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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Thematik

War das 20.Jahrhundert auch durch physikalische Erkenntnisse im ganz Grofien
und im ganz Kleinen geprégt, haben sich zusitzlich auf scheinbar vollig anderen
Gebieten der Physik neue, und haufig nicht weniger bahnbrechende Einsichten
ergeben. Fiithrte zum Beispiel die Annahme der Existenz hochmolekularer, kovalent
verkniipfter Molekiile in den 1920er Jahren noch zu schérfsten Auseinandersetzun-
gen [1], so ging bereits 1953 der Nobelpreis fiir Chemie an HERMANN STAUDINGER
,for his discoveries in the field of macromolecular chemistry” [2]. Die rasche
Entwicklung auf dem Gebiet der Polymeren im weitesten Sinne, fiihrte zu Entde-
ckungen wie der Struktur der DNS durch WATSON und CRICK ebenfalls im Jahre
1953 (Nobelpreis fiir Medizin 1962) [3] sowie zu den vielfdltigsten industriellen
Anwendungen, wo hier stellvertretend die Polymerisation nach ZIEGLER und
NATTA (Nobelpreis fiir Chemie 1963) [4] genannt sein soll. Gleichermafsen wuchs
auf diesem Gebiet auch das Verstindnis physikalischer Gesetzmafligkeiten, so
dafd in vielen Féllen ein iibergreifendes Verstehen wie es durch das Konzept der
Kettenstatistik von Makromolekiilen nach PAUL FLORY (Nobelpreis fiir Chemie
1974) [5] oder durch die Skalierungsgesetze fiir Polymere nach PIERRE-GILLES DE
GENNES [6] ermdglicht wird.

Seit den 1980er Jahren hat sich ein ,,neues” naturwissenschaftliches Gebiet etabliert,
dafs die Polymerphysik und -chemie als ein zentrales Element beinhaltet. Dieser
Zweig der Naturwissenschaften ist nicht hinsichtlich der thematischen Abgren-
zung, sondern vielmehr aufgrund einer neuen Einordnung und Sichtweise von be-
reits bekannten Phanomenen , neu”. Die inzwischen gebrauchliche Bezeichnung fiir
dieses Gebiet lautet ,, Weiche Materie” (engl. ,Soft Matter”). Grundlage fiir diese Neu-
ordnung und Zusammenfassung von bis dato so verschiedenen Gebieten wie das
der Polymere, der Kolloide und der amphiphilen Systeme ist die Tatsache, daf3 die-
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Abbildung 1.1: Unter dem Begriff , Weiche Materie” werden die zuvor separat betrachteten
klassischen Gebiete der Polymere, Kolloide und amphiphilen Systeme zusammengefafit.
Zur Orientierung sind die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Substanzen
eingezeichnet. (Abbildung entnommen aus [7]).

se Gebiete aus weichen Materialien im wahrsten Sinne des Wortes gebildet werden
und den Ubergang zwischen Fliissigkeiten und Festkorpern darstellen. Abbildung
1.1 zeigt die Weiche Materie in Form eines terndren Diagramms. Es wird deutlich,
daf die zuvor getrennt behandelten klassischen Gebiete flieBende Uberginge besit-
zen.

Aufgrund ihrer mesoskopischen Grofle, unterliegen die elementaren Bausteine
der Weichen Materie - dies konnen Molekiile oder Kolloide sein - dem Einfluf3
thermaler Fluktuationen in der Grofienordnung von kT. Dies fiihrt zu Phdnomenen,
die hdufig eine gemeinsame physikalische Grundlage besitzen. So ist die Micro-
phasenseparation einer Diblockcopolymer-Schmelze, ebenso wie die irreversible
Aggregation von Kolloiden zu einem Cluster, durch subtile entropische und ener-
getische Wechselwirkungen der Teilchen begriindet [8]. Ein weiteres, besonders
beeindruckendes Beispiel ist die fraktale Geometrie [9]. Sie findet sich in der
Struktur einer Polymerkette ebenso wie in Tensidschdumen oder der Anordnung
aggregierender Kolloide.

Gerade die Selbstorganisation stellt ein Charakteristikum der Weichen Materie dar.
Die dabei entstehenden Strukturen zeichnen sich im Gegensatz zu den klassischen
Polymeren durch schwache, nichtkovalente Wechselwirkungen aus. Dieser Punkt
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ist bereits in den 1940er Jahren durch G. SCHEIBE im Fall der Aggregation des
kationischen Farbstoffes Pseudoisocyaninchlorid richtig erkannt und in Form
einer physikalischen Polymerisation beschrieben worden [10, 11]. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wird die Selbstorganisation eines synthetischen und eines
biologischen Systems untersucht. Die Interpretation der Aggregationen erfolgt
dabei im Rahmen der eingangs skizzierten Polymerphysik und -chemie, die hierfiir
einen breiten Fundus an etablierten Modellen und Theorien zur Verfiigung stellen.
Indem diese Modelle und Theorien (erfolgreich) auf Gebiete iibertragen werden,
fiir die sie urspriinglich gar nicht entwickelt wurden, zeigt sich erneut eine gewisse
Universalitdt der physikalischen Gesetzméfiigkeiten auf dem Gebiet der Weichen
Materie.

Fiir die experimentellen Untersuchungen wird mit der statischen Lichtstreuung ei-
ne Technik eingesetzt, die schon friih in den Polymer- und Kolloidwissenschaften
Anwendung gefunden hat. Das Vorhandensein zeitabhdngiger Prozesse macht es
allerdings notwendig, diese Methode in einer zeitaufgelosten Variante zu betrei-
ben, die in dieser Form nur von wenigen Arbeitsgruppen genutzt wird [12, 13, 14].
Im Gegensatz zu vielen anderen Untersuchungstechniken bietet die Lichtstreuung
den grofien Vorteil der Nichtinvasivitdt, so daff auch Prozesse wie die Aggregati-
on von mesoskopischen Teilchen ohne dufSere Stérungen experimentell zugéanglich
gemacht werden konnen.

1.1.1 Struktur der Arbeit

Die Arbeit untergliedert sich wie folgt:

Kapitel 2
gibt die wesentlichen Grundlagen zur Theorie der Streuung und zur statischen
Lichtstreuung wieder.

Kapitel 3

widmet sich der Aggregation des synthetischen Systems Calix[4]aren-Naphthyridin
in 1,2-Dichlorbenzol. Es werden die experimentellen Ergebnisse vorgestellt und
im Rahmen bereits bekannter Modelle der Polymerphysik und -chemie aus-
gewertet und diskutiert. Zusitzlich werden Ergebnisse aus mikroskopischen
Untersuchungen und Berechnungen der Aggregatbausteine, sowie ein Modell der
Aggregatstruktur vorgestellt.

Kapitel 4
beschiftigt sich mit der Selbstorganisation des biologischen Systems p-Amyloid in



1. EINLEITUNG

wassriger Losung. Die Auswertung und Diskussion erfolgt erneut unter Anwen-
dung eines in der Polymerphysik seit langem bekannten und etablierten Modells.

Kapitel 5
vergleicht die in Kapitel 3 und 4 vorgestellten Systeme und ordnet sie im Hinblick
auf die gewonnenen Ergebnisse ein.

Kapitel 6
liefert eine Zusammenfassung und bietet einen Ausblick.

Im Anhang
finden sich Ableitungen sowie Details zu Rechnungen, physikalischen Modellen
und experimentellen Vorgehensweisen.



Kapitel 2
Grundlagen

Streuexperimente gehoren heute in den vielfiltigsten Bereichen der Chemie und
Physik zu den Standardverfahren, um Strukturen und Wechselwirkungen inner-
halb der Materie aufzukldren. Im folgenden Kapitel werden nur die grundlegenden
Zusammenhdnge im Hinblick auf die statische Lichtstreuung dargestellt. Fiir eine
detaillierte Ausfithrung sowohl im allgemeinen als auch im speziellen sei auf die
grofie Zahl einschldgiger Literatur verwiesen. [15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22]

2.1 Theoretische Grundlagen

2.1.1 RAYLEIGH-Streuung

Die Wechselwirkung elektromagnetischer Strahlung mit Materie kann in zwei
unterschiedlichen Formen auftreten. Im ersten Fall wird die Strahlung absorbiert
und die thermische Energie der absorbierenden Teilchen erhoht, oder in Form von
Fluoreszenz oder Phosphoreszenz wieder abgegeben. Im zweiten Fall wird die
einfallende Strahlung gestreut. Dies soll im Folgenden knapp erldutert werden.
Zur Vereinfachung wird zundchst die RAYLEIGH-Streuung beschrieben, welche fiir
unabhéngige Teilchen im Vakuum gilt.

Der Betrag des Vektors des E-Feldes einer sich in x-Richtung ausbreitenden elektro-
magnetischen Welle im Vakuum ist gegeben durch

|E| = Eg sin(kx — wt) (2.1)

Trifft das E-Feld auf Materie, so induziert es dort ein Dipolmoment. Unter der An-
nahme, dafs der Teilchendurchmesser d viel kleiner ist als die Wellenldnge der ein-
fallenden Strahlung Ag, d < Ag, schwingen die Elektronen in Phase und die Polari-
sation P der Teilchen ist gegeben durch
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P = a|E| = a Eg sin(kx — wt) (2.2)

Hierbei spielt die Polarisierbarkeit a eine wichtige Rolle, da fiir « = 0 keine Pola-
risation vorliegt. Im Falle & # 0 senden die oszillierenden Elektronen als beschleu-
nigte Ladungen ihrerseits eine Strahlung aus, das heifst, das einfallende E-Feld Ej
ist an der Elektronenhiille gestreut worden. Fiir den Betrag des Vektors des gestreu-
ten E-Feldes |Es| folgt unter Verwendung eines vertikal (in z-Richtung) polarisierten
einfallenden E-Feldes

= 1 d%P sin(0,)
E.| = 2.3
[E| gocs dt? 23)
Einsetzen von Gleichung 2.2 liefert schliefdlich
2 .
B =% K sin(0z) sin(kx — wt) (2.4)
€0Cy

Das gestreute E-Feld besitzt also die gleiche Frequenz wie das einfallende Feld. Die
Amplitude hiangt sowohl vom Beobachtungswinkel 0,, als auch vom Abstand r ab.
Allgemein gilt nach dem POYNTING-Theorem fiir die Intensitét I

21

I x E? /Sm (kx — wt)dt (2.5)
0

Daraus folgt fiir die Intensitdt der gestreuten Strahlung I,

a’w* (sin(6 2 167t%a2 sin?(6,
I =— ( (Z)) Iy =—; § )10 (2.6)
Co €0 r A5 € r

mit Ip als Intensitit der einfallenden Strahlung. Diese Gleichung wurde erst-
mals 1871 von Lord RAYLEIGH abgeleitet. Die Art der Streuung wird daher als
RAYLEIGH-Streuung bezeichnet. Demnach ist I; invers proportional zur vierten
Potenz von Ay. Diese Eigenschaft erkldrt die blaue Farbe der Atmosphire, da
das kurzwellige blaue Licht stdrker gestreut wird als die restlichen Wellenldngen
des Sonnenlichtes. Zusétzlich ist Is fiir den betrachteten Fall vertikal polarisierter
Primérstrahlung proportional zum Quadrat des Sinus des Beobachtungswinkels
f,. Orthogonal zur Polarisationsrichtung (in x-Richtung) ist die Intensitdt bei
gleichbleibendem Beobachtungsabstand r also am grofsten.
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Gleichung 2.6 gilt fiir den Fall, daf} die gesamte Streustrahlung als Summe der Bei-
trage der einzelnen Streuzentren betrachtet werden kann, in erster Ndherung folg-
lich fiir ein verdiinntes Gas.

