylglycerol DGDG X X Lewis**
Dimyristoyltrimethylammoniumpropan DMTAP X X + Avanti*
Dioleoyltrimethylammoniumpropan DOTAP X X + Avanti*
Dioleyloxypropyltrimethylammoniumchlorid DOTMA X + Ansell**
Methylphosphocholin MePC X X Rattay**
Acetylcholin ACh X X Sigma*

Cholin - X X Sigma*

Tetramethylammoniumchlorid TetraMAC X Fluka*
Stearyltrimethylammoniumchlorid StearylTriMAC X + Fluka*
Stearylamin - X Sigma*
Stearylalkohol - X Sigma*

*Avanti Polar Lipids (Birmingham, USA); Bachem (Heidelberg); Fluka (Neu-Ulm); Sigma Co.

(Miunchen);

**S. Ansell (INEXpharm, Vancouver, Kanada); R.N.A.H. Lewis (University of Alberta, Edmonton,
Kanada); B. Rattay (Martin-Luther-Universitat, Halle);

1.5.
1.5.1. FTIR-Spektroskopie

Methoden zur Untersuchung von Lipiden

Die Fourier-Transform-Infrarot (FTIR) -Spektroskopie ist eine etablierte Methode zur
Charakterisierung von Biomolekilen und Wasser sowie der Wechselwirkungen
nicht invasiv, und sie erlaubt die

zwischen ihnen. Sie ist hochempfindlich,

Beobachtung von Wasserstoffbriickenbindungen sowie weiterer direkter und
indirekter Einflisse des Wassers auf bestimmte Molekilgruppen, die anhand von

Verschiebung und / oder Verformung von Absorptionsbanden sichtbar werden (vgl.

2 DDPC = DCPC, da decanoyl = caproyl; wurde aufgrund der Veroffentlichungen (GAuGer ET AL., 20014)
im Kap. 3.3.1.1. als DDPC und im Kap. 3.3.1.2. als DCPC (PoHLE ET AL., 2002) bezeichnet.
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Kap. 2.2.2.). Die FTIR-Spektroskopie ist haufig die Methode der Wahl zur
Charakterisierung von Modellmembranen aus Lipiden oder Lipidgemischen oder
auch Mischungen mit anderen Biomolekilen (Proteinen, Peptiden, Cholesterol, DNA
etc. z. B.: INFRARED SPECTROSCOPY OF BIOMOLECULES (1996)). Deshalb wurde sie als
Hauptmethode dieser Arbeit gewéhlt. Mit attenuated total reflection -
Lineardichroismus  (ATR-LD)-FTIR-Spektroskopie  lassen  sich  zusatzlich
Orientierungen von Molekulgruppen bestimmen.

Ein Beispiel fur einen FTIR-spektroskopisch gemessenen Hydratationsscan (vgl.
Kap. 2.2.1.) eines Lipids ist in Abb. 1.5.1.1 gegeben. Die Zunahme der Intensitat der
Bande der OH-Streckschwingungen bei 3400 cm™ (groRer oranger Pfeil) ist
proportional zu der Menge des vom Lipid adsorbierten Wassers. Die kleinen orangen
Pfeile kennzeichnen Intensitatsspringe der Bande der antisymmetrischen
Methylenstreckschwingungen wahrend des Hydratationsscans von DPhPC. Somit ist
es moglich, die Hydratation direkt zu verfolgen (s. Kap. 2.2.1. und 3.1.1.).
Anderungen molekularer Eigenschaften (z. B.. der Konformation) koénnen in

Zusammenhang mit der Hydratation gebracht werden (s. Kap. 3.1.2.).

Abb. 1.5.1.1 Die quasi-

dreidimensionale
Darstellung eines
Hydratationsscans von
DPhPC. Sie wurde
durch Bilden einer
Flache aus allen

aufgenommenen
Spektren erzeugt

(Anfangsspektrum
dunkelblau). Der blau-
rote Pfeil zeigt die
Richtung der
Hydratation an, orange

Pfeile s. Text.
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1.5.2. Erganzende Methoden

Komplementar zu  den IR-spektroskopischen  Untersuchungen liefern
Rontgenbeugung, Elektronenmikroskopie, Karl-Fischer-Titration und
Gravimetrie wertvolle Informationen zum Hydratations- und Phasenverhalten von
Lipiden (vgl. Kap. 2.2.). Es kann weitgehende Identitat der Versuchsbedingungen fir
alle genannten Methoden gewahrleistet werden. Mit der Methode der
Rontgenbeugung kdnnen Beugungsmuster bestimmter Lipidphasen sichtbar
gemacht werden. Durch die Verwendung von Synchrotronstrahlung ist es mdglich,
Verlaufe von Phaseniibergangen wahrend der Hydratation zeitaufgelost zu verfolgen
und Korrelationen mit den Ergebnissen der IR-Spektroskopie herzustellen (s. Abb.
1.5.2.1). Elektronenmikroskopische Aufnahmen erméglichen die direkte Betrachtung
der Lipidphasen und den Vergleich der Phasendimensionen  mit
Rontgenbeugungsergebnissen. Direktmessungen des Wassergehalts verschiedener
Lipide mit der Karl-Fischer-Titration oder Gravimetrie erlauben die Bestimmung von
Lipid-Wasser-Stochiometrien.

L] Iﬂ.:tl L]
Wl barzahl icm

Abb. 1.5.2.1 Lyotroper Ubergang von der P,- in die H,- Phase von Dioleoylphosphatidylethanolamin
(DOPE): unten links die quasi-dreidimensionale Auftragung der IR-Spektren eines Hydratationsscans
(Awr als MaR der Wasseradsorption, s. Kap. 3.1.1) im Bereich der Banden der
Phosphatstreckschwingungen mit deutlichen, an der ,Bruchkante" erkennbaren, Intensitats- und
Wellenzahlspriingen. Darliber sind die aquivalenten Rontgenbeugungsmuster in Abhéngigkeit von der
Zeit = t (zunehmende Hydratation) aufgetragen. Die Pfeile verbinden die experimentellen Daten mit

den schematischen Abbildungen der zugehdrigen Phase. (PoHLE ET AL., 2001A; POHLE AND SELLE, 1996)
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Verwendete Substanzen

Alle aufgefihrten Lipide und Modellsubstanzen (s. Tab. 1.4.1) wurden ohne weitere
Reinheitsprifung direkt vom Hersteller verwendet. Als Loésungsmittel dienten
Chloroform und Methanol der Firma Merck KGaA (Darmstadt) mit dem Reinheitsgrad
fur die UV-Spektroskopie. Die Substanzen fur die Feuchtemessungen (s. Tab.
2.2.1.1) vom VEB Laborchemie Apolda besalRen Synthesequalitét.

2.1.2. Probenpraparation

Die Proben fur die Infrarotspektroskopie wurden auf Zinkselenid-Fenster (Fa. Vitron,
Jena) mit 0 25 mm, Dicke = 2 mm und einem Transmissionsbereich bis 450 cm™
aufgetragen. Aus Chloroform- oder Methanollésungen von Lipiden (Konzentration 10
mg/ml) konnten durch vorsichtiges Verstreichen mit Hilfe eines Spatels unter
Verdampfen des Losungsmittels orientierte Multischichten mit einer Masse von ca.
600 pg erhalten werden (entspricht durchschnittlich 300 - 500 Lipid-Monoschichten).
Die so praparierten Filme zeigten eine verbesserte Auflosung ihrer Spektren durch
Erreichung scharferer Bandenformen im Gegensatz zu unverstrichenen Filmen
(SELLE, 1999).

Fur die Rontgenbeugungsexperimente wurden 100 — 150 pl (aus Intensitatsgrinden)
der gleichen Lipidldsungen unter Verdampfen des Losungsmittels auf Glimmerfenster
(Fa. Jahre, Wilhelmshaven) mit 0 10 mm und einer Dicke von 0.3 mm aufgetropft.
So wurden sogenannte Pulverproben, das heil3t nicht zwingend trocken sondern
unorientiert im Sinne von schlechterer Schichtung der Lipidlayer (verglichen mit den
IR-Proben), erhalten. Dadurch wird es méglich, ohne definierten Einstrahlwinkel (s.
Kap. 2.2.3.) Streumuster der statistisch orientierten Lipidstrukturen zu erhalten.

Die Karl-Fischer-Titrationsexperimente erforderten ebenfalls groRere
Substanzmengen, um den Wagefehler (s. Kap. 2.2.4.) gering zu halten. Ungeféahr 1
mg Lipid wurde aus chloroformischen Lésungen auf Zinkselenidfenster aufgetragen.
Fur die drei genannten Methoden wurden Kuvetten (s. Abb. 2.1.2.1) in Anlehnung an
Omni-Kivetten (Graseby Specac, Grol3britannien) verwendet, die mit Hilfe eines
Messingzylinders ein definiertes Gasvolumen um den Lipidfilm gewahrleisteten und
Uber einen Stutzen die Applikation von Glaskdlbchen mit Salzen, gesattigten
Salzlésungen oder Wasser zur Feuchteregulierung (s. Kap. 2.2.1.) ermdglichten. Die

Gummiringe dienten jeweils als Abdichtung des Gasraumes und als Druckfanger fur
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die empfindlichen ZnSe- / Glimmer-Fenster gegen die Verschraubung. Die auf3eren

Metallplatten dienten der Fixierung der Bauteile und als Adapter fur die Halterung im

Spektrometer.
a;ggg Abb. 2.1.2.1 Reihenfolge der Bauteile der Kiivette
TELE
%E%% fur die Experimente mit FTIR-Spektroskopie und
§o% Karl-Fischer-Titration. Far die
S % Réntgenbeugungsexperimente sind die

Durchmesser der Fenster, der Offnungen in den
Aluminiumdeckplatten, des Messingzylinders und
das Fenstermaterial verandert (vgl. Text).

Der Messingzylinder ist mit einem leeren Fenster

mit Klebstoff fest verbunden, weshalb ein

Gummiring zwischen diesen beiden Uberflissig

ist.

2.2. Physikochemische Untersuchungsmethoden
2.2.1. Hydratisierung = Hydratation a
Zwei grundsatzliche Mdglichkeiten der Hydratisierung der Lipidproben wurden in
dieser Arbeit verwendet (PoHLE ET AL., 1998). Die Einstellung einer bestimmten relativen
Feuchte wurde mittels gesattigter Salzlésungen beziehungsweise Wasser oder
ungeldsten Substanzen (s. Tab. 2.2.1.1 (Greenspan, 1999)) in kleinen Glaskdlbchen
Uber den die Probe umgebenden Gasraum realisiert (s. Abb. 2.1.2.1, WEAST AND ASTLE,
1980; O'BriEN, 1948). Die Experimente wurden bei Raumtemperatur (27°C)
durchgefuhrt. Bei dieser Verfahrensweise wurde die Probe stationar bei einer
bestimmten Feuchte (i. d. R. Uber Nacht, jedoch mindestens 3 Stunden) bis zur
Gleichgewichtseinstellung equilibriert und vermessen (32 Scans pro Spektrum).

Bei der nichtstationaren Methode wurden Hydratisierungs- oder
Dehydratisierungsscans durchgefihrt. Nichtstationar bedeutet, dass z. B. an eine
trockene Probe im Gleichgewicht bei 0% relativer Luftfeuchte (RF) ein
wassergefilltes Kolbchen (100% RF) appliziert und Hydratisierungseffekte durch

dicht aufeinander erfolgende Messungen (Ublicherweise 1 Messung pro Minute, 2

® Unter Hydratation wird die Solvatation in Wasser als Losungsmittel verstanden, wobei sich Wasser
unter Beibehaltung seiner H-OH-Bindung an lonen, Elektronen, Atome, Molekile oder Kolloide
anlagert. In der englischen Sprache wird allerdings kein Unterschied zwischen Hydratation und
Hydratisierung gemacht, so dass auch in dieser Arbeit eine Gleichsetzung erfolgte (RoMPP CHEMIELEXIKON,
1995).
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Scans pro Spektrum) direkt beobachtet wurden (PoHLE ET AL., 1998). Die nichtstationare
Methode hat sich als ein zeitsparendes ,screening® zum schnellen Auffinden
hydratisierungsgetriebener Effekte, z. B. von Phasenlbergéngen in den Lipidfilmen,

bewahrt.

Tab. 2.2.1.1 Salze bzw. sonstige Substanzen und ihre zugehérigen RF-Werte

Substanz RFin % Verwendungsform
K,SO, 98 gesattigte Losung
BacCl, 88 "

KCI 86
KBr 84

(NH4)>SO, 80
NaCl 76
NaNO, 66
NaBr 59
KNO, 45
K>COs3 44

MgC|2 X 6 H,O 33
CaCl, 31
KAc 23 ungeldste Substanz
LiCl 15 "
NaOH 5
P205 O

2.2.2. FTIR-Spektroskopie
Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie ist, wie in Kap. 1.5.1. schon erwahnt, eine
seit Jahrzehnten etablierte Methode zur Charakterisierung von Biomolekilen (Lewis

AND MCELHANEY, 2002; INFRARED SPECTROSCOPY OF BIOMOLECULES, 1996; POHLE AND FRITZSCHE,

1990). Die Methode beruht auf der Eigenschaft der Molekile beziehungsweise
Molekulgruppen, bei Frequenzen zu schwingen, die im Bereich des mittleren Infrarot
liegen. Die Vorteile der Methode liegen darin, dass sie nicht invasiv ist, d.h. der
Einbau von Sonden, der zu Artefakten fuhren kann, ist Uberflissig. Die
charakteristische Zeitskala liegt bei 10" s. Die Methode ist somit schnell genug, um
Momentaufnahmen der Molekile zu ermdglichen. Die zur Frequenz der
Molekiilschwingung proportionale GroRe Wellenzahl [in cm™] erlaubt den Zugang zur
Molekulphysik.

Die relativ komplizierten Infrarotspektren von Lipiden weisen eine grof3e Anzahl von
Banden auf. Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden viele Banden
Molekulgruppenschwingungen zugeordnet und zu deren Charakterisierung

herangezogen (PoHLE ET AL., 2000; GOMEZ-FERNANDEZ AND VILLALAIN, 1998; WINTER UND NOLL,
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1998; BRANDENBURG ET AL., 1997; LEWIS AND MCELHANEY, 1996; MANTSCH, 1991, 1984; FRINGELI AND

GUNTHARD, 1981).

Die in dieser Arbeit erhaltenen Messergebnisse wurden mit einem FT-Spektrometer
IFS 66 (s. Abb. 2.2.2.1) der Firma Bruker (Karlsruhe) gesammelt. Die Probenkammer
wird zur Vermeidung von Wasserdampf- und Kohlendioxidabsorptionen mit
Trockenluft gespllt (Adsorptionstrockner der Fa. Zander, Essen). Das Spektrometer
ist mit einem automatischen Probenwechsler ausgestattet, der dicht hintereinander
folgende Messungen von Referenz- und Probenkivette ohne Offnung der
Probenkammer und groRRere zeitliche Differenzen erlaubt. Als Strahlungsquelle dient
ein Globar (Siliciumcarbid / KBr), der durch thermische Anregung vorzugsweise im
mittleren infraroten Frequenzbereich emittiert. Die Temperatur wird mit Hilfe eines
Wasserumlaufkihlers reguliert. Mit einem DTGS (deuteriertes Triglycinsulfat)-
Detektor/KBr (10000 - 180 cm™) werden die Interferogramme detektiert.

Abb. 2221 IR-

L{ _
Spektrometer IFS 66 mit

Referenzkiivette gedffnetem  Probenraum,

Frobenkilvaetie .
. in dem Proben- und

Referenzkiivette zu sehen
sind. Diese sind in einer
Halterung auf dem

Probenschlitten arretiert.

Die Aufnahme und Auswertung der Spektren erfolgte mit den Auswerteroutinen der
Brukersoftware OPUS 2.0, 21 und 3.1 Bei den  stationdren
Hydratisierungsmethoden wurden 32 Scans, bei den dynamischen jeweils 2 Scans
zu einem Spektrum akkumuliert. FUr die Generierung der IR-Spektren aus den
Interferogrammen mittels Fouriertransformation wurden eine Apodisierungsfunktion
nach Hepp und Genzel, der Phasenkorrekturmodus nach Mertz und ein zero-filling-
Faktor von 2 verwendet. Spektren im absorbance- (engl.) bzw. Extinktions-Modus*
mit einer Auflésung < 2 cm™ wurden zur Anzeige gebracht und weiter verwendet.

Aufgrund unterschiedlicher Aquilibrierungszeiten (beziiglich RF) in Proben- und
Referenzkilvette bei den dynamischen Messungen kam eine Uberlagerung der

Lipidspektren mit  Wasserdampfabsorptionen zustande. Darum sind

* Extinktion (E) ist eine Bezeichnung fiir den Ausdruck log(1/T) [friiher log(l/)]; | = Intensitat, T =
Transmission.
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Wasserdampfspektrensubtraktion und Glattungsroutinen (9 bis maximal 21
Glattungspunkte) angewendet worden. Bei schlecht oder gar nicht orientierten
Proben waren zum Teil Basislinienkorrekturen notwendig. Die peak-picking-Routine
von OPUS konnte zur Bestimmung der Wellenzahl des Bandenmaximums sowie der
Halbwertslinienbreite genutzt werden, wobei eine Basislinie in manuell vorgegebenen
Grenzen bzw. den Peak am glnstigsten beschreibenden Frequenzbereichen
automatisch bestimmt wurde.
In ausgewahlten Fallen wurde der Bandenschwerpunkt (COG = centre of gravity) zur
Charakterisierung hydratisierungsinduzierter Bandenverschiebungen verwendet, da
dieser empfindlicher fir Bandenverschiebungen ist:
[vorfhw

COG = ”}—

[Ab v
Als Integrationsgrenzen v; und Vv, wurden Wellenzahlen gewahlt, die in etwa
gleichen Extinktionswerten von 20% - 60% des Maximalwertes an der linken und
rechten Flanke der jeweiligen Bande entsprachen (BINDER, 2000).
Infrarotlineardichroismus
Lineardichroismus-Spektren wurden in Kooperation mit Dr. H. Binder (Universitat
Leipzig) aufgenommen. Die Proben werden auf einen ZnSe-ATR-Kristall
aufgetragen. Ein IR-Strahl wird durch den Kristall mehrfach total reflektiert. Durch
Eindringen des Strahls in die aufliegenden Lipidschichten entsteht ein IR-Spektrum.
Durch Anderung der Polarisationsrichtung des einfallenden Strahls koénnen
Orientierungen der Lipidmolekllgruppen aus dem dichroitischen Verhaltnis
R=A/Ag

ermittelt werden. Dazu wurden die integralen Extinktionen einer IR-Bande (A) mit
parallel (;) und senkrecht () zur Einfallsebene polarisierter Strahlung gemessen
(BINDER, 2000). Daraus lasst sich der IR-Ordnungsparameter (Sir) berechnen:

Sir= (R-K1) / (R+K>)
Die Konstanten K; und K, sind Funktionen der Feldstarke am Ort der
Wechselwirkung zwischen der IR-Strahlung und den Ubergangsdipolen der
schwingenden Atomgruppen und sind von der Geometrie und den optischen
Eigenschaften des Gesamtsystems abhéngig (ZnSe-Kristall K; = 2 und K; = 2.55)

(VOGEL, 2001; BINDER AND SCHMIEDEL, 1999).
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2.2.3. Rontgenbeugung

Fur Strukturen der GroRenordnung 1 - 100 nm liefert die Methode der
Rontgenbeugung wertvolle Informationen in Form eines diffusen Streubildes. Da die
lyotropen Lipidphasen teilgeordnete Strukturen aufweisen, sind Reflexe sowohl im
Kleinwinkel- als auch im Weitwinkelbereich messbar. Letztere sind aussagekréaftig zu
Dimensionen und Anordnungen der Uberstrukturen der Lipidmolekiile. (z. B. s. Abb.
1.5.2.1) (POHLE ET AL., 2001A; BINDER ET AL., 1998; LUZZATI AND TARDIEU, 1974; LuzzATI, 1968). Die
Verwendung der Synchrotronstrahlung erlaubt zeitaufgeldste Messungen.

Die Messungen wurden am Deutschen Elektronen Synchrotron (DESY) in Hamburg
unter Betreuung von Dr. M.H.J. Koch (EMBL) am HASYLAB (Speicherring DORIS)
an der Beamline D1/2 durchgefuhrt (s. Abb. 2.2.3.1). Die Anlage ermdglicht
gleichzeitiges Messen von Klein- und Weitwinkelreflexen (s = 0.05 - 0.9 nm™) mit
einer doppelfokussierenden Monochromator-Spiegelkamera X33 (BouLIN ET AL., 1986;

KocH AND BorpAs, 1983) mit einem linearen Detektor. Die Wellenlange der verwendeten

Strahlung entspricht der CuK,-Strahlung mit 0.15 nm.

Abb. 2231
Beamline D1/2 am
DESY Hamburg. (der

Kleinwinkeldetektor
befindet sich
auBerhalb des
Bildausschnitts ~ am
Ende der markierten
Rohre)

Die Wahrscheinlichkeit einer Degradation der Lipide wurde durch Einsatz eines
automatischen Aluminiumshutters, der bei den dynamischen Messungen wéahrend
der Zeitraume zwischen den Messungen zwischen die Probe und die
Rontgenstrahlenquelle geschoben wurde, verringert. Die Integritat der Lipide wurde
durch Reversibilitat der Messergebnisse bewiesen.

Die Expositionszeiten betrugen fir die stationaren Messungen 3, 6 und 9 Minuten (je

nach Intensitat der Reflexe), bei den dynamischen Messungen zu Beginn eines
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Scans 30 Sekunden und 1 min Abstand zwischen den Messungen und wurden bei
Verlangsamung des Prozesses auf 1 Minute Expositionszeit und 5 min Abstand der
Messungen erhoht. Ublicherweise wurden die Messungen bei Raumtemperatur (26 +
1 °C) durchgefuhrt. Temperierte Messungen konnten mit einem Kuivetten-Adapter,
der mit einem Thermostaten (Fa. Haake, Karlsruhe) verbunden ist, realisiert werden.
Mit Hilfe des Programms OTOKO/SAPOKO (BouULIN ET AL., 1986; KOCH AND BORDAS, 1983)
wurden die erhaltenen Daten verarbeitet. Von allen aufgenommenen
Diffraktionsmustern wurde zuerst ein Referenzmuster (Klvette ohne Probe)
abgezogen, um die Reflexe der Apparatur (Kapton des Detektorfensters) und das
Hintergrundrauschen der umgebenden Luft zu minimieren. Dann wurden die
Streulangen mit Hilfe einer Tripalmitinpulverprobe (mit bekannten Dimensionen ihrer
Reflexe) fur den jeweiligen Aufbau geeicht. Die Daten wurden dann in ein Origin-
(Microcal Software, Northampton, USA) und / oder SigmaPlot- (SPSS, Inc.,
Richmond, USA) kompatibles Dateiformat gewandelt und somit flr peak-picking-
Routinen zuganglich gemacht.

Die dreidimensionalen (3D) Darstellungen von Hydratisierungsscans von
Diffraktogrammen und IR-Spektren wurden mit der 3D-OPUS Software (Bruker,
Karlsruhe) erstellt.

2.2.4. Karl-Fischer-Titration

Ein schnelles und genaues Verfahren zur Bestimmung von geringen Wassergehalten
in verschiedensten Stoffen ist die Karl-Fischer-Titration. Das Grundprinzip besteht
darin, dass Wasser mit Schwefeldioxid und lod reagiert. Die Reaktion lauft in
methanolischen Medien Uber Methylsulfit ab, welches dann in Gegenwart von lod
und Wasser zum Methylsulfat oxydiert wird. Als Basen fungieren Diethanolamin und
Imidazol. lod wird elektrochemisch an einer Platinelektrode direkt in der Reagenz
erzeugt. Zur Bestimmung des Titrationsendpunktes wird mit Hilfe zweier
Platinelektroden ein Strom in der Reagenzlbésung gemessen. Der Indikatorstrom ist
proportional zur tberschissigen lodkonzentration in der Reagenzlosung (Hydranal
coulomat, Sigma Co., Minchen). Uberschiissiges lod tritt in dem Moment auf, wenn
das gesamte Wasser aus der Probe bereits umgesetzt wurde.

Der ,Karl-Fischer-Titrator Aqua 30.00“ (ECH (Elektrochemie), Halle, s. Abb. 2.2.4.1)
wurde eigens mit einer Dosierschleuse ausgestattet, die die direkte Titration der
Lipidfilm-Proben auf ZnSe-Fenstern erlaubt. Die gewahlte Temperatur in der

Dosierkammer von 110°C garantiert ein vollstandiges Verdampfen des von der
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Probe adsorbierten Wassers. Die Probendosierung erfolgt unter Argonzuleitung, um
von der Umgebung eingetragene Wassermengen moglichst gering zu halten. Zur
Bestimmung des Eintrags an Wasser aus der Luft beim Uberfiilhren der Probe aus
der Kivette in den Karl-Fischer-Titrator wurde vor jeder Messung ein Vergleichswert
von einem ZnSe-Fenster ohne Probe bestimmt. Die Wassermenge [in pug] wird durch

Integration der Titrationskurve erhalten.

Argon
Purmiga
s Indikator- Zufluls

alahlr-:uﬁen . E i
Liptdfilm

Anode r
l auf

D'EF"" ma £n EE-
i | Fenstar
Kathode

ezl rrid

Magnetrihrer

Abb. 2.2.4.1 Schematischer Aufbau des Aqua 30.0

Titrators links, fotografische Abbildung rechts.

Um die Masse des Lipidfilms zu ermitteln, wurden die Proben unter P,Os mind. 24h
getrocknet und unter Stickstoffatmosphare direkt auf dem ZnSe Fenster gewogen
(Mikrofeinwaage M5P der Fa. Sartorius, Goéttingen). Infolge des geringen Gewichts
der Lipidfilme (< 1 mg) im Vergleich zu dem hohen Gewicht der ZnSe-Fenster (ca.
4.5 g, Spezialanfertigung der Firma Vitron, Jena) wurde im obersten Bereich der
Wagegenauigkeit der Waage gemessen, und somit war die Wagung die groldte
Fehlerquelle. Es wurden deshalb mindestens 6 Wagungen pro Probe durchgefihrt.
Vor und nach der Wagung sowie vor und nach der Titration wurde der Wassergehalt
der Proben IR-spektroskopisch gepriift (GAUGER ET AL., 2001B).

