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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Motivation

Krebs ist nach wie vor eine der hdufigsten Todesursachen weltweit. Mehr als 7,4 Millionen
Todesfalle werden im Jahr 2004 auf Krebs zuriickgefiihrt.! Das sind etwa 13% aller
registrierten Todesfalle. Lungen-, Bauch-, Leber-, Dickdarm- und Brustkrebs sind hierbei fir
die meisten Todesfalle verantwortlich und von diesen konnen bis zu 30% vermieden
werden.?® Ein Beispiel hierfiir ist der Tabakkonsum, der als einer der Hauptfaktoren fiir eine
Krebserkrankung gilt. Und auch im Jahr 2011 rechnet das statistische Bundesamt mit 1,3
Millionen Krebstoten in der Europaischen Union.* Es ist also in unser aller Interesse die
therapeutischen Mdoglichkeiten weiter auszubauen und so die Chancen auf Heilung zu
erhéhen. Ansétze hierflr gibt es reichlich. Die klassischen Methoden wie die Chemotherapie
und die Strahlentherapie werden nach wie vor eingesetzt. Bei der Chemotherapie kommen
hierbei Medikamente zum Einsatz, so genannte Zytostatika, die die Zellteilung stoppen sollen
und entartete Zellen schliellich absterben lassen. Das Hauptproblem hierbei ist, dass auch
gesunde Zellen abgetétet werden konnen, so dass die bekannten Nebenwirkungen wie
Haarausfall oder Ubelkeit auftreten konnen. Eine weitere Behandlungsmethode nutzt die
Tatsache aus, dass maligne Zellen unter Umstanden von Hormonen abhangig sind. Auf diese
Weise kann eine spezielle Antihormontherapie dazu beitragen, dass das Tumorwachstum
gehemmt wird.>® Die moderne ,zielgerichtete Krebstherapie“ hingegen nutzt monoklonale
Antikorper. Diese konnen sich nach dem ,Schlussel-Schloss-Prinzip“ an bestimmte
Oberflachenstrukturen von malignen Zellen binden, machen damit das korpereigene
Abwehrsystem auf deren Existenz aufmerksam und leiten so deren Abtotung ein. Diese
spezielle Tumorimpfung ist ein viel versprechender Ansatz in der Krebstherapie und gibt vor
allem bei der Behandlung des bislang nicht heilbaren nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms
und des Prostatakarzinoms Hoffnung. Gerade der Lungenkrebs, der mit voraussichtlich tiber
255000 Todesfallen im laufenden Jahr 2011 in der Européischen Union, davon allein mehr als
40000 in Deutschland, zu Buche schlégt, ist somit mit Abstand fur die meisten durch Krebs
verursachten Todesfalle verantwortlich.* Auf die letztgenannte Methode wird im Folgenden

naher eingegangen.
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1.2 Immunologischer Ansatz in der Krebstherapie

Um die bei den klassischen Behandlungsmethoden auftretenden Nebenwirkungen fiir den
Patienten moglichst gering zu halten, wird intensiv an schonenderen Methoden geforscht. Ein
solch schonender Ansatz beruht auf der zielgerichteten Aktivierung des menschlichen
Immunsystems mit nicht-toxischen Tumorimpfstoffen zur Bek&mpfung des Tumors sowie der

"8 wiirde

frei zirkulierenden (Mikro-) Metastasen. Diese spezifische Tumorimmuntherapie
dabei in erster Linie als Folgetherapie, also nach vorangegangener konventioneller
Behandlung, von enormem Nutzen sein, indem sie durch Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses vor einem erneuten Auftreten der Krankheit schutzt.

Dazu miissen zundchst geeignete Zielstrukturen fir die Entwicklung von Tumorvakzinen
identifiziert werden. Sind diese Zielstrukturen zugénglich, ist es entscheidend deren
immunologisches Verhalten zu untersuchen, wobei hier die Antigen-Antikdrper
Erkennungsreaktion ein wesentlicher Faktor ist, da sie eine Grundvoraussetzung flr eine
spezifische Immunantwort im menschlichen Korper ist. Weil die Bindung zwischen
Antikérper und Antigen hochspezifisch ist, da komplementér zu der Oberflache des Antigens
bzw. zu Teilen dieser Oberflache, ist es wichtig zu verstehen wie sich potentielle
Krebsvakzine (Antigene) innerhalb einer Membran anordnen bzw. verhalten. Ein einfacher
Zugang zum Verstandnis dieser Mechanismen bieten verschiedene Modellsysteme wie z.B.
schwarze Membranen®, Vesikel'®*! oder Langmuir-Blodgett Techniken, wobei gerade die
Langmuir-Blodgett ~ Techniken  einen  einfachen =~ Zugang zu  verschiedenen
Charakterisierungsmethoden wie z.B. der Fluoreszenz-, Brewsterwinkel- oder der
Rasterkraftmikroskopie bieten.

Da sich die Oberflachenstrukturen der Krebszellen von denen der gesunden Zellen
unterscheiden und das Immunsystem hoch spezifisch reagiert, sollte es sehr gut moglich sein,
selektiv und effektiv maligne Zellen abzutdten, ohne dabei gesundes Gewebe zu zerstoren.
Eine wesentliche Voraussetzung hierfir ist jedoch die Identifizierung geeigneter
Antigenstrukturen, welche in der Lage sind, eine Tumorzelle eindeutig von einer gesunden
Zelle zu unterscheiden. Des Weiteren muss die vorhandene Toleranz des Immunsystems
gegenliber eben diesen (tumorassoziierten) Antigenen durchbrochen werden. Eine geeignete
Zielstruktur fur die Entwicklung von Tumorvakzinen (Tumorimpfstoffen) stellen die
tumorspezifischen neoantigenen Epitope (Oberflachenstrukturen der Zellen) des auf

Ephithelzellen exprimierten Mucins MUC1, eines Glycoproteins, dar.*2**
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Die Bezeichnung Mucin leitet sich vom lateinischen mucus (= der Schleim) ab und beschreibt
polymorphe  hochmolekulare ~ Glycoproteine,”> deren  Glycosylierungsgrad ~ 50-90
Gewichtsprozent betragt. Sie werden von den sekretorischen, epithelialen Geweben des
Verdauungs- und Bronchialtraktes sowie der Genitalregion produziert und sezerniert. lhre
Hauptfunktion ist der Schutz der Zelloberflache,* die im respiratorischen, gastrointestinalen
und reproduktiven Trakt externen Angriffen und Reizen, wie sie z.B. durch die Einwirkung
von Mikroorganismen und Sauren hervorgerufen werden, ausgesetzt ist.

Mucine werden ausschlie3lich auf der apicalen Zelloberfliche exprimiert und reichen mit
ihrer extrazellularen Doméne weit ins Lumen hinein. Die bisher bekannten 17 humanen
Mucine®’ werden in zwei Gruppen eingeteilt: in sekretorische (z.B. MUC2, MUC5, MUCS)
und in membrangebundene Formen (MUC1, MUC3, MUC4, MUC12). Wahrend die
sekretorischen Mucine ein hochviskoses, lber intermolekulare Disulfidbriicken verknupftes
oligomeres Skelett bilden, sind die membrangebundenen Mucine Uber ein lipophiles
transmembranes Proteinfragment fest in der Plasmamembran verankert. Alle Mucine
zeichnen sich jedoch durch Doménen mit sich wiederholenden Aminosduresequenzen aus,
den sogenannten ,tandem repeats* (variable number of tandem repeats, VNTR).*

Obwohl die ,tandem repeat“-Doménen der verschiedenen Mucinarten charakteristische
Unterschiede aufweisen, denn sie unterscheiden sich in ihrer Zahl, L&nge und
Aminosduresequenz, sind sie doch in allen Féllen reich an Prolin, Serin und Threonin. Serin
und Threonin stellen aul3erdem potentielle O-Glycosylierungstellen dar. Im Falle des MUCL1
liegen insgesamt funf solcher Glycosylierungsstellen pro ,,tandem repeat*“-Einheit vor, da hier
zwei Serin- und drei Threoninreste vorhanden sind. Je nach Gewebe und Entwicklungsstand
der Zelle andern sich die Positionen und die Anzahl der komplexen, oligomeren
Kohlenhydratseitenketten. Fir diese Kohlenhydrat-Strukturen existieren insgesamt acht
verschiedene Kernstrukturen.™

Epitheliales Mucin MUC1? wurde als erstes Mucin unter Verwendung von monoklonalen

2122 ynd zahlt zu den am besten untersuchten

Antikérpern aus humaner Milch isoliert
Mucinen. Seine extrazellulare Domdane ist durch eine wechselnde Anzahl von
»tandem repeat*“-Domanen, die aus 20 Aminoséduren der Sequenz
AHGVTSAPDTRPAPGSTAPPA (Ala-His-Gly-Val-Thr-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr-Arg-Pro-Ala-
Pro-Gly-Ser-Thr-Ala-Pro-Pro-Ala)  bestehen, gekennzeichnet.”® Die Anzahl dieser
Ltandem repeat“-Doménen variiert mit 20 bis 120 Wiederholungseinheiten stark. Grund

hierfiir ist ein vererbter Polymorphismus des codierenden Genabschnittes.*
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Aufgrund des hohen  Prolinanteils und der groBen  Anzahl  komplexer
Kohlenhydratseitenketten (bis zu funf pro ,,tandem repeat“-Domane) nimmt die extrazellulare
Proteindoméne eine starre lang gestreckte Konformation ein, die weit in das Lumen
hineinragt.?> In gesunden Zellen wird MUC1 ausschlieRlich auf der apicalen Seite exprimiert,
wohingegen diese Polarisation in malignen Zellen verloren geht und das Protein auf der
gesamten Zelloberflache in erhdhter Weise exprimiert wird. Zuséatzlich zu dieser
Uberexpression treten charakteristisch veranderte Kohlenhydratstrukturen auf, die aus
fehlerhaften Aktivitaten verschiedener Glycosyltransferasen resultieren.”®

Die verzweigten Kohlenhydratseitenketten, die bei gesunden Zellen auftreten, werden aus
N-Acetylgalactosamin, Fucose, Galactose, N-Glucosamin und N-Acetylneuraminsdure
gebildet. Hierbei fihrt die Addition von N-Acetylgalactosamin an Serin oder Threonin im
Golgi-Apparat zundchst zur Bildung des sogenannten Tyn-Antigens. Eine weitergehende
Glycosylierung in den Positionen C-3 und C-6 fiihrt zur Ausbildung der verschiedenen
Kernstrukturen und durch schrittweise Verldngerung der Saccharidseitenketten schliellich zu
den komplexen N-Acetyllactosaminketten. Das bedeutet nun, dass in gesunden Zellen auf der
Core2-Einheit (einer Kerneinheit) basierende Oligosaccharidstrukturen vorliegen, welche das
Peptidriickgrat effektiv umhillen.?” Im Fall maligner Zellen kommt es dagegen, aufgrund
einer stark verminderten Aktivitat fler -(1,6)-Glucosamintransferase zu einem nahezu
vollstandigen Erliegen der Bildung von komplexen auf der Core2-Struktur basierenden
Oligosacchariden. Gleichzeitig werden die galactosespezifische a-3-Sialyltransferase und
mehrere GalNAc-spezifische B-6-Sialyltransferasen uberexprimiert und bewirken so an der
akkumulierenden Corel-Struktur (dem T-Antigen) eine vorzeitige Sialylierung (STN- und

ST-Antigene). Diese Sialylierung verhindert ein weiteres Wachstum der Glycanketten®.
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Protein In gessmdem Gewebe:
Verzweigte Kohlenhydrat-Seitenketten .
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Abbildung 1: Biosynthese von O-Glycanen.

Vereinfacht ausgedrickt ist die ,tandem repeat“-Doméne des MUC1 im gesunden Gewebe
durch die verzweigten Kohlenhydrat-Seitenketten fur das Immunsystem maskiert, wahrend
die im malignen Gewebe verkirzten Kohlenhydrat-Seitenketten diesen Effekt nicht haben, so
dass die Zelle aufgrund der Erkennung der ,tandem repeat“-Domdne des MUCL als
Krebszelle erkannt werden kann. Die Abbildung 1 gibt das eben Geschilderte schematisch
wieder.

Auftretende Abweichungen in den Oberflachenstrukturen maligner Zellen betreffen darlber
hinaus auch die Zahl der Glycanketten. Wahrend diese in normalem Brustgewebe
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durchschnittlich bei etwa 2,5 pro ,,tandem repeat“-Einheit liegen, scheinen in entsprechenden
Tumorgeweben durchschnittlich alle flinf potentiellen Glycosylierungsstellen belegt zu sein.

1.3 Krebsvakzine

Im vorangegangenen Kapitel wurde bereits erwahnt, dass sich die Glycosylierungsmuster der
Zelloberflachen normaler Zellen stark von denen maligner Zellen unterscheiden, so dass diese
abweichenden Strukturen einen Erfolg versprechenden Ansatzpunkt fir die Entwicklung
effizienter, auf Kohlenhydraten basierender Krebsvakzine darstellen.? %332 Des Weiteren
fuhrt das Auftreten der zuvor beschriebenen verkirzten Glycanketten zu einer ungeniigenden
Maskierung des Peptidgerlistes und damit zur Freilegung neuer tumorspezifischer
Peptidepitope, die nun ebenfalls vom Immunsystem erkannt werden kénnen. So stellt
beispielsweise die in den ,tandem repeat“-Doménen von MUC1 auftretende Peptidsequenz
PDTRPAP ein bevorzugtes Bindungsmotiv fiir verschiedene monoklonale Antikorper dar.3*3
Leider ist das menschliche Immunsystem aufgrund immunsuppressiver Mechanismen des
Tumors in aller Regel nicht oder nur eingeschrankt in der Lage, MUCL exprimierende
Krebszellen anzugreifen.® Der Grad der MUC1-Expression und das verstarkte Auftreten der
tumorassoziierten Zellen lassen sich daher hdufig mit einem aggressiven Voranschreiten der
Krankheit und einer deutlich verringerten Heilungschance des Patienten korrelieren.

Die Tumorimmuntherapie ermdglicht nun eine Krebsbehandlung, da hier theoretisch die auf
den Krebszellen auftretenden spezifischen Antigenstrukturen nicht nur vom Immunsystem
erkannt werden, sondern auch eine starke Immunantwort nach sich ziehen koénnen. Im
Idealfall sollte dabei eine robuste T-Helferzell-vermittelte Antikérperproduktion induziert und
gleichzeitig eine starke cytotoxische T-Zellantwort initiiert werden.

Also besteht die Herausforderung darin, geeignete Vakzinkandidaten zu identifizieren,
synthetisch herzustellen und dem Immunsystem in geeigneter Form zu présentieren. Diese
mussen sowohl den zelluldren als auch den humoralen Arm des Immunsystems ansteuern, um
einen Erfolg zu versprechen. In den letzten Jahren wurden dazu eine Vielzahl
unterschiedlicher ~ Glycokonjugate  synthetisiert ~und  immunologischen  Studien

unterzogen,®'%%%

wobei neben den mucinanalogen Tn-, T-, STn- und ST-Antigenen selbst
auch komplexere Saccharidstrukturen zum Einsatz kamen.
Da die Immunogenitdt der tumorassoziierten Oberflachen-Antigenstrukturen von den

Kohlenhydratseitenketten (Abbildung 1) und den neoantigenen Peptidepitopen beeinflusst

6
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wird, sollte eine Kombination aus diesen beiden Elemente in Form definierter synthetischer
Partialstrukturen von tumorassoziierten Glycoproteinen einen besonders vielversprechenden

Weg in der Entwicklung von Krebsimpfstoffen darstellen.

OH OH
OH OH
o O
HO 0
oH AcNH o
T-Antigen AN Sialyl-T-Antigen Ho
(STN)
AcNH
OH
OH
o
(8]
oH AcNH
0-2,6-SialyL-T-Anfigen -2 3-Sialyl-T-Anfigen s

(2,6-8I) @.3-S1)

Abbildung 2: Ubersicht iiber tumorassoziierte Kohlenhydrat Antigene.

Von hoher Immunogenitét sind in der Regel partikelférmige oder aggregierte Proteine, da
diese besonders leicht in die antigenprasentierenden Zellen aufgenommen werden. Im
Rahmen dieser Arbeit wird das in Abbildung 2 blau markierte Ty-Antigen und die zuvor
erwéhnte ,,tandem repeat“-Domane des MUC1 von besonderer Bedeutung sein. Bilden diese
beiden Funktionen die Kopfgruppe eines Lipides, so kénnen solche Lipide in eine Membran,
z.B. in einem unilamellaren Vesikel, eingebaut werden. Hierbei ist von besonderem Interesse
in welcher Weise diese Lipide eingebaut werden - die rédumliche Anordnung der
Peptidepitope ist ein wichtiger Faktor fir die Immunogenitat - und ob bzw. wie stark das
potentielle Krebsvakzin in dieser Form eine Immunantwort auslosen kann. Ein solches
Verstandnis erlangt man mit Hilfe verschiedener Modellsysteme, wie z.B. der Langmuir
Monoschicht, deren Struktur mittels Brewsterwinkel- und Rasterkraftmikroskopie analysiert

werden kann. Darauf wird im Folgenden n&her eingegangen.
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1.4 Lipide und biologische Modellsysteme

Membranen und Membranmechanik spielen eine essentielle Rolle fiir lebende Zellen auf
makroskopischer und mikroskopischer Ebene. Von wesentlicher Bedeutung sind die
Eigenschaften der Zellmembran, z.B. bei der Zellteilung und bei Transportprozessen. Native
Zellmembranen bestehen aus einer Vielzahl von Komponenten: Phospholipiden,
Sphingolipiden, Glycolipiden, Proteinen, Peptiden und Steroiden, um hier nur die wichtigsten
zu nennen. In einer Membran sind die Lipide in einer Doppelschicht angeordnet. Man kann
diese Zellmembran nach dem ,,fluid mosaic model“ von Singer und Nicholson* als eine
flussigkristalline Matrix auffassen. In dieser Lipidmatrix herrscht freie laterale Diffusion und
Mischbarkeit, analog den Phasen von klassischen Flussigkristallen, in der die integralen
Proteine wie Eisberge in einem zweidimensionalen Lipidmeer schwimmen. Die peripheren
Proteine schwimmen wie Eisschollen oben auf. Die Zusammensetzung der Lipide innerhalb
dieser Membran bestimmt ihre Funktion und hat maRgeblichen Einfluss auf die Flexibilitat
und Stabilitadt der Membran. Die Membran wird durch das Zytoskelett stabilisiert, welches aus
Aktinfilamenten besteht und direkt an der Membran verankert ist. In Abbildung 3 ist eine
Zellmembran mit einigen Inhaltsstoffen der Membran nach dem ,fluid mosaic model*
dargestellt. Das Modell wird heutzutage als nicht mehr ganz korrekt angesehen, da die Lipide
keine homogene Phase bilden, sondern Bereiche unterschiedlicher Zusammensetzung
(Doménen). Ein heute haufig verwendetes Modell ist das ,lipid raft model.**** Dieses
basiert auf der dynamischen Clusterbildung von vornehmlich Sphingolipiden und Cholesterin
innerhalb einer fluiden Doppelschicht, wobei man diese Domanen als ,,lipid rafts“ bezeichnet.
Dieses Modell erklart die angenommenen Funktionen dieser Domanen bzw. Cluster als
Plattformen flr vielfaltige Ablaufe wie z.B. die Anlagerung von Proteinen wahrend der
Signalweitergabe deutlich besser.*® Zur vereinfachten Darstellung einer Zellmembran eignen
sich jedoch beide Modelle.
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Abbildung 3: ,,Fluid mosaic model“ der Zellmembran nach Singer und Nicholson.**

Das lebende System ist zu komplex, um ein allumfassendes Verstdndnis von einzelnen
Vorgangen innerhalb einer Membran zu erlangen oder den Einfluss einzelner Komponenten
auf die Membran zu bestimmen. Aus diesem Grund werden haufig Modellsysteme verwendet,
um einzelne physikalische Phanomene detailliert zu beschreiben, die in ihrer Gesamtheit dann
zum realen biologischen Objekt fuhren kénnen. Neben der Langmuir-Monoschicht, welche
im folgenden Kapitel ausfiihrlich beschrieben wird, gehéren die schwarzen Lipidmembranen®
(BLM = black lipid membrane), Vesikel'®" und Festkorperunterstiitzte Membranen zu den
wichtigsten Modellsystemen, wobei letztere entweder durch Spreiten von Vesikeln oder durch

Langmuir-Blodgett-Techniken erzeugt werden.*>*®
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1.5 Langmuir-Blodgett Technik

Die Langmuir-Blodgett-Technik wurde bereits im Jahr 1918 von dem spateren
Nobelpreistrager Irving Langmuir entwickelt und spater von Kathrine Blodgett
weiterentwickelt. Das Prinzip ist folgendes: Ein Teflontrog wird mit einer Subphase gefullt,
bei der es sich h&ufig um Reinstwasser, oft aber auch, gerade bei biologischen
Fragestellungen, um Pufferldsungen handelt. Auf Hohe der Wasseroberflache befinden sich
ein oder zwei bewegliche Barrieren, die abhéngig oder unabhdngig voneinander bewegt
werden konnen. Weiter besitzt die Apparatur einen Sensor, der die Oberflachenspannung
misst, die so genannte Wilhelmi-Waage. In Abbildung 4 ist ein Langmuir-Blodgett Trog

schematisch dargestellt.

Dipper

Wilhelmi-Waage =
(LB-und LSUbertrag)

abhéingig voneinander
A bewegliche Barrieren
temperierbare Teflonwanne

Abbildung 4: Langmuir-Blodgett Trog mit charakteristischen Teilen.*’

Durch vorsichtiges Aufbringen (Spreiten) einer sehr verdunnten Lipidlosung auf die
Oberflache der Subphase entsteht nach Verdunsten oder Abtauchen des organischen
Losungsmittels in die Subphase eine monomolekulare Molekilschicht. Die amphiphilen
Molekile richten sich derart aus, dass der hydrophile Kopf in die Subphase weist, wéhrend
der hydrophobe Schwanz in die Luft weist. Durch Zusammenfahren der Barrieren wird diese
Monoschicht komprimiert und der Lateraldruck mittels Drucksensor in Abhdngigkeit von der
Flache zwischen den Barrieren gemessen. Da bei dieser Messung die Temperatur konstant

gehalten wird, spricht man bei der Auftragung von Lateraldruck gegen Flache von einer
10
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Isothermen (m-A Isotherme), wobei die Flache hier auf die absolute Molekulzahl normiert
wird (Abbildung 5).

Die n-A Isothermen oder auch Schub-Flachen-Diagramme besitzen einen charakteristischen
Verlauf fir ein Dbestimmtes Amphiphil. Bei grolRer Flache und genitgend niedriger
Lipidkonzentration erkennt man einen Lateraldruck von null. Hier beeinflussen sich die
Molekiile praktisch nicht, in Analogie zu dem dreidimensionalen Fall des idealen Gas,

weshalb man hier von einer gasanalogen Phase spricht.

1 j Kompression der Monoschicht

£
G
R
_,5‘ Koexistenzbereich  fliissiganaloge gasanaloge
_g flissig/ Phase Phase
® kristallanalog
g
3 kristallanaloge
Phase

Flache pro Molekiil, (A% Molekil)

Abbildung 5: Schematische Darstellung einer -A Isotherme.

Wenn die Barrieren nun weiter zusammen fahren und somit die Flache weiter verkleinert
wird, gelangt man in einen Zustand, der einer Flissigkeit ahnelt. Die Molekiile wechselwirken
bereits miteinander, besitzen aber keinerlei Fernordnung. Hierbei handelt es sich um den
flussiganalogen Bereich, der durch einen leichten Druckanstieg gekennzeichnet ist. Wenn
man die Flache weiter reduziert, gelangt man in einen Bereich, in dem die Molekule dicht
gepackt sind, wie es fur einen Kristall typisch ist, weshalb man hier von einer kristallanalogen
bzw. festanalogen Phase spricht. Fir diesen Bereich charakteristisch ist ein starker Anstieg
des Lateraldrucks bei geringer Flachenabnahme. Genau wie dreidimensionale Kristalle in
verschiedenen Modifikationen vorliegen kdnnen, so kann auch der kristallanaloge Bereich im
Zweidimensionalen mehr als nur eine kristallanaloge Form annehmen. In diesem Fall tritt ein
Knick im steilen Bereich der Isotherme auf, der ein andersartiges Packen der Amphiphile
indiziert. Dieses verdnderte Kristallisationsverhalten geht in aller Regel mit einem

verénderten Tiltwinkel (also dem Winkel zwischen Wasseroberflache und Alkylkette des
11
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Amphiphils) des Lipids einher. Haufig besitzen Amphiphile, insbesondere dann, wenn sie
uber eine grolRe Kopfgruppe mit Spacer verfligen, noch einen zusétzlichen Zustand, welcher
zwischen flussiganalog und kristallanalog auftritt. In diesem Fall steigt der Lateraldruck in der
n-A Isotherme trotz Flachenreduzierung praktisch nicht an, so dass sich ein Plateau ausbilden
kann. Hier kristallisieren erste Doménen des Lipids aus und liegen in einer fliissiganalogen
Matrix vor, weshalb man vom flissig-/ kristallanalogen Koexistenzbereich spricht. In diesem
Koexistenzbereich kristallisieren die Molekule langsam aus. Charakteristisch flr ein jedes
Lipid ist schlieBlich der Punkt, an dem keine weitere Druckzunahme, sondern eine drastische
Druckabnahme trotz weiterer Kompression der Monoschicht zu beobachten ist und die
Isotherme kollabiert. Hier wird der monomolekulare Film gebrochen und die Lipide tauchen
entweder ab oder schieben sich tibereinander. Diesen charakteristischen Punkt bezeichnet man
als Kollapspunkt (mit der dazu gehoérenden Kollapsfliche und dem zugehdrigen
Kollapsdruck). Bevor der Kollapspunkt erreicht ist, ist das Lipid dichtest moglich gepackt und
besitzt seinen minimalen Flachenbedarf. Die in Abbildung 5 gezeigte n-A Isotherme ist die
eines Amphiphils, welches ein Koexistenzplateau zeigt.