2.1.2 Streuung in Losung

Die RAYLEIGH-Streuung an verdiinnten Gasen bildet die Grundlage fiir die Streu-
ung von verdiinnten Losungen, welche von SMOLUCHOWSKY [23], EINSTEIN [24]
und DEBYE [25] ausgearbeitet wurde. Prinzipiell wird die Losung analog zu einem
verdiinnten Gas beschrieben, wobei das Vakuum durch das Losungsmittel ersetzt
wird und die geldsten Teilchen den Gasteilchen entsprechen. Die exakte Behand-
lung der Streuung in Losung berticksichtigt allerdings noch das Vorhandensein von
Dichte- und Konzentrationsschwankungen in der Losung. Dies fiihrt letztlich zu
der Gleichung

47t sin®(0 dn\ 2 c
Al = —— § 2 1, nfa (-) - 5 (2.7)
NAAO r dc v iun 2Arc +3Aszcc + ...

mit ny s als Brechungsindex des Losungsmittels, ‘;—Z als Brechungsindexinkrement,
welches die Konzentrationsabhédngigkeit des Brechungsindex wiedergibt, sowie der
molaren Masse M und der Konzentration ¢ der streuenden Teilchen. Abweichungen
von der Idealitédt, in Form von Wechselwirkungen der gelosten Teilchen bei htheren
Konzentrationen, werden durch die sogenannten Virialkoeffizienten des chemi-
schen Potentials des Losungsmittels A, Asz... beriicksichtigt. Die Verwendung
von Al anstelle von I; wie in Gleichung 2.6 ist auf die Tatsache zurtickzufiihren,
dafs neben den gelosten Teilchen auch das Losungsmittel eine Streuung der Primaér-
strahlung liefert. In Gleichung 2.7 ist dies berticksichtigt und nur der Streuanteil der
gelosten Teilchen beschrieben, also die Differenz von Gesamtstreuung und Streuung
des reinen Losungsmittels.

Die Einfiihrung des RAYLEIGH-Verhiltnisses ARg!

AL#?
ARg = ——M—— 2.8
97 T sin2(6.) (28)
und des Kontrastfaktors K
4?2 ,  (dn\?
= — — 2.9
NA/\é nLM <dc> ( )

!Wie noch in 2.1.3 ausgefiihrt wird, handelt es sich bei § um den Streuwinkel in der x-y-Ebene.
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liefert die Beziehung

Ke 1 2
A_RQ = M+2A20+3A3C +... (2.10)

Fiir den Fall ¢ — 0 geht Gleichung 2.10 tiber in

Kc 1
— == 211
ARy M @11)
Unter Berticksichtigung der Tatsache, dafd in den meisten Fillen eine polydisper-
se Verteilung der Masse der streuenden Partikel vorliegt, wird eine mittlere Masse
gemessen. Es mufS daher die Summe der Streubeitrdge aller Polymerisationsgrade
betrachtet werden. Hierfiir gilt

N o o
ARy _ L% g LR oM _ L NiMP M (2.12)

— = = ) = 0 — w .
Kc Yo Ci Yo Ci Yi—1 NiM;

wobei der Ausdruck ARy ;/K = c;M; verwendet wurde. Es liegt somit die soge-
nannte gewichtsmittlere (weight averaged) Molmasse M, vor.

2.1.3 Streuung an grofien Teilchen

Das bisher Besprochene gilt fiir Teilchen, die im Vergleich zur verwendeten Wellen-
lange Ag klein sind. Fiir Teilchen in der Groflenordnung von Ay, in der Praxis spricht
man von Teilchendurchmessern d > 2‘—8, kann die Annahme, daf3 die durch das ein-
fallende E-Feld induzierte Oszillation der Elektronen in Phase ist, nicht mehr auf-
recht erhalten werden. Es wird ein zusatzlicher Parameter notwendig, der die Aus-
wirkung der intramolekularen Interferenzen auf das gestreute Licht berticksichtigt.
Abbildung 2.1 zeigt die Streuung einer elektromagnetischen Welle an zwei Streu-
zentren i und j eines grofien Teilchens in der x-y-Ebene. Bei einem Streuwinkel von
8 = 0° (Vorwiértsstreuung) ist das gestreute Licht in der Referenzebene A noch in
Phase, da die Strecken OiA und OjA gleich grofi sind. Im Falle von 6 = 180° (Riick-
wartsstreuung) sind die Strecken OiO und OjO unterschiedlich grof, so dafi die

gestreuten Wellen in der Referenzebene O nicht mehr in Phase sind und durch de-
struktive Interferenz eine Abschwéchung der Streuinstensitét erfolgt. Fiir die Win-
kel 0° < 6 < 180° wird daher eine zunehmende Abschwichung der Streuintensi-
tat durch destruktive Interferenz in den entsprechenden Referenzebenen detektiert.
Um diese Winkelabhéngigkeit der Streuintensitdt zu berticksichtigen, wird der so-
genannte Formfaktor P(6) eingefiihrt
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\ 4

\ 4

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der intramolekularen Interferenz an grofsen Teil-
chen.

_ ARy

P(0) = AR,

(2.13)

wobei ARy das RAYLEIGH-Verhiltnis fiir den Winkel 6 und ARy das RAYLEIGH-
Verhiltnis fiir den Winkel § = 0° darstellt. Uber die winkelabhéngige Intensitts-
verteilung des Streulichtes, welche durch den Formfaktor beschrieben wird, liefert
das Streuexperiment also neben der Masse als weitere Information eine Aussage
tiber die Struktur der streuenden Teilchen. Wie in Abbildung 2.1 gezeigt, resultiert
der Formfaktor letztlich aus der Uberlagerung der von den Streuzentren ausgehen-
den E-Felder. Diese besitzen aufgrund der raumlichen Anordnung der Streuzentren
eine Phasendifferenz, die von der Geometrie des Teilchens abhéngt. Damit kann der
Formfaktor wie folgt dargestellt werden

1 N N
P(7) = ~7 L L exp(—iq7y) (2.14)
g

wobei 7;; der Abstandsvektor zweier Massenpunkte i und j und 4 der sogenannte
Streuvektor ist. Letzterer ist fiir jedes Streuexperiment von zentraler Bedeutung und
ergibt sich als Differenz des Wellenvektors der einfallenden Strahlung k; und des
Wellenvektors der gestreuten Strahlung ks

7=k —ks (2.15)

DEBYE [26] konnte zeigen, daff allgemein gilt
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1 & X sin(gry)
P(q) = — (2.16)
Nzi;]; qrij
mit
. 47 nim 0
= A Si (2> (2.17)

als Betrag des Streuvektors. Im allgemeinen zeigt P(q) eine komplexe Abhingigkeit
von g. Im Falle des Stabes und des statistischen Knéduels zeigen sich jedoch fiir grofie
g-Werte einfache Zusammenhange der Form

P(q) o q ' (Stab) (2.18)
P(q) o« g% (Knéuel) (2.19)

Durch Auftragung von qP(g) vs. g bzw. g>P(q) vs. g erhilt man also im entsprechen-
den Fall ein Plateau und somit bereits wichtige Information tiber die Geometrie der
streuenden Teilchen. Thren Entdeckern nach werden diese Art der Auftragungen
als HOLTZER- [27] und KRATKY-Plot [28] bezeichnet.

Der Zusammenhang zwischen der Struktur der Teilchen und dem winkelab-
hdngigen Intensitdtsverlauf ist vereinfacht in Abbildung 2.2 dargestellt. Das
Streuexperiment geht von der Struktur aus und liefert eine Intensitidtsverteilung,

realer Raum, Struktur inverser Raum, Formfaktor
10{
A —_~
O
>§< —> £ 05;
B
O 00)

0.00 0.02 0.04 0.06
q/ nm””’

Abbildung 2.2: Zusammenhang zwischen Struktur und Formfaktor. Weg A entspricht dem
Experiment, wohingegen Weg B die Interpretation der Streudaten wiedergibt. Weg B wird
als Losung des inversen Streuproblems bezeichnet. Die Berechnung eines Formfaktors aus der
Struktur, also Weg A, ist die Lisung des Streuproblems.

10



2.1 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

welche durch den Formfaktor beschrieben wird (A). Der Riickweg (B) entspricht
dann der Dateninterpretation. Es wird dabei ausgehend von der experimentellen
Streukurve auf die Struktur der zugrundeliegenden Teilchen geschlossen. Die
Berechnung der Intensitatsverteilung wird als Losung des Streuproblems bezeichnet,
wohingegen die Dateninterpretation die Losung des inversen Streuproblems darstellt
[29].

Die Beziehung zwischen der Anordnung der streuenden Teilchen und des Form-
faktors P(gq) ist durch eine Fouriertransformation der Dichte-Dichte-Korrelation der
streuenden Teilchen gegeben [29, 30, 31, 32]. Demnach gilt

P() e [ (o)) p(F +7)) exp(=id7) dF = F [(p(F)p(F' +7))]  (220)

Die Dichte-Dichte-Korrelation ist durch das dreidimensionale Faltungsquadrat der
Dichte der Streuzentren als Funktion des Ortes, p(7), gegeben

(o) o +7)) = [ p(F)p(F' +7)dF @21)

Aus der Anordnung der Teilchen kann also mit Hilfe von Gleichung 2.20 der Ver-
lauf der Intensitdt der gestreuten Strahlung und damit der Formfaktor berechnet
werden (Weg A in Abbildung 2.2). Gleichsam kann durch eine inverse Fouriertrans-
formation aus dem Formfaktor die Dichte-Dichte-Korrelation der streuenden Teil-
chen berechnet werden

(p(F")p(F' +7)) o | P(g)explif)d? = F 1 [P(g)] e22)

Diese liefert eine Aussage tiber die Anordnung der streuenden Teilchen und da-
mit tiber die Struktur (Weg B in Abbildung 2.2). Die Berechnung der Dichte-Dichte-
Korrelation nach Gleichung 2.21 liefert die Wahrscheinlichkeit dafiir, im Abstand
7 eines Teilchens wieder ein entsprechendes Teilchen zu finden. Bei Anwendung
von Gleichung 2.21 geht also ein Teil der strukturellen Information verloren. Fiir die
Berechnung des Formfaktors nach Gleichung 2.20 ist dieser Verlust irrelevant, da
die Zuordnung Struktur — Dichte-Dichte-Korrelation — Formfaktor nach wie vor
eindeutig ist (Weg A, Losung des Streuproblems). Hingegen ist die Bestimmung
der vollstindigen Struktur aus der Dichte-Dichte-Korrelation nicht mehr eindeutig,
da die Struktur einen hoheren Informationsgehalt besitzt, welcher durch die Kor-
relation vermindert wurde. Damit kann aber auch die Zuordnung Formfaktor —
Struktur nicht mehr eindeutig sein (Weg B, Losung des inversen Streuproblems).
Ein Streuexperiment kann also nicht die vollstiandige strukturelle Information lie-

11



2. GRUNDLAGEN

fern. Dieser Aspekt wird in der Auswertung der vorliegenden experimentellen Da-
ten eine Rolle spielen. Abbildung 2.3 zeigt die Situation etwas vereinfacht an einem
Beispiel.

—_———
?2
¢ —_———

Abbildung 2.3: Die (inverse) Streuproblematik an einem vereinfachten Beispiel.

Nach ZiMmM [33] ergibt sich unter Berticksichtigung des Formfaktors fiir die Streu-
ung von Licht an grofien Teilchen in Losung die Gleichung

Ke 1
ARy My P(6)

+2A5¢ (2.23)

Entwickelt man fiir kleine g den invertierten Ausdruck von Gleichung 2.16 in eine

Reihe, so gilt
1 q4 N N 5]6 N N 6

Hierbei ist der zweite Term dieser Reihe proportional zum Quadrat des sogenann-
ten Tragheitsradius Rg

(2.25)

NMZ
<o

der anschaulich den mittleren quadratischen Abstand 7 aller Teilchensegmente
vom Teilchenschwerpunkt wiedergibt. Ahnlich wie die Masse M bei polydispersen
Proben in eine gewichtsmittlere Masse M, {ibergeht, liegt ein gemittelter Tragheits-
radius vor. Hierbei handelt es sich um das zentrifugenmittlere Tragheitsradienqua-
drat

00 2102
2 Zi:l NiMz‘ Rg,i
&2 Y521 NiM?

