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1. Einleitung und Themenstellung

Die vorliegende Arbeit bertihrt verschiedene Phénomene aus unterschiedlichen natur-
wissenschaftlichen Telldisziplinen. Das Kapitel 2 zu den Langmuir-Filmen von N-Acyl-
aminosauren ist am ehesten der Oberflachenchemie zuzuordnen, doch hat es einen bio-
logischen Hintergrund — die Homochiralitét der Grundbausteine der belebten Natur — und
enthalt ebenso Bezlige zu Struktur- und Musterbildungsmechanismen von Vielteilchensyste-
men, womit zugleich Verbindungen zur Thermodynamik reversibler und irreversibler Prozes-
se gegeben sind. Die Untersuchungen zum Verhaten von Bolaamphiphilen an der
Luft/Wasser-Grenzflache, die im 3. Kapitel dargestellt werden, kniipfen an Fragestellungen
zur Chiralitét und chiralen Erkennung an, betreffen jedoch ebenfalls Aspekte von Struktur-
Funktionsbeziehungen von biomembranbildenden Molekilen, die sich in dhnlicher Form in
der Natur bei Archaebakterien finden. Und das Kapitel 4, in dem versucht wird, mit Hilfe von
biomembranmimetischen Methoden einen Beitrag zur Aufklarung der Wirkweise des
antibiotischen Peptids Surfactin zu leisten, fuhrt weit in den Bereich der Immunologie und
Medizin hinein. Die Gemeinsamkeit aler drei Kapitel ist durch das angewendete Instru-
mentarium gekennzeichnet, mit dem all diesen Fragestellungen nachgegangen wurde und das
eindeutig der Physik entstammt. Damit bewegt sich die Arbeit im Umfeld der Biophysik und
(bio-)physikalischen Chemie. Die Verschmelzung der Termini der ehemals getrennten oder
nebeneinander betriebenen naturwissenschaftlichen Bereiche ist nicht nur die sprachliche
Entsprechung dafir, dal3 die Disziplinen immer enger zusammenwachsen und gegenseitige
Abgrenzungen immer schwieriger vorzunehmen sind, sondern gleichzeitig ein Beleg dafr,
daid die noch offenen Probleme und ungelosten Rétsel, denen hier teillweise nachgegangen
wird, komplexer werden und ohne Aufbietung eines interdisziplindren Spektrums von
Theorien und Methoden kaum aufzukl&ren sind.

Die eigentliche Einfihrung in das jewellige Thema erfolgt in den einzelnen Kapiteln.
Zuvor soll jedoch — mehr in der Form eines Essays oder Vorworts — umrissen werden, in
welchem Spannungsfeld sich die Themen bewegen und welche Zusammenhénge zwischen
den angedeuteten Gebieten existieren.

Biologie und Physik

Die Bemerkung vom Zusammenwachsen der Disziplinen bedeutet nattrlich nicht, dal3 es
nicht auch Sphéren innerhalb der Teilbereiche gibt, die keinerlei Uberlappungen zum jeweils
anderen Gebiet zeigen. Die Elementarteilchenforschung der Hochenergiephysik auf der einen
Seite und die botanische Klassifikation bisher unbekannter tropischer Pflanzen auf der
anderen Seite sind gewil3 solche separaten Domanen. Unbestritten ist aber, dal3 sich Biologie
und Physik haufig gegenseitig befruchtet haben. Oft hat die Erfindung einer neuen physi-
kalischen Methode zu einem Entwicklungsschub in der Biologie gefihrt; im Gegenzug gibt es
auch viele Beispiele, wie die Physik von der Biologie neue Anstoi3e bekam.

Die prominentesten Beispiele der Bereicherung der Physik durch die Biologie sind die
Entdeckung des allgemeinen Energieerhaltungssatzes durch Robert Meyer und Hermann von
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Helmholtz sowie die Theorie der Brownschen Molekularbewegung durch Albert Einstein.
Meyer beobachtete als Schiffsarzt auf Java, dal3 das in den Venen zum Herzen zurlick-
flieRende Blut der Hafenarbeiter in den Tropen heller (d.h. sauerstoffreicher) ist, als in
gemaldigten Zonen. Er schlof daraus intuitiv, dald die Arbeiter in den Tropen bei gleicher
Arbeitdeistung weniger Energie verbrauchten as in geméaldigten Zonen, da weniger Wéarme
an die Umgebung abgegeben wird. Dies fihrte ihn auf die Aquivalenz von Warme und
mechanischer Arbeit und zur Bestimmung des mechanischen Warmeaquivalents. Seine
Intuition allein reichte nicht aus, um der Idee in der Physik zum Durchbruch zu verhelfen.
Auch der Artikel Helmholtz' aus dem Jahr 1843, in dem zum ersten Mal der allgemeine
Energiesatz formuliert wurde, stield zundchst auf Skepsis, stellte jedoch im Ruckblick den
Beginn eines Paradigmenwechsels’ dar.

Einsteins Deutung der smplen Beobachtung des Botanikers Robert Brown, dal3 Barlapp-
samen in Wasser wirre Bewegungen ausfihren, hat die Physik zu Beginn des 20. Jahrhunderts
fast @nlich stark beeinflufdt wie die Plancksche Strahlungsformel. Sie spielte eine wesentliche
Rolle fur die Entwicklung der modernen statistischen Physik und festigte das Konzept der
atomistischen Struktur der Materie.

Besonders einflulreich fir die Entwicklung der Biologie waren haufig physikalische
Abbildungsverfahren im weitesten Sinne. Der Naturforscher Anton van Leeuwenhook ent-
wickelte um 1670 die ersten hochauflésenden Mikroskope und schuf damit ein sehr wertvol-
les Werkzeug fir die Biologie, mit dem erstmals lebende Zellen beobachtet werden konnten.
Modernere fur die Biologie nitzliche Untersuchungsmethoden sind beispielsweise die Elek-
tronenmikroskopie (E. Ruska, 1932), die den Einblick in die Architektur der Zelle erméglicht,
die Rontgenbeugung und die Ldsung des Phasenproblems, die den Siegeszug der modernen
Strukturbiologie enleitete (J. Kendrew und M. Perutz hatten 1942 die Abbésche Abbildungs-
theorie verwendet, um die Molekulstruktur aus dem Braggschen Beugungshild zu rekonstru-
ieren) und in immer haufigerem Mal3e die NMR-Spektroskopie (F. Bloch und E.M. Purcell,
1946), die zunehmend zur Strukturldsung von Proteinen eingesetzt wird, die sich nur schlecht
oder gar nicht kristallisieren lassen

Der Erfolg der modernen Strukturbiologie war eng an die Entwicklung der Computer-
physik gekoppelt. Dies gilt in noch starkerem Mal3e fur die Entwicklung moderner Bildge-
bungsverfahren wie der Kernspin-Tomographie und der Positronen-Emissions-Tomographie
(PET), zwei Methoden, die die medizinische Diagnostik revolutionierten.

Abbildende Methoden und Oberflachenchemie

Die Oberflachenchemie profitierte in der Vergangenheit in nicht geringerem Mal3e von
der Entwicklung von Mikroskopen und Sonden jeglicher Art. Hier sind neben den bereits

! Lektlre-Tip: Thomas S. Kuhn, Die Struktur wissenschaftlicher Revolutionen, 2. Aufl.,

Suhrkamp, Frankfurt aM., 1976
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erwdhnten Verfahren insbesondere das Rastertunnel-Mikroskop (G. Binning, H. Rohrer,
1981) und alle darauf basierenden Vertreter von Raster-Sonden-Mikroskopen, darunter das
haufig zum Einsatz kommende Raster-Kraft-Mikroskop (scanning/atomic force microscope,
SFM/AFM), und das optische Nahfeld-Mikroskop (scanning near-field optical microscope,
SNOM) zu nennen, das von Durig, Fischer und Pohl 1984 entwickelt wurde und mit dem man
inzwischen eine fast atomare Aufldsung erreichen kann. Es bietet dartiber hinaus den Vortell
nicht auf eine elektrisch leitende Oberfléache der Probe angewiesen zu sein; es erlaubt, auch
empfindliche biologische, chemische und medizinische Oberflachen zerstérungsfrel zu unter-
suchen.

Morphologie von Langmuir-Filmen

Mit der Einfihrung des Fluoreszenzmikroskops (fluorescence microscope, FM) durch
von Tscharner und McConnell™ im Jahre 1981 gelang es erstmals, die morphologischen Para-
meter (Homogenitét, Stabilitét, Gestalt und Struktur kondensierter Doméanen) von Langmuir-
Filmen in situ zu visuaisieren. Zuvor muldten die Filme stets auf feste Trager Ubertragen
werden, um sie as Langmuir-Blodgett-(L B)-Filme mikroskopieren zu kénnen. Fur FM-Unter-
suchungen wird dem Film ein Fuoreszenzmarker beigemengt, der in der weniger dicht
gepackten Phase besser |6dich ist, so dal3 sich kondensierte Doménen und Strukturen als
dunkle Bereiche von der helleren, kontinuierlichen Phase abheben. Ohne den Zusatz eines
Markierungsmittels kdnnen Langmuir-Filme mit Hilfe des Brewster-Winkel-Mikroskops
(Brewster angle microscope, BAM) sichtbar gemacht werden, das 1991 unabhangig vonein-
ander von Honig und Moébius? und Hénon und Meunier’® entwickelt worden ist (zur Funk-
tionsweise s. Kap. 8).

Mit diesen beiden Techniken stehen hervorragende Werkzeuge zur Verfigung, Struktur-
und Musterbildungsmechanismen von Vieteilchensystemen zu studieren. Langmuir-Filme
sind ausgezeichnete Modellsysteme fiir die Untersuchung von Wachstumsprozessen. Uber die
Variation der Kompressionsgeschwindigkeit lassen sich dartiber hinaus relativ leicht Bedin-
gungen redlisieren, die entweder sehr nah oder fern des thermodynamischen Gleichgewichts
liegen und Konsequenzen fur die GroRe, die Form und das Wachstumsmuster von konden-
sierten Domanen von Langmuir-Filmen haben. Generell [&3t sich der Trend erkennen, dal3 mit
zunehmender Entfernung vom thermodynamischen Gleichgewicht und mit zunehmender
Fahigkeit der Amphiphile, gerichtete Krafte wirksam werden zu lassen und so stabilisierende
Netzwerke auszubilden (z.B. Uber Wasserstoffbriickenbindungen), ein Ubergang von zirku-
laren oder dhnlich kompakten Formen zu immer stérker verformten und verastelten Strukturen
erfolgt, bis schlief3lich dendritische oder fraktaldhnliche Muster auftreten.

Dendritische und fraktale Muster sind in der Biologie, Geologie und Physik extrem
verbreitet (s.a. Abb. 1): die Nervenzellen des Cortex, das bronchiale Gewebe der Lunge, der
Aufbau von Farnbléttern oder Bléttern der Vogelbeere, die im Delta mdandernden Fiisse,
Kistenlinien, Gewitterblitze, die innere Struktur vieler Metall-Legierungen und Elektro-
deposite sind Beispiele dafir. Das Interessante daran ist, dal3 sie in allen Grof3enmaldstében
vorkommen. Bemerkenswerterweise scheint es eine Universditét der Strukturbildungsgesetze
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Zu geben: Zustandsénderungen vollig verschiedener physikalischer, chemischer oder auch
biologischer Systeme laufen nach gleichen Gesetzmaiigkeiten ab, die sich in vielen Féllen auf
wenige wesentliche Merkmale der beteiligten Stoffe zurlckflhren lassen. Ein welteres
pragendes Charakteristikum solcher Systeme ist ihre sogenannte Skaleninvarianz, d.h. dal3
innerhalb weiter Grenzen keine Langenskala besonders ausgezeichnet ist: Ein beliebiger Tell
des Objektes sieht, bei entsprechender Vergrof3erung, im wesentlichen so aus wie das ganze
Objekt.

Abb. 1. Ausgewdhite Beispide fur natUrliche dendritisch-fraktale Strukturen. Links: Innere Struktur
einer Kobalt-Zinn-Kupfer-Legierung, durch Atzung sichtbar gemacht; Mitte oben: Elektrodeposit-
Struktur; Mitte unten: Gewitterblitz; Rechts: Farnblétter.

Kapitel 2 befaldt sich ausfuhrlich mit derartigen Strukturbildungs-, Wachstums- und Ord-
nungsprozessen in 2-dimensionalen Systemen anhand der ausgesuchten Klasse der N-Acyl-
aminosaureamphiphile an der Luft/Wasser-Grenzflache. Es wird versucht werden, die Para
meter zu bestimmen, die ihre morphologischen Merkmale steuern und einen Zusammenhang
herzustellen zwischen dem einzelnen Molekul und den Eigenschaften des Kollektivs.

Chirale Langmuir-Filme, chirale Erkennung und Homochiralitat

Das Studium von Langmuir-Filmen von N-Acylaminosauren (aber auch anderen Filmen,
die durch Molekile mit einem asymmetrischen Zentrum kongtituiert werden) — gerade mit
Hilfe des BAMs — birgt darlber hinaus einen weiteren spannenden Aspekt: Bei chiralen
monomolekularen Oberflachenfilmen beobachtet man bisweilen das Phdnomen der chiralen
Diskriminierung bzw. Erkennung. Dabei unterscheidet man zwei Féle und spricht von
heterochirdlem Verhaten, wenn die attraktiven Wechselwirkungen zwischen den Enantio-
merenpaaren der als Racemat eingesetzten Amphiphile gréf3er sind, als zwischen den gleich-
artigen Enantiomeren eines enantiomerenreinen Films dieses Amphiphils, und entsprechend
umgekehrt von homochiralem Verhaten, wenn die anziehende Wechselwirkung zwischen
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zwel Molekilen identischer Konfiguration groRer ist als die zwischen zwei optischen
Antipoden. Die Untersuchung von chiralen Langmuir-Filmen Systeme, die ein homochirales
Verhalten zeigen, sind dabel von besonderem Interesse, weil bel Einsatz eines racemischen
Films die Moglichkeit zur Aushildung enantiomerenreiner Doménen besteht. Der Vorgang
der Phasenseparation in Regionen, die dann ausschliefflich aus Molekilen mit D- oder L-
Konfiguration bestehen, wird auch as chirale Symmetriebrechung bezeichnet. Ein starkes
Indiz fir das Vorliegen von chiraler Diskriminierung erhdlt man durch das klassische
Experiment mit der Filmwaage, wenn die M/A-Isothermen des enantiomerenreinen und race-
mischen Films einen unterschiedlichen Verlauf zeigen. Fur den Fall, dal3 die M/A-Isotherme
des enantiomerenreinen Films unterhalb (d.h. bei niedrigeren Oberflachendriicken) der des
racemischen Films verlauft, kann auf homochirales Verhalten geschlossen werden. Im umge-
kehrten Fall ist der Rickschlul® auf die Art des chirades Verhatens nicht so ohne weiteres
maoglich, weil sowohl echte Racemate als auch mikrosegregierte Konglomerate, d.h. Mischun-
gen enantiomerenreiner Doméanen zu M/A-Isothermen fihren konnen, die bei niedrigeren
Oberflachendrticken verlaufen als die M/A-Isotherme des enantiomrenrein eingesetzten Films.
Ebenso ist es unzuléssig, bel identischen Kurvenverlaufen der M/A-Isothermen eines enantio-
merenreinen und racemischen Films derselben amphiphilen Spezies auf die Abwesenheit
jeglicher chirder Effekte zu schliefRen, denn die Langmuir-Filmwaage ist lediglich in der
Lage, das thermodynamische Verhalten der Filme als Ganzes zu untersuchen. Chirale Effekte,
die sich auf der Ebene der einzelnen Filmmolekile zeigen, lassen sich mit ihr nicht detek-
tieren. Diese kdnnen jedoch z.B. mit Hilfe einer Variante der Schwingungsspektroskopie, der
Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS), erkannt werden, mit der es unter
anderem moglich ist, den Grad der konformativen Ordnung der Alkylketten der Amphiphile
in Abhéngigkeit von Kompressionszustand zu messen. Bel dieser Methode wirde man von
homochiralem Verhalten sprechen, wenn die Molekile eines enantiomerenrein eingesetzten
FiIms in einem konformativ hdher geordneten Zustand vorliegen als die des entsprechenden
racemischen Films im jeweils gleichen Kompressionszustand. Die ,Sonde* bel derartigen
Experimenten, die solche Aussagen ermdglicht, ist die Analyse der Lage der Bande der C-H-
Vaenzschwingung: Es gilt die phanomenologisch gewonnene Gesetzmaldigkeit, dald3 die
Bande bel umso niedrigeren Wellenzahlen liegt, je hoher die konformative Ordnung, d.h. je
hoher das transg/gauche-Verhdtnis ist. Bemerkenswert ist, dal3 in der Vergangenheit haufiger
festgestellt wurde, dal3 die ,,Vorzeichen" der chiralen Diskriminierung, die mit der Langmuir-
Filmwaage enerseits und der IRRAS andererseits bestimmt wurden, nicht einander ent-
sprechen missen. Hier steht mit dem BAM ein Werkzeug zur Verfiigung, das solche zunéchst
widersprichlich erscheinenden Resultate wieder miteinander in Einklang bringen kann, indem
man mit ihm die Phanomene untersucht, die sich zwischen der Ebene des gesamten Kollektivs
und der des einzelnen Molekils vollziehen. Die Ergebnisse von BAM-Untersuchungen
koénnen somit als wichtiges Bindeglied zur korrekten Interpretation von auftretenden chiralen
Effekten dienen. Dartiber hinaus ist es unentbehrlich, um dem Phéanomen der chiralen Phasen-
separation nachzugehen.

Chirade Phasenseparationen konnen sich auch darin manifestieren, dald3 sich die mole-
kulare Chiralitét in der Form der kondensierten Domanen widerspiegelt. Der Frage, ob sich N-
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Acylaminosdurederivate in dieser Weise verhaten und welche Effekte dafir im Einzelfall
verantwortlich sind, wird ebenfalls in Kapitel 2 nachgegangen. In geringerem Umfang gilt das
auch fir die Bolaamphiphile, die in Kapitel 3 behandelt werden. Ferner werden Uberlegungen
auf der Grundlage der statistischen Thermodynamik bzw. Informationstheorie angestellt,
welche entropischen Implikationen eine chirale Phasenseparation mit einschlief3t

Verknupft mit dem Phénomen der chiralen Diskriminierung ist auch die nach wie vor
offene und kontrovers diskutierte Frage nach der Homochiralitét der biologischen Welt, d.h.
die Frage, warum nahezu ale biologisch relevanten Systeme chiral sind und weitgehend in
nur einer der beiden denkbaren Enantiomerensorten vorkommen. Einig sind sich jedoch fast
alle Theorien darin, dal3 ein zunéchst sehr geringer (stochastischer) Enantiomereniiberschuld
durch bestimmte Prozesse so verstérkt wurde, dal3 bevorzugt die heutige Biochemie der L-
Aminosauren und D-Zucker entstand; Uneinigkeit besteht in der Natur des Verstéarkungs-
mechanismus.

Lipidmembranen — architektonische Meisterwerke der Natur

Biomembrane — fliissige Hautchen, 10.000 ma dinner als ein Blatt Papier — verbinden
auf erstaunliche Weise Stabilitat mit mechanischer Flexibilitét. Ein besonders eindrucksvolles
Beispiel ist die Membran der Erythrocyten. Diese Zellen sind durch ihren verbundartigen
Aufbau aus der fluiden Lipid-Doppelschicht, den eingebetteten Proteinen und dem lokal ange-
dockten makromolekularen Netzwerk des Cytoskeletts gegeniiber Biegung und Scherdefor-
mation extrem flexibel. Diese elastischen Eigenschaften ermdglicht es den Zellen, sich
wahrend ihres rund 120-tdgigen Lebens mehrere hundert Kilometer weit durch enge Kapil-
laren zu zwéangen, ohne dabel zu zerbrechen.

Der Biegewiderstand von Biomembranen ist so klein, daf3 sie aufgrund der thermischen
Bewegung der Umgebung standig zu regellosen Biegeschwingungen angeregt werden.
Membranen sind daher dynamisch rauhe Oberflachen, &hnlich der Meeresoberflache bei
Sturm. Diese dynamische Rauheit flhrt zu einer neuen Klasse intermolekularer Kréfte, den
Undulationskréften. Mit Hilfe dieser Krafte stofRen sich beispielsweise die erwahnten roten
Blutkorperchen von den Aderwanden ab.

Die beschriebene Elastizitét macht die Zellen und auch das Gewebe zu typischen
viskoelastischen Korpern: Auf kurzen Zeitskalen (eine Millisekunde) verhalten sie sich dtarr,
da es enige Zeit braucht, um die thermisch angeregten Verbiegungen auszugleichen. Nach
dieser Phase geben die Korper jedoch nach, da die inneren Kréfte relaxieren. Ohne diese
Viskoelagtizitdt wirden Mensch, Tier und Bakterium beispielsweise bei Stolien zerbrechen
wie Glas.

Von imposanter und auf3ergewdhnlicher Stabilitét sind die Membranen von Archaebak-
terien, die selbst extremen aulReren Bedingungen (sehr hohe Temperaturen, Salz- oder Pro-
tonengehalte) standhalten. IThre Membranen unterscheiden sich von denen anderer Lebewesen
dadurch, dal3 sie aus einer Lipidmonoschicht aufgebaut sind, wobei die einzelnen Lipidmole-
kile zwel hydrophile Kopfgruppen aufweisen (bipolare Amphiphile, auch Bolaamphiphile
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genannt). Uber das Verhalten von Monoschichtsystemen bipolarer Amphiphile an der
Luft/Wasser-Grenzflache ist noch relativ wenig bekannt. In Kapitel 3 werden strukturelle
Untersuchungen von Langmuir-Filmen présentiert, die dieser Klasse von Amphiphilen zu-
geordnet sind, wobel auch hier wie im Falle der N-Acylaminosduren der Rolle der Chiralitét
eine besondere Aufmerksamkeit geschenkt wird.

Membranen als Funktionszentren und Filter

Ein weitere Besonderheit von Biomembranen ergibt sich aus ihrem 2-dimensionalen Auf-
bau: Die Beweglichkeit der Molekile in der Membran héngt nur schwach vom Radius der
Molekile ab, d.h. grol3e Proteine kdnnen fast ebenso schnell in der Membran diffundieren,
wie die erheblich kleineren Lipidmolekile. Dies erhoht die Effektivitat der lokalen Struktur-
bildung und der biochemischen Reaktionen enorm und garantiert einen schnellen Stoff-
transport, der fur die Aufrechterhatung der Vielzahl an biochemischen Prozessen nétig it,
die an Membranen stattfinden, sowie eine reibungslose Signaltransduktion.

Einerseits bildet die Membran einer Zelle eine wichtige Schutzbarriere gegen uner-
winschte Eindringlinge von auf3en; zudem missen Potential- oder Stoffgradienten quer zur
Membran aufrechterhalten werden. Andererseits missen im Rahmen des Stoffwechselpro-
zesses der Zelle bestandig Stoffe in sie hinein oder aus ihr heraus geschleust werden. Mit
anderen Worten: Die Membran fungiert als hochselektiver Filter, der den lebenswichtigen
Stoffaustausch mit der Umgebung garantiert, aber ein einfaches Ausflie3en des Zellinhalts
und im Normalfal ein Eindringen nicht bendtigter oder gar schadlicher Substanzen verhin-
dern kann. Auch chirale Effekte konnen dabei eine Rolle spielen: Ein prominentes Beispiel
dafr ist die Blut-Hirn-Schranke, die beziiglich bestimmter chiraler Xenobiotika eine enantio-
selektive Durchlassigkeit aufweist. Dieser Effekt ist vermutlich eng mit der molekularen
Struktur der chirden Komponenten der Endothelmembran korreliert, in der strukturell und
funktionell asymmetrische Proteinsektionen eingelagert sind.

Antibiotische Peptide — Angriffe auf die Membranintegritat

Trotz der aulBergewohnlichen Stabilitét und Flexibilitdt von Biomembranen, trotz ihrer
Fahigkeit, Gradienten zu bewahren und wichtige Filterfunktion wahrzunehmen, vermdgen
bestimmte Zellgifte diese Barriere zu durchbrechen. Dazu gehdren nicht nur einige Xeno-
biotika, solche Substanzen sind auch in der Natur anzutreffen. Eine Klasse derartiger
Substanzen bilden antibiotische Peptide, die — um es einmal salopp zu formulieren — in der
Lage sind, sich am Warter vorbeizuschleusen bzw. ihn auszuschalten und zwar dadurch, dafi3
se die Membran zunéchst zerlochern und schliefdlich ganz auflésen, was unweigerlich und
schnell zum Tod der Zelle fuhrt. Antibiotische Peptide kdnnen einen wichtigen Beitrag zum
natUrlichen Immunsystem eines Lebewesens leisten, indem sie beispielsweise selektiv die
Membran von Bakterien und anderen Krankheitserregern angreifen, die eigene Wirtszelle
aber unbeschédigt lassen. Der Mechanismus ist noch weitgehend ungeklart. Dasselbe gilt
auch von den Faktoren, die ihre Selektivitét steuern. In Kapitel 4 wird ein Vertreter eines
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antimikrobiell wirksamen Peptids — das Surfactin — auf diese Fragestellungen hin untersucht.
Es ist ferner der Versuch, den Bereich der Grundlagenforschung zu verlassen und Langmuir-
Filmen als biomimetische Systeme ein neues, stérker anwendungsorientiertes Feld zu eréffnen

In der Hoffnung, mit der Darlegung des allgemeineren Hintergrunds dieser Arbeit zum
Weiterlesen angeregt zu haben, wiinscht der Autor bei den folgenden Kapiteln viel Spal? dabei.
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2. N-Acylaminosaurederivate

Die am intensivsten untersuchte Klasse von Monoschichten chiraler Amphiphile sind
neben der der Phospholipide N-Acylaminosiurederivate.“*” Das besondere Interesse, das
dieser Klasse entgegengebracht wird, ist darauf zurtickzufiihren, dald Aminosduren als Bau-
steine der Proteine eine besondere Rolle spielen, dal3 die Synthesen verhdltnismaliig einfach
und die chiralen Diskriminierungseffekte haufig sehr stark sind und sie deshalb in besonderer
Weise geeignet sind, diese Phdnomene zu studieren.

Die M/A-Isothermen von N-Octadecanoylserinmethylester,'™* N-Tetradecanoyl-***¥ und
N-Hexadecanoylalanin sowie N-Octadecanoylvalin'®® deuten allesamt auf eine homochirale
Diskriminierung hin. In erganzenden fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurde
wahrend der Kompression racemischer Filme von N-Octadecanoylserinmethylester die
Entstehung enantiomerenreiner Doménen entgegengesetzter Handigkeit beobachtet,™ und
Gericke et al.'® stellten fest, da sich der racemische und enantiomerenreine Film hin-
sichtlich der Anderung des Grads der konformativen Ordnung der Alkylketten im Verlauf der
Kompression signifikant voneinander unterschieden. Dariiber hinaus konnten Parazak et al.[*”
1995 bel enantiomerenreinen Filmen von N-Octadecanoylserinmethylester einen bis zu
diesem Zeitpunkt unbekannten Ubergang eines dendritischen Wachstums der Domanen hin zu
gekrimmten Formen bel weniger hohen Kompressionsraten im Fluoreszenzmikroskop
verfolgen. Im Gegensatz dazu offenbarten sich in den M/A-I1sothermen von N-1cosanoylprolin-
methylester weniger stark ausgepragte Diskriminierungseffekte, und in den entsprechenden
BAM-Aufnahmen erschienen kleinere und uneinheitlich geformte Doménen.*®

Das bisher einzige System mit heterochiralem Verhalten — N-Octadecanoyltyrosin —
wurde von Stine und Mitarbeitern durch Filmwaageexperimente und fluoreszenzmikrosko-
pische Aufnahmen charakterisiert.l'® Bemerkenswert ist, daR diese heterochirale Kennung
jedoch nur bei acidifizierter Subphase auftritt. Bei einer durch einen Puffer aufrechterhaltenen
neutralen Subphase konnten keinerlel chirale Diskriminierungseffekte festgestellt werden. Die
zum Vergleich durchgefihrten Messungen des entsprechenden Methylesters bei pH = 7
deuteten hingegen auf eine — wenngleich schwache — homochirale Kennung hin.

Dies hat die Frage aufgeworfen, inwiefern fur die chirale Diskriminierung das Ausmal}
der Bildung organiserter Netzwerke von Amid-Amid-Wasserstoffbriickenbindungen, in
denen die Kopfgruppen involviert sind, verantwortlich ist. In einer AnschluRarbeit® unter-
suchte die Gruppe von Stine Monoschichten von N-Octadecanoyl-L-valin und N-Octa-
decanoyl-N-methyl-L-valin. Die BAM-Aufnahmen zeigten fUr die nicht-methylierte Spezies
dendritisch-kristalline Doménen, wéahrend die der methylierten Spezies kleiner und runder
waren und eine unspezifische Textur besal3en. AulRerdem wies die M/A-Isotherme des nicht-
methylierten Derivats einen deutlich kondensierteren Verlauf auf. Auch dieses Resultat steht
im Einklang mit der These, da3 die Ausbildung von H-Bricken die dominante
Wechselwirkung ist. Unterstiitzende Befunde fur diese These konnten durch die Arbeiten von
Shinitzky und Haimovitz!*! erbracht werden, die in CD-Spektren (Circular Dichroismus, CD)
einer Reihe von N-Acylaminosauren im micellaren Zustand einen verstérkten Cottoneffekt fr
Micellen von N-Octadecanoylserin diagnostizierten, der als Resultat einer chiralen supra-
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molekularen Organisation der Amidgruppen — vermittelt durch die Ausbildung von H-
Bricken — die zu chiraen Micelloberflachen fuhrt, interpretiert wurde. Die CD-Spektren der
analogen Prolin- und Tyrosinderivate zeigten dagegen keinen erweiterten Cottoneffekt. Der
Bildung von Netzwerken tber H-Bricken wird auch eine strukturdeterminierende Schllissel-
rolle fur die rohren- und helixartigen Formen zugeschrieben, die von diacetylierten Aldon-
amidlipiden ausgebildet werden.!*?

Bemerkenswerte Effekte hinsichtlich der chiralen Diskriminierung in Langmuir-Filmen
von N-Acylaminosauren konnten auch in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der Sub-
phase beobachtet werden. Hithnerfuss et al.l”® zeigten anhand von M/A-Isothermen und mit
Hilfe von IRRAS-Messungen, daR in Anwesenheit zweiwertiger Metallkationen (Zn**, Pb*")
die auf reiner waldriger Subphase heterochirale Diskriminierung von N-Octadecanoyltyrosin
nicht langer nachzuweisen ist. Es sind jedoch auch Falle bekannt, bei denen durch anwesende
Metallionen eine Umkehrung des chiralen Verhaltens hervorgerufen worden sind, so z.B. bei
Monoschichten von 2-Hydroxyhexadecansaure.”” Die Verstarkung,'’® Abschwachung oder
Umkehrung von chiralen Effekten durch Metallkationen wird im Falle des Vorliegens von
Saurekopfgruppen auf die Bildung von Metallcarboxylaten verschiedenen Typs zuriickge-
fuhrt, die die Packungsanordnung der Amphiphile in spezifischer Weise beeinflussen.!?]

Neben dem pH-Wert und der Zusammensetzung der Subphase kommt als weiterer Para-
meter der Temperatur eine Uberragende Bedeutung fur das Auftreten von chiralen Diskrimi-
nierungseffekten zu. Bereits seit Pasteurs Arbeitenl®® beziiglich der hemiedrischen racemat-
gpaltenden Kristallisation ist bekannt, dal3 Prozesse, die mit einem chiraen Symmetriebruch
einhergehen, unter Umsténden empfindlich auf Temperaturanderungen reagieren. Das Tem-
peraturfenster, bei dem chirale Effekte registriert werden, ist in vielen Systemen nur wenige
Kelvin breit. Dabei kann es sogar, jedenfalls in bezug auf bestimmte mikroskopisch oder
makroskopisch in Erscheinung tretende Phanomene, innerhalb dieses Fensters zu einem Vor-
zeichenwechsel des chirden Verhaltens kommen. Die Aspekte wurden anhand von Mono-
schichten von N-Hexadecanoylalanin und N-Octadecanoylvalin sowie ihrer Ester eingehend
mit Hilfe der Langmuir-Filmwaage und mittels |RRA-Spektroskopie studiert.®3 Diese
Arbeiten trugen dazu bei, neue und weitreichende Einsichten in das (chirale) Verhalten dieser
Substanzklasse zu gewinnen. Sie weisen aber in einer Hinsicht einen Mangel bzw. eine Liicke
auf, und zwar fehlte eine Untersuchungsmethode im mittleren GroRenmaldstab, eine, die
zwischen der Ebene der Betrachtung des Kollektivs (thermodynamische Eigenschaften) und
der der strukturellen Parameter der einzelnen Molekile (IRRA-Spektroskopie) liegt. Mit
diesen beiden Methoden lassen und lief3en sich zwar Unterschiede zwischen den racemischen
und enantiomerenreinen Filmen detektieren, jedoch kdnnen diese chiralen Diskriminierungs-
effekte stets nur Indizien fir eine homo- oder heterochirale Kennung sein. Ein Beweis fur das
Stattfinden einer chiraen Phasenseparation, also der Bildung enantiomerenreiner Doménen
beim racemischen Film (homochirale Kennung) oder der fur das Vorliegen einer voll-
standigen Mischbarkeit der beiden Enantiomere (heterochirale Kennung) kdnnen durch sie
nicht erbracht werden. Dies kann ganz zweifelsfrei im Prinzip nur durch rontgendiffrak-
tometrische Methoden geschehen. Aber mit der Brewster-Winkel-Mikroskopie steht eine
weitaus weniger aufwendige und dennoch sehr leistungsféhige Methode zur Verfligung, die
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gegebenenfalls Uber eine dnlich grol3e Beweiskraft verfiigen kann, wenn sich in der auf3eren
Form der visualisierten Domanen die Chiralitét der Amphiphile widerspiegelt.

Deshalb wurden im Rahmen der vorliegenden Dissertation zu den bereits existierenden
thermodynamischen und spektroskopischen Messungen an dieser Substanzklasse komplemen-
tierende BAM-Untersuchungen vorgenommen. Sie schlief3en sich damit an die Diplomarbeit
des Autoren an,® auf die auch im folgenden mit dem Hinweis , Diplomarbeit, FH* des
Ofteren Bezug genommen wird. Die Ziele bestanden darin,

zu Uberprifen, ob und eventuell unter welchen Umstanden das Phanomen der chiralen
Phasenseparation zu beobachten ist;

die z.T. widerspriichlichen oder sich nicht ganzlich entsprechenden Befunde, die mit
den beiden genannten Methoden erhaten wurden, miteinander in Einklang zu
bringen;

generell mehr in Erfahrung darlber zu bringen, wie sich das Wechselspiel der ver-
schiedenen Arten von Attraktion und Repulsion zwischen den Amphiphilen auf die
Filmmorphologie auswirkt und welchen Einflu? Zusitze von Metallsalzen zur Sub-
phase sowie Temperaturanderungen haben,

und es sollten Erkenntnisse dartiber gewonnen werden, welche molekularen Trieb-
krafte einerseits und Kollektiveigenschaften der Aggregate andererseits (z.B. die
asymmetrische Grenzlinienspannung) die Doméanenform determinieren und welche
Rolle dabel die Chiralitéat spielt.

Zum Einsatz kamen die enantiomerenreine und racemische Form von a) N-Hexadeca
noylalanin, b) N-Hexadecanoylalaninmethylester und c¢) N-Octadecanoylvalin (Struktur-
formeln s. Abb. 2). Die BAM-Studien wurden auf wéldriger, calciumionen- sowie zinkionen-
haltiger Subphase durchgefiihrt.

(@ H  cooH (b) H  coome
\N H \N x H
H3C—(CH2)14—C/ Hsc_(CHz)M_C/
\ CHs \ CHj
e} (@]
© H\ COOH
*
N H
\\ CH
o /\
HyC  CHg

Abb. 2: Kongtitutionsformeln der L-Enantiomere der eingesetzten N-Acylaminosdure-Amphiphile; (a)
N-Hexadecanoylalanin, (b) N-Hexadecanoylalaninmethylester und (c) N-Octadecanoylvalin.
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2.1. Ergebnisse und Diskussion
2.1.1. N-Hexadecanoylalanin
2.1.1.1. WalRrige Subphase

A) L-Enantiomer

Die Morphologie des enantiomerenreinen Films von N-Hexadecanoylalanin wurde bei
zwel verschiedenen Temperaturen untersucht (298 und 303 K, 25 und 30 °C). Obwohl sich in
bezug auf das thermodynamische Phasenverhalten — bestimmt durch die Aufnahme von M/A-
Isothermen — nur minimale Unterschiede ergaben, weisen die morphologischen Merkmale
bemerkenswerte Differenzen auf. In Abb. 3 ist zunéchst die M/A-Isotherme fur T = 298 K
gezeigt sowie eine Serie von BAM-Bildern, die wahrend der isothermen Kompression zu ver-
schiedenen Zeitpunkten aufgenommen wurden. Man erkennt, dal’3 sich bereits unmittelbar
nach dem Spreitprozel3 (Bild A) bis zu mehreren Millimetern grol3e, kristalline Inseln gebildet
haben, die an Eisschollen erinnern. Sie koexistieren und sind umgeben von kleinen dimen-
sionierten, flechtenartigen Strukturen, die z.T. ebenfalls grol3e Bereiche abdecken. In Bild A
und B ist gut zu sehen, dal in der Frihphase der Kompression weitreichende Areale filmfrel
sind. Es ergibt sich insgesamt ein Szenario einer arktischen Schelfeis-Landschaft.
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Abb. 3: IM/A-Isotherme sowie zugehdrige BAM-Bilder (A-D) von N-Hexadecanoyl-L-alanin auf waf3-
riger Subphase (pH = 2, T = 298 K). Die Bilder wurden an den Punkten aufgenommen, die in der
Isotherme mit den entsprechenden Buchstaben bezeichnet sind. Sie reprasentieren eine Flache von B x
H=6x4mm.

Im Fortgang der Kompression werden die flechtenartigen Strukturen zunehmend dichter,
und die einzelnen grofderen kristallinen Inseln werden zusammengeschoben, ohne dal3 dabel
der Oberflachendruck nennenswert steigt (Bild C). Schliefdlich steigt der Oberflachendruck
innerhalb eines sehr kleinen Intervalls steil an, bis kurz vor dem Kollapspunkt eine nahezu
einheitliche Flachenbedeckung entstanden ist, wobei es so scheint, als wéaren einzelne Inseln
»Zusammengesintert“ worden (Bild D). Dies bestétigt die Annahme, dal3 es sich bei den Inseln
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um sehr eng gepackte Domanen, hoch-kristalline Aggregate handelt, die nahezu inkompres-
sibel sind. Dies korrespondiert mit dem Ergebnis der IRRAS-Messungen (Diplomarbeit,
FH),’**” aus denen im wesentlichen ein vom Kompressionsstatus unabhangiger Zustand
hoher konformativer Ordnung abgeleitet wurde. Bel grof3en Flachenwerten konnten alerdings
zum Tell keine Signale detektiert werden, was dadurch erklart werden kann, dal3 durch die
Bildung grof3er einzelner, aber nur weniger Doménen grofRe Areale filmfrel sind und der IR-
Strahl mit hoher Wahrscheinlichkeit auf diese Bereiche trifft. Gleichzeitig scheinen die
Doménen eine spréde Beschaffenheit aufzuweisen, wie aus den in Bild C zu erkennenden
Frakturen hervorgeht.

Derartige Morphologien sind fur Langmuir-Filme, die Isothermen von stark kondensierter
Charakteristik zeigen, nicht untypisch. Ahnliche Texturen wurden beispielsweise fur Filme
eines bestimmten fliissigkristallinen Homopolymers™Y und fiir Porphyrin-Filme*? beob-
achtet. Da die Inseln unmittelbar nach dem Spreitprozef3 sichtbar werden und die Inselgrofe
proportional zur Konzentration der Spreitlésung zunimmt, nicht aber im Verlauf der Kom-
pression, besteht eine schliissige Interpretation darin, anzunehmen, dal3 das kristalline Mate-
rial direkt beim Spreiten aus der Spreitlésung an der Luft/Wasser-Grenzfléche ausfallt.

Die Gedtalt der kristallinen Inseln ist nicht regelméldig, die &uflere Form ist aber auch
nicht chiral, so da3 sich hier die molekulare Chirditéa der filmbildenden Amphiphile —
beispielsweise im Gegensatz zu Phospholipident®*** — nicht in den Grenzlinien der kristal-
linen Ensembles widerspiegelt. Zwei mogliche Erklérungen bieten sich hierfir an: a) Die Ver-
bindung bildet prinzipiell keine chiralen Doménen aus, oder b) sie werden nicht unter den
konkret vorliegenden experimentellen Bedingungen geformt. So ist beispielsweise die
Uberaus hohe Geschwindigkeit zu bedenken, mit der sie gebildet werden, die nahelegt, dal3 es
sich nicht um die energiedrmsten Gleichgewichtsstrukturen handelt, sondern um eingefrorene
metastabile Strukturen (vgl. Ostwald-V olmersche Stufenregel).

Temperaturabhangige Untersuchungen

Da sich in den fritheren |RRA-spektroskopischen Untersuchungen'® herausstellt hat, daf?
ab Temperaturen von etwa 303 K und darliber der Grad der konformativen Ordnung der
Alkylketten bei grof3en Flachen pro Molekll relativ gering ist und um der eben in Punkt b)
angedeuteten Frage nachzugehen wurden zusédtzlich BAM-Studien bei diesen erhdhten
Temperaturen durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 4 dargestellt.

Waéhrend des Spreitprozesses entstanden zunéchst ausgedehnte, gekrimmt-dendritische
Strukturen (Bild A). Diese losten sich jedoch innerhalb einer Zeitspanne von 30 Minuten
vollstandig wieder auf. Anschlie3end wurde mit der Kompression begonnen. Ab Flachen-
werten von ~ 0,7 nm?/Molekill bildeten sich erneut kondensierte Strukturen, ohne daf3 dabei
der Oberflachendruck anstieg (Bild B). Im Unterschied zu den ,, Spreitstrukturen” waren nun
zahlreiche kleinere Doménen zu erkennen, die eine hdkchenartige Gestalt aufwiesen. Eine
ndhere Betrachtung forderte eine weitere, Uberaus bemerkenswerte Eigenschaft zutage: Sie
sind 2-dimensional chiral und ausschlief3lich von derselben Sorte, d.h. dal? das , Vorzeichen®
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ihrer Chiralitdt in allen Falen identisch ist! Entsprechend spiegelbildliiche Hakchen wurden
nicht beobachtet.

M [mN/m]

0 T T T T
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
A [nm2/Molekiil]

Abb. 4: T/A-1sotherme sowie zugehdrige BAM-Bilder (A-D) von N-Hexadecanoyl-L-alanin auf waf3-
riger Subphase (pH = 2, T = 303 K). Die Bilder wurden an den Punkten aufgenommen, die in der
Isotherme mit den entsprechenden Buchstaben bezeichnet sind. Sie reprasentieren eine Flache von B x
H=6x4mm.

In Bild C (0,55 nm?Molekiil) wird deutlich, da sich dendritische Strukturen entwickeln,
wobei die beiden gewinkelten Strénge der Hakchen als Hauptwachstumsstrange der Dendriten
identifiziert werden kénnen, die in ihrer Lange zunehmen, einem geringen Dickenwachstum
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unterliegen und von denen nun weitere, kiirzere Aste abzweigen. Man erkennt ferner, daid
zundchst die aulRere chirale Gestalt im wesentlichen erhalten bleibt. Mit fortschreitender
Kompression setzen sich diese Prozesse fort, es entstehen Dendriten von immer dichterer
Textur (Bild D). Interessant ist dartber hinaus, dal in diessm Kompressionsstadium, in dem
bereits grof3e Teile der zur Verfigung stehenden Flache mit kondensierten Strukturen bedeckt
sind, kein Oberflachendruckanstieg registriert wird. Dies ist ein Hinweis darauf, dal3 die
Doménen einen kristallinen Charakter aufweisen.

Parazak und Mitarbeiter hatten in fluoreszenzmikroskopischen Studien der Monoschich-
ten des L-Enantiomers von N-Hexadecanoylalanin bei 308 K (35 °C) ebenfalls ein dendri-
tisches Wachstum feststellen kénnen.™ Sie konnten jedoch nur Bilder von Doménen aufneh-
men, die sich bereits in einem fortgeschrittenen Wachstumszustand befanden, weshalb ihnen
die explizit chiralen Doméanenformen des frilhen Entstehungsstadiums entgingen.

Diffusionsbegrenzte Anlagerung

Die Entstehung von dendritischen Strukturen kann generell fir eine ganze Klasse von
Systemen erwartet werden, deren Wachstum durch diffusionsbegrenzte Anlagerung
(diffusion-limited aggregation, DLA) ihrer Teilchen bestimmt ist. Das von Witten und
Sandert®* 1981 eingefilhrte Modell der DLA konnte in der Folgezeit erfolgreich zur Simu-
lation einer Reihe von unterschiedlichen, auch nattrlichen Phdnomenen angewandt werden,
darunter die Nachbildung von Kristallwachstums-, elektrochemischen Abscheidungs- und
kolloidalen Aggregationsprozessen sowie die von viskosem Verdsteln (engl.: viscous
fingering) und die nach Lichtenberg benannten elektrischen Entladungsfiguren. Die visuelle
Ahnlichkeit all dieser Muster ist kein Zufall und berunt auf ihrer gemeinsamen Ent-
stehungsweise, die durch das Vorherrschen von Nicht-Gleichgewichtsbedingungen gekenn-
zeichnet ist, oder anders ausgedriickt, durch die Anwesenheit eines Potentialgradienten. Die
genannten Vorgange werden durch die Laplacesche Gleichung aus der Potentiatheorie
beherrscht, wobei der Gradient dem Diffusionsfeld bei der DLA entspricht.

Ein gewohnlicher Wachstumsprozeld gemald diesem DLA-Modell fihrt zu verastelten
Strukturen irreguléarer, fraktaler Gestalt (s. Abb. 5). Der Zusammenhang zwischen der Poten-
tiatheorie und dem Fraktalwachstum wurde durch sorgfatige Messung und numerische
Lsungen der Potentialgleichung voll bestétigt.®”
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Abb. 5: Fraktale Struktur, die durch die Simulation der Anlagerung
von 15.000 Teilchen gemalR dem DLA-Modéll entstanden ist.™

Die Entstehung von reguldren dendritischen Doménen, d.h. solchen, bel denen die
einzelnen Dendriten in definierter Weise zueinander orientiert sind (bzw. ganz allgemein bei
fraktalen Strukturen, deren Wachstum auf physikalisch-mathematischen Regeln basiert), 183t
sich nur auf der Grundlage eines modifizierten DLA-Modells verstehen: Die Modifikation
betrifft die EinfUhrung einer Vorzugswachstumsrichtung. In Simulationen konnte durch die
Anwendung von verschiedenartigen Gittern der zugrundeliegenden zelluléren Automaten und
der Festlegung, entlang welcher der Gitterebenen(schar) das Wachstum bevorzugt stattfinden
soll, eine Reihe von n-armigen Mustern (n = 2 - 6) erzeugt werden, die ein hohes Mal3 an
Anisotropie aufweisen.*® Die einzige anisotrope Kraft, die im vorliegenden Fall fir die Be-
vorzugung einer Wachstumsrichtung verantwortlich sein kann und damit die Ubertragung des
Modells auf das reale chemische System erlaubt, ist die der gerichteten Wasserstoff-
briickenbindung. Die vdW-Wechsaelwirkungen zwischen den Alkylketten sind isotroper Natur
und flhren deshalb in den Féllen, bei denen se die dominanten intermolekularen
Wechselwirkungen darstellen auch zu einem isotropen Wachstum der Doménen, typisch
beispielsweise fur Fettsaureester und Fettalkohole.

Generell ist es bisher nicht moglich, a priori durch Betrachtung des isolierten Molekils
die Kristallstruktur vorherzusagen, die es im 3-dimensionalen Verband annimmt. In einigen
wenigen Féllen, bei denen Wasserstoffbriickenbindungen involviert sind, ist es dennoch
gelungen.!*?! Prinzipiell sollte es aber mdglich sein, makroskopische 2-dimensionale Doméa
nenformen, sofern die Strukturen kristallinen Charakter aufweisen, mit der Kristallstruktur auf
molekularem Niveau miteinander zu korrelieren;!*” und es ist in der Vergangenheit auch be-
reits gelungen, so beispielsweise im Falle der Langmuir-Filme von N-Alkyl-4-hydroxybutan-
amiden*? und (2,3-Dihydroxypropyl)-hexadecanamid.*®

Dabei ist es vernunftig anzunehmen, dal3 das héchste Mal3 an Positionsfernordnung ent-
lang der Richtung der gerichteten Bindung erreicht wird.[*? Ferner ist bekannt, dai3 die Druck-
abhangigkeit des Abstands zweier Amphiphile entlang der gerichteten Bindung geringer ist
als entlang den Richtungen, die durch andere Gitternetzebenen aufgespannt werden. Die
geometrischen Merkmale der in Abb. 4, Bild B, gezeigten Domdnen sind in Abb. 6a
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wiedergegeben. Die beiden unterschiedlich langen Strénge des Hakchens bilden einen Winkel
von ~ 65°. Die beobachtete Wachstumsgestalt 183t sich durch eine schiefwinklige Subzelle
(dies ist fUr chirde Amphiphile die am héufigsten anzutreffende Geometrie) ableiten, bel der
die H-Bricken entlang dem (kirzeren) Gittervektor a verlaufen und somit den kirzeren
Hauptstrang sowie die dazu parallel verlaufenden kleineren Aste generieren (s. Abb. 6b). Der
typische Abstand von zwei Amphiphilen, die Gber Amid-Wasserstoffbriicken verbunden sind,
betragt 0,49 nm.[* Der langere Hauptstrang kénnte dann entlang dem Gittervektor b
verlaufen; mit jedem weiteren Partikel, das sich an diesen Strang anlagert, nimmt daher auch
seine Lange in groflerem Mal3e und damit schneller zu.

Uber die azimutale Neigungsrichtung der Molekiile kénnen ohne GI X D-Messungen keine
Aussagen getroffen werden. Charakteristisch sind in diesem frihen Kompressionsstadium
jedoch nearest-neighbour-(NN)-Orientierungen, was hier der Richtung des Gittervektors a

WY AN

Abb. 6: (d) Schematische geometrische Wiedergabe der Doméanenform von Monoschichten von N-
Hexadecanoyl-L-alanin in der frihen Wachstumsphase bee T = 303 K (30 °C); (b) Model der
Korreation von der Kristallstruktur mit der Doménenform. Die Positionen der Molekile sind durch
die schwarzen Kreise symbolisiert, die grauen dicken Linien reprasentieren die ausgezeichneten
Wachstumsrichtungen. Die Pfelle deuten die mogliche Richtung der azimutalen Neigung an. In der
linken oberen Ecke ist die Subzelle mit den Gittervektoren a und b eingezeichnet.

Konklusion

Zwei Merkmale sind an diesen Wachstumsfiguren ungewoéhnlich: Zum einen ihre im
Vergleich zu anderen Verbindungen, die dendritische Kristalle bilden, langsame Ent-
stehungsgeschwindigkeit — normalerweise sind sie durch ein (nahezu) explosionsartiges
Wachstum gekennzeichnet — und zum anderen ihre Chirditét. Allerdings ist weniger die Tat-
sache bemerkenswert, dal3 sie chiral sind, as ihr Chiralitatsmuster, das geméal3 der Kenntnis
des Autoren bisher nicht in der Fachliteratur beschrieben wurde. Die Chiralitét erklért sich
unproblematisch auf Grundlage des schiefwinkligen Gitters (zur Entstehung nicht-
dendritischer chiraler Doménen, s. Abschnitt , Zinkionenhaltige Subphase”). Erheblich mehr
Mihe bereitet es, eine Erklarung dafir zu finden, warum die verzweigenden Aste einseitig —
zumindest in ihrer frihen Entstehungsgeschichte — von den beiden gewinkelten Haupt-
stréngen aus wachsen. Dieses Problem mul3 an dieser Stelle zunéachst zurtickgestellt werden.
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B) Racemat

Das racemische Gemisch von N-Hexadecanoylalanin weist bei T = 298 K (25 °C) eine
von der des enantiomerenreinen Films deutlich unterschiedene Morphologie auf. Erwartungs-
gemald sind wadhrend der LE/G-Phase noch keine Domédnen im BAM zu erkennen. Unmit-
telbar nach Erreichen des Phasentbergangspunkts in der Isotherme, d.h. mit Einsetzen des
Kondensationsvorgangs, erscheinen riesige (bis zu 10 mm grof3e) dendritische Cluster, aber
von irreguldrer fraktaldhnlicher Gestalt (Abb. 7, Bild A) Darlber hinaus sind die Dendriten
wesentlich dicker as die, die sich beim L-Enantiomer bei 303 K (30 °C) bildeten. Im
mathematischen Sinne handelt es sich bei den Doménen, wie in Bild A gezeigt, nicht um
echte Fraktale, weil se nicht streng selbstaffin bzw. skaleninvariant sind, weshalb hier
zunachst von fraktaldhnlichen Gebilden gesprochen wurde. Eine Dimensionsanalyse des
Bildes A ergab jedoch immerhin, dal3 die Féchenausfillung der Doméne einen nicht-ganz-
zahligen Wert von 1,78 annimmt; insofern ist es wenigstens in dieser Hinsicht gerechtfertigt,
einfach von fraktalen Strukturen zu sprechen. Die Abweichung vom theoretischen Wert der
Dimension beim 2-dimensionalen (einfachen) DLA-Modell, der 1,71 betrégt, ist als gering
einzustufen.
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Abb. 7: T/A-Isotherme sowie zugehdrige BAM-Bilder (A-E) von N-Hexadecanoyl-DL-alanin auf waf3-
riger Subphase (pH = 2, T = 298 K). Die Bilder wurden an den Punkten aufgenommen, die in der

Isotherme mit den entsprechenden Buchstaben bezeichnet sind. Sie reprasentieren eine Flache von B x
H=6x4mm.

Eine nahere Betrachtung einzelner Doméanen ergab, dald nicht ausschliefdlich dendritische
Formen gebildet werden. Zahlreiche Doméanen bestehen aus 2 verschieden zusammenge-
setzten Teilen, aus einem dendritischen und einem ,,angehangten”, im wesentlichen linearen
oder nur leicht gekrimmten, stark langlichen Teil (s. Bild B), auf dem sich wiederum senk-
recht dazu kleinere Aggregate von organisch-pflanzlich anmutender, an Palmen erinnernde
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Gestalt abgeschieden haben. Das bedeutet, dal3 hier neben der DLA wahrscheinlich noch ein
weiterer Wachstumsmechanismus die Erscheinungsform der Doménen bestimmt. Interessant
ist, daf3 die langlichen, ,,bewachsenen” Strukturen nie isoliert zu beobachten waren.