Die Karl-Fischer-Titration ist aufgrund des unvermeidbaren kurzzeitigen Kontakts der
Proben mit der normalen Luftfeuchtigkeit fir manche (sehr hygroskopische oder

schnell wasserabgebende) Substanzen ungeeignet.
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2.2.5. Elektronenmikroskopie

Gemeinsam mit Dr. W. Richter (Friedrich-Schiller-Universitdt Jena) wurden
Gefrierbruch-elektronenmikroskopische Untersuchungen durchgefuhrt. Strukturen mit
Dimensionen bis < 4 nm konnen aufgelést werden und die fotographische
Betrachtung von Lipidphasen ermdglichen. Eine groRere Menge Lipid (> 2 mg) wurde
aus der Chloroformlésung unter Verdampfen des Losungsmittels auf einen
Objekttrager aufgebracht und in einer Kammer Uber die umgebende Luft hydratisiert.
Mit Hilfe von zwei Kupferbédnkchen, von denen eines in die Lipidmasse und danach
mit dem anderen Bankchen zusammen gedrickt wurde, stellte man ein
,Lipidsandwich* her, das in flussigem Propan und anschlieRend in flissigem
Stickstoff sofort eingefroren wurde. Durch Auseinanderklappen der beiden Bankchen
zerfallt die Lipidmasse in zwei Gefrierbruchpraparathalften, welche durch
anschlieBende Platin- und Kohlebedampfung fur das Elektronenmikroskop sichtbar
gemacht wurden. Die in Wasser abgeschwemmten und auf Kupfergitter
aufgenommenen, beschichteten Proben wurden dann elektronenmikroskopisch
betrachtet (Gerate- und Methodenspezifikationen in (MevEr AND RICHTER, 2001; MEYER ET
AL., 2000)).

2.2.6. Gravimetrie

In Kooperation mit Dr. H. Binder (Universitat Leipzig) wurden gravimetrische
Messungen durchgefihrt. Die Methode erlaubt die direkte Messung der Masse des
adsorbierten Wassers an einen Lipidfilm unter Variation der umgebenden Feuchte
und / oder der Temperatur. Zirka 0.5 mg trockenes Lipid wurden in ein
computergesteuertes Feinwaagesystem eingebracht. Die Messkammer wurde von
einem Stickstoffgasstrom durchflossen in dem die relative Feuchte kontinuierlich
erhoht oder verringert werden konnte. Das infolge der Wasseradsorption auftretende
Masseninkrement wurde registriert und als Adsorptionsisotherme in mol Wasser pro
mol Lipid als Funktion von RF umgerechnet (Gerate- und Methodenspezifikationen in
BINDER (2000); BINDER ET AL. (1999A); BINDER ET AL. (19998)).
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3. Ergebnisse und Detaildiskussion
3.1. Methodische Grundlagen und Interpretationsregeln
3.1.1. Wasseraufnahmekapazitat
Anhand der Wasseraufnahmekapazitat einer Substanz kdnnen Aussagen zu
Einflissen ihrer  Struktureigenschaften auf die Wasserbindungsfahigkeit,
Hydrophobizitdt usw. getroffen werden. Die IR-Spektren erlauben eine
halbquantitative Abschatzung der Wasseradsorption mittels Ay, die Karl-Fischer-
Titration und die Gravimetrie ermoglichen die direkte Bestimmung von Lipid-Wasser-
Stochiometrien (ny).
Ay - die relative Wasseraufnahme
Zur Abschatzung des von einer Probe adsorbierten Wassers auf Grundlage ihres IR-
Spektrums eignet sich das Integral der Flache der Bande der OH-
Streckschwingungen (Avais(OH) = Aon) (BINDER ET AL., 2000A; KINT ET AL., 1992; OKAMURA ET
AL., 1990). A, wurde mit Hilfe von Aoy (im Bereich von ~3800 bis 3000 cm™, als
Differenz von Achon-Ach gewonnen) und der Flache der Banden der CH-
Streckschwingungen der Methyl(en)gruppen Acn (gewohnlich im Bereich von ~3100
bis 2800 cm™, s. Abb. 3.1.1.1) berechnet:

Auwr = (Acron-AcH) / AcH (SELLE ET AL., 1997; SELLE, 1999).
Nach dieser Formel werden gleichzeitig die unterschiedlichen Intensitaten der
Absorptionen der Lipidfilme normiert, so dass prinzipiell Vergleiche von Lipidproben
untereinander moglich waren. Ausnahmen bei der Vergleichbarkeit und
Besonderheiten der A,-Berechnung aufgrund von Veranderungen der
Molekulstruktur und, dadurch bedingt, des Spektrums werden bei den

entsprechenden Substanzen erlautert.

Abb. 3.1.1.1 IR-Spektrum von
06 =] + I = AcroH DMPC. Die Flichen Acron
I = AcH

(cyan + rot) und Acy (rot)

wurden markiert. Acy kann bei

0.4 - héheren Wassergehalten der
Probe durch Subtraktion der
Bande der vOH mittels
0.2 -

Intensitat der Extinktion

Basislinienkorrektur oder im

Spektrum der trockenen Probe

3600 3400 3200 3000 2800 gewonnen werden.

Wellenzahl / cm-
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Hydratationszahl n,,

Die Hydratationszahl n,, kann mit Hilfe der Karl-Fischer-Titration oder
gravimetrischen Messungen bestimmt werden. Sie stellt das Molverhaltnis Wasser /
Lipid dar. Der Parameter n, kann mit [R-spektroskopisch gewonnenen
Adsorptionsisothermen korreliert werden und daher auch mit A, (s. Abb. 3.1.1.2.,

(GAUGER ET AL., 2001B)).

15 Abb. 3.1.1.2 A, (rote Punkte) der
12 IR-Spektren eines
l Hydratisierungsscans von DPhPC,
A\ n,, der gravimetrischen (blaue Linie)
g 6 und der Karl-Fischer-
Titrationsexperimente (blaue
3 Dreiecke) in Abhéngigkeit von RF.
0
! ! ! ! ! !
0 20 40 60 80 100
RF[%]
Restwasser

In den Spektren z. B. der meisten PC-Proben bei 0% RF sind auch nach langen
Trocknungszeiten im Bereich der OH-Streckschwingungen breite Banden mit
geringer Intensitat zu beobachten (s. Abb. 3.1.1.3 DOPC).

Diese werden sogenanntem "Restwasser”, das fest gebundenem Wasser entspricht,
zugeordnet: laut Angaben in der Literatur befinden sich ca. 1 - 3 Wassermolekile in
starken Interaktionen mit den Sauerstoffatomen der Phosphodiestergruppen (Pearson
AND PASCHER, 1979; BaAer, 1953) und werden mit der hier verwendeten
Trocknungsmethode nicht entfernt. Nach eigenen Ergebnissen liegt der
Restwassergehalt jedoch mehr oder weniger deutlich unterhalb von n,, = 1 (vgl. Kap.
3.3.1.3.und s. Abb. 3.1.1.2 und 3).
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Extinktion

3500 2800 1800 1200 600
\ \

DPhPC
DOPC

2900 2800

3500 2800 1800 1200 600

Wellenzahl /cm'l

Abb. 3.1.1.3 IR-Spektren von DPhPC (oben) bei 0% RF (rot), bei 98% RF (blau) und DOPC (oben) bei
0% RF (schwarz gepunktet), AusschnittsvergréRerung des CH-Streckschwingungsbereiches des

Spektrums von DPhPC; DPhPE (unten) bei 0% RF (dunkelrot), bei 98% RF (dunkelblau); der Pfeil

zeigt auf eine Sequenz von NH-Progressionsbanden der PE-Kopfgruppe.

3.1.2. Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

Die FTIR-Spektroskopie erlaubt die Beobachtung direkter und indirekter Einflisse

von Wasser auf bestimmte Molekulgruppen (Schwingungsmodi s. Tab. 3.1.2.1), die

anhand von z. B. Wellenzahlverschiebungen sichtbar werden.

Tab. 3.1.2.1 Nomenklatur / Symbolik fur die Molekulschwingungen

Symbol * | Schwingungsmodus
\Y Streck- bzw. Valenzschwingung
0 bending- oder Scherenschwingung (Deformationsschwingung in einer Bindungsebene)
y Deformationsschwingung von Bindungen aus einer Bindungsebene heraus
v Wellenzahl (in dieser Arbeit nur fir Wellenzahlen von Valenzschwingungen verwendet)
*Erweiterungen: tiefgestellt: a = antisymmetrisch, s = symmetrisch, r = rocking, w = wagging

hochgestellt: TMA = Trimethylammoniumgruppe.
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Es wird zwischen sprunghaften und kontinuierlichen Veranderungen unterschieden,
wobei in erster Linie die Wellenzahl, aber auch die Intensitat und / oder die Breite
einer Bande betroffen sein kdnnen (PoHLE ET AL, 1998; SELLE AND POHLE, 1998).
Kontinuierliche Wellenzahlverschiebungen werden z. B. durch die Bindung von
Wasser an Zentren wie Phosphat- oder Carbonylgruppen tUber Wasserstoffbriicken
verursacht. Die durch Frequenzabnahme signalisierte Verringerung der
Kraftkonstanten des betreffenden Oszillators korrespondiert mit einer Verminderung
der Ordnung oder einer geringeren Elektronendichte der zugehérigen Bindung (PoHLE
ET AL, 1997). Anderungen in der Intensitat einer Bande kénnen z. B. durch Erscheinen
/ Verschwinden dieser Bande aufgrund von Konformationséanderungen (vgl. Kap.
3.3.1.1.) oder durch Anderung des Extinktionskoeffizienten aufgrund eines
Phasenubergangs (vgl. Kap. 3.3.1.3.) erklart werden. Halbwertslinienbreiten hangen
von Rotations-, Translations- und / oder Kollisionseffekten ab. Dartber hinaus
kobnnen sie Ausdruck der Heterogenitat / Populationsvielfalt der absorbierenden
Molekllgruppe sein (AMEY AND CHAPMAN, 1984).

Generelle Interpretationsregeln fur die Verdnderungen der Wellenzahlen einiger
charakteristischer Banden, die bei fast allen Substanzen dieser Arbeit in den IR-
Spektren auftreten, werden im Folgenden vorgestellt.

OH-Streckschwingungen

Im Bereich von 3800 bis 3000 cm™ treten Banden der OH-Streckschwingungen auf.
Sie kbénnen dem adsorbierten Wasser (s. Kap. 3.1.1., Abb. 1.5.1.1) zugeordnet
werden. Diese Bande besteht aus mehr oder weniger gut separierten Subbanden. Je
hoher die Wellenzahl dieser Subbanden ist, umso weniger sind die OH-Gruppen in
H-Briickenbindungen involviert. Bei > 3600 cm™ kann man von monomolekularem
oder freiem Wasser sprechen. Subbanden ab < 3220 cm™ gehéren zu
hochimmobilisiertem Wasser, wie es durch starke Wasserstoffbriickenbindungen
oder in Eisstrukturen auftritt (PoHLE ET AL., 2000). Die Streckschwingungen der OH-
Gruppen z. B. von Zuckerresten oder alkoholischen Hydroxygruppen liegen ebenfalls
in diesem Wellenzahlbereich. Diese Banden werden in den entsprechenden Kapiteln
betrachtet (s. Kap. 3.2.1., 3.2.2., 3.3.2. und 3.4.1.).
Kettenmethylenstreckschwingungen

Der reversible und kooperative Ubergang von der lamellaren Gelphase in die
flissigkristalline Phase ist mit einer relativ hohen Umwandlungsenthalpie verbunden

(10 - 60 kJ/mol je nach Lipid) und wird deshalb Hauptiibergang genannt. Der Anstieg
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von gauche- auf Kosten von trans-Rotameren wahrend des sogenannten
Kettenschmelzens  beim  Hauptibergang  verursacht eine  sprunghafte
Frequenzerhohung der CH,-Streckschwingungsbanden (LEwis AND MCELHANEY, 2002;
SNYDER, 1967, Z. B. Abb. 3.3.1.1.3).

Voraussetzung fur das Auftreten eines lyotropen Hauptibergangs bei
Raumtemperatur ist, dass die Hauptibergangstemperatur des Lipids (T) unterhalb
dieser Raumtemperatur liegt. Die T,, des temperaturinduzierten Kettenschmelzens
steigen z. B. bei PC's mit zunehmender Kettenldnge annahernd aquidistant an (Huanc
ET AL, 1994; Lewis ET AL, 1987). T, steigt mit sinkendem Wassergehalt, da die
Wechselwirkungen der Ketten durch Abnahme des effektiven Volumens der
Kopfgruppen zunehmen, z. B. fur DMPC um 0.44 °C pro abnehmendem % RF
(SCHERER ET AL., 1990).

Die kontinuierliche Zunahme der Wellenzahlen der vsCH; der Lipide aul3erhalb von
Phasenibergangsregionen im Zuge steigenden Wassergehalts der Probe (vgl. Abb.
3.3.1.1.3) lasst sich als Anstieg des Anteils der gauche-lsomere und / oder der
librotorsionalen Beweglichkeit der all-trans Segmente deuten (KobATI ET AL., 1994).
Phosphatstreckschwingungen

In Phospholipiden sind die Phosphatgruppen (genauer die Sauerstoffatome der

Phosphodiestergruppen) die primaren Bindungsorte von Wasser (HADzI AND GRDADOLNIK,

1993; HADzI ET AL., 1992; GRDADOLNIK ET AL., 1991; HAUSER ET AL., 1981; PEARSON AND PASCHER,
1979).

Der bei Hydratisierung sofort einsetzende Abfall der Wellenzahlen der v,PO,-Bande
(vgl. z. B. Abb. 3.3.1.2.1 DCPC) ist mit dem Absinken der Kraftkonstante aufgrund
von Wasserstoffbrickenbindungen an die Phosphatgruppen bzw. der Schwachung
der Polaritat der Umgebung dieser Molekulregion erklarbar (HUBNER AND BLUME, 1998;
POHLE ET AL., 1997). Das Fehlen von Diskontinuitaten in dieser Funktion der Wellenzahl
der Phosphatbande von PC-Lipiden zeigt an, dass die Kinetik der Wasserabgabe / -
aufnahme an den Phosphatgruppen unabhéngig vom Phasenzustand des Lipids
stattfindet. Banden stark Wasserstoffbriicken-gebundener Phosphatgruppen
erscheinen bei niedrigen Wellenzahlen, was bei dem Vergleich des
Hydratisierungsverhaltens verschiedener Lipide hilfreich ist (vgl. z. B. Tab. 4.1.1.3).
Isosbestische Punkte (s. Abb. 3.1.2.1) im Bereich der Phosphatvalenzschwingungen
zeigen Koexistenz zweier, verschieden stark hydratisierter, Subspezies von PO, -

Gruppen wéahrend eines Phasentibergangs an (SeLLE, 1999; SELLE AND POHLE, 1998).
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Abb. 3.1.2.1 IR-Spektren eines
Hydratisierungsscans von DPhPE
im Bereich der
Phosphatstreckschwingungen  (rot
geringe RF, blau hohe RF); Balken

kennzeichnen isosbestische Punkte.

\ \ \ \ \ \ \
1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000

1

Wellenzahl / cm’

Carbonylvalenzschwingungen

Die Carbonylbande (bei ~ 1740 cm™) von Phospholipiden verschiebt sich im
allgemeinen mit zunehmendem Wassergehalt zu niedrigeren Wellenzahlen. Dieser
Prozess findet nach der Hydratisierung der Phosphatgruppen statt. Die Verschiebung
der Wellenzahlen der vC=0 Valenzschwingungsbanden der Lipide ist weniger mit
dem Ubergang der Ketten in die fluide Phase als mit generellen
Hydratisierungsvorgéangen korreliert und verlauft deshalb eher kontinuierlich. Die
Bande setzt sich aus mindestens zwei Subbanden zusammen (LEwis AND MCELHANEY,
1998; LEwIS ET AL., 1994; BLUME ET AL., 1988). Aufgrund direkter Wechselwirkungen der
Carbonylgruppe mit Wasser sinkt der Anteil hoherfrequenter Subbanden zugunsten
von niederfrequenten. Diese Subbanden konnen durch Dekonvolution sichtbar
gemacht werden. Das Auftreten dieser Subbanden ist nicht allein durch verschieden
starke Hydratisierung bzw. Polaritat der Umgebung der snl und sn2 Carbonylbande
im einzelnen Lipidmolekil zu erklaren. Die Unterscheidung von stark und weniger
stark hydratisierten Spezies der Carbonylgruppen aller Lipidmolektle einer Probe
und deren Erscheinen in Form zweier Subbanden ist schlissiger, aber erklart nicht
ausreichend alle Phanomene. Die von Seie (1999) durchgefuhrten Fourier-
Selbstdekonvolutionen der Carbonylbande und Untersuchungen an C*-markierten
Lipiden (HUBNER AND BLUME, 1998; LEWIS ET AL., 1994; HUBNER ET AL., 1990) geben Hinweise
darauf, dass die Subbanden auch Ausdruck unterschiedlicher Konformationen und /
oder unterschiedlicher polarer / dielektrischer Umgebungen dieser Molekilgruppe

sein kénnen.
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Andere Erklarungsansatze flir hydratisierungsbedingte Veranderungen der Form
oder Wellenzahl der Carbonylbanden sind z. B. bei DCPC, kationischen Lipiden oder
den Modellsubstanzen notwendig und werden in den entsprechenden Kapiteln
gegeben (vgl. Kap. 3.3.1.1., 3.4.2.).
3.1.3. Interpretation von Rontgenbeugungsmustern
Rontgenkleinwinkelstreuung ermdoglicht die Bestimmung der Phasen und ihrer
Dimensionen von Lipiden. Die wichtigsten Verhaltnisse der Reflexpositionen sollen
hier genannt werden: lamellar 1,2, 3,4,..
hexagonal 1, V3, 2,V7, 3,V12,...
kubisch (Bsp.: Pn3m) V2, V3, 2, V6,...
(RAPP ET AL., 2001)
kubisch (Bsp.: 1a3d) V3, 2, V7, V8,...
(LINDBLOM AND RILFORS, 1989)

Bei lamellaren Phasen kann der Wiederholungsabstand d = 1 / s (s = Streuvektor)
ermittelt werden. Bei hexagonalen Phasen wurde dnex = d / sin 60° berechnet (GRuneEr
ET AL., 1988). In Abb. 3.1.3.1 sind beide Parameter schematisch dargestellt. Typische
Dimensionen sind z. B.: flr Lopppc d = 6.7 NM, Lgpppc d = 6.35 NM (NAGLE AND TRISTRAM-
NAGLE, 2000) oder Hypope dhex = 5.9 NM (POHLE ET AL., 2001A).

Die Weitwinkelreflexe kdnnen Auskunft Gber die Kettenpackung liefern, wobei z. B.
ein breiter Peak fir gering geordnete, fluide Ketten, und mehrere scharfe Reflexe fur

eine dichtere, kristalline Kettenpackung sprechen (WinNTER UND NoOLL, 1998).

d Abb. 3.1.3.1 Schematische Zeichnung
einer multilamellaren und einer invers-
. 1 hexagonalen Phase eines Lipids;
mullti- @ d| g P
lamellar - d lamellare Phase: d = d, (Dicke der

1t Lipiddoppelschicht) + d,, (Dicke der

interlamellaren Wasserschicht);
H,-Phase: d = Wiederholungsabstand
der Einheitszelle, d,, = Durchmesser der,

von Lipidmolekilen umschlossenen,

Wasserzylinder, dpex = d / sin60°.

aus (POHLE ET AL., 2001A)
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3.2. Untersuchungen an PC-Lipidmodellen und deuterierten PC's

Uberblick und Strategie

Um die Charakterisierung der polaren Region von Lipiden gegentuber dem aktuellen
Kenntnisstand zu erweitern, wurden im ersten Abschnitt dieser Arbeit drei
Richtungen verfolgt. Ausgehend von der am besten charakterisierten PC-Kopfgruppe
(Bsp. DSPC) erlaubte zum einen die Verwendung von PC-Kopfgruppenmodellen
ohne Acylketten die separate Betrachtung der Einflisse der Hydratisierung auf
diese Molekilgruppen. Dann konnten die Auswirkungen des modularen Aufbaus der
PC-Kopfgruppe an einer Acylkette auf das Hydratationsverhalten mit Hilfe
ausgewahlter Stearylverbindungen veranschaulicht werden. Und schlie3lich
wurden Bandenentflechtungen mit Hilfe von deuteriumsubstitutierten DMPC's
erzielt und die verschiedenen Molekllgruppen im ,kompletten* Phospholipid IR-

spektroskopisch betrachtet (vgl. Schema 3.2.1).

Schema 3.2.1 Strategie zu PC-Lipidmodellen (vgl. Tab. 1.4.1)

_w d4
DMPC —» di13
v 2 ds4
d67
MePC <«—> DSPC
v A\
Cholin StearylTriMAC
ACh TetraMAC Stearylamin
Stearylalkohol

3.2.1. PC-Kopfgruppenmodelle ohne Acylketten: MePC, ACh, Cholin, TetraMAC

Die Namen und Strukturformeln der verwendeten Verbindungen sind in Tab. 3.2.1.1
zusammengestellt. Die Phosphocholinstruktur (MePC) wird bei ACh, Cholin und
TetraMAC schrittweise um Molekiilteile reduziert bzw. modifiziert. Die Substanzen
sind nicht nur als PC-Kopfgruppenmodelle von wissenschaftlichem Interesse,
sondern besitzen auch biologische Bedeutung. So kommt MePC in Seeigeleiern
(Strongylocentrotus purpuratus) vor (SzwercolD ET AL, 1990), ACh ist ein

Neurotransmitter (vgl. Kap. 1.1.) und Cholin tritt als Metabolit in biochemischen
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Stoffwechselwegen auf (Karison ET AL, 1994). TetraMAC findet Einsatz in der
Pharmakologie als ganglienerregende Substanz (KuscHiNsky ET AL., 1993).

Fir Molekule dieser Art ist eine bestimmte Art der Wasserassoziation bereits
mehrfach in der Literatur beschrieben worden: das Clathrat
(Kéafigeinschlussverbindung, vgl. Abb. 4.1.1.3). Das ist eine, vom lateinischen:
clatratus = vergittert, abgeleitete Bezeichnung fur einen Typ von
Einschlussverbindungen, bei dem das ,Wirtsmolekil“ ein kafigartiges Kristallgitter
besitzt, in dem das ,Gastmolekil” eingeschlossen ist. Bei der Ausrichtung der
Gastmolekile in der Clathratstruktur wird der Wasserkéafig so deformiert, dass
maximale  van-der-Waals-Kréfte  ausgebildet werden  kdnnen  (z. B.
Tetramethylammoniumsalze  (JErFREY AND  SAENGER, 1991)). Ergebnisse IR-
spektroskopischer Untersuchungen lassen keine direkte Identifizierung von
Clathratstrukturen zu. Diese kénnen nur z. B. mit Diffraktionsmethoden oder NMR
detektiert werden, jedoch sind anhand von Wellenzahlverschiebungen und
Wasseraufnahmevermogen Vermutungen uber Analogien mittels IR-Spektroskopie

maoglich.

Tab. 3.2.1.1 Strukturformeln, Namen [/ Abkirzungen und L&sungsmittel der verwendeten
Modellsubstanzen

Strukturformel Name / Abkirzung Losungsmittel

O

CH,
\

. MePC
CHS—/N -CH,~CH,-O—

CH;

—O—CH,
Methanol + CHCI; oder H,O

0—"1

CHs,

N\ z

CHS;N =CH,—CH,~0—CZ
CH;

O

cH, ACh H,0

CH,

CH3—\N+—CH2-CH2-OH Br Cholin H,0
o,

?Hs TetraMAC CHCl3

CH3-T+—CH3 CI

CHj;




3.2. PC-Lipidmodelle 3.2.1. PC-Kopfgruppenmodelle ohne Acylketten 29

Wasseraufnahmevermogen

Bereits bei der Luftfeuchtigkeit im Labor (ca. 18% RF) ist teilweise hohe
Hygroskopizitat dieser vier Substanzen feststellbar. Die Experimente zeigten, dass
hohe Hydratisierungsgrade mit der (in diesem Experiment / Gerat obligatorischen)
vertikalen Probenposition z. T. nicht realisierbar sind: die Banden der Spektren
verbreitern sich mit zunehmender Feuchte erheblich (s. Abb. 3.2.1.1 blaue Spektren,
Tab. 3.2.1.2) und schlielich flieRen die Proben vom Tragerfenster. Die
Wasserabgabe / -aufnahme erfolgt bei diesen Substanzen so schnell, dass eine
Wassergehaltsbestimmung mit der Karl-Fischer-Titration nicht méglich war, da die
Proben bei diesen Messungen kurzzeitig der Raumfeuchtigkeit ausgesetzt sind (vgl.
Kap. 2.2.4.).

Tab. 3.2.1.2 Hydratationsvermégen der Modellsubstanzen

Wasseradsorption ab | bis % RF | Abrutschen ab
MePC >0 98 haftet als Tropfen
ACh 86 98 >1 Tag 98% RF
Cholin >0 59 haftet als Tropfen
TetraMAC 0 44 >1 Tag 44% RF

Bei 0% RF (s. Abb. 3.2.1.1 schwarze Spektren) hat MePC eine Restwasserbande im
OH-Streckschwingungsbereich, die der gewohnlicher Phospholipide ahnelt (vgl. Abb.
3.1.1.3). Bei Cholin befinden sich im OH-Streckschwingungsbereich sowohl die
Banden der Schwingungen der Cholin-OH-Gruppen als auch die des adsorbierten
Wassers, weshalb Uber Restwasser keine genauen Aussagen mdoglich sind. ACh gibt
Wasser vollstandig ab. Die Banden im OH-Streckschwingungsbereich von ACh sind
Zerfallsprodukten (Amin-NH, OH), die wahrscheinlich in geringen Mengen beim
Ldsen entstanden sind (Fittkau, 1972), zuzuordnen. Bei TetraMAC kann mit der hier
verwendeten Methode keine Trocknung erreicht werden. Im Spektrum bei 0% RF ist
noch eine breite OH-Streckschwingungsbande erkennbar.