Unter Umstdnden kann man auch das Phasenverhalten von Polymeren anhand ihrer n-A
Isothermen untersuchen. Denn im Prinzip kann auch ein Polymer als Amphiphil wirken, je
nachdem aus welchen Monomeren das Polymer aufgebaut ist und wie diese
Monomereinheiten angeordnet sind. So zeigte sich, dass sich das Phasenverhalten eines N-(2-
Hydroxypropyl)-methacrylamid (HPMA) Blockcopolymers deutlich von dem des
zugehorigen statistischen Copolymers unterschied.”® Denn natiirlich fungiert das
Blockcopolymer hier als echtes Amphiphil, wohingegen sich die hydrophilen und
hydrophoben Einheiten beim statistischen Copolymer auf das ganze Polymerriickgrat
verteilen. So war der Flachenbedarf im Falle des Blockcopolymers deutlich kleiner und die

fliissiganaloge Phase deutlich weniger ausgepragt als im Falle des statistischen Copolymers.

1.6 Bindre Monoschichten

Komprimiert man eine Lipidmonoschicht, dann kristallisieren bei einem bestimmten
Lateraldruck festanaloge Domanen aus der flissiganalogen Phase. Dieser VVorgang ist analog
zu dem Kiristallisationsprozess eines dreidimensionalen Kristalls aus einer Losung. Besteht
die Monoschicht nun aus verschiedenen Lipiden, kann dies zu einer Phasenseparation fiihren,
wobei sich Kristalle bilden, die mehrheitlich aus einer Komponente bestehen, und von einer

12



Einleitung

fliissiganalogen Phase umgeben sind, die aus anderen Lipiden besteht.***%>! Auf diese Weise
ist es moglich rdumlich aufgeloste zweidimensionale Muster zu erzeugen, wobei die
verschiedenen Bereiche dann natirlich auch uber unterschiedliche Kopfgruppen verfligen
konnen. Die Mdoglichkeit einer kontrollierten Phasenseparation, besonders im Hinblick auf
eine Kontrolle der DomanengroRe, ist aus biologischer Sicht von grolRem Interesse, denn es
ist bekannt, dass fur die zellulare Immunantwort die Clusterbildung der Bindungsepitope fir
die Selektin-Ligand Wechselwirkung eine entscheidende Voraussetzung ist. Dies gilt zum
Beispiel fur das Selektin induzierte Leukocytenrollen entlang des Endotheliums, was ein
wesentlicher Schritt in der Immunantwort ist. Bendas et al. konnten zeigen, dass die GroRe
der selektinenthaltenden Domanen wahrend der Phasenseparation den Beginn des Zellrollens
maRgeblich bestimmt.>? Hier wurden Domanen prapariert, die das Glycopeptid sialyl Lewis X
(sLeX) als Bindungsepitop enthielten. Aber auch im Fall weniger komplexer Glycopeptide,
die zum Beispiel ein Ty-Antigen (GalNAc) tragen, wird angenommen, dass die Domanen-
bzw. Clusterbildung einen Einfluss auf den Erkennungsprozess hat.

Um nun die Domanenformation beeinflussen zu konnen, ist es entscheidend zu wissen,
welche Faktoren diese beeinflussen. Im Fall reiner Fettsauren ist bei einem Kettenunterschied
von ein bis zwei Kohlenstoffatomen eine vollstdndige Mischbarkeit zu erwarten. Betragt der
Unterschied acht oder mehr Kohlenstoffatome werden die Fettsduren vollstandig entmischen.
Die Entmischung beruht darauf, dass die eine Komponente noch ein flissiganaloges
Verhalten aufweist, wahrend die andere bereits im kristallanalogen Bereich ist und somit
schon auskristallisiert. Ein Beispiel hierfur ist das Mischsystem Palmitinsiure
(CH3(CH2)12COOH) / Lignorinsdure (CH3(CH2)22COQOH), welches vollstdndige Entmischung
zeigt.>>>*

Diese Faustregel besitzt jedoch nur fur Molekile mit gleicher Kopfgruppe Giultigkeit.
Betrachtet man hingegen ein System, bei dem die Kopfgruppen einerseits ein Amin und
andererseits ~ eine  Carbonséure  enthalten, dann ist auf Grund  von
Wasserstoffbriickenbindungen eine Wechselwirkung zwischen den Kopfgruppen zu erwarten.
Generell gilt, dass die Kopfgruppen bzw. deren chemische Struktur einen bedeutenden
Einfluss auf das Mischungsverhalten besitzen.

Eine weitere Mdoglichkeit eine Phasenseparation zwischen verschiedenen Lipiden zu erreichen
ist die Verwendung von Systemen aus nichtfluorierten und fluorierten Verbindungen. Denn es
ist bekannt, dass fluorierte Lipide eine starke Entmischungstendenz gegentber Lipiden mit
Kohlenwasserstoffketten aufweisen.>>>%>"*8 \yerantwortlich fur das Verhalten der Fluorketten
sind die Eigenschaften des Fluors. Es besitzt eine hohes lonisierungspotential, eine starke
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Elektronegativitat und eine GroRe, die tber der des Wasserstoffatoms liegt und vergleichbar
mit der des Sauerstoffs ist, wenn die Polarisierbarkeit hier auch geringer ist. Diese
Eigenschaften sind auch der Grund fur eine geringere Metabilisierbarkeit fluorierter
Verbindungen. Fluorketten unterscheiden sich in ihrem Verhalten in vielerlei Hinsicht von
Kohlenwasserstoffketten.>®®%-°1:%2 Flyorketten sind viel sperriger als Kohlenwasserstoffketten,
denn sie besitzen mit 27-30 A? eine deutlich groRere Querschnittsfliche als die
nichtfluorierten Ketten mit 19-21 A% Hierbei hangt die tatsichliche Querschnittsflache von
der jeweiligen Packung der Fluorketten untereinander ab. Generell gilt, dass Fluorketten einen
hoheren Flachenbedarf haben, auch bei niedrigen Lateraldriicken, was ein maligeblicher

6364 und Oberflachenaktivitat ist. Diese erhohten sterischen

Grund fur ihre Hydrophobizitat
Anforderungen sind auch der Grund warum sie deutlich starrer sind als
Kohlenwasserstoffketten. Deswegen tendieren Fluorketten unter Standardbedingungen auch
eher zu einer all-trans helikalen Konformation als zu einer planaren.®>®® Die Freiheit,
verschiedene Konformationen einzunehmen, ist also gegenuber den Kohlenwasserstoffketten
deutlich reduziert. Die oben angesprochen Faktoren sorgen dafiir, dass sich die
Kohésionskréafte der Fluorketten deutlich von denen der Kohlenwasserstoffketten
unterscheiden, was dazu fuhrt, dass das Mischungsverhalten solcher Verbindungen h&ufig
stark vom idealen Verhalten abweicht.”®®% Zusammenfassend kann man sagen, dass
Mischungen aus Fluor- und Kohlenwasserstoffketten zu einer Phasenseparation tendieren,
was zur Bildung von Domdnen im Mikro- und Nanometerbereich in Ldsungen,
Monoschichten, Membranen und Kolloiden fuhrt. Darlber hinaus zeigen Doppelschichten
(Membranen) aus Fluorketten eine deutlich hohere Temperaturstabilitat, so dass sie sogar eine
Hitzesterilisation ihrer Liposomen erlauben.”

Um ein gut strukturiertes Domanenmuster zu erhalten, ist es entscheidend, dass der
Entmischungsprozess von einer homogenen flussiganalogen Phase ausgeht. Andernfalls, das
heilt falls die Entmischung schon in der flissiganalogen Phase beginnt, wirden sehr groflie
Kristalle entstehen und die Mdéglichkeit der strukturellen Kontrolle wére nicht mehr gegeben.
Im Hinblick darauf kann eine Mischung aus fluorierten und nicht fluorierten Lipiden
problematisch sein, da die Entmischungstendenz dann sehr grof3 ist und somit schon die
flussiganaloge Phase inhomogen sein kann. Aus diesem Grund sind Mischung aus
teilfluorierten Lipiden und Lipiden mit Kohlenwasserstoffketten interessant, da hier die
Entmischungstendenz deutlich weniger ausgepragt ist.

Ob und in welcher Form ein Entmischungsverhalten in bindren Monoschichten vorliegt, ist

unter Umstanden bereits durch einfache Untersuchungen der n-A Isothermen (Schub-Flachen-
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Diagramme) zu erkennen. In Analogie zur physikalischen Betrachtung dreidimensionaler
Mischsysteme gilt fiir ideal mischbare bzw. unmischbare Systeme ein additives Gesetz.”* Die
theoretischen Grundlagen hierfir stammen aus dem Jahr 1966 und wurden von Gains
entwickelt. Danach entspricht der von der Mischung bendtigte Platzbedarf der Summe des
jeweils von den reinen Verbindungen bendtigten Raumes (bei gleichem Lateraldruck), wobei
natlrlich auf die absoluten Teilchenzahlen gewichtet werden muss.

Es gilt also:

A12=N1A; + NoA,,

wobei A;, Platzbedarf des Mischsystems, Ni, Teilchenzahl der Komponente 1 bzw. 2 im
Mischsystem, A; » Platzbedarf der reinen Komponente 1 bzw. 2 bedeutet.

Falls dieses Gesetz erfillt ist, handelt es sich um eine vollstandige ideale Mischung oder eine
vollstandige ideale Separation. Bei Abweichungen ist auf Wechselwirkungen der Amphiphile
untereinander zu schlieRen, welche eventuell auf Grund der n-A Isothermen (Schub-Fl&chen-
Diagramm) gedeutet werden kénnen. Das zuvor erwéhnte System Palmitin-/ Lignorinsdure ist
ein Beispiel fir eine vollstandige Separation. Die obige Gleichung wird in diesem Fall Gber
den  kompletten  Lateraldruckbereich  erfillt.  Durch  Aufnahmen mit dem
Rasterkraftmikroskop, nach Langmuir-Blodgett-Ubertragen auf z.B. Glimmer (Mica), und
durch Untersuchungen mit Hilfe der Brewsterwinkel- bzw. Fluoreszenzmikroskopie lassen
sich solche Mischungsphanomene belegen. Im folgenden Kapitel wird die Mdglichkeit der

Stabilisierung solcher bindren Mischungen diskutiert.

1.7 Stabilisierung durch Polymerisation

Wenn in einer bindren Mischung entweder das Lipid, das in der kristallanalogen Phase
Domaénen bildet, oder das Lipid, das in der flussiganalogen Phase verbleibt, (ber eine
polymerisierbare Gruppe verfligt, ist es moglich die gebildeten Doménen zu stabilisieren und
zu fixieren.”? Hierbei gibt es prinzipiell zwei Méglichkeiten, namlich die Polymerisation vor
und nach der Orientierung der Lipide innerhalb der Monoschicht. Diese Methode ist effektiv
und gut durchfihrbar. AnschlieBend sind die zuvor gebildeten Doménen nicht langer
abhangig von &uBeren Parametern wie zum Beispiel dem Lateraldruck. Als Alternative zu
einer klassischen Polymerisation ist auch die Polykondensation von Lipidmolekilen
moglich.”™ AuRer durch derartige kovalente Verknipfungen von Lipidmolekiilen kénnen
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Lipiddoppelschichten auch durch nichtkovalente Bindung von Polymeren an die
Membranoberflache stabilisiert werden.” Eine Methode, um eine Stabilisierung ohne
Beteiligung von Polymeren zu erreichen, basiert auf dem Einbau von
membrandurchspannenden Lipiden in die Lipidmembran.®

Zum Aufbau geordneter polymerisierter Modellmembranen existieren zwei Wege. Zum einen
konnen aus  polymerisierbaren ~ Amphiphilen  zun&chst  geordnete, = monomere
Modellmembranen aufgebaut werden, die dann in polymerisierte Modellmembranen Gberfihrt
werden (Weg 1). Die Einfliihrung einer Spacergruppe zur Entkopplung der ungeordneten
Polymerkette von der geordneten Membran oder aber die Verwendung oligomerer
Amphiphiler ermoglichen zum anderen den Aufbau von Membranen aus prépolymerisierten
Amphiphilen (Weg I1). Dies veranschaulicht schematisch Abbildung 6. In der vorliegenden
Arbeit wurde ausschlielRlich der erste Weg beschritten, da es auf diesem Wege moglich wird
ein Entmischung (vor der Polymerisation) zu realisieren und die auftretenden Strukturen

anschliel3end photochemisch zu fixieren.

Spreiten der Lipidlésung Spreiten der Polymerldsung
Kompression Wegll Kompression
der Monoschicht &% | der Monoschicht

Wegl

i ISR
_—

Abbildung 6: Schematische Darstellung der beiden mdglichen Wege, um durch Polymerisation stabilisierte

Monoschichten darzustellen.

Bei der photochemischen Polymerisation (Weg 1) auf dem Langmuir-Blodgett Trog lassen
sich erneut zwei Mdglichkeiten unterscheiden. Zum einen kénnen die Monoschichten in der
hydrophilen Kopfgruppe polymerisiert werden, zum anderen lassen sich Amphiphile spreiten,
die im Bereich der hydrophoben Alkylkette polymerisiert werden kdnnen. Als Beispiel fur die
Polymerisation in der hydrophilen Kopfgruppe lassen sich die Acrylate nennen. Dazu z&hlt
auch das in dieser Arbeit verwendete Lipid 1. Im Bereich der Alkylkette lassen sich zum

Beispiel die Diacetylene sehr gut polymerisieren. Wobei die Monoschichten auf einem
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Langmuir-Blodgett Trog hier ideale VVoraussetzungen flr eine topochemische Polymerisation
bieten, da hier die notwendige Vororientierung der Lipide leicht zu bewerkstelligen ist. Ein
Vertreter dieser Diacetylene ist die bekannte 10,12-Pentacosadiinsdure (Lipid 2), welche
ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit verwendet wird. Boons et al. konnten bereits zeigen, dass
die Polymerisation eines Glycopeptides mittels topochemischer Polymerisation mdglich war,
wobei es sich bei dem Lipidanker, also dem Molekulteil, der das volumindse Glycopeptid in

der Membran verankert, um die 10,12-Pentacosadiinsaure handelte.””

1.8 Brewsterwinkelmikroskopie

Mit Hilfe dieser Methode (BAM = brewster angle microscopy) kann die Morphologie von
Oberflachenfilmen an der Grenzflaiche Wasser/ Luft sichtbar gemacht werden. Die
Brewsterwinkelmikroskopie liefert unter Berticksichtigung von Brechungsindex, Dicke und
Anisotropie detaillierte Informationen U(ber die Eigenschaften von Monofilmen wie
Homogenitat, Defekte, Orientierung, GroRe und Morphologie von Doménen. Weiterhin
koénnen Prozesse wie Phasenuibergénge, das Wachstum von Domanen und die Adsorption aus
der Subphase untersucht und charakterisiert werden. Der Aufbau des verwendeten
Brewsterwinkelmikroskops ist in Abbildung 7 wiedergegeben.

Luft

LBk Monoschicht

Abbildung 7: Schematischer Aufbau des verwendeten Brewsterwinkelmikroskops.

Das in dieser Arbeit verwendete Brewsterwinkelmikroskop ist ein EP3 BAM der Firma
Nanofilm (Gottingen), das auf einem Langmuir-Blodgett Trog (Nima, Typ 601 BAM)
montiert ist. Als Lichtquelle dient ein 50 mW Laser mit einer Wellenlange von 532 nm. Der
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reflektierte Strahl wird von einer Kamera erfasst. Die laterale Aufldsung betragt etwa 2 um,
wobei die Aufnahmen eine GroRe von 500 x 400 um haben und mit einem 10-fach Objektiv

(Nikon) aufgenommen werden.

keine Reflexion Reflexion

Luft

Monoschicht

Abbildung 8: Lichtreflexion unter Brewsterbedingung. Links eine reine Wasseroberflache, rechts eine mit einer
Monoschicht bedeckte Oberflache.

Die Brewsterwinkelmikroskopie basiert auf lateralen Unterschieden des Brechungsindex bzw.
der Dicke eines Films an der Grenzflache zweier transparenter Medien mit unterschiedlichen
Brechungsindices. Der Brewsterwinkel gibt dabei den Winkel an, bei dem von einfallendem,
unpolarisiertem Licht nur die senkrecht zur Einfallsebene (d. h. parallel zur Grenzflache)
polarisierten Anteile reflektiert werden. Das reflektierte Licht ist dann linear polarisiert,
weshalb man den Brewsterwinkel auch Polarisationswinkel nennt. Fur Licht mit einer
Polarisation parallel zur Einfallsebene (d. h. senkrecht zur Grenzflache), welches mit dem
Brewsterwinkel einfallt, entféllt also die Reflexion. Der Brewsterwinkel ag wird durch die

Brechungsindices der beiden Phasen n; und n, bestimmt’®:

n,
tanagp = —
n,

Fur die Grenzflache zwischen Luft (n; = 1) und Wasser (n, = 1,33) ergibt sich bei 20°C ein
Brewsterwinkel von o = 53,1°. Durch die Anwesenheit eines Monofilms auf der
Wasseroberflache ist das Brewster-Gesetz nicht mehr erfullt, weder an der Luft/ Monoschicht
Grenzflache noch an der Monoschicht/ Wasser Grenzflache. Dafir treten Reflexe an beiden
Grenzflachen auf sowie auch innerhalb der Monoschicht (Abbildung 8). Diese Reflexe
uberlagern sich und erzeugen ein Signal, welches von einem Sensor, zum Beispiel einer

Kamera, detektiert werden kann. Die Intensitdt der Reflexion héngt nicht nur von der
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Filmdicke und deren optischen Eigenschaften ab, sondern auch von den Fluktuationen an der
Wasseroberflache.® Fiir eine typische organische Monoschicht (Schichtdicke etwa 20 A) ist
die Intensitat der reflektierten Strahlen im Bereich von 10° der Intensitat des einfallenden
Laserstrahls. Dies ist nicht sehr viel, reicht aber aus, um kontrastreiche rdumlich aufgeldste
Bilder zu erzeugen.®

Da die Auflosung des Brewsterwinkelmikroskops bei etwa 2 um liegt, muss man sich einer
anderen Methode bedienen, um auch Strukturen aufldsen zu kdnnen die kleiner sind. Eine
geeignete Methode, um Monoschichten hoher aufzuldsen ist die Rasterkraftmikroskopie,

welche im folgenden Kapitel vorgestellt wird.

1.9 Rasterkraftmikroskopie

Das erste Rasterkraftmikroskop (AFM = atomic force microscope) wurde 1986 von Binnig
und Quate vorgestellt.*> Gemessen werden Krafte mit einer Reichweite zwischen 10 m bis
10° m (vergleiche Abbildung 10). Das AFM gehért zu den Rastersondenmikroskopen. Die
Funktionsweise ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt.

4-Quadrant-
Photodiode

Laser

(Cantilever) Aktuatorpiezo

Probe

Abbildung 9: Schematische Darstellung von Aufbau und Funktionsweise eines Rasterkraftmikroskops (AFM =

atomic force microscope)

Eine feine Spitze an einem Federbalken (engl. Cantilever) rastert Gber die Oberflache einer
Probe. Auf der Oberseite des Federbalkens wird ein Laserstrahl reflektiert, der von einer Vier-

19



Einleitung

Quadrant-Photodiode detektiert wird (Licht-Zeiger-Prinzip®®). Die Informationen werden mit
Hilfe eines Computerprogramms in ein topographisches Bild der Oberflache umgewandelt,
indem Hoheninformationen in Graustufen tbersetzt werden. Abbildung 10 zeigt einige Kréfte
zwischen Spitze und Probe, die in Abhéngigkeit des Abstandes zu einer Verbiegung des

Cantilevers fiihren.

105m Elektrostatische Krifte

107"mKapillarkrifte

A

— = 10"%mPaulirepulsicn
Oberfliche

Abbildung 10: Reichweite einiger Wechselwirkungskréfte zwischen Spitze und Probe.?

Elektrostatische Kréafte, Paulirepulsion und Van der Waals Krafte wirken stets zwischen
Spitze und Probe. Bei Messungen in flissigen Medien kann eine Fluidfilmdémpfung
auftreten, und Kapillarkrafte konnen bei Messungen an Luft durch Kondensation von Wasser
zwischen Spitze und Probe entstehen. In Abbildung 11 ist ein Modellpotenzial dargestellt,
welches die Arbeitsbereiche der in dieser Arbeit genutzten Betriebsmodi (contact mode und
intermittent contact mode, auch als tapping mode bezeichnet) zeigt. Bei dem unter anderem
fur diese Arbeit verwendeten Mikroskop, dem MFP-3D der Firma Asylum Research, kommt
anstatt eines herkdmmlichen RoOhrenpiezos ein System von Aktuatorpiezos zum Einsatz,
welches alle drei Raumrichtungen getrennt ansteuert, da die drei Raumrichtungen besser

voneinander entkoppelt sind. Dieses System wird ,,nano positioning system* genannt.
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Krifte

Intermittent-ContactMode

Abbildung 11: Das Wechselwirkungspotential als Funktion des Abstands zwischen Spitze und Probe.
Zusatzlich sind die Arbeitsbereiche zweier Betriebsmodi skizziert.

Die Entkopplung der drei Raumrichtungen flhrt zu einer hohen Genauigkeit bei der
Positionierung des Cantilevers. Zusatzlich wird die Position in allen drei Raumrichtungen
kontrolliert und mittels einer ,,closed loop* Steuerung korrigiert. Durch dieses System werden
auch storende Effekte der Piezokeramiken beseitigt. Im Folgenden werden verschiedene
Betriebsmodi vorgestellt.

1.9.1 Contact mode im constant force Betrieb

Im contact mode steht die Spitze in standigem Kontakt mit der Probe. Die Verbiegung (engl.
deflection) wird konstant gehalten. Da die ,,deflection* direkt proportional zur auftretenden
Kraft ist, wird die Probe bei konstanter Kraft abgerastert (constant force). Die
Hoheninformation wird aus den fur eine konstante Auslenkung des Cantilevers notigen
Hohenénderungen des z-Piezos und dem Photodiodensignal gewonnen, wobei die
Kompensation der Verbiegung des Cantilevers iber das Hook sche Gesetz erfolgt, nach dem
die Kraft F, die an der Spitze des Cantilevers wirkt, gleich dem Produkt der Federkonstanten
k des jeweiligen Cantilevers und der Auslenkung des Cantilevers z ist:

F:kXZF
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Die lateralen Krafte sind von den Normalkraften entkoppelt und koénnen diese um eine
GroRenordnung tberschreiten.® Je nach wirkender Kraft kann eine Beschadigung der Probe
erfolgen. Dies passiert besonders leicht, wenn weiche Proben abgebildet werden. So kann es
z.B. beim Abbilden von Lipidfilmen bei zu hohen lateralen Kraften zu einem von Gaub et al.
beschriebenen "Wasserski”-Effekt®® kommen. Um die grétmégliche Aufldsung zu erreichen,
ohne die Probe zu beschadigen, ist es notig Cantilever zu benutzen, deren Federkonstante der
des zu vermessenden Systems dhnlich ist. Im Contact Mode verwendet man Cantilever mit

niedrigen Federkonstanten, meist kleiner als 0,5 N/m, um die Probe nicht zu beschadigen.

1.9.2 Tapping mode

Der tapping mode wird auch als intermittent contact mode bezeichnet. Der Cantilever wird
hierbei mit seiner Resonanzfrequenz angeregt und in eine Schwingung mit konstanter
Amplitude versetzt. Durch wiederholtes Eindringen der Spitze in Bereiche mit repulsiven
Kraften im Wechselwirkungspotential kommt es zu einer Dampfung der Amplitude. Im
Gegensatz zum contact mode steht die Sonde nicht in stdéndigem Kontakt mit der Oberfl&che,
dies reduziert die lateralen Krafte und vermindert das Risiko der Beschédigung. Bei einer
konstanten Amplitude wird die Oberflache abgerastert. Neben der H6heninformation kann aus
der Phasendifferenz der angeregten und der resultierenden Schwingung eine Information tber
die Energiedissipation des Cantilevers auf der Oberflache gewonnen werden. Es lassen sich
dadurch also auch Unterschiede im Material sichtbar machen.

1.9.3 Auflésungsvermdgen und Abbildungsfehler

Das Aufldsungsvermdgen eines AFM ist, neben den Unterschieden, die schon durch die
Betriebsmodi bedingt sind, durch die Spitzengeometrie begrenzt. In Abbildung 12 ist
verdeutlicht, dass eine breite kurze Spitze die Aufldsung von Hoheninformationen herabsetzt.
Die beste Auflosung wird durch lange Spitzen mit geringem Offnungswinkel erreicht.
Wahrend einer Messung kann es aber zu einer Verschmutzung oder Beschadigung der Spitze
kommen. Durch die veranderte Spitzengeometrie und die veranderten Eigenschaften der
Spitze durch Fremdpartikel kann sowohl die laterale Information als auch die
Hoheninformation beeinflusst werden. Abbildungsfehler kénnen durch Eigenschaften der
Piezokeramik wahrend einer Spannungsédnderung am Piezo entstehen oder durch die

Positionierung der Probe.
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Abbildung 12: a) Der Einfluss der Spitzengeometrie auf das Auflésungsvermdgen b) Einfluss einer

kontaminierten Spitze auf die Bildinformation.

