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Molekiillinge, Molekiilbreite
Summer der kleinsten Fehlerquadrate
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Typ:
v
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v

Symmetrie:
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Atomgruppe:
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Typ der Schwingung:
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der Ebene der jeweiligen Bindungen
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optionale Zusatzangaben

symmetrisch (z.B. bei Streckschwingungen)
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Kippschwingung ("wagging mode"; y-Deformationsschwingungen)
in die Schwingung einbezogene Atome

lamellare, fliissig-kristalline Phase

Gelphase

Gelphase mit geneigten Fettsdureketten
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kristalline Phase
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invers-hexagonale Phase
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— = 3

gasanaloge Phase

fliissig-expandierte Phase ("liquid expanded")
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Fliche pro Molekiil / nm*Molekiil" (dltere Einheit: A2>-Molekiil™)
differentielle Wirmekapazitit / kJ-mol K

Oberflichendruck / mN-m’

Oberflichenspannung / mN m’!
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Einleitung

1 Einleitung

Die Zelle, Grundeinheit des Lebens, ist durch die sie umhiillende Plasmamembran
kompartimentiert. Bei Eukaryonten sind dariiber hinaus viele subzelluldre Organellen wie
Kern, Mitochondrien, Chloroplasten, endoplasmatisches Reticulum und Golgi-Apparat durch
Membranen begrenzt. Biologische Membranen sind hochorganisierte Aggregate von Lipiden,
Proteinen und Kohlenhydraten (Winter & Noll, 1998; Voet & Voet, 1992; Ringsdorf et al.,
1988). Letztere sind typischerweise an Lipide (Glykolipide) oder Proteine (Glykoproteine)
gebunden. Der Lipidgehalt liegt in der Regel zwischen 40 und 60 %, kann aber je nach
Funktion der Membran betrachtlich variieren. Die Membranlipide setzen sich aus einer Reihe
verschiedener amphiphiler Molekiile, wie Phospholipiden, Glykolipiden und Cholesterin,
zusammen. In wilriger Losung bilden sie normalerweise Lipiddoppelschichten mit einer
Dicke von 4 bis 5 nm, in die Proteine als integrale oder periphere Bestandteile eingelagert
sind. Die Membranstruktur wird durch das Fliissig-Mosaik-Modell von Singer & Nicholson
(1972) beschrieben, in dem die Lipiddoppelschicht als zweidimensionale Fliissigkeit
betrachtet wird. Geometrische Packungsfaktoren sowie die Ladung der Kopfgruppe

bestimmen wesentlich die Gestalt biologischer Molekiilaggregate im Wasser (Israelachvili,
1991).

Die Phospholipide bilden den wichtigsten Lipidbestandteil biologischer Membranen. Sie
bestehen meist aus einem Glyceringrundgeriist (mdglich ist auch ein Sphingosinriickgrat),
welches mit einer phosphathaltigen Kopfgruppe und zwei Fettsduren verestert ist. Thre
Einteilung erfolgt dabei nach der Struktur der Kopfgruppe (sieche Abb. 1.1).

sn-1

+
CHZ_OCO(CHz)nCH3 X: -CHchzN(CH3)3 PhOSphatldlehOlln

+
sn-2 -CH,CH,NH; Phosphatidylethanolamin
CH;(CH,),COO™—C—-H
[0} -CHZqHCHZOH Phosphatidylglycerol
Il OH
CHZ_O_IF —O0—X -H Phosphatidsiure
sn-3 [0}

Abb. 1.1: Strukturen von Phospholipiden.

Natiirlich vorkommende Fettsduren enthalten zumeist eine gerade Anzahl von
Kohlenstoffatomen und eventuelle Doppelbindungen besitzen eine cis-Konformation. Die in
der Natur vorkommenden Phospholipide sind in der Regel mit zwei unterschiedlichen
Fettsduren verestert, wobei ungesdttigte Fettsduren bevorzugt an der sn-2-Position des
Glycerinriickgrats gebunden sind.

Beim Dispergieren in Wasser entstehen aufgrund des hydrophoben Effekts (Tanford,
1980) sphirische oder planare Strukturen aus Doppelschichten. Die Form der gebildeten
Aggregate hingt neben dem Wassergehalt (lyotroper Polymorphismus) und der Temperatur
(thermotroper Polymorphismus) von der Struktur des jeweiligen Amphiphils ab.
Beispielsweise liegt DPPC (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin; siehe Kap. 3.2.1)
bei niedrigen Temperaturen in einer lamellaren, kristallinen Subgelphase mit geneigten
Fettsdaureketten (L) in einem orthorhombischen Gitter vor. Durch Temperaturerh6hung
kommt es zu Phaseniibergéngen in die Gelphase (Lg:, quasi-hexagonales Gitter), die ,,Ripple-
Phase (Pg:, hexagonales Gitter) und die fliissigkristalline Phase (L,) (Koynova & Caffrey,
1998; Winter & Noll, 1998). Die Ausbildung der Subgelphase erfordert Inkubationszeiten von
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mehreren Tagen (Casal & Mantsch, 1984; Lewis & McElhaney, 1990; Le Bihan & Pezolet,
1998).

In der kristallinen Phase sind die Kohlenwasserstoffketten der Lipide in der freien
Rotation stark eingeschridnkt und liegen ebenso wie in der Lg- und Pg--Phase in einer
gestreckten all-trans-Konformation vor. Die L,-Phase ist durch eine hohe Beweglichkeit der
Ketten gekennzeichnet, die auf die Bildung von gauche-Isomeren der Ketten zuriickzufiihren
ist und daher oft auch als ,,geschmolzen* bezeichnet wird. In dieser fluiden Phase ist die
Dicke der Lipiddoppelschicht geringer als in den Gelphasen, was auf die Ausbildung von
Rotationsisomeren mit gauche-trans-gauche-Kinken zuriickzufiihren ist (Winter & Noll,
1998).

Zum Studium der Phaseniiberginge der Lipide und von Lipid/Protein-Wechselwirkungen
werden unter anderem die Kalorimetrie (Blume & Garidel, 1999; McElhaney, 1986),
Filmwaagemessungen (Kap. 1.1), die Infrarot-Spektroskopie (Kap. 1.2), sowie die
Kombination aus beiden Methoden, die Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (Kap.
1.3) verwendet. Daneben konnen auch verschiedene Fluoreszenzmethoden, Rontgen- und
Neutronen-Diffraktion, Rontgen- und Neutronen-Reflektometrie, Kernresonanz- und Raman-
Spektroskopie, Rasterkraft-Mikroskopie und Circulardichroismusmessungen angewendet
werden (Winter & Noll, 1998).

1.1 Filmwaagemessungen

Monomolekulare Schichten, auch Langmuirfilme genannt, sind quasi-zweidimensionale
Schichtsysteme, welche nur aus einer Molekiillage bestehen und sich z. B. durch Spreiten auf
einer fliissigen Oberfliche bilden. Die polaren Kopfgruppen der amphiphilen Molekiile
orientieren sich zur wélrigen Subphase hin, wihrend der apolare Teil in die Luft gerichtet ist.
Mit der Filmwaagentechnik 148t sich die verfiigbare Fliche pro Molekiil auf der Subphase
kontinuierlich verdndern und damit das Kompressionsverhalten der Monoschicht bestimmen.
(Gaines, 1966; Mohwald, 1995). Der Oberflichendruck' =n ist die Differenz der
Oberfliachenspannung vy, der reinen Subphase und der filmbedeckten Oberfliche y: =y —v.
An einem Langmuirfilm 146t sich die Ordnung in zwei Dimensionen studieren, wobei die
Wasseroberfliche eine exzellente, glatte Oberfliche darstellt. Die thermodynamischen
Parameter Temperatur und Druck lassen sich, ebenso wie z. B. der pH-Wert der Subphase,
sehr gut einstellen. Die sich ausbildenden Phasenzustinde werden nach der Nomenklatur von
Adamson (1990) benannt (Abb. 1.2).

Mit einer Fliche von mehreren Quadratnanometern je Molekiil liegt der Film als
zweidimensionales Gas vor, in dem keine Wechselwirkung zwischen den Amphiphilen
besteht. Mit zunehmender Flichenverringerung kommt es zu einem Phaseniibergang zur
fliissig-expandierten Phase (LE), in der die Ketten wie in der Gasphase ungeordnet sind. In
der fliissig-expandierten Phase kommt es zu einem erkennbaren Druckanstieg, bis die Phase
sich bei einem konstanten Oberfldchendruck in einem Phaseniibergang erster Ordnung (Pallas
& Petica, 1985; Hifeda & Rayfield, 1992; Losche et al., 1983) in die fliissig-kondensierte
Phase (LC) umwandelt. Der Knick deutet einen kontinuierlichen Ubergang von der fliissig-
kondensierten in die festanaloge Phase S an (Bibo et al., 1991; Kaganer et al., 1999).

Langmuirfilme bilden die Grundlage zur Herstellung von Langmuir-Blodgett-(LB)-
Filmen. Von besonderer Bedeutung ist die Verwendung von Lipidmonoschichten zur
Charakterisierung von Lipidmembran/Protein-Wechselwirkungen, denn Langmuirfilme

1 Anmerkung: Wenn in dieser Arbeit der Begriff Druck verwendet wird, so ist damit im Zusammenhang mit
Filmwaage-Messungen immer der Oberflichendruck n gemeint.
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Abb. 1.2: Verallgemeinerte n/A-Isotherme eines Lipids mit zwei Acylketten.

konnen als eine Hilfte der sich aus zwei Monoschichten zusammensetzenden biologischen
Membran betrachtet werden (Ahlers et al., 1990; Mohwald, 1990; Brockman, 1999). Die
Wechselwirkungen hidngen von der Stirke der Lipid/Protein-Wechselwirkung, der Gegenwart
von lonen in der Subphase, der Natur und Ladung der Lipidkopfgruppen, sowie der Linge,
Séttigungsgrad und Packungsdichte der Acylketten ab. So kann die Adsorption von Peptiden
an die Luft/Wasser-Grenzfliche und an Lipidmonoschichten untersucht werden (Maget-Dana,
1999).

Von grofem Interesse ist der Vergleich des Phasenzustandes in der Monoschicht und in
der Lipiddoppelschicht in Volumenphasen. Bei Monoschichtmessungen ist ein fliissig-
expandierter Zustand am ehesten mit den Orientierungs- und den Packungsverhiltnissen in
Doppelschichtsystemen in der L,-Phase vergleichbar (Marsh, 1996). Ein Vergleich der
Phaseniibergiinge in Mono- und Bischichten ergab, daB die beste Ubereinstimmung von
Bischichten mit Monoschichten bei einem Oberflichendruck von 30 mN/m gegeben ist
(Blume, 1979). Seelig (1987) verglich den Einbau von Amphiphilen in Monoschichten und
Bischichten und die Messungen bei einem Oberflichendruck von 30,7 — 32,5 mN/m
entsprachen den Ergebnissen der Verteilungsexperimente in den Doppelschichten.

Die mikroskopische Visualisierung von Monoschichtdoménen einer Phasenumwandlung
kann durch die Fluoreszenz-Mikroskopie erfolgen (Losche et al., 1983; Knobler, 1990;
McConnell, 1991; Weis, 1991). Hierbei wird ein fluoreszierendes Amphiphil in die
Monoschicht hinzugefiigt. Durch die unterschiedliche Loslichkeit des Farbstoffs in den
unterschiedlichen Phasen konnen koexistierende Phasen und Doménenstrukturen mit einem
Mikroskop beobachtet werden. Aufgrund der geringen Verteilung des Fluoreszenzlabels in
der fliissig-kondensierten Phase sind beim LE/LC-Phaseniibergang die kondensierten
Domaénen schwarz. Sie sind gleichméBig in der fluoreszierenden fliissig-expandierten Phase
verteilt.

Neben der Fluoreszenz-Mikroskopie hat sich die Brewsterwinkel-Mikroskopie etabliert,
die ebenfalls Doménenstrukturen visualisiert (Henon & Meunier, 1991; Honig & Mobius,
1991). Die Zugabe eines Fluoreszenzlabels wird nicht benétigt, aber die optische Auflosung
ist geringer.
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Weiterhin sind zum Studium von Monoschichten Oberflichenpotentialmessungen,
Rontgen-Diffraktion bzw. -Reflektometrie, Neutronen-Reflektometrie, IRRAS (Kap. 1.3),
Ellipsometrie und Rasterkraft-Mikroskopie geeignet (Mohwald, 1995).

1.2 TIR-Spektroskopie

Die FT-IR-Spektroskopie hat sich zu einer Standardmethode entwickelt, die es
ermdglicht, routineméfBig das Verhalten von Lipidmodellmembranen und von Peptiden bzw.
Proteinen zu untersuchen (Casal & Mantsch, 1984; Mendelsohn & Mantsch, 1986; Blume,
1996; Mantsch & Chapman, 1996; Tamm & Tatulian, 1997). Infrarotspektroskopische
Untersuchungen in der Membranbiophysik bieten den Vorteil, da3 sie nicht den Einsatz von
Sondenmolekiilen erfordern. Im IR-Spektrum treten eine Reihe charakteristischer Banden auf,
aus deren Lage und Form Informationen iiber die Struktur des untersuchten Molekiils und
seine Wechselwirkungen erhalten werden konnen.

Bei Modell- und Biomembranen konnen qualitative und zum Teil auch quantitative
Aussagen iiber die Struktur und das Phasenverhalten gewonnen werden. Dabei kdnnen
verschiedene Bereiche des Lipidmolekiils sowohl im hydrophoben Acylkettenbereich, als
auch in der polar/apolar-Grenzschicht erfalit werden (sieche Tab. 1.1). Ein Nachteil sind die
starken Absorptionsbanden des Losungsmittels Wasser (siehe Tab. 2.3), was durch die
Variation des Losungsmittels (H,O bzw. D,0) jedoch ausgeglichen werden kann.

Die CH-Streckschwingungen treten im spektralen Bereich von 3000 und 2800 cm™ auf,
wobei die antisymmetrischen und symmetrischen Methylenstreckschwingungen bei 2920
bzw. 2850 cm™ beobachtet werden (Abb. 1.3). Die Frequenz dieser Schwingungen ist
konformationsabhingig und kann vor allem bei Phasenumwandlungen zur qualitativen
Abschitzung des trans/gauche-Verhiltnisses innerhalb der Alkylketten herangezogen werden.
Bei tiefen Temperaturen befinden sich die Methylengruppen in der all-trans-Konformation
und die symmetrische CH,-Streckschwingung tritt bei ca. 2849 cm™ auf. Kommt es durch

Zuordnung Wellenzahl / cm™ Symbol
Antisymmetrische CH,-Streckschwingung 2916 — 2936 Vas(CHa)
Symmetrische CH,-Streckschwingung 2843 — 2863 vs(CHb)
Antisymmetrische CD,-Streckschwingung 2190 - 2200 Vas(CD2)
Symmetrische CD;-Streckschwingung 2085 — 2095 vs(CD»)
C=0O-Streckschwingung 1730 — 1740 v(C=0)

Amid-I (vorwiegende C=0) 1650 Amid-I
Amid-I1 1550 Amid-II
CH;-Scherschwingung (hexagonal) 1467 — 1469 O(CHy)y
CH;-Scherschwingung (triklin) 1471 — 1473 O(CHy)y
CH;-Scherschwingung (orthorhombisch) 1465 und 1473 O(CHy)y
Antisymmetrische PO, -Streckschwingung 1200 — 1260 Vas(PO?)
Symmetrische PO, -Streckschwingung 1085-1110 vs(PO2)
CD,-Scherschwingung (hexagonal) 1088 O(CD»)y
CD»-Scherschwingung (triklin) 1093 O0(CD»)y
CD,-Scherschwingung (orthorhombisch) 1083 und 1093 O0(CD»)y

Tab. 1.1: Zuordnung wichtiger IR-aktiver Schwingungsbanden von Lipiden (Mendelsohn & Mantsch,
1986; Lewis & McElhaney, 1996).
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Abb. 1.3: Antisymmetrische (links) und symmetrische (rechts) CH,-Streckschwingungen.

Temperaturerhohung zum Phaseniibergang von der Gel- in die fliissigkristalline Phase so wird
die Wellenzahl um ca. 2,5 cm’! zu héheren Wellenzahlen verschoben. Durch das ,»,Schmelzen®
der Alkylketten kommt es zu einer drastischen Erhohung der Anzahl der gauche-
Konformeren. Die Zunahme der Frequenz beim Phaseniibergang ist zusétzlich noch mit einer
Verbreiterung der Bande und einer Intensititsabnahme verbunden (Snyder et al., 1978;
Snyder et al., 1982; MacPhail et al., 1984).

Die Bande der CH-Scherschwingung ist von der Packung der Alkylketten und deren
Konformation abhingig (siehe Tab. 1.1). Die Methylenkippschwingungen (,,wagging*-
Schwingungen) zwischen 1370 und 1340 cm' konnen zur quantitativen
Konformationsanalyse der Alkylketten herangezogen werden, d. h. zur Berechnung des
gauche-Konformerenanteils in den Ketten (Mendelsohn & Senak, 1993).

Im  Kopfgruppenbereich der Lipide ist die C=O-Streckschwingung der
Estercarbonylgruppe die wichtigste Bande. Sie kann zur Untersuchung der
Hydratationsverhéltnisse an der polar/apolar-Grenzschicht verwendet werden (Blume et al.,
1988). Die Lage der antisymmetrischen PO,-Bande ist ebenfalls ein Indikator fiir
Wasserstoftbriickenbindungen. Dies wird durch eine Verschiebung der Frequenz von 1250
em™ im trockenen Zustand zu 1230 cm’ im hydratisierten Zustand gezeigt. Die Amid-I-
Bande von Amidgruppen im Ceramidgrundgeriist von Sphingolipiden oder in der Kopfgruppe
von Glykolipiden ist ebenfalls sehr sensitiv gegeniiber Wasserstoftbriickenbindungen.

In Lipidmischungen zeigen die Spektren eine Mittelung des ganzen Systems und
Informationen iiber die individuellen Komponenten gehen verloren. Um dieses Problem im
Bereich der CH-Schwingungen zu umgehen, wurde eine Isotopensubstitution von “H fiir 'H in
den Fettsdureketten der Lipide eingefiihrt (Mendelsohn et al., 1976; Mendelsohn & Koch,
1980). Das spektrale Fenster der CD-Streckschwingungen liegt in einem Bereich (2050 —
2250 ¢cm™), der nicht oder kaum von anderen Lipidbanden oder den Banden anderer
Komponenten betroffen ist. DPPC und DPPC-dg; zeigen ein dhnliches Verhalten, das sich nur
in einer um 5 °C reduzierten Phasenumwandlungstemperatur des DPPC-d¢, gegeniiber dem
DPPC unterscheidet. Die Substitution von Wasserstoff durch Deuterium fiihrt zu einer
Abschwichung der van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Ketten und damit zu
einer Erniedrigung der entsprechenden T,,-Werte (Petersen et al., 1975; Gaber et al., 1978). In
Mischungen von DPPC und DPPC-dg; mit DPPE konnten @hnliche Phasendiagramme fiir
beide DPPC-Isomere gefunden werden, was auf keine groferen Unterschiede in der
Wechselwirkung mit DPPE hinweist (Mendelsohn & Koch, 1980). In einer
Monoschichtarbeit mit IRRAS-Messungen an der Luft/Wasser-Grenzfliche konnten
thermodynamische = Unterschiede  zwischen den  beiden = DPPC-Isomeren in
Phospholipidmischfilmen mit anderen Phospholipiden gefunden werden, so dall der Einsatz
deuterierter Verbindungen nicht bedenkenlos erfolgen sollte (Baldyga & Dluhy, 1998).

Peptide bzw. Proteine weisen mehrere charakteristische Absorptionsbanden auf, von
denen die aussagekriftigste die Amid-I-Bande ist (zwischen 1700 und 1600 cm™). Dieser
Bande liegt im wesentlichen die C=0O-Streckschwingung zugrunde mit geringen Beitrdgen der
CN-Streck- und der CCN-Deformationsschwingung. Die Frequenzlage und Bandenform
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hingen empfindlich von der Sekundérstruktur des Peptids ab (siehe Tab. 1.2 und Abb. 1.4).
Die Zuordnung der verschiedenen Sekundirstrukturen im Amid-I-Bereich basiert auf
Normalkoordinatenanalysen und der Untersuchung synthetischer Polypeptide und Proteine
bekannter Struktur (Krimm & Bandekar, 1986; Goormaghtigh et al., 1994). Die Amid-II-
Bande resultiert hauptséchlich aus der NH-Biegeschwingung und der CN-Streckschwingung
(zwischen 1580 und 1510 cm™). Bei Messungen in D,O kommt es zu einem H/D-Austausch
und die NH-Biegeschwingung wird zunehmend geringer auf Kosten der ND-
Biegeschwingung, die bei tieferen Wellenzahlen absorbiert, so dafl die Amid-II-Bande
ebenfalls zu tieferen Frequenzen verschoben wird. Der H/D-Austausch hat nur einen relativ
geringen Einfluf} auf die Amid-I-Bande (siehe Tab. 1.2).

Sekundarstruktur Amid-I-Bande / cm’! Amid-II-Bande / cm’
H,0 D,O H,0
Turns/Schlcifen | 1672 (1662 — 1682) | 1671 (1653 — 1691)
o-Helix 1654 (1648 — 1657) | 1652 (1642 1660) | 1546 (1545 — 1550)
ungeordnet | 1654 (1642 — 1657) | 1645 (1639 — 1654)
1633 (1623 — 1641) | 1630 (1615 — 1638)
p-Faltblatt 1684 (1674 - 1695) | 1679 (1672 — 1694y | 1228 1525-1532)

Tab. 1.2: Zuordnung der Amid-I- und Amid-II-Banden zu Sekundirstrukturen von Peptiden und
Proteinen in H,O bzw. D,0; in den Klammern sind extreme Frequenzwerte angegeben (Goormaghtigh
etal., 1994).

Amid-II

Amid-I A
(ca. 1690 cm’)

'

. y Amid-I >y
3 Amid-II (ca. 1630 cm)
Amid-II
x' x'
Abb. 1.4: Lage der Ubergangsdipolmomente der Amid-I- bzw. Amid-II-Bande im

Molekiilkoordinatensystem (siehe Kap. 2.1) fiir eine a-Helix (links) bzw. ein B-Faltblatt (rechts) (nach
Buffeteau et al., 2000).

Neben Transmissionsmessungen wurde eine Vielzahl anderer Techniken entwickelt,
unter anderem Reflexionsmethoden, die z. B. den Aufwand beziiglich der Probenpriaparation
erheblich verringerten. Ein anderer Vorteil ist die meist zerstorungsfreie Untersuchung von
Proben (Giinzler & Heise, 1996). Insgesamt werden bei den Reflexionstechniken zwei
Kategorien unterschieden. Bei der duBleren Reflexion wird z. B. vom Medium der Luft auf
eine optisch dichtere Probe eingestrahlt (z. B. IRRAS; sieche Kap. 1.3), wédhrend bei der
inneren Reflexion Wechselwirkungen der -elektromagnetischen Strahlung an der
Phasengrenze zwischen Probe und einem Medium mit hoherem Brechungsindex beobachtet
werden.
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Eine der StandardmeBtechniken zur Untersuchung von Oberflichen ist die
abgeschwichte Totalreflexion (ATR, attenuated total reflection). Trifft die Strahlung in einem
Medium mit hohem Brechungsindex 7, schrig auf die Grenzfldche zu einem optisch diinneren
Medium mit #,, so wird alle Strahlung in das dichtere Medium zuriickreflektiert, wenn der
Einfallswinkel ¢; den Grenzwinkel der Totalreflektion {iibersteigt. Ein Teil der
elektromagnetischen Energie dringt aber etwas in das optisch diinnere Medium ein. Wird
diese Energie absorbiert, dann ergeben sich dhnliche spektrale Abhidngigkeiten wie bei
Transmissionsspektren. Die Eindringtiefe ist dabei abhingig von den beiden
Brechungsindices, dem Einfallswinkel und der Wellenldnge der Strahlung. Verwendung als
ATR-KTristall finden hierbei bestimmte Materialien, wie z. B. Germanium oder Zinkselenid
mit entsprechend hohen Brechungsindices von n = 4,0 bzw. n = 2,4. Neben festen Proben
konnen mit dieser MeBtechnik auch die optischen Konstanten von Fliissigkeiten bestimmt
werden (hier im besonderen Fall von H,O und D,O; Bertie et al., 1989).

Die Diffuse Reflexion wird hédufig fiir Pulver und Oberflichen mit rauher Oberfliche
verwendet. Die von der Probe diffus gestreute Strahlung wird in einem moglichst groB3en
Raumwinkel gesammelt, wobei zwischen zwei Anteilen unterschieden wird: ein spiegelnd
reflektierter Teil und ein Teil, der in die Probe eingedrungen ist, teilweise absorbiert wird und
durch Streuprozesse im Innern wieder an die Oberfliche zuriickkehrt. Diese beiden
Reflexionseffekte sind experimentell meist nicht zu trennen.

1.3 [Externe Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)

Die Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie, auch Reflexions-Absorptions-
Infrarot-Spektroskopie (RAIRS) genannt, wurde zuerst fiir die Analyse von Adsorbaten auf
Metalloberflichen verwendet (Horn, 1998). Dluhy & Cornell (1985) untersuchten erstmals
mit  der Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie ~ einen =~ monomolekularen
Oberflichenfilm an der Luft/Wasser-Grenzfliche. Mendelsohn et al. (1995), Dluhy et al.
(1995), sowie Mendelsohn & Flach (2002) beschreiben sowohl die vielfdltigen
Anwendungsmoglichkeiten als auch den theoretischen Hintergrund der Technik. Mit IRRAS
konnen Informationen iiber die Konformation und die Orientierung von Lipidketten und die
Wechselwirkungen der Lipidkopfgruppen erhalten werden. AuBerdem konnen
Sekundirstrukturen von Peptiden und Proteinen an der Luft/Wasser-Grenzfliche sowie deren
Orientierung bestimmt werden.

In IRRAS-Spektren koénnen Banden, wie in Transmissionsexperimenten, direkt mit
molekularen Strukturen bzw. Konformationen korreliert werden. Die Bandenpositionen
konnen ein wenig dazu verschoben sein, aber diese Effekte sind vernachldssigbar und sind
meist anhand von Simulationen sogar nachvollziehbar (Mendelsohn et al., 1995). Die Technik
erlaubt simultan die Aufnahme von IRRAS-Spektren und der n/A-Isotherme und damit die
Korrelation von IR-spektroskopischen Beobachtungen mit Phaseniibergingen oder
Molekiilflichen. Die im Verlauf der Kompression eines Lipidfilms gemessene
Frequenzabnahme der konformationsempfindlichen Methylenstreckschwingungen ist direkt
mit einer Zunahme der Ordnung in den Kohlenwasserstoffketten der Lipide verbunden
(Mitchell & Dluhy, 1988; Hunt et al., 1989).

Durch die molekulare Ausrichtung der Molekiille an der Luft/Wasser-Grenzflache
gestattet der Einsatz von polarisierter IR-Strahlung die Bestimmung der Orientierung von
Ubergangsdipolmomenten in Bezug auf die Oberflichennormale.
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1.4 Zielsetzung und Fragestellung

Zielsetzung war die Etablierung und Optimierung der Infrarot-Reflexions-Absorptions-
Spektroskopie (IRRAS) im Arbeitskreis. Dies betraf den Aufbau, die Justierung bzw.
Kalibrierung des Reflexionszusatzes XA 511 der Firma Bruker. Dazu sollte eine Software zur
Ansteuerung der Filmwaage und des IR-Spektrometers sowie zur Datenaufnahme entwickelt
werden. AuBlerdem sollte das vorhandene Mathcad-Programm zur Simulation von IRRAS-
Spektren und zur Berechnung von Schwingungsiibergangsdipolmomenten verbessert und auf
Visual Basic umgeschrieben werden, um eine Beschleunigung der Datenauswertung zu
erreichen.

Mit Hilfe der IRRAS sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1.) An Mono- und Multischichten des thermotropen Fliissigkristalls 4-Cyano-4'-
Octylbiphenyl (8CB) sollte der mathematische Formalismus und die experimentelle
Genauigkeit der Orientierungsbestimmung {iberpriift werden. Dabei sollte die C=N-Bande
ausgewertet werden, deren Ubergangsmoment eindeutig parallel zur Biphenyleinheit liegt.
Eine weitere Fragestellung bezog sich auf die Moglichkeit mit Hilfe der IRRAS Anderungen
der Orientierungen von 8CB beim Monoschicht/Tripelschicht-Ubergang festzustellen.

2.) Mit Hilfe der IRRAS sollten systematische Untersuchungen an Lipidmonoschichten
durchgefiihrt werden und Kettenkonformation und Kettenorientierung als Funktion des
Filmdrucks bzw. der Molekiilfliche bestimmt werden.

3.) In Lipidgemischen sollte durch Isotopensubstitution der einen Komponente
(Perdeuterierung der Ketten) es prinzipiell moglich sein, Konformation und Orientierung der
Ketten beider Komponeneten durch Analyse der CH,- bzw. der CD,-Banden zu bestimmen.
Bei Transmissions- und ATR-Messungen ist diese Methode lange etabliert. In dieser Arbeit
sollte geklart werden, inwieweit diese Methode trotz der geringen CD,-Bandenintensititen
auch fiir Monoschichten anwendbar ist.

4.) Mit der IRRAS ist es moglich die Bindung von Proteinen an Monoschichten zu
untersuchen. Es sollte an ausgesuchten Systemen gekldrt werden, ob auch Informationen tiber
Sekundirstrukturanderungen der Peptide bzw. Proteine quantifiziert werden konnen und ob
winkelabhingige =~ IRRAS-Spektren  zur  Aufkldrung  der  Orientierung  von
Sekundérstrukturelementen herangezogen werden konnen.

5.) Erginzend sollte die Fluoreszenz-Mikroskopie an der Luft/Wasser-Grenzfliche
verwendet werden, mit der das makroskopische Phasenverhalten von Monoschichten
beobachtet werden kann. Desweiteren sollten die Differential Scanning Calorimetry (DSC)
und die Transmissions-FT-IR-Spektroskopie zur Untersuchung des Phasenverhaltens in
Losung eingesetzt werden.
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2 Theorie

2.1 Molekulare Orientierung

In anisotropen Phasen ist der Zusammenhang zwischen makroskopisch meBbaren Grofien
und der Orientierung der Molekiile auf der mikroskopischen Ebene von besonderem Interesse.
Wichtig sind die Orientierungsverteilungsfunktionen, die die Wahrscheinlichkeit beschreiben
mit der ein Molekiil eine bestimmte Orientierung beziiglich eines Koordinatensystems
einnimmt. Diese Orientierung kann mit dem Ordnungsparameter S charakterisiert werden
(Maier & Englert, 1960; Saupe & Maier, 1961):

S =1(3cos’0-1), (GL. 2.1)

wobei fiir alle drei Molekiilachsen jeweils Sy, Syy und S,, zugeordnet werden konnen, die
zusammen die diagonalisierte Saupe-Ordnungsmatrix Sj; bilden. Der molekulare Tiltwinkel 6
(siche Abb. 2.1, links) ist definiert als Winkel zwischen der molekularen Direktorachse und
der Oberflaichennormalen (z-Achse). Die eckigen Klammern zeigen, daB der jeweils
angegebene Winkel 8 immer den Mittelwert einer Verteilung von Tiltwinkeln représentiert.
Wenn S nicht indexiert ist, bezieht sich der Ordnungsparameter immer auf die lange Achse
des Molekiils. Fiir den Fall der Zylindersymmetrie um die lange molekulare z‘-Achse gilt
Sxx = Syy = -S8,/2 und damit ist die Orientierung durch allein einen Ordnungsparameter
bestimmt.

Eine Besonderheit von Ordnungsparametern ist, dafl verschiedene Verteilungen
denselben Wert fiir einen Ordnungsparameter ergeben konnen (siehe S = 0, Tab. 2.1).

Ordnungsparameter S | Tiltwinkel 6 Orientierung zur z-Achse
+1 0° lange Molekiilachse vollkommen parallel orientiert
-0,5 90° lange Molekiilachse vollkommen senkrecht orientiert
isotrope Verteilung aller Tiltwinkel & ODER die
0 54,74° Orientierungverteilung liegt um den ,,magischen*
Tiltwinkel 54,74°

Tab. 2.1: Zusammenhang zwischen Ordnungsparameter S, Tiltwinkel 8 und Orientierung.

Betrachten wir den Fall einer nichtuniaxialen molekularen Orientierung innerhalb einer
makroskopisch uniaxialen Phase, d. h. die Molekiile besitzen eine Abweichung von der
axialen Symmetrie. Die makroskopische Uniaxialitit bleibt durch eine Mittelung iiber die
vorhandenen Dominenstrukturen erhalten (der Fall einer biaxialen Phase wie z. B. bei SmC-
Phasen wird hier nicht behandelt). Es ergeben sich fiir die Komponenten des
Ordnungsparametertensors S.. # S,,, wenn die Verteilungen der beiden kurzen Achsen (x*
bzw. y*) nicht identisch sind, was einer lokalen biaxialen Ordnung von Molekiilachsen
entspricht. Dies kann mittels eines zusétzlichen Ordnungsparameters, dem sogenannten
Querordnungsparameter, ausgedriickt werden: D = S\, - §,,:

D= <%sin2 O cos 21,//> . (Gl. 2.2)
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=B
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Abb. 2.1: Laborkoordinatensystem {x, y, z} (links) und Molekiilkoordinatensystem {x', y', z'} (rechts)
mit Tiltwinkel 8, Azimuthwinkel ¢ und Twistwinkel y fiir den Molekiildirektor d und die Polarwinkel

o und p fiir das Ubergangsdipolmoment .

Diese Orientierungsverteilungsfunktion hangt nun nicht nur vom Tiltwinkel 6 sondern
auch vom Twistwinkel y ab (sieche Abb. 2.1, links und Tab. 2.2). Der Einfluf3 des Tiltwinkels
0 und des Twistwinkels y auf die Ordnungsparameter S und D ist im Anhang A.1 graphisch
dargestellt.

Querordnungsparameter D | Twistwinkel
D>0 0°
D<0 90°
D=0 45°

Tab. 2.2: Zusammenhang zwischen Querordnungsparameter D und Twistwinkel 6.

Beide Ordnungsparameter S und D konnen zur Charakterisierung der Anisotropie
verwendet werden. Sie konnen allerdings nicht aus einer einzigen Messung der
makroskopischen Anisotropie gemeinsam bestimmt werden. Die GroB3e von D ist durch die
Form des Molekiils bestimmt und betrdgt normalerweise weniger als 10% von S. Lokale
Biaxialitdt in Molekiilen innerhalb einer uniaxialen Phase kann mittels spektroskopischer
Techniken wie z. B. Lineardichroismus und NMR bestimmt werden (Dunmur & Toriyama,
1998).

In Lineardichroismusmessungen von Korte (1983) und Kiefer & Bauer (1989) wurde
genauer auf den Querordnungsparameter (oder auch Biaxialititsparameter) D eingegangen.
Dabei konnte gezeigt werden, dal S und D durch die Analyse des Dichroismus zweier
verschiedener Absorptionsbanden bestimmbar sind. Allerdings miissen die Orientierungen der
einbezogenen Ubergangsdipolmomente unterschiedlich und in ihrer Abhingigkeit zueinander
bekannt sein.
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2.2 IRRAS

Bei der verwendeten IRRAS-Apparatur (Abb. 2.2) handelt es sich um die Reflexionseinheit
XA 511 von der Firma Bruker (Karlsruhe), die nach den Vorschligen von Prof. Dr. A.
Gericke (Kent, Ohio, USA, damals noch Halle/Saale) erweitert wurde. Die neuen
Moglichkeiten gegeniiber bisherigen IRRAS-Anlagen sind die computergesteuerte Variation
des Einfalls- und Ausfallswinkels (zwischen 20 und 80°) und des Polarisators. Alle
Einstellungen erfolgen dabei mit einer hohen Genauigkeit. Desweiteren wurde ein neues
Filmwaagentrogkonzept umgesetzt. Mittels eines , Trog-Shuttles kann, ebenfalls
computerkontrolliert, zwischen einem Referenz- und einem Probentrog gewechselt werden,
so daf} innerhalb kiirzester Zeit Referenz- und Probenspektrum zur Verfiigung stehen. Die
beiden Troge wurden mit Rohrchen miteinander gekoppelt, um in beiden eine gleiche
Fiillstandshohe zu garantieren (Abb. 2.3). Weitere Einzelheiten zur Apparatur sind in Kap.
5.2.2 zu finden.

(rechts). In der Mitte ist das Langmuirtrogsystem auf seiner fahrbaren Biihne zu sehen. In den Bildern
befindet sich links das IR-Spektrometer, von dem der IR-Strahl in die Reflexionseinheit eingekoppelt
wird.