Awr von MePC wurde wie unter Kap. 3.1.1. berechnet, es wurde jedoch Acy eines
trockenen Spektrums fir alle Spektren, statt Acy des jeweiligen Spektrums, zur
Berechnung verwendet, da die Banden der CH-Streckschwingungen aufgrund ihrer
geringen Intensitdt von den Banden der OH-Streckschwingungen bei hoheren
Wassergehalten der Probe stark Uberlagert werden. Neueste Untersuchungen

erlauben eine Abschéatzung von n,, = 20 bei 98% RF (BINDER, 2003).
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Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

Banden der Molekilschwingungen der Modellsubstanzen wurden mit Hilfe der

Literatur (HANDBOOK OF VIBRATIONAL SPECTROSCOPY, 2002; SMITH, 1999; GUAN AND THOMAS, 1996;

HARMON ET AL., 1992; DERREUMAUX ET AL., 1989; WILSON ET AL., 1989; ASLANIAN, 1983; SNYDER, 1967,

1961) weitgehend zugeordnet. Die IR-spektroskopischen Ergebnisse werden im

Folgenden fur jede Substanz separat betrachtet.
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MePC

A

I N

Cholin
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TetraMAC

h\

3600 3200 2800 1500
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Abb. 3.2.11 IR-
Spektren von
MePC, ACh, Cholin
und TetraMAC; blau
maximal hydratisiert
(vgl. Tab. 3.2.1.2),
schwarz bei 0% RF.
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MePC

Im IR-Spektrum von MePC werden die Banden der vCH, im Bereich um 2900 cm™
sichtbar. Bei Substanzen mit Acylketten wird dieser Bereich vollig von
Kettenschwingungen dominiert (vgl. Kap. 3.2.3.). Abb. 3.2.1.2 zeigt V ,(CH3)™" bei ~
3030 cm™ und zwei V(CH,) bei ca. 2844 und 2952 cm™ in Abhé&ngigkeit vom
Wassergehalt der Probe (x = 2 oder 3, s. u., eine Zuordnung dieser Banden ist auf

der Basis der Erkenntnisse schwierig.).
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Abb. 3.2.1.2 MePC: V 4(CH3)™* «, V(CH,) A/ O und V,PO, @ in cm™, in Abhangigkeit von Ay

Achsenzuordnung mittels Symbolen.

Die Wellenzahlabh&ngigkeiten dieser Banden weisen Diskontinuitdten bei einem Ay,
~ 1 auf. Die Betrage der Wellenzahlverschiebungen von A — 4/ + 8 cm™ und A + 10
cm™ der v(CH,)-Banden sind ungewshnlich hoch. Der Anstieg der ¥ 5(CH3)™* wird
als Folge verminderter Anziehung zwischen Phosphat- und TMA-Gruppe aufgrund
zunehmender Wasserbindung interpretiert (s. u.). Ansteigende Wellenzahlen von
Banden der CH,-Streckschwingungen sind Ausdruck abnehmender Ordnung dieser
Gruppen, wobei diese Interpretation vorwiegend auf die trans — gauche Ubergange
der Acylkettenkonformation bezogen wird (vgl. Kap. 3.1.2.). Da hier keine Acylketten

vorhanden sind, missen andere Effekte zugrunde liegen.



3.2. PC-Lipidmodelle 3.2.1. PC-Kopfgruppenmodelle ohne Acylketten 32

Einen mdglichen Ldsungsansatz bieten molekildynamische Untersuchungen von
WooLF AND Roux (1994). Diese zeigten, dass die Cholin-CH,-Gruppen von MePC statt
der gauche- eine trans-Konformation mit zunehmender Hydratisierung einnehmen.
Das konnte eine Zunahme der Wechselwirkungsmadglichkeiten des Molekils mit
Wasser ermoglichen.

Der grol3e Betrag der Verschiebung der Wellenzahlen der
Streckschwingungsbanden dieser Gruppen (vgl. Tab. 4.1.1.1) spricht jedoch gegen
ausschlieRlich konformationsbedingte Anderungen und fur die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen:

MRAZKOVA AND HOBzA (2003) beobachteten bei Simulationen (ab initio quantum chemical
calculations an Dimethylsulfoxid) ein Ansteigen der Frequenzen der Schwingungen
von Methyl- und Methylengruppen mit zunehmender Hydratisierung und erklarten es
mit der Bildung von sogenannten ,improperen” H-Briicken (Hosza AND HAvLAs, 2000, S.
Abb. 4.1.1.1).

SCHEINER ET AL. (2001) untersuchten z. B. in Alkanen die CH"O
Wasserstoffbriickenbindungen in Abhangigkeit von der Hybridisierung: sp*-
hybridisierte CH-Bindungen kontrahieren wahrend der Ausbildung einer
Wasserstoffbriickenbindung und bewirken damit ein Ansteigen der entsprechenden
Wellenzahl der CH-Streckschwingungen.

BRANDL ET AL. (2001) zeigten mittels Computersimulationen von RNA-Basenpaaren die
Praferenz negativ geladenener Donoratome, H-bond-like-, und positiv geladener
Donoratome, anti-H-bond-like-Interaktionen auszubilden, wobei Wellenzahlen der
CH-Streckschwingungen der H-bond involvierten Gruppen sinken und die der anti-H-
bond gebundenen steigen.

Die verschiedenen Wasserstoffbrickenbindungsformen werden in Kap. 4.1.1.
erlautert und diskutiert. Die Richtungen der Wellenzahlverschiebungen der Banden
der CH-Gruppen in MePC stimmen mit den Vorhersagen der oben genannten
Computersimulationen tberein.

Der Anstieg von A + 18 cm™ bei ¥ 4(CH3)™" und der Abfall der V,PO, (s. Abb.
3.2.1.2) sind Indizien fur die verminderte elektrostatische Anziehung zwischen
Phosphat- und  Trimethylammoniumgruppe  aufgrund von  zunehmender
Wasserbindung an beide Gruppen, wie in PC-Lipiden (GRbADOLNIK ET AL., 1991).
Einflisse ungewdhnlicher H-Bruckenbildungen sind aufgrund der hier gezeigten

Ergebnisse jedoch nicht auszuschlief3en (s. Kap. 4.1.1.).
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Die Position der Bande der antisymmetrischen Phosphatstreckschwingungen bei
1232 cm™ im voll hydratisierten und 1257 cm™ im trockenen MePC und die Differenz
dieser Verschiebung von 25 cm™ ahneln den Verhéltnissen in PC-Lipiden. Bei der
Wellenzahlverschiebung der v,PO, von MePC ist jedoch, im Gegensatz zu den
kontinuierlich  ablaufenden  Wellenzahlverschiebungen der Phosphatbanden
gewdhnlicher PC's (PoHLE ET AL., 1998), eine Diskontinuitat bei A, ~ 1 erkennbar. Die
Diskontinuitdten in den Verschiebungen der Banden der CH-Gruppen von MePC
treten bei dem gleichen A, auf. Eine mogliche Erklarung dafiir wéare die Bildung
eines Hemihydrats: von AkiN AND HARMON (1994) wurde beschrieben, dass zwischen
zwei Phosphatgruppen benachbarter MePC-Molekile und einem Wassermolekul H-
Briicken ausgebildet werden. Die negativ geladenen Phosphatsauerstoffatome und
die positiv geladenen N*(CHs)s-Gruppen kénnen aufgrund der geringen GroRe des
Molekdls so dicht gepackt sein, dass weitere Interaktionen mit Wasser im Hemihydrat
weitgehend verhindert werden. Die hydratisierungsgetriebenen strukturellen
Verdanderungen im MePC konnten das Aufbrechen der metastabilen
Hemihydratstruktur ~ und  darauffolgende  H-Brickenbildung mit  weiteren
Wassermolekilen beinhalten. Aus dem gleichen Grund konnten auch die
Diskontinuitaten der Wellenzahlverschiebungen der Phosphatbanden mit denen der
CH-Gruppen korrelieren, da z. B. die Cholinmethylengruppen hydratationsinduzierte
Konformationsdnderungen durchmachen und H-Brtcken bilden.

Damit konnte erstmals der Einfluss der Kopfgruppenhydratisierung auch auf die CH-
Gruppen des Cholinanteils, deren Schwingungsbanden in gewohnlichen PC-Lipiden
von den Kettenschwingungen dominiert werden, experimentell gezeigt werden. Die
N*(CHs)s- und Phosphatgruppen erleichtern moglicherweise durch Fixierung /
Polarisierung des adsorbierten Wassers dessen Wechselwirkungen mit den CH-
Gruppen.

Acetylcholin

ACh ist nicht in der Lage, Restwasser zu binden. Eine signifikante Wasseradsorption
setzt erst ab 86% RF ein. Elektrostatische Anziehung zwischen Carbonyl- und
Trimethylammoniumgruppe, die erst durch zunehmende Wasserbindung
abgeschwacht werden (Hapbzi AND GRDADOLNIK, 1993), oder aber ein relativ stabiles

Salzbriicken-Netzwerk mit den lodionen kdnnten dafiir die Ursache sein.
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Aufgrund der Befunde von Cholin und TetraMAC (s. u.) ist die Bildung einer
Clathratstruktur wahrscheinlich. Bei ACh ist dies offenbar erst oberhalb einer
bestimmten Wasseraktivitdt moglich.

Bandenpositionen und -formen des ACh-Spektrums weichen von denen ahnlicher
Substanzen, besonders im  CH-Streckschwingungsbereich, auffallig ab.
Wellenzahlverschiebungen von Banden im Bereich > 2800 cm™ (keine Abb.) zeigen
grodtenteils Trends zu hoheren Betragen mit zunehmendem Wassergehalt der
Probe. DerreumAux ET AL. (1989) und WiLson ET AL. (1989) finden anhand unterschiedlicher
Wellenzahlen zwei Konformationen von ACh in Wasser bzw. organischen
Losungsmitteln. AsLaniaN ET AL. (1977) konnten Konformationsunterschiede zwischen
trockenem und geldstem ACh erkennen.

Die Wellenzahl der Bande der vC=0 sinkt mit zunehmender Hydratisierung von ~
1737.5 auf 1734 cm™ ab. Die Ethercarbonylgruppe von ACh kann intermolekulare H-
Bricken mit der Trimethylammoniumgruppe ausbilden und beeinflusst so dessen
Konformation (AsLanian, 1983). Die Ammoniumgruppe hat physiologische Bedeutung.
Sie befahigt Gber die Bildung von Wasserstoffbriicken C-H~Akzeptor von ACh mit
Akzeptoren, wie Phosphat- oder Carboxy-Gruppen, die Bindung an z. B.:
Rezeptorproteine (HARMON ET AL., 1992).

Cholin

Auch Cholin ist, wie ACh, wahrscheinlich nicht in der Lage, Restwasser zu binden,
kann jedoch bereits bei geringen RF Wasser adsorbieren (vgl. Tab. 3.2.1.2). Die
Bandenpositionen weichen kaum von denen bei PC-Spektren ab. V 5(CHz)™"
etwa in dem Umfang wie bei MePC von 3017 auf > 3020 cm™ (bis 59% RF, vgl. Tab.
3.2.1.2). Bereiche hoherer Luftfeuchte kénnen hier nicht realisiert werden. Die

steigt

Wellenzahlen der Banden der CH-Streckschwingungen (nicht gezeigt) steigen
ebenfalls mit zunehmender Hydratisierung. Cholin (Br’) ist offenbar aufgrund seiner
geringen GroR3e, Geometrie und Ladungsverteilung, in der Lage, unter zunehmender
Hydratisierung ein Clathrat zu bilden (HARMON ET AL., 1987).

Tetramethylammoniumchlorid

TetraMAC ist stark hygroskopisch, und es ist nicht mdglich gewesen, es zu trocknen.
Die Tendenz zur Clathratstrukturausbildung bei quarterndren Ammoniumsalzen
wurde bereits von Harmon ET AL. (1989) und HarMmON ET AL. (1987) beschrieben. Bei
TetraMAC ist sie offenbar noch starker gegeben als bei Cholin. Die Symmetrie

dieses Molekiils scheint fur die Clathratbildung von Vorteil zu sein. Die Spektren
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3.2.2. Stear(o)ylverbindungen

ahneln denen von Cholin. Wellenzahlverschiebungen sind nur in Spektrenbereichen
< 690 cm™ zu beobachten (nicht gezeigt) °.
Zusammenfassung
Die essentielle Bedeutung der Phosphatgruppe als priméarer Bindungsort fur Wasser
wurde durch die Fahigkeit von MePC, Restwasser und zusatzliches Wasser bereits
bei niedrigen RF zu binden, unterstrichen. Die Ausbildung ungewdhnlicher
Wasserstoffbriickenbindungen ist aufgrund der Wellenzahlverschiebungen der CH,-
Gruppen wahrscheinlich. ACh, Cholin und TetraMAC sind ebenfalls in der Lage,
Wasser anzulagern (hochstwahrscheinlich Ausbildung von Clathratstrukturen). Die
Ammoniumgruppe ist als wichtige Bindungsstelle flir Wasser zu betrachten. Das
Vorhandensein einer polaren Gruppe / Ladung ist fir die Wasseradsorption
entscheidend.
3.2.2. Modularer Aufbau der PC-Kopfgruppe an einer Kohlenwasserstoffkette:
Stear(o)ylverbindungen
PC-ahnliche Kopfgruppenstrukturverhaltnisse wurden durch modularen Aufbau von
Alkohol-, Amino- und Trimethylammoniumgruppe an einer Cis-
Kohlenwasserstoffkette erzeugt. Die Strukturformeln dieser Verbindungen sind in
Tab. 3.2.2.1 zusammengestellt. Das Hydratationsverhalten dieser Verbindungen
wurde mit dem von DSPC verglichen.
Diese Stearylverbindungen haben Anwendungsgebiete in der Industrie z. B. zur
Avivage (Behandlung von Chemiefasern zur Erhohung des Glanzes und der
Geschmeidigkeit), als Antievaporantien und bei der Herstellung von Tensiden und

Kosmetika (ROMPP CHEMIELEXIKON, 1995; SMALL, 1986).

Tab. 3.2.2.1 Strukturformeln, Namen / Abkiirzungen und Losungsmittel der Stearylverbindungen

Strukturformel Name / Abkirzung Loésungsmittel
C{-|3
CH3_/N+—(CH2)17—CH3 cr StearyITriMAC (CHC|3)
H,N=(CH,);7—CHj Stearylamin (CHCI)
OH=(CH,),7—CH; Stearylalkohol (CHClI; + Methanol)

® Die Resultate der Experimente mit ACh, Cholin und TetraMAC werden in Gauger et.al. (in prep.)
belegt werden.
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Wasseraufnahmevermogen

StearylTriMAC nimmt in dieser Gruppe der untersuchten Substanzen am meisten
Wasser auf. A, konnte wie unter Kap. 3.1.1. beschrieben, berechnet werden.
Wegen fehlender Glycerol- und Cholin-CH,-Gruppen und nur einer
Kohlenwasserstoffkette pro StearylTriMAC-Molekll muss der Acy-Wert von
StearylTriMAC vor der Ay-Berechnung mit einem Korrekturfaktor von 1.81
multipliziert werden (vgl. Kap. 3.3.1.1.), um A,, annahernd mit dem gewdhnlicher
PC's vergleichen zu kénnen. Bei 98% RF betragt Ay ~ 2 und ist somit niedriger als
bei DSPC (Awc ~ 3.3, s. Abb. 3.3.1.1.2). Die Adsorptionsisotherme von
StearylTriMAC zeigt in Bereichen geringer RF einen im Vergleich zu DSPC
verzogerten Anstieg von Ay (S. Abb. 3.2.2.1). Das ist ein weiterer Beweis fur die
essentielle Bedeutung der Phosphatgruppe fur die Bindung des initialen Wassers
(vgl. Kap. 3.2.1.). Zu Beginn der Hydratisierung kénnte, z. B. wie bei ACh, ein relativ
stabiler Zustand bis zur Clathratbildung oberhalb einer bestimmten Wasseraktivitat
existieren. Stearylamin nimmt nur Spuren von Wasser auf. Stearylalkohol nimmt im

Rahmen der Messgenauigkeit kein Wasser auf.

4
3 A DSPC A Abb. 3.2.2.1
A StearylTriMAC A A Adsorptionsisothermen  von
DSPC schwarz und
= StearylTriMAC (blau).
< A A A
A
1 _
LA L, a
A A
o AA A i
\ \ \ \ \ \
0 20 40 60 80 100
RF /%

Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

Die Spektren der Stearylverbindungen zeigen im Bereich der CH-
Streckschwingungen Ahnlichkeiten mit Lipid-IR-Spektren (s. Abb. 3.2.2.2). Die
Veranderungen im  Kopfgruppenbereich fihren jedoch zu gravierenden
Unterschieden der Spektren im Frequenzbereich < 1700 cm™. Die Banden der
symmetrischen CH,-Streckschwingungen der Ketten befinden sich bei allen
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Stearylsubstanzen uiber den gesamten Hydratisierungsbereich bei ~ 2850 cm™ wie
im DSPC (s. Abb. 3.3.1.1.3). Diese niedrige Wellenzahl spricht fur eine hohe
Kettenordnung, wie es fur kristalline Phasen typisch ist. Besonderheiten des

Hydratisierungsverhaltens werden im Folgenden fiir jede Substanz gezeigt.
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Abb. 3.2.2.2 IR-Spektren der Stearylverbindungen bei 98% RF (blau) und bei 0% RF (schwarz) und
DSPC (dunkelrot, bei 0% RF). Die Regionen der dCH, (um 1470 cm'l) und VockCH2 (um 720 cm'l) sind

rechts vergrof3ert dargestellt.
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Stearyltrimethylammoniumchlorid

Wellenzahlverschiebungen charakteristischer Banden der Kettenschwingungen
zeigen Hydratisierungseinfliisse von Ay ~ 0 bis ~ 0.7 (~ 30% RF). Die VsCH,
steigen in diesem Bereich von 2848 auf 2850 cm™ an (s. Abb. 3.2.2.3).

Die V 4(CHs)™* steigt dagegen erst oberhalb dieses Hydratisierungsbereichs stéarker
an. In Bereichen geringer RF ist diese Bande in drei Subbanden bei 3035, 3015 und
3003 cm™ gegliedert (vgl. Kap. 3.4.2. und 4.1.). Der Betrag der Verschiebung der
V a(CH3)™ (A + 16 von 3016 (nach Verschwinden der Subbanden bei 3003 und
3035 cm™) auf 3032 cm™) ahnelt dem von DSPC (A + 20 von 3030 auf 3050 cm™)
oder MePC (A + 18 von 3024 auf 3042 cm™). Die Position dieser Bande von
StearylTriMAC befindet sich insgesamt in etwas niedrigeren Wellenzahlbereichen.
Das ist mdglicherweise auf den fehlenden Einfluss von Phosphatgruppen
zuruckzufihren.

Ein Phasentbergang kann aufgrund dieser Befunde vermutet werden.

3032 ‘ ‘
® ® O @ (O]
e gneeeee o o © oo@ - 1468 | 7224
3028 - Oy ® 00000 0 g 00 - 2850 7292
S © eo© o® o
l_
® 3024 |- 0 ° N o~ 7220 L
T O *® L 1466F %
% ® Lad v o {7218 ©
>
> 3020 - (@)9 o @ 17216
f ; StearylTriMAC -] 2848 1464
© o COWy» . _
3016 |- @gee ® ® QuPee®®® ® © 721.4
| | | | | - 721.2
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
AWI’C

Abb. 3.2.2.3 Wellenzahlen in cm™ charakteristischer Banden von StearylTriMAC-Spektren in
Abhéngigkeit von A..

Rontgenbeugungsuntersuchungen zeigen Reflexmuster fur zwei lamellare Phasen
(s. Abb. 3.2.2.4, vgl. Kap. 3.1.3.). Die Weitwinkelreflexe machten eine Zuordnung zu
einer L.-Phase des trockenen StearylTriMAC (mit 2.91 nm Wiederholungsabstand)
und einer Lz-Phase bei 100% RF (mit 3.76 nm Wiederholungsabstand) maoglich. Im
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Vergleich zu DSPC (Lz bei 100% RF mit 6.71 nm, bei 0% RF mit 6.29 nm
Wiederholungsabstand) sind die Dimensionen der lamellaren Phasen von
StearylTriMAC sehr klein.
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Einige weitere Besonderheiten sind in den IR-Spektren von StearylTriMAC zu
erkennen. Der Anstieg der Wellenzahlen der 3CH,-Bande von 1464 auf 1468 cm™ ist
absolut ungewohnlich. Der L.-Lg-Ubergang ist bei PC's mit einem Abfall der
Wellenzahl dieser Bande von 1473 auf 1468 cm™ verbunden und zeigt den Ubergang
der triklinen in die hexagonale Kettenpackung an. Die Wellenzahlen der Bande der
ViockCH2 von StearylTriMAC sinken kontinuierlich von Ay O bis ~0.7. Bei
Phospholipiden wurden bisher nur Intensitatsverlust (beim Kettenschmelzen) oder
Aufspaltung (bei Ubergang in die orthorhombische Kettenpackung) dieser Bande
beobachtet (LEwis AND MCELHANEY, 2002).

Offenbar scheint die Molekilgeometrie von StearylTriMAC daflr verantwortlich zu
sein, dass es unter den gewahlten Versuchsbedingungen eine L. - Phase (i =
interdigitiert) in Bereichen geringer und Lg - Phase in Bereichen hdherer
Hydratisierung bilden kann. Bei PC's kdnnen interdigitierte Phasen durch Alkohol
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induziert werden (BarTuccl ET AL., 1997; HUANG AND McINTOsH, 1997) und treten auch bei
Ether- und Lysolipiden (LAGGNERET AL., 1987; HAUSER ET AL., 1980) auf.

Die Differenz der Verschiebung der vsCH,-Bande bei StearylTriMAC um mehr als 2
cm™, trotz Verbleiben der Ketten in der all-trans Konformation, ist mit der
Kettenordnung erklarbar - die librotorsionale Beweglichkeit der Ketten von
StearylTriMAC scheint in der Lg-Phase deutlich gegentber der Lg-Phase erhéht zu
sein.

Stearylamin

Die Bande der vNH, bei 3332 cm™ hat eine geringe Breite, was auf freie und nicht in
H-Bruckenbindungen involvierte Aminogruppen hinweist. Bei einigen Banden sind
mit zunehmender Hydratisierung minimale aber systematische
Wellenzahlverschiebungen festzustellen, z. B. der vsCH,-Bande von 2850.68 auf
2850.76 cm™. Im Gegensatz zu StearylTriMAC und DSPC treten die Banden der
OCH; und ViockCH> als Dublettstruktur mit Peakmaxima bei 1473 und 1465 und 723
und 716 cm™ (s. Abb. 3.2.2.2) auf. Diese Bandensplits sind bei Lipiden Indizien fiir
orthorhombisch senkrechte Kettenpackung (LEwis AND MCELHANEY, 2002).

Die RoOntgenbeugungsexperimente (Daten nicht gezeigt) deuten auf Koexistenz
zweier lamellarer Phasen im Stearylamin hin. Beide Phasen reagieren mit einer
Aufweitung ihrer Dimension bei steigendem Wassergehalt. Aufgrund der Vielzahl der
Reflexe im Weitwinkelbereich ist mindestens eine der Phasen kristallin. Da die
Phasen koexistieren, kann man die Weitwinkelreflexe jedoch nicht der einen oder
anderen Phase zuordnen und nur postulieren, dass es sich um Koexistenz einer L.-
und einer Lz-Phase (aufgrund der Befunde bei StearylTriMAC) handeln kdnnte. Die
Dimensionen sind 5.32 / 4.83 nm bei 100% RF und 5.24 / 4.57 nm bei 0% RF, wobei
jeweils die kleineren Werte zur L.-Phase gehoren. Eine Kettenverzahnung findet im
Stearylamin offenbar nicht statt.

Die hohere Wellenzahl der vsCH,-Bande bei Stearylamin bei 2850.7 cm™ zeigt,
verglichen mit StearyITriMAC (2850.1 cm™), eine etwas verringerte Kettenordnung in
allen Feuchtebereichen an. Das konnte mit der Koexistenz der Phasen in
Stearylamin erklart werden, bzw. mit der fehlenden Verklammerung (NH-Gruppen
ohne Wasserstoffbricken) wie in StearylTriMAC oder Stearylalkohol (s. u.). Die

orthorhombisch senkrechte Kettenpackung ist in der L.-Phase realisiert (SmaLL, 1986).
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Stearylalkohol

Stearylalkohol nimmt offenbar kein Wasser auf. Bei Stearylalkohol treten Banden der
Valenzschwingungen der OH-Gruppen bei ~3233 cm™ auf, die der Alkohol-Gruppe
zugeordnet werden. Die Bande der vOH ist, verglichen mit der anderer alkoholischer
Gruppen (Hexanol 3334 cm™, (Rompp CHEmELExikON, 1995)), bei Stearylalkohol bei
niedrigen Wellenzahlen, von geringer Intensitdt und hoher Bandenbreite. Diese
Molekllgruppe existiert offenbar in mehreren z. T. in Wasserstoffbriicken
gebundenen Subpopulationen. Die Wellenzahlen nahezu aller Banden bleiben bei
zunehmender umgebender Feuchte konstant (VsCH, ~ 2849.5 cm™). Das Splitting
der Banden der 3CH, (1473, 1463 cm™) und ViockCH2 (730, 720 cm™) tritt, wie im
Stearylamin, auch hier auf (s. Abb. 3.2.2.2).

Die Rontgenbeugungsuntersuchungen (Daten nicht gezeigt) ergaben Konstanz der
Reflexe unabhangig von der Hydratisierung. Eine lamellar-kristalline Phase mit
Wiederholungsabstanden von 4.2 nm und vielen Weitwinkelreflexen konnte bestimmt
werden. Auch hier sind keine Anhaltspunkte fur eine Kettenverzahnung gegeben, Die
Dimension dieser Phase liegt zwischen der von StearylTriMAC (3 - 4 nm) und
Stearylamin (~ 5 nm), so dass angenommen werden kann, dass die Ketten von
Stearylalkohol geneigt sind (L', vgl. Lc'bppc d = 5.1 nm (Cevc, 1991)). Die IR-Daten
belegen orthorhombische Kettenpackung. Aufgrund der Fixierung der Kopfgruppen
durch die Wasserstoffbrickenbindungen der OH-Gruppen scheint die Kettenordnung
im Vergleich zu Stearylamin erhéht.