Die Keramiken zeigen ein trages Antwortverhalten auf eine Anderung der Ausdehnung, das
S0 genannte ,.creeping“. Sie besitzen aulRerdem eine Hysterese und die Antwort auf eine
L&ngenanderung kann nicht linear sein. Dies alles fuhrt zu Abbildungsfehlern und Artefakten
wie z.B. zu einem ”NachflieBen” des Bildes im Falle des ,,creeping®. Das zuvor erwéhnte
»closed loop” System soll diese unerwinschten Eigenschaften der Piezokeramiken
ausgleichen. Um Abbildungsfehler, die aus einer falschen Positionierung der Probe entstehen,
aus dem Bild zu beseitigen, kdnnen Korrekturen durch Bildbearbeitungsprogramme
angewendet werden. Dabei wird zwischen einer Zeilenkorrektur und einer Ebenenkorrektur
unterschieden. Die Zeilenkorrektur nimmt alle Datenpunkte einer Bildzeile, passt ein
Polynom an diese Messwerte an und subtrahiert dieses dann von den Datenpunkten dieser
Zeile. Die Ebenenkorrektur korrigiert die Neigung einer Probe, indem eine Ebene an die
Bilddaten angepasst wird und diese dann von den Datenpunkten abgezogen wird.

1.10 Quarzmikrowaage

Die Quarzmikrowaage findet seit vielen Jahren Anwendung, um z.B. die Adsorption diinner
Lipidfilme zu messen oder das Bindungsverhalten zwischen einem Rezeptor und einem
Liganden zu untersuchen.®” Denn im Falle einer Abscheidung von Lipiden auf der Oberflache
der Quarzkristalle findet man eine Anderung der Resonanzfrequenz des oszillierenden
Quarzkristalls. Bereits im Jahre 1959 konnte Sauerbrey zeigen, dass die Ablagerung von
Massen unter Vakuum und an Luft zu einer Anderung dieser Resonanzfrequenz fithren.® Die

gefundene Proportionalitat wird durch die sogenannte Sauerbrey Gleichung ausgedriickt:
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Wobei fo der fundamentalen Resonanzfrequenz des Quarzresonators, pq der Dichte und pq
dem Scheermodul des Quarzkristalls entspricht. A entspricht der Flache der Quarzelektrode
und St der integralen Massenintensitivitat, dem sogenannten Sauerbrey Koeffizienten. Etwa
um 1980 konnte gezeigt werden, dass die Methode der Quarzmikrowaage auch fir
Messungen in Flissigkeiten geeignet ist. Hier hangt die Anderung der Resonanzfrequenz

allerdings von der Viskositat n; und der Dichte p, der Lsung ab:

Das der Funktionsweise der Quarzmikrowaage zugrunde liegende Prinzip beruht auf dem
piezoelektrischen Effekt. Der piezoelektrische Effekt beschreibt das Auftreten von
elektrischen Ladungen ausgeldst durch mechanische Deformation. Die inverse Anwendung
von elektrischer Spannung verursacht Deformation und alternierende Spannung, die Uber zwei
Elektroden auf der Ober- und Unterseite des Quarzkristalls angelegt wird, fiihren zu
periodisch alternierenden Deformationen. Dies fuhrt zu einer Scheeroszillation des
Quarzkristalls und verursacht eine akustische transversale Welle, die sich durch den Kristall
ausbreitet. Regt man bei der Resonanzfrequenz (nullte Ordnung) des Schwingquarzes an, ist
die Wellenlange genau doppelt so grofl3, wie die Dicke des Quarzes und eine stehende
akustische Welle wird herbeigefihrt. Als Elektroden verwendet man haufig im Vakuum
aufgedampfte Goldelektroden, wobei zur Haftungsverbesserung zuvor oft eine diinne Schicht
Chrom oder Titan aufgedampft wird. Des Weiteren muss der verwendete Schwingquarz in
einem definierten Winkel aus einem Einkristall geschnitten werden. Hierbei erweist sich der
so genannte AT-Schnitt als besonders gunstig, bei dem in einem Winkel von 35,15° zur
optischen Achse des Quarzkristalls geschnitten wird. Die so gewonnenen Quarzscheiben
schwingen im massenempfindlichsten Dickenschermodus und besitzen dabei eine sehr
geringe Temperaturempfindlichkeit (1 Hz/°C).%

Um nun die Anlagerung eines Antikorpers auf einem mit einem Antigen funktionalisierten
Quarzkristall kinetisch zu untersuchen, wird zusatzlich die Energiedissipation der Anlagerung

bestimmt. Dazu wird der Quarzkristall Gber eine Spannungsquelle bei seiner fundamentalen
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Resonanzfrequenz angeregt. Dies geschieht durch die aufgedampften Elektroden. Wenn die
Scheerauslenkung des Resonators stationar ist, wird die Spannung von dem Resonator
computergesteuert getrennt. Die auftretende Dampfung wird erfasst, so dass die
Resonanzfrequenz f und die charakteristische Dampfungszeit erhalten wird. Aus letzterer
ergibt sich die Energiedissipation. Diese beiden Grofien, also Resonanzfrequenz und
Dissipation, werden fortwéhrend mit einer Zeitauflosung kleiner als zehn Sekunden bestimmit.
Die Frequenz des oszillierenden Quarzkristalls korreliert mit dessen Gesamtbeladung,
wéhrend die Dissipation Ruckschlisse auf die viskoselastischen Eigenschaften der Filme
zulésst. Auf diese Weise ist es moglich, zum Beispiel die Anlagerung von Lipiden auf eine
Oberflache zu untersuchen. Es lassen sich aber auch komplexe Erkennungsreaktionen wie die
eines geeigneten Antikorpers mit einer antigenfunktionalisierten Oberflache verfolgen. Im
Rahmen dieser Arbeit wird ein Lipid, welches nicht nur das Tn-Antigen, sondern auch die
standem repeat“-Doméne des MUC1 tragt, auf seine Reaktivitdt zu dem spezifischen

Antikorper hin mit Hilfe der Quarzmikrowaage untersucht werden.
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2. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll das Mischungsverhalten und die Doménenbildung binédrer und
ternérer Mischungen verschiedener Lipide untersucht werden. Die Zielsetzung hierbei ist es,
die Doménenbildung hinsichtlich ihrer GréRe und ihrer Form zu kontrollieren. Dabei soll
letztendlich eine ideale terndre Mischung gefunden werden, welche ein Tn-Antigen tragendes
Lipid lokal in hoher Konzentration exprimiert und somit eine gerichtete Wechselwirkung mit
einem geeigneten monoklonalem Antikorper ermoglicht. Des Weiteren soll untersucht
werden, ob sich diese bindren und terndren Mischungen durch photochemische
Polymerisation stabilisieren lassen. Hierbei werden verschiedene Lipide ben6tigt, die
unterschiedliche Funktionen innerhalb der Mischungen haben. Dies erfordert die Synthese
von polymerisierbaren und funktionellen Lipiden, die selbst oder von Kooperationspartnern
hergestellt werden miissen. Eine Ubersicht der interessierenden Lipide ist in Abbildung 13
gegeben.

Die Lipide 1 und 2 sollen verwendet werden, da sie die Mdoglichkeit bieten die zu
untersuchenden binéren und terndren Mischungen durch photochemische Polymerisation zu
stabilisieren (blau markierte Lipide in Abbildung 13). Hierbei l&sst sich das Lipid 1 sowohl in
der flussiganalogen als auch in der festanalogen Phase polymerisieren. Lipid 2 hingegen lasst
sich nur in der festanalogen Phase polymerisieren. Dafur hat es den Vorteil, dass die
Diacetylenfunktion im hydrophoben Schwanz des Lipids sitzt, so dass eine Polymerisation
keinen Einfluss auf das Verhalten der hydrophilen Kopfgruppe hat.

Die fluorierten bzw. teilfluorierten Lipide sollen verwendet werden, da sie eine klare Tendenz
zur Phasenseparation mit den alkylierten Lipiden 1 und 2 aufweisen sollten, so dass eine
Strukturbildung innerhalb der Monoschichten sehr wahrscheinlich wird. Die in der Abbildung
13 grau markierten Lipide basieren alle auf demselben Grundbaustein, dem
Tris(hydroxymethyl)aminomethan. Die drei Alkylketten des Molekdls sind fluoriert, damit
zum einen eine sehr grolle Separationstendenz zu alkylierten Lipiden gegeben ist und zum
anderen wird der durch diesen Grundbaustein eingenommene Platzbedarf innerhalb einer
Membran groB, verglichen mit dem zum Beispiel durch Lipid 1 eingenommenen Platz, so
dass auch volumindse Kopfgruppen die Packung der Lipide nicht massiv verédndern sollten.
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Abbildung 13: Ubersicht der verwendeten Lipide.

Aus diesem Grund kann Lipid 3 als Matrixlipid fur die perfluorierten Lipide 4 und 5 innerhalb
einer terndren Mischung fungieren, welche volumindse Kopfgruppen besitzen. Das Lipid 4
verfugt Uber eine Aminoséuresequenz bestehend aus neun Aminosduren und soll einen ersten
Einblick bieten, wie sich das Phasenverhalten des Trisankers bei grofRer Kopfgruppe andert.
Die Kopfgruppe des Lipids 5 ist noch einmal deutlich volumindser, da die
Aminosduresequenz nun aus 20 Aminosduren besteht und auflerdem das Tn-Antigen
(GalNAc) angebunden ist. Bei dieser Aminoséuresequenz handelt es sich um die ,tandem
repeat“-Doméne des MUCL1, welche ein bekanntes Bindungsmotiv fir die in dieser Arbeit
verwendeten  monoklonalen  Antikorper  darstellt.  Anhand des  auftretenden
Phasenseparationsverhaltens der polymerisierbaren Lipide mit Lipid 3, soll zundchst das
geeignete polymerisierbare Lipid gefunden werden, welches dann auch fur alle anderen

Mischungen verwendet werden soll. Von besonderer Bedeutung wird hierbei die Frage sein,
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ob die Domanenbildung, in einer terndren Mischung der Lipide 3 und 5 mit dem geeigneten
polymerisierbaren Lipid, einen positiven Einfluss auf die Erkennungsreaktion mit einem
geeigneten Antikorper hat.

Die in der Abbildung 13 grun markierten Lipide sollen verwendet werden, da sie eine
Madglichkeit bieten das Phasenverhalten in einer Mischung mit einem alkylierten Lipid, auch
hier wird das zuvor als geeignete polymerisierbare Verbindung identifiziertes Lipid
verwendet, in Abh&ngig vom jeweiligen Fluorierungsgrad zu untersuchen. In einer Mischung
mit dem polymerisierbaren Lipid sollte die teilfluorierte Verbindung 6 ein anderes
Phasenseparationsverhalten zeigen als die baugleiche perfluorierte Verbindung 8. Denn im
Falle der teilfluorierten Verbindung sollte die Alkylkette eine gute Mischbarkeit unterstutzen,
wohingegen die Fluorkette zu einer Entmischung fiihren sollte. AuRerdem soll durch die Ty-
Antigen Kopfgruppe (Lipide 7 und 9) der Einfluss dieser Kopfgruppe auf die Stabilitat der
Monoschichten dieser Lipide untersucht werden.

Hierzu werden die interessierenden Lipide zundchst anhand ihrer n-A Isothermen (Schub-
Flachen-Diagramme) untersucht. Auch die bindren und ternaren Mischungen werden zunéchst
anhand der Isothermen charakterisiert. Eine Auswertung anhand des Additivitatsgesetzes nach
Gains soll einen ersten Einblick in das Phasenseparationsverhalten der Mischungen geben.
Mit Hilfe der Brewsterwinkelmikroskopie ldsst sich das Phasenseparationsverhalten
makroskopisch visualisieren und die wahrend einer Kompression der Monoschicht
auftretenden Kristallisationseffekte beobachten. AnschlieBend wird das Mischungsverhalten
mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy = AFM) untersucht werden.
Dazu werden die betreffenden bindren und terndren Mischungen durch Langmuir-Blodgett
Ubertrag auf Glimmerplattchen Gbertragen und anschlieBend vermessen. Dies liefert einen
noch detaillierteren Einblick in das Mischungsverhalten. Denn mit Hilfe dieser Methode
lassen sich auch Doménen visualisieren, die nur wenige Nanometer grof3 sind. In
ausgesuchten Mischungen soll zudem versucht werden, diese Mischungen durch
photochemische Polymerisation zu stabilisieren. Dazu soll die Monoschicht mit ultraviolettem
Licht bestrahlt werden und anschlieRend, nach Langmuir-Blodgett Ubertrag, mit Hilfe der
Rasterkraftmikroskopie untersucht werden. Zu guter letzt soll anhand einer terndren
Mischung, bestehend aus dem gewahlten polymerisierbaren Lipid und den Lipiden 3 und 5,
untersucht werden, in welcher Weise die Antigen-Antikdrper Erkennung von der jeweiligen
Konzentration des Vakzinlipids (Lipid 5) abhdngt und ob die Strukturbildung in einer ternéren

Mischung einen Einfluss auf diese Erkennungsreaktion hat.
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3. AllgemeinerTell

Alle im folgenden Kapitel charakterisierten Lipide wurden aufgrund besonderer
Eigenschaften ausgewéhlt. Hierbei sind die Lipide 1 und 2 ausgewé&hlt worden, weil sie sich
photochemisch Polymerisieren lassen. Im Falle des Lipids 1 kann die Polymerisation sowohl
in der flissiganalogen als auch in der kristallanalogen Phase erfolgen, wohingegen Lipid 2
nur in der kristallanalogen Phase polymerisierbar ist. Dies liegt daran, dass Lipid 2
topochemisch polymerisiert, so dass eine VVororientierung der Diacetyleneinheiten notwendig
ist, welche nur in der kristallanalogen Packung vorhanden ist. Des Weitern unterscheiden sich
die beiden Lipide darin, dass sie entweder in der hydrophilen Kopfgruppe oder im
hydrophoben Molekulschwanz polymerisieren. Die Polymerisation im Molekulschwanz
(Lipid 2) hat den Vorteil, dass durch die Polymerisation das Verhalten der hydrophilen
Kopfgruppe nicht beeinflusst wird.

Die Lipide 3,6 und 8 wurden ausgewahlt, da sie aufgrund ihrer fluorierten Seitenketten eine
starke Entmischungstendenz zu den polymerisierbaren Lipiden haben sollten. Hier lasst sich
auch der Einfluss des Fluorierungsgrades untersuchen, da die Lipide 6 und 8 baugleich sind
und sich nur dadurch unterscheiden, dass Lipid 6 teilfluoriert ist und Lipid 8 vollfluoriert. An
die Grundkorper dieser Lipide kénnen komplexere Kopfgruppen angebracht werden, wobeli
die Grundkdorper spéater als Matrixlipide fur diese komplexeren Lipide innerhalb eines ternaren
Systems dienen sollen. Dementsprechend haben die Lipide 4,57 und 9 komplexe
Kopfgruppen. Lipid 4 verfugt tber eine Peptidsequenz von neun Aminoséuren und soll einen
ersten Einblick geben, wie eine groBere Kopfgruppe das Phasenseparationsverhalten
beeinflusst. Lipid 5 verfugt UGber die vollstindige Peptidsequenz, also die vollstandige
Ltandem repeat“-Einheit des MUCL, an welcher das Tn-Antigen (GalNAc) angebunden ist.
An diesem System lasst sich somit auch die biologische Aktivitat, also die Antigen-
Antikorper Erkennung, mit Hilfe der Quarzmikrowaage und eines geeigneten Antikorpers
untersuchen. Die Lipide 7 und 9 sollen den Einfluss der grofReren Kopfgruppe im Vergleich
zu dem Grundmolekul zeigen.

Im Folgenden werden also zundchst die verwendeten Lipide anhand ihrer m-A Isothermen
charakterisiert. Anschlielend werden die verschiedenen bindren Mischungen untersucht
werden, wobei auch die Brewsterwinkelmikroskopie und die Rasterkraftmikroskopie (atomic
force microscopy = AFM) Anwendung finden, um ein besseres Verstdndnis fur die
Phasenseparation, also die Domanenbildung, zu erhalten. Abgeschlossen wird diese Arbeit
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durch die Untersuchung der terndren Mischungen und die Untersuchung der Antigen-
Antikdrper Erkennung mit Hilfe der Quarzmikrowaage.

3.1 Synthese und Charakterisierung der verwendeten Verbindungen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Lipide werden im Folgenden zunéchst anhand ihrer ©-A
Isothermen charakterisiert. Diese sind, sofern nicht anders angegeben, alle bei 25°C auf einer
Subphase aus Reinstwasser aufgenommen. Dabei wird zum einen das charakteristische
Phasenverhalten der einzelnen Lipide untersucht, zum anderen aber auch der Einfluss
unterschiedlicher Kopfgruppen auf eben dieses Verhalten. Die Darstellung des Lipids 1
gelang in einer mehrstufigen Synthese, wéhrend Lipid 2 kommerziell erworben wurde. Die
fluorierten und teilfluorierten Verbindungen wurden in der Arbeitsgruppe von Frau Jr. Prof.

Dr. I s/ thetisiert und im Rahmen einer Kooperation zur Verfigung
gestellt.*®°

3.1.1 Lipid 1

Die Synthese von Lipid 1 (DODAMA) gelingt Uber einen 5-stufigen Mechanismus
(Abbildung 14). Zunédchst setzt man Octadecylamin mit Stearinsdure in einer nucleophilen
Substitution zum Amid um. Dieses wird mit Lithium-Aluminiumhydrid unter Verwendung
eines Extraktors zum Amin reduziert. Nach Umkristallisation aus Ethanol kann der farblose
Feststoff weiter umgesetzt werden. Die anschlieBende Umsetzung mit Glycolsdureanhydrid
fihrt zur Carbonsdure, welche vor der Reaktion mit Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) durch
eine Chlorierung mit Oxalylchlorid aktiviert werden muss. Nach sdulenchromatographischer
Aufarbeitung erhalt man auf diese Weise ein viskoses nahezu farbloses Ol. Nach
Gefriertrocknung erhélt man das Lipid als farblose wachsartige Substanz. In Losung ist dieses
im Kihlschrank lagerstabil.

Wie eingangs angesprochen wurde Lipid 1 aufgrund der Mdglichkeit zur Polymerisation
ausgewdhlt. Eine grundlegende Charakterisierung wurde mithilfe der Langmuir-Blodgett
Technik durchgefihrt.
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Abbildung 14: Synthese von Lipid 1 (DODAMA).

Die Isotherme des unpolymerisierten Lipids 1 (Abbildung 15) zeigt ab einer Flache von etwa

160 A? pro Molekiil eine fliissiganaloge Phase. Ab einer Flachenbelegung von etwa 100 A?

erkennt man die Phasenumwandlung in den fllissig-/ kristallanalogen Koexistenzbereich. Hier

entstehen kleine festanaloge Domanen in einer flissiganalogen Umgebung. Diese Domanen

wachsen mit Abnahme der zur Verfiigung stehenden Flache, bis die flissiganalogen Bereiche
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verschwunden sind und eine rein kristallanaloge Packung vorliegt, welche durch einen starken

Druckanstieg bei kleiner Flachenabnahme gekennzeichnet ist.
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Abbildung 15: =-A Isothermen von Lipid 1 vor und nach der photochemischen Polymerisation bei 25°C.

Diese Phasenumwandlung findet bei einer Flache von etwa 60 A? pro Molekil statt. Der
minimale Flachenbedarf liegt bei etwa 40 A? und einem Kollapsdruck von etwa 55 mN/m.
Das Schub-Flachen-Diagramm des mittels photochemischer UV-Polymerisation dargestellten
polymeren Lipids 1 bildet keine fliissiganaloge Phase mehr aus. Bei etwa 55 A? findet direkt
ein Phaseniibergang gas-/ kristallanalog statt. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass die
Polymerisation nahezu vollstandig verlaufen ist. Der minimale Flachenbedarf ist mit ca. 38 A?
geringer. Der Kollapsdruck hingegen ist auf etwa 60 mN/m angewachsen. Beide
Beobachtungen sind aufgrund der Polymerisation zu erwarten, da dabei zum einen die
Packung der Amphiphile dichter und zum anderen die Stabilitat der Monoschicht erhéht wird.
Eine Visualisierung der geschilderten Kristallisation, welche zu Beginn des
Koexistenzbereichs flissig-/ kristallanalog startet, ist mithilfe der Brewsterwinkel
Mikroskopie madglich. In Abbildung 16 ist die m-A Isotherme des Lipids 1 mit den
zugehorigen BAM Aufnahmen gezeigt.
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Abbildung 16: ©-A Isotherme des reinen Lipids 1 bei 25°C. Die gezeigten BAM Bilder wurden bei den jeweils

durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken aufgenommen.

Man erkennt sehr schon wie ab einem Lateraldruck von etwa 12,5 mN/m die ersten kleinen
Doménen auskristallisieren, welche die Form von sechsarmigen Sternen haben. Komprimiert
man nun weiter, wachsen diese Domanen rasch weiter und bereits bei einem Lateraldruck von
15 mN/m erreichen diese Doméanen einen Durchmesser von bis zu 65 um. Bei weiterer
Kompression werden diese Doménen zahlreicher, innerhalb der flussiganalogen Matrix aus
noch nicht kristallisiertem Lipid 1, wobei sie allerdings nicht mehr groRer werden. Bei
weiterer Kompression wachsen diese dann zusammen und bilden schliel3lich bei einem
Lateraldruck von 20 mN/m eine nahezu geschlossene Schicht.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass Lipid 1 aufgrund seines Phasenverhaltens und
der photochemischen nahezu vollstdndigen Polymerisierbarkeit ein ideales Matrixlipid fur die

fluorierten und teilfluorierten Lipide sein kann.
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3.1.2 Lipid 2

Die Pentacosadiinsaure (Lipid 2), die im Folgenden anhand ihres Schub-Flachen-Diagramms
charakterisiert wird, wurde verwendet, da sie die Moglichkeit bietet Doménen innerhalb einer
Membran durch photochemische Polymerisation zu stabilisieren. Allerdings handelt es sich
bei der Polymerisation von Diacetylenen um eine topochemische Polymerisation.”! Das

bedeutet, es muss eine VVororientierung gegeben sein, um einen hohen Polymerisationsgrad zu

erreichen.
20 S
x «
N OH
~
g 15 - 2 o}
Z,
g
—
[ fﬂl
A4 104 I
o 1
= |
=
=
[
— |
Q .
8 0 HL
D—] '|‘
0 —— T T T 77—
1] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Fliche pro Molekiil, (A*/Molekiil)

Abbildung 17: =n-A Isotherme von Lipid 2 bei 25°C.

Aus Abbildung 17 geht hervor, dass ein scharfer Ubergang gas-/ kristallanalog, der bei einem
Flachenbedarf von etwa 30 A? pro Molekiil auftritt, charakteristisch fiir Lipid 2 ist. Die
Isotherme steigt bei weiterer Kompression stark an bis sie bei einem minimalen
Flachenbedarf von 27 A? pro Molekiil zusammen bricht. Der Kollapsdruck betragt hier 12
mN/m. Diese Werte stehen in Ubereinstimmung mit denen, die fir die reine

Pentacosadiinsaure in der Literatur angegeben werden. %299
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Bestrahlt man die Monoschicht in ihrer kristallanalogen Phase mit UV-Licht, so stellt man
schon nach kurzer Zeit eine Farbanderung von farblos uber rot nach blau-violett fest. Diese
Farbanderung aufgrund der fortschreitenden Polymerisation ist in der Literatur schon
beschrieben worden. So berichten Geiger et al.®> und Ma et al.®* iiber die Farbanderung von
rot nach blau-violett, die nicht nur aufgrund der fortschreitenden Bestrahlungszeit eintritt,
sondern auch von Faktoren wie Temperatur und pH-Wert beeinflusst wird.

Obwohl Lipid 2 kein so breites Phasenverhalten aufweist wie Lipid 1, kann man aufgrund des
direkten Auftretens der kristallanalogen Phase erwarten, dass die Doménenbildung in
Mischsystemen deutlich von der im reinen System abweicht. Ebenso lasst es sich gut
photochemisch polymerisieren und sollte auch eine deutliche Entmischungstendenz
gegenliber den fluorierten Lipiden aufweisen. Des Weiteren ist das Fortschreiten der
Polymerisation hier sehr gut anhand der auftretenden Farbanderung zu verfolgen.

3.1.3 Lipid 3

Das verwendete Lipid 3 zeichnet sich dadurch aus, dass es uber drei fluorierte Ketten verfugt
und somit eine gute Entmischung mit alkylierten Verbindungen wie Lipid 1 und 2 zeigen
sollte. In Anbetracht der Zielsetzung - es sollen entmischte Strukturen von Lipiden (unter
ihnen potentielle Krebsvakzine) untersucht werden - bieten die fluorierten Ketten auRerdem
die Mdglichkeit als Platzhalter fur die komplexen Kopfgruppen der Vakzinlipide zu
fungieren, da der minimale Flachenbedarf hier aufgrund der fluorierten Ketten deutlich gré3er
sein sollte als bei den alkylierten Lipiden.
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Abbildung 18: =-A Isotherme von Lipid 3 bei 25°C.