Die Intention hinter dieser ,,Trog-Shuttle“-Technik ist die Bewidltigung der
Wasserdampfproblematik in der Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie. Eine kurze
Berechnung mag dieses Problem verdeutlichen. Die optische Weglénge des IR-Strahles durch
die Wasserdampfatmosphire oberhalb des Langmuirtroges ist ca. 30 cm mit einem
Strahlquerschnitt von ca. 1 cm® (dies entspricht einem Volumen von ca. 30 cm®). Somit
befinden sich bei Raumtemperatur ca. 1,3-10"° Wassermolekiile im Strahlengang. Bei einer
Auftrefffliche von ca. 1,5 cm® auf der Wasseroberfliche und einer Fliche pro Lipidmolekiil
von 65 A befinden sich ca. 2,3-10'* Molekiile im Lichtfleck. Damit ergibt sich ein Verhiltnis
von ca. 60000 Wassermolekiilen zu einem Lipidmolekiil. Um die Absorptionslinien des
Wasserdampfs zu eliminieren, kann man ein ,, Trog-Shuttle* verwenden (Flach et al., 1994),
bei dem durch die kurze zeitliche Abfolge zwischen Proben- und Referenzspektrum die
Wasserdampfstorung minimiert wird. Eine andere Technik verwendet stattdessen einen
Photoelastischen Modulators (PM-IRRAS, siehe Blaudez et al., 1993). Ein Optimum wiére
eine Kombination aus beiden Techniken, was bei unserer Apparatur moglich wire, aber bis
jetzt nicht notwendig war.

Eine Besonderheit von IRRAS-Spektren an der Luft/Wasser-Grenzflache sind die breiten
Banden bei 3600 und 1660 cm™, die durch die unterschiedliche optische Reaktion auf die
filmbedeckte und die freie Wasseroberfliche bedingt sind und auf Absorptionen von
fliissigem Wasser und eventuell auch teilweise auf orientierte Wassermolekiile an der
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p-Polarisation < -

P /’ :
/ MCT-D etektor
4

s-Polarisation

Abb. 2.3: Schema des IRRAS-Aufbaus.

Grenzflache zuriickzufiihren sind (Blaudez et al., 1996; Buffeteau et al., 1999). Darauf wird in
Kap. 2.2.3.2 und 3 zuriickgekommen.

Um einen Einblick in diese Problematik zu bekommen ist eine genauere Auflistung der
Wasserbanden, wie sie aus der ATR-Spektroskopie erhalten wurden, in Tab. 2.3
zusammengefalt.

Um lokale Autheizungsphdnomene an der Auftrefffliche der IR-Strahlung auf die
Luft/Wasser-Grenzfliche zu verhindern wurde der Einsatz von einem BandpaBfilter
vorgeschlagen (Sakai & Umemura, 1997). Dieser sollte die sehr starke Wasserabsorption
oberhalb von 3000 cm™ herausfiltern. Dieselben Autoren verzichten 1 Jahr spiter wieder

Schwingungsmoden H,O D,O

Starke Absorptionsbande im| 3404 cm™ 2504 cm™!
Streckschwingungsbereich bestehend aus drei

Komponenten:

Asymmetrische Streckschwingung v3 ~3600 cm™ (Schulter) | ~2600 cm™ (Schulter)
Symmetrische Streckschwingung v ~3450 cm™ ~2500 cm™

Oberton der Scherschwingung 2v, ~3250 cm™ (Schulter) | ~2400 cm™ (Schulter)
Assoziationsschwingung va: Kombinations-| 2127,5 cm™ 1555,0 cm’™
schwingung von Librations- und

Scherschwingung v, + v,

Scherschwingung v, 1643,5 cm™ 1209,4 cm’!
Librationen vi 500-800 cm’'

OH-Streckschwingung von HOD 3404 cm™
Scherschwingung von HOD 1462 cm™
Kombinationsbande v; + v, 3840 cm’!

Tab. 2.3: Zuordnung von Wasserbanden aus FT-IR-ATR-Messungen (bei 25°C, nach Venyaminov &
Prendergast, 1997).
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darauf, da ohne Filter ein groferer Wellenzahlbereich untersucht werden kann (Sakai &
Umemura, 1998). Wen & Franses (2001) behandeln ebenfalls diese Problematik und kommen
zu dem Schluf3, dal} ein Filter nicht relevant ist.

Bei dem Verschieben der Troge kann auch Bewegung in den Film kommen, so daB3 der
Film sehr wahrscheinlich nicht wieder an der gleichen Stelle bestrahlt wird wie vorher. Dies
kann man auch sehen, wenn man sich Filme unter einem Fluoreszenz-Mikroskop betrachtet.
Trotz bester Abschirmung von dufleren Einfliissen ist meist noch ,,Bewegung® im Film, d. h.
die Dominen bewegen sich stindig auf der Oberfliche. Dies ist selbst in fliissig-
kondensierten Filmen, wenn auch sehr stark eingeschriankt, beobachtet worden. Wird nun der
Film durch ein ,,Shuttle“-System zusitzlich noch gestort, so ist es unwahrscheinlich, daf3
immer die gleichen Flidchen des Films bestrahlt werden. So gesehen ist die Herausnahme des
H,O-Filters aus dem Strahlengang mitunter gerechtfertigt, da es nicht zu einer
kontinuierlichen, lokalen Erwdrmung an einer Stelle des Films kommen konnte.

2.2.1 Optisches Modell und mathematischer Formalismus
Um Informationen iiber Orientierungen von Molekiilen in einer Monoschicht an der
Luft/Wasser-Grenzfliche zu erhalten, mu3 eine genaue Betrachtung der Reflexions- und

Absorptionseigenschaften der Strahlung an dem zugrundeliegenden Dreischichtensystem:
Luft/homogener, anisotroper Film/isotrope, fliissige Subphase erfolgen (Abb. 2.4).

E
P
%
Luft Es n =1

i, =n_+ik,
Film ﬁy =n,+ ik,
n,=n,+ik,
Wasser ?, ny =n,+ik,

Abb. 2.4: Optische Konstanten des Dreiphasensystems: Luft, Film und Wasser.

O—

Es gibt verschiedene optische Modelle zur Beschreibung von IRRAS-Bandenintensititen
(Mendelsohn et al., 1995), die alle dhnliche Ergebnisse liefern. In dieser Arbeit wird (wie z.
B. auch bei Gericke et al., 1993 und Flach et al., 1997) auf das mathematische Modell von
Kuzmin & Michailov (Kuzmin & Michailov, 1981; Kuzmin et al., 1992) zuriickgegriffen.

Der komplexe Reflektionskoeffizient 7 an einer Grenzfliche zwischen 2
semiunendlichen, homogenen, isotropen Phasen, mit einer nichtabsorbierenden Phase 1 (Luft)
und einer absorbierenden Phase 2 (Wasser), kann mit Hilfe der Fresnel-Gleichungen wie folgt
beschrieben werden (siche Abb. 2.4). Fiir s-Polarisation' gilt

! Anmerkung: Speziell bei der gerichteten Reflexion ist die Polarisation der elektromagnetischen Strahlung von
groBBer Bedeutung. Zur Charakterisierung werden {ibereinkunftsgemafl die Buchstaben p und s eingesetzt. So
befindet sich bei p-polarisierter Strahlung der elektrische Vektor in der Ebene, die von dem einfallenden und
reflektierten Strahlenbiindel definiert wird, und bei s-Polarisation senkrecht dazu. Wenn in dieser Arbeit der
Begriff Polarisation verwendet wird, so ist damit im Zusammenhang mit IRRAS-Messungen immer die
Polarisation der einfallenden IR-Strahlung gemeint (p oder s).
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7F _ Sin((pl — (’72)

= (Gl. 2.3)
sin(@, +¢,)

und fiir p-Polarisation

pr ot =9,) (GL. 2.4)
tan(e, +,)
mit

P, = arcsinSIE—(ol. (Gl. 2.5)

n,

@1 ist der Winkel zwischen der Oberfldchennormalen und dem einfallenden IR-Strahl, @, der

komplexe Winkel des gebrochenen Strahls und 7, der komplexe Brechungsindex des
Wassers (siche Abb. 2.4). Die Indices F bezeichnen die Fresnel-Oberflache, d. h. die filmfreie
Wasseroberfliche. Wenn nun die Oberfliche mit einem diinnen anisotropen Film bedeckt ist,
so @ndert sich der Reflektionskoeffizient durch die zusétzliche Absorption des Films. Der
Reflektionskoeffizient 7 berechnet sich jetzt zu:

. ~ . ik, ~ .
sin(¢, _(/72)_177011 SIn @,
7,=— — , (Gl. 2.6)
‘ . ~ ik, .
sin(e, +§02)_ﬁ7]1 sin @,

2

. N - ik, . o~ o~ -
sin(@, —@,)cos(@, +®,) —#’sm @, (1, cosp, cosp, — I, sinp, singp, )

r, = ik2 , (Gl. 2.7)
sin(@, +®,)cos(p, —@,) _#Sin @,(I, cosp, cos @, + 1, sing, sinp, )
2
mit
ky=2m/2, (GL. 2.8)
I =" -1")d, (GL. 2.9)
~ 2 ~ 2
7, J”zﬁ#, (Gl. 2.10)

z

d ist die Schichtdicke, wdhrend 7n, und 7, die komplexen Brechungsindices des
Oberflachenfilms sind. Fiir den hier angenommenen Fall einer uniaxialen Schicht gilt zudem

~

n,=mn,.

Der Ansatz zur Berechnung der Schichtdicke d beinhaltet meist nur die Lange / des
zugrundeliegenden Molekiils und seinen Tiltwinkel 6 (d =/cos@ ). Geht 6 gegen 90° so geht
die Schichtdicke gegen 0, da die Breite des Molekiils nicht beriicksichtigt wurde. Darum
wurde zur Berechnung von d die Breite b der Molekiile mit in die Betrachtung einbezogen.
Eine Beschreibung als Kasten mit den Kantenldngen / und » wurde verworfen, da mit der
Variation des Tiltwinkels zwischen 0° und 90° die Schichtdicke dabei ein Maximum
durchlauft. Dies wiirde Probleme bei der anschlieBenden Tiltwinkelberechnung nach sich
ziehen, da einer Schichtdicke zwei verschiedene Winkel 6 zuzuordnen wéren. Die Abrundung
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des "Molekiilrechtecks" (Abb. 2.5) bedeutet eine kontinuierliche Abnahme der Schichtdicke
von / bis b mit zunehmenden Tiltwinkel 8 von 0° bis 90°. Fiir die Schichtdicke d ergibt sich
dadurch:

d=b+(l-b)cosh. (GL 2.11)

b/2]

d| (-b)cos6

b/2}

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Schichtdickenberechnung mittels der Lange /, der Breite b
und des Tiltwinkels 8 des Molekiils.

Die Reflektivitdt R; (mit j = s oder p) kann schlieBlich iiber die Multiplikation der jeweiligen
Reflektionskoeffizienten 7 mit seiner komplex Konjugierten 7~ erhalten werden:

R, =FF . (Gl. 2.12)

J

Fiir die tatsdchlich gemessenen Reflektivititen muB3 noch die Korrektur beziiglich der
Polarisatorgiite /" durchgefiihrt werden, die wellenzahlabhingig ist (Gericke et al., 1993):

R, =R,+I'(R,-R)), (Gl. 2.13)

R" =R +I'(R,-R), (Gl. 2.14)
mit

r=I/1. (Gl. 2.15)

Die Polarisatorgiite /7~ ist das Verhéltnis der Intensitdt der s-polarisierten Strahlung /s zur
Gesamtintensitdt / die den nichtidealen Polarisator passiert, wenn dieser auf p-Polarisation
eingestellt ist. Damit kann die jeweilige Reflexions-Absorption R4 berechnet werden:
eff _ eff Feff
RA™ =—logR,™ /R, ™. (Gl 2.16)

J

Der vorliegende mathematische Formalismus kann zur Simulation eines IRRAS-Spektrums
verwendet werden. Dazu bedarf es der folgenden Formeln zur Beschreibung der komplexen
Brechungsindices 7, und 7, des Films:

i =n +ik, . (Gl. 2.17)

Der Verlauf der optischen Konstanten 7; und &; fiir eine Lorentzabsorptionsbande als Funktion
von v ist wie folgt definiert:

2Ak ¢ max?/

X

nV)=n .——5 5,
x( ) X max 4A2+7/2

(GL. 2.18)
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- 2Akzmax7/

nZ(V):nzmaX_W’ (Gl. 2.19)
— kxmaxyz

k.(v)= N (Gl. 2.20)
—_— kZ max72

kZ(V):élAZ—ﬂ/z’ (Gl. 2.21)

mit
y=2m Av,, (Gl. 2.22)
A=2mc(V-v,). (Gl 2.23)

c ist die Lichtgeschwindigkeit, v die Wellenzahl, v, die Wellenzahl des Maximums der
Schwingungsbande und Av 1, die Halbwertsbreite der Bande. Fiir die Brechungsindices #; max

des Films gelten:

N, w =N, sin° @+n, cos’ O (Gl. 2.24)

X max

n. . =n,cos @+n, sin’0 (Gl. 2.25)

Z max

Der ordentliche und der auBBerordentliche Brechungsindex n, bzw. n,, sind jeweils senkrecht
bzw. parallel zur Molekiilachse ausgerichtet, die wiederum den Tiltwinkel # mit der
Oberflachennormalen einnimmt. Fiir die richtungsabhidngigen Absorptionskoeffizienten i max
gilt:

koo =k e YK, K

max xXmax ymax zmax °

(Gl. 2.26)

Der Wert des Absorptionskoeffizienten k. hdngt von der Oszillatorstirke und von der
Molekiildichte der Monoschicht ab; je mehr der Film komprimiert wird, um so mehr
Molekiile befinden sich im IR-Strahlengang und um so grof3er ist k... Bisher wurde mit dem
zugrunde liegenden optischen Modell und der Verwendung der Formeln fiir die
richtungsabhingigen Absorptionskoeftizienten nach Fraser & MacRae (1973) immer nur der
Tiltwinkel 6 (iiber den Ordnungsparameter S bzw. f) bestimmt (z. B. Flach et al., 1997). Nach
dem Modell von Fraser & MacRae (1973) wird angenommen, daB3 die untersuchten
Ubergangsdipolmomente rotationssymmetrisch um die Molekiillingsachse und der
Molekiildirektor — rotationssymmetrisch um die Oberflichennormale verteilt sind
(Beschreibung als uniaxiale Molekiile in einer wuniaxialen Phase). Fir die
Absorptionskoeffizienten ergeben sich daraus folgende Ausdriicke (mit &y = ky):

Ky = Ko (58in” @ + 30, (Gl. 2.27)

X max max

K.y = K (f cOS" @ + 51, (Gl. 2.28)

Z max max

wobet f gleichbedeutend mit dem Ordnungsparameter S ist. Der Polarwinkel o definiert das
Ubergangsdipolmoment x4 der betrachteten Schwingung in bezug auf den Molekiildirektor
(siche Abb. 2.1, rechts).

Um das bestehende Modell zu verbessern wurde der Querordnungsparameter D
eingefiigt. Dadurch miissen die Absorptionskoeffizienten neu ermittelt werden und dazu
wurde das Modell von Korte (1983) verwendet. Ausgehend von Koeffizienten, die von allen
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drei Eulerschen Winkeln abhédngig sind, wurde mit k, = k, auf eine uniaxiale Phase
approximiert. Daraus ergeben sich mitsamt den Ordnungsparametern .S und D:

ko =4k, [I-S(1-3sin® @) +4 Dsin® acos2 3], (Gl. 2.29)

k.o =Lk, [1+28(1-3sin® @) - Dsin® acos2 8. (Gl. 2.30)

zmax 3 "Vmax

Die Polarwinkel a und p definieren das Ubergangsdipolmoment u der betrachteten
Schwingung in bezug auf den Molekiildirektor (sieche Abb. 2.1, rechts). Fiir
Methylenstreckschwingungen in Alkylverbindungen betrigt o jeweils 90°, wihrend fiir die
symmetrische und die antisymmetrische Methylenstreckschwingung £ = 0° bzw. f = 90° ist.
Fir die Streckschwingung der Cyanogruppe in einem Fliissigkristall wie 4-Cyano-4'-
Octylbiphenyl (8CB) ist & = 0° und f ebenfalls 0°. In diesem Fall vereinfachen sich die
Formeln (Gl. 2.29 und Gl. 2.30), da der Summand mit dem Querordnungsparameter D
wegfillt (sin> @ = 0) und die Gleichungen sich auf die von Fraser & MacRae reduzieren (GI.
2.27 und GI. 2.28).

Sind die Molekiile biaxial so ist der Anteil, den der Querordnungsparameter zu den
Absorptionskoeffizienten beitrdgt am groBten, wenn das Ubergangsdipolmoment senkrecht
zur Molekiilachse steht (wie z. B. bei den Methylenstreckschwingungen).

Der Einflu3 der Polarwinkel o und S, sowie des Tiltwinkels 6 und des Twistwinkels y auf
die Absorptionskoeffizienten £; max 1St im Anhang A.2 graphisch dargestellt.

Fiir einen Behensduremethylesterfilm auf einer festen Unterlage konnten mittels der
antisymmetrischen und der symmetrischen Methylenstreckschwingungsbande Tiltwinkel von
jeweils 27° bzw. 32° bestimmt werden (Pelletier et al., 2002). Die Autoren fithren diesen
Unterschied darauf zuriick, dal die Annahme einer Zylindersymmetrie um die Kettenachse
wahrscheinlich  nicht korrekt ist. Eine getrennte Tiltwinkelbestimmung von
Cadmiumarachidat, jeweils mittels der v,s(CH,)- bzw. v{(CH;)-Bande ergab nur einen kleinen
Unterschied von 12,6° + 0,5° bzw. 11,6° + 0,3°, wobei beriicksichtigt werden sollte, dal3 die
antisymmetrische Streckschwingung teilweise durch eine Fermi-Resonanz gestort ist und
deswegen der letztere Wert genauer ist (Buffeteau et al., 1999). In einer anderen Arbeit der
gleichen Gruppe wurde fiir Cadmiumarachidatmultischichten mittels PM-IRRAS ein
Twistwinkel y von 46° + 2° gefunden (Blaudez et al., 1992). Ein Twistwinkel von 45° kann
allerdings auch eine freie Rotation um die Molekiilachse bedeuten (Zylindersymmetrie).

Eine uniaxiale Verteilung von Cadmiumarachidatmolekiilen um die Oberflichennormale
(z-Achse) konnte durch sich nicht verdndernde polarisierte Transmissionsspektren wahrend
der Rotation der Probe um die z-Achse nachgewiesen werden (Rabolt et al., 1983, Parikh &
Allara, 1992). In einem uniaxialen Modell ist der Azimuthwinkel ¢ nicht definiert und muf3

daher fiir Berechnungen auf 45° gesetzt. Wenn zum Beispiel die Packung orthorhombisch ist
und die Ketten nahezu senkrecht zur Oberflache stehen, ist es nicht moglich zwischen
uniaxialer und biaxialer Orientierung zu unterscheiden (Rabolt et al., 1983). Desweiteren
bringt die orthorhombische Struktur von n-Paraffinen mit zwei zueinander orthogonal
stehenden Molekiilen pro Einheitszelle einen mittleren Twistwinkel y von 45° mit sich
(Tasumi & Shimanouchi, 1965).

In einer theoretischen Abhandlung iiber die Verwendung der Infrarot-Reflexions-
Absorptions-Spektroskopie zur Bestimmung der Orientierung der Molekiile wurde von
Buontempo & Rice (1993) ebenfalls der Twistwinkel, zusitzlich zum Tiltwinkel, eingefiihrt
und die unterschiedlichen Auswirkungen auf die Intensititen der antisymmetrischen und
symmetrischen Methylenstreckschwingungen simuliert.

17



Theorie

Binder fiihrte unter anderem fiir DPPC und Stearinséure IR-Lineardichroismusmessungen
tiber die Acylkettenordnung in lamellaren Strukturen wunter Einbeziehung von
Neigungswinkel und Biaxialitdt durch (Binder et al., 1996; Binder & Schmiedel, 1999; Binder
& Kohlstrunk, 1999; Binder, 1999).

Auf dem Gebiet der ,,self-assembled monolayers® (SAM) existieren viele Arbeiten, die
sich mit der Beschichtung von metallischen Oberflachen, meist Gold oder Silber, mit n-
Thioalkanen beschéftigen. Diese spontan aus der Losung auf der Oberfliche gebildeten,
orientierten Filme sind dicht gepackt und wurden vielfach mittels IRRAS-Techniken
untersucht. Laibinis et al. (1995) fanden dabei Kettenorientierungen von @-Alkoxy-n-
alkanthiolaten mit einem Tiltwinkel 6 von 26° und einem Twistwinkel y von 52° auf einer
Goldoberfliche. Fiir Hexadecanthiol auf Gold wurden 6 = 20° + 2° und y = 49° £ 3°
bestimmt (Terril et al., 1998). Der Azimuthwinkel ¢ geht dabei nicht in die Berechnungen ein,
da die vorhandenen Doménen {iiber der gesamten vorhandenen Strahlenfliche ausgemittelt
werden.

2.2.2 Berechnung der Reflektivitit und der Reflexions-Absorption

2.2.2.1 Berechnung von Reflektivitits- und Reflexions-Absorptionsspektren

Die experimentellen IR-Reflektivititsspektren Rexperimentetl Werden erhalten, indem das
gemessene Reflektivitidtsspektrum Ruessung durch ein Kalibrierungsspektrum Roe dividiert
wird, das bei einem Einfallswinkel von 90° gemessen wurde (sieche Anhang A.3). Bei diesem
Einfallswinkel befindet sich keine Probe im IR-Strahlengang und das Spektrum entspricht
allein der optischen Antwort der optischen Komponenten des Spektrometers und der
Reflexionseinheit (Meinders et al., 2001; Roseler, 1990). In Abb. 2.6 (oben) sind sowohl
experimentelle IR-Reflektivititsspektren von einem DPPC-Film (siehe Kap. 3.2.1) bei einem
Oberflichendruck von ca. 40 mN/m an der Luft/Wasser-Grenzfliche als auch die
Fresnelreflektivititsspektren der reinen Wasseroberflache dargestellt. Die Messungen wurden
bei einem Einfallswinkel von 40° und mit s- bzw. p-Polarisation durchgefiihrt.

Es wurden Reflektivitdtsspektren sowohl fiir eine filmbedeckte Oberflache als auch fiir
die Wasseroberflache berechnet. Eine genauere Analyse des mathematischen Formalismus
ergab, daB3 die Reflektivitit des Films von der Schichtdicke des Films (definiert iiber die
Molekiillainge / und den Neigungswinkel der Molekiile #), den optischen Eigenschaften des
Films (ordentlicher und auBlerordentlicher Brechungsindex 7, und 7n,,) und dem komplexen
Brechungsindex der Subphase abhdngt (also sowohl dem Brechungsindex 7, und dem
Absorptionskoeffizienten k;). Der Einfallswinkel ¢; und die Polarisationsrichtung der
Strahlung sind variierbare Parameter und die Polarisatorgiite / ist eine nicht beeinfluBbare
Grofe. Da die Daten des komplexen Brechungsindex 7, fiir Wasser bekannt sind, reduziert

sich die Reflektivitiat der Monoschicht auf:
Rj((ohraﬁzav)zf(dano,neoae)- (Gl 231)

Wenn zusitzlich die Absorption einer Schwingung beriicksichtigt wird, kommen die
Parameter hinzu, welche die Schwingungsbande charakterisieren. Fiir das Spektrum des Films
in Abb. 2.6 (oben) wurde nur die antisymmetrische Methylenstreckschwingungsbande bei
2920 cm™ mit den fiir DPPC charakteristischen Parametern simuliert (siche auch Tab. 3.1):
Lange und Breite der Kohlenwasserstoftketten / = 2,2 nm bzw. b = 0,5 nm; Tiltwinkel § =27°;
Twistwinkel y = 45°; Polarwinkel o = 90°; Absorptionskoeffizient kyax = 0,6; Halbwertsbreite
der Bande Av ., =15 cm™’. Die Brechungsindices n, = n,, = 1,41 (Flach et al., 1997) wurden
fiir den gesamten Wellenzahlbereich verwendet und die Polarisatorgiite /" wurde ebenfalls auf
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den konstanten Wert 0,018 gesetzt. Fiir die Berechnung des Reflektivititsspektrums des Films
iber den gesamten Wellenzahlbereich wurde statt der Lédnge der Kohlenwasserstoffketten die
Molekiillinge / = 3 nm verwendet. Zu diesem Filmspektrum wurde die Methylenstreck-
schwingungsbande addiert.

Die experimentellen Spektren stimmen relativ gut mit den berechneten tiberein. Typisch
fiir die Reflexionsspektroskopie sind die ableitungsdhnlichen Spektrenformen im Bereich der

ﬁ s-Polarisation
0,08 - \
0,07 D
0,06
= 0,05
= [
£ 0,04 ~
[5) L
S 0,03 :
m . J
0,02 J 0,010\
001 W TSa|
L _ —
0,00 F e ’ p-Polarisation
4000 3500 3000 2500 2000 1500
Wellenzahl / cm”
_j p-Polarisation : . : . : :
0,03 / 0,0000
g 20,0025}
g 0,02 - 20,0050}
O
i 007 2970 2920 2870
g 0,01
[}
0=
(&}
L ’ s-Polarisation
_()’()] = \ 1 \ 1 \ 1 \ 1 . 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500

Wellenzahl / cm’'

Abb. 2.6: Experimentelle und berechnete IR-Reflektivititsspektren von DPPC und der reinen
Wasseroberflache (oben), sowie experimentelle und berechnete IRRAS-Spektren von DPPC auf H,O
(unten) bei einem Einfallswinkel von 40°. s-Polarisation: experimentelle (—) bzw. berechnete (—)
Spektren. p-Polarisation: experimentelle (—) bzw. berechnete (—) Spektren. Fiir die berechneten
Filmspektren wurde nur die v,(CH,)-Bande simuliert (siche Text). Die jeweiligen
Reflektivititsspektren der reinen Wasseroberfliche sind gepunktet (+) gezeichnet. In den Insets
wurde der Bereich der v,s(CH,)-Bande vergroBert dargestellt. Die CO,-Banden in den experimentellen
Reflektivitdtsspektren wurden maskiert.
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Wasserabsorption. Die Bande bei ca. 3500 cm™ entspricht der OH-Streckschwingung und bei
ca. 1650 cm” der H,O-Scherschwingung des Wassers der Subphase. Die Spektren der
Messungen mit s-Polarisation besitzen eine gréfere Intensitdt als die Spektren mit p-
Polarisation. In den vergroferten Ausschnitten ist die Erh6hung der Reflektivitit im Bereich
der v,(CH;)-Bande im Vergleich zur Wasseroberfldache zu sehen.

Aus den Reflektivititsspektren wurden die Reflexions-Absorptionsspektren mit
-log(R/Ry) erhalten, wobei R die Reflektivitit der filmbedeckten Wasseroberfliche und Ry die
Reflektivitit der filmfreien Oberfliche ist (Abb. 2.6, unten). Wihrend in den IR-
Reflektivititsspektren die Absorptionsbanden des Wasserdampfs sehr intensiv sind, werden
diese in den Reflexions-Absorptionsspektren vollkommen eliminiert. Die OH-
Streckschwingungsbande und die H,O-Scherschwingungsbande in den experimentellen
Spektren werden relativ gut durch die Simulation wiedergegeben und die experimentellen
Methylenstreckschwingungsbanden stimmen sehr gut mit den simulierten Banden iiberein.

2.2.2.2 Berechnung der einfallswinkelabhéngigen Reflektivitit und Reflexions-
Absorption

Trdgt man die Intensitit der Reflektivitit bzw. der Reflexions-Absorption (z. B. der
antisymmetrischen Methylenstreckschwingungsbande) gegen den Einfallswinkel ¢; auf so
erhdlt man die Darstellung in Abb. 2.7 (siche Born, 1981). Die Reflektivitit von p-
polarisierter Strahlung hat ein Minimum beim Brewsterwinkel, der vom Brechungsindex der
Subphase n, abhdngt (¢, =arctan(n,(v)/n,)). Bei jedem Polarisator kommt es zu einem
kleinen, zusétzlichen Durchtritt von Strahlung mit unerwiinschter Polarisation. Bei
Messungen mit p-Polarisation in der Nidhe des Brewsterwinkels (+ 15°) fithrt der Durchtritt

1005'|'|'|'|'|'|'|'|': L L L B L
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10" ;
: ] =
R I P
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10°F R 3 =
P ] [}
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Abb. 2.7: Berechnete Reflektivitit/Einfallswinkel- bzw. Reflexions-Absorption/Einfallswinkel-
Diagramme (links bzw. rechts) mit p- und s-polarisierter Strahlung fiir die v,(CH)-Bande bei v =
2920 ¢cm™ auf H,0O (0=27°, w=45° 0=90° Ky = 0,6). Fiir die Kurven mit einem realen Polarisator
wurde eine Polarisatorgiite /° = 0,018, fiir einen idealen Polarisator /~ = 0 verwendet. Der
Brewsterwinkel ist ¢, = arctan(ny/n,) = arctan(1,402/1) = 54,5° (siche Bertie et al., 1989).
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von zusitzlicher s-polarisierter Strahlung zu einer starken Beeinflussung der gemessenen
Intensitdten. Deshalb muB fiir alle Berechnungen die Giite des Polarisators /" (siche GI. 2.15)
mit einbezogen werden (Flach et al., 1997). In Abb. 2.7 (links, gestrichelte
Reflektivitidtskurven) ist die Reflektivitit R mit der Polarisatorgiite /7~ = 0,018 berechnet
worden und deren Einfluf} ist auch in der Reflexions-Absorption zu sehen (Abb. 2.7, rechts,
gestrichelte Kurven).

Bei einer IRRAS-Bande kommt es in der Ndhe des Brewsterwinkels bei Messungen mit
p-Polarisation zu einem Intensititsanstieg und bei dem Brewsterwinkel selbst zu einem
Vorzeichenwechsel der Intensitdt (Abb. 2.7, rechts und Abb. 2.8). Aufgrund der groBen
Anderungen in diesem Bereich konnen hier am genauesten Informationen iiber die
Orientierung der Molekiile erhalten werden, wobei zu beachten ist, da3 aufgrund der sehr
geringen Reflektivitidt (Abb. 2.7, links) auch das Rauschen in den Spektren zunimmt und
damit die MeBunsicherheit steigt. Die Reflexions-Absorptionswerte konnen positiv oder
negativ sein, je nach der Polarisation des einfallenden IR-Strahls, der Orientierung des
Ubergangsdipolmomentes der betrachteten Schwingung und der Relation zwischen
Einfallswinkel und Brewsterwinkel.

p-Polarisation I s-Polarisation

q68°F :
640 v
N
560 \/
B
48° \/
1440 v
B 400 L
136° :
1320 '\/

Reflexions-Absorption

" 1 " 1 = e 1 " 1 "
2940 2920 2900 2940 2920 2900
Wellenzahl / cm’

Abb. 2.8: Berechnete IRRAS-Spektren der v,(CH,)-Bande bei vy = 2920 cm™ auf H,O fiir
verschiedene Einfallswinkel ¢, (32° bis 68°) und p- bzw. s-Polarisation (8 = 27°; y = 45°; a = 90°;
Kmax = 0,6; 7= 0,018). Die Spektren wurden zur besseren Ubersicht gegeneinander verschoben.

2.2.3 Simulationen

2.2.3.1 Bandensimulation und Tiltwinkelberechnung

Der im vorigen Kapitel beschriebene mathematische Formalismus erlaubt es anhand von
experimentellen Daten, die Orientierung von Molekiilen an der Luft/Wasser-Grenzfldche zu
bestimmen. Es ist das Verhéltnis der Intensititen der Banden bei s- und p-Polarisation und im
besonderen die Kriimmung der Kurve der Bandenintensitit mit p-Polarisation in
Abhidngigkeit vom Einfallswinkel ¢, die durch die Anisotropie der optischen Konstanten
bestimmt sind und welche die Bestimmung der Orientierung ermdglichen.
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Die experimentellen Daten (z. B. die Intensitdten der v,s(CH;)- und v{(CH;)-Banden bzw.
Vas(CD3)- und v4(CDy)-Banden) wurden mit berechneten IRRAS-Bandenintensititen
verglichen und die Abweichungen mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate minimiert,
und somit die Orientierung der Molekiile bestimmt. Man erhilt neben dem Tiltwinkel 8 und
dem Twistwinkel y auch die Absorptionskoeffizienten k. der Schwingungen:

N, N,
2O K Ko T) = ——— S (RA ™ — RA, )2 (Gl 2.32)
NP+NS 5

mit den fest vorgegebenen Werten von v, AV v, [, b, 0, Pas, @, Bs, den Brechungsindices n,,

nao und n, und den Absorptionskoeffizienten k. Die Summe der kleinsten Fehlerquadrate )(2
wurde auf die Gesamtanzahl (N, + Ns) der verwendeten Spektren mit p- bzw. s-Polarisation
normiert. Variiert wurden der Einfallswinkel ¢; und der Polarisationszustand. Nachdem die
optimalen Werte fiir /" ermittelt wurden (/(v(CH,)) = 0,018 bzw. I (v(CD;)) = 0,015), konnten
diese ebenfalls festgelegt werden. Wenn nur der Tiltwinkel 8 berechnet werden sollte, wurde
der Twistwinkel y auf 45° gesetzt.

Die Genauigkeit der erhaltenen Orientierungswinkel liegt fiir den Tiltwinkel 6 und den
Twistwinkel y zwischen + 2° bzw. + 3°. Untersucht man allerdings Gemische von einem
Lipid mit CH,-Ketten und einem anderen mit CD,-Ketten, so ist aufgrund der reduzierten,
auswertbaren Intensititen ein Fehler in den Orientierungswinkeln von mindestens + 3° zu
veranschlagen. Insbesondere gilt fiir den Twistwinkel y, daB3 bei einer groleren Abweichung
vom Winkel von 45° der Fehler auf + 4° bis = 5° ansteigen kann. Aulerdem ist zu beachten,
daB es bei kaum geneigten Molekiilen (8 — 0°) nicht mehr moglich ist, zwischen uniaxialer
und biaxialer Orientierung zu unterscheiden (Rabolt et al., 1983).

Bei der Betrachtung der Orientierung der Acylketten von Lipiden ist zu beriicksichtigen,
daBl je Molekiil zwei Kohlenwasserstoftketten vorhanden sind. Dies bedeutet, daB3 die
erhaltenen Parameter eine Mittelung iiber diese beiden Ketten sind. Dies gilt sowohl fiir den
Tiltwinkel 6, als auch fiir den Twistwinkel . Sollten die beiden Ketten z. B. gegeneinander
um einen Winkel von 90° verdreht sein, wie es z. B. bei einer orthorhombischen Packung zu
beobachten ist, dann wiirde die Simulation als eine Mittelung einen Twistwinkel w von 45°
errechnen (siehe auch Blaudez et al., 1992). Dieser Wert kann allerdings auch bedeuten, daf3
die Acylketten eine zylindrische Rotationssymmetrie um ihre Molekiillingsachse besitzen.
Eine Mdoglichkeit diese Mittelung zu umgehen, wére die Substitution einer Acylkette mit
einer perdeuterierten Acylkette, worauf in Kap. 3.2.1 ndher eingegangen wird. Auch von
Flach et al. (2001) wurde dieser Ansatz gewihlt, im konkreten Fall mit einem gemischt
substituierten Ceramid.

2.2.3.1.1 DPPC-dg;

Als Beispiel sei die Bestimmung der Orientierung der Fettsdureketten von DPPC-de;
(1,2-Diperdeuteropalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin) bei einem Oberflichendruck von ca.
40 mN/m angefiihrt (weitere Informationen iiber das Molekiil sind in Kap. 3.2.1 zu finden).
Nach der Messung von IRRAS-Spektren in s- und p-Polarisation in Abhdngigkeit vom
Einfallswinkel ¢; wurden die maximalen Bandenintensititen der symmetrischen und
antisymmetrischen CD,-Methylenstreckschwingungsbanden gegen den Einfallswinkel ¢
aufgetragen. Das Simulationsprogramm berechnet anhand der vorgegebenen Parameter die
Intensitdten der IRRAS-Banden als Funktion von Polarisationsrichtung und Einfallswinkel ¢;
(der Vergleich zwischen einigen experimentellen und berechneten Spektren ist im Anhang
A.4 dargestellt). Dann werden die experimentellen und berechneten Bandenintensititen
miteinander verglichen. Das nach der Fehlerminimierung erhaltene Ergebnis ist in Abb. 2.9
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zu sehen, mit den folgenden ermittelten Parametern: 6 = 28°, w = 43°, kyax as = 0,307 und
kmax s = 0,222 ()(2 = 4,03-10'9). Der ermittelte Twistwinkel von 43° deutet an, dal3 der
Ordnungsparameter D keinen groBen Einflufl auf die Simulation hat, denn die Berechnung
mit einem festgesetzten Twistwinkel auf 45°, was den Querordnungsparameter D eliminiert,
ergab nur geringfiigig verdnderte Werte: 6 = 28°, kmax as = 0,303 und kpax s = 0,225 (;(2 =
4,11-107).
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Abb. 2.9: Reflexions-Absorption/Einfallswinkel-Diagramm von DPPC-dg,, in dem die Punkte die
experimentell ermittelten Bandenintensititen sind und die durchgezogenen Linien die mit den am
besten passenden Parametern berechneten Bandenintensitéten.

