Bolalipid-Hydrogele

Selbstaggregation in einem
bipolaren Phospholipid-Wasser-System:
die Bildung von Nanofasern und Hydrogelen
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Bipolare Lipide mit einer langen Alkylkette und zwei polaren
Kopfgruppen sind Modellverbindungen fiir die komplizierten
Strukturen der Bolalipide von Archea-Bakterien, zum Bei-
spiel der Bis(diphytanyl)diglyceroltetraether.! Im Bolalipid
Docosan-1,22-diyl-bis[2-(trimethylammonio)ethylphosphat]
(Irlbacholin) aus Irlbachia alata und Anthocleista djalonensis
verbindet eine C,,-Alkylkette zwei polare Phosphocholin-
gruppen. Irlbacholin wird in der Pflanzenmedizin genutzt. Es
wirkt auch gegen Trichophyton rubrum, einen Pilz, der die
Haut befillt, sowie gegen andere Pilzerkrankungen.”!

Im Zuge von Untersuchungen zu Einsatzmoglichkeiten
dhnlicher Bolalipide als Membranstabilisatoren wurde
Dotriacontan-1,32-diyl-bis[2-(trimethylammonio)ethylphos-
phat] (PC-C32-PC, 1) mit einer Cs,-Alkylkette hergestellt
(Abbildung 1).”! Bei der Charakterisierung von 1 beobach-
teten wir ein ungewohnliches Aggregationsverhalten, das
weitere physikochemische Untersuchungen lohnenswert
erscheinen lie. Um ausreichende Mengen von 1 bereitzu-
stellen, musste eine effizientere Synthese der Verbindung
entwickelt werden.

Durch eine neue, einfache Methode kann das Lipid 1 in
Grammmengen erhalten werden. Der Aufbau der Cs,-Kette
gelingt durch kupferkatalysierte Kupplung von Undec-10-en-
1-ylmagnesiumbromid mit 1,10-Dibromdecan im Verhiltnis
2:1 (siche Experimentelles). Dotriacontan-1,31-dien wird
durch Hydroborierung mit Disiamylboran und durch
anschlieBende Oxidation in Dotriacontan-1,32-diol umge-
wandelt. Diese neue Zwischenstufe kann gezielt in 1- und 32-
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Abbildung 1. Struktur von 1 mit zwei sterisch anspruchsvollen polaren
Phosphocholin-Kopfgruppen und einer unpolaren Cj,-Alkylkette.

Position funktionalisiert werden. Die Phosphocholin-Grup-
pen wurden durch Umsetzung mit dem Dichlorid von
Phosphorsdure(2-bromethyl)ester in Chloroform eingefiihrt.
Dieses klassische Phosphorylierungsreagens war effektiver
als moderne Varianten. Anschlieend wurden die Trimethyl-
ammoniogruppen von 1 durch ein etabliertes Verfahren
eingefiihrt."

Das Vorliegen einer langen, unpolaren Alkylkette und
zweier groBer polarer Kopfgruppen fithrt dazu, dass 1
Aggregate bildet. Dabei entstehen Strukturen, die bisher
noch nicht beobachtet wurden. Wir untersuchten die Aggre-
gation der bipolaren Verbindung in wissriger Losung durch
DSC, Elektonenmikroskopie, Rontgenbeugung, Viskosime-
trie und FT-IR-Spektroskopie.