Zusammenfassung

Die Adsorption zugefihrten Wassers kann bei den gewahlten Versuchsbedingungen
offenbar nur bei StearylTriMAC in grofierem Ausmal} stattfinden. Die
Ammoniumgruppe scheint notwendig, um Wasser adsorbieren zu kénnen. Durch das
Fehlen der Phosphatgruppe ist die primare Wasserbindung im Vergleich zu DSPC
verzogert. Eine Ketteninterdigitierung kann fur die zwei beobachteten Phasen im
StearylTriMAC angenommen werden. Die Polaritdt der Alkoholgruppen ermdglicht
die Ausbildung intermolekularer Wasserstoffbrickenbindungen (SwaLL, 1986). Bei
Stearylalkohol ist deren Vorhandensein aufgrund der niedrigen Wellenzahl der
Bande der OH-Streckschwingungen und fehlender Wasseradsorption zu vermuten.
Die Bandenbreite der NH-Streckschwingung im Stearylamin deutet auf freie NH-
Gruppen. Die orthorhombische Kettenpackung wird nur bei Stearylamin und
Stearylalkohol und nicht in DSPC und StearyITriMAC verwirklicht.
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3.2.3. Deuterierte PC's : DMPC -d4, -d13, -d54, -d67
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Abb. 3.2.3.1 Strukturformeln der untersuchten DMPC-Analoga; deuterierte Molekulbereiche sind griin
hervorgehoben; in der Reihenfolge: DMPC-d4, -d13, -d54 und -d67.

Ein Weg, um Banden einzelner Molekillgruppen im FTIR-Spektrum entflechten zu
konnen, ist die gezielte Isotopenmarkierung. Dazu wurde hier der Austausch von
Wasserstoff durch Deuterium in bestimmten Molekilgruppen von DMPC
vorgenommen (s. Abb. 3.2.3.1). Die Masse von Deuterium (°H = D) ist etwa doppelt
so groRR wie die von Wasserstoff (*H), die Kraftkonstante bleibt annéhernd gleich
(HANDBOOK ~ OF  VIBRATIONAL ~ SPECTROSCOPY, 2002). Deshalb erscheinen die
Streckschwingungen der deuterierten Molekilgruppen bei (um den Faktor 1/v2

erniedrigten) ca. 800 cm™ niedrigeren Wellenzahlen als ihre Wasserstoffanaloga
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(SMITH, 1999; PINCHAS AND LauLicHT, 1971). Die Entflechtung der Banden im Spektrum
eines kompletten Phospholipids wird so ermdglicht (vgl. Tab. 3.2.3.1).

Bezuglich der Interfacegruppen wurden bereits Isotopensubstitutionsexperimente
durchgefiihrt, zum Beispiel mit **C, um die Carbonylgruppen und ihr
Hydratisierungsverhalten naher zu beleuchten (HUBNER AND MANTSCH, 1991; BLUME ET AL.,
1988). Deuteriummarkierungen in Kopf- und Kettenbereichen wurden zur Betrachtung
der verschiedenen CH-Spezies bisher wenig genutzt (MENDELSOHN ET AL., 1989; SNYDER
AND Poore, 1973). Methodisch bedingte Isotopenmarkierung wurde zur
Konformationsanalyse der polaren Region von Lipiden eingesetzt (ULRICH AND WATTS,
19944). Hydratisierungsexperimente mit der Systematik der hier vorliegenden Studie
existieren bisher noch nicht.

Wasseraufnahmekapazitét

Der durch den Isotopenersatz veranderte CH-Streckschwingungsbereich erforderte
eine abweichende A,-Bestimmung. Aoy wurde durch Subtraktion der Flache der
Banden der Valenzschwingungen der (verbleibenden) CH,-Gruppen eines
Spektrums der trockenen Probe ermittelt und von Acnon subtrahiert. Das Integral der
Streckschwingungsbande der Carbonylgruppen wurde zur Eichung der Proben
verwendet. Die erhaltenen Aygew-Werte entsprechen dem ungeféhr vierfachen der
mit Division durch Acy Ublichen Betrage.

Die Adsorptionsisothermen der vier deuterierten Lipide (nicht abgebildet) gleichen
innerhalb der Fehlergrenzen denen von nicht deuteriertem DMPC, so dass eine
Beeinflussung der Wasseraufnahme durch EinfUhrung der Deuterierungen
weitestgehend ausgeschlossen werden kann. Aygewt Dei 98% RF liegt fur alle hier
untersuchten Lipide bei ~20 (ny ~ 7, (GAUGER ET AL., 2001B)).

Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

Erkennbar an der sprunghaften Verschiebung der Wellenzahlen der vsCH, / vsCD,
der Ketten bei einem Ayrgeut VON 13 - 14 (s. Abb. 3.2.3.2), findet der Hauptibergang
von DMPC statt. Der Anstieg der v sCH, wurde als Indikator fir den Anstieg des
Anteils an gauche-Konformeren auf Kosten der trans-standigen Methylengruppen im
Kap. 3.1.2. hinreichend diskutiert und gilt ebenso fir deuterierte Ketten (Lewis AND
McELHANEY, 2002). Eine starke Beeinflussung des Phasenverhaltens durch die
Isotopensubstitution kann durch diese Konformitat weitgehend ausgeschlossen
werden. Leichte Verschiebungen von T, und damit Awdeutry €Ntstehen aufgrund der

leicht verklrzten Bindungslange der CD-Bindung im Vergleich zur CH-Bindung und
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damit verminderter Kettenwechselwirkungskrafte in den deuterierten Ketten (bei
personliche Mitteilung; bei DPPC Ty, = 41.5 °C und DPPC-d62 T, = 37.5 °C (SUNDER

ET AL., 1978))

Abb. 3.2.3.2
® DVPC ‘V’A Wellenzahlen der
2850 |- A DMPCH .Ldiﬁxq. - 2092 Banden der v.CH, /
[ ) O DMPCd13 .f’go o VeCD, in cm™ in
A ® DMPCdA4 Yo A Abhangigkeit von der
> v DMPCd67 o Hydratisierung.
2851 - DMPC (schwarz)
<2000 -d4 (grin),
N N -di3 (orange),
6 2850 - 8 -d54  (blau),
n
>") > -d67  (rot).
\ \ \ \ \
0 5 10 15 20
Anrdeut

Da die Phosphat- und Carbonylgruppen das gleiche Verhalten wie in undeuteriertem
DMPC zeigten, wurde eine Beeinflussung des Hydratisierungsverhaltens durch die
Deuteriumsubstitutionen ausgeschlossen.

CH, / CD,, — Schwingungen der Kopfgruppen

Das Hauptziel der Experimente mit den deuterierten Lipiden sollte die Betrachtung
des Einflusses der Hydratisierung auf die verschiedenen CH-Spezies der polaren
Region sein. Abbildung 3.2.3.3 zeigt die Spektrenausschnitte der
Streckschwingungsbereiche der Methyl- und Methylengruppen. Erwartungsgemarld
fUhrten die Isotopensubstitutionen zu definierten Veranderungen. Die Zuordnung der
Banden konnten nicht zuletzt auch aufgrund von hydratisierungsbedingten

Wellenzahlverschiebungen (s. u.) getroffen werden.
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Tab. 3.2.3.1 CH- und CD- Spezies und ihre Streckschwingungsmodi (oberer Tabellenteil) und
Wellenzahlen (unterer Tabellenteil, bei 98% RF (0% RF vgl. Tab. 4.1.1.1)); sh = Schulter, nicht

auswertbar;

Spezies | Gruppe [Quantitat Position DMPC-d4 |DMPC-d13|DMPC-d54| DMPC-d67
1 CH; 2 Kettenende deuteriert | deuteriert
2 CH, 24 Kette deuteriert | deuteriert
3 CH; 2 Glycerol (Interface)

4 CH 1 Glycerol (Interface)
5 CH; 2 Kopfgruppe deuteriert | deuteriert deuteriert
6 CH; 3 Kopfgruppe deuteriert deuteriert
\ Vincm®
1 a 2956 2956 2213 2213
S 2873 2873 2156 2156
2 a 2921 2921 2195 2195
S 2852 2852 2092 2092
3,4 2964,
2895
5 (2264)*
2236 2236sh 2964
2196sh 2175sh 2927sh
2125 2124 2894
(2084)* 2852sh
6 a 3041 2282 3041 2281

* Die Wellenzahlen in Klammern gehéren hdochstwahrscheinlich zu TMA- (bei DMPC-d4) bzw. Ketten-

CD,-Schwingungen (DMPC-d13) falschlicherweise deuterierter Gruppen

Substanzen.

Bei

DMPC-d4

und

DMPC-d13

lassen

sich

die

= Verunreinigungen der

Schwingungen

der

Kopfgruppenbereiche getrennt von denen der Ketten betrachten. In Abb. 3.2.3.4.
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sind die v sCH, und v ,CD, (x = unbekannte Schwingungssymmetrie) dargestellt. Die
Wellenzahlverschiebungen der deuterierten Molekulgruppen des Cholinkopfes
setzen bei beiden Lipiden bereits bei deutlich geringeren Wassergehalten der Proben

ein als die der Ketten-CH-Gruppen. Der Verlauf dieser Wellenzahlverschiebung ist

deckungsgleich mit dem der Banden der v,CHs;™" /v,CDs™" (nicht gezeigt).
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Die Deuterierungen in DMPC-d54 ermdglichen ebenfalls die Trennung der Kopf- von
den Kettenschwingungen. Wie in Abb. 3.2.3.5 zu erkennen ist, weist die Bande bei
2955 cm™, die CH,-Schwingungen des polaren Molekiilbereichs zugeordnet werden
kann, ein kontinuierliches und dem Kettenschmelzen vorgelagertes Ansteigen ihrer

Wellenzahl mit zunehmender Hydratisierung auf.

° o‘ O O °
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Im Gegensatz dazu spiegeln die Wellenzahlverschiebungen der Bande bei 2890 cm™
den gleichen Verlauf wieder wie die der Kettenschwingungen bei 2090 cm™. Die
Zuordnung dieser Banden ist unklar. In diesem Wellenzahlbereich befinden sich

sowohl die Valenzschwingungen der Cholin- als auch der Interface-CH,-Gruppen.

@) — 2965
o DMPCd67 '.$ O v Abb. 3.2.36
2092 - 9 o ‘6 v 72895 Wellenzahlen der
¥ — 2960
© Lo '. Banden der v.CD, /
- 2892
v -
o o @Q)O%) . .O 1 ess v,CH, von DMPC-d67
Ow 2090 - Og@ o v 1 2880 in Abhéangigkeit von
> ) %@ O Vy ® der  Hydratisierung.
v
@) *‘ - 2950 Symbole dienen der
[ ] v -
v ?é vw 2886 Achsenzuordnung.
2088 : : : : : : : 2945
0 3 6 9 12 15 18
Awrdeut

DMPC-d67 zeigt ungeachtet der Perdeuterierung der Kopf- und
Kettenmethyl(en)gruppen zwei Banden im CH-Streckschwingungsbereich (s. Abb.
3.2.3.6 und 3.2.3.7), die den Valenzschwingungen der CH-Gruppen des
Glyceringerustes zugeordnet wurden. Auch in DMPC-d54 konnten diese Banden
beobachtet werden. In undeuterierten Proben werden sie von den
Kettenschwingungsbanden vollig Gberlagert. Beim Vergleich mit den Substanzen
Cholin, Acetylcholin und MePC (s. Kap. 3.2.1.) konnte die Bande bei ca. 2955 cm™
ebenfalls wiedergefunden werden, wie in Abb. 3.2.3.7 fur MePC gezeigt ist.

| |
—— DMPC-d54
- MePC Abb. 3.2.3.7 Spektren von DMPC-d54, -

T DMPC;QW‘ d67 und MePC bei 0% RF im Bereich der
_J \//k CH-Streckschwingungen.
\/\/L DMPC-d54 (blau);

MePC (petrol);
M DMPC-d67 (rot).

3100 3050 3000 2950 2900 2850 2800

Wellenzahl / cm™1
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3.3. Phospholipide

Die unterschiedliche Art und Weise der Verschiebungen der Banden bei 2955 bzw.
2890 cm™ kdnnte méglicherweise ihre Ursache darin haben, dass die Glycerin-CH,-
Gruppen in snl, sn2 oder sn3 Position jeweils entweder von der
Kopfgruppenhydratisierung oder vom Kettenschmelzen beeinflusst werden. Bei
DMPC-d54 (s. Abb. 3.2.3.5) wird die Bande bei 2960 cm™ von Uberlagerungen von
Schwingungen der Cholin- und Glycerin-CH,-Gruppen hervorgerufen. Die
Verschiebungen der Banden der Cholin-CHz-Gruppen und der
kopfgruppenbeeinflussten CH,-Gruppe des Glycerinriickgrats erfolgen parallel. Bei
DMPC-d67 wird diese Bande nur durch Glycerin-CH,-Gruppenschwingungen
verursacht.

Zusammenfassung

Die deuterierten Molekullgruppen des Cholinkopfes bei DMPC-d4 und -d13 zeigen
eine dem Kettenschmelzen vorgelagerte Verschiebung ihrer
Schwingungsfrequenzen bei Hydratisierung. Ahnliche Tendenzen zeigen die
Schwingungen der kopfgruppenbeeinflussten Glycerin- und Cholin-CH,-Gruppen von
DMPC-d54 und DMPC-d67. Analog erfolgt die Wellenzahlanderung fir die
Valenzschwingung der N(CHs)s- und N(CDs3)s-Gruppe bei ~ 3030 / 2280 cm™. Die
CH, der Kopfgruppen hydratisieren also deutlich vor dem Kettenschmelzen. Diese
Beobachtung stimmt mit denen an Carbonyl- und Phosphatgruppen (vgl. Kap. 3.1.2.)
gemachten Uberein. Die Betrage der Wellenzahlverschiebungen der Kopfgruppen-
CH,/CD,-Schwingungen sind deutlich gro3er als die der Kettenschwingungen, was
mit Wasserstoffbricken im Kopfgruppenbereich erklarbar ist (vgl. Kap. 3.2.1., 4.1.).
Im Unterschied dazu werden die Schwingungen der Ketten durch die Konformation
des Kohlenstoffgerusts (gauche- / trans-Isomerisation) wesentlich bestimmit.

3.3. Systematische Strukturvariation von Phospholipiden

Uberblick und Strategie

In diesem Kapitel sollte der Einfluss bestimmter typischer Strukturelemente (Ketten,
Kopfgruppen und Interface) von Phospholipiden auf das Hydratisierungs- und
Phasenverhalten studiert werden. Dabei handelt es sich um die gezielte Erweiterung
der Erkenntnisse tber DOPC, POPC, OPPC, DPPC, DOPE und DPPE aus der
Dissertation von Seile (1999). Zuerst wurden zwitterionische Phospholipide
untersucht. Dabei wurden 1.) PC's mit unterschiedlich langen, gesattigten Ketten, 2.)
kurzkettige Phospholipide mit PC- und PE-Kopfgruppe und 3.) ein

verzweigtkettiges PC und PE betrachtet. Weiterhin werden anionische
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Phospholipide untersucht, wobei die erste Substanz, DOPG, eine PG-Kopfgruppe
besitzt und die zweite, Cardiolipin, ein mit zwei Phosphatgruppen verestertes
Glycerol darstellt.

Phosphatidylcholin, -ethanolamin und -glycerol sind Kopfgruppenstrukturen von
Lipiden, die haufig in biologischen Membranen zu finden sind.

3.3.1. Zwitterionische Phospholipide

3.3.1.1. Gesattigte PC's mit unterschiedlichen Kettenlangen: DDPC, DLPC,
DMPC, DPPC, DSPC, DBPC

DDPC, DLPC, DMPC, DPPC, DSPC und DBPC wurden untersucht (s. Tab.
3.3.1.1.1, (GAUGER ET AL., 2001A)).

Tab. 3.3.1.1.1 Anzahl der Ketten-CH- und der gesamten CH-Gruppen, T, und der Korrekturfaktor zur

Berechnung von A, der untersuchten Lipide.

Lipid |nCH Kette [ T,/°C* nCH Korrekturfaktor
gesamt

DDPC 10 -5.7 26 1.46
DLPC 12 -1 30 1.27
DMPC 14 23.5 34 1.12
DPPC 16 415 38 1

DSPC 18 55 42 0.9
DBPC 22 73 50 0.76

*(CAFFREY, 1993; MARSH, 1990; LEWIS ET AL., 1987)

Ziel der Untersuchung war herauszufinden, ob die FTIR-Spektroskopie von
Lipidfilmen auch quantitative Schlisse zum Einfluss des apolaren Lipidteils auf das
Hydratisierungsverhalten  beim  Vergleich des Wasseraufnahmevermdgens
verschiedener Lipide zulasst.

Wasseraufnahmevermogen

Die Abhangigkeit des Parameters A, von der Kettenlange, die sich durch
Einbeziehung der integralen Absorption der CH-Valenzschwingungen in die
Berechnung ergibt, erfordert fur den systematischen Vergleich des lyotropen
Phasenverhaltens von Lipiden mit unterschiedlich vielen Methylengruppen pro Kette
die  Einfuhrung eines Korrekturfaktors. Die Konstanz ~des molaren
Extinktionskoeffizienten der Probe, die bei Phasenibergédngen z. T. nur bedingt
gewabhrleistet ist, wird dabei vorausgesetzt. Der Einfluss dieser Extinktionsénderung
auf die integrierte Flache wurde von SeLe (1999) jedoch als vernachlassigbar

eingeschatzt.
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Abb. 3.3.1.1.1 Unkorrigierte
Adsorptionsisothermen von DDPC
(rotbraun),

DMPC (ocker),

DSPC (olivgriin),

DBPC (dunkelgrin).
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Die CH-Spezies von PC's und ihre Beitrdge zur integralen Absorption Acy wurden
bereits aufgeschlusselt (vgl. Tab. 3.2.3.1). Bei der Berechnung des Korrekturfaktors
wurde das gut charakterisierte DPPC (SmaLL, 1986) als Standardlipid mit
Korrekturfaktor = 1 verwendet. Die Korrekturfaktoren der anderen Lipide wurden
durch Korrelation der Anzahl der gesamten CH-Gruppen von DPPC und der Anzahl
der CH-Gruppen des jeweiligen Lipids nach der Formel:
Korrekturfaktor = NcrgesamtDPPC / NepgesamtDXPC

bestimmt (s. Tab. 3.3.1.1.1). Die Berechnung von A, wurde nun fur jedes Lipid mit
der, mit dem Korrekturfaktor multiplizierten, Flache von Acy wiederholt, woraus ein
korrigierter A resultierte (c = corrected). Nach Anwendung dieses Verfahrens
traten systematische Effekte klar hervor. Die Adsorptionsisothermen machen
deutlich, dass die Lipide bei niedrigen Luftfeuchten einen etwa gleich hohen Ayc-
Wert erreichen. Bei hohen RF jedoch adsorbieren die drei kurzkettigen (DDPC,
DLPC, DMPC) erheblich mehr Wasser als die drei langkettigen (DPPC, DSPC,
DBPC) (s. Abb. 3.3.1.1.1 im Vergleich mit Abb. 3.3.1.1.2).
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Awrc Variiert also nicht wie A, systematisch mit der Kettenlange, sondern die Ay-
Werte nahern sich nach der Verwendung des Korrekturfaktors innerhalb von zwei
Gruppen einander stark an. Die Lipide kobnnen somit aufgrund ihres
Hydratisierungsverhaltens in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden, namlich in Lipide
mit relativ hoher (< 14 C Kettenlange, Awc ~ 4.5) und Lipide mit relativ geringer (> 14
C, Awc ~ 3) Wasseraufnahmekapazitat. Die Erklarung dafur ist, dass die
kurzerkettigen Lipide DDPC, DLPC und DMPC bei Raumtemperatur einen
hydratisierungsbedingten Hauptibergang durchlaufen (s. Abb. 3.3.1.1.3). Sie liegen
bei hohen A, in der Ly-Phase vor, die gegentber den soliden Phasen ein hdheres
Wasseraufnahmevermogen besitzt (McINTOSH AND MAGID, 1993).

Die langkettigen Lipide geben in Bereichen geringer RF weniger Wasser ab als die
kurzkettigen, was im sogenannten ,Restwasser‘-Gehalt deutlich wird (s. Abb.
3.3.1.1.1). Die Lange der hydrophoben Ketten ist bei diesem Effekt insofern
ursachlich, als dass der relative Einfluss des unpolaren Anteil des Lipidmolekils bei
langeren Ketten erhoht und die Kettenpackung aufgrund der hdéheren Anzahl der
van-der-Waals-Wechselwirkungen dichter und geordneter ist. Die Bindungsorte fir
Wasser im Bereich der Kopfgruppen werden dadurch stabilisiert und die
Wasserabgabe im Bereich geringer Luftfeuchten ist erschwert.
Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

An der Wellenzahlverschiebung der Bande der vsCH, (s. Abb. 3.3.1.1.3) ist das

Kettenschmelzen der Lipide < 14 C erkennbar. Der Betrag des relativen

Wassergehalts im Mittelpunkt des starksten Anstiegs der VsCH, beim
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Kettenschmelzen verschiebt sich mit steigender Anzahl der Methylengruppen in der
Kette in Richtung hoherer Werte (Awcpo 0.5, 1.5, 3.5 fur nC = 10, 12, 14). Die
Systematik gleicht der der T,-Werte beim thermischen Schmelzen (s. Tab. 3.3.1.1.1).
Auch der Betrag der zugehérigen Wellenzahlverschiebung ist durch die Lange der
Acylketten beeinflusst, wie an der systematischen Abnahme ihrer Differenz von ca. 3
(DDPC) uiber 2.5 (DLPC) hin zu 2 (DMPC) cm™ erkennbar ist. Das kann als Maf fiir
den Grad der Storung der Kettenordnung im fluiden Zustand interpretiert werden.

2854 E Abb. 3.3.1.1.3 V4(CH,) in

I 6 o @
CX%;)OOO Abhangigkeit von Ay in cm™.
o Y DDPC O,
: | 2 DLPC o
o 2852 - o ® A D . '
G O ) A DMPC A,
A
g Ne »g :‘ - DPPC a,
A

000 s DSPC 0,
2850 I~ W n - ] DBPC u.

| | | | | |

0 1 2 3 4 5

Awrc

Banden, wie z. B. die der Phosphat- und der Carbonylstreckschwingungen, zeigen
eher kontinuierliche Verschiebungen ihrer Wellenzahlen in Abhangigkeit des
Hydratisierungszustandes.

Die Carbonylbande von DDPC ist in Bereichen geringer Hydratisierung in zweli
Subbanden bei 1726 und 1737 cm™ aufgespaltet (s. Abb. 3.3.1.1.4). Sie wurde von
LEWIS AND MCELHANEY (1992), LEwis AND MCELHANEY (1990) und MANTScH ET AL. (1985) als Indiz
fur das Vorhandensein einer kristallinen Phase (L;) beschrieben. Bei Mantsch und
Mitarbeitern konnte diese Aufspaltung allerdings nur durch  Fourier-
Selbstdekonvolution gezeigt werden und bei Lewis und Mitarbeitern war die
Aufspaltung nicht so stark - offenbar aufgrund methodischer Unterschiede: in beiden
Gruppen wurden voll hydratisierte Proben temperaturabhangig vermessen. Die
Spaltung der vC=0 bei Dehydratisierung von DDPC setzt bei niedrigeren
Wassergehalten ein, als das Ketteneinfrieren. Das heil3t, dass die sonst flr

Phasenubergange beobachtete anndhernde Synchronitat der Wellenzahl-
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3.3.1.2. kurzkettige Lipide mit PC- / PE-Kopfgruppe

verschiebungen der Banden der Schwingungen der Ketten wund der
Carbonylgruppen, wie z. B. im POPC, OPPC (SELLE AND PoHLE, 1998), bei diesem Lq - L,
- Ubergang nicht auftritt. Aufgrund der Aufspaltung der vC=0-Bande konnte diese, in
anderen Lipiden sowohl in Halbwertslinienbreite als auch im Extinktionskoeffizient als
stabil eingeschatzte Bande, hier nicht zur Eichung der Aoy — Integrale verwendet

werden, wie es z. B. in Kap. 3.2.3. getan wurde.

\ \
DDPC Abb. 3.3.1.1.4 Spektren eines
Dehydratisierungsscans von DDPC
c im Bereich von vsCH, und vC=0 bei
§ 98% RF (blau) und Aufspaltung der
é Carbonylbande bis 0% RF (rot); grin
w = Ubergangsbereich der Ketten.
\ \ \ \
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Wellenzahl / cm™t
Zusammenfassung

Zur Eichung des spektralen Hydratationsgrades Ay, bei Lipiden mit unterschiedlichen
Kettenlangen wurde mit Hilfe eines Korrekturfaktors Ay berechnet. Das tber Ay
bestimmte Wasseraufnahmevermdgen bei 98% RF ist jeweils bei Lipiden in der

fluiden Phase und bei Lipiden in kristallinen oder Gel-Phasen nahezu gleich grof3.

3.3.1.2. Vergleich PC- und PE-Kopfgruppe bei kurzkettigen Lipiden: DCPC / DCPE

Ziel des Vergleichs von DCPC und DCPE soll die Beschreibung des Einflusses der
unterschiedlichen polaren Kopfgruppenstruktur in  Kombination mit geringer
Kettenlange (nC = 10) auf das Iyotrope Phasenverhalten und das
Wasseraufnahmevermogen sein (Strukturformeln der Kopfgruppen vgl. Abb.
3.3.1.3.1). Der Strukturunterschied der PE-Kopfgruppe bedingt deutliche Anderungen
im Phasenverhalten im Vergleich zum PC-Analogon (CHIA AND MENDELSOHN, 1996;
McInTosH, 1996). Die T,-Werte der hier untersuchten Lipide unterscheiden sich bereits
erheblich: Typcpe = -32.7 °C (HuanG ET AL., 1994) und Typcpe = 26.4 °C (LEwIS AND

MCELHANEY, 1993; SINGERETAL., 1990). Das Auftreten eines hydratisierungsinduzierten
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Phasenubergangs ist fur DCPC schon im Kap. 3.3.1.1. gezeigt worden.
Caprylsaure-Glycerinester sind in der Natur in Ziegenbutter und Kokosnussol, sowie
in Weinfusel6l zu finden (Rompp CHEMIELEXIKON, 1995).

Wasseraufnahmekapazitéat

Die Ay-Bestimmung erfolgte bei DCPC wie unter Kap. 3.1.1. beschrieben und mit
Hilfe des Korrekturfaktors (s. Kap. 3.3.1.1.), bei DCPE wurden zusatzlich die
Progressionsbanden der NH-Gruppen (vgl. Abb. 3.1.1.3), die den CHOH-
Streckschwingungsbereich Uberlagern, subtrahiert. Bei 98% RF wurde von DCPC
Awrc = 4.3 und von DCPE A = 1.6 erreicht. Die Wasseraufnahmekapazitat von
DCPC ubertrifft die von DCPE also deutlich. Die Erklarung dafir ist aus vielen
Studien bekannt: PE's bilden Wasserstoffbriicken-Netzwerke zwischen den NHs*-
und PO,’- Gruppen aus (POHLE ET AL., 1997; HAUSER ET AL., 1988; BoGGs, 1987). Nur wenige
Phosphatgruppen verfugen darum Uber freie Bindungsstellen, was die
Wasseradsorption vermindert. Verglichen mit anderen PE's (s. Tab. 3.3.1.3.1: DPPE
Awrc = 1) ist Awc = 1.6 jedoch relativ hoch. Das ist mdglicherweise auf die relative
Kirze der Ketten zurtckzufuhren. Die damit erhohte Unordnung der Molekile
bewirkt, dass das PE-Netzwerk geschwacht ist und Wasser etwas leichter an den
polaren Gruppen binden kann.