Des weiteren konnte durch kinstlich erzeugte Luftturbulenzen oberhalb der Subphase
gezeigt werden, dal? die einzelnen Dendriten nicht starr sind: Sie wiegen sich wie die Aste
eines Baums im Wind hin und her. Die plastische Deformierbarkeit der Doménen geht auch
aus den Bildern D und E hervor, die gegen Ende des Kondensationsvorgangs aufgenommen
wurden. Der Kondensationsvorgang bestent wie beim Enantiomer auch im wesentlichen
darin, dai} die einzelnen Doméanen zusammengeschoben werden, wobei es teilweise zu einer
Verschmelzung kommt; ein weiteres Anwachsen ihres Ausmal3es konnte kaum beobachtet
werden. Am Kollapspunkt hatte sich schliefdlich eine vollig einheitliche, im BAM keinerlei
Kontrastunterschiede aufweisende Flache gebildet.

Diese Ergebnisse stimmen sehr gut mit denen der IRRAS-Messungen tberein (Diplom-
arbeit, FH),’*? in denen mit fortschreitender Kompression eine kontinuierliche Zunahme der
konformativen Ordnung der Alkylketten der Amphiphile registriert wurde. Vor dem
Hintergrund der hier gemachten Beobachtungen und der Tatsache, dal3 das IR-Signal dem
Mittelwert eines ca 5 mm? grofRen bestrahlten Flachenbereichs entspricht, ist dies so zu
deuten, dal3 mit abnehmendem HFaéachenwert sowohl der Anteil der filmbelegten Flache als
auch die Ordnung innerhalb der Doménen steigt — bedingt durch ihre plastische Defor-
mierbarkeit, so dal? sukzessive eine engere Packung erreicht wird.

Konklusion

Das durch die N/A-Isothermen und das Ergebnis der IRRAS-Messungen abgeleitete
Vorliegen einer homochiralen Diskriminierung konnte durch die BAM-Aufnahmen bestétigt
werden. Der enantiomerenreine Film weist eine Morphologie auf, die die niedriger ver-
laufende M/A-1sotherme und das aus den IRRA-Messungen deduzierte hohere Mal3 konfor-
mativer Ordnung (Diplomarbeit, FH)?® zu erklaren vermag. Damit wéren zwar die Voraus-
setzungen fir eine chirale Phasenseparation beim racemischen Film gegeben, jedoch konnten
daftr keinerlei Anzeichen gewonnen werden. Sowohl das Fehlen enantiomerenspezifischer
bzw. chirder Doménen as auch die Nicht-Gleichgewichtsbedingungen der Entstehung der
Doménen sprechen dagegen. Statt dessen scheinen sich Mischaggregate zu bilden, was auf
eine heterochirale Erkennung schliefRen |&3t. Eine Abschétzung der Starke der Wechselwir-
kungen zwischen den beiden Antipoden (D:L) im Vergleich zu denen in enantiomerenreinen
Doménen (L:L oder D:D) ist schwierig. Die Bildung von Mischaggregaten impliziert
eigentlich stérkere Wechselwirkungen zwischen D- und L-Enantiomer, jedoch sind die
Domanen des racemischen Films flachig ausgedehnter, weniger kompakt und die Packung der
Alkylketten ist weniger dicht. Dieser Widerspruch kann gelost werden, indem die Details des
Mechanismus des DLA-Modells berticksichtigt werden. In diesem Prozef3 bleibt ein einmal in
Kontakt mit dem Verband getretenes Tellchen dauerhaft assoziiert, ohne dal3 es sich wieder
ablosen und umorientieren konnte. Die Bildung von enantiomerenreinen voneinander
separierten Doménen wirde jedoch im Prinzip genau dies erfordern. Mit Hilfe von
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modifizierten DLA-Modellen kann gezeigt werden, dal3 bei weniger starken Wechsel-
wirkungen, d.h. dem Zulassen von Ablése- und Wiederanhaftungsprozessen (,, Rausch-
reduzierung”) der Flachenausfullungsgrad und die Dimension der Gebilde zunehmen (s.a
Abb. 8).

Abb. 8: Fraktale Strukturen, die durch die Simulation der Anlagerung von 15.000
(links) bzw. 20.000 Tellchen (rechts) gemaR einem modifizierten DLA-Moddll ent-
standen sind, wobel der ,, Rauschpegd® variiert wurde, der den Flachenausfullungs-
grad und somit die fraktale Dimension (links:1,73, rechts: 1,85) bestimmt.***

Damit die Enantiomere zueinander finden kénnen, um separierte Doménen bilden zu
koénnen, bedarf es wahrend des Kondensationsvorgangs eines Mindestmal3es an lateralem
Diffusionsvermdgen. Der Grund dafir, warum die Separation hier ausbleibt, konnte also darin
liegen, dal3 dieses Vermdgen durch zu grof3e Wechselwirkungen der Amphiphile unterein-
ander zu stark eingeschréankt wird. Daraus kann eine generelle Hypothese in bezug auf eine
grundsétzliche Bedingung und notwendige Voraussetzung fir das Auftreten von chiralen
Phasenseparationen abgeleitet werden: Die Starke der Wechselwirkungen zwischen den
beiden Enantiomerensorten muf3 nicht nur schwécher sein as die zwischen Enantiomeren
gleicher Konfiguration, sie darf dartiber hinaus auch, absolut betrachtet, ein gewisses, erst
noch zu bestimmendes Mal3 nicht Ubersteigen. Damit ist auch eine Aussage Uber die Kinetik
des Kondensationsvorgangs verbunden. Wenn die Domanenwachstumsgeschwindigkeit sehr
grof3 ist und nur relativ wenige Doméanen gebildet werden, die in einem einmal eingefrorenen
Zustand verbleiben, ist die Wahrscheinlichkeit fur eine Phasenseparation relativ gering. Es ist
zu vermuten, dal3 umgekehrt, ginstige Bedingungen fir eine chirae Phasenseparation
herrschen, wenn zwar die Keimbildungsgeschwindigkeit (Zahl der Entstehung neuer
Nukleationszentren pro Zeiteinheit) grol3, die Geschwindigkeit des Wachstumsprozesses
hingegen relativ kleinist (s.a. Kapitel 2.2.)

Es sei noch angemerkt, dal3 Parazak und Mitarbeiter eine andere Auffassung bezliglich
der Abwesenheit von chiradlen Doménenformen in diesem Fall vertreten. Sie vermuten, dai3
eine chirale Phasenseparation stattfindet, die Positionsfernordnung bzw. Enantiomerenreinheit
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sich jedoch nicht Uber die gesamte Doméne erstreckt, sondern vielmehr aus einzelnen
Segmenten zusammengesetzt ist, die je aus der einen oder anderen Enantiomerensorte aufge-
baut sind. In ihrer Gesamtheit ergibt sich dann aufgrund des zufélligen Zusammentreffens
dieser enantiomerenreinen Segmente eine irreguldre Gestalt. Aufrund der oben dargelegten
Argumente erscheint dem Autoren diese Spekulation allerdings nur wenig begriindet zu sein.

2.1.1.2. Calciumionenhaltige Subphase

L-Enantiomer und Racemat

Aufgrund der nahezu unterschieddosen Merkmale der Filme des L-Enantiomers und des
Racemats und wegen der vergleichsweise unspektakuldren Ergebnisse, die bei den BAM-
Untersuchungen erhalten wurden, werden sie hier gemeinsam und auch nur kurz besprochen.

Calcium ist dafur bekannt, eher ionische Carboxylatkomplexe mit den Saurekopfgruppen
entsprechender Amphiphile zu bilden, weshalb es haufig expandierend auf Langmuir-Filme
wirkt,[*! im Gegensatz zu Metallen, die mit Sauregruppen kovalente Komplexe bilden, Blei-
oder Cadmiumoctadecanoate sind Beispiele dafir, und zu Isothermen stark kondensierten
Charakters und einem extrem steil verlaufenden Anstieg der Kurve innerhalb der LS-Phase
fuhren.[*”

Die expandierende Wirkung von Ca®*-lonen in der Subphase konnte fiir den vorliegenden
Fall bereits durch IRRAS-Messungen, die auf eine wesentlich héhere konformative Unord-
nung der Alkylketten deuteten und durch die Aufnahme von M/A-l1sothermen, bei denen die
Kurven im Vergleich zur rein wéaldrigen Subphase zu deutlich héheren Oberflachendriicken
verschoben waren (s.a Abb. 9), bestétigt werden (Diplomarbeit, FH).*? Die Kollapspunkte
liegen fur beide Filme bei Werten, die unterhalb des theoretischen minimalen Quer-
schnittsflachenbedarfs eines einzelnen Molekiils von ~ 0,24 nm? angesiedelt sind, was fiir das
Vorliegen eines sich langsam vollziehenden, mikroskopischen Kollapsprozesses (Bildung von
dreidimensionalen mikrokristallinen Strukturen vor dem eigentlichen, thermodynamischen
Kollapspunkt) spricht.

Die BAM-Untersuchungen ergaben, dal3 sich wahrend des gesamten Kompressions-
verlaufs weder beim racemischen noch enantiomerenreinen Film kondensierte Doménen
bildeten, zumindest nicht solche, die grol3er als 20 um waren (dies entspricht dem maximalen
Auflésungsvermbgen des eingesetzten BAMs). Wahrend dies fur den racemischen Fim
aufgrund der M/A-l1sotherme, die im wesentlichen nur eine ausgeprégte LE-Phase anzeigt,
erwartet werden durfte, ist es fur das L-Enantiomer insofern Uberraschend, als in der
Isotherme eine zwar nur schmale aber so doch existente Plateauregion zu sehen ist. Eine
madgliche Erklarung daftr wurde alerdings mit der beschrankten Auflésung des Mikroskops
bereits gegeben.
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Eine Strukturbildung mit Dimensionen > 20 um konnte erst kurz bzw. beim Kollapspunkt
beobachtet werden (s. Abb. 9), wobel beide Filme sehr dhnliche, streifenartige Kollaps-
Morphologien aufweisen.
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Abb. 9: T/A-Isothermen von N-Hexadecanoylalanin (DL und L) auf calciumionenhaltiger Subphase
(pH = 6, T = 298 K) sowie en zugehdriges, reprasentatives BAM-Bild (A). Das Bild ist an dem Punkt
aufgenommen, der in der Isotherme mit dem entsprechenden Buchstaben bezeichnet ist. ES reprasen-
tiert eéine Flachevon B x H =6 x 4 mm

Konklusion

Gemdl3 der im vorigen Abschnitt dargelegten Hypothese und den thermodynamischen
Daten zufolge, l&gen hier potentiell glinstige Bedingungen vor, eine chirale Phasenseparation
eventuell beobachten zu kdnnen. Die attraktiven Wechselwirkungen sind durch die ionisch
vorliegenden und damit gleichnamig geladenen Amphiphile stark abgeschwécht. Da hier
hochstwahrscheinlich keine chirale Phasenseparation (oder nur eine ,,submikroskopische®)
stattfindet, kann daraus vorsichtig geschlossen werden, dal3 die anziehenden Wechsal-
wirkungen durch die Ca?*-lonen bzw. Carboxylatbildung méglicherweise in einem zu starken
Mal3e geschwécht werden, dald die starke Repulsion der ionischen Kopfgruppen eine
Doménenbildung ganzlich unterbindet und dal3 die (verbliebenen) attraktiven vdW-Kréfte
zwischen den Alkylketten nicht hinreichen, um kondensierte Phasen zu bilden.

2.1.1.3. Zinkionenhaltige Subphase

A) L-Enantiomer

In Abb. 10 ist die M/A-Isotherme (T = 298 K) einer Monoschicht von N-Hexadecanoyl-L-
alanin auf zinkionenhaltiger Subphase gezeigt sowie eine Serie von BAM-Bildern, die
wahrend der isothermen Kompression zu verschiedenen Zeitpunkten aufgenommen wurden.
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Die Isotherme weist zwar im Vergleich zu der, die auf rein walriger Subphase erhalten
wurde, einen deutlich expandierteren Charakter auf, sie ist aber kondensierter als im Fall der

calciumionenhaltigen Subphase, da die Oberflachendriicke bei gleichen Flachenwerten
geringer ist.
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Abb. 10: M/A-Isotherme sowie zugehtrige BAM-Bilder (A-E) von N-Hexadecanoyl-L-alanin auf
zinkionenhaltiger Subphase (pH = 6, T = 298 K). Die Bilder wurden an den Punkten aufgenommen,
die in der Isotherme mit den entsprechenden Buchstaben bezeichnet sind. Sie repréasentieren ene
Flachevon B x H = 6 x 4 mm, mit Ausnahme von Bild A (B x H =2 x 1,5 mm). Diein Bild B mit O,
O und O beschrifteten Strukturen sind im Text erklért.
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Bei 0,345 nm?/Molekil und 9,5 mN/m zeigt sie einen Phaseniibergangspunkt 1. Ordnung,
der jedoch kinetisch Uberhoht ist (sog. ,,overshoot”), weshalb das sich anschlief3ende Plateau
vom streng horizontalen Verlauf abweicht. Exakt mit Erreichen des Koexistenzgebiets
beginnen sich kondensierte Strukturen von aufféliger und Uberaus bemerkenswerter Gestalt
zu bilden (Bild A). Neben torusférmigen Doméanen sind solche zu sehen, die sich in einem
etwas weiter entwickelten Zustand befinden und in diesem spezifischen Wachstumsstadium
ausschliefdlich und einheitlich eine stark gekrimmte, S-férmige und damit 2-dimensional
chiradle Gestalt aufweisen. Die entsprechend spiegelbildlichen (Fragezeichen-)Formen wurden
zu diesem Zeitpunkt der Kompression nicht beobachtet. Durch mehrmaliges Wiederholen der
BAM-Experimente konnte festgestellt werden, dal3 wahrend des Phasenibergangs (i)
bestandig neue Doméanen entstehen (im Gegensatz zu den Prozessen, die unter dem Abschnitt
»Walrige Subphase” beschrieben wurden) und (ii) die einzelnen Doménen beim Wachstum
mehreren Formmodifikationen unterliegen, so da3 zu einem Zetpunkt verschiedene
Doméanenformen gleichzeitig vorliegen. Mit Bild B gelang es, in einer Momentaufnahme drei
unterschiedlich fortentwickelte Muster in nur einem Bild festzuhalten: Die zwel Meta
morphosen — von den [ torusartigen Formen Uber die [1 S-formigen Strukturen hinzu [
»Seepferdchen”-Doménen — sind typisch fur diese Phase der Kompression. Im weiteren Fort-
gang der Kompression lagern sich die einzelnen Doménen zum Teil zu grofRen Clustern
zusammen (Bild C), wobei sich, wie aus den Bereichen extrem hoher Reflektivitét
geschlossen werden kann, bereits 3-D Kristallite bilden. Zum anderen sind Felder zu
beobachten, die an einen mit Seerosenbldttern bedeckten Teich erinnern (Bild D). Die
Abnahme der Zahl chiraler Doméanenformen setzt sich bis zum Kollapspunkt fort, gleichzeitig
steigt die Zahl dreidimensionaler Kristallstrukturen (Bild E).

Offenbar vermag die Anwesenheit von Zinkionen in der Subphase in einer Weise auf das
Aggregationsverhaten Einflul? zu nehmen, dal3 — zumindest intermediér — chirale Doméanen-
formen indiziert werden. An dieser Stelle wéaren damit zwel Fragen zu beantworten: (1)
Handelt es sich um einen zinkionenspezifischen Effekt (auf molekularer Ebene) oder ist es
lediglich das mittelbare Resultat eines durch die Zinkionen bzw. Carboxylatbildung verénder-
ten Phasenverhaltens bzw. das Ergebnis einer durch die erhthten Repulsionskréfte verminder-
te und damit ndher am thermodynamischen Gleichgewicht befindlichen Wachstumsgeschwin-
digkeit der Domanen? (2) Durch welchen konkreten Mechanismus lief3e sich Uberhaupt die
durch die Zinkionen hervorgerufene Entstehung chiraler Doménen erklaren?

zu (1): Zwei — zugestandenermal3en schwache — Indizien sprechen fur einen zinkionen-
spezifischen Effekt. Lage die Ursache lediglich darin, dal3 solche @uf3eren Randbedin-
gungen vorliegen, die zu einem Phaseniibergang 1. Ordnung in der Isotherme fuhren,
konnte auch im Falle der wéaldrigen Subphase ein Erscheinen chiraler Doméanenformen
erwartet werden, wenn diese Bedingung erflllt ist. Oberhalb von 308 K (35 °C) ist diese
Bedingung erflllt, jedoch bilden sich bel diesen Temperaturen typisch dendritische und
achirale Strukturen aus, wie bereits von Parazak et al.*¥ durch FM-Aufnahmen gezeigt
werden konnte. Dies ist insofern nur ein schwaches Indiz, als die beiden Situationen nicht
vollig identisch sind, da die Plateauregion im Fall der zinkionenhaltigen Subphase bei
deutlich hdheren Oberflachendriicken verlauft. Fur das Erreichen vergleichbarer Situ-
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ationen miRte der Film auf walriger Subphase schétzungsweise bei Temperaturen von
Uber 323 K (50 °C) untersucht werden, was jedoch infolge von experimentellen Limi-
tationen (zu hoher Dampfdruck, zu starke Bildung von Wasserdampfblasen in der Sub-
phase, starke Zunahme der Solubiliserung bzw. des Transfers von Filmsubstanz in die
Subphase) nicht mdglich ist.

Das zweite Indiz ergibt sich aus einem Vergleich mit den BAM-Untersuchungen, die auf
calciumionenhaltiger Subphase durchgeftihrt wurden. Trotz Vorliegens eines Haupt-
phasentibergangs beim L-Enantiomer und einer dhnlichen Lage des Plateaus der Iso-
therme, konnten keine chiralen Doméanen beobachtet werden. Die eingeschrankte Gultig-
keit dieses Arguments ergibt sich einerseits aus dem bereits erwahnten begrenzten
Auflésungsvermogens des Mikroskops und andererseits daraus, dal? die Isothermen, die
auf Ca®* bzw. Zn** aufgenommen wurden, zwar einen ahnlichen, aber doch nicht absolut
identischen Verlauf zeigen: Die MN/A-1sotherme, die auf Ca?* aufgenommen wurde, weist
einen expandierteren Charakter auf. Es wére daher auch denkbar, dal3 es sich im Prinzip
um einen unspezifischen Effekt des Zinks handelt, der nur insofern spezifisch ist, als eben
genau das exakt richtige Mal3 an Expansion bewirkt wird.

zu (2): Die gangige Erkléarung zur Entstehung chiraler Doménenformen in Langmuir-
Filmen geht auf das theoretische Konzept der asymmetrischen Grenzlinienspannung von
McConnell zuriick.!*® Danach bewirkt eine regelmaRig und einheitlich ausgerichtete
Ansammlung von Amphiphilen einer Enantiomerensorte innerhalb einer Doméne, die eine
kritische Kohérenzlange bzw. -breite Ubersteigt, eine Differenz der Grenzlinienspannung
(2-dimensionales Analogon zur Grenzflachenspannung) auf verschiedenen Seiten einer
Domane (gegentiber der LE-Phase), so dal? sich die Doméne in der Folge auf der Seite der
grofReren Grenzlinienspannung krimmt und damit die Grenzlinienlange minimiert wird.
Dieses Konzept wurde zwar zunéachst fur Formibergénge von plastisch deformierbaren,
ehedem kompakten und symmetrischen Doménen entwickelt, die bereits eine gewisse
GroRRe besitzen, McConnell konnte jedoch zeigen, dal3 dieses Konzept auch fur quas-
kristalline, starre Gebilde gilt, fir die keine Formibergénge erwartet werden kénnen. In
diesen Féllen ergibt sich ihre d@ullere chirale Gestalt statt dessen durch einen inharent
chiralen Wachstumsprozel3, d.h. dald sich die an das wachsende Aggregat anlagernden
Teilchen von vornherein so anordnen, dal3 die entstehenden Strukturen zu jedem Zeit-
punkt bzw. in jedem Wachstumsstadium chiral sind.

Dem Augenschein nach handelt es sich im vorliegenden Fall nicht um plastisch defor-
mierbare Domanen, so dal3 von einem solchen chiralen Wachstumsvorgang auszugehen
ist. Die notwendige Voraussetzung fir das Stattfinden eines chiralen Wachstums ist eine
Komponente des Dipolmoments von nicht unerheblicher Grofl3e bzw. dipolare elektro-
statische Wechselwirkungen in der Ebene (in-plane) der Grenzflache. Ist diese Voraus
setzung erfillt, konnen selbst achirale Molekille chirale Aggregate bilden, wie Sandler et
al. mit Hilfe von elektrostatischen Wachstumsmodellen gezeigt haben.”? Sollen die
Doménen dartber hinaus einheitlich dasselbe chirale ,Vorzeichen® besitzen, missen se
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selbst aus (a) chiralen Teilchen und (b) von derselben Sorte aufgebaut sein, anderenfalls
kommt es zu einer statistischen Verteilung von links- und rechtsgewundenen Strukturen.
Bemerkenswerterweise konnten Sandler et al. unter anderem durch Monte Carlo-
Simulation insbesondere die Entstehung von S-férmigen bzw. seepferdchenartigen Do-
manen nachbilden,'™ womit (endlich) die Verbindung zum vorliegenden Fall genannt ist.
Und zwar besteht sie konkret darin, dal3 die Bedingung einer dipolaren elektrostatischen
in-plane Wechselwirkung erflllt ist, wenn angenommen wird, a) dal3 die Zinkcarboxylate
von eher ionischem Charakter sind oder zumindest — bei Vorliegen einer kovalenten
Bindung — eine stark polarisierte Bindung zwischen dem Zink und dem Amphiphil
gegeben ist und b) die Amphiphile eine Neigung in bezug auf die Oberflachennormale
aufweisen. FUr den ionischen Charakter des Carboxylats spricht der expandierte Charakter
der M/A-Isotherme. In vorangegangenen IRRAS-Studien (Diplomarbeit, FH)?® wurde
durch die Analyse der Lage der Schwingungsbanden der Kopfgruppe versucht, néhere
Aussagen Uber den vorliegenden Komplexierungstyp zu treffen. Anhand der Banden-
positionen der antisymmetrischen und symmetrischen Carboxylatschwingung bzw. ihrer
Wellenzahlendifferenz ist es unter Umstdnden maglich, auf den Koordinationstyp des
vorliegenden Metallcarboxylats zu schlief3en, bei denen in der Literatur zwischen vier
idelisierten Grundtypen unterschieden wird.®**? Danach gibt es Hinweise darauf, da3
mehrere verschiedene Spezies gleichzeitig vorliegen, darunter solche vom einzéhnigen
und zweizdhnigen Chelat-Typus. Dartiber hinaus konnte nicht ausgeschlossen werden, dafi3
als dritte Spezies auch ionische Komplexe zugegen sind. Die Bedingung flr eine in-plane
dipolare Wechselwirkung ist in jedem Fall erfullt. Fir die Glltigkeit der zweiten
Annahme spricht die GroRe der Kopfgruppe sowie zahlreiche Rontgenbeugungsunter-
suchungen von N-Acylaminosaurederivaten, aus denen hervorgeht, dal3 alle bisher
untersuchten Amphiphile dieser Klasse einen Neigungswinkel von mindestens 27° auf-
Weisen.[53'54]

Damit kdnnte das elektrostatische Wachstumsmodell eine durchaus plausible Erklarung
fur die hier beobachteten Phadnomene liefern. Dem Autoren ist nicht bekannt, dald ein
ahnlicher Fall, die Erzeugung chiradler Doménen bei Langmuir-Filmen durch Metall-
komplexbildung, bereitsin der Literatur beschrieben wére.

B) Racemat

Die Ergebnisse der BAM-Untersuchungen des racemischen Films auf zinkionenhaltiger
Subphase sind wenig aufsehenerregend. Dies konnte alerdings aufgrund des Verlaufs der
I sotherme, die keinen Hauptphaseniibergang anzeigt, auch erwartet werden (s. Abb. 11).
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Abb. 11. T/A-lIsotherme sowie zugehtriges BAM-Bild (A) von N-Hexadecanoyl-DL-alanin auf
zinkionenhaltiger Subphase (pH = 6, T = 298 K). Das Bild wurde an dem Punkt aufgenommen, der in
der Isotherme mit dem entsprechenden Buchstaben bezeichnet ist. Es reprasentiert eine Flache von B x
H=6x4mm

Erst kurz vor dem Kollapspunkt sind einige kleinere kondensierte Strukturen zu sehen;
ihre hohe Reflektivitdt deutet darauf hin, dal3 es sich um 3D-Krigtallite handelt (Bild A). Ihre
Zahl nimmt bis zum Kollapspunkt merklich, ihr Ausmald3 nur geringflgig zu. In starker
digitaler VergroRerung der BAM-Bilder ist dartiber hinaus zwischen den Kristalliten eine
griesig-kornige Textur sehr geringer Reflektivitdt zu erkennen. Dabel handelt es sich
wahrscheinlich um die Keimzentren, aus denen die spateren 3D-Nuklei hervorgehen. Zum
Mechanismus und zur Kinetik der Bildung von vorgeformten 3D-Nukleationszentren unter-
halb der kritischen Ubersattigungsgrenze haben Vollhardt und Retter eine Theorie veroffent-
licht.!%

Den Befunden zufolge, die beim L-Enantiomer erhalten wurden, bestiinde beim Racemat
potentiell die Moéglichkeit, einen chirdlen Symmetriebruch beobachten zu kénnen, d.h. die
Entstehung chiraer, spiegelbildliicher Doménen, bei denen sich in ihrem makroskopischen
AuReren die molekulare Chiralitdt der sie konstituierenden Teilchen widerspiegelt. Die Zink-
ionen wirken auf den racemischen Film jedoch in einem Mal3e expandierend, dal3 im Verlauf
der Kompression keine kondensierte Phase ausgebildet wird. Leider dnderte sich an diesem
thermodynamischen Verhalten auch bel niedrigeren Temperaturen bis hinab zu 286 K (13 °C)
nichts. Dies entspricht der niedrigsten Temperatur, die apparatebedingt einzustellen war.

2.1.2. N-Hexadecanoylalaninmethylester

Durch die Veresterung der Carboxylgruppe wird sowohl eine der beiden denkbaren intra-
als auch eine von zwei Mdoglichkeiten zur Bildung intermolekularer Wasserstoffbriickenbin-
dungen unterbunden (s. Abb. 12). Inwieweit dies die Fahigkeit beeintréchtigt, stabile Amphi-
philnetzwerke zu formen, welche Konsequenzen dies fir das chirae Verhaten hat und in
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welcher Weise die Filmmorphologie beeinflufdt wird, sollte mit Hilfe des BAMs untersucht
werden. Da der Methylester keine Metallcarboxylate bilden kann, wurde er nur auf wal3riger
und nicht auf metallionenhaltiger Subphase untersucht.
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Abb. 12: Darstdlung der Maglichkeiten zur Ausbildung von (a) intra- und (b) intermolekularen H-
Brickenbindungen von N-Hexadecanoylalanin (jeweils links der gestrichelten Linie) und N-Hexadeca-
noylalaninmethylester (jewells rechts der gestrichelten Linie).

Der Verlauf der M/A-Isothermen und IRRAS-Studien (Diplomarbeit, FH)?® ergaben
ferner Hinweise darauf, dal’3 beim racemischen Gemisch eine chirale Phasenseparation statt-
finden konnte: Die M/A-Isotherme des enantiomerenreinen Films zeigt eine kondensiertere
Charakteristik, was fur eine homochirale Diskriminierung spricht. In dieselbe Richtung
wiesen die hoheren Wellenzahlen der va.(CH2)-Schwingung beim Racemat fur Flachen > 0,5
nm?/Molekill. Die starke Absenkung der Wellenzahlen beim weiteren Fortgang der
Kompressionauf auf das Niveau, das fir den enantiomerenreinen Film gemessen wurde
bekraftigt die Annahme einer Phasenseparation. Ein eindeutiger Beleg durch abbildende
Methoden konnte jedoch bislang noch nicht erbracht werden.

A) L-Enantiomer

In Abb. 13 ist die N/A-lIsotherme (T = 298 K) der Monoschicht von N-Hexadecanoyl-L-
alaninmethylester auf waldriger Subphase gezeigt sowie eine Serie von BAM-Bildern, die
wahrend der isothermen Kompression zu verschiedenen Zeitpunkten aufgenommen wurden.
Wie auch beim unveresterten Derivat sind bereits unmittelbar nach dem Spreiten kristalline
Strukturen zu sehen (Bild A). Im Vergleich zur Saure sind sie jedoch erheblich kleiner, viel
weniger kompakt und weitaus zahireicher. Einige langliche Doménen sind zum Tell lose zu
groReren Uberstrukturen zusammengelagert. Bei Reduktion des Flachenwertes und zu-
nehmender Doménendichte fihren vermehrte Kollisonen der Doménen untereinander dazu,
dald sie in kleinere Bruchstiicke zerbrechen; sie neigen dennoch dazu, in losen Verbanden
assoziiert zu bleiben (Bild B). Diese losen Assoziate aus festen, aber anscheinend sproden
Teilchen werden im weiteren Verlauf der Kompression zusammengeschoben und schrittweise
weiter ,zerrieben”, bis eine Situation wie in Bild C entsteht. Anschlief3end steigt der Ober-
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flachendruck stark an, und es bildet sich eine einheitlich geschlossene Flache ohne Kontrast-
unterschiede (Bild nicht gezeigt). In Bild D ist eine Post-Kollapsstruktur festgehalten, die auf
sehr illustrative Weise verdeutlicht, wie sich in diesem Fall der Kollapsprozef3 vollzieht,
namlich indem sich an vielen Stellen gleichzeitig die ehemals 2-dimensionale Schicht Uber-
einander schiebt und schuppenartige Multischichten bildet.
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Abb. 13: M/A-1sotherme sowie zugehdrige BAM-Bilder (A-D) von N-Hexadecanoyl-L-alaninmethyl-
ester auf waldriger Subphase (pH = 6, T = 298 K). Die Bilder wurden an den Punkten aufgenommen,
die in der Isotherme mit den entsprechenden Buchstaben bezeichnet sind. Sie repréasentieren ene

Flachevon B x H =6 x 4 mm.
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Die Filme des L-Enantiomers der freien Saure und des Methylesters zeigen M/A-Iso-
thermen derselben, vollsténdig kondensierten Charakteristik. Dies spiegelt sich im Prinzip
auch in den Morphologien wider: Bei beiden Spezies liegen bereits bel sehr grofen
Flachenwerten (direkt nach dem Spreiten) kondensierte Strukturen vor. Unterschiede ergeben
sich hinsichtlich der Kompaktheit der Strukturen, die bei der frelen Séure wesentlich aus-
geprégter ist. Es kdnnte sein, dal3 sich der geringere Zusammenhalt innerhalb der Doménen
des Methylesters durch die eine fehlende Mdglichkeit zur Ausbildung von intermolekularen
H-Brickennetzwerken erkldren 183t. Allerdings besteht prinzipiell noch die Mdéglichkeit zur
Bildung von Amid-Amid-H-Briicken-Netzwerken (s. Abb. 12). Der geringere Zusammenhalt
der Amphiphile untereinander findet auch seinen spektroskopischen Ausdruck darin (Diplom-
arbeit, FH),!* daR im Frihstadium der Kompression im Vergleich zur freien Saure etwas
hohere Wellenzahlen der va(CH>)-Schwingung gemessen wurden, die darauf hindeuten, dal3
die Packungsdichte etwas geringer und die Zahl der gauche-Defekte der Alkylketten hoher ist.

Aus der Tatsache, dal3 hier keine chiralen Doméanenformen gebildet werden, kann nicht
geschlossen werden, dal3 im Racemat kein homochiraler Kennungsprozeld ablaufen konnte,
jedoch ist die Wahrscheinlichkeit, einen solchen mit Hilfe des BAMs detektieren zu kénnen,
extrem gering.

Der Spreitprozel3 im Detail

Aufgrund der sproden Beschaffenheit der Aggregate und der Tatsache, dal3 nach dem
Spreiten der angewendeten Losungsmittelmenge bereits grofRe Teile der Flache mit
Filmmaterial bedeckt waren, bestand die Vermutung, dal3 sich die in Bild A der Abb. 13
gezeigten Doméanen nicht in einem ,jungfraulichen® Zustand befinden. Deshalb wurde in
einem weiteren Versuch die Spreitldsungsmenge sukzessive reduziert, um Kollisionen der
fragilen Doméanen bel diesem grof3en Flachenwert zu vermeiden. Die entsprechenden BAM-
Bilder sind in der folgenden Abb. 14 gezeigt.

Die Vermutung konnte durch die BAM-Aufnahmen voll bestétigt werden. Man erkennt
nun ein ausgepragt dendritisches Wachstum. Des weiteren konnte beobachtet werden, dal3
sich die GroRe und Zahl der Doméanen durch zwei Parameter steuern 14R3t: Uber die GroRe der
vorgeformten Tropfen der Spreitldsung, die mit Hilfe der Spritze vorsichtig auf der Subphase
abgesetzt werden (die Grofe nimmt entsprechend der GroRRe der Tropfen zu, vgl. Bild A, C,
E) und Uber die Frequenz, mit der sie abgesetzt werden (die Zahl der Doméanen steigt mit der
Absetzfrequenz, vgl. Bild B, D). Wird eine bestimmte Gesamtmenge an gespreiteter Losung
Uberschritten, &3t sich die zeitliche Fortentwicklung der Morphologieénderung verfolgen:
Mit zunehmender Dauer verschwinden dendritische Formen durch Kollisonen der Doménen
untereinander, und es werden Strukturen generiert, die der in Bild A der Abb. 13 nahekom-
men (vgl. Bild F).
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Abb. 14: Eine Auswahl an BAM-Aufnahmen, aufgenommen wahrend des Spreitprozesses von N-
Hexadecanoyl-DL-alaninmethylester, wobel die Gréfde der Spreit-Tropfchen (Zunahme A,C,E) und
ihre Absetzfrequenz variiert (Zunahme: B,D) wurden. Die Bilder A und B reprasentieren eine Fléche
B x H=2x 0,8, dieBilder C bis F enstprechen Flachen von 6 x 4 mm.

Man kann vor allem drei verschiedene Typen von Doménenformen ausmachen, die am
haufigsten beobachtet wurden. Der erste Typ entspricht der in Bild B wiedergegebenen. Diese
Doméne weist einen ca. 2 mm langen, linearen Hauptstrang auf, an dessen Spitze zwel
weitere Hauptverzweigungen zu sehen sind, die einen Winkel von ~ 90° zueinander bilden.
Die Winkel zwischen dem Hauptstrang und den beiden Hauptverzweigungen betragen 35 - 40
bzw. 50 - 55°. Entlang dem Hauptstrang sind weitere, kleinere dendritische Aste zu sehen, die
paralel zu den Hauptverzweigungen der Spitze verlaufen (s. Abb. 15a). Die anderen beiden
Typen sind ganz ahnlich strukturiert, nur dald die Hauptstrange einen anderen Winkel zuein-
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ander aufweisen; in Bild A bilden sie einen Winkel von ungefdhr 115°, in Bild C einen von
ca. 65 - 70° (s. Abb. 15b und c).

56°

a 35°

70°
35°

45 30°

Abb. 15: Schematische geometrische Wiedergabe von dre reprasentativen Doménenform-Typen (a -
¢) von Monoschichten von N-Hexadecanoyl-L-alaninmethylester in der ungestérten Wachstumsphase.

Konklusion

Eine der beiden Mdoglichkeiten zur Ausbildung von intermolekularen H-Briicken wurde
durch die Veresterung der Carboxylgruppe unterbunden. Damit verbleibt als Ursache einer
gerichteten Kraft nur die der Amid-Amid-Wasserstoffbriickenbindung.

Beim Doméanen-Typ a setzen die Hauptverzweigungen in einem Winkel von ca. 35 bzw.
55° am Hauptstrang an; daher &3t sich die beobachtete Wachstumsgestalt durch eine
rechteckige Subzelle ableiten, bei der die H-Bricken entlang dem (klrzeren) Gittervektor a
verlaufen und somit eine der beiden Hauptverzweigungen sowie die dazu parale ver-
laufenden Aste generieren (s. Abb. 16a). Der (langere) Hauptstrang kénnte dann entlang der
Diagonalen der Gitterzelle verlaufen. Die beiden anderen Domanen-Typen b und ¢ lassen sich
ndherungsweise auf der Grundlage eines gemeinsamen schiefwinkligen Gitters konstruieren
(s. Abb. 16b). Dies ist fur chiradle Amphiphile die am haufigsten anzutreffende Geometrie der
Subzelle. Dal3 anscheinend Uberhaupt verschiedene Gittertypen gleichzeitig vorliegen, ist
zunéchst etwas verwunderlich, doch kein Einzelfall. Vollhardt et al.*® konnten zeigen, dafi?
der Winkel und die Zahl der Arme von dendritischen Doménen in Abhangigkeit von der
Wachstumsrate variiert und damit auch das zugrundeliegende Gitter.
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Abb. 16: Moddl der Korreation von der Kristallstruktur mit der Doménenform von Monoschichten
aus N-Hexadecanoyl-L-alaninmethylester, (a) Domanen-Typ a, (b) Domanen-Typ b und c. Die
Positionen der Molekile sind durch die schwarzen Kreise symbolisiert, die grauen dicken Linien
reprasentieren die ausgezeichneten Wachstumsrichtungen. Die Pfeile deuten die mdgliche Richtung
der azimutalen Neigung an. In der linken bzw. rechten oberen Ecke ist die jeweilige Subzelle mit den
Gittervektoren a und b eingezeichnet

B) Racemat

Die morphologischen Merkmale des racemischen Gemischs des Methylesters sind in
Abb. 17 gezeigt. Mit Beginn des Hauptphasenibergangs tauchen im Sichtfeld des BAM
kondensierte Strukturen von filigraner, dendritenformiger Gestalt auf (Bild A). Sie unterschei-
den sich jedoch von den ,jungfréulichen* Doménen des enantiomerenreinen Films, neben der
weitaus grofderen Ausmalde, in mehrfacher Hinsicht: Sie sind gepragt von einem sehr langen
(mehrere Millimeter), nahezu linearen Strang, der eine der beiden Hauptwachstumsrichtungen
darstellt sowie anndhernd senkrecht dazu verlaufenden, zahlreichen Verzweigungen, die von
lokalen Defekten abgesehen, in etwa aquidistant und parallel zueinander ausgerichtet sind.
Die Zweige links und rechts des Hauptstrangs setzen in einigen Fallen am selben Punkt an, in
anderen Fdlen ist ihre Lage versetzt zueinander. Das fortschreitende Wachstum dieser
Domanen fuhrt zu einer Zunahme der Lange des Hauptstrangs, zu einem Langenwachstum
der Verzweigungen, wobel diese keine einheitliche Lange aufweisen miissen (Bild B) und zu
einer steigenden Zahl von Verzweigungen (Bild C). Das Dickenwachstum der Strange und
Verzweigungen ist im Vergleich zum Langenwachstun von untergeordneter Bedeutung. In
Bild C kommt zum Ausdruck, daf? die Aste und Zweige der Doméanen als Ganzes deformier-
bar aber nicht fragil sind; bel Zusammenstof3en der Doméanen zerbrechen sie nicht. Sie
scheinen damit weit weniger sprode zu sein als die des enantiomerenreinen Films.

Die Vorgange setzen sich mit zunehmender Kompression in der beschriebenen Weise fort
(Bild D), bis schliefflich am Ende der Plateauregion der Isotherme eine nahezu geschlossene
Flache vorliegt (Bild E).
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Abb. 17: M/A-1sotherme sowie zugehdrige BAM-Bilder (A-E) von N-Hexadecanoyl-DL-alaninmethyl-
ester auf waldriger Subphase (pH = 6, T = 298 K). Die Bilder wurden an den Punkten aufgenommen,
die in der Isotherme mit den entsprechenden Buchstaben bezeichnet sind. Sie repréasentieren ene
Flachevon B x H = 6 x 4 mm.

Konklusion

Wie beim L-Enantiomer |83t sich auch hier ein der Domanenform zugrundeliegendes
Gitter ableiten. Hier konnte eine rechteckige Subzelle die beobachteten Wachstumsfiguren
erklaren, bel der die ausgezeichneten Wachstumsrichtungen senkrecht aufeinander stehen
(Abb. 18).
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Abb. 18: Moddl der Korrdation von der Kristallstruktur mit der Domé@nenform von Monoschichten
aus N-Hexadecanoyl-DL-alaninmethylester. Die Positionen der Molekile sind durch die schwarzen
Kreise symboalisiert, die grauen dicken Linien reprasentieren die ausgezeichneten Wachstumsrichtun-
gen. Die Pfeile deuten zwel mogliche Richtungen der azimutalen Neigung an. In der linken oberen
Eckeist die rechteckige Subzelle mit den Gittervektoren a und b eingezeichnet.

Bezuglich der fir moglich gehaltenen chiralen Phasenseparation, die anhand des thermo-
dynamischen und IRRA-spektroskopischen Verhatens des enantiomerenreinen und racemi-
schen Films nicht ausgeschlossen werden konnte, kann festgehalten werden, dal3 diese Hypo-
these fallengelassen werden muf3. Die BAM-Studien ergaben keinen Hinwels darauf, dai3
beim Racemat eine Segregation stattfindet. Die htheren Wellenzahlen der va.(CH,)-Schwin-
gung beim Racemat fiir Flachen 0,5 nm?Molekiil milssen schlicht so gedeutet werden, daf3
sich der Film in diesem Kompressionstadium in einer LE-Phase befindet wahrend der enan-
tiomerenreine bereits kondensierte Strukturen aushildet (LC/LE-Koexistenz). Die Wellen-
zahlen des racemischen Films beginnen zu sinken sobald auch hier der Kondensationsvorgang
einsetzt (s.a. Abb. 17). Da sich die Wellenzahlen des enantiomerenreinen und racemischen
Films fir Flachen < 0,4 nm?/Molekil nicht mehr voneinander unterschieden, mu davon
ausgegangen werden, dal3 die beiden Filme — trotz ihrer verschiedenen Morphologien und
Subzellenstrukturen — eine Packung vergleichbarer Dichte ausbilden, ein vergleichbares
Niveau konformativer Ordnung der Alkylketten vorherrscht.

2.1.3. N-Octadecanoylvalin

Um den Einflul3 zu studieren, den Alkylketten unterschiedlicher Léange und Kopfgruppen
verschiedener GrofRe bzw. Polaritét auf die Filmeigenschaften und insbesondere auf die
chirde Kennung austiben, wurden neben Filmen von N-Hexadecanoylalanin und seinem
Methylester auch solche von N-Octadecanoylvalin mit Hilfe des Brewster-Winkel-Mikro-
skops untersucht.

In friheren Untersuchungen zum thermodynamischen und |RRA-spektroskopischen
Verhalten (Diplomarbeit, FH)?® stellte sich heraus, daR die chiralen Diskriminierungseffekte
bei diesem System weniger stark ausgeprégt sind als beim N-Hexadecanoylalanin. Auf
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waldriger Subphase zeigten die M/A-lIsothermen im Bereich kleiner Flachen eine leichte
homochirale Diskriminierung an. Jedoch zeigte der Kurvenverlauf der M/A-Isotherme des
racemischen Films keinen Hauptphasentibergang an. Insofern ist es zweifelhaft, ob hier Uber-
haupt eine chirale Phasenseparation stattfinden kann. Die |RRA-spektroskopischen Messun-
gen ergaben eine schwache homochirale Diskriminierung im Flachenbereich kurz vor Er-
reichen des Kollapspunktes. Die Wellenzahlen der va(CH5)-Schwingung lagen fur Flachen >
0,4 nm*Molekill fiir beide Filme zwischen 2923 und 2925 cm™, was dafirr spricht, daR die
Amphiphile in einem konformativ weitgehend ungeordneten Zustand vorliegen. Bei weiterer
Kompression sinken die Wellenzahlen bis zum Kollapspunkt recht drastisch ab, wobei das
Ausmald der Absenkung fir den enantiomerenreinen Film etwas deutlicher ausféllt. Die Tat-
sache, da3 sich die Wellenzahlen der v.(CH)-Schwingung der beiden Filme bis zum
Kollapspunkt nicht wieder angleichen, spricht eigentlich gegen das Stattfinden einer chiralen
Phasenseparation. Allerdings fanden Parazak und Mitarbeiter'™ bei fluoreszenzmikroskop-
ischen Studien Hinweise darauf, dal3 bel der racemischen Monoschicht doch eine chirae
Phasenseparation stattfinden konnte, die sich im Auftauchen von (@) einzelnen, gebogenen
Doménen, deren Krimmung gleichverteilt sowohl links- als auch rechtsgewunden war und
(b) Doméanen-Zwillingsparchen manifestierte, die aus zwei aneinander gehefteten, gebogenen
Armchen bestanden, die einen spiegelbildlichen Drehsinn aufwiesen.

Zudem stellte sich im Rahmen der Ergebnisse der Diplomarbeit des Autors heraus, dal3
die Monoschichten von N-Octadecanoylvalin unempfindlicher auf Temperaturverdnderungen
reagieren. Ferner bewirkten die Zusétze von Metalionen zur Subphase eine Aufhebung
jeglicher chiraler Diskriminierungserscheinungen. Sowohl die M/A-Isothermen des enantio-
merenreinen und racemischen Films zeigten einen identischen Verlauf (von vollstéandig
expandierter Charakteristik) als auch die Datenpunkte der Wellenzahlen der va.(CHy)-
Schwingung in Abhéngigkeit von der Flache pro Molekil. Dies gilt gleichermal3en fur die
Studien, die auf calciumionen- und zinkionenhaltiger Subphase durchgefuihrt wurden.

2.1.3.1. WaRrige Subphase

A) L-Enantiomer

In Abb. 19 sind die M/A-lIsotherme (T = 298 K) einer Monoschicht von N-Octadecanoyl-
L-valin sowie eine Serie von BAM-Bildern gezeigt, die wahrend der isothermen Kompression
zu verschiedenen Zeitpunkten aufgenommen wurden.
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Abb. 19: N/A-Isotherme sowie zugehdrige BAM-Bilder (A-C) von N-Octadecanoyl-L-valin auf wal3ri-
ger Subphase (pH = 2, T = 298 K). Die Bilder wurden an den Punkten aufgenommen, die in der Iso-
therme mit den entsprechenden Buchstaben bezeichnet sind. Bild A und B reprasentieren eine Flache

vonB x H =6 x4 mm, Bild C enevon 3,5 x 2,5 mm.

Bereits wahrend des Durchlaufens der Phase, die anhand der M/A-1sotherme eigentlich als
LE-Phase identifiziert wurde, waren im BAM ausgedehnte dendritische Strukturen zu
erkennen, deren Gestalt und Textur an Vogelfedern erinnern (Bild A). Sie sind geprégt von
einer auBerordentlichen RegelmalRigkeit und sehr hohen Verzweigungsdichte, so dal? sich bei
geringen VergrofRerungen der Eindruck ergibt, es handelt sich um komplett geschlossene,
kompakte Strukturen, dhnlich wie im Falle der ,Eisschollen® des N-Hexadecanoyl-L-alanins.
Die dendritische Struktur ist erst bei hinreichenden Vergrof3erungen deutlich wahrzunehmen
und insbesondere an den Randern bzw. Audaufern der Domanen. Auffallig in nahezu allen
BAM-Aufnahmen ist die Existenz eines hervorgehobenen, deutlich dickeren Hauptstrangs,
von dem die zahlreichen Nebenverzweigungen abgehen und der die Doménen zu einer der
Seiten hin abgrenzt. In Bild C kommt gut zum Ausdruck, dal3 die einzelnen Doméanen an den
Réandern tberlappen bzw. die Tendenz haben, sich partiell Gbereinander zu schieben.

Mit Beginn des Phaseniibergangspunkts 1. Ordnung in der Isotherme (0,5 nm?Molekll,
9 mN/m) ist der Kondensationsprozefd bereits im wesentlichen abgeschlossen. Die sich an-
schliefRende Plateauregion, in der der Oberflachendruck konstant bleibt, 183t sich daher nicht
mit der klassischen Vorstellung vereinbaren, nach der in diesem Kompressionsbereich ein 2-
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Phasenkoexistenzgebiet vorliegt. Das Plateau ergibt sich vielmehr dadurch, dai? die einzelnen,
(nahezu) komplett entwickelten Doméanen zusammengeschoben werden, bis sie die (sich
stetig reduzierende) zur Verfigung stehende Flache vollkommen ausfullen und beginnen,
aneinanderzustol3en. Von diesem Punkt an steigt dann der Oberflachendruck steil an.

Bel ndherer Betrachtung des Bildes A kann ohne Schwierigkeiten, in Analogie zu den
bereits besprochenen dendritischen Doméanenmorphologien, die vorherrschende geometrische
Grundform der Doménen ausgemacht und die ihr zugrundeliegende Subzelle abgeleitet
werden. Die vom Hauptstrang ausgehenden Nebenverzweigungen setzen in einem Winkel
von ca. 125° an (Abb. 20a); von diesen gehen wiederum parallel zum Hauptstrang weitere
zahlreiche Verzweigungen aus, so dal3 sich ein sehr enges, sich gegenseitig durchdringendes
Geflecht ergibt. Die postulierte schiefwinklige Subzelle ist in Abb. 20b dargestellt.
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Abb. 20: (d) Schematische geometrische Wiedergabe der Doméanenform von Monoschichten von N-
Octadecanoyl-L-valin bei T = 298 K (25 °C); (b) Moddl der Korrdation von der Kristallstruktur mit
der Doméanenform Die Positionen der Moleklle sind durch die schwarzen Kreise symbalisiert, die
grauen dicken Linien reprasentieren die ausgezeichneten Wachstumsrichtungen. Der Pfeil deutet die
mdgliche Richtung der azimutalen Neigung an. In der rechten unteren Ecke ist die Subzelle mit den
Gittervektoren a und b eingezeichnet

Expansion und erneute Kompression — Reversibilitat der Doménenbildung

Um der Frage nachzugehen, ob und in welchem Mal3e es sich bel der Bildung der hier
beobachteten dendritischen Doménen um einen reversiblen Prozel3 handelt, wurde der Film
nach Erreichen des Kollapspunktes wieder expandiert und eventuelle Anderungen der Film-
morphologie mit dem BAM untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 21 gezeigt.

Der Oberflachendruck sinkt zu Beginn der Expansion stark ab und geht dann in ein
Plateau Uber, dessen Niveau (8,8 mN/m) nur geringfiigig unterhalb des Plateaus der | sotherme
des ersten Kompressionszyklus liegt (9,4 mN/m); der nahezu bel alen Langmuir-Filmen
vorhandene Hysteresis-Effekt ist damit vergleichsweise klein. In diesem Expansionsbereich
erkennt man mit zunehmenden Flachenwert ein haufiger werdendes Auseinanderbrechen der
Doménen in zahlreiche kleine Bruchstiicke (Bild A). Und schliefdlich sind bei Durchlaufen
des anschliefRenden Zweigs der Expansions-lsotherme mit exponentiell abnehmendem Ober-
flachendruck deutlich regelrechte Schmelz- bzw. Sublimationsvorgange wahrzunehmen (Bild
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B), bis bei Flachenwerten von 0,8 nm?/Molekiil und einem Oberflachendruck von O mN/m die
gesamte filmbelegte Flache vollig frei von kondensierten Strukturen ist. Wird dieselbe Mono-
schicht anschliefiend erneut komprimiert, bilden sich bei nur wenig héheren Oberflachen-
driicken erneut Doménen des bereits beschriebenen Aussehens (Bild C).
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Abb. 21: BAM-Aufnahmen von N-Octadecanoyl-L-valin auf waldriger Subphase (pH = 2, T =
298 K),.die beim Expansions- (Bild A und B) sowie erneuten Kompressionzyklus (Bild C) an ausge-
suchten Punkten entlang der IM/A-Isotherme aufgenommen wurden. Die Bilder reprasentieren ene
Flachevon B x H = 6 x 4 mm.

Konklusion

(a) Die Tatsache, dal3 sich bereits im Kompressionsbereich vor dem Plateau der 1sotherme
kondensierte Strukturen bilden, ist Uberraschend und sollte Konsequenzen fur die kinftige
Interpretation und Bewertung der Ergebnisse der thermodynamischen Untersuchungen von
Monoschichten haben. Sie macht deutlich, dal3 Charakterisierungen, die allein mit der Lang-
muir-Filmwaage erhalten werden, nur eine sehr begrenzte Aussagekraft besitzen. Zur
korrekten Zuordnung von |sothermenabschnitten zu bestimmten Phasenzustanden ist die Zu-
hilfenahme von abbildenden Methoden zumindest sehr hilfreich, in enigen Falen gar
unabdingbar. (b) Wie die Enantiomere des N-Hexadecanoylalanins und seines Methylesters
bilden Monoschichten von N-Octadecanoyl-L-valin kristallin-dendritische Doménen. Sie
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unterscheiden sich jedoch in dreierlei Hinsicht: Die Verzweigungsdichte ist wesentlich hdher,
dafir sind die einzelnen Dendriten merklich diinner, die Textur ist deutlich einheitlicher, d.h.
neben dem einen begrenzenden Hauptstrang sind die Hauptwachstumsrichtungen des Gitters
nicht im selben MalRe pragend fur die Gesamtgestalt, wachsen die zahlreichen Dendriten
gewissermal3en gleichberechtigt und der die schiefwinklige Subzelle charakterisierende
Winkel ist grofer. (c) Es konnte gezeigt werden, dal3 die Entstehung der kristallin-den-
dritischen Doménen vollkommen reversibel ist. Dieses Merkmal unterscheidet sie von denen
der anderen Monoschichten, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden und gleichfalls
dendritische Strukturen ausbilden. Es ist ein Hinweis darauf, dal3 sich das Wachstum der Do-
manen weniger rasant und naher am thermodynamischen Gleichgewicht vollzieht. Dies
konnte erklaren, warum die Strukturen von dieser hohen RegelméRigkeit und dem gleich-
berechtigten Wachstum entlang den beiden Gittervektoren a und b gepragt sind. (d) Das
relativ hohe Niveau konformativer Unordnung, das bei grof3en Flachenwerten aus den IRRA-
spektroskopischen Daten abgeleitet wurde (Diplomarbeit, FH),?? kann kinftig nicht mehr als
Indiz dafir gewertet werden, dal3 keine kondensierten oder gar kristallinen Strukturen
ausgebildet werden. Offenbar scheint fur die Ausbildung regelméliger Packungen ein hohes
Mal3 an Positionsfernordnung bezliglich der Kopfgruppen ausreichend zu sein. Oder um-
gekehrt ausgedriickt: Die recht volumintse Valinkopfgruppe der Amphiphile fihrt auch in
quasi-kristallinen Anordnungen nicht automatisch auch zu einer geordneten Alkylketten-
packung.

B) Racemat

Die M/A-Isotherme des racemischen Films von N-Octadecanoylvalin sowie ein repré
sentatives BAM-Bild, das wahrend der Kompression kurz vor Erreichen des Kollapspunkts
aufgenommen wurde, ist in der nachfolgenden Abb. 22 gezeigt. Bei gréRReren Flachenwerten
konnte eine nur sehr schwach reflektierende, griesige Textur beobachtet werden, die
Doménen waren zu klein, als dal3 sie das Mikroskop hétte aufldsen kdnnen.