(2.26)
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2.2 EXPERIMENTELLE GRUNDLAGEN

Daraus folgt fiir Gleichung 2.23 unter Vernachldssigung hoherer Glieder der Rei-
henentwicklung die endgiiltige Form

7R3

Kc <1 + 3 ) 1 EIZR§ Z

ARy T My =gy, T2 (2.27)
w w w

2.2 Experimentelle Grundlagen

221 Apparativer Aufbau

In Abbildung 2.4 ist der schematische Aufbau der verwendeten Lichtstreuap-
paratur gezeigt. Als Lichtquelle dient ein vertikal polarisierter Helium-Neon
Laser (Coherent, 31-2140) mit einer Wellenldnge von Ag = 632,8nm und einer
Ausgangsleistung von 35mW. Der Strahlengang wird tiber zwei Silberspiegel S
(Newport, 10D20ER.2) mit einer Reflektivitit R > 96 % um 180 ° umgelenkt, und
mit Hilfe zweier Irisblenden B (Newport, ID-0.5) justiert. Um ein moglichst kleines
Streuvolumen zu erhalten, wird der Strahl durch eine achromatische Dublettlinse A

He-Ne-Laser I S
Sh
Lichtleiter
Ch
I 1 I
1 | S
B A B
Verstarker
Lichtleiter |
1
Thermostat PC

Abbildung 2.4: Schema der zeitaufgelost messenden Lichtstreuapparatur. Sh: Shutter,
S: Spiegel, B: Blende, Ch: Chopper, A: achromatische Dublettlinse, G: Goniometer, K: Kii-
vette, LF: Lichtfalle
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2. GRUNDLAGEN

(Newport, PAC082) mit einer Transmission T > 95 % und einer Brennweite von
f = 300mm in das Zentrum des Goniometers G fokussiert, in der sich die zylin-
drische Kiivette (Helma, 10, 20 und 25mm Durchmesser, Quarzglas) mit der zu
untersuchenden Losung befindet. Das gestreute Licht wird winkelabhingig mit 38
Lichtleitern auf jeweils eine Photodiode geleitet. Diese liefern einen intensititsab-
hédngigen Strom, der nach einer Verstarkung als Mef3signal vorliegt [34].

Abbildung 2.5 zeigt das von BECKER und SCHMIDT [34] entwickelte Goniometer
in der Detailansicht. Es besteht aus dem eigentlichen Zellgehduse ZG mit einem
Eintrittsfenster EF fiir die Primédrstrahlung mit der Intensitdt I, und einem um
180° versetzten Austrittsfenster AF fiir die transmittierte Priméarstrahlung (reine
Vorwdrtsstreuung) mit der Intensitdat I. Zwischen dem Ein- und Austrittsfenster

aeEby,

I O a8
| g %}
’9 Iﬁ&'/\ 7ZG

Abbildung 2.5: Das Goniometer in Detailansicht. Der Ubersicht wegen ist nur jeder zweite

S5
Winkel eingezeichnet.

liegen mit einer linearen Aufteilung in sin? (%), das heifit sin® (97”) = n-0,05

mit n = 1,2,3,...,18, achsensymmetrisch jeweils 18 Winkel. Damit wird ein Win-
kelbereich von 25,84° bis 143,13° abgedeckt. Zusétzlich existiert ein weiterer
Winkel bei sin? 97” = 0,075 = 31,79° mit n = 1% . Insgesamt liegen damit
achsensymmetrisch zweimal 19, also 38 Winkel vor. Die einzelnen Winkel werden
mit Hilfe eines Winkelbegrenzers WB selektiert, so dafd die an den entsprechenden
Positionen im Zellgehduse installierten Lichtleiter nur den jeweiligen Winkelbe-
reich tatsdchlich detektieren konnen. Der Durchmesser der Lichtleiter betragt 1 mm,
so dafs eine vertikale Auflosung von ca. £0,8° gegeben ist. Der Primarstrahl
wird mit Hilfe der achromatischen Dublettlinse in das Zentrum des Goniometers
und der Kiivette fokussiert, wodurch sich Streuvolumina in der Grofienordnung
von 1072 mm3 ergeben. Das gesamte Goniometer ist mit Toluol gefiillt, um einen
storenden Brechungsindexsprung Luft-Kiivette zu verhindern und gleichzeitig die
Temperierung der Losung zu gewdihrleisten. Der zugdngliche Temperaturbereich
liegt aufgrund technischer Gegebenheiten der Goniometerkonstruktion wie z.B.

14



2.2 EXPERIMENTELLE GRUNDLAGEN

Dichtungen der Fenster etc. bei 10°C < T < 40 °C und wird mittels eines Wasser-
umlaufthermostaten (Haake, FK2P, £0, 5 °C) eingestellt.

Das winkelabhédngig detektierte Streulicht Iy wird durch Photodioden in einen in-
tensitadtsabhangigen Strom umgewandelt, welcher durch einen Vorverstirker in ein
Spannngssignal transformiert und mittels eines Lock-In-Verstarkers verstarkt wird.
Ein mechanischer Chopper mit 490 Hz wird fiir die Modulation des Laserstrahls be-
nutzt. Die Verwendung eines Multiplexers in Kombination mit einem A /D-Wandler
ermoglicht es, das Signal aller 38 Photodioden durch einen Microcontroller inner-
halb von 2ms sequentiell auszulesen (siehe Abbildung 2.6). Fiir detailliertere An-
gaben in Bezug auf die mechanische und elektronische Konstruktion sei an dieser
Stelle auf BECKER und SCHMIDT [34] verwiesen.

Bandpass- Lock-In
Photo- Filter Verstarker Multiplexer
diode
|
|
Vor- program- Tiefpass- b ||
verstarker mierbarer Filter !
Verstarker !
—vo| A/D-
Wandler
Referenzuhr

Abbildung 2.6: Blockdiagramm der Signalverarbeitung und -verstiarkung.

2.2.2 Mefidatenerfassung

Die gesamte Konstruktion ist fiir eine zeitaufgeloste Erfassung von Mefsidaten
konzipiert. Mit Hilfe der oben skizzierten elektronischen Datenverarbeitung
werden alle 38 Photodioden innerhalb von 2ms ausgelesen. Um die statistische
Genauigkeit einer Messung zu verbessern, wird {iber mehrere Datensétze gemittelt.
Erfahrungsgemaif liefert eine Mittelung von 1000 Streukurven, das entspricht
einer Mefidauer von 2 s, bei Signalstiarken ab dem zwei- bis dreifachen des Signals
von reinem Toluol, ein ausreichend gutes Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (S/N). Um
jeweils eine optimale Anpassung von Signalstarke und Zeitauflosung zu erreichen,
konnen prinzipiell eine bis maximal 4000 Streukurven fiir die Mittelung verwendet
werden. Fiir zeitlich unverdnderliche Systeme (vgl. Abschnitt 2.2.3) werden 4000
Streukurven (ca. 8 s Mefidauer) gemittelt. Die obigen Zeiten der Mefiwerterfassung
werden allerdings durch Be- und Verarbeitungsprozesse der Meflelektronik und
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2. GRUNDLAGEN

Mefisoftware um bis zu 10 s vergrofiert, so daf$ z. B. Messungen mit 1000 Mittelun-
gen tatsdchlich in einem Intervall von 15 s durchgefiihrt werden.

2.2.3 Durchfiihrung einer Lichtstreumessung

Samtliche Messungen in dieser Arbeit wurden in Losung durchgefiihrt. Da das Lo-
sungsmittel aufgrund von Dichtefluktuationen ebenfalls Streulicht aussendet, erge-
ben sich als interessierende Grofien die in Abschnitt 2.1.2 bereits eingefiihrte Net-
tostreuintensitiat Alyy bzw. das RAYLEIGH-Verhiltnis ARy, die nur noch das von
den gelosten Teilchen ausgesendete Streulicht berticksichtigen. In der praktischen
Durchfithrung wird zunachst das reine Losungsmittel vermessen und im Anschlufs
daran die Losung. Die Nettostreuintensitédt der gelosten Teilchen wird dann durch
Differenzbildung ermittelt. Fiir das RAYLEIGH-Verhiltnis ARy gilt dann

Algg 72 r?
- 10#92(62) = (Isﬂ,ges - ISG,LM) IOTZ(GZ) (2-28)
mit Iy ees und Isgrp als Streulichtintensititen der gesamten Losung und des
reinen Losungsmittels fiir den Streuwinkel 6. Es sei an dieser Stelle darauf hinge-
wiesen, daf$ die Einheit von ARy eine inverse Léange ist, da Is s und Ispm die
Intensitit des Streulichtes pro Einheitsvolumen der gesamten Losung bzw. des rei-
nen Losungsmittels darstellen und Iy lediglich die Intensitit der Priméarstrahlung ist.

Der fiir Gleichung 2.28 benotigte Ausdruck m
Parameter. Er wird durch eine Standardmessung mit Toluol bestimmt. Dafiir wird
das literaturbekannte RAYLEIGH-Verhaltnis von Toluol Ry, durch die Intensitat des

Streulichtes von reinem Toluol Iy 7,; dividiert

enthalt rein gerédtespezifische

72 RTol
: = 2.29
Io sin(0z)  Lsg ol (229
Daraus folgt fiir Gleichung 2.28
I —1
AR9 _ s0,ges s60,LM RTol (2‘30)

IsQ,Tol

Der Kontrastfaktor K in Gleichung 2.27 wird aufgrund der Verwendung von zylin-
drischen Streukiivetten durch einen Korrekturfaktor [35] modifiziert
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2.2 EXPERIMENTELLE GRUNDLAGEN

4772 dn\? [ng,)> A2 (dn\?
K=——n2, (= d =—— (— | n} 231
NA)\g LM (dc) (nLM> NA)Lg (dc) "Bad ( )
Korrektur faktor

Dabei ist np,; der Brechungsindex des Bades (hier Toluol), das die Kiivette umgibt.

Eine Messung erfolgt damit in drei Schritten:
1. Messung des Standards (in der vorliegenden Arbeit Toluol)
2. Messung des Losemittels
3. (zeitaufgeloste) Messung der zu untersuchenden Losung.

Vor der Vermessung des Standards wird der Dunkelstrom der Apparatur bestimmt
und im weiteren Verlauf von allen Messdaten abgezogen. Hierbei handelt es sich
um das von den Photodioden und der Elektronik gelieferte Signal bei geschlosse-
nem Strahlengang.

In Abhéngigkeit der vorliegenden Streuintensitidten von Standard, Losungsmittel
und Losung kann mittels eines Verstarkungsfaktors G ein optimales Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis eingestellt werden. Aus Gleichung 2.30 wird dann

G G
IsB,ges G;gé - IsG,LM GLT;/II

ARy = Rol (2.32)

IsQ,Tol

mit Gr,7, Gy und Gges als Verstarkungsfaktoren der Standard-, Losemittel- und Lo-
sungsmessung, die unabhédngig voneinander gewéahlt werden koénnen. Tabelle 2.1
zeigt die G-Faktoren und die entsprechenden Verstarkungen des Eingangssignals.

Tabelle 2.1: Verstarkungsfaktor G und die entsprechende Verstarkung des Eingangssignals

G Verstarkung G Verstarkung G Verstarkung
1 1 4 50 7 1000

2 5 5 100

3 10 6 500

Die Steuerung der Apparatur und die erste Verarbeitung der gesammelten Mefida-
ten erfolgt mit einer eigens geschriebenen Software auf Basis einer graphischen Pro-
grammiersprache (HP VEE 5.0). Diese liefert sowohl die Einstellung samtlicher Pa-
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2. GRUNDLAGEN

rameter wie K, ¢, Zeitauflosung, Mittelungen und Temperatur, als auch die Berech-
nung von ARy und allen dazugehorigen Grofien, sowie eine Online-Auswertung

nach Gleichung 2.27. Alle Mef3daten werden in Form von AK—RCG jeweils in einer Spalte

mit 38 Eintragen abgespeichert. Fiir zeitabhdngige Messungen werden die Daten-

blocke, durch Semikolon getrennt, ebenfalls in einer Spalte gespeichert.
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Abbildung 2.7: Benutzeroberfliche zur Steuerung der Lichtstreuanlage.
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Kapitel 3
Calixaren-Naphthyridin-Aggregation

In diesem und dem folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Aggregation von
2,6,8,12,14,18,20,24-Octahydroxy-4,10,16,24-tetra-n-undecylpyridin[4]aren (1) und
2-Amino-N 3—(n—unclecyl)—1,8—naph’cyridin—3-carboxarnicl (2) in 1,2-Dichlorbenzol als
Losungsmittel dargestellt und diskutiert.