Wie man anhand der n-A Isothermen (Abbildung 18) sofort erkennen kann, zeigt das Lipid 3
ein temperaturabhangiges Verhalten. Die fliissiganaloge Phase beginnt bei 170 A? pro
Molekiil und reicht fiir alle Temperaturen bis etwa 90 A? pro Molekil. Bei diesem
Flachenbedarf zeigt die wn-A Isotherme (Schub-Flachen-Diagramm) ein Plateau. Je nach
Temperatur beginnt dieses bei unterschiedlichen Lateraldricken. Bei 15°C beginnt das
Plateau bei einem Lateraldruck von 35 mN/m und bei 45°C beginnt es bei einem Lateraldruck
von 45 mN/m. Nach dem Plateau kann eine weitere Phase beobachtet werden. Im Falle der
Isotherme bei 15°C kollabiert die Monoschicht bei einem Lateraldruck von 58 mN/m. Bei
45°C kollabiert sie bei einem Lateraldruck von 55 mN/m. Das Auftreten des Plateaus bei
einem Flachenbedarf von 90 A? steht in guter Ubereinstimmung zu dem zu erwartenden
Flachenbedarf fiir drei fluorierte Ketten.”%"%%  Aufgrund von repulsiven F-F
Wechselwirkungen innerhalb der Fluorkette, ist die Konformation mit der niedrigsten Energie
hier eher spiralférmig als all-trans planar. Die spiralférmige Konformation sorgt fiir ein
starres Riickgrat der Kohlenstoffkette und erhoht somit die Querschnittsflache von etwa 20 A2
fur eine Alkylkette auf 30 A? fur eine Fluorkette.*>*°1%" Da die Monoschicht bei diesem
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Flachenbedarf aber noch nicht kollabiert, sondern erst bei einem minimalen Flachenbedarf

von 72 A% kann man vermuten, dass hier eine Anderung der Packung auftritt.

3.1.4 Lipid 4

Bei Lipid 4 handelt es sich um ein Vorldufermolekil zu Lipid 5. Die Peptidsequenz besteht
aus neun Aminosauren, wobei die letzten acht ein Teil der ,tandem repeat“-Einheit des
MUCL1 sind. Hieran soll untersucht werden, welche Auswirkungen eine volumingse peptische

Kopfgruppe auf das Phasenverhalten des Trisankers (Lipid 3) hat.
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Abbildung 19: =-A Isotherme von Lipid 4 bei 25°C.

Anhand der in Abbildung 19 gezeigten =n-A Isotherme erkennt man, dass die Vergrofierung
der Kopfgruppe schon bei einer sehr kurzen Peptidsequenz einen grof3en Einfluss auf das
Phasenverhalten hat. Ab einem Flachenbedarf von 380 A? beginnt die flussiganaloge Phase.

Diese ist dhnlich ausgepragt wie im Fall des Lipids 3. Allerdings sorgt die grolRe Kopfgruppe
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hier dafur, dass der Beginn der flussiganalogen Phase zu deutlich groReren Flachen hin
verschoben worden ist, was auf Wechselwirkungen der Kopfgruppen untereinander schliel3en
lasst. Das charakteristische Plateau, welches man im Fall des Lipids 3 noch klar erkennen
konnte, ist hier deutlich weniger ausgepréngt und beginnt ebenfalls schon bei einem héheren
Flachenbedarf von etwa 110 A% Auch hier zeigt die Isotherme danach eine andere Steigung,
so dass man vermuten kann, dass auch hier eine Packungsénderung vorliegt. Der minimale
Flachenbedarf ist mit 91 A% pro Molekiil um gut 20 A? pro Molekiil grosser als im Falle des
Lipids 3. Der Kollapsdruck ist mit 44 mN/m geringer. Dies kann dadurch erklart werden, dass
die Lipide innerhalb der Monoschicht nicht so gut kompressiert werden konnen, wie dies im
Fall des Lipids 3 mdglich ist und die Monoschicht dadurch nicht so stabil und starr ist. Man
kann nun erwarten, dass bei einer deutlich groReren Kopfgruppe, z.B. mit einer deutliche
ldngeren Aminoséauresequenz, der Kollapsdruck und damit die Stabilitdt der Membran noch

einmal erniedrigt werden wird. Dies soll im Folgenden untersucht werden.

3.1.5 Lipid 5

Bei dem Lipid 5 handelt es sich um ein Molekiil, das potentiell als Krebsvakzin dienen kann.
Durch die lange Peptidesequenz, bestehend aus den 20 Aminoséduren der ,tandem repeat®-
Domédne des MUC1, und die Tn-Antigen (GalNAc) Kopfgruppe bildet es die
tumorassoziierten Glycoproteine nach, und macht diese Strukturen dem Immunsystem
zuganglich. Die Komplement-Aktivierung fihrt zu der Bildung von hoch selektiven
Antikérpern gegen dieses tumorassoziierte Glycoprotein. Somit kann eine Stimulierung des

Immunsystems erreicht werden.
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Abbildung 20: =-A Isotherme von Lipid 5 bei 25°C.

Die Abbildung 20 zeigt die ©-A Isotherme des Vakzinlipids. Bereits ab einem Flachenbedarf
von 560 A? beginnt die fliissiganaloge Phase. Die Ursache hierfiir ist die groRe Kopfgruppe
des Lipids, welche dafur sorgt, dass es schon sehr friih zu Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen Molekilen kommt. Nach der langen flissiganalogen Phase beobachtet man auch
hier eine Phasenumwandlung bzw. ein kleines Plateau bei 175 A% Dieses ist allerdings
weniger ausgepragt als im Falle der Lipide 3 und 4, was wiederum auf die volumindse
Kopfgruppe zuriickgefiihrt werden kann. Bei einem Flachenbedarf von 110 A? konnte noch
kein Kollabieren der Monoschicht beobachtet werden. Der Lateraldruck betragt bei diesem
Flachenbedarf 34 mN/m. Aber man kann vermuten, dass der Kollappsdruck unter dem des

Lipids 4 liegt, welcher bei 44 mN/m ermittelt wurde.
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3.1.6 Lipid 6

Um den Einfluss des Fluorierungsgrades auf das Phasenseparationsverhalten zu untersuchen,
sind die Lipide 6 bis 10 besonders interessant. Hierbei blieb die Kopfgruppe jeweils die
gleiche, allerdings wurde der hydrophobe Schwanz dahingehend variiert, dass entweder beide
Ketten des Lipids fluoriert waren oder nur eine von beiden. Von den teilfluorierten
Verbindungen verfugt Lipid 6 nur Gber einem kurzen Spacer, wohingegen Lipid 7 auf diesem
Spacer die Tn-dipeptidische Kopfgruppe tragt. Bestehend aus einem acetylierten Valin und

dem Tn-Antigen.
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Abbildung 21: =n-A Isotherme von Lipid 6 bei 25°C.

Aus der in Abbildung 21 dargestellten ©-A Isotherme erkennt man, dass auch Lipid 6 Uber
eine lange fliissiganaloge Phase verfiigt. Diese beginnt schon bei einem Flachenbedarf pro
Molekiil von etwa 215 A? und reicht bis etwa 66 A?. Hier findet man ein Koexitenzplateau
fliissig-/kristallanalog. Bei einem minimalen Flachenbedarf von etwa 51 A? kollabiert die
Monoschicht. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit dem theoretisch zu erwartenden Wert fiir
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eine Verbindung, welche (iber eine fluorierte und eine alkylierte Kette verfiigt (50 A?). Der

gefundene Kollapsdruck betragt 54 mN/m.

3.1.7 Lipid 7

Lipid 7 besitzt, im Vergleich mit Lipid 6, zusatzlich eine Tn-Antigen Kopfgruppe. Wie aus
der m-A Isotherme in Abbildung 22 zu erkennen ist, &ndert das den Verlauf des Schub-

Flachen-Diagramms deutlich.
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Abbildung 22: =-A Isotherme von Lipid 7 bei 25°C.

Die flussiganaloge Phase beginnt deutlich friher als im Fall des Lipids 6 bei einem
Flachenbedarf von 375 A? und setzt sich fort bis zu einem Flachenbedarf von 58 A% Dies ist
etwas hoher als fur eine dichte Packung der beiden Ketten zu erwarten wére und auch fur das
Lipid 6 (etwa 50 A?) gefunden wurde. Die Ursache hierfiir ist in der voluminésen Tn-Antigen
Kopfgruppe zu suchen. Denn wie im Fall des Lipids 6 gesehen, hat der kurze Spacer keinen

41



Allgemeiner Teil

nennenswerten Einfluss auf die Packung der Ketten. Das Tn-Antigen ist also alleine
verantwortlich fur den verringerten Kollapsdruck, welcher eine direkte Folge der
schlechteren, also nicht mehr so dichten, Packung der beiden Ketten ist.

3.1.8 Lipid 8

Das Lipid 8 ist genauso aufgebaut wie Lipid 6. Allerdings sind hier beide Seitenketten des
Molekiils fluoriert. Die in Abbildung 23 gezeigte =n-A Isotherme zeigt ein abweichendes
Verhalten im Vergleich zum partiell fluorierten Molekil. Die fliissiganaloge Phase beginnt
bereits bei einem Flachenbedarf pro Molekiil von 280 A? und reicht bis 92 A? was auf den
erhohten Flachenbedarf der Fluorketten zuriickzufilhren ist. Bei 92 A? findet man ein
Koexistzenzplateau beim Ubergang fliissig- nach kristallanalog.
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Abbildung 23: =-A Isotherme von Lipid 8 bei 25°C.

Bei einem minimalen Flachenbedarf von 62 A? kollabiert die Monoschicht, was - wie in der

Einleitung (Kapitel 1.6) beschrieben - sehr gut dem theoretisch zu erwartenden Wert flr zwei
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Fluorketten entspricht (60 A? pro Molekiil). Der Kollapsdruck betragt hier 58 mN/m und liegt
damit geringfiigig Gber dem des teilfluorierten Analogons.

Ein Vergleich mit dem partiell fluorierten Lipid 6 zeigt, dass die festanaloge Phase hier (Lipid
8) deutlich starker ausgepragt ist. Die Ursache hierfir kann nur im unterschiedlichen
Fluorierungsgrad gesucht werden, da die beiden Molekiile sonst baugleich sind. Im Fall der
perfluorierten Verbindung lassen sich die fluorierten Ketten untereinander offensichtlich
besser packen, als dies im Fall der teilfluorierten Verbindung der Fall ist. Bei einer
teilfluorierten Verbindung werden die Alkylketten jeweils ihres gleichen suchen, da die hier
auftretenden Van-der-Waals Kréafte grofier sind als die zwischen den Fluorketten, so dass die
Packung malgeblich von den Alkylketten bestimmt wird. Da deren bevorzugte Konformation
aber all-trans planar ist, im Gegensatz zu den Fluorketten, die eine helikale Konformation
bevorzugen, ist eine dichte Packung der Ketten hier nicht méglich.

3.1.9 Lipid 9

Verfugt Lipid 8 aulRerdem Uber eine Tn-Antigen Kopfgruppe, so &ndert sich das Verhalten auf
dem Langmuir-Blodgett Trog, &hnlich wie im Fall der teilfluorierten Verbindungen, deutlich.
Die Isotherme von Lipid 9 ist in der Abbildung 24 gezeigt. Wie zu erwarten beginnt die
flissiganaloge Phase deutlich friiher, ndmlich bereits bei einem Flachenbedarf pro Molekil
von 475 A% AuBerdem ist sie deutlich ausgepragter, was wiederum auf die volumindse Tx-
Antigen (GalNAc) Kopfgruppe zurlckgefuhrt werden kann, die schon sehr frih zu
Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen fiihrt. Der Ubergang fliissig- zu kristallanaloger
Phase ist deutlich weniger ausgepragt und wird bei einem Flachenbedarf pro Molekul von 106
A? gefunden. Bei einem minimalen Flachenbedarf von 69 A? kollabiert die Monoschicht.
Ursache fir den hoheren Flachenbedarf ist naturlich auch die voluminése Ty-Antigen
Kopfgruppe, die ein dichteres Packen der fluorierten Ketten verhindert. Der gefundene
Kollapsdruck ist mit 40 mN/m deutlich kleiner als im Fall des Lipids 8. Es zeigt sich also
auch hier, dass die Ty-Antigen Kopfgruppe einen enormen Einfluss auf das Phasenverhalten
und die Stabilitdt der Monoschicht hat.
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Abbildung 24: =-A Isotherme von Lipid 9 bei 25°C.

Nach der Charakterisierung der interessierenden Lipide werden im Folgenden zunéchst die
bindren Mischungen untersucht werden, wobei neben der Langmuir-Blodgett Technik auch

die Brewsterwinkel- und Rasterkraftmikroskopie verwendet werden wird.

3.2 Binare Lipidmischung der Lipide 1 und 3

Untersucht werden soll das Phasenseparationsverhalten der beiden dargestellten
Verbindungen. Diese sollten ein gutes Entmischungsverhalten zeigen, da Lipid 1 ber zwei
Alkylketten verfiigt, wohingegen Lipid 3 tber drei fluorierte Ketten verfigt. Und wie in der
Einleitung ausfihrlich dargelegt ist bekannt, dass nicht nur unterschiedliche Kettenldngen
bzw. unterschiedliche Anzahl an Ketten fur eine klare Phasenseparation verantwortlich sind,
sondern dass auch fluorierte und nicht fluorierte Ketten ein solches Entmischungsverhalten

zeigen.
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Neben der angestrebten Entmischung der beiden Komponenten, sollte sich mit Lipid 1 die
Moglichkeit bieten die entmischten Strukturen durch photochemische Polymerisation zu

stabilisieren und die gebildeten Domanen anschlieRend genauer zu untersuchen.

3.2.1 n-A Isothermen

Die n-A Isothermen der bindren Mischung von Lipid 1 und 3 bei 25°C auf einer Subphase aus
Reinstwasser sind in Abbildung 25 wiedergegeben. Dabei wurde der Molenbruch des
fluorierten Amphiphils stufenweise um jeweils etwa 10 mol% erhéht. Die bindre Mischung
der beiden Lipide zeigt dabei ein charakteristisches Verhalten. Der minimale Flachenbedarf
pro Molekil steigt dabei mit steigendem Anteil an Lipid 3. Dieser Trend konnte erwartet
werden, da der minimale Flachenbedarf pro Molekiil von Lipid 3 (72 A?) fast doppelt so grof
ist wie der minimale Flachenbedarf des polymerisierbaren Lipids (40 A?). Interessant ist, dass
das charakteristische Koexistenzplateau von Lipid 3 fur jede Isotherme bei nahezu dem selben
Lateraldruck zu finden ist, wohingegen sich das Koexistenzplateau des Lipids 1 mit
zunehmendem Anteil an Lipid 3 verschiebt. Dies ist ein direkter Hinweis auf partielle
Mischbarkeit des Lipids 1 mit dem fluorierten Lipid 3.
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Abbildung 25: =-A Isothermen der binéren Mischung 1/3 bei 25°C.

Ob und in welcher Form Wechselwirkungen in bindren Monoschichten existieren, ist bereits
durch einfache Untersuchungen der Schub-Flachen-Diagramme (mn-A Isothermen) zu
erkennen. In Analogie zur physikalischen Betrachtung dreidimensionaler Mischsysteme gilt
fur ideal mischbare bzw. unmischbare Systeme ein additives Gesetz.” Die theoretischen
Grundlagen hierflr stammen aus dem Jahr 1966 und wurden von Gains entwickelt. Danach
entspricht der von der Mischung benétigte Platzbedarf der Summe des jeweils von den reinen
Verbindungen bendtigten Raumes (bei gleichem Lateraldruck), wobei natlrlich auf die
absoluten Teilchenzahlen gewichtet werden muss. Falls dieses Gesetz erflllt ist, handelt es
sich um eine vollstandige ideale Mischung oder eine vollstandige ideale Separation. In diesem
Fall erhdlt man einen linearen Verlauf. Bei Abweichungen ist auf Wechselwirkungen der
Amphiphile untereinander, welche eventuell auf Grund der -A Isothermen gedeutet werden
kénnen, oder auf eine Entmischung aus einer zuvor gemischten - hauptséchlich
fliissiganalogen Phasen - zu schlieRen.'%%1931% 7y diesem Zweck wird der Flachenbedarf pro
Molekil gegen den Molenbruch einer Komponente der bindren Mischung aufgetragen
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Additivitatsregel nach Gains fir die bindre Mischung 1/3.

Fur niedrige Lateraldriicke (10 mN/m), flussiganaloge Phase, und hohe (30 mN/m)
Lateraldriicke, hauptsachlich kristallanaloge Phase, findet man eine Ubereinstimmung mit der
Additivitatsregel. Das bindre System ist also entweder perfekt mischbar oder entmischt. Fiir
einen Lateraldruck von 20 mN/m (Koexistenzbereich) findet man eine starke Abweichung
von der Linearitat, also der Additivitatsregel. Bei einem molaren Anteil von Lipid 3 von
20,8% ist die Abweichung am deutlichsten und man findet hier einen Wendepunkt, was auf
eine partielle Mischbarkeit hindeutet. Dass diese beiden Komponenten eine vollige
(flussiganaloge Phase) oder teilweise Mischbarkeit (Koexistenzbereich) aufweisen wirden,
konnte nicht unbedingt erwartet werden. Im Bereich hoher Lateraldriicke (30 mN/m) wurde
eine nahezu vollstandige Entmischung erwartet, da von den reinen Komponenten nur Lipid 1
ein Kristallisation bis zu diesen Lateraldriicken zeigt, so dass dieses Lipid hier schon
groftenteils auskristallisiert ist. Um dieses Mischungsverhalten und die Doméanenbildung
besser verstehen zu kdnnen, wird im Folgenden zunéchst die Brewsterwinkelmikroskopie und

anschlielend die Rasterkraftmikroskopie herangezogen.

47



Allgemeiner Teil

3.2.2 Brewsterwinkelmikroskopie

Wie schon in der Einleitung (Kapitel 1.8) beschrieben kann man mit Hilfe der
Brewsterwinkelmikroskopie (Brewster angle microscopy = BAM) das Phasenverhalten einer
Monoschicht direkt an der Wasser-Luft-Grenzflache sichtbar machen. Um das
Phasenverhalten der bindren Mischung von 1 und 3 zu verstehen, wurde eine Mischung mit
einem molaren Anteil an Lipid 3 von 11,6 mol% untersucht (Abbildung 27). Die Isotherme

wurde bei 25°C auf Reinstwasser aufgenommen.

Lateraldruck, n (mN/m)
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Abbildung 27: n-A Isotherme der bindren Mischung 1/3 (11,6 mol%) bei 25°C. Die gezeigten BAM Bilder

wurden bei den jeweils durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken aufgenommen.

Die gezeigten BAM Aufnahmen wurden bei den Lateraldriicken aufgenommen, die durch die
Pfeile angegeben werden. lhre GroRe betrédgt in allen Féllen 500 x 400 um. In der
flissiganalogen Phase der beiden Komponenten (Lateraldruck < 10 mN/m) konnte keine
Kristallisation irgendeiner Art beobachtet werden. Dies belegt, dass die Lipide 1 und 3 in der
flissiganalogen Phase vollkommen mischbar sind, trotz ihrer unterschiedlichen chemischen
Struktur. Die ersten festanalogen Doménen beginnen etwa bei einem Lateraldruck von 12

mN/m zu kristallisieren. Diese Domanen werden von Lipid 1 gebildet, was aus dem
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Kristallisationsverhalten der reinen Komponenten geschlossen werden kann, da nur Lipid 1 in
diesem Druckbereich (10 mN/m bis 25 mN/m) eine Kristallisation zeigt. Diese Doménen
wachsen erwartungsgemalR mit steigendem Lateraldruck. Im Koexistenzbereich flissig-/
kristallanalog wachsen diese Doménen besonders schnell, wobei kleine festanaloge Bereiche
sich zu sternférmigen Kristallen entwickeln. Diese Sterne besitzen sechs Arme und bei einem
Lateraldruck von 20 mN/m einen mittleren Durchmesser von 20 um. Oberhalb von 25 mN/m
wachsen diese Doménen zusammen und bilden eine nahezu geschlossene Oberflache. Es ist
also moglich ein zweidimensionales Muster aus fluorierten und nicht fluorierten Lipiden zu
realisieren, ausgehend von einer homogenen flissiganalogen Phase, in der die beiden
Komponenten gemischt vorliegen.

Es fallt auf, dass die Form der kristallinen Domanen von denjenigen abweicht, die wahrend
der Kompression der reinen Komponente beobachtet werden konnten (Abbildung 16). Die
festanalogen sternférmigen Domanen, die das reine Lipid 1 bildet sind mit einem mittleren
Durchmesser von 60-80 um deutlich groer. Der relativ geringe Anteil an fluorierter
Komponente hat folglich einen groRen Einfluss auf das Kristallisationsverhalten von Lipid 1.
Da das Auflésungsvermdgen des Brewsterwinkelmikroskops auf etwa 2 um beschréankt ist,
werden im Folgenden Messungen mit dem Rasterkraftmikroskop durchgeftihrt, um das

Phasenseparationsverhalten auch auf der Nanometerskala untersuchen zu kénnen.

3.2.3 Rasterkraftmikroskopie

Nachdem die Monoschicht mittels Langmuir-Blodgett Ubertrag auf Glimmerplattchen
ubertragen wurde, lies sich die Topologie der Oberflache untersuchen. Die Messungen hierzu
wurden alle im tapping mode (Kapitel 1.9.2) durchgefiihrt.
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Abbildung 28: AFM Aufnahmen der binéren Mischung 1/3 iibertragen bei 30 mN/m. Bei a) und b) betragt der
Anteil an Lipid 3 11,6 mol% und bei c) 89,4 mol%. Der eingebettete Balken hat jeweils eine L&nge von 500 nm.

In der Abbildung 28 sind Aufnahmen der bindren Mischung von Lipid 1 und 3 gezeigt.
Abbildung 28a und b zeigen die Hohenbilder, tbertragen bei einem Lateraldruck von 30
mN/m, der binaren Mischung 1/3 (11,6 mol%). Eine Phasenseparation ist sowohl im
Mikrometerbereich als auch im Nanometerbereich sichtbar. Man erkennt, dass kleinere
Strukturen, sich zwischen den makroskopischen Kristallen befinden, die unter dem
Brewsterwinkelmikroskop gefunden wurden. In Abbildung 28a ist der Rand eines solchen
makroskopischen Kristalls zu sehen. Aufgrund des Vergleichs der hier gefundenen Form der
grof3en kristallinen Bereiche mit den makroskopischen Kristallen und der Tatsache, dass Lipid
1 groRer ist als Lipid 3, kann man folgern, dass die hoheren Bereiche aus dem
polymerisierbaren Lipid 1 bestehen. Der Hohenunterschied betragt etwa 10 A. Die
niedrigeren Bereiche bestehen aus der flissiganalogen Matrix, in der das fluorierte Lipid und
noch nicht auskristallisiertes Lipid 1 enthalten sind. Die Phasenbilder bestatigen, dass die
Monoschicht aus eben so einer Mischung aus kristall- und flissiganalogen Doménen besteht
(siehe Abbildung 29) bzw. dass diese beiden Phasen jeweils homogen sind.

In Abbildung 28b sind kleine Doméanen bestehend aus Lipid 1 in der Nahe eines grofRen

makroskopischen Kristalls zu sehen. Diese kleinen Doménen kristallisieren mit steigendem
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Lateraldruck, was ein weiterer Hinweis auf eine partielle Mischbarkeit innerhalb der
flussiganalogen Phase ist. Denn nur wenn Lipid 1 partiell mischbar mit dem fluorierten Lipid
3 ist, wirde man ein solches Kristallisationsverhalten innerhalb der fliissiganalogen Phase
erwarten. In Abbildung 28c ist eine andere Zusammensetzung der bindren Mischung gegeben.
Die Mischung aus 1 und 3, zusammengesetzt aus 89,4 mol% Lipid 3, wurde ebenfalls bei 30
mN/m (bertragen. Der Hohenunterschied zwischen den kristallinen Bereichen von Lipid 1
und der fliissiganalogen Phase betragt wiederum etwa 10 A. Allerdings sind die Doméanen
hier deutlich kleiner als im Falle der Mischung mit 11,6 mol%.

Abbildung 29: AFM Aufnahmen der bindren Mischung 1/3 (11,6 mol%) (ibertragen bei 30 mN/m a) Hohenbild
b) Phasenbild. Der eingebettete Balken hat jeweils eine L&nge von 500 nm.

Die GroRe und Form der kristallinen Domanen kann also auf zweierlei Weise kontrolliert
werden. Zum einen indem man den Lateraldruck variiert, was die BAM Aufnahmen
eindrucksvoll zeigen, und zum anderen indem man die molare Zusammensetzung der binaren
Mischung andert. Nachdem der Nachweis erbracht wurde, dass die Domanenmuster innerhalb
dieser bindren Mischung regulierbar sind, soll im Folgenden nun untersucht werden, ob sich
diese Strukturen innerhalb der Monoschicht mittels photochemischer Polymerisation

stabilisieren lassen.
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3.2.4 Polymerisation

Um nun zu untersuchen, ob sich die Strukturen innerhalb einer Monoschicht, aufgebaut aus
den beiden Lipiden 1 und 3, durch eine photochemische Polymerisation stabilisieren lassen,
kann man zun&chst die Isothermen vergleichen. In Abbildung 30 sind die beiden Isothermen
einer Mischung aus 1 und 3 (11,6 mol%) gezeigt. Beide wurden bei 25°C auf einer Subphase
aus Reinstwasser aufgenommen. Bei der Polymerisation wurde dabei wie folgt vorgegangen.
Die Mischung wurde bis zu einem Zieldruck von 30 mN/m komprimiert und dann auch
wéhrend der Bestrahlung bei diesem Druck gehalten. Hier ist eine Polymerisation gut
moglich, da sich das Lipid 1 in der kristallanalogen Phase befindet. Die komprimierte
Monoschicht wurde dann fur 15 Minuten mit ultraviolettem Licht bestrahlt. Anschlielend
wurden die Barrieren expandiert und nach einer Relaxationszeit von 15 Minuten wurde eine

Isotherme aufgenommen, welche in der Abbildung 30 die durchgezogene Linie ist.
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Abbildung 30: ©-A Isothermen der bindren Mischung 1/3 (11,6 mol%) vor und nach der photochemischen
Polymerisation bei 25°C.