In Bild A sind neben vielen kleinen Doméanen unspezifischer Gestalt einige etwas grofiere
(~ 200 um) Doménen zu erkennen, die einen rundlichen Kopf aufweisen, die zu einer Seite
hin sehr haufig einen langlichen, geraden und sehr selten einen gebogenen Schweif besitzen
(im Bild mit einem weiRen Pfeil markiert). Ob sich die Zahl der gekrimmten Doménen
statistisch gleichmal3ig auf solche mit links- und rechtsgewundenem Drehsinn verteilte, lief
sich leider nicht ermitteln, da ihre Zahl insgesamt zu klein war und sie selten die Ausmalie
erreichten, die fir eine zwefelsfreie Bestimmung der Krimmungsrichtung notwendig
gewesen ware.
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Abb. 22: T1/A-Isotherme sowie zugehdriges BAM-Bild (A) von N-Octadecanoyl-DL-valin auf waldriger
Subphase (pH = 2, T = 298 K). Das Bild wurde an dem Punkt aufgenommen, der in der Isotherme mit
dem entsprechenden Buchstaben bezeichnet ist. Es reprasentiert eine Flachevon B x H = 2,9 x 2 mm.
Die Merkmale der mit dem Pfeil markierten Doméne sind im Text erl&utert.

Konklusion

Kurz und knapp kann hier formuliert werden, dal3 das beschrankte Auflésungsvermégen
des BAMs es nicht erlaubt, eindeutige Aussagen in bezug auf eine eventuelle chirale
Phasenseparation zu treffen. Aufgrund des thermodynamischen Verhaltens (homochirale Dis-
kriminierung) und der geringen DoménengrolRe, die auf eine nur schwache interamphiphile
Wechselwirkung schlieRen 183, wédren die im Laufe dieses Kapitels entwickelten Be-
dingungen fir einen solchen Prozefd zwar gunstig, jedoch weitergehende Interpretationen
recht spekulativ. Wie oben bereits erwahnt, erhértet sich damit der Verdacht, dal3 die Wahr-
scheinlichkeit, eine chirale Phasenseparation beobachten zu kdnnen, ohne dal3 ein Haupt-
phasentibergang stattfindet, gering ist. Ebenso bestétigt sich die Guiltigkeit der Konklusionen,
die anhand der IRRA-spektroskopischen Messungen gezogen wurden: Die htheren Wellen-
zahlen der v,(CH>)-Schwingung des racemischen Films, d.h. eine Nicht-Wiederangleichung
nach vollendeter Kompression an das Niveau des enantiomerenreinen FIms, ist ein Indiz fir
das Ausbleiben einer chiralen Phasenseparation.

2.1.3.2. Calcium- und zinkionenhaltige Subphase

Sofern Untersuchungen, die ergebnisos verlaufen, nicht dialektisch eine Uminterpreta
tion gemal’d dem Motto ,kein Ergebnis ist auch ein Ergebnis* erfahren, liegen zu diesem Ab-
schnitt keine Ergebnisse vor. Die MN/A-1sothermen legen fur 298 K (25 °C) lediglich das Vor-
handensein einer ausgeprégten LE-Phase nahe, obwohl hier aufgrund der Erfahrungen, die auf
waldriger Subphase gemacht wurden, Zuordnungen vorsichtig vorzunehmen sind. Dennoch ist
es nicht Uberraschend, dal3 erst in der Néhe des Kollapspunktes bei kleinen Flachen pro Mole-
kil kleine kondensierte Strukturen unspezifischer Gestalt im BAM zu sehen waren, die
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darlber hinaus aufgrund ihrer hohen Reflektivitét wahrscheinlich schon as 3-dimensionale
Kristallite angenommen werden miissen.

2.2. AbschlieBende Betrachtungen

Trotz der groRen Ahnlichkeit der untersuchten Substanzen offenbaren sich im BAM be-
tréchtliche Differenzen ihrer morphologischen Merkmale. Ebenso zeigen sich in den meisten
Féllen bemerkenswerte Unterschiede zwischen dem reinen Enantiomer und dem racemischen
Gemisch derselben Verbindung. Ferner ergab sich, dal3 die Anwesenheit von Calcium- und
Zinkionen in der Subphase nicht nur die thermodynamischen Eigenschaften des Gesamtkol-
lektivs beeinflussen, sondern auch eine Anderung der Doménengestalt bewirken kann.

Aber: in keinem einzigen Fall konnten beim Racemat Anzeichen einer chiralen Phasen-
separation beobachtet werden, selbst in den Féllen nicht, bei denen die im Vorfeld dieser
Arbeit (Diplomarbeit, FH)?? und im Verlauf dieses Kapitels as giinstig erkannten Be-
dingungen daflr gegeben waren (die M/A-l1sothermen des Enantiomers und des Racemats
zeigen einen Phasentibergangspunkt 1. Ordnung, das Plateauniveau des Enantiomers liegt bei
geringen Oberflachendriicken), und auch bei denjenigen nicht, bei denen der enantiomeren-
reine Film explizit chirale Domanengestalten aushildet oder sich die Gestalt auf Grundlage
eines schiefwinkligen Gitters ableiten |&f3t, das mit seinem Spiegelbild nicht zur Deckung zu
bringen ist (z.B. N-Hexadecanoyladanin auf waldriger Subphase bel 303 K und auf
zinkionenhaltiger Subphase bei 298 K).

In Abschnitt 2.1.1.1. wurde eine Uberlegung bezuiglich des lateralen Diffusionsvermégens
angestellt, das gegeben sein mui3, damit im racemischen Gemisch die jewells gleichartigen
Enantiomere zueinander finden konnen, um schliefdlich separierte enantiomerenreine Domé-
nen zu bilden. Ferner wurde eine Aussage Uber das Verhdtnis der Stérke der interamphiphilen
Wechselwirkung insgesamt zu der des chiralen Beitrags dazu getroffen: Gewohnlich ist die
Stérke der chiraen Wechselwirkung sehr gering, und damit sie einen nennenswerten Einfluld
auf den Kondensationsvorgang austiben kann, durfen die anderen Anteile der Wechselwir-
kung diesen nicht zu stark dominieren. Hier sollen diese Gedanken noch einmal aufgegriffen
werden, und zwar vor dem Hintergrund, welche Rolle eigentlich die Entropiednderung spielt,
die mit einer Segregation einhergeht. Die Idee dabel ist, die Grol3e der Entropieminderung auf
der Basis der statistischen Thermodynamik abzuschétzen und Uber diesen Wert und mit Hilfe
der Gibbs-Helmholtz-Beziehung (AG = AH — TAS) von der Quantitét auf die qualitative Natur
der in Frage kommenden Kréfte zu schlief3en, die eine Segregation bewirken kdnnten, um
schliefflich zu beurteilen, ob die eingangs aufgestellte Hypothese — Wasserstoffbriickenbin-
dungen konnten ein wichtiger Faktor bel der chirden Phasenseparation sein — Uberhaupt
plausibel ist. Anders ausgedriickt: Es geht darum, die Frage zu beantworten, wie grof3 AH
mindestens sein muf3, um den Term TAS zu kompensieren, damit die Bedingung fur einen
freiwilligen Vorgang, AG < 0, erflllt ist.
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Abschatzung der Entropieminderung

Die Zahl der gespreiteten Molekiile betragt ca. Ngpreit = 9 % 10, Legt man zunéchst eine
typische DoménengréfRe von 100 pum [0 zugrunde und bertcksichtigt, da? der minimale
Flachenbedarf eines einzelnen Molekiils 0,24 nm? betrégt, so ergibt sich, dal? eine Doméne
aus ungefahr Np = 3 x 10™ Molekiilen besteht und die Oberflache mit insgesamt Zp = 3 x 10°
Doménen bedeckt ist. Bei einer vollstdndigen Phasenseparation verteilen sie sich gleicher-
malen auf je 1,5 x 10° ,D-“ und ,, L-Doménen.

Da hier nicht die Entropieanderung des Kondensationsvorgangs interessiert, sondern die
Differenz der Entropieinhalte zweler kondensierter Ensembles, genlgt es, einen Vergleich
vorzunehmen zwischen der Entropie einer Doméane mit maximaler Unordnung (vollsténdig
gemischt aus D- und L-Enantiomeren) und der eines vollstandig phasenseparierten Ensembles
derselben Molekllanzahl (s. Abb. 23); mit der Zahl der Doménen ergibt sich durch einfache
Multiplikation die Gesamtentropieanderung.

(@) | DLDLDLDLDL (b) | DDDDDDDDDD
LDLDLDLDLD DDDDDDDDDD
DLDLDLDLDL DDDDDDDDDD
LDLDLDLDLD LLLLLLLELLL
DLDLDLDLDL LLLLLLLELLL
LDLDLDLDLD LLLLLLLELLL

Abb. 23: Schematische Wiedergabe des Modédls einer vollstandig gemischten, kondensierten Doméne
aus D- und L-Enantiomeren (a) und eines vollstandig phasenseparierten Ensembles derselben Molekiil-
anzahl (b) als Grundlage fur die Berechnung der Entropieminderung, die mit einer chiralen Phasen-
separation enhergeht.

Die maximale Entropie eines Ensembles aus Np = 3 x 10™ Molekillen betragt, wenn man
lediglich ihre (bindren) Chiralitatseigenschaften betrachtet:

S =kInQ
S =287x102 XK1,

:mit Q =2"b und k = Boltzmann-Konstante, Q = Zustandssumme ;

Die Entropie eines vollstandig entmischten Ensembles ergibt sich zu:

S=klnQ ;mitQ=2*> ;
S kann gegeniiber S, vernachlassigt werden; daraus folgt fur die Differenz:
AS=-$§ ;

Bei Zp = 3 x 10° Doménen ergibt sich insgesamt eine Entropieanderung von:
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ASes=-861x10" K* ;
mit T =298 K = congt. ergibt sich:
TASyes = - 2,56 x 10* J ;
bezieht man sich auf ein Mol, ergibt sich ein Wert von:

TASyes = - 1,71 kImol.

Man beachte, dal3 dieser Wert grof3er sein kann, wenn die Domanengrof3e und damit die
Zahl der Molekile pro Doméne steigt und kleiner sein kann, wenn man nicht von einer
maximalen Unordnung beim Mischaggregat ausgeht, sondern statt dessen von einigen zuféllig
entstandenen lokalen Clustern, in denen die Enantiomeren von derselben Sorte sind.

Damit sich aso eine chirale Phasenseparation freiwillig vollziehen kann, mul3 dieser
entropiebedingte Beitrag zur freilen Enthalpie durch einen anderen Enthalpiebeitrag derselben
GroRe aber umgekehrten Vorzeichens kompensiert werden. Die Ausbildung von Amid-Amid-
Wasserstoffbriicken fuhrt zu einem Enthalpiegewinn von ca. 5 - 22 kJ/mol. Dieser Wert gilt
fur 3-dimensionale Kristalle und kann in zwei Dimensionen etwas vermindert sein; ebenso ist
zu berticksichtigen, dal? auch hier wieder 2 Falle miteinander verglichen werden missen bzw.
sich die interessserende Grof3e aus der Differenz zweier mdglicher H-Brickennetzwerke
ergibt; auf der einen Seite das Netzwerk, das im Fall des racemischen Gemischs ausgebildet
werden kann, auf der anderen Seite das Netz in enantiomerenreinen Ansammlungen. Dennoch
kann abgeschétzt werden, da es sich bei beiden Energietermen um dieselbe GréRenordnung
handelt, dal3 Wasserstoffbriicken als Kompensationsfaktor durchaus in Frage kommen
konnten. Abschlief3end beantworten 183t sich diese Frage hier jedoch nicht: Unter Bertck-
sichtigung des oben Gesagten, dal? die Gesamtstarke der interamphiphilen Wechselwirkungen
vergleichsweise gering sein mui3, kénnte der Gesamtbeitrag durch die H-Briicken sogar auch
etwas zu grof3 sein.

M/A-Isothermen, chirale Diskriminierung und chirale Phasenseparation

Ublicherweise gilt eine homochirale Diskriminierung als gegeben, wenn die MN/A-Isother-
me und insbesondere die Plateauregion des enantiomerenreinen Films bel geringeren
Oberflachendrticken verlauft, als der racemische Film. Daraus wird haufig gefolgert, dal? das
Racemat die Tendenz aufweisen sollte, sich in enantiomerenreine Phasen zu separieren.

Unbestritten ist die Tatsache, dald inzwischen viele enantiomerenreine Langmuir-Filme
mit abbildenden Methoden untersucht wurden, bei denen sich die molekulare Chiralitét in der
Gestalt der Domanen widerspiegelt, d.h. beim Einsatz des einen oder anderen Enantiomers
entsprechend chirale Doméanenformen beobachtet werden konnten. Die zweifelsfrei bewiese-
nen Falle, in denen aber tatséchlich beim Einsatz des Racemats eine chirale Phasenseparation
stattfindet, sind demgegeniber aul3erst rar; auch das am haufigsten (irrtimlich) zitierte Bei-
spiel — Dipamitoylphosphatidylcholin — gehdrt nicht dazu, die Doménen des racemischen
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Films sind achiral.®” Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage: Ist die im vorigen Absatz
erwdhnte Folgerung auf Basis des Verlaufs der M/A-lIsothermen stichhaltig und kann beim
Racemat ein Segregationsprozef3 erwartet werden? Der Autor behauptet, dald3 das nicht
unbedingt der Fall ist und argumentiert wie folgt: Angenommen der enantiomerenreine Film
bildet Doménen chiraler Gestalt, und die zugehorige M/A-lsotherme lauft unterhalb der des
Racemats. Unterstellt man nun, dal3 beim racemischen Film eine chirale Phasenseparation
stattfindet, so mul3 ebenfalls angenommen werden, dal3 die einzelnen enantiomerenreinen
Doménen, die entweder nur aus D- oder nur aus L-Enantiomeren bestehen, grundsétzlich
dieselbe (wenn auch spiegelbildlich zueinander) Gestalt annehmen sollten, wie die Doménen,
die sich bei Einsatz des einen oder anderen Enantiomers bilden, und dald3 die Doméanen
ungefahr in derselben Anzahl und bel vergleichbaren Flachenwerten entstehen. Unter dieser
Voraussetzung sollte der racemische Film dann aber auch dieselben thermodynamischen
Eigenschaften aufweisen wie der enantiomerenreine, und somit wéren die M/A-lsothermen
gerade nicht mehr voneinander zu unterscheiden! Anders ausgedriickt: Die M/A-Isothermen
des racemischen und enantiomerenreinen Films sollten unterschiedlich verlaufen @) fur den
Fall, dal3 keine Phasenseparation stattfindet, das Racemat als solches bestehen bleibt und es
sich thermodynamisch vom Enantiomer unterscheidet, und b) im Fall einer chiraen Phasen-
separation, aber nur bis zum Endpunkt des Kondensationsvorgangs. Nach erfolgter Konden-
sation und Segregation in enantiomerenreine Doménen sollten sich die M/A-Isothermen im
weiteren Verlauf der Kompression (bis zum Kollapspunkt) nicht mehr voneinander
unterscheiden lassen. Das bedeutet, dal3 M/A-1sothermen, bei denen der Verlauf des enantio-
merenreinen Films (Uber weite Teile des Kompressionsbereiches, insbesondere im Plateau-
bereich nach erfolgter Kondensation, die den hier gemachten Erfahrungen zufolge unter
Umstanden relativ frihzeitig erfolgt) unterhalb der des Racemats liegt, gegen das Zustande-
kommen einer chiralen Phasenseparation sprechen, eine angenommene Identitét ab dem Punkt
des nahezu vollstdndig abgeschlossenen Kondensationsvorgangs — zusammen mit chiralen
Doménenformen, die im FM oder BAM beobachtet werden — ist potentiell ein Hinweis fur
einen derartigen Prozef3.
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3. Bolaamphiphile

Amphiphile, die Uber die polare Kopfgruppe hinaus eine zweite polare Gruppe innerhalb
des unpolaren Teils des Molekils aufweisen, werden als bipolare oder auch Bola-Amphiphile
bezeichnet.” Bel Bolaamphiphilen im engeren Sinne befinden sich die beiden polaren
Gruppen an den entgegengesetzten Enden der hydrophoben Kette(n) (2 Kopfgruppen), im
weiteren Sinne spricht man jedoch auch von Bolaamphiphilen, wenn nur eine Kopfgruppe
vorhanden ist und die zweite polare Gruppe an einer beliebigen Position entlang der Kette
Sitzt.

Vorkommen in Archaebakterien

Bolaamphiphile mit 2 Kopfgruppen weisen eine strukturelle Ahnlichkeit zum inneren
Aufbau von Lipiddoppelschichten auf. Und tatséchlich finden sich Bolaamphiphile auch in
der belebten Natur als Strukturelemente der Zellmembran einer ganz bestimmten Klasse von
Organismen — den Archaebakterien, die gleichberechtigt neben Eukaryonten und Bakterien
ein dritte Klasse von Lebewesen bilden.® Sie sind in der Lage auRergewdhnliche 6kologische
Nischen zu besiedeln und gedeihen unter extremen Lebensbedingungen, weshalb sie zu den
extremophilen Mikroorganismen gezahlt werden.®™ Die drei verbreitetsten Arten sind a) die
Thermophile, die im Extremfall Temperaturen bis zu 113 °C vertragen und beispielsweise in
heiRen Quellen auf Iand oder im Yellowstone Nationalpark vorkommen, b) die Halophile,
die eine minimale Salzkonzentration von 0,2 M zum Wachstum bendtigen, aber auch in
geséttigten Salzlésungen gedethen kénnen und ¢) die Methanogene, die unter strikt anaeroben
Bedingungen leben.

Die besonderen Lebensbedingungen der Archaebakterien spiegeln sich auch in der
chemischen Struktur ihrer Membranlipide wider, die in erheblichem Mal3e von denen anderer
Lebewesen abweicht. Es handelt sich in der Regel um Tetraetherglycerole, deren membran-
spannende Alkylketten aus einem isoprenoid verzweigten und 1,3-verknipften Cyclopentan-
einheiten enthaltenden (null bis acht Ringe pro Molekil) Gertst aufgebaut und Uber die sn-
2,3-Positionen mit dem Glycerol verbunden sind. Es kommen sowohl acyclische als auch
makrocyclische Lipidspezies vor (s. Abb. 24).°” Die sn-1-Position des Glycerols kann dabe

> Der Begriff Bola (span.. Kuge) stammt aus dem siidamerikanischen Raum und

bezeichnet dort ein Gerét, das auch heute noch von den Pampas-Indianern und ihren
Nachbarn im Andengebiet als Waffe bel der Jagd eingesetzt wird. Eshandelt sich um eine
Anordnung von Schleudersteinen, die Uber ein Seil miteinander verbunden sind und als
eine Art ,todliches* Lasso verwendet werden. Die Namensgebung der Bolaamphiphile
ergibt sich aufgrund der Ahnlichkeit zu der &uReren schematischen Gestalt speziell der
zweikugeigen Ausfiihrung der Bolas [58] (s.a. http://www.flight-toys.com/bolas.htm).

Die Archaebakterien wurden friher zu den Prokaryonten gezéhlt, die wie sie keinen
Zellkern enthalten; aber ihre DNA enthdt auch Gene, die nur bei Eukaryonten
vorkommen. Es wird angenommen, dai3 sich die Archaebakterien zu einem sehr frilhen
Zeitpunkt der Entwicklungsgeschichte des Lebens von den Prokaryonten abgetrennt
haben und dald sich diese Linie etwas spédter in Archaebakterien und Eukaryonten
aufgespaltet hat.
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sowohl durch identische als auch verschiedene polare Kopfgruppen substituiert sein, darunter
auch der ungewdhnliche Nonitolrest.[®!

Abb. 24: Typische (a) makrocyclische und (b) acyclische Membranlipidstrukturen thermophiler
Archaebakterien. Neben der symmetrischen Substitution der Reste durch Wasserstoff, findet man
fir R auch Phosphatidylinositolgruppen und fir R Nonitolreste, die ihrersats zusdtzlich mit
Gluco- oder Galactopyranosidresten substituiert sein konnen.

Die Thermostabilitét und die haufig gleichzeitig beobachtete Bestandigkeit gegentiber
Sauren — die Archaebakterien-Spezies Sulfolubus acidocaldarius beispielsweise gedeiht in
einem bis zu 100 °C hei3en und pH-Wert von 1 aufweisenden Milieu, weshalb sie zu der
Untergruppe der thermoacidophilen Archaeen gehtrt — kann auf das Vorhandensein der im
Vergleich zur Esterbindung chemisch viel bestandigeren Etherbindung gegentiber Hydrolyse
und auf die membrandurchspannenden Ketten, insbesondere wenn sie in relativ rigiden
makrocyclischen Strukturen eingebunden sind, zurtickgefuihrt werden.

Ganz generell ergibt sich ein interessantes Wechselspiel von Fluiditdts- und Stabilitéts-
kriterien der Membranlipide in Abhangigkeit von der Umgebungstemperatur verschiedener
Archaebakterien-Arten. Sie passen sie sich ihrer Umgebung an, indem sie die Lipidzusam-
mensetzung ihrer Membranen so verdndern, dal? stets ein fllissig-kristalliner Phasenzustand
erhalten bleibt und damit die Aufrechterhaltung der Membranintegritét als solcher einerseits
und die Regelung der Membranpermeabilitét und damit der notwendige Austausch mit der
Umgebung andererseits gewahrleistet bleibt. Analysen der Lipidkompositionen verschiedener
Archae-Spezies, die bel unterschiedlich hohen Temperaturen kultiviert wurden, ergaben, dafi3
mit steigender Temperatur die Kettenlange zunimmt, das Verhdtnis von iso- gegeniber
anteiso- Verzweigungen innerhalb der Alkylketten und zugleich ihr Sattigungsgrad steigt, der
Anteil makrocyclischer Lipide auf Kosten der acyclischen wéchst und schliefdlich sowohl der
Anteil cyclopentanhaltiger Lipide as auch die Anzahl der Cyclopentaneinheiten pro Kette
steigt.!%?
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Ferner wird vermutet, dal3 durch eine asymmetrische Substitution der polaren Kopf-
gruppen mit sterisch unterschiedlich anspruchsvollen Resten eine Membrankrimmung indu-
ziert wird, Uber die eine zusétzliche Formstabilisierung der auf3eren Gestalt der Membranen
der Archaebakterien erreicht werden kann.'®® Eine generelle Ubersicht tber die Zusammen-
setzung der Membranlipide von Archaebakterien in Abhangigkeit von ihren Lebensbe-
dingungen und Uber den Zusammenhang zwischen ihrer Struktur und Funktion geben van de
Vossenberg et al. in [64].

Technische Anwendungen

Aus der besonderen chemischen Struktur leiten sich auch spezielle physikochemische
Eigenschaften ab, die in den letzten Jahren zu einem starken Anwachsen des Interesses an
pharmazeutischen, industriellen und biotechnologischen Anwendungen dieser Verbindungen
geftihrt hat. Hier sind insbesondere die Verkapselung von Wirkstoffen in Veskeln zum ziel-
gerichteten Transport im Korper (drug targeting),’®®® die Entwicklung neuartiger Mem-
branen und Molekularsiebe fiir spezielle Trennoperationen'®” und der Einsatz auf dem Sektor
der Membran-Biosensoren'®® zu nennen.

3.1. Bolaamphiphile an der Luft/Wasser-Grenzflache

Uber das Aggregations- und Phasenverhalten einer Reihe ganz unterschiedlicher Typen
von Bolaamphiphilen wurde in der jingeren Vergangenheit recht intensiv geforscht (siehe
z.B. [69,70]), darunter auch Archaebakterienmembranlipid-Mimetika!™ Ein Ziel dieser
Forschung besteht u.a. in der Aufkldrung der Prinzipien der Selbstorganisation der Materie,
und darin, Antworten auf die Frage zu finden, ob es mdglich ist, neue Substanzen zu
entwickeln, die natirlichen supramolekularen Systemen ahneln, deren Funktion durch ihre
dreidimensionale Selbstaggregation bestimmt  wird. So haben z.B. Escamilla und
Newkome'@ die Synthese einiger Verbindungen beschrieben, die automorphogene Super-
strukturen mit helicaler oder bandartiger Morphologie, bekannt als Arborole oder Dendri-
mere, bilden. Den EinfluR der Anwesenheit und Anzahl von Wasserstoffbriickenbindungen in
supramolekularen Ensembles unsymmetrischer Bolaamphiphile auf Urocansiure-Basis
studierten Sirieix et al., denen es gelang, die Morphologie der Aggregate gezielt Uber diesen
Parameter zu steuern.!”

Ebenso sind auf dem Gebiet der Fllssigkristalle Bolaamphiphile zum Einsatz gekommen
und charakterisiert worden.!"*"® Demgegentiber ist iber das Verhalten von Monoschicht-
systemen hipolarer Amphiphile relativ wenig bekannt. Zwar wurden einige Oberflachen-
druck- und Oberflachenpotential-Messungen sowie fluoreszenzmikroskopische und Rontgen-
beugungs-Studien veroffentlicht,”®™? doch muR dieses bisher angewendete methodische
Spektrum zur Charakterisierung solcher Systeme als recht begrenzt eingestuft werden. Nur
wenige der bisang publizierten Arbeiten diskutieren strukturelle und molekulare Aspekte
solcher Systeme, 228
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Im Rahmen einer Kooperation mit der Munsteraner Gruppe um Prof. Schéfer wurden
Langmuir-Filme einer Reihe von Regioisomeren chiraler, bipolarer, vicinader Methyldihy-
droxyoctadecanoate untersucht (s. Abb. 25), die in racemischer und enantiomerenange-
reicherter bzw. enantiomerenreiner Form verfigbar waren. Im Vordergrund der Unter-
suchungen standen dabei Fragestellungen, die man in zwei Klassen einteilen kann.

(@) O OH

X%
Hsco)%/\/\/\/\/\/\/\

OH

® 9 OH

NG
H3CO//lL\V//\\\//A\\’//\\“//L\T//A\\//A\\“//\\V//\\\

OH

© o OH

*
HsCO)WvM

OH

Abb. 25: Strukturformen von () Methyl-2,3-, (b) Methyl-9,10- und (c¢) Methyl-17,18-dihydroxy-
octadecanoat. Die stereogenen Zentren sind durch Sternchen markiert.

Zum einen in bezug auf die Chiralitat:
treten auch bel dieser Klasse von Amphiphilen chirale Diskriminierungseffekte auf?
wie reagiert das System auf Temperaturénderungen?
welche Rolle spielen mdgliche Wasserstoffbriickenbindungen?

wie wirkt sich die Postionsdnderung der zweiten polaren Gruppe entlang der
unpolaren Alkylkette auf chirale Kennungseffekte aus? Oder anders ausgedrtickt: hat
der Abstand des stereogenen Zentrums von der Kopfgruppe einen Einflul3 auf die
chirale Diskriminierung?

ist fir das Auftreten chiraler Kennung die Verankerung des stereogenen Zentrums in
der Kopfgruppe eine notwendige V oraussetzung?

Die andere Klasse richtet ihren Blick auf die strukturellen Konsequenzen, die mit der Ein-
fuhrung eines zweiten polaren Restes im Amphiphil verbunden sind:
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taucht nur eine der polaren Gruppen in die wéldrige Subphase ein oder sind es beide?

wenn es nur eine ist: welche bevorzugt die wéaldrige Phase und was sind die Grinde
dafir?

treten wahrend der Kompression der Monoschicht molekulare Umorientierungen auf,
hebt sich eine der beiden polaren Gruppen aus dem Wasser heraus fur den Fall, dal3
zunéchst beide in die Subphase eintauchen?

wie sind die einzelnen Molekilteile in Abhangigkeit von der den Amphiphilen zur
Verfigung stehenden Flache in bezug zueinander und auf die Oberflachennormale
orientiert, welche Aussagen lassen sich Uber das trans/gauche-Verhdtnis der
Methylensegmente der hydrophoben Alkylketten treffen?

welchen Effekt hat die gegentiber einer Methylengruppe gréf3ere Raumbeanspruchung
eines vicinalen Dihydroxyalkylrestes auf die Packungsanordnung der Alkylketten?

Die Mehrzahl dieser Fragen lassen sich ohne die Einbeziehung |R-spektroskopischer
Messungen nicht beantworten, womit sie sowohl eine Notwendigkeit als auch ein Novum
darstellen. Uberhaupt sind bisherige Studien in bezug auf chirale Diskriminierungseffekte in
Monoschichten von bipolaren Amphiphilen uRerst rar.#2%% Arbeitsteilig wurden in Miinster
die Messungen mit der Langmuir-Filmwaage und die Untersuchungen mit dem Brewster-
Winkel- und Rasterkraft-Mikroskop durchgeftihrt, wahrend in Hamburg die IRRAS-Messun-
gen erfolgten.

Neben der per se gegebenen Herausforderung, neue Einsichten Uber das Verhalten von
Langmuir-Filmen dieser Art zu gewinnen, macht ein weiterer Umstand die Einbeziehung von
Untersuchungen an dieser Substanzklasse fir das Gesamtvorhaben der Promotion attraktiv:
das Studium der chirden Kennung in 2-dimensionaden Systemen bleibt nicht auf eine
Amphiphilklasse beschrénkt und ertffnet damit zumindest die Chance, ein tieferes und
gewissermalien verallgemeinertes Verstandnis dieses Phanomens zu erarbeiten; der Bezug zu
den Fragestellungen, die im Kapitel 2 dargelegt worden sind (z.B. die Rolle der H-Briicken),
ist unmittelbar gegeben.

3.2. Ergebnisse und Diskussion

3.2.1. Methyl-17,18-dihydroxyoctadecanoat (M-17,18-DHO)

M/A-Isothermen

In Abb. 26 sind die M/A-Isothermen eines racemischen und eines M-17R,18-DHO-Films
in enantiomerenangereicherter’ Form dargestellt (im folgenden auch kurz as ,rac- und , ent-
FHIm" bezeichnet).

*  Bedauerlicherweise betrug der Enantiomereniiberschul (enantiomeric excess, ee) syn-

thesebedingt nur 84 %, weshalb es moglich ist, daf? alle Schluf¥folgerungen in bezug auf
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Abb. 26: T/A-Isotheemen von M-rac-17,18-DHO und M-17R,18-DHO-
Filmen, aufgenommen auf reinem Wasser (pH = 6) bei T = 293 K (20 °C)

Sie zeigen einen absolut identischen Verlauf, so da’ auf dieser thermodynamischen
Ebene Anzeichen chiraler Diskriminierung ganzlich fehlen. Ab enem relativ grofen
Flachenwert von 1,4 nm*Molekill wird ein Anstieg des Oberflachendrucks registriert. Ab 1,0
nm?/Molekil und einem Oberflachendruck von 4 mN/m vollzieht sich ein Phaseniibergang 1.
Ordnung (LE - LE/LC), der zu einem sehr ausgedehnten Plateau fuhrt, bevor dann bel ~ 0,2
nm?/Molekill ein fast senkrecht verlaufender Oberflachendruckanstieg die Vollendung des
Kondensationsvorgangs indiziert. Bei 45 mN/m und 0,195 nm?/Molekiil ist schlieflich der
Kollapspunkt erreicht. Dieser Flachenwert ist nur wenig grof3er als die Querschnittsfléche
einer Alkylkette in all-trans-Konformation (0,184 nm?/Molekil).

BAM-Aufnahmen,®” die von Filmen von M-17,18-DHO gemacht wurden, bestétigten
den Hauptphasentbergang durch das Erscheinen kondensierter Doménen (~ 10-50 um grol3e,
sternenformige Doménen im Falle des Racemats, ~ 200 um grol3e, dendritische Doméanen
beim Enantiomer) fir Flachen < 1,0 nm?/Molekiil (s. Abb. 27).

chirale Diskriminierungseffekte eventuell nicht in demselben Maf3e gliltig sind, als kame
die praktisch enantiomerenreine Form zum Einsatz.
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(b)

Abb. 27: BAM-Aufnahmen der Monoschichten von (a) M-17R,18-DHO und (b) M-rac-17,18-DHO
wahrend des Hauptphaseniibergangs, aufgenommen auf reinem Wasser (pH = 6) bei T =293 K (20 °C).

IRRAS-Messungen

Im folgenden sollte nun durch die Aufnahme von IRRA-Spektren evaluiert werden,
welche Aussagen hinsichtlich der Anderung der konformativen Ordnung der Alkylketten im
Verlauf der Kompression der Filme sowie der Struktur bzw. Konfiguration der Kopfgruppe(n)
und der Orientierung der Molekile in bezug auf die Oberflachennormalen getroffen werden
konnen, und ob sich auf der molekularen Ebene, abweichend von den M/A-1sothermen, chirale
Diskriminierungseffekte feststellen lassen.

In Abb. 28 sind typische RA-Spektren der entsprechenden Filme gezeigt, die in einem
komprimierten Zustand bei 0,251 nm?/Molekiil aufgenommen wurden, ein Status, in dem die
Banden gut entwickelt sind und die Zuordnung zu Schwingungsmoden leichtféllt.

4

< (@)

=

QOOZ]
(b)
1468
2850 1740
2916

3000 2700 2000 1800 1600 1400 1200
Wellenzahl [cm?]
Abb. 28: IRRA-Spektren enes (a) M-rac-17,18-DHO- und (b) M-17R,18-DHO-Films im Bereich

3000 — 2700 und 2000 — 1200 cm’*, aufgenommen auf reinem Wasser (pH = 6) bei T = 293 K (20 °C)
und A = 0,251 nm?/Molekill.
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Die Banden bel 2916 und 2850 Wellenzahlen kdnnen der antisymmetrischen v.qCHy)-
bzw. symmetrischen v4{CH;)-Methylenvalenzschwingung zugeordnet werden. Eine relativ
intensive und scharfe, nicht-gesplittete Bande bei 1740 cmi* wird durch die v(C=0)-Carbo-
nylstreckschwingung der Estergruppierung und die Bande bei 1468 cmi* von der &,(CH,)-
Methylenscherenschwingung verursacht. Dagegen ist die Herkunft der schwachen Bande bei
1668 Wellenzahlen, die beim enantiomerenangereicherten Film ausgepragter ist, unklar.

Die beiden Spektren ahneln sich sehr stark, mit Ausnahme der etwas intensiveren Banden
beim 17R-1somer, und auf den ersten Blick scheint es, als zeigten die beiden Filme keine
unterschiedlichen strukturellen Merkmale. Dies é@ndert sich jedoch, wenn man sich nicht auf
einen diskreten Kompressionszustand beschrankt und statt dessen die Aufmerksamkeit auf die
dynamischen Anderungen lenkt, die im Verlauf des gesamten Kompressionsbereiches auf-
treten — und dies gleich in mehrfacher Hinsicht.

Konformative Ordnung und chirale Diskriminierung

Zum einen in bezug auf den Grad der konformativen Ordnung der Alkylketten, deren
Anderung der Abb. 29 entnommen werden kann, in der die Wellenzahl der va(CHo)-
Schwingung in Abhangigkeit von der Flache/Molekdl fir beide Filme aufgetragen ist.

2930~
s i o M-rac-17,18-DHO e
£ 29287 | . Ma7r1sDHO * e
(&] . e® o
= 2926- ; o %
T : L e
S 2924- of o
4 ] LI
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Abb. 29: Wedlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der
Flache/Molekdl fur Filme von M-17,18-DHO auf reinem Wasser (pH = 6) bei T = 293 K (20 °C). Be
den durch die Datenpunkte (Mittelwerte aus 4 Messungen) verlaufenden gestricheten Linien handdt
es sich um gefittete Boltzmann-Funktionen.

Bel Flachenwerten von 0,8 nm?/Molekiil zeigen die Wellenzahlen von ~ 2927 cm™ an,
daid sich die Alkylketten in einem konformativ hochgradig ungeordneten Zustand befinden.
Im weiteren Verlauf der Kompression beobachtet man fiir den rac-Film eine im wesentlichen
kontinuierliche Abnahme der Wellenzahl, wéhrend sie fiir den ent-Film zunéchst konstant auf
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diesem sehr hohen Niveau verbleibt, um dann bei ~ 0,6 nm?/Molekiil abrupt abzufallen bis bei
0,4 nm?/Molekill ein sehr niedriger Wert von 2917 cm™ erreicht wird, der dann bis zum
Kollapspunkt nahezu konstant bleibt. Im Gegensatz zu diesem sprunghaften Absinken
innerhalb eines Kompressionsintervalls von nur 0,2 nm?Molekiil, nehmen die Werte fir den
racemischen Film Uber den gesamten Kompressionsbereich in kontinuierlicher Weise ab.

Die Lage und Entwicklung der Datenpunkte legen fir grof3e Féachen/Molekil das
Vorliegen einer heterochirden Diskriminierung nahe, wahrend fir Flachen < 0,5
nm?/Molekiil, der Punkt an dem sich die beiden MeRBpunktreihen , kreuzen*, homochirales
Verhalten vorherrscht, d.h. dal3 innerhalb der isothermen Kompression ein Wechsel von
heterochiraler zu homochiraler Diskriminierung stattfindet. Mit dem Terminus der chiralen
Diskriminierung soll zunéchst nicht mehr gesagt sein, as dal3 der racemische und enantio-
merenangereicherte Film in bezug auf den jewells untersuchten Parameter ein unter-
schiedliches Verhalten zeigen. Zur Beantwortung der Frage, ob es dartber hinaus zu einer
chiralen Erkennung kommt, die sich im racemischen Film dahingehend auswirken kann, dal3
eine chirale Phasenseparation stattfindet, d.h. es zur Bildung enantiomerenreiner Doméanen
kommt, bedarf es weiterer Uberlegungen. Mit der Beobachtung der Position der v.(CH>)-
Bande konnen vorerst nur Aussagen Uber das Verhdtnis der trans/gauche-Konformationen
der Alkylkette gemacht werden. Die in Abb. 29 présentierten Daten sprechen nun daftr, dal3
die kontinuierlich verlaufende Umwandlung von gauche- in trans-Konformationen beim
Racemat die Widerspiegelung eines eher passiven Prozesses sein kdnnte, der das Resultat der
Erhohung des auf3eren lateralen Drucks ist, wahrend die diskontinuierliche Umwandiung beim
17R-1somer, im Sinne eines spontanen Selbstassoziationsprozesses, der bei einem bestimmten
Grad der Kompression stattfindet, gedeutet werden kdnnte.

Orientierung der polaren Gruppen und E/Z-Isomerie der Estergruppierung

Diese Interpretation leitet direkt zur ndchsten Fragestellung Uber, zu der Frage, welche
polaren Gruppen in die wéldrige Phase tauchen und ob es wahrend der Kompression zu
Umorientierungen kommt. Hier wird von folgenden Annahmen ausgegangen: (i) bel grofen
Flachen pro Molekill (> 1,0 nm?/Molekiil) tauchen beide polare Gruppen in die Subphase, (ii)
wahrend der Kompression l6st sich eine der polaren Einheiten, namlich die vicinalen
Hydroxylgruppen, von der Subphase ab; dieser Vorgang, der im folgenden als ,, Flip-Prozef3"
bezeichnet wird, vollzieht sich beim Racemat ,, schieppend®, beim Enantiomer innerhalb eines
schmalen Kompressionsintervalls, (iii) die aufgerichteten Molekile bilden innerhalb der den
Phaseniibergang 1. Ordnung reprasentierenden Plateauregion der Isotherme kondensierte
Domanen.

Die Frage, warum sich der endotherme Desolvatationsvorgang der Hydroxylgruppen
nicht in den I sothermen widerspiegelt, kann bisher nicht vollsténdig beantwortet werden. Eine
Erklarungsmoglichkeit bestinde darin, dal3 es sich nicht um einen Phasenibergang 1.
Ordnung handelt. Ferner wére denkbar, dal3 der Verlust der Hydratationsenergie durch die
Ausbildung intermolekularer H-Brlicken zwischen den OH-Gruppen, wie in Abb. 30 ange-
deutet, zumindest teilkompensiert wird.
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Abb. 30: Mdgliche intermolekulare H-Briicken-Konfiguration innerhalb
einer Domane von aufgerichteten M-17,18-DHO-Amphiphilen.

Die gemachten Annahmen kénnen durch theoretische Uberlegungen und die vorliegenden
experimentellen Befunde untermauert werden:

(a) Die hohen v,(CH,)-Wellenzahlen zu Beginn der Kompression zeigen das Vorliegen
eines sehr niedrigen trans/gauche-Verhdltnisses an. Das ist nur schwer mit der Hypothese zu
vereinbaren, dal3 bereits in diesem Kompressionsstadium aufgerichtete Moleklle vorliegen,
sehr wohl aber mit der Vorstellung von kontinuierlich ,, verdrillten® Methylensegmenten, die
insgesamt zu einer gebogenen Struktur des Molekdils fuhrt und so die Anordnung erméglicht
wird, in der die beiden Kettenenden ins Wasser tauchen.

(b) Der kleine Flachenwert, bei dem der Kollaps stattfindet, schlief3t eine zu diesem Zeit-
punkt vorliegende Struktur aus, bel der beide polaren Gruppen in die Subphase eintauchen.
Der Platzbedarf einer solchen ,,Doppel-Kopfgruppe® in Verbindung mit einer gebogenen
Alkylkette wére viel zu grol3. Eine solche Anordnung wirde ferner durch die Ausbildung
intramolekularer H-Briucken zwischen der Diolgruppierung und der Carbonylgruppe der
Esterfunktion eine Aufsplittung der Bande der Carbonyl-Streckschwingung bewirken. Auler-
dem wéare das Signal einer protonierten C=0-Gruppe um etwa 20-40 Wellenzahlen zu
niedrigeren Werten verschoben. Wie aus Abb. 28 hervorgeht, wird statt dessen eine scharfe,
nicht-gesplittete C=O-Bande bei ~1740 cm’ beobachtet, was der Lage der Bande einer
v(C=0)-Streckschwingung einer nicht-protonierten Carbonylgruppe eines Esters entspricht.

(c) Ein weteres Indiz fUr die vorgeschlagene Orientierung ergibt sich aus den sehr
kleinen Wellenzahlen der v.(CHj)-Schwingung, die bei kleinen Flachenwerten gemessen
wurden. Bei einer umgekehrten Orientierung kame es aufgrund des grof3eren Raumbedarfs
der Estergruppierung gegentiber der vicinalen Diolgruppe zu einer stérkeren Stérung der
dichten Packung, also zu einer Zunahme an gauche-Konformationen entlang der Alkylketten.
Damit wére die Stérung an dem Ort lokalisiert, an dem ohnehin die Mehrzahl eventueller
gauche-Defekte auftreten, namlich an dem der Wasserphase abgewandten Ende von Amphi-
philketten.!® Die Folge wére also, daR3 wesentlich hohere Wellenzahlen auftreten miiRten.
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(d) Anknipfend an (c) kann weiterhin die Konformation der Estergruppierung betrachtet
werden, die prinzipiell in der E- oder Z-Konformation vorliegen kann. In der Gasphase liegt
sie bevorzugt in der Z-Form vor, die E-Form ist demgegenuber energetisch benachteiligt.
Begriindet wird dies - in Analogie zum anomeren Effekt (z.B. bel Zuckern) - damit, dal3 bei
der Z-Form eine Teilkompensation des Dipolmoments, der Polarisierung der Carbonylgruppe
erreicht wird, wahrend die E-Form zu einer gleichgerichteten Additivitét der beiden Dipol-
momente flhrt (s. Abb. 31). In der wéldrigen Phase drehen sich nun zunéchst die energeti-
schen Verhdtnisse um, weil die E-Form besser hydratisiert werden kann und damit Solva-
tationsenergie gewonnen wird. Im Verlauf der isothermen Kompression eines Ester-Amphi-
phils, wenn sich die Kopfgruppen sehr nahe kommen, findet ein Konformationswechsel statt,
die E- geht in die Z-Form tiber.[®°

R R
o lKompressmn \O o

f] ‘

CH3

Z-Konformation E-Konformation

Abb. 31: Dipolmomente in der Z- bzw. E-Form von Methylester-Amphiphilen und die Darstelung
des Ubergangs der Konformationen wahrend der Kompression einer entsprechenden Monoschicht an
der Luft/Wasser-Grenzflache

»Squeeze-out” -Effekt

Damit verbunden ist der sog. , squeeze-out-effect”, der daflr steht, dal3 die Wassermole-
kile, die die Carbonylgruppe hydratisiert haben, aus den Zwischenréaumen der Amphiphil-
Kopfgruppen heraus gedriickt werden; die Carbonylgruppe ist dann partiell durch die Methyl-
gruppen desselben und der benachbarten Ester-Amphiphile abgeschirmt. Diese beiden
gekoppelten Prozesse sind von zwei spektroskopischen Erscheinungen begleitet:®” In der E-
Konformation ist die Carbonylgruppe in verschiedene Formen kurzzeitiger H-Bricken invol-
viert, was zu einer relativ breiten Bande bei ca. 1720 cm™ fihrt bzw. bei Vorliegen diskreter
H-Bricken-Spezies zu einer Aufsplittung des Signals. Nach dem ,, squeeze-out”-Vorgang und
dem Ubergang in die Z-Form verschiebt sich die Bande zu hoheren Wellenzahlen (~ 1740
cm), und sie wird — bei Verlust des Rotationsfreiheitsgrades der Kopfgruppen in der Ebene —
wesentlich schmaler; der Film gewinnt ein hohes Mal3 an Positionsfernordnung.

Dieses Verhalten konnte fir den ent-Film bei den IRRAS-Messungen im Detail nachvoll-
zogen werden (s. Abb. 32).
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Abb. 32: Gegeniiberstellung der Entwicklung der Bandenposition der v(CH>)- und v(C=0)-Schwin-
gung wahrend der Kompression einer Monaschicht von M-17R,18-DHO (pH = 6, T = 293 K).

Bemerkenswert an diesem Verhaten sind zwel Dinge: Erstens vollzieht sich der Wechsel
der Konformation, der mit einem Sprung der Wellenzahl der v(C=0)-Bande verbunden ist,
ebenso abrupt wie oder sogar noch etwas abrupter als die Abnahme der Wellenzahl der
Vas(CH2)-Schwingung und zweitens beobachtet man beide Phanomene bei gleichen
Flachenwerten! Diese Quasi-Simultanitét erlaubt es, die Kombination beider Prozesse — der
»Flip-Prozef* enerseits und die Kondensation zu dichtgepackten Doménen mit einem
einhergehenden Konfigurationswechsel der Estergruppierung andererseits — als konzertierten
Vorgang zu beschreiben. Auch im Falle des racemischen Films konnte eine Verschiebung der
v(C=0)-Bande zu hoheren Wellenzahlen beobachtet werden, diese verlief jedoch konti-
nuierlich — ein Verhalten, das Gericke et al.’®® auch fiir unsubstituierte Fettsauremethylester
beschrieben haben.

Zur weiteren Untersuchung beztiglich der Orientierung wurden |RRA-Spektren des rac-
Films im Waellenzahlenbereich von 4000 — 3000 cm™ bei Flachen zwischen 1,77 und 0,31
nm?/Molekiil aufgenommen. Der Zweck bestand darin, eventuelle Veranderungen der Bande
der v(O-H)-Schwingung im Verlauf der Isotherme zu detektieren. Die erhaltenen Banden
waren jedoch unspezifisch und es war keine signifikante Veranderung festzustellen (Daten
nicht gezeigt).

Subzellenstruktur

Die Entscheidung dartber, ob bei kleinen Flachen pro Molekil eine regelmaliige Packung
der Alkylketten mit Positionsfernordnung (kristalliner Charakter) vorliegt, kann durch die
Auswertung der Form und Lage der &y(CH2)-Bande geféllt werden.®™ Eine relativ breite
Bande bel 1467 cm™ 14t auf eine hexagonale oder trikline Subzelle schlielRen, eine scharfe
Bande bei 1471 cm™ dagegen eindeutig auf eine trikline Packung. Ein Dublett mit Schwer-
punkten bei 1473 und 1462 cm™ ist typisch fir ein orthorhombisches Gitter und ein breites
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Signal bei 1465 cm™ weist auf eine ungeordnete Struktur hin. Bei den hier betrachteten Ver-
bindungen wird eine scharfe Bande zwischen 1471 und 1468 cm™ gefunden, was das Vor-
liegen einer hexagonalen, mehr jedoch einer triklinen Packung wahrscheinlich macht.

AbschlieRend soll noch einmal kurz auf den Aspekt der chiralen Diskriminierung einge-
gangen werden. Die Tatsache, dal3 die Wellenzahlen der v.(CHy)-Schwingung der beiden
Filme zum Ende der Kompression identisch sind, kdnnte ein Indiz fur eine chirale Phasen-
separation sein. Sowohl die BAM-Untersuchungen (s. Abb. 27) als auch Rontgenbeugungs-
messungen unter streifendem Einfall® sprechen jedoch dagegen, daR beim racemischen Film
ein chirder Symmetriebruch stattfindet. Die GIXD-Experimente ergaben lediglich fir den
ent-Film das Vorliegen einer chiralen Subzelle. Die Beugungsreflexe des rac-Films gaben
Hinweise auf eine Antipoden-Dimerbildung.

3.2.2. Methyl-9,10-dihydroxyoctadecanoat (M-9,10-DHO)

M-9,10-DHO hat zwel stereogene Zentren und kommt entsprechend in zwel Enantio-
merenpaaren vor. Die Enantiomere, bei denen die beiden Hydroxylgruppen auf derselben
raumlichen Seite stehen, werden mit dem stereochemischen Pré&fix threo oder auch syn
versehen. Bei den vorliegenden Molekilen entspricht dies einer Anordnung gleichnamiger
Konfiguration an den beiden Zentren (9R,10R oder 9S510S). Fir den umgekehrten Fall ist
entsprechend die Vorsilbe erythro bzw. anti gebrauchlich (entspricht 9R,10S oder 9S,10R). In
dieser Arbeit kamen zum einen M-9S510S-DHO (ee = 95 %) und eine 1:1 Mischung aus M-
9R,10R- und M-9S10S-DHO (= M-rac-syn-9,10-DHO) und zum anderen M-9R,10S-DHO (ee
= 93 %) und eine 1:1 Mischung aus M-9R,10S-. und M-9S510R-DHO (= M-rac-anti-9,10-
DHO) zum Einsatz.

3.2.2.1. M-syn-9,10-DHO

M/A-Isothermen

In Abb. 33 sind die M/A-Isothermen der Filme von M-9S510S- und M-rac-syn-9,10-DHO
dargestellt, die bei 293 K (20 °C) aufgenommen wurden. Die Kurve des racemischen Films
verlauft zundchst unterhalb der des enantiomerenangereicherten, der Phasentibergangspunkt
mit der sich anschliel}enden Plateauregion ist jedoch gegentiber dem des ent-Films zu
kleineren Flachen und hoheren Oberflachendriicken verschoben. Im Vergleich zum M-17,18-
DHO liegen die Plateaus beider Isothermen bei htheren Dricken und ihre Kompressions-
intervalle sind wegen der bei kleineren Flachen/Molekil stattfindenden Phasenlbergange
Kleiner.
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Abb. 33: MNM/A-Isothermen von M-rac-syn-9,10-DHO und M-9S10S-DHO-Filmen, aufgenommen auf
reinem Wasser (pH = 6) bei T =293 K (20 °C).

Interessant ist ferner, dal? der racemische Film zum Ende der Kompression keinen steilen
Druckanstieg in der Isotherme zeigt und sich statt dessen ein diffuser Kollapsprozef3
anschlief3t. Dies sind Anzeichen fir eine instabile kondensierte Phase. Und tatséchlich haben
die begleitenden BAM-Studien® ergeben, daR beim LE — LE/LC-Ubergang zwar Doméanen
entstehen, dieser Vorgang jedoch gleichzeitig von der Bildung dreidimensionaler Kristalite
begleitet ist. Des weiteren ging aus ihnen hervor, dal3 sich die Doméanenformen vom rac- und
ent-Film deutlich voneinander unterscheiden; im Falle des Racemats sind runde, halbmond-
ahnliche Doméanen zu erkennen, wahrend der ent-Film solche von faserartiger Gestalt aus-
bildet (s. Abb. 34). Eine chirale Phasenseparation, die sich im Erscheinungsbild entmischter
Domanen entgegengesetzter Handigkeit &uf3ern wirde, war dagegen nicht zu beobachten.

(b) &

Abb. 34: BAM-Aufnahmen von (a) M-rac-syn-9,10-DHO und (b) M-9S10S-DHO-Filmen wahrend
des Hauptphaseniibergangs, aufgenommen auf reinem Wasser (pH = 6) be T = 293 K (20 °C).
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Insofern sprechen die thermodynamischen Befunde und die auf der mikroskopischen
Ebene gemachten Beobachtungen fur eine schwache chirae Diskriminierung, die es jedoch
nicht erlaubt, eine eindeutige Spezifikation in bezug auf das Vorliegen eines hetero- oder
homochiralen Verhaltens zu machen. Ob sich diese Frage evtl. durch die Betrachtung auf
molekularer Ebene beantworten |83, sollte durch die Aufnahme kompressionsabhangiger
IRRA-Spektren geklart werden.

IRRAS-Messungen

In Abb. 35 ist ein charakteristisches RA-Spektrum eines enantiomerenangereicherten
Films im Bereich des 2-Phasenkoexistenzgebiets dargestellt. Es soll verdeutlichen, dal3 sich
die Auswertung der Spektren als — unerwartet — schwierig herausstellte.
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Abb. 35: IRRA-Spektrum enes M-9S,10S-DHO-Films im Bereich 3000 — 2700 und 2000 — 1200 cm™,
aufgenommen auf reinem Wasser (pH = 6) bei T = 293 K (20 °C) und A = 0,423 nm?/M ol ekill

Die Spektren waren in hochstem Mal3e verrauscht, die Methylenschwingungsbanden
erwiesen sich as aullerst intensitdtsschwach; das Signal/Rausch-(S/R)-Verhdtnis betrug
gunstigenfalls etwa drei, in Einzelfdllen gar wiesen die Stér- und Bandensignale vergleichbare
Intensitdten auf. Es war deshalb geboten, bei der Beurtellung der durch den automatisch
arbeitenden ,center of gravity“-Algorithmus®™ ermittelten Bandenschwerpunktslagen ent-
sprechende Vorsicht walten zu lassen.

Das niedrige S/R-Verhdtnis spiegelt sich in Abb. 36 wider, in der die Wellenzahlen der
Vas(CHy)-Schwingung in Abhangigkeit von der Flache pro Molekdl fur den rac- und ent-Fim
aufgetragen sind. Obwohl es sich um Mittelwerte aus 7 (rac) bzw. 6 (ent) Wiederholungs-
messungen handelt, unterliegen die Datenpunkte selbst bei kleinen Flachenwerten einer nicht
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unerheblichen Streuung, was fir einkettige Amphiphile mit relativ kleinen Kopfgruppen

atypisch ist.
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Abb. 36: Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der
Flache/Molekdl fur Filme von M-rac-syn-9,10- und M-9S,10S-DHO und auf reinem Wasser (pH = 6)
bel T =293 K (20 °C).