Bei 0% RF betrug Ay DCPC = 0.02 und von A, DCPE = 0. Die Ausbildung eines
H-Bricken-Netzwerks in PE's bewirkt, dass in Bereichen geringer Luftfeuchte kein
Restwasser wie in PC's gebunden wird, sondern unterhalb einer bestimmten RF
(DCPE < 31%) intermolekulare H-Brickenbindungen das Wasser ersetzen (PoHLE ET
AL., 1997).

Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

Wahrend die Positionen der meisten Banden von DCPC in Abh&ngigkeit vom
Wassergehalt deutlichen Anderungen unterliegen, bleiben die von DCPE nahezu
konstant (s. Abb. 3.3.1.2.1). An der sprunghaften Verschiebung der Bande der
symmetrischen CH,-Streckschwingung von DCPC ist der Hauptiibergang (bei Ay ~
0.5) von der L. in die Ly,-Phase zu erkennen. Diese Bande liegt bei DCPE nahezu
konstant bei 2850.3 cm™ und ist gemeinsam mit der Bande der v,CH, bei 2920.5
cm™ ein Indiz fir relativ geordnete Ketten (im Gegensatz zu DCPC (mit
entsprechenden Bandenpositionen bei 2853.8 / 2923.6 cm™) oder DOPE (~ 2853.7 /
2924.4 cm™) bei 98% RF). Die Banden der v.sCH, von langerkettigen, gesattigten
PE's wie z. B. DPPE (bei 2920 / 2850 cm™) befinden sich in den gleichen
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Wellenzahlbereichen, wie die von DCPE. Diese Lipide liegen in kristallinen Phasen
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Die Position der Bande der v,PO, von DCPE befindet sich trotz steigender
Hydratisierung nahezu konstant bei 1225.5 cm™. Die Phosphatgruppen von DCPE
sind demzufolge bei allen RF in starke Bindungen involviert (PoHLE ET AL., 1997;
MCINTOSH, 1996; LEWIS AND MCELHANEY, 1993; BoGGs, 1987). Die Bande der vC=0 von DCPE
befindet sich nahezu konstant bei ~ 1737.4 cm™.

Der relativ hohe A.-Wert im DCPE bei 98% RF ist aufgrund der Befunde fir die
Phosphat- und Carbonylgruppen verwunderlich. Das Wasser erreicht die Kopfgruppe
maoglicherweise gar nicht erst oder Ubt keine registrierbaren Effekte auf die
Gruppenschwingungen aus, wie schon fir DPPE postuliert wurde (SeLLe, 1999). Die
Wellenzahlverschiebungen der Banden der Phosphat- (1260 bei 0% RF, 1230 cm™
bei 98% RF) und Carbonylstreckschwingungen (1737 + 1726 cm™ bei 0% RF, 1734
cm™ bei 98% RF s. Abb. 3.3.1.1.4) des DCPC zeigen dagegen deutlich die

Wasserbindung an.
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Zusammenfassung

Trotz gleicher Kettenstruktur von DCPC und DCPE hydratisieren beide Lipide
aufgrund ihrer unterschiedlichen Kopfgruppenstruktur vollig verschieden. Die
Einflisse der Kopfgruppen tberwiegen gegentuber denen der Ketten, so dass es im
DCPC zum Kettenschmelzen dieses Lipids kommt und bei DCPE nicht. Bei DCPE
sind auRBerdem keinerlei Einflisse des zugefihrten Wassers auf polare Gruppen

erkennbar.

3.3.1.3. Vergleich PC- / PE-Kopfgruppe bei verzweigtkettigen Lipiden: DPhPC /
DPhPE

Abb. 3.3.1.3.1 R = CHj; Strukturformel von Diphytanoylphosphatidylcholin (DPhPC), R = H von
Diphytanoylphosphatidylethanolamin (DPhPE).

Diphytanoylphosphatidylcholin (DPhPC) und sein Ethanolaminanalogon DPhPE
(Strukturformeln s. Abb. 3.3.1.3.1) wurden hier studiert, um einerseits den Vergleich
PC- / PE-Kopfgruppe weiter zu verfolgen und andererseits im Vergleich mit anderen
Lipiden die Besonderheiten des Einflusses der Isoprenoidstruktur der
Phytanoylketten auf die Eigenschaften der polaren Gruppen herauszuarbeiten.
AulRerdem sind in der Literatur interessante und z. T. widersprichliche Ergebnisse
zum Hydratisierungsverhalten von DPhPC vorgestellt worden (s. u.).

Phytansaure (3, 7, 11, 15-Tetramethylhexadecansaure) ist in Lipiden der Membranen
von Archaebakterien zu finden. Diese Bakterienspezies mussen aufgrund ihres
unwirtlichen Lebensraumes Strategien entwickeln, um z. B. gegen dort herrschende
Hitze oder hohe Salzkonzentrationen resistent zu sein. Sie gewahrleisten eine stabile
Zellabgrenzung mit Hilfe von Membranen, die sich durch einen hohen Anteil von
Phytan(o)yllipiden auszeichnen. Die haufigste Form der Phytan(o)yllipide dieser
Archaebakterien, z. B. von Halobacterium cutirubrum, sind anionische

Phosphatidylglycerole und Etherlipide (STEWART ET AL., 1990).
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DPhPC-Modellmembranen werden haufig fir Experimente, die z. B. die
Rekonstitution von lonenkanédlen oder Studien von Interaktionen mit Peptiden oder
DNA (KAPPEL ET AL., 2000; WIESE ET AL., 1998; HRISTOVA ET AL., 1997) beinhalten, verwendet,
da von ihnen behauptet wird, hohe Bilayerstabilitat, das Fehlen eines
temperaturinduzierten Hauptiberganges in einem Bereich von — 120 bis + 120 °C
(LINDSEY ET AL., 1979) und geringe lonenleitfahigkeit (YAmAucHI ET AL., 1993; REDWOOD ET AL.,
1971) zu haben. AuRerdem wurden DPhPC und DPhPE bereits als Helferlipide bei

liposomenvermittelter Transfektion von genetischem Material getestet (MARSHALL ET AL.,
2000; ANDREOPOULOS AND KASI, 1997).

HSIEH ET AL. (1997) und Wu ET AL. (1995) untersuchten DPhPC-Modellmembranen, und
fanden hohe Sensibilitat des Phasenverhaltens von DPhPC fir Dehydratisierung,
zum Teil jedoch mit widerspriichlichen Ergebnissen: Hsieh und Mitarbeiter konnten
mit Hilfe der NMR-Spektroskopie eine Vielfalt von Uberstrukturen von lamellaren
Uber kubische bis hin zu hexagonalen Phasen nachweisen, wogegen Wu und
Mitarbeiter mittels Rontgenbeugung ausschlie3lich lamellare Phasen fanden.
IR-spektroskopische Studien existierten bisher weder zu DPhPC noch zu DPhPE,
sondern nur zu einigen Phytanyllipiden (STEWART ET AL., 1990).
Wasseraufnahmevermogen

Awr wurde wie unter Kap. 3.1.1. beschrieben mit Hilfe von Aon und Acy berechnet,
kann jedoch aufgrund der Besonderheiten im Bereich der symmetrischen
Methylenvalenzschwingungsbande (s. Abb. 3.1.1.3) nur bedingt mit den A,-Werten
anderer Lipide verglichen werden. Erganzende Ergebnisse aus Gravimetrie und Karl-
Fischer-Titration (Gaucer ET AL., 20018) liefern die Korrelation zu n,. Die maximale
Wasseraufnahmekapazitat von DPhPC ist hoch und erreicht Ay, ~ 6.5 (ny, ~ 14) bei
98% RF (s. Abb. 3.1.1.2). (Auf die Berechnung von A, wurde wegen bereits
publizierter Daten in (GAUGER ET AL., 2002) verzichtet). Ungewdhnlich fir ein PC ist seine
Fahigkeit zur kompletten Wasserabgabe. Im Spektrum von trockenem DPhPC bei
0% RF ist keine Bande im OH-Streckschwingungsbereich erkennbar (im Gegensatz
zu DOPC, s. Abb. 3.1.1.3) und somit kein Restwasser detektierbar. Im trockenen
Lipid sind Werte von A, = O bisher vor allem bei PE's zu beobachten gewesen
((POHLE ET AL., 1998; SELLE AND POHLE, 1998), vgl. Tab. 3.3.1.3.1).

Aus dem Spektrum des voll hydratisierten DPhPE (s. Abb. 3.1.1.3) kann man ein
verringertes Wasseraufnahmevermoégen im Vergleich zum DPhPC Dbereits

abschatzen. Auch DPhPE gibt in Bereichen geringer Luftfeuchte Wasser vollstandig
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ab. Die Ursache ist ein Wasserstoffbriicken-Netzwerk zwischen den NHs;*- und
Phosphatgruppen, wie es fir DCPE in Kap. 3.3.1.2. bereits beschrieben wurde. Die
Wasseraufnahmekapazitat bei 98% RF betragt Ay ~ 3.5 (nw ~ 5) und liegt damit
hoher als bei PE's mit unverzweigten Ketten aus vorangegangenen Studien ((SELLE,
1999), vgl. Tab. 3.3.1.3.1). Die Bindungsstellen fir Wasser sind in den
Phytanoyllipiden offenbar leichter zugénglich, weil der Kopfgruppenbereich aufgrund
der offenbar durch die Methylverzweigungen aufgelockerten Kettenpackung
expandiert ist. Dadurch kommen hohe Wasseraufnahmekapazitat bei grol3en RF und
vollstdndige Wasserabgabe bei niedrigen RF in diesen Lipiden zustande.
Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

Im Gegensatz zu Spektren bisher untersuchter Lipide erscheint in den Spektren der
Phytanoyllipide im Bereich der symmetrischen CH,-Streckschwingungsbande eine
triplettartige Bande mit Maxima bei 2869, 2858 und 2847 cm™ (s. Spektren Abb.
3.1.1.3 + AusschnittsvergréRerung, Wellenzahlen s. Abb. 3.3.1.3.2).
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. 2856.25
v ) vV & A
T, | 2868.66
2026.02 -
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Abb. 3.3.1.3.2 COG in cm™ der Banden der Streckschwingungen der Methyl(en)gruppen von DPhPC
in Abhangigkeit von der Hydratisierung. Die Zuordnung der Banden erfolgt z. T. im Text.

In den IR-Spektren von DPhPC wahrend der De- und Rehydratisierungsscans sind
systematische und sprunghafte Anderungen der Wellenzahlen und Intensitaten aller
Banden im CH,-Schwingungsbereich bei A, ~ 3 (ca. 60% RF) und ~ 4 (ca. 80% RF)
zu beobachten (s. Abb. 1.5.1.1, Abb. 3.3.1.3.2.), die hydratisierungsgetriebenen
Phasenlbergéangen im DPhPC zugeordnet werden konnen, die nach HsieH ET AL. (1997)
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zu vermuten waren. Bei DPhPE sind dagegen keine Anderungen der v CH, zu
beobachten.

Die Banden bei 2926 und 2856 cm™ wurden der antisymmetrischen und
symmetrischen CH,-Streckschwingung zugeordnet (s. Abb. 3.3.1.3.2). Die
Wellenzahl der Bande der v,CHj3 sinkt im DPhPC (von 2955.69 auf 2955.5 cm?, nicht
gezeigt). Die Wellenzahl der Bande bei 2868 cm™ steigt dagegen mit zunehmender
Hydratisierung an, weshalb sie Schwingungen der Kettenmethylgruppen der
Verzweigungen zugeordnet wurde. Aufgrund der geringen Intensitdt und starken
Uberlagerung durch benachbarte Banden ist die Wellenzahlverschiebung der Bande
bei 2844 cm™ kaum bestimmbar und konnte weder der einen noch der anderen CH,-
Schwingung eindeutig zugeordnet werden. Aus den hohen Wellenzahlbetragen der
Streckschwingungsbanden der Methylengruppen bei DPhPC und DPhPE kann
geschlussfolgert werden, dass die Ketten beider Phytanoyllipide Gber den gesamten
Hydratisierungsbereich ungeordnet sind (s. Tab. 3.3.1.3.1 v .CH,). Die Banden liegen
auch im Vergleich mit anderen Lipiden bei héheren Wellenzahlen, was wiederum

einen besonders hohen Grad der Unordnung der Ketten ausdriickt.

Tab. 3.3.1.3.1 Vergleich verschiedener experimenteller Daten von PC's und PE's; n, und

Wellenzahlen gerundet.

Wasseraufnahmekapazitat | Wellenzahl / cm™ Ref.

Lipid  |~Au(98 |~nw(98|~Aw(0%| V .CH, V C=0 V PO, V PO,

% RF) |% RF)| RF)

DPhPC 6.5 14.5 0 2926° 1737-1731 | 1260-1230 | 1096-1087
DOPC 4.5 10 0.1 2924 1738-1733 | 1260-1230 | 1094-1087 | a,b
OPPC,POPC 4 9 0.05 |2921-2923 (1737.5-1734| 1260-1230 | 1093-1088 | a,b
DPPC 3 6.5 0.3 2920 1737.5-1736 | 1258-1232 | 1093-1089 | a

DPhPE 3.5 5 0 2925.5° |1739.5-1738| 1233-1225 | 1082-1076
DOPE 1.5 4' 0 2924 1742-1740 |1231.5-1224 | 1082-1076 | c
DPPE 1 0 2920 1741 1224 1081 d

? (POHLE ET AL., 1998), ° (SELLE AND POHLE, 1998), © (POHLE AND SELLE, 1996), “(SELLE, 1999), ° COG,

fgravimetrische Ergebnisse (BINDER ET AL., 20008B).

Abb. 3.3.1.3.3 zeigt die Abhangigkeiten der Wellenzahlen der Banden der Carbonyl-
und Phosphatvalenzschwingungen von DPhPC und DPhPE im Vergleich mit DOPE.
Die Verschiebungen der Banden von DPhPC sind deutlich gro3er als die der PE's
(vgl. Tab. 3.3.1.3.1). Sowohl bei der De- als auch bei der Rehydratisierung sind bei
DPhPC aul3erdem Diskontinuitaten im Anstieg der Wellenzahlen der vC=0 zu

beobachten, und zwar bei A, ~ 2.6 und ~ 4.5, wo bereits bei den Wellenzahlen der
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Kettenmethyl(en)schwingungen kleine Spriinge zu beobachten waren. Sollten also
hydratisierungsbedingte Strukturdnderungen im DPhPC stattfinden, so sind die

Carbonylgruppen offenbar involviert.
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Im nahezu trockenen DPhPE zeigen sich im Bereich der Banden der
Kopfgruppenschwingungen ebenfalls Indizien fur strukturelle Veréanderungen:
Wellenzahlspringe treten bei einem Ay, von ca. 0.2 bei Banden der Carbonyl- sowie
der antisymmetrischen und der symmetrischen PO, -Streckschwingungen auf. Die
Ahnlichkeit dieser Wellenzahlverschiebungen mit denen von DOPE (BINDER AND POHLE,
2000; POHLE AND SELLE, 1996) veranlasste zu einem genaueren Vergleich mit diesem
Lipid. In Abb. 3.3.1.3.3 wird deutlich, dass die v C=0 von DPhPE kleiner sind und die
Carbonylgruppen sich somit offenbar in einer mehr polaren / hydratisierten
Umgebung befinden (vgl. Kap. 3.1.2.) als die von DOPE. Ein Zusammenhang mit der
unvorteilhafteren Kettenpackung der Phytanoylketten und der damit verbundenen

Schwachung des 0. g. Netzwerks in DPhPE scheint plausibel. Die Verlaufe der
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Wellenzahlverschiebungen dieser Bande von DPhPE und DOPE sind perfekt
parallel. Das Gleiche gilt fur den Verlauf der Verschiebung der v PO, (s. Abb.
3.3.1.3.3). Die Bandenmaxima fir DPhPE liegen hier hther als im DOPE, was
ebenfalls auf das schwachere Wasserstoffbricken-Netzwerk der Kopfgruppen im
DPhPE hinweist. Interessant ist die Aufspaltung der Bande der v,PO," im Spektrum
von DPhPE bei Ay < 0.2. Im Bereich der vsPO,-Bande von DPhPE sind aufRerdem
isosbestische Punkte zu erkennen, die bei A, ~ 0.2 auftreten (s. Abb. 3.1.2.1). Diese
Beobachtungen wurden ebenfalls bei der Dehydratisierung von DOPE gemacht (vgl.
Abb. 1.5.2.1, (POHLE ET AL., 2001A; POHLE AND SELLE, 1996)). Aufgrund der Parallelen in den
IR-spektroskopischen Befunden kdnnte die Phase im trockenen DPhPE wie in DOPE
einer P,-Phase entsprechen.

Rontgenbeugungs-Messungen

Abb. 3.3.1.3.4 und Abb. 3.3.1.3.5 zeigen die Reflexe, die im Verlauf eines

Hydratisierungsscans von DPhPC auftreten.
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Abb. 3.3.1.3.4 Hydratisierungsscan von DPhPC, der Pfeil zeigt die Richtung der Hydratisierung an
(rotes Ende = 0% RF, blaue Spitze = 100% RF), links 3-dimensionale Grafik, rechts Konturplot.

Bei 100% RF sind eindeutig aquidistante Reflexe erkennbar, die einer lamellaren
Phase mit d ~ 5.26 nm zugeordnet werden kdnnen, was im Vergleich zu anderen
Lipiden, z. B. Ly von DSPC d = 6.7 (eigene Ergebnisse) oder DPPC d = 6.2 nm
(NAGLE AND TRISTRAM-NAGLE, 2000) relativ klein ist. Bei Dehydratisierung von DPhPC
verringern sich die Wiederholungsabstande der lamellaren Phase (bis auf d ~ 4.76
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nm). Bei weiterer Dehydratisierung erscheinen zusatzliche Reflexe, die
hdchstwahrscheinlich einer kubischen Phase (Ia3d oder Pn3m, (LINDBLOM AND RILFORS,
1989)) zugeordnet werden kdnnen, wie von HsieH ET AL. (1997) aufgrund NMR-
spektroskopischer Befunde bereits postuliert wurde. Die Phase, die das Lipid bei
geringer Hydratisierung einnimmt, konnte aufgrund der Verhaltnisse der Reflexe von
1:+V3:2: V7 einer invers hexagonalen Phase zugeordnet werden (dnex = 4.33 nm,
vgl. Kap. 3.1.3.).
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Untersuchungsergebnisse von DPhPC WuET AL. (1995), HARROUN ET AL. (1996) und HuNG ET
AL. (2000) mit Rontgenbeugung zeigten koexistierende lamellare Phasen. Die
Dimensionen (d = 4.8 nm hydratisiert, d = 4.4 nm trocken) sind kleiner, als die hier
gefundenen. Auch Hsien T AL. (1997) fanden mit NMR-Untersuchungen zwei lamellare
Phasen. Alle vier Arbeitsgruppen postulierten einen Ubergang in eine L,'-Phase mit

wahrscheinlich geneigten oder interdigitierten Kopfgruppen bei 80 - 90% RF.
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Far voll hydratisierte DPhPE-Proben konnte eine hexagonale Phase mit dnex = 5.25
nm gefunden werden. Die trockenen Proben zeigten 2 Streureflexe bei 0.29 und 0.5
nm™, welche aufgrund des Verlaufs der Veranderungen der Reflexmuster einer
hexagonalen Phase mit kleinerer Dimension von dhex = 4.05 nm zugeordnet werden
konnten (s. Abb. 3.3.1.3.6).

Bei einigen Proben traten sowohl wahrend Hydratisierungs- als auch
Dehydratisierungsscans zwei koexistierende hexagonale Phasen mit Reflexen erster
Ordnung bei 0.21 und 0.26 nm™ uUber weite Hydratationsbereiche auf (s. Abb.
3.3.1.3.6). Zusammen mit dem Befund der isosbestischen Punkte der FTIR-
Messungen (s. Abb. 3.1.2.1) kann dies nun der Koexistenz zweier diskreter

hexagonaler Phasen zugeordnet werden.
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In den Reflexmustern von DPhPE konnten ebenfalls keine Hinweise auf die 0. g. Py-
Phase gefunden werden. Mdglicherweise verhindert die Kettengeometrie der
Phytanoyllipide (groRe Krimmungstendenz) die Ausbildung dieser Phase.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Um die Koexistenz der verschiedenen Phasen im DPhPC direkt sichtbar zu machen,
wurden Pulverproben (vgl. Kap. 2.1.2.) in verschiedenen Hydratisierungszustanden
am Institut far Ultrastrukturforschung der FSU Jena mit Hilfe der

Elektronenmikroskopie untersucht.

Abb. 3.3.1.3.7 Gefrierbruchelektronenmikroskopische Darstellung von Praparaten von DPhPC, das
vor der Probenherstellung bei 60% RF hydratisiert wurde. Die Ausrichtung des Bildes erfolgte in
Bedampfungsrichtung von unten nach oben. Die Abbildung zeigt lamellare (Kreis) und hexagonale
(Rechteck) Bereiche der Probe in Koexistenz; Mal3stab s. Balken.
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Proben nach sehr langer Aquilibrierungszeit (Wochen) bei 60% RF konnten in einer
lamellaren Anordnung fixiert werden, die durch Homogenitat der Oberflachen und
das Muster an Bruchstellen charakterisiert ist. Benachbarte Regionen des gleichen
Gefrierbruchpréparats lassen deutliche Rohrenmuster erkennen, die hexagonalen
Zylindern (dnex ca. 4.8 nm) zuzuordnen sind (s. Abb. 3.3.1.3.7). Die Fixierung dieses
Ubergangs konnte aufgrund der Probenhydratisierung auf 60% RF gelingen, wo der
Phasenibergang in die hexagonale Phase erfolgt. Die kubische Phase konnte mittels
Elektronenmikroskopie nicht gezeigt werden. Mdglicherweise ist diese Phase
metastabil und hier aufgrund der langen Aqulibrierungszeit nicht mehr vorhanden.
DPhPE konnte in der erwarteten hexagonalen Anordnung fixiert werden und die
Dimensionen wurden bei 98% RF auf dnex ~ 4.7 nm und bei 0% RF auf dnex ~ 3.8 nm
abgeschatzt (Bild nicht gezeigt).

IR-Lineardichroismus

Die Charakterisierung der Phasen im DPhPC konnte mit Hilfe von IR-LD-
Experimenten am Institut fur Medizinische Physik und Biophysik der Universitat
Leipzig erweitert werden (s. Kap. 2.2.2 und (BiNDER, 2000)). Bei DPhPC veranderten
sich die Kettenordnungsparameter bei diskreten RF-Werten analog zu den
Wellenzahl- und Intensitatsspringen der  Streckschwingungsbanden der
Kettenmethylengruppen. Dabei kann im Bereich von 98 bis ~ 88% RF von noch am
meisten geordneten Ketten gesprochen werden. Diese relative Kettenordnung sinkt
dann sprungartig und ein zweiter Abfall der Kettenordnung ist unterhalb von 68% RF
festzustellen. Die Differenzen der RF-Werte der Phasenlbergange im Vergleich zu
den IR-spektroskopischen Messungen sind auf unterschiedliche
Aquilibrierungszeiten bei den IR-LD-Experimenten zurtickzufiihren.

Eine horizontal expandierte lamellare Phase L' ist von BINDER AND GAWRISCH (2001) flr
ein StearoyldocosahexaenoylPC (18:0, 22:6 PC) beschrieben worden. Die
ungewohnliche Verkleinerung der Wiederholungsabstande der Bilayerschichten der
lamellaren Phase und die abnehmende Kettenordnung wahrend der
Dehydratisierung sind auch in den Ergebnissen der Réntgenbeugungs- / IR-LD-
Experimente dieses Lipids erkennbar. Aufgrund dieser Befunde wurde die lamellare
Phase bei abnehmender Hydratisierung im DPhPC ebenfalls einer solchen L,'-Phase
zugeordnet (s. Abb. 3.3.1.3.8).

Die Korrelation der bei DPhPC rontgenografisch festgestellten Phasen mit den

Intensitats- und Wellenzahlspriingen in den IR-spektroskopischen Messungen kann
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bei Dehydratisierung also folgendermalRen getroffen werden: bei ~ 80% RF erfolgt
der Ubergang in die in der Bilayerebene expandierte lamellare Phase L ' und bei ~
60% RF der Ubergang Uber eine kubische in die invers-hexagonale Phase (vgl. Abb.
4.2.1, vgl. Kap. 4.3.). Das Auftreten der L,'-Phase scheint also nicht ungewdhnlich far

das Phasenverhalten von PC's mit ungtinstigen Kettenpackungseigenschaften zu

sein.
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Abb. 3.3.1.3.8 Kettenordnungsparameter von DPhPC der antisymmetrischen Methylen-
Streckschwingungsbande in Abhangigkeit von RF.

Bei DPhPE konnten keine signifikanten Anderungen der Ordnungsparameter von
Banden der Schwingungen von Kopfgruppen oder Ketten festgestellt werden
(Ergebnisse nicht gezeigt) wie fir DOPE (BINDER AND PoHLE, 2000), weshalb der
Ubergang in eine Py-Phase unwahrscheinlich ist.

Zusammenfassung

Die Kettenverzweigungen der Phytanollipide bewirken schlechte Kettenpackung und
damit ein starkeres Wasseraufnahme- und -abgabevermdgen der Kopfgruppen. Die
eingangs erwahnte Bilayerstabilitdtt von DPhPC konnte nicht bestétigt werden:
DPhPC nimmt hydratisierungsabhangig eine lamellare, eine horizontal expandierte
lamellare, eine kubische und eine invers-hexagonale Phase ein. DPhPE und DOPE
unterscheiden sich trotz vieler Ahnlichkeiten IR-spektroskopischer Parameter in
ihrem Phasenverhalten. Der Einfluss der Kettenverzweigungen bewirkt offenbar
schwachere H-Briucken-Netzwerkausbildungen der DPhPE-Kopfgruppen grol3ere

Krimmungstendenzen und verhindert die Ausbildung einer P,-Phase, wie im DOPE.
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3.3.2. Anionische Phospholipide
Das naturliche Vorkommen geladener Lipide in naturlichen Membranen, wie z. B.
DOPG in Bakterienmembranen oder Cardiolipin in Mitochondrienmembranen, hangt

mit ihren Funktionen, z. B. als lonenkonduktoren, zusammen.