Die unbestrahlte Mischung zeigt ab einem Flachenbedarf pro Molekiil von etwa 155 A? eine
fliissiganaloge Phase. Ab einem Flachenbedarf von etwa 92 A? beginnt der Koexistenzbereich
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zwischen fliissig- und kristallanalog. Bei einem minimalen Flachenbedarf von 48 A pro
Molekil kollabiert die Monoschicht und der gefundene Kollapsdruck betrdgt 38 mN/m. Im
Fall der bestrahlten Mischung finden wir einen anderen Verlauf. Bei einem Flachenbedarf von
120 A? pro Molekiil beginnt eine fliissiganaloge Phase, die bei 50 A? in die kristallanaloge
Phase ubergeht. Ein Koexistenzbereich ist nicht zu finden. Bei einem minimalen
Flachenbedarf von 41 A? pro Molekiil kollabiert die Monolage, was deutlich kleiner ist als im
Fall der unbestrahlten Probe. Der charakteristische Kollapsdruck betragt 54 mN/m und liegt
damit deutlich Uber dem der unbestrahlten Mischung. Diese beiden Ergebnisse zeigen
deutlich, dass eine Polymerisation der Monoschicht mittels Bestrahlung mit ultraviolettem
Licht mdglich ist. Da dies schon zuvor fir eine Monoschicht aus Lipid 1 gezeigt wurde, war
dies auch so erwartet worden.*®

Um die durch die Polymerisation fixierten Doménen der bindren Mischung nun auch bildlich
darstellen zu kdnnen, wurde sich wiederum der Rasterkraftmikroskopie bedient.

Abbildung 31: AFM Aufnahmen der bindren Mischung 1/3 (11,6 mol%) a) Das Héhenbild der photochemisch
polymerisierten Probe und das zugehdrige Hohenprofil Gbertragen bei 30 mN/m b) — d) Die photochemisch
polymerisierten Proben wurden bei den angegebenen Lateraldriicken (ibertragen. Die eingebetteten Balken haben

in allen Féllen eine La&nge von 1um.
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In Abbildung 31a ist eine AFM Aufnahme gegeben, welche die bindre Mischung 1/3 (11,6
mol%) zeigt. Die Monoschicht wurde bei 30 mN/m auf ein Glimmerplattchen lbertragen
nachdem diese fur 15 Minuten mit UV Licht bestrahlt worden war. Man erkennt runde
kristallanaloge Domanen, die aus polymerisiertem Lipid 1 bestehen und von einer
flissiganalogen Matrix bestehend aus Lipid 3 umgeben sind. Die flissiganaloge Phase ist
durchzogen von schmalen Streifen aus polymerisiertem Lipid 1. Der Hohenunterschied
zwischen den kristall- und fliissiganalogen Bereichen betragt 10 A. Diese Werte entsprechen
der unpolymerisierten bindren Mischung (vergleiche Abbildung 28), deren kristallines Muster
auch hier wieder zu finden ist. Um nun zu belegen, dass die gefunden Formen tatsachlich
durch die Polymerisation fixiert werden konnten, wurde folgendes Experiment durchgefuhrt.
Nach der 15 minutigen Bestrahlung wurden die Barrieren des Langmuir-Blodgett Trogs
wieder expandiert und nach einer 15 min(tigen Relaxationszeit wieder auf den jeweiligen
Zieldruck komprimiert, bei dem dann der Ubertrag auf ein Glimmerplattchen erfolgte. Hierbei
sollten diese kristallinen Doménen nicht nur bei hohen Lateraldriicken auftreten, sondern auch
bei niedrigen Lateraldriicken (10 mN/m), bei denen sonst keinerlei Kristallisation zu
beobachten ist. Tatsachlich findet man bei Lateraldriicken von 15 mN/m (Abbildung 31c) und
10 mN/m (Abbildung 31d) dieselben Doménen, die zuvor durch die photochemische
Polymerisation stabilisiert bzw. fixiert wurden. Die unpolymerisierte Mischung 1/3 zeigte
hingegen keinerlei Kristallisation bei einem Lateraldruck von 10 mN/m, was ein klarer
Beweis daflr ist, dass die von Lipid 1 geformten Strukturen erfolgreich mittels
photochemischer Polymerisation fixiert werden konnten.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass die bindre Mischung 1/3 ein differenziertes
Phasenverhalten zeigt. Fur niedrige Lateraldriicke (10 mN/m) findet man eine homogene
Mischung, denn hier sind beide Lipide in der fliissiganalogen Phase. Demgegeniiber findet
man fur hohe Lateraldriicke (30 mN/m) eine nahezu vollstdndige Entmischung, denn hier ist
das polymerisierbare Lipid schon nahezu vollstdndig auskristallisiert wohingegen das
fluorierte Lipid immer noch in der flussiganalogen Phase ist. Bei mittleren Lateraldriicken
findet man eine Abweichung vom idealen Verhalten, denn hier findet man Mischphasen
neben reinen Phasen. Es zeigte sich weiter, dass Form und GroRe der von Lipid 1
ausgebildeten Domanen sowohl (ber den Lateraldruck als auch uber die molare
Zusammensetzung der Mischung variiert werden konnen. Auflerdem I&sst sich die bindre
Mischung mittels photochemischer Polymerisation stabilisieren, so dass die gebildeten
Doménen fixiert werden kdnnen und sie somit unabhé&ngig von duBeren Parametern wie z.B.

dem Lateraldruck sind.
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Im Hinblick auf die anderen fluorierten und teilfluorierten Verbindungen, die im Rahmen
dieser Arbeit verwendet wurden, bleibt festzuhalten, dass sich Lipid 1 bestens als Matrixlipid
fir bindre und terndre Mischungen aus eben diesen Verbindungen eignet, da es sowohl die
Doménenbildung unterstitzt als auch eine Stabilisierung mittels photochemischer
Polymerisation erlaubt.

3.3 Binare Mischung der Lipide 2 und 3

Mit der bindren Mischung 1/3 konnte gezeigt werden, dass GréfRe und Form der kristallinen
Doménen zum einen in Abhéngigkeit vom Lateraldruck und zum anderen in Abhangigkeit
von der molaren Zusammensetzung variiert werden kdnnen. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die gebildeten Strukturen mittels photochemischer Polymerisation stabilisiert

werden kdnnen.
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Dies soll im Folgenden auch fiir die bindre Mischung aus Lipid 2 und 3 untersucht werden.
Hierbei bietet Lipid 2 die Moglichkeit, im Gegensatz zum Lipid 1, welches in der hydrophilen
Kopfgruppe polymerisiert wird, eine Polymerisation im hydrophoben Schwanz des Molekuls
durchzufiihren. AufRerdem sollte sich diese Polymerisation auch anhand der auftretenden
Farb&dnderung verfolgen lassen, denn im Fall der topochemischen Polymerisation der
Diacetylene treten zunéchst rote und spéater blau-violette Farbmuster auf.

3.3.1 n-A Isothermen

Es ist zu erwarten, dass die bindre Mischung aus Lipid 2 und 3 ein etwas anderes Verhalten

zeigen wird, denn im Gegensatz zum Lipid 1 verfugt das Diacetylen nur Uber eine

kristallanaloge Phase. In Abbildung 32 sind die Isothermen der bindren Mischung 2/3

gegeben, die bei 25°C auf einer Subphase aus Reinstwasser aufgenommen wurden. Hierbei

wurde der molare Anteil an fluoriertem Amphiphil in Stufen von 10 mol% erhéht. Das reine

Lipid 2 zeigt einen minimalen Flachenbedarf von 27 A? bei einem Kollapsdruck von etwa 12
55



Allgemeiner Teil

mN/m, was in guter Ubereinstimmung zu den in der Literatur zu findenden Werten ist.**%%9

Der minimale Flachenbedarf der bindren Mischungen erhdht sich mit grofRer werdendem
molaren Anteil an fluoriertem Lipid 3. Aber im Gegensatz zu der bindren Mischung 1/3 findet
man das charakteristische Plateau von Lipid 3 nur in einigen Isothermen wieder. Zum
Beispiel zeigen die bindren Mischungen mit molaren Anteilen an Lipid 3 von 62,8 mol%,
69,5 mol% und 79,5 mol% nur eine durchgehend flissiganaloge Phase, so dass sich die
Steigung der Isothermen kaum andert. Dasselbe gilt fir die bindren Mischungen mit molaren
Anteilen von 9,9 mol% und 20,6 mol%, in denen der Kollapspunkt von Lipid 2 zu finden ist,
obgleich er zu hoheren Lateraldriicken hin verschoben ist. Diese Ergebnisse weisen auf eine

partielle Mischbarkeit fur diese Zusammensetzungen hin.
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Abbildung 32: =n-A Isothermen der binéren Mischung 2/3 bei 25°C.

Um das Mischungsverhalten nun im Detail zu untersuchen, bedient man sich wiederum der
Additivitatsregel nach Gains (Abbildung 33). Die aufgetragene Flache pro Molekil gegen den
Molenbruch von Lipid 3 zeigt, dass das Mischungsverhalten deutlich vom idealen Verhalten
abweicht. Besonders fur geringe molare Anteile an Lipid 3 (unter 30 mol%) und fir hohe
Anteile (mehr als 80 mol%) findet man eine Abweichung vom idealen linearen Verlauf. Der

Grund hierfar ist wahrscheinlich, dass die Carbonséurefunktion des Lipids 2 mit der
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Aminfunktion des Lipids 3 wechselwirkt, z.B. Gber Wasserstoffbriickenbindungen. Wang et
al. fanden ein &hnliches Verhalten fiir eine bindre Mischung aus Lipid 2 und einem
teilfluorierten Tetracosane'®. Sie zeigten, dass die beiden Molekiile mischbar waren aber
starke zwischenmolekulare Wechselwirkungen erfuhren, wobei sie ein Minimum fir den
minimalen Flachenbedarf bei einem molaren Anteil der fluorierten Komponente von 67 mol%
fanden. Im Falle der bindren Mischung 2/3 zeigen sich weder Minima noch Maxima im
Graphen. Es l&sst sich festhalten, dass die bindre Mischung stark vom idealen Verhalten
abweicht und eine teilweise Mischbarkeit zeigt.
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Abbildung 33: Additivitatsregel nach Gains fiir die bindre Mischung 2/3.

Einen tieferen Einblick in das Phasenverhalten der bindren Mischung sollen die

Brewsterwinkelmessungen im folgenden Kapitel gewéhren.
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3.3.2 Brewsterwinkelmikroskopie

Im Vergleich zur bindren Mischung mit dem Lipid 1, findet man auch fur die binare
Mischung 2/3 (20,6 mol%) eine klare Phasenseparation allerdings mit vollig anderen
Strukturen (Abbildung 34). Die BAM Aufnahmen wurden bei den durch die Pfeile
angegebenen Lateraldriicken aufgenommen und haben alle eine GroéRe von 500 x 400 um.
Bereits bei sehr niedrigen Lateraldriicken (kleiner als 2,5 mN/m) findet man grol3e Kristalle
mit Verastelungen, wobei diese Aste die Form von Blattern haben. Sie bestehen aus Lipid 2,
dessen kristallanaloge Phase sich im Gleichgewicht mit der gasanalogen Phase befindet. Die
Form der Kiristalle ist typisch fir einen  Wachstumsmechanismus unter
Nichtgleichgewichtsbedingungen. Ein solcher Mechanismus kann mit Hilfe des DLA
(diffusion-limited aggregation) Models erklart werden.’”” Dieses Model kann dann
angewendet werden, wenn kleine kristalline Doménen (hier Lipid 2) schon bei sehr niedrigen
Dricken innerhalb der Monoschicht vorhanden sind. Komprimiert man nun, wachsen diese
sehr schnell, kommen in Kontakt miteinander und wachsen zusammen. Dies fuhrt zur Bildung
von fraktalen Strukturen, wie sie von Volinsky et al. fir eine Diacetylensédure gefunden

wurden. %8

Allerdings handelte es sich in diesem Fall um die 10,12-Tricosadiinséure, welche
sich von Lipid 2 aber nur dadurch unterscheidet, dass sie eine um zwei Methyleinheiten
langere Alkylkette besitzt. Beim Komprimieren findet man, dass der Kristallisationsprozess
bis zu einem Lateraldruck von etwa 12 mN/m zu beobachten ist. Beim weiteren
Komprimieren wachsen diese Kristalle nicht mehr weiter, was damit zu erklaren ist, dass
Lipid 2 bei einem Lateraldruck von 12 mN/m bereits vollstandig kristallisiert ist. Oberhalb
dieses Lateraldruckes, also beim weiteren Komprimieren, erscheinen nur noch sehr kleine
festanaloge Doménen zwischen den grofRen Kristallen. Diese Ergebnisse stehen in
Ubereinstimmung mit der schon anhand der n-A Isothermen gemachten Annahme, dass Lipid
2 und 3 selbst bei niedrigen Lateraldriicken nur teilweise mischbar sind, denn bereits bei
weniger als 2,5 mN/m findet man grof3e Kristalle. Und die Beobachtung, dass diese Kristalle
bei weiterer Kompression wachsen zeigt ebenfalls, dass eine geringe Mischbarkeit des Lipids
2 in der flissiganalogen Phase von Lipid 3 gegeben ist. Weiterhin ist bemerkenswert, dass die
gefundenen kristallinen Formen deutlich von denen abweichen, die Ma et al. flr das reine
Lipid 2 finden konnte.”® Sie fanden deutlich kleinere runde und verzweigt Doméanen von
variierender GroRe. Aullerdem waren deren Verzweigungen starr und stdbchenférmig. Ein
molarer Anteil an fluoriertem Lipid 3 von 20,6 mol% hat also einen grof3en Einfluss auf den
Kristallisationsprozess und die Form der Domanen. Dies wurde auch von Volinsky et al. fur
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deren System beobachtet, wo ein Anteil von 20 mol% eines Lecithins ebenfalls eine deutliche
Anderung der Kristallisation bewirkte.

Lateraldruck, n (mN/m)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Fliche pro Molekiil, (A°/Molckiil)

Abbildung 34: n-A lIsotherme der bindren Mischung 2/3 (20,6 mol%) bei 25°C. Die gezeigten BAM Bilder
wurden bei den jeweils durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken aufgenommen.

Erhoht man nun den molaren Anteil an Lipid 3 deutlich (bis auf 79,5 mol%) zeigt sich, dass
die nun auftretenden Kristalle deutlich kleiner sind (Abbildung 35). Selbst bei sehr hohen
Lateraldriicken werden nur Kkleine festanaloge Domanen innerhalb einer flissiganalogen
Matrix gefunden. Der hohe Anteil an fluoriertem Lipid verhindert hier offensichtlich eine
Kristallisation der Diacetylensaure. Dies ist verstandlich, da die Diacetylene aufgrund der
Diacetylenfunktion nur in einem bestimmten Winkel untereinander kristallisieren bzw. dicht
packen konnen, so dass bereits geringe Menge an Fremdlipid diese Kristallisation

unterbinden.
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Abbildung 35: n-A Isotherme der bindren Mischung 2/3 (79,5 mol%) bei 25°C. Die gezeigten BAM Bilder

wurden bei den jeweils durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken aufgenommen.

Auch hier sollen die Aufnahmen mit dem Rasterkraftmikroskop einen tieferen Einblick in das

Kristallisationsverhalten der bindren Mischung geben.

3.3.3 Rasterkraftmikroskopie

Auch hier soll mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie versucht werden das Phasenverhalten der
bindren Mischung auch im Nanometerbereich zu verstehen. Die Messungen wurden alle im
tapping mode durchgefiihrt. In Abbildung 36 ist die Mischung 2/3 (9,9 mol%) gezeigt, welche
bei 10 mN/m (bertragen wurde. Man erkennt die R&nder der unter dem
Brewsterwinkelmikroskop gefundenen makroskopischen Kristalle und zwischen diesen
Bereiche, in denen kleine kristalline Domanen zu finden sind, die deutlich kleiner als 1 um

sind.
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Abbildung 36: AFM Aufnahmen der bindren Mischung 2/3 (9,9 mol%) (bertragen bei 10 mN/m. Der

eingebettete Balken hat jeweils eine Lange von 1 um.

Schaut man sich einen Bereich genauer an (Abbildung 37a), dann findet man, dass diese
kleinen kristallanalogen Doménen ebenfalls von Lipid 2 gebildet werden. Ein Beleg dafur ist,
dass die Hohe der kleinen Domédnen mit 16 A vergleichbar ist mit der Héhe der
makroskopischen Kristalle. Die GroRe der Kkleinen kristallinen Domanen variiert von 50 nm
bis 250 nm. Als Erklarung hierfur kann die partielle Mischbarkeit von Lipid 2 im fluorierten
Lipid angefuhrt werden. Lipid 3 ist in der flussiganalogen Phase, wahrend Lipid 2 in einem
Gleichgewicht zwischen gas- und kristallanaloger Phase ist. Komprimiert man die
Monoschicht scheiden sich kristalline Doménen von 2 innerhalb einer Matrix aus fluoriertem
Lipid ab. Folgt man dem DLA (diffusion-limited aggregation) Model, dann handelt es sich bei
diesen kleinen Dominen um genau die Strukturen, die wé&hrend der Kompression
zusammenwachsen und die groRen fraktalen Formen bilden. Ein Vergleich von Héhen- und
Phasenbild zeigt auch hier eindeutig (Abbildung 38), dass die Zusammensetzung der
gefundenen Doménen fur die gesamte Probe einheitlich ist bzw. dass sowohl die kristallinen

als auch die flissiganalogen Bereiche homogen sind.
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Abbildung 37: AFM Aufnahmen der bindren Mischung 2/3 und deren Hohenprofile a) bindre Mischung 2/3 (9,9
mol%) (bertragen bei 10 mN/m b) bindre Mischung 2/3 (89,9 mol%) lbertragen bei 30 mN/m. Der eingebettete

Balken hat eine Lange von 500 nm.

In Abbildung 37b ist der Anteil an fluoriertem Lipid mit 89,9 mol% deutlich hoher und, wie
schon bei der bindren Mischung 1/3, die gefundenen kristallinen Doménen mit Grofzen von

weniger als 50 nm kleiner.

Abbildung 38: AFM Aufnahmen der bindren Mischung 2/3 (mol%) Ubertragen bei 30 mN/m a) Héhenbild b)

Phasenbild. Der eingebettete Balken hat jeweils eine Lange von 500 nm.
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Dies bedeutet, dass auch im Fall der bindren Mischung 2/3 eine Kontrolle der Doménen in
GroRe und Form sowohl tber den Lateraldruck als auch anhand der jeweiligen Komposition
der Mischung moglich war. Im Folgenden soll untersucht werden, ob sich diese bindre
Mischung auch mittels photochemischer Polymerisation stabilisieren lasst.

3.3.4 Polymerisation

Auch im Falle dieser bindren Mischung war eine Zielsetzung die gefundenen Strukturen
durch eine photochemische Polymerisation zu fixieren bzw. zu stabilisieren. Hierzu wurde die
Mischung 2/3 (9,9 mol%) fur 15 min mit ultraviolettem Licht bestrahlt. Die Abbildung 39
zeigt die beiden w-A Isothermen, welche jeweils bei 25°C auf einer Subphase aus
Reinstwasser aufgenommen wurden. Ob eine Polymerisation erfolgreich ist bzw. stattfindet,
kann man im Falle des Lipids 2 schon an einer wahrend der Bestrahlung auftretenden
Farbanderung verfolgen. Schon nach kurzer Zeit verfarbte sich die Monolage rot. Dies ist ein
klarer Hinweis darauf, dass eine topochemische Polymerisation erfolgte, wobei sich einige
Bereiche der Monoschicht in der Folge auch blau-violett verfarbten. Dieses Phdnomen beruht
darauf, dass sich wéhrend der Polymerisation von Diacetylenen zwei verschiedene polymere
Formen bilden.*®

Eine Polymerisation zeigen auch die =-A Isothermen. Im Fall der unpolymerisierten
Mischung beginnt die flissiganaloge Phase bei einem Flachenbedarf pro Molekiil von 52 A?
und setzt sich fort bis zu einem minimalen Flachenbedarf von 33 A? pro Molekiil. Der
Kollapsdruck betragt hier 17,5 mN/m. Vergleicht man dies mit der polymerisierten Mischung,
erkennt man sofort, dass aufgrund der Polymerisation der minimale Flachenbedarf der
Mischung abgenommen hat, was an der dichteren Packung der Molekdle liegt, und dass sich
die Stabilitat dieser Monoschicht deutlich erhoht hat.
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Abbildung 39: n-A Isothermen der bindren Mischung 2/3 (9,9 mol%) vor und nach der photochemischen

Polymerisation bei 25°C.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass auch im Fall der bindren Mischung 2/3 die
Doménenbildung in Form und GrdRe anhand des Lateraldrucks und der Zusammensetzung
der Mischung kontrolliert werden kann. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass sich diese
bindren Mischungen auch durch Polymerisation stabilisieren lassen.

3.4 Binare Mischung der Lipide 2 und 7

Da sich fur die bindre Mischung 2/3 gezeigt hat, dass die Mischbarkeit der beiden Lipide stark
begrenzt ist, soll hier untersucht werden, ob sich das Phasenseparationsverhalten &ndert, wenn
man statt des perfluorierten Lipids ein teilfluoriertes verwendet.
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Neben der zu erwartenden niedrigeren Entmischungstendenz aufgrund der partiellen
Fluorierung der Molekiilketten, verflgt Lipid 7 aul3erdem (ber eine Tn-Antigen (GalNAC)
Kopfgruppe, welche auf Grund ihrer Grol3e einen Einfluss auf das Mischungsverhalten haben

kann.

3.3.1 n-A Isothermen

Die in Abbildung 40 gegebenen m-A Isothermen wurden bei 25°C auf einer Subphase aus
Reinstwasser aufgenommen. Der molare Anteil an Lipid 7 wurde in Schritten von jeweils
etwa 10 mol% erhoht. Auch flr diese bindre Mischung findet man einen generellen Trend von
zunehmendem minimalem Flachenbedarf bei steigendem Anteil an Lipid 7. Allerdings fallt
hierbei auf, dass das reine Lipid 7 aus diesem Trend herausfallt, denn hier findet man einen
minimalen Flachenbedarf pro Molekdil, der sogar geringer ist als die Mischung mit 49,3 mol%
Lipid 7. Dies liegt daran, dass die flussiganaloge Phase des reinen Lipids deutlich
ausgepragter ist als im Falle der Mischisothermen. Offensichtlich stabilisiert die
Diacetylenkomponente die Mischungen bzw. reduziert deren flussiganaloge Phase, weil sie
die kristallanaloge Phase bevorzugt. Des Weiteren findet man den charakteristischen
Kollapspunkt in fast allen Isothermen, wobei er allerdings in allen Fallen verschoben ist.
Diese beiden Beobachtungen weisen darauf hin, dass es eine partielle Mischbarkeit auch in
dieser bindren Mischung gibt. Dies konnte man allerdings mit Blick auf die Mischungen mit
den fluorierten Komponenten erwarten, denn ein teilfluoriertes Molekul sollte eine bessere

Mischbarkeit mit einer Alkylverbindung zeigen als ein perfluoriertes Lipid.
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Abbildung 40: =-A Isothermen der bin&ren Mischung 2/7 bei 25°C.

In Abbildung 41 ist der Flachenbedarf pro Molekil gegen den Molenbruch der teilfluorierten
Komponente aufgetragen. Man erkennt sofort, dass der Verlauf nicht linear ist. Wiederum
findet man eine besonders grolRe Abweichung fir geringe Anteile an Lipid 7 (weniger als 20
mol%) und fir hohe Anteile (mehr als 70 mol%). Die starke Abweichung vom idealen
Verhalten, im Vergleich zu der bindren Mischung 2/3, kann mit der deutlich komplexeren
Kopfgruppe des Lipids 7 begriindet werden. Denn die Zuckerstruktur des Ty-Antigens ist sehr
grof3 und verursacht schon allein aus sterischen Griinden Probleme wahrend der Kompression.
Aullerdem kann davon ausgegangen werden, dass die hohe Anzahl an Alkoholgruppen sicher
ebenfalls einen Einfluss auf das Packungsverhalten dieses Lipids hat.
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Abbildung 41: Additivitatsregel nach Gains fir die bindre Mischung 2/7.

Die Brewsterwinkelmikroskopie soll im Folgenden einen tieferen Einblick in das
Phasenverhalten der bindren Mischung 2/7 liefern.

3.3.2 Brewsterwinkelmikroskopie

Wie schon fir die bindre Mischung 2/3 gesehen findet man auch im Fall der binédren
Mischung 2/7 (9,2 mol%), dass der Kiristallisationsprozess schon bei sehr geringen
Lateraldriicken beginnt. In Abbildung 42 ist die n-A Isotherme gegeben. Die Aufnahmen mit
dem Brewsterwinkelmikroskop wurden bei den durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken
aufgenommen und haben alle eine GroRe von 500 x 400 um. Die ersten kristallinen Doménen
kdnnen schon bei 0,1 mN/m beobachtet werden und die Kristallisation schreitet schnell voran.
Die Ursache hierfir ist erneut das Phasenverhalten des Lipids 2. Denn selbst bei sehr geringen
Lateraldriicken kommt es aufgrund des Gleichgewichtes zwischen der kristall- und
gasanalogen Phase zur Bildung von Doménen. Bei einem Lateraldruck von 4 mN/m ist der

Kristallisationsprozess nahezu abgeschlossen. Hier kdnnen porose Strukturen beobachtet
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werden. Bei weiterer Kompression andern die Kristalle nicht mehr ihre Form, sondern
schieben sich nur noch dichter zusammen. Dieser Prozess ist bis zu einem Lateraldruck von
12 mN/m zu beobachten. Danach schieben sich die zuvor beobachteten pordsen Strukturen
ineinander, so dass es zu Uberlappungen kommt. Verglichen mit der binaren Mischung 2/3 ist
die Kristallisationsgeschwindigkeit hier erheblich hoher. Zeigten die BAM Aufnahmen im
Fall der Mischung 2/3 bei einem Lateraldruck von 4 mN/m, dass etwa 29% des Lipids 2
kristallisiert waren, so sind es fur die Mischung 2/7 bereits 65% beim selben Lateraldruck.
Bei einem Lateraldruck von 8 mN/m findet man, dass 56% und 70% kristallisiert sind. Eine
Erklarung hierfur kann eine bessere Vororientierung im Falle der bindren Mischung 2/7 sein,

also eine hohere Entmischung als im Falle der Mischung 2/3.
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Abbildung 42: ©-A Isotherme der bindren Mischung 1/7 (9,2 mol%) bei 25°C. Die gezeigten BAM Bilder

wurden bei den jeweils durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken aufgenommen.