Die Werte sind fur beide Filme nahezu kompressionsunabhéngig und die Mittelwerte
schwanken firr Flachen < 0,7 nm?/Molekill zwischen ~ 2924 und 2922 cm. Wegen der
starken Streuung innerhalb der einzelnen Serien gibt das obige Diagramm jedoch einen
verfélschenden Eindruck wider und die Aussagekraft bezliglich des tatséchlich vorliegenden
konformativen Ordnungszustands ist daher beschrankt. Genausowenig sind so ohne weiteres
Schliisse auf das chirale Verhaten moglich.

Eine ndhere Betrachtung der einzelnen Spektren der verschiedenen Serien forderte
folgende Merkmale zutage: (i) entlang eines Kompressionsverlaufs wechselte die Bandenform
der va(CHy)-Schwingung von einem Kompressionsschritt zum néchsten, von einem gesplit-
teten Signal Uber solche, die auf der htherfrequenten Seite eine Schulter aufwiesen bis hin zu
~reguldren” Bandenformen, die als charakteristisch bekannt sind bzw. gelten; (ii) ebenso
schwankten die Bandenpositionen betrachtlich zwischen 2930 und 2917 cm™, sowohl
innerhalb einer isothermen Kompression als auch von Isotherme zu Isotherme bel identischen
Flachenwerten; somit waren samtliche Anforderungen, die an eine Reproduzierbarkeit zu
stellen wéren, hier nicht erflllt; (iii) unabhangig von der Lage und Form der Banden nahm
ihre Intensitdt im Verlauf der Kompresson kaum zu, was in besonderem Mal3e fir das
Racemat gilt (s. Abb. 37); auch dies ist ein untypisches Verhaten; (iv) in keiner der Einzel-
serien konnte beim Phasentibergangspunkt der 1sothermen (0,4 bzw. 0,6 nm*Molekiil fir den
rac- bzw. ent-Film) eine signifikante Anderung der Spektren beobachtet werden, die gewohn-
lich mit der Entstehung dichterer Doménen verbunden ist; (v) die Spektren wiesen im Bereich
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zwischen 1800 und 1400 cm™ keine auswertbaren Banden auf, so dal? Aussagen lber die
Kopfgruppenstruktur oder beziiglich des Typs der Subzelle nicht getroffen werden konnte.
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Abb. 37: Vergleich der Bandenintensitdten der Methylenvalenzschwingungen von (A) M-rac-syn-
9,10 DHO bei (1) 0,862 und (2) 0,283 nm*Molekiil, sowie von (B) M-9S,10S-DHO bei (1) 0,806 und
(2) 0,265 nm*/Molekil

Konklusion

In leicht lyrischem Ton gesprochen, scheint es so, als bliebe dieses System auf die
Befragung seiner strukturellen Merkmale hin in gewissem Sinne sscumm. Dennoch erlaubt die
Weigerung zu antworten, unter Beriicksichtigung des konkreten experimentellen Ansatzes
und unter Zuhilfenahme eines indirekten Rickschlusses in diesem Fall, eine Interpretation zu
geben, die sich nicht auf Negativ-Aussagen beschrankt. Berlicksichtigt werden mul3 zundchst
die optische Geometrie des IR-Experiments: In dieser Arbeit wurde der Struktur-Spektren-
Korrelation eine stérkere Bedeutung beigemessen als der Moglichkeit, quantitative Aussagen
Uber den Neigungswinkel der filmbildenden Molekile zu machen, was Messungen mit p-
polarisierter Strahlung in der Nahe des Brewster-Winkels erfordert hétte, aber aufgrund der in
diesem Winkelbereich aul3erst geringen Reflektivitat problematisch ist. Stattdessen wurde mit
unpolarisierter Strahlung und einem festen Einfallswinkel von 30° gearbeitet. Dies fuhrt dazu,
daid der Antell p-polarisierter Strahlung fast vollkommen unterdriickt wird und die Spektren
damit denen entsprechen, die mit s-polarisierter Strahlung aufgenommen wirden. Dies hat
alerdings zur Konsequenz, da3 nur die Normalschwingungen angeregt bzw. detektiert
werden koénnen, deren Ubergangsdipolmomente eine nichtverschwindende Komponente
senkrecht zur Einfallsebene des IR-Strahls aufweisen. Es konnen aso nur die Normal-
schwingungen detektiert werden, deren Audenkvektoren anndhernd parallel zur Grenzflache
verlaufen, nicht jedoch solche, bei denen die Normalkoordinaten entlang der Oberflachen-
normalen verlaufen (sog. Oberflachenauswahlregel, engl.: surface selection rule). Oder anders
ausgedriickt: je stérker die Molekiile geneigt sind, desto intensiver erscheinen im Spektrum
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die Banden, deren korrespondierende Schwingungen entlang des Rickgrats der Amphiphile
verlaufen (z.B. die v(C-C)-Vaenzschwingung) und desto schwécher sind digenigen, die
senkrecht dazu verlaufen, insbesondere also die va(CH>)- und &;,(CH2)-Banden. Neben dem
Grad der konformativen Ordnung der Alkylketten, der ,Oberflachendichte” (Anzahl der
Amphiphile pro Fé&cheneinheit), bestimmt sich die Intensitét der va(CH,)-Bande deswegen
auch durch den Neigungswinkel & (engl.: tilt angle) der Amphiphile. Umgekehrt kann daher
von der Bandenintensitdt zumindest in qualitativer Weise auf den Neigungswinkel bzw. die
Orientierung in Relation zur Oberflachennormalen zurtickgeschlossen werden.

Daim vorliegenden Fall die Intensitdt der entsprechenden Bande @) sehr gering ist und b)
wahrend der Kompression kaum zunimmt, muf3 dies so interpretiert werden, dal3 die Molekile
den gesamten Kompressionsverlauf Uber anndhernd flach auf dem Wasser liegen, mit beiden
polaren Gruppierungen in die Subphase tauchend, dal3 es also im Gegensatz zum M-17,18-
Derivat zu keinem Fip-Vorgang kommt. Es wird weiterhin angenommen, dal3 der Hauptbei-
trag zur Intensitdt der v.(CHy)-Bande vom C;;-Cis-Kettensegment geleistet wird, dessen
Freiheitsgrad in bezug auf den Negungswinkel kaum eingeschrankt ist, wahrend das
Gegenteil fir das Kettensegment zwischen den polaren Gruppen gilt. Im wesentlichen
horizontal ausgerichtete Molekule fihren zudem notwendig zu einer im Vergleich zu vertikal
angeordneten Aggregaten reduzierten Oberflachendichte, womit ein weiterer Grund fur die
geringe Bandenintensitét gegeben ware. Trifft die vorgeschlagene Orientierung tatsachlich zu,
konnte dies nun im Gegenzug prinzipiell zu einer mef3baren Verstérkung des Signals der
v(C-C)-Schwingung fuhren. Bel der sorgféltigen Durchsicht der Spektrenserien konnte jedoch
kein entsprechendes Signal identifiziert werden, was allerdings aufgrund der ohnehin
geringen Oszillatorstérke und der wegen der vielfdtigen Kopplungsmoglichkeiten in lang-
kettigen Kohlenwasserstoffen im algemeinen wenig charakteristischen Position (~ 1130 —
850 cm™) auch nicht unbedingt zu erwarten war.

Die zwar sehr schwach ausgepragte aber doch zu detektierende Intensitétszunahme der
Vas(CHy)-Bande kdnnte damit erklart werden, dal3 es bei der Bildung der dichteren Doméanen
wahrend des Phaseniibergangs 1. Ordnung mit abnehmender Flache pro Molekidl zu einer
allmahlichen Aufrichtung der Ci;-Cig-Kettensegmente und/oder zu einer Assoziation dieser
Segmente untereinander kommt, in dessen Folge schliefdlich auch gauche-Defekte zunehmend
vermindert werden. Eine solche Packung wirde sich damit erheblich von solchen unter-
scheiden, die von Amphiphilen ausgebildet werden, die der gesamten Lange nach vertikal
orientiert sind. Sie bestiinde aus einer — in x-Richtung — aternierenden Anordnung aus
Strangen — in y-Richtung — von doppelten horizontal orientierten Halbketten, wobei die
beiden Estergruppierungen von je zwel Ketten zueinander zeigen, und doppelten vertikal
orientierten Halbketten, bel denen je zwe vic-Diolgruppen direkt benachbart sind. Dabei
sollten auch entsprechende periodische Muster mit 1-dimensionaler Trandationssymmetrie
madglich sein. Diese Vorstellungen sind in der nachstehenden Abb. 38 visualisiert.
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Abb. 38: Postulierte Anordnung von M-syn-9,10-DHO-Amphiphilen in kondensierten Doménen

Dieses Modell erlaubt es, zwel weitere Beobachtungen zu erkléren: Zum enen die
wechselnden Bandenpositionen und zum anderen das gelegentlich auftretende Banden-
splitting. Well in einer solchen Packungsanordnung der Neigungswinkel der Strénge der
»freien” Kettenenden nicht festgelegt ist, konnten gleichzeitig verschiedene Doménen oder
auch Subdomanen vorliegen, in denen die freien Kettenenden keine einheitlichen Neigungs-
winkel aufweisen. Trifft der IR-Strahl auf Bereiche innerhalb einer Domane, in denen der
Grofdteil der Kettenenden vertikal angeordnet ist, wird eine Bande bei relativ niedrigen
Wellenzahl registriert, deren Intensitét wegen der kleinen Oberflachendichte und der Kirze
der Segmente jedoch gering bleibt. Trifft er hingegen auf solche Bereiche, in denen die
entsprechenden Segmente mehrheitlich eine grof3e Neigung aufweisen und zusétzlich nicht
besonders geordnet vorliegen, wird die Bande bei relativ hohen Wellenzahlen beobachtet.
Und wenn der IR-spot schliefdlich simultan zwei (Sub-)Doménen erfaldt, in denen ver-
schiedene Orientierungen eingenommen werden, konnte ein gesplittetes Signal resultieren. Es
l&gen dann also gewissermal3en zwei unterschiedlich geordnete/orientierte Spezies vor, deren
Signale sich gemald ihrer Mengenanteile bzw. Populationsdichte addieren und Uberlagern
wirden, so dal3 entsprechend variierende Bandenformen und -lagen entstehen. Ein analoges
Verhaten wurde tibrigens kiirzlich von Elmore und DIluhy'®? bei Monoschichten von
Phospholipiden beschrieben, die mit Hilfe polarisierter IRRAS und 2-dimensionaler Infrarot-
Korrelationsanalyse verfolgen konnten, dal3 auch in diesem System eine Mischung aus zwei
verschieden geordneten Spezies vorliegt und im Verlauf der Kompression die geordnete
Phase auf Kosten der ungeordneten wéachst, mit entsprechenden Konsequenzen fur die
Bandenform der v(CHy)-Schwingung.

Der auffélligste Unterschied zwischen dem rac- und ent-Film ist das Kollapsverhalten,
ein Merkmal, das das vorgeschlagene Modell nicht zu erkléren vermag. Bedenkt man jedoch,
dal} geméal der in Abb. 38 postulierten Anordnung die vicinalen Diolgruppierungen direkt
benachbart sind, konnten H-Bricken dafir verantwortlich sein. Dabel mifdte angenommen
werden, dal3 in Abhangigkeit von der vorliegenden Konfiguration unterschiedliche Méglich-
keiten bestehen, solche auszubilden und sie zu verschiedenen Stabilitdten der komprimierten
Monoschichten fuhren. Allerdings mufd konzidiert werden, dal3 kein widerspruchsfreies Bild
fur den Zustand des ent-Films in der Néhe des Kollapspunktes entworfen werden kann. Der
kleine Flachenwert ist nur unter der Annahme, dal’ bereits vorher ein Verlust eines Tell des
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Filmmaterials in die Subphase stattfand bzw. simultan Nukleationsprozesse eingetreten sind,
mit dem Modell vereinbar. Immerhin konnen aber mit Hilfe dieses Modells die Mehrzahl der
Befunde erklart werden. Fiir die partielle Falsifikation oder auch endgiltige Verifikation®
wéren ortsaufgeloste Messungen der Schichtdicke sehr vielversprechend, die z.B. mit Hilfe
einer Variante der BAM, bel der die Reflektivitdt quantitativ erfaldt wird, oder der BAM-
Autokorrelationsspektroskopie’®” durchgefiihrt werden koénnten oder auch nach dem Uber-
tragen auf einen festen Trager unter Zuhilfenahme der ATR-IR-Spektroskopie’® oder Raster-
Kraft-Mikroskopie.

Temperaturabhangige Messungen von M-syn-9,10 DHO

Es it bekannt, dald chirale Diskriminierungseffekte selbst in zweidimensionalen
Systemen, in denen sie oft ausgepragter in Erscheinung treten als in dreidimensionalen, haufig
in einem nur sehr kleinen Temperaturintervall bzw. nur bei Uber- oder Unterschreiten einer
bestimmten Temperaturgrenze zu beobachten sind. Ein derartiges temperaturabhangiges
Verhalten wurde z.B. bei Monoschichten von N-Acylaminossurederivaten beschrieben'® (s.a
Kap. 2), bei denen sich auRerdem eine deutliche Diskrepanz zwischen thermodynamischen
und spektroskopischen Resultaten zeigte.

Aus diesen Grinden und well sich bei 293 K (20 °C) zumindest ein leichter chiraer Dis-
kriminierungseffekt andeutete, wurden zusétzlich IRRAS-Messungen bel 288 (15 °C) und
298 K (25 °C) durchgefihrt, deren Ergebnisse in Abb. 39 gezeigt sind.
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Den Anhangern des ,Kritischen Rationalismus oder eingeschrénkt skeptizistischen
Positionen anderer Couleur sei warmstens die Lektire des Buches ,,Das |etzte Wort* von

Th. Nagel empfohlen [93].
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Abb. 39: Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der
Flache pro Molekdl fur Filme von M-rac-syn-9,10- und M-9S10S-DHO auf reinem Wasser (pH = 6)
bei T =288 (15 °C). und (b) 298 K (25 °C).

Gegenlber den Messungen, die bei 293 K durchgefiihrt wurden, liegen die Datenpunkte
um mindestens zwei Wellenzahlen hoher und sie streuen stérker. Dies ist jedoch darauf
zurlickzufthren, dal3 nur jeweils drei Serien in die Mittelwertbildung eingingen. Aus diesem
Grund ist auch bei dem Versuch, eventuelle chirae Diskriminierungseffekte abzuleiten,
Vorsicht geboten. Die Inspektion der einzelnen Spektren ergab ein aus der Sicht des
Spektroskopikers dhnlich unbefriedigendes Bild wie im Falle der Messungen bei 293 K, mit
einem vergleichbar niedrigen S/R-Verhdltnis, dem Auftreten von sehr breiten, gesplitteten
und irreguldren Bandenformen sowie stark schwankenden Bandenpositionen. Insbesondere
ergab sich, dal3 der Befund nicht hinreichend abzusichern ist, bei 298 K von einem hetero-
chirdlen Diskriminierungseffekt zu sprechen, den die Datenlage zunédchst suggerierte.
Umgekehrt ergab sich aber fur 288 K ein auffadliges Merkmal, das als schwach homochirale
Diskriminierung gedeutet werden kann: Bei allen Serien ergaben sich beim Enantiomer fur
Flachen < 0,287 nm?/Molekil gut auszuwertende, intensiver werdende Signale firr die
Vas(CHy)-Schwingung, wahrend eine solche Entwicklung beim Racemat nicht beobachtet
werden konnte. Interessant ist weiterhin, dald bei 293 und 298 K ein derartiger qualitativer
Wechsel im Erscheinungshild der Spektren auch zum Ende der Kompression nicht auftrat.
Somit zeichnet sich ab, dal’ die obere Temperaturgrenze fir eine chirale Diskriminierung,
namlich eine homochirale, bei diesem System zwischen 288 und 293 K liegt. Ob das Ausmal3
des Kennungseffektes bei noch tieferen Temperaturen stérker hervortritt, konnte
bedauerlicherweise nicht evaluiert werden, da die instrumentellen Voraussetzungen fir
Messungen bei Temperaturen unterhalb von 288 K nicht gegeben waren.
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3.2.2.2. M-anti-9,10-DHO

M/A-Isothermen

Auch fir die M-anti-9,10-DHO-Isomere wurden zunéachst M/A-1sothermen bei 293 K
(20 °C) aufgenommen, die fir das racemische Gemisch und die enantiomerenangereicherte
Formin Abb. 40 gegentibergestellt sind.
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Abb. 40: MN/A-Isothermen von M-rac-anti-9,10-DHO und M-9R,10S-DHO-Filmen, aufgenommen auf
reinem Wasser (pH = 6) bei T =293 K (20 °C).

Im Vergleich zu den entsprechenden syn-Isomeren erkennt man, dal3 sie eine konden-
sertere Charakteristik aufweisen: Die Phasentibergénge finden bel grol3erer Flache pro Mole-
kil statt (~ 1,0 und 0,9 nm*Molekil fir den ent- bzw. rac-Film) und die sich anschliefenden
Plateauregionen liegen bel niedrigeren Oberflachendriicken.(5 und 10 mN/m fur den ent- bzw.
rac-Film). Im Gegensatz zu den syn-lsomeren tritt hier eine klare homochirale Diskri-
minierung hervor, die mit dem Phasentibergang beginnt und bis zum Kollapspunkt erhalten
bleibt.

IRRAS-Messungen

Welche Aussagen in bezug auf den konformativen Ordnungszustand gemacht werden
koénnen, ob sich das thermodynamische Verhalten auch auf der molekularen Ebene wider-
spiegelt und ob eventuell weitere strukturelle Unterschiede zwischen den Aggregaten des
Racemats und Enantiomers zum Vorschein kommen, sollte durch die Aufnahme von RA-
Spektren herausgefunden werden. Abb. 41 stellt den Zusammenhang zwischen dem Grad
konformativer Ordnung und dem Kompressionszustand dar.



Bolaamphiphile Seite 70

2933 + o*%
(d

— 2031 T e %, °%
5 2020 1 e .9 °%50 0
T 2027 1 s o
% 2925 + oo ©
> 2923 1 ©
o °

2921 +
% 0%00%0
< 2919 T o° O M-rac-anti-9,10-DHO
= 2017 —-"O.O.%o..O ® M-9R,10S-DHO

2915 : | ! | ; |

02 03 04 05 06 07 08 09
A [nm*/Molekiil]

Abb. 41. Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der
Flache/Molekdl fur Filme von M-rac-anti-9,10- und M-(9R,10S5)-9,10-DHO auf reinem Wasser (pH =
6) be T =293 K (20 °C). Mittelwerte aus 9 (rac) bzw. 6 (ent) Einzelmessungen.

Zu Beginn der Kompression bei grof3en Flachen pro Molekil liegen die Werte der
asymmetrischen Methylenvalenzschwingung auf einem sehr hohen Niveau, entsprechend
einem sehr hohen Grad konformativer Unordnung, wobel eine leichte heterochirale Diskri-
minierung vorzuliegen scheint; dies ist jedoch aufgrund des spektralen Erscheinungsbilds
unsicher, da es in etwa dem entspricht, das bei den syn-Isomeren vorherrschte. Im weiteren
Verlauf der Kompression verbleiben die Wellenzahlen zunéchst auf diesem hohen Niveau und
unterliegen einer gewissen Streuung, um dann bei ca. 0,6 nm*Molekill innerhalb eines sehr
kleinen Kompressionintervalls dramatisch abzufallen, bis bei ca. 0,45 nm?*Molekil Werte von
2920 (rac) bzw. 2917 cm* (ent) erreicht werden. Von dort an sinken die Werte noch einmal
bis zum Kollapspunkt kontinuierlich auf 2917 (rac) bzw. 2916 cm* (ent) und digjenigen des
ent-Films liegen signifikant unter denen des rac-Films, weshalb auf homochirale Diskrimi-
nierung geschlossen werden mul. Das bedeutet, dal3 auch hier, wie beim 17,18-Diastereomer,
innerhalb der isothermen Kompression ein Wechsel des Vorzeichens der chiralen Diskri-
minierung stattfindet. Ferner ist interessant, da? sich dieser Ubergang der Alkylketten von
einem in hdochstem Mal3e ungeordneten Zustand in einen, der das Vorliegen einer al-trans-
Konformation nahelegt, bei Féachenwerten vollzient, bei denen in der Isotherme keine
Auffalligkeiten zu erkennen sind und die insbesondere nicht mit dem Wert des Phaseniiber-
gangs 1. Ordnung Ubereinstimmen.

Wendet man den Blick von der Auftragung in Abb. 41, in der eine Durchschnittsbildung
aus 9 (rac) bzw. 6 (ent) Mefl3werten erfolgte, hin zu den einzelnen Serien, erkennt man, dal3
das Absinken der Wellenzahlen noch dramatischer und abrupter, weniger weich ausfalt und
die Entwicklung der Datenpunkte statt durch eine sigmoide Funktion besser durch eine nicht-
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monotone, unstetige Sprungfunktion wiedergegeben werden kann. Ein reprasentatives
Beispiel fir zwel einzelne Serienist in Abb. 42 dargestellt.
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Abb. 42: Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der
Flache/Molekdl fir Filme von M-rac-anti-9,10- und M-9R,10S-DHO auf reinem Wasser (pH = 6) be
T =293 K (20 °C). Reprasentatives Beispid je einer einzelnen Serie.

In ihr kommen drei Charakteristika zum Ausdruck, die fir die Ubergrof3e Mehrzahl aller
Einzelmessungen gelten: (i) bel grof3en Flachenwerten liegen die Wellenzahlen fir den ent-
FIm hoher, (ii) der Sprung auf das niedrige Niveau findet beim ent-Film bel etwas kleineren
Flachenwerten statt, (iii) nach dem Sprung liegen die Wellenzahlen beim ent-Film niedriger,
oder anders ausgedriickt, der Sprung findet beim Enantiomer (@) , spater” statt, (b) fallt dafur
aber grofder aus.

Zwar schwankt der Flachenwert, bei dem der Sprung stattfindet, von Isotherme zu 1so-
therme, und insofern konnte diesbezliglich keine Reproduzierbarkeit erreicht werden, er voll-
zieht sich aber Ubereinstimmend in alen Serien innerhalb von nur einem bis maximal drel
Kompressionsschritten, was einem extrem kleinen, fast schon sensationell zu nennenden
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Intervall von AA = ~ 0,03 nm?/Molekiil entspricht. Der Durchschnittswert der , Sprungstelle®
betragt 0,49 und 0,44 nm?Molekill fiir den racemischen bzw. ent-Film.

Gleichzeitig mit der abrupten Zunahme der konformativen Ordnung nimmt auch die
Intensitét der entsprechenden v.(CH>)-Banden sehr stark zu. Dies ist anhand eines Beispiels
fur den racemischen und ent-Film in Abb. 43 gezeigt.
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Abb. 43: Vergleich der Bandenintensitéten der Methylenvalenzschwingungen von (A) M-rac-anti-
9,10 DHO bei (1) 0,521 und (2) 0,475 nm*/Molekiil, sowie von (B) M-9R,10S-DHO bei (1) 0,475 und
(2) 0,451 nm*/Molekil

Auch in diesem Bild spiegeln sich die oben beschriebenen Charakteristika wider: bei
vergleichbaren Kompressionsstadien vor der abrupten Abnahme der Wellenzahl sind die
Banden des Racemats bereits entwickelter als beim Enantiomer, nach dem Abfall sind die des
Enantiomers intensiver, d.h. dal3 auch die Bandenintensitétszunahme ausgepragter ist.

Konklusion

Ausgehend von den bereits in den vorigen Abschnitten in extenso dargelegten Sach-
verhaten bezlglich des experimentellen Setups und der daraus folgenden Bandenintensitét
fur die verschiedenen Normalschwingungen, besteht eine verninftige Interpretation darin,
anzunehmen, dal3 analog zum 17,18-1somer wéhrend der Kompression innerhalb der Plateau-
region ein Flip-Vorgang stattfindet. Dieser macht sich ebensowenig in der Isotherme
bemerkbar wie beim 17,18-1somer. Uberhaupt dhnelt sich das Verhdten dieser beiden
Systeme sehr stark, sie zeigen z.B. Isothermen vergleichbarer Charakteristik, eine ahnlich
ausgepragte Abnahme der v.(CH,)-Wellenzahl sowie Intensitétszunahme der entsprechenden
Bande. Auch die Féchenintervalle, innerhalb derer sich diese Wandlungen vollziehen,
stimmen zumindest fir die beiden Enantiomere recht gut Uberein. Unterschiede ergeben sich
hinsichtlich des chiralen Verhdtens, das im Gegensatz zum 17,18-Isomer auch auf der
thermodynamischen Ebene sichtbar ist. Und wéhrend sich die Reduktion von gauche-
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Defekten beim racemischen 17,18-1somer kontinuierlich vollzieht, findet sie hier diskonti-
nuierlich statt.

Der naheliegendere Vergleich mit den 9,10-syn-Diastereomeren fuihrt zu der Uberraschen-
den Erkenntnis, dal3 neben dem Vorliegen eines enantiospezifischen Effekts beim FHip-Vor-
gang (bei den anti-Diastereomeren), die Konfigurationsumkehr an nur einem der beiden
stereogenen Zentren ein komplett anderes Grenzflachenverhalten dieser Amphiphile bewir-
ken, ndmlich das Ausbleiben oder Hervorrufen eines Flipvorgangs, induzieren kann.

Den/die Leser/in mag es vidleicht verwundern, warum hier von einer Uberraschenden
Erkenntnis gesprochen wird, schliefdlich sind diastereospezifische bzw- selektive Eigen-
schaften und Prozesse in der Natur und bei technologischen Applikationen eher die Regel und
nicht die Ausnahme, wenn man etwa an Enzyme denkt, die in vielen Falen enantio- und
substratspezifisch/selektiv wirken, oder auch an die organoleptischen Eigenschaften von
diastereomeren Geruchsstoffen, wie beispielsweise dem polycyclischen Moschusduftstoff
HHCB (Galaxolid”), der ebenfalls in Form zweier Enantiomerenpaare vorkommt, von denen
jeweils nur ein Enantiomer moschusartig riecht, um nur zwei willkirliche Beispiele zu
nennen. Man muf} jedoch bedenken, dal3 man es bei diesen Beispielen mit Phénomenen zu tun
hat, bei denen jeweils zwei verschiedene molekulare Spezies mit einander interagieren, die
chirale und diastereometrische Eigenschaften aufweisen; im erstgenannten Beispiel wechsel-
wirken Enzyme und Substrate miteinander, im zweiten Beispiel sind es Geruchsstoffe und
entsprechende Geruchsrezeptoren in der Nasenschleimhaut.

Bel Langmuir-Filmen liegt eine andere Situation vor, sofern nur eine einzige filmbildende
Substanz eingesetzt wird. Die Grinde fur das unterschiedliche Verhalten sind daher in den
inharenten (Grenzflachen-)Eigenschaften der Amphiphile zu suchen. Damit kommen
zumindest zwei Ursachen in Betracht: Entweder bildet eines der Diastereomere im Vergleich
zum jeweils anderen stabilere intermolekulare Anordnungen, wenn beide polare Grup-
pierungen in die waldrige Subphase tauchen, so dal3 die Triebkraft fir einen Flip-Prozef3
gering bzw. nicht vorhanden ist, oder aber es gibt eine ausgezeichnete Anordnung, in der nur
die Estergruppierung ins Wasser taucht. Eine entsprechende Analyse ergibt tatséchlich
Unterschiede in der Mdaglichkeit der Ausbildung intermolekularer Wasserstoffbriicken-
bindungen fur Ensembles, bei denen beide polaren Funktionen in die Subphase tauchen, wenn
man annimmt, dal3 entlang der Cs-Ci1-Achse eine synperiplanare Konformation eingenom-
men wird, was nicht unrealistisch ist, weil so am ehesten gewéhrleistet ist, dal3 beide
Hydroxylgruppen Kontakt mit der Subphase haben. Das ist fir je ein syn- und anti-
Enantiomer in Abb. 44 veranschaulicht, und man erkennt, dal3 beim syn-Enantiomer die
Ausbildung eines H-Briicken-Netzwerks quer zur Langsachse des Molekils méglich ist,
wahrend — abhangig von der Orientierung in der Ebene — dies beim anti-Enantiomer nicht
gegeben ist oder hochstens Dimere gebildet werden kdnnen, auch wenn diese dann durch
zwel H-Bricken zusammengehalten werden.

Dies wéare eine denkbare Erklarungsmoglichkeit dafir, warum beim syn-lsomer der
Flipvorgang ausbleibt. Bevor nun Versuche unternommen werden, das enantiospezifische
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Verhalten der anti-lsomere zu erklaren, sollen jedoch die Ergebnisse, die bel den temperatur-
abhangigen Messungen erhalten wurden in die Betrachtung mit einbezogen werden.
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Abb. 44: Schematisches Modell zur Erklérung des Ausbleibens des Flipvorgangs bei den M-9,10-syn-
Isomeren. Dargestellt sind die Newman-Projektionen entlang der C-C-Achse der 9S510S- und 9R,10S
Amphiphile, die sich ergeben, wenn angenommen wird, dal? sie flach auf dem Wasser liegend mit
beiden polaren Gruppierungen in die Subphase eintauchen und an den die vicinalen Hydroxylgruppen
tragenden C-Atomen eine synperiplanare Konformation vorliegt. Unterschiede ergeben sich bezliglich
der Moglichkeit zur Formation von intermolekularen H-Briicken.

Temperaturabhéngige Messungen von M-anti-9,10-DHO

Wie beim M-syn-9,10-DHO wurden zusétzlich IRRA-Messungen bel 288 und 298 K
durchgefihrt. Die konformative Ordnung in Abhéngigkeit von der Fléche pro Molekdl ist
wiederum in Form der Wellenzahl der v.(CH>)-Bande in Abb. 45 dargestellt. Gegentiber den
Messungen, die bei 293 K durchgefihrt wurden, ergeben sich interessante Merkmalsver-
schiebungen, und zwar zum einen in bezug auf den Flachenwert, bei dem die sprunghafte
Zunahme der konformativen Ordnung registriert wird und zum anderen im Hinblick auf das
Ausgangsniveau der Wellenzahl vor dem Sprung, wobel zusdtzlich Unterschiede zwischen
der racemischen und enantiomerenangereicherten Form zu erkennen sind. Betrachtet man die
Gesamtheit der Messungen ergeben sich folgende Trends: (i) mit zunehmender Temperatur
verschiebt sich der Sprung beim Enantiomer zu kleineren Flachenwerten (von 0,61 bei 288 K
tiber 0,44 bei 293 K hinzu 0,34 nm?/Molekiil bei 298 K); das Ausgangs- und Endniveau der
Wellenzahl vor und nach dem Sprung wird dagegen nicht affiziert; (ii) diese Tendenz gilt mit
Einschrankungen auch fur den racemischen Film, wobel Sprung-Flachenwerte von etwa 0,45
nm?/Molekiil eine obere Grenze darzustellen scheinen, weil Temperaturen unterhalb von
293 K zu keiner Erhdhung dieses Werts fuhren; im Gegensatz dazu reagiert der rac-Film aber
anscheinend empfindlicher auf Temperaturerhéhungen: Eine Erhdhung um 5 K bewirkt
gewissermalien eine Verschiebung des Flachenwerts zu kleineren Werten Uber den mef3baren
Bereich hinaus, oder anders ausgedriickt: der Sprung bleibt aus; (iii) beim rac-FIm werden
mit steigender Temperatur in den Kompressionsbereichen vor dem Sprung tendenziell hhere
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Wellenzahlen gemessen, so dal3 fur die Féle, bel denen er dattfindet, die Sprunghdhe
zunimmt, weil das Endniveau nicht beeinfluf3t wird.
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Abb. 45: Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der
Flache/Molekdl fir Filme von M-rac-anti-9,10- und M-9S10R-DHO auf reinem Wasser (pH = 6) be
(& T=288K (15 °C). und (b) 298 K (25 °C).

Konklusion

Das Vorliegen der bei 293 K auf thermodynamischer Ebene deutlich, aber im IR nur
schwach in Erscheinung tretenden homochiralen Diskriminierung konnte somit durch die
Temperatur-Variation als reales und zudem variables Phdnomen bestétigt werden. Die Art
und Weise, wie sich die Temperaturanderung auf den rac- und ent-Film und damit auch auf
das Ausmald der chiraen Diskriminierung auswirken, ist nicht einzigartig und zeigt eine
auffdlige Analogie zu dem Temperaturverhalten eines Methylesters ganz anderes Typs,
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namentlich N-Hexadecanoylalaninmethylester.®® Anhand der Klasse der N-Acylaminosauren
konnte bereits die Determinante néher charakterisiert werden, nach der sich das Auftreten
chirder Effekte in Quasi-2D-Systemen bestimmt. Die notwendige, aber nicht hinreichende
Bedingung daflr ist, dal3 innerhalb der isothermen Kompression ein Phaseniibergang 1. Ord-
nung dtattfindet. Damit sind prinzipiell auch die Temperaturgrenzen festgelegt, innerhalb
derer mit derartigen Phé@nomenen zu rechnen ist. Dabei ist noch einma zwischen dem
thermodynamischen und spektroskopischen Erscheinungsbild zu unterscheiden, da die beiden
verschiedenen Untersuchungsmethoden auch unterschiedliche Entitdten erfassen. Wahrend
durch die Aufnahme von M/A-Isothermen das Kollektivverhaten der filmbildenden Molekile
studiert wird, in das enthalpische und entropische Terme mit einflieRen, erfaldt die IRRAS-
Methode nur sehr selektiv einige Strukturparameter. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dafi3
bei der Untersuchung des temperaturabhéngigen Phasenverhaltens der M-anti-9,10-DHO-
Filme mit Hilfe der Langmuir-Filmwaage’®™® ein etwas breiteres Temperaturintervall bestimmt
wurde, in dem chirale Effekte auftraten, als es hier bei den IRRAS-Messungen der Fall zu
sein scheint. Zum oberen Ende hin verschwanden chirale Diskriminierungseffekte erst bei
313 K, was gleichzeitig das Maximum des untersuchten Bereichs darstellt, wohingegen sich
bei den IRRAS-Messungen abzeichnet, dald3 bei Temperaturen oberhalb von ~ 300 K die
sprunghafte Zunahme der konformativen Ordnung auch beim Enantiomer ausbleibt, mithin
ein gleichartiger Verlauf der Datenpunkte von rac- und ent-Film entsteht. Mit abnehmender
Temperatur fielen die chiralen Effekte zwar geringer aus, blieben aber durch die
unterschiedlichen Oberflachendriicke der Plateauregionen der Isothermen bis 278 K
kenntlich, so dal3 die Tieftemperaturgrenze auch mit dieser Methode nicht bestimmt werden
konnte.

Die chiradlen Diskriminierungseffekte treten hier nicht nur durch eine wéahrend der
Kompression friher oder spater stattfindenden sprunghaften Zunahme der konformativen
Ordnung in Erscheinung, sondern dartber hinaus auch durch die Gite der Packung innerhalb
der Doméanen in kondensierten Phasen, ausgedriickt durch die unterschiedlichen Niveaus der
Wellenzahlen der v.(CHy)-Schwingung gegen Ende der Kompression. Der Unterschied
zwischen dem rac- und ent-FIm ist klein (ca. eine Wellenzahl), aber signifikant. Die Tat-
sache, dal’ sich die Wellenzahlen bis zum Kollapspunkt nicht angleichen und die des ent-
Films niedriger liegen, spricht dafir, dal3 das Racemat eine weniger eng gepackte Struktur
ausbildet. Daraus kann abgeleitet werden, dal3 nicht-segregierte, gemischte Doméanen vor-
liegen und keine chirae Phasenseparation stattfindet, da man flr enantiomerenseparierte
Doménen identische Wellenzahlen erwarten wirde. Dies konnte durch Réntgenbeugungs-
messungen® unter streifendem Einfall bestétigt werden, die ergaben, daR im Falle des
racemischen Films eine achirale, hexagonale (y = 120°) Subzelle mit perfekt vertikal ausge-
richteten (Neigungswinkel von Null Grad) Amphiphilen vorliegt. Dagegen wurde fur den ent-
FiIm das Vorliegen einer chiralen (schiefwinkligen, y = 112°) Elementarzelle mit geneigten
Amphiphilen (6 = ~ 15°) abgeleitet. Ferner weist die Einheitszelle des rac-Films deutlich
grollere Dimensionen auf, als die des ent-Films, was mit der hier aus den IRRA-Messungen
abgeleiteten weniger engen Packung gut korrespondiert.
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Unter Einbeziehung aler Befunde konnen die Ergebnisse im Rahmen der Hypothese
einer stereospezifischen Bildung intermolekularer H-Briicken erklart werden: Der gegeniber
dem ent-Film auf Null reduzierte Neigungswinkel der Amphiphile des racemischen Films
konnte durch die intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den vicinalen Hydroxyl-
gruppen hervorgerufen werden, die am stérksten sind, wenn sich aus je zwei Enantiomeren
Dimere bilden. Die Hydroxylgruppen der an der Dimerbildung beteligten Enantiomere
kommen sich umso néher, je geringer die Amphiphile geneigt sind. Die Dimerisierung zweier
optischer Antipoden bedeutet jedoch gleichzeitig die EinfUhrung einer Symmetrieebene, so
dai? die Monoschicht des Racemats betrachtet werden kann, als sei sie praktisch aus achiralen,
doppelkettigen Amphiphilen aufgebaut. Im Gegensatz dazu ist eine derartige Dimerbildung
beim enantiomerenangereicherten FIm nicht moéglich, bei dem es wahrscheinlicher ist, dal3
sich ein asymmetrisches, zweidimensionales Netzwerk von Wasserstoffbriicken bildet, in dem
jedes Amphiphil mit mehreren anderen benachbarten Molekilen wechselwirkt (s. Abb. 46),
was zur Bildung von (homo-)chiralen Phasen und Morphologien fihrt, wie auch die
begleitenden Munsteraner BAM-Studien ergaben. Diese zeigten, dal3 sich bei den einzeln
untersuchten Enantiomeren dendrimere Doménen bildeten, deren Dendriten leicht gebogen
waren und einen entgegengesetzten Drehsinn aufwiesen, dald aber im Racemat nur eine,
achirale Domanenform (von sternenférmiger, dendritischer Gestalt) vorlag (s. Abb. 47)..

OH

<« &=

Abb. 46: (A) Blickrichtung zum Erhalt der in (B) und (C) verwendeten Newman-Projektionen sowie Darstel-
lung der wahrscheinlichsten Packungsanordnung und Wasserstoffbriicken des (B) M-rac-anti-9,10-DHO-Films
(hexagonale Subzelle) und (C) der des M-9R,10S-DHO-Films (schiefwinklige Subzelle) in der LC-Phase.
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(b)

Abb. 47: BAM-Aufnahmen von (8) M-9S510R-DHO- und (b) M-rac-anti-9,10-Filmen wahrend des
Hauptphaseniibergangs, aufgenommen auf reinem Wasser (pH = 6) be T = 293 K (20 °C).

Bezuglich der chiralen Diskriminierung kann festgehalten werden, dal3 zwar in den M/A-
Isothermen und IRRAS-Messungen eine homochirale Diskriminierung zum Ausdruck
kommt, das sich jedoch als heterochirale Kennung entpuppt, denn die individuellen
Enantiomere bevorzugen im racemischen Gemisch Wechselwirkungen mit dem jewells
anderen (Dimerbildung aus optischen Antipoden) und nicht eine untereinander. Die
spezifische Art und Weise, wie sie mit einander wechselwirken, fuhrt allerdings dazu, dal3 im
racemischen FIm eine weniger gut gepackte Struktur vorliegt, weniger dichte Doménen in
der kondensierten Phase gebildet werden, weshalb das Niveau der Plateauregion der
Isotherme bei htheren Oberflachendriicken liegt und im IR etwas hdhere Wellenzahlen der
Vas(CHz)-Bande zum Ende der Kompression gemessen werden. In diesem Sinne muf3 die
vicinale Hydroxylgruppierung einerseits as Element aufgefaldt werden, Uber das eine
enantiospezifische Attraktion vermittelt wird und andererseits as eines, das als Stérelement
wirkt und ggf. die Bildung engest moglicher Packungen verhindert.

Das Temperaturverhalten gibt weitere wichtige Aufschliisse dariiber, welche Ubergédnge
und Umorientierungen wahrend der Kompression stattfinden und zu welchen Zeitpunkten. Da
es bei einem Flachenwert von 0,34 nm?*Molekill, das entspricht dem Punkt, bei dem beim ent-
Film bei 298 K der Ordnungsprozefd im wesentlichen abgeschlossen ist, nicht mehr moglich
ist, dal3 eine Orientierung vorliegt, bei dem beide polaren Gruppen in die Wasserphase
tauchen, kann die in den meisten Fallen zu beobachtende sprunghafte Zunahme der konforma-
tiven Ordnung nicht mit einem simultanen Flip-Vorgang korreliert werden. Es ist davon aus-
zugehen, dal3 die Ablésung der vicinalen Hydroxylgruppierung von der Subphase bereits vor-
her geschehen ist. Es spricht einiges dafir, dal3 die Sprungmarke stattdessen dem Kompres-
sionspunkt entspricht, an dem die Wasserstoffbriicken konstituiert werden, und dal3 mit der
Etablierung der H-Bricken eine konzertierte Aufrichtung der vormals einen noch recht
grof3en Neigungswinkel aufweisenden Amphiphile stattfindet, in dessen Folge die Banden-
intensitét stark zunimmt.

Ein ahnliches Verhalten beobachteten Sakai und Umemura®® bei Langmuir-Filmen der
12-Hydroxyoctadecansdure, die wie M-9,10-DHO eine weitere mittensténdige polare Gruppe
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aufweist. Sie untersuchten dieses System mit Hilfe polarisierter IRRA-Spektroskopie, die es
erlaubt, aus den Bandenintensititen der v(CHj)-Schwingungen den Neigungswinkel zu
quantifizieren. Die zugehérige Isotherme zeigte eine Plateauregion im Bereich 1,0 — 0,2
nm?/Molekiil. Dabei wurde bei 0,4 nm?Molekil, d.h. in einem bereits sehr fortgeschrittenen
Stadium des Kondensationsvorgangs, ein erstaunlich hoher Neigungswinkel von 55° be-
stimmt. Bei weiterer Kompression (bis 0,2 nm*Molekill) reduzierte er sich dann sehr rasch
auf 28°, gleichzeitig nahm die Bandenintensitét um den Faktor 3-4 zu.

Da im rac- und ent-Film unterschiedliche H-Briicken-Muster gebildet werden, erkldren
sich damit auch die unterschiedlichen Flachenwerte, an denen sie entstehen und ihre
unterschiedliche Reaktion auf Temperaturdnderungen. Zur Konstitution der H-Bricken
missen die Amphiphile eine gegenseitige , Vororientierung® einnehmen, bei der sich die
Hydroxylgruppen dann so nahe kommen, dal3 sie sich schliefdlich gewissermalien ,,die Hand
reichen* konnen, um einmal eine dem chiraen Sachverhalt angemessene Terminologie zu
verwenden.

Mit zunehmender Temperatur ist dies aufgrund der stérkeren Diffusion und Rotation der
Molekile sowie der hoheren Dynamik der internen Rotationen der Methylensegmente zwel-
fellos erschwert. Die Tatsache, dald3 der racemische Film empfindlicher auf Temperaturer-
hohungen reagiert, konnte damit erklart werden, dal3 der Vernetzungsgrad geringer ist.
Betrachtet man im Sinne eines reverse-engineering-Gedankens den energetischen Aufwand,
der fur eine Dekonnektion aufgebracht werden mifdte, wird deutlich, dal3 er im Falle der
Dimeren geringer und in dem der kettenartigen Vernetzung beim ent-Film héher ausféllt.

Interessant ist ferner die Existenz eines maximalen Flachenwerts, bel dem die progressive
Assoziation und Aufrichtung geschieht, und seine konkrete GréRe, die mit 0,6 nm?/Molekiil
angegeben werden kann. Dieser Wert entspricht in etwa der Summe der Querschnittsflache
zweler Uber H-Briicken verbundener Amphiphile! Well hier stets Durchschnittswerte betrach-
tet werden, die vom IR-Spot erfaldte Flache die Dimension der kondensierten Doménen um
mindestens eine GroRRenordnung Ubersteigt und deshalb auch LE- oder solche Bereiche, in
denen innerhalb der Doménen eine nur lose Assoziation vorherrscht registriert werden, ist
nicht auszuschlief3en, dal? sich die Dimere oder Netzwerke vereinzelt in lokal begrenzten Be-
reichen bereits bei groReren Flachenwerten bilden, jedoch scheint es immerhin gerechtfertigt,
von einer mittleren maximalen Kommunikationsdistanz zu sprechen. Da in den beiden unter-
suchten Filmen quas die Syntax der Kommunikation differiert, ist es demgemal3 nicht Gber-
raschend, dal3 sich ihre Reichweiten in Abhangigkeit von der durch die Temperatur hervor-
gerufenen Stérung unterscheiden, die, um im Bild zu bleiben, als erhdhter Rauschpegel
aufgefaldt werden kann.

3.2.3. Methyl-2,3-dihydroxyoctadecanoat (M-2,3-DHO)

Von den beiden Enantiomerenpaaren wurde im Rahmen dieser Arbeit nur das syn-Dia
stereomer vermessen. Wiederum wurde die reine Enantiomerenform (M-2S3R-DHO; ee =
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100 %) mit der des racemischen Gemischs (1. 1 Mischung aus M-2S3R- und M-2R,3S-DHO
= M-rac-syn-2,3-DHO) miteinander verglichen.®

Da die beiden polaren Gruppierungen direkt benachbart sind, entspricht die Struktur der
eines monopolaren, gewohnlichen Amphiphils und die beiden polaren Gruppen sind als eine
einzelne grofl3e Kopfgruppe aufzufassen. Inwieweit und in welcher Weise sich dies auf das
Phasenverhalten und hinsichtlich der Entwicklung der konformativen Ordnung im Verlauf der
isothermen Kompression auswirkt und ob sich chirale Diskriminierungseffekte zeigen, wenn
die vicinale Diolgruppierung per se in die Subphase taucht, sollte erneut durch die Aufnahme
von M/A-Isothermen und |RRA-Spektren ermittelt werden.

M/A-Isothermen

Wie aus Abb. 48 hervorgeht, deuten die MN/A-1sothermen bel 293 K auf eine homochirale
Diskriminierung hin, die Isotherme des ent-Films verlauft innerhalb der LE-Phase leicht, in
der LE/LC-Koexistenzregion deutlich unterhalb der des Racemats, die Oberflachendrticke der
Plateauregionen betragen 13 (rac) bzw. 7 mN/m (ent).