In hoch verdiinnter wissriger Losung (¢ < 0.5 Gew.-%)
wird ein hoch viskoses, fast transparentes Gel erhalten.
Abbildung 2 zeigt eine Probe mit ¢ =0.1 Gew.-%, in der das
Molverhiltnis Wasser/1 etwa 45000:1 betrdgt — im Gel von 1
ist folglich eine enorme Menge Wasser
n~immobilisiert”. Bei Temperaturen iiber
50°C oder mechanischer Beanspruchung
sinkt die Viskositit um den Faktor 10°,
und aus dem Gel wird eine fliissige
Losung. Erste Viskositdtsmessungen an
einer 0.8 %igen Losung bei Raumtempe-
ratur zeigten Anzeichen fiir eine FlieB-
grenze bei 7,*=7.2Pa (Abbildung 3).
Temperaturabhidngige  Viskositdtsmes-
sungen ergaben einen Wert von etwa 5 x
10° Pas bei Raumtemperatur. Bei 7>
70°C sinkt die Viskositdt unter 5x
107* Pas, vergleichbar mit dem Wert
von Wasser bei derselben Temperatur.
Das rheologische Verhalten dieses
Systems ist kompliziert und in mancher
Hinsicht verwandt mit demjenigen von
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Abbildung 2. Hydro-
gel einer wissrigen
Lésung von 1 (0.1
Gew.-%) bei Raum-
temperatur.
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Abbildung 3. Rheologische Messung mit konstanter Schubspannung
an einer wissrigen Lésung von 1 (kontrollierte Spannungsoszillation).
Doppelt logarithmische Auftragung von G’, G” und vy, gegen t,. Die
charakteristische Beziehung zwischen den Speicher- und Verlustmo-
duln G’ > G” kennzeichnet den linear-viskoelastischen Bereich; die
Schubspannungsamplitude y, wichst linear bis zur FlieBgrenze bei
To*=7.2 Pa. T=23°C, =10 Hz, c¢=0.8 Gew.-%.

anderen Assoziationskolloiden wie wurmartigen Micellen.!

Der Gelzustand kann durch das Vorliegen eines dichten
dreidimensionalen Netzes von Fibrillen erklidrt werden, das
schon in hoch verdiinnten wissrigen Losungen (0.03 Gew.-% )
durch Kryo-Elektronenmikroskopie gefunden wurde. Alle
Fibrillen sind 6-7 nm dick (Abbildung 4), was ungefihr der

Abbildung 4. Kryo-TEM-Bild einer wissrigen Suspension von 1 (0.03
Gew.-%). Pfeil: Nanofaser mit helicaler Struktur.

Molekiillinge von 1 entspricht (Abbildung 1). Die Fibrillen
scheinen helicale Strukturen zu haben, eine eindeutige
Aussage dariiber ist wegen der Auflosung der kryo-elektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen jedoch nicht moglich. Da 1
nicht chiral ist, miissten gleich viele rechts- und linksgéngige
Helices vorhanden sein. Tatsdchlich scheinen einige Aufnah-
men Fibrillen mit entgegengesetzer Chiralitdt zu zeigen, der
geringe Durchmesser der Fasern erlaubt jedoch keine quan-
titativen Aussagen. Die Bildung von Helices konnte folgen-
dermaflen erkldrt werden: Zwei oder mehr Molekiile ordnen
sich in einer Kette Seite an Seite nebeneinander an, wegen
der sperrigen Kopfgruppen konnen die Ketten aber keine
parallele Packung in senkrechter Richtung bilden. Um die
hydrophoben Wechselwirkungen zu optimieren, miissen sich
die Langsachsen benachbarter Molekiile gegeneinander ver-
drehen. Aus fortgesetzten Verdrehungen in einer Kette von
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Molekiilen wiirde eine Helix mit einem Durchmesser von
ungefdhr einer Molekullédnge resultieren.

Dass die Bildung von Gelen in wissriger Losung durch
organische Verbindungen, besonders durch Polymere, indu-
ziert werden kann, ist hinlénglich bekannt. Gele, die durch die
Aggregation kleiner Molekiile gebildet werden, konnen sich
jedoch deutlich von anderen Gelen unterscheiden, da ein
Selbstassoziationsprozess an ihrer Bildung beteiligt ist. Nicht
nur 1, sondern auch andere Bolaverbindungen bilden Gele,
z.B. Nucleotid-Bolaamphiphile oder Verbindungen, die iiber
Harnstoffeinheiten gebundene Carbonsdurefunktionen als
Kopfgruppen enthalten.! In diesen Beispielen wird die
Gelbildung hauptsidchlich durch polare Wechselwirkungen
verursacht, namentlich durch Wasserstoffbriicken. Daher sind
die Faserdurchmesser viel grofer. In Gelen von 1 sollten
polare intermolekulare Wechselwirkungen keine Rolle spie-
len, und die Aggregation wird ausschlieBlich durch den
hydrophoben Effekt getrieben, d.h. die Kontaktfliche zwi-
schen den langen Alkylketten und dem polaren Losungs-
mittel Wasser soll méglichst klein sein.