Erhoht man nun den Anteil an Lipid 7 deutlich, so findet man ein ganz anderes
Kristallisationsverhalten. In Abbildung 43 ist eine -A Isotherme wiedergegeben, bei welcher
der molare Anteil an Lipid 7 bei 78,6 mol% liegt. Die BAM Aufnahmen wurden bei den
durch die Pfeile markierten Lateraldriicken aufgenommen und haben alle eine Gré3e von 500

x 400 um. Auch hier findet man, wie schon fir die Mischung 2/3 nur sehr kleine kristalline
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Domanen und selbst bei weiterer Kompression wachsen diese Doménen nicht merklich. Der
hohe Anteil an Lipid 7 verhindert also auch hier eine Kristallisation der Diacetylenséure. Die
Erklarung hierfir ist erneut der fiir eine dichte Packung notige Tiltwinkel der Diacetylene, der
bei Verunreinigungen durch das teilfluorierte Lipid nicht mehr eingenommen werden kann, so

dass eine Kristallisation unterbunden wird.

Lateraldruck, = (mN/m)
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Abbildung 43: ©-A Isotherme der bindren Mischung 1/7 (78,6 mol%) bei 25°C. Die gezeigten BAM Bilder

wurden bei den jeweils durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken aufgenommen.

3.5 Binare Mischung der Lipide 1 und 6

Um ein Aussage Uber das Phasenseparationsverhalten in Abh&ngigkeit des Grades der
Fluorierung treffen zu kdnnen, sollen im Folgenden bindre Mischungen untersucht werden,
deren fluorierte Komponente entweder eine Alkylkette und eine Fluorkette (Lipid 6) oder
zwei Fluorketten (Lipid 8) aufweist. Zunéchst soll die bindre Mischung 1/6 untersucht

werden.
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Hierbei werden zundchst die p-A Isothermen ausgewertet und anschlieBend wird das
Phasenseparationsverhalten mit Hilfe der Brewsterwinkel- und Rasterkraftmikroskopie

untersucht werden.

3.5.1 n-A Isothermen

In Abbildung 44 sind die Isothermen der bindren Mischung 1/6 gegeben. Sie wurden bei 25°C

auf einer Subphase aus Reinstwasser aufgenommen.
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Abbildung 44: =-A Isothermen der binéren Mischung 1/6 bei 25°C.
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Man erkennt, dass der Flachenbedarf der Mischungen zundchst mit steigendem Anteil an
teilfluorierter Komponente zunimmt. Bis zu einem molaren Anteil an Lipid 6 von 60,8 mol%.
Danach wird der Flachenbedarf geringer bis er dann bei dem reinen Lipid 6 deutlich geringer
ist als bei den Mischungsisothermen. Das Koexistenzplateau des Lipids 1 taucht in allen
Isothermen auf. Allerdings ist seine Lage stark verschoben. Demgegentber ist das Plateau der
teilfluorierten Komponenten in keiner Isotherme zu sehen. Dieser unregelméaRige Verlauf der
Isothermen legt schon nahe, dass es sich hierbei nicht um ein ideales System handelt. Eine
Erklarung fir das gefundene Verhalten ist, dass die teilfluorierte Komponente das Lipid 1
partiell 16st. Hierbei nimmt das Lipid 1 dann, aufgrund der unterschiedlichen Kettenlangen,
einen grofleren Raumbereich ein, da seine mehr als doppelt so lange Alkylkette auf die
Alkylketten der umgebenden partiell fluorierten Lipide faltet. Dies flhrt dazu, dass die
gefundenen Flachenbedarfe der Mischungen grof3er sind als man das mit Blick auf die reinen
Komponenten erwarten konnte.

Dies wurde anhand des Additivitatsgesetzes untersucht. In Abbildung 45 ist der Molenbruch
von Lipid 6 gegen den Flachenbedarf in A% pro Molekiil aufgetragen. Man sieht deutlich, dass
hier kein linearer Verlauf gegeben ist, sondern das System 1/6 deutlich davon abweicht. Wie
schon aus den n-A Isothermen zu sehen war, gibt es ein Maximum bei einem molaren Anteil
an teilfluorierter Komponente von 60,8 mol%. Hier nimmt der Flachenbedarf wieder ab.
Dieser Effekt ist umso deutlicher je niedriger die Lateraldriicke sind. Bei einem Lateraldruck
von 30 mN/m ist der Effekt am geringsten, was daran liegt, dass bei diesem Lateraldruck
Lipid 1 bereits zu grofRen Teilen auskristallisiert ist und so ein nahezu entmischtes System
vorliegt, bei welchem Lipid 1 die kristallanaloge Phase bildet und das noch nicht

kristallisierte Lipid 1 sowie die teilfluorierte Komponente die fllissiganaloge Phase.
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Abbildung 45: Additivitatsregel nach Gains fir die bindre Mischung 1/6.

Um diese Befunde ndher untersuchen zu kdénnen, wurden Brewsterwinkelmessungen

durchgefuhrt. Diese geben einen makroskopischen Eindruck der Phasenseparation.

3.5.2 Brewsterwinkelmikroskopie

Die Isotherme in Abbildung 46 zeigt die bindre Mischung 1/6 (9,1 mol%). Die BAM
Aufnahmen wurden bei den durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken aufgenommen. Man
erkennt sofort, dass die Kristallisation des Lipids 1 durch die teilfluorierte Komponente
dahingehend beeinflusst wird, dass die ausgeschiedenen Domanen kleiner sind und zudem
ihre hexagonale Grundstruktur kaum zu erkennen ist. Die Kristallisation beginnt bei einem
Lateraldruck von etwa 12,5 mN/m. Die hier auftretenden Kristallite sind mit etwa 5 um
Durchmesser noch sehr klein. Komprimiert man weiter bis zu einem Lateraldruck von 16
mN/m wachsen diese Domanen. Ihr Durchmesser variiert hier zwischen 10 und 20 um, wobei
auch Bereiche gefunden werden, in denen die Domanen sogar noch Kleiner sind. Bei weiterer

Kompression findet man, dass diese Domanen selbst nicht weiter wachsen, sondern dass sie
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zusammengeschoben werden und schlieflich zusammenwachsen, bis eine nahezu
geschlossene Schicht entsteht (20 mN/m). Komprimiert man bis zu Lateraldriicken von 40
mN/m und mehr, so werden einzelne Bereiche aus dieser Schicht herausgeschoben und die

Monoschicht beginnt zu kollabieren.
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Abbildung 46: ©-A Isotherme der bindren Mischung 1/6 (9,1 mol%) bei 25°C. Die gezeigten BAM Bilder

wurden bei den jeweils durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicke aufgenommen.

Die Rasterkraftmikroskopie soll nun Aufschluss dartiber geben, wie sich die Phasenseparation

der bindren Mischung im Nanometerbereich darstellt.

3.5.3 Rasterkraftmikroskopie

Die in Abbildung 47 gezeigten AFM Aufnahmen wurden bei 17 mN/m (bertagen. Die
Aufnahme ganz rechts (50 x 50 um) zeigt die unregelméfRig rund geformten Doménen wie sie
auf den BAM Bildern zu sehen waren. Die mittlere Abbildung ist eine VergréRerung mit einer
Auflésung von 20 x 20 um, wobei die vergroRerte Stelle mit einem grauen Viereck umgeben

ist. Die Abbildung ganz links zeigt eine Ausschnitt des mittleren Bildes, ist also eine weitere
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VergroBRBerung (5 x 5 um). In dieser hochauflésenden Aufnahme ist eine Linienanalyse

eingezeichnet. Das zugehdrige Hohenprofil ist in Abbildung 47 ebenfalls angegeben.
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Abbildung 47: AFM Aufnahmen der bindren Mischung 1/6 (9,6 mol%) (bertragen bei 17 mN/m. Der rechts

unten jeweils eingebettete Balken hat eine Lange von 3 um.

Man erkennt, dass die hoheren Doménen eine Hohe von etwa 10 A haben. Dies liegt im
Bereich fur die Werte, die in der bindren Mischung 1/3 gefunden wurden und dem Lipid 1
zugeordnet werden konnten. Da das Lipid 6 eine vergleichbare L&nge wie Lipid 3 hat, kann
man folgern, dass es sich bei den hier kristallisierten Domanen ebenfalls um Lipid 1 handelt.
Die umgebende flussiganaloge Matrix besteht aus noch nicht auskristallisiertem Lipid 1 und
der teilfluorierten Komponente, die bei diesem Lateraldruck (17 mN/m) ohnehin noch in der
fliissiganalogen Phase ist und somit keine Kristallisation zeigt. Aullerdem erkennt man, dass
die gefunden Domanen nicht mehr die im Fall der bindren Mischung 1/3 fir das Lipid 1
gefundenen hexagonalen Grundformen besitzen. Eine Erklarung hierfir ist, dass hier eine
teilweise Loslichkeit des Lipids 1 durch das teilfluorierte Lipid vorliegt, welche dazu flhrt,
dass man kleine Bereiche, also ,,Tropfen®, des Lipids 1 innerhalb der flissiganalogen Matrix
bestehend aus beiden Lipiden findet. Diese Kristallisationskeime wachsen bei fortschreitender
Kompression, sind aber voneinander durch die teilfluorierte Komponente separiert.

Erhoht sich der molare Anteil an teilfluorierter Komponente nochmal deutlich, so findet man

Strukturen, die noch kleiner sind als die zuvor bei niedrigen Anteilen gefundenen. In

74



Allgemeiner Teil

Abbildung 48 ist eine Aufnahmen der bindren Mischung 1/6 (89,3 mol%) Ubertragen bei 30
mN/m gegeben. Man findet bei dieser Auflosung (20 x 20 um), dass die Doménen im
Durchmesser etwa 1 bis 3 um grofR sind. Die gefundene HOhendifferenz betragt wiederum
rund 10 A. Es handelt sich also auch hier um Lipid 1 umgeben von einer fliissiganalogen
Matrix aus dem teilfluorierten Lipid und noch nicht kristallisiertem Lipid 1.
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Abbildung 48: AFM Aufnahmen der bindren Mischung 1/6 (89,3 mol%) tbertragen bei 30 mN/m. Der rechts

unten eingebettete Balken hat eine Lange von 3 um.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich Form und GrolRe der Doménen in dieser bindren
Mischung sowohl anhand des Lateraldrucks als auch durch die Zusammensetzung der
Mischung kontrollieren lassen. Allerdings unterscheidet sich das Kristallisationsverhalten
deutlich von dem in der bindren Mischung 1/3 gefundenem, denn es lassen sich keine
sternformigen Doménen mehr finden. Stattdessen sind die gefundenen Domdnen bei
vergleichbaren Lateraldriicken deutlich kleiner und haben eine runde Grundform. Ursache fir
dieses Kristallisationsverhalten ist wahrscheinlich die partielle Fluorierung des Lipids 6.
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3.6 Binare Mischung der Lipide 1 und 8

Im Fall der bindren Mischung 1/8 kann man ein anderes Phasenseparationsverhalten erwarten,
als im Fall der bindren Mischung 1/6, da es sich bei Lipid 8 um ein perfluoriertes Amphiphil
handelt, welches eine ahnliche Entmischungstendenz gegenuber dem polymerisierbaren Lipid
zeigen sollte wie Lipid 3.
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Dies wird im Folgenden zundchst anhand der -A Isothermen untersucht. AnschlieRend wird
die Doménenbildung anhand von Aufnahmen mit dem Brewsterwinkel- und

Rasterkraftmikroskop visualisiert werden.

3.6.1 n-A Isothermen

Eine einfache Untersuchung des Phasenseparationsverhaltens soll anhand der Untersuchung
der m-A Isothermen der bindren Mischung erfolgen. Die in Abbildung 49 gezeigten m-A
Isothermen wurden bei 25°C auf einer Subphase aus Reinstwasser aufgenommen. Wiederum
findet man den generellen Trend, dass der minimale Flachenbedarf pro Molekil mit
steigendem Anteil an Lipid 8 zunimmt. Dies ist natiirlich zu erwarten, da die fluorierte
Komponente mit 62 A? pro Molekill einen deutlich gréBeren Flachenbedarf hat als Lipid 1.
Das Plateau, welches in der m-A Isotherme des Lipids 1 den Koexistenzbereich flissig-/
kristallanalog kennzeichnet, ist in allen t-A Isothermen zu finden. Allerdings ist die Lage des
Plateaus mit zunehmendem Anteil an Lipid 8 zu héheren Lateraldriicken hin verschoben und
geht schlieBlich in das Koexistenzplateau der fluorierten Verbindung uber. Die bei den
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jeweiligen Zusammensetzungen gefundenen Kollapsdriicke variieren zwischen 53 mN/m und
64 mN/m.
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Abbildung 49: =-A Isothermen der binéren Mischung 1/8 bei 25°C.

Um das Mischungsverhalten nun im Detail zu untersuchen, bedient man sich wiederum der
Additivitatsregel nach Gains (Abbildung 50). Die aufgetragene Flache pro Molekil gegen den
Molenbruch von Lipid 8 zeigt, dass fir niedrigen Lateraldriicke (10 mN/m) und fiir hohe
Lateraldriicke (30 mN/m) ein linearer Verlauf gefunden wird und man somit in diesen
Bereichen von einem idealen Verhalten ausgehen kann. Im Bereich mittlerer Lateraldriicke
(20 mN/m) findet man eine Abweichung des Graphen vom linearen Verlauf. Eine dhnliche
Beobachtung wurde auch schon fiir das bindre System 1/3 gemacht. Dies bedeutet, dass sich
die Phasenseparation hier dhnlich verhélt. Im Bereich der niedrigen Lateraldriicke, beide
Lipide sind in der flussiganalogen Phasen, ist eine homogene Mischung gegeben. Im Bereich
der hohen Lateraldrticke sind die beiden Lipide nahezu vollstandig entmischt, wobei Lipid 1
nahezu vollstandig auskristallisiert ist, wahrend Lipid 8 noch in der flissiganalogen Phase ist.
Im mittleren Druckbereich (20 mN/m) befindet sich das auskristallisierte Lipid 1 in einer

Matrix aus noch nicht kristallisiertem Lipid 1 und der fluorierten Verbindung.
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Abbildung 50: Additivitatsregel nach Gains fir die bindre Mischung 1/8.

Ob es sich tatsachlich wie oben beschrieben verhalt, soll im Folgenden mit Hilfe der

Brewsterwinkelmikroskopie genauer untersucht werden.

3.6.2 Brewsterwinkelmikroskopie

In Abbildung 51 ist die Isotherme der bindren Mischung 1/8 (10,4 mol%) aufgenommen auf
einer Subphase aus Reinstwasser gegeben. Die BAM Bilder wurden jeweils bei den durch die

Pfeile gezeigten Lateraldriicke aufgenommen.
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Abbildung 51: n-A Isotherme der bindren Mischung 1/8 (10,4 mol%) bei 25°C. Die gezeigten BAM Bilder

wurden bei den jeweils durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken aufgenommen.

Bis zu Lateraldricken von 13 mN/m findet man keine Kristallisation. Erst danach beginnt
Lipid 1 auszukristallisieren. Dass es sich hierbei um Lipid 1 handelt, ist wahrscheinlich, weil
die fluorierte Verbindung bis zu Lateraldriicken von 25 mN/m im flussiganalogen Bereich ist
und somit hier noch keine Kristallisation zeigt. Bei weiterer Kompression der Monoschicht
wachsen diese Kristalle schnell zu sechsarmigen Sternen. Diese habe bei einem Lateraldruck
von 20 mN/m eine durchschnittliche Gré3e von 30 um. Dies ist geringfligig grofier als im
Falle der bindren Mischung 1/3. Da der molare Anteil an fluorierter Komponente beider
Mischungen vergleichbar ist, kann man folgern, dass der Grund hierfiir darin zu suchen ist,
dass hier nur zwei fluorierte Ketten vorhanden sind. Bei weiterer Kompression findet man,
dass die gebildeten sternenférmigen Domdnen zusammenwachsen und eine nahezu
geschlossene Schicht entsteht.

Nach diesem Blick auf die makroskopische Kristallisation soll nun mit Hilfe der

Rasterkraftmikroskopie ein Blick in den Nanometerbereich geworfen werden.
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3.6.3 Rasterkraftmikroskopie

Die in Abbildung 52 gezeigten AFM Aufnahmen der bindren Mischung 1/8 wurden bei 18
mN/m Ubertragen.
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Abbildung 52: AFM Aufnahmen der bindren Mischung 1/8 (10,4 mol%) ubertragen bei 18 mN/m. Der rechts
unten jeweils eingebettete Balken hat eine La&nge von 3 um.

Die Aufnahme ganz rechts (80 x 80 um) zeigt die sechsarmigen Sterne wie sie auf den BAM
Bildern zu sehen waren. Die mittlere Abbildung ist eine VergrofRerung mit einer Aufldsung
von 16,8 x 16,8 um, wobei die vergroBerte Stelle mit einem grauen Viereck umgeben ist. Die
Abbildung ganz links zeigt einen Ausschnitt des mittleren Bildes, ist also eine weitere
VergroRerung (4 x 4 um). In dieser hochauflosenden Aufnahme ist eine Linienanalyse
durchgefiihrt, welche ebenfalls eingezeichnet ist. Das zugehdrige Hohenprofil ist in
Abbildung 52 ebenfalls angegeben. Man erkennt, dass die h6heren Domanen eine Hohe von
10 bis 12 A haben. Dies liegt im Bereich fiir die Werte, die in der biniren Mischung 1/3
gefunden wurden und dem Lipid 1 zugeordnet werden konnten. Da das Lipid 8 eine
vergleichbare L&nge wie Lipid 3 hat, ist anzunehmen, dass es sich bei den hier kristallisierten
Doménen ebenfalls um Lipid 1 handelt. Die umgebende flissiganaloge Matrix besteht aus
noch nicht auskristallisiertem Lipid 1 und der fluorierten Komponente, die bei diesem
Lateraldruck (18 mN/m) ohnehin noch in der flussiganalogen Phase ist. Klar erkennbar ist
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auch die Feinstruktur der sechsarmigen Doménen. Dies ist ein signifikanter Unterschied zu
der bindren Mischung 1/6 mit dem teilfluorierten Lipid. Denn in diesem Fall wurde Doméanen
gefunden, die zum einen deutlich kleiner waren und zum anderen auch nicht mehr die
sechsarmige (hexagonale) Grundform der Doménen aufwiesen, wie sie zuvor sowohl fur das
reine Lipid 1 als auch in der bindren Mischung 1/3 gefunden wurde. In Mischsystemen mit
dem polymerisierbaren Lipid 1 fihrt also eine teilweise Fluorierung zu einem
Mischungsverhalten, welches die Kristallisation des Lipids 1 signifikant beeinflusst.
Wohingegen ein perfluoriertes Lipid, wohl aufgrund der geringen Wechselwirkung mit einem
Alkylketten tragenden Lipid wie 1, die Kristallisation kaum beeinflusst, so dass die
hexagonale Grundform der Kristalle nicht beeinflusst wird.

Erhoht sich der molare Anteil an fluorierter Komponente, so findet man Strukturen, die
deutlich kleiner sind. In Abbildung 53 ist eine Aufnahmen der bindren Mischung 1/8 (89,1
mol%) tbertragen bei 30 mN/m gegeben. Die rechte Abbildung ist eine VergroRerung (2 x 2
um) des im linken Bildes grau markierten Bereiches. Man erkennt sofort, dass sich nur kleine
kristalline Doménen bilden. Die Hohe dieser Doménen liegt zwischen 10 und 14 A. Die
Grolie der Domanen variiert von 100 bis 200 nm. Da ahnliche Beobachtungen auch bei der
bindren Mischung 1/3 gemacht wurden, denn auch in diesem Fall waren die gefundenen
Doménen sehr klein, kann man dies auch hier auf den hohen Anteil an fluoriertem Lipid
zuriickflhren, das die Kristallisation des polymerisierbaren Lipids behindert.
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Abbildung 53: AFM Aufnahmen der bindren Mischung 1/8 (89,1 mol%) Ubertragen bei 30 mN/m. Der links

unten jeweils eingebettete Balken hat eine Lange von 500 nm.

Man kann also fir die bindre Mischung 1/8 festhalten, dass man die Form und GroRe der
Doménen in der Monoschicht variieren kann. Zum einen durch eine Variation des
Lateraldrucks und zum anderen durch eine Variation der molaren Zusammensetzung der
Probe. Wobei man generell festhalten kann, dass die Doménen mit steigendem Lateraldruck
groRer werden und dass sie mit steigendem Anteil an fluorierter Komponente kleiner werden.
Des Weiteren gibt es beim Vergleich der bindren Mischung 1/6 (teilfluoriert) und der bindren
Mischung 1/8 (perfluoriert) einen signifikanten Unterschied im Kristallisationsverhalten des
Lipids 1. Denn in einer Mischung mit dem teilfluorierten Lipid ist die hexagonale
Grundstruktur der Kristalle des Lipids 1 nicht mehr gegeben. Stattdessen findet man eine
runde Grundstruktur in den Domanen, welche aufRerdem deutlich kleiner sind als im Fall der

Mischung mit perfluorierter Komponente.
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3.7 Ternare Mischung der Lipid 1, 3und 4

Um nun eine stabile Membran aufbauen zu konnen, die auch mittels photochemischer

Polymerisation stabilisiert werden kann, muss man ein System aus drei Lipiden verwenden.
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Mit Lipid 1 hat man die Moglichkeit das System photochemisch zu stabilisieren. Lipid 3
fungiert als Matrix fur Lipid 4, denn Lipid 4 alleine bildet nicht so stabile Monoschichten wie
Lipid 3. Mit dem Lipid 4 hat man die Moglichkeit die Auswirkungen einer komplexen
Kopfgruppe, denn dieses tragt eine Peptidsequenz aus neun Aminosduren, auf das
Mischungsverhalten innerhalb der Monoschicht zu untersuchen. Ein Teil dieser
Peptidsequenz stellt eine kurze Sequenz der ,,tandem repeat*“-Domane des MUCL dar.

3.7.1 Brewsterwinkelmikroskopie

Zunachst wird das Phasenverhalten der terndren Mischung Mischung 1/3/4 (90,5 mol%, 8,2
mol%, 1,3 mol%) mit Hilfe der Brewsterwinkelmikroskopie untersucht. In Abbildung 54 ist
die m-A Isotherme bei 25°C angegeben, wobei die BAM Aufnahmen jeweils bei den durch die

Pfeile angegebenen Lateraldriicken gemacht wurden.
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Abbildung 54: ©-A Isotherme der ternéren Mischung 1/3/4 (90,5 mol%, 8,2 mol%, 1,3 mol%) bei 25 °C. Die

gezeigten BAM Bilder wurden bei den jeweils durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken aufgenommen.

Wahrend der flissiganalogen Phase kann man keine Kristallisation beobachten. Diese startet
erst zu Beginn des Ubergangs fliissig- zu kristallanaloger Phase bei einem Lateraldruck von
12 mN/m. Es bilden sich sechsarmige sternformige Domanen, welche eine Grol3e von etwa 20
um haben. Bei fortschreitender Kompression wachsen diese sehr schnell zundchst zu sehr
groRen filigranen sechsarmigen Sternen, welche dann bei einem Lateraldruck von 14,8 mN/m
in hexagonale Strukturen mit einer durchschnittlichen GrolRe von 50 um (bergehen. Diese
ahneln in ihrer Form denen des reinen Lipids 1 (Kapitel 3.1.1). Komprimiert man weiter
wachsen diese zusammen und bilden so eine nahezu geschlossene Monoschicht, welche bei

45 mN/m kollabiert. Der minimale Flachenbedarf betragt hier etwa 48 A% pro Molekiil.
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3.7.2 Rasterkraftmikroskopie

Nach Langmuir-Blodgett Ubertrag auf Glimmerplattchen wurden die Proben im tapping mode
vermessen. Die Abbildung 55 zeigt diese Aufnahmen und vergleicht sie mit den zuvor
gezeigten BAM Aufnahmen.

13 mN/ m

15 mN/ m

Abbildung 55: Vergleich BAM und AFM Aufnahmen der terndren Mischung 1/3/4 (90,5 mol%, 8,2 mol%, 1,3

mol%). Oben: Ubertragen bei 13 mN/m, unten: (ibertragen bei 15 mN/m.