M-rac-syn-2,3-DHO

M-2S,3R-DHO

~~~~~~

00 02 04 06 08 10 12 14
A [nm?/Molekil]

Abb. 48: M/A-Isothermen von M-rac-syn-2,3-DHO und M-2S3R-DHO-Filmen, aufgenommen auf
reinem Wasser (pH = 6) bei T =293 K (20 °C).

Insgesamt sind die Isothermen von verhadltnismaiig kondensiertem Charakter; sie weisen
im Vergleich mit allen anderen Isomeren die kleinsten Flachenwerte auf, an denen der Ober-
flachendruckanstieg beginnt (~ 0,7 nm?/Molekiil). Die LE-Phase geht bei ca. 0,5 nm?/Molekil

® Anders als bei den M-9,10-DHO entspricht die syn-Form aufgrund der geméR den CIP-

Regeln hoheren Prioritét der Estergruppierung im vorliegenden Fall einer, in der die
beiden stereogenen Zentren nach der R,S-Nomenklatur entgegengesetzte Deskriptoren
erhalten.
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in eine LE/LC-Koexistenzregion tiber und der Kollapspunkt ist bei ungefahr 0,2 nm?*Molekiil
erreicht. Sie zeigen damit das kirzeste Plateau aller untersuchten M-DHO-Monoschichten.

Bel den paralel durchgefihrten BAM-Untersuchungen konnten beim racemischen Fim
keine eindeutigen Indizien fur eine chirale Phasenseparation beobachtet werden. Jedoch unter-
schieden sich die Doménenformen deutlich von denen des ent-Films. Wéhrend das Racemat
kleine (~ 50 um), runde Doménen hildet, entstehen beim ent-Film sowohl lineare als auch
gekrimmte faser- und bandartige Strukturen, die bei einer Breite von nur 20 um Langen bis
zu mehreren Millimetern erreichten (s. Abb. 49).

(b)

Abb. 49: BAM-Aufnahmen von (a8) M-rac-syn-2,3-DHO- und (b) M-2S 3R-DHO-Filmen wahrend des
Hauptphaseniibergangs, aufgenommen auf reinem Wasser (pH = 6) be T = 293 K (20 °C).

Die linearen Strukturen des ent-Films weisen dariber hinaus eine auf einem um eine
GroRenordnung reduzierten MalRstab innere Feinstruktur auf: Nach der Ubertragung auf einen
festen Glimmer-Trager durch die Langmuir-Blodgett-Technik wurden von Chi et al.l®” mit
Hilfe der AFM nahezu perfekt lineare und paralel angeordnete Bandstrukturen sichtbar
gemacht, mit quer zur Bandrichtungen verlaufenden, aternierenden hellen und dunkleren
Bereichen und einer Periodizitdt von etwa 30 nm, deren Zustandekommen durch das in Abb.
50 dargestellte Modell erklart wird. Dieses Phdnomen zeigten auch andere untersuchte
enantiomerenangereicherten M-2,3-dihydroxyakanoate, wobei festgestellt wurde, dal3 die
Periodizitdt mit wachsender Kettenlénge zunimmt. Die auf Glimmer Ubertragenen Filme der
entsprechenden Racemate zeigten diese Strukturen nicht in dieser Auspragung. In den AFM-
Bildern konnten jedoch innerhalb sehr kleiner Bereiche ebenfalls Subdoménen linearer
Strukturierung ausgemacht werden, was ein Hinweis auf eine eventuelle Teil-Entmischung
sein konnte.
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30 nm

Abb. 50: Moddl zur Erklarung der Feinstruktur der Doménen von M-ent-syn-2,3-DHO-LB-Filmen
(Zeichnung nicht mal3stabsgerecht).

IRRAS-Messungen

In Abb. 51 ist je ein fir kleine Flachenwerte reprasentatives IRRA-Spektrum eines rac-
und ent-Films dargestellt.

0,004
0,003
0,002}
0,001
0,000

-0,001

-0,002

-0,003

-0,004
-0,005
-0,006 L

3000 2800 2000 1800 1600 1400 1200

Wellenzahl [cm™]

(@)
1467

- lg (R/R0)

(b)

/ 1724

2850 1740 1469

2916

T

Abb. 51: IRRA-Spektren dnes (a) M-rac-syn-2,3-DHO- (A = 0,226 nm?/Molekiil) und (b) M-2S3R-
DHO-Films (A = 0,288 nm?/Molekill im Bereich 3000 — 2700 und 2000 — 1200 cm*, aufgenommen
auf reinem Wasser (pH =6) bei T = 293 K (20 °C).

Neben den sehr intensven Banden der asymmetrischen und symmetrischen v(CHy)-
Schwingung bei 2916 bzw. 2850 Wellenzahlen, die anzeigen, dal? die Ketten in diesem Status
in einer all-trans-Konformation vorliegen, ist die Bande der v(C=0)-Schwingung bei 1724
cm® zu erkennen, die eine Schulter bei 1740 cm* aufweist, sowie die der 3(CH2)-Schwing-
ung bei 1467 (rac) bzw. 1469 cm* (ent). Die letztgenannte Bande, bzw. die Tatsache, dafi?
ihre Positionen differieren, unterstiitzt die Annahme des Vorliegens verschiedener Subzell-
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typen; die IRRA-Messungen sprechen beim rac-Film am ehesten fir eine hexagonale, beim
ent-Flm fur eine trikline Subzelle.

Vor alem im Bereich der LE-Phase bestanden z.T. aufgrund eines mitunter relativ hohen
Rauschniveaus Schwierigkeiten, die exakten Bandenpositionen im Bereich von 1800-1400
cm* zu bestimmen. Mit Eintritt des Kondensationsvorgangs besserte sich jedoch die spektro-
skopische Lage. Die Gesamtheit aller Spektren betrachtend fallt eine Modifikation der Ester-
bande auf, die wahrend der Reduktion der Flachenwerte auftritt. Bei grof3en FHéachenwerten
sind haufig gesplittete Banden zu sehen, mit Komponenten bei 1734, 1720 und 1704 cm*, die
das Vorliegen von un-, mono- und diprotonierten Carbonylgruppen nahelegt, wobei die
Komponente bei 1735 cm™ die intensivste und die bei 1704 die schwéchste ist. Mit
zunehmender Kompression gleichen sich die Bandenanteile von 1734 und 1720 cm™ einander
an, um kurz vor dem Kaollapspunkt das in Abb. 51 gezeigte Erscheinungshild anzunehmen.
Eine mogliche Interpretation bestiinde darin, anzunehmen, dal3 — wie im Falle der M-17,18-
DHO - die Esterfunktion bei kleinen FHéachen/Molekil vollsténdig in der Z-Konformation
vorliegt, die Carbonylgruppe durch die Methoxygruppe und die benachbarten Molekile
weitgehend von einer Solvatation abgeschirmt ist, was die Schulter bei 1740 cm™ erklart, dald
sich aber teilweise intramolekulare H-Bricke zwischen dem Wasserstoffatom der Hydroxyl-
gruppe am C,- und/oder Cz-Atom und dem Sauerstoffatom der Carbonylgruppe ausbildet (und
eventuell auch zum Sauerstoffatom der Methoxygruppe), so dal3 sich funf- und/oder sechs-
gliedrige Ringe konstituieren. (s. nachstehende Abb. 52).

3R
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Abb. 52: Moddl intramolekularer H-Briicken bei M-2,3-DHO-Amphiphilen zur Erkléarung der Form
und Position der Esterbande im IRRA-Spektrum.

Aufgrund der gegebenen Geometrie wirde es sich allerdings nicht um eine klassische H-
Bricke handeln (der Winkel zwischen den beteiligten Atomen der H-Briicke betrégt lediglich
~ 110° bzw. 150°), dennoch kann angenommen werden, dald durch die Kompression der
Monoschicht, eine raumliche Néhe erzwungen wird, die dazu fuhrt, da’3 Elektronendichte
vom Sauerstoffatom auf das Proton der OH-Gruppe Ubertragen wird.
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Weitere Unterschiede zwischen dem rac- und ent-Film ergeben sich in bezug auf die
kompressionsabhdngigen Werte der Wellenzahlen der asymmetrischen Methylenvalenz-
schwingung, die in Abb. 53 wiedergegeben sind.
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Abb. 53: Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der
Flache/Molekdl fur Filme von M-rac-syn-2,3- und M-2S3R-DHO auf reinem Wasser (pH=6) be T =
293 K (20 °C). Mittdlwerte aus 9 (rac) bzw. 10 (ent) Einzelmessungen

Im Gegensatz zu alen anderen vermessenen M-DHO-Isomeren félt hier eine nahezu
perfekte Korrelation mit den thermodynamischen Merkmalen auf, und zwar in doppelter
Hinsicht.

Zum einen in bezug auf die Entwicklung der Datenpunkte, die der entspricht, die das
Durchlaufen der verschiedenen Phasen erwarten lassen wirde. Zu Beginn der Kompression
liegen die Wellenzahlen bei ~ 2924 cm™ (deutlich niedrigere Werte as bei den anderen
Regioisomeren im entsprechenden Kompressionszustand), sinken dann langsam bis zu einem
Flachenwert von ca 0,45 nm?/Molekiil, der mit dem des in den Isothermen gefundenen
Phaseniibergangspunkt gut tbereinstimmt, auf 2923 cm™ ab, um dann anschlieend innerhalb
des LC/LE-Koexistenzbereichs sehr viel rascher bis zum Kollapspunkt auf ~ 2917 Wellen-
zahlen abzufallen.

Zum anderen stimmt auch das Vorzeichen der chiralen Diskriminierung Uberein. Man ist
geneigt, dies auch vom Ausmald zu sagen, doch ist bel solchen Aussagen generell Vorsicht
geboten, wenn sie im exakt quantitativen Sinne gemeint sind; der Entwicklungsstand der
Theorie erlaubt es bisher nicht, aus Differenzen von Oberflachendriicken, die in M/A-lso-
thermen fir racemische und enantiomerenangereicherte Filme registriert werden, ent-
sprechende Unterschiede der Wellenzahiniveaus abzuleiten bzw. vorherzusagen. Dennoch ist
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auffalig, dal3 sich sowohl die schwache homochirale Diskriminierung innerhalb der LE-Phase
als auch die stérker ausgeprégte, die innerhalb der Plateauregion zum Ausdruck kommt, auch
in den IRRAS-Messungen als geringe und gréi3ere Differenz der Wellenzahlen manifestiert.

Ob es beim racemischen Film zu einem chirden Symmetriebruch kommt (Bildung
enantiomerenreiner Domanen), kann nicht eindeutig beantwortet werden. Die Angleichung
der Wellenzahlen zum Ende der Kompression spricht dafur, ist jedoch kein zwingendes Indiz.
Die GIXD-Untersuchungen'® zeigen dagegen Hinweise auf die Bildung von Antipoden-Di-
meren, dhnlich wie im Fall der M-rac-anti-9,10-DHO-Monoschicht aber im Unterschied zu
ihr kbnnen sich hier zwischen den beiden beteiligten Enantiomeren zwei H-Bricken ausbil-
den, so dal? hier ebenfalls eine heterochirale Kennung vorlage. Ein Modell der Subzelle, das
die aus den Rontgenmessungen abgeleiteten Strukturparameter berlicksichtigt, ist in Abb. 54
dargestellt.

2R, 3S 2S, 3R

Abb. 54: (A) Blickrichtung zum Erhalt der in (B) verwendeten Newman-Projektionen, sowie Dar-
stellung der Subzelle und Antipoden-Dimeren des (B) M-rac-syn-2,3-DHO-Films in der LC-Phase.

Weitere Aufmerksamkeit verdient dartber hinaus der Wiederanstieg der Wellenzahlen
beim ent-Film fir Flachen < 0,25 nm?/Molekiil, der hochsignifikant ist (die Fehlerschranken
sind in diesem Bereich kleiner als der Durchmesser der Datenpunkte) und dazu fihrt, dal3 sich
die Werte der beiden Filme kurz vor dem Kollapspunkt wieder angleichen. Nicht auszu-
schlief3en ist, dald es sich hier um ein Phanomen handelt, das bisweilen bei bereits vor dem
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Kollapspunkt beginnenden 3D-Nukleationsprozessen beobachtet wird. Andererseits sprechen
sowohl die BAM-Studien als auch der fast senkrecht verlaufende Oberflachendruckanstieg
kurz vor dem Kollapspunkt dagegen; es ist eher davon auszugehen, dal3 sich ein distinkter,
abrupter Kollapsprozess geméald des ,Fraktur-Mechanismus® vollzieht. Dies erdffnet statt
dessen die Mdoglichkeit, einen Zusammenhang zu den oben geschilderten, im AFM beob-
achteten Strukturen herzustellen. Denkbar wére, dal3 die Amphiphile der ent-Monoschicht
entweder von einem Zustand kollektiv gleichgerichteter oder einem solchen ohne Neigung, in
einen Zustand Ubergehen, der in Abb. 50 illustriert ist, in dem weder eine Positions- noch eine
Orientierungsfernordnung gegeben ist und somit eine weniger eng und regelmalig gepackte
Struktur der Alkylketten reflektiert, die im IR entsprechend hthere Werte der Signale der
Vas(CH,)-Schwingung hervorruft. Damit ware auch zu erklaren, warum Fix et al.®” in GIXD-
Experimenten bel der enantiomerenangereicherten Monoschicht selbst bei sehr hohen Ober-
flachendriicken keine Beugungsreflexe detektieren konnten. Dies ist gleichzeitig ein Hinweis
darauf, dafi3 die im AFM beobachteten Strukturen nicht erst durch den Transfer auf den festen
Tréger induziert werden, sondern bereits vorher auf der waRrigen Subphase vorliegen.’

In der Literatur findet sich neben den bereits in diesem Abschnitt zitierten Arbeiten nur
eine weitere, in der das Grenzflachenverhalten racemischer und enantiomerenreiner Amphi-
phile verwandten Typs miteinander verglichen wurden. Bei der Untersuchung von Langmuir-
Filmen von 2-Hydroxyhexadecansaure durch Neumann et al.'® wurde auf thermody-
namischer Ebene eine leicht homochirale und mit Hilfe der IRRA-Spektroskopie in bezug auf
den Grad der konformativen Ordnung eine schwach heterochirae Diskriminierung diag-
nostiziert, wobel letztere alerdings aufgrund der geringen Anzahl von Wiederholungsmes-
sungen nicht als signifikant eingestuft werden konnte. Davon abgesehen weisen die M/A-
Isothermen und der Verlauf der Datenpunkte der v.(CH,)-Schwingung, vom Gesamt-
charakter her betrachtet, fir den Fall der reinen walrigen Subphase eine sehr groflRe Ahnlich-
keit zu den hier présentierten Ergebnissen auf. Bemerkenswerterweise gelang es bei der 2-
Hydroxyhexadecansaure, das Vorzeichen der chiralen Diskriminierung Uber die Wahl der
Zusammensetzung der Subphase zu steuern: Bei IRRAS-Messungen im Bereich kleiner
Flachen pro Molekil wurde auf bleikationenhaltiger Subphase eine signifikante heterochirale
und bei Anwesenheit von Zn**-lonen eine signifikante homochirale Diskriminierung fest-
gestellt. Zurtickgefuihrt wurde dieses Phanomen auf eine offenbar stereospezifische Komplex-

" Die Vorbehalte, die gegeniiber vergleichenden Untersuchungen von Langmuir- und

Langmuir-Blodgett-Filmen geltend gemacht werden, sind generell berechtigt, weil die
unterschiedlichen Substrate und in der Folge Wechselwirkungen mit der Kopfgruppe
haufig einen entscheidenden Einflul® auf die Organisation der Monoschicht insgesamt
haben. Dies ist inshesondere bei den sogenannten sich selbst-anordnenden Monolagen
(self assembled monolayer, SAM) der Fall, in deren Zusammenhang gerne das Funda-
mental prinzip der Selbstorganisation der Materie zitiert wird. Der Autor halt die Verwen-
dung des Terminus der Selbstorganisation in diesem Zusammenhang fur nicht angebracht.
Ebenso wiirde wohl niemand auf die Idee kommen, hinter einem Ensemble von Eiern in
einer vorgeformten Eierschale das Wirken eines solchen Prinzips zu vermuten. Milder
ausgedrickt, soll hier der Hinweis darauf gegeben werden, dal? der templatdirigierende
Effekt des Substrats haufig enorm unterschétzt wird. Dies gilt ganz besonders fir die am
intensivsten untersuchte Gruppe der Thiole auf Goldtragern.
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bildung zwischen der Hydroxyl- und/oder Saurefunktion mit den im Sinne des Pearsonschen
HSAB-Konzepts unterschiedlich harten Metallkationen.

Der Grund fur die, wenn Uberhaupt nur schwachen, chiralen Wechselwirkungen bei den
Monoschichten der 2-Hydroxyhexadecansdure im Gegensatz zu den deutlich ausgepragteren
bei den Filmen der M-2,3-DHO kann vielerlel Ursprungs sein; der auffalligste Unterschied
zwischen diesen Verbindungen ist in dieser Hinsicht jedoch die unterschiedliche Zahl
stereogener Zentren — ein Gedanke, der im folgenden Unterkapitel wieder aufgegriffen wird.

3.3. Zusammenfassende Diskussion

In diesem Kapitel wurden drel verschiedene Regioisomere vicina dihydroxylierter
Methyloctadecanoate untersucht. Die Lage der Diolgruppierung wurde so variiert, dal3 prinzi-
piell unterschiedliche Topologien resultieren: Ein klassisches Bolaamphiphil beim end-
stéandigen M-17,18-DHO, ein bipolares Amphiphil beim mittenstandigen M-9,10-DHO und
ein gewohnliches monopolares beim M-2,3-DHO, bei dem die zweite polare Gruppierung
direkt zur Estergruppe benachbart ist, die zusammen als eine einzelne, vergrofRerte Kopf-
gruppe aufgefaldt werden mussen.

Erwartungsgeméld zeigte sich, dal3 die Variation der Lage der zweiten polaren Grup-
pierung, oder anders ausgedriickt die Lange des hydrophoben Spacers zwischen ihnen, einen
entscheidenden Einflul? auf das Grenzflachenverhalten dieser Amphiphile hat. Ein Vergleich
zwischen den Diastereomeren gleicher Regioisomere (M-syn- und M-anti-9,10-DHO) und der
Vergleich zwischen racemischen Mischungen und den jeweiligen enantiomerenangereicherten
Verbindungen macht das Wirken weiterer stereochemischer Einflul3faktoren deutlich. Zusam-
mengenommen liegt ein hochgradig komplexes Wechselspiel von Bestimmungselementen
vor, die die Affinitdt unterschiedlicher Teile der Amphiphile zur Subphase steuern, die das
Verhdltnis von attraktiven van-der-Waals-Kréften und H-Briicken einerseits und sterischer
Repulsion von Hydroxylgruppen, die als Packungsstorelemente wirken andererseits, vermit-
teln und die die chiralen Wechselwirkungsmdglichkeiten durch die gegenseitige Orientierung
der stereogenen Zentren zueinander determinieren.

(@ Von den untersuchten Verbindungen nimmt M-syn-9,10-DHO eine Sonderstellung
ein: Im Gegensatz zu den 2,3- und 17,18-1someren konnten weder auf thermodynamischer
Ebene noch im Rahmen der IRRAS-Messungen chirale Diskriminierungseffekte festgestellt
werden und die Monoschichten sind von deutlich expandierterem Charakter, mit einer ausge-
pragten, bel sehr grofien Flachenwerten beginnenden LE-Phase und einem relativ hoch-
liegendem Plateau in der M/A-lIsotherme. Dies ist vermutlich auf eine hdhere Affinitdt der
vicinalen Hydroxylgruppen zur Subphase zurlickzufihren, die eine Orientierung der Amphi-
phile bedingt, in der sie eine grofRe Flache pro Molekil okkupieren, so dal3 sie bereits zu
einem frihen Zetpunkt der Kompression miteinander in Wechselwirkung treten. Unter der
Annahme, dal3 sich die OH-Gruppen auch im weiteren Verlauf nicht von der Subphase
ablosen, erklart sich der relativ grol3e Energieaufwand, der fUr das Zusammenschieben des
Films notig ist. Im Unterschied dazu wird bei den anderen Diastereomeren entweder von
einem Hip-Prozef3 ausgegangen, oder es liegt von vornherein ein monopolares Amphiphil
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vor, so dal3 sich Méglichkeiten ergeben, dem &ufieren lateralen Druck langer auszuweichen,
was zu vergleichsweise niedrigen Oberflachendriicken der Plateauregionen fuhrt.

(b) Die Lage der Diolgruppierung hat auch in den Fallen weitere Auswirkungen, in denen
bei kleinen Flachenwerten eine im wesentlichen vertikale Orientierung vorliegt. Die kleinsten
Wellenzahlen der v.(CH,)-Schwingung wurden beim M-anti-9,10-DHO gemessen, etwas
hohere weisen die Filme von M-syn-2,3- und M-17,18-DHO auf. Gleichzeitig wurde bei den
GIXD-Messungen festgestellt, dal? die M-anti-9,10-Amphiphile keine, die M-syn-2,3- und M-
17,18-DHO-Amphiphile dagegen eine Neigung von ca. 25° aufweisen. Dieser Sachverhalt
kann wie folgt gedeutet werden: Die van-der-Waals-Kréfte zwischen den hydrophoben Seg-
menten der Alkylketten sind umso wirksamer, je ndher sie sich kommen. Die Querschnitts-
flache des die vic-OH-Gruppen tragenden Segments ist etwas groRer as die ener
Methylengruppe, so dal3 sie zunéchst eine Anndherung unter einen bestimmten Schwellenwert
verhindern. Dies kann jedoch im Fall der Extreme (2,3- und 17,18-Isomere) umgangen
werden, in dem sich die Moleklle neigen, ohne dal3 sich an den H-Bricken-Verhdtnissen
entscheidendes andert. Bei dem mittenstandigen Isomer ist dies nicht so ohne weiteres
madglich, es liegen ausgeglichene Verhdltnisse vor zwischen der summarischen Stérke der
vdW-Kréfte und den attraktiven Wechselwirkungen, die Uber die H-Bricken vermittelt
werden. Der Unterschied zwischen den 2,3- und 17,18-1someren besteht nun darin, dal3 durch
die Stellung beim 2,3-1somer — unabhdngig vom Neigungswinkel — eine insgesamt grofRere
Kopfgruppe resultiert, die einen entsprechend grofReren FHéachenbedarf bewirkt, was sich
insbesondere in der Endphase der Kompression auswirken miidte. Das konnte evtl. der Grund
fur das bei htheren Oberflachendriicken verlaufende Plateau sein.

(c) Sient man zunéchst von konkreten Grofdenskalen ab, auf denen sich chirale Diskri-
minierungseffekte offenbaren, so ist festzustellen, dal? die Lage der OH-Gruppen entlang der
Kette fir die Frage, ob sie Uberhaupt auftreten, irrelevant ist. Zient man alle angewandten
Untersuchungsmethoden in die Betrachtung mit ein, bildet M-17,18-DHO eine Ausnahme. ES
ist das einzige Isomer, bel dem der rac- und ent-Film ein absolut identisches Phasenverhalten,
d.h. auf thermodynamischer Ebene kein chirales Verhaten zeigen. Dabei konnten mit Hilfe
der anderen Methoden (BAM, IRRAS, GIXD) z.T. betrachtliche chirae Effekte beobachtet
werden, beispielsweise unterscheiden sich die Domanenformen stark voneinander. Das 17,18-
Isomer unterscheidet sich von den anderen dadurch, dal3 es nur ein stereogenes Zentrum
enthdlt; die OH-Gruppe am Cig-Atom bzw. deren Wechselwirkungen zu anderen OH-
Gruppen tragen nichts zu chiralen Wechselwirkungen bel. Es ist daher denkbar, dal3 die
schwécheren chiradlen Kréafte, hervorgerufen durch nur ein stereogenes Zentrum, zwar
ausreichen, um auf molekularer (Konformationsordnung) und struktureller Ebene
(Packungsanordnung, Subzelle) und auch in bezug auf die Morphologien (Doméanenform)
Unterschiede hervorzurufen, dald sie aber nicht stark genug sind, um das Phasenverhalten zu
beeinflussen.

(d) Bei den Verbindungen, die chirale Effekte zeigen, wurden Anhaltspunkte daftr gefun-
den, dal3 bei den racemischen Filmen eine einheitliche Tendenz zur Bildung von Antipoden-
Dimeren vorherrscht und somit die chirale Diskriminierung als heterochirale Kennung einzu-
ordnen ist (die sich gleichwohl unterschiedlich auf3ern kann). Des weiteren wurde als Trieb-
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kraft dafir die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen erkannt. Dies wurde durch
Untersuchungen an ausgewahlten Vertretern entsprechender dimethoxylierter bzw. diacetoxy-
lierter Verbindungen an der Luft/Wasser-Grenzflache untermauert, bei denen sie chiralen
Effekte entweder vollig verschwunden oder auf ein sehr kleines Ausmal? geschrumpft sind.!®*

Damit hat sich im Grunde auch erneut, d.h. bei einer weiteren Klasse von Amphiphilen,
die These bestétigt, nach der die Mdglichkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken-
bindungen eine wesentliche Voraussetzung fir das Auftreten chiraler Diskriminierungseffekte
in zweidimensionalen Systemen ist. Umgekehrt ausgedriickt, scheint es haufig nicht auszu-
reichen, dal3 Uberhaupt stereogene Zentren, sprich Zentren, die eine komplett asymmetrische
Raumlichkeit erzeugen, zugegen sind, solange sich dies nicht auch in entsprechenden
asymmetrischen Kréften widerspiegelt, die darlber hinaus anscheinend eine bestimmte mini-
male Reichweite und Stérke haben missen.
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4. Biomimetische Systeme — Wechselwirkungen von
Modellmembranen mit Peptiden

Die Eignung von Langmuir-Filmen fur die Untersuchung von bestimmten Frage-
stellungen im Bereich der Biomembranforschung wurde in der Vergangenheit in zahlreichen
Arbeiten belegt. Ahlers et al.®® fassen in einem Ubersichtsartikel die Aufsitze bis zum Jahr
1990 zusammen. Ein eindrucksvolles Beispiel aus jlungerer Vergangenheit, ist das Studium
der enzymatischen Hydrolyse von Phospholipiden durch Phospholipase, die mit Hilfe der IR-
Spektroskopie, ™ der Rontgenbeugung unter streifendem Einfall (grazing incident X-ray
diffraction, GIXD),'*? sowie der Fluoreszenz-'*'*? und Brewster-Winkel-Mikroskopie'*®
beobachtet wurde. Dies verdeutlicht auch die Vielfalt der potentiell zum Einsatz kommenden
Untersuchungsmethoden. Die beiden wichtigsten anderen biomimetischen Methoden sind
Studien anhand von uni- oder multilamellaren Vesikeln oder von multilamellaren Lipid-
Doppelschicht-Dispersionen. Ungeachtet der zweifellosen Erfolge, die mit diesen Systemen in
bezug auf eine ganze Reihe verschiedener Fragestellungen errungen wurden, weisen sie doch
gegenuiber Langmuir-Filmen einige inhérente Nachteile auf:

- Der Bereich, in dem die Lipidzusammensetzung variiert werden kann, ohne damit
auch die Oberflachenkrimmung und den Phasenzustand der Modellmembran zu
beeinflussen, ist beschrank.

- Es ist kaum mdglich, unabhéngig voneinander die laterale Packung der Lipide
einerseits und die Lipidzusammensetzung andererseits zu regulieren.

- Es ist generell schwierig — auch bel gegebener Lipidzusammensetzung — den
physikalischen Zustand (z.B. die GroRRe der Veskel bzw. ihre GroRenverteilung)
solcher Dispersionen zu reproduzieren, da er in hohem Mal3e von der Praparations-
methode beeinflul3t wird.

- Die Zugabe der Peptide oder Proteine erfolgt haufig bereits beim Préparieren dieser
Phasen. Dies stellt, insbesondere bel multilamellaren Systemen, insofern ein Manko
dar, as die Peptide einem im Vergleich zur extrazelluldren Sphére natlrlicher Zell-
membranen artifiziellen Medium ausgesetzt werden, das bereits zu strukturellen
Veranderungen oder zur Bildung von Assoziaten fuhren kann.

Der Gerechtigkeit halber, soll auch ein wesentlicher Nachtell von Langmuir-Filmen nicht
unerwahnt bleiben, der gewissermal3en in der Natur der Sache liegt: Ein Langmuir-Film
représentiert nur eine Hélfte einer Lipid-Doppelschicht einer Membran, so dal3 beispielsweise
Studien von transmembranen Proteinen im Prinzip nicht durchgefihrt werden kénnen. Eine
Ubersicht tber die generellen Moglichkeiten und Vorziige des Einsatzes von Monoschichten
als Modellmembranen und die zur Anwendung kommenden Methoden findet sich in [106].

Im folgenden wird zunéchst eine generelle Einfihrung in das unibersichtliche Feld des
Gegenstandes dieses Kapitels gegeben: Antimikrobielle Peptide. Sodann erfolgt eine kurze
Charakteriserung des konkreten Vertreters dieser Substanzklasse, der im Rahmen dieser
Arbeit ndher untersucht wurde, namlich das Surfactin.



Biomimetische Systeme Seite 91

4.1. Antimikrobielle Peptide

Ein aktuelles Problem im Feld der Biomembranforschung ist die Aufklarung des Wirk-
mechanismus von natirlich vorkommenden, antimikrobiell wirksamen Peptiden — haufig auch
als Peptid-Antibiotika bezeichnet. Sie machen den zur effektiven und pathogen-spezifischen
aber im Vergleich zur Proliferationsrate von Mikroben relativ langsam reagierenden Immun-
abwehr komplementéren Tell des Immunsystems einer ganzen Reihe verschiedenster Lebe-
wesen bzw. Organismen aus, darunter Bakterien, Protozoen, Pflanzen, Insekten, Fische,
Amphibien und Saugetiere, einschlieflich des Menschen.**”

Der Grund fur das wachsende Interesse, das den antimikrobiellen Peptiden (AP) ent-
gegengebracht wird, ist v.a. in der algemeinen Zunahme schwerer Pilzinfektionen sowie dem
vermehrten Auftreten von Multiresistenzbildungen bei Bakterien gegenliber konventionellen
Antibiotika zu suchen, die nicht zuletzt durch ihren weltweiten und héufig Uberreichlichen
und unsachgemédl3en Einsatz (z.B. als sog. Leistungsforderer in Mastbetrieben der Land-
wirtschaft) hervorgerufen werden. Es ist daher eine vordringliche Aufgabe der medizinischen
Forschung, dieser Herausforderung durch die Entwicklung neuartiger Antibiotika zu
begegnen. Des weiteren besitzen einige AP auch antivirde Wirkung. So wurde kirzlich
gezeigt, dal’ der Hauptbestandteil des Bienengiftes, Mdlittin, die Vermehrung von Humane
Immunschwéche-(HI)-Viren in vitro hemmt.[**® Auch bei der Bekampfung anderer gefahr-
licher Infektionskrankheiten, fur die bisher nur makig wirksame Therapeutika zur Verfigung
stehen, wie z.B. die durch Plasmodium falciparum hervorgerufene Malaria tropica, an der bis
heute jahrlich ca. 1 Mio. Menschen sterben, sind AP — natirliche oder synthetisch modifi-
Zierte Derivate — aussichtsreiche Kandidaten fiir hochpotente neue Wirkstoffe,'*

Historischer Uberblick und aktuelle Entwicklungen

Schon seit Uber 50 Jahren ist bekannt, dal3 beispielsweise die Thionine der Pflanzen in
vitro das Wachstum von Bakterien und Pilzen hemmen, und bereits in der Zeit nach dem
ersten Weltkrieg konnte gezeigt werden, dal3 die Injektion von Bakterienkulturen in Insekten
die Bildung von Substanzen induzierte, die die Bakterien auflosen. Dennoch ist der For-
schungszweig der endogenen AP eukaryontischen Ursprungs noch recht jung. Vor allem zwei
Ereignisse markieren Mellensteine auf diesem sich von nun an stirmisch entwickelnden
Sektor.® Zum einen die Entdeckung und Aufklarung der Struktur des ersten natiirlich vor-
kommenden AP in der Seidenraupe (Hyalophora cecropia; danach Cecropin genannt) im
Jahre 1980 durch H.G. Boman;!**! im folgenden Jahrzehnt wurde eine ganze Reihe weiterer
AP bei Insekten gefunden. Und zum anderen beobachtete M. Zadoff 1987, dal3 Frésche nach
unsterilen chirurgischen Eingriffen keiner Antibiotika zur Wundheilung bedurften, woraufhin
es ihm gelang, aus der Haut des afrikanischen Klauenfroschs (Xenopus laevis) zwei AP

8 Zur lllustration dieses Sachverhalts mag die Entwicklung der Zahl der Eintrége von

sequenzaufgekléarten AP in der ,Antimicrobial Sequences Database” von A. Toss
(http://www.bbcm.univ.tieste.it/~tossi/pagl.htm) dienen (dielediglich eukaryontische AP
berticksichtigt): wies sie zum Ende des Jahres 1980 erst 10 Eintrége auf, waren es 1990
bereits 120, und wuchs schliefdlich bis zum Ende des Jahres 2001 auf Uber 700 an.
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(Magainin 1 und 2) zu isolieren."" Bei Insekten und Amphibien stellen AP den Hauptschutz
gegen eindringende Bakterien, Protozoen und Viren sowie gegen Pilzbefall dar.

Im Gegensatz zum adaptiven Zweig des Immunsystems werden AP bei einer Infektion
sehr schnell mobilisiert, oder sie konstituieren und kontrollieren — insbesondere bei htheren
Organismen — als Teil der nattrlichen Flora auf Epithelzellen (auf denen der Haut, aber auch
der Luftréhre und Bronchien und des Darms) eine erste Schutzbarriere gegen eine Vielzahl
von Eindringlingen. Neben den drei bisher bekannten Klassen humaner antimikrobieller
Peptide von Epithelzellen (die Cathelicidine, Defensine und Protegrine) ist vor nur wenigen
Monaten eine vierte Klasse entdeckt worden. Das Dermatologen-Team unter der Leitung von
Birgit Schittek von der Eberhard-Karls-Universitdt in Tubingen konnte aus den Schweil3-
driisen ein AP isolieren, das mit dem Schweil3 an die Hautoberfléche tritt und sich dort
ausbreitet. Das Dermcidin genannte Peptid besteht aus 47 Aminosduren, weist bemerkens-
werterweise keine Homologie zu anderen AP auf und zeigt ein breites Wirkspektrum gegen
Gram-positive und Gram-negative Bakterien sowie gegen Pilze™'? Im Unterschied zu den
Defensinen und Cathelicidinen, die erst bel Verletzungen oder Infektionen, die bereits
eingetreten sind, freigesetzt werden, ist Dermcidin dauerhaft vorhanden. Die Wirksamkeit
bleibt unter den leicht sauren pH-Bedingungen des Schweil3es erhalten und wird auch durch
die hohen Salzkonzentrationen im Schweild nicht beeintrdchtigt. Die Entdeckung von
Dermcidin trdgt auch zur Erklarung der von Dermatologen immer wieder gemachten
Beobachtung bei, dal3 Hautinfektionen und Ekzeme gehéuft bel Personen auftreten, die sich
sehr haufig waschen — und zwar auch, wenn sie pH-neutrale Seifen verwenden. Hatte man
bisher geglaubt, da3 vor alem der saure pH-Wert an der Hautoberflache der wichtigste
Schutzmechanismus wére, mul3 diese Ansicht nun korrigiert werden, da der Schutz offenbar
hauptsachlich durch diese antimikrobielle Substanz bewirkt wird. Es ist vorstellbar, dal3 die
Anwendung von Dermcidin langerfristig eine therapeutische Bedeutung bei Neigung zu
vermehrten Hautinfektionen erlangen kann. Uberdies wird auch tiber einen prophylaktischen
Einsatz nachgedacht.

Eine andere aufsehenerregende Entdeckung wurde vor kurzem von einem Team gemacht,
das die Lebensweise des australischen Salzwasserkrokodils (Leistenkrokodil, Crocodylus
porosus), des grofdten Reptils der Erde, erforscht, das in brackigen, mit Bakterien hochgradig
verseuchten Gewassern lebt. Der Biologe Anton Britton machte u.a. die Beobachtung, dafi3
selbst tiefe und grof3flachige Wunden, die sich die Krokodile z.B. gegenseitig bel Revier-
kadmpfen beibringen, rasch und vollsténdig abheilen. Daraufhin suchte G. Diamond im Blut
dieser Tiere nach einem antibiotischen Wirkstoff. Der unter Verdacht stehende Kandidat ist
ein isoliertes Peptid, dessen Struktur allerdings bisher nicht aufgeklart werden konnte.
Versuche, die mit Bakterienkulturen gemacht wurden, zeigten, dal3 es einem neuen ,, Super-
Antibiotikum® gleicht: es wirkte bakterizid auch auf solche Kulturen, die gegen alle bekan-
nten Antibiotika resistent sind.[**¥ Interessant ist weiterhin, daR ein solcher Inhaltsstoff im
Blut von Tieren, die in Gefangenschaft gehalten wurden, nicht gefunden werden konnte.
Ergebnisse, die in eine dhnlich erfolgversprechende Richtung weisen, wurden zuvor bereits
bei Untersuchungen des Bluts von Komodo-Waranen (varanus komodensis) erhalten.!*¥ Bis
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ein neues Medikament zur Marktreife gebracht sein wird, bedarf es alerdings noch
erheblichen Forschungsaufwands.

Struktur und unterschiedliche Wirkprinzipien

Ungeachtet ihrer Herkunft und ihres Wirkspektrums besitzen die AP einige gemeinsame
Eigenschaften:

sie sind selten aus mehr als 60 Aminosauren aufgebaut,
weisen hydrophoben und/oder amphiphilen Charakter auf,

gse sind im allgemeinen.in der Lage, die Membranen der Pathogene zu permeabi-
liseren (s.u.), und

ge tragen eine postive Nettoladung, welche das Anheften an die meist negativ
geladenen Konstituenten von Bakterienmembranen fordert.

Demgegenlber weist das Dermcidin selbst eine negative Nettoladung auf, was auf einen
wahrscheinlich anderen Wirkmechanismus schlief3en 183t. Ob es zu der (noch) sehr kleinen
Gruppe der Peptide gehort, die nicht die Membranintegritét zerstéren, sondern entweder die
Zellwandsynthese hemmen (wie beispielsweise das Bacitracin oder auch das erste entdeckte
Antibiotikum Uberhaupt, das Penicillin, welches alerdings kein Oligo-Peptid ist) oder
verhindern, dal3 die Mikroben fir sie lebenswichtige Nahrstoffe aufnehmen kénnen — zu
dieser Gruppe gehort die neue Substanzklasse der Echinocandine, die sich bel ansonsten nur
schwer zu therapierenden Pilzinfektionen as gut wirksam erwiesen haben — ist noch unklar,
aber aufgrund der fehlenden Homologie unwahrscheinlich. Die Erforschung der — bisher noch
unbekannten — Wirkweise von Dermcidin ist von grundlegender Bedeutung fur das Verstand-
nis der Abwehr von Infektionen der Haut als der wichtigsten Grenzflache beim Menschen zur
Umwelt

4.2. Membranpermeabilisierende Peptid-Antibiotika

Man unterteilt membranaktive AP (die im folgenden schwerpunktmaiig diskutiert
werden) gemdal3 ihrer Biosynthese zunéchst in zwei Unterklassen:

die durch Multienzymkomplexe synthetisierten Antibiotika, die haufig nicht-proteino-
gene Aminosauren enthalten; und

ribosomal synthetisierte Antibiotika.

Bel den letztgenannten unterscheidet man gemal ihres Ursprungs wiederum zwischen
solchen, die von prokaryontischen Zellen (die allgemein as Bacteriocidine bezeichnet
werden) und denen, die von eukaryontischen Zellen produziert werden, sowie danach, ob sie
unmodifiziert auftreten oder posttrandational enzymatisch modifiziert werden (s. Tabelle 1).

Zu der letzteren Untergruppe gehoren die von Gram-positiven Bakterien ausgeschiedenen
Lantibiotika,!** die sich, wie die enzymatisch synthetisierten Antibiotika auch, durch die
Anwesenheit nicht-proteinogener Aminosduren auszeichnen, hier speziell der namens-
gebenden Thioetheraminosaure Lanthionin.
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Tabelle 1. Klassifizierung von antimikrobiellen Peptiden (AP) nach ihrer Biosynthese, ihrer
Herkunft und Uberblick tiber einige wichtige Vertreter.

Biosynthese Produzent AP (zT. Auswahl)
Enzymatisch Bacillus Bacitracin, Gramicidin, Polymyxin B, Surfactin,
Tyrocidin
Sreptomyces Bialaphos, Valinomycin

Trichoderma viride Alamethicin

Ribosomal Bakterien allg. Bacteriocidine (z.B. Lactococcine, Pediocine)
(unmodifiziert) o -
Einkeimblattrige Thionine
Pflanzen
Insekten Apidaecin, Cecropine, Hymenoptaecin
Krebse Tachyplesine
Amphibien Brevenine, Magainine
Sauger Cathdidicine, Defensine, Dermcidine, Protegrine
Ribosomal ~ Gramnegative  Micodine
(posttrandational Bakterien
modifiziert) . I : N
Gram-positive Lantibiotika (z.B. Actagardine, Mersacidin, Nisine)
Bakterien
Wirkweise

Membranaktive AP entfaten ihre Wirkung auf eine andere Weise als konventionelle
Antibiotika. Im Gegensatz zu diesen, nimmt man an, da3 entlang ihres Wirkpfads keine
Rezeptoren oder Enzyme involviert sind.” Wegen dieses Umstands ist die Gefahr der Resis-
tenzbildung von Bakterien durch Mutation sehr gering. AP wirken in einer viel direkteren
Weise, indem sie auf unmittelbarem physikochemischen Wege die &ul3ere Hille der Mikroben
entweder durchlochern, Poren bzw. Kande bilden oder komplett zerstéren (Lyse), was
entweder zum Zusammenbruch physiologisch notwendiger Stoff- oder Potentialgradienten,
zum Audauf essentieller Nahrstoffe oder anderer Zellbestandteille oder zur volligen
Auflésung der Membran fihrt.

°® Essind vor alem zwe Befunde, die diese Annahme rechtfertigen: Zum einen, dal3 alle

bis heute untersuchten Peptid-Antibictika unabhangig von ihrer Aminosaure-Sequenz,
Grofde, Ladung, Zusammensetzung aus D- oder L-Aminosduren und ihrer Sekundéar- wie
Tertiarstruktur  eine minimale Inhibitionskonzentration (minimum inhibitory concen-
tration; MIC) im mikromolaren Bereich aufweisen; und zum anderen die Tatsache, daf3
die all-D-Enantiomere des Mélittins, Cecropins, Magainins und Androctonins, deren
natirliche Vertreter ausschliefdlich aus den entsprechenden L-Aminosduren aufgebaut
sind, dieselbe antimikrobielle Aktivitéat aufwel sen.
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Dieser im Hinblick auf die Entwicklung neuer Medikamente als Vortell zu wertende
Mechanismus stellt zugleich einen Nachteil dar, ndmlich das im Vergleich zu anderen antibio-
tischen Substanzen geringere Differenzierungsvermodgen zwischen den Zellen der Pathogene
und denen ihrer Wirte. Viele von den bisher mehr als 700 entdeckten AP toten nicht nur
Mikroorganismen sondern haben auch cytotoxische Eigenschaften gegeniiber Saugetier- bzw.
humanen Zellen (z.B. Erythrocyten). Dies macht es um so nétiger, die grundlegenden
Prinzipien des molekularen Mechanismus von AP zu erforschen, um schliefdlich auch im
Rahmen eines potentiellen de novo-Designs neuer zellspezifischerer Derivate auf die
Parameter Einflul3 nehmen zu kdnnen, die ihre Selektivitéat steuern.

4.2.1. Strukturelle Diversizitat und Wirkspektrum

Gleichwohl ihrer gemeinsamen Wirkweise, zeigen membranaktive AP eine bemerkens-
werte strukturelle Vielfalt. Auch die Beziehung zwischen ihrer Struktur und ihres Spektrums
antimikrobieller Aktivitat ist komplexer Natur, da selbst AP des gleichen strukturellen
Subtyps eine unterschiedliche Wirkung auf Gram-positive (G*), Gram-negative (G') Bak-
terien, auf Hefen, Pilze und Viren sowie auf eukaryontische bzw. Saugetier-Zellen haben
konnen. Beziiglich ihrer Struktur teilt man AP in folgende Klassen ein:**>**]

() Kurze (< 40 Aminosauren), lineare AP,

Sie besitzen eine hohe Neigung zur Ausbildung einer amphiphilen a-Helix und tragen
eine positive Nettoladung; sie machen mit mehr als 150 bekannten Vertretern die grofite
Klasse aus. Aufgrund ihrer weiten Verbreitung sind sie die am besten untersuchten AP, fur
die auch bereits Struktur-Wirkungsbeziehungen (structure activity relationships, SAR)
existieren. Giangaspero et al."*® konnten zeigen, dal? mindestens 7 physikochemische Para-
meter ihre biologische Aktivitdt bzw. Selektivitdt steuern: die Groflle und Sequenz, das Aus-
mal3 der Ladung, Hydrophobizitét, der Amphipatizitdt und Helizitdt sowie der Winkel, der
zwischen der hydrophoben und hydrophilen Seite der a-Helix aufgespannt wird. Innerhalb
dieser Familie gibt es AP, die

nur gegen G'-Bakterien wirken, wie das Cecropin A;

aktiv gegeniiber G*- und G -Spezies sind und dariiber hinaus eine fungizide Wirkung
haben, wie die Magainine und Dermaseptine, und solche die

gleichermal3en prokaryontische wie Saugetierzellen attackieren, z.B. Mdlittin,
Pardaxin und das humane cecropindhnliche LL-37.

(b) AP, die D-AS enthalten;

Aufgrund dieses Umstands zeigen sie in einigen Fallen ungewohnliche Sekundarstruktur-
motive. Gramicidin A weist beispielsweise eine aternierende Sequenz aus D- und L-Amino-
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sduren auf und bildet eine rechtshandige B-Helix™® aus. Alamethicin hingegen bildet eine
rechtsgangige a-Helix; zudem gehort es gleichzeitig zu der Klasse der Peptaibole [siehe (€)].
Andere wiederum, wie Gramicidin S, Tyrocidin A und das Lipopeptid Surfactin (s. Kap. 4.3.),
haben ein makrocyclisches Riickgrat. Diese Klasse zeigt ein breites Wirkspektrum (G*,G™ und
antiviral) und ist in hohem Mal3e toxisch fir Saugetierzellen. Alamethicin und Surfactin
gehtren darlber hinaus zu den ganz wenigen Vertretern negativ geladener AP, was im
Hinblick auf ihren Wirkmechanismus relevant ist, weil Bakterienmembranen durch eine
hohen Gehalt acidischer (und damit negativ geladener) Phospholipide charakterisiert sind, so
da3 hier en in erster Linie durch elektrostatische Kréfte gesteuerter Mechanismus
ausgeschlossen werden kann (s. Kap. 4.2.3.). Ebenso ist unklar, inwieweit die Ringbildung
der makrocyclischen AP fur ihre biologische Aktivitét erforderlich ist. Im Falle des
Gramicidins S, dessen Ring eine Sfdtblattdhnliche Struktur hat, zeigte sich, dald jeder
Aminosaureaustausch, der dieses Strukturmotiv stort, zu einem fast kompletten Verlust
jeglicher antimikrobiellen Aktivitat fuhrt.'® Umgekehrt gibt es aber auch Hinweise darauf,
dald cycliserte Analoga von in der Natur vorkommenden linearen AP eine unverminderte
Wirkung entfalten.[*

(c) AP, die eine oder mehrere Disulfidbriicken enthalten;

In Abhangigkeit von der Anzahl der Disulfidbricken findet man unterschiedliche
Strukturmotive. Die Familie mit einer Disulfidbriicke, zu der bspw. die Brevenine und das
Bactenecin gehdren, besitzen am C-terminalen Ende typischerweise eine Haarnadelstruktur
oder weisen eine cyclische SSchleifenstruktur auf. Sie Uben hauptséchlich eine Wirkung auf
G -Bakterien. Zu den AP mit zwei Disulfidbriicken gehéren die Tachyplesine und Protegrine,
die eine bicyclische, antiparalele fFaltblattstruktur annehmen und zu den Breitband-Peptid-
Antibiotika zu z&hlen sind; auf3erdem besitzen sie Anti-HIV-Wirkung. Die Defensine sind aus
ca. 50 Aminosauren aufgebaut, bilden 3 oder 4 Disulfid-Briicken und ebenfalls eine SFalt-
blattstruktur aus. Die Defensine der Pflanzen und Insekten besitzen zusétzlich eine a-Helix.
Die Defensin-Familie ist gegeniber G'-, G -Bakterien und verschiedenen Pilzen wirksam.
Und schliefdlich wurde vor kurzem eine weitere Familie mit 3 Disulfidbriicken entdeckt, deren
Vertreter eine makrocyclische Knotenstruktur besitzen, die dadurch entsteht, dal3 eine der
Disulfid-Briicken durch die beiden anderen hindurch verlauft.

(d) AP, die Thioetherringe enthalten;

Zu ihnen gehtren die oben bereits angesprochenen Lantibiotika, die genaugenommen
nicht einheitlich strukturiert sind, sondern ihrerseits wiederum in zwei Strukturtypen unterteilt

9 Die Helix des Gramicidins A ist zwar rechtsgewunden, weist aber einen ungewshnlich
grofRen Durchmesser auf und enthadlt Wasserstoffbriickenbindungen, die denen einer 5
Faltblattstruktur &hneln, weshalb hier — aller Verwirrung zum Trotz — von einer S-Helix
gesprochen wird.
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werden (Typ A — langliche Gedtalt, postive Nettoladung, Leitmolekidl: Nisin; Typ B —
globuldre Gestalt, keine oder negative Nettoladung, Leitmolekile: Cinnamycin, Mersacidin)
wobei ihnen gemein ist, dal3 sie drei 3-10-gliedrige Thioetherringstrukturen aufweisen. Nur
die Lantibiotika vom Typ A sind membranpermeabilisierend und im algemeinen nur gegen
G'-Bakterien wirksam.

(e) Peptaibole;

Sie zeichnen sich durch einen hohen Gehalt der a-Aminoisobuttersure aus und gehdren
gleichzeitig zu den Lipopeptiden, da sie einen N-Acylrest am N-terminalen Ende tragen. Ihren
Namen haben sie aufgrund der Tatsache erhalten, dal3 se am C-terminalen Ende einen 1,2-
Aminoakohol aufweisen, z.B. L-Leucinol. Peptaibole bilden eine a-helicale Struktur vom
Typ 310 aus und zeichnen sich durch eine antimycoplasmatische und antivirale Wirkung aus.

Diese Auflistung beansprucht keine Vollstandigkeit, und sie ist wegen der Zugehorigkeit
einiger AP zu mehreren Klassen auch nicht eindeutig. Ferner ist anzumerken, dal3 in ver-
schiedenen Ubersichtsartikeln bei Vorliegen mehrerer Merkmale unterschiedliche Klassifi-
zierungen getroffen werden, je nach Betonung des strukturellen Leitmotivs aus Sicht der
jeweiligen Autoren. Eine andere gangige Einteilung erfolgt lediglich nach dem Gehalt der am
haufigsten auftretenden Aminosdure innerhalb der Peptidsequenz — Tryptophan-, Prolin-,
Glycin-, Vdin-, Cystein-reich usw.

4.2.2. Die Rolle der Lipidzusammensetzung der Membran

Zur Erklérung der Selektivitdt der AP bzw. ihres unterschiedlichen Wirkspektrums
miissen der unterschiedliche Aufbau der @uf3eren Hulle der entsprechenden Spezies, ihre Zéll-
wandprofile, und die variierende Zusammensetzung der Lipide der Plasmamembran bertick-
sichtigt werden (s. Tabelle 2).



Biomimetische Systeme

Seite 98

Tabele 2: Zdlwandprofile und Phospholipidzusammensetzung der Plasmamembranen
ausgewahiter Organismen nach [121,122]; PG = Phosphatidylglycerol, PS = Phospha-
tidylserin, PC = Phosphatidylcholin, PE = Phosphatidylethanolamin, CL = Cardialipin,
LPS = Lipopolysaccharid, SM = Sphingomyelin; + = vorhanden, — = nicht vorhanden

Phosphalipid-Zusammensetzung [ Gew.-%]

Spezied/ZdItyp Cholesteral LPS
PG PS PC PE CL Andere
Fungi
C. albicans 0O 11 4 70 15° - -
C. neoformans 0O 16 51 29 0 - -
Gram-positive B.
S aureas 57 0 0 5 38 - -
S epidermis 0 O 0 1 9 - -
B. megaterium 40 0 0 40 5 15 - -
B. subtilis 29 0 0 10 47 14 - -
Gram-negative B.
E. coli 6 82 12 - +
Sal.typhimurium 33 60 - +
Ps. cepacia 18 82 - +
Erythrocyten 0O 14 31 30 25° + -

aSM  "lyso-PG  ©SM: 24, Phosphatidylinosital (PI): 1

Die Hille der G -Bakterien besteht aus einer inneren und einer aulReren Membran. Die

aulere Membran kann ebenfalls als Doppelschicht aufgefaldt werden, ist jedoch asymmetrisch
aufgebaut, mit einem hohen Anteil stark negativ geladener Lipopolysaccharide (LPS), die sich
ausschliefdlich in der auf3eren Monoschicht befinden und einer inneren Monoschicht, die nur
aus Phospholipiden zusammengesetzt ist. Unterhalb der &uf3eren Membran schliefdt sich eine
dunne Peptidoglycan-Schicht (Murein) an, die sie von der inneren Membran trennt und den
grofdten Teil des periplasmatischen Raums ausmacht. Die innere (cytoplasmatische) Membran
ist eine reine Phospholipiddoppelschicht und entspricht damit der Cytoplasmamembran von
G'-Bakterien, die keine duRere Membran besitzen, dafiir jedoch eine im Vergleich sehr viel

dickere Murein-Schicht, die sie nach aufen schiitzt. In Abb. 55 findet sich eine schematische

Wiedergabe der Zellwandprofile von G*- und G -Bakterien.
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Abb. 55; Schematische Darstelung des Aufbaus der Membran von (A) Gram-negativen
und (B) Gram-positiven Bakterien; LPS = Lipopolysaccharid

Obwohl die Lipidzusammensetzung der inneren Membran in Abhéngigkeit von der
Lebensumgebung der Bakterien variieren kann und auch die Lipid- und Glycolipid-Zusam-
mensetzung innerhalb der Gruppe der G'-Bakterien von Stamm zu Stamm stérker variiert, als
dies bei den G-Bakterien der Fall ist, gibt es sowohl charakteristische Gemeinsamkeiten
gegeniber humanen Erythrocyten (die als reprasentativ fir Saugetierzellen betrachtet werden
konnen) als auch typische Unterschiede zwischen G*- und G -Bakterien.

Gemeinsam ist ihren inneren Membranen, dal3 sie — neben einem schwankenden Gehalt
an Cardiolipin (CL) — aus einem hohen Anteil negativ geladener Phospholipide (hauptséachlich
Phosphatidylglycerol [PG]) und Phosphatidylethanolamin (PE) bestehen. Der Unterschied
zwischen ihnen besteht im Verhdltnis dieser beiden Lipide: im algemeinen findet man in G -
Bakterien einen weitaus hoheren Anteill an PE, das bei ihnen ca. 60-80 % der gesamten



Biomimetische Systeme Seite 100

Phospholipide ausmacht. Im Gegensatz zu den prokaryontischen Membranen ist fur die
Saugetierzellen nun charakteristisch, daf’ ihre auf3ere Monoschicht der Plasmamembran
ausschliefdlich aus neutralen, bzw. zwitterionischen Phospholipden aufgebaut ist (im wesent-
lichen Phosphatidylcholin (PC) und Sphingomyelin (SM)). Die innere Monoschicht enthélt zu
grofdten Teilen PE und Phosphatidylserin (PS). Daneben zeichnet sich die Doppelschicht
durch die Anwesenheit von Cholesterol (in beiden Héften der Doppelschicht) aus, dem eine
membranstabiliserende Funktion zugeprochen wird und as Bestandteil erkannt wurde, der
Erythrocyten beispielsweise vor Attacken von Magainin 2 zu schiitzen vermag.*??

Zusammenfassend ergibt sich damit folgendes vorlaufiges Selektivitétsmuster:

Kationische AP sollten tber Coulomb-Wechselwirkungen bevorzugt an anionische Bak-
terienmembranen binden und in einem schwéacheren Mal3 an zwitterionische Sduge-
tierzellen.

- Mit zunehmender positiver Ladung sollte diese Selektivitét ausgeprégter sein.

- Mit Zunahme der Zahl hydrophober Seitenkettenreste in der Aminosauresequenz bzw. mit
zunehmendem amphipatischen Charakter sollten auch geladene AP Uber hydrophobe
Wechselwirkungen in stdrkerem Mal3e in der Lage sein, Erythrocytenmembranen zu
attackieren.

- Als diskriminierende Faktoren der unterschiedlichen Affinitét gegeniber G'- und G -Bak-
terien kommen die Bestandteile LPS und PE in Frage. Wahrend das differenzierende
Moment beim LPS elektrostatischer Natur sein dirfte, gibt es Hinweise darauf, dal} es
beim PE Packungseffekte sind: Zum einen ist die Kopfgruppenflache des PE kleiner as
die Querschnittsflache der Alkylketten und zum anderen ist es in besonderem Mal3e dazu
befahigt, intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden, was zusammenge-
nommen zu Phasen fihrt, die durch eine sehr enge Packung der Alkylketten charak-
terisert sind.l**"

- Cholesterol als Komponente in Saugetiermembranen steigert ihre Widerstandsfahigkeit
gegenuber bestimmten AP, wobel auch hier — dhnlich wie beim PE — Aspekte der
Membrantopologie und die laterale Organisation ihrer Elemente eine Rolle spielen
konnten, so wie ganz generell davon auszugehen ist, da3 z.B. die unterschiedliche
Neigung der verschiedenen Membranlipide, gekrimmte Oberflachen zu bilden, was
insbesondere beim Insertionsvorgang der AP in die Membran von Bedeutung ist, zu einem
gewissen Grad die Selektivitdt steuern. Diese Uberlegungen werden im Ergebnis-Telil
wieder aufgegriffen.

Als komplizierender Umstand kommt hinzu, dal3 die AP wéhrend des Permeabilisierungs-
prozesses mit verschieden polaren Fragmenten (geladene Kopfgruppen und innerer hydro-
phober Alkylkettenkdrper) der Membran Kontakt haben, so dal3 die Bindungsaffinitéat zur
Membranoberflache nicht einfach mit dem Durchdringungsvermogen gleichgesetzt werden
kann.