2.23.1.2 Cl6-1-BMP

Andere Ergebnisse erhdlt man fiir Bis-(1-palmitoyl-sn-glycero-3-)phosphat (C16-1-BMP,
sieche Kap. 3.2.3). Die Berechnung der Orientierungen ergibt hier fiir einen Film bei ca. 43,6
mN/m folgende Werte (siche auch Abb. 2.10; gemittelte Daten mehrerer Filme sind in Tab.
3.7 dargestellt):

Sound Do,: 72 =3,65-10"  0=29° y=61°  kpaxas=0,697  kimax s = 0,488
Se: 7 =559-10°  9=25° Kmax as = 0,718 kinax s = 0,401

Ist der Querordnungsparameter zugeschaltet, so erhdlt man fiir i einen Wert von 61°, was
eine sehr groBe Abweichung zum rotationssymmetrischen Wert von 45° ist. Zugleich hat der
Tiltwinkel einen um 4° hoheren Wert, als in der Simulation ohne den Querordnungsparameter
D. Auch das unterschiedliche Intensitdtsverhdltnis der antisymmetrischen bzw.
symmetrischen ~ Methylenstreckschwingungsbande, hier  charakterisiert durch die
Absorptionskoeffizienten ist auffillig. Eine mdgliche Erklarung ist, dal das Molekiil beim
Komprimieren des Films sich nicht weiter aufrichten kann, wodurch eine Verdrehung seiner
Kohlenwasserstoffketten erzeugt wird.
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Abb. 2.10: Reflexions-Absorption/Einfallswinkel-Diagramm von C16-1-BMP mit experimentellen
(Punkte) und simulierten (Linien) Bandenintensititswerten. Tilt- und Twistwinkelanpassung: y° =
3,65-10"8, 0=29° w="061°, kypax 2s = 0,697 und kpax s = 0,488 (links); alleinige Tiltwinkelanpassung: Xz
=5,59-10", 0= 25°, knay as = 0,718 und kinay s = 0,401 (rechts).

2.2.3.2 Basisliniensimulation

Variiert man die optischen Konstanten des Films (7, und 7,,) bei festem Einfallswinkel
@1, der Polarisation der IR-Strahlung, des Tiltwinkels 6, der Polarisatorgiite /" und der
Schichtdicke d, so erhdlt man deutlich unterscheidbare IRRAS-Spektren (Abb. 2.11, links).
Erhoht man zudem noch die Schichtdicke sehr stark, so erhdlt die OH-
Streckschwingungsbande eine dispersive Form, wihrend die H,O-Scherschwingungsbande
keine Verdnderung zeigt (Abb. 2.11, rechts). Ein &hnliches Verhalten wurde von Meinders et
al. (2001) bei IRRAS-Untersuchungen von Filmen des Proteins f-Casein gefunden. Es wurde
konzentrationsabhédngig (und damit schichtdickenabhingig) eine Verdnderung der OH-
Streckschwingungsbande beobachtet, die mit einem Mehrschichtenmodell angepalit wurde.
Allerdings wurde von Meinders et al. (2001) nicht ein unloslicher Grenzflichenfilm
untersucht, sondern eine hochkonzentrierte Proteinldsung, so dal3 statt des komplexen
Brechungsindex 7, des Wassers, ein neuer fiir die Losung gefunden werden mufte.

Verwendeten die Autoren eine verdiinnte Losung, so hatte die Basislinie der IRRAS-Spektren
wieder die normale Form, die mit einem monomolekularen Film auf einer homogenen Lésung
angendhert wurde.

2.2.3.2.1 DPPC-dg;

Die weiteren Moglichkeiten der Basisliniensimulation seien anhand der IRRAS-Spektren
von DPPC-ds; demonstriert. Spektrale Parameter fiir die Berechnung waren dabei der
Einfallswinkel (¢; = 40° bzw. 60°) die Polarisation der IR-Strahlung (p bzw. s), der
Tiltwinkel (6 = 30°), der Twistwinkel (y = 45°), die Gesamtlidnge des Molekiils (/ = 3 nm;
hier ist nicht die Lange der Kohlenwasserstoffketten verlangt), die Subphase (H,O: mit den
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Abb. 2.11: Simulation von Reflexions-Absorptions-Spektren: Variation der Brechungsindices 7, und
Ny (links), respektive Variation der Schichtdicke d (rechts) bei einem Einfallswinkel ¢, = 40°, p- bzw.
s-Polarisation, einem Tiltwinkel 6 = 30° und einer angenommenen Polarisatorgiite /= 0,017.

dazugehorigen Brechungsindices n, und Absorptionskoeffizienten k, iiber den gesamten
Wellenzahlbereich; siche Bertie et al., 1989) und die optischen Konstanten des Films (7,0 = 71,
= 1,41; siehe Flach et al., 1997). Obwohl die Polarisatorgiite / eigentlich von der Wellenzahl
abhingig ist, wurde sie hier auf 0,017 gesetzt. Die Simulation erfolgte fiir den
Wellenzahlbereich von 1250 bis 4000 cm™. Die experimentellen IRRAS-Spektren wurden mit
der jeweiligen simulierten Basislinie iiberlagert (Abb. 2.12). Anhand dieser Abbildung lassen
sich mehrere Feststellungen machen, die generell auf alle IRRAS-Spektren {ibertragbar sind:

Alle Wasserbanden (die OH-Streckschwingung bei ca. 3600 cm™, die Assoziationsbande
bei ca. 2140 cm” und die H,O-Scherschwingung bei ca. 1650 cm™) wurden in den
Simulationen sehr gut reproduziert (~). Bei einem Einfallswinkel von 40° mit s-polarisierter
Strahlung wurde noch eine weitere Basislinie (====) mit einer kleineren Schichtdicke simuliert.
Dafiir wurde eine Molekiilldnge von 2,5 statt 3 nm angenommen und die Simulation zeigt im
OH-Streckschwingungsbereich  niedrigere  Intensitidtswerte als das entsprechende
experimentelle IRRAS-Spektrum.

Bei den OH-Streckschwingungsbanden der experimentellen Spektren ist zu
beriicksichtigen, ~daB  oberhalb von ca. 3500 cm’' die zugrundeliegenden
Reflektivititsspektren einen sehr starken Intensitétsriickgang haben und daher die
resultierenden IRRAS-Spektren von der Giite her abnehmen und das Signal/Rausch-
Verhiltnis abnimmt. Besonders gut kann man dies in Abb. 2.13 erkennen. Dort sind neben
den urspriinglichen, experimentellen Spektren die um die Basislinie korrigierten IRRAS-
Spektren dargestellt, die oberhalb von 3500 cm™ starke Abweichungen von der eigentlich
erwarteten Nullinie zeigen. Allerdings konnten diese Abweichungen auch von dem
Hydratwasser in den Lipidkopfgruppen herriihren, dessen spektroskopische Eigenschaften
gegeniiber dem des freien Wassers verandert sind.
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Abb. 2.12: Simulation von IRRAS-Basislinien an dem Beispiel DPPC-dg,: (=) experimentelle
IRRAS-Spektren, (=) berechneten Basislinien. Die Spektren sind vertikal gegeneinander verschoben,
um sie besser vergleichen zu kénnen. Bei den beiden Spektren mit einem 40°-Einfallswinkel und s-
Polarisation ist noch eine weitere Basisliniensimulation (====) mit einer anderen effektiven Schichtdicke
als Vergleich eingezeichnet (Einzelheiten dazu siehe Text).

Die Beriicksichtigung der Assoziationsbande des Wassers bei ca. 2125 cm™ ist fiir die
Auswertung von CDs-Intensititen wie hier fir DPPC-dg, sehr wichtig. Betrachtet man
ndmlich die um die Basislinie korrigierten IRRAS-Spektren im Vergleich zu den Originalen
kann man deutlich einen Intensitdtsunterschied ausmachen. Bei dem mit p-Polarisation bei
einem Einfallswinkel von 40° gemessenen IRRAS-Spektrum (=) macht dies eine
Intensititszunahme fiir die korrigierte v,(CD;)- bzw. vs(CD,)-Bande von 8 bzw. 14 % aus.
Die Basislinienkorrektur dieser Banden (und auch der v(CH,)-Banden) wurde deshalb
standardmiBig vor der eigentlichen Intensititsauswertung durchgefiihrt (siche Kap. 5.2.2.2).
Ahnliche Betrachtungen gelten auch fiir die Auswertung der Intensitéiten der Carbonylbande
(oder bei Peptiden: die Amid-I-Bande), weil hier die H,O-Scherschwingungsbande tiberlagert
ist.

In den Spektren selbst kann es zu Basislinienabweichungen kommen, wie in der
Abbildung des mit s-Polarisation gemessenen IRRAS-Spektrums mit einem Einfallswinkel
von 60° (—) oberhalb von 2750 cm™ zu sehen ist. Gerade im Hinblick auf eine eventuell
quantitative Auswertung der OH-Streckschwingungsbande wire hierauf in Zukunft besonders
zu achten.

Bei den beiden unteren Spektren (—, —) ist im Bereich zwischen 1400 und 1800 cm™ als
Auswirkung des immer prisenten Wasserdampfs dessen Rotationsschwingungsspektrum mit
dem IRRAS-Spektrum iiberlagert. Dies 14Bt sich leider nicht immer vermeiden. Eine
Moglichkeit wire die Verwendung der PM-IRRAS-Methode (Blaudez et al., 1993).

Eine Besonderheit von IRRAS-Spektren mit p-Polarisation und einem Einfallswinkel
oberhalb des Brewsterwinkels ist deren Basislinienverlauf (=), da er von allen anderen
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Abb. 2.13: Simulation von IRRAS-Basislinien an dem Beispiel DPPC-dg: (=) experimentelle
IRRAS-Spektren, (=) die um die Basislinie korrigierten experimentellen Spektren. Die Spektren sind
vertikal gegeneinander verschoben, um sie besser vergleichen zu koénnen.

abweicht. Neben den Schwingungsbanden des Molekiils, die nun alle positiv sind, zeigt die
Basislinie im Bereich der OH-Streckschwingung und der H,O-Scherschwingung einen
dispersiven Verlauf, der meist nur fiir die OH-Streckschwingung experimentell beobachtet
werden kann.

Teilweise wurde in den experimentellen Spektren im Wellenzahlbereich unterhalb der
H,0-Scherschwingungsbande eine Verschiebung der Basislinie zu hoheren Intensititswerten
gefunden. Auch dies konnte durch die Simulation bestitigt werden.

Zusammenfassend sei gesagt, dal die Auswertung der OH-Streckschwingungsbande
Auskiinfte tiber die Schichtdicke und die optischen Parameter des Films gibt. Allerdings muf3
dies noch in Kombination mit IR-Ellipsometrie (zur Detektion der beiden Brechungsindices
des Films) und Methoden zur Schichtdickenbestimmung (Rontgenreflektometrie bzw.
Ellipsometrie) komplementér dazu gepriift werden.

Es sei auch auf das nachfolgende Kapitel iiber 8-Cyanobiphenyl verwiesen, bei dem das
Verhalten der OH-Streckschwingungsbande den Zugang zu dieser Problematik ermoglicht
bzw. erleichtert hat.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 8-Cyanobiphenyl

Als Modellverbindung zur Testung der IRRAS-Methode wurde 4-Cyano-4'-
Octylbiphenyl (8CB, Abb. 3.1) ausgewihlt. Die Untersuchungen beziehen sich unter anderem
auf die Orientierung und Phaseniiberginge an der Luft/Wasser-Grenzflache und das 8CB
wurde verwendet, da es in der Literatur schon ausreichend charakterisiert wurde. Die an der
Luft/Wasser-Grenzfliche erzeugbaren Langmuirfilme sind deshalb interessant, da aus ihnen
Langmuir-Blodgett-Filme (LB-Filme) auf festen Oberfldchen hergestellt werden konnen, die
eine grofle Verbreitung in der Anwendungsforschung gefunden haben (Sensortechnik,
Elektronik, Optoelektronik).

Abb. 3.1: Struktur von 4-Cyano-4'-Octylbiphenyl (8CB).

8CB zeigt drei Phasenumwandlungen bei 21,5 °C (cr — SmA), 33,5 °C (SmA — N) und
40,5 °C (N — 1is) (z. B.: Biensan et al., 1996), von denen die beiden letzten auch mit
Transmissions-IR-Spektroskopie beobachtet wurden. Die Umwandlungen sind durch die
Verschiebung der Schwingungsbande der Cyanogruppe v(CN) bei 2227 cm™ und der
Aromatenbande bei 1606 cm” zu detektieren. Die v{(CH,)-Bande zeigt stark streuende

Bandenlagen und ist fiir die Bestimmung der Umwandlungstemperaturen nicht geeignet
(Anhang Abb. A.5.1).

8CB ist ein stibchenformiges Molekiil, das in Wasser unldslich ist. Allerdings spreitet es
zu einem stabilen Film an der Luft/Wasser-Grenzfliche. Mittels der Brewsterwinkel-
Spektroskopie konnte bei Kompression des Films ein Phaseniibergang gefunden werden
(siehe m/A-Isotherme in Abb. 3.2). Dabei wandelt sich eine anfiangliche Monoschicht zu einer
Tripelschicht um, wobei sich eine interdigitierte Bischicht auf der Monoschicht ausbildet (de
Mul & Mann, 1994; Friedenberg et al, 1994). Dieser Ubergang wurde durch
Oberflichenpotentialmessungen (Schmitz & Gruler, 1995), SHG-Messungen (,,Second
Harmonic Generation®; Enderle et al., 1994), Ellipsometrie (Xue et al., 1992) und IRRAS
(Biensan et al., 1996) untersucht und bestétigt. Dabei wurde z. B. der Tiltwinkel des
Biphenylkerns bei einem Oberflichendruck von 2,1 mN/m (Monoschicht) zu 57,9° bestimmt
(Enderle et al., 1994), wihrend andere Autoren einen etwas hoheren Tiltwinkel fanden (Xue
etal., 1992: 62°).

Bei einem anderen Cyanobiphenylderivat konnte in der Monoschicht ein Tiltwinkel von 6
= 58 £ 7° aus der Schichtdicke abgeleitet werden. Die Bischichten oberhalb dieser
Monoschicht besitzen Schichtdicken, die denen der smektischen Phase entsprechen. Dies
wiederum impliziert ein dhnliches Packungsverhalten mit partieller Interdigitierung der
aromatischen Kerne (Ibn-Elhaj et al., 1997).
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Abb. 3.2 zeigt die m/A-Isothermen und die aus den IRRAS-Spektren ermittelten
Frequenzen und Intensitidten der CN-Bande. Man erkennt, daf3 die Cyanobanden im Verlauf
des Phaseniibergangs in ihrer Frequenzlage zu tieferen Frequenzen verschoben werden. Da
dies der Ausbildung einer interdigitierten Bischicht zugeschrieben wird, kann man diese
Frequenz mit den Volumenmessungen zumindest ansatzweise vergleichen (siche Anhang
Abb. A.5.1) denn dort wird eine #hnliche Frequenz von ca. 2227 cm™ gefunden. Die erhohte
Frequenz bei groBBen Flachen ist der Wechselwirkung der Cyanogruppe mit der
Wassersubphase zuzuschreiben (siehe auch Biensan et al., 1996). Interessant sind die
Intensitdten der CN-Banden bei s-Polarisation und einem Einfallswinkel von 40°, die ein
negatives Vorzeichen haben und bei Kompression zunehmend negativer werden. Bei der p-
Polarisation dagegen findet man keine Verdnderung der Intensititen (Spektren nicht gezeigt).
Zusitzlich wurden noch IRRAS-Spektren bei einem Einfallswinkel von 60° und mit p-
Polarisation gemessen (Abb. 3.3). Hier beobachtet man eine Vorzeichenumkehr der CN-
Bande bei Kompression des Films, wie es an den Spektren (Abb. 3.3, rechts) und Intensitéiten
(Abb. 3.3, links) zu sehen ist. Dieser Effekt wurde auch schon von Biensan et al. (1996)
gefunden. Die Beitrdge der CN-Bande der neu entstehenden Bischicht sind also negativ und
fiihren zu einer Bandenumkehr.

Bei ausgewihlten Flichenwerten wurde die Orientierung der 8CB-Molekiile im Film
bestimmt (siche Kap. 2.2.3.1). Dazu wurden die Intensitidten der Cyanobanden (a(v(CN)) =
0°) in Abhéngigkeit von Einfallswinkel und Polarisation aufgetragen und angepaf3t. Fiir die
Simulation war die Kenntnis der Brechungsindices n, und n, ndtig, die aber fiir den
infraroten Bereich nicht bekannt sind. Sie wurden mittels einer Extrapolation aus Werten in
der nematischen Volumenphase zumindest nidhrungsweise zu n, = 1,49 und n,, = 1,62
bestimmt (siche Anhang A.5: Abb. A.5.2 und Abb. A.5.3). Es wurde nur der Tiltwinkel &
bestimmt, da fiir den Twistwinkel y keine weitere addquate Schwingungsbande auswertbar
war. Die Methylenstreckschwingungsbanden sind nicht verwendbar, da sie von ungeordneten
Kohlenwasserstoffketten stammen. Die Polarisatorgiite wurde von anderen Experimenten
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Abb. 3.2: IRRAS-Druck/Flachen-Isothermen von 8CB auf H,O bei 20°C. Die Messungen erfolgten
bei einem Einfallswinkel von 40° mit s-Polarisation (links) bzw. p-Polarisation (rechts). Zusétzlich zur
Lage des Bandenzentrums der v(CN)-Schwingung wurde noch die Intensitét diese Bande aufgetragen.
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Abb. 3.3: IRRAS-Druck/Flachen-Isothermen von 8CB auf H,O bei 20°C. Die Messungen erfolgten
bei einem Einfallswinkel von 60° und p-Polarisation. Zusétzlich zur Lage des Bandenzentrums der
V(CN)-Schwingung wurde noch die Intensitit diese Bande aufgetragen (links). Ausschnitte aus
IRRAS-Spektren von v(CH,)- und v(CN)-Banden bei den jeweils angegebenen Flichenwerten, die
wéhrend Kompression aufgenommen wurden (rechts).

iibernommen (von den benachbarten v(CD;)-Banden: 7"= 0,015). Die Resultate sind in Abb.
3.4 (links) dargestellt. Man erkennt fiir den Monoschichtbereich (Druckanstiegsgebiet bis zum
Beginn des Plateaus), daf ein Tiltwinkel 8y von ca. 55° + 3° vorliegt. Der berechnete Winkel
ist praktisch mit dem ,,magischen Winkel* identisch, d. h. hier tritt der Fall ein, daB3 die
Molekiile entweder isotrop verteilt sind, oder eine definierte Neigung mit einem Tiltwinkel
von 55° haben. Dieser Winkel ist nur etwas kleiner als andere in der Literatur berichtete
(Enderle et al., 1994: 57,9°; Xue et al., 1992: 62°). Ebenso wurde der Tiltwinkel der Molekiile
in der Tripelschicht bestimmt, der allerdings einen Mittelwert tiber drei Schichten darstellt. Es
wurde ein mittlerer Tiltwinkel 8t von ca. 40° + 3° gefunden.

In Abb. 3.4 (rechts) sind fiir die Mono- und die Tripelschicht gemittelte experimentelle
Daten der Intensitéten fiir s- und p-Polarisation gegen den Einfallswinkel aufgetragen. Bei der
Monoschicht ist dabei im Falle der p-Polarisation ein Vorzeichenwechsel zu erkennen, der bei
der Tripelschicht nicht mehr vorhanden ist. Hier ist zwar die Form des Kurvenverlaufes
einigermallen konserviert, aber alle Werte sind negativ. Die Intensititen der Kurven fiir s-
Polarisation zeigen fiir die Tripelschicht stirker negative Werte als fiir die Monoschicht. Trotz
dieser ungewoOhnlichen Kurvenwerte lassen sie sich alle anpassen.

Im Prinzip sollte es moglich sein, die Orientierung der Molekiile in der Bischicht
oberhalb des unteren Monolayers zu bestimmen. Die Intensitdtswerte der Bischicht wurden
ermittelt, indem die Werte der Monoschicht von den Daten der Tripelschicht subtrahiert
wurden. Die resultierenden Intensitdten wurden durch Variation der Parameter angepal3t und
die Ergebnisse der Berechnungen sind in Abb. 3.4 (rechts) dargestellt. Es ergibt sich hier ein
Tiltwinkel 6 von ca. 30°. Da zur Berechnung der Intensititen Differenzen benutzt wurden,
vergrofert sich der Fehler in der Winkelbestimmung auf ca. £ 5°. Aus den Ergebnissen kann
auf eine Anordnung der Molekiile innerhalb der Tripelschicht geschlossen werden, wie in
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Abb. 3.4: Berechnete Tiltwinkel der 8CB-Filme anhand der Intensititen der Cyanobande in
Abhingigkeit des Flachenbedarfs (links); Reflexions-Absorption/Einfallswinkel-Diagramm von 8CB
(rechts). Dargestellt sind gemittelte experimentelle Intensititen aus mehreren Messungen fiir eine
Monoschicht (um den Plateaubeginn, M) und eine Tripelschicht (am Ende des Plateaus, @). Die
Werte fiir die Bischicht (X) wurden aus der Differenz der Werte der Tripel- und Monoschicht erhalten
und wurden ebenfalls rechnerisch angepal3t ().

Abb. 3.5 skizziert. Wichtig ist hier die Orientierung der Cyanogruppen und damit des
Biphenylkerns. Die genaue Lage der Methyleneinheiten kann nicht bestimmt werden. Die
Informationen aus den Streckschwingungsbanden besagen, daB3 die CH,-Ketten ungeordnet
sind und keine all-frans-Konformation aufweisen. Dies verhindert eine genaue Bestimmung
der Orientierung der Ubergangsdipolmomente der CH,-Schwingungen. Die Kettenunordnung
ist in Abb. 3.5 nicht beriicksichtigt.

Abb. 3.5: Mogliche Anordnung der Molekiile der 8CB-Tripelschicht unter Beriicksichtigung der
unterschiedlichen Orientierungen des Cyanobiphenylkerns in der Mono- respektive Bischicht.
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Eine besondere Beachtung bei den Untersuchungen am 8CB verdient die OH-
Streckschwingungsbande bei ca. 3600 cm™'. Es konnte gezeigt werden, daB diese Bande kaum
durch strukturiertes Wasser unterhalb des Films beeinfluflt ist. Diese SchluB3folgerung basiert
auf Beobachtungen am Ubergang von der Monoschicht zur Tripelschicht. Vor dem Erreichen
des Plateaugebietes dndert sich die Intensitidt der Wasserbande kaum. Im Plateaubereich der
Druck/Flachen-Isotherme dagegen kommt es zu einem anndhernd linearen Anstieg der
Bandenintensitit (Abb. 3.6).

Dies steht in direktem Zusammenhang mit der Ausbildung einer Bischicht oberhalb der
zuunterst liegenden Monoschicht. Da die Monoschicht kaum eine Anderung in ihrer Struktur
erfahrt, sollten eigentlich die Wasserbanden, die auf die Hydratation der Kopfgruppe
zuriickzufilhren sind, nahezu unverdndert bleiben. Dall die Monoschicht sich bei
Uberlagerung mit einer Bischicht nicht #ndert, wurde aus Rontgenreflektometriedaten von
8CB auf Silizium geschlossen (Bardon et al., 1999). Der Tiltwinkel in der Monoschicht
betrug hier 57° £+ 3°, und in der untersuchten Tripelschicht blieb dieser fiir die Monoschicht
erhalten. Obwohl der Film nicht auf der Wasseroberfldche untersucht wurde, sprechen die
Daten fiir eine mdgliche Vergleichbarkeit.

Mit der Dreifachschichtausbildung steigt die Intensitdt der OH-Streckschwingungsbande
besonders stark an und scheint direkt mit der Zunahme der Schichtdicke gekoppelt zu sein,
was anhand der Normierungen ersichtlich ist. Daraus kann geschlu3folgert werden, dall neben
der Ausbildung einer strukturierten Wasserschicht unterhalb des Films ein zusétzlicher Effekt
in Betracht gezogen werden muf3, der den Hauptanteil zur Intensititsanderung bildet. Obwohl
die Intensitdt der v,s(CH;)-Streckschwingungsbande ebenfalls zunahm, konnte sie nicht mit
der Schichtenbildung korreliert werden.

Um die Intensititszunahme der OH-Bande zu erkldren, wurden Basisliniensimulationen
fiir die Mono- und die Tripelschicht durchgefiihrt. Dabei wurden die Basislinien der
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Abb. 3.6: IRRAS-Druck/Flachen-Isotherme von 8CB auf H,O bei 20°C. IRRAS-Messungen erfolgten
bei einem Einfallswinkel von 40° und s-Polarisation. Zusitzlich zur Intensitit der v,(CH,)-
Schwingung wurde noch die Intensitit der OH-Streckschwingungsbande aufgetragen. Diese wurde
durch eine Integration iiber die Fliche zwischen 3000 und 3400 cm™ erhalten und anschlieBend auf
die Werte am Beginn des Plateaus auf 1 normiert. Die eingezeichneten Linien sind nur zur
Verdeutlichung des Intensititsanstiegs von der Wasserbande und der Intensititswerte 1 (Monoschicht)
und 3 (Tripelschicht).

32



Ergebnisse und Diskussion

0,04 C T i_ T T T T T T |
H Experiment:
Monoschicht
Tripelschicht
g 0,03 -
*é Simulation:
s 0 N | Monoschicht (d = 1,2 nm)
I Y N RS Mono- plus Bischicht (d = 4,5 nm)
<F 0,02
wv
]
.2
X
=
o 0,01
~
0,00 p=A i =S
1 " 1 " 1 " 1
3750 3500 3250 3000
Wellenzahl / cm’

Abb. 3.7: Experimentelle Spektren von 8CB bei einem Einfallswinkel von 40° und s-Polarisation und
Simulationen der IRRAS-Basislinien.

Monoschicht als auch der Bischicht getrennt simuliert und anschlieend zur Tripelschicht
addiert. Als optische Parameter wurden die extrapolierten Brechungsindices des Films mit 7,
= 1,49 und n,, = 1,62 angenommen. Die Polarisatorgiite konnte hier nur nihrungsweise
geschitzt werden (/7= 0,017). Als Schichtdicken wurden die Werte von Bardon et al. (1999)
verwendet: dy = 1,2 nm und dg = 3,3 nm. Die Tiltwinkel stammen aus den eigenen
Berechnungen: Oy = 55° und 0 = 30°. In Abb. 3.7 sieht man, dafl die Ergebnisse der
Basisliniensimulation sehr gut mit den experimentellen Spektren {ibereinstimmen. Wie schon
in Kap. 2.2.3.2.1 erwihnt, sollte nur der Wellenzahlbereich vor 3500 cm™ in Betracht
gezogen werden.

Buffeteau et al. (1999) simulierten ebenfalls die Wasserbanden in IRRAS-Spektren und
zwar mit vorher in getrennten Experimenten bestimmten anisotropen optischen Konstanten
eines Cadmiumarachidatfilms und den isotropen optischen Konstanten von Wasser mit einer
vorgegebenen Schichtdicke. Thre Schluf3ifolgerung war, dal3 die Wasserbanden hauptséchlich
auf Absorptionseffekten von fliissigem Wasser beruhen und nur zu einem geringen Teil auf
strukturiertem Wasser unterhalb des Films.

Tatsdchlich variiert die Intensitdt der Wasserbanden mit der Schichtdicke des Films, d. h.
die Intensitidt nimmt wie vorhergesagt mit zunehmender Schichtdicke des Films zu.

Abschlieend 148t sich sagen, dafl die Experimente von 8CB und die dazugehdrenden
Simulationen in sich geschlossen sind und ein homogenes Bild von einem Ubergang von
einer Monoschicht zu einer Tripelschicht ergeben. Dabei konnte fiir die Monoschicht ein
Tiltwinkel der 8CB-Molekiille von 55° + 3° und fiir die dariiberliegende Bischicht ein
Tiltwinkel von 30° £ 5° bestimmt werden. Die Ergebnisse sind auch eine Bestitigung fiir die
Anwendungsmdglichkeiten der Basisliniensimulationen.
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3.2 Lipide

3.2.1 DPPC-Isomere

Im Rahmen dieser Arbeit wurden von DPPC und DPPC-ds, der Phaseniibergang von
fliissig-expandiert nach fliissig-kondensiert an der Luft/Wasser-Grenzflache untersucht, sowie
die Tiltwinkel der Acylketten bestimmt. Der mathematische Formalismus ermoglicht neben
der Tiltwinkel- auch die Twistwinkelberechnung der Ketten. Um fiir jeweils beide
Fettsdureketten in einem Molekiil den Tilt- und den Twistwinkel zu bestimmen wurden zwei
DPPC-Isomere untersucht, in denen jeweils eine Fettsdure durch eine perdeuterierte Fettsdure
substituiert ist: P-d;;PPC (1-Perdeuteropalmitoyl-2-palmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin)
und PP-d;;PC  (1-Palmitoyl-2-perdeuteropalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin). Zum
direkten Vergleich wurde ebenfalls das 1:1-Gemisch von DPPC-dg,/DPPC untersucht, das
eine ideale Mischung ausbildet (Elmore et al., 2002).

Die Struktur von DPPC kann anhand der Rontgenkristallstruktur von DMPC beschrieben
werden, dessen Fettsdureketten nur um zwei Methyleneinheiten gegeniiber dem DPPC
verkiirzt sind. In der molekularen Struktur von DMPC bildet das Glycerol zusammen mit der
sn-1-Fettsdure eine antiplanare Zick-Zack-Kette und der Anfang der sn-2-Fettsdure steht
senkrecht dazu ab. Die sn-2-Fettsdure biegt sich an ihrem zweiten Kohlenstoffatom zuriick, so
daB sie sich parallel zur sn-1-Kette ausrichtet (Pearson & Pascher, 1979; Abb. 3.8).

Das hydratisierte DPPC in der Lg--Phase besitzt einen Tiltwinkel von 30° + 3° (Wiener et
al., 1989). Der Tiltwinkel resultiert aus dem Unterschied zwischen den Querschnittsflichen
der hydratisierten Cholinkopfgruppe und der Acylketten des DPPC-Molekiils (MclIntosh,
1980).

Abb. 3.8: Rontgenkristallstruktur des Molekiils 2 von DMPC in der Einheitszelle (Pearson & Pascher,
1979).

3.2.1.1 IRRAS

Die Druck/Flichen-Isothermen der verschiedenen Substitutionsisomere zeigen klar den
Phaseniibergang von der fliissig-expandierten zur fliissig-kondensierten Phase (Abb. 3.9). Die
Isothermen von P-d3;PPC, PP-d;;PC und dem Gemisch DPPC-dg/DPPC 1:1 sind sehr
dhnlich, was aufgrund des gleichen Deuteriumgehaltes und der idealen Mischbarkeit von
DPPC-d¢; und DPPC auch zu erwarten ist. Der Oberflichendruck zu Beginn des
Phaseniibergangs fiir DPPC, P-d;PPC (stellvertretend fiir die Filme mit 50 %
Deuteriumgehalt) und DPPC-dg; betrédgt ca. 6,0, 10,0 respektive 13,6 mN/m. Der Unterschied
in den Phaseniibergangsdrucken von Arm = 5 mN/m bei 18 °C zwischen DPPC und DPPC-ds;
ist auf die Verschiebung der Phaseniibergangstemperatur zuriickzufiihren, die im
Volumensystem gefunden wurde und sich hier in dem bei 20 °C gemessenen Am
wiederspiegelt. Die Erhohung des Phaseniibergangsdruckes bei deuterierten Verbindungen ist
eine Folge der Reduktion der Dispersionswechselwirkung zwischen den Ketten (Vaknin et al.,
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1991). In Volumenphasen findet man analog mit der Erhohung des Deuteriumanteils eine
Erniedrigung der Phasenumwandlungstemperaturen (sieche Kap. 3.2.1.2).

Neben den m/A-Isothermen zeigt Abb. 3.9 die aus den IRRAS-Spektren ermittelten
Frequenzen der Methylenstreckschwingungsbanden als Funktion der Fliche. Eine
Frequenzabnahme der konformationsempfindlichen Streckschwingungen ist direkt mit einer
Zunahme der Ordnung in den Kohlenwasserstoffketten der Lipide korreliert (Mitchell &
Dluhy, 1988; Hunt et al., 1989). Man erkennt, daf3 die CD,-Streckschwingungsbanden fiir alle
Lipidfilme im Verlauf des Phaseniibergangs eine dhnliche Frequenzverschiebung haben und
im fliissig-kondensierten Phasenzustand mittlere Frequenzen von 2194,3 (v,(CD,)) bzw.
2089,0 cm™ (v(CD,)) besitzen. Die CH,-Streckschwingungsfrequenzen fiir DPPC im fliissig-
kondensierten Zustand (2918,3 bzw. 2850,2 cm™') deuten auf eine hohe Ordnung innerhalb
der Ketten hin. Auch die semisubstituierten DPPC-Isomere und das DPPC-Gemisch sollten in
einem fliissig-kondensierten Phasenzustand sein. Allerdings sind die entsprechenden CH,-
Streckschwingungsfrequenzen gegeniiber denen des DPPC um fast 2 cm™ groBer, was
eigentlich einer erhohten Unordnung entsprechen sollte. Die beiden semisubstituierten DPPC-
Lipide sollten aufgrund der antisymmetrischen Streckschwingungsfrequenzen eine groflere
Unordnung in ihrem Kettenbereich haben als das DPPC-ds,/DPPC-Gemisch (2920,4 cm’!
gegeniiber 2920,0 cm™). Diese Interpretation ist jedoch zu einfach, wie sich auch aus der
Untersuchung der Volumensysteme zeigt. In Kap. 3.2.1.3 wird dieses Problem erortert
werden.

P-d;;PPC wurde ebenfalls mit der IRRAS-Methode von Flach et al. (1999) untersucht.
Bei einem Oberflichendruck von 28 = 2 mN/m wurden fiir die antisymmetrischen
Streckschwingungen v,s(CH;) bzw. v,5(CD;) mittlere Frequenzen von 2919,5 und 2193,9 cm’!
gefunden. Diese Frequenzen sind etwas kleiner als die in Abb. 3.9 gezeigten Werte. Sie sind
allerdings auch hoher als die Streckschwingungsfrequenzen des normalen DPPC in der
fliissig-kondensierten Phase. Eine Analyse der Tiltwinkel konnte damals aufgrund des noch
ungeniigenden Signal/Rausch-Verhiltnisses der IRRAS-Spektren nicht durchgefiihrt werden.
Die m/A-Isothermen konnten mit dieser Arbeit nicht verglichen werden, da sie nicht
dargestellt wurden.

In Tab. 3.1 sind fiir die verschiedenen DPPC-Isomere alle berechneten Tilt- und
Twistwinkel aufgelistet. AuBerdem sind die berechneten Absorptionskoeffizienten der
antisymmetrischen und der symmetrischen Streckschwingungen aufgefiihrt. Die Vergleiche
mit den in der Literatur gefundenen Tiltwinkeln fiir DPPC und DPPC-ds, belegen die
Zuverléssigkeit der Orientierungsmessungen. Die Twistwinkel zwischen 40° und 45° lassen
auf eine weitgehend rotationssymmetrische Anordnung der Ketten innerhalb der Molekiile
schlieBen.

In den semisubstituierten DPPC-Verbindungen besitzen die deuterierten Fettsdureketten
einen groBeren Tiltwinkel als die nichtdeuterierten Ketten. Hier mul3 zwar mit einem gréferen
Fehler bei der Tiltwinkelberechnung von ca. 3° gerechnet werden, allerdings ist der Trend in
der gesamten Tabelle zu sehen. Das perdeuterierte DPPC-dg; hat sowohl alleine als auch in
der DPPC-ds,/DPPC-Mischung einen groBeren Tiltwinkel als das DPPC. Die Literaturdaten,
die mit einer anderen Methode ermittelt wurden (Rontgen- und Neutronenreflektivitit an
Monoschichten: Vaknin et al., 1991), unterstiitzen dies.