Die kleinen sechsarmigen sternenférmigen Kristalle, die schon ab einem Lateraldruck von 12
mN/m entstehen, sind in dem oberen Teil der Abbildung 55 gezeigt. Diese wurden bei einem
Lateraldruck von 13 mN/m (bertragen. Man erkennt sofort, dass die Strukturen, die unter dem
Rasterkraftmikroskop gefunden werden, genau denen entsprechen, die zuvor schon mit Hilfe
der Brewsterwinkelmikroskopie gefunden wurden. Es handelt sich dabei um Lipid 1, da nur
dieses bereits bei diesen Lateraldriicken eine kristallanaloge Phase zeigt. Die Hohendifferenz
zwischen den Doménen und der umgebenden flussiganalogen Matrix betragt 8 A. Dies ist
etwas kleiner als dies zuvor fiir das bindre System 1/3 gefunden wurde. Dieser Unterschied
kann aber durch den unterschiedlichen Ubertragungsdruck und die damit verbundene Packung
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des Lipids erkléart werden. Denn betrachtet man nun den unteren Teil der Abbildung 55, in
dem die AFM Bilder nach einem Langmuir-Blodgett Ubertrag bei 15 mN/m zu sehen sind, so
findet man eine Hohendifferenz von 10 A. Dies entspricht genau der zuvor schon detektierten
Hohendifferenz. Man erkennt hier sehr schon die hexagonale Struktur der sternenférmigen
Domanen. AuBerdem ist die Feinstruktur innerhalb der Kristalle sehr schdn zu sehen, die bei
den BAM Aufnahmen, aufgrund der geringen Auflésung, nicht zu sehen ist. Bei diesen
Lateraldriicken findet man noch keine Kristallite innerhalb der umgebenden fliissiganalogen
Matrix, welche aus noch nicht kristallisiertem Lipid 1 und den beiden fluorierten
Komponenten besteht. Da diese fliissiganaloge Phase homogen ist, wie das auch schon fir das
binare System 1/3 beobachtet wurde, ist davon auszugehen, dass die fluorierten Komponenten
untereinander mischbar sind. Eine Stabilisierung des Lipids 4, die ©-A Isothermen der reinen
Komponente weisen eine ausgepragte flissiganaloge Phase und einen geringen Kollapsdruck
auf (vergleiche Kapitel 3.1.4), durch das fluorierte Lipid 3 ist demnach méglich. Es handelt
sich also auch hier prinzipiell um ein zweiphasiges System, ndmlich kristallanaloge Bereiche
innerhalb einer flissiganaloge Matrix.

Nachdem mit dem Lipid 4, das uber eine relativ komplexe Kopfgruppe mit neun
Aminosauren verfugt, die Teil der ,,tandem repeat“-Doméne des MUC1 sind, gezeigt werden
konnte, dass eine Strukturbildung innerhalb des terndren Systems mdglich ist und die
Monoschicht so stabil ist, dass sie ohne Probleme (bertragen werden kann, soll dies im
Folgenden fir eine terndre Mischung untersucht werden, die das potentielle Krebsvakzin
enthalt.

3.8 Ternare Mischung der Lipide 1,3 und 5

In der terndren Mischung der Lipide 1,3 und 5 (88,3 mol%, 9,9 mol%, 1,8 mol%) fungiert das
Lipid 1 als Hauptbestandteil der Mischung. Es bietet hierbei naturlich weiterhin die
Mdglichkeit die Monoschicht mittels photochemischer Polymerisation zu stabilisieren. Von
den beiden fluorierten Komponenten dient Lipid 3 als Matrixlipid fur das fluorierte
Vakzinlipid 5. Denn Lipid 5 ist aufgrund seiner komplexen Kopfgruppe, welche die ,,tandem
repeat“-Doméne des MUCL1 und die Ty-Antigen Funktion tragt, nicht in der Lage alleine eine
stabile Monoschicht auszubilden. Die Uberlegung hierbei ist nun die, dass man die fluorierten
Komponenten in ihrer flissiganalogen Phase stabilisiert, indem sich Lipid 5 in die fluorierte
Matrix des Lipids 3 einbettet.
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Im Folgenden soll zun&chst auf die wn-A Isotherme der terndren Mischung eingegangen
werden. Dazu werden auch Brewsterwinkelmessungen durchgefihrt und diese anschlie3end
mit den AFM Aufnahmen verglichen. AuBerdem wird untersucht, ob die fluorierten
Komponenten untereinander mischbar sind und ob das Vakzin innerhalb dieser Phase
uberhaupt in der Lage ist einen Antikorper zu binden. Diese letzt genannte Untersuchung wird
mit Hilfe der Quarzmikrowaage vorgenommen, da hier auch geringste Massenénderungen,
die zum Beispiel durch den gebundenen Antikérper verursacht werden, detektiert werden

kdnnen.

3.8.1 Brewsterwinkelmikroskopie

In der Abbildung 56 ist die n-A Isotherme der terndren Mischung 1/3/5 (88,3 mol%, 9,9
mol%, 1,8 mol%), aufgenommen bei 25°C auf einer Subphase aus Reinstwasser, abgebildet.
Die gezeigten BAM Bilder wurden bei den durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken

aufgenommen.
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Abbildung 56: ©-A Isothermen der ternaren Mischung 1/3/5 (88,3 mol%, 9,9 mol%, 1,8 mol%) bei 25°C. Die

gezeigten BAM Bilder wurden bei den jeweils durch die Pfeile angegebenen Lateraldriicken aufgenommen.

Bei einem Flachenbedarf von 168 A? pro Molekiil beginnt die fliissiganaloge Phase. Ab einer
Flache von 115 A? pro Molekiil findet man den Koexistenzbereich fliissig-/ kristallanalog.
Hier beginnt die Kristallisation von Lipid 1. Man findet wiederum die sechsarmige
Grundform in den Kristallen, wobei diese sich in Form und GréRe von denen der reinen
Verbindung unterscheiden. Sie sind Kkleiner und unregelmaRig geformt. Wahrend des
Koexistenzplateaus beobachtet man ein rasches Wachstum der Kristalle, deren
durchschnittliche GrofRe bei 15 mN/m etwa 30 um betrégt. Bei weiterer Kompression
wachsen die Doménen nicht mehr wesentlich weiter, sondern lagern sich zusammen, so dass
schliel3lich eine nahezu geschlossene Schicht entsteht.

Einen genaueren Blick auf die Phasenseparation erlaubt wiederum die

Rasterkraftmikroskopie.
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3.8.2 Rasterkraftmikroskopie

In Abbildung 57 sind die AFM Aufnahmen der terndren Mischung 1/3/5 (88,3 mol%, 9,9
mol%, 1,8 mol%) gezeigt. Die oberen Aufnahmen zeigen die Monoschicht, die bei einem
Lateraldruck von 15 mN/m (bertragen wurde. Man erkennt sehr schon die sechsarmige
Struktur der Domanen und deren Feinstruktur an den Enden der kristallinen Arme. Das
gemessene Hohenprofil (schmale weiRe Linie) zeigt, dass die Doménen etwa 7 A héher sind
als die umgebende flussiganaloge Matrix. Dies ist etwas weniger als zuvor fiir die bindren
Mischungen gefunden wurde. Dies mag an dem geringeren Lateraldruck liegen, bei dem
ubertragen wurde und der damit verbundenen gednderten Packung der Lipide.

15 mN/m

20 mN/m

Abbildung 57: Vergleich BAM und AFM Aufnahmen der terndren Mischung 1/3/5 (88,3 mol%, 9,9 mol%, 1,8
mol%). Oben: Ubertragen bei 15 mN/m, unten: Gbertragen bei 20 mN/m.

Die unteren Aufnahmen zeigen die Monoschicht Gbertragen bei 20 mN/m. Man erkennt die
sechsarmige Grundstruktur, wobei diese nun eine deutlich starkere Feinstruktur an den

Réandern zeigt. Das Hohenprofil (schmale weile Linie) zeigt nun einen H6henunterschied von
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10 A, was den bei den binaren Mischungen gefundenen Werten entspricht. Es handelt sich bei
den kristallanalogen Doméanen also um Lipid 1, wogegen die flissiganaloge Matrix zum einen
aus noch nicht kristallisiertem Lipid 1 und zum anderen aus den fluorierten Komponenten
besteht, die beide bei diesen Lateraldriicken in der flissiganalogen Phase sind. Da die
fliissiganaloge Phase homogen ist, kann man davon ausgehen, dass die beiden fluorierten
Lipide mischbar sind. Dies bedeutet, dass das Vakzinlipid 5 durch das fluorierte Lipid 3

stabilisiert werden kann. Dies ist im folgenden Schema nochmal skizziert.

o Lipid 1
0 Lipid 3 Vakzinlipid 5

" Domnen ﬂuSSlganaloge Matrix

OOOOOOOOOOO0O .ﬁwﬂ;-; O OOOO00O

Glimmer

Wie man anhand des Schemas erahnen kann, zeigte sich, dass eine Unterscheidung bzw. eine
Untersuchung der Phasenseparation innerhalb der flissiganalogen Matrix mit Hilfe der
Rasterkraftmikroskopie nicht moglich ist. Deshalb wird im Folgenden eine Untersuchung der
Phasenseparation des bindren Systems 3/5 anhand der w-A Isothermen durchgefihrt und

anschlielend wird die Antigen-Antikorper Erkennungsreaktion in diesem System untersucht.

3.8.3 Antikorperbindungsstudie mit Hilfe der Quarzmikrowaage

Die Isothermen der bindren Mischung 3/5 sind in Abbildung 58 wiedergegeben. Sie wurden
bei 25°C auf einer Subphase aus Reinstwasser aufgenommen. Der Anteil an Vakzinlipid 5
erhoht sich hierbei Schritt fur Schritt. Man findet den generellen Trend, dass der minimale
Flachenbedarf pro Molekil mit steigendem Anteil an Lipid 5 zunimmt. Dies ist zunéchst zu
erwarten, da das Vakzin aufgrund der volumindsen Kopfgruppe einen deutlich gréReren
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Flachenbedarf hat als Lipid 3. Allerdings kommt es zwischen den Lipiden zu
Wechselwirkungen, denn wie man aus den =-A Isothermen klar erkennt, erfullen die
Mischung 3/5 (80,5 mol%) und das reine Lipid 5 diesen Trend nicht, da deren minimaler
Flachenbedarf unter dem der bindren Mischung 3/5 (59,7 mol%) liegt. AulRerdem findet man
in den Mischungsisothermen Phasenlibergange bei den Lateraldricken 15 mN/m und 20
mN/m, die nicht in den n-A Isothermen der reinen Komponenten zu finden sind. Deren
Phasentibergénge treten bei deutlich hoheren Lateraldriicken auf, namlich bei 38 mN/m (Lipid
3) und 32 mN/m (Lipid 5). Man erkennt also schon an dieser Stelle, dass es sich nicht um eine

ideale Mischung handelt.
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Abbildung 58: =-A Isothermen der binéren Mischung 3/5 bei 25°C.

Dies soll im Folgenden anhand des Additivitatsgesetzes untersucht werden. In Abbildung 59
ist der Molenbruch von Lipid 5 gegen den Flachenbedarf pro Molekul aufgetragen.
Untersucht wurden die Lateraldriicke 10 mN/m, 20 mN/m und 30 mN/m. Man erkennt sofort,
dass bei keinem der betreffenden Lateraldriicke ein lineares Verhalten vorliegt. Die Graphen
zeigen ein Maximum bei einem molaren Anteil an Lipid 5 von 59,7 mol%. Diese
Abweichung vom idealen Verhalten kann auf Wechselwirkungen der Kopfgruppen
zurtickgefuhrt werden. Aufgrund der Aminfunktion und der Sauerstoffatome in der
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Kopfgruppe des Lipids 3 kann man davon ausgehen, dass hier vielfaltige Wechselwirkungen
mit der peptidischen Kopfgruppe des Lipids 5 moglich sind, wie z.B.
Wasserstoffbriickenbindungen. Allerdings bedeutet der nichtlineare Verlauf des Graphen
auch, dass es sich nicht um eine vollstandige Entmischung handeln kann. Dies und die
Beobachtung bei den terndren Systemen, dass die flissiganaloge Phase homogen ist, lassen
den Schluss zu, dass die beiden fluorierten Lipide eine gewisse Mischbarkeit zeigen. Vor
allem wenn der Anteil an Matrixlipid 3 deutlich hoher ist als der des Vakzinlipids, kann man
davon ausgehen, dass die beiden Lipide vollstdndig mischbar sind. Und dies ist in den
terndren Mischungen die Regel, da sonst eine Stabilisierung der Vakzinlipide nicht moglich
Ist.
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Abbildung 59: Additivitatsregel nach Gains fir die bindre Mischung 3/5.

Die eigentliche Antikorper-Antigen Erkennung, eine Grundvoraussetzung flr eine spezifische
Immunantwort im menschlichen Korper, soll anhand von Messungen mit der
Quarzmikrowaage untersucht werden. Da die Bindung zwischen Antikérper und Antigen
hochspezifisch ist, weil komplementér zu der Oberflache des Antigens bzw. zu Teilen dieser
Oberflache, sollte der Antikdrper nur mit Lipid 5 wechselwirken und nicht mit dem
fluorierten Matrixlipid 3, da nur Lipid 5 die ,,tandem repeat“-Doméne des MUCL1 trégt gegen
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die der hier verwendete MUC1 Antikérper SM3 spezifisch ist. Dies wird im Folgenden
untersucht, wobei neben den beiden reinen Verbindungen auch bindre Mischungen aus diesen
beiden Lipiden mit Anteilen an Lipid 5 von 10,58 mol% und 42,18 mol% untersucht werden.
Dabei sind die QCM Messzellen zuvor mit einem fluorierten Thiol funktionalisiert worden, so
dass eine Anlagerung der fluorierten Lipide 3 und 5 wahrscheinlich ist. In der Abbildung 60
sind die QCM Messungen des bindren Systems 3/5 dargestellt. Dabei wurden die Messungen
stets nach dem gleichen Schema durchgefiihrt. Nach dem Einschwingen des Quarzkristalls
wurde die Vesikellosung zugegeben und das System solange in Ruhe gelassen, bis die
Frequenz wieder einen konstanten Wert angenommen hatte, die An- bzw Ablagerung also
beendet war. Es handelte sich hierbei um eine Losung unilamellarer Vesikel, die nach der in
Kapitel 5.7 angegebenen Vorschrift prépariert wurden. AnschlieBend wurde die Messzelle
gespult, mit jeweils 1ml Pufferlésung pro Spulung. War die Frequenz anschlief3end konstant,
wurde die Antikérperldsung zugegeben. Auch hier wurde gewartet bis die Frequenz konstant
war. Abschlieend wurde die Messzelle gespult, bis kein Effekt durch das Spiilen mehr
festzustellen war. Nun wurde die tatséchliche Frequenzanderung, die durch die Anbindung
des Antikorpers verursacht wurde, detektiert. Es zeigt sich, dass im Fall des reinen Lipids 3
(Abbildung 60a) bei Zugabe des Antikorpers keine Massenzunahme detektiert wird. Das
bedeutet, dass das fluorierte Lipid 3 keine unspezifische Absorption zeigt und es sich somit
als Matrixlipid fiir das VVakzinlipid 5 eignet. Die bindre Mischung mit einem Anteil an Lipid 5
von 10,58 mol% hingegen (Abbildung 60b), zeigt eine Massenzunahme nach der Zugabe des
Antikorpers. Hier findet eindeutig eine Erkennungsreaktion statt. Die nach der Zugabe und
dem anschlieBenden Spiilen gefundene Frequenzénderung betrégt 8,14 Hz. Im Fall der
bindren Mischung mit einem Anteil an Lipid 5 von 42,18 mol% (Abbildung 60c), findet man
ebenfalls eine deutliche Massenzunahme, wobei die gefundene Frequenzanderung hier 25,21
Hz betrégt. Das reine Vakzinlipid 5 zeigt, wie zu erwarten, die stérkste Frequenzdnderung mit
30,47 Hz.
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Abbildung 60: QCM Messungen der Erkennungsreaktion des MUC1 SM3 Antikérpers mit dem binéren
Systems a) 3/5 (0 mol%) b) 3/5 (10,58 mol%) c) 3/5 (42,18 mol%) und d) 3/5 (100 mol%).

Tragt man die gefundenen Frequenzanderungen gegen den molaren Anteil an Vakzinlipid 5

auf (Abbildung 61), so zeigt sich ein nichtlinearer Verlauf. Es handelt sich vielmehr um eine

Sattigungskurve, da mit einem molaren Anteil an Lipid 5 von 40 mol% die gefundene

Frequenzanderung beinahe so grof3 ist wie mit dem reinen Lipid 5. Dies ist dadurch zu

erklaren, dass das reine Lipid 5 aufgrund der volumingsen Kopfgruppe nicht dicht packen

kann und eine Erkennungsreaktion deshalb fiir das reine Lipid sterisch gehindert ist. Das

bedeutet, dass sich eine bindre Mischung 3/5 durch das fluorierte Matrixlipid 3 stabilisieren

lsst und die Antigen-Antikorper Erkennung trotzdem sehr effektiv ist.
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Abbildung 61: Frequenzinderung wéhrend der Antigen-Antikérper Erkennung in Abhéngigkeit des molaren
Anteils an Lipid 5.

VVon besonderer Bedeutung fur diese Arbeit sind die terndren Mischungen und hier besonders
das System 1/3/5. Denn neben der Mdglichkeit diese Mischungen durch photochemische
Polymerisation zu stabilisieren, sollte die aufgrund der Doménenbildung des Lipids 1
erzwungene Strukturbildung der fluorierten Lipide einen positiven Einfluss auf die Antigen-
Antikorper Erkennungsreaktion haben. Die Abbildung 62 vergleicht die beiden Mischungen
bei denen das Verhaltnis der fluorierten Lipide zueinander jeweils etwa 10:1 war, wobei das
Matrixlipid 3 die Hauptkomponente ist. In der Abbildung 62a ist die bindre Mischung 3/5
(10,58 mol%) gezeigt und in der Abbildung 62b die terndre Mischung 1/3/5 (43,14 mol%,
52,37 mol%, 4,5 mol%). Das bedeutet, dass der effektive Anteil an Vakzinlipid 5 im Fall der
ternéren Mischung nur halb so grol? war wie im Fall der bindaren Mischung. Man findet, dass
die Frequenzénderung im Fall der bindren Mischung bei 8,14 Hz liegt und im Fall der
terndren Mischung bei 12,24 Hz. Das bedeutet, dass im Fall der terndren Mischung die
Antigen-Antikorper Erkennungsreaktion trotz des geringeren absoluten Anteils an Lipid 5
effektiver ist, als im Fall der bindren Mischung. Verantwortlich hierfur kann nur die aufgrund

der Domanenbildung des Lipids 1 erzwungene Strukturbildung der fluorierten Lipide sein.
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Man kann vermuten, dass die hier auftretende Domanenbildung, &hnlich den ,lipid rafts* in
natirlichen Membranen, Bereiche schafft in denen das fluorierte VVakzinlipid 5 aggregiert ist

und dadurch effektiver mit dem Antikorper reagieren kann.
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Abbildung 62: QCM Messungen der Erkennungsreaktion des MUC1 SM3 Antikérpers mit dem bindren System
3/5 (10,58 mol%) und dem ternédren System 1/3/5 (43,14 mol%, 52,37 mol%, 4,5 mol%).

Um hier nichtspezifische Wechselwirkungen auszuschlieBen wurden auch Messungen mit
dem reinen Lipid 1 und der thiolfunktionalisierten Messzelle durchgefuhrt. Im Fall des reinen
Lipids 1 (Abbildung 62c) findet man keine unspezifische Adsorption des Antikdrpers, so dass
die hohere Massenzunahme im Fall der terndren Mischung nicht auf eine Adsorption des
Antikorpers auf dem Lipid 1 zuriickgefuhrt werden kann. Die thiolfunktionalisierte Messzelle
(Abbildung 62d) hingegen, also ohne eine Lipidschicht, zeigt eine unspezifische Reaktion mit
dem Antikorper. Der Grund hierflr ist vermutlich die hydrophobe Oberflache, die eine

unspezifische Reaktion mit der peptidischen Kopfgruppe zulésst.

96



Allgemeiner Teil

Zusammenfassend kann man also fur die terndre Mischung festhalten, dass die dominante
Strukturbildung durch das polymerisierbare Lipid 1 weiterhin auftritt. Dies war zu erwarten,
da dies auch schon im bin&ren System 1/3 der Fall war und Lipid 5 aufgrund der volumindsen
Kopfgruppe eine deutlich ausgeprégtere flissiganaloge Phase hat, so dass hier, wie im Fall
des Lipids 3, keine Kristallisation zu erwarten war. Desweiteren zeigte sich, dass die binére
Mischung 3/5 sich nicht ideal verhdlt. Allerdings zeigte die Auswertung nach dem
Additivitatsgesetz fur geringe Anteile an Lipid 5 einen linearen Verlauf, so dass sich die
Flachenbedarfe der beiden Lipide hier additiv verhalten. Aulerdem konnte gezeigt werden,
dass die Strukturbildung im terndren System eine Einfluss auf die Antigen-Antikorper
Erkennungsreaktion hat, ahnlich wie das im Rahmen das ,lipid raft“ Models auch fur die

nativen Membranen postuliert wird.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunéchst die ausgewahlten Lipide anhand ihrer w-A
Isothermen charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass die flissiganaloge Phase umso
ausgepragter ist, je groer die hydrophile Kopfgruppe des jeweiligen Lipids ist, so dass diese
schon bei sehr groRen Flachen miteinander wechselwirken. Dies bedeutet gleichzeitig aber
auch, dass eine dichte Packung der Lipide nicht mehr méglich ist, was sich in abnehmenden
Kollapsdriicken zeigte. AuBerdem wurde das Mischungsverhalten und die Domanenbildung
bindrer und terndrer Mischungen untersucht. Dabei konnte im Fall der bindren Mischungen
der polymerisierbaren Lipide 1 und 2 mit dem perfluorierten Lipid 3 eine Phasenseparation
beobachtet werden. Hierbei zeigte sich, dass sowohl die Form als auch die GroRe der
Doménen durch zwei Faktoren kontrolliert werden konnte, ndmlich zum einen durch den
Lateraldruck und zum anderen durch die molare Zusammensetzung der bindren Mischung. Es
zeigte sich aber auch, dass im Fall der bindren Mischung 1/3 eine partielle Mischbarkeit
vorlag. Dies war unerwartet, denn die Lipide wurden ja aufgrund ihrer zu erwartenden starken
Entmischungstendenz ausgewéhlt. Bei niedrigen Lateraldriicken (10 mN/m) waren fluorierte
und nichtfluorierte Lipide in der homogenen flissiganalogen Phase vollstandig mischbar. Bei
sehr hohen Lateraldriicken (30 mN/m) lag eine nahezu vollstandige Entmischung vor, da das
Lipid 1 hier schon vollstandig auskristallisiert war. Im Fall der bindren Mischung 2/3 konnte
ein solches Verhalten nicht beobachtet werden, was an dem Phasenverhalten des Lipids 2
liegt. Denn dieses verfugt nur tber zwei Phasen, die gasanaloge und die kristallanaloge Phase,
so dass sich das Diacetylen bereits bei sehr niedrigen Lateraldriicken aus der fliissiganalogen
Matrix ausscheidet. Aber auch hier lies sich die Domanenbildung sowohl Uber den
Lateraldruck als auch tber die Komposition der bindren Mischung kontrollieren.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Monoschichten dieser beiden bindren
Mischungen durch photochemische Polymerisation stabilisiert werden kdnnen. Dies wurde in
beiden Fallen anhand der ©-A Isothermen der betreffenden Mischungen, vor und nach der
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht, nachgewiesen. Im Falle der bin&dren Mischung 1/3 (11,6
mol%) konnte die Stabilisierung bzw. das ,,Einfrieren” der Domanen auflerdem zweifelsfrei
mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie nachgewiesen werden. Denn nach der Polymerisation,
bei einem Lateraldruck von 30 mN/m, lieBen sich auch bei niedrigen Lateraldriicken (10
mN/m) die ,,eingefrorenen” Domanen nachweisen, obwohl zuvor keinerlei Doméanenbildung

bei derart niedrigen Lateraldriicken beobachtet werden konnte.
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Der Einfluss des Fluorierungsgrades auf das Phasenseparationsverhalten wurde anhand der
bindren Mischungen 1/6 und 1/8 untersucht. Es zeigte sich hier, wie schon flr die beiden
bindren Mischungen mit Lipid 3, dass sich in beiden Fallen die Doménenbildung sowohl tiber
den Lateraldruck als auch tGber die Komposition der Mischung steuern lies. Ein Vergleich der
gefundenen Strukturen belegte dartiber hinaus klare Unterschiede zwischen dem fluorierten
und teilfluorierten Lipid. Denn in der bindren Mischung 1/8 (perfluoriertes Lipid) konnte die
hexagonale Grundstruktur, die zuvor schon in der bindren Mischung 1/3 gefunden wurde,
beobachtet werden. Demgegenuber hatten die kristallinen Doménen, die in der binéren
Mischung 1/6 (teilfluoriertes Lipid) beobachtet wurden, die hexagonale Grundform verloren.
Hier wurden rundliche unférmige Domanen gefunden, die zudem deutlich kleiner waren als
die bei der Mischung mit dem perfluorierten Lipid gefundenen Domdénen. Die partielle
Mischbarkeit der Lipide 1 und 6 beeinflusst also das Phasenseparationsverhalten und die
damit verbundene Kristallisation der Domanen des polymerisierbaren Lipids deutlich.