3.1 Einfiihrende Bemerkungen

Die Verbindung 1 gehort zu den sogenannten Calix[n]arenen. Hierbei handelt es
sich um organische Verbindungen, welche aus n Arenen aufgebaut sind, die in einer
Anordnung stehen, welche an einen Kelch oder Bliitenkelch (Calyx [gr.-lat] der: Blii-
tenkelch) erinnert. Im vorliegenden Fall sind vier 2,6-Dihydroxypyridin-Einheiten
in der meta-Position tiber undecylsubstituierte Methylengruppen verkniipft (1).
In Abbildung 3.2 ist das Calix[4]aren (1) in zwei moglichen Konformationen rccc
(A) und rctt (B) schematisch dargestellt. Nach der Synthese von MATTAY [36] wird
ausschliellich das rccc-Konformer erhalten. Zusitzlich zeigt die 3C-NMR Spektro-

HO N\ OH ')
Undec
= AN AN N/
H
Z =
N N NH,
1 2

Abbildung 3.1: 2,6,8,12,14,18,20,24-Octahydroxy-4,10,16,24-tetra-n-undecylpyridin[4]aren
(1) und 2-Amino-N 3-(n-undecyl)-1,8-naphthyridin-3-carboxamid (2)



3. CALIXAREN-NAPHTHYRIDIN-AGGREGATION

rcce-Konformation rctt-Konformation
A B

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des verwendeten Calix[4]arens in zwei moglichen
Konformationen. Doppelbindungen, Hydroxygruppen und freie Elektronenpaare sind nicht
eingezeichnet. R=—(CH,);, — CH; (Undecyl)

skopie, daf$ in Losung neben dem Dihydroxypyridin auch noch die Pyridonform
vorliegt. Die Umwandlung von einer Konformation in die andere erfolgt dabei
analog zu einer Keto-Enol-Tautomerie [36]. Damit ergeben sich die in Abbildung
3.3 gezeigten Wechselwirkungsmoglichkeiten der beiden Komponenten in Form
multivalenter Wasserstoffbriickenbindungen. Beide Komponenten weisen sowohl
Donor- (D) als auch Akzeptorgruppen (A) auf, so dafs sich das Naphthyridin (2) als
eine AAD-Einheit [37] komplementdr zur DDA-Einheit des Calix[4]aren verhdlt.
Demnach sind zur vollstindigen Absittigung des Calix[4]arens vier Naphthyridin-
Molekiile notwendig [38].

Die gerichteten Wechselwirkungen auf molekularer Ebene sind sowohl im allgemei-
nen [39, 40] als auch im speziellen [41, 42, 43, 44] fiir eine Aggregation der ,Mono-
mere” von entscheidender Bedeutung. In der klassischen Polymerchemie [39] wird
diese Gerichtetheit durch funktionelle Gruppen erzielt, die im Zuge der Polymeri-
sation kovalente Bindungen zwischen den Monomeren ausbilden. In der Supramo-
lekularen Chemie [40, 45, 46] und besonders in der belebten Natur [47] sind diese
kovalenten Bindungen vielfach durch ,schwache” elektrostatische Wechselwirkun-
gen ersetzt. Diese Bindungen zeigen als Folge ihrer ,,Schwache” ein gewisses Maf3
an Reversibilitdt, die in vielfdltigen Bereichen der belebten Natur von Bedeutung
ist. Als prominentes Beispiel dafiir kann die Desoxyribonucleinsdure (DNS) ange-
sehen werden. Hier sind ebenfalls die komplementédren, multivalenten Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen Adenin-Thymin (2 H-Briicken) und Guanin-Cytosin
(3 H-Briicken) sowohl fiir den Zusammenhalt, als auch fiir das reversible Offnen
und SchliefSen der DNS verantwortlich.
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3.2 EXPERIMENTELLE ERGEBNISSE DER CALIXAREN-
NAPHTHYRIDIN-AGGREGATION

o (0]
Undec
Undec -
= Z
NN x>
AN NN A
H i : H

Undec

Abbildung 3.3: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Calix[4]aren und Naphthyridin.

Um ein besseres Verstandnis der experimentell beobachteten Aggregationen zu ge-
winnen, wird daher in Abschnitt 3.3.2 noch einmal auf die Wechselwirkungen zwi-
schen dem Calix[4]aren und dem Naphthyridin eingegangen.

3.2 Experimentelle Ergebnisse der Calixaren-
Naphthyridin-Aggregation

3.2.1 Praparation der Proben

2,6,8,12,14,18,20,24-Octahydroxy-4,10,16,24-tetra-n-undecylpyridin[4]aren (1, Ca-
lix[4]aren) und 2-Amino-N 3-(n-undecyl)-1,8-naphtyridin-3-carboxamid (2, Naph-
thyridin) wurden von Prof. Dr. Jochen Mattay (Universitit Bielefeld) zur Verfiigung
gestellt. Die Darstellung ist in [36] und [38] beschrieben. 1,2-Dichlorbenzol (pa,
Merck) dient in allen Streumessungen als Losungsmittel. Die Auswahl der fiir die
Lichtstreuung verwendeten Konzentrationen ist durch zwei systeminhérente Gren-
zen vorgegeben:

1. Die Konzentration muf$ so grofs sein, daf3 ein detektierbares Signal vorliegt,
dessen Signal-zu-Rausch-Verhdltnis eine Interpretation der Mefidaten zulaf3t.

2. Die Konzentration darf einen bestimmten Wert nicht tiberschreiten, da sonst
die Aggregation der Teilchen zu schnell verlduft und die Zeitauflosung der
Apparatur zu grob ist. In diesem Fall konnen bis zu dem Zeitpunkt, ab dem
das Signal so grofs wird, dafs es nicht mehr verarbeitet werden kann, nicht
geniigend Streukurven detektiert werden.
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3. CALIXAREN-NAPHTHYRIDIN-AGGREGATION

Der Konzentrationsbereich, welcher eine moglichst grofse Bandbreite abdeckt,
wurde empirisch ermittelt. Tabelle 3.1 gibt eine Ubersicht iiber die tatsdchlich
fir die Lichtstreumessungen eingesetzten Konzentrationen. Im Hinblick auf das
stochiometrisch optimale Verhiltnis von Calix[4]aren/Naphthyridin=1/4, wurden
zusitzlich Mischungen mit molaren Verhiltnissen von 1/3 und 1/5 angesetzt, um
den Einflufs auf die Aggregation zu untersuchen.

Tabelle 3.1: Die verwendeten Konzentrationen der Calix[4]aren-Naphthyridin-
Aggregation. (Calix[4]aren 1, Naphthyridin 2)

Stochiometrie 1:3 Stochiometrie 1:4 Stochiometrie 1:5
1 2 c 1 2 c 1 2 c
[10-3M] [1073M] [g/L] [1073M] [103M] [g/L] [103M] [1073M] |[g/L]
5,0 15,0 5,44 5,0 20,0 6,34 - - -
5,5 16,5 5,99 5,5 22,0 6,97 - - -
6,0 18,0 6,54 6,0 24,0 7,61 6,0 30,0 8,68

Die Komponenten werden zunéichst einzeln in mit Schraubdeckeln verschliefSbaren
Glasflaschchen in 5mL 1,2-Dichlorbenzol bei 100 °C gelost. Um eine Oxidation der
Substanzen zu verhindern, erfolgt der Losevorgang unter einer Argonatmosphare.
Nach ca. 40 — 50 min liegen dann zwei klare Losungen vor. Diese werden anschlie-
flend heifd in eine 20 mL Kunststoffspritze aufgezogen und durch einen 0,2 um
PTFE-Filter (Macherey und Nagel) in die bereits eingesetzte Streukiivette filtriert.
Der Filter wird zuvor mit ca. 5mL der Mefslosung konditioniert.

3.2.2 Mefiparameter

Samtliche Messungen werden in zylindrischen Quarzglaskiivetten (Hellma) mit
25mm Durchmesser durchgefiihrt. Aufgrund des gewdhlten Konzentrationsberei-
ches wird mit einer Mittelung von 1000 Streukurven (entspricht einer Mefzeit von
25) bei einem Meflintervall von 155 gearbeitet. Die Temperatur des Goniometers
betragt in allen Féllen 25°C.

Fiir das Brechungsindexinkrement dd—’g wird ein Wert von 0,1mL/g angenommen,
da keine Daten hierfiir vorliegen. Die aus den Streukurven ermittelten Molmassen
stellen daher keine absoluten, sondern nur relative Massen dar. Der Brechungsindex
des 1,2-Dichlorbenzols betragt 1,551 bei 25 °C [48].
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3.2.3 Auswertung und Ergebnisse der zeitaufgelosten
Lichtstreumessungen

3.2.3.1 Auswertungsprozedur

In Abbildung 3.4a ist exemplarisch eine Streukurve aus einer zeitaufgelosten Licht-
streumessung gezeigt (1:4 Stochiometrie, c = 7,61 g/L, t = 45min). Aufgrund der
starken Abweichung von einem linearen Verhalten ist eine Auswertung nach ZimM,
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Abbildung 3.4: ZIMM-Plot (a) und BERRY-Plot (b) einer Streukurve.
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3. CALIXAREN-NAPHTHYRIDIN-AGGREGATION

das heifit die Anwendung der linearen Gleichung 2.27 zur Bestimmung der Mol-
masse und des Tragheitsradius, nicht moglich. In diesem Fall kann eine Linearisie-
rung dadurch erzielt werden, dafs nach BERRY [49] die Wurzel des Quotienten AK_RCG
gegen ¢> aufgetragen wird. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.4b dargestellt. Die nach
BERRY modifizierte Gleichung 2.27 lautet dann

1 2712 %
Kc \2 1 q Rgz
e Gy 3.1
(AR9> (Mw T aM, 2C> G0

Allgemein mufd zur Bestimmung der Molmasse und des Tragheitsradius aus der
Geradengleichung 3.1 das Grenzverhalten der Gleichung fiir c — Ound g — 0
betrachtet werden [33], [49]

1 1
C(Ke\T [ 1)\
i (sw,) = (o) >
%
0 Ke RZ
lim (;1;) S 2 (33)
g 1 6M3

Fiir ein sich mit der Zeit &nderndes System kann die Extrapolation ¢ — 0 nicht
durchgefiihrt werden, so dafi die erhaltenen Molmassen nur apparente Werte dar-
stellen. Hinzu kommt die numerische Unsicherheit des Brechungsindexinkrements
fiir das vorliegende System, so dafs bereits im Vorfeld keine absoluten Molmas-
sen erhalten werden konnen. Die ermittelten Tragheitsradien hingegen stellen
Absolutwerte dar, da sich hier die numerische Unsicherheit bei der Bestimmung
herauskiirzt. Eine vollstindige Linearisierung der Mefskurve iiber den gesamten
g-Bereich ist nicht moglich, da der Formfaktor P(g) der zugrundeliegenden Teilchen
durch einen relativ komplexen mathematischen Sachverhalt wiedergegeben wird.
In den meisten Fillen ist daher fiir grofiere g-Werte immer eine Abweichung vom
linearen Verlauf vorhanden (vgl. Abbildung 3.4b). Aus diesem Grund wird fiir
die Auswertung der Calix[4]aren-Naphthyridin-Aggregation in 1,2-Dichlorbenzol
als Losungsmittel ein g-Bereich von 8,433 - 103 nm! < g < 1,687 - 10" 2nm1,
das entspricht dem zweiten bis siebten Winkel der Apparatur, verwendet. Der
lineare Fit dieses Bereiches mit einer Extrapolation auf g = 0 ist in Abbildung 3.4b
eingezeichnet. Nach Gleichung 3.2 und 3.3 wird hieraus die Masse und die Grofse
der aggregierenden Teilchen zu dem entsprechenden Zeitpunkt bestimmt. Der
vollstandige zeitliche Verlauf der zu Abbildung 3.4 gehdrenden Aggregation ist in
Abbildung 3.5 gezeigt.
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Abbildung 3.5: Zeitabhdngige Darstellung der Streukurven einer Calix[4]aren-
Naphthyridin-Aggregation bei einer 1:4 Stochiometrie und ¢ = 7,61¢/L (Auftragung
der MeBkurven nach BERRY [49]). Der Ubersicht wegen sind nicht alle Streukurven
eingezeichnet.