Flach et al. (2001) untersuchten mittels IRRAS ein Ceramid mit einer CH,- und einer
CD,-Kette, wobei sie nur die Tiltwinkel- und keine Twistwinkelanpassung verwendeten. Fiir
die perdeuterierte Fettsdurekette fanden sie einen Tiltwinkel von 24°, widhrend fiir die
Sphingosinkette ein Tiltwinkel von 18° ermittelt wurde. Fiir das undeuterierte Ceramid ergab
sich ein gemittelter Neigungswinkel von 20°. Es wurde postuliert, da3 die Ketten des
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Abb. 3.9: IRRAS-n/A-Isothermen von DPPC (Oberflachendruck: =, Wellenzahl: W), P-d;PPC (—,

A), PP-d;PC (—,

) DPPC-dg,/DPPC 1:1 (

) und DPPC-dg, (—, @) auf H,O bei 20 °C. Die

Messungen erfolgten bei einem Einfallswinkel von 40° und mit s-Polarisation. Komplementér dazu
sind das Vv, (CH,)/A-Diagramm (oben links), v, (CH,)/A-Diagramm (oben rechts), v, (CD,)/A-

Diagramm (unten links) und v, (CD,)/A-Diagramm (unten rechts) dargestellt.
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Lipid Druckn /| Tilt Twist | Kmax,as | Kmax, s Tilt Twist | Kmax,as | Kmax. s
mN/m 0 W 0 W
Vas, S(CD2) Vas, S(CHZ)
+ +3| 0,607 | 0,356
DPPC*! ]39,8+0,6 26+243+3
27+2 0,607 | 0,366
DPPC®? 41,0 27
DPPC®? 40,0 27
DPPC** 28,0 +2,0 26 0,540
+ +5] 0,173 | 0,116 + +5| 0,288 | 0,164
P-dy PPC* | 38.3 + 0.4 30+3 [42+5 24+3|40+5
31+3 0,171 | 0,120 | 24 +3 0,285 | 0,169
+ + 0,158 | 0,111 + + 0,286 | 0,154
PP-dy,PC*! | 38,8+ 03 20+3 [ 41+5| 0, , 24+31(36+5| 0, ,
30+3 0,158 | 0,116 | 25+3 0,283 | 0,164
DPPC-dg»/ 28+3 (3945 0,148 | 0,103 | 24+3 |43+5]| 0,287 | 0,164
0 1138,440,6
DPPC 1:1 29+3 0,146 | 0,108 | 25+3 0,286 | 0,167
+ +31] 0309 | 0,226
DPPC-dg,*' [ 39,7 + 0,6 28+2144+3 10, d
29+2 0,308 | 0,228
DPPC-de,™° | 42,0 |33+3

Tab. 3.1: Tilt-, Twistwinkel und Absorptionskoeffizienten der verschiedenen DPPC-Isomeren bei
einem anndhernd konstanten Oberflachendruck von ca. 39 mN/m auf H,O bei 20 °C. Die Daten wurden
aus polarisations- und einfallswinkelabhéngigen IRRAS-Messungen erhalten (siche Kap. 2.2.3.1 und
5.2.2.2). "IRRAS; bRtjntgendiffraktion; ‘Rontgen- und Neutronenreflektivitét; "Diese  Arbeit;
Brezesinski, 2002; *Thoma et al., 1996; *Gericke et al., 1997; *Vaknin et al., 1991.

Ceramids sich in der Monoschicht nicht richtig packen konnen und deshalb Mikrodoménen
ausbilden (Chen et al., 2001).

Die von Flach et al. (2001) gefundenen Werte fiir die drei Neigungswinkel haben eine
dhnliche Tendenz wie die Werte von DPPC und den semisubstituierten DPPC-Molekiilen:
ausgehend von DPPC mit einem Tiltwinkel von 27°, resultiert die Substitution mit einer
perdeuterierten Fettsdurekette (relativ unabhéngig ob in sn-1- oder in sn-2-Position) in einem
Tiltwinkel der deuterierten Kette von ca. 30° bis 31°, wiahrend die undeuterierte Kette einen
Neigungswinkel von ca. 24° bis 25° hat. Im Rahmen der Fehlertoleranzen kann man die
Tiltwinkel zwar als gleich annehmen, aber die Tendenzen in Tab. 3.1 sind doch eindeutig. Es
ist aber sehr unwahrscheinlich, dall in den DPPC-Isomeren zwei so unterschiedliche
Kettenneigungen existieren. Den beobachteten Untersuchungen liegen Schwierigkeiten bei
der Bandenanalyse der semisubstituierten Phosphatidylcholine zugrunde. Durch die
Substitution nur einer Acylkette sind die Intensititen der CH,- bzw. CD»-
Schwingungsbanden halbiert, was zu einer Reduzierung des Signal/Rausch-Verhiltnisses
fiihrt und damit den Fehler in der Intensititsauswertung erhoht. Zum anderen sind die
Absorptionskoeffizienten fiir die CD,-Streckschwingungsmoden kleiner als die der CH,-
Banden, was insbesondere die Auswertung der Intensititen der CD,-Banden erschwert.
Eventuell liegt auch ein unbekannter spektroskopischer Effekt zugrunde, der in den
Berechnungen zu den unterschiedlichen Tiltwinkeln in den deuterierten und nichtdeuterierten
Fettsdureketten fiihrt.
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3.2.1.2 Untersuchung von Lipiddispersionen

Vollstindig hydratisiertes DPPC zeigt Phasenumwandlungen bei 18,8 °C
(Subumwandlung T;), 34,4 °C (Vorumwandlung T,) und 41,3 °C (Hauptumwandlung T,
(Koynova & Caffrey, 1998).

Die Einfiihrung von zwei deuterierten Fettsdureketten in Phosphatidylcholine verschiebt
die Hauptphasenumwandlungstemperatur von Bischichtsystemen um 4 bis 5 °C zu tieferen
Temperaturen und die Einfiihrung von einer deuterierten Kette dementsprechend um 2 bis 3
°C (Petersen et al., 1975; Gaber et al., 1978; Klump et al., 1981; Casal et al., 1983). Dies
konnte sowohl mit DSC- als auch mit Transmissions-FT-IR-Untersuchungen bestdtigt
werden, (Abb. 3.10, Abb. 3.11 und Tab. 3.2). Die Verschiebung der Umwandlungstemperatur
konnte auch fiir die Vorumwandlung gefunden werden. Aufgrund der Préparationsmethode
(siehe Kap. 5.2.5) wurde die kristalline Subgelphase L. nicht ausgebildet.

In Abb. 3.11 sind fiir die verschiedenen DPPC-Isomere die aus den Transmissions-IR-
Spektren ermittelten Frequenzen der Methylenstreckschwingungsbanden gegen die
Temperatur ~ aufgetragen. Der  deutliche Anstieg der Wellenzahl bei der
Hauptphasenumwandlungstemperatur ist auf das ,,Schmelzen der Acylketten des jeweiligen
Lipids zuriickzufiihren. Unterhalb und oberhalb dieser Temperatur bleibt die Position der
Methylenstreckschwingungsbanden nahezu konstant. DPPC zeigt in der Gelphase die hochste
Ordnung, da im CH,-Streckschwingungsbereich Frequenzen von 2918,1 bzw. 2850,0 cm™
erreicht werden. Aufgrund der Frequenzlage sollte das DPPC in dem DPPC-¢/DPPC-
Gemisch eine geringere Ordnung aufweisen, gefolgt von den beiden semisubstituierten
DPPC-Isomeren mit Frequenzen von ca. 2920,4 bzw. 2851,3 cm”. Im Bereich der CD»-
Streckschwingungen ist zu erkennen, daB3 aufgrund der niedrigen Frequenzen von 2193,3
bzw. 2088,3 cm’ das DPPC-ds, in der Gelphase die hochste Ordnung besitzt. Die
Wellenzahlen sind mit denen von Gericke et al. (1996) mit 2193,2 bzw. 2088,8 cm’
vergleichbar. Bis auf die Frequenzen der symmetrischen CD,-Streckschwingungen des
PP-d;,PC, die denen des DPPC-dg, dhneln, sind die CD,-Frequenzen der anderen Lipide zu
hoheren Werten verschoben. Dies deutet auf eine geringere Ordnung in den CD,-Ketten hin.

6,6 F T T T T T 3
6,0 - ——DPPC ]
5.4 L —P-d, PPC ]
4.8 _ PP-d, PC n n A _
TM = ——DPPCd, =
Eo2f §
<
Co1t §
0,0 .
25,0 30,0 35,0 40,0 45,0

Temperatur / °C

Abb. 3.10: Kalorigramme der verschiedenen DPPC-Isomere (Konzentration: 0,75 mM). Die
thermodynamischen Daten sind in Tab. 3.2 aufgelistet.
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Lipid T,/°C | AH/kJ mol’ T/ °C AH / kJ mol
Vorumwandlung Hauptumwandlung
DPPC*! 33,7 7,1 41,0 36,7
DPPC"! 41,6 (CH,)
DPPC*? 41,4 36,8
DPPC*? 34,4 5.4 41,3 34,3
P-d; PPC*! 32,4 5,6 38,9 40,6
P-ds;, PPC™! ggg Eggg
P-ds, PPC** 30,6 39,1
PP-d;, PC ™' 32,8 6,0 39,0 39,7
PP-d;,PC "' 222 Eggg
PP-d; PC*? 39,1 40,2
PP-d;, PC™* 30,5 39,5
DPPC-dg,/DPPC 1:1* Nicht gemessen.
DPPC-dg»/DPPC 1:1"! gg:g Eggg
DPPC-dg,/DPPC 1:1%? 39,0 37,2
DPPC-dg,™! 29,4 5,6 36,7 38,4
DPPC-dg,"! 36,6 (CD,)
DPPC-dg,** 37,3 45,6
DPPC-dg,™* 29.6 37,5

Tab. 3.2: Phasenumwandlungstemperaturen und -enthalpien der jeweiligen Lipidsuspensionen aus
den DSC- und IR-Aufheizkurven. *DSC; "Transmissions-FT-IR; 'Diese Arbeit; 2Klurnp et al., 1981;
3Koynova & Caffrey, 1998; *Casal et al., 1983.

3.2.1.3 Zusammenfassung

Je nach Deuteriumgehalt wurden fiir die Lipidfilme an der Luft/Wasser-Grenzflache
unterschiedliche Phasenumwandlungsdrucke bzw. fiir die Lipidbischichten unterschiedliche
Phasenumwandlungstemperaturen in der Volumenphase gefunden. Die Umwandlungsgro3en
hatten einen anndhernd linearen Zusammenhang mit dem Deuteriumgehalt der Fettsduren.

Bei infrarotspektroskopischen Messungen gilt generell, dal weniger geordnete
Methylensegmente in der Ndhe der Kettenenden bei deutlich héheren Wellenzahlen
absorbieren (Gericke et al., 1996). Dies sollte fiir die sn-1-Kette ausgeprigter sein, da hier das
Kettenende iiber die sn-2-Kette hinausragt (siche Abb. 3.8). Die Ordnung fiir die sn-2-Kette
sollte demnach hoher sein als fiir sn-1-Ketten. Dem entgegen spricht jedoch, daf aufgrund des
Knicks in der sn-2-Kette nach der Estergruppe die Ordnung in dieser Kette geringer sein
sollte als in der sn-1-Kette. Eine genaue Einstufung des Ordnungsgrads der beiden Ketten ist
dadurch erschwert. In der Monoschicht und der Bischicht wurden fiir die
Phasenumwandlungen  der  verschiedenen = DPPC-Isomere  unterschiedlich  grof3e
Verschiebungen der antisymmetrischen und symmetrischen CH,-
Streckschwingungsfrequenzen = gefunden.  Die  ausschlieBliche  Korrelation  der
Frequenzidnderungen mit konformationeller Ordnung, d. h. eine Erhohung des Anteils an
gauche-Konformeren  in den CH,-Ketten erscheint  unbefriedigend. Die
Frequenzverschiebungen zu grofleren Werten der DPPC-Isomere im Vergleich zu reinem
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DPPC, insbesondere der antisymmetrischen CH,-Streckschwingung, ist auf den Einflu3 der
perdeuterierten Acylketten zuriickzufiihren. In Mischungen von CH,- und CD,-haltigen
Alkylverbindungen nimmt mit zunehmender ,,Verdiinnung* der CH,-Ketten durch eine
Zunahme der CD,-Ketten der Grad der intermolekularen Schwingungskopplung unter den
CH,-Ketten ab (DPPC, Hexadekan: Kodati et al., 1994; Stearinsdure: Binder & Schmiedel,
1999). Dies fiihrt auch zu einer Verdnderung in der Fermiresonanz im Gebiet der CH,-
Streckschwingungen, die neben der fundamentalen CH,-Streckschwingung (ca. 2900 cm™)
durch die CHj-Scherschwingung beeinfluft wird (Snyder et al, 1978). Die
Fermiresonanzbande selbst {iiberlappt mit der v,(CH;)-Bande, so dall sich die
Resonanzkopplung vor allem auf den Schwerpunkt dieser Bande auswirken sollte (Binder &
Schmiedel, 1999). Obwohl die CD;-Streckschwingungsfrequenzen durch die isotopische
Verdiinnung relativ unbeeinfluflt bleiben sollten (Kodati et al., 1994; Binder & Schmiedel,
1999), wurden jedoch bei den Messungen in der Volumenphase im Vergleich zu DPPC-dg;
Verschiebungen zu hoheren CD,-Frequenzen gefunden. Die Auswirkung der
intermolekularen Schwingungskopplung im Bereich der CD,-Streckschwingung scheint also
nicht immer vernachldssigbar zu sein. Die isotopischen Verdiinnungseffekte sind in der
Gelphase bzw. fliissig-kondensierten Phase stirker als in der jeweiligen fluiden bzw. fliissig-
expandierten Phase (Kodati et al, 1994). Insgesamt resultiert, dafl die GroBe der
Frequenzverschiebung der CH,-Streckschwingungen neben der konformationellen Ordnung
(trans/gauche-Verhiltnis innerhalb der Alkylketten) auch mit dem Grad der
Schwingungskopplung verbunden ist. Die isotopische Verdiinnung hat keinen Einflu3 auf die
Beschreibung der konformationellen Ordnung durch die CH,-Wagging-Banden (Kodati et al.,
1994). Diese Methode zur quantitativen Bestimmung der konformationellen Zustéinde in
Modellmembranen (sieche Mendelsohn & Senak, 1993) kann jedoch nicht auf Filme an der
Luft/Wasser-Grenzfliche angewendet werden, obwohl erstmals sehr schwache Wagging-
Banden in IRRAS-Spektren gefunden wurden (Pelletier et al., 2002). In den
semisubstituierten DPPC-Isomeren sollte aufgrund der direkten Nachbarschaft der CD,- zur
CH,-Kette im gleichen Molekiil eine starke Entkopplung der CH,-Schwingungen gegeben
sein. Dieser Effekt sollte stirker sein als in einer Mischung von DPPC und DPPC-d,, da in
der Mischung nur eine statistische Verteilung der Molekiile angenommen werden kann. In
den semisubstituierten Molekiilen sollte also die groBite Verschiebung der CH,-
Streckschwingungsbande zu groBeren Frequenzen zu finden sein, was auch bestitigt werden
konnte. Durch weitere Messungen von Mischungen der semisubstituierten DPPC-Isomere mit
DPPC-dg, sollten die Frequenzverschiebungen noch weiter verifiziert werden. Fiir die
zunehmend isolierten CH,-Ketten sollten neben der intramolekularen Kopplung zusétzlich die
intermolekulare Kopplung der CH,-Schwingungen weiter eingeschrinkt werden.

Die Erkenntnisse dieses Kapitels wurden dahingehend beriicksichtigt, daB3 die
Frequenzverschiebungen der Streckschwingungsbanden im Verlauf einer m/A-Isothermen
jeweils kritisch betrachtet wurden. Ein wichtiges Kriterium bildet hierbei auch die
Mischbarkeit der untersuchten Lipide. Im vorliegenden Fall der DPPC-Isomere kann bei dem
Gemisch DPPC-dg,/DPPC 1:1 von einer idealen Mischung ausgegangen werden. Wird
DPPC-ds; mit einem anderen nicht deuterierten Lipid gemischt und liegt eine
Phasenseparation vor, so ist zu beachten, dal die CH,-Ketten des undeuterierten Lipids, bis
auf die Phasengrenzflichen, nicht in Kontakt mit CD,-Ketten kommen und somit die
intermolekulare Kopplung nicht so stark aufgehoben werden kann.

Die Berechnung der Tiltwinkel der deuterierten und nicht deuterierten Fettsdureketten an
der Luft/Wasser-Grenzflache ergibt fiir DPPC-ds; einen um 2° bis 4° groferen Tiltwinkel als
fiir DPPC. Diese Tendenz ist bei den semisubstituierten DPPC-Isomeren etwas stirker
ausgepragt (5° bis 6°).
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3.2.2 Sphingolipide

In eukaryotischen Plasmamembranen sind Glykosphingolipide charakteristische
Lipidmembranbestandteile. Eine spezielle Familie saurer Glykosphingolipide stellen die
Ganglioside dar, die in Nervenzellen teilweise 10 - 15 % der gesamten Lipide stellen. Thr
Grundgeriist wird von Ceramid gebildet und sie besitzen eine hydrophile Oligosaccharidkette,
die einen oder mehrere saure Zucker, die Sialinsdure, auch Neuraminsdure genannt, enthilt
(sieche Abb. 3.12). Neben der Funktion als Rezeptoren fiir Bakterien und Toxine (Wiegandt,
1985; Karlsson, 1989; Hara-Yokoyama et al., 1995; Sicchierolli et al., 1995) regulieren die
Ganglioside sowohl die Neurotransmitterausschiittung und -aufnahme in Nervenzellen
(Cumar et al., 1980; Maggio et al., 1981) als auch das Wachstum von Zellen (Schwarz et al.,
1995). AuBerdem wird postuliert, dal Gangliosid GMI1 bei der pB-Amyloid-
Proteinumwandlung der Alzheimerkrankheit ein Kofaktor ist (Kakio et al., 2002). Die
Bildung von Mikrodoménen (,,rafts*) aus Sphingolipiden (unter anderem Gangliosid GM1),
Cholesterol und Phospholipiden soll im Rahmen der Signaltransduktion an Membranen eine
wichtige Rolle spielen (Harder & Simons, 1997; Sorice et al., 1997; Brown & London, 1998).

Um die Funktion der Ganglioside zu gewdhrleisten, miissen Biosynthese, intrazellularer
Transport und Metabolismus der Lipide streng kontrolliert ablaufen. Ein Defekt im Abbau
von Gangliosiden in Nervenzellen fiihrt zu einer der vielen gut untersuchten
Sphingolipidspeicherkrankheiten (Kolter & Sandhoff, 1999; Sandhoff et al., 2001), z. B. der
GM2-Gangliosidose (Gravel et al., 2001) (siehe Kap 3.3.3).

Die groBe hydrophile Kopfgruppe fiihrt zu einem ausgeprigten amphiphilen Verhalten
und einer mizellaren Aggregation in walrigen Losungen (Ganglioside mit einer grofleren
Komplexitidt als GM3) und zu Vesikeln und Doppelschichtsystemen (GM3 bzw. GM4)
(Sonnino et al., 1994; Cantu et al., 1998; Hirai & Takizawa, 1998). Der pK,-Wert der
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Abb. 3.12: GMI-Struktur: Galfl1—3GalNAcf1—4Gal(3<-2aNeuAc)f1—->4Glcfl1—1Cer. Davon
konnen weitere Strukturen von Gangliosiden und Ceramiden abgeleitet werden. Die
Gangliosidnotation erfolgt nach Svennerholm (1963).
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Sialinsdure betrdgt 2,6 (Luckham et al., 1993a), so daB3 Lipide in dieser Arbeit in ihrer
anionischen Form vorlagen.

Aufler Ceramid gibt es noch weitere kohlenhydratfreie Sphingolipide wie z. B. das
phosphocholinhaltige Sphingomyelin (SM, N-Acyl-sphingosyl-phosphocholin), das in den
Membranen von Endosomen, Lysosomen und dem Golgi-Apparat auftritt. Neben seiner
strukturellen Funktion in der Membran, ist es ein wichtiger Bestandteil im Cholesterol- und
Phosphatidylcholinmetabolismus. Bei der Niemann-Pick-Krankheit (Typ A und B) kommt es
zu einer massiven Anhdufung von SM in den Lysosomen (Linke et al., 2001). Neuerdings
sind bestimmte Abbauprodukte von SM (z. B. Ceramid-1-phosphat) als wichtige
Signalmolekiile in der Zellproliferation, der Zelldifferentiation und dem programmierten
Zelltod identifiziert worden (Meyer zu Heringsdorf et al., 1997).

3.22.1 GM1

3.2.2.1.1 IRRAS

In Abb. 3.13 (links) sind fiir das Gangliosid GM1, das Phospholipid DPPC-de; und den
Mischfilm DPPC-ds/GM1 4:1 typische IRRAS-Spektren mit p- bzw. s-Polarisation bei einem
Oberflachendruck von ca. 28 mN/m an der Luft/Wasser-Grenzfliche abgebildet. Die
Gangliosidspektren zeigen die charakteristischen CH,-Streckschwingungsfrequenzen und die
Amid-II-Bande. Zwischen 1150 und 1000 cm™ liegt der fiir Zucker charakteristische Bereich
mit v(C-O)-Banden der COH- und COC-Gruppen (Brandenburg & Seydel, 1996). Wenn D,O
statt H,O als Subphase verwendet wurde, um die H,O-Deformationsbande bei ca. 1650 cm’!
zu vermeiden, konnte im Gebiet der Carbonylstreckschwingungen eine leicht asymmetrische
Bande mit einem Minimum bei ca. 1612 cm’ gefunden werden (Abb. 3.13, rechts). Da das
verwendete D,O einen pD-Wert von ca. 8 hatte, konnte diese Bande hauptséchlich der
Carboxylatgruppe der Sialinséure (v,s(COO7)) zugeordnet werden (Miiller & Blume, 1993;
Miiller et al., 1996; Khalil et al., 2000). Bei ca. 1630 cm’! liegt die Amid-I-Bande als Schulter
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Abb. 3.13: IRRAS-Spektren von GM1 (=), DPPC-ds,/GM1 4:1 (—) und DPPC-dg; (—) bei 28 mN/m,
auf H,O bei 20 °C, p- bzw. s-Polarisation (obere bzw. untere Spektren), Einfallswinkel: 42° (links).
IRRAS-Spektren von GMI1 mit p-Polarisation (—) bzw. s-Polarisation (—) auf D,O bei einem
Einfallswinkel von 40° (rechts).
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der Carboxylatbande vor, wihrend keine v(COOD)-Bande zu sehen ist. Die Amid-II-Bande
wurde durch H/D-Austausch in den Wellenzahlbereich unterhalb von 1500 cm™ verschoben.
Im Spektrum des DPPC-dg; sind neben den CD,-Streckschwingungsbanden vor allem die
Estercarbonylstreckschwingung, sowie die antisymmetrische und symmetrische
Phosphatstreckschwingung zu sehen. Uber den Grad der Wasserstoffbriickenbindungen der
v(C=0)-Bande 1Bt sich aufgrund der Uberlagerung mit der H,O-Deformationsbande und der
daraus resultierenden Verschiebung der v(C=0)-Bande keine Aussage machen. Die v,(PO,)-
und die v¢(PO,)-Banden liegen bei ca. 1234 cm” und 1088 cm” und sind gegeniiber
Messungen in Transmission um 4 cm” bzw. 3 cm™ zu héheren Wellenzahlen verschoben
(Miiller & Blume , 1993; Miiller, 1995; Khalil et al., 2000), was auf eine stirkere Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen an der Luft/Wasser-Grenzfldche hindeutet. Im Mischfilm
DPPC-ds,/GM1 4:1 sind schlieBlich die charakteristischen Schwingungen beider
Komponenten zu beobachten, wobei es im Bereich der v(PO;)- und v(C-O)-Banden zu
Uberlagerungen kommit.

Die m/A-Isothermen von GM1, DPPC-dg;, DMPC-ds4, DPPC-dg,/GM1 4:1, DMPC-
ds4/GMI1 4:1 auf H,O sind in Abb. 3.14 dargestellt. Die Isotherme des Gangliosids GM1 ist
vergleichbar mit bisherigen Ergebnissen, vor allem die Schulter bei ca. 20 mN/m, die einem
Phaseniibergang zugeordnet wird (Beitinger et al., 1989; Luckham et al., 1993a; Cheng &
Stevens, 1997). Dabei kommt es zu einer Umorientierung innerhalb der polaren
Oligosaccharidkopfgruppe (Probst et al., 1984) oder zu elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen den Kopfgruppen (Luckham et al., 1993a). Im Gegensatz dazu finden Fidelio et al.
(1991) eine rein fliissig-expandierte Phase fiir das GM1 iiber den gesamten Bereich der
Isotherme nach zusitzlichen Reinigungsprozeduren des Gangliosids (Fidelio et al., 1986;
Maggio et al., 1978a). Die n/A-Isotherme der DPPC-ds,/GM1-Mischung ist qualitativ mit
Literaturdaten von DPPC/GMI1-Filmen vergleichbar. Die Form der DPPC-ds/GMI1-
Isotherme dhnelt der des reinen DPPC-dg;-Films. Der Phaseniibergang erfolgt weniger scharf
und bei einem niedrigeren Oberflachendruck, wie es auch fiir Mischungen mit DPPC
gefunden wurde (Luckham et al., 1993a). Aulerdem wurde eine negative Abweichung von
der idealen, mittleren Molekiilfliche nach der Oberflichenadditivititsregel (Gaines, 1966)
beobachtet, so dal DPPC-de; und GMI1 in Monoschichten mischbar sind. Um den
kondensierenden Effekt zu erkldren wurde postuliert, dal das Phosphatidylcholin durch
Sialinsdure gebunden wird und zusammen mit dem Gangliosid einen Komplex oder
zumindest eine komplementére Packung bildet (Maggio et al., 1980; Luckham et al., 1993b).
Die Isotherme des DMPC-ds4/GM1 4:1-Films zeigt einen dhnlichen Verlauf wie die
Isotherme des reinen Phospholipids DMPC-ds.

AuBer den m/A-Isothermen zeigt Abb. 3.14 die Frequenzen der CH,- bzw. CD»-
Methylenstreckschwingungsbanden von GM1, den Phospholipiden DPPC-dg; und DMPC-ds4
und den Phospholipid/GM1-Filmen (4:1) als Funktion der molekularen Flidche. Das
Gangliosid GM1 zeigt an der Schulter der n/A-Isotherme den Ansatz einer
Phasenumwandlung, da ab dieser Molekiilfliche bei weiterer Kompression die
Methylenstreckschwingungsfrequenzen zu tieferen Wellenzahlen verschoben werden.
Allerdings erreicht diese Frequenz bei dem hochstmdglichen Oberflichendruck nur einen
Wert von ca. 2919,8 cm™, was auf keine vollstindige all-trans-Konformation der Ketten
hindeutet. Die Griinde dafiir konnten die trans-Doppelbindung im Sphingosinriickgrat oder
ungesattigte Fettsdurereste sein.

44



Ergebnisse und Diskussion

T/A DPPC-d62 n/A GM1
/A DPPC-d_/GMI 4:1 n/A DPPC-d_/GM1 4:1
v (CD)) DPPC-d,, = v (CH) GMI
50 = v _(CD,) DPPC-d_/GM1 4:1 50 F = v, (CH) DPPC-d /GM1 4:1
S {2198 45 2927
g40T .. =40t 2926
L | ] L 4
Z3s| . 12197 23| 2925
~ ] ~
[ i u = 3 =
530 - 2 %30t 2024 &
E 7 p {21968 o g
2251 wl ) 225t 29233
O = 5t 1 =
H1 Hei
§20- 121958 2201 29228
I - o 3 E ~
Si1st =te S5} 2921
R I ]
10 «® 12194 10} 2920
L | ]
S5f 5t 2919
i 12193 - 1
U ol 2918
0,40 0,60 0,80 1,00 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60
Fliiche / nm*Molekiil’ Fliiche / nm*Molekiil’
A DMPC-d54 — /A GM1
— /A DMPC'ds/GMl 4:1 — /A DMPC-dM/GMl 4:1
v,(CD,) DMPC-d,, = v (CH) GM1
I = v (CD,) DMPC-d_/GM1 4:1 . = v (CH) DMPC-d_/GM1 4:1
BT r . . 2931
a0 . 12198 i - 12930
B I " g - 2929
) C 35t 12928
z7 0 . {2197 Z T
| | = 4
=30 = e 30} 2927 ¢
EP S =l 12926 &
Z0s5f 2196 8 S5k : 3
E S 3 29258
| = g ! =
520} = S 20t 12924 5
E 5| 21955, E sl 29235,
Sl Sl 2922
10 - 2194 10 2921
I I 2920
5r 5t ]
I 2193 i 2919
0 i 1 " 1 " 1 " O i " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 2918
0,60 0,80 1,00 0,60 080 1,00 120 1,40
Fliche / nm"Molekiil' Fliche / nm"Molekiil '

Abb. 3.14: IRRAS-n/A-Isothermen von DPPC-d¢, (Oberflichendruck: —, Wellenzahl: &), GM1 (—,
W) und DPPC-d¢,/GM1 4:1 (—, B) (oben). IRRAS-n/A-Isothermen von DMPC-ds, (—, M), GM1 (—,

M) und DMPC-ds,/GM1 4:1 (—, W) (unten). Komplementir dazu sind die v, (CD,)/A-Diagramme
(links) bzw. v (CH,)/A-Diagramme (rechts) dargestellt. Die Messungen erfolgten mit s-Polarisation

bei einem Einfallswinkel von 40° auf H,O bei 20 °C. Die Pfeile zeigen die Punkte
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen an (sieche Kap. 3.2.2.1.2).
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Im Mischfilm mit DPPC-d¢, deutet die Frequenzlage der CH,-Banden des Gangliosids
auf einen weniger geordneten Zustand der Alkylketten hin, da nur eine Frequenz von ca.
2920,5 cm’! erreicht wird, wihrend die Ordnung im Mischfilm mit DMPC-ds4 als ungeordnet
angesehen werden kann. Die antisymmetrischen CH,-Streckschwingungsbanden haben in
diesem Film nur geringe Intensititen, was die starke Streuung der beobachteten Frequenzen
erklért.

Die Orientierungen der Alkylketten des Gangliosids GM1 und des DPPC-dg; bei
bestimmten Oberfldchendrucken sind in Tab. 3.3 aufgelistet. Die Tilt- und Twistwinkel des
GM1 sind unter Vorbehalt zu betrachten, da die Alkylketten des Gangliosids nicht in einer
vollkommenen all-trans-Konformation vorliegen. Man erkennt bei dem reinen Gangliosid
und dem Phospholipid vergleichbare Tiltwinkel von ca. 32° bzw. 28° bei einem
Oberflichendruck von ca. 30 bzw. 40 mN/m. Die Ketten richten sich mit zunehmender
Kompression ein wenig auf und die Twistwinkel sind fiir beide Substanzen immer nahe an
45°, was auf eine anndhernd rotationssymmetrische Anordnung der Alkylketten hindeutet. Im
Mischfilm kommt es zu einer Aufrichtung der Ketten von beiden Lipiden zu Tiltwinkeln von
ca. 24° bei grofleren mittleren Molekiilflichen. Bei einem Oberfldchendruck von ca. 40 mN/m
kommt es zu einer weiteren Aufrichtung der Acylketten des DPPC-d¢; zu einem Tiltwinkel
von ca. 19° wihrend sich beim Gangliosid der Tiltwinkel von 25° nicht &dndert und sich
stattdessen der Twistwinkel auf ca. 56° erhoht. Dies 1a6t sich eventuell mit der Ausbildung
von GMI1-Clustern in der fliissig-kondensierten DPPC-Matrix oder GM1-angereicherten
Filamenten erkliren (Yuan & Johnston, 2000). Eine Rontgen-Diffraktions- und Rontgen-
Reflektometriestudie an GM1 und GM1/DPPE-Mischfilmen zeigte im Gegensatz zu den hier
dargestellten Tiltwinkeln fiir das Gangliosid eine Ausrichtung senkrecht zur Luft/Wasser-
Grenzflache fiir alle Filmzusammensetzungen (Majewski et al., 2001).

Lipid Druckn/| Tilt Twist | Kmax,as | Kmax,s Tilt Twist | Kmax,as | Kmax,s
mN/m 0 W 0 W
Vas, S(CDZ) Vas, S(CHZ)
+ +3 0349 | 0,192
GM1 28.7+0.,5 3242 14543
32+2 0,347 | 0,193
+ +3 10399 | 0,223
GM1 39.4+0,5 28+2 45+3 1 0, d
28 +2 0,398 | 0,224
DPPC-dq/ 23+3(40+5] 0252|0179 | 25+3 | 46+5| 0,126 | 0,072
2 1289+0,4
GMI 4:1 24 +3 0,250 | 0,184 | 25+3 0,126 | 0,071
DPPC-dg»/ 19+3|46+5| 0246 | 0,179 | 25+3 | 56+5 | 0,133 | 0,083
02 1398+0,5
GMI 4:1 19+3 0,246 | 0,177 | 23 +3 0,136 | 0,076
+ +3 10299 | 0,223
DPPC-d¢, [28,8+1,5 J£2143+3 10, >
3142 0,294 | 0,227
28+2 | 44+3 | 0,309 | 0,226
DPPC-d¢; [39,7+0,6 8 3
29+2 0,308 | 0,228

Tab. 3.3: Tiltwinkel, Twistwinkel und Absorptionskoeffizienten von GM1 und DPPC-dg, auf H,O bei
20 °C. Die Daten wurden aus polarisations- und einfallswinkelabhingigen IRRAS-Messungen erhalten
(sieche Kap. 2.2.3.1 und 5.2.2.2).
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3.2.2.1.2 Fluoreszenz-Mikroskopie

Um Aussagen iiber das Phasenverhalten in Monoschichten zu erhalten wurde die
Fluoreszenz-Mikroskopie —angewendet. Aufgrund der geringeren Ldoslichkeit des
Fluoreszenzlabels in fliissig-kondensierten Phasen werden beim LE/LC-Phaseniibergang die
kondensierten Dominen als schwarze Flache detektiert. Fiir DPPC-dg; wurden analog zu
DPPC fir den Phaseniibergang fliissig-expandiert/fliissig-kondensiert nieren- und
propellerféormige Doménen gefunden (Abb. 3.15) (Kriiger & Ldsche, 2000). Das Phospholipid
DMPC-ds4 liegt bei 20 °C im gesamten Bereich der n/A-Isotherme als fliissig-expandierter
Film vor, in dem der Fluoreszenzfarbstoff NBD-PC homogen verteilt ist (Anhang Abb.
A.6.1). Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen des Gangliosids GM1 ergaben keinen
Hinweis auf eine Phasenumwandlung an der charakteristischen Schulter in der n/A-Isotherme.
Die Fluoreszenzbilder zeigen die homogen fluoreszierende Oberfliche eines fliissig-
expandierten Films (Anhang Abb. A.6.2).

Der Mischfilm DPPC-de,/GM1 4:1 bildet bei der Filmkompression direkt nach dem
Anstieg des Oberflachendrucks (,,lift-off*) kleine Doménen aus (Abb. 3.16 B), und zwar vor
dem eigentlichen Beginn der Phasenumwandlung bei ca. 0,87 nm? (Abb. 3.14; Abb. 3.16 C,
D). Die Doménen sind teilweise anndhernd rund bzw. nehmen eine abgerundete,
nierenformige Form an. Eine laterale Phasenseparation bei kleinen Oberflichendrucken in
unvermischbare, fluide Phasen wurde mit DPPC und Cholesterol gefunden (Worthman et al.,
1997). Es entsteht eine den Farbstoff ausschlieBende Phase, die jedoch nicht mit der
klassischen, fliissig-kondensierten Phase gleichzusetzen ist (Subramaniam & McConnell,
1987). Diese Phase ist hoher geordnet als die fliissig-expandierte Phase und wurde fliissig-
geordnet (,,liquid ordered) genannt. Bei Studien an Phospholipid/GMI1-Filmen wurde
beobachtet, dal sich GM1 in einer phasenseparierten DOPC/DPPC-Matrix bevorzugt in der
fliissig-kondensierten DPPC-Phase verteilt (Vie et al.,, 1998). In AFM-Aufnahmen von

()
3

Abb. 3.15: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von DPPC-d¢, (Isotherme: Abb. 3.14 oben links; A: 0,90
nm?; B: 0,65 nm?; C: 0,55 nm?; D: 0,50 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 pm.
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Abb. 3.16: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von DPPC-dg,/GM1 4:1 (Isotherme: Abb. 3.14 oben links;
A: 1,05 nm?; B: 0,92 nm?; C: 0,75 nm?; D: 0,55 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 um.

DPPC/GM1-Mischungen wurden in den LC-Doméinen kleine Flecken gefunden, die ca. 0,8
nm hoher als die LC-Doménen waren. Diese Flecken waren GM1-Cluster, die sich auch am
Rand der LC-Doméne zu Filamenten zusammenlagerten (Yuan & Johnston, 2000). Es wurde
postuliert, dal kleine gangliosidreiche Mikrodoméinen innerhalb groBerer, geordneter

Doménen sowohl in natiirlichen als auch in Modellmembranen existieren (Yuan & Johnston,
2001).

Aus diesen Ausfiihrungen konnte fiir den in dieser Arbeit untersuchten DPPC-dg/GM1
4:1-Film geschlossen werden, daB3 die beobachteten Dominen (Abb. 3.16 B) an GMI1
angereichert sind.