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Aus dieser Vielzahl von Faktoren und der Variabilitdt sowohl in bezug auf die Eigen-
schaften und Strukturen der AP as auch hinsichtlich des Spektrums der Zusammensetzung
der Membranen ergibt sich ein feines Wechselspiel mit einem jewells spezifischen Optimum
der Parameter flr die Aktivitét der AP gegeniiber den verschiedenen Spezies.

4.2.3. Mechanismen der Membranpermeabilisierung

Wenn in den Abschnitten zuvor von einer gemeinsamen Wirkweise der AP gesprochen
wurde, so bezog sich dies lediglich auf ihre membranpermeabiliserenden Eigenschaften.
Davon zu unterscheiden ist der konkrete Wirkmechanismus auf molekularer Ebene (im
Englischen meist: mode of action, seltener: mode of mechanism; in der Toxikologie ist
hingegen mit mode of action die Wirkweise und mit mechanism of action der Wirk-
mechanismus gemeint). Sechs verschiedene Modelle sind bisher entwickelt und vorge-
schlagen worden,***? die im folgenden kurz vorgestellt werden sollen.* Es wird sich
zeigen, ob sich der Wirkmechanismus des Surfactins mit einem dieser Modelle vereinbaren
l&Rkt, ob sie in abgewandelter Form zutreffen oder ob evtl. ganzlich neue Vorstellungen
formuliert werden miissen.

(&) Transmembranes Helixbiindel-Modell (,,barrel-stave")

Dieses gilt als klassisches Modell und beschreibt die Bildung einer Pore durch ein
aggregiertes Bundel membrandurchspannender AP-Molekile mit a-helicaler Konformation,
deren Helixachse senkrecht zur Membranoberfléche gerichtet ist (s. Abb. 56).
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Abb. 56: Transmembranes Heixbinde-Moddl (, barrel-stave")
der Porenbildung in Lipiddoppelschichten durch a-helicale AP

1 Anm.: Da inzwischen fast ausschliefllich in englischer Sprache publiziert wird, so daf3
deutsche Bezeichnungen fir Fachtermini z.T. nicht existieren, geschweige denn, dal3 sie
gebrauchlich waren, wird hier weitestgehend auf die Entwicklung deutschsprachiger
Ausdriicke verzichtet oder die englische Bezeichnung in Klammern angegeben, um die
Verstandigung innerhalb der Forschungsgemeinde nicht unnétig zu erschweren.
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Die Helixkonformation wird bei einigen AP, die in waldriger Losung als strukturloses
Knéauel vorliegen, erst in der Umgebung der Lipidmembrane bzw. wéhrend des Assoziations-
prozesses mit der Membran ausgebildet. Bevorzugt werden diese Helixblindel von stark
hydrophoben und nur schwach geladenen AP geformt. Anderenfalls wére die elektrostatische
AbstoRung zwischen den Helices innerhalb eines solchen Assoziats zu grof3. Als gesichert
gilt, da3 Alamethicin auf diese Weise lonenkande bildet, wobei die Zahl der involvierten

Helices zwischen 3 und 11 schwanken kann.*?!

(b) Homodimer-Helixkanal-Modell

In zweierlei Hinsicht stellt das Gramicidin A einen Sonderfall dar. Zum einen wird hier
die Pore durch nur eine Helix gebildet, dessen Offnung im Inneren der Helix entlang verlauft,
wahrend im Bindelmodell der Kanal durch die gemeinsam nach innen gerichteten
AulRenseiten des Helix-Assoziats geformt wird. Und zum anderen besteht die membrandurch-
spannende SBHelix aus einem Kopf-an-Kopf orientierten Homodimer, weil die Helixlénge
eines Gramicidin A-Molekuls aufgrund der kurzen Sequenz (15 Aminosduren) lediglich der

einer Lipidmonoschicht entspricht (s. Abb. 57).
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Abb. 57: Darstelung der Porenbildung in einer Lipiddoppelschicht durch zwel Monomere des
Gramicidin A mit S-Hdixstrukur, die zundchst unabhéngig voneinander in den beiden Halften
des Membrankdrpers diffundieren und durch eine Kopf-an-Kopf orientierte Dimerenbildung
einen durchgangigen Kanal bilden. Man beachte, dal? es in der unmittelbaren Nachbarschaft des
Kanals zu einer Langenanpassung der Lipide komnt.
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(c) Toroidales,, Wurmloch“-Modéll (,,wormhol€e*)

Um die Tatsache erklaren zu kénnen, dal? auch hochgeladene positive AP transmembrane
Helixbundel-Poren aushilden, die zudem kationenselektive lonenkande sein kénnen, wurde
das barrel-stave-Modell modifiziert und zum sog. Wurmloch-Modell weiterentwickelt. In
diesem Modell formen die negativen Lipidmembranmolekile, die die positiven Ladungen der
AP-Molekiile kompensieren, zusammen mit den Peptid-Molekiilen eine toroidale Offnung der
Membran (s. Abb. 58).
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Abb. 58: Schematische Darstdlung der Bildung einer Pore in Lipid-
doppd schichten durch AP gemafid des Wurmloch-Moddlls.

Dieser Vorgang, der mit einer Reorientierung der Lipidmolekile an der Grenzflache zum
Helixblindel einhergeht, kann auch eine Vorstufe einer Micelliserung der Membranen sein,
die eintritt, wenn die Peptid-Konzentration erhéht wird. Festkdrper-NMR- und IR-Unter-
suchungen sowie Experimente mit Fluoreszenz-markierten Peptiden ergaben, dal3 Derma-
septine und Protegrine auf diese Weise mit der Membran interagieren.

(d) , Teppich*-Modéll (,,carpet”)

Dieses Modell wurde aufgrund experimenteller Befunde entwickelt, die zeigten, dal? viele
amphiphile AP, die zu kurz sind, um in a-helicaler Konformation die Membran der vollen
Schichtdicke nach zu durchdringen, eine in bezug auf die Membranoberflache parallele
Orientierung aufweisen. Zudem vermdgen auch AP mit anderen Sekundarstrukturmotiven die
Membran zu durchdringen.

Der Vorstellung zufolge verlauft die Membranpermeabilisierung in folgenden Schritten:
() Anlagerung der zumeist positiven Peptide (wobel die Ladungen haufig entlang der
gesamten Oberflache des Molekiils vertellt sind) an die negative Membranoberflache, (ii)
Ausrichtung der Peptide in der Weise, dal? die hydrophobe Oberfléche zu den Kopfgruppen
der Phospholipid-Molekile und die hydrophile in Richtung des duReren Mediums (Solvent)
weist, (iii) Selbstassoziation der Peptide auf der Oberflache, so dal} eine teppichartige Be-
deckung der Oberflache entsteht. Bei der Uberschreitung einer bestimmten Peptid-Konzen-
tration kommt es dann zu einer Rotation der Peptide, die eine Reorientierung der hydropho-
ben AS-Reste in Richtung des hydrophoben Inneren der Lipiddoppelschicht einschliefdt, und
schliefflich zu einer weitgehenden Zerstérung der Membranintegritdt. Im Gegensatz zum
barrel-stave-Modell werden hier keine lokalen AP-Blndel gebildet, und die Peptide durch-
dringen auch nicht ihrer Lange nach den hydrophoben Korper der Doppelschicht. Es ist
viemehr so, dal3 die Peptide Uber den gesamten Prozed der Permeabiliserung hindurch
Kontakt mit den Lipidkopfgruppen behaten. Deshalb bedarf es zur Durchlécherung der
Membran nach diesem Mechanismus einer hohen lokalen Peptid-Konzentration. Ob es in
einer Vorstufe dieses Prozesses auch zu einer definierten Porenbildung kommt (im Unter-
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schied zur unspezifischeren Locherbildung/Permeabilisierung) ist noch unklar, aber nach den
Angaben der Autoren dieses Modells eher unwahrscheinlich.[**”

Abb. 59: Permeabilisierung von Membranen durch AP gemal3 des Teppich-Moddls. (A) Anlagerung
der a-hdicalen und positiv geladenen AP an die Membranoberflache bis eine teppichartige Bedeckung
entstanden ist, (B) Bicdlenbildung, die eine Vorstufe der (C) Micdlisierung ist.

(e) Detergenzeffekt-Modell (,, detergent-like")

In diesem Model eines unspezifischen Wirkmechanismus wird die herbeigefihrte
Instabilitdt der Membran schlicht durch den oberfléchenaktiven Effekt derjenigen AP erklart,
die Micellen bilden kénnen. Bei kleinen Peptid-Konzentrationen wird lediglich ein leichter
Krimmungsdruck (engl.: curvature strain) auf die Membran ausgelibt, der nur zu einer lokal
begrenzten Storung flhrt, jedoch nicht zur Aufhebung ihrer Gesamtintegritét. Hohere
Konzentrationen bewirken dann zunachst die Bildung von Bicellen (kleine abgegrenzte
Sticke der Lipiddoppelschicht, die von den Detergenzmolekiilen umschlossen sind) und
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fuhren schliefdlich zur kompletten Micelliserung der Plasmamembran. Zur Durchlécherung
der Membran mul3 auch hier eine relativ hohe lokale Konzentration von AP-Molekilen
vorliegen. Aus jungsten Modéllstudien mit Phospholipid-Vesikeln geht hervor, dal3 Surfactin
seine antimikrobielle Aktivitat aufgrund dieses Tensideffekts entfalten konnte.[*

(f) In-plane Diffusionsmodell

Verschiedene elektrophysiologische Experimente, bei denen die Leitfahigkeit quer zur
Membran in Gegenwart von AP in mittelhohen Konzentrationen gemessen wurde, zeigten,
dai? einige AP keine definierten lonenkandle an distinkten Orten der Membran bilden, sondern
es nur zu kurzzeitigen Offnungen der Membran kommt und die Orte sowie die L eitfahigkeits-
werte dieser Poren besténdig wechseln. Um diese Befunde erkléren zu kénnen, hat Bechinger
das in-plane Diffusionsmodell entwickelt.*” Danach diffundieren die einzelnen, meist
positiv geladenen und amphipatischen Peptid-Molekile unabhéangig voneinander entlang der
Membranoberflache und tben nur loka eine kleine Stérung auf die Membran aus, was einem
metastabilen Zustand entsprechen soll. Jedoch andern sie permanent den Abstand und die
Orientierung zu den jeweils anderen AP-Molekilen. Sobald nun eine gewisse ,kritische
Distanz' zwischen zwei oder mehreren Peptiden unterschritten wird, summieren sich die
lokalen Stérungen in einer Weise, dal3 es zur Bildung von durchgehenden aber nur kurz-
lebigen Offnungen kommt. Die unterschiedliche Hohe der Leitfahigkeitswerte erklart sich
dann aus dem Wechsel der Anzahl und Winkelvertellung der loka zusammentreffenden
, Diffusionseinheiten’.

Waéhrend fUr einige gut untersuchte AP eine unzweifelhafte Zuordnung zu einem dieser
Modelle vorgenommen werden kann, ist es doch fur die Mehrzahl der bekannten AP
schwierig, eindeutige Aussagen zu treffen, was enerseits an sich widersprechenden Re-
sultaten liegt, die mit verschiedenen Untersuchungsmethoden gewonnen wurden, andererseits
aber auch, well es sich bei diesen Modellen z.T. um Alternativvorstellungen handelt. Denkbar
ist auch, dai3 die Peptide in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration und anderer
experimenteller Randbedingungen auf unterschiedliche Weise mit der Membran interagieren.
So geht man z.B. davon aus, dal3 alle amphipatischen AP bel hinreichend hohen Konzen-
trationen einen Detergenzeffekt ausiben. Bei geladenen und bipolaren AP kann zudem
erwartet werden, dal3 der transmembrane elektrische Potentialgradient eine Rolle bei der
Assoziation, Ausrichtung und Insertion der Peptide spielt — ein Faktor, der bisher nur
ungeniigend in die existierenden mechanistischen Modelle integriert wurde.

Die Aufklarung eines konkreten Mechanismus umfaldt in jedem Fall die Beantwortung
einer Reihe zu klérender Fragen:

- Ist die Bindung an die Membranoberfléche elektrostatisch gesteuert oder resultiert sie
aus hydrophoben Wechselwirkungen?

- Erreichen die AP die Oberfléche als Monomer oder Oligomer?

- Welche Strukturmotivanderungen gehen maoglicherweise mit der Bindung an die
Oberflache einher? Kommt es an der Oberfléche zu einer Selbstassoziation der AP,
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und wie grold mufd die lokale Konzentration sein, die nachfolgend die Permeabi-
liserung bewirkt?

- Wie sind die AP orientiert, durchdringen sie der Lénge nach senkrecht die Membran
oder liegen sie flach auf der Oberflache?

- Induziert die Peptidinsertion eine Phasenanderung der Membranlipide, kommt es evtl.
vor und wahrend des Durchdringungsvorgangs zu Entmischungsphdnomenen in
Peptid-reiche und -arme Lipid-Doméanen?

- Mit welchen Bestandteilen der Lipidmolekile haben die AP wahrend des Penetra
tionsprozesses Kontakt?

Im Rahmen dieser Arbeit sollte versucht werden, wenigstens einige dieser Fragen flr das
Surfactin zu beantworten, das im folgenden Abschnitt kurz charakterisiert werden soll.

4.3. Surfactin

Surfactin ist ein Lipopeptid, das von Stammen des Bacillus subtilis produziert wird und
seinen Namen aufgrund seiner aulRergewdhnlich hohen Oberflachenaktivitdt erhalten hat. Es
reduziert beim Gleichgewichtsspreitungsdruck die Oberflachenspannung des Wassers von 72
auf 27 mN/m und ist damit eines der wirkungsvollsten Biodetergenzien, die man kennt. Uber
die kritische Micellbildungskonzentration (critical micellar concentration, CMC) werden un-

terschiedliche Angaben gemacht; man findet Werte zwischen 3,0 x 10* 3% ynd 7,5 x 10°
M [128

Arima et al.*Y gelang es 1968 erstmals, es zu isolieren und strukturell zu charak-
teriseren. Es ist ein cyclisches Heptapeptid, wobei zwel der Aminoséuren die in der Natur
sehr seltene p-Konfiguration aufweisen, das Uber eine Esterbindung mit einer S~Hydroxyfett-
sdure verknipft ist, so dal3 eine Lactonringstruktur resultiert. Genaugenommen handelt es sich
beim Surfactin nicht um eine einzelne Verbindung, sondern um ein Gemisch leicht unter-
schiedlicher Konstitution: die Kettenlange variiert zwischen 13 und 15 C-Atomen, und sie
kann unverzweigt, iso- oder anteiso-verzweigt sein. In dieser Arbeit wurde nur das iso-Cis-
Surfactin untersucht (s. Abb. 60). Im folgenden wird der Einfachheit halber dennoch nur von
dem Surfactin gesprochen.
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Abb. 60: Konstitutionsforme des iso-Cys-Surfactins (MG = 1036,36 g/moal)

Surfactin besitzt antivirale*>** — darunter anti-HIV*™* — und antibakterielle Aktivitét,
es vermag Tumorzellen zu attackieren’™ und die Blutgerinnung zu inhibieren,**" und es ist
fahig, Erythrocyten zu lysieren.*® Beziiglich der Biogenese, Produktion und der vielfaltigen
biotechnologischen Anwendbarkeit des Surfactins sowie seiner Struktur und Struktur-Akti-
vitatsheziehungen ist kiirzlich ein Ubersichtsartikel erschienen, der den Kenntnisstand zusam-
menfal3t.!**"!

Die antibakterielle Wirksamkeit des Surfactins beruht auf der Wechselwirkung mit den
Phospholipiden der Zellmembran und ist konzentrationsabhéngig. Bei sehr geringen Konzen-
trationen ist das Lipopeptid mit den Phospholipidmolekilen vollkommen mischbar. Bei leicht
erhdhten Konzentrationen (ca. 1 Molprozent) wird eine Phasenseparation in Surfactin-arme
und -reiche Phospholipid-Doménen bewirkt, und bei hohen Konzentrationen (ab ca. 3 Mol-
prozent) wird schliefdlich die Membranstruktur in erheblichem Mal3e gestort: zunéchst kommt
es zur Bildung von Poren bzw. Kandlen durch die Membran, die fir Calciumionen frei
passierbar sind, so dal3 der entsprechende Gradient nicht mehr aufrechterhalten werden kann,
und schliefdlich wird die Membran komplett zerstort, indem die Phospholipide micellisert
werden.

Uber den konkreten Mechanismus, wie das Surfactin diese Vorgéange en detail bewirkt,
z.B. ob und welche Rolle die Konformation des Fettsdurerestes fur die Verankerung in der
Phospholipidschicht spielt oder welche Atomgruppierungen miteinander in Wechselwirkung
treten, ist bis heute nur wenig bekannt. Abhilfe kénnen biomimetische Ansétze liefern, von
denen Untersuchungen an Monolayern mdglich und vielversprechend sind, und es konnten
auch bereits einige sehr aufschluf3reiche Einsichten anhand solcher kinstlichen, die belebte
Natur nachahmenden Systeme gewonnen werden.*®*3* Doch auch derartige Untersuchungen
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konnten aufgrund der limitierenden Methoden, die zum Einsatz kamen, (Langmuir-Film-
waage, AFM, Rontgen-Photoelektronenspektroskopie) die molekularen Details der Wechsal-
wirkungen nicht zutage fordern.

Darlegung des Untersuchungskonzepts

Die Anwendung der IRRA-Spektroskopie konnte zusammen mit der Langmuir-Film-
waage einen wertvollen Beitrag zur Beantwortung dieser Fragen leisten. Deshalb wurden in
dieser Arbeit Mischsysteme aus Langmuir-Filmen von Phospholipiden und Surfactin mit Hil-
fe dieser Methode untersucht. Um ndheren Aufschiuld dartiber zu erhalten, welche Wechsal-
wirkungen dominieren, wurden verschiedenartige Phospholipide mit unterschiedlichen (neu-
tralen, an- und kationischen) Kopfgruppen eingesetzt. Um den Einflu3 der Geometrie des
Lipidmolekiils und den der Alkylkettenpackung zu studieren, wurde zusétzlich ein System mit
einer cis-konfigurierten Doppelbindung innerhalb der hydrophoben Kette untersucht, namlich
Palmitoyloleoylphosphatidylcholin (POPC), das eine konische Gestalt hat (zur Struktur der
untersuchten Phospholipide s. Abb. 61).
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Abb. 61: Konsgtitutionsformeln der Phospholipide, die in diesem Abschnitt als M odelmembranen ver-
wendet wurden; DPPC = Dipamitoylphosphatidylcholin, DPPS = Dipalmitoylphosphatidylserin,
DPPG = Dipalmitoylphosphatidylglycerol, POPC = Palmitoyloleoylphosphatidylcholine,
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Da die Wirkung des Surfactins auf Membranen konzentrationsabhéngig ist, wurden bei
Experimenten mit gemischten Monoschichten (Phospholipid/Surfactin) konsequenterweise
die Mischungsverhdtnisse variiert. Bel der Nachahmung eines Angriffs vom Surfactin auf die
aulRere Hdfte einer Membran, bel dem das Surfactin unter den Langmuir-Film eines
Phospholipids in die Subphase injiziert wird, wurden in ausgesuchten Systemen verschieden
hohe Subphasenkonzentrationen eingesetzt. Zudem sind &uferliche physkalische Be-
dingungen zu schaffen, die die Verhdtnisse der Zelle bzw. digenigen innerhalb der Zellmem-
bran einigermal3en realistisch widerspiegeln. Wichtig ist dies insbesondere in bezug auf den
Oberflachendruck, fir den nur ein grober Schétzwert bekannt ist und der etwa zwischen 20
und 50 mN/m liegt. Daher wurden die Experimente bei unterschiedlichen Kompressions-
stadien des Langmuir-Films ausgefiihrt, der den Bereich des Schétzwertes umfaldt. In Abb. 62
sind die beiden experimentellen Ansétze noch einmal schematisch vergleichend gegeniiber-
gestellt.

A

Phospholipid Surfactin

Abb. 62: Schematische Darstellung der beiden experimentelen Ansdtze. A) Beide Komponenten
werden vorher vermischt und gemeinsam gespreitet, und anschlief3end wird die gemischte Mono-
schicht in Abhangigkeit von der mittleren Flache/Molekil mit Hilfe der Langmuir-Filmwaage
und/oder der IRRAS-Methode charakterisiert. B) Zunachst wird eine Phospholipid-Monoschicht
gespreitet, um anschlief?end bel konstantem Flachenwert eine Surfactin-Ldsung unter die Mono-
schicht in die wal¥rige Subphase zu injizieren, um die zetliche Entwicklung des Grads konfor-
mativer Ordnung zu beobachten.

4.4. Ergebnisse und Diskussion

4.4.1. DPPC

Als Vorbemerkung sei gesagt, dal3 DPPC das hier am intensivsten untersuchte System ist,
well es quas einem Prézedenzfall gleichkommt, an dem das Gesamtkonzept und die adaquate
experimentelle Handhabe erst entwickelt wurden. Daraus wurden dann die machbaren und
notwendigen Versuche fir die anderen Phospholipide abgeleitet. Weil es das erste System ist,
das hier besprochen wird, werden zudem bestimmte Aspekte ausfiihrlicher behandelt als in
den folgenden Abschnitten. Bel Vorliegen analoger Resultate wird dann gegebenenfalls auf
das in diesem Unterabschnitt Angemerkte rekurriert.
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A) Gemischte Monoschichten
M/A-Isothermen

Zunéchst wurden M/A-Isothermen fir einen reinen DPPC-Film, einen reinen Surfactin-
FIm sowie fur Mischfilme verschiedener Zusammensetzung (Molenbruch Surfactin Xs =
0,25, 0,5 und 0,75) bei 295 K aufgenommen. Die Ergebnisse sind in Abb. 63 dargestellt.
Neben der Charakterisierung der Langmuir-Filme der reinen Substanzen als solcher sollten
damit zwel weitere Zwecke verfolgt werden: zum einen bilden sie die Basis fir die Inter-
pretation der IRRAS-Messungen in bezug auf die Zuordnung der ausgewahlten Indikator-
Wellenzahlen zu bestimmten Phasenzustanden, und zum anderen erlaubt die thermo-
dynamische Analyse der Mischfilme, wenigstens partiell, Aussagen Uber die Mischbarkeit der
beiden Komponenten zu treffen.

Die Isotherme der reinen DPPC-Monoschicht (Molenbruch Surfactin Xs = 0) stimmt
qualitativ mit bisher publizierten tberein,**” ist alerdings zu etwas groReren Flachenwerten
verschoben, woflr die leicht unterschiedlichen pH-Wertbedingungen verantwortlich sein
konnten. Der Film durchléuft wahrend der Kompression bel dieser Temperatur mindestens
drei Phasen. Bis zu einem Flachenwert von 1,20 nm?/Molekill ist kein Oberflachendruck zu
registrieren. Von diesem Wert an liegt eine LE-Phase vor, die beim Phaseniibergang 1.
Ordnung bei 0,96 nm?Molekiil und 5 mN/m in ein 2-Phasen-Koexistenzgebiet (ibergeht
(LE/LC). Der Wendepunkt zu einer dichtgepackten, kondensierten Phase, in der die Alkyl-
ketten der Phospholipidmolekile ungefahr einen Winkel von 30 Grad relativ zur Oberfléchen-
normalen aufweisen,!**? liegt bei ca 0,68 nm?/Molekiil. Bei fortschreitender Kompression
zeigt die Isotherme einen steilen Anstieg, entsprechend einer sehr niedrigen Kompressibilitét.
Mit zunehmendem Oberflachendruck verringert sich die Neigung der Ketten, nimmt jedoch
aufgrund der GroRe der (hydratisierten) Kopfgruppe nicht den Wert Null an.™*" Bei 0,451
nm?/Molekil und einem Oberflachendruck von 62 mN/m ist schlieRlich der Kollapspunkt
erreicht.
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Abb. 63; M/A-Isothermen von DPPC (Xs = 0), Surfactin (Xs = 1) sowie von gemischten
Langmuir-Filmen dieser Komponenten mit Xs = 0,25, 0,5 und 0,75 (pH = 6, T =295 K).
Diemit I-111 bezeichneten Abschnitte der 1sothermen sind im Text erlautert.

Die Zuordnung zu bestimmten Phasenzustanden beim reinen Surfactin-FIm (Xs = 1) aus
der Isotherme alein ist mit grof3en Unsicherheiten behaftet, weil begleitende Untersuchungen,
die dies eindeutig erlauben wirden (z.B. GIXD), bisher nicht veroffentlicht wurden. Ein
Vergleich mit literaturbekannten Isothermen ist hier zudem erschwert, da uneinheitliche
Subphasenzusammensetzungen (pH-Wert, Puffer- und Kationengehalt) angewandt und
unterschiedliche Surfactin-1soformen eingesetzt wurden, so dal3 die charakteristischen Punkte
von |sotherme zu Isotherme variieren. Jedoch stimmt die generelle Form der Kurven tberein
und sie weisen Kennzeichen auf, die sich auch hier wiederfinden: Den mit | bezeichneten Tell
der Isotherme eines im wesentlichen linearen, raschen Anstiegs des Oberflachendrucks, einen
Umkehrpunkt (entspricht dem Schnittpunkt der Tangente | und 11 bei A; = 1,21 nm?*Molekill
und M, = 31,5 mN/m) und den Ubergang zum dem mit |1 bezeichneten Teil, der anndhernd ein
Plateau bildet. Der Schnittpunkt der Tangente des Parts | mit der x-Achse liefert einen sog.
limitierenden molekularen Grenzflachenwert Ay von 1,50 nm?; dieser Wert kann as einer
aufgefaldt werden, bei dem die Molekile beginnen, eine reguldre Orientierung einzunehmen
und miteinander in Wechselwirkung zu treten, ohne jedoch schon dicht gepackt zu sein.
Damit stellt er in vielen Fallen eine gute Abschéatzung fur den Querschnittsflachenbedarf eines
einzelnen Molekils in diesem Zustand dar. Die Tatsache, dal3 der Umkehrpunkt der 1sotherme
kein Unstetigkeitspunkt ist und sich auch kein perfekt horizontales Plateau anschliefdt, spricht
daftr, dal’3 es sich nicht um einen Phasentbergang 1. Ordnung handelt. Des weiteren ist
auffalig, dal3 kein ausgezeichneter Kollapspunkt vorhanden ist.
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Ublicherweise wird der Kurvenverlauf in Ubereinstimmung mit kirzlich erschienenen
theoretischen Resultaten aus Computersimulationenl**?  wie folgt interpretiert;*38*%
Zunéchst sind die Surfactin-Molekile so orientiert, daf3 der Peptid-Ring horizontal in der
Ebene liegt und die Fettsurereste konformativ ungeordnet aus dem Wasser ragen. Im Part |
der Isotherme hilden sich erste Cluster, wobel das trans/gauche-Verhdltnis der Alkylkette
durch intermolekulare hydrophobe Wechselwirkungen zunimmt. Nachdem eine dichteste
Packung dieser Orientierung erreicht ist (Umkehrpunkt), kommt es im Part |1 der Isotherme
zu einer kontinuierlichen Reorientierung, bis alle Peptid-Gertste der Surfactin-Molekile
vertikal ausgerichtet sind. Schlief3lich wird eine Phase dichtester Packung dieser Orientierung
ausgebildet, ohne dald sich ein distinkter Kollapsprozef3 anschlief3en wirde; wahrscheinlich
schieben sich die Surfactin-Molekiile undefiniert tbereinander. Uber die Orientierung und den
Grad konformativer Ordnung des Fettsdurerestes werden keine eindeutigen Aussagen
getroffen.

Die ,,Mischisothermen® fir Xs = 0,25, 0,5 und 0,75 liegen alle zwischen denen der jewells
reinen Komponente, die Phasenibergénge sind entsprechend ,verwischter, und die
Abweichung von der Horizontalen im Part 11 ist um so ausgepragter je gleichantelliger die
Mischung zusammengesetzt ist. Im Gegensatz zur |sotherme des reinen Surfactins weisen sie
im Bereich kleiner Flachenwerte einen dritten Ast (in der Abb. 63 mit 11l bezeichnet) mit
einem stellen Anstieg auf. Auffdllig ist ferner, dal3 alle 5 Isothermen einen gemeinsamen
Schnittpunkt bei A = 0,553 nm?/Molekiil und M = 41,2 mN/m haben, dessen tiefere Bedeutung
jedoch vorerst verborgen bleibt.

Mischbarkeit des binaren Gemisches DPPC/Surfactin

Um erste Hinweise auf die Mischbarkeit der beiden Komponenten zu gewinnen, kénnen
die mittleren Werte der Flache pro Molekil gegen die Zusammensetzung der gemischten
Filme bei verschiedenen Oberfléchendriicken aufgetragen werden, um dann eine eventuelle
Abweichung von oder auch die Bestétigung der Additivitatsregel™® festzustellen. Im vor-
liegenden Fall ergeben sich fur M = 10, 20 und 30 mN/m kleine positive Abweichungen
gegenuiber der linearen Additivitét, die im Idealfall der kompletten Mischbarkeit gegeben
wére (s. Abb. 64), was fur eine unvollsténdige Mischbarkeit spricht. Die Abweichungen sind
bei kleinen Oberfléchendriicken stérker ausgepréagt.
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Abb. 64: Mittlere Flache pro Molekil von DPPC/Surfactin-

Filmen in Abhangigkeit vom Molenbruch des Surfactins fur I
=10, 20 und 30 mN/m.

Weitere Einsichten in das Mischungsverhalten bzw. bezlglich der Tendenz zur Phasen-
separation kénnen erhalten werden, indem unter Zuhilfenahme der Goodrich-Gleichung,**

die freie Exzess-Mischungsenthalpie AGy; berechnet wird:
n n n
1) AGy :IAMdI_I _XSJrfIASJrfdrI _XDPPCIADPPCdI_I ,
0 0 0

mit A = mittlere Flache pro Molekil, M = Oberflachendruck, X = Molenbruch der
entsprechenden Komponente des Mischfilms. Positive Werte zeigen an, dal3 die Wechsel-
wirkung zwischen dem Surfactin und dem DPPC schwécher ist as die der reinen Kompo-
nenten untereinander (sog. Unteranziehung); entsprechend Umgekehrtes gilt fir negative
Werte (Uberanziehung). Wie dem Ergebnis in Abb. 65 entnommen werden kann, in der die
Werte von AG;; in Abhangigkeit von dem Molenbruch des Surfactins aufgetragen sind,
herrscht bei diesem System die Tendenz zur Entmischung vor. Sie nimmt in der Reihenfolge
Xs=0,25=0,5> 0,75 ab und steigt bei gleichen Mischungsverhaltnissen mit zunehmendem
Oberflachendruck. Bis zu einem Oberflachendruck von 10 mN/m ergibt sich die freie Exzess-
Mischungsenthalpie unabhangig vom Molenbruch in etwa zu Null, entsprechend einem
idealen Mischverhalten. Zur Einschétzung, wie grof3 das Ausmal? der Phasenseparation beim
dynamischen Vorgang der Aufnahme einer Isotherme ist, ob es also zu einer vollstandigen
Entmischung kommt oder sie unvollsténdig bleibt, missen neben der thermodynamischen
Datenlage auch kinetische Aspekte berlicksichtigt werden. Da insbesondere bel sehr hohen
Oberflachendriicken das laterale Diffusionsvermodgen der filmbildenden Molekile héaufig

stark eingeschrankt ist, ist ein ,Einfrieren” eines einma gebildeten Zustands eher wahr-
scheinlich.
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Abb. 65 Freie Exzess-Mischungsenthalpie des Systems
DPPC/Surfactin in Abhéngigkeit vom Molenbruch des Surfac-

tins fur M = 10, 20 und 30 mMN/m.

Die hier festgestellte Tendenz zur Phasenseparation steht in Einklang mit den Ergebnissen
die Deleu et al.**¥ bei der Untersuchung von LB-Filmen dieses Systems, die bei einem
konstanten Oberflachendruck von 20 mN/m prépariert wurden, mit Hilfe der AFM erhalten
haben. Sie beobachteten eine Topographie, die sie als komplett entmischte, aber im wesent-
lichen bikontinuierliche Phase interpretierten, wobel die Dimensionen benachbarter Phasen-
grenzen in einer Grofdenordnung zwischen 0,05 (bei Xs = 0,1) und 0,5 nm (bei Xs = 0,5)
lagen.

Maget-Dana et al.!*® hatten 1995 fiir das System Dimyristoylphosphatidylcholin/Surfac-
tin, das sie mit der Langmuir-Filmwaage untersuchten, keine Abweichung von der Addi-
tivitétsregel gefunden und leiteten daraus ein thermodynamisch ideales Mischverhalten der
beiden Komponenten ab. Das wirft die Frage auf, welche Rolle die Lénge der Acylketten der
Lipidmolekile bei der hydrophoben Wechselwirkung mit den Fettséureketten des Surfactins
spielt bzw. ob es diesbezliglich ein Optimum gibt. Dies ist bei der Entwicklung von Modell-
vorstellungen zur Anordnung der Molekile eventuell gebildeter gemischter Cluster zu be-
ricksichtigen (s. unten).

IRRAS-Messungen

Im folgenden sollte der Ordnungszustand des DPPC in Abhangigkeit von der Flache pro
Molekdl ndher untersucht werden und in welcher Weise er durch die Anwesenheit von
Surfactin in gemischten Monofilmen beeinflu3t wird. Hierzu wurden IRRAS-Messungen an
diesen Filmen durchgefihrt und beobachtet, wie sich die Wellenzahl der asymmetrischen
Methylenvalenzschwingung (,, Indikator-Bande*) der Alkylketten des Acylrestes der Lipid-
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molekile, die den Grad der konformativen Ordnung widerspiegelt, mit dem Kompressions-
zustand verandert.

Zuvor soll jedoch kurz auf das Gesamtbild eines charakteristischen Spektrums eines
Phospholipids an der Luft/Wasser-Grenzflache (s. Abb. 66) eingegangen, sowie eine Banden-
zuordnung vorgenommen werden.
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Abb. 66: Charakteristisches IRRA-Spektrum eines komprimierten DPPC-Films (pH = 6,
T = 295K, A = 0,55 nm*Molekiil)

Bel 2919 und 2850 Wellenzahlen sind die Banden der antisymmetrischen bzw. sym-
metrischen C-H-Vaenzschwingung der Methylengruppen zu sehen [V(CH2)as und v(CH2)4.
Die C=0-Streckschwingung der Estergruppierung ergibt eine Bande bei 1735 cm* und die
der Deformationsmoden der Methylenscherenschwingungen [8(CH>)] eine bei 1475, die as
gesplittetes Dublett vorliegt. Des weiteren erkennt man zwei Moden der Phosphatgruppe: die
antisymmetrische und symmetrische v(PO, )-Streckschwingung, deren Wellenzahlen bei
1231 bzw. 1090 cm™ liegen.

Abb. 67 zeigt nun die Ergebnisse in bezug auf den Grad der konformativen Ordnung fur
den reinen DPPC-FIm sowie die fir 6 Mischfilme mit Zusammensetzungen zwischen Xs =
0,01 und 0,75. Der Verlauf der Wellenzahl der Indikator-Bande fir den reinen DPPC-Film
stimmt sehr gut mit bekannten Resultaten'™*® (iberein und korreliert mit der Isotherme Zu
Beginn der Kompression in der LE-Phase liegen die Wellenzahlen bei ungefsdhr 2924 cm,
entsprechend einem hohen Grad konformativer Unordnung, sinken wahrend des Konden-
sationsvorgang (LE — LC) zwischen 1,0 und 0,6 nm?/Molekiil auf ~2918,5 cm* ab und
verbleiben dann bis zum Kollapspunkt auf diesem niedrigen Niveau, das fur das Vorliegen
eines weitgehend konformativ geordneten Zustands spricht.
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Abb. 67: Abhangigkeit der Welenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung von der
Flache/Molekil fir enen reinen DPPC-Film sowie fur DPPC/Surfactin-Mischfilme verschiedener
Zusammensetzung (Xs = 0, 0,01, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5 und 0,75) auf reinem Wasser (pH = 6) bel T =
295K (22 °C).

Bis zu einem Mischungsanteil von Xs = 0,1 bleibt der Charakter des Verlaufs der
Datenpunkte in etwa erhaten, jedoch sind die Wellenzahlen leicht zu niedrigeren Werten
verschoben. Dabei sind zwei Kompressionsbereiche zu unterscheiden, die der , Kreuzungs-
bereich“ der Datenpunkt-Serien trennt und etwa zwischen 0,65 und 0,6 nm?/Molekil liegt.
Auffallig ist dabel, dal3 dieser Kreuzungsbereich anndhernd mit dem gemeinsamen Schnitt-
punkt der Isothermen Ubereinstimmt. Vorbehaltlich der geringen statistischen Signifikanz fir
grolle Flachenwerte kann man vorsichtig folgende Tendenz ableiten: Oberhalb dieses
Flachenwerts nimmt das Ausmald der Absenkung der Wellenzahl mit steigendem Xs zu,
wahrend es fiir Flachen < 0,60 nm?/Molekiil umgekehrt ist.

Die Datenpunkte der Serien fir Xs = 0,25 und 0,5 verlaufen nahezu identisch. Die
Wellenzahlen liegen bei groRRen Flachen pro Molekill bei ~2920,5 cm™, sinken kontinuierlich
bis 0,9 nm?Molekil auf 2919 cm® ab und sind von diesem Kompressionszustand an
konstant. Unterhalb des im vorigen Absatz beschriebenen Kreuzungsbereichs liegen die
Werte nicht nur Uber denjenigen der Serien fur Xs = 0,01, 0,05 und 0,1 sondern sogar héher
as die Werte fur den reinen DPPC-Film.

Eine wetere Zunahme des Mischungsanteils auf Xs = 0,75 fuhrt zu einem weiteren
Absinken der Wellenzahl im Bereich groRRer Flachen pro Molekiil auf knapp unter 2919 cm*.
Dieser Wert ist Uber den gesamten Kompressionsbereich nahezu konstant. Dies bedeutet, dafi
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die Lipidmolekile bereits zu Beginn der Kompression weitgehend konformativ geordnet
vorliegen und dieser Grad der Ordnung bis zum Kollapspunkt aufrechterhalten bleibt.

Konklusion

Zusammen mit der thermodynamischen Anayse der TM/A-Isothermen konnen die
Resultate wie folgt gedeutet werden: Im Bereich groRer Flachenwerte ist der Oberflachen-
druck bel einer gegebenen Flache pro Molekidl um so groi3er, je hoher der Molenbruch Xs.
Der Ordnungszustand des DPPC in einem gemischten Film konnte daher mit dem eines reinen
DPPC-FiIms bei entsprechendem Oberflachendruck korrespondieren. Unter der Annahme,
da’ eine eventuelle Phasenseparation in diesem Kompressionsstatus noch nicht sehr welit
fortgeschritten ist, erklart sich die Abnahme der Wellenzahl mit zunehmendem Xs allein aus
diesem Umstand. Da die Tendenz zur Entmischung insbesondere bei kleinen bis mittleren Xs
ausgepragt ist, konnten sich die im Vergleich zum reinen DPPC-FiIm kleineren Wellenzahlen
fir Flachen < 0,6 nm?/Molekill fir diese Mischfilme dadurch erklaren, daR3 eine Phasen-
separation stattfindet, in deren Folge, verbunden mit dem hoéheren Oberflachendruck, in den
Lipid-Doménen ein hohes Ordnungsmal3 erreicht wird. Bei hohen Xs und I ist die Ent-
mischungsneigung weit geringer ausgepragt. Nimmt man an, dal3 unter diesen Bedingungen
alenfalls mikrosegregierte Mischfilme vorliegen, bedeutet dies in der Konsequenz, dal3 die
DPPC-Molekile durch die zwischen ihnen liegenden Surfactin-Molekile daran gehindert
werden, eine dem reinen DPPC-Film vergleichbare enge Packung auszubilden, weshalb die
Wellenzahlen bei kleinen Flachen pro Molekil etwas hoher liegen.

B) Permeabilisierungsversuche

Nach den vorbereitenden Versuchen in Tell A) wurden Permeabilisierungsexperimente
durchgefihrt. Dazu wurde der DPPC-FIm zundchst bei einem definierten Flachenwert
gespreitet. Dann wurden in verschiedenen Zeitreithen IRRA-Spektren des reinen DPPC-Films
aufgenommen, nach verschieden langen Perioden eine definierte Menge einer Surfactin-
Losung vorsichtig und gleichmal3ig vertellend unter die Monoschicht in die Subphase
injiziert, um dann wiederum in gewissen Absténden zu diskreten Zeitpunkten IRRA-Spektren
aufzunehmen und eventuelle Anderungen zu registrieren, die mit der Adsorption des
Surfactins an oder Penetration durch die Phospholipid-Monoschicht einhergehen. Die Flache
pro Molekdl wird for die gesamte Zeitdauer des Experiments konstant gehaten. Auf
Grundlage der potentiellen Anderungen der Position der Bande der Methylenvalenz-
schwingung sollten Aussagen dariiber getroffen werden, welchen Einflu3 das Surfactin auf
die Ordnung der Molekile innerhalb des DPPC-Films ausiibt. Aufgrund des sehr niedrigen
Signal-Rausch-Verhdtnisses in anderen spektralen Regionen konnten dartiber hinausgehend
leider keine Informationen gewonnen werden, ob noch weitere strukturelle Anderungen der
Phospholipide bewirkt wurden. Aus Vorversuchen ging ebenfalls hervor, daf3 sich im RA-
Modus vom Surfactin an der Luft/Wasser-Grenzflache keine IR-Signale detektieren lassen.
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Fur alle hier vorgestellten Zeitreihen wurde ein Flachenwert von 1,036 nm?/Molekil (~
5 mN/m) gewahlt. Dieser verhdtnismadig hohe Wert sollte gewéhrleisten, dal}3 das Ausmal3
einer durch das Surfactin bewirkten Absenkung der Wellenzahl der Indikatorbande hin-
reichend grof3 sein kann, um als statistisch signifikant eingestuft zu werden. Denn der Bereich
der Wellenzahl ist durch den Wert, der eine maximal enge Packung der DPPC-Molekile
reprasentiert, nach unten begrenzt (~2918 cm). Eine Erhdhung der Wellenzahl bei diesem
Flachenwert ist aus drei Grinden nicht zu erwarten: Erstens liegt die Wellenzahl in diesem
Kompressionsstatus bei ~2923,5 cm*, was bereits ein sehr hohes Mal3 konformativer Un-
ordnung anzeigt. Zweitens geht aus den IRRAS-Messungen der gemischten Monoschichten
(die mit einem Zustand zu vergleichen sind, in dem Surfactin-Moleklle zwischen die DPPC-
Molekile getreten sind) hervor, dal3 bei diesem Féchenwert das Surfactin einen ordnenden
Effekt auf die DPPC-Molekile ausiibt. Drittens wurde in einem Probeversuch, der bei einem
Flachenwert von 0,726 nm?Molekil (entspricht in etwa dem Ende des LE - LC
Kondensationsvorgangs) durchgefiihrt wurde, eine geringe Abnahme und keine Erhéhung der
Wellenzahl beobachtet.

Die injizierte Surfactin-Menge wurde so gewahlt, dal3 sich eine Subphasenkonzentration
von 9,29 x 10° M ergab, d.h. ein Wert, der einerseits in jedem Fall deutlich unter der CMC,
aber andererseits oberhalb degenigen Werts liegt, bel dem in Adsorptionsexperimenten an
einer filmfrelen Luft/Wasser-Grenzflache nach der Injektion in die walrige Phase eine
Abnahme des Oberflachendrucks des Wassers beobachtet wurde — ca. 1,0 x 107 M4 —was
eine Diffusion aus der Volumenphase an die Grenzflache anzeigt.

In den Abb. 68 a-c sind drei Zeitreihen fir DPPC-Filme dargestellt, die die Entwicklung
der Bandenposition der Indikatorbande zeigen, wobei jeweils der Zeitpunkt der Surfactin-
Injektion variiert wurde (nach 45, 120 und 180 min). Damit wurde dem Umstand Rechnung
getragen, dald erwartungsgemdld Relaxationseffekte zu berlicksichtigen sind. Das bedeutet,
dai3 die Effekte, die das Surfactin bewirkt, in jedem Fall von der gewissermal3en natiirlichen
Alterung der Langmuir-Filme Uberlagert sind und diese mit einzubeziehen ist; diese Alterung
geschieht aufgrund thermodynamisch bedingter Reorganisationsphdnomene in den ,, Uber-
komprimierten“ DPPC-Doménen und ist mit einer Abnahme der Wellenzahl verbunden.
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Abb. 68: Welenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der Zeit
fir einen DPPC-Film bel A = 1,036 nm”Molekiil vor und nach der Injektion ener Surfactin-Lésung
(140 pL der Konz. 4,4 mg/mL) in reines Wasser (pH = 6) bei T = 295 K (22 °C). Der senkrechte
Strich markiert den Zeitpunkt der Surfactin-Injektion und erfolgte in (a) nach 45, (b) 120 und (c) nach
180 min.
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Die Zeitreihen zeigen folgende Merkmale: (i) Das Ausgangsniveau der Wellenzahl der
Indikatorbande liegt zwischen 2922,5 und 2923,5 cm™. (ii) Bis zum Zeitpunkt der Surfactin-
Injektion ist eine leichte Abnahme der Wellenzahl zu erkennen. (iii) Diese Abnahme ist mit
zunehmendem Alter der Filme stérker ausgeprégt, d.h. es spiegeln sich die oben ange-
sprochenen Relaxationseffekte wider, die ndherungsweise mit einer 1/e-Zeitfunktion angesetzt
werden konnen. (iv) Unmittelbar nach der Surfactin-Injektion ist eine weltere, instantane
Abnahme der Wellenzahl zu beobachten. Diese fdlt um so markanter aus, je friher der
Zeitpunkt der Surfactin-Injektion gewahlt wurde. (v) Direkt nach der Injektion streuen die
Werte, ndhern sich dann aber im weiteren zeitlichen Verlauf einem nahezu konstanten Niveau
an, dasin allen drei Fallen etwas (iber 2919 cm™ liegt.

Das entspricht einem Absinken der Wellenzahl von wenigstens einem und hochstens vier
reziproken Zentimetern. Relaxationsversuche mit reinen DPPC-Filmen ergaben eine Ab-
nahme der Wellenzahl auf ca. 2921 cm™ nach 400 und 2919,5 cm™ nach erst 1500 min
(Ergebnisse nicht gezeigt). Auch wenn zunéchst keine konkreten Aussagen dartiber getroffen
werden konnen, ob oder welche spezifischen Wechselwirkungen vorliegen, so steht zweifels-
frei fest, dald Surfactin auf die DPPC-Molekile einen ordnenden Effekt austbt. Damit ist
davon auszugehen, dal3 eine Diffusion von der Subphase an die Oberflache oder zumindest in
die Ndhe der Grenzflache stattfindet. Geringstenfalls kann ein Hindurchtreten der Fettsaure-
Alkylkette der Surfactin-Moleklle durch die Grenzflache in die Gasphase als wahrscheinlich
angenommen werden, so dal3 am Ende der Versuche gemischte Monoschichten vorliegen.
Dafur spricht auch, da3 der DPPC-FIm zu Beginn in einem nur gering komprimierten
Zustand vorliegt, die Lipidmolekile nur schwach assoziiert sind, so dal3 der Vorgang der
Penetration durch den DPPC-Film bzw. des Zwischentretens zwischen die DPPC-Doméanen
mit keinem besonders hohen energetischen Aufwand verbunden sein diirfte.

Ausgehend vom Vorliegen gemischter Monoschichten sind nun in bezug auf die laterale
Organisation der beiden Komponenten zwel Interpretationen moglich, die nachfolgend als
Fall (a) unspezifischer und (b) spezifischer Wechselwirkung unterschieden werden.

(a) Durch die an die Oberflache getretenen Surfactin-Molekille reduziert sich die Fléche,
die den DDPC-Molekilen zur Verfigung steht. Damit steigt nicht nur der Oberflachendruck
insgesamt, sondern auch der laterale Druck, der auf die DPPC-Molekile bzw. -Doméanen
ausgelibt wird. In der Folge nehmen die hydrophoben Wechselwirkungen der Acylketten der
Lipide zu und die Zahl ihrer gauche-Defekte ab. Mit einfachen Worten: es handelt sich um
ein einfaches ,Verdrangungsphanomen®, die Surfactin-Molekile verdrangen beim , Auf-
tauchen* partiell die DPPC-Molekile und schieben sie zusammen.

(b) Die Surfactin-Molekile haben die Tendenz, an die Oberfléache zu diffundieren, die
Fettsaure-Alkylketten ragen teilweise oder ganz in die Luft, die Peptidringe verbleiben aber
gerade unterhalb der Grenzflache vollstandig in die walirige Phase getaucht und tiben dort auf
benachbarte Phospholipid-Kopfgruppen eine anziehende Wechselwirkung aus, so dal3
gemischte und relativ enggepackte Surfactin/DPPC-Cluster entstehen.

Ob es im Fal (a) as begleitendes Phdnomen zu einer Phasenseparation kommt — wie
weitgehend sie auch sein mag — ist unklar, jedoch spricht einiges dafur. Ein einfacher Ver-
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gleich mit den IRRAS-Messungen der gemischten Monoschichten ergibt fir den hier vor-
liegenden End-Wellenzahlwert von 2919 cm® und enem Flachenwert von 1,036
nm?/Molekiil einen korrespondierenden Molenbruch Xs von 0,25 bis 0,5. Die thermodyna-
mische Analyse der M/A-Isothermen ergab, dal? in diessm Mischungsbereich eine Tendenz
zur Entmischung vorliegt. Darliber hinaus ist es moglich, aus dem Ausmal3 der Absenkung
der Wellenzahl eine Abschétzung der Gleichgewichtskonstanten vorzunehmen, die die Ver-
tellung des Surfactins auf die Subphase und Grenzflache beschreibt, indem von dem reduzier-
ten Flachenbedarf der Gesamtheit aller DPPC-Molekile auf die Zahl der Surfactin-Molekile
geschlossen wird, die zum Ende des Versuchs die frei gewordene Flache okkupieren durften.
Im folgenden wird exemplarisch der Gang einer solchen Rechnung gezeigt:

- Eine Absenkung der Wellenzahl von 2923 auf 2919,5 cm™ entspricht einer Abnahme
des durchschnittlichen Flachenbedarfs eines DPPC-Molekils von 1,036 auf ca 0,7
nm?/Molekil (vgl. Abb. 67); eine Differenz von ca. 0,3 nm?/Molekiil (AA).

- Die Gesamtzahl der gespreiteten DPPC-Molekiile Npppc betrégt 4,96 x 10Y. Ihr
Flachenbedarf sinkt damit um 0,3 nm? x 4,96 x 10%" = 1,49 x 10" nn?.

- Bei ener minimalen Querschnittsflache von 1,26 nm? pro Surfactin-Molekiil (bei
horizontal ausgerichtetem Peptidring)™*? konnen auf dieser Flache 1,49 x 10Y nm? /
1,26 nm? = 1,18 x 10" Surfactin-Molekiile [ Ng,+(mono)] untergebracht werden.

- Die Gesamtzahl der injizierten Surfactin-Molekille Ngyr(ges) betragt 2,59 x 10"
Damit ergibt sich ein Verteilungsgleichgewichtswert Ks von:

(2 Ks= Ny, (MON0) _ Ng,¢.(mono)

- Der Molenbruch Xs der gemischten Monoschicht nach der Adsorption des Surfactins
ergibt sich zu Xs = Ngyut.(mono) / [Nart(mono) + Nopec] = 0,19, in akzeptabler
Ubereinstimmung mit dem Wert der durch den einfachen Vergleich mit den IRRAS-
Messungen erhalten wurde.

Es sei darauf hingewiesen, dal3 diese so abgeschétzte Zahl ein Obermal3 darstellt. Eine
geeignete Methode, die es erlauben wirde, die tatsichlich vorliegenden Verhdltnisse zu
evaluieren, ist die sog. Masse-Erhaltungsauftragung (engl.: mass conservation plot), die 1995
von Schwarz und Taylor eingefiihrt wurde.** Aufgrund der nur sehr begrenzt zur Verfiigung
stehenden Surfactin-Menge konnte diese Methode hier jedoch nicht angewandt werden.

Interessant ist weiterhin, dal3 sich die Wirkung des Surfactins auf einer Zeitskala mani-
festiert — innerhalb von Minuten —, die mit der in reaen biologischen Systemen Uberein-
stimmt.
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4.4.2. DPPS

Die Serinkomponente der Kopfgruppe dieses Phospholipids, anstelle der Cholinkompo-
nente beim DPPC, d.h. das Vorliegen einer weiteren acidischen funktionellen Gruppe, sollte
zwel Konsequenzen haben. Infolge der durch die gleichnamige negative Nettoladung hervor-
gerufenen elektrostatischen AbstofRungen zwischen den Lipidmolekilen untereinander, wird
in Langmuir-Filmen von DPPS die Aushildung enger Alkylkettenpackungen erschwert.
Dieser Umstand konnte eine Durchdringung von Surfactin durch DPPS-Filme erleichtern.
Andererseits besitzt Surfactin selbst zwei acidische AS-Reste, auch wenn die Sdurestérke
nicht sehr groR ist (der pKs-Wert wurde von Maget-Dana und Ptak!**!! zu 5,5 - 6,0 bestimmt).
Dennoch ist eine reduzierte Affinitét zu einer DPPS-Modellmembran zu erwarten. Welche der
beiden genannten Faktoren Uberwiegen, ob weitere zu beriicksichtigen sind, ob Uberhaupt
Effekte auftreten — davon ist im folgenden Unterkapitel zu lesen.

A) Monoschichten
M/A-lIsotherme

Die M/A-1sotherme flr einen reinen DPPS-Film, aufgenommen bei 295 K, ist in Abb. 69
gezeigt. Auf eine thermodynamische Charakterisierung von gemischten DPPS/Surfactin-
Monoschichten wurde verzichtet.
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Abb. 69: M/A-Isotherme eines DPPS-Films, aufgenommen auf reinem Wasser (pH
=6) be T=295K (22 °C)

Die Isotherme zeigt im Gegensatz zu der vom DPPC-Film kein Vorliegen einer konden-
serten Phase an, statt dessen wird wahrend der Kompression nur eine ausgepragte LE-Phase
durchlaufen, die bei 0,9 nm?/Molekiil beginnt und mit dem Kollapspunkt bei A = 0,38



Biomimetische Systeme Seite 123

nm?/Molekil und M = 47 mN/m endet. Dies steht im Einklang mit der oben gemachten
Uberlegung, nach der die Repulsion zwischen den (deprotonierten) Kopfgruppen zu einem
Langmuir-Film mit expandierterem Charakter fihrt.

IRRAS-Messungen

Der expandierte Charakter des DPPS-Films spiegelt sich auch in den IRRAS-Messungen
wider, wie aus der Auftragung der Indikatorbande gegen die Flache pro Molekil hervorgeht
(s. Abb. 70).

2925
©X5 =00 o o ®
HE‘ 0oX=0.1 o o ® .. [ ) o
[ ] [ ] [ ]
S, 2924 e
= o® ¢ © o ©
@) ©)
< 2923 o o
2 [ ] O O o O o
I o o
N [ J o
& 2922 ° oo 0
o o o  © © ©
; (@]
2921 : : : :
0,2 04 0,6 0,8 1,0 1,2
A [nm?/Molekiil]

Abb. 70: Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit
von der Flache/Molekil fir enen reinen DPPS-FIm (Xs = 0,0) sowie fir enen
DPPS/Surfactin-Mischfilm (Xs = 0,1) auf reinem Wasser (pH = 6) bel T = 295 K (22 °C)

Zu Beginn der Kompression liegen die Wellenzahlen auf einem sehr hohen Niveau
zwischen 2924 und 2925 cm’, entsprechend einem hohen MaR konformativer Unordnung.
Waéhrend der Kompression ist lediglich ein leichter Abwartstrend zu verzeichnen, der Wert
beim Kollapspunkt liegt nur geringfigig unterhalb von 2924 Wellenzahlen. Die starke
Abnahme firr Flachen < 0,4 nm?Molekil 183t sich durch die Bildung 3-dimensionaler
kristalliner Strukturen erklaren.

Zusétzlich wurde ein gemischter DPPS/Surfactin-Film mit einem Surfactin-Mischungs-
anteil von Xs = 0,1 vermessen. Die Werte streuen etwas stérker as beim reinen DPPS-Film,
liegen aber im Mittel bei gleichen Kompressionsstadien bei grof3en bis mittleren Fléchen pro
Molekdl um etwa 1,5 Wellenzahlen, in der Nahe des Kollapspunkts um eine Wellenzahl
niedriger. Danach gleichen sich die Werte an. Bemerkenswert an diesem Ergebnis ist nicht
nur die Tatsache, dal3 tUberhaupt eine Absenkung der Wellenzahl zu beobachten ist, aus der
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ein ordnungsinduzierender Effekt des Surfactins abgeleitet werden kann, sondern daf3 die
Wellenzahlen innerhalb des grofdten Teils des Kompressionsbereichs unter dem Wert liegen,
der in einem reinen DPPS-FIm Uberhaupt erreicht werden kann — und dies bereits bei einem
vergleichsweise niedrigen Mischungsanteil Xs. Dieser Effekt kann folglich nicht einfach
damit erklart werden, dal3 bei gleichen Flachenwerten in dem gemischten Langmuir-Film ein
im Vergleich zum reinen DPPS-Film hoherer Oberflachendruck herrscht. Das Surfactin
scheint darGber hinaus in der Lage zu sein, spezifisch auf die Packungsanordnung der
Lipidmolekiile Einflud zu nehmen. Das bedeutet im Prinzip gleichfalls, dald3 unter diesen
Bedingungen eine Phasenseparation auszuschlief3en ist.

B) Permeabilisierungsversuche

Der Wellenzahl-Verlauf des reinen DPPS-Films erlaubt es, Permeabilisierungsversuche in
verschiedenen Kompressionszustdnden vorzunehmen, ohne dal3 der Spielraum fur eine
potentielle Absenkung der Wellenzahl zu klein ausfallen wirde. Es wurde entschieden, ein
Experiment mit einem ganzlich unkomprimierten Film bei 1,029 nm?/Molekiil durchzufiihren,
d.h. kurz vor dem Punkt, an dem in der Isotherme ein Oberfléachendruckanstieg registriert
wird, und eines bei einem weitgehend komprimierten Filmzustand bei 0,495 nm?*Molekill,
nahe des Kollapspunktes.

Expandierte Monoschicht

In Abb. 71 ist die Zeitreihe fir einen expandierten DPPS-Film zu sehen, bel dem nach