Fiir sehr kleine Teilchen, wie sie zu Beginn einer Aggregation vorliegen, ist das S/N-
Verhiltnis relativ schlecht, so daf$ eine Extrapolation iiber einen begrenzten Winkel-
bereich einen sehr grofien Fehler liefern wiirde. Aus diesem Grund weicht die Aus-
wertung der frithen Kinetik von der oben skizzierten ab und wird folgendermafien
durchgefiihrt:

e Im Falle von ,Kurven” ohne erkennbare Winkelabhédngigkeit wird aus den
38 AK—RCG-Werten ein Mittelwert gebildet und somit die relative Molmasse der

Teilchen bestimmt. Da die Steigung null ist, liegt kein Tragheitsradius vor.

e Liegt hingegen eine schwache Winkelabhidngigkeit der MefSpunkte vor, so
wird der gesamte g-Bereich zur linearen Regression genutzt und daraus die
relative Molmasse sowie der Tragheitsradius bestimmt. Als untere Mefigrenze
des Tragheitsradius kann ein Wert von ca. 20 nm angegeben werden.

25



3. CALIXAREN-NAPHTHYRIDIN-AGGREGATION

In den beiden folgenden Abschnitten sind die auf diese Weise ermittelten Molmas-
sen und Tragheitsradien in Abhdngigkeit von der Aggregationszeit ¢ aufgetragen.
Um die entsprechenden Aggregationskinetiken miteinander vergleichen zu konnen
ist die Definition eines Startpunktes t; notwendig. Hierfiir wurde jeweils der Zeit-
punkt gewdhlt, zu welchem die getrennt angesetzten Losungen zusammengefiihrt
wurden (vgl. Abschnitt 3.2.1). Fiir Zeiten t > 60 min setzt bei den hoheren Konzen-
trationen eine nicht mehr zu vernachldssigende Triibung der Losung ein, so daf$ bis
ca. t = 50 min in allen Féllen eine klare Losung vorliegt und keine Mehrfachstreu-
ung die Ergebnisse beeinfluf3t.

3.2.3.2 1:4 Stochiometrie

Abbildung 3.6 zeigt die Aggregation von drei 1:4 Stochiometrien mit unterschiedli-
chen Konzentrationen (siehe Tabelle 3.1). Aufgetragen ist in 3.6a der nach Gleichung
3.3 ermittelte Tragheitsradius R, . in Abhéngigkeit von der Zeit t. Abbildung 3.6b
zeigt bei gleicher Zeitachse die nach Gleichung 3.2 bestimmten Molmassen My,. Alle
drei Konzentrationen zeigen in der doppellogarithmischen Auftragung sowohl fiir
Ry, als auch fiir My, nach einer Lagphase von ca. 6 — 7 min eine ansteigende Kur-
ve, die im weiteren Verlauf ein von der Konzentration abhéngiges Abknicken zeigt.
Mit steigender Konzentration werden sowohl die Tragheitsradien, als auch die Mol-
massen grofier. Nach ca. 50 min werden Teilchengrofien von 125 bis 175 nm erreicht.
Die entsprechenden relativen Molmassen liegen in einem Bereich von 8,7 - 10° bis
3,3-107 ¢/mol. In der Lagphase werden relative Molmassen von 5000 g /mol ermit-
telt, wobei die Tragheitsradien unterhalb der Mefigrenze von ca. 25 nm liegen.

3.2.3.3 1:3 Stochiometrie

In Abbildung 3.7 ist die Aggregation von drei 1:3 Stochiometrien mit unterschiedli-
chen Konzentrationen (siehe Tabelle 3.1) dargestellt. Es ist wiederum der nach Glei-
chung 3.3 ermittelte Tragheitsradius R, . und die nach Gleichung 3.2 ermittelte rela-
tive Molmasse M, in Abhdngigkeit von der Zeit t aufgetragen. Alle drei Konzentra-
tionen zeigen in der doppellogarithmischen Auftragung sowohl fiir R,  als auch fiir
My, ein analoges Verhalten zur 1:4 Stochiometrie. Nach ca. 50 min werden Teilchen-
grofien von 90 bis 140 nm und relative Molmassen von 2,0 - 10° bis 1,0 - 107 g/mol
erreicht. In der Lagphase von ca. 7 — 10 min werden relative Molmassen zwischen
5000 und 8000 g/ mol ermittelt. Die Tragheitsradien liegen unterhalb der Mefigrenze
von ca. 25 nm.
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Abbildung 3.6: Aggregation dreier 1:4 Stochiometrien in 1,2-Dichlorbenzol mit Gesamtkon-
zentrationen von 7,61 ¢/L (), 6,97¢/L (A) und 6,34g/L (V). Alle Messungen wurden

bei 25 °C durchgefiihrt.
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Abbildung 3.7: Aggregation dreier 1:3 Stochiometrien in 1,2-Dichlorbenzol mit Gesamtkon-
zentrationen von 6,53 ¢/L (M), 6,00¢/L (A) und 5,45 ¢/L (V). Alle Messungen wurden bei
25 °C durchgefiihrt.
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Abbildung 3.8: Aggregation einer 1:3, 1:4 und 1:5 Stochiometrie in 1,2-Dichlorbenzol mit
Gesamtkonzentrationen von 6,54 ¢/L (®),7,61 ¢g/L (H) und 8,68 g/L (x). Alle Messungen
wurden bei 25 °C durchgefiihrt.

3.2.3.4 1:3/1:4/1:5 Stochiometrie

Abbildung 3.8 zeigt die Aggregation bei drei unterschiedlichen Stochiometrien in
1,2-Dichlorbenzol bei 25 °C mit gleichbleibender Calix[4]aren-Konzentration (siehe
Tabelle 3.1). Der nach Gleichung 3.3 ermittelte Tragheitsradius R, ., und die nach
Gleichung 3.2 ermittelte relative Molmasse My, sind in Abhédngigkeit von der Zeit
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3. CALIXAREN-NAPHTHYRIDIN-AGGREGATION

t aufgetragen. Alle drei Stochiometrien, sowohl die Reproduktionen der 1:3 und 1:4
Stochiometrien, als auch die 1:5 Stochiometrie, zeigen in der doppellogarithmischen
Auftragung fiir Rq; und My, das aus den vorherigen Messungen (Abbildungen 3.6
und 3.7) bereits bekannte Verhalten. Die 1:5 Mischung weist dabei eine deutlich klei-
nere Abweichung (Beschleunigung der Kinetik) von der 1:4 Stochiometrie auf als
die 1:3 Mischung (Verlangsamung der Kinetik).
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3.3 Diskussion der Calixaren-Naphthyridin-
Aggregation

3.3.1 Auswertung und Diskussion der experimentellen Daten

Aufgrund der zeitaufgelosten Messung von Rg. und M, konnen zunichst die
Einfliisse der Stochiometrie und der Konzentrationen auf den kinetischen Verlauf
bestimmt werden. In den Abbildungen 3.9a und b zeigt sich zunéchst fiir die 1:4
und 1:3 Stochiometrie, dafs mit zunehmender Konzentration im gleichen Zeitraum
grofiere Teilchen und Massen erreicht werden, die Aggregation also im untersuch-
ten Zeitfenster mit steigender Konzentration schneller ablduft. Der Vergleich der
Stochiometrien in Abbildung 3.9c liefert fiir die 1:4 und 1:5 Mischungen die grofie-
ren Teilchen und Massen im Vergleich zur 1:3 Mischung. Auffallend ist hierbei, daf3
zwischen der 1:4 und 1:5 Stochiometrie praktisch nur ein geringer Unterschied im
Einsetzen der Kinetik besteht, Grofse und Masse der Teilchen aber nahezu identisch
sind . Da die Konzentration der Calix[4]aren-Komponente in allen Fallen gleich
grof3 ist (vgl. Tabelle 3.1), konnen die entsprechenden Kurven direkt miteinander
verglichen werden.

Eine quantitativere Betrachtung und ein Vergleich mit zwei weit verbreiteten Ag-
gregationsmodellen, ndmlich der diffusions- und reaktionskontrollierten Clusterag-
gregation, kann fiir die doppellogarithmische Auftragung von R . vs. t durchge-
fiihrt werden. In Abbildung 3.9 sind die untersuchten Stochiometrien dargestellt.
Hier zeigt sich fiir das Anfangs- und Endstadium im betrachteten Zeitfenster ein
linearer Zusammenhang in der doppellogarithmischen Darstellung, der durch ein
Exponentialgesetz der Form

Rg, o t* (3.4)
beschrieben werden kann. Die einzelnen Exponenten sind in Tabelle 3.2 zusammen-
gefafit. Es lassen sich folgende Trends feststellen:

1. Die Anfangssteigung nimmt mit steigender Konzentration zu.
2. Die Steigung fiir t > 40 min nimmt mit steigender Konzentration ab.

3. Die 1:4 und 1:5 Stochiometrie zeigen praktisch einen identischen kinetischen
Verlauf .

IFiir die Messungen in Abbildung 3.9¢ ist im Vergleich zu den restlichen Messungen eine andere
Naphthyridin-Charge eingesetzt worden.
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Abbildung 3.9: a: 1:4 Stochiometrien mit 7,61 ¢/L(0), 6,97 ¢/L(A) und 6,34 g/L(V) Ge-
samtkonzentration; b: 1:3 Stochiometrien mit 6,53 ¢/L(M), 6,00¢/L(A) und 5,45¢/L(V)
Gesamtkonzentration; c¢: Unterschiedliche Stéchiometrien mit 1:5 / 8,68¢/L(x), 1:4 /
7,61¢/L(B) und 1:3 / 5,45¢/L(®) (Konzentrationen ebenfalls als Gesamtkonzentration).
Fiir die hochste Konzentration ist jeweils die Anfangs- und Endsteigung eingezeichnet.

Diese Grenzfille lassen sich anhand ihres exponentiellen Verhaltens direkt mit
der bereits erwdhnten diffusioskontrollierten Clusteraggregation (diffusion limited
cluster aggregation, DLCA) vergleichen. Bei der DLCA kénnen nicht nur Monome-
re, sondern, wie der Name schon sagt, auch Cluster mit unterschiedlicher Anzahl
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Tabelle 3.2: Exponenten der Auftragung R, vs. t fiir die untersuchten Stochiometrien und
Konzentrationen in der Anfangs- und Endphase der Aggregation.

Stochiometrie 1:4 Stochiometrie 1:3 Stochiometrie 1:5

c [g/L] TAnfang T>40min € [g/L] TAnfang TU>40min € [g/L] TAnfang  Tt>40min
7,61 3,16 0,19 6,53 2,98 0,32
6,97 2,84 0,21 6,00 2,37 0,40
6,34 0,93 0,25 5,45 2,14 0,44

7 61 346 0,221 6,54 1,91 0,41 8,68 314 0,20

(1)Tt230 mins (2) Tt220 min

von Monomeren aggregieren. Dabei ist allein die Diffusion der Teilchen fiir den
Aggregationsprozess ausschlaggebend, da jeder Kontakt zu einer Clusterbildung
fihrt. Fiir den Exponenten wird hier ein Wert von T = 1/1,8 = 0,56 gefunden
[50, 51]. Es handelt sich hierbei um die inverse fraktale Dimension des Clusters. Ein
Vergleich mit den experimentellen Werten in Tabelle 3.2 zeigt, dafy weder zu Beginn,
noch zum Ende der Aggregation eine Ubereinstimmung mit dem DLCA-Modell ge-
funden wird. Innerhalb der ersten Minuten sind die experimentellen Werte deutlich
grofler als 0,56, wohingegen in der Endphase signifikant kleinere Werte vorliegen.
Das DLCA-Modell 143t sich also auf die Calix[4]aren-Naphthyridin-Aggregation fiir
die untersuchten Stochiometrien und Konzentrationen nicht anwenden. Bei der re-
aktionskontrollierten Clusteraggregation (reaction limited cluster aggregation, RL-
CA) fiihrt nicht jeder Kontakt von Teilchen zu einer Ausbildung von Clustern. Fiir
diesen Fall findet man ein Exponentialgesetz der Form [51, 52]

Rg,z I~ econst-t (3.5)

was ebenfalls nicht beobachtet wird. Damit kann auch dieses Aggregationsmodell
nicht auf den vorliegenden Fall iibertragen werden.