Die Fluoreszenz-Mikroskopie des DMPC-ds4/GM1 4:1-Films zeigt zu Beginn des n/A-
Isothermenverlaufs eine homogen fluoreszierende Fliache einer fliissig-expandierten Phase
(Abb. 3.17 A), wéhrend sich oberhalb eines Oberflaichendruckes von 30 mN/m kleine, runde
Doménen ausbilden (Abb. 3.17 B), die bis zum nahen Kollapspunkt nur noch geringfiigig
groBBer wurden. Holopainen et al. (2001) beobachteten, daB DMPC und das Ceramid C24:1-
Cer (4:1) unterhalb von 15 mN/m ebenfalls keine Anzeichen einer Phasenseparation zeigten,
ehe ein weiterer Druckanstieg zu einem LE/LC-Phaseniibergang fiihrte. Diese beiden
Substanzen sind in der fliissig-expandierten und fliissig-kondensierten Phase teilweise
mischbar und wie bei dem in dieser Arbeit untersuchten DMPC-ds4/GM1 4:1-Film war der
Phaseniibergang nicht allein an der n/A-Isotherme zu erkennen. Da der Phaseniibergang sehr
nahe am Kollapspunkt liegt, konnte auch anhand der CD»-
Methylenstreckschwingungsfrequenzen des DMPC-ds4 kein Phaseniibergang erkannt werden
(im Gegensatz zu dem Mischfilm mit GM2; siehe Kap. 3.2.2.2).
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Abb. 3.17: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von DMPC-dss/GM1 4:1 (Isotherme: Abb. 3.14 unten
links; A: 0,70 nm?; B: 0,60 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 pm.

3.2.2.2 GM2

3.2.2.2.1 IRRAS

Die m@/A-Isothermen von GM2, DPPC-dg;, DMPC-ds4s, DPPC-dg,/GM2 4:1,
DMPC-dss/GM2 4:1 auf H,O sind in Abb. 3.18 dargestellt. Der Isothermenverlauf des
Gangliosids GM2 zeigt den einer fliissig-expandierten Phase (Fidelio et al., 1986; Maggio et
al., 1978). Die beiden Mischfilme der Phospholipide DPPC-d¢; und DMPC-ds4 sind mit den
Mischfilmen des GMI1 vergleichbar. Der Phaseniibergang des DPPC-dg/GM2-Mischfilms
erfolgt weniger scharf und bei einem niedrigeren Oberfldchendruck.

Die Auswertung der CH,-Methylenstreckschwingungsfrequenzen des GM2 zeigt, dal3 es
zu einer zunechmenden Ordnung der Kohlenwasserstoftketten kommt, auch wenn die m/A-
Isotherme keinen Phaseniibergang anzeigt. Es wird eine leicht héhere Ordnung als bei dem
Gangliosid GMI erreicht, was durch die Frequenz von ca. 2919,6 cm™ angedeutet wird. Im
Mischfilm ist das Verhalten der GM2-CH,-Ketten vergleichbar mit dem des GMI in seinen
Mischungen. Bei einem erhohtem Oberfldchendruck liegen die
Methylenstreckschwingungsfrequenzen tiiber denen des reinen GM2 und zeigen eine
verringerte Ordnung an. Die Acylketten des DPPC-dg; im DPPC-dg/GM2 4:1-Mischfilm
zeigen ein dhnliches Verhalten wie die des reinen DPPC-dg,-Films. Bei dem DMPC-dss im
Mischfilm kommt es ab einem Oberflichendruck von ca. 20 mN/m zu einer deutlichen
Verschiebung der antisymmetrischen CD,-Streckschwingungsbande zu tieferen Frequenzen,
was im Gegensatz zum reinen DMPC-ds4 auf den Beginn einer Phasenumwandlung hindeutet.
Diese Annahme wird durch die Fluoreszenz-Mikroskopie gestiitzt (siche Kap. 3.2.2.2.2).

In Tab. 3.4 sind die Tilt- und Twistwinkel von GM2 und DPPC-dg, in den separaten
Filmen als auch im Mischfilm DPPC-dg/GM2 4:1 bei Oberflachendrucken von ca. 30 und 40
mN/m dargestellt. Die Alkylketten in den reinen Monoschichtfilmen des Gangliosids GM2
sind gegeniiber denen des DPPC-dg, weniger stark geneigt (bei ca. 40 mN/m 25° gegeniiber
28°). Der Twistwinkel des GM2 von anndhernd 45° deutet wie beim GMI1 auf eine
rotationssymmetrische Verteilung der Ubergangsdipolmomente um die Molekiillingsachse
hin. Im DPPC-de;/GM2 4:1-Film konnten nur die Tilt- und Twistwinkel des DPPC-d¢,
bestimmt werden, da die maximalen v,(CH;)-Bandenintensititen des GM2 aufgrund
niedriger Intensititswerte nicht exakt ausgewertet werden konnten. Die CD,-Alkylketten im
Mischfilm richten sich im Vergleich zu den Ketten im reinen DPPC-de,-Film nur geringfligig
auf.
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Abb. 3.18: IRRAS-n/A-Isothermen von DPPC-ds, (Oberflaichendruck: —, Wellenzahl: M), GM2 (—,
M) und DPPC-d¢,/GM2 4:1 (—, W) (oben). IRRAS-n/A-Isothermen von DMPC-ds,4 (—, M), GM2 (—,

M) und DMPC-ds,/GM2 4:1 (=, W) (unten). Komplementir dazu sind die v, (CD,)/A-Diagramme
(links) bzw. v (CH,)/A-Diagramme (rechts) dargestellt. Die Messungen erfolgten mit s-Polarisation

bei einem Einfallswinkel von 40° auf H,O bei 20 °C. Die Pfeile zeigen die Punkte
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen an (siehe Kap. 3.2.2.2.2; DPPC-ds,: Abb. 3.15; DMPC-ds,:
Anhang Abb. A.6.1).
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Lipid Druckn/| Tilt Twist | Kmax,as | Kmax, s Tilt Twist | Kmax,as | Kmax, s

mN/m 0 W 0 W
Vas, S(CDZ) Vas, S(CHZ)
+ +3 ] 0,395 | 0,225
GM2 30,6403 274214643
27 +2 0,398 | 0,224
+ +3 | 0,424 | 0,240
GM2  |38,9+0,9 254214543
25+2 0,425 | 0,240
DPPC-dg/ 27+3 | 41+5| 0273 | 0,188 - - _ ]
28.8+0,5
GM2 4:1 28 +3 0,269 | 0,194 - _ ]
- 26+3 [ 43+5| 0282 | 0,199 - - - ]
DPPC d.@/ 37,9+0,5
GM2 4:1 26+3 0279 | 0202 | - - -
+ +3 (0,299 | 0,223
DPPC-dg, [28,8+1,5 3 +2143+3
3142 0,294 | 0,227
+ +3 ] 0,309 | 0,226
DPPC-de; [39,7 0,6 28+2 |44%3
29 +2 0,308 | 0,228

Tab. 3.4: Tiltwinkel, Twistwinkel und Absorptionskoeffizienten von GM2 und DPPC-ds, auf H,O bei
20 °C. Die Daten wurden aus polarisations- und einfallswinkelabhdngigen IRRAS-Messungen erhalten
(siehe Kap. 2.2.3.1 und 5.2.2.2).

3.2.2.2.2 Fluoreszenz-Mikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen des Gangliosids GM2 zeigen wie fiir das
GMI1 {iber die gesamte m/A-Isotherme eine homogen fluoreszierende Oberflache einer fliissig-
expandierten Phase (Anhang Abb. A.6.3). Im DPPC-ds,/GM2 4:1-Mischfilm konnte noch vor
der eigentlichen LE/LC-Phasenumwandlung die Bildung kleiner, anndhernd runder Doménen
beobachtet werden (Abb. 3.19 A). Wie beim GMI1 kommt es zu einer fluid/fluid-
Phasenseparation. Im Verlauf der Phasenumwandlung sind auch einige abgerundete,
nierenformige Domédnen zu sehen (Abb. 3.19 C).

Der DMPC-dss/GM2 4:1-Film liegt bei groBen, mittleren Molekiilflichen als fliissig-
expandierter Film vor. Dies zeigen die homogen fluoreszierenden Mikroskopbilder bis zu
einem Oberflaichendruck von ca. 20 bis 25 mN/m (Abb. 3.20 A, B). Bei hoheren Drucken
kommt es zur Ausbildung von kleinen, sternférmigen Doménen (Abb. 3.20 C, D), die sich bis
zum Kollapspunkt des Films nur geringfiigig vergroBern. Bei diesem Film ist der Beginn der
LE/LC-Phasenumwandlung sowohl mit der Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie,
als auch mit der Fluoreszenz-Mikroskopie gut detektierbar.
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Abb. 3.19: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von DPPC-ds,/GM2 4:1 (Isotherme: Abb. 3.18 oben links;
A: 0,95 nm?; B: 0,85 nm?; C: 0,65 nm?; D: 0,52 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 um.

Abb. 3.20: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von DMPC-ds,/GM2 4:1 (Isotherme: Abb. 3.18 unten
links; A: 0,95 nm?; B: 0,70 nm?; C: 0,50 nm?; D: 0,45 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25
pm.
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3.2.23 GM3

3.2.2.3.1 IRRAS

Das Gangliosid GM3 zeigt bei 20 °C auf H,O einen LE/LC-Phaseniibergang (Maggio et
al., 1978a; Fidelio et al., 1986), der allerdings in den n/A-Isothermen der eigenen Messungen
nicht sehr scharf ausgeprigt ist (Beginn bei ca. 0,90nm? und 7 mN/m; Abb. 3.21). Die
Isotherme des DPPC-de/GM3 4:1-Mischfilms zeigt ebenfalls einen Phaseniibergang
unterhalb von 5 mN/m. Wie im DMPC-dss/GM3 4:1-Mischfilm sind die mittleren
Molekiilflichen bei einem bestimmten Oberflachendruck gegeniiber den reinen Lipidfilmen
zu kleineren Flachenwerten verschoben, was zumindest teilweise eine Mischbarkeit der
jeweiligen Lipide andeutet (Abweichung von der idealen Mischbarkeit).

Aus der Frequenzverschiebung der CH»-Streckschwingungsbanden erkennt man deutlich
den LE/LC-Phaseniibergang fiir das GM3. Die fiir den fliissig-kondensierten Phasenzustand
beobachtete antisymmetrische Streckschwingungsfrequenz von ca. 2918,5 cm™ deutet auf
eine hohe Ordnung innerhalb der CH,-Ketten hin. Das Verhalten der Phospholipid/GM3-
Mischfilme ist mit dem der GM2-Mischfilme vergleichbar.

Die Alkylketten des Gangliosids GM3 besitzen in einem reinem GM3-Film einen
Tiltwinkel von 24° bzw. 22° bei Oberflaichendrucken von ca. 30 bzw. 40 mN/m (Tab. 3.5).
Sie sind weniger geneigt als die Ketten des DPPC-d¢; (31° bzw. 28°). In DPPC-ds,/GM3 4:1-
Mischfilmen kommt es zu einer Angleichung der Tiltwinkel der beiden Lipide, d. h. die
Ketten des GM3 neigen sich ein wenig stirker, wihrend die Ketten des DPPC-d¢, sich ein
wenig aufrichten (bei einem Oberflichendruck von ca. 40 mN/m haben sie einen Tiltwinkel
von 26° fiir GM3 respektive 23° fiir DPPC-dg,). Die Twistwinkel beider Molekiile zeigen in
allen Filmen dhnliche Werte von ca. 45°.

Lipid Druck /| Tilt | Twist | Kmaxas | Kmaxs | Tilt | Twist | Kmaxas | Kmax,s
mN/m 0 W 0 W
Vas, S(CDZ) Vas, S(CHZ)
+ +31] 0,525 | 0,298
GM3 29.0 +0,5 2442 14543
24 +2 0,525 | 0,298
+ +3 ] 0,564 | 0,322
GM3 40,2 +0,3 22+244+3
22 +2 0,562 | 0,322
DPPC-dg)/ 26+3 | 41+5] 0245 | 0,173 | 29+3 | 44+5| 0,164 | 0,095
62 1279+1.2
GM3 4:1 26+3 0,242 | 0,178 | 27 +3 0,156 | 0,089
DPPC-dg)/ 23+3 (4345|0250 | 0,177 | 26+3 | 48+5| 0,164 | 0,098
62 1379+0,6
GM3 4:1 23 +3 0,248 | 0,178 | 26 +3 0,166 | 0,095
+ +3 0299 | 0,223
DPPC-de; |28,8+1,5 J*2143+3 10, 2
3142 0,294 | 0,227
28+2 | 44+3 | 0,309 | 0,226
DPPC-dgs; |39,7+0,6 8 3
29 +2 0,308 | 0,228

Tab. 3.5: Tiltwinkel, Twistwinkel und Absorptionskoeffizienten von GM3 und DPPC-dgs, auf H,O bei
20 °C. Die Daten wurden aus polarisations- und einfallswinkelabhéngigen IRRAS-Messungen erhalten
(siche Kap. 2.2.3.1 und 5.2.2.2).
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Abb. 3.21: IRRAS-n/A-Isothermen von DPPC-ds, (Oberflaichendruck: —, Wellenzahl: M), GM3 (—,
M) und DPPC-ds,/GM3 4:1 (=, B) (oben). IRRAS-n/A-Isothermen von DMPC-ds4 (—, M), GM3 (—,

M) und DMPC-ds,/GM3 4:1 (=, W) (unten). Komplementir dazu sind die v, (CD,)/A-Diagramme

(links) bzw. v (CH,)/A-Diagramme (rechts) dargestellt. Die Messungen erfolgten mit s-Polarisation
bei einem Einfallswinkel von 40° auf H,O bei 20 °C.
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3.2.2.4 Ceramid, Glucosylceramid und Sphingomyelin

Die in Abb. 3.22 dargestellten n/A-Isothermen zeigen, dal Ceramid und Glucosylceramid
bei 20 °C als kondensierte Filme vorliegen (Maggio et al., 1978a; Vaknin & Kelley, 2000),
wihrend Sphingomyelin einen LE/LC-Phaseniibergang zeigt (Beginn bei ca. 0,65 nm? und
5 mN/m; siehe auch Vaknin et al., 2001). Die Isotherme des Ceramids zeigt bei Flachen
unterhalb von 0,60 nm? starke Oberfldchendruckrelaxationen, die wahrend der Kompression
bei den einzelnen Haltepunkten zur Messung der IRRAS-Spektren auftreten.

Die aus den IRRAS-Spektren ermittelten Frequenzen der v,(CH;)-Banden zeigen fiir das
Ceramid fiir den gesamten Isothermenverlauf Frequenzen von ca. 2917 cm™, was eine hohe
konformationelle Ordnung der CH,-Ketten anzeigt. Die CH,-Streckschwingungsfrequenzen
des Glucosylceramid von 2918,5 cm™ bei groBen Molekiilflichen und der Ubergang zu
2917,5 cm’ wihrend des Oberflichendruckanstiegs unterhalb von 0,45 nm? deuten ebenfalls
auf hochgeordnete Alkylketten hin. Die zugrunde liegenden Phasen fiir das Ceramid bzw. das
Glucosylceramid (fliissig-kondensiert oder festanalog) konnen mit IRRAS nicht bestimmt
werden. Die Frequenzverschiebung der CH,-Streckschwingungbanden des Sphingomyelins
auf ca. 2918,3 cm™ nach dem Phaseniibergang zeigt relativ gut geordnete Ketten im fliissig-
kondensierten Phasenzustand an.

n/A Cer = v (CH) Cer
n/A GleCer = v (CH) GlcCer |
— vcH) sm  []2925
2 0T 12924
45
Zz -1 42923
E4q0t
BES 12922 g
S 30} 12921 &
St S
g5k {2920 &
<= i ~
2 20r 12919 ¢
% 15L . wig"gEEeey ® g ® g ®m B @m ®m B,_
g 5r {2918
3 10F == o
5-_ l.l....ll..lll.ll.l 12917
ol | . 12916
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Fliche / nm’Molekiil
Abb. 3.22: IRRAS-n/A-Isothermen von Ceramid (Oberflichendruck: =, Wellenzahl: W),

Glucosylceramid (=, M) und Sphingomyelin (=, M). Komplementir dazu ist das v, (CH,)/A-

Diagramm dargestellt. Die Messungen erfolgten mit s-Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40°
auf H,O bei 20 °C.

3.2.2.5 Zusammenfassung

Ceramid und Glucosylceramid bilden bei 20°C einen kondensierten Film, GM3 zeigt
einen LE/LC-Phaseniibergang und GM1 und GM2 sind fliissig-expandiert bzw. zeigen einen
schwicher ausgepriagten LE/LC-Phaseniibergang. Anhand der Fluoreszenz-Mikroskopie
konnte in den DPPC-de,/GM1 4:1- bzw. DPPC-ds,/GM2 4:1-Filmen vor dem eigentlichen
Phaseniibergang eine fluid/fluid-Phasenseparation beobachtet werden. In den entsprechenden
Mischfilmen mit DMPC-ds4 konnte bei Oberflachendrucken oberhalb von ca. 20 bis 30 mN/m
der Beginn eines LE/LC-Phaseniibergangs gefunden werden.
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Tab. 3.6 gibt einen Uberblick iiber die berechneten Tiltwinkel, Twistwinkel und
Absorptionskoeffizienten fiir die verschiedenen Sphingolipide.

Rontgen-Diffraktions- und Rontgen-Reflektometriemessungen an  C18-Ceramid-
Monoschichten ergaben senkrecht zur Wasseroberfliche angeordnete Ceramidketten ohne
Neigung (bei einem Oberflichendruck © von ca. 36 mN/m: Vaknin et al., 2001), wihrend eine
andere IRRAS-Arbeit einen Neigungswinkel von 20° bestimmte (n = 30 mN/m: Flach et al.,
2001). In der eigenen Arbeit wurde bei einem Druck von 37 mN/m ein Tiltwinkel von 9°
ermittelt. Der Twistwinkel von 23° zeigt jedoch eine starke Verdrehung der CH,-Ketten an.

Das Glucosylceramid besitzt eine grolere Neigung von ca. 16° gegeniiber der
Oberflachennormalen, wobei der Twistwinkel ebenfalls einen Wert von 23° annimmt (1 = 42
mN/m). Bei einem geringeren Oberflachendruck (n = 32 mN/m) sind die Ketten etwas stirker
geneigt (18°) und weniger verdreht (37°).

Mit zunehmender Verlangerung der Oligosaccharidkette der Ganglioside von GM3 iiber
GM2 zu GM1 ergibt sich bei einem Oberflachendruck von ca. 40 mN/m ein grofer werdender
Tiltwinkel von 22° iiber 25° zu 28° bei einem gleichbleibendem Twistwinkel von ca. 45°.

Das Sphingomyelin besitzt wegen seiner chemischen Verwandtschaft zu 1,2-Diacyl-
Phosphatidylcholinen aufgrund der Cholinphosphatkopfgruppe auch dhnliche Eigenschaften
an der Luft/Wasser-Grenzfliche. Bei einem Oberfldchendruck von ca. 40 mN/m besitzt SM
einen Neigungswinkel von ca. 23° (DPPC: 26°) und einen Twistwinkel von 40° (DPPC: 43°).
Auch die Absorptionskoeffizienten der antisymmetrischen und symmetrischen CH,-
Streckschwingungenbanden sind vergleichbar, obwohl das hier verwendete Sphingomyelin
eine Stearinfettsdurekette und das DPPC zwei Palmitinfettsdureketten besitzen (Kmax, s: 0,610
bzw. 0,607 und kpax s: 0,335 bzw. 0,356).

Lipid | Druck /| Tilt | Twist | Kmax as | Kmax,s |Druck /| Tilt | Twist | Kmax as | Kmax,s
mN/m % W mN/m 0 W

Vas, s(CHa)
Guip | 287% [3242 | 4553 | 0,349 | 0,192 | 39,4+ | 2842 | 4553 | 0,399 | 0,223
05 3242 0,347 | 0,193 | 0,5 [ 28+2 0,398 | 0,224
Gup | 306+ [2782 | 4623 | 0,395 | 0225 | 38,0+ | 2552 | 4543 | 0,424 | 0,240
03 |27+2 0,398 | 0224 | 09 | 25+2 0,425 | 0,240
GMa | 290+ [ 2452 | 4583 | 0,525 | 0,298 | 40,2+ | 2242 | 4443 | 0,564 | 0,322
0,5 |[24+2 0,525 | 0,298 | 03 | 2242 0,562 | 0,322
GloCer | 321+ | 1822 | 3743 | 0740 | 0,410 | 42,1+ | 1622 | 2345 | 0,752 | 0413
05 |21+2 0,748 | 0,434 | L0 [ 20+2 0,757 | 0,446
370+ | 942 | 23+5| 0,725 | 0,416

Cer ’
08 | 8+2 0,710 | 0,418
oy | 307+ [2752 [ 4453 | 0612 | 0,345 | 40,0+ | 2342 | 4043 | 0,610 | 0,335
03 |[27+2 0,609 | 0,347 | 0.4 | 2442 0,606 | 0,348

Tab. 3.6: Tiltwinkel, Twistwinkel und Absorptionskoeffizienten von C18-Ceramidderivaten bei einem
Oberflachendruck von ca. 30 bzw. 40 mN/m auf H,O bei 20 °C. Die Daten wurden aus polarisations-
und einfallswinkelabhidngigen IRRAS-Messungen erhalten (sieche Kap. 2.2.3.1 und 5.2.2.2).
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In den DPPC-ds/Gangliosid-Mischfilmen wurden neben der Orientierung der CD;-
Alkylketten immer die Tilt- und Twistwinkel der Ganglioside berechnet. Die Lage der CH,-
Streckschwingungsfrequenzen bei ca. 2921 c¢m™ bei erhdhten Oberflichendrucken deutet an,
dafl die Alkylketten einen gewissen Anteil an gauche-Konformeren enthalten. Aufgrund der
Ergebnisse aus Kap. 3.2.1 kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, daB3 aufgrund der
vorhandenen CD,-Ketten der Grad der intermolekularen Schwingungskopplung der CH,-
Ketten abnimmt. Die Ganglioside koénnen also trotz erhohter Frequenzen der CH,-
Streckschwingungsbanden eine gewisse konformationelle Ordnung besitzen, so daB3 die
Berechnung der Tilt- und Twistwinkel legitimiert wire. Fiir das DPPC-dg, wird immer ein
leichtes Aufrichten der Ketten beobachtet, wihrend die Alkylketten der Ganglioside jeweils
zwischen 2° bis 6° stirker als das Phospholipid geneigt sind (fiir GM1 und GM3; fiir GM2
konnte die Orientierung nicht bestimmt werden). Das GM3 wird gegeniiber dem reinen Film
starker geneigt, wahrend sich das GM1 aufrichtet.
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3.2.3 Bis-(monoacylglycero)phosphate (BMP)

Dieses ungewohnliche Lipid besteht aus zwei Monoacylglyceriden, die iiber eine
Phosphodiestergruppe miteinander verbriickt sind. BMP besitzt eine sn-1-Konfiguration an
seinem Glycerinriickgrat, im Gegensatz zu der fiir Lipide iiblichen sn-3-Konfiguration. Es
wird vermutet, da3 sich die Acylketten vorwiegend an der sn-2- und sn2‘-Position befinden
(Heravi & Waite, 1999). Nach seiner Biosynthese ist das BMP in den Zellen relativ stabil und
wird nur langsam abgebaut (Thornburg et al., 1991). Wichtig ist das Vorkommen des BMP in
den Lysosomen und den spiten Endosomen zur Regulation von deren Funktion und Struktur
(Kobayashi et al., 1998), sowie zur Stimulation des Abbaus von Glykolipiden in den
Lysosomen (siehe Kap. 3.3.3).

In Abb. 3.23 sind die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen BMP-Lipide'
dargestellt: C16-1-BMP (Wilkening et al., 1998; Dang et al., 1982), C16-2-BMP (Dobner,
2000), C14-1-BMP und C18:1-1-BMP (Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, USA).

H,COOCC;sH3, H,COOCC;5Hj, H,COOCC;;Hy,
| |
HOCH HOCH HOCH
0 | 9 |
H)C—0—P—0—CH, H)C——0——P——0——CH,
0- ‘ O-
HOCH

sn-3:sn-3' C16-1-BMP ‘

HzCOOCC |3H27

sn-1:sn-3' C14-1-BMP

H,COOCC;-H;;
CH,OH CH,OH ‘
‘ HOCH
H;,C;sCOOCH H3,C15COOCH o ‘
I}
Q ‘ H,C—O0—P—0——CH,
H,C—0—P—0—CH, O-
o- HOCH
sn-3:sn-3' C16-2-BMP
H,COOCC;-H;;

sn-1:sn-3' C18:1-1-BMP

Abb. 3.23: Stereospezifische Strukturen von sn-3:sn-3” C16-1-BMP, sn-3:5n-3’ C16-2-BMP, sn-1:sn-
3’ C14-1-BMP und sn-1:sn-3° C18:1-1-BMP.

! Eigene Nomenklatur zur Unterscheidung der verwendeten BMP-Lipide:
C16-1-BMP Bis-(1-palmitoyl-sn-glycero-3-)phosphat
C16-2-BMP Bis-(2-palmitoyl-sn-glycero-3-)phosphat
C14-1-BMP 3-Myristoyl-sn-glycero-1-(1'-myristoyl-sn-glycero-3'-)phosphat
C18:1-1-BMP  3-Oleoyl-sn-glycero-1-(1'-oleoyl-sn-glycero-3'-)phosphat
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3.23.1 C16-1-BMP

3.2.3.1.1 IRRAS

Die n/A-Isothermen von C16-1-BMP, DPPC-ds;, DMPC-ds4, DPPC-dg,/C16-1-BMP 4:1,
DMPC-ds4/C16-1-BMP 4:1 auf H,O sind in Abb. 3.24 dargestellt. Der Isothermenverlauf des
C16-1-BMP zeigt den direkten Ubergang von einer gasanalogen in eine fliissig-kondensierte
oder festanaloge Phase an. Der DPPC-ds,/C16-1-BMP 4:1-Mischfilm zeigt keinen sichtbaren
Phaseniibergang wie das reine DPPC-dg; und der DMPC-ds4/C16-1-BMP 4:1-Mischfilm
dhnelt dem des DMPC-dss. Die Auswertung der CH,-Methylenstreckschwingungsfrequenzen
des C16-1-BMP zeigt, dall es schon in der gasanalogen Phase zu einer hohen Ordnung der
Kohlenwasserstoffketten kommt, was durch die Frequenz von ca. 2918.8 cm™ angedeutet
wird. Nach dem Beginn des Druckanstiegs in der kondensierten Phase kommt es zu einer
weiteren Frequenzverschiebung zu tieferen Werten bis ca. 2917,7 cml. Im DPPC-dg/C16-1-
BMP 4:1-Mischfilm erreichen die antisymmetrischen CD,-Streckschwingungsfrequenzen im
Verlauf der Kompression bei kleinen Fldachen je Molekiil dhnliche Werte wie das reine
DPPC-dg,. Das C16-1-BMP dagegen zeigt Frequenzen von ca. 2921 cm™', was generell eine
Zunahme der Unordnung in den Alkylketten gegeniiber der reinen C16-1-BMP-
Monoschichtmessung bedeutet. Mit den Ergebnissen aus Kap. 3.2.1 kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dal auch hier durch die CD,-Ketten die intramolekulare
Schwingungskopplung der CH,-Ketten gestort wird und es dadurch zu einem Anstieg der
vas(CH2)-Wellenzahl kommt. Die Frequenz von ca. 2921 cm™ stellt dabei gewissermallen
einen oberen Grenzwert dar (Kap. 3.2.1), bei dem die Ketten noch als geordnet angesehen
werden konnen. Im DMPC-ds4/C16-1-BMP 4:1-Mischfilm zeigen die
Methylenstreckschwingungsfrequenzen der beiden Komponenten eine fliissig-expandierte
Phase an.

In Tab. 3.7 sind die Tilt- und Twistwinkel von C16-1-BMP und DPPC-dg; in den

Lipid |[Druckn/| Tilt | Twist | Kmaxas | Kmacs | Tilt | Twist | Kmax as | Kmax.s

mN/m 0 W 0 W

Vas, S(CD2) Vas, S(CH2)

+ +
C16-1-BMP| 10,7 + 0.4 34+2 | 50+3 | 0,647 | 0,425
33+2 0,665 | 0,393

+ +
C16-1-BMP|22.3 £ 0.7 32+2(55+3 | 0,665 | 0,457
30+2 0,693 | 0,398

+ +
29 +2 0,698 | 0,393

+ +
C16-1-BMP | 44.4 + 0.3 30+2 | 63+3 | 0,689 | 0,496
26+2 0,721 | 0,399
DPPC-de/ 25+348+5| 0260 | 0,195 | 28+3 | 50+5 | 0,143 | 0,082

C16-1-BMP 39,4+ 0,5
4:1 25+3 0,262 | 0,190 | 27 +3 0,145 | 0,078
+ +3 {0,309 | 0,226
DPPC-dgy [30.7+ 0,6 202214423
29 +2 0,308 | 0,228

Tab. 3.7: Tiltwinkel, Twistwinkel und Absorptionskoeffizienten von C16-1-BMP und DPPC-d¢, auf
H,0 bei 20 °C. Die Daten wurden aus polarisations- und einfallswinkelabhéngigen IRRAS-Messungen
erhalten (siehe Kap. 2.2.3.1 und 5.2.2.2).
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Abb. 3.24: IRRAS-m/A-Isothermen von DPPC-dg, (Oberflichendruck: , Wellenzahl: M),

C16-1-BMP (—, W) und DPPC-ds,/C16-1-BMP 4:1 (—, H) (oben). IRRAS-/A-Isothermen von
DMPC-ds4 (—, W), C16-1-BMP (—, M) und DMPC-ds,/C16-1-BMP 4:1 (=, H) (unten).
Komplementér dazu sind die v, (CD,)/A-Diagramme (links) bzw. v, (CH,)/A-Diagramme (rechts)

dargestellt. Die Messungen erfolgten mit s-Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40° auf H,O bei
20 °C. Die Pfeile zeigen die Punkte fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen an (siehe Kap. 3.2.3.1.2;
DPPC-dg,: Abb. 3.15; DMPC-ds4: Anhang Abb. A.6.1).
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separaten Filmen sowie im Mischfilm DPPC-dg/C16-1-BMP 4:1 bei verschiedenen
Oberflichendrucken dargestellt. Mit zunehmenden Druck von ca. 10 bis 40 mN/m erkennt
man, daB} sich die Alkylketten des C16-1-BMP nur leicht aufrichten (6: von 34° auf 30°),
wihrend es zusitzlich zu einer Verdrehung seiner Ketten kommt (y: von 50° auf 63°). Im
Mischfilm der beiden Lipide bei einem Oberflichendruck von ca. 40 mN/m kommt es zu
einer leichten Erniedrigung der Tiltwinkel von DPPC-ds, und C16-1-BMP auf 25° bzw. 28°.
Die Twistwinkel betragen ca. 50° in beiden Komponenten.

3.2.3.1.2 Fluoreszenz-Mikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopischen = Aufnahmen des CI16-1-BMP  zeigen im
Phaseniibergangsbereich der gasanalogen zur festanalogen Phase grofe, abgerundete, dunkle
Flichen, die mit zunehmender Kompression bis zum Beginn des Druckanstiegs
verschwinden. Die schwarzen Flidchen stellen die gasanaloge Phase dar, in der sich keine
Lipide befinden (Abb. 3.25 A, B). Die festanaloge Phase besteht aus einer inhomogen
fluoreszierenden Fldche, die aus dunklen Bereichen mit hochgeordneten BMP-Molekiilen
besteht. In den fluoreszierenden Bereichen wurde der Farbstoff zwischen den kondensierten
Dominen konzentriert. Durch den weiteren Druckanstieg kommt es zu einer weiteren
Kompression der Lipide und schlieBlich zu einer Ausloschung der Fluoreszenz (Abb. 3.25 C,
D).

et/
~ e ,“) "

0,90 nm?; B: 0,72 nm?; C: 0,70 nm?; D: 0,60 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 um.
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Im DPPC-dg,/C16-1-BMP 4:1-Mischfilm kommt es zu einer Phasenseparation. Es bilden
sich rundliche Doméinen, die miteinander in einem Netzwerk verbunden sind (Abb. 3.26 A,
B). Teilweise kommt es zur Ausbildung von unterschiedlich hell fluoreszierenden Flichen

(Abb. 3.26 C). Die kondensierten Doménen werden im Verlauf der Kompression
kontinuierlich groBer (Abb. 3.26 D).

- B :
Abb. 3.26: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von DPPC-dg/C16-1-BMP 4:1 (Isotherme: Abb. 3.24
oben links; A: 1,10 nm? B: 0,95 nm? C: 0,75 nm? D: 0,52 nm?) auf H,O bei 20 °C.
Skalierungsbalken: 25 pm.

Der DMPC-ds4/C16-1-BMP 4:1-Film liegt bei grofen, mittleren Molekiilflichen als
fliissig-expandierte Phase vor, was die homogen fluoreszierenden Mikroskopbilder bis zu
einem Oberflichendruck von ca. 10 bis 15 mN/m zeigen (Abb. 3.27, A). Bei weiterer
Kompression kommt es zur Ausbildung von kleinen fraktalen Doménen (Abb. 3.27, B). Der
Beginn dieser Phasenumwandlung konnte mit der IRRAS-Methode nicht detektiert werden.

Abb. 3.27: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von DMPC-ds4/C16-1-BMP 4:1 (Isotherme: Abb. 3.24
unten links; A: 0,90 nm?; B: 0,60 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 um.
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3.23.2 C14-1-BMP

3.2.3.2.1 IRRAS

Das C14-1-BMP zeigt an der Luft/Wasser-Grenzfliche bei 20 °C den Beginn eines
LE/LC-Phaseniibergangs bei ca. 0,80 nm? und 10 mN/m (Abb. 3.28). Die Isotherme des
DPPC-dg,/C14-1-BMP 4:1-Mischfilms zeigt ebenfalls einen Phaseniibergang, der bei einem
niedrigeren Oberflachendruck beginnt (ca. 0,85 nm? und 6 mN/m). Der Verlauf des
DMPC-ds4/C14-1-BMP-Mischfilms dhnelt dem des reinen DMPC-dsy4.

Nach dem LE/LC-Phaseniibergang des C14-1-BMP mit einer Frequenzverschiebung der
CH,-Streckschwingungsbande zu einer Wellenzahl von ca. 2918 cm™ besitzen die
Alkylketten in der fliissig-kondensierten Phase eine hohe Ordnung. Der Mischfilm mit dem
DPPC-dg, zeigt im Bereich des Phaseniibergangs fiir die CD,-Streckschwingungsbande eine
Verschiebung zu einer Wellenzahl von ca. 21937 cm’! an, was auf eine leicht hohere
Ordnung des DPPC-ds; gegeniiber dem reinen DPPC-dg-Film hinweist. Die
antisymmetrische Streckschwingungsbande des C14-1-BMP des Mischfilms weist wie das
C16-1-BMP (Kap. 3.2.3.1.1) nach dem Phaseniibergang eine Frequenz von ca. 2921 cm™ auf.
Im Gemisch mit DPPC-d¢; kann dem C14-1-BMP damit noch eine relativ gute Ordnung
zugeordnet werden. Der DMPC-dss/C14-1-BMP  4:1-Mischfilm zeigt ab einem
Oberflachendruck von ca. 20 mN/m eine deutlichen Verschiebung der antisymmetrischen
CD;-Streckschwingungsbande zu tieferen Frequenzen, was auf den Beginn -einer
Phasenumwandlung hindeutet (siche Fluoreszenz-Mikroskopie Kap. 3.2.3.2.2).

Die Alkylketten des C14-1-BMP besitzen im reinen C14-1-BMP-Film einen Tiltwinkel
von ca. 29° bei Oberflichendrucken von ca. 30 bis 50 mN/m, wiahrend der Twistwinkel sich
zunehmend von ca. 47° auf 59° erhoht (Tab. 3.8). Im DPPC-ds,/C14-1-BMP 4:1-Mischfilm
mit bei einem Oberflachendruck von ca. 40 mN/m verdndert sich die Orientierung des
Phospholipids gegeniiber dem reinen DPPC-dg,-Film kaum. Der Tiltwinkel des C14-1-BMP
nimmt aber auf ca. 24° ab und der Twistwinkel erhoht sich auf ca. 67°.
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Abb. 3.28: IRRAS-n/A-Isothermen von DPPC-dg, (Oberflichendruck: ,  Wellenzahl: ),

C14-1-BMP (—, M) und DPPC-d¢/C14-1-BMP 4:1 (—, H) (oben). IRRAS-m/A-Isothermen von
DMPC-dsy (—, M), Cl14-1-BMP (—, H) und DMPC-ds,/C14-1-BMP 4:1 (—, H) (unten).
Komplementér dazu sind die v, (CD,)/A-Diagramme (links) bzw. v, (CH,)/A-Diagramme (rechts)

dargestellt. Die Messungen erfolgten mit s-Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40° auf H,O bei
20 °C. Die Pfeile zeigen die Punkte fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen an (siche Kap. 3.2.3.2.2;
DPPC-dg,: Abb. 3.15; DMPC-ds4s: Anhang Abb. A.6.1).