100 Minuten die Injektion der Surfactinldsung in die Subphase erfolgte.
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Abb. 71: Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der Zeit
fir einen DPPS-Film be A = 1,029 nm”Molekiil vor und nach der Injektion einer Surfactin-Lésung
(140 pL der Konz. 4,4 mg/mL) in reines Wasser (pH = 6) bel T = 295 K (22 °C). Der senkrechte
Strich markiert den Zeitpunkt der Surfactin-Injektion
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Die Werte der Indikatorbande der Monoschicht vor der Injektion liegen etwa zwischen
2925 und 2923 Wellenzahlen. Diese Streuung im unkomprimierten Zustand ist fur Filme, die
in der Isotherme eine expandierte Charakteristik zeigen, nicht untypisch. Sie kommt hier
stérker zum Vorschein as bei den Daten, die unter A) prasentiert wurden, weil es sich hier um
eine Einzelmessung handelt, wahrend im anderen Fall eine Mittelwertbildung aus 3 Einzel-
messungen vorgenommen wurde.* In den ersten 100 min nach der Surfactin-Injektion beob-
achtet man zundchst extrem schwankende Werte, die einen Bereich von 2921,5 bis 2926,5
Wellenzahlen umspannen, und damit sowohl gréRere als auch kleinere Werte mit einschliefit,
die vor dem Zeitpunkt der Injektion gefunden wurden. In der Folgezeit , stabilisiert” sich das
System, die Werte werden einheitlicher, und zum Ende liegen sie nahezu konstant bei 2924,5
cm und damit etwa auf dem Ausgangsniveau zu Beginn des Experiments. Wiederholungs-
messungen (Daten nicht gezeigt) ergaben ein vergleichbares Bild.

Konklusion

Auf den ersten Blick scheint die Situation vor und nach der Surfactin-lInjektion
unverdndert, was die Annahme rechtfertigen wirde, da3 das Surfactin entweder in der
Subphase verbleibt und nicht an die Oberflache tritt oder aber sich sehr wohl an der
Grenzfléche anreichert, dort aber keinen nennenswerten Einfluld auf den Zustand des Lipid-
films hat. FUr eine korrekte Interpretation miissen jedoch auch die Relaxationseffekte bertick-
sichtigt werden. Diesbeziigliche Messungen ergaben fir den hier gewahiten Flachenwert ein
Absinken der Wellenzahl der Indikatorbande auf 2922,5 cm™ innerhalb eines Zeitraums von
200 Minuten. Unter Einbeziehung dieses Resultats und des Umstands, dali die Lipidmolekile
in diesem Kompressionszustand nur sehr lose assoziiert sind, scheint folgende Erklérung
plausibler: Die Surfactin-Molekile diffundieren an die Oberflache, treten zwischen die DPPS-
Molekile und verhindern damit ihre Umorganisation, die sonst im Rahmen des Relaxations-
prozesses stattfindet. In diesem Sinne sind die an der Oberflache adsorbierten Surfactin-
Molekile as Storelemente aufzufassen, die die Aushildung einer regelmaligeren Packung,
das Erreichen eines hoheren Mal3es konformativer Ordnung der Alkylketten stark behindert.
Diese Hypothese impliziert, da3 nach der Adsorption des Surfactins eine auch auf mole-
kularer Ebene gemischte Monoschicht vorliegt, eine Segregation ist mit ihr nicht vereinbar.

Komprimierte Monoschicht

Ein anderes Erscheinungsbild ergibt sich, wenn die Surfactin-Ldésung unter eine
komprimierte Monoschicht injiziert wird, wie aus der nachstehenden Abb. 72 hervorgeht.
Auch hier erfolgte die Injektion wiederum nach 100 Minuten.

2 Fir eine Mittelwerthildung aus mehreren Zeitreihen miite gewahrleistet sein, da die
Aufnahme der IRRA-Spektren in jeder einzelnen Reihe zu exakt gleichen Zeitpunkten
erfolgt. Dies ist apparatebedingt nicht zu leisten. Ferner kommt es nicht nur zu
Streuungen der Werte der Bandenposition innerhalb einer Zeitreihe von Spektrum zu
Spektrum, sondern dartiber hinaus kann auch das Ausgangsniveau der Wellenzahlen von
einem Experiment zum anderen leicht variieren, so dal? keine exakte Vergle chbarkeit
gegeben wére.
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Abb. 72; Welenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der Zeit
fir einen DPPS-Film bel A = 0,495 nm”Molekiil vor und nach der Injektion einer Surfactin-Lésung
(140 pL der Konz. 4,4 mg/mL) in reines Wasser (pH = 6) bei T = 295 K (22 °C). Der senkrechte
Strich markiert den Zeitpunkt der Surfactin-1njektion.

Wie im Fal der expandierten Monoschicht liegen die Wellenzahlen vor der Injektion
zwischen 2924 und 2925 cm*, unterliegen allerdings einer geringeren Streuung. Nach der
Injektion wird die Streuung zunéchst grof3er, jedoch ist eine Uberlagerte drastische Abnahme
unverkennbar. Nach 200 Minuten werden Werte unterhalb von 2922 cm™ gefunden, die auch
nach 350 Minuten nicht wieder angestiegen sind. Dies entspricht einer Absenkung von ca. 2,5
Wellenzahlen. Dal3 es sich hier um keinen Zufallsbefund handelt, wurde durch wiederholte
Experimente unter gleichen Bedingungen sichergestellt, in denen ebenfalls eine vergleichbare
signifikante Abnahme der Wellenzahl der Indikatorbande beobachtet wurde. Bemerkenswert
ist, da3 DPPS-Filme im komprimierten Zustand kaum relaxieren. Entsprechende Messungen
ergaben, dal’ die Wellenzahl der Bande der asymmetrischen C-H-Vaenzschwingung selbst
innerhalb eines Zeitraums von mehr als 1000 Minuten nie unter 2924 cm™ fiel, womit die
Abnahme nach der Surfactin-Injektion im Prinzip noch etwas deutlicher ausfélt als bei
relaxierenden Systemen.

Konklusion

Offenbar hat das Surfactin einen hohen ordnenden Effekt auf DPPS-Filme im
komprimierten Zustand. Nach der Injektion des Surfactins wird in bezug auf die konformative
Ordnung der Alkylketten ein Mal3 induziert, das in reinen DPPS-Filmen nicht erreicht wird.
Trotz des spekulativen und contraintuitiven Charakters — aufgrund der elektrostatischen
Repulsion wirde man eher eine geringe Affinitét zwischen beiden Komponenten erwarten —
legt dies den Schluf3 nahe, dal3 hier gemischte Monoschichten vorliegen, in denen das Surfac-
tin auf spezifische Weise mit den Phospholipidkopfgruppen interagiert, so dal’3 ein dicht
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assoziiertes Konglomerat gemischt-molekulare Cluster entsteht, in denen sich die Alkylketten
der Lipide und des Surfactins — as kooperatives Begleit- oder auch zeitlich nachgelagertes
Phanomen — zueinander ausrichten und so, Uber hydrophobe Wechselwirkungen, gauche-
Defekte reduziert werden. Der Wert von ca. 2922 Wellenzahlen, der hier erreicht wird, stimmit
in etwa mit dem Uberein, der unter A) bei der gemischten Monoschicht mit Xs = 0,1 bel
entsprechendem Fléchenwert beobachtet wurde (vgl. Abb. 70). Es ist daher mdglich, dal3 in
beiden Féllen eine dhnliche Situation vorliegt, obwohl genaue Angaben Uber die adsorbierte
Surfactin-Menge nicht gemacht werden kdnnen. Derselben Argumentation wie in Abschnitt
A) folgend, ist hier eine Phasenseparation unwahrscheinlich.

4.4.3. DPPG

Dipalmitoylphosphatidylglycerol ist zwar wie DPPS ein negativ geladenes Phospholipid,
jedoch ist es durch ein besonderes Merkmal in bezug auf das Verhdtnis der Kopfgruppen-
grofde zum Querschnitt der Alkylketten charakterisiert — sie entsprechen einander. Der Grund
daflr ist, dal3 der effektive Féachenbedarf durch repulsive Coulomb-Wechselwirkungen
zwischen benachbarten Lipidkopfgruppen etwas grofRer ist, as wirden alein die geo-
metrischen Daten zugrunde gelegt."*® Somit kann die Form dieses Phospholipids unter der
Bedingung, da’ die Alkylketten eine al-trans-Konformation annehmen, als zylindrisches
Stabchen approximiert werden. Dies birgt Konsegquenzen fur die Packungsanordnung in sich
birgt und driickt sich z.B. in der Tendenz des DPPG aus, in Lipiddoppelschichten im Gegen-
satz zum DPPS bevorzugt nicht-gekrimmite, relativ eng gepackte Aggregate auszubilden. Die
Rolle der Membrankrimmung und auf welche Weise AP fahig sind, darauf einzuwirken und
so Ingtabilitdten herbeizufiihren, die eine weitere Adsorption und schliefflich die Durch-
dringung durch die Membran erleichtern, ist Gegenstand der aktuellen Forschung.!**”! Es hat
sich herausgestellt, dal3 viele membranaktive Peptide einen grofRen, destabiliserenden
Krimmungsdruck auf die Membranen ausiiben und z.B. in der Lage sind, Uberginge von
lamellaren lipidischen Phasen in invers-hexagonale oder kubische Phasen zu bewirken.
Demnach sollten Phospholipide, die von sich aus wenig gekrimmte Strukturen bilden, eine
wirksamere Barriere gegen AP darstellen, als solche, die z.B. aufgrund ihrer konischen
Gestalt (wie PE) spontan Aggregate hoher Krimmung ausbilden.

Neben solchen topologischen Gesichtspunkten — die in der zusammenfassenden
Diskussion noch einmal aufgegriffen werden — kénnten beim DPPG intermolekulare Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen den Kopfgruppen ein zu berlicksichtigender Faktor sein, der
die Stahilitét von Membranen beeinfluf3t.

A) Monoschichten
M/A-Isothermen

Die N/A-1sothermen fir einen reinen DPPG-Film, sowie fur Mischfilme mit verschiede-
ner Zusammensetzung (Xs = 0,25, 0,5 und 0,75), wiederum bei 295 K aufgenommen, sind in
Abb. 73 dargestellt. Zum Vergleich ist auch die Isotherme des reinen Surfactins gezeigt.
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Abb. 73: M/A-Isothermen von DPPG (Xs = 0), Surfactin (Xs = 1) sowie von gemischten Langmuir-
Filmen dieser Komponenten mit Xs = 0,25, 0,5 und 0,75, aufgenommen auf reinem Wasser (pH = 6)
be T=295K (22 °C)

Die M/A-1sotherme des reinen DPPG-Films ist zu kleineren Flachen/Molekul verschoben,
stimmt aber qualitativ mit bisher publizierten tberein**¥ Der Verlauf zeigt eine stark
kondensierte Charakteristik, der Oberflachendruck beginnt erst bei 0,5 nm?/Molekil zu
steigen, sodann folgt ein schmaler Kompressionsbereich mittlerer Kompressibilitdt, die bei
Flachen < 0,42 nm?/Molekiil kontinuierlich abnimmt, entsprechend einem steiler werdenden
Anstieg des Oberflachendrucks, der deutlich Gber-exponentiell verlauft, was daflr spricht, dafi3
hier keine LE- sondern bereits eine kondensierte Phase vorliegt. Kurz vor dem Kollapspunkt
bei 0,35 nm?/Molekil und 42 mN/m ist ein leichter Knick mit einem nachfolgend fast
senkrechten Oberflachendruckanstieg zu erkennen, der einen Ubergang anzeigt, von einer
Phase kollektiver Neigung in eine andere Phase, in der die Alkylketten senkrecht zur Ober-
flache ausgerichtet sind. Orientierungen ohne Neigung in bezug auf die Oberflachennormalen
koénnen in Langmuir-Filmen nur von solchen Amphiphilen eingenommen werden, bei denen
die im vorigen Abschnitt dargelegten speziellen geometrischen Verhdtnisse (der Flachen-
bedarf der Kopfgruppe entspricht in etwas dem Flachenbedarf der hydrophoben Ketten) vor-
liegen; das Ergebnis bestétigt, dal? dies beim DPPG tatsachlich der Fall ist.

Die ,,Mischisothermen® fir Xs = 0,25, 0,5 und 0,75 liegen alle zwischen denen der jewells
reinen Komponente, die Phasentibergange sind entsprechend ,, verwischter”, und, wie auch in
den gemischten Monoschichten von DPPC/Surfactin, ist die Abweichung von der Horizon-
talen im Part 1l um so ausgeprégter je gleichantelliger die Mischung zusammengesetzt ist.
Zudem beobachtet man in diesem Part der Isotherme, dal3 der Oberflachendruck mit
steigendem Xs zunimmt. Eine weitere Tendenz wird im Part 111 der I1sothermen offenkundig:
je grofer der Anteil des Surfactins, desto stérker ist dieser Ast zu kleineren Flachen/Molekdl



Biomimetische Systeme Seite 129

verschoben; die Werte sind alerdings absolut betrachtet so klein, dal3 angenommen werden
mul3, dal3 sich bereits teillweise 3-dimensionale Aggregate gebildet haben.

Mischbarkeit des binaren Gemisches DPPG/Surfactin

Die Ergebnisse der thermodynamischen Analyse der ,,Mischisothermen®, die Aufschiuld
Uber die Mischbarkeit der beiden Komponenten geben, sind in Abb. 74 und Abb. 75
dargestellt. In der Auftragung der mittleren Flache/Molekil deutet sich bei Xs = 0,5 eine
negative Abweichung von der Additivitdisregel an, also eine stérkere Wechselwirkung
zwischen DPPG und Surfactin, as es in den reinen Komponenten der Fall ist. Eine eindeutige
Aussage kann jedoch nicht gemacht werden, da zuwenig Datenpunkte vorliegen, um eine
unzweideutige Gerade hindurchlegen zu kénnen. Deshalb wurde auch hier zusétzlich die frele
Exzess-Mischungsenthalpie berechnet, deren Auftragung gegen den Molenbruch ein
interessantes Muster zum Vorschein kommen |83t. Er ergeben sich Kurven, die vom
Erscheinungshild doppelten Verteilungskurven gleichen, mit Schwerpunkten bel Xs = 0,25
und 0,75 und einem sie trennenden Minimum bei Xs = 0,5. Zwar herrscht auch bel diesem
System eine Tendenz zur Phasenseparation vor (es werden nur positive Werte gefunden), die
mit steigendem Oberflachendruck zunimmt, aber sie ist geringer as im Falle des
DPPC/Surfactin-Systems, und im Gegensatz zu diesem ist sie bel Xs= 0,5 am niedrigsten.
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Abb. 74: Mittlere Flache pro Molekil von DPPG/Surfactin-Filmen in Ab-
hangigkeit vom Molenbruch des Surfactins fur N = 10, 20 und 30 mN/m
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Abb. 75 Freie Exzess-Mischungsenthalpie des Systems DPPG/Surfactin in
Abhangigkeit vom Molenbruch des Surfactins fir M = 10, 20 und 30 mN/m.

IRRAS-Messungen

Ob sich der kondensierte Charakter des DPPG-Films auch auf molekularer Ebene in
bezug auf die Alkylkettenpackung und ihre konformative Ordnung widerspiegelt, sollte durch
IRRAS-Messungen ermittelt werden, deren Ergebnisse in Abb. 76 gezeigt sind.
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Abb. 76: Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in
Abhangigkeit von der Flache/Molekil fur einen DPPG-Film auf reinem Wasser
(pH=6) bei T =295K (22 °C)
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Fur Flachen > 0,5 nm*Molekill unterliegt die Bandenposition der antisymmetrischen
Methylenvalenzschwingung einer gewissen Streuung und schwankt zwischen 2919,5 und
2918 cm™. In exakter Ubereinstimmung mit dem Punkt, bei dem in der Isotherme ein Anstieg
des Oberflachendrucks registriert wird (0,5 nm?/Molekiil), verschwindet die Streuung und die
Mef3punkte der Einzelmessungen werden sehr einheitlich. Im weiteren Verlauf der Kompres-
son sinken die Werte bis zum Kollapspunkt annéhernd linear auf ein flr Phospholipide
aulRerordentlich niedriges Niveau von 2916,5 Wellenzahlen ab und verbleiben von dort an
konstant. Gleichzeitig wird in den IRRA-Spektren eine starke Zunahme der Intensitét der
Indikatorbande beobachtet (s. Abb. 77). Das letztgenannte Merkmal spricht neben der
Erhdhung des tranggauche-Verhdtnisses der Konformationen fir eine Abnahme des
Neigungswinkels der Alkylketten, der Endwert von 2916,5 cm* dafir, daR die Ketten in
einem Hochstmald konformativ geordnet sind (weitgehend all-trans). Die Tatsache, dal3 die
Werte fiir Flachen > 0,5 nm?Molekill streuen, wird so gedeutet, dafl? der Film bereits in einem
2-Phasen-Koexistenzgebiet vorliegt und der IR-Strahl wechselnd auf Domanen héherer und
niedriger Ordnung trifft.
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Abb. 77: Vergleich der IRRA-Spektren eines DPPG-Films im Bereich von 3000-2800
cm® bel zwei verschiedenen Kompressionstadien (s. Beschriftung). Innerhalb eines recht
kleinen Intervalls wird eine starke Zunahme der Intensitét der v(CHy)-Banden registriert.

Im Vergleich mit den anderen untersuchten Phospholipiden werden beim DPPG die
niedrigsten Wellenzahlen tberhaupt gefunden, und zwar liegen selbst die hochsten Werte zu
Beginn der Kompression unterhalb der niedrigsten der anderen Serien. Damit bestdtigen sich
ale Uberlegungen, die in bezug auf die besondere Kompaktheit dieser Modellmembran
angestellt wurden.
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B) Permeabilisierungsversuche

Die Ergebnisse der M/A- und IRRAS-Messungen geben aufgrund der Kompaktheit des
Films, die in dem kondensierten Verlauf der Isotherme sowie den niedrigen Wellenzahlen der
Indikatorbande auch bei grofReren Flachen pro Molekil zum Ausdruck kommt, Anlal3 zu der
Erwartung, dal3 eine Durchdringung oder eine Destabiliserung von DPPG-Filmen von
Surfactin in Permeabilisierungsversuchen erschwert sein konnte. Hinzu kommt, dal3 Surfactin
und DPPG gleichnamige negative Ladungen tragen, weshalb zundchst mit einer geringen
Affinitét zu rechnen ist. Aus diesen beiden Grinden wurde in den Versuchen eine etwas
hohere Surfactin-Menge injiziert as bei den GUbrigen Phospholipiden (140 puL einer Lésung
der Konzentration 5,3 mg/mL), deren Ergebnisse in Abb. 78 und Abb. 79 dargestellt sind und
leicht unterschiedlich ausfallen bzw. bezlglich des Injektionszeitpunktes variieren, weshalb
beide prasentiert werden. Um einen gentigenden Spielraum fur eine potentielle Absenkung
der Wellenzahl der Indikatorbande zu gewahrleisten, wurden die Versuche bei einem
Flachenwert von 0,604 nm?Molekill durchgefiihrt.
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Abb. 78: Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhéangigkeit
von der Zdit fiir einen DPPG-Film bei A = 0,604 nm?/Molekill vor und nach der Injektion
ener Surfactin-Ldsung (140 pL der Konz. 5,3 mg/mL) in reines Wasser (pH = 6) be T =
295 K (22 °C). Der senkrechte Strich markiert den Zeitpunkt der Surfactin-Injektion.

Im ersten Versuch (Abb. 78) erfolgte die Injektion nach 100 Minuten. Wahrend in den 75
Minuten vor der Injektion Werte zwischen 2918,5 und 2919 cm™ gefunden werden, liegen die
beiden Werte unmittelbar vor der Injektion bei niedrigeren Wellenzahlen um 2917,5 cm™,
woflr Relaxationseffekte verantwortlich sein durften. Unmittelbar nach der Injektion wird
innerhalb eines Zeitraums von 20 Minuten eine weitere Abnahme um etwa eine Wellenzahl
beobachtet. In der Folgezeit ist keine weitere Anderung des konformativen Status der
Alkylketten zu erkennen, und die Mef3punkte liegen konstant bei ca 2916,7 cm*. Auffélig
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ist, dal3 dieser Wert sehr gut mit dem Niveau Ubereinstimmt, das kurz vor dem Kollapspunkt
bel der reinen DPPG-Schicht erreicht wird.

Um zu evaluieren, inwieweit sich hier eine Uberlagerung potentieller Relaxationseffekte
manifestiert, wurde die zeitliche Entwicklung der Position der Indikatorbande eines reinen
DPPG-Films bei einem konstanten Flachenwert von 0,604 nm?/Molekiil verfolgt. Diese
Messungen ergaben, ausgehend von 2918,5 Wellenzahlen zu Beginn des Experiments, Werte,
die nach 100 Minuten bei etwa 2917,5 und nach 250 Minuten nicht unterhalb von 2917 cm*
lagen. Dieses Niveau ist nicht sehr weit von dem Endwert entfernt, der beim Permea-
biliserungsversuch gemessen wurde, weshalb durch die hier vorliegende Datenlage sich ein
ordnender Effekt des Surfactins zwar andeutet, aber nicht zweifelsfrei belegt werden kann.

Daher wurde in einem zweiten Versuch (Abb. 79) die Zeitspanne verkirzt, nach der die
Surfactin-Injektion erfolgte (nach 45 min), um beide fraglichen Phdnomene stérker vonein-
ander zu entkoppeln.
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Abb. 79: Die Angaben entsprechen mit Ausnahme des Zetpunkts der Surfactin-
Injektion (hier nach 45 min) der aus Abb. 78.

Wie aus der Auftragung der Zeitreihe hervorgeht, tritt der Effekt, den das Surfactin auf
den Grad der konformativen Ordnung vom DPPG hat, nun deutlich hervor: Die Absenkung
der Wellenzahl der Indikatorbande von ~2918,5 auf ~2917 cm™ erfolgt nahezu augenblicklich
nach der Surfactin-Injektion. Allerdings liegen die Mef3punkte zum Ende des Versuchs um
etwa 0,3 cm™ héher als bei der spéteren Surfactin-Injektion.

Konklusion

Augenscheinlich ist das Surfactin in der Lage, eine unkomprimierte DPPG-Monoschicht
in einen Zustand zu UberfUhren, in dem die Alkylketten eine weitgehende all-trans-Konfor-
mation einnehmen. Es ist davon auszugehen, dal3 Surfactin-Molektile von der Subphase an die
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Oberflache diffundieren, zwischen die DPPG-Doménen bzw. Molekile treten und sie auf-
grund des Platzbedarfs verdrangen und zusammenschieben. Dieser Vorgang vollzieht sich auf
einer sehr kurzen Zeitskala. Unter Bezugnahme auf die in Abschnitt 4.4.1. getroffene Klassi-
fizierung wird angenommen, dald hier eine unspezifische Wechselwirkung vorliegt. Ob es
nachfolgend in der dann vorliegenden gemischten Monoschicht zu einer Phasenseparation
kommt, kann hier nicht entschieden werden. Aus dem Ausmal3 der Absenkung der Wellen-
zahl 183t sich wiederum eine Abschdtzung der Verteilungsgleichgewichtskonstanten vorneh-
men. Mit AA = 0,22 nm?/Molekiil, Npppe = 5,92 x 10", Ngyur(ges) = 4,31 x 10 und
Nayrt(mono) = 1,05 x 10™ ergibt sie sich zu:
Ng,s (Mmono) Ng,¢ (Mmono)

3 Ks= = =245%x1073
Ng,s.(9€S) = Ng,; (MONO) Ng, (sub)

Der Molenbruch Xs der gemischten Monoschicht nach der Adsorption des Surfactins
ergibt sich zu Xs = Ngt.(mono) / [Nay.(mono) + Nppps] = 0,15. Dieser Wert ist dem fur den
Fall des DPPC sehr ghnlich und scheint insofern nicht unrealistisch. Er macht zudem deuitlich,
dai? kein einfacher Zusammenhang zwischen der insgesamt injizierten Surfactin-Menge einer-
seits, dem an der Grenzflache angereicherten Anteil andererseits und dem durch ihn bewirkten
Effekt besteht.

4.4.4. POPC

Neben der Ladung der Kopfgruppen und der geometrischen Verhéltnisse von Kopfgruppe
zum hydrophoben Rest der Lipidmolekile beeinflul®t ein weiterer Faktor die Stabilitét von
Membranen bzw. die Fahigkeit der Lipide, in schichtartigen Anordnungen dichtgepackte
Strukturen und damit effektive Schutzbarrieren gegentiber Attacken von membranaktiven
Peptiden zu bilden: Die potentielle Stérke der Summe der hydrophoben Wechselwirkungen
zwischen den Alkylketten des Acylrestes benachbarter Lipidmolekile. Abgesehen vom
aulReren lateralen Druck bestimmt sich diese wiederum durch 3 Parameter: (i) durch die
absolute Lénge der Alkylketten, (ii) durch die Einheitlichkeit ihrer Langen bei Vorliegen
gemischter Schichten verschiedener Lipide, und (iii) durch ihre stereochemischen Merkmale,
z.B. ob die Ketten geséttigt sind oder Doppelbindungen enthalten und welche Konfiguration
die Doppelbindungen (E/Z) aufweisen.

Die A%-cis-Doppelbindung der Z-9-Octadecenoylkette des POPC kann in diesem Kontext
als Strukturdefekt aufgefaldt werden, der eine erhebliche Stérung der konformativen Ordnung
in der Nahe der Position der Doppelbindung entfaltet. Dies hat entsprechende Konsequenzen
fur die Packungsdichte insgesamt in Assoziaten, die nicht nur wegen der geringeren van-der-
Waals-Krafte im hydrophoben Kompartiment, sondern auch aufgrund der resultierenden
konischen Gestalt des Gesamtmolekiils, die eine Anndherung der Kopfgruppen erschwert,
reduziert ist.

Beide Aspekte konnten im Hinblick auf den Mechanismus der Destabiliserung oder
Permeabiliserung von Membranen durch Surfactin von Bedeutung sein. So durfte der
Durchtritt des hydrophoben Fettsdurerestes durch die polare Schicht, die durch die polaren
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Kopfgruppen gebildet wird, der erste Schritt in diesem Prozef3 sein, der bei einer weniger
dichten Assoziation erleichtert ist. Betrachtet man den Fettsdurerest as eine Art Anker, der
sich nach dem Durchtritt durch die polare Grenzflache an die hydrophoben Alkylketten der
Phospholipide heftet und evtl. auf diese Weise die laterale Organisation der Lipide beeinflufit,
wird deutlich, da3 die Packungsdichte des hydrophoben Korpers der Lipidschicht eine
wichtige Rolle spielt.

A) Monoschichten
M/A-Isotherme

Die Konsequenzen der stereochemischen Merkmale des POPC spiegeln sich auch in der
thermodynamischen Charakterisierung der Monoschicht wider (s. Abb. 80). Der as sehr
expandiert zu bezeichnende Charakter der IM/A-Isotherme driickt sich darin aus, dal3 bereits
bei sehr groRen Flachen pro Molekiil (1,3 nm?/Molekiil) ein Anstieg des Oberflachendrucks
registriert wird, wahrend der Kompression nur eine ausgepragte LE-Phase durchlaufen wird
und darin, daR der Kollapspunkt schon bei einem Flachenwert von 0,6 nm?/Molekiil erreicht
ist. Vom Erscheinungsbild ahnelt sie stark der M/A-lIsotherme des DPPS, ist jedoch zu
deutlich hoheren Flachenwerten verschoben. Anders als beim DPPS, bel dem die Grol3e der
Kopfgruppe und die elektrostatische Abstof3ung zwischen ihnen fir die Verhinderung des
Erreichens stérker kondensierter Phasen verantwortlich sein dirfte, behindert hier die Gestalt
des hydrophoben Teils der Lipide bzw. ihre rdumliche Ausdehnung eine weitergehende
Annaherung benachbarter Amphiphile, so dal3 eine engere Packung innerhalb der Mono-
schicht nicht erreicht werden kann.
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Abb. 80: M/A-lIsotherme eines POPC-Films, aufgenommen auf reinem
Wasser (pH=6) bei T =295 K (22 °C)
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Vergegenwartigt man sich, dal3 der Querschnittsflachenbedarf einer Cholin-Kopfgruppe
bei geschétzten 0,45 nm*Molekill liegt, wird deutlich, dai? selbst in der Nahe des Kollaps-
punktes und hohen Oberflachendriicken nur ein recht loses Netzwerk vorliegt, in dem die
Lipidkopfgruppen verhdtnismaldig weit von ihren jewelligen Nachbarn entfernt sind. Es bietet
sich einem aus der nachempfundenen extrazelluldren Perspektive gleichsam ein Bild einer mit
vidlen Mulden oder Furchen versehenen Oberfléache dar, deren Resistenz gegentiber mem-
branaktiven AP wahrscheinlich gering ist.

IRRAS-Messungen

Dal’ in Monoschichten von POPC nur ein relativ geringer Assoziationsgrad niedriger
Dichte vorliegt, kommt auch durch die IRRAS-Messungen zum Ausdruck (s. Abb. 81). Der
Verlauf der Wellenzahlen der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung macht deutlich,
dai’ ein bestimmtes Mal3 konformativer Ordnung nicht Uberschritten werden kann und dal3
dieses Mal3 im Vergleich zum DPPC oder gar DPPG sehr niedrig ist. Die Mef3punkte liegen
zu Beginn der Kompression bei sehr hohen ~2925 cm™ (zudem streuen die Werte in den
Einzelmessungen relativ stark), sinken dann bis zu einem Flachenwert von ~0,8 nm?/Molek(il
in etwa linear auf ~2922,5 cm™ ab und verbleiben von diesem Punkt an konstant auf diesem
Niveau.
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Abb. 81: Wedlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der
Flache/Molekdl fur einen POPC-Film auf reinem Wasser (pH = 6) bei T = 295 K (22 °C)

Hier wird offenkundig, dal3 (i) die cis-Doppelbindung ein gehériges Mal3 an konforma-
tiver Unordnung stiftet und (ii) die Sperrigkeit der Z-9-Octadecenoylketten eine Anndherung
der Molekile insoweit verhindert, dal3 zwischen den Alk(en)ylketten benachbarter Molekile
Dispersionskréfte effektiv wirksam werden konnten, mit der Folge, dal3 das trans/gauche-
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Verhdltnis fir Flachen < 0,8 nm?/Molekiill unabhéngig vom Kompressionszustand bis zum
Kollapspunkt relativ niedrig bleibt.

B) Permeabilisierungsversuche

Fur die Evaluierung des Durchdringungsvermogens wurden zwei Versuche mit POPC-
Monoschichten durchgefiihrt: Einer in einem expandierten (1,041 nm*Molekiill) und einer in
einem komprimierten (0,669 nm?/Molekiil) Zustand kurz vor dem Kollapspunkt.

Expandierte Monoschicht

In Abb. 82 ist die Zeitreihe fur einen expandierten POPC-Film zu sehen, bei dem nach
110 Minuten die Injektion der Surfactinldsung in die Subphase erfolgte. Vor dem Zeitpunkt
der Injektion werden fiir die Indikatorbande Werte zwischen 2924 und 2922 cm* gefunden.
Genaugenommen hat es den Anschein, als wirde der Film aus zwei Komponenten bestehen
oder in zwei diskreten Zustéanden vorliegen, die entweder Werte von 2924 oder 2922
Wellenzahlen liefern. Dies konnte jedoch in Wiederholungsmessungen nicht reproduziert
werden, bel ihnen werden auch Werte gemessen, die zwischen diesem Intervall liegen. Alle
Messungen zusammengenommen, ergibt sich ein mittlerer Wert von etwa 2923 cm*, der mit
dem Wert der unter A) ,IRRAS-Messung” bei diesem Kompressionszustand gemessen wurde
gut Ubereinstimmt.
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Abb. 82; Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der Zeit
fir einen POPC-Film bel A = 1,041 nm”Molekiil vor und nach der Injektion ener Surfactin-Lésung
(200 pL der Konz. 3,1 mg/mL) in reines Wasser (pH = 6) bei T = 295 K (22 °C). Der senkrechte
Strich markiert den Zeitpunkt der Surfactin-1njektion.
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Fur die Zeit nach der Surfactin-Injektion in die Subphase ergeben sich ebenfalls Werte
zwischen ~2925 und 2922 Wellenzahlen, gegeniiber dem Zeitpunkt vor der Injektion kann
keine signifikante Anderung des Grads konformativer Ordnung festgestellt werden. Ob sich
dieser Umstand — &hnlich wie im Fall des DPPS — im Rahmen einer angenommenen
Verhinderung des Relaxationsprozesses deuten |83, in dem die zwischen die Lipidmolekile
getretenen Surfactin-Molekile eine Umorganisation der Lipidpackung in Richtung des
thermodynamischen Gleichgewichts verzégern/unterbinden, ist aufgrund des Verlaufs der
Relaxationsexperimente unklar: sie ergaben nach einem Zeitraum von 270 Minuten Wellen-
zahlen der Indikatorbande zwischen 2923 und 2922 cm™. Uberhaupt ist dieser uRerst gering
ausgepragte Relaxationseffekt — falls davon Uberhaupt gesprochen werden kann — bemerkens-
wert.

Komprimierte Monoschicht

Wie aus Abb. 83 hervorgeht, streuen die Wellenzahlen vor der Surfactin-Injektion in
einem dhnlichen Mal3e wie im Falle der expandierten Monoschicht, sie liegen zwischen 2924
und 2921,5 cm*. Unmittelbar nach der Injektion der Surfactin-Lésung, die nach 100 Minuten
erfolgte, wird jedoch zunéchst eine betréchtliche Erhdéhung der Wellenzahl beobachtet, die
bis zu einem Zeitpunkt von ~175 Minuten in etwa konstant ist und nachfolgend jedoch stark
abféllt, so da’ die Werte nach ca. 250 Minuten sogar unterhalb des Ausgangsniveaus zu
Beginn des Experiments liegen.
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Abb. 83: Wdlenzahl der antisymmetrischen Methylenvalenzschwingung in Abhangigkeit von der Zeit
fir einen POPC-Film bel A = 0,669 nm”Molekiil vor und nach der Injektion ener Surfactin-Lésung
(117 pL der Konz. 5,3 mg/mL) in reines Wasser (pH = 6) bei T = 295 K (22 °C). Der senkrechte
Strich markiert den Zeitpunkt der Surfactin-Injektion
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In Wiederholungsversuchen wurde ein vergleichbarer Verlauf der Datenpunkte registriert.
Es ist damit das einzige Experiment, in dem das Surfactin, zumindest flr eine gewisse Zeit-
spanne, eine nennenswerte Erhdhung des Grads konformativer Unordnung induzieren konnte.
Interessant ist, dal’ es nach dieser zwischenzeitlichen Stérung der Packungsanordnung an-
scheinend zu einer Reorganisation der dann vermutlich gemischten Monoschicht kommt, die
zu einer ahnlich dichten Packung fuhrt, wie vor dem Zeitpunkt der Surfactin-Injektion. Eine
madgliche Erklarung des unterschiedlichen Verlaufs der Versuche mit der expandierten und
komprimierten POPC-Monoschicht besteht darin, dal3 es zwar in beiden Situationen zu einer
Inkorporation des Surfactins kommt, sich diese bei der expandierten Monoschicht aber nicht
bemerkbar macht, weil sich die POPC-Molekile in einem gasanalogen Zustand befinden, in
dem sie von den zwischen sie getretenen Surfactin-Molekilen kaum beeinflufl3t werden. Im
komprimierten Zustand (LE-Phase) jedoch, in der die POPC-Molekile bereits in Wechsel-
wirkung miteinander getreten sind, ruft der Einbau des Surfactins in die Monoschicht
wahrend dieses Prozesses eine temporére Storung hervor. Aufgrund der umgekehrt-konischen
Gestalt der POPC-Molekille beschrénkt sich der Vorgang nicht einfach darauf, dal3 sie zusam-
mengeschoben werden, sondern die Z-9-Octadecenoylkette kénnte als Strukturdefekt in erster
Linie dazu fuhren, dal3 gewissermal3en der Storungseinfluld auf die Nachbarmolekile Uber-
tragen werden. Mit zunehmendem Einbau von Surfactin-Molekilen koénnte aufgrund der
komplementdren Gestalt beider Molekilsorten schliefdlich eine topologisch glinstigere An-
ordnung resultieren. Dieser Gedanke wird in der nachfolgenden zusammenfassenden Diskus-
sion noch einmal prazisiert.

4.45. Zusammenfassende Diskussion

Die wesentlichen Ergebnisse sind in ihrer Gesamtheit noch einmal Uberblicksweise in
komprimierter Form in Tabelle 3 dargestellt, aus der hervorgeht, getrennt nach den zu
unterscheidenden Ebenen (thermodynamische vs. molekulare), in welchen Zustdnden die
reinen Monoschichten der verschiedenen Phospholipide vorliegen, welche Wechselwirkungen
zwischen den Komponenten vorherrschen und unter welchen Bedingungen Surfactin welche
Effekte auf sie ausiibt.
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Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse fir die verschiedenen Phosphalipide, getrennt nach
thermodynamischen (Filmwaage-Messungen) und molekularen (IRRAS-Messungen) Charakteristika.
WW = Wechsdwirkung; unter / tiber = Unteranziehung / Uberanziehung; bezieht sich auf die gemischten
Monaoschichten mit Surfactin. Relax. = Relaxation; - /o /+ = sehr schwach / mittelstark / stark ausgepragt.
PV = Permeghilisierungsversuch; exp. = expandierte, komp. = komprimierte Monoschicht; | / — /1 /-=
Absenkung / Gleichbleiben / Erhéhung der Wellenzahl der Indikatorbande nach Surfactin-Injektion
beobachtet / kein entsprechendes Experiment durchgefiihrt.

Thermodynamik Molekulare Charakterisierung
Lipid Ladung Mn/iA WwW IRRAS Relax. PV
DPPC +/ - LE/LC unter 2924,0 - 2919,0 0 exp./komp. | /-
DPPS +/-- LE ? 2925,0 - 2923,5 - exp./komp. - /|
DPPG - LCILS unter 2919,5-2916,5 + exp./komp. | /-
POPC +/- LE ? 2924,5 —-2922,0 (o] exp./komp. - /1

Auf den ersten Blick féllt es schwer, die Parameter zu entdecken, die es erlauben wirden,
in bezug auf die Wirkweise des Surfactins ein in sich logisches und schliissiges Bild zu
entwerfen. Ein enheitliches Muster ist nicht zu erkennen: So Ubt Surfactin einen ordnenden
Effekt auf Filme aus, die durch zwitterionische oder negativ geladene Lipide konstituiert sind,
auf solche, die N/A-1sothermen expandierten oder kondensierten Charakters ergeben, die der
Relaxation in stérkerem oder schwécheren Mal3e unterliegen, und esist in der Lage, den Grad
konformativer Ordnung in Filmen zu erhthen, die in einem expandierten oder komprimierten
Zustand vorliegen. Aufféllig ist, dal3 — evtl. mit der Ausnahme der komprimierten POPC-
Monoschicht — in keinem weiteren Fall ein hoheres Mal3 an konformativer Unordnung in der
Alkylkettenpackung des Acylrestes der Lipide induziert, alenfalls ein Erreichen einer
dichteren Packung verhindert wurde.

Daraus kann vorsichtig geschlossen werden, dal3 im Prinzip einer der denkbaren bzw.
vorgestellten Wirkmechanismen auszuschlief3en ist. Es scheint nicht so zu sein, dal3 durch das
Surfactin Lipidmolekile — in welcher Weise auch immer — solubilisiert bzw. in die Subphase
transferiert werden und die an der Grenzflache verbleilbenden Konstituenten eine grofiere
Flache/Molekil zur Verfliigung haben, was sich entsprechend auch in der Wellenzahl der
Indikatorbande bemerkbar machen sollte. Angenommen ein solcher Prozef3 fande doch statt,
miite ein Tel der injizierten Surfactin-Menge an die Stelle der dann nicht mehr an der
Grenzflache verweilenden Lipidmolekile getreten sein. Schliissiger ist jedoch die Annahme,
dai’ das Surfactin zwischen die Lipidmolekule tritt, ohne dal3 sie in die Subphase transferiert
werden. Mag es zunéchst der Vorstellung entgegenstehen, Surfactin bilde Locher oder Poren
in Membranen, so mul? andererseits der hier verwendete experimentelle Ansatz berlicksichtigt
werden. Die Inkorporation des Surfactins in eine Monoschicht mifite dann als erster Schritt
der Permeabiliserung aufgefaldt werden. Es ist denkbar, dal3 alle weiteren Schritte mit dieser
Monoschicht-Technik gar nicht erfaldt werden kdnnen. In diesem Sinne wére eine Detektion
der Zunahme des Ordnungsgrads der Alkylketten bereits identisch mit einer bzw. so gut wie
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eine Lochbildung. Die zwischenzeitliche Abnahme des Ordnungsgrad im Fall der kompri-
mierten POPC-Monoschicht kann wegen der Besonderheit der geometrischen Merkmale in
dieses Konzept integriert werden, wie weiter unten erlutert werden wird.

Dennoch harren die mechanistischen Details an dieser Stelle noch einer Erklérung. Es
sollen daher im folgenden unter Einbeziehung der molekularen Wechselwirkungsméglich-
keiten (selen sie elektrostatischer oder hydrophober Natur oder seien es Wasserstoffbriicken)
zwischen den beteiligten Komponenten, ihren geometrischen Merkmalen und topologischen
Gesichtspunkten, Uberlegungen angestellt werden, welche Prinzipien hier zur Geltung
kommen kénnten und es erlauben, die gefundenen Phanomene zu erklaren. Wahrscheinlich
wird es nicht ein, nicht das Ubergeordnete Prinzip geben, aus dem sich ales ableiten 1&/3t;
viedmehr ist anzunehmen, dald in Abhéngigkeit vom eingesetzten Lipid eine Summe ver-
schiedener Faktoren eine Rolle spi€lt.

Der Packungsparameter g und die Rolle des Membrankrimmungsdrucks

Der Packungsparameter g von Amphiphilen hat einen grundlegenden Einflul3 auf den
fundamentalen Prozel3 ihrer Selbstorganisation und bestimmt auch die Stabilitét der resul-
tierenden Ensembles. Dieser Parameter wurde 1976 von Israglachvili et al.[**! eingefiihrt und
setzt die geometrischen Verhdtnisse (Volumen — Querschnittsflache — Lénge) des Amphi-
phils miteinander in Beziehung. Er ist definiert as g = V/(ax I), wobel V das Volumen der
Kohlenwasserstoffkette(n), a die ,optimae'® Querschnittsflache der Kopfgruppe pro
Molekdl und | die Lénge der Kohlenwasserstoffkette bedeuten. Fir sehr kleine g haben die
Amphiphile die Tendenz, spharische Micellen, bel etwas grofReren g-Werten zylindrische
Micellen, bel mittelgrof3en g nahezu planare Schichtstrukturen (Doppelschichten oder grol3e
Veskel) und schliefdlich bei Vorliegen sehr gro3er g-Werte inverse Micellen auszubilden.
Etwas einfacher betrachtet, kann man auch die GréR3e der Kopfgruppe zu der des Volumens
der Alkylketten ins Verhdltnis setzen und die Differenz als ausgepréagte oder weniger ausge-
pragte resultierende konische Gestalt des Molekuls definieren. Dann ergibt sich aus einfachen
geometrischen Uberlegungen ganz anschaulich der Zusammenhang, da? Amphiphile mit sehr
kleinen Kopfgruppen dazu neigen, inverse Micellen zu bilden, Amphiphile zylindrischer
Gestalt (bei denen die Kopfgruppe in etwa dieselben Ausmal3e hat, wie die Ketten) stabile
krimmungslose Doppelschichten formen und Amphiphile mit sehr grof3en Kopfgruppen die
Bildung von normalen Micellen anstreben. In Mono- oder Doppelschichten sind die
Amphiphile jedoch in eine planare Geometrie gezwungen — daraus resultiert entsprechend ein
negativer Krimmungsdruck ftr Amphiphile mit kleinen Kopfgruppen und ein positiver fir
solche mit grof3en Kopfgruppen. Zur Veranschaulichung des Gesagten dient Abb. 84.

3 Der Ausdruck ,optimal* bedeutet in diesem Zusammenhang, daR iiber den Raumbedarf
(basierend auf den van-der-Waals-Radien) der Kopfgruppen hinaus eventuelle
elektrostatische oder sterische Wechselwirkungen in den Wert mit hinein berechnet sind;
insofern ist auch die Sprechweise von einem ,geometrischen* Parameter zumindest
ungenaul.
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gestresste Doppelschicht
in kleinem Vesilkel

positiver Krimmungsdruck stabile Micelle

Abb. 84: Veranschaulichung des Zusammenhangs zwischen dem Packungsparameter g von
Amphiphilen und dem daraus abgdeiteten Krimmungsdruck, der in schichtartigen Anordnungen
herrscht, sowie die Darstdlung der daraus resultierenden Aggregate, in denen kein Druck zugegen
ist, einer minimalen freien Enthalpie entsprechend, fur (A) Amphiphile mit sehr grof3en, (B)
mittleren und (C) sehr kleinen g-Werten.

Basierend auf der Durchsicht der in der Literatur beschriebenen Befunde ganz unter-
schiedlicher AP und der Anwendung topologischer Stabilitétskriterien, hat R.M. Epand™>”
die Hypothese aufgestellt, dal’ Peptide, die entweder eine positive oder negative Kriimmung
in Membranen induzieren oder verstérken, (hdmo)lytische Eigenschaften haben konnen,
wobei digenigen, die einen negativen Krimmungsdruck verstérken, in dieser Hinsicht etwas
wirksamer zu sein scheinen.

Der Querschnittsflachenbedarf zweier Palmitoylketten betragt etwa 0,40 nm?. Die Kopf-
gruppe des DPPC ist etwas groRer und wird mit 0,45 nm? angegeben,!**"! woraus sich eine
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leicht konische Gestalt ergibt (entspricht in eingeschranktem Mal3e dem Fall A in Abb. 84).
Aufgrund der Carboxylgruppe innerhalb der Kopfgruppe dirfte die kegelférmige Gestalt
beim DPPS noch ausgepragter sein, und diese wird vom Surfactin mit nur einer Alkylkette
und dem sterisch sehr anspruchsvollen Peptidring als Kopfgruppe noch Ubertroffen (Fall A in
Abb. 84, wahrend DPPG eine nahezu zylindrische Form aufweist (Fall B in Abb. 84). Bedingt
durch die cis-Doppebindung innerhalb der Z-9-Octadecenoylkette des POPC gleicht es
hingegen einem Kegel, der auf die Spitze gestellt ist (Fal C in Abb. 84). Wie sich die
Inkorporation von Surfactin auf die Monoschichten der verschiedenen Phospholipide
maoglicherweise auswirkt, ist schematisch in Abb. 85 gezeigt; dem Autoren ist dabel bewul3t,
daid Bilder auf das ,Augentier Mensch* eine besonders starke Illusionskraft haben. Dessen
ungeachtet, sei der/die Leser/in eingeladen, sich auf die Beschreibung folgender 4 Szenarien
einzulassen.

Abb. 85: Schematische und hypothetische Darstelung der Konsequenzen der In-
korporation von Surfactin in Monoschichten von (A) DPPC, (B) DPPS, (C) DPPG und
(D) POPC in bezug auf den Grad der konformativen Ordnung der Alkylketten der
Acylreste und Stabilitdt der Moddlmembran.

Der Einbau von Surfactin in Monoschichten von DPPC (Fall A in obiger Abb.) fuhrt zu
einer Verstérkung des postiven Krimmungsdrucks. Es ist denkbar, dal3 sich infolge des
Durchtritts von Surfactin-Molekilen an die Grenzflache und des damit verbundenen Zusam-
menschiebens der Lipidmolekile Cluster von vulkandhnlicher Struktur dadurch bilden, indem
die involvierten Komponenten eine Konstellation einnehmen, in der a) das freie Volumen
minimiert ist und b) die van-der-Waals-Wechselwirkungen maximiert sind. Aufgrund der
damit einhergehenden Deformationen entstehen nun an der Grenze zweier solcher benach-
barter supramolekularer Gebilde aber Stellen minderer Dichte und herabgesetzter Stabilitét (in
der Abb. durch Pfeile markiert). Diese Defektstrukturen kénnten mogliche weitere Angriffs-
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punkte fUr weitere aus der Subphase an die Grenzflache diffundierenden Surfactin-Moleklle
sein, womit gleichfalls eine Erklarung dafir gefunden sein koénnte, dal3 es bel vielen AP bei
Uberschreiten einer Grenzkonzentration zu einem sich selbst verstarkenden FluB in den intra-
zelluldren Raum kommt (engl.: self promoting uptake). Es konnte dartiber hinaus angenom-
men werden, dal3 diese Schwachstellen digenigen sind, an denen die Integritét der Membran
als solche, etwa im Rahmen eines Micelliserungsprozesses, aufgehoben wird, es aso die
Stellen sind, an denen die Membran auseinanderbricht. Dieselben Uberlegungen auf den Fall
des DPPS angewandt, ergeben ein ganz ahnliches Bild; der bereits vorhandene, relativ grole
positive Krimmungsdruck bzw. die starke Micellenbildungstendenz wird durch die Anwesen-
heit des Surfactins noch verstérkt, mit vergleichbaren negativen Konsequenzen fir die Mem-
branstabilitét.

Davon unterschieden sind die Verhdlitnisse beim DPPG, in dessen Monoschichten keine
Tendenz zur Krimmung herrscht. Die Einflhrung von kegelformigen Surfactin-Molekilen in
eine DPPG-Schicht induziert zwar auch hier einen positiven Kriimmungsdruck, von dem aber
angenommen wird, dal3 er in bezug auf die Stabilitét der Membran konsequenzlos bleibt, welil
es aufgrund der gunstigen Packungseigenschaften der Lipidmolekile nicht zur Bildung von
(gemischten) ,Vulkan-Clustern® kommt (dies soll durch die Doppelpfeile im Schema C
angedeutet sein), so dald sich der Vorgang auf das Zusammenschieben der Lipidmolekile
beschrankt und dartiber hinaus keine weiteren Schwachstellen in der Modellmembran ent-
stehen.

In gemischten POPC/Surfactin-Monoschichten liegt eine Konstellation vor, die im
Prinzip als Umdrehung des Falls B beim DPPS aufgefaldt werden kann. Der stark negative
Krimmungsdruck in der POPC-Monoschicht wird durch den Einbau von Surfactin-Mole-
kilen, die eine zu den POPC-Molekilen komplementdre Gestalt aufweisen, zum Teil kom-
pengert. Und zwar zunéchst in demselben MalRe wie der Surfactin-Anteil zunimmt, bis der
Krimmungsdruck null wird und die Stabilitét der gemischten Schicht ein Maximum erreicht
und eine weitere Aufnahme von Surfactin-Molekilen wenigstens gemald topologischer
Kriterien ungiinstig ist. Somit liegt auch eine Umkehrung des oben geschilderten Prozesses
vor: Wenn man so will, kénnte man von einem self-inhibiting uptake sprechen.

Einen eindeutigen Bezug zu den Ergebnissen der IRRAS-Messungen und Permeabili-
sierungsversuchen herzustellen, ist aus den schon angesprochenen Grinden nur eingeschrankt
maoglich. Aber immerhin stehen die Tatsachen, dal3 beim DPPC (im expandierten Zustand),
beim DPPS (im komprimierten Zustand) und DPPG eine Absenkung der Wellenzahl der
Indikatorbande nach der Surfactin-Injektion in die Subphase beobachtet wurde, wéahrend eine
solche im Falle des POPC (im expandierten Zustand) ausblieb, auch nicht im Widerspruch zu
den présentierten Uberlegungen.

Physikochemische Wechselwirkungen

Zwischen den Phospholipiden und dem Surfactin ergeben sich, neben den hydrophoben
Kraften zwischen den Alkylketten des Acylrestes, aufgrund der zahireichen Heterostruktur-
elemente eine Fllle weiterer Wechselwirkungsmoglichkeiten, die zudem in Abhangigkeit
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vom lonisierungsgrad der acidischen Gruppen (der seinerseits eine Funktion des pH-Wertes
des umgebenen Mediums ist) variieren. In Frage kommen Coulomb-Wechselwirkungen,
sofern der Asparagin- bzw. Glutaminsdurerest des Surfactins ionisiert vorliegt, und Wasser-
stoffbriickenbindungen. Das Peptidgerist des Surfactins besteht sowohl aus H-Bricken-
Akzeptoren as auch -Donatoren. Die Sauerstoffatome der Fettsdure- bzw. Phosphorsdure-
gruppierung aler Phospholipide sind potentielle H-Bricken-Akzeptoren, die Serin- bzw.
Glycerol-Kopfgruppen des DPPS bzw. DPPG stellen auch Donatorstellen bereit.

Bel der Beurtellung des Verhdtnisses der Kréfte zwischen den reinen Komponenten
einerseits und denen zwischen dem Surfactin und den Phospholipiden andererseits, das
Einflud auf die Entmischungstendenz bzw. umgekehrt auf die Neigung zur Bildung von
Mischphasen hat, missen auRer H-Bricken zwei weitere Faktoren berticksichtigt werden.
Zum einen die Coulomb-Kréfte: Bel einer sterisch glnstigen Konstellation der entgegen-
gesetzt geladenen Atome in zwitterionischen Konstituenten kann eine dem lonenkristall
ahnliche stabile Anordnung eingenommen werden. Dies kdnnte beim DPPC und POPC der
Fall sein, insbesondere in komprimierten Monoschichten, wahrend in expandierten Schichten
die Hydrathillen mit ihrer hohen Dielektrizitétskonstante die Ladungen weitgehend
abschirmen. Beim DPPS verkomplizieren sich die Verhdltnisse wegen der zusétzlichen
acidischen Serinkomponente innerhalb der Kopfgruppe. Die negativ geladene Kopfgruppe des
DPPG fuhrt in komprimierten Monoschichten zu repulsiven Wechselwirkungen. Da Surfactin
seinerseits — zumindest in gewissem Ausmal’ — negativ geladen vorliegt, kdnnte in gemischten
Monoschichten von Surfactin/DPPS und Surfactin/DPPG eine Tendenz zur Phasenseparation
vorliegen und in denen von Surfacti/DPPC und Surfactin/POPC eine zur Bildung von
Mischphasen. Der zweite zu berlicksichtigende Faktor ist der Grad der Ubereingtimmung
bzw. das Mil3verhdtnis der Kettenldngen der unterschiedlichen Amphiphile. Es ist bekannt,
da3 es in planaren Schichtanordnungen nach der Einfihrung von Komponenten, deren
Kettenldnge entweder sehr viel kirzer oder langer als die der membranbildenden Matrix sind
(hydrophobic mismatch), zu zwei Phanomenen kommen kann:™* Eine Kompression oder
Elongation der Schichtdicke der Lipide in unmittelbarer Nachbarschaft durch Anpassung ihrer
Lange an die Storelemente durch Erniedrigung oder Erhdhung des trans/gauche-V erhaltnisses
der Konformationen (dies ist haufig der Fall, wenn die Langenunterschiede nicht sehr grof3
sind), oder aber das MilRverhdtnis ist so groR3, dal3 die jeweiligen Komponenten Wechsal-
wirkungen zu ihresgleichen bevorzugen, was eine Phasenseparation nach sich zieht, sofern die
Dispersionskréfte die dominierenden sind.

Drei Dinge sprechen dagegen, dald in den vorliegenden Féllen das hydrophobe Mif3-
verhdtnis das dominierende Moment ist. (i) Der Langenunterschied zwischen einer iso-Cis-
und einer n-Cye-Kette ist nicht besonders markant. (ii) Computersmulationen von Gallet et
al."* konnten die auf Oberflacheneigenschaften und massenspektrometrischen Messungen
beruhende Annahme von Ishigami et al.!™® nicht bestétigen, nach der Surfactin an der
Luft/Wasser-Grenzflache aufgrund ausgepréagter Wechselwirkungen zwischen den aipha
tischen Ketten Dimere bildet. (iii) Mit Ausnahme von POPC (im komprimierten Zustand), bei
dem innerhalb einer gewissen Zeitspanne nach der Surfactin-Injektion eine Erhdhung der
Wellenzahl der Indikatorbande auftrat, konnte dies in keinem weiteren |IRRAS-Experiment
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beobachtet werden, so dal3 ein RickschluR auf das Stattfinden eines Léngen-Anpassungs-
prozesses nicht gerechtfertigt scheint.

Erganzende Computersimulationen

Aus dem bisher Gesagten drfte hervorgegangen sein, dal3 durch Betrachtung der Konsti-
tutionsformeln der Komponenten allein keine umfassenden Aussagen Uber die rea vor-
liegenden Verhdltnisse gemacht werden konnen. Deshab wurde zusdtzlich versucht,
wenigstens anhand eines Beispiels — DPPC — mit Hilfe von Kraftfeldberechnungen ein wenig
Licht ins Dunkel zu bringen.

Alle Berechnungen erfolgten unter Verwendung des MM(+)-Kraftfeldes (proprietére
Variante des MM2-Kraftfeldes des Softwarepakets Hyperchem rel. 3 der Firma Hypercube,
USA). Die wegen der begrenzten cpu-Ressourcen verfolgte Simulationsstrategie ist, ver-
gegenwartigt man sich die Komplexitét des realen natirlichen Systems, als minimalistisch
einzustufen und bestand im folgenden V orgehen.

Zunéchst wurden getrennt voneinander je ein einzelnes DPPC- und ein Surfactin-Molekl