Lassen sich die beobachteten Kinetiken auch nicht direkt einem bestimmten Mecha-
nismus oder Modell zuordnen, so kann doch aufgrund des in allen Fillen gleichen
Verlaufs eine Aussage iiber die entstehenden Teilchen gemacht werden. Am Anfang
bilden sich relativ schnell grofse Teilchen aus, wobei dann allerdings in allen Fillen
ein starke Verlangsamung der Radienzunahme eintritt. Dies 143t sich damit erkla-
ren, daff die am Anfang entstandenen Strukturen kompakter werden, z. B. durch
Einbau von Monomeren im ,, Inneren” der entstehenden Aggregate, und dadurch im
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weiteren Verlauf langsamer an Grofle zunehmen. Weitere Informationen tiber den
Wachstumsmechanismus und die Struktur der entstehenden Teilchen selbst kon-
nen aus einer Auftragung des Tragheitsradius gegen die entsprechende Molmasse
ermittelt werden. Fiir selbstdhnliche Systeme gilt das folgende Exponentialgesetz

Rgz oc MY (3.6)

Die bekanntesten Beispiele sind hier Stabchen mita« = 1,0, Kndule mita = 0,5—-0,6
[39] und Kugeln mit & = 0, 33. Cluster nach DLCA und RLCA besitzen ein a von
0,57 [50, 51] und 0,48 [51, 52]. In den Abbildungen 3.10, 3.11 und 3.12 sind die
entsprechenden Auftragungen fiir die untersuchten Calix[4]aren-Naphthyridin-
Aggregationen dargestellt. Ein durchgédngiges Exponentialverhalten kann lediglich
fiir die kleinste Konzentration sowohl bei der 1:4 als auch bei der 1:3 Stéchiometrie
mit &« = 0,19 und a = 0,23 festgestellt werden. Alle anderen Konzentrationen
weisen zwei Bereiche mit unterschiedlichen Exponenten auf. Die 1:4 Mischungen
liefern Exponenten zwischen 0,12 und 0,36. Im Fall der 1:3 Mischungen wird
ein Bereich von 0,18 bis 0,42 abgedeckt. Die 1:5 Stochiometrie liefert Exponenten
von 0,14 und 0,37. In Tabelle 3.3 sind alle Werte aufgelistet. Demnach sind die
experimentellen Exponenten fiir die Endphase der Aggreagation deutlich kleiner,
als man es fiir die oben genannten Systeme erwarten wiirde. Lediglich fiir die
Anfangsphase konnen mit Exponenten zwischen 0,29 und 0,42, und hier auch nur
fiir die hoheren Konzentrationen, Werte im Bereich fiir Kugeln erreicht werden.

DLCA und RLCA koénnen also auch von dieser Seite aus als mogliche Modelle der
Calix[4]aren-Naphthyridin-Aggregation ausgeschlossen werde. Die Diskussion der
anderen selbstdhnlichen Modelle mufi allerdings etwas vorsichtiger gehandhabt
werden. Generell ist in Betracht zu ziehen, dafd das Wachstum bereits vorhandener

Tabelle 3.3: Exponenten der Auftragung R, . vs. My, fiir die untersuchten Stochiometrien
und Konzentrationen.

Stochiometrie 1:4 Stochiometrie 1:3 Stochiometrie 1:5
clg/Ll & clg/L]  «  clg/l]  a

761 033 012 653 042 0,18
697 029 014 6,00 038 0,19
6,34 0,19 5,45 0,23

761 036 014 654 033 020 868 037 0,14
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Abbildung 3.10: Auftragung der Tragheitsradien in Funktion der Molmasse fiir die 1:4 Sto-
chiometrien mit Gesamtkonzentrationenvon 7,61 ¢/L ((0),6,97¢/L (A)und 6,34 g/L (V).
Die eingezeichneten Geraden stellen Exponentialgesetze fiir Monomer-Aggregatgemische
von Stab (1), Knduel (2) und Kugel (3) dar.

Aggregate durch Verbrauch von Monomeren erfolgt. Demnach liegt in Abhingig-
keit von der Zeit eine Mischung aus Monomeren und bereits gebildeten Aggregaten
VOr.
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Abbildung 3.11: Auftragung der Tragheitsradien in Funktion der Molmasse fiir die 1:3 Sto-
chiometrien mit Gesamtkonzentrationen von 6,53 ¢/L (M), 6,00¢/L (A) und 5,45¢/L (V).
Die eingezeichneten Geraden stellen Exponentialgesetze fiir Monomer-Aggregatgemische
von Stab (1), Knduel (2) und Kugel (3) dar.

Im vorliegenden Fall ist nur die Gesamtkonzentration ¢ bekannt, die sowohl
Monomer als auch Aggregat beinhaltet (also die gesamte Einwaage). Gleichung
3.2 liefert folglich die gewichtsmittlere Molmasse M; des Gemisches aus den
noch vorhandenen Monomeren und den bereits gebildeten Aggregaten. Da die
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Abbildung 3.12: Auftragung der Tragheitsradien in Funktion der Molmasse fiir unter-
schiedliche Stochiometrien mit 1:5 / 8,68 ¢/L (%), 1:4 /7,61¢/L (B) und 1:3 / 5,45¢/L (®)
(Konzentrationen ebenfalls als Gesamtkonzentration). Die eingezeichneten Geraden stellen
Exponentialgestze fiir Monomer-Aggregatgemische von Stab (1), Knéuel (2) und Kugel (3)
dar.

Exponentialgesetze fiir die obigen selbstdhnlichen Modelle Stab, Knduel und Kugel
sich aber nur auf reine Aggregate beziehen, wadren demnach fiir einen direkten
Vergleich die separaten Konzentrationen von Monomer und Aggregat zu jedem
Zeitpunkt notwendig [53], welche aber nicht zur Verfiigung stehen.

Um den Einfluff der Monomeren zu quantifizieren, wurden fiir die Modellsys-
teme Stab, Knduel und Kugel jeweils R¢.- und My-Werte zu verschiedenen
Aggregationszeiten berechnet. Dabei wurde ein Monomeradditionsmechanismus
zugrunde gelegt, das heifst das Aggregat wichst ausschlieSlich durch Addition
von Monomereinheiten. In Abbildung 3.13 sind die Ergebnisse der Simulation fiir
den monodispersen Fall von Stab, Knduel und Kugel, sowie die entsprechenden
Linearfits ab einem Umsatz von 10 % dargestellt. Die Exponenten entsprechen hier-
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Abbildung 3.13: Theoretische Abhdngigkeit der Tragheitsradien von der Molmasse unter
Berticksichtigung des Monomeranteils fiir monodisperse Aggregate. Die eingezeichneten
Geraden entsprechen Linearfits fiir einen Bereich von 10 bis 100 % Umsatz. Polydispersitat
fuhrt zu einer Parallelverschiebung der Kurven. Stab (LJ), Knduel (A), Kugel (V).

bei der Halfte derjenigen, welche fiir reine Aggregate vorliegen. Dies gilt ebenso
tiir den polydispersen Fall, der ebenfalls berechnet wurde. Allerdings liegt hier ein
Parallelversatz der Kurven zu grofieren Tragheitsradien vor, der fiir die Exponenten
unerheblich ist und somit fiir die weitere Diskussion nicht berticksichtigt werden
muf3. Fiir eine detaillierte Beschreibung der Simulation sei auf den Anhang verwie-
sen. Tabelle 3.4 gibt eine Ubersicht iiber die ermittelten Exponenten mit und ohne
Berticksichtigung der Monomeren. Zum besseren Vergleich von experimentellen
und simulierten Steigungen sind in den Abbildungen 3.10, 3.11 und 3.12 auch die
berechneten Kurven der Monomer-Aggregatgemische eingezeichnet. Es zeigt sich
deutlich, dafs selbst unter Beriicksichtigung des Monomeranteils die Exponenten
der Calix[4]aren-Naphthyridin-Aggregation nicht richtig wiedergegeben werden
konnen. Fiir das Stabmodell sind alle experimentellen Werte zu klein. Im Fall des
Kné&uelmodells liegt lediglich fiir die kleinste Konzentration der 1:3 Stochiometrie
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Tabelle 3.4: Exponent « fiir reine Aggregate und Monomer-Aggregatgemische.

Stab Knéuel Kugel
XAger. XAggr.+Monom. XAger. XAggr.+Monom. XAggr. &XAggr.+Monom.
1,0 0,50 0,60-0,50  0,30-0,25 0,33 0,17

mit & = 0,23 eine relativ gute Ubereinstimmung zwischen Experiment und Theorie
vor. Die restlichen experimentellen Kurven decken mit 0,12 < a < 0,20 einen
Bereich ab, in dem sich auch das Kugel-Monomermodell befindet. Allerdings
1463t die grofle Spanne von 0,12 bis 0,20 keine eindeutige Zuordnung zu letzterem
Modell zu. Vielmehr kann an dieser Stelle nur die Aussage getroffen werden, dafs
aufgrund der kleinen Exponenten zum Ende des beobachteten Zeitfensters relativ
kompakte Strukturen entstehen.

Weitere Informationen {iiber die Struktur der im Laufe der Aggregation entstehen-
den Teilchen kdnnen aus den entsprechenden Formfaktoren gewonnen werden (sie-
he Abschnitt 2.1.3). Um die Vergleichbarkeit zwischen Theorie und Experiment zu
vereinfachen, wird in allen Darstellungen des Formfaktors eine Auftragung gegen
die dimensionslose Variable u mit

u = q . Rg,Z (37)

gewdhlt. Da bei der Aggregation der Tragheitsradius wachst, werden dementspre-
chend mit der Zeit auch grofiere u-Werte erreicht. Der g-Bereich bleibt natiirlich
konstant. Fiir selbstdhnliche Systeme wie z.B. Stab, Knduel oder Kugel fallen die
Kurven bei unterschiedlichen Trdgheitsradien zu einer Gesamtkurve zusammen.
Abbildung 3.14a zeigt dies fiir die oben genannten selbstdhnlichen Systeme, sowie
fiir drei experimentelle Kurven in Form der KRATKY-Auftragung u?P vs. u (siehe
Abschnitt 2.1.3). Letztere sind der hochsten Konzentration der 1:4 Stochiometrie
zu verschiedenen Zeiten entnommen. Keines der selbstahnlichen Modelle Stab (1),
Knéuel (2) und Kugel (3) gibt den experimentellen Verlauf korrekt wieder. Weiter-

hin bilden die experimentellen Kurven bis zu einem g-Wert von 2,5 - 10~ 2 nm !

eine ,,Masterkurve” mit einem Maximum bei u ~ 2,5 aus. Fiirg > 2,5 - 10 2nm!

zeigt sich jeweils ein Aufknicken der Streukurven.

Vor der weiteren Strukturanalyse soll an dieser Stelle noch auf einen moglichen
Einfluf3 des Ausgeschlossenen Volumens also des A-Wertes auf die Streukurven

39



3. CALIXAREN-NAPHTHYRIDIN-AGGREGATION

eingegangen werden. Prinzipiell kann nur gesagt werden, daff aufgrund des
unbekannten Umsatzes der Einflufs des A,-Wertes sehr schlecht abzuschitzen ist.
Allerdings sollte er aufgrund der Tatsache, daf} eine Aggregation vorliegt, ohnehin
nur einen geringen Einfluff haben. Der Aj-Wert wird daher im Folgenden nicht
weiter berticksichtigt.