In den terndren Mischungen der Lipide 1 und 3 zum einen mit Lipid 4 und zum anderen mit
dem Vakzinlipid 5 zeigte sich, dass diese terndren Mischungen eine &hnliche
Phasenseparation zeigten wie die bindre Mischung 1/3. Die hier auftretenden kristallanalogen
Doménen bestanden aus Lipid 1, wobei die umgebende flissiganaloge Matrix die beiden
fluorierten Lipide enthielt. Deswegen war es von besonderer Bedeutung wie sich die beiden
fluorierten Verbindungen untereinander verhalten wirden. Dazu wurden die ©-A Isothermen
der bindren Mischung 3/5 ausgewertet und dabei zeigte sich, dass es sich um kein ideales
System handelt. Allerdings konnte flr geringe Anteile an Lipid 5 (< 60 mol%) ein linearer
Verlauf im Additivitatsgesetzt gefunden werden. Die Flachenbedarfe der beiden Lipide
verhielten sich hier also additiv. Das und die Beobachtung einer homogenen fliissiganalogen
Phase bedeutet, dass sich das Vakzinlipid, sofern der Anteil nicht hoéher ist als der des
fluorierten Matrixlipides, in idealer Weise mit diesem mischt.

Eine Untersuchung der Antigen-Antikorper Erkennung der bindren Mischungen 3/5 zeigte,
dass die Reaktion mit dem Antikérper umso effektiver war, je groRBer der Anteil des
Vakzinlipids 5 war. Allerdings konnte hier kein linearer Zusammenhang gefunden werden.
Stattdessen handelte es sich um eine Sattigungskurve, da bereits ein Anteil an Lipid 5 von
42,2 mol% eine nur geringfligig schwdachere Antikdrperanbindung zeigte, als das reine
Vakzinlipid.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Verwendete Geréte

5.1.1 Langmuir-Blodgett Trog

Die Langmuir-Blodgett Experimente wurden auf einem Trog der Firma NIMA durchgefihrt
(Modell 611). Der gesamte Aufbau war in einer Kammer aus Acrylglas, um eine
Kontamination durch Staub so gering wie moglich zu halten. AuRerdem ruhte der Trog auf
Marmorplatten, welche durch Schaumstoffmatten gedampft wurden, um etwaige Vibrationen
zu vermeiden. Die Gesamtfliche des Trogs betrug 200 mm x 100 mm und das
Gesamtvolumen betrug rund 100 ml. Die effektive Wasseroberflache wurde durch zwei
abhangige hydrophobe Barrieren aus Teflon kontrolliert, die den gespreiteten Film
symmetrisch mit einer Rate von 5 cm?min komprimierten. Eine Temperaturkontrolle
zwischen 5°C und 45°C war moglich, wobei die Temperatur im Regelfall 25°C + 0,1 °C
betrug. Eine Auswertung der Isothermen erfolgte mit der mitgelieferten Software
NIMATR516 und dem Programm Origin 8.

5.1.2 Brewsterwinkelmikroskop

Die Brewsterwinkelmessungen wurden an einem EP3 BAM Instrument (Nanofilm, Gottingen,
Deutschland), welches an einem Nima Langmuir-Blodgett Trog (Nima Ltd, Coventry, Typ
601 BAM) angebracht war, durchgefuhrt. Der gesamte instrumentelle Aufbau war in einer
roten Acrylglassbox, welche sowohl als Staubschutz als auch als Laserschutz diente.
AuBerdem ruhte die gesamte Apparatur auf einem vibrationsresistenten Marmortisch. Die
Troggesamtflache betrug 700 mm x 100 mm und das Troggesamtvolumen betrug rund 400
ml. Die effektive Trogflache wurde durch zwei hydrophobe Barrieren kontrolliert, die den
gespreiteten Film symmetrisch mit einer Rate von 5 cm?/min kompressierten. Das Mikroskop
war mit einem 50 mW starken Laser ausgeristet, wobei die Wellenlédnge bei 532 nm lag und
der Laserstrahl in einem Winkel von 53,1° (Brewsterwinkel) auf die Wasseroberflache

auftraf. Die Software war EP*View V/2.33 und BAMTools V/1.01 (jeweils von Nanofilm). Die
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raumliche Auflésung des BAMs betrug etwa 2 um mit einer BildgroRe von 500 x 400 um

(bei Verwendung eines 10x Objektives der Firma Nikon).

5.1.3 Rasterkraftmikroskopie

Die AFM-Messungen wurden entweder mit dem MFP-3D microscope der Firma Asylum
Research oder Nanoscope 111 multimode AFM der Firma Digital Research durchgefthrt. Die

Auswertung der Aufnahmen erfolgte in beiden Fallen mit der Software SPIP.

5.1.4 Quarzmikrowaage

Die Messungen mittels QCM wurden auf einer Quarzmikrowaage QCM-D (QSX 301) der
Firma Q-Sense durchgefiihrt. Verwendet wurden Schwingquarze mit AT-Cut, einer Frequenz
von 4,95 + 50 Hz, einem Durchmesser von 14 mm und einer Dicke von 0,3 mm, die zudem in
allen Fallen mit einem perfluorierten Thiol funktionalisiert waren. Zur Auswertung der Daten

wurde Origin 8 verwendet.

5.1.5 Kernresonanzspektroskopie

Die *H- und **C-Kernresonanzspektren wurden bei Raumtemperatur mit dem Geréat Bruker
AC 300 fur 300 MHz durchgefiihrt. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben.
Die gemessenen NMR-Spektren wurden alle mit der Software ACD 1D NMR Manager aus
der Serie ACDLabs6.0 ausgewertet.

5.1.6 FT-IR-Spektroskopie

Es wurde das Gerat Vector 22 der Firma Bruker benutzt. Zur Auswertung wurde die Sofware
OPUS verwendet.
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5.1.7 Reinstwasser

Reinstwasser wurde durch eine Reinstwasseranlage Milli-Q 3 der Firma Millipore erhalten.

5.2 Verwendete Chemikalien und Verbindungen

Alle verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht im Kapitel 5.2.2 oder 5.7 aufgefihrt,
kommerziell erworben (Sigma Aldrich, Fluka, Acros) und falls nicht ausdrticklich angegeben,
ohne weitere Aufreinigung verwendet. Alle verwendeten Losungsmittel hatten den
Reinheitsgrad pure analysis (p.a.), wobei THF und Dichlormethan fir die Synthese getrocknet
und destilliert wurden. Das fur die Lésungen und zur Reinigung des Langmuir-Blodgett Trogs
verwendete  Chloroform  wurde ohne weitere  Aufarbeitung verwendet. Die
Chromatographieplatten stammten von der Firma Merck. Zur S&ulenchromatographischen
Aufreinigung wurde Silica-Gel der Firma Macherey-Nagel verwendet.

5.2.1 Antikorper fir die QCM-Messungen

Der spezifische Antikorper fir die nicht vollstandig glykosylierte MUC1-Sequenz (SM3)
wurde tber die Firma Abcam bezogen und ist Tumor spezifisch. Es handelt sich dabei um
einen monoklonalen Antikorper, welcher im Eisfach bei -20°C lagerstabil ist. Die im Rahmen
der QCM Messungen verwendeten Lésungen wurden in der Konzentration 2 ug/ml im Puffer

(PBS, pH =7,2, 0,2 um) angesetzt.

5.2.2 PDA, fluorierte und teilfluorierte Lipide

Die Pentacosadiinsdure (PDA) wurde tber die Firma Fluka bezogen. Vor Gebrauch wurde die
Diacetylensdure in Chloroform (p.a.) gelst und filtriert, um bereits polymerisiertes Monomer
abzutrennen. Das Filtrat wurde anschlieend im Dunkeln unter Vakuum getrocknet und war

dann in Losung bei -4°C im Kihlschrank stabil.
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Die Lipid 3,4 und 5 wurden im Rahmen einer Kooperation von Jerome Schdnhentz, die
Lipide 6,7,8 und 9 von Tobias Platen aus der Arbeitsgruppe von Frau Jr. Prof. Dr. A.

Hoffmann-Rdder synthetisiert.

5.3 Langmuir-Blodgett Experimente

Die Langmuir-Blodgett Experimente wurden auf dem bereits beschriebenen Trog der Firma
NIMA durchgefuhrt (Modell 611). Deionisiertes Wasser wurde mit einer MilliQ Anlage
(Millipore) bei 18,2 MQ — cm Widerstand gewonnen und in allen Féllen als Subphase
verwendet, wobei es jeweils frisch gewonnen wurde. In den meisten Experimenten betrug die
Temperatur der Subphase 25 + 0,1 °C (15 min Wartezeit nach dem Einfullen des Wassers und
vor dem Spreiten der Losung), wobei eine Temperaturkontrolle im Bereich von 5°C bis 45°C
madglich war. Vor jedem Gebrauch wurde die Wasseroberflache gereinigt, also Staubpartikel
und &hnliches abgesaugt, so dass der gemessene Lateraldruck wahrend eines vollstdndigen
Kompressionszyklus kleiner als 0,1 mN/m blieb. Die Langmuir-Blodgett Komponenten
wurde vor jedem Gebrauch mit absolutem Chloroform gereinigt. Der Lateraldruck wurde mit
einem Wilhelmyplattchen (20 x 10 mm) aus Filterpapier gemessen, welches vor jedem
Gebrauch mehrfach mit Chloroform gespult wurde, um Kontaminationen zu vermeiden. Die
Lésungen der Lipidmischungen wurden mit einer Mikrospritze von Kloehn aufgegeben. In
einem typischen Experiment wurden 20 — 40 ul der Ldsung in kleinen Portionen (etwa 2 pl
pro Tropfen) an verschiedenen Stellen der Wasseroberflaiche aufgegeben. In allen
Experimenten verging eine 15 min(tige Wartezeit zwischen dem Spreiten und dem Beginn
der Messung, um ein vollstdndiges Verdampfen des Lésungsmittels zu gewabhrleisten. Ein
Ubertrag mittels Langmuir-Blodgett oder Langmuir-Schafer Transfer erfolgte mit dem
Dipper, der eine Tauchgeschwindigkeit von 1 mm pro Minute bis zu 5 mm pro Minute hatte.

5.4 AFM-Messungen

Die AFM-Messungen zur Untersuchung der Mischsysteme wurden im tapping mode nach
Langmuir-Blodgett Ubertrag der Monoschicht auf frisch gereinigte Glimmerblattchen
durchgefuhrt. Die Messungen wurden am MFP-3D Mikroskop der Firma Asylum Research
bzw. am Nanoscope Il multimode AFM der Firma Digital Research durchgefihrt. Die
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verwendeten cantilever (Federbalken) der Firma Olympus waren aus Silizium und hatten
entweder eine Federkonstante von 42 N/m (Dicke = 4,6 um, Resonanzfrequenz = 300 kHz)
oder von 2 N/m (Dicke = 2,7 um, Resonanzfrequenz = 70 kHz). Um Irritationen durch
Vibrationen zu vermeiden waren die Mikroskope in vibrationsresistenten Gehdusen aufgebaut
und befanden sich aulRerdem auf aktiv gedampften Tischen. Jede Abbildung wurde aus 512
Zeilen fir beide Richtungen (XY-Scanrichtung) aufgebaut. Jede Probe wurde mehrere Male
an verschiedenen Stellen des Substrats vermessen, um die Reproduzierbarkeit zu
gewahrleisten. In allen Fallen wurden die Aufnahmen des Langmuir-Blodgett Films weit weg
vom Rand des Glimmerplattchen gemacht, um den Einfluss stérender Effekte, die durch
Meniskuseffekte oder Oberflachenturbulenzen wihrend des Ubertrags verursacht wurden, zu

unterbinden.

5.5 BAM Messungen

Die Brewster-Winkel Messungen wurden an dem zuvor beschriebenem EP3 BAM Instrument
der Firma Nanofilm, welches an einem Nima Langmuir-Blodgett Trog (Typ 601 BAM)
angebracht war, durchgefiihrt. Deionisiertes Wasser wurde mit einer MilliQ Anlage
(Millipore) bei 18,2 MQ — cm Widerstand gewonnen und in allen Féllen als Subphase
verwendet, wobei es jeweils frisch gewonnen wurde. In allen Experimenten betrug die
Temperatur der Subphase 25 £ 0,1 °C (15 min Wartezeit nach dem Einfullen des Wassers und
vor dem Spreiten der Ldsung). Vor jedem Gebrauch wurde die Wasseroberflache gereinigt,
also Staubpartikel und ahnliches abgesaugt, so dass der gemessene Lateraldruck wéhrend
eines vollstandigen Kompressionszyklus kleiner als 0,1 mN/m blieb. Die LB Komponenten
wurde vor jedem Gebrauch mit absolutem Chloroform gereinigt. Der Lateraldruck wurde mit
einem Wilhelmyplattchen (20 x 10 mm) aus Filterpapier gemessen, welches vor jedem
Gebrauch mehrfach mit Chloroform gespult wurde, um Kontaminationen zu vermeiden. Die
Lésungen der Lipidmischungen wurden mit einer Mikrospritze von Kloehn aufgegeben. In
einem typischen Experiment wurden 50 — 100 ul der Ldsung in kleinen Portionen (etwa 2 pl
pro Tropfen) an verschiedenen Stellen der Wasseroberflaiche aufgegeben. In allen
Experimenten verging eine 15 min(tige Wartezeit zwischen dem Spreiten und dem Beginn
der Messung, um ein vollstandiges Verdampfen des Ldsungsmittels zu gewahrleisten. Das
Mikroskop war mit einem 50 mW starken Laser ausgeristet, wobei die Wellenlange bei 532
nm lag und der Laserstrahl in einem Winkel von 53,1° (Brewsterwinkel) auf die
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Wasseroberflache auftraf. Die Software war EP*View V2.33 und BAMTools V1.01 (jeweils
von Nanofilm). Die rdumliche Aufldsung des BAMs betrug etwa 2 um mit einer BildgroRie

von 500 x 400 um (bei Verwendung eines 10x Objektives der Firma Nikon.

5.6 QCM-Messungen

Die QCM Messzelle und die Schlduche wurden vor jedem Gebrauch gereinigt. Dazu wurde
die gesamte Apparatur mit 80 bis 100 ml 2%iger Hellmanexlésung gewaschen, wobei sowohl
die Schleife als auch die Messzelle mit dieser Menge gespult wurden. Anschliefend wurde
jeweils mit 100 ml Reinstwasser nachgespilt und die QCM konnte verwendet werden. Die
Schwingquarze wurden bei der Firma QSense gekauft und waren goldbeschichtet, wobei die
Schichtdicke rund 100 nm betrug. Zur Reinigung wurden diese zundchst mit Ethanol
gewaschen, getrocknet und fiir 60 Sekunden im Argonplasma behandelt. AnschlieRend fir 5
Minuten mit basischer Piranhalésung (H.O : NH3: H,O 5:1:1) behandelt und nochmals mit
Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurden die Sensoren fiir 12 Stunden in eine ethanolische
Losung des Thiols (1H,1H,2H,2H - Perfluorodecanthiol) gegeben (EtOH/ Thiol = 3/1).
Nachdem die Schwingquarze mit Ethanol und MilliQ-Wasser gewaschen worden waren,
konnten sie verwendet werden. Nach Einbau in die QCM Messzelle, wurde diese zunédchst mit
Pufferlosung (PBS, pH = 7,2, 0,2 um) gespult (Schleife und Messzelle, bei einer Flussrate
von 450 pl/min) Wihrend des gesamten Experiments wurden die Anderungen der Frequenz
bei 5, 15, 30 und 35 MHz und deren Dissipationsfaktoren in Abhé&ngigkeit von der Zeit
gemessen. Die Temperatur betrug in allen Féllen 20,5 °C. Nach einer Einschwingzeit von 30
bis 60 Minuten konnte die jeweilige Lipidlésung aufgegeben werden, wobei deren
Konzentration in allen Fallen bei etwa 0,1 mg/ml lag. Nach einer gewissen Zeit hatte sich eine
Sattigung der funktionalisierten Goldoberflache eingestellt, da die fluorierten Lipide diese
vollstandig oder sogar mehrschichtig belegt hatten. Daraufhin wurde solange mit Pufferlosung
gespllt (2-5 ml pro Spilung) bis keine Massenabnahme mehr detektierbar war und die
Frequenz konstant blieb. Daraufhin konnte die Antikorperlésung aufgegeben werden, deren
Konzentration 2 pg/ml betrug. Nachdem auch bei der Antikorperanlagerung eine Sattigung
eingesetzt hatte, wurde wiederum solange mit Puffer gespllt bis keine Massenabnahme mehr

detektierbar war. Die Frequenzen bzw. Dissipationen wurden mit Origin 8 analysiert.
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5.7 Vesikelpraparation

In dieser Arbeit werden Lipid 1 mit einem molaren Gewicht von 749,65 g/mol und die
perfluorierten Lipide 3 und 5 in verschiedenen Mischungen benutzt. Von den Lipidsystemen
werden Stammldsungen mit einer Konzentration von 0,2 mg/ml in Chloroform bzw.
Chloroform/ Methanol hergestellt, entsprechende Mengen der Stammldsungen in zuvor mit
Chloroform gespllte Schnappdeckelgléser gegeben und das Losungsmittel im Stickstoffstrom
verblasen. Dabei gilt es zu beachten, dass die Temperatur (ber den
Hauptphasenumwandlungstemperaturen der verwendeten Lipide liegt. Dies wird mittels eines
temperierten Wasserbades realisiert, wobei in allen Féllen die Temperatur 70°C betrug, da
dies Uber den Phasenumwandlungstemperaturen der fluorierten Lipide liegt. Verbliebene
Lésungsmittel werden durch anschlieBendes Trocknen oberhalb der
Phasenumwandlungstemperatur (also bei 70°C) unter Vakuum entfernt. Der so erhaltene
Lipidfilm ist mehrere Wochen im Kuhlschrank lagerbar.

Zur Vesikelpréparation wird der Lipidfilm in der entsprechenden Pufferlésung (PBS, pH =
7,2, 0,2 um) und der benottigten Konzentration geldst. Dazu wird der Film mittels eines
Waérmebades auf 70°C erhitzt und fur 1 Stunde quellen gelassen. Nach einer Behandlung mit
dem Vortexer fir 30 Sekunden wurde die Losung milchig, da sich die Lipide unter Bildung
von multilamellaren Vesikeln losten. Durch anschlieRende Behandlung im Ultraschallbad,
wiederum bei 70°C, wurden die multilamellaren in unilamellare Vesikel umgewandelt, so
dass die Ldsung wieder klarer wurde (15 Minuten Beschallungszeit). Die so gewonnenen
unilamellaren Vesikel kdnnen bis zu 24 Stunden im Kuhlschrank aufbewahrt werden.
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5.8 Synthese

5.8.1 Synthese des Dioctadecylamin (DODA)

a) Darstellung des Amids

P N P NN P\ G N

/\/\/\/\/\/\/M

(o]

Die Stearinsaure (0,02 mol) wird in 25 ml CHCI; (Chloroform p.a.) gelést und dann langsam
3,24 g (0,02 mol) 1,1°-Carbonyldiimidazol zugegeben. Man rithrt 30 Minuten weiter und
wartet die Kohlendioxidentwicklung ab. AnschlieRend werden 0,02 mol des Octadecylamins
zugegeben. Nach 3 weiteren Stunden wird der entstandene Niederschlag abgesaugt, die
verbleibende Losung eingeengt, der dabei anfallende Niederschlag wird ebenfalls abgesaugt
und mit ersterem vereinigt. Je nach Reinheit kann aus Ethanol umkristallisiert werden.
Ausbeute: 61% der Theorie

FT-IR (ATR):
7 [cm™]=3317.9, 2954.6, 2915.9, 2871.4, 2848.2, 1638.7 (Amid 1), 1631.4 (Amid I), 1563.4
(Amid 11), 1472.4, 1462.13

b) Darstellung des Dioctadecylamins

/\/\/\/\/\/\/\/\/\NH

/\/\/\/\W

In einer Extraktionshulse werden 11,7 mmol des Amids vorgelegt. Zu 250 ml trockenem THF
werden 0,353 g (9,3 mmol) LiAlH; gegeben und die Losung wird fur 12 Stunden zum
Ruckfluss erhitzt. Zu der abgekiihlten Lésung wird anschlieBend Wasser zugetropft, um nicht
umgesetztes LiAlIH4 zu vernichten. Der entstehende Niederschlag wird abgesaugt und mit
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heiBem THF ausgewaschen. Die THF-L6sungen werden gegen CHCI; ausgeschittelt und
anschliefend einrotiert. Es kann anschliefend aus Ethanol umkristallisiert werden.
Ausbeute: 38% der Theorie

FT-IR (ATR):
7 [cm™]=2955.1, 2915.2, 2881.5, 2847.6, 2360.8, 2339.6, 1472.2, 1461.5, 1377.8, 1128.7,
776.6,729.7, 719.1

5.8.2 Synthese des Lipid 1 (DODAMA)

a) Darstellung von Dioctadecylcarbamoylmethoxy-essigséure

(0] (0]
CigHa7 )J\/O\)J\
\T oH

CigH37

8,33 g (16 mmol) Dioctadecylamin werden in 150 ml Dichlormethan (getrocknet tiber MgCl,)
gelost. Nach Zugabe von 3,71 g (32 mmol) 2,6-Dioxodioxan (Glycolsdureanhydrid) und
2,559 (32 mmol) Pyridin wird fur 8 Stunden am Ruckfluss gekocht und Uber Nacht
nachreagieren gelassen. Das Produkt wird mit 2n Salzs&ure, mit gesattigter NaHCO3-L6sung
und mehrmals mit Wasser ausgeschuttelt, Uber Na,SO, getrocknet und einrotiert. Das
erhaltene Produkt (weille Kristalle, Schmelzpunkt 74,5°C) kann direkt weiter umgesetzt
werden.

Ausbeute: 79% der Theorie

'H-NMR (300 MHz, CDCls):

S[ppm] = 0.85 (t, 6 H, Ha, J = 6,6 Hz), 1.22 (m, 60 H, Hp), 1.51 (s, 4 H, Hc), 3.15 (t, 2 H, Hg, J
=7,9Hz),3.26 (t, 2 H, t, Hy, I = 7,2 Hz), 4.25 (5, 2 H, He ), 4.38 (5, 2 H, He)
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b) Darstellung von Dioctadecylcarbamoylmethoxy-essigsaurechlorid

0 o
C18H37 )K/O\)L
\T cl

CigHa7

1,39 (2mmol) Dioctadecylcarbamoylmethoxy-essigsdure werden in 25 ml trockenem
Dichlormethan (iber CaCl, getrocknet) gel6st und auf 0°C gekuhlt. Nach Zugabe von 0,52 g
(4 mmol) Oxalylchlorid wird 1,5 Stunden im Eisbad reagieren gelassen und nochmals
1 Stunde bei Raumtemperatur nachreagieren gelassen. AnschlieBend wird die
Reaktionslosung einrotiert, in Benzol wieder gelost und erneut einrotiert. Das erhaltene

Produkt wird direkt weiter umgesetzt.

c) Darstellung des 2-Methyl-essigsdure-2-(2-dioctadecylcarbamoylmethoxy-acetoxy)-

ethylester

o) o)
Gt )k/o\)J\ ©
18 37\T O/\/ \’H‘\

CigHa7 o

Dioctadecylcarbamoylmethoxy-essigsaurechlorid aus der letzten Stufe wird erneut in 25 ml
trockenem Dichlormethan (uber CaCl, getrocknet) gel6st und im Eisbad auf 0°C gekuhilt.
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Nach Zugabe von 0,53 g (4 mmol) 2-Hydroxyethyl-methacrylat und einer Spatelspitze 2,6-Di-
tert.-butyl-4-metylphenol (als Inhibitor) wird 2 Stunden in der Kalte und Uber Nacht bei
Raumtemperatur reagieren gelassen. Die Reaktionslosung wird anschlieend mehrmals gegen
Wasser ausgeschiittelt, tiber NaSO, getrocknet und einrotiert. Das reine Produkt wird durch
saulenchromatographische Trennung mit einem Laufmittel aus n-Hexan/ Essigsaureethylester
im Verhéltnis 4:1 erhalten. Nach Gefriertrocknen im Hochvakuum wird eine weille

wachsartige Substanz erhalten (Schmelzpunkt 34°C, Zersetzungstemperatur 374°C).

'H-NMR (300 MHz, CDCl):

8[ppm] = 0.82 (t, 6 H, Ha, J = 6.65 Hz), 1.25 (m, 60 H, Hp), 1.50 (s, 4 H, H¢), 1.92 (s, 3 H,
Hr), 3.13 (t, 2 H, Hq, J = 7.7 Hz), 3.27 (t, 2 H, Hy, J = 7.7 Hz), 4.23 (s, 4 H, He), 4.37 (M, 4 H,
Hy), 5.57 (s, 1 H, Hg), 6.10 (s, 1 H, Hy)

FT-IR (ATR):

v [em™] = 2917.7, 2850.3, 1757.9, 1725.5, 1650.6, 1466.8, 1377.7, 1296.9, 1129.8, 940.9,
880.8, 813.3, 755.9, 721.0

Elementaranalyse:

Kalkuliert fir C46Hg7NQOsg: C, 73.65; H, 11.69; N, 1.87 Gefunden: C, 73.36; H, 11.72; N, 1.87

(alle Angaben in Prozent)

Massenspektrum (FD):

Berechnet fiir C46Hg;NOg: 750,2 Gefunden: 751,4 (100,00%) DODAMA+H", 750,4 (14,94%)
DODAMA, 523,0 (14,71%) DODA+H
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6. Abklrzungsverzeichnis

AFM Atomic Force Microscopy (Rasterkraftmikroskopie)

BAM Brewster angle microscopy (Brewsterwinkelmikroskopie)

DODAMA  2-Methyl-essigsaure-2-(2-dioctadecyl-carbamoylmethoxy-acetoxy)-ethylester
DODA Dioctadecylamin

LB Langmuir-Blodgett

LS Langmuir-Schéafer

PDA 10,12-Pentacosadiinsaure

TAA Tumorassoziierte Antigene

TR tandem repeat

VNTR variable number of tandem repeats
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