Durch Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie wurde die
Lipidselbstaggregation in konzentrierteren Proben in Gegen-
wart von Glycerol untersucht. Wurden diese Proben schnell
von Raumtemperatur auf —196°C abgekiihlt, so zeigten die
Bruchfldchen orientierte Fibrillen von 7 nm Dicke, die mit
einem bestimmten Winkel aus der Oberflidche herausragen
(Abbildung 5, oben). Schreckt man von 45°C ab, so ist diese

Abbildung 5. Gefrierbruch-elektronenmikroskopische Bilder einer
Lésung von 1 (2 Gew.-% in H,0/Glycerol (4:1)). Oben: Die Probe
wurde einen Tag bei 23 °C gelagert und schnell eingefroren. Unten:
Die Probe wurde auf 80°C erhitzt und schnell eingefroren.

Struktur noch erkennbar, aber bei Starttemperaturen von
50°C oder sogar 80°C verschwindet die fibrillire Struktur,
und nur noch Aggregate oder kleinere Partikel mit Durch-
messern von 3—10 nm sind zu sehen (Abbildung 5, unten). Wir
haben Losungen, die von 80°C schnell eingefroren wurden,
auBerdem mit dynamischer Lichtstreuung (DLS) untersucht.
Hier zeigt sich, dass die Proben teilweise aus kleinen,
monodispersen Partikeln (Radius 2-5nm) bestehen, aber
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auch groBere Aggregate vorliegen. Werden die Proben
langere Zeit bei Raumtemperatur aufbewahrt, so nimmt die
Viskositdt wieder stark zu — durch den Aufbau von Nanofi-
brillen bildet sich erneut ein Gel.

Die Temperatur, bei der Nanofibrillen in kleinere Aggre-
gate iibergehen, wurde durch DSC-Messungen genau
bestimmt. Beim Aufheizen sind drei endotherme Peaks zu
sehen. Das Umwandlungsverhalten zeigt eine starke Hyste-
rese; um die Daten des ersten Aufheizzyklus zu reproduzie-
ren, musste ein definiertes Temperprogramm eingehalten
werden. Bei allen Konzentrationen wird bei T/48°C eine
Hauptumwandlung mit der groBten latenten Wérme beob-
achtet, bei der auch ein ungewohnlich grofer Sprung der
Wirmekapazitit auftritt. Das kénnte auf eine Anderung der
Wechselwirkung der Alkylkette mit Wasser zuriickzufiihren
sein, d.h. auf eine stidrkere Benetzung dieser hydrophoben
Einheit. Als Folge 16st sich das Gel bei T~48°C auf.

Die latente Warme der Hauptumwandlung ist dann am
grofiten, wenn die Probe vor dem Heizen acht Stunden bei
2°C gelagert wurde, um die vollstandige Bildung des Gels zu
gewdhrleisten. Bei Raumtemperatur kénnen offensichtlich
metastabile kleinere Aggregate auftreten, die sich nur lang-
sam in den Gleichgewichts-Aggregationszustand (Nanofa-
sern) umwandeln. In den Aufheizkurven sieht man au3erdem
eine endotherme Umwandlung bei T/40°C, bei T=73°C
gibt es einen weiteren sehr breiten Peak, der seine Lage und
Form im Gegensatz zu den anderen Peaks unter verschiede-
nen experimentellen Bedingungen nicht éndert.