3.3.2.1. DOPG
ﬁ Abb. 3.3.2.1.1
OH 0 H I e e e e\ e \Za Strukturformel
“o\/k/o_lﬁ’l—ov\i/o\c/\/\/\/\/z—\/\/\/\/ von DOPG.
Na* o l(;

Die strukturellen Veranderungen der Kopfgruppe des hier vorgestellten anionischen
Lipids Dioleoylphosphatidylglycerol (DOPG) bewirken das Auftreten einer negativen
Nettoladung: die Cholingruppe der gewdhnlichen PC's ist in PG's durch einen
Glycerolrest ersetzt (Formel s. Abb. 3.3.2.1.1). Dessen OH-Gruppen und die negative
Ladung beeinflussen das Hydratisierungsverhalten dieser Substanz. Ein
Phasendiagramm von DOPG ist bisher noch nicht bekannt (Koynova AND CAFFREY, 2002).
Tm betragt -18 bis - 25 °C (L - Ly, (LINDBLOM ET AL., 1986; FINDLAY AND BARTON 1978)).
Phosphatidylglycerole haben ihre biologische Bedeutung vor allem als
Lungensurfactant: die Oberflachenspannung der Lungenalveolen kénnte den
dehnenden Kraften bei der Einatmung auf3erordentlich entgegenwirken. Sie ist
jedoch sehr viel geringer als erwartet, da das Alveolarepithel mit einem die
Oberflachenspannung der Alveolen herabsetzenden Lipopolysaccharidfilm
(,surfactant) ausgekleidet ist. Es existieren zahlreiche Untersuchungen zu diesen
Lipiden und ihren Wechselwirkungen z. B. mit Peptiden (PASTRANARIOS ET AL., 1994; KRILL
ET AL., 1994). Der Fakt, dass Phosphatidylglycerole als Membranbestandteile nur in
Prokaryoten auftreten, erlaubt die Simulation bakterieller Membranen mit Hilfe dieser
Lipide und die Untersuchung der Wirkung antibakterieller Peptide auf diese (PRENNER
ETAL., 1999).

Wasseraufnahmevermogen

Die Berechnung von A, erfolgte wie fir PC's (s. Kap. 3.1.1.). DOPG adsorbiert
Wasser bis zu einem Ay ~ 4.9 bei 98% RF. Das PC-Analogon nimmt &hnlich viel
Wasser auf (A, ~ 4.5, s. Tab. 3.3.1.3.1). Aufgrund der Uberlagerungen der Banden
der vOH der PG-Kopfgruppe und der vOH des adsorbierten Wassers lasst sich der
Restwassergehalt bei 0% RF nicht genau bestimmen (s. Abb. 3.3.2.1.2), wird aber
aufgrund von Befunden im Kap. 3.3.2.2. als sehr gering bis null eingeschétzt.
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Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

In Abb. 3.3.2.1.2 sind IR-Spektren von DOPG im Vergleich zu denen von DOPC
dargestellt. Aufgrund der verdnderten Kopfgruppenstruktur sind Unterschiede
hauptséachlich im OH-Streckschwingungsbereich erkennbar. Die Banden der vOH der
Glycerolgruppen sind nur bis zu einem A, von ~ 0.5 bis ~ 1.5 sichtbar. Im Spektrum
des trockenen Lipids erscheinen zwei Banden (bei 3420 und 3240 cm™), die auf

schwacher und starker Wasserstoffbriicken-gebundene OH-Spezies hinweisen.

E xtinktion
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Abb. 3.3.2.1.2 Spektren von DOPG (durchgezogen), bei 98% RF (blau) und bei 0% RF (rot) und
DOPC (gepunktet), bei 98% RF (dunkelblau) und 0% RF (dunkelrot).

Bei DOPG konnen wegen des Auftretens von Wellenzahlverschiebungen
charakteristischer Banden hydratisierungsgetriebene Umstrukturierungen
angenommen werden. Es findet moglicherweise Kettenschmelzen statt. FiINDLAY AND
BARTON (1978) ermittelten T,, Werte fir DOPC —22°C und fir DOPG (Na*) —18°C.
DOPC hat jedoch tUber den gesamten Hydratisierungsbereich bereits geschmolzene
Ketten (PoHLE ET AL., 1998).

In Abb. 3.3.2.1.3 sind die Wellenzahlverschiebungen fur vsCH,, vC=0 und v,PO,
eines Hydratisierungsscans von DOPG dargestellt. Auffallig sind ausgepréagte
Hysteresen zwischen Dehydratisierung und Hydratisierung (nicht abgebildet), wie sie
auch schon von Jenprasiak ET AL. (1996) fUr Adsorptionsisothermen geladener
Phospholipide festgestellt wurden. Bei der Deydratisierung verschieben sich die

Positionen aller Banden erst bei geringen A,-Werten (Aw < 0.7). Bei der
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Hydratisierung liegen die Zentren der Verschiebung fir v sCH; bei A, ~ 2 gefolgt von
Vv sPO, bei Ay ~ 2.2 und v C=0 bei A, ~ 3. Das Kettenschmelzen, erkennbar an der
Verschiebung der v CH,, und die Phosphatgruppenhydratisierung scheinen den
Einflissen an der Carbonylbande vorauszugehen. Anders als in PC's sind Spriinge
in den  Wellenzahlverschiebungen der Banden der Carbonyl- und
Phosphatstreckschwingungen bei DOPG erkennbar. Wahrscheinlich spielt aufgrund
der Ladungsverhaltnisse in PG's die Elektrostatik bei der Hydratisierung eine grol3ere
Rolle als in PC's (s. Kap. 4.1.). Bei der Untersuchung kalteinduzierter Gelphasen von
DMPG zeigt die v C=0 beim Ubergang von der metastabilen in die stabile Gelphase
ebenfalls eine sprunghafte Abwartsverschiebung (Epano ET AL, 1992). Epand und
Mitarbeiter fuhrten das auf direkte Wasserstoffbriickenbindung zwischen Carbonyl-
und Hydroxigruppen oder indirekte, nicht Wasserstoffbriicken-vermittelte
Anderungen der Orientierung / Konformation der Carbonylgruppen bei Einnahme der
stabilen Gelphase zuriick. Eine Schulter bei ~ 1720 cm™ ist in Spektren der stabilen
Gelphase von DMPG (ErPaND ET AL., 1992) sowie von hydratisiertem DOPG erkennbar.
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Abb. 3.3.2.1.3 Wellenzahlen der Banden der v,CH,, (schwarz), vC=0 (rot) und v,PO; (blau, 2 peaks)

von DOPG-Spektren eines Hydratisierungsscans in cm™.

Die Bande der v,PO;" hat in Bereichen geringer Luftfeuchte eine Dublettstruktur (s.
Abb. 3.3.2.1.2, 3.3.2.1.3, bei 1255.5 und 1241.5 cm™ (Aw = 0.5)). Beide Banden

"vereinigen” sich bei zunehmender Hydratisierung bei Ay ~ 2. In
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Hydratationsbereichen bis A, ~ 2 taucht kurzzeitig wahrend des
Hydratisierungsscans noch eine Bande bei 1261 cm™ auf, die bei Dehydratisierung
nicht gefunden werden kann. Ahnliche Vorgéange sind auch an der Bande der vsPO,’
zu erkennen. Sie konnten Indizien fur das Aufbrechen interner H-Bricken und
darauffolgende Knupfung neuer, externer Bindungen mit sorbiertem Wasser sein.
Die aul3ergewdhnlich niedrige Wellenzahl der resultierenden Bande der v,PO; bei
1215 cm™ bei 98% RF zeigt eine sehr starke H-Briickenbindung an. Lage und Form
der Banden der Phosphatstreckschwingungen unterscheiden sich jedoch deutlich
von den Dublettstrukturen dieser Banden von DPhPE oder DOPE (s. Kap. 3.3.1.3.).
ZHANG ET AL. (1997) schlugen ein Hydratisierungsmodell vor, bei dem die negative
Ladung an der Oberflache von PG's durch Interaktionen  der
Glycerolhydroxylgruppen mit den Phosphatgruppen abgeschirmt wird. Die
Ahnlichkeit im Wasseradsorptionsverhalten zwischen PC's und PG's wiirde dann mit
der Ahnlichkeit der Wechselwirkungen der Kopfgruppen der PC's mit Wasser und der
wechselwirkenden Glycerolhydroxyl- und Phosphatgruppen der PG's mit Wasser
erklarbar sein.

In PG's wurden stérkere Interkopfgruppen-interaktionen im Vergleich zu PE's bereits
von INouE AND NiBU (1995) postuliert. Interaktionen sind bei DOPG an den Phosphat-
und Hydroxylgruppenschwingungen erkennbar. Sie bedingen offenbar die hohe
Ordnung der DOPG-Molekile im Vergleich zu DOPC in Bereichen geringer
Luftfeuchten. Das Kettenschmelzen und die hohe Wasseraufnahmekapazitat in
DOPG (vgl. Abb. 3.3.2.1.3) deuten jedoch auf gréRere Ahnlichkeiten zu PC's als zu
PE's bezuglich der Kopfgruppen-Interaktionen hin.

Roéntgenbeugung

Das Verhaltnis der reziproken Streuldnge von 1:2 der beiden Reflexe der
Roéntgenbeugungsmuster von DOPG (nicht gezeigt) in hohen
Hydratisierungsbereichen lasst auf eine lamellare Phase mit 5.98 nm
Wiederholungsabstand schlieRen. Diese Dimension ist der der lamellaren Phase von
DOPC (5.2 nm) ahnlich. Im trockenen Lipid konnte ein Reflex (3.77 nm bei 0% RF)
beobachtet werden. Die Zuordnung zu einer lamellar-kristallinen Phase bei geringen
RF ist wahrscheinlich (vgl. DOPG, (LinpBLOM ET AL., 1986)). Die Preferenz von POPG,

lamellar-kristalline Pasen zu formen, wurde von Lewis AND MCELHANEY (2000) festgestellt.
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3.3.2.2. Cardiolipin

Zusammenfassung

DOPG ahnelt hinsichtlich seines hohen Wasseraufnahmevermégens eher dem PC-
als dem PE-Analogon. DOPG durchlauft offenbar einen lyotropen Hauptiibergang (im
Gegensatz zu DOPC). Das Verhalten der Banden der Phosphat- und OH-
Streckschwingungen lasst sich mit Interaktionen dieser Molekulgruppen erklaren.

3.3.2.2. Cardiolipin
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Abb. 3.3.2.2.1 Strukturformel (links) und IR-Spektren (rechts) von Cardiolipin bei 0% RF (rot) und bei
98% RF (blau).

Das zweite anionische Lipid ist Tetraoleoyl-Cardiolipin. Es wurde synthetisch
hergestellt und liegt hier als Natriumsalz vor (Strukturformel s. Abb. 3.3.2.2.1). Es
besitzt eine Hydroxylgruppe im Kopfbereich und zwei Nettoladungen.

Ergebnisse von friheren Untersuchungen zeigten die Tendenz von Cardiolipin, in
Gegenwart divalenter Kationen oder Lokalanasthetika invertiert hexagonale Phasen
zu bilden (ORTIZ ET AL., 1999; ISRAELACHVILI, 1991; CULLIS ET AL., 1978). Biologische Bedeutung
von Lipiden, die bevorzugt nichtlamellare Strukturen bilden, wird z. B. bei
Membranfusionsprozessen diskutiert (GRuUNEr, 1985; CuLLis AND DE KRUWFF, 1979).

Cardiolipin kommt in Mitochondrien-Membranen des Herzmuskels vor.
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Wasseraufnahmevermogen

Awrc wurde, wie unter Kap. 3.3.1.1. beschrieben, mit dem Korrekturfaktor 0.5
berechnet. Aufgrund der veranderten Kopfgruppenstruktur und ungesattigten Ketten
ist Awrc trotzdem nicht uneingeschrankt mit dem anderer Substanzen dieser Arbeit
vergleichbar. Der Wassergehalt bei 98% RF wurde deshalb mit der Karl-Fischer-
Titration bestimmt und ein n, ~ 12 bei Ay = 8.7 konnte gefunden werden. Das
Wasseraufnahmevermaogen ist somit relativ grof3. Restwasser im trockenen Lipid wird
trotz der Uberlagerung durch Banden der OH-Gruppe des Kopfes im OH-
Streckschwingungsbereich nicht vermutet (s. u.).

Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

Das Spektrum des trockenen Cardiolipinfilmes (s. Abb. 3.3.2.2.1.) unterscheidet sich
im OH-Streckschwingungsbereich von DOPG: bei 3531 und 3248 cm™ treten zwei
Banden auf, die bei DOPG bei 3420 und 3240 cm™ liegen. Sie haben
erwartungsgemafd ungefahr die halbe Intensitat im Vergleich zu denen des DOPG.
und kénnen somit den Schwingungen der OH-Gruppe des Glycerinrestes (und nicht
Restwasser) zugeordnet werden.

Die V sCH, liegt Uiber den gesamten Hydratisierungsbereich bei ~ 2853.7 cm™ und

zeigt ungeordnete Ketten an.

1743 i 1240
@) @ w
‘ ® Abb. 3.3.2.2.2
1742 12 V C=0 (grau) und
Q9 VPO, (grin) in
—1230
o d@@@o N 1 i
I L ‘«((((tr , o ¢om in
1741 W=
2 @ («(««@(@@. Q| 1995 D>'cu Abhangigkeit von
@) Awc Wahrend der
1740 - Rehydratisierung.
@ 1220
1739 ! | | | | 1215
0 2 4 6 8
AWfC

Die Wellenzahlen der Bande der v,PO,-Schwingung (s. Abb. 3.3.2.2.2) sind bei
maximaler Hydratisierung (1218 cm™) niedriger verglichen mit PC's (1230 cm™) und

mit PE's (1225 cm™). Bei geringer Hydratisierung (1238 cm™) sind sie gréRer als in
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fluiden PE's (1234 cm™) und kleiner als in PC's (1260 cm™). Wechselwirkungen
zwischen den OH- und Phosphatgruppen sind in Bereichen geringer Hydratisierung
aufgrund der niedrigen Wellenzahl und der Konstanz der Wellenzahlen zu Beginn
der Hydratisierung wahrscheinlich (PoHLE ET AL., 2001B; HUBNER ET AL., 1991).

Die v C=0 reagiert auf zunehmende Hydratisierung (nach leichtem Ansteigen von
1740.7 auf 1741.3 cm™ bis Awc ~ 1.3) mit einem Abfall auf 1740.6 cm™ (s. Abb.
3.3.2.2.2). Die relative Konstanz der Bandenposition und die Hohe der Wellenzahl
ahneln den Verhéltnissen in PE's (s. Tab. 3.3.1.3.1). Die Carbonylgruppen sind in
Bereichen geringer Hydratisierung, erkennbar an der etwas niedrigeren Wellenzahl,
offenbar in die Wechselwirkungen mit der OH-Gruppe involviert wie die
Phosphatgruppen. Bei zunehmender Hydratisierung wird diese Wechselwirkung
etwas schwaécher (Wellenzahl steigt geringfiigig). Mit zunehmender Hydratisierung
(Awec > 1.3) sinkt die Wellenzahl wieder etwas und gibt Hinweise auf
Wechselwirkungen mit dem adsorbierten Wasser. Die v C=0 sind jedoch auch in
Bereichen hoher Luftfeuchten hoch und stehen im Gegensatz zu der hohen
Wasseraufnahmekapazitat dieses Lipids (vgl. Tab. 3.3.1.3.1).

Roéntgenbeugung

Aus den Rontgenbeugungsexperimenten wurde auf eine hydratisierungsbedingte
Abnahme der Dimension von einer ausgedehnten in eine kompaktere invers-
hexagonale Phase geschlossen (Abb. 3.3.2.2.3). Die Dimensionen entsprechen
einem Abstand benachbarter Zylinderzentren von 6.37 nm fur das voll hydratisierte
Cardiolipin und fir das trockene Lipid von 4.29 nm. Der Weitwinkelreflex ist breit,
woraus auf eine geringe Kettenordnung geschlossen werden kann, wie es fur die H,

Phase auch zu erwarten ist (ORTIZET AL., 1999; POWELL AND Hul, 1996).
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3.4.Phosphatfreie Lipide

Monovalente Kationen (und nicht nur divalente, wie bisher gezeigt (CuLuis ET AL., 1978))
sind offenbar auch in der Lage, in Cardiolipin invers hexagonale Assemblierung zu
ermdglichen. Lamellare Phasen wurden nicht gefunden. Im Vergleich zu DOPE sind
die Dimensionen der invertierten Phasen jedoch deutlich grof3er, was wegen der
Anzahl Ketten pro Molekul und der Gro3e der Kopfgruppen verstandlich ist.
Zusammenfassung

Cardiolipin adsorbiert gro3e Mengen Wasser (bis Ay ~ 8.7, ny ~ 12), obwohl es nur
hexagonale Phasen bildet, die normalerweise bei geringer Hydratisierung begunstigt
sind (vgl. DPhPC, Kap. 3.3.1.3.). Die Wellenzahlverschiebungen der Banden der
Carbonyl- und Phosphatschwingungen bei Ay ~ 1.3 kdnnten Ausdruck einer
Kopfgruppenverzahnung beim Ubergang in eine stark dehydratisierte H,-Phase sein.
Die Zunahme der Wechselwirkungen dieser Gruppen mit der Kopf-OH-Gruppe in
Bereichen geringer Hydratisierung wurden aus den IR-spektroskopischen Befunden
abgeleitet. Die veranderte Kopfgruppenstruktur von Cardiolipin beeinflusst das
Phasenverhalten stark, wobei die GroRe der Kopfgruppe entscheidender scheint, als
der Einfluss der OH-Gruppe an sich (vgl. Kap. 3.3.2.1.). Einwertige lonen
ermoglichen die Assemblierung von Cardiolipin in invers hexagonalen Phasen in

allen Hydratisierungsbereichen.

3.4. Untersuchungen an phosphatfreien Lipiden

Uberblick und Strategie

In diesem Kapitel werden erst Untersuchungsergebnisse neutraler Lipide mit OH-
und ohne Phosphatgruppen vorgestellt. Bei der zweiten Substanzgruppe fuhrte das
Fehlen der Phosphatgruppe zu positiver Ladung, da die Trimethylammonium-Gruppe

vorhanden ist.

3.4.1. Neutrale Lipide
3.4.1.1. DOG

0
I

o/c\/\/\/\/\z/\/\/\/\ Abb. 3.4.1.1.1 Strukturformel von

Ho\)&l\/o\c/\/\/\/\/=\/\/\/\/ DOG.
I
Dioleoylglycerol (Formel s. Abb. 3.4.1.1.1) ist ein einfaches Modell fir ein Glycolipid.
Der Vergleich seines Hydratisierungsverhaltens mit dem von geladenen und / oder

Substanzen mit OH-Gruppen, wie z. B. Stearylalkohol, sollte weitere Erkenntnisse
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Uber den Einfluss dieser Strukturen auf das Hydratationsverhalten der polaren
Molekdlteile bringen. Diacylglycerole haben biologische Relevanz, da sie in
Signaltransduktionsprozesse der Zellen involviert sind. Sie aktivieren z. B.
Proteinkinase C in Anwesenheit von Ca®" und Phosphatidylserinen (LiscovitcH AnD
CANTLEY, 1994). AulRerdem sind sie aufgrund ihrer Tendenz, invertierte Phasen in
Lipidgemischen hervorzurufen, offenbar in Membranfusionsprozesse eingebunden
(SIEGEL ET AL., 1989).

Wasseraufnahmevermogen

Es war nicht moglich, orientierte Filme dieser Substanz herzustellen. Aus der
chloroformischen Lésung wurden 60 pl unter Verdampfen des Losungsmittels ohne
Verstreichen aufgetropft. Bei zunehmender Luftfeuchte veranderte sich die Basislinie
des IR-Spektrums, was auf Homogenisierung der Probe schliel3en lasst. Die
Intensitat der OH-Streckschwingungsbande (bei 3499 cm™) bleibt dabei nahezu
konstant. Diese Bande wurde den OH-Streckschwingungen der Kopfgruppe
zugeordnet.

Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

In Abb. 3.4.1.1.2 sind IR-Spektren von DOG dargestellt. Die Banden der Spektren
von DOG zeigen keine hydratisierungsbedingten Wellenzahlverschiebungen. Die
Position und die groRe Halbwertslinienbreite der Bande bei 3466 cm™ deuten auf
bewegliche bzw. schwach gebundene OH-Spezies hin. Die Schwingungen der
Kettenmethylengruppen liegen bei 2854 cm™ und sind fiir ungeordnete Ketten
typisch. Die Bande der Carbonylstreckschwingungen bleibt konstant bei
Wellenzahlen um 1743 cm™, was auf fehlende lokale Hydratisierung und / oder
unpolare Umgebung der Carbonylgruppen schliel3en lasst.

Die OH-Gruppen von DOG wechselwirken offenbar vorwiegend untereinander und
nicht mit den Carbonylgruppen. In Stearylalkohol sind Interaktionen der OH-Gruppen
dagegen wahrscheinlich (VOH bei 3233 cm™). Méoglicherweise ist die durch die
Doppelbindung der Oleoylketten verminderte Kettenordnung die Ursache dafir, dass
in DOG derartige Interaktionen der Kopfgruppen nicht zu beobachten sind. Bei OH-
(CH2)22-PC interagieren die Phosphatgruppen alternierend mit den OH-Gruppen
(VOH bei 3290 cm™) des Nachbarmolekiils, so dass eine ketteninterdigitierte

Monolayer entsteht (PoHLE ET AL., 20018).
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3.4.1.2. Glykolipide
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Abb. 3.4.1.1.2 IR-Spektren von DOG bei 98% RF (blau), bei 0% RF (rot).

MARSH (1997) und ScHORN AND MARsH (1996) stellten fest, dass DOG in wassrigen
Losungen isotrope Dispersionen formt. Diese scheinen auch in den Proben der hier
hier vorgestellten FTIR-Experimente vorzuliegen.

Zusammenfassung

Das Fehlen von Ladungen oder Phosphatgruppen bewirkt offenbar, dass DOG trotz
der Existenz einer polaren Kopfgruppe keine erkennbaren Wechselwirkungen mit
Wasser eingehen kann. Die von Gomez-FERNANDEZ ET AL. (1997) beschriebene relative
Hydrophobizitdt von Diacylglycerolen fuhrt zur Bildung wasserfreier Aggregate. Die
OH-Gruppen von DOG wechselwirken relativ schwach untereinander. Eine OH-

Gruppen-Hydratisierung wie bei den Glykolipiden (vgl. Kap. 3.4.1.2.) findet nicht statt.

3.4.1.2. Glykolipide: MGDG / DGDG
0
Il
Hz 0—8\/\/\/\/—"\/\/\/\/ Abb. 3.4.1.2.1 Strukurformeln von MGDG (R = H)
H 0—1"«/\/\/\/\/\/\/\ und DGDG (R = Glucose); Palmitoyl- und
Hz COH Oleoylketten sind statistisch verteilt.
0 0—'H»
OH
RO
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Glykolipide besitzen als hydrophilen Molekulbereich Zuckerreste. Die fur die
Photosynthese in Chloroplasten wichtigen Thylakoid-Membranen (vgl. Kap. 1.1.)

bestehen zu fast 50% aus Glykolipiden. Damit gehéren sie zu den haufigsten Lipiden



3.4. Phosphatfreie Lipide 3.4.1. Neutrale Lipide 3.4.1.2. Glykolipide 77

in der Natur Gberhaupt.

Die hier vorgestellten Substanzen Mono- und Diglucosyldiacylglycerol (MGDG /
DGDG, s. Abb. 3.4.1.21) wurden aus Membranen des zellwandlosen
prokaryotischen Acholeplasma laidlawii isoliert. Die fettsaureauxotrophen
Mikroorganismen wurden dafir in 1:1 Palmitoyl:Oleoyl-Fettsdure-Medien gezlichtet
(LEwis AND MCELHANEY, 1995). Die Lipide wurden von Dr. R.N.A.H. Lewis (Edmonton,
Kanada) zur Verfuigung gestellt.

Wasseraufnahmekapazitét

Beide Glycolipide zeigen ein geringes Wasseraufnahmevermoégen (vgl. Abb.
3.4.1.2.2). A\ wurde nach folgender Formel berechnet: Ay = (Achon - (Acron des
Spektrums bei 0% RF)) / Ach, wodurch die OH-Streckschwingungsbanden der
Zuckerreste subtrahiert wurden. DGDG erreicht bei 98% RF hohere A,-Werte (~ 2.6)
als MGDG (~ 1). Die Bestimmung des Restwassergehaltes ist aufgrund der OH-
Streckschwingungen der Zucker-OH-Gruppen nicht sicher moglich, wird aber als
sehr gering bis null eingeschatzt.

Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

Die Spektren beider Lipide sind in Abb. 3.4.1.2.2 dargestellt. Die Banden der vOH
der OH-Gruppen der Zuckerreste zeigen hydratisierungsbedingte Wellenzahl- und
Intensitatsverschiebungen. In beiden Lipiden nimmt die Intensitdt der Bande
zwischen 3300 und 3200 cm™ mit steigender Hydratisierung zu. Die deutliche
Strukturierung des OH-Streckschwingungsbereiches der hydratisierten Proben
Uberrascht: mit steigendem Wassergehalt verschmelzen diese Banden ublicherweise
(vgl. DOPG, Cardiolipin s. Kap. 3.3.2.). Das lasst auf ein hochgeordnetes
Wasserstoffbriicken-Netzwerk schlie3en. Die insgesamt geringe Wasseradsorption
geht offenbar mit einer selektiven Hydratisierung einher: diskrete OH-Spezies
erscheinen als separate Banden. Die Auflésung dieser Subbanden ist bei MGDG
(moglicherweise aufgrund der geringeren Anzahl an OH-Gruppen) erhéht. LinosLom ET
AL. (1986) vermuteten bereits, dass sich die "Zuckerkopfgruppen" wie Wassermolekile
verhalten: die Wasseraufnahmekapazitat wird durch die Zahl der mdoglichen
Wasserstoffbriicken zwischen Glucose und Wasser bestimmt. Diese Vermutung

kann durch die IR-spektroskopischen Ergebnisse gestiitzt werden.
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Die Wellenzahlen der Kettenschwingungen von v,CH, und vsCH, von DGDG liegen
bei 2920.6 und 2850.7 cm™. Die von MGDG befinden sich an nahezu gleicher
Position bei 2919.8 und 2850.5 cm™ und zeigen geordnete Ketten an.