Das in Abbildung 3.14a beobachtete Maximum liefert weitere Hinweise zur Struktur
der Calix[4]aren-Naphthyridin Aggregate. Nach BURCHARD [54] wird ein solches
Maximum durch verzweigte Strukturen begriindet. In [55] ist eine Ubersicht tiber
verschiedene Moglichkeiten der Verzweigung und deren Einflufy auf das Streuver-
halten der Teilchen gegeben. Folgende Modelle lassen sich hierbei diskutieren:

e Sterne mit f Armen und einer monodispersen Armlangenverteilung [56, 57],
e Sterne mit f Armen und einer polydispersen Armldngenverteilung [58],

e statistisch verzweigte f-funktionelle Polykondensate (A;-Typ) [59],

e nicht-statistisch verzweigte Polykondensate (ABC- und ABB-Typ) [54, 60],

e dendritisch verzweigte Microgele (Soft-Sphere) [61].

Die Unterscheidung der obigen Verzweigungstypen ist nach BURCHARD [54, 55]
durch eine KRATKY-Darstellung des Formfaktors moglich. Demnach besitzen so-
wohl sternférmig verzweigte Teilchen als auch solche vom Typ der nicht-statistisch
verzweigten Polykondensate und dendritisch verzweigten Microgele im KRATKY-
Plot ein Maximum. Die Position des Maximums hédngt dabei vom Modell und vom
Verzweigungsgrad ab.

Teilchen vom Typ der statistisch verzweigten Polykondensate zeigen im KRATKY-
Plot kein Maximum, da die durch die Verzweigung bedingte Ausbildung eines
Maximums durch die hohe Polydispersitit der Molmassenverteilung vollstindig
kompensiert wird [55, 62]. Die Streukurve von Sternen mit monodispersen Armen
und einer Armzahl von f = 3 zeigt zwar eine korrekte Beschreibung bis ca. u = 2,6,
liefert aber noch kein Maximum. Erst fiir grofiere Armzahlen bildet sich ein
Maximum aus, welches allerdings bei signifikant kleineren u- und u?P(u)-Werten
auftritt als das der experimentellen Kurven. Gleiches gilt fiir den Kurvenverlauf
dendritischer Microgele. Teilchen mit einer Generation besitzen den gleichen
Kurvenverlauf wie monodisperse Sterne mit f = 3. Fiir grofiere Generationszahlen
bildet sich relativ zu den Mefiwerten ein zu tiefes Maximum aus. Die beiden zuletzt
diskutierten Modelle sind in Abbildung 3.14b eingezeichnet (Kurve (1)).
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Abbildung 3.14: (a) KRATKY-Plot dreier Streukurven der 1:4 Stochiometrie mitc = 7,61 g/L
zu drei unterschiedlichen Aggregationszeiten t = 15 (<), 25 (¢) und 45 min (>). Alle Kurven
zeigen fiir g > 2,5- 1072 nm ! ein Aufknicken. Als Vergleich sind die theoretischen Kurven
fiir Stab (1), Knéduel (2) und Kugel (3) eingezeichnet. (b) Gleiche Abbildung wie unter (a),
allerdings nur fiir ¢ < 2,5- 1072 nm~!. Eingezeichnet sind die theoretischen Kurven fiir
monodisperse Sterne mit einer Armzahl f = 3 (identisch mit dendritischem Microgel mit
einer Generation) (1), sowie polydisperse Sterne mit einer Armzahl von f = 25 (2).

Betrachtet man Sterne mit einer polydispersen Armliangenverteilung, so zeigt sich
ab einer bestimmten Armzahl eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen Theorie
und Experiment. Der Formfaktor berechnet sich nach dem Ausdruck
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B 1+u?/(3f)
B R ES I

(3.8)

und ist in Abbildung 3.14b Kurve (2) dargestellt. Damit die experimentellen Daten
so gut beschrieben werden konnen, miissen allerdings zwei sehr unwahrscheinliche
Annahmen fiir dieses Modell im vorliegenden Fall gemacht werden. Zunéchst ist
eine hohe Armzahl von f = 25 notwendig, um die Position des beobachteten
Maximums richtig zu beschreiben. Daf? sich solche Strukturen in einem Aggrega-
tionsprozess ausbilden, kann schon fiir sich genommen als sehr unwahrscheinlich
erachtet werden. Als zweites miissen alle Arme noch einen gemeinsamen Ursprung
haben, daf$ heifst, sich im Zentrum des Sterns treffen (sonst ware es kein Stern mit 25
Armen). Letzteres ist gerade bei dieser hohen Armzahl als sehr unwahrscheinlich
anzusehen.

Mathematisch betrachtet ist der Formfaktor von Sternen mit polydisperser Armlan-
genverteilung identisch mit dem Formfaktor der sogenannten nicht-statistisch ver-
zweigenden Polykondensate, dem letzten Modell in der obigen Aufzdhlung. Ersetzt
man die Armzahl f durch die Beziehung 1/T, so erhdlt man folgenden Ausdruck

1+Tu?/3

P) = A a s mwz/er (39)

der einen identischen Verlauf hat wie Gleichung 3.8. Das physikalische Modell
welches diesem Formfaktor zugrunde liegt, ist jedoch ein vollig anderes als das der
Sterne mit polydisperser Armldngenverteilung. Das bereits in Abschnitt 2.1.3 einge-
fiihrte inverse Streuproblem 14t sich an dieser Stelle nochmals veranschaulichen.
Die Interpretation der experimentellen Streukurven beziehungsweise der Form-
faktoren ist aufgrund des Informationsverlustes der Dichte-Dichte-Korrelation
nicht eindeutig. Prinzipiell konnen die experimentellen Daten mit Hilfe eines
Sterns mit polydisperser Armldngenverteilung oder mit einem nicht-statistisch
verzweigenden Polykondensat beschrieben werden. Eine Skizze des letzteren
Modells ist in Abbildung 3.15 gezeigt. Es zeichnet sich im allgemeinsten Fall durch
Monomereinheiten mit drei funktionellen Gruppen A, B und C aus. Dabei kann nur
A mit B oder mit C reagieren, alle anderen Reaktionen sind ausgeschlossen. Sind
die Reaktivitdt B der B-Gruppe und die Reaktivitit v der C-Gruppe unterschiedlich,
so entsteht die in Abbildung 3.15 skizzierte Struktur. Dieses ABC-Polykondensat ist
bei der Interpretation der experimentellen Streukurven gegeniiber dem Sternmodell
vorzuziehen, da es bedeutend einfacher ist und keine physikalisch unwahrschein-
lichen Annahmen voraussetzt. Ein Beispiel fiir das ABC-Polykondensat ist das
Glykogen, welches aus a-D-Glucopyranose als Monomereinheit aufgebaut ist.
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Abbildung 3.15: a: Skizze eines nicht-statistisch verzweigten Polykondensats vom ABC-Typ
mit einer unterschiedlichen Reaktivitit von B- und C-Gruppen [54]. Verzweigungspunkte
enthalten Monomere, in denen alle drei funktionellen Gruppen reagiert haben. In den li-
nearen Segmenten sind nur zwei funktionelle Gruppen eine Reaktion eingegangen. b: Die
a-D-Glucopyranose als Beispiel fiir ein ABC-Monomer. Die Hydroxygruppen in den Posi-
tionen C1, C4 und C6 haben unterschiedliche Reaktivititen. Aus a-D-Glucopyranose aufge-
baute Polysaccharide wie Glukose zeigen daher die unter a dargestellte verzweigte Struktur,
wobei lineare Segmente aus C1-C4 Verkniipfungen und Verzweigungen durch zusatzliche
C1-C6 Verkniipfungen aufgebaut werden.
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Die Hydroxy-Gruppen an C1, C4 und C6 entsprechen der A-, B- und C-Gruppe.
Die unterschiedliche Aktivitdt der funktionellen Gruppen wird sowohl durch die
chemische Unterscheidung in alkoholische (an C4 und C6) und aldehydische (an
C1) OH-Gruppen, als auch durch eine enzymatisch katalysierte Polymerisation der
a-D-Glucopyranose bedingt.

Im Modell lafst sich der Grad der Verzweigung durch den Parameter I' beschreiben

-1
F=|B+7+ 1_22—7_7] (82+7*) (3.10)
Fir I = 1 liegt eine lineare Kette vor, wahrend fiir I' < 1 Verzweigungen ausgebil-
det werden, bis mit I' = 0 eine maximale Verzweigung der ABC-Polykondensate
erreicht ist. In Abbildung 3.16 ist der nach Gleichung 3.9 berechnete Formfaktor
im KRATKY-Plot dargestellt. Die Streukurven der Calix[4]aren-Naphthyridin
Aggregate lassen sich in dem Bereich g < 2,5-1072nm~! mit einem T von 0 bis
0,1 relativ gut beschreiben. Anstieg, Maximum und Abklingen der Kurve werden
korrekt wiedergegeben. Es sei an dieser Stelle aber betont, dafs zwischen den
Monomeren der tatsdchlich existierenden Aggregate und den trifunktionellen
Monomeren des ABC-Polykondensat-Modells keinesfalls eine phanomenologische
Ubereinstimmung vorliegen muf3.

Zusammenfassend ergibt sich bisher folgendes Bild der entstehenden Strukturen:
Die im Verlauf der Aggregation entstehenden Teilchen zeigen im KRATKY-Plot
Formfaktoren mit einem Maximum, welches durch eine Verzweigung hervorgeru-
fen wird. Der Verlauf der Formfaktoren und die Position des Maximums erlauben
einen Vergleich mit bereits bekannten verzweigenden Strukturen. Demnach kénnen
die Calix[4]aren-Naphthyridin Aggregate wie trifunktionelle Polykondensate vom
ABC-Typ behandelt werden. Polykondensate dieses Typs bilden eine Struktur aus,
wie sie in Abbildung 3.20 dargestellt ist. Die Verzweigungspunkte werden hierbei
durch flexible lineare Segmente verkniipft.

Der fiir die Diskussion des Formfaktors nicht berticksichtigte g-Bereich von q >
2,510 2nm—1 zeigt im KRATKY-Plot 3.14a ein Aufknicken der einzelnen Formfak-
toren. Dieses Aufknicken wird in ein Plateau umgewandelt, wenn die experimen-
tellen Daten in einem sogenannten HOLTZER-Plot, uP(u) vs. u, dargestellt werden
(vgl. Abbildung 3.17). Einem uP(u)-Plateau liegt ein g~ !-Verhalten der streuenden
Teilchen zugrunde, wie es fiir stdbchenartige [27] und semiflexible Strukturen [63]
der Fall ist. Aus der Hohe des Plateaus der urspriinglichen Streukurven in einer
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Abbildung 3.16: Gleicher Datensatz wie in Abbildung 3.14b. Eingezeichnet sind die theo-
retischen Kurvenverldufe fiir das ABC-Polykondensatmodell mit von (1) nach (4) zuneh-
mender Verzweigung: I' = 1 (1) (lineare Kette), ' = 0,3 (2), I = 0,1 (3) und I' = 0 (4).
Der g-Bereich ist wiederum auf g < 2,5- 1072 nm~! beschrankt, was einem u-Bereich von
u<3,33,u<3,94und u < 4,37 entspricht.

(nicht normierten) gP(g) vs. g Auftragung kann dann nach HOLTZER [27] mit Hilfe
der Gleichung

ARy My,
v =7 — A1
q Ko nMp =1 I, (3.11)

die mittlere Massenbelegung oder Masse pro Einheitslange M und daraus bei
bekanntem M, die gewichtsmittlere Konturlinge L, berechnet werden. Fiir
die vorliegenden Aggregationen wird bei der Auswertung der g-Bereich von
2,75-102nm~ ! < g <2,92-1072 nm~! beriicksichtigt.
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Abbildung 3.17: HOLTZER-Auftragung der Daten aus Abbildung 3.14a. Die Pfeile zeigen
Bereiche mit einem g~ !-Verhalten an, welches sich in dieser Darstellung als Plateau zeigt.