64



Ergebnisse und Diskussion

Lipid Druckn /| Tilt Twist | Kmax,as | Kmax, s Tilt Twist | Kmax,as | Kmax, s
mN/m 0 W 0 W
Vas, S(CDZ) Vas, S(CHZ)
+ +
Cl4-1-BMP | 28,1 1.3 30+2 | 47+3 | 0,577 | 0,358
29+2 0,579 | 0,349
+ +
C14-1-BMP | 40,6 + 0.8 29+2|50+3 | 0,600 | 0,383
28 +2 0,604 | 0,358
+ +
Cl4-1-BMP | 513+ 2.1 29+2|59+3| 0,607 | 0,430
2642 0,630 | 0,366
DPPC-dey/ 2043 (4745|0270 | 0200 | 23+3 | 63+5| 0,103 | 0,067
C14-1-BMP [ 30,0 + 0,7
4:1 29 +3 0,270 | 0,195 | 23 +3 0,111 | 0,062
DPPC-de/ 28+3[48+5| 0,279 | 0,206 | 24+3|67+5]| 0,111 | 0,071
C14-1-BMP[39,0 + 0.5
4:1 28+3 0,284 | 0202 | 22+3 0,116 | 0,063
+ +3 1] 0,299 | 0,223
DPPC-dg, [28,8+1,5 31+2]143+3
3142 0,294 | 0,227
28+2 | 44+3 | 0,309 | 0226
DPPC-dg; |39,7+0.,6 8 3
2942 0,308 | 0,228

Tab. 3.8: Tiltwinkel, Twistwinkel und Absorptionskoeffizienten von C14-1-BMP und DPPC-d¢, auf
H,O bei 20 °C. Die Daten wurden aus polarisations- und einfallswinkelabhéngigen IRRAS-
Messungen erhalten (siehe Kap. 2.2.3.1 und 5.2.2.2).

3.2.3.2.2 Fluoreszenz-Mikroskopie

Das C14-1-BMP zeigt wihrend seinem LE/LC-Phaseniibergang fraktale Doménen, die
sich wiahrend der Filmkompression zunehmend vergrof3ern (Abb. 3.29 A, B).

Der DPPC-dg,/C14-1-BMP 4:1-Mischfilm bildet ab dem Beginn der Phasenumwandlung
kleine Domidnen aus (Abb. 3.30 A, B). Diese Domidnen haben stark abgerundete,
unregelméBige Formen (vergleiche DPPC-dg; in Abb. 3.15 C und Abb. 3.30 C).

Abb. 3.29: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von C14-1-BMP (Isotherme: Abb. 3.28 oben rechts; A:
0,80 nm?; B: 0,55 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 pm.
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Abb. 3.30: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von DPPC-dg/C14-1-BMP 4:1 (Isotherme: Abb. 3.28
oben links; A: 1,15 nm? B: 0,85 nm? C: 0,75 nm? D: 0,60 nm?) auf H,O bei 20 °C.
Skalierungsbalken: 25 um.

Der DMPC-ds4/C14-1-BMP 4:1-Film liegt zu Beginn des m/A-Isothermenverlaufs als
fliissig-expandierte Phase vor (Abb. 3.31 A), wihrend es ab einem Oberflichendruck von 20

mN/m zu einem Phaseniibergang kommt (Abb. 3.31 B).

Abb. 3.31: Fluoreszenz- Mlkroskoplebllder von DMPC- d54/C14 1-BMP 4:1 (Isothenne Abb. 3.28
unten links; A: 0,70 nm?; B: 0,50 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 pm.
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3.23.3 C16-2-BMP

3.2.3.3.1 IRRAS

In Abb. 332 sind die w/A-Isothermen von C16-2-BMP, DPPC-dg;,
DPPC-ds,/C16-2-BMP 4:1, DMPC-dss und DMPC-ds4/C16-2-BMP 4:1 dargestellt. Obwohl
der Isothermenverlauf des C16-2-BMP dem einer fliissig-expandierten Phase entspricht,
zeigen die Ergebnisse der Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie und der
Fluoreszenz-Mikroskopie (Kap. 3.2.3.3.2) den Phaseniibergang von einer expandierten in eine
kondensierte Phase an. Die beiden Mischfilme zeigen ebenfalls eine fliissig-expandierte Phase
an, wobei die Isotherme des DPPC-dg,-haltigen Mischfilms teilweise kleine Unstetigkeiten
aufweist.

Neben den m/A-Isothermen zeigt Abb. 3.32 die flichenabhéingig ermittelten Frequenzen
der CH,- bzw. CD,-Methylenstreckschwingungsbanden der beiden Lipidkomponenten.
C16-2-BMP besitzt im Gebiet der gasanalogen Phase relativ gut geordnete Alkylketten, was
die Frequenz der Methylenstreckschwingungsbande von ca. 2920 cm™ andeutet. Uber den
gesamten Verlauf der Kompression nach dem Druckanstieg kommt es zu einer Verschiebung
der v,(CH,)-Bande zu tieferen Wellenzahlen (bis ca. 2917.8 cm™). Dies zeigt eine
kontinuierliche = Erhéhung des Ordnungsgrades der Alkylketten an. In den
Phospholipid/C16-2-BMP-Mischfilmen kommt es bei erhohten Oberfldchendrucken zu einer
Frequenzverschiebung der CH,-Streckschwingungsbande des BMP-Lipids zu ca. 2921 cm’,
was in diesen CD,-haltigen Mischfilmen nicht zwangsldufig fiir ungeordnete CH,-Alkylketten
spricht. Die Frequenzen der Streckschwingungsbanden der CD,-haltigen Phospholipide in den
Mischfilmen bei diesen erhdhten Drucken zeigen fiir das DPPC-dg, eine fliissig-kondensierte
Phase und fiir das DMPC-ds4 den Beginn einer LE/LC-Phasenumwandlung an.

Die Orientierungen der Alkylketten des C16-2-BMP und des DPPC-ds, bei bestimmten
Oberfldchendrucken sind in Tab. 3.9 aufgelistet. Fiir die Alkylketten des C16-2-BMP wurden
bei Oberflichendrucken von ca. 10 bis 40 mN/m anndhernd konstante Tiltwinkel von ca. 32°
und Twistwinkel von ca. 46° bestimmt. Dagegen richten sich im DPPC-ds,/C16-2-BMP 4:1-
Mischfilm bei ca. 40 mN/m die Alkylketten des BMP-Lipids etwas auf (8 = 23° und y = 47°).
Das DPPC-dg; zeigt dhnliche Tilt- und Twistwinkel wie das C16-2-BMP (25° bzw. 45°).
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Abb. 3.32: IRRAS-n/A-Isothermen von DPPC-dg, (Oberflichendruck: . Wellenzahl: ),
C16-2-BMP (—, W) und DPPC-d¢/C16-2-BMP 4:1 (—, H) (oben). IRRAS-m/A-Isothermen von
DMPC-dsy (—, W), C16-2-BMP (—, H) und DMPC-ds,/C16-2-BMP 4:1 (=, H) (unten).
Komplementér dazu sind die v, (CD,)/A-Diagramme (links) bzw. v, (CH,)/A-Diagramme (rechts)
dargestellt. Die Messungen erfolgten mit s-Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40° auf H,O bei
20 °C. Die Pfeile zeigen die Punkte fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen an (siche Kap. 3.2.3.3.2;
DPPC-dg,: Abb. 3.15; DMPC-ds4: Anhang Abb. A.6.1).
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Lipid |Druckn/| Tilt | Twist | Kmaxas | Kmaxs | Tilt | Twist | Kmax.as | Kmaxs
mN/m 0 W 0 W
Vas, S(CDZ) Vas, S(CHZ)
+ +
C162-BMP| 9.6 + 0.4 3142 |44+3 | 0473 | 0,276
32+2 0,479 | 0,285
+ +
C16-2-BMP | 203 + 0.5 3142 | 45+3 | 0,644 | 0,381
3142 0,643 | 0,382
+ +
C162-BMP|31,04 0.5 30+2 | 46+3 | 0,732 | 0,443
30+2 0,738 | 0,439
+ +
C16-2-BMP | 383+ 0.6 33+2[49+3 | 0,873 | 0,553
32+2 0,873 | 0,517
DPPC-de/ 27+3 4345|0259 | 0,187 | 28+3 | 54+5| 0,129 | 0,081
C16-2-BMP [ 30,6 + 0,5
4:1 27+3 0,256 | 0,189 | 26+ 3 0,131 | 0,073
DPPC-dgy/ 25+3 | 45+5] 0,268 | 0,193 [23+3|47+5] 0,133 | 0,075
C16-2-BMP [ 39,0 + 0,6
4:1 26+3 0,270 | 0,195 | 22+3 0,133 | 0,074
+ +3 ] 0,299 | 0,223
DPPC-dgy |288+1,5| 2122 43%310. :
3142 0,294 | 0,227
28+2 | 44+3 | 0309 | 0,226
DPPC-dy [39,7+ 0,6 |- 3
29 +2 0,308 | 0,228

Tab. 3.9: Tiltwinkel, Twistwinkel und Absorptionskoeffizienten von C16-2-BMP und DPPC-ds, auf
H,0 bei 20 °C. Die Daten wurden aus polarisations- und einfallswinkelabhidngigen IRRAS-Messungen
erhalten (siehe Kap. 2.2.3.1 und 5.2.2.2).

3.2.3.3.2 Fluoreszenz-Mikroskopie

Das Cl16-2-BMP weist iiber den gesamten Bereich der m/A-Isotherme einen
kontinuierlichen Ubergang zwischen einer expandierten und einer kondensierten Phase auf,
der im Isothermenverlauf nicht zu erkennen ist (Abb. 3.33). Dabei kommt es zu einer
Vernetzung von kleinen rundlichen Doménen.

Der Mischfilm DPPC-dg/C16-2-BMP  4:1 bildet direkt nach dem Anstieg des
Oberfldachendrucks kleine, rundliche Doménen aus, die im Verlauf der Kompression immer
groBer werden (Abb. 3.34 A, B).

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen des DMPC-ds4/C16-2-BMP 4:1-Mischfilms
zeigen bei groflen Flidchen je Molekiil eine fliissig-expandierte Phase an (Abb. 3.35 A), ehe es
oberhalb eines Druckes von 10 mN/m zu einem Phaseniibergang kommt (Abb. 3.35 B).
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Abb. 3.33: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von C16-2-BMP (Isotherme: Abb. 3.32 oben rechts; A:
1,20 nm?; B: 0,95 nm?; C: 0,62 nm?; D: 0,42 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 um.

Abb. 3.34: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von DPPC-dg/C16-2-BMP 4:1 (Isotherme: Abb. 3.32
oben links; A: 1,10 nm?; B: 0,70 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 pm.

Abb. 3.35: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von DMPC-ds,/C16-2-BMP 4:1 (Isotherme: Abb. 3.32
unten links; A: 0,95 nm?; B: 0,55 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 um.
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3.234 C18:1-1-BMP

Der Verlauf der m/A-Isotherme des C18:1-1-BMP mit ungesittigten Olsiureketten ist
charakteristisch fiir einen fliissig-expandierten Film (Abb. 3.36). Dieses Verhalten ist
vergleichbar mit anderen Phospholipiden mit ungesittigten Fettsduren (z. B. POPC). Die aus
den  IRRAS-Spektren  ermittelten  Frequenzen  der  antisymmetrischen  CH,-
Streckschwingungsbande des Lipids von ca. 2924 cm™ bei kleinen Flichen je Molekiil zeigen,
daB es zu keiner Phasenumwandlung kommt.

|——wA C18:1-1-BMP] | = v,(CH) CI8:1-1-BMP |
45 | 42928
£ 40f 2927
% 351 12926 <
% 30l 12925 %
= 2924 8
< 25F 1 N
5 12923 5
5 200 29225
T 15t 29215,
S ]
o 10r 2920
5L 2919
0 . . . . . ) —1 2918
0,60 0,80 1,00 1,20
Fliiche / nm’Molekiil"
Abb. 3.36. IRRAS-m/A-Isotherme von CI18:1-1-BMP (Oberflichendruck: —, Wellenzahl: H).

Komplementdr dazu ist das v, (CH,)/A-Diagramm dargestellt. Die Messungen erfolgten mit s-
Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40° auf H,O bei 20 °C.

3.2.3.5 Untersuchung von Lipiddispersionen

Die Untersuchung der Phasenumwandlungen der BMP-Lipidvesikel mittels DSC ergab
fiir alle Lipide eine relativ hohe Hauptphasenumwandlungstemperatur im Vergleich zu
DMPC und DPPC (Abb. 3.37, Tab. 3.10). Der Ty-Wert fiir C16-1-BMP (C14-1-BMP) liegt
mit 54,5 °C (41,7 °C) zwischen den Werten von DPPS (DMPS) mit 52,0 °C (36,0 °C) bzw.
DPPA (DMPA) mit 68,0 °C (50,0 °C), die beide ebenfalls negativ geladen sind (Cevc &
Marsh, 1987: mit lonenstirke I = 0,1 M). Dies deutet auf eine verstirkte Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Kopfgruppen hin. Beide BMP-Lipide besitzen
eine  Vorumwandlung unterhalb von 20 °C, die derzeit Gegenstand von Rontgen-
Diffraktionsuntersuchungen ist (Forster et al., 2002). Die Phospholipid/C16-1-BMP- bzw.
Phospholipid/C14-1-BMP-Gemische (1:1) zeigen, dal die Lipide mischbar sind und daf3
jeweils beide Vorumwandlungen unterdriickt werden. Das C16-2-BMP zeigt ein
unterschiedliches Verhalten iiber mehrere Autheiz- und Abkiihlkurven. Es sind wenigstens
zwei groBere Phasenumwandlungen bei ca. 47 und 80 °C zu sehen. Uber 5 Heiz- und
Kiihlzyklen nimmt die Umwandlungsenthalpie der ersteren zu, wihrend die der zweiten
Umwandlung abnimmt. Eine Bestimmung der Struktur der einzelnen Phasen ist noch nicht
moglich. Wahrscheinlich wird zusétzlich zu einer Lg- und einer L,-Phase eine invers-
hexagonale Hy-Phase ausgebildet, wie sie z. B. fiir Phosphatidylethanolamine bei erhdhten
Temperaturen beobachtet wird (Blume, 1991).
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Abb. 3.37: Kalorigramme der verschiedenen BMP-Lipide, DPPC, DMPC und soweit moglich die
entsprechenden BMP/Phospholipid 1:1-Gemische. Die Konzentration der Lipiddispersionen betrug
0,75 mM (C16-1-BMP: 0,3 mM).

Lipid T,/ °C AH / kJ mol” Tw/°C AH / kJ mol
Vorumwandlung Hauptumwandlung
C14-1-BMP 19,3 3.9 41,7 50,6
Cl16-1-BMP 17,2 6,3 54,5 75,6
1. Umwandlung 2. Umwandlung
C16-2-BMP — 1. Scan 443 4,5 84,1 52,7
C16-2-BMP — 2. Scan 47,0 14,8 81,6 31,3
C16-2-BMP — 5. Scan 48,5 22,2 78,1 18,2

Tab. 3.10: Phasenumwandlungstemperaturen und -enthalpien der jeweiligen BMP-Lipide.

3.2.3.6 Zusammenfassung

In Abb. 3.38 sind IRRAS-Spektren von C16-1-BMP, C14-1-BMP und C16-2-BMP sowie
DPPC als Vergleichssubstanz im Bereich der CH;-Scherschwingungsbande und der
Phosphatstreckschwingungsbanden zu sehen. Die 6(CH;)-Bande liegt bei allen Molekiilen bei
einer Frequenz von ca. 1469 cm™, was einer hexagonalen Packung der Alkylketten entspricht.
Im Bereich der antisymmetrischen Phosphatstreckschwingungsbande kommt es im Vergleich
zu DPPC (ca. 1228 cm™) zu einer Frequenzverschiebung zu ca. 1212 cm™ (C16-2-BMP),
1210 cm™ (C16-1-BMP) bzw. 1205 cm™ (C14-1-BMP), was auf eine Ausbildung von starken
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Wasserstoftbriickenbindungen zur Phosphatgruppe hindeutet. Es diirften auch intramolekulare
Wasserstoftbriickenbindungen zu den OH-Gruppen der Glycerinreste existieren, wie sie flir
Phosphatidylglycerole und Cardiolipin beobachtet wurden (Hiibner & Blume, 1998). Die
symmetrische Phosphatstreckschwingungsbande der BMP-Lipide bei 1088 cm™ (DPPC: 1090
cm™) ist dagegen nur schwach ausgebildet und die v(CO-O)-Bande ist nur als Schulter zu
erkennen. Die Bande bei ca. 1050 cm” wird der Phosphatester-Streckschwingung
v(C-0-PO5") zugeordnet, die normalerweise bei ca. 1070 cm™ zu sehen ist (Hiibner & Blume,
1998). Diese Bande eignet sich zur Unterscheidung zwischen BMP-Lipiden, die in 1- oder 2-
Position mit dem Glycerinrest verestert sind. Fiir das sn-2-substituierte C16-2-BMP ist diese
Bande im Vergleich zu C16-1-BMP bzw. C14-1-BMP kaum ausgeprigt.
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Abb. 3.38: IRRAS-Spektren im Bereich der 8(CH,)- und v(PO,)-Moden von C16-1-BMP (=), C14-
1-BMP (=), C16-2-BMP (—) und DPPC (=) bei ca. 30 bis 40 mN/m. Die Messungen erfolgten mit s-
Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40° auf H,O bei 20 °C.

Das Monoschichtverhalten der untersuchten BMP-Lipide zeigt deutliche Unterschiede je
nach Art der Acylkette und der Position der Acylkettenveresterung. Alle BMP-Lipide bis auf
das C18:1-1-BMP konnen kondensierte Phasen ausbilden, so da3 es moglich war mittels der
Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie die Orientierung der Kohlenwasserstoftketten
zu bestimmen (Tab. 3.11). Man kann erkennen, dal die Tiltwinkel des C16-2-BMP bei
verschiedenen Oberflichendrucken anndhernd konstant bei 32° liegen. Die Twistwinkel von
ca. 46° zeigen eine rotationssymmetrische Verteilung der CH,-Ubergangsdipolmomente um
die Molekiillaingsachse an. Wenn sich die Palmitinfettsdureketten in 1-Position befinden
(C16-1-BMP), richten sich die Acylketten mit zunehmender Kompression des Films leicht auf
(von 34° auf 30°) und es kommt zusitzlich zu einer Verdrehung der Ketten (von 50° auf 63°).
C14-1-BMP zeigt dagegen mit zunehmendem Oberflichendruck nur eine Verdrehung der
CH,-Ketten (von 47° auf 59°) bei einem anndhernd konstanten Tiltwinkel von 29°. In den
Mischfilmen mit DPPC-ds; kommt es im Vergleich zu den reinen Monoschichten immer zu
einer leichten Aufrichtung der Alkylketten der beiden Lipidkomponenten.

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigen fiir DPPC-dg,-Mischfilme mit
den C16-BMP-Molekiilen direkt nach dem Beginn des Druckanstiegs eine fluid/fluid-
Phasenseparation. Der DPPC-ds/C14-1-BMP 4:1-Mischfilm bildet jedoch erst mit dem
Beginn des Phaseniibergangs Doménen aus. In den Mischfilmen mit DMPC-dss konnte bei
Oberflichendrucken oberhalb von ca. 10 bis 20 mN/m der Beginn eines LE/LC-
Phaseniibergangs gefunden werden.
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Fiir die beiden palmitinsdurehaltigen BMP-Lipide C16-1-BMP und C16-2-BMP wurden
anhand einer MM2-Energieoptimierung in der Gasphase Strukturvorschlége berechnet (Abb.
3.39; CS Chem3D Pro). Die Kopfgruppe des C16-1-BMP bildet eine durchgéngige ,,Schleife*
aus. Das C16-2-BMP zeigt eine vergroBerte Kopfgruppenquerschnittsfliche, was auf die nach
auBen stehenden CH,;OH-Reste der Glycerine zurlickzufiihren ist. Die freien
Hydroxylgruppen, die unterschiedlich gut zuginglich sind, sind der Grund fiir das
differenzierte Verhalten der beiden BMP-Lipide.

Lipid

V(CH) C16-2-BMP Cl6-1-BMP C14-1-BMP

Druck 7| Tilt | Twist| keex | Kmae | Tilt | Twist] Kee | Kome | Tilt | Twist] Kmae | Ko
/ mN/m 0 v as s 0 74 as s % "4 as s

3142 | 4443 (0,473 0,276 | 3442 | 50+3 | 0,647 | 0,425
3242 0,479 10,285] 33+2 0,665 {0,393

ca. 10

3142 | 4543 {0,644 {0,381 | 3242 | 5543 | 0,665 0,457
3142 0,643 (0,382 3012 0,693 (0,398

ca. 20

3042 | 4643 | 0,732]0,443 1 33+2 | 5843 | 0,679 | 0,489 | 30+2 | 4743 | 0,577 0,358

ca. 30
30+2 0,738 10,439 29+2 0,698 10,393 | 2942 0,579 10,349

40 33+2 | 4943 | 0,873 10,553 ] 30+2 | 63+3 [ 0,689 0,496 | 29+2 | 50+3 | 0,600 | 0,383
ca.

3242 0,873 0,517 ] 2612 0,721 {0,399 | 28+2 0,604 | 0,358

29+2 | 59+3 10,607 | 0,430

ca. 50

2612 0,630 0,366

Tab. 3.11: Tiltwinkel, Twistwinkel und Absorptionskoeffizienten von BMP-Derivaten bei verschiedenen
Oberflachendrucken zwischen ca. 10 bzw. 50 mN/m auf H,O bei 20 °C. Die Daten wurden aus
polarisations- und einfallswinkelabhidngigen IRRAS-Messungen erhalten (siche Kap. 2.2.3.1 und 5.2.2.2).

Abb. 3.39: Strukturvorschlidge fiir C16-1-BMP (links) und C16-2-BMP (rechts).
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3.3 Lipid/Peptid- bzw. Lipid/Protein-Wechselwirkung

3.3.1 Lipid A und Lactoferrin

Lipopolysaccharide (LPS) sind die Hauptkomponenten der dufleren Membran von gram-
negativen Bakterien. Sie werden Endotoxine genannt und spielen eine grole Rolle bei
bakteriellen Infektionen, insbesondere beim septischen Schock, bei dem es zu einer
unkontrollierten Uberproduktion von Cytokinen durch Immunzellen kommt. Die LPS
bestehen aus einer Polysaccharidhélfte und einer membranverankerten Lipidhélfte, dem Lipid
A. Da das Lipid A fiir die biologische Aktivitdt verantwortlich ist, wird es das endotoxische
Prinzip der Lipopolysaccharide genannt (Zahringer et al., 1994). Lipid A besteht meistens aus
einem bisphosphorylierten Diglucosaminriickgrat, an dem normalerweise sechs gesittigte
Acylketten iiber Ester- oder Amidbindungen angebunden sind (Abb. 3.41, links).

Lactoferrin (Lf) ist ein eisenbindendes Glykoprotein (80 kDa) im exokrinen Sekret von
Saugetieren (Milch, Speichel, Galle, Pankreasfliissigkeit und Trénen). Es wird postuliert, daf3
Lf eines der Schliisselmolekiile ist, das den Entziindungsprozess moduliert. Einige dieser
Aktivititen werden mit der Fahigkeit des Lf zur Bindung von Lipopolysacchariden (LPS)
begriindet. Lf beeinfluit den Entziindungsprozel3 indem es die Freisetzung von Cytokinen
verhindert und die Proliferation und Differenzierung von Immunzellen reguliert. Eisen ist ein
essentieller Néhrstoff fiir viele pathologische Mikroorganismen. In biologischen Sektreten
freigesetztes Lf ist normalerweise schwach eisengesittigt (ca. 7%). Dieses ungesittigte Lf
(apo-Lf) trdgt zur Hemmung des Bakterienwachstums bei, indem es freies Eisen bindet.
Neben dieser bakteriostatischen Aktivitdt hat Lf auch eine bakterizide Wirkung, die auf der
Wechselwirkung mit der &duleren Membran von verschiedenen gram-negativen Bakterien
beruht. /n vivo-Experimente haben gezeigt, da3 Lf als Therapeutikum gegen den septischen
Schock verwendet werden kann (Baveye et al., 1999; Brandenburg et al., 2001).

OH

P
o l
O

HO

Abb. 3.41: Chemische Struktur von Bisphosphorylhexaacyl Lipid A (links). Rontgenkristallstruktur
von hLf (rechts: Sun et al.. 1999).
75



Ergebnisse und Diskussion

Menschliches Lf (hLf) besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette aus 692 Aminosduren
(Abb. 3.41, rechts). Es ist in zwei homologe N- und C-terminale Lappen gefaltet, die
miteinander durch eine a-Helix verbunden sind. Diese Lappen sind jeweils wieder in zwei
Dominen untergliedert, zwischen denen sich die Eisenbindungsstellen befinden. Die
Aminosduresequenzen 1-5 und 28-34 am N-Terminus werden fiir die Bindung von
Lipopolysacchariden verantwortlich gemacht. Die Struktur wurde rontgenkristallographisch
gelost (Baker et al., 1998; Sun et al., 1999).

In dieser Arbeit wurde die Bindung bzw. Wechselwirkung von hLf an Lipid A an der
Luft/Wasser-Grenzflache untersucht. Dabei wurde sowohl auf die Acylkettenordnung und auf
den Kopfgruppenbereich des Lipids, als auch auf die Sekundérstruktur des hLf eingegangen.

3.3.1.1 Lipid A

Der Verlauf der n/A-Isotherme des Lipid A (Abb. 3.42) zeigt zwei Unstetigkeiten und
damit zwei mdglich Phaseniibergange an (bei ca. 1,55 nm? und 6 mN/m bzw. 1,34 nm? und 11
mN/m). Brandenburg et al. (2000) fanden nur einen Phaseniibergang, der bei groferen
Flachenwerten beginnt (ca. 1,75 nm? und 6 mN/m). Bei einem Oberflichendruck von 30
mN/m ermittelten sie eine Fliache pro Molekiil von ca. 1,23 nm?, wihrend bei den eigenen
Messungen nur ein Wert von ca. 1,03 nm? gemessen wurde. Die aus den IRRAS-Spektren
ermittelten Wellenzahlen der antisymmetrischen CH,-Streckschwingungsbande des Lipids
zeigen zwischen 1,75 und 1,35 nm? pro Molekiil eine leichte Abnahme und bei noch kleineren
Flichen pro Molekiil eine stirkere Abnahme der Frequenzen. Dabei kommt es zur
Ausbildung der all-trans-Konformation der Alkylketten, was die Frequenz von 2918,5 cm™
der v,5(CH;)-Bande andeutet. Bei Oberflichendrucken von ca. 31 bzw. 38 mN/m sind die
Alkylketten von Lipid A senkrecht zur Wasseroberfldche ausgerichtet (Tab. 3.12).

’—n/A Lipid A = v (CH,) Lipid A
50 r 12925
0 45 I [ 1
540._ .l-.l‘..‘ ...12924
% . - - 'l-. .'.Il u ] <
S o} Y i
2 30+ g
£°Y7 29228
E, 25+ g
2 20[ 2215
=R 2,
g 15 - 2920 -~
or 2919
51+
O C L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 2918
1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20
Fliche / nm’Molekiil
Abb. 3.42: IRRAS-m/A-Isotherme von Lipid A (Oberflichendruck: =, Wellenzahl: ).

Komplementdr dazu ist das v, (CH,)/A-Diagramm dargestellt. Die Messungen erfolgten mit

s-Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40° auf H,O (5 mM MgCl,, 100 mM NaCl, pH 7,0) bei
20 °C.
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3.3.1.2 Lactoferrin

Nach der Injektion des Lactoferrin in die wissrige Losung (5 mM MgCl,, 100 mM NacCl,
pH 7,0) adsorbierte das Protein an die Luft/Wasser-Grenzfliche. Nach ca. 4 bis 5 Stunden
wurde ein Oberfldchendruck von ca. 11 mN/m erreicht. Die Lage der Minima der Amid-I-
Bande in den IRRAS-Spektren bei ca. 1659 cm™ zeigt eine iiberwiegend a-helikale
Sekundirstruktur an (Abb. 3.43). Bei allen Spektren ist zu beachten, dafl die Amidbanden
noch von der HO-Scherschwingungsbande iiberlagert sind. In den IRRAS-Spektren, die mit
p-Polarisation bei einem Einfallswinkel oberhalb des Brewsterwinkels aufgenommen wurden,
146t sich die Verschiebung der Lage der Amidbandenmaxima zu tieferen Frequenzen anhand
von Spektrensimulationen nachvollziehen (siehe z. B. Anhang Abb. A.7.1, unten rechts).
Anhand der Amid-I- und Amid-II-Bande 14t sich erkennen, daf} ein nicht unerheblicher
Anteil an B-Faltblattstrukturen vorhanden ist (bei ca. 1630 bzw. 1530 cm™). Dies ist auch aus
der Rontgenkristallstruktur des Proteins ersichtlich (Abb. 3.41, rechts) und wurde auch IR-
spektroskopisch bestimmt (38 % a-Helix- und 25 % B-Faltblattgehalt: Brandenburg et al.,
2001). Die a-Helices der Sekundarstruktur des Proteins besitzen keine Vorzugsrichtung, so
daf die Bestimmung der Orientierung des Molekiils anhand der Orientierung der a-Helices
nicht sinnvoll ist. Eine Betrachtung von simulierten IRRAS-Spektren der Amid-I-Bande fiir
eine a-Helix (Anhang Abb. A.7.1) ergibt jedoch fiir die vorliegenden experimentellen
IRRAS-Daten, dall eine eventuelle Vorzugsrichtung der o-Helixachsen entweder nicht
existiert (§ = 54,7° , Anhang Abb. A.7.1, unten links) oder parallel zur Luft/Wasser-
Grenzflache ausgerichtet ist (0 = 70° , Anhang Abb. A.7.1, unten rechts). Fiir den Winkel des
Ubergangsdipolmomentes in Bezug auf die Helixachse wurde o = 36° angenommen
(Buffeteau et al., 2000).
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Abb. 3.43: IRRAS-Spektren von Lactoferrin im Bereich der Amid-I- und Amid-II-Moden. Die
Messungen erfolgten mit p- bzw. s-Polarisation (links bzw. rechts) bei einem Einfallswinkel von 32°
(=), 40° (=), 48° (—), 60° (—) und 64° (—) bei ca. 11 mN/m auf H,O (5 mM MgCl,, 100 mM NaCl,
pH 7,0) bei 20 °C.
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3.3.1.3 Lipid A und Lactoferrin

Die Injektion von hLf in die Subphase unter einen reinen Lipid A-Film (Abb. 3.44 a)
fiihrte nur zu einem geringen Druckanstieg von 29,1 auf 30,2 mN/m. In den IRRAS-Spektren
ist die Adsorption durch die Ausbildung der Amid-I- und Amid-II-Bande zu erkennen (Abb.
3.44 b). AuBlerdem nimmt die Intensitdt der vorhandenen OH-Streckschwingungsbande des
Wassers zu. Dieser Anstieg ist hauptsdchlich mit der Zunahme der Schichtdicke korreliert.
Ein Differenzspektrum aus IRRAS-Spektren nach und vor der Injektion beschreibt allein das
adsorbierte Protein, wie es im Lipid/Protein-Film vorliegt (Abb. 3.44 ¢). Die Subtraktion kann
unter der Annahme erfolgen, daf3 das Lipid sich kaum verdndert. Dies ist gerechtfertigt, da die
Methylenstreckschwingungsbanden und die Carbonylstreckschwingungsbande durch die
Differenzbildung eliminiert werden. Auflerdem dndert sich der Tiltwinkel der Alkylketten von
Lipid A durch die Proteinwechselwirkung nicht (Tab. 3.12). Ein Vergleich des
Differenzspektrums mit dem IRRAS-Spektrum des reinen Lactoferrinfilms zeigt, dafl die
beiden Spektren nahezu identisch sind, sowohl im Amid-, als auch im OH-
Streckschwingungsbereich.

Brandenburg et al. (2001) fanden mit Transmissions-FTIR-Messungen keine Anderung
der Sekundarstruktur des Lactoferrins aufgrund der Bindung des Proteins an Lipid A. Die
Ordnung der Alkylketten des Lipid A wurde dagegen sowohl in der Lg- als auch in der
Ly-Phase erhoht. In der Kopfgruppenregion wurden mit FTIR-ATR-Messungen eine
Aufspaltung der antisymmetrischen Phosphatbande gefunden. Neben der Bande bei 1260 cm™
wurde nach der Zugabe des hLf bei 1229 cm™ eine weitere Bande gefunden, die durch eine
zunehmende Hydratation der Phosphatgruppe erklért wurde.
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Abb. 3.44: IRRAS-Spektren: a) Lipid A (29,1 mN/m; =). b) Lipid A/hLf nach Injektion von hLf in
die Subphase von a) ([hLf] = 1 uM; nach 2,5 Stunden; 30,2 mN/m; —). c¢) Differenzspektrum von b)
und a) (—). d) Adsorption von hLf an die Luft/Wasser-Grenzflache ([hLf] = 1uM; nach 4,5 Stunden;
11 mN/m; =). Die Messungen erfolgten mit p-Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40° auf H,O
(5 mM MgCl,, 100 mM NaCl, pH 7,0) bei 20 °C.
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Lipid Druck 7/ N/m Tilt 0 Kmax, as Kmax, s
Vas, s(CHa)

Lipid A 37,7+ 1,6 0+5 0,395 0,234

Lipid A 31,4+£0,5 0+5 0,375 0,220

Lipid A/hLf 31,3+£0,2 0+5 0,370 0,215

Tab. 3.12: Tiltwinkel und Absorptionskoeffizienten von Lipid A. Die Daten wurden aus polarisations-
und einfallswinkelabhidngigen IRRAS-Messungen erhalten (siehe Kap. 2.2.3.1 und 5.2.2.2).

In den IRRAS-Spektren von Lipid A sind die fiir das Diglucosamin charakteristischen
Schwingungsbanden bei 1170, 1085 und 1045 cm’ sowie die unterschiedlich stark
hydratisierten antisymmetrischen Phosphatstreckschwingungsbanden bei 1259 und 1236 cm™
zu sehen (Spektren nicht gezeigt; Brandenburg et al., 1997; Fukuoka et al., 2001).
Bemerkenswert ist, daB3 die Frequenzlage der v,s(PO,)-Bande bei 1259 cm’! eine sehr starke
Dehydratisierung der Phosphatgruppe anzeigt. In den IRRAS-Spektren sind nach der
Adsorption des Lactoferrins an das Lipid A keine Verdnderungen zu erkennen. Die
Orientierung des Diglucosaminriickgrats in Bezug auf die Membranoberfliche ist direkt mit
der biologischen Wirksamkeit gekoppelt und mit zunehmender Neigung steigt die
endotoxische Aktivitit (Seydel et al., 2000). Aufgrund der im Kopfgruppenbereich stark
schwankenden Basislinie kann anhand der IRRAS-Banden jedoch keine Orientierung des
Diglucosaminriickgrats an der Luft/Wasser-Grenzfliche bestimmt werden.

3.3.1.4 Zusammenfassung

Das globulére Protein Lactoferrin ist oberflichenaktiv und adsorbiert sowohl unspezifisch
an die Luft/Wasser-Grenzflache als auch spezifisch an Lipid A. Eine Wechselwirkung mit
dem Lipidfilm oder gar ein Einbau in den Kopfgruppen- oder Kettenbereich kann nicht
festgestellt werden. Dafiir spricht, daB3 keine Verdnderung im CH,-Streckschwingungsbereich
der Acylketten und im Kopfgruppenbereich des Lipids gefunden werden. Ebenso wird die
Sekundérstruktur des Proteins nicht verdndert. Die adsorptionsbedingte Zunahme der
Intensitdt der OH-Streckschwingungsbande ist ein weiterer Beweis dafiir, dal3 die Intensitit
dieser Bande mit der Schichtdicke des untersuchten Films korreliert werden kann (siche Kap.
2.2.3.2und 3.1).

Es existiert ein Lactoferrin-Peptid (Lactoferricin) mit einem breiten Spektrum
antibakterieller Wirksamkeit gegen gram-positive und gram-negative Bakterien, Hefe und
Schimmel, das aus menschlichem und Rinder-Lf (hLf bzw. bLf) isoliert wurde (Tomita et al.,
1994). Dieses Peptid (Aminosdurereste 1-47 von hLf bzw. 17-41 von bLf) wire fiir weitere
Studien interessant, da besonders dieser Sequenzbereich fiir die hohe Affinitdt von LPS zu Lf
verantwortlich gemacht wird (Baveye et al., 1999). Damit sollten spezifischere Aussagen
beziiglich einer Orientierung des Peptids mdglich sein. Fiir das Lactoferrin als globuléres
Protein, in dem die Sekundérstrukturelemente (meist a-Helices) nicht in einer bestimmten
Vorzugsrichtung orientiert sind, ist dies nicht moglich.
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3.3.2 POPG und KLAL

Im Abwehrsystem von Insekten, Amphibien und Sdugetieren kommen bestimmte Peptide
vor, die eine antimikrobielle Wirkung besitzen. Eindringende Mikroorganismen werden
abgetdtet, indem ihre Zellmembranen durch die Peptide zunehmend durchldssig gemacht
werden und schlieBlich aufgelost werden (Lyse). Die Peptide sind meist aus 12 bis 45
Aminosduren aufgebaut. Sie sind stark basisch (kationisch), da sie viele Lysin- und/oder
Argininreste besitzen und bilden amphipatische Sekundirstrukturen aus (oa-Helix und
B-Faltblatt) (Bechinger, 1999; Dathe & Wieprecht, 1999; Matsuzaki, 1999). Die
bemerkenswerte antibakterielle Selektivitit hat diese speziellen Peptide zu potentiellen
Kandidaten fiir die Entwicklung von neuen Antibiotika gemacht.