Die Verschiebungen der Banden der vC=0 beider Lipiden zeigen Hysteresen in
Hydratisierungs- und Dehydratisierungsscans. Die Lage der Banden der vC=0 der
Glykolipide bei ~1736.6 cm™ + 0.6 (iiber den gesamten Hydratisierungsbereich) lasst
hdchstens auf teilweise H-Bricken-Gebundenheit dieser Molekilgruppen schlie3en.
Die Halbwertsbreite der Bande der v€C=0 nimmt mit abnehmender Feuchte in beiden
Lipiden zu (s. Abb. 3.4.1.2.3). Die Anzahl der C=0O-Subspezies ist bei geringen
Wassergehalten der Proben am grof3ten. Im Vergleich zu PC's ist die Halbwertsbreite
dieser Banden jedoch gering. Die Zuckergruppen bilden ein H-Brucken-Netzwerk,
welches die C=0 Gruppen nicht, oder nur in geringem Malf3e einschliel3t. Dadurch

sind die Carbonylgruppen teilweise vom Wasser abgeschirmt.
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Aus den Rontgenbeugungsmustern (s. Abb. 3.4.1.2.4 + Tab. 3.4.1.2.1) konnte flr
DGDG abgeleitet werden, dass bei 100% RF Muster fir zwei koexistierende
lamellare Phasen (schwarze (d = 6.25 nm) und braune (d = 5.75 nm) Zahlen und
Pfeile) erscheinen. Bei 0% RF entsprechen die Reflexe den gleichen Phasen mit

komprimierten Dimensionen (d = 5.98 bzw. 4.81 nm).

Tab. 3.4.1.2.1 Reziproke Wiederholungsabstande s / nm™* von MGDG und DGDG.

MGDG Reflexpositionen / nm™

100% RF (lamellar [0.167 0.537
lamellar 0.185 0.368 0.554
kubisch 0.23 0.297 0.459

0% RF lamellar [0.176 0.351 0.527
lamellar 0.186 0.369 0.555
kubisch 0.261

DGDG

100% RF (lamellar ([0.16 0.481 0.642
lamellar 0.174 0.348 0.525

0% RF lamellar (0.167 0.33 0.494 0.66
lamellar 0.208 0.41 0.61

MGDG zeigt bei 100% RF ebenfalls ein Muster fur zwei koexistierende lamellare
Phasen (schwarze (d = 5.98 nm) und braune (d = 5.4 nm) Zahlen und Pfeile) an (s.
Abb. 3.4.1.2.4 + Tab. 3.4.1.2.1). Daneben erscheinen Reflexe in MGDG, die einer
hdchstwahrscheinlich kubischen Phase (grine Zahlen und Pfeile, wahrscheinlich
Pn3m (LinpBLOM AND RILFORS, 1989)) zugeordnet werden kénnen. Bei 0% RF sind neben

den Reflexen der lamellaren Phasen (d = 5.68 bzw. 5.38 nm) ebenfalls ein Reflex
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erkennbar, der aufgrund des Verlaufs der Reflexverschiebungen bei der
Dehydratisierung der kubischen Phase zugeordnet werden kann. Zusatzlich treten
Weitwinkelreflexe auf, die die Vermutung nahe legen, dass mindestens eine lamellar

kristalline Phase in beiden Lipiden existiert.
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Abb. 3.4.1.2.4 Rontgenreflexmuster (Kleinwinkelbereich groRes, Weitwinkelbereich kleines Rechteck)
von MGDG und DGDG bei 98 (blau) und 0% RF (rot). Die Pfeile entsprechen den Reflexpositionen in
Tab. 3.4.1.2.1 mit entsprechender Farbcodierung.

MGDG ist aus NMR- und DSC-Studien bekannt dafir, bei Wasseruberschul3 invers
nichtlamellare Phasen zu formen, wogegen DGDG unter gleichen Bedingungen
lamellare Phasen bildet (Lewis AND MCELHANEY, 1995; LINDBLOM ET AL., 1986). Offenbar bleibt
die kubische Phase in MGDG auch in Bereichen geringer RF z. T. erhalten. Die
Dimensionen der lamellaren Phasen entsprechen annahernd denen der PC-Analoga
(DPPC d = 6.35, (NAGLE AND TRISTRAM-NAGLE, 2000), DOPC d = 5.2 bei 98% RF).
Zusammenfassung

Bei MGDG und DGDG hat die Anzahl an OH-Gruppen erheblichen Einfluss auf die
Wasseraufnahmekapazitat: die Hohe der Wasseraufnahme der Glykolipide ist von
der Zahl der moglichen Wasserstoffbriicken zu den Zucker-OH-Gruppen limitiert.
Eine heterogene Hydratisierung in Kombination mit Phasenseparation von Palmitat-
oder Oleat- reichen Doménen kénnte die Ursache fir die Koexistenz verschiedener
lamellarer und nichtlamellarer Phasen bei MGDG sein. Die Koexistenz von rigiden
kristallinen bzw. Gelphasen und fluiden nichtlamellaren Phasen wurde bereits fur ein

System aus DMPC und Flufenaminsaure gezeigt (GRAGE ET AL., 2000).
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3.4.2. Kationische Lipide: DMTAP, DOTAP, DOTMA
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Abb. 3.4.2.1 Strukturformeln
der hier untersuchten
kationischen Lipide: von oben
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Die strukturellen Modifikationen der Kopfgruppen der in diesem Kapitel untersuchten
Lipide gegenuber PC's betreffen sowohl die Phosphat- als auch die
Carbonylgruppen. Durch das Fehlen der Phosphatgruppen sind diese Lipide positiv
geladen (s. Abb. 3.4.2.1).

Kationische Lipide haben als Bildner stabiler Modellmembranen Bedeutung erlangt
(Lewis ET AL, 2001) und sind in der Diskussion, als antimikrobielle und
antiinflammatorische Substanzen genutzt zu werden (FiLioN AND PHILLIPS, 1997). Auf der
Suche nach Systemen fur die Transfektion (Einschleusung genetischen Materials in
Zellen) sind diese Lipide aufgrund ihrer Ladung geeignet, mit der negativ geladenen
DNA Komplexe zu bilden, und somit als Transfektionsagenzien zu fungieren. Solche
lipophilen Komplexe wurden bereits mehrfach beschrieben (PoHLE ET AL., 2000; MILLER,
1998; PAUKKU ET AL., 1997; RADLER ET AL., 1997; MAY AND BEN-SHAUL, 1997; BALASUBRAMANIAM ET AL.,
1996; MAHATO ET AL., 1995; FELGNER ET AL., 1987).

Die Strukturformeln sind in Abb. 3.4.2.1 gezeigt. Alle drei Lipide lagen als Chlorid vor.
DMTAP (Dimyristoyltrimethylammoniumpropan) wurde mit DOTAP (Dioleoyl~)
verglichen, um Informationen zu den Einflissen der Kettensattigung zu erhalten.
Dioleyloxypropyltrimethylammoniumchlorid (DOTMA) hat keine Carbonylgruppe, so
dass deren Einfluss im Vergleich zu DOTAP studiert werden kann. DOTMA st in
Lipofectin® bereits routinemallig in in-vivo Transfektionsversuchen in Verwendung
(OBIKA ET AL., 1999; Mok AND CuLLls, 1997) und wurde uns freundlicherweise von Prof. P.
Cullis und Dr. S. Ansell (Vancouver, Kanada) zur Verfugung gestellt.
Wasseraufnahmevermogen

Awr wurde, wie unter Kap. 3.1.1. beschrieben, berechnet. Bei 98% RF adsorbiert
DOTMA die gro3te Menge Wasser (A, = 6.5), gefolgt von DOTAP (Aw = 5.0) und
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DMTAP (Awr = 2.5). Die geringe Wasseraufnahme in DMTAP (z. B. im Vergleich mit
DMPC s. Kap. 3.2.3.) hat seine Ursachen wahrscheinlich in einem Salzbricken-
Netzwerk, welches durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den CI" und
den TAP-Einheiten gebildet wird (PoHLE ET AL., 2000). Die Hauptiibergangstemperatur
des DMTAP liegt bei 53 °C, d. h. etwa 30 °C hoéher als die von DMPC. In DOTAP
fuhrt die aufgelockerte Kettenpackung der ungesattigten Olsaureketten offenbar zu
einer Schwachung der Wechselwirkungen der Kopfgruppen verbunden mit starkerer
Wasseradsorption. Alle drei kationischen Lipide dehydratisieren vollstandig.
Hydratisierungsbedingte Anderungen in den IR-Spektren

In den Spektren von DMTAP sind Uber den gesamten Hydratisierungsbereich
geordnete Ketten (VsCH, 2848.5 cm™) und eine konstante Position der Bande der
vC=0 (V C=0 1734 cm™) zu verzeichnen (s. Abb. 3.4.2.2). Dagegen liegt vV sCH, von
DOTMA (ber den gesamten Hydratisierungsbereich bei 2854 cm™ und zeigt
ungeordnete Ketten an. Im Fall von DOTAP kann aufgrund hydratationsinduzierter
Wellenzahlanderungen charakteristischer Banden (z. B.: vsCH, 2852.3 . 2853.5
cm™, ¥ C=0 1745 . 1740 cm™) von strukturellen Anderungen ausgegangen werden
(s. Abb. 3.4.2.2).

DOTMA unterscheidet sich von DOTAP lediglich durch die Substitution der Ester-
durch Etherbindungen bei identischen Ketten und Kopfgruppen. Im Unterschied zu
DOTMA sind in DOTAP hydratisierungsbedingte Strukturénderungen erkennbar,
wobei die Unordnung der Ketten und die hohe Wellenzahl der Bande der vC=0 einer
Ausbildung eines Salzbriicken-Netzwerkes wie in DMTAP widersprechen. Die
Position der Bande der vC=0 von DOTAP verschiebt sich nicht so deutlich, wie in
PC's (vgl. Tab. 3.3.1.3.1), sondern ist mit der in DOPG vergleichbar. Das in DMTAP
das Wasseraufnahmevermogen behindernde Salzbriicken-Netzwerk kann in DOTMA
wahrscheinlich ebenfalls nicht aufgebaut werden. Eventuell ist die Wasseranlagerung
in DOTMA vergleichbar mit den Clathrat-Bildungen in Cholin (s. Kap. 3.2.1.). Fur die
Ammoniumgruppe von PC's wurden bereits Clathratstrukturen postuliert (PERERAET AL,

1996; HSIEH AND WU, 1996; DAMODARAN & MERZ 1993).
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Die Uberlagerung der Bande der v,CH der Doppelbindung bei ~3010 cm™ in DOTAP
und DOTMA verhindert die Auswertung der Bande der v.CH;™", so dass Uber
Wasserstoffbriickenbindungen (vgl. Kap. 4.1.) keine Aussagen getroffen werden
kénnen. Bei DMTAP ist die v,CH;™-Bande in drei Subbanden mit konstanten
Wellenzahlen bei 3036, 3014 und 2984 cm™ untergliedert (vgl. Kap. 3.2.2. und 4.1.).
Die Struktur dieser Bande hangt moglicherweise mit dem Netzwerk von Salzbriicken
zwischen den TAP-Einheiten und den Chloridionen zusammen.

Zusammenfassung

DMTAP zeigt ein nur geringes Wasseraufnahmevermogen und, damit verbunden,
nahezu unveranderte IR-Spektren im gesamten Hydratationsbereich. Salzbricken-
Netzwerke zwischen den CI" und TAP*-Einheiten werden hier gebildet. DOTAP hat
offenbar wegen der erhéhten Unordnung der Ketten nicht die Moglichkeit zur

Ausbildung eines Salzbriicken - Netzwerks und deshalb ein erhohtes
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Wasseraufnahmevermoégen. Die Wellenzahlen der Banden der vC=0 sinken mit
zunehmender Hydratisierung ahnlich wie bei PC's. DOTMA nimmt unter den
untersuchten kationischen Lipiden am meisten Wasser auf. Das Fehlen von
Phosphatgruppen bedingt die vollstandige Wasserabgabe dieser Lipide bei geringen

Luftfeuchten.

4. Diskussion genereller Phdnomene und Ausblick

Lipide und Lipid-Modellsubstanzen mit unterschiedlichen Molekulstrukturen wurden
in dieser Arbeit bezlglich ihrer Wechselwirkungen mit Wasser untersucht.
Substanzspezifische Befunde dieser Experimente wurden in den einzelnen
Ergebniskapiteln bereits diskutiert. Generelle Phdnomene, die Ubergreifend im Sinne
der Systematik der Zielstellung (vgl. Tab. 1.4.1) ergriindet werden sollten, werden in
diesem Kapitel erortert. Einflusse sowohl der polaren als auch der apolaren Bereiche
der Molekile auf das Hydratisierungsverhalten werden analysiert.

4.1. Interaktionspotential polarer Gruppen in Lipiden

4.1.1. Einfluss von Kopfgruppenstruktur und Ladung

PC-Kopfgruppe

PC-Kopfgruppen weisen ein relativ hohes Wasseradsoptionsvermoégen auf. Feste
Gelphasen nehmen bei vergleichbaren Bedingungen weniger Wasser auf als
flussigkristalline (vgl. Kap. 3.3.1.1. und 4.2.). Die Hydratisierung der Kopfgruppen
kann durch Verschiebungen von Schwingungsbanden der Phosphat- und
Carbonylgruppen direkt verfolgt werden. Wasser wechselwirkt vorrangig mit den
Phosphatsauerstoffatomen und in zweiter Linie mit den Carbonylgruppen (vgl. Kap.
3.1.2.). Wellenzahlverschiebungen der v.CH;"™"-Bande wurden als Hinweise fiir die
mit zunehmender Hydratisierung verminderte elektrostatische Anziehung zwischen
Phosphat- und Trimethylammoniumgruppe gewertet (GRDADOLNIK ET AL., 1991).

Durch Verwendung partiell-deuterierter Lipide konnten (berlappende Banden
getrennt und Einflisse der Hydratisierung auf die CH-Gruppen der Lipidkopfgruppen
separiert werden (vgl. Kap. 3.2.3.). Mittels kopfgruppendeuteriertem DMPC-d4
konnte gezeigt werden, dass die Kopfgruppenstruktur durch die priméare
Hydratisierung beeinflusst wird: Verschiebungen der vCD,-Bande der Cholingruppe
und der v,CHs ™ -Bande setzen sofort mit Beginn der Hydratisierung ein. Dagegen

korrelieren  Wellenzahlverschiebungen von  Streckschwingungsbanden der
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Methylengruppen im Glycerolrtickgrat von DMPC-d54 und DMPC-d67 entweder mit

der Verschiebung der Bande der v,CHs;™* oder den erst bei hoheren
Hydratisierungsgraden einsetzenden Anderungen von Schwingungsbanden der
Kohlenwasserstoffketten. In Tab. 4.1.1.1 sind die Wellenzahlen von Schwingungen
der Ketten- und Kopfgruppenmethyl(en)gruppen zusammengefasst. Generell sind
in Richtung hoéherer

Bandenverschiebungen mit zunehmender Hydratisierung

Wellenzahlen zu beobachten.

Tab. 4.1.1.1 VCH, / v CD, der Ketten und Kopfgruppen bei minimaler (linker Wert) und maximaler

Hydratisierung (rechter Wert) und deren Differenz, in cm™, auf 0.5 cm™ gerundet.

Substanz V.CH,/ VCD,Kette | Differenz| v CH,/CD, |Differenz| v CH, Kopf |Differenz
Kopf
PC's 2850-2853 +3
PE's 2850
Cardiolipin 2854
DOPG 2851-2853.5 +2.5
DOG 2854
MGDG 2850.5
DGDG 2850.5
DMTAP 2848.5
DOTAP 2852-2853.5 +1.5
DOTMA 2854
MePC 2948-2956 +8 2840-2850 +10
Cholin 2847-2852 +5
StearylTriMAC 2848-2850 +2
Stearylamin 2850
Stearylalkohol 2849.5
DMPC-d4 2850-2852 +2 2118-2125 +7
DMPC-d13 2850-2852 +2 2117-2124 +7
DMPC-d54 2089-2092 +3 2955-2964 +9 2886-2894 +8
DMPC-d67 2089-2092 +3 2949-2964 +15 2886-2895 +9

Die Molekiilgruppe -N*-(CHz)3 ist nicht nur in PC's, sondern auch in DMTAP, DOTAP,
DOTMA, MePC, ACh, Cholin, StearylTriMAC und TetraMAC ((N-CHs),4) vorhanden.
Entsprechende Wellenzahlverschiebungen sind in Tab. 4.1.1.2 dargestellt.

Tab. 4.1.1.2 V ,CH;"™ bei minimaler (linker Wert) und maximaler Hydratisierung (rechter Wert) und

ihre Differenz, in cm™, auf 0.5 cm™ gerundet.”

Substanz VaCHs/ CD;™A Differenz
PC's 3030 - 3050/ 2272 - 2282 +20/+10
DMTAP 3035 + 3015 + 2984 0
MePC 3024 - 3042 +18
Cholin 3017 - 3020 (59% RF) 3
StearylTriMAC |3035 + 3015 + 3003 - 3032 +17

‘bei TetraMAC, ACh, DOTAP und DOTMA waren die Bandenpositionen nicht exakt zuzuordnen (s.
Kap. 3.2.1. und 3.4.2.); bei StearylTriMAC ist die Hauptbande fettgedruckt.
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Die Wellenzahlverschiebungen der Banden der TMA-Gruppen Ubertreffen die der in
Tab. 4.1.1.1 gezeigten Verschiebungen der Banden der Kopfgruppen-CHp-
Schwingungen. Die Wellenzahlverschiebungen der Banden der Kopfgruppen-CH,-
Schwingungen sind groéf3er als die der Kettenschwingungen (s. Tab. 4.1.1.1 und
4.1.1.2). Diskontinuierliche Wellenzahlverschiebungen der Kettenschwingungen (A 2
- 3 cm™) sind Ausdruck von Konformationsiibergangen, wie der zwischen all-trans-
Ketten und Ketten mit einem erheblichen Anteil von gauche-Defekten (vgl. Kap.
3.1.2.). Die kontinuierlichen Verschiebungen der v .CH3™ (A 15 - 30 cm™) und die
der VCH, der Cholin- und Glycerol-CH,-Gruppen (A 8 - 15 cm™) sind nicht mit
Konformationsuibergangen zu erklaren, sondern weisen durch hydratationsinduzierte
Anderungen auf intermolekulare Wechselwirkungen hin. Die
Trimethylammoniumgruppe ist von Konformationsanderungen, wenn tberhaupt, nur
sehr indirekt betroffen, und die moglichen Anderungen der Cholin- oder Glycerol-
CHp-Konformationen bezuglich ihrer Torsionswinkel oder héherer Polaritdt der
Umgebung dieser Gruppen verursachen wahrscheinlich nicht solche grof3en,
kontinuierlichen Wellenzahlverschiebungen.

Eine Erklarung bietet das Modell der sogenannten "improperen" H-Brlcken.
Impropere Wasserstoffbriicken (Hosza aND Havias, 2000) (= anti-H-bond, (BrRanpL ET AL.,
2001), vgl. 3.2.1.) sind von Standard-Wasserstoffbricken zu unterscheiden. Die
Ausbildung einer improperen H-Bricke geht mit einer Kontraktion der Bindungslange
der beteiligten Molekulgruppe, verbunden mit der Frequenzerhéhung (blue-shift) der

Schwingungen dieser Gruppe, einher (s. Abb. 4.1.1.1).

H. Abb. 41.1.1 Schematische Abbildung des
X /88—9_\ Y Elektronendichte-Transfers (de") in einem improperen blue-
D \\\\\v‘ shifted Wasserstoffbriicken-Komplex (oben) und einem
improper Standard red-shifted Wasserstoffbriicken-Komplex (unten).
Im improperen H-Briicken-Komplex geht der Haupt-(de)-
R Transfer vom Elektronenpaar von X zum C-Y
@ antibindenden Orbital, wahrend im Standard-H-Bricken-
X Komplex der Haupt-(de)-Transfer zum antibindenden
(/
standard H II’/R Orbital der C-H-Bindung, die in die H-Briicke involviert ist,
R stattfindet; aus Hosza AND HAVLAS (2000).

Die impropere Wasserstoffbricke verursacht z. B. eine Kontraktion von C-H-

Bindungen in einer C-H'Y (Y = Protonenakzeptor, z. B.: O, N) -Wasserstoffbriicke,
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indem ein Ladungstransfer zu einem entfernteren Teil des Protonendonors, der nicht
direkt in die C-HY- Interaktionen involviert ist, erfolgt (MrRazkova AND HoBzA, 2003). Fur
CF3H stellen Fan et aL. (2002) fest, dass der Kohlenstoff durch die Fluoratome
polarisiert und somit positiv geladen ist. Damit muss die Anziehungskraft zwischen C
und Y mit in die Betrachtung der YH Interaktion einbezogen werden. Durch die C-Y-
Anziehung nahern sich die beiden so stark an, dass H Pauli-Absto3ungskrafte spurt
und die C-H-Bindung kontrahiert. Ahnliche Verhaltnisse liegen in der TMA-Gruppe
mit positivem Stickstoff vor, welcher eine stark Elektronen-anziehende Wirkung
haben dirfte. Die Kontraktion der Bindungslédnge wurde von BranpL ET AL. (2001) z. B.
flr C-H"O/N berechnet und betragt ~ 0.002 Angstrom, was in einer
Frequenzverschiebung von ~ 14 cm™ resultiert.

In der Literatur wird fir die PC-Kopfgruppe andererseits ein Clathratmodell (vgl. Kap.
3.2.1.) diskutiert (PERERA ET AL., 1996; HSIEH AND WU, 1996; DAMODARAN & MERZ 1993). HSIEH AND
Wu (1996) stellten mit NMR-Untersuchungen an DMPC, DMPC-d4 und -d13 fest, dass
2 Hydratwasser bei den Phosphatgruppen und 5 - 6 Wassermolekile als

Wassercluster ringférmig um die TMA-Gruppe angelagert sind (s. Abb. 4.1.1.2).

l_._g Q Abb. 4.1.1.2 PC-Clathratmodell aus

W HsIEH AND WU (1996). Links Seitenansicht
S¢S

eV
Lt&’;

und rechts Ansicht von oben der PC-
Kopfgruppe mit 7 Wassermolekilen
(mit blauen Punkten markiert) vgl.

Text.

Sadtamanaicht Ansicht wan obean

Im Clathrat von Cholin ((UpAacHiN AND RIPMEESTER, 1999), vgl. Kap. 3.2.1.) existieren
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der OH-Gruppe von Cholin und

Wassermolekilen der Kafigstruktur.

Abb. 4.1.1.3 Semi-Clathrat (14-Hedron von Isopropylaminhydrat).
Die N-Atome des Gastmolekiils sind lUber Wasserstoffbriicken in

die Kafigstruktur eingebunden; aus JeFFREY AND SAENGER (1991).
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JEFFREY AND SAENGER (1991) nannten Clathratstrukturen, in denen durch H-
Bruckenbindung z. B. NH-Gruppen von Alkylaminen in die Wasserkafigstruktur
eingebunden sind, Semi-Clathrate (s. Abb. 4.1.1.3). Dieser Begriff wéare dann auch
auf PC's anwendbar.

In allen Modellen sind direkte Interaktionen der CH,-Gruppen mit adsorbiertem
Wasser moglich und aufgrund der hier gefundenen experimentellen Daten auch
wahrscheinlich. Die berechneten und beobachteten Wellenzahlverschiebungen
stimmen gut (berein (auch mit neuesten Berechnungen an PC-Kopfgruppen-
Fragmenten, (MrazkovAa ET AL, unverdffentlicht)). Die Ausbildung einer Semi-
Clathratstruktur kann bei der Hydratisierung von PC's und einigen Modell-
Substanzen oberhalb einer bestimmten Wassermenge vermutet werden. Die

™A ist nicht mehr nur als Indiz fir die verminderte

Verschiebung der Bande der v,CHj3
elektrostatische Anziehung zwischen Phosphat und Stickstoff aufgrund von
zunehmender Wasserbindung (GrRbapoLNIK ET AL., 1991) zu betrachten, sondern offenbar
in erster Linie als Folge der Bildung direkter Wasserstoffbriicken der Methylgruppen
der TMA-Gruppe mit adsorbiertem Wasser.

PE-Kopfgruppe

Erstmals wurden DCPE im Vergleich mit DCPC und DPhPE im Vergleich mit DPhPC
IR-spektroskopisch beziglich ihres Hydratisierungsverhaltens untersucht und mit
bekannten Daten von DPPE und DOPE (SeLLe, 1999) verglichen. Unterschiede der
PE- und PC-Kopfgruppen gehdren zu den am Dbesten charakterisierten
Eigenschaften der Phospholipide, siehe z. B.: MCMULLEN ET AL. (1999); MCINTOSH (1996);
KOYNOVA AND CAFFREY (1994).

In PE's vermindert ein Wasserstoffbriicken-Netzwerk zwischen den Phosphat- und
NH3-Gruppen die Wechselwirkungen mit Wasser und verursacht geringeres
Wasseraufnahmevermogen der PE-Lipide verglichen mit den analogen PC's. Es
konnte gezeigt werden, dass die Einflisse der Kopfgruppen dominant gegenuber
denen der Ketten sind: in DCPC findet ein L. - Ly Ubergang statt, wogegen DCPE
trotz geringer Wasseradsorption vollig invariant gegeniber der Hydratisierung ist
(val. Abb. 3.3.1.2.1). Das Wasser erreicht hier die Kopfgruppe madglicherweise gar
nicht erst oder Ubt keine registrierbaren Effekte auf die Gruppenschwingungen aus,
wie schon fir DPPE postuliert wurde (See, 1999). DPhPC zeigt ebenfalls im
Gegensatz zu DPhPE hohere Wasseraufnahmekapazitat und ein komplexes

Phasenverhalten (vgl. Kap. 3.3.1.3.+ s. u.).
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Anionische Lipide

Das Interaktionspotential von PG's konnte aufgrund der OH-Gruppen prinzipiell
ahnlich dem der PE's eingeschatzt werden. Die Untersuchung von DOPG zeigte
jedoch, dass die PG-Kopfgruppe im Hydratisierungsverhalten mehr ihrem PC- als
ihrem PE-Analogon &hnelt. Der Unterschied der Wechselwirkungen zwischen NH-
Gruppen der PE's und OH-Gruppen von PG's mit den jeweiligen Phosphatgruppen
ist offenbar grof3. Diese Unterschiede sind nicht nur am Wasseraufnahmevermdgen
zu erkennen, sondern spiegeln sich auch in den Wellenzahlen der Banden der
Phosphatgruppenschwingungen der voll hydratisierten Lipide wider. Die PG-
Kopfgruppen sind bei geringer Hydratisierung starker in H-Brickenbindungen
involviert als die Kopfgruppen aller bisher untersuchten Phospholipide (vgl. Tab.
4.1.1.3). Bei Wasseradsorption verringern sich die Interaktionen im DOPG jedoch
und es kommt zu einem Phasenibergang (vgl. Kap. 3.3.2.1.).