(unter ,,Vakuumbedingungen®) geometrieoptimiert. Sodann wurde einem manuell vororien-
tierten Verband, bestehend aus je einem Surfactin- und zwel benachbarten DPPC-Molekiilen,
500 Wassermolekiile so hinzugefugt, dal3 eine Vakuunm/Wasser-Grenzschicht nachempfunden
wurde. Die Amphiphile wurden so plaziert, dal3 die hydrophoben Ketten in die Vakuum-
Phase ragen. Anschlief3end erfolgte erneut eine Energieminimierungsrechnung des Gesamt-
verbands, nun jedoch unter periodischen Randbedingungen (periodic boundary conditions,
PBC). Um einen Eindruck des resultierenden Ensembles zu gewinnen, betrachte man Abb.
86.

Abb. 86: CPK-Darstdlung (Corey-Pauling-Kultin, CPK) des Ergebnisses der Energieminimierungs-
rechnung (MM (+)-Kraftfeld) eines manudl vororientierten Ensembles aus 2 DPPC-Molekilen (links
und rechts) und einem Surfactin-Molekil (Mitte) an der Luft/Wasser-Grenzflache. Nahere Erlauterun-
gens. Text.



Biomimetische Systeme Seite 147

Im né&chsten Schritt wurden die Wasser-Molekile entfernt und eine Molekildynamik
(molecular dynamics, MD) durchgefiihrt (Eine entsprechende Simulation unter Einbeziehung
des Wassermolekilverbands war auf dem zur Verfigung stehenden Rechner, Pentium I11-
Prozessor, 500 MHz Taktfrequenz, nicht mehr zu handhaben). Die Starttemperatur betrug
0 K. Uber eine Zeitspanne von 10 Pikosekunden wurde das System auf 300 K aufgeheizt, mit
einem sehr kleinen Temperaturschritt-Programm, um méglichst nahe am Gleichgewicht zu
bleiben. Die nachfolgende, eigentliche Simulationszeit, bei dann konstanten 300 K, betrug
weitere 5 Pikosekunden. Der Zeitschritt betrug eine Femtosekunde. Schliefdlich wurde das
resultierende Ensemble noch einmal energieminimiert. Die finale Konfiguration ist in Abb. 87
wiedergegeben.

Abb. 87: CPK-Darstdlung der finalen Konfiguration des DPPC/Surfactin-
Clusters nach der MD-Simulation.

Obgleich es wahrend der Simulationszeit zu einer merklichen Trandation und Rotation
des Gesamtverbands kam, blieb er nicht nur Uber die gesamte Zeit Uber als solcher erhalten,
auch im Hinblick auf die gegenseitige Orientierung der Kopfgruppen und hydrophoben
Ketten der Molekile zueinander, er war auch wesentlich dichter gepackt. Wahrend der Simu-
lation zeigte sich deutlich die durch die van-der-Waals-Kréfte vermittelte Attraktion zwischen
den Alkylketten. Dabei scheint es so zu sein, dal3 sie bevorzugt zwischen den langeren Ketten
der DPPC-Molekile untereinander, als zwischen der léngeren des DPPC und kirzeren des
Surfactins wirkt, was sich aus der Tatsache ergibt, dal3 sich die Molekile nach Ende der
Simulation so angeordnet hatten, dal3 die DPPC-Molekile nun direkt benachbart waren, im
Gegensatz zur Ausgangskonfiguration, in der sie auf den beiden gegentiberliegenden Seiten
des dazwischen liegenden Surfactins positioniert waren. Die Fettsdurekette des Surfactins
liegt gewissermal3en eingebettet zwischen zwei DPPC-Acylketten, je eine zu einem der
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DPPC-Molekile gehdrend. Obgleich ein Rickschiu auf das Phasenverhalten im realen
System unzulassig ist, kdnnte sich darin dennoch die Tendenz zur Phasenseparation wider-
spiegeln.

Ein weiteres interessantes Ergebnis ist die Anzahl und die Verteilung der gauche-Defekte
entlang der hydrophoben Ketten. Die des Surfactins liegt sowohl vor als auch nach Ende der
Simulation in der al-trans-Konformation vor. Innerhalb der vier Ketten der beiden DPPC-
Molekile fanden, ebenfalls ausgehend von einer al-trans-Konformation, drei (Molekil 1)
und funf (Molekdl 2) Umwandlungen in gauche-Konformationen statt. Finf der insgesamt
acht gauche-Defekte sind ,,oberhalb* des oberen Kettenendes des Surfactins lokalisiert und
nur drei befinden sich im Bereich, den die Kette des Surfactins aufspannt.

Anders as in der Ausgangskonfiguration liegt der Peptidring nun nicht horizontal
entlang der gedachten Luft/Wasser-Grenzflache, sondern hat eine eher vertikale Orientierung
inne. Dies konnte zweifellos ein Resultat der Nicht-Berticksichtigung der walrigen Subphase
sein. Wie von anderen Autoren™*? auch berichtet, weist der Peptidring eine an einen Pferde-
sattel erinnernde Topologie auf, die durch intramolekulare Wasserstoffbriicken hervorgerufen
wird. Abweichend von bisher beobachteten Konstellationen, bildet sie sich hier alerdings
zwischen den Gruppierungen [Leu7-N(H)-C(O)-Leu2] aus.

Trotz des gewdhlten Ansatzes, der nicht im entferntesten an die Komplexitét eines realen
Systems heranreicht — so wéaren beispielsweise alein fur die korrekte Erfassung der Wechsel-
wirkung mit den angrenzenden Wasserschichten pro Amphiphil ca 10° Wassermolekiile
notwendig, und die Formation von zufallsverteilten Molekilen zu Micellen oder Mono-
schichten benttigt Simulationszeiten von mindestens einer Millisekunde — ermdglichen solche
Simulationen erste interessante Einsichten in das Verhaten der beteiligten Komponenten.

Berlicksichtigt man den vergangenen und gegenwartig sich noch beschleunigenden
Fortschritt auf dem Gebiet der Computertechnik und Algorithmenentwicklung dirfte es nur
noch eine Frage der Zeit sein, bis sich auch solche komplexen Vielteilchensysteme relativ
realitatsnah abbilden lassen.



Zusammenfassung Seite 149

5. Zusammenfassung

Diese Arbeit besteht aus drei Teilen. Im ersten Tell wurden Langmuir-Filme von chiralen
N-Acylaminosdurederivate untersucht, im zweiten Bolaamphiphile und im dritten wurden
Langmuir-Filme von Phospholipide als biomimetisches System eingesetzt, um einen Beitrag
zur Aufklarung der Wirkweise des antibiotischen Peptids Surfactin zu leisten.

Im ersten Teil werden Untersuchungen zur Morphologie von Langmuir-Filmen von N-
Acylaminosdurederivaten beschrieben, die mit Hilfe der Brewster-Winkel-Mikroskopie er-
folgten. Sie knlpften an vorhergehende Arbeiten an, in denen diese Klasse chiraer Amphi-
phile an der Luft/Wasser-Grenzflache hinsichtlich ihrer thermodynamischen bzw. Kollektiv-
eigenschaften sowie dstruktureller Eigenschaften auf der Ebene des einzelnen Molekils
charakterisiert wurde.

Neben dem Ziel, die noch offenen Erklarungslticken, die zwischen diesen verschiedenen
Ebenen bestanden, zu schlief3en und generell mehr in Erfahrung dartiber zu bringen, welche
Parameter die Filmmorphologie in welcher Weise beeinflussen, standen drel weitere Frage-
stellungen im Vordergrund:

Treten die chiralen Diskriminierungseffekte, die durch die Aufnahme von M/A-Iso-
thermen und IRRAS-Messungen zuvor detektiert wurden, auch auf der Ebene der
Doménen in Erscheinung und welche Rolle spielen dabel interamphiphile Wasser-
stoffbriickenbindungen?

Kommt es beim Einsatz der racemischen Monoschichten im Verlauf der isothermen
Kompression zu dem Phanomen der chiralen Phasenseparation?

Spiegelt sich die Chiralitdt der filmkonstituierenden Molekile in einer entsprechenden
2-dimensional chiradlen Gestalt der Doménen wider und konnen die beobachteten
Morphologien mit bestimmten Strukturen der zugrundeliegenden Subzelle bzw. mit
konkreten Gitteranordnungen korreliert werden?

Wesentliche Ergebnisse waren:

Die Morphologien der Langmuir-Filme der enantiomerenreinen und racemischen
Form von N-Hexadecanoylalanin auf waldriger Subphase unterscheiden sich bei 298 K
deutlich voneinander. Wahrend das L-Enantiomer kristalline Plattchen bildet, ist die
irregulér-fraktale Gestalt der Doméanen des Racemats durch einen DLA-Mechanismus
zu erkldren. Es konnten keine Hinweise auf eine chirale Phasenseparation gewonnen
werden. Bei erhohten Temperaturen (303 K) kommt auch beim L-Enantiomer ein
dendritisches Wachstumsmuster zum Vorschein, das zu explizit chiralen Doméanen-
formen fuhrt, in denen sich die Chirditét der filmkonstituierenden Molekile wider-
spiegelt. Die Gestalt der Doménen kann auf der Grundlage einer schiefwinkligen
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Subzelle abgeleitet werden. Sie ist bestimmt durch das Wirksamwerden gerichteter
attraktiver Kréafte, woflr H-Bricken verantwortlich gemacht werden.

Auf zinkionenhaltiger Subphase vollzieht sich beim L-Enantiomer von N-Hexadeca
noylalanin wahrend des Kondensationsvorgangs eine bemerkenswerte Metamorphose:
Anfangs dominierten torusartigen Domanen, die sich bei fortschreitendem Wachstum
in stark gewundene, S-férmige Domédnen umwandelten, bis sie schliefdlich eine see-
pferdchenghnliche Gestalt annahmen. Dabel handelt es sich ebenfalls um 2-dimen-
sonal chirale Strukturen; entsprechend spiegelbildliche Doménenformen wurden
nicht beobachtet, so dal3 eine Entsprechung von molekularer Chiralitdt und der Form
der kondensierten Vieltellchenaggregate vorliegt. lhre Entstehung 183t sich im
Rahmen eines elektrostatischen Wachstumsmodell verstehen.

N-Hexadecanoylalaninmethylester bildet in enantiomerenreiner Form auf walriger
Subphase drei verschiedene dendritische Muster, wobei zwel davon auf dieselbe zu-
grundeliegende schiefwinklige Subzelle zurtickgeftihrt werden kdnnen. Das Auftreten
verschiedener Gittertypen, die sich auf den Winkel und die Zahl der Dendriten aus-
wirken, kann durch lokal unterschiedlich hohe Wachstumsraten der Doménen erklart
werden. Das Racemat bildet hingegen sehr regelmélige, symmetrische Dendriten-
muster mit einer auffallend niedrigen Verzweigungsdichte. Anzeichen einer chiralen
Phasenseparation liegen auch hier nicht vor.

Auf wal¥riger Subphase bildet das L-Enantiomer von N-Octadecanoylvalin ebenfalls
dendritische Doméanen. Sie liegen einem schiefwinkligen Gitter zugrunde; ihre aul3ere
Gedtalt ist jedoch nicht explizit chiral. Bemerkenswert ist, dal’3 die Doméanenbildung
vollstandig reversibel ist und dal3 sie sich in einem Kompressionszustand vollzieht,
der anhand der M/A-lIsotherme eigentlich als LE-Phase identifiziert wurde. Beim
Racemat sind im BAM erst kurz vor dem Kollapspunkt kondensierte Strukturen
auszumachen, die teilweise eine gebogene Gestalt aufweisen. Jedoch lagen auch hier
keine eindeutigen Indizien fir einen chiralen Symmetriebruch vor.

Im zweiten Tell wurde eine weitere Klasse chiraler Amphiphile behandelt, namlich
Methyldihydroxyoctadecanoate, die den Bolaamphiphilen zuzurechnen sind. Bolaamphiphile
sind dadurch gekennzeichnet sind, dal3 sie zusétzlich zur polaren Kopfgruppe eine zweite
polare Gruppierung entlang der hydrophoben Alkylkette tragen; im vorliegenden Fall
handelte es sich um eine vicinale Diolgruppierung, deren Position entlang der hydrophoben
Alkylkette variierte. Durch die OH-Gruppen sind, wie bei den N-Acylaminosdurederivaten,
Maoglichkeiten zur Ausbildung von intermolekularen Wasserstoffbrickenbindungen gegeben,
deren Rolle fur chirale Diskriminierungseffekte in 2-dimensionalen Systemen mit Hilfe der
IRRA-Spektroskopie studiert wurden. Im Unterschied zu den Aminosaurederivaten ist das
stereogene Zentrum jedoch nicht notwendigerweise in der Kopfgruppe lokalisiert, die in die
Subphase taucht. Ferner sollte untersucht werden, welchen Einflul die EinfUhrung eines
zweiten polaren Restes auf das Grenzflachenverhalten dieser Amphiphile hat und welche
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Konsequenzen mit der Variation der Position dieses Restes verbunden sind. Die zentralen
Erkenntnisse konnen wie folgt zusammengefaldt werden:

Beim Methyl-17,18-dihydroxyoctadecanoat (das nur ein stereogenes Zentrum besitzt)
treten, obwohl die M/A-Isothermen von Racemat und reinem Enantiomer identisch
verlaufen, auf struktureller Ebene, den Grad der konformativen Ordnung betreffend,
deutliche chirale Diskriminierungseffekte zutage. Es findet wahrend der isothermen
Kompression ein Wechsel von hetero- zu homochiraler Diskriminierung statt.
Beziglich der Orientierung wurde erkannt, dal3 zu Beginn der Kompression beide
polaren Kopfgruppen in die Subphase tauchen, sich dann aber die vic-OH-Gruppe aus
dem Wasser hebt (,Flipprozef3*) und sich daraufhin ein Aggregationsprozeld der
Amphiphile untereinander vollzient, der beim Enantiomer sprunghaft und beim
Racemat eher schleppend geschieht. Mit dem Assoziationsprozefd geht ein ,, squeeze-
out-Vorgang“ und ein Konfigurationswechsel der Estergruppierung von E nach Z
einher.

Methyl-syn-9,10-dihydroxyoctadecanoat, eines der beiden untersuchten Diastereo-
mere dieses Regioisomers, zeigte ein ganzlich anderes Verhalten. Vermutlich ver-
bleiben beide polare Gruppen den gesamten Kompressionsvorgang Uber in die
waldrige Phase getaucht. Diese Orientierung konnte erkldren, warum das gemessene
Signal-Rausch-Verhdtnis bei den IRRAS-Untersuchungen so klein war. Unterschiede
zwischen dem enantiomerenreinen und racemischen Film konnten nicht evaluiert
werden.

Im Unterschied zum syn-Diastereomer mul3 beim entsprechenden Methyl-anti-9,10-
dihydroxyoctadecanoat davon ausgegangen werden, dal3 sich im Verlauf der
Kompression die vicinde Diolgruppierung aus dem Wasser hebt. Sowohl das
Enantiomer als auch das Racemat zeigen in einem sehr begrenzten Kompressions-
intervall eine sprunghafte Zunahme der konformativen Ordnung und eine drastische
Signdiintensitdtssteigerung  der Banden im  Reflexions-Absor ptions-Spektrum.
Differenzen zwischen dem Enantiomer und Racemat ergaben sich hinsichtlich der
konkreten Sprungstelle (Flachenwert pro Molekidl) und Sprungtiefe/-hdhe. Der
Vergleich mit dem syn-Diastereomer macht deutlich: Durch die Konfigurations-
umkehr an nur einem der beiden stereogenen Zentren kann ein komplett anderes
Grenzflachenverhalten dieser Amphiphile bewirkt werden. Ferner konnte durch
Messungen bei unterschiedlichen Temperaturen eine auffallende Analogie zum
temperaturabhangigen Verhalten von N-Acylaminosdurederivaten festgestellt werden.

Die Struktur des Methyl-2,3-dihydroxyoctadecanoats (vermessen wurde nur das syn-
Diastereomer) entspricht aufgrund der direkt benachbarten polaren Gruppen der eines
gewohnlichen  Amphiphils mit einer einzigen vergrolRerten Kopfgruppe.
Erwartungsgeméld spiegelte sich dies auch bei den IRRA-spektroskopischen
Messungen wider, die eine typische Entwicklung des Grads der konformativen
Ordnung wéahrend der Kompression anzeigten. Im Gegensatz zu alen anderen
vermessenen Methyldihydroxyoctadecaonat-1someren fiel hier eine nahezu perfekte
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Korrelation mit den thermodynamischen Merkmalen auf. Ubereinstimmend konnte
mit beiden Mef3methoden eine leichte Tendenz zur homochiralen Diskriminierung
festgestellt werden.

Der dritte und letzte Teil handelt von einem Versuch, Langmuir-Filme as biomimetisches
System einzusetzen. Konkret wurden Monoschichten von verschiedenen Phospholipiden als
Modelmembrane dafir genutzt, einen Beltrag zur Aufklarung der Wirkweise des
antibiotischen Lipopeptids Surfactin zu leisten, das in der Lage ist, Zellmembranen von
Bakterien aufzuldsen. Dazu wurden zum einem gemischte Phospholipid/Surfactin-
Monoschichten mit Hilfe der Langmuir-Filmwaage (,Mischisothermen®) und IRRA-
Spektroskopie untersucht. Zum anderen wurde ein Angriff von Surfactin-Molekilen auf
Zellmembranen dadurch nachgeahmt, dal3 Surfactin-Losungen in die Subphase von
Phospholipid-Monoschichten injiziert und die strukturellen Verénderungen sowie die ihres
Organisationsgrades | R-spektroskopisch beobachtet wurden (Permeabilisierungsversuche).
Die Kurzfassung der gewonnenen Einsichten liest sich folgendermal3en:

Die ,Mischisothermen” ergaben fur das bindre Gemisch DPPC/Surfactin eine unvoll-
standige Mischbarkeit, die um so ausgepragter war, je gleichantelliger die Mischung
zusammengesetzt und je niedriger der Oberflachendruck war.

Die IRRAS-Messungen der DPPC/Surfactin Mischmonolagen zeigen an, dal3 bereits
kleine Surfactin-Anteile einen ausgeprégt ordnenden Effekt auf die konformative
Ordnung der DPPC-Alkylketten haben.

Die Injektion von Surfactin in die Subphase von expandierten DPPC-Filmen fuhrt zu
einem stark ordnenden Effekt.

DPPS-Filme im expandierten Zustand wurden von anwesendem Surfactin in der Sub-
phase hinsichtlich ihres Ordnungsgrads nicht beeinflul3t. Bei komprimierten DPPS-
Filmen, konnte hingegen ein ordnungsinduzierender Effekt durch IRRA-spektro-
skopische Messungen nachgewiesen werden.

Analysen der Mischbarkeit des bindren DPPG/Surfactin-Gemischs férderten eine un-
vollstandige Mischbarkeit zutage. Diese Tendenz zur Phasenseparation war bel Sur-
factin-Molanteilen von Xs = 0,25 und 0,75 am stérksten.

Eine Injektion von Surfactin unter die Monoschicht eines expandierten DPPG-Films
fUhrte instantan zu einer bemerkenswerten Zunahme des trans/gauche-Verhdtnisses
der Konformationen der Methylensegmente der Alkylketten.

Im Unterschied zu allen anderen vermessenen Phospholipiden vermag Surfactin in der
Subphase von POPC-Filmen die konformative Ordnung der Alkylketten, zumindest
zeitweilig, zu storen. Nachdem Surfactin in die Monoschicht inkorporiert wurde,
kommt es anscheinend zu einer Reorganisation der dann gemischten Monoschicht, so
daid schliefdlich ein dhnliches Mal3 konformativer Ordnung erreicht wird, wie vor dem
Zeitpunkt der Surfactin-1njektion.
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Ein denkbarer Mechanismus der Permeabiliserung von Membranen durch Surfactin
ist, dai3 es lokal dichtere Lipid- oder gemischte Lipid/Surfactin-Doméanen induziert
und so in der nachsten Umgebung lokal ausgediinnte Bereiche entstehen, die eine
weitere Aufnahme von Surfactin beglnstigen, bis schliefdlich die Konzentration so
grol3 ist, daid eine Bicellisierung oder Micellisierung eintritt.
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6. Summary

This work comprises three parts. In part one Langmuir films of N-acyl amino acid
derivatives were under investigation, part two focuses upon bolaamphiphiles at the air/water
interface, and part three deas with the influence of the antibiotic peptid surfactin on
phospholipid monolayers.

In the first part investigations on the morphology of Langmuir films of N-acyl amino acid
derivatives are described, which were studied with the help of Brewster angle microscopy.
This class of chiral amphiphiles had been characterized in a previous work at the air/water
interface regarding their thermodynamic and/or collective properties as well as structura
features on the level of the individual molecule. One aim was to engraft another piece into the
remaining puzzles and to get a deeper insight into the driving forces of morphology
determining parameters. An additional objective wasto answer the following questions:

Do chira discrimination effects, which were detected by means of M/A-isotherms and
IRRA spectroscopy, occur on the level of the domains, too, and which role do H-
bridges play?

Does a chiral phase separation process take place during the compression of racemic
monolayers?

Do chira domains appear and do they reflect the corresponding chirality of the film
constituting molecules, and is it possible to correlate the observed morphologies with
certain structures of the underlying subcell?

The results can be summarized as follows;

The morphologies of the enantiomeric and racemic films of N-hexadecanoyl aanine
on an aqueous subphase at 298 K differ substantially from each other. While the
enantiomer forms crystal platelets, the irregular fractal-like shape of the domains of
the racemic mixture can be explained by a DLA growth mechanism. There were no
hints pointing to a chiral phase separation process. At increased temperature (303 K)
the enantiomer shows a dendritic growth pattern, which leads to explicitly chira
domain shapes, which correspond with the chirality of the film constituting molecules.
The shape of the domains can be derived from an oblique subcell and is determined by
directed attractive forces, for which H-bridges can be made responsible.

The compression of the L-enantiomer of N-hexadecanoyl alanine on subphases
containing zinc ions is accompanied with a remarkable metamorphosis of the
condensed structures: At first torus-like domains dominated, which were converted
with progressive growth into strongly wound, S-shaped domains, until finally they
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turned into a seahorse-like appearance. The origin of these chiral shapes can be
explained on the basis of an electrostatic growth model.

The enantiomer of N-hexadecanoyl aanine methyl ester shows three different
dendritic growth patterns. Two of them can be constructed on the basis of a single
obligue subcell. The occurrence of different types of unit cells, which influence the
angle and numbers of the dendritic arms, can be explained by locally different growth
rates of the domains. The condensed structures of the racemic mixture are dendritic
too, but in contrast to the enantiomeric compound they are symmetric and have a
notably low branching density.

On agueous subphase the L-enantiomer of N-octadecanoyl valine shows dendritic
domains, too. They can also be constructed on the basis of an oblique subcell but the
overal outer shape is not explicitly chiral. As a remarkable result, it was found, that
the formation of the dendritic domains are fully reversible. Furthermore, the
condensation process took place at a compression state, which was formerly, by means
of the N/A-isotherm, identified as a LE phase. As in the other cases no chiral
symmetry breaking process could be detected.

In part two investigations on another class of chira amphiphiles, methyl dihydroxy-
octadecanoates are described. They are bipolar amphiphiles (or so-caled bolaamphiles) and
carry a second polar group along the hydrophobic tail; in this case it is a vicinal diol group,
which raise the possibility to form intermolecular H-bridges. It was the aim to study their role
concerning chiral discrimination effects with the help of IRRA spectroscopy. Furthermore, the
influence of introducing a second polar group on the behavior at the air/water interface and
the consequences of varying the position of this polar moiety along the hydrophobic part of
the amphiphile was studied. The central conclusions can be summarized as follows:

Despite their identical behavior regarding the thermodynamic properties (MN/A
isotherms) the enantiomeric and racemic mixture of methyl 17,18-dihydroxy-
octadecanoate, differences concerning the conformational order of the hydrophobic
backbones were detected. During the compression course a change from a dightly
heterochiral to a dightly homochiral preference occurred. Concerning the orientation
there is evidence that at the beginning of the compression both polar groups dip into
the subphase and that the diol group is forced out of the water into the air at
intermediate area per molecule values (“flip process’). After this flip process the
amphiphiles aggregate into domains. These two consecutive processes take place
suddenly in the case of the enantiomeric compound and more smoothly for the
racemic mixture. The aggregation is accompanied with a “sgueeze-out-effect” and a
change from the E to the Z configuration of the ester group.

Methyl syn-9,10-dhydroxyoctadecanoate, one of the investigated diasteromers of this
regioisomer, shows a completely different behavior. It is assumed, that both polar
groups remain in the subphase during the whole compression course. This orientation
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could explain the low spectroscopic signal-to-noise ratio. No differences between the
enantiomeric and racemic film could be evaluated.

In contrast to the syn diastereomer, one has to assume, that the vicinal diol group of
the corresponding methyl anti-9,10-dihydroxyoctadecanoate is forced out of the air
during the compression. Studying both films, the enantiomeric and racemic, a sharp
increase in conformational order and a dramatic increase in the band signals were
detected at a different but specific area per molecule value. Measurements at different
temperatures reveal a conspicuous analogy to the temperature-dependent behavior of
N-acyl amino acid amphiphiles.

The structure of the methyl 2,3-dihydroxyoctadecanoate (only the syn diasteromer
was investigated) is similar to a normal amphiphile because the two different polar
groups are close together and at the end of the chain. As expected, the conformational
order of the hydrophobic backbones shows a typica development during the
compression. In contrast to al other investigated compounds there was an almost
perfect correlation to the thermodynamic features. With both methods a dightly
homochiral discrimination was detected.

In part three an attempt is described, to use Lanmguir films as a model membrane system.
To be more precise, phospholipid monolayers were used to study interactions of the antibiotic
peptid surfactin with membrane lipids. For this purpose mixed phospholipid/surfactin
monolayers were studied with the help of a Langmuir film balance (“mixed isotherms’) and
with IRRA spectroscopy. Additionaly, the membrane burden attack of surfactin was
mimicked by injection of a solution of surfactin under phospholipid monolayers into the
subphase. The structural changes and the conformational order of the lipid molecules were
spectroscopically observed. The main results are as follows:

Mixed monolayers of surfactin and DPPC were not fully miscible, especialy at low
surface pressures and at compositions with equal amounts of both components.

Even small amounts of surfactin in mixed DPPC/surfactin monolayers induced an
increasing conformational ordering effect on the akyl chains of the DPPC molecules.

The injection of surfactin into the subphase of an expanded DPPC monolayer had the
same consequences.

The injection of surfactin under expanded monolayers of DPPC had no influence on
the conformational order of the alkyl chains, but surprisingly this is the case for
condensed DPPS monolayers. an increase in the degree of conformational order could
be detected.

The binary DPPG/surfactin mixture showed an uncompleted miscibility. The
tendency of phase separation is highest for mol fractions of surfactin of Xs = 0.25 and
0.75.
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The injection of surfactin under monolayers of expanded DPPG monolayers leads to a
remarkable increase in the trang/gauche ratio of the methylen segments of the alkyl
chains of the lipid molecules.

In contrast to all other investigated lipids the conformational order of POPC decreases
when surfactin is injected under this kind of monolayer.

A possible mechanism of the membrane permabilization is as follows. surfactin is
inducing lipid or mixed lipid/surfactin domains with a higher local density so that in
the vicinity of these high-density domains regions with lower density originate, which
assst a further incorporation of surfactin molecules into the monolayer. Finaly, the
local density could be high enough alowing subsequent micellisation.
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7. Ausblick

7.1. Bifunktionelle Amphiphile

Bolaamphiphile

Die Klasse der M-DHO-Amphiphile wurde im Rahmen dieser und anderer Arbeiten mit
verschiedensten Methoden und in bezug auf unterschiedliche GréRenmalistdbe ausgiebig
untersucht, so dal3 sie inzwischen als gut charakterisiert gelten konnen. Gleiches gilt auch fir
einige ihrer Derivate, so dal3 de Aussage algemein auf bifunktionelle Alkylalkanoate vom
Bolatyp ausgeweitet werden kann. So wurde beispielsweise der Einflul? der Kettenlange
untersucht, ferner die Unterschiede, die sich ergeben, wenn stait der Methyl- die ent-
sprechenden Ethylester zum Einsatz kommen und die Auswirkungen, die sich ergeben, wenn
die vicinde Dihydroxygrupppierung durch eine vicinde Methoxy- oder Acetoxygruppe
substituiert wird.® Die letztgenannten Modifikationen sind wichtig fiir die Klarung der
Frage, inwieweit H-Brlcken fur die chiraen Diskriminierungseffekte verantwortlich sind (s.
Kap. 3.3.). Diese funktionellen Gruppen haben jedoch den Nachtell, dal3 sie im Vergleich zur
Hydroxylgruppe relativ sterisch anspruchsvolle Gruppen darstellen. Insofern erscheint es
lohnenswert, solche bifunktionellen Amphiphile zu untersuchen, deren zweite Gruppe von
ahnlicher Polaritét und GroRRe ist. Dies kdnnte geschehen, indem man z.B. statt der Hydroxy-
entsprechend chlorierte oder bromierte Verbindungen einsetzt. Derartige Ansétze wurden in
der Vergangenheit bereits mit monofunktionellen Carbonséuren und -derivaten verfolgt.*>

Geminitenside

Dimere Tenside, die auch Geminitenside genannt werden, bestehen aus zwei hydro-
phoben Alkylketten mit zwei, meist ionischen, polaren Kopfgruppen, die Uber einen hydro-
phoben Spacer unterschiedlicher Lange miteinander verbunden sind. Bestand die Systematik
bei den Bolaamphiphilen darin, die Position der polaren Gruppe entlang der hydrophoben
Alkylkette zu variieren, ist es bel den Geminitensiden moglich, beide polare Gruppen in
bezug auf die Kettenposition zu verandern, weshalb Untersuchungen von Geminitensiden die
Studien an bifunktionellen Amphiphilen gewissermal3en komplementieren konnten.

Gegenliber den monomeren Tensiden zeichnen sie sich durch einige aul3ergewdhnliche
Eigenschaften aus. sie weisen eine extrem kleine cmc auf, reduzieren die Oberflachen-
gpannung des Wassers auf ein sehr niedriges Niveau und zeigen in waldriger Losung ein
komplexes rheologisches sowie ein auRerordentlich vielfaltiges Phasenverhaten.!**¥ Die
GroRRe und Form der Micellen beispielsweise hangt dabel nicht nur empfindlich von der
Lange des Spacers ab, wie auch durch molekildynamische (MD)-Studien gezeigt werden
konnte,!** sondern auch von der Dissymmetrie, ausgedriickt durch die Differenz der Langen
der beiden hydrophoben Alkylketten.*>®

Zwel Grunde erklaren das stetig steigende Interesse, das dieser Tensidklasse entgegen-
gebracht wird: (i) sie erlaubt grundlegende Untersuchungen zum fundamentalen Prozef3 der
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Selbstorganisation der Materie und zum Einflul des Packungsparameters g der Amphiphile
auf diesen Prozel3, da es bei Geminitensiden mdglich ist, diesen Parameter in definierter und
nahezu kontinuierlicher Weise zu modifizieren; (ii) Geminitenside wurden erfolgreich in der
tensid-basierten Templatsynthese mesoporéser anorganischer Festkorper eingesetzt,!**” die
as Anwérter einer Generation hochselektiver und effizienter Katalysatoren neuen Typs
gelten, womit sie nicht nur einen Gegenstand universitérer Forschung bilden, sondern dartber
hinaus einen hohen Anwendungsbezug besitzen.

Dal} die beiden Punkte in einem engen Zusammenhang stehen, ergibt sich z.B. daraus,
dai? bei der Verfolgung des Ziels, die Porenform und -grof3e mal3schneidern zu kdnnen, das
Verstandnis der Selbstaggregationsprozesse der zum Einsatz kommenden Geminitenside von
grundlegender Bedeutung ist.

Die bisher am intensivsten untersuchten Geminitensde sind bis-quaterndre Alkyl-
ammoniumbromide. Bei Einsatz hinreichend langer Alkylketten sollten sie auch in der Lage
sein, Langmuir-Filme auszubilden. Interessant wére es, Langmuir-Filme von Geminitensiden
unterschiedlicher Topologie — indem die Lange des Spacers variiert wird — und Dissymmetrie
einzusetzen, um den Einflu3, den der Packungsparameter g auf das thermodynamische
Kollektivverhalten, auf die Morphologie der Filme sowie auf die Packungsordnung innerhalb
der Doménen und auf die Ordnung und Orientierung der einzelnen Tensidmolekdlteile hat, zu
studieren. Uber einen Vergleich der Ergebnisse von symmetrischen und dissymetrischen
Tensiden kdnnten ferner Informationen dartiber gewonnen werden, wie sich eine Symmetrie-
reduktion auswirkt, womit ein Briickenschlag zu den chiralen Bolaamphiphilen erreicht wére.

Da es Oda et al.™ jiingst in einer aufsehenerregenden Arbeit gelungen ist, durch Aus-
tausch der Bromidanionen mit chiralen Gegenionen (Tartrate, Maate u.a.), in Aggregaten
von bis-quaterngren Alkylammoniumtensiden eine suprastrukurelle Chiralitdt zu erzeugen
und diese zu steuern, waren darlber hinaus Experimente zur ,,chiralen Induktion® attraktiv (s.
folgender Abschnitt).

7.2. Chirale Induktion

Der Terminus der chiralen Induktion bezeichnet Vorgange, bei denen ein chirales
Molekil seine strukturelle Information auf eine vormals achirade Phase eines Kollektivs
Ubertragt und in ihr eine suprastrukturelle Chiralitét erzeugt. Das bekannteste Beispiel dafir
findet sich im Bereich der Fussigkristalle (Liquid Crystals, LC): Die Dotierung einer
nematischen LC-Phase mit chiralen Mesogenen (Dopants) kann zur Ausbildung einer
verdrillten, helicalen cholesterischen Phase fiihren. Bemerkenswert ist dabel die Tatsache, dal3
sich die Langenskalen der Chiraitatsinformation, die die betelligten Spezies charakterisieren,
um etliche GroRenordnungen unterscheiden. Betragen sie im einzelnen Molekiil einige 10™°
m, liegt die Ganghthe (Pitch) der Helix einer cholesterischen Phase typischerweise im
Bereich von 10° Metern. Insofern scheint es gerechtfertigt, nicht nur von einem einfachen
Chirditatstransfer, sondern von einer chiralen Amplifizierung zu sprechen.

Das Vorzeichen und die GrofRe der Ganghohe ener durch ein chirales Molekdl
induzierten cholesterischen Phase sind sowohl fUr die chirale Substanz as auch fir die



Ausblick Seite 160

Zusammensetzung der Phase charakteristisch. Die Stérke dieser Induktion, die Helical
Twisting Power (HTP), kann durch die auf eine Konzentrationseinheit bezogene reziproke
Ganghothe erfaldt werden. Interessant ist, dal3 sowohl das Vorzeichen als auch die reziproke
Ganghthe von der Orientierung der chiraen Molekile in der Phase und damit von deren
Orientierung zur Vorzugsrichtung aller Molekile abhangig ist. Winzige Strukturdnderungen
des Dopant konnen daher groRe Anderungen der HTP bewirken. Es gibt zwar einige Ansitze,
diese Zusammenhange theoretisch nachzuvollziehen,*°***® doch ist es bis heute unmdglich,
fur ein gegebenes chirales Dopant Vorhersagen Uber die Richtung und die Stéarke der
Verdrillung, die es in der induzierten cholesterischen Phase bewirkt, zu treffen. Die Ent-
wicklung von Struktur-Wirkungsbeziehungen auf diesem Sektor steckt noch in den Kinder-
schuhen und basiert im wesentlichen auch lediglich auf einer systematisierten Phanomeno-
logie.

Der Anknupfungspunkt, der es lohnend erscheinen I&3t, den Vorgang der chiralen
Induktion auch anhand von Monoschichtsystemen zu studieren, ist durch eine aufféllige
Anaogie zu den LCs gegeben: die der eingeschrénkten Zahl der Freiheitsgrade des
Kollektivs. Wie oben schon angedeutet, scheinen chirale Effekte tendenziell umso ausge-
pragter zu sein, je stérker v.a. die Rotationsfreiheitsgrade im 3-dimensionalen Raum ein-
geschrankt sind. Amphiphilen von Langmuir-Filmen an der Luft/Wasser-Grenzfléche ist es
nicht mdglich, um die Achse senkrecht zur Oberflachennormalen zu rotieren. Insofern stellen
Monolayer strikt 2-dimensionale Systeme dar. Deshalb kdnnten sie gegentiber den LC-Phasen
sogar als die noch etwas aussichtsreicheren Kandidaten gelten, das Vorkommnis der chiralen
Induktion beobachten zu kdnnen. Dartber hinaus wirde die geringere Zahl der Wechsel-
wirkungsmoglichkeiten das Studium des Mechanismus des Chirdlitétstransfers erleichtern.

Gemal} des Kenntnisstandes des Promovenden wurden bis dato noch keine Arbeiten auf
dem Gebiet der Langmuir-Filme durchgeftihrt, die in diese Richtung weisen. Es kénnte daher
fruchtbar sein, Experimente mit achiralen Langmuir-Filmen, die mit chiralen Amphiphilen
dotiert werden, zu realiseren. So konnte beispielsweise mit Hilfe des BAM untersucht
werden, ob die symmetrischen, kreisformigen Doméanen von Filmen der Palmitinsaure durch
die EinfUhrung chiraler Amphiphile der N-Acylaminosdurederivate einer Formmodifikation
unterliegen, ob sich also auf der mesoskopischen Ebene eine Chiralitétsiibertragung
nachweisen 183, die sich in einer induzierten asymmetrischen Doméanenform widerspiegeln
konnte. Neben dem Einsatz von N-Acylaminosauren kénnten auch Langmuir-Filme von bis-
quaternaren Alkylammoniumtensiden mit chiralen Gegenionen aussichtsreiche Kandidaten
fur die Untersuchung der erwéhnten Phdnomene sein. Das Hauptaugenmerk wirde sich dann
darauf richten, ob suprastrukurelle Asymmetrien in 2-dimensionalen Systemen erzeugt wer-
den kénnen und ob und in welchem Ausmald die Filme chirale Diskriminierungseffekte
zeigen, wenn man verschiedene Enantiomereniiberschiisse der Gegenionen einsetzt.

7.3. Quantifizierung chiraler Diskriminierung

Eng verknipft mit dem Komplex der chiralen Induktion ist auch das Problem der
Quantifizierung der Chiraitdt und der der chirden Diskriminierung. Auf der Ebene des
Einzelmolekills gibt es seit der Einfihrung des Konzepts des kontinuierlichen Symmetrie-
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mal3es (Continuous Symmetry Measures, CSM) von Zabrodsky et al."*Y vielversprechende
Ansétze, das Ausmald der Asymmetrie von Einzelobjekten erfassen zu kénnen, doch erhebt
sich die Frage, inwieweit man dieses auch auf Phaseneigenschaften Ubertragen kann. Und
daran anknipfend: inwiefern ist es gerechtfertigt, pseudoskalare Mef3gréf3en eines Kollektivs
(in cholesterischen LC-Phasen z.B. der Circulardichroismus) als Moleklleigenschaft aufzu-
fassen, welche Beziehungen bestehen zwischen dem mef3baren Signal eines Verbands von
Molekilen und den Eigenschaften eines Einzelmolekils?

Diese Art von Fragen mifdten konsequenterweise auch auf das Phanomen der chiralen
Diskriminierung ausgeweitet werden. Die Mal3e, in denen die chirale Diskriminierung bei
Langmuir-Filmen quantitativ erfal3t werden kann bzw. zum Ausdruck kommt, sind: a@) die
Differenz des Oberflachendrucks in einem definierten Kompressionszustand zwischen dem
enantiomerenreinen und racemischen Film, b) die (induzierte) Asymmetrie der Doménen-
formen und c) die Differenz der Wellenzahlen der IR-Banden, die den Ordnungszustand bzw.
die Packungsdichte der Molekile innerhalb der Doméanen reflektieren. Die ausgepragtesten
Effekte wirde man naturgema beim Vergleich eines enantiomerenreinen FiIms mit dem
eines racemischen erwarten. Doch unter der Bedingung, dal3 Uberhaupt chirale Diskrimi-
nierungseffekte auftreten, miften sich diese auch nachweisen lassen, wenn Filme unter-
schiedlichen Enantiomerenreinheitsgrades bzw. mit verschiedenen Mischungsverhétnissen
der beiden Enantiomere miteinander verglichen werden. Die Fragen, die sich nun stellen,
sind: welche Beziehung besteht zwischen dem Enantiomerentiberschul® des einen Films (der
stets mit dem racemisch zusammengesetzten verglichen wird) und dem Ausmal3 der chiralen
Kennung, ausgedriickt durch die drel eben beschriebenen GroRen? Sind die beteiligten
GroRen linear mit der Zusammensetzung des Films verknipft, oder ergeben sich andere, z.B.
schwécher-logarithmische, oder stérker-exponentielle (wobei dann auch hier von einer
chiralen Amplifizierung gesprochen werden konnte) Abhangigkeiten?

Zur Beantwortung dieser Fragen, die in ahnlicher Form, aber doch in quasi umgekehrter
Richtung, bisher nur von zwei Gruppen untersucht worden sind,>”! koénnten deshalb
Langmuir-Filme systematisch variierter Zusammensetzung aus p- und L-Enantiomeren der N-
Acylaminosdurederivate mit Hilfe der drel zur Verfiigung stehenden Methoden untersucht
werden. Zu diesem Zweck mufdten vorher allerdings die Synthese der b-Enantiomere durch-
gefuihrt werden.

Die auf Basis dieser Experimente gewonnenen Erkenntnissen kénnten eventuell auch
einen kleinen Beitrag zur Entscheidung des Wettstreits der beiden miteinander konkurrieren-
den Thesen leisten, nach denen sich der Chirditétstransfer auf Grundlage entweder im
wesentlichen elektronischer oder sterischer Effekte erkléaren I&3t.
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7.4. Biomimetische Systeme

Surfactin

Die in dieser Arbeit dargelegte Untersuchung zur Aufklarung der Wirkweise des anti-
biotischen Peptids Surfactin kann lediglich als ein erster Auftakt dazu gewertet werden. Im
Vergleich zu realen Systemen war das Mal? der gewahlten Komplexizitétsreduktion betracht-
lich. Auf der Basis der hier gewonnenen Erkenntnisse, sowohl theoretischer Natur als auch in
bezug auf die praktische Handhabbarkeit der als biomimetisches System eingesetzten Lang-
muir-Filme, kénnte jedoch kinftig eine schrittweise Komplexizitatserweiterung vorgenom-
men werden, indem das Modellmembransystem der Membran einer realen Zelle angendhert
wird. Dazu wére es unter anderem erforderlich, die Zusammensetzung der Zellmembran zu
berticksichtigen, die aus einer Mischung verschiedener Lipide und anderer Komponenten
(z.B. Cholesterol) besteht und Bedingungen zu schaffen, die den physiologischen Gegeben-
heiten besser entsprechen (pH-Wert von 7,4 und 0,9%ige Kochsalzkonzentration). Mit der
Variation der Lipidzusammensetzung koénnte dann auch zielgerichteter der Frage nach der
Selektivitét nachgegangen werden.

Toxine

In FortfUhrung des hier vorgestellten biomimetischen Ansatzes, wére es vorstellbar, dai3
Langmuir-Filme auch geeignete Systeme sein konnten, um dem narkotischen Effekt von
Toxinen auf den Grund zu gehen. Die Wirkweise von Anasthetika ist noch immer nicht in
allen Einzelheiten verstanden, jedoch existieren zahlreiche Hypothesen. Es ist beispielsweise
denkbar, dal? narkotische Substanzen einen negativen Einfluld auf die Fuidité der Membran-
lipide ausiiben. Eine andere Hypothese geht davon aus, dai3 sie die Wechselwirkung zwischen
den Lipiden und in die Membran eingebetteten Proteinen in einer Weise beeinflussen, dai die
Proteine ihre Funktion nicht aufrechterhalten kénnen. Andere Autoren wiederum gehen davon
aus, dal3 es zu einer kompetitiven Bindung an die Membranproteine kommt, die deshalb ihre
eigentliche Funktion nicht oder in nicht genigendem MalRe aufrechterhalten konnen. Es
bestiinde mit Langmuir-Filmen insbesondere die Moglichkeit, die erstgenannte Hypothese zu
Uberprifen, indem man den Einfluf3, den narkotisierende Verbindungen auf Monoschichten
haben, mit Hilfe der beschriecbenen Methoden studiert. Bei Einsatz von gemischten
Lipid/Protein-Monoschichten kdnnten eventuell auch die anderen formulierten Hypothesen
Uberprift werden. Dies wére jedoch bel transmembranen Proteinen nur eingeschrénkt
maoglich.
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8. Experimenteller Teil
8.1. Melmethoden

8.1.1. Aufnahme von M/A-lIsothermen

Die M/A-Isothermen wurden auf der Filmwaage FW-2 der Firma Lauda (Lauda
Konigshofen, BRD) aufgenommen. Fir die Aufnahme von BAM-Bildern wurde jedoch eine
dltere Filmwaage vom Typ A eingesetzt, die eine Montage des BAMs erlaubte (s. 8.1.2.) Die
jeweils angegebene Temperatur wurde durch einen Thermostaten bei einer Schwankung von
hochstens + 0,2 K konstant gehalten. Nach dem Einflillen der Subphase wurde eine Wartezeit
von mindestens 20 Minuten eingehalten, damit der Temperaturausgleich erfolgen und
potentielle Verunreinigungen an der Subphasenoberflache adsorbieren kénnen. Diese wurden
anschlief3end durch Zusammenfahren der Barriere und Absaugen der Oberflache entfernt.

Die Spreitldbsungen wurden mit einer 250 mL-HPLC-Spritze der Firma Unimetrics
(Shorewood, USA) aufgetragen, indem die Lésung (70 - 120 mL) tropfenweise auf der Ober-
flache ,,abgesetzt” wird. Nach ca. 20 weiteren Minuten, in denen das Losungsmittel verdampft
sein sollte, wurde mit der Kompression des Films begonnen. Die Kompressionszeit betrug,
sofern nichts anderes angegeben ist, zwei Stunden. Die M/A-Daten wurden mit einer vom
Hersteller gelieferten Software registriert, die auf einem gewoéhnlichen IBM-kompatiblen PC
installiert war.

8.1.2. Brewster-Winkel-Mikroskopie

Bel der BAM wird p-polarisiertes Licht eines Lasers unter dem Brewster-Winkel des
Wassers eingestrahlt und infolgedessen nicht von der Wasseroberfléche reflektiert. Der Fim
hingegen bildet ein drittes optisches Medium, das einen anderen Brechungsindex und deshalb
eine gewisse Reflektivitdt aufweist, so dal’ sich die Doménen von dem nicht reflektierenden
Untergrund abheben.

Konkret kam ein MiniBAM der Firma NFT (Gottingen, BRD) zum Einsatz, das an einem
Langmuir-Trog (Filmwaage vom Typ A) der Firma Lauda (Lauda-Konigshofen, BRD)
installiert wurde. Der Langmuir-Trog wurde mit dem MiniBAM zur Unterdriickung von
Staubkontaminationen und Luftstromungen in einer Glovebox installiert, nur die Offnungen
fur Handschuhe blieben frei. Das MiniBAM hat eine laterae Auflésung von 20 um und das
Sichtfeld betrégt 6 x 4 mm. Es ist mit einem 688 nm-Laser ausgestattet (Leistungsaufnahme
30 mW). Eine integrierte CCD-Kamera lieferte Uber enen Standard-Videoausgang
(CCIR/EIA) ein Bild an einen schwarz-weil3-Monitor bzw. an eine Videokarte (miroVIDEO
D1) eines PC. Die on-time eingefangenen Bilder wurden anschlief3end mit einem Bildbear-
beitungsprogramm beziiglich Kontrast, Helligkeit und Schérfe optimiert. Das Prinzip und der
experimentelle Aufbau sind zusammengefaldt noch einmal in Abb. 88 dargestellt.
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Abb. 88: Darstdlung des Prinzips und des experimentdlen Aufbaus
desin dieser Arbeit zum Einsatz gekommenen BAMSs.

8.1.3. Externe Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)

Bel der Aufnahme der Spektren kam ein FTIR-Spektrometer IFS 66 der Firma. Bruker
(Karlsruhe, BRD) zum Einsatz, das mit einem hochempfindlichen MCT-Detektor (Mercury-
Cadmium-Tellurid) ausgestattet war und durch eine Reflexionseinheit P/N 19650 der Firma
Specac (Orpington, Grof3britannien) erweitert wurde. Durch einen miniaturisierten,
thermostatisierten Langmuir-Trog, der wie die Filmwaage mit einer beweglichen Barriere
versehen war, konnten Messungen der Reflexions-Absorption wahrend der isothermen
Kompression des Films vorgenommen werden, wodurch ein direkter Vergleich der n/A-
I sothermen mit den |RRA-Spektren ermdglicht wird.

Nach der Aufnahme des Referenzspektrums wurde die Spreitlésung mit einer 5 pL- bzw.
10 pL-Kapillarspritze der Firma SGE (Weiterstadt, BRD) aufgetragen und 20 Minuten
gewartet, um das Losungsmittel verdampfen zu lassen. Bel der Reihe sich anschlief3ender
Filmspektren einer Isotherme bzw. bel den Zeitreihen der Permeabilisierungsversuche wurde
versucht, die Luftfeuchtigkeit durch einen zu variierenden, trockenen Stickstoffstrom, der
durch die MelRkammer fliefdt, konstant zu haten; um Uberlagerungen durch nichtkompen-
sierten Wasserdampf zu reduzieren.

Die Barriere wurde von einem Schrittmotor angetrieben, wobei die Kompression
diskontinuierlich in Schrittweiten zwischen 0,01 und 0,03 nm*Molekill ausgefilhrt wurde.
Nach jedem Kompressionsschritt konnte der Film zwei Minuten bis zur Aufnahme des
Spektrums relaxieren.

Es wurde unpolarisierte Strahlung verwendet und ein Einfallswinkel von 30° gewéhit. Die
Spektren wurden mit einer relativ geringen Auflésung von 8 cmi' aufgenommen. Mit dem
bereits erwahnten mathematischen Verfahren von Cameron et al.!® (,center of gravity*)
gelingt es trotzdem, die Lage des Schwerpunkts der Banden mit einer Genauigkeit von £ 0,1
cm* zu berechnen. Des weiteren kam eine Blackham-Harris-Apodisationsfunktion mit einem
Zero-filling-factor von 2 zur Anwendung. Fir ein Spektrum wurden 1024 scans aufaddiert.
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Im Rahmen der Nachbearbeitung der Spektren wurde lediglich eine Basidinienkorrektur mit
Hilfe der dem Spektrometer beiliegenden Software vorgenommen; auf eine Glattung wurde
verzichtet.

8.2. Untersuchte Substanzen und verwendete Chemikalien

In Tabelle 4 sind die untersuchten Filmsubstanzen und ihre Herkunft aufgeftihrt (keine
der Substanzen weist ein Gefahrensymbol auf).

Tabelle 4: Verwendete grenzflachenaktive Substanzen und ihre Herkunft.

Substanz Herkunft?
N-Hexadecanoylaanin Stine et al.
N-Hexadecanoylalaninmethylester Stine et al.
N-Octadecanoylvalin Stine et al.
Methyl-17,18-dihydroxyoctadecanoat Schéfer et al.
Methyl-9,10-dihydroxyoctadecanoat Schéfer et al.
Methyl-2,3-dihydroxyoctadecanoat Schéfer et al.
1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero- 3-phosphocholin Fluka
1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol Sigma
1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoserin Sigma
1-Hexadecanoyl-2-Z-9-octadecenyl-sn-glycero-3-phosphocholin -~ Sigma
Surfactin Sigma

3 Stine et al., freundliche Uberlassung durch den Arbeitskreis von Prof. K.J. Stine (University
of Missouri at St. Louis [UMSL], USA); Schafer et al., freundliche Uberlassung durch den
Arbeitskreis von Prof. H.-J. Schéfer (Universitdt Minster, BRD); Fluka (Buchs, Schweiz);
Sigma (M Unchen, BRD)

Fur die Methyldihydroxyoctadecanoate und DPPC, DPPS sowie POPC wurde als Spreit-
mittel Trichlormethan p.a. der Firma Merck (Darmstadt, BRD; Gefahrenklasse: Xn, tera-
togen), fur Surfactin eine Mischung aus Trichlormethan und Methanol (= 99%, Merck,
Gefahrenklasse: T) im Verhdltnis 2:1 (v/v) und fir DPPG eine Mischung aus Trichlormethan
und Methanol im Verhdlitnis 4:1 (v/v) verwendet. Die Konzentrationen der Spreitldsungen
betrugen etwa 1,4 mmol/L fur die Methyldihydroxyoctadecanoate und N-Acylaminosdure-
derivate sowie ca. 0,9 mmol/L flr die Phospholipide.

Fur die Aufnahme der ,,Mischisothermen” wurden die beiden Spreitlésungen der Kompo-
nenten des bindren Gemischs vorher im jeweiligen angegebenen Verhdtnis miteinander
vermischt und dann gemeinsam gespreitet.

Fur die Surfactin-Injektionsversuche wurde das Surfactin in Ethanol (Uber Natrium
absolutiert) gelost. Die Konzentrationen der verwendeten Losungen sind bel den jeweiligen
V ersuchen angegeben.
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Das Wasser fur die Bereitung der wéaldrigen bzw. metallionenhaltigen Subphasen wurde
einer Reinstwasseranlage Seralpur Pro 90C der Firma. Seral (Ransbach, BRD) entnommen
(Leitfahigkeitswert < 0,05 mS). Um bel den Untersuchungen der Amphiphile mit freien
Sauregruppen zu gewdhrleisten, dal? diese im undissoziierten Zustand vorliegen, wurde durch
die Zugabe ener entsprechenden Menge 35-prozentiger Salzsdaure p.a.  (Merck;
Gefahrenklasse: C) ein pH-Wert von 2 eingestellt. Damit ferner im Falle metallionenhaltiger
Subphasen sichergestellt ist, dai alle filmbildenden Molekile mit den zweiwertigen Kationen
Wechselwirkungen eingehen konnen, wurden die Subphasen in einer Konzentration von 1
mmol/L angesetzt, wobei Calcium(l1)-chlorid-Dihydrat (= 99%, Merck; Gefahrenklasse: -)
und Zink(I1)-chlorid (= 99%, Merck; Gefahrenklasse: C) verwendet wurden.
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