Zur Erforschung der elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen von Peptiden
mit Lipidmembranen haben Dathe et al. (1996) verschiedene Modellpeptide synthetisiert, von
denen in dieser Arbeit das Peptid KLAL mit der Sequenz KLALKLALKALKAALKLA
untersucht wurde, das die Aminosduren Lysin (K), Leucin (L) und Alanin (A) enthilt. Die 5
Lysinreste sind die Tridger der positiven Ladungen, wéahrend neben den Alaninresten vor
allem die Leucinreste fiir die Hydrophobizitit des Peptids verantwortlich sind. Der Aufbau
der KLAL-Aminosduresequenz sollte in der angestrebten a-helikalen Anordnung des Peptids
zu einer rdumlichen Trennung der hydrophilen und hydrophoben Aminosduren fiihren, wie es
in Abb. 3.45 (oben) dargestellt ist. Abb. 3.45 (unten) zeigt die Struktur eines KLAL-
Einzelstrangs in einer B-Faltblattanordnung, die aufgrund der Kiirze der Aminoséduresequenz
nur intermolekular moglich ist.

Abb. 3.45: Strukturvorschldge (links: Seitenansicht; rechts: Querschnitt) fiir KLAL fiir eine o-Helix
(oben) und einen einzelnen Strang eines p-Faltblatts (unten).

3.3.2.1 KLAL

Die Injektion des KLAL-Peptids in reines Wasser erzeugte auch nach Stunden keinen
mefbaren Druckanstieg. Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit Melittin beobachtet (Blaudez
et al.,, 1996). Erst die Verwendung einer wissrigen Pufferlésung mit einer bestimmten
Ionenstdrke fiihrte zu einer Erhdhung der Oberflichenaktivitdt. Nach der Injektion adsorbierte
das KLAL sofort mit einem Oberflichendruck von ca. 20 mN/m an die Luft/Wasser-
Grenzflache. Die IRRAS-Spektren zeigen fiir die Amid-I-Bande eine Hauptkomponente bei
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ca. 1620 cm” und eine schwache Nebenkomponente bei ca. 1693 cm™ (Abb. 3.46). Die
Hauptkomponente der Amid-II-Bande liegt bei 1535 cm™, wihrend sich eine schwichere
Komponente bei ca. 1550 cm™ befindet. Diese Frequenzen konnen einer B-Faltblattstruktur
zugeordnet werden (Goormaghtigh et al., 1994). Die Asymmetrie der Amid-I-Bande zu
hoheren Frequenzen hin, sowie die kleinere Amid-II-Komponente deuten einige Anteile an a-
helikalen Strukturelementen an. Eine Simulation von IRRAS-Spektren mit allen 3
Amidbanden ergibt, dal das KLAL-B-Faltblatt flach auf der Wasseroberfliche liegt, denn nur
fiir diese Anordnung besitzen alle 3 Amidbanden ein negatives Vorzeichen (siche Anhang
Abb. A.8.1, oben links; sowie Abb. 1.4 und Abb. 2.1).
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Abb. 3.46: IRRAS-Spektren von KLAL im Bereich der Amid-I- und Amid-II-Moden. Die Messungen
erfolgten mit p- bzw. s-Polarisation (links bzw. rechts) bei einem Einfallswinkel von 32° (=), 40°
(=), 48° (—), 60° (=) und 64° (—) bei ca. 19 mN/m auf H,O (10 mM Tris, 154 mM NaCl, pH 7,4)
bei 20 °C.

3.3.2.2 POPG und KLAL

Um die Wechselwirkung des KLAL mit einer negativ geladenen Lipidmonoschicht zu
untersuchen, wurde das Peptid in die Subphase unter einen POPG-Film injiziert. Der
Oberflachendruck stieg von ca. 23 mN/m innerhalb einer Stunde auf ca. 40 mN/m an. Mit
dem Druckanstieg ist direkt die Intensititszunahme der Amid-I-Bande in den entsprechenden
IRRAS-Spektren korreliert (Abb. 3.47 a bzw. b). Im Vergleich zu dem reinen KLAL-Film
(Abb. 3.46) liegt die Amid-I-Bande nun im Bereich der a-helikalen Sekundérstruktur (ca.
1660 cm™). In dem entsprechenden Differenzspektrum des KLAL aus dem POPG/KLAL-
Film sind alle Lipidbanden (v(CH;) bzw. v(C=0)) eliminiert, was auf keine grof3en
Verdanderungen fiir die POPG-Molekiile durch die Lipid/Peptid-Wechselwirkung hindeutet
(Abb. 3.47 c¢). Neben der verdnderten Sekundirstruktur des KLAL kommt es im OH-
Streckschwingungsbereich des IRRAS-Spektrums zu einer geringen Intensititszunahme der
v(OH)-Bande. Da diese Bande mit der Schichtdicke des Oberflichenfilms korreliert, kommt
es nur zu einer geringen Zunahme der Schichtdicke wihrend der Peptidadsorption.
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Abb. 3.47: IRRAS-Spektren: a) POPG (23 mN/m; =—). b) POPG/KLAL nach Injektion von KLAL in
die Subphase von a) ([KLAL] = 2,25 uM; nach 1 Stunde; 40 mN/m; —). ¢) Differenzspektrum von b)
und a) (—). d) Adsorption von KLLAL an die Luft/Wasser-Grenzfliche ([KLAL] = 2,25 uM; 20 mN/m;
—). Die Messungen erfolgten mit p-Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40° auf H,O (10 mM
Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4) bei 20 °C.

3.3.2.3 Zusammenfassung

Das oberflichenaktive Peptid KLAL bildet an der Luft/Wasser-Grenzfliche
intermolekulare p-Faltblattstrukturen aus. Weitergehende Messungen wurden von Erbe
(2001) durchgefiihrt, der bei sehr groBen Flachen pro Molekiil a-helikale Strukturen
nachweisen konnte. Die Bindung an anionische Lipidmonoschichten (POPG) erfolgt als
a-Helix, wobei ein sehr starker Druckanstieg beobachtet wurde. Die Orientierung der a-Helix
im POPG/KLAL-Film wurde aus polarisations- und einfallswinkelabhingigen IRRAS-
Messungen der Amid-I-Bande berechnet (siche Kap. 2.2.3.1 und 5.2.2.2). Die Helix ist
anndhernd parallel zur Grenzflache ausgerichtet (Tiltwinkel 8 > 54°; Erbe, 2001). Der geringe
Intensitétsanstieg der OH-Streckschwingungsbande wéhrend des Oberflichendruckanstiegs
deutet auf eine sehr geringe Zunahme der Filmschichtdicke hin. Aufgrund dieser
Beobachtungen kann auf den Einbau des Peptids in den Lipidfilm geschlossen werden.
Sowohl die Druckzunahme, die nicht nur auf elektrostatischen Wechselwirkungen beruhen
kann, als auch der Tiltwinkel des Molekiils und die anndhernd konstante Schichtdicke lassen
auf das in Abb. 3.48 dargestellte Modell schlieen.

Weitergehende Messungen wurden von Erbe (2001) durchgefiihrt. Dabei wurden weitere
KLAL-Peptidanaloga untersucht. Auflerdem wurde die Ladungszusammensetzung der
Lipidmonoschicht variiert, indem das zwitterionische POPC zugemischt wurde. Ein
interessanter Effekt konnte wihrend der VergroBerung der Filmoberfliche eines
KLAL/POPG-Films entdeckt werden. Dazu wurden die Barrieren des Langmuirtroges
auseinandergefahren. Aufgrund der groferen Fliache pro Molekiil konnte weiteres KLAL an
die Grenzfliche gelangen, das zusitzlich zur vorhandenen a-helikalen Struktur eine
B-Faltblattstruktur ausbildete. Durch erneute Kompression des Films wurden die
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B-Faltblattstrukturen reversibel zuriickgebildet, bis das KLAL wieder in seiner a-helikalen
Form vorlag.

P

Abb. 3.48: Mogliche Anordnung der amphipatischen a-Helix des KLAL-Peptids in einem POPG-
Film.
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3.3.3 GM1 und GM2-Aktivatorprotein

Fir den lysosomalen Abbau der Ganglioside werden Exohydrolasen bendétigt, die
sequentiell die Zucker vom hydrophilen Ende zum Ceramid-Grundgeriist entfernen. Der Weg
der Ganglioside von der Plasmamembran zu den Lysosomen wird im allgemeinen durch
endocytotische Prozesse iiber das frithe und spite Endosom beschrieben. Beim Abbau von
membran- oder vesikelgebundenen Glykosphingolipiden mit kurzen Oligosaccharidketten
bendtigen die Exohydrolasen kleine Glykoprotein-Kofaktoren, sogenannte
Sphingolipidaktivatorproteine (SAP). Es sind fiinf SAPs bekannt, SAP A - D und das GM2-
Aktivatorprotein (GM2-AP). Das GM2-AP unterstiitzt die Hydrolyse von terminalen
GalNAc-Einheiten durch B-Hexosaminidase (Hex A). Ein Defekt in einem Enzym oder SAP
fiihrt zu einer Anreicherung von Glykosphingolipiden in den Lysosomen und damit zu einer
der zahlreichen Varianten der Sphingolipidspeicherkrankheiten (Gravel et al., 2001; Sandhoff
et al., 2001). Die sterische Hinderung der B-Hexosaminidase bei der Hydrolyse von
membrangebundem GM2 wird durch den GM2-Aktivator {iberwunden, der mit GM2 einen
Komplex bildet, der als Substrat fiir die Hydrolyse geignet ist. Nach bestehenden
Modellvorstellungen konnte es die Aufgabe des GM2-Aktivatorproteins sein, das Gangliosid
GM2 vollstindig aus der Membran zu ziehen, um es Hex A zu présentieren oder das Protein
hebt das Gangliosid ein wenig an, um Hex A eine bessere Angriffsmoglichkeit zu verschaffen
(siche Anhang Abb. A.9.1; Fiirst & Sandhoff, 1992; Meier et al., 1991). Der enzymatische
Abbau von membrangebundenem GMI1 durch saure p-Galactosidase  benétigt die
Aktivatorproteine SAP-B und GM2-AP, sowie anionische Lipide, wie z. B.
Bis-(monoacylglycero)phosphat (BMP) oder Phosphatidylinositol (PI) (Wilkening et al.,
2000). Beim GM2-Abbau werden ebenfalls anionische Lipide und der GM2-Aktivator
benotigt (Werth et al., 2001). Generell stimulieren anionische Lipide wie BMP, PI oder
Dolicholphosphat, die im Inneren von Lysosomen vorkommen, den Abbau von
Sphingolipiden: GM1 durch saure B-Galactosidase und SAP-B und GM2-AP (Wilkening et
al., 2000), GM2 durch p-Hexosaminidase und GM2-AP (Werth et al., 2001),
Glucosylceramid durch Glucocerebrosidase und SAP-C (Wilkening et al., 1998),
Sphingomyelin durch saure Sphingomyelinase und SAP-C (Linke et al., 2001).

Das GM2-Aktivatorprotein besteht aus 162 Aminosduren und trdgt an Asn32 eine
Kohlenhydratkette. Die Rontgenkristallstruktur des GM2-Aktivatorproteins zeigt eine
tassenformige antiparallele B-Faltblattstruktur, die aus 8 Einzelstringen aufgebaut ist (Abb.
3.49; Schubert-Wright et al., 2000). Der zentrale hydrophobe Hohlraum konnte eine C18-
Lipidacylkette aufnehmen.

Abb. 3.49: Rontgenkristallstruktur des GM2-AP; Blick in die offene hydrophobe Bindungstasche
(Schubert-Wright et al., 2000).
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Giehl et al. (1999) haben Filmwaage- und DSC-Messungen zur Untersuchung der
Wechselwirkung des GM2-Aktivatorproteins mit Phospholipid/Gangliosid-Gemischen
durchgefiihrt. Die Filmwaageuntersuchungen ergaben, daBl das Protein nur bei einem
Oberflachendruck unterhalb von 25 mN/m in eine Monoschicht eingebaut werden konnte. Fiir
gangliosidhaltige Filme lag dieser kritische Druck noch tiefer (15 mN/m bei DMPC/GM2
6:1). Das Protein kann anscheinend die Ganglioside nicht aus dem Film herausziehen.
Stattdessen verhindern die Ganglioside, dal GM2-AP die Luft/Wasser-Grenzflache erreicht.

3.3.3.1 GM2-Aktivatorprotein

Das GM2-Aktivatorprotein wurde direkt auf die Oberfliche einer wiéssrigen Subphase
(10 mM Citratpuffer, 100 mM NaCl, pD 4,0) gespreitet, so dafl die Oberfldchenkonzentration
1 mg/m® betrug. AnschlieBend wurde der Proteinfilm komprimiert (m/A-Isotherme siche
Anhang Abb. A.9.2). In den IRRAS-Spektren liegt die Amid-I-Bande bei ca. 1625 cm™ (Abb.
3.50), was auf eine B-Faltblattstruktur des Proteins hindeutet. Diese Sekundirstruktur wurde
auch durch die Injektion des Proteins (0,1 pM) in die wéssrige Losung und die nachfolgende
Adsorption an die Luft/Wasser-Grenzflache erzeugt. Das Protein adsorbierte innerhalb von
ca. 30 Minuten an die Luft/Wasser-Grenzfliche und erreichte einen Oberflichendruck von ca.
15 mN/m, der nach ca. 5 Stunden noch auf ca. 20 mN/m anstieg. Die B-Faltblattstruktur des
GM2-Aktivatorproteins wurde auch von Giehl (1997) in FT-IR-Transmissionsmessungen
gefunden.

Aus der Rontgenkristallstruktur (Abb. 3.49) ist ersichtlich, dal die meisten der
B-Faltblatteinzelstringe parallel zueinander ausgerichtet sind. Zusammen mit der Amid-II-
Bande auf H,O (mit p-Polarisation und bei einem Einfallswinkel von 40° ist diese Bande
negativ; Spektrum nicht gezeigt) ergibt sich eine anndhernd parallele Ausrichtung der
B-Faltblattstrukturen an der Luft/Wasser-Grenzflache (siehe auch Anhang Abb. A.8.1, oben
links).
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Abb. 3.50: IRRAS-Spektren von GM2-AP im Bereich der Amid-I-Bande. Die Messungen erfolgten
mit p- bzw. s-Polarisation (links bzw. rechts) bei einem Einfallswinkel von 32° (=), 40° (=), 48° (—),
60° (—) und 64° (—) bei ca. 32 mN/m auf D,O (10 mM Citratpuffer, 100 mM NaCl, pD 4,0) bei 20
°C.
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3.3.3.2 DMPC-ds4/C16-1-BMP/GM1 3:1:1 und GM2-Aktivatorprotein

Um die Wechselwirkungen des GM2-Aktivatorproteins mit Gangliosiden zu untersuchen,
konnen sowohl GM1 als auch GM2 verwendet werden, da GM2-AP auch an GM1 gut bindet
und auBBerdem leichter erhiltlich ist (Wilkening, et al., 2000; Werth et al., 2001).

Das Gangliosid GM1 wurde zusammen mit dem anionischen C16-1-BMP in einem
DMPC-ds4/C16-1-BMP/GM1 3:1:1-Film auf neutralem (D,O-Phosphatpuffer, pD 6,8) bzw.
saurem Medium (D,O-Citratpuffer, pD 4,0) vorgelegt. Bei einem Oberfldchendruck von ca.
30 mN/m ist in den IRRAS-Spektren der Lipidfilme jeweils die Carboxylatgruppe der
Sialinsdure des GM1 bei ca. 1612 cm™ und die Amid-I-Bande als Schulter bei ca. 1630 cm™
zu sehen (siehe auch Kap. 3.2.2.1.1). Die Amid-II-Bande wurde durch den H/D-Austausch zu
tieferen Frequenzen verschoben (Abb. 3.52 a; pD 6,8: links; pD 4,0: rechts). Die Injektion
von GM2-Aktivatorprotein in die wéssrige Subphase mit neutralen pD-Wert unter den GM1-
haltigen Film fiihrte zu einem leichten Oberfldchendruckabfall von 30 auf 28 mN/m, wihrend
die Proteininjektion in das saure Medium einen leichten Druckanstieg des Lipidfilms von 30
auf 31 mN/m bewirkte. In den entsprechenden IRRAS-Spektren konnte in beiden Féllen keine
Anderung im Amid-I-Bereich beobachtet werden. Erst durch eine VergroBerung der
Molekiilfliche durch die Expansion der Filme, kam das GM2-Aktivatorprotein an die
Grenzfliche und konnte anhand seiner Amid-I-Bande bei ca. 1630 cm™ detektiert werden. Bei
dem Lipidfilm auf der sauren Subphase konnte bei einem Oberflachendruck von 10 mN/m
und einer Flidche pro Molekiil von 1,0 nm” die Amid-I-Bande des Proteins beobachtet werden
(Abb. 3.52 b, rechts). Die Expansion wurde nicht weiter fortgesetzt und deshalb ist die
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Abb. 3.52.: IRRAS-Spektren (links): a) DMPC-ds,/C16-1-BMP/GM1 3:1:1 bei 29 mN/m (=). b)
DMPC-ds4/C16-1-BMP/GM1 3:1:1 nach Injektion von GM2-AP ([GM2-AP] = 0,1 uM) bei 29 mN/m
und Expansion des Films auf 11 mN/m (=). ¢) Rekompression des Films auf 35 mN/m (—), 40 mN/m
(=) und 43 mN/m (—). Die Messungen erfolgten mit p-Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40°
auf D,0O (10 mM Phosphatpuffer, 100 mM NaCl, pD 6,8) bei 20 °C. IRRAS-Spektren (rechts): a)
DMPC-ds4/C16-1-BMP/GM1 3:1:1 bei 30 mN/m (=). b) DMPC-ds,/C16-1-BMP/GM1 3:1:1 nach
Injektion von GM2-AP ([GM2-AP] = 0,1 uM) bei 30 mN/m und Expansion des Films auf 10 mN/m
(—). c) Rekompression des Films auf 29 mN/m (—), 35 mN/m (=) und 44 mN/m (—). Die
Messungen erfolgten mit p-Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40° auf D,O (10 mM
Citratpuffer, 100 mM NacCl, pD 4.0) bei 20 °C.
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Amid-I-Bande nicht sehr intensiv. Der Film auf der neutralen Subphase wurde vollstindig
expandiert (1,5 nm’® Molekiil™). Aufgrund der groflen zur Verfligung stehenden Fléche,
konnte bei diesem Film das GM2-AP verstirkt an die Oberfliche gelangen, was die sehr
starke Amid-I-Bande erklért (Abb. 3.52 b, links). Nach der Adsorption des GM2-AP wurden
beide Filme wieder komprimiert. Auf dem neutralen Medium wurde das Protein bis zum
Erreichen des Oberflichendrucks von ca. 43 mN/m wieder in die Subphase verdringt (Abb.
3.52 ¢, links). Auf der sauren Subphase blieb trotz der Kompression bis in die Ndhe des
Kollapspunktes bei 44 mN/m ein kleiner Teil des Proteins an den Film gebunden (Abb. 3.52
c, rechts).

3.3.3.3 Zusammenfassung

Die B-Faltblattstruktur des oberflachenaktiven GM2-Aktivatorproteins liegt anndhernd
flach an der Luft/Wasser-Grenzfliche. Die offene hydrophobe Bindungstasche des Proteins
sollte sich dabei zur Luft hin ausrichten.

Um die Wechselwirkungen des Proteins an GM1-haltige Monolagen zu untersuchen,
wurde ein DMPC-ds4/C16-1-BMP/GM1 3:1:1-Film bei einem Oberfliachendruck von ca. 30
mN/m vorgelegt. Durch das DMPC-ds, wurde ein fliissig-expandierter Phasenzustand und
durch den Kofaktor C16-1-BMP die negative Oberflichenladung erzeugt. Neben einer
anndhernd pH-neutralen Subphase (pD 6,8) wurde eine saure Subphase (pD 4,0) gewéhlt, wie
sie in den Lysosomen vorkommt.

Bei anfinglichen Oberflichendrucken von ca. 30 mN/m konnte bei keiner Messung eine
Wechselwirkung des Proteins mit dem Lipidfilm beobachtet werden, d. h. es wurde keine
Proteinbande in den Spektren gesehen. Dies wurde auch bei DPPC-ds;-, DMPC-dss- und
DMPC-dss/GM1 4:1-Monoschichten beobachtet. Alle Filme wurden expandiert und bei
Oberflachendrucken zwischen 10 und 15 mN/m konnte jeweils die Amid-I-Bande des
Proteins detektiert werden. Dies bestdtigt die von Giehl et al. (1999) gemessenen kritischen
Oberfliachendrucke, oberhalb derer sich kein Protein in den Lipidfilm einbauen kann. Durch
erneute Kompression des Lipid/Protein-Films wurde das GM2-AP meist vollstindig in die
Subphase abgegeben. Der DMPC-ds4/C16-1-BMP/GM1 3:1:1-Film auf der sauren Subphase
konnte einen Teil des angelagerten Proteins auch bei erhohtem Oberflichendruck in der
Monoschicht binden.

Das Protein scheint Gangliosidmolekiile nicht aus der Monoschicht herauszuziehen. Ein
Mechanismus bei dem die Hydrolysereaktion mit der f-Hexosaminidase an der Grenzfldche
ablduft scheint damit wahrscheinlicher zu sein als die andere vorgeschlagene Alternative.
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4 Zusammenfassung

Zur Charakterisierung von Monoschichten an der Luft/Wasser-Grenzfliche wurde die
Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie im Arbeitskreis etabliert. Mit dieser Methode
konnen Informationen iiber die molekulare Struktur der filmbildenden Amphiphile erhalten
werden. Im Falle von Lipiden lassen sich Aussagen {iber die Konformation der
Kohlenwasserstoftketten und iiber die Kopfgruppenstruktur, insbesondere deren
Hydratisierung, erhalten. Fiir geordnete Alkylketten ist es auBerdem moglich deren
Orientierung zu bestimmen. Von Peptiden und Proteinen 146t sich sowohl an der Luft/Wasser-
Grenzflache als auch in Wechselwirkung mit Lipidmonoschichten die Sekundirstruktur
untersuchen. Teilweise ist es moglich die Orientierung dieser Sekundirstrukturen zu
bestimmen.

Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie

Nach Aufbau und Justierung wurde die IRRAS-Einheit vollstindig {iiber eine
selbstentwickelte Computersoftware automatisiert. Das Programm gliedert sich in mehrere
Module. Zum einen erlaubt es die einfache Messung von Druck/Flachen-Isothermen von
Langmuirfilmen. Desweiteren ist es moglich sowohl die Reflexionseinheit als auch das IR-
Spektrometer iiber das Programm zu kontrollieren. Somit konnen mittels eines
Ablaufprotokolls IRRAS-Spektren an vorher festgesetzten Fldchen oder Oberflaichendrucken
iiber den kompletten Verlauf der Druck/Flichen-Isotherme eines Films aufgenommen
werden.

Auflerdem wurde ein Programm zur Simulation von IRRAS-Spektren und zur
Berechnung der Orientierung von Molekiilschwingungen geschrieben. Um den Tiltwinkel 6
des Molekiildirektors zur Oberflichennormalen berechnen zu konnen, benétigt man die
Intensitdten  einer  Schwingungsbande (z. B. die  antisymmetrische = CH,-
Streckschwingungsbande), die bei verschiedenen Einfallswinkeln ¢; und mit s- bzw. p-
polarisierter Strahlung gemessen wurden. Das Programm vergleicht die experimentellen mit
den berechneten IRRAS-Bandenintensitdten und die Abweichungen werden mit der Methode
der kleinsten Fehlerquadrate minimiert. Um auBlerdem den Twistwinkel w des
Molekiildirektors bestimmen zu konnen, miissen zusétzlich die Intensitidtsdaten einer anderen
IRRAS-Bande (im obigen Fall z. B. die symmetrische CH,-Streckschwingungsbande) in die
Kalkulation miteinbezogen werden.

Mit dem vorgestellten mathematischen Formalismus war es mdoglich neben einzelnen
IRRAS-Schwingungsbanden auch erstmals die Basislinie {iber den gesamten
Wellenzahlbereich des IRRAS-Spektrums zu berechnen. Als charakteristische Filmparameter
gehen die Schichtdicke, die Brechungsindices des Films n, und n,, und der Tiltwinkel & in die
Berechnung ein. Zur Auswertung der experimentellen Daten in Hinsicht auf eine
Filmdickebestimmung eignet sich vor allem die OH-Streckschwingungsbande des Wassers,
die nur zu einem geringen Teil durch strukturiertes Wasser unterhalb des Films beeinfluf3t
wird.

8-Cyanobiphenyl

Fiir 8CB wird an der Luft/Wasser-Grenzfliche bei Kompression ein Ubergang von einer
Monoschicht zu einer Tripelschicht beobachtet. Die sich neu ausbildende Bischicht oberhalb
der Monoschicht sollte einer smektischen Phase entsprechen. In dieser Arbeit konnte mit
Hilfe der IRRAS-Methode anhand der Cyanostreckschwingungsbande die Orientierung des
Cyanobiphenylkerns bestimmt werden. In der Monoschicht besitzt der Kern einen Tiltwinkel
von By = 55° + 3°, wihrend fiir die Tripelschicht ein mittlerer Tiltwinkel von 81 = 40° £ 3°
berechnet wurde. Die direkt nicht mebaren IRRAS-Bandenintensitdten der Bischicht wurden
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ermittelt, indem die Werte der Monoschicht von den Daten der Tripelschicht subtrahiert
wurden. Damit konnte der Tiltwinkel der Bischicht mit g = 30° £+ 5° bestimmt werden. Die
Simulation der Basislinien fiir die Mono- und die Tripelschicht mit den berechneten
Tiltwinkeln stimmt sehr gut mit den experimentellen Spektren iiberein.

DPPC-Isomere

Die Untersuchung der verschiedenen DPPC-Isomere mit unterschiedlich deuterierten
Acylketten ergab, dall Frequenzverschiebungen der Methylenstreckschwingungsbanden durch
unterschiedliche Effekte bewirkt werden konnen, wenn sowohl CH,- als auch CD,-
substituierte Acylketten verwendet werden. Die Verschiebung der antisymmetrischen CH»-
Streckschwingungsbande zu hoheren Frequenzen ist nicht nur auf eine Zunahme von gauche-
Konformeren in den CHj,-Ketten zuriickzufithren. Im Falle der semisubstituierten DPPC-
Isomere verschiebt sich die antisymmetrische CH,-Bande in geordneten Phasen um ca. 2 cm™
zu héheren Wellenzahlen auf ca. 2920,3 cm™ gegeniiber dem reinen DPPC. Eine zunehmende
»Verdiinnung® der CH,-Ketten durch einen erhdhten Anteil an CD,-Ketten fiihrt zu einer
verringerten intermolekularen Schwingungskopplung unter den CH,-Ketten (Kodati et al.,
1994). Uber die dazugehorige Fermiresonanzbande resultiert dies in einer Verschiebung der
antisymmetrischen CH,-Methylenstreckschwingungsbande. Diese Verschiebung ist also
neben der konformationellen Ordnung auch mit dem Grad der intermolekularen
Schwingungskopplung verbunden. Dieser Befund ist wichtig fiir die spéter untersuchten
Phospholipid/Sphingolipid- bzw. Phospholipid/BMP-Mischfilme, in denen die Phospholipide
deuterierte Fettsdureketten besitzen.

Sphingolipide

Die Ganglioside GM1 und GM2 besitzen einen schwach ausgeprigten LE/LC-
Phaseniibergang, der allerdings in den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen nicht zu
sehen ist. Das Gangliosid GM3 zeigt dagegen in seiner IRRAS-n/A-Isotherme einen deutlich
ausgepragten LE/LC-Phaseniibergang. Anhand der Fluoreszenz-Mikroskopie konnte in den
DPPC-ds,/GM1 4:1- bzw. DPPC-de/GM2 4:1-Mischfilmen vor dem eigentlichen
Phaseniibergang eine fluid/fluid-Phasenseparation beobachtet werden. In den entsprechenden
Mischfilmen mit DMPC-ds4 konnte bei Oberflichendrucken oberhalb von ca. 20 bis 30 mN/m
der Beginn eines LE/LC-Phaseniibergangs gefunden werden.

Bei einem Oberflichendruck von ca. 40 mN/m steigen mit der zunehmenden Grofle der
Oligosaccharidkopfgruppe der Ganglioside GM3, GM2 und GMI1 die entsprechenden
Tiltwinkel der Alkylketten von 22° iiber 25° auf 28°. Der Twistwinkel von ca. 45° bei allen
Gangliosiden deutet auf eine freie Rotation um die Molekiillingsachse hin. In den
Mischfilmen mit DPPC-dg; kommt es immer zu einer leichten Aufrichtung der Ketten des
Phospholipids, wahrend die Alkylketten des Gangliosids jeweils zwischen 2° bis 6° starker als
das Phospholipid geneigt sind (fiir GM1 und GM3; fiir GM2 konnte die Orientierung nicht
bestimmt werden). Das GM3 wird gegeniiber dem reinen Film stirker geneigt, wéhrend sich
das GM1 aufrichtet.

Das Ceramid und das Glucosylceramid liegen an der Luft/Wasser-Grenzfliche als
kondensierte Filme vor. Die Neigungswinkel der Alkylketten bei 40 mN/m betragen 9° bzw.
16°. Allerdings deutet der Twistwinkel von 23° fiir beide Molekiile auf eine starke
Verdrehung der Alkylketten hin.

Das Sphingomyelin zeigt sowohl in der IRRAS-m/A-Isotherme als auch bei den
berechneten Tiltwinkeln seine nahe Verwandtschaft zu DPPC.
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Bis-(monoacylglycero)phosphate

Die hohen Phasenumwandlungstemperaturen der BMP-Molekiile in den kalorimetrischen
Messungen deuten auf starke Wasserstoffbriickenbindungen hin. Das C16-2-BMP besitzt
vermutlich noch eine invers-hexagonale Hy-Phase.

In den IRRAS-Spektren zeigt die antisymmetrische Phosphatstreckschwingungsbande
ebenfalls eine starke Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen an, da sie im Vergleich
zu DPPC von ca. 1228 cm™ fiir die verschiedenen BMP-Molekiile zu ca. 1205 bis 1212 cm’™
verschoben ist.

Bis auf das ungesittigte C18:1-1-BMP, das in einem fliissig-expandierten Phasenzustand
vorliegt, bilden alle anderen BMP-Molekiile an der Luft/Wasser-Grenzfliche kondensierte
Phasen. Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigen fiir DPPC-dg,-Mischfilme
mit den beiden palmitinsdurehaltigen BMP-Lipiden direkt nach dem Beginn des
Druckanstiegs eine fluid/fluid-Phasenseparation. Dagegen wird fiir den DPPC-de/C14-1-
BMP 4:1-Mischfilm erst mit dem LE/LC-Phaseniibergang die Bildung von Dominen
beobachtet. In den Mischfilmen mit DMPC-ds4 konnte bei Oberflachendrucken oberhalb von
ca. 10 bis 20 mN/m der Beginn eines LE/LC-Phaseniibergangs gefunden werden.

In den kondensierten Phasen besitzen die Kohlenwasserstoffketten der BMP-Molekiile
einen Tiltwinkel von ca. 30° liber den gesamten kondensierten Oberflichendruckbereich. Der
Twistwinkel des C16-2-BMP betrigt ca. 45°, wihrend sich bei den beiden in 1-Position
substituierten BMP-Molekiilen der Twistwinkel mit steigendem Oberflichendruck von ca.
50° auf 60° erhoht. In den Mischfilmen mit DPPC-dg; kommt es im Vergleich zu den reinen
Filmen immer zu einer leichten Aufrichtung der Alkylketten der beiden Lipidkomponenten.

Der Hauptgrund fiir das differenzierte Verhalten der in 1- bzw. 2-Position substituierten
Molekiile scheint die unterschiedliche Zugénglichkeit der freien Hydroxylgruppen an den
Glycerinresten zu sein.

Lipid A und Lactoferrin

Das globulédre Protein Lactoferrin ist oberflichenaktiv und adsorbiert spezifisch an Lipid
A, das bei einem Oberflichendruck von 30 mN/m als kondensierter Film vorliegt. Eine
Wechselwirkung mit dem Lipidfilm oder gar ein Einbau in den Kopfgruppen- oder
Kettenbereich kann nicht festgestellt werden. Eine Anderung der hauptsichlich a-helikalen
Sekundirstruktur konnte ebenfalls nicht beobachtet werden. Die adsorptionsbedingte
Zunahme der Intensitdt der OH-Streckschwingungsbande ist ein weiterer Beweis dafiir, daf3
die Intensitit dieser Bande mit der Schichtdicke des untersuchten Films korreliert werden
kann.

POPG und KLLAL

Das oberflichenaktive Peptid KLAL bildet an der Luft/Wasser-Grenzfliche
intermolekulare B-Faltblattstrukturen und mit der Bindung an anionisches POPG eine a-Helix.
Der geringe Intensititsanstieg der OH-Streckschwingungsbande wéhrend der Bindung deutet
auf eine sehr geringe Zunahme der Filmschichtdicke hin. Die starke
Oberflachendruckzunahme wihrend der Adsorption, die nicht nur auf elektrostatischen
Wechselwirkungen beruhen kann, die relativ parallele Ausrichtung der a-Helix zur
Grenzflache und die anndhernd konstante Schichtdicke lassen auf einen Einbau des Peptids in
den Lipidfilm schlieBen.
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GM1 und GM2-Aktivatorprotein

Die B-Faltblattstruktur des oberflachenaktiven GM2-Aktivatorproteins liegt anndhernd
flach an der Luft/Wasser-Grenzfliache. Die offene hydrophobe Bindungstasche des Proteins
richtet sich dabei wahrscheinlich zur Luft hin aus. Bei anfanglichen Oberflachendrucken von
ca. 30 mN/m konnte keine Wechselwirkung des Proteins mit DMPC-dss/C16-1-BMP/GM 1
3:1:1-, DMPC-ds4/GM1 4:1-, DMPC-ds4- bzw. DPPC-dg,-Monoschichten beobachtet werden.
Erst durch die Expansion der Filme zu Oberflaichendrucken zwischen 10 und 15 mN/m
konnte die Amid-I-Bande des Proteins detektiert werden. Durch erneute Kompression des
Lipid/Protein-Films wurde das GM2-AP meist vollstindig in die Subphase abgegeben. Der
DMPC-ds4/C16-1-BMP/GM1 3:1:1-Film auf der sauren Subphase konnte einen Teil des
angelagerten Proteins auch bei erh6htem Oberfldchendruck noch in der Monoschicht binden.

Das Aktivatorprotein scheint Gangliosidmolekiile nicht aus der Monoschicht
herauszuziehen. Der membrangebundene Mechanismus der GaINAc-Hydrolyse durch die -
Hexosaminidase und das Aktivatorprotein scheint damit wahrscheinlicher zu sein als die
Komplexbildung des Gangliosids mit dem GM2-Aktivatorprotein in Ldsung und die
anschlieBende Hydrolyse durch die Hexosaminidase.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Materialien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Losungsmittel und Substanzen waren
zumindest vom Reinheitsgrad pro analysi und wurden, wenn nicht anders vermerkt, ohne
weitere Reinigung verwendet. Das Wasser wurde ausschlieBlich aus der Reinstwasseranlage
bezogen. Die Leitfdahigkeit betrug < 0,55 uS/cm bzw. > 18,2 MQ.

5.1.1 Chemikalien

8CB (8-Cyanobiphenyl): Aldrich, Steinheim.

Chloroform und Methanol (HPLC- bzw. ACS-grade): Sigma-Aldrich, Deisenhofen bzw. Carl
Roth GmbH, Karlsruhe.

Anorganische Salze und Puffer: Merck, Darmstadt bzw. Sigma-Aldrich, Deisenhofen.

Deuteriumoxid D,0 (99,9 Atom% D): Isotec Inc. (liber Campro Scientific, Veenendaal,
Niederlande).

5.1.2 Lipide

DPPC: Sygena, Liestal, Schweiz bzw. Lipoid GmbH, Ludwigshafen.

DPPC-dg;, DMPC-dss4, P-d3;PPC und PP-d;PC: Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama,
USA.

Stearoyl-Ceramid (C18-Cer): Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, USA.

Stearoyl-Sphingomyelin (C18-SM), Stearoyl-Glucosylceramid (C18-GlcCer): Larodan,
Malmo, Schweden.

Die Ganglioside GM1 (vorwiegend N-C18), GM2 (ca. 90% N-C18) und GM3
(vorwiegend N-C18; Fidia Research Laboratories, Abano, Italien) wurden von Prof. Dr. K.
Sandhoff (Kekulé-Institut fiir Organische Chemie und Biochemie, Bonn) zur Verfligung
gestellt.

Bis-(1-palmitoyl-sn-glycero-3-)phosphat (C16-1-BMP) wurde im Arbeitskreis von Prof.
Dr. K. Sandhoff synthetisiert (Wilkening, 1998; Dang, 1982).