In Cardiolipin werden ebenfalls starke Wasserstoffbriicken zu den Phosphatgruppen
ausgebildet und bei hohen Hydratisierungsgraden &hnlich niedrige Wellenzahlen der
vaPO,-Bande wie bei DOPG erreicht. In Bereichen geringer RF sind die
Phosphatgruppen von Cardiolipin offenbar in Wechselwirkungen mit der OH-Gruppe
des Glycerols involviert, da ihre Wellenzahlen fir Schwingungen nahezu freier

Phosphatgruppen zu niedrig sind (vgl. Tab. 4.1.1.3).

Tab. 4.1.1.3 V ,PO, bei minimaler (linker Wert) und maximaler Hydratisierung (rechter Wert), in cm™,

auf 0.5 cm™ gerundet.

Substanz VPO, Differenz
PC's 1260 - 1230 -30
MePC 1257 - 1232 -25
DPhPE | 1245 + 1233* - 1225 -8
DOPG |1255.5+1241.5 - 1215 ~-40
Cardiolipin 1238 - 1218 -20

* bei DPhPE Hauptbande fettgedruckt;

In beiden anionischen Lipiden werden moglicherweise OH-Phosphatgruppen-
Netzwerke ausgebildet, die die Ursache fir die z. T. niedrigen Wellenzahlen der
vaPO,-Bande sein konnten, wie sie bereits fur ein bipolares Lipid (OH-(CH3).,-PC)

beobachtet wurden (PoHLE ET AL., 2001B).
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Kationische Lipide

In DMTAP konnte die Existenz eines Salzbriicken-Netzwerks beobachtet werden.
Dabei bestehen alternierende Wechselwirkungen zwischen CI' und den TAP’-
Einheiten. Die Wasseraufnahmekapazitat ist bei DMTAP dadurch stark vermindert. In
DOTAP ist die Ausbildung eines solchen Netzwerks durch aufgelockerte
Kettenpackung aufgrund ungesattigter Ketten nicht moéglich und es kommt zu
starkerer Wasseradsorption als in DMTAP (vgl. Kap. 3.4.2.). DOTMA hat offenbar
wegen des Fehlens von Phosphat- und Carbonylgruppen ein verdndertes
Wasseradsorptionsverhalten (s. u.).

4.1.2. Einfluss einzelner Molekilgruppen

Phosphat

Das Vorhandensein einer Phosphatgruppe, wie in den PC's, MePC und den
anionischen Lipiden befahigt die entsprechenden Substanzen, auch in Bereichen
geringer Luftfeuchte Wasser zu adsorbieren und z. T. Restwasser fest zu binden. In
PE's sind die Phosphatgruppen in ein starkes Wasserstoffbriicken-Netzwerk
involviert (s. o0.), weshalb die Wasseraufnahme im Vergleich zu PC's deutlich
vermindert ist und Restwasser nicht auftritt.

Das Fehlen der Phosphatgruppen in den Glykolipiden, kationischen Lipiden, den
Stearylverbindungen, TetraMAC, Acetylcholin und Cholin fuhrt zur Ausbildung von
unterschiedlichsten Hydratisierungsmustern und im Fall von DOG oder
Stearylalkohol zum Unvermdgen, Wasser adsorbieren zu kdnnen. In Bereichen
geringer Luftfeuchte geben diese Substanzen Wasser vollstadndig ab (mit Ausnahme
der hygroskopischen PC-Kopfgruppenmodelle).

Trimethylammonium

PC's, DMTAP, DOTAP, DOTMA, MePC, ACh, Cholin, TetraMAC und StearylTriMAC
adsorbieren groRe Mengen Wasser. Die Positivierung der Ammonium-Gruppe ist
offenbar dafir notwendig (vgl. Stearylamin s. u.).

Die Modellsubstanzen ohne Fettsdureketten haben die Tendenz, Clathratstrukturen
auszubilden (Harmon ET AL., 1987). DOTMA scheint trotz vorhandener Fettsdureketten
Clathrat-ahnliche Hydratisierungsmuster zu haben. Auch fur PC's wurde diese
Hydratisierungsform bereits postuliert (s. 0., (PERERAET AL., 1996; HSIEH AND WU, 1996)).
Bei DMTAP und StearyITriMAC ist eine Gliederung der Bande der v,CHs ™ in drei
Subbanden in Bereichen geringer Hydratisierung zu beobachten (s. Tab. 4.1.1.2).

Die Ausbildung von Salzbriicken-Netzwerken mit den CI'- und TAP*-Einheiten des
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DMTAP wurde bereits gezeigt. Bei StearylTriMAC bestehen offenbar &hnliche
Wechselwirkungen zwischen den TMA®*- und CI- Einheiten. Diese scheinen die
Aufspaltung der Bande der v,CHs;'™ bei beiden Substanzen zu bewirken. Bei
StearylTriMAC verschwindet die Feinstruktur dieser Bande in Bereichen hoherer
Luftfeuchten, bei DMTAP dagegen nicht. Die Wasseradsorption von StearylTriMAC
findet offenbar vorwiegend an der TMA-Gruppe statt und bewirkt die Verschiebung
der v.CH; ™A-Bande &hnlich wie in PC's. Die Wechselwirkungen der Kopfgruppen im
StearylTriMAC sind trotz Hydratisierung noch stark genug, um einen
Phasentibergang dieses Lipids von einer L- in eine Lg-Phase, ohne Auflosung der
Salzbriicken-Verklammerung zuzulassen (s. Kap. 3.2.2.).

Carbonyl

Carbonylgruppen sind bei allen untersuchten Substanzen auf3er DOTMA, MePC,
Cholin, TetraMAC und den Stearylverbindungen vorhanden (Wellenzahlen s. Tab.
4.1.2.2).

Tab. 4.1.2.1 v C=0 bei minimaler Hydratisierung (linker Wert) und maximaler Hydratisierung (rechter

Wert) und deren Differenz, in cm™, auf 0.5 cm™ gerundet.

Substanz v C=0 Differenz
PC's 1738 - 1734 -4
DOPG 1742 - 1737 -5
PE's 1740
Cardiolipin ~1740*
DOG 1743
MGDG ~1736.6*
DGDG ~1736.6*
DMTAP 1734
DOTAP 1745 -1740 -5
ACh 1737.5-1734 -3.5

* ~ schwankt um den Wert

Bei PC's sinkt die mittlere Wellenzahl der Bande der vC=0 mit steigender
Hydratisierung, wobei Wellenzahlen um 1738 cm™ fiir nahezu freie Carbonylgruppen
in einer apolaren Umgebung und Wellenzahlen um 1734 cm™ fir eine erhdhte
Polaritat der Umgebung bzw. H-Brickenbindung charakteristisch sind (vgl. Kap.
3.1.2)).

In DMTAP werden besonders niedrige Wellenzahlen der vC=0-Bande beobachtet.
Das Salzbricken-Netzwerk entspricht offenbar einer stark polaren Umgebung.
Wechselwirkungen mit adsorbiertem Wasser scheinen die Carbonylgruppen tber
den gesamten Hydratisierungsbereich nicht einzugehen. Dies lassen konstant

niedrige Wellenzahlen der vC=0 Bande erkennen. Bei DOTAP befinden sich die
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Carbonylgruppen offenbar konstant in apolarer Umgebung ohne Interaktionen mit
Wasser, da die Wellenzahlen trotz einer Verschiebung insgesamt in
Wellenzahlbereichen = 1740 cm™ verbleiben.

Die Lage der vC=0 Banden der Glykolipide lasst dagegen auf H-Briickenbindung
bzw. erhohte Polaritat der Umgebung dieser Molekilgruppen schliel3en.

In PE's und DOG ist die Carbonylgruppe nahezu unbeeinflusst, und ihre
Absorptionsbanden liegen in Wellenzahlbereichen freier Carbonylgruppen.
OH-Gruppen

OH-Gruppen (vgl. Tab. 4.1.2.2) treten in den Kopfgruppen von DOPG, DOG,
Cardiolipin, MGDG, DGDG und Stearylalkohol und in Cholin auf. Die OH-Gruppe ist
ein weniger starker Protonendonator als die NHs;-Gruppe (Boces, 1987). Trotzdem
verleint sie den Substanzen die Mdoglichkeit, inter- oder intramolekular z. B. mit

Phosphat- oder Carbonylgruppen, oder mit Wasser in Wechselwirkung zu treten.

Tab. 4.1.2.2. VOH bei 0% RF, Bereich der schwach (linke Spalte) und stark (rechte Spalte) H-

Brucken-gebundenen OH-Spezies, in cm™, auf 0.5 cm™ gerundet.

Substanz v OH
DOG 3465
DOPG 3420 3244
Cardiolipin 3531 3248

MGDG 3455 + 3405

DGDG 3411 + 3307

Cholin 3470 + 3437| 3254

Stearylalkohol 3233
H,O ~3390
Ethanol 3334*

*(SMITH, 1999)

Die Phosphatgruppen von Cardiolipin wechselwirken mit den OH-Gruppen. Stark und
schwach Wasserstoffbriicken-gebundene Subspezies von OH-Gruppen werden
durch zwei Banden der vOH angezeigt. In DOPG sind, erkennbar an den extrem
niedrigen Wellenzahlen der Banden der Phosphatstreckschwingungen, starke
Interaktionen von Phosphat- und Hydroxylgruppen zu vermuten. Auch im OH-
Streckschwingungsbereich lassen sich die stark H-Briicken-gebundenen Subspezies
bei 3244 cm™ erkennen. Cardiolipin und DOPG adsorbieren jedoch trotz der
Phosphat-OH-Interaktionen relativ viel Wasser. Diese Kopfgruppen ahneln bezuglich
ihres Hydratisierungsverhaltens eher PC's (s. 0.).

Die Hydroxylgruppen der Zuckerreste in MGDG und DGDG sind vor allem in inter-
und intramolekularen H-Brucken gebunden. Die HOhe der Wasseraufnahme der
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Glykolipide ist von der Zahl der moglichen Wasserstoffbriicken zu den Zucker-OH-
Gruppen limitiert (LINDBLOM ET AL., 1986).

Bei DOG und Stearylalkohol ist keine Wasseraufnahme mdglich. Die v OH befinden
sich bei DOG im Bereich schwach gebundener und bei Stearylalkohol im Bereich
stark gebundender OH-Gruppen und zeigen damit die unterschiedliche Starke ihrer
intermolekularen Wechselwirkungen an.

NH,-Gruppen

Die NH,-Kopfgruppe ohne Ladung befahigt Stearylamin offenbar nicht zur
Wasseradsorption: Die Bande der Streckschwingung der Aminogruppe bleibt bei
allen RF konstant bei 3332 cm™. Die NHs-Gruppe in Anwesenheit von
Phosphatgruppen bei PE's schrankt aufgrund des o. g. Wasserstoffbricken-

Netzwerks deren Wasseraufnahmekapazitéat stark ein.

4.2. Einfluss der apolaren Kettenstruktur

Bei der Untersuchung einer Reihe von PC-Lipiden mit verschiedenen Kettenlangen
(s. Kap. 3.3.1.1.) wurde deutlich, dass das Wasseraufnahmevermégen primar von
der vom Lipid eingenommenen Phase abhéngt. Lipide mit lyotropem
Phasenubergang in die flussigkristalline Form erreichen annahernd gleiche Ay-
Werte in hohen RF-Bereichen. Diese sind verglichen mit den ebenfalls untereinander
angenaherten maximalen A,.-Werten der Lipide, die in der Gelphase verbleiben,
hoher. Die Awc-Werte beim Phasenibergang hangen allerdings systematisch von der
Kettenlange ab - kurzkettige Lipide schmelzen bei geringeren A, als langerkettige.
Verzweigungen, wie in den Isoprenketten von Phytanoyllipiden, fuhren zu
ungewobhnlichem lyotropem Phasenverhalten. DPhPC durchlauft wahrend der
Dehydratisierung verschiedene Phasen, jedoch alle mit fluiden Ketten: - eine
lamellare wandelt sich in eine parallel zur Bilayeroberflache expandierte lamellare,
mit fortschreitender Dehydratisierung Ubergangsweise in eine kubische, und
schliel3lich in eine invertiert hexagonale Phase um (vgl. Abb. 4.2.1). Diese
Ubergéange sind von geringen, aber signifikanten Wellenzahlverschiebungen und
Intensitatsspriingen begleitet und konnten mittels Rontgenbeugung und IR-LD sicher
zugeordnet werden. Damit wurde erstmals der hydratationsbedingte Ubergang eines
PC's von der lamellar flussigkristallinen in die invertiert hexagonale Phase gezeigt.
Die biologische Bedeutung dieser lyotropen Phasenvielfalt der Membranlipide der

Archaebakterien konnte im Zusammenhang mit ihren extremen Lebensraumen
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gesehen werden. Die Stabilitdt der L,-Phase von DPhPC ist Uber weite Bereiche
temperaturunabhéangig, verringert sich jedoch deutlich bei Feuchtigkeitsverlust. Der
Verlust der Bilayerstruktur kann bis zu einem gewissen Grad (hier bis 60% RF) mit
dem Ubergang in eine zweite lamellare Phase (s. Abb. 4.2.1.) verzégert werden.

W 2ot @

Abb. 4.2.1 Schematische Darstellung der Ly, Ly und der H,-Phase von DPhPC, abnehmende

Hydratisierung von links nach rechts.

Die Ahnlichkeit des Einflusses von Methylverzweigungen in den Phytanoylketten und
von Doppelbindungen in ungeséttigten Ketten ist erkennbar. Beide Strukturen
storen die Kettenpackung verbunden mit dem Resultat erhdhter Fluiditat. Der Effekt
der verzweigten Ketten ist starker als der der ungesattigten Ketten. Das
Wasseraufnahmevermogen ist in diesen Lipiden erhoht, im Gegensatz zu den
entsprechenden Analoga mit gesattigten, unverzweigten Ketten, (s. Kap. 3.3.1.2.,
(SELLE, 1999)). Die H-Briucken-Netzwerkstruktur von DOPE und DPhPE ist aufgrund
der ungesattigten bzw. verzweigten Ketten so beeinflusst (erkennbar vor allem an
den Wellenzahlveranderungen der Banden der v,PO5’), dass es in beiden Lipiden in
Bereichen geringer Hydratisierung zu Phasenibergangen kommt (H;, — Py bzw. Hy).
DOTMA befindet sich Uber den gesamten Hydratisierungsbereich bedingt durch die
ungesattigten Ketten und durch die fehlende Kopfgruppenvernetzung in einer fluiden
Phase. DMTAP verharrt dagegen in der Gelphase wahrend DOTAP einen
hydratisierungsinduzierten Ubergang (Phasenzuordnung nicht bestimmt) unter

gleichen Versuchsbedingungen durchmacht.

4.3. Methodische Ergebnisse

Wasseraufnahmeverméogen

Die IR-Spektroskopie ist in erster Linie zur Untersuchung von Strukturen,
Konformationen und Interaktionen von Molekilen und Molekilgruppen geeignet.
Eine quantitative Bewertung der Wasseradsorption (Restwasser und
Adsorptionsisothermen) kann mit Hilfe der normierten Extinktionsparameter A, und

Awrc erreicht werden. Die Vergleichbarkeit dieser Parameter zwischen verschiedenen
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Lipidspezies ist jedoch besonders bei ungesattigten oder verzweigten Ketten oder
stark abweichenden Kopfgruppenstrukturen begrenzt. Die zuséatzliche Einbeziehung
von Methoden zur Wasserbestimmung, wie der Karl-Fischer-Titration oder der
Gravimetrie erwies sich als sinnvoll (GAUGER ET AL., 2001B).

Bandenzuordnungen unpolarer Kopfgruppensegmente

Mit Hilfe wvon Acylketten-freien Modellsubstanzen, Stearylverbindungen mit
reduzierten PC-Kopfgruppenelementen und deuterierten Lipiden (s. Kap. 3.2.1.,
3.2.2. und 3.2.3.) konnten Bandenpositionen von Glycerol- und Cholin-CH,-Gruppen
zugeordnet werden (s. Tab. 4.1.1.1). Ein Zugang zu Details der
Kopfgruppenhydratisierung wurde damit ermdglicht und das Semi-Clathrat-Modell mit
improperen C-H~O Wasserstoffbricken zwischen Wasser und Lipid fir PC-ahnliche
Kopfgruppenstrukturen vorgeschlagen (s. 0.).

Koexistenz lamellarer und nichtlamellarer Phasen

Die Charakterisierung nichtlamellarer Phasen allein mittels IR-Spektroskopie ist nach
wie vor schwierig (Lewis AND MCELHANEY, 2002). Die Untersuchungsergebnisse zu den in
dieser Arbeit gefundenen nichtlamellaren Phasen machen dies deutlich. Die
Ubereinstimmung IR-spektroskopischer Befunde bei DOPE und DPhPE steht im
Widerspruch zu den Ergebnissen der Rontgenbeugungsuntersuchungen (s. Kap.
3.3.1.3.), wobei mit letzteren in DPhPE ein H,-H;-, bei DOPE dagegen ein H;-P,-
Ubergang gefunden wurde. Bei MGDG sind weder an groRen Halbwertsbreiten von
Banden noch an Wellenzahlschwankungen Indizien fur die Koexistenz von
lamellaren und nichtlamellaren Phasen erkennbar. In diesem Fall musste die
Rontgenbeugung entscheidende Ergadnzungen liefern. Bei DPhPC kénnen mit Hilfe
der  RoOntgenbeugung  vier  Phasen unterschieden  werden, mittels
Elektronenmikroskopie zwei Phasen, und die IR-spektroskopischen Ergebnisse (inkl.
IR-LD) liefern Indizien fur drei Phasen. Bei DPhPC sind jedoch diskontinuierliche
Wellenzahlverschiebungen an Banden der CHp-, Phosphat- und
Carbonylstreckschwingungen beim Ubergang in die nichtlamellare Phase zu
beobachten (vgl. Abb. 3.3.1.3.2 und 3.3.1.3.3). Diese Banden wurden als Marker des
thermotrop induzierten Ubergangs von Eigelb-PE von der flussigkristallinen in die
invers-hexagonale Phase verwendet (CASTRESANA ET AL., 1992). Moglicherweise kann die
IR-Spektroskopie zumindest deutliche Hinweise auf lamellar-nichtlamellare
Phasenubergénge geben.
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4.4. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit lieferten wichtige Erganzungen zum Grundlagenwissen
Uber das Hydratisierungs- und Phasenverhalten von Lipiden und Modellsubstanzen.
Voraussagen zu Einflissen von Kopfgruppenstrukturen, bestimmten Molekulgruppen
oder Ladungen auf potentielle Interaktionsmdglichkeiten mit  anderen
Molekul(grupp)en kénnen auf dieser Grundlage getroffen werden. Die Experimente
mit Lipiden z. B. in Modellmembranen oder als Liposomen, kénnten durch die
Auswahl geeigneter Systeme optimiert und experimentelle Befunde besser dem Lipid
oder dem untersuchten System (z. B. Peptid, Protein, Pharmakon) zugeordnet
werden. Die Untersuchung geeigneter Mischsysteme verschiedener Lipide und
anderer Substanzen missen diese Zuordnung weiter erleichtern helfen. Die
Kenntnisse Uber die genauen Vorgange bei der Hydratisierung von Lipiden sollten
durch Korrelation theoretischer Modelle, z. B. der PC-Kopfgruppe, mit
experimentellen Daten erweitert werden, wie es mit Hilfe von quantenchemischen
Berechnungen im Vergleich mit experimentellen Ergebnissen von MePC bereits
bearbeitet wird (Mrazkova, ET AL, unverdffentlicht). Die Optimierung von
Ausgangsstrukturen fir Molekildynamik-Simulationen der Hydratisierung der PC-
Kopfgruppe konnte aufgrund hier gezeigter Untersuchungsergebnisse verbessert

werden.
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5. Zusammenfassung

Lipide aggregieren aufgrund ihres amphiphilen Aufbaus in polaren Losungsmitteln.
Sie sind die Grundbausteine von Biomembranen. Ihr Aggregationsverhalten hangt in
erheblicher Weise von ihren Wechselwirkungen mit Wasser ab. Der Aufbau des
polaren Molekilteils ist fur diese Wechselwirkungen bestimmend.

Die IR-Spektroskopie ist eine etablierte Methode, Lipide zu untersuchen. Wasser und
seine Wechselwirkungen mit einzelnen Molekulgruppen sind mit dieser Methode gut
detektierbar. Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die IR-spektroskopische
Untersuchung der Hydratation des polaren Molekilteils. Komplementéare Methoden,
wie IR-LD, Rontgenbeugung, Elektronenmikroskopie, Karl-Fischer-Titration oder
Gravimetrie lieferten wichtige Erganzungen zur Struktur der Assemblierungen und
der Wasseraufnahmekapazitat.

Bandenentflechtungen mit Hilfe deuterierter Lipide und Modellsubstanzen erlaubten
detailierte Betrachtungen der Hydratisierung bestimmter Kopfgruppen- und
Interfacebereiche. Die vermeintlich apolaren Methyl(en)gruppen der
Trimethylammonium (TMA )-, Cholin- und Glycerinreste bilden offenbar sogenannte
"impropere" Wasserstoffbriicken aus. Aufgrund der experimentellen Befunde konnten
theoretische Vorhersagen zur Ausbildung solcher Wasserstoffbriicken bestatigt
werden. Als neues Hydratisierungsmodell fir PC-Kopfgruppen werden impropere
Wasserstoffbriicken und eine Semi-Clathratstruktur vorgeschlagen.
Ammoniumgruppen kénnen bei PE's mit den Phosphatgruppen intermolekular ein
Wasserstoffbriicken-Netzwerk aufbauen und so Wasseradsorption graduell
verhindern. Diese Netzwerkstruktur wird jedoch von der Kettenstruktur beeinflusst: z.
B. DPhPE mit verzweigten Ketten zeigte einen hydratisierungsbedingten
Phasenubergang im Gegensatz zu DCPE mit gesattigten Ketten.

Ladungen fuhren zu speziellen Interaktionen der Molekule und ihrer Gegenionen, wie
z. B. die Ausbildung von Salzbriicken-Netzwerken der TMA-Gruppen und ihrer
Gegenionen bei kationischen Lipiden. Bei StearylTriMAC fuhrt die Molekulgeometrie
zusammen mit einem Salzbriickennetzwerk zwischen TMA und Chloridionen zum
Auftreten fest verklammerter interdigitierter Phasen mit ungewohnlichen IR-
Charakteristika. Anionische OH-Gruppen-haltige Lipide bilden Wasserstoffbricken
zwischen OH- und Phosphatgruppen aus, nehmen jedoch viel Wasser auf und
ahneln insgesamt in ihrem Hydratisierungsverhalten eher den PC's als den PE's.

Es gelang eine Abschatzung des Interaktionspotentials von verschiedenen
Kopfgruppen mit Wasser, speziell von OH-, NH-, TMA-, Carbonyl- und
Phosphatgruppen. Die Héhe der Wasseraufnahme der Glykolipide z. B. ist von der
Zahl der mdoglichen Wasserstoffbriicken zu den Zucker-OH-Gruppen limitiert.
Stearylamin und -alkohol nehmen im Gegensatz zu StearylTriMAC kein Wasser auf.
Kettenverzweigungen verursachen hohe Kettenunordnung und das Auftreten einer
neuen lamellaren Phase im DPhPC. Im DPhPE verhindert die veranderte
Kettengeometrie offenbar die Ausbildung einer P4-Phase, wie sie im DOPE auftritt.
Die Koexistenz lamellarer und nichtlamellarer Phasen wurde bei MGDG und DPhPC
mit Rontgenbeugung bzw. Elektronenmikroskopie gefunden und mit IR-
spektroskopischen Befunden korreliert.

In dieser Arbeit wurde die Entflechtung der Einflisse einzelner Komponenten des
polaren Molekilteils und apolarer Bestandteile auf das Hydratations- und
Phasenverhalten mittels IR-Spektroskopie  gezeigt  und ein neues
Hydratisierungsmodell fiir PC's vorgeschlagen.
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Anhang X1V

Erklarung uber eigene Beitrage zu den Veroffentlichungen und Manuskripten

zu 1)

zu 2.)

zu 3.)

zu4.)

zu5.)

zu 6.)
zu’7.)

zu 8.)

zu9.)

zu a)
zu b)
Zu C)
zu d)

zue)

Die Rontgenbeugungs-Messungen und die Bearbeitung der Daten stammen zur Halfte von
mir.

Die Auswertung, Bildung der Differenzspektren und die graphische Darstellung der IR-
spektroskopischen Untersuchungsergebnisse wurden von mir durchgefiihrt.

Alle Messungen, Auswertungen und Darstellungen der Ergebnisse wurden von mir
durchgefiihrt.

Die IR-spektroskopischen Messungen, die Auswertung, Berechnung und Darstellung der
Ergebnisse wurden alle von mir durchgefihrt.

Die Rontgenbeugungs-Messungen von DPPC und die Auswertung und Darstellung dieser
Daten stammen von mir.

Alle Messungen, Auswertungen und Abbildungen wurden von mir bearbeitet.

Die Messungen, Auswertungen und Darstellungen der IR-spektroskopischen
Untersuchungsergebnisse der Lipide DCPC und DCPE sind von mir.

Alle Messungen mit FTIR-Spektroskopie und Karl-Fischer-Titration, Auswertungen und
Darstellungen wurden von mir bearbeitet.

Die experimentellen Daten zu MePC und PC-Lipiden, die in dieser theoretischen Arbeit zu

Vergleichszwecken herangezogen werden, stammen von mir.

Alle Messungen und Auswertungen wurden von mir durchgefiihrt.

Ein Teil der Messungen wurde von mir durchgefihrt.

Alle Messungen und Auswertungen stammen von mir.

Die Rontgenbeugungsuntersuchungen wurden von mir aufgenommen und ausgewertet.

Alle Messungen und Auswertungen wurden von mir ausgefihrt.
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