Um herauszufinden, ob bei den unterschiedlichen
Umwandlungstemperaturen Konformationsidnderungen in
den Alkylketten stattfinden, wurden FT-IR-spektroskopische
Messungen durchgefiihrt. Die symmetrische und asymmetri-
sche CH,-Streckschwingung sind verlédssliche Parameter,
anhand derer die Anordnung von Alkylketten bestimmt
werden kann. FT-IR-Spektren wurden zwischen 2°C und
85°C aufgenommen: Zwei Erhohungen der Streckschwin-
gungsfrequenzen bei T=47°C und 72°C weisen darauf hin,
dass sich stufenweise gauche-Konformere bilden. Diese
Temperaturen stimmen mit denen der Peaks im DSC-
Experiment gut tiberein (T~ 48°C und 72°C).

Wegen seiner Bola-Form zeigt das Phospholipid 1 eine
verringerte Tendenz zur Bildung lamellarer Phasen. In
verdiinnten wéssrigen Losungen entstehen bei Raumtempe-
ratur Gele mit Fibrillen aus starren Molekiilketten, die
ausschlieBlich durch hydrophobe Wechselwirkungen zusam-
mengehalten werden und nicht durch Wasserstoffbriicken.
Die Fasern erreichen Lidngen bis zu einigen Mikrometern; bei
hoheren Konzentrationen scheinen sie Lagen aus parallelen
Fibrillen zu bilden. Die Struktur der Fasern ist nicht stabil,
mechanische Einfliisse fiihren zu Langenénderungen. Bei T~
48°C verlieren die langen Molekiilketten der Fasern ihre
Ordnung, und Aggregatgrofie und Morphologie dndern sich
drastisch. Die erneute Bildung von Fibrillen nach dem
Abkiihlen ist zeit- und konzentrationsabhéngig.

Experimentelles
Dotriacontan-1,31-dien: In einer Argonatmosphidre wurde eine
Losung von 11-Bromundec-1-en (14 g, 60 mmol) in wasserfreiem
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Et,0 (S0 mL) tropfenweise unter Riithren zu Magnesiumspianen
(2.1 g, 85 mmol) zugegeben. Nach dem Ende der exothermen Reak-
tion wurde die Mischung 2 h zum Riickfluss erhitzt. Der Magnesium-
iiberschuss wurde abgetrennt, und die Grignard-Losung wurde unter
reduziertem Druck bei 10°C eingeengt. Der 6lige Riickstand wurde
bei 0°C in 180 mL wasserfreiem THF gelost. Dann wurde 1,10-
Dibromdecan (6 g, 20 mmol) in 20 mL wasserfreiem THF auf einmal
zugegeben, zwei Minuten geriihrt und Dilithiumtetrachlorocuprat
(3.5mL, 1M Losung in THF) bei 0°C tropfenweise zugegeben.
Innerhalb weniger Minuten wurde die Reaktionsmischung triibe.
Nach 20 min bei 0°C wurde die Reaktionsmischung mit 20 mL
wasserfreiem THF verdiinnt und weitere 3 h geriihrt. Nach Zugabe
von 100 mL Et,O wurde die Mischung in eine kalte gesattigte NH,CI-
Losung gegossen. Die wissrige Phase wurde mit 50 mL Et,O
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser
gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum zur Tro-
ckene eingeengt. Losen des Riickstands in 100 mL Et,O/THF (1:1)
und Zugabe von 70 mL Aceton ergab einen Niederschlag, der durch
Filtration isoliert wurde. Die Fiéllung wurde einmal wiederholt, um
das reine Produkt als weilen wachsartigen Feststoff zu erhalten.
Ausbeute: 7.8 g (87%). Smp. 59-61°C (unkorrigiert). ESI-MS: 446
[M*]. 'TH-NMR (CDCl;, 400 MHz, 298 K): 6 =1.18-1.37 (m, 52H,
-CH,-), 1.99-2.05 (m, 4H, =CH-CH,-), 4.89-4.99 (m, 4H, =CH,),
5.75-5.85 ppm (m, 2H, =CH-). Elementaranalyse: ber. fiir C;,Hg,: C
86.10, H 13.90 %; gef.: C 86.01, H 13.96 %.

Die iibrigen Stufen der Synthese von 1 sind in Lit. [3,4]
beschrieben.

Eingegangen am 23. April 2003,
verdnderte Fassung am 28. Juli 2003 [Z51731]
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