Prof. Dr. B. Dobner (Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Halle) iiberliel uns das von
thm hergestellte Bis-(2-palmitoyl-sn-glycero-3-)phosphat (C16-2-BMP).
3-Myristoyl-sn-glycero-1-(1'-myristoyl-sn-glycero-3'-)phosphat (C14-1-BMP) und 3-Oleoyl-
sn-glycero-1-(1'-oleoyl-sn-glycero-3'-)phosphat  (C18:1-1-BMP): Avanti Polar Lipids,
Alabaster, Alabama, USA.

Lipid A wurde durch Azetatpufferbehandlung von LPS F515 isoliert, gereinigt und in
sein Triethylaminsalz umgewandelt. Lipid A wurde uns von Dr. K. Brandenburg
(Forschungszentrum Borstel) zur Verfligung gestellt.

POPG: Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, USA.

5.1.3 Peptide und Proteine

Das Lactoferrin aus menschlicher Milch stammte von Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
und wurde von Dr. K. Brandenburg (Forschungszentrum Borstel) gestellt.

Das KLAL (KLALKLALKALKAALKLA) wurde mit der fiir Peptide géngigen Fmoc-
Schutzgruppentechnik synthetisiert und iiber RP-HPLC gereinigt. Fiir unsere Messungen

92



Experimenteller Teil

wurde uns von Dr. M. Dathe (Forschungsinstitut fiir Molekulare Pharmakologie, Berlin) das
entsprechende Hydrochloridsalz zur Verfiigung gestellt. Zur Durchfiihrung der IRRAS-
Messungen verwendeten wir dementsprechend eine Subphase von 10 mM Tris-Puffer und
154 mM NaCl mit pH 7.,4.

Das GM2-Aktivatorprotein (GM2-AP) in einer glykosylierten Version (exprimiert in
einem Bacculo-System) wurde uns ebenfalls von Prof. Dr. K. Sandhoff zur Verfiigung
gestellt. Wir erhielten das Protein sowohl in einem Phosphatpuffer pH 6,8 als auch in einem
Citratpuffer pH 4,0 (beide Losungen enthielten je 0,02% Azid).

5.1.4 Instrumentierung

Dosierspritzen mit Gewindekolben: Hamilton Deutschland GmbH, Darmstadt.

Reinstwassersystem Clear-UV plus mit 2 vorgeschalteten SG lonenaustauschern: SG
Wasseraufbereitung u. Regenerierstation GmbH, Hamburg-Barsbiittel.

Filmwaagentroge samt Ansteuerungselektronik: Riegler & Kirstein GmbH, Berlin.

FT-IR-Spektrometer Equinox 55 in Verbindung mit der Reflexionseinheit XA 511: Bruker,
Karlsruhe.

FT-IR-Spektrometer Vector 22: Bruker, Karlsruhe.

FT-IR-Spektrometer IFS66v/S mit Mikroskop IRscope II: Bruker, Karlsruhe; in Verbindung
mit einer temperierbaren Kiivettenhalterung Eurotherm: Bruker, Karlsruhe.

VP-DSC: MicroCal Inc., Northampton, MA, USA.
Ultraschallbad Transsonic 310/H: Elma, Singen.
pH-Meter pMX 3000/pH: WTW, Weilheim.
Thermostaten N3, F3 und F6: Haake, Karlsruhe.

5.2 Methoden

5.2.1 Filmwaagemessungen an der Luft/Wasser-Grenzflache

Alle Experimente wurden mit Wilhelmy-Filmwaagen durchgefiihrt, bei denen ein
Filterpapierstiick als Wilhelmypldttchen dient. Die IRRAS-Filmwaage besteht aus einem
Proben- (300 x 60 x 3 mm?®) und einem Referenztrog (60 x 60 x 3 mm?) aus Teflon, die durch
3 kleine Rohren miteinander verbunden sind. Dies ermdglicht einen gleich hohen
Fliissigkeitsstand in beiden Trogen, was sehr wichtig fiir die IRRAS-Messungen ist. Die
Breite garantiert, da3 der IR-Strahlengang bei allen Einfallswinkeln auf eine waagrechte
Oberflache gelangt und der Meniskus am Trogrand keine Rolle spielt. Die beiden
Teflonbarrieren des Probentroges sind computergesteuert und bewegen sich symmetrisch
aufeinander zu (siche Abb. 2.3 und Abb. 5.1).

Beide Troge wurden, je nach Bedarf, mit einer Detergenslosung (Tickopur R33, Carl
Roth GmbH, Karlsruhe) gereinigt und dann mehrfach mit Reinstwasser gespiilt. Danach
wurde die Subphase eingefiillt und die Temperatur mit einem Thermostaten auf 20° + 0,5 °C
eingestellt. Vor der eigentlichen Messung wurde die Reinheit der Wasseroberflache durch
mehrmaliges Komprimieren und Expandieren der Schubbarrieren kontrolliert. Dabei durfte
der Oberflachendruck m sich nicht um mehr als 0,1 mN/m &ndern. Fiir die Messungen auf
D,0 konnten diese optimalen Bedingungen nicht ganz eingehalten werden, da das kéufliche
D,0 nicht mit Wasser aus einer Reinstwasseranlage vergleichbar ist. Fiir Messungen auf einer
D,0O-haltigen Subphase bei einem bestimmten pD-Wert wurde die folgende Umrechnung aus
den pH-Einheiten eines konventionellen pH-Meters verwendet: pD = pH + 0,4 (Jackson,
1989). Nach Fiillen der Troge wurden zwischen 15 und 50 pl der gewiinschten Losung mittels
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einer Dosierspritze vorsichtig und tropfchenweise auf die Oberfliche des Probentrogs
aufgetragen. Die Lipidlosungen hatten Konzentrationen zwischen 0,5 und 1 mM und als
Losungsmittel diente eine Chloroform/Methanol-Mischung (meist 9:1, v/v), wobei darauf
geachtet wurde, da3 ein moglichst geringer Anteil an Methanol verwendet wurde, da dies ein
Abtauchen der Substanz in die Subphase begiinstigt. Nach einer Aquilibrierungszeit von
mindestens 15 Minuten zur Verfliichtigung des Losungsmittels wurden die Druck/Flachen-
Isothermen (n/A-Isothermen) mit einer Kompressionsgeschwindigkeit von 0,02 nm?*/Molekiil
und Minute mit einem selbstgeschriebenen Programm aufgezeichnet. Die Reproduzierbarkeit
der Messungen lag in einem Intervall von + 0,02 nm?*/Molekiil bei vorgegebenen Druck.

5.2.2 IRRAS an der Luft/Wasser-Grenzfliche

Die externe Reflexionseinheit XA 511 der Firma Bruker (Karlsruhe) befindet sich unter
einer Plexiglasbox, um den Film auf der Luft/Wasser-Grenzfliche vor Umgebungseinfliissen
zu schiitzen und um die Luftfeuchtigkeit im Strahlengang konstant zu halten.

Als Spektrometer dient ein Equinox 55 FT-IR-Spektrometer (Bruker) mit
schmalbandigen (sehr empfindlichen) MCT-Detektor (siche Abb. 5.1). Der IR-Strahl wird
dabei aus dem Spektrometer ausgekoppelt und iiber ein System von planaren Spiegeln in
einen im Einfallswinkel verstellbaren Arm (in Abb. 2.2 zu erkennen) eingekoppelt. Der letzte
Spiegel, der den Strahl auf die Wasseroberflache fokussiert hat eine Brennweite von 250 mm.
Die Fokussierung erhoht die reflektierte Intensitidt und die grofe Brennweite minimiert den
Fehler im Einfallswinkel. Die Einstellung der Arme und damit der Einfallswinkel erfolgt
computergesteuert zwischen 20 und 80°. Das letzte optische Element vor der Luft/Wasser-
Grenzfliche ist ein KRS-5-Polarisator mit einer besonders hohen Giite der linearen
Polarisation (> 98 %). Er ist deshalb an dieser Stelle montiert, um eine Depolarisation der
elektromagnetischen Strahlung an den Spiegeln zu vermeiden. Der Polarisator ist liber den
Computer per Schrittmotor einstellbar (4 Umdrehungen pro Grad). AuBerdem ist noch
optional ein photoelastischer Modulator (PEM) an dieser Position einsetzbar.

2nd Dete ctor Position
\ Optiomal: 2nd Polarizer

Trough \
Barmier -\ _\

L=\

_— - t u - \\ 1 I
| l sy
Detector
L
PEM
oo Polarizer
AN

Focussing or Plane Mirror

Abb. 5.1: Schematischer Aufbau der IRRAS-Apparatur.

Nach der Reflexion an der Luft/Wasser-Grenzflache wird der IR-Strahl {iber ein analog
aufgebautes System von Spiegeln in einem zweiten Arm, der die gleiche Winkeleinstellung
wie der erste Arm hat, zu einem externen MCT-Detektor gefiihrt. Der mit fliissigem Stickstoff
gekiihlte Detektor ist auBerhalb der Plexiglasverkleidung der gesamten Reflexionseinheit
positioniert. Somit kann wéhrend einer Mefreihe der Stickstoff ohne Probleme in den
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Detektor nachgefiillt werden, ohne daB der Film die unweigerlich dabei auftretenden
Temperturabsenkungen in der Umgebung des Detektors erféhrt.

Das in Kap. 5.2.1 beschriebene Trogsystem ist in der Reflexionseinheit auf einer
fahrbaren Biihne montiert (,,Trog-Shuttle®). Damit konnen beide Troge abwechselnd in den
IR-Strahlengang geschoben werden. Wegen des geringen zeitlichen Abstandes zwischen
Messung und Hintergrundmessung sind dadurch auch Beobachtungen im Bereich der
Rotationsschwingungsbanden des Wasserdampfes moglich (zwischen 1400 und 1800 cm™)
Die Verwendung eines ,,Shuttles* wurde zum ersten Mal von Flach et al. (1994) erwihnt. Bei
der Einrichtung der Motorensteuerung wurde darauf geachtet, da3 zu Beginn der Bewegung
der Motor langsam anfdhrt, ehe er innerhalb von 3 Sekunden seine Endgeschwindigkeit
erreicht (1,7 mm/s).

Der gesamte Aufbau ist zum Zwecke der Schwingungsddmpfung auf einem massiv
gemauerten Tisch im Keller des Gebédudes unterbracht.

Nachfolgend werden die drei hauptséchlich verwendeten MeBmethoden beschrieben:

5.2.2.1 IRRAS-Druck/Fliachen-Isothermen

Zur Aufnahme von Druck/Flachen-Isothermen (m/A-Isothermen) wurde neben der
Barrierenansteuerung ein Programm bendtigt, das mit dem Spektrometer kommuniziert.
Dabei mufiten sowohl spektroskopische Parameter, als auch die Punkte in der Druck/Flachen-
Isotherme, an denen gemessen werden sollte, libertragen werden, was in einem speziellen
Programmodul verwirklicht wurde. Dieses erlaubt widhrend oder im Anschlufl an IRRAS-
Druck/Flachen-Isothermen die Durchfithrung von Orientierungsmessungen bei bestimmten
Drucken bzw. Flachen pro Molekiil (nachfolgendes Kap. 5.2.2.2).

Nachdem eine reine Druck/Flachen-Isotherme fiir eine Substanz (z. B. DPPC) gemessen
wurde, wurde anhand dieser Daten das spezifische IRRAS-Meflprogramm entworfen. Die
Festlegung der anzufahrenden Fldchenwerte, an denen dann ein IRRAS-Spektrum gemessen
werden sollte, orientierte sich an dieser Vorlage. Im gasanalogen Zustand wurde z. B. bei
jeder Messung ein Hintergrundspektrum von der reinen Subphase im Referenztrog
aufgenommen, wobei die Schrittweite zwischen den anzufahrenden Fldchen entsprechend
gro3 gewdhlt wurde, da die Spektren meist nur einen geringen Informationsgehalt besa3en.
Im fliissig-expandierten Zustand wurde die Schrittweite zwischen den einzelnen Flichen
reduziert und nur noch bei jeder zweiten Messung wurde ein neues Hintergrundspektrum
aufgenommen. Bei einem Phaseniibergang von fliissig-expandiert nach fliissig-kondensiert
und im fliissig-kondensierten Zustand wurde meist eine Schrittweite von 0,01 nm® gewihlt
und nur fiir jedes dritte bzw. flinfte Spektrum ein neues Hintergrundspektrum gemessen. Daf3
nicht jedes Mal ein neues Referenzspektrum aufgenommen wird, ist deswegen von Vorteil,
weil bei erhohtem Oberflichendruck ein Stop der Filmwaagebarrieren eine verstirkte
Druckrelaxation des Filmes zur Folge hat.

Folgendes Mefprotokoll wurde verwendet: Nachdem die Barrieren gestoppt wurden,
erfolgte ein Wechsel des ,,Trog-Shuttles“ zum Referenztrog. Nachdem dieser erreicht war,
wurde noch 10 Sekunden gewartet und dann das Reflektivititsspektrum R, der reinen
Subphase aufgenommen. Danach wurde zum Film auf dem Probentrog zuriickgefahren,
wieder 10 Sekunden gewartet und das Probenspektrum R gemessen.

Beide Einkanalspektren wurden normalerweise bei einem Einfallswinkel von 40° und mit
s-polarisierten Licht gemessen. Es wurden 1000 Scans mit einer spektralen Aufldosung von 4
cm” aufgenommen und als Apodisierungsfunktion diente die Blackman-Harris 4-Term-
Funktion mit einem Zerofilling-Faktor von 2. Die Aquisitionszeit fiir ein Spektrum samt
Hintergrundaufnahme betrug ca. 4,5 Minuten. Die IRRAS-Spektren und damit die
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Reflexions-Absorption R4 errechnen sich nun daraus durch: -log (R/Ry). Der ,,cut-off*-Filter
(> 3000 cm™) zur Minderung von Aufheizeffekten wurde selten verwendet (siche Kap. 2.2).

Wenn von diesen Bedingungen abgewichen wurde, ist dies bei dem entsprechenden Film
vermerkt. Z. B. war es sinnvoll mit p-polarisiertem Licht zu messen, wenn eine grof3e
Anderung der Orientierung erwartet wurde.

Die Position der interessierenden v(CH;)- bzw. v(CD;)-Banden wurde unter Verwendung
des von Cameron et al. (1982) entwickelten mathematischen Verfahrens zur Berechnung des
Schwerpunktes ("center of gravity") einer Bande ermittelt. Danach wurden diese Bandenlagen
gegen die zugehorige Fliche pro Molekiil zusétzlich zur w/A-Isotherme in einem
gemeinsamen Diagramm aufgetragen.

5.2.2.2 Orientierungsmessungen

Zur Bestimmung der Orientierung von Molekiilen in einem Film an der Luft/Wasser-
Grenzfliche wurden IRRAS-Spektren sowohl mit p-, als auch mit s-polarisierter Strahlung bei
Einfallswinkeln von 32 bis 70° in Schritten von 2° gemessen.

Nachdem der gewiinschte Filmdruck bzw. die gewiinschte Fliche pro Molekiil erreicht
wurde, wurde 15 Minuten gewartet. Dann wurden zunichst bei einem Einfallswinkel von 32°
mit p-polarisierter Strahlung je Referenz- und Probenreflektivititsspektrum 4000
Interferogramme addiert. Die Auflosung betrug bei diesen Messungen 8 cm™, die restlichen
Parameter blieben unverdndert. Bei einem Einfallswinkel von 68° wurde die Intensitdt der
reflektierten Strahlung zu groB, so daB per Filterrad im Spektrometer eine den
Strahlquerschnitt verkleinernde Apertur dazwischengeschaltet werden mufite. Diese wurde
auch fiir die sich anschlieenden Messungen mit s-polarisierter Strahlung beibehalten, da
diese generell eine hohere Reflektivitit als p-polarisierte Strahlung hat. Fiir die
Einkanalspektren mit s-Polarisation konnte die Scan-Anzahl auf 2000 halbiert werden. Eine
Messung mit p-polarisierter Strahlung dauerte ca. 9 Minuten, eine mit s-polarisierter ca. 6
Minuten. Insgesamt brauchte das Programm fiir einen kompletten Zyklus ca. 4,5 Stunden.

Fiir die Auswertung muf3te die Intensitit der Banden in Abhingigkeit vom Einfallswinkel
bestimmt werden. Darum wurden die Peakhdhen und nicht die integrierten Intensititen
verwendet, um eventuell iiberlappende spektrale Beitrige zu minimieren (siche z. B. Gericke
et al.,, 1997). Zuerst wurden sédmtliche Spektren basislinienkorrigiert. Dies erfolgte mit der
spektrometereigenen  Software OPUS von Bruker (Karlsruhe). Es wurde die
Gummibandmethode (Polylinie) mit mehreren, umliegenden Stiitzpunkten verwendet. Damit
konnte bei den v(CH;)-Banden der Anstieg der Basislinie bei hoheren Wellenzahlen korrigiert
werden (die verdnderte Basislinie ist durch die v(OH)-Bande des Wassers der Subphase
bedingt). Dies gilt fiir Spektren mit p-Polarisation unterhalb des Brewsterwinkels und fiir alle
Spektren mit s-Polarisation. Fiir Spektren mit p-Polarisation oberhalb des Brewsterwinkels
fiel dagegen die Basislinie bei hoheren Wellenzahlen ab und wurde dementsprechend
korrigiert. Bei den v(CD,)-Banden wurde die Assoziationsbande des Wassers der Subphase
durch die Korrektur eliminiert. Danach konnten die Intensitidten der Banden wieder mit der
schon im vorigen Kapitel erwéhnten Software bestimmt werden. AnschlieBend wurden diese
Intensititen nach Polarisation und zugehorigem Einfallswinkel gegeneinander aufgetragen.
Nicht verwendet wurden dabei Intensitidten von Banden, die nicht korrekt ausgewertet werden
konnten. Bei den CH,-Methylenstreckschwingungen waren dies meist die Messungen bei p-
Polarisation mit einem Einfallswinkel zwischen 52° und 58° und bei den CD,-Banden die
entsprechenden Intensititen zwischen 50° und 56°. Hier ist aufgrund der geringen
Reflektivitit ein sehr starkes Rauschen in den Spektren vorhanden. AuBerdem wurden
Banden mit zu geringer Intensitét verworfen.
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Anhand dieses Zusammenhangs konnten dann die Orientierungen der Molekiile bestimmt
werden (siehe Kap. 2.2.3.1).

5.2.2.3 Zeitabhingige Messungen mit Peptiden/Proteinen

Reine Peptidmonoschichten wurden durch direkte Injektion der wilBrigen
Peptidstammldsung unter die Wasseroberfliche erzeugt. AnschlieBend wurde kontinuierlich
der Druckanstieg aufgezeichnet, wihrend gleichzeitig IRRAS-Spektren akkumuliert wurden.
Zum Studium von Lipid/Peptid-Wechselwirkungen wurden zuerst zwei Schlduche durch die
Verbindungen zwischen Referenz- und Probentrog hindurch im Probentrog verlegt (siche
Abb. 5.2). Im vorderen Teil am Schlauchausgang befand sich nur reine Subphasenldsung, um
ein vorzeitiges Hinausdiffundieren der Peptide zu verhindern. Dann wurde die Subphase
eingefiillt, der Lipidfilm prépariert und zu dem gewiinschten Oberfldchendruck komprimiert
(sieche Kap. 5.2.1). Vor der Injektion wurden vom reinen Lipidfilm IRRAS-Spektren fiir
spéitere Vergleiche aufgenommen. Anschlieend erfolgte die Peptidinjektion, die ohne den
Lipidfilm zu stéren und ohne die Plexiglasverkleidung abnehmen zu miissen durchgefiihrt
werden konnte. Nach der Injektion erfolgte eine kontinuierliche Spektrenaufnahme. Es
wurden Spektren mit einer Auflésung von 8 cm™ aufgenommen, und zwar mit s- als auch mit
p-Polarisation. Die restlichen Parameter wurden &hnlich gewéhlt wie im vorigen Kapitel
dargelegt. Je nach Verlauf des Experimentes wurden eventuell Orientierungsmessungen
gemacht, oder der Lipid/Peptid-Film wurde weiter komprimiert oder expandiert.

Abb. 5.2: Schema des IRRAS-Aufbaus fiir zeitabhidngige Lipid/Peptid-Wechselwirkungsstudien.

Ein Problem, das bei allen in der Subphase geldsten Proteinen existiert, ist die Diffusion
dieser Substanzen vom Probentrog in den angeschlossenen Referenztrog. Durch Adsorption
an die Luft/Wasser-Grenzfliche im Referenztrog werden im Referenzspektrum ebenfalls
Absorptionsbanden erscheinen, die dazu fithren, dal die Absorptionsbanden im IRRAS-
Spektrum an Intensitit verlieren oder sogar ihr Vorzeichen wechseln. Eine weiteres Problem
tritt durch die Verwendung von D,0 als Subphase auf. Im Laufe eines Experiments kommt es
zu einem H/D-Austausch zwischen der D,O-Subphase und H,O-haltigem Wasserdampf in der
Atmosphdre. Wegen der freien Oberfliche kommt es vor allem im Referenztrog zur Bildung
von HOD. Die HOD-Scherschwingungsbande bei ca. 1460 cm™ wird aufgrund der ungleichen
Bildung von HOD in den beiden Trogen sehr grofl und stort zunehmend die Basislinie.
AulBlerdem kommt es bei linger dauernden Experimenten zu einem Fliissigkeitsverlust in der
Subphase durch Verdampfung (im Referenztrog mehr als im Probentrog).

Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurden die entsprechenden Experimente zeitlich auf ca.
5 bis 8 Stunden begrenzt.
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5.2.3 Transmissions-FT-IR-Spektroskopie

Alle Lipidgemische wurden analog der unter Kap. 5.2.5 beschriebenen Methode
hergestellt. Allerdings wurde eine Konzentration der Lipiddispersionen von 10 Gew.-%
verwendet. Nach der Homogenisierung der Suspension wurde sie in eine Kiivette mit CaF,-
Fenstern und einer Schichtdicke von 56 um gefiillt. Die Messung der Temperaturabhingigkeit
erfolgte zwischen 10 und 50 °C in Schritten zu 2 °C. Bei jeder neuen Temperatur wurde eine
Aquilibrierungszeit von 8 Minuten eingehalten. Die Messungen wurden mit dem FT-IR-
Spektrometer Vector 22 mit DTGS-Detektor durchgefiihrt, wobei je 32 Scans mit einer
Auflésung von 2 cm™' aufgenommen. Als Apodisierungsfunktion wurde die Blackman-Harris
3-Term-Funktion mit einem Zerofill-Faktor von 2 verwendet. Die Spektren wurden noch auf
ein Hintergrundspektrum S, referenziert (-log (5/Sp)), welches bei der gleichen Temperatur
mittels eines Probenwechslers aufgenommen wurde. Dies diente zur Minderung der
Wasserdampfbanden im resultierenden Spektrum.

Vor der Auswertung wurden von den Lipidspektren die bei der entsprechenden
Temperatur gemessenen Spektren von reinem Wasser subtrahiert. AnschlieBend wurde wieder
mit der schon in Kap. 5.2.2 erwdhnten Software die Lage des Absorptionsmaximums der
v, (CHy)- bzw. v (CD;)-Bande ermittelt und gegen die Temperatur aufgetragen. Aus den

Wendepunkten dieser Vv, /T-Diagramme wurden die entsprechenden Umwandlungs-
temperaturen T, bestimmt.

IR-Mikroskopie:

Die fliissigkristalline Verbindung 8CB wurde in Transmission mit dem IR-Mikroskop
untersucht, da hier neben den IR-Messungen zusitzlich noch die visuelle Betrachtung des
Probenbereichs und der entsprechenden Phasenumwandlungen moglich waren. Fiir die
visuelle Verfolgung im sichtbaren Wellenldngenbereich wurden gekreuzte Polarisatoren
benutzt, in Analogie zu einem konventionellen Polarisationsmikroskop.

8CB wurde zwischen zwei NaCl-Fenster ohne einen Spacer geprefit und mittels der
externen Temperierung der elektrisch heizbaren Kiivette zuerst in den isotropen
Phasenzustand gebracht. Danach wurde die Probe sukzessiv abgekiihlt und bei den
gewiinschten Temperaturen die entsprechenden IR-Spektren aufgenommen. Pro Messung
wurden 64 Interferogramme addiert, mit einer Blackman-Harris 3-Term-Funktion apodisiert
und die Anzahl der Datenpunkte anschlieBend vor der Fourier-Transformation durch das
Anhingen von Nullen verdoppelt. Die Geriteauflosung betrug dabei 2 cm™. Anschliefend
wurde wieder auf ein entsprechendes Hintergrundspektrum (nur die Kiivettenfenster)
referenziert, das in einer anderen MeBreihe ebenfalls temperaturabhingig aufgenommen
wurde. Die Auswertung erfolgte analog zur konventionellen Transmissions-FT-IR-
Spektroskopie.

5.2.4 Fluoreszenz-Mikroskopie

Als Mikroskop wurde ein Auflichtmikroskop vom Typ AxioTech Vario der Firma Carl
Zeiss Jena verwendet. Zur Anregung der Fluoreszenz diente eine 50 W
Quecksilberhochdrucklampe mit den geeigneten Filtern. Der Film wurde mittels einer
Restlichtkamera beobachtet (SIT camera C2400-08, Hamamatsu, Japan). Die Empfindlichkeit
der Kamera erlaubte eine Farbstoffkonzentration von weniger als 1 Molekiil pro 200 nm?
(z.B. NBD in einer Phospholipidmatrix: 0.5 mol%). Die aufgenommenen Bilder wurden
direkt in einen Computer iiber einen digitalen Bildprozessor (Argus 20, Hamamatsu, Japan)
iibernommen, ohne dafl eine analoge Speicherung zwischen Kamera und Computer
notwendig war. Die digitale Auflosung der Bilder war besser als drei Pixel pro Mikrometer;
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die optische war etwas unterhalb von einem Mikrometer. Der ausgeleuchtete Spot auf der
Wasseroberfldche hatte einen Durchmesser von ca. 6 bis 7 mm.

Der Filmwaagetrog hatte eine Breite von 120 mm, der Abstand zwischen den aufeinander
zufahrenden Barrieren konnte zwischen 195 mm und 28 mm variiert werden. Es wurde ein
symmetrischer Barrierenaufbau benutzt, um eine erhohte Filmstabilitdit auch wihrend der
Kompression zu erhalten. Der Trog wurde durch eine Reihe von Peltierelementen temperiert
und die Temperaturstabilitdt war besser als 0,2 °C. Die Filmwaage war auf einem x-y-Tisch
(Maerzhaeuser, Deutschland) montiert. Dadurch konnten einzelne Gebiete des Filmes
aufgesucht werden und damit ein Ausbleichen des Farbstoffs verhindert werden. Aulerdem
konnte so kleineren noch vorhandenen Filmdriften entgegengesteuert werden. Der gesamte
Aufbau war zusitzlich durch eine aktive Schwingungsisolation vom Gebdude entkoppelt
(Sandercock, Schweiz).

Als fluoreszenzmarkiertes Lipid diente 1-Palmitoyl-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-
4-yl) amino] dodecanoyl]-sn-glycero-3-phosphocholin (kurz: NBD-PC, Molecular Probes,
Leiden, Niederlande). Der Anteil des Fluoreszenzlabels an der gesamten eingesetzten
Lipidstoffmenge betrug 0,5 %.

Die Priparation der Lipidfilme erfolgte analog zu Kap. 5.2.1.

5.2.5 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Vor der Suspendierung lagen alle Lipide entweder als Feststoff oder als Film vor. Die
Filme wurden fiir Lipidgemische hergestellt indem entsprechende Volumina der jeweiligen
Stammlosungen zusammenpipettiert und das Losungsmittel (Chloroform und Methanol)
durch anschlieBendes Abblasen unter einem Stickstoffstrom entfernt wurde. AnschlieBend
wurden die Proben iiber Nacht in einem Vakuumtrockenschrank bei 40 °C vollstindig
getrocknet.

Vor Beginn der Messung wurden die Lipidproben mit 0,8 bis 1 ml Reinstwasser versetzt
(0,75 mM Lipidprobe), 5 Minuten ca. 10 °C oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur
inkubiert und ca. 1 Minute mechanisch geschiittelt. Diese Prozedur wurde noch mindestens
zweimal wiederholt bis zur vollstdndigen Homogenisierung der Probe. Teilweise muf3ten die
Proben noch im Ultraschallbad behandelt werden, um die komplette Dispergierung zu
erreichen. Danach wurden die Lipidprobe und die entsprechende Referenzlosung noch ca. 5
Minuten unter leichtem Vakuum entgast.

Die Untersuchung der Probe im DSC-Gerit erfolgte mit einer Heizrate von 60 °C/h. Fiir
jede Probe wurden drei Autheiz- und die entsprechenden Abkiihlkurven aufgenommen.

Fir die Auswertung wurden das entsprechende DSC-Modul des Programms ORIGIN
herangezogen. Dabei wurden die zweite bzw. dritte Autheizkurve verwendet. Nach Abzug der
Basislinie wurde die Kurve durch Eingabe der Konzentration der Losung normiert. Die
Umwandlungstemperaturen wurden durch Extremwertsuche ermittelt und entsprachen den
Maxima der C,/T-Kurven. Die molare Enthalpie AH entsprach der Flache unter dem
Umwandlungspeak.
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Anhang

Anhang

A.1 Simulation der Ordnungsparameter S und D
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Abb. A.1.1: Simulation des Tiltordnungsparameters Sy und des Querordnungsparameters Dy, in
Abhingigkeit vom Tiltwinkel 6 fiir verschiedene Twistwinkel . Bei bestimmten Tiltwinkeln 6 (10°,
20°, 30° und 70°) wurden die Resultate zur besseren Vergleichbarkeit mit Késtchen markiert und
vertikal verbunden.

A.2 Simulation der Absorptionskoeffizienten k; pax

LOF--... ]
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Absorptionskoeffizient £

Abb. A.2.1: Simulation der Absorptionskoeffizienten k; ,,x in Abhéngigkeit vom Tiltwinkel € mit
kx max t ky max Tk max = Kkmax = 1 (Kx max = Ky max; kmax Wurde willkiirlich auf 1 gesetzt). Das
Ubergangsdipolmoment u hat die Polarwinkel & = 0° und § = 0° (z. B.: v(CN)).
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Abb. A.2.2: Simulation der Absorptionskoeffizienten k; ,,,x in Abhingigkeit vom Tiltwinkel 8 und fiir
verschiedene Twistwinkel y mit Ay max + Ay max + Kz max = Kmax = 1 (Ax max = Ky maxs kmax Wurde willkiirlich
auf 1 gesetzt). Das Ubergangsdipolmoment u hat die Polarwinkel a = 90° und g = 0° (OBEN; z. B.:
vs(CH,)) bzw. f = 90° (UNTEN; z. B.: v,((CH,)). Die Pfeile verdeutlichen die Variation des
Twistwinkels zwischen den Extremwerten 0 und 90° fiir die resultierenden Absorptionskoeffizienten.
Bei bestimmten Tiltwinkeln 8 (10, 20, 30 und 70°) wurden die Resultate zur besseren Vergleichbarkeit
mit Kastchen markiert und vertikal verbunden.

Vergleicht man in Abb. A.2.2 die Absorptionskoeffizienten kx max bzw. k; max ausgehend
vom Fall der Rotationssymmetrie (v = 45°), so erkennt man, dal eine leichte Verdrillung
(v = 40°) der Molekiile bei kleinen Tiltwinkeln nur geringfiigige Verdnderungen bedingt. Bei
groBen Tiltwinkeln sind Anderungen des Twistwinkels ohne Probleme mefbar.
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A.3 Normierung der Reflektivititsspektren

s-Polarisation I p-Polarisation I

100 E ! T ! T ! T T EE T T T T T T

107

107 F

Reflektivitat

3750 3000 2250 15003750 3000 2250 1500
Wellenzahl / cm’™

Abb. A.3.1: Kalibrierungsspektren Rqp- ohne Probe im Strahlengang bei einem Einfallswinkel von 90°
(=), gemessene Reflektivititsspektren Ryesaung VOon Wasser (=), experimentelle Reflektivitatsspektren
Rexperimentell = RMessung / Rooe (=) und simulierte Reflektivititsspektren (=) fiir s- bzw. p-Polarisation bei

einem Einfallswinkel von 40°.
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A.4 TRRAS-Simulation von CD,-Streckschwingungsbanden
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Abb. A.4.1: Simulierte (oben) und experimentelle (unten) IRRAS-Spektren der v(CD,)-Banden von
DPPC-dg, bei den jeweils angegebenen Einfallswinkeln und entsprechender Polarisation. Die
berechneten Spektren gehoren zu dem Parametersatz, mit dem die experimentellen Daten am besten
angepalit werden konnten (siche Abb. 2.9: 8 =28°, = 43°, kinax as = 0,307 und kinax s = 0,222).
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A.5 8-Cyanobiphenyl
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Abb. A.5.1: v (CN)-, vV (Aromat)- und v, (CH,)/T-Diagramm von 8CB aus Transmissions-FT-IR-
Messungen am IR-Mikroskop.
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Abb. A.5.2: Extrapolation des ordentlichen und auBerordentlichen Brechungsindex n, bzw. n,, von
8CB in Abhéngigkeit von der Wellenldnge bei den angegebenen Temperaturen.

Die Originaldaten wurden refraktometrisch bei

1996):

no,uo (/1) = \/1 +

AU,(I() (T) ’ 2/2
212 - B(),ll() (T) .

AS

546, 589 und 633 nm
temperaturabhédngig gemessen (Karat & Madhusudana, 1976). Diese Werte wurden an die
empirische Dispersionsgleichung angepalit (Averyanov et al., 1982; Wu, 1987; Binder et al.,

(Gl. A.5.1)



Anhang

Von den erhaltenen temperaturabhidngigen Koeffizienten A, 40(T) und B, 40(T) 1st im mittleren
Infrarot B, ,0(T) vernachldssigbar, so daf3 sich die Gleichung vereinfacht zu:

n, (A =1+ 4, . (T). (Gl A.5.2)

0,a0

Aoa0(T) wurde dafiir aus den einzelnen Anpassungen in Abb. A.5.2 entnommen und man
erhalt:

1564 T T T T T T T T T T T T T T
1,62 - " . 4
L \.—/ \.,I\ i
x 1,60 - —_— 4
E 1.58 | —0—n_ (extrapoliert) _
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2 1,56+ :
Sé L ]
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Abb. A.5.3: Extrapolierte Brechungsindices n, bzw. n,, von 8CB in Abhingigkeit von der
Temperatur.
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A.6 Fluoreszenz-Mikroskopie

Abb. A.6.1: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von DMPC-ds, (Isotherme: Abb. 3.14 unten links; A:
1,00 nm?; B: 0,55 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 pm.

Abb. A.6.2: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von GM1 (Isotherme: Abb. 3.14 oben rechts; A: 1,60
nm?; B: 0,70 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 pum.

Abb. A.6.3: Fluoreszenz-Mikroskopiebilder von GM2 (Isotherme: Abb. 3.18 oben rechts; A: 0,95
nm?; B: 0,52 nm?) auf H,O bei 20 °C. Skalierungsbalken: 25 pm.
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A.7 IRRAS-Simulation der Amid-I-Bande einer a-Helix
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Abb. A.7.1: IRRAS-Simulation der Amid-I-Bande einer beliebigen a-Helix auf H;O (vo = 1659 cm'l,
0 = 36°, knax = 1) fiir einen Tiltwinkel € der Helixachse zur Oberflichennormalen von 20° (oben
links), 40° (oben rechts), 54,7° (unten links) und 70° (unten rechts). Die Simulationen erfolgten fiir p-
bzw. s-Polarisation (durchgezogen bzw. gestrichelt) bei einem Einfallswinkel ¢, von 30° (=), 40°
(=), 50° (=), 60° (=) und 70°(—).
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A.8 IRRAS-Simulation der Amid-Banden eines f-Faltblatts
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Abb. A.8.1: IRRAS-Simulation der Amid-I- bzw. Amid-II-Banden eines beliebigen B-Faltblatts auf
H,0 (vo = 1625 cm™, a0 = 90°, kmax = 1 (=); vo = 1690 cm™’, & = 0°, kyax = 0,1 (—); vo = 1535 cm™,
o =0°, kyax = 0,5 (=)). Die Simulationen erfolgten fiir p-Polarisation bei einem Einfallswinkel ¢, von
40° fiir die jeweils angegebenen Tilt- und Twistwinkel 6 und y (sieche auch Abb. 1.4 und Abb. 2.1).
Zusitzlich sind die zugehorige Basislinie () und die Einhiillende (=) fiir alle 3 Amidbanden
dargestellt.
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A.9 GM1 und GM2-Aktivatorprotein
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Abb. A.9.1: Modell zur Funktion des GM2-Aktivatorproteins bei der Hydrolyse des GalNAc von
GM2 durch B-Hexosaminidase A (Fiirst & Sandhoff, 1992).
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Abb. A.9.2: n/A-Isotherme von gespreitetem GM2-AP auf D,O (10 mM Citratpuffer, 100 mM NaCl,
pD 4,0) bei 20 °C. Die Spreitmenge ergab zu Beginn der Kompression eine Oberflichenkonzentration
von 1 mg/m’.
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