Theoretisch wird das g~ !-Verhalten fiir monodisperse Stibe ab u > 1 und fiir
polydisperse Stiabe ab u > 2 erreicht. Dies bedeutet aber, daf8 bei gegebenem
g-Bereich erst ab einer bestimmten Grofie der streuenden Stdbchen ein Plateau im
HOLTZER-Plot ausgebildet wird. Anhand des g-Wertes, ab dem das Plateau auftritt,
kann die minimale Grofie der zugrundeliegenden Stibchen berechnet werden.
Nach u = gR,,; = 2 ergibt sich damit fiir den polydispersen Fall ein Tragheitsradius
vom Rg . = 80nm und unter Verwendung von Gleichung A.11 eine Konturldnge
von L, ~ 280nm. Die Anwendung von Gleichung 3.11 wird fiir die Auswertung
daher auf Streukurven mit Ry, > 100 nm beschrénkt. (Tatsdchlich wird auch erst
fiir diese Streukurven ein q_l-Verhalten beobachtet.) Im Fall von ¢ = 5,45¢/L
der 1:3 Stochiometrie werden keine Teilchen mit Ry, > 100nm im beobachteten
Zeitfenster detektiert (siehe Abbildung 3.7) und somit wird diese Aggregation fiir
die Auswertung nicht berticksichtigt.
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Abbildung 3.18: Die Masse pro Einheitslinge M; gegen die gewichtsmittlere Konturlan-
ge Ly, fur 1:4 Stochiometrien mit Konzentrationen von 7,61¢/L (O), 6,97¢/L (A) und
6,34¢/L (V), fur 1:3 Stochiometrien mit Konzentrationen von 6,53 ¢/L (W), 6,00g/L (A),
sowie fiir unterschiedliche Stochiometrien mit 1:5 / 8,68 ¢/L (%), 1:4 / 7,61 ¢/L (H) und
1:3 / 5,45¢/L (®). Die 1:3 Stochiometrie mit 5,45 ¢/ L kann aufgrund zu kleiner Tragheits-
radien nicht ausgewertet werden.

In Abbildung 3.18 sind die nach Gleichung 3.11 berechneten Massen pro Ein-
heitslainge M und die daraus unter Verwendung der entsprechenden Molmassen
ermittelten Konturldngen L, gegeneinander aufgetragen. (Nach wie vor handelt es
sich bei allen Massen um relative Massen.) In allen Fallen zeigt sich eine Zunahme
von My mit L. Dieses Verhalten 1dfit sich auf zwei Weisen interpretieren [53].
Dabei gilt es zu beachten, dafl nach HUBER [64] die Ermittlung der Konturliange
durch eine zunehmende Verzweigung nicht beeinflufst wird, da alle linearen
Segmente zu L, beitragen. Einerseits erhthen die zugrundeliegenden Teilchen
mit fortschreitender Aggregation durch ein Lateralwachstum ihren Querschnitt.
Andererseits ist das Lateralwachstum nur ein Artefakt [53], das wie folgt entsteht:
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Wihrend der Aggregation bildet sich eine immer grofiere Anzahl von linearen
Segmenten mit einer grofien Streukraft aus. Demgegeniiber nimmt die Zahl an
Monomeren, die praktisch kaum zur detektierten Streuung beitragen, stindig ab.
In Gleichung 3.1 wird jedoch die Gesamtkonzentration c eingesetzt, welche die
Gesamteinwaage beinhaltet und nicht die Konzentration an streuenden Partikeln.
Unter einer stindig zunehmenden Anzahl an Aggregaten entspricht dann die fiir
die Auswertung eingesetzte Konzentration c erst bei vollstindigem Umsatz, wenn
also keine Monomere mehr vohanden sind, der Konzentration, welche in signifi-
kant streuenden und damit , M;-besitzenden” Teilchen vorliegt. Vorher ist diese
Konzentration signifikant streuender Teilchen kleiner. Somit basiert die Berechnung
von My in Gleichung 3.11 auf einer zu grofsen Konzentration und ist daher kleiner
als es tatsdchlich der Fall ist. Im weiteren Verlauf steigt die Konzentration der streu-
enden Teilchen und nédhert sich der Gesamtkonzentration ¢ an (c wird also immer
weniger ,zu grof3”), so dal M steigt. Ob das beobachtete Lateralwachstum nur
ein Artefakt ist oder dieses Artefakt zusétzlich von einem echten Dickenwachstum
tberlagert wird, kann anhand der vorliegenden Streukurven nicht entschieden
werden.

Die einzelnen Kurven in Abbildung 3.18 zeigen entsprechend ihrer Konzentration
einen Trend. Innerhalb einer bestimmten Stochiometrie ist fiir ein gegebenes L,
die Masse pro Lange umso grofier, je kleiner die zugehorige Konzentration ist und
damit auch je langsamer die Aggregation verlduft. Ebenso ladf3t sich fiir die Variation
der Stochiometrie ein Trend erkennen. Je geringer der Naphthyridin-Anteil bei
gleichbleibender Calix[4]aren-Konzentration ist, desto grofer ist die mittlere Mas-
senbelegung. Dabei ist der Unterschied zwischen einer 1:3 und 1:4 Stochiometrie
deutlich grofier als der zwischen einer 1:4 und 1:5 Stochiometrie.

Der Masse pro Einheitslinge kann eine Dicke der Filamente zugeordnet
werden. Nimmt man eine Dichte von 1g/mL und ein zylindrisch geform-
tes Filament an, so ergibt sich fiir die beobachtete mittlere Massenbelegung
von 1500¢/(molnm) < Mp < 15000g/(molnm) ein Querschnitt D von
1,8nm < D < 5,6 nm.

Die aus mittlerer Massenbelegung und Molmasse berechnete Konturlinge L
kann in einem weiteren Schritt in Relation zum Tragheitsradius gesetzt werden.
In Analogie zur Auftragung von Rg . vs. My, (Abbildung 3.10 und 3.11) wird Rg .
gegen L, aufgetragen. Letzteres besitzt jedoch den Vorteil, daf$ L, im Gegensatz zu
Gleichung 3.1 von ¢ unbeeinflufst bleibt, da sich die Einfliisse von ¢ herauskiirzen
[64]. Abweichungen vom tatsdchlichen Wert von L, konnen nur durch Nichtbe-
riicksichtigung des ausgeschlossenen Volumens zustande kommen, welches im
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vorliegenden Fall als vernachldssigbar angenommen wird.

Das Ergebnis der Auftragung von Ry, vs. Ly ist in Abbildung 3.19a dargestellt.
Im Gegensatz zu den Abbildungen 3.10, 3.11 und 3.12 bildet sich unabhéngig
von der Konzentration und der Stochiometrie eine einzige Kurve aus. Da nur
eine ,Masterkurve” existiert, darf daraus der Schluff gezogen werden, dafs in
allen Fillen die entstehenden Aggregate die gleichen topologischen Eigenschaften
besitzen. Diese Tatsache kann als Bestitigung fiir das g~ !-Verhalten im Bereich von
2,75-10 2nm~1 < q<2,92- 10~ 2nm 1 und als Rechtfertigung fiir die Anwendung
der Gleichung 3.11 angesehen werden. Die Stabgeometrie kann noch von anderer
Seite bestatigt werden. Fiir monodisperse Partikel mit einer Stabgeometrie gilt der
Zusammenhang Ry = L/v/12bzw. L/ Ry = V12 = 3,464 [22]. Eine Erhohung der
Polydispersitdt fiihrt zu einer kontinuierlichen Absenkung auf Ly /R,. = 2 im
Falle von z = 1 (most probable distribution, SCHULZ-FLORY Verteilung [65]). Die
Details der Berechnung sind in Anhang A.2 gegeben. In Abbildung 3.19b ist eine
entsprechende Auftragung der Daten aus Abbildung 3.19a dargestellt. Wiederum
liegen alle Punkte auf einer gemeinsamen Geraden. Daf3 die Gerade nicht horizontal
verlduft, kann auf die Verzweigung zurtickgefiihrt werden, da bei gleichbleibender
Konturldnge der Tragheitsradius des verzweigten Teilchens kleiner ist als der des
unverzweigten Teilchens und daher Ly, /Rq,; > 3,464 ist. Unter der Annahme einer
von den jeweiligen Aggregationsbedingungen unabhidngigen Verzweigungsrate
ergibt sich damit in der Auftragung L, /Rs. vs. L, eine Gerade mit positiver
Steigung. Die Extrapolation auf L, — 0 liefert einen Achsenabschnitt von 3,20, was
nach Anhang A.2 einem z = 17 entspricht. Das bedeutet, dafS die stabférmigen
Verbindungen zwischen zwei Verzweigungspunkten eher mono- als polydispers
sind. Warum dies so gefunden wird, ist noch nicht véllig klar. Der Schnittpunkt
der extrapolierten Geraden mit den Werten fiir die unverzweigten Stidbe ergibt
eine Aussage iiber den Beginn der Verzweigung. Im vorliegenden Fall existieren
demnach stabfdérmige Teilchen, die jedoch praktisch von Beginn an verzweigen.

Kombiniert man die Ergebnisse der strukturellen Untersuchungen, so ergibt sich
folgendes Bild der Teilchen der Calix[4]aren-Naphthyridin-Aggregation: Zu Be-
ginn der Aggregation bilden sich stabférmige Aggregate aus, die im weiteren zeit-
lichen Verlauf verzweigen. Diese Verzweigung ist fiir kleine g-Werte von q <
2,5-10"2nm =1, und damit auf grofler Langenskala, zu erkennen. Sie a8t sich in
der Terminologie trifunktioneller Polykondensate beschreiben. Fiir grofie g-Werte
von g > 2,75- 1072nm !, und damit auf kleiner Langenskala, zeigt sich aller-
dings ein Stabcharakter der Struktur, welcher den Segmenten zwischen zwei Ver-
zweigungspunkten entspricht. Damit liegt ein Widerspruch zu dem bisher ange-
nommenen Verzweigungsmodell der ABC-Polykondensate vor, welches flexible
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Abbildung 3.19: (a) Trdgheitsradius R, . als Funktion der gewichtsmittleren Konturlan-
ge Ly fiir 1:4 Stochiometrien mit Konzentrationen von 7,61¢/L (), 6,97¢/L (A) und
6,34¢/L (V), fir 1:3 Stochiometrien mit Konzentrationen von 6,53 ¢/L (W), 6,00g/L (A),
sowie fiir unterschiedliche Stochiometrien mit 1:5 / 8,68 ¢/L (%), 1:4 / 7,61 g/L (H) und
1:3 /5,45¢/L (®). (b) Gleicher Datensatz wie unter (a), allerdings in Form von Ly, /Ry, vs.
L. Der lineare Fit liefert einen Achsenabschnitt von 3,20, was auf stabférmige Strukturen
hinweist.

Segmente zwischen den Verzweigungspunkten voraussetzt. Bisher ist jedoch kein
Formfaktor bekannt, der die beobachteten Strukturen {iber den gesamten g-Bereich
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richtig wiedergibt, so dafi mit einer Unterteilung in ,nicht-statistische Verzwei-
gung” und ,Stab” in Abhangigkeit vom g-Bereich eine konsistente Beschreibung
der Calix[4]aren-Naphthyridin Aggregate moglich ist. Abbildung 3.20 zeigt sowohl
das ABC-Polykondensatmodell wie in Abbildung 3.15, als auch das zur Beschrei-
bung des Experimentes modifizierte Modell mit Stiaben zwischen zwei Verzwei-
gungspunkten.

A

Abbildung 3.20: Modell des ABC-Polykondensats nach [54] mit flexiblen Segmenten zwi-
schen zwei Verzweigungspunkten, sowie das modifizierte Modell mit Stiaben zur Verbin-
dung zweier Verzweigungspunkte.

3.3.2 Berechung einer 1:4 Komplex-Struktur

Um eine Vorstellung tiber die Struktur der Calix[4]aren-Naphthyridin Aggregate
zu erhalten, werden Kraftfeldrechnungen mit dem Programmpaket MOE durchge-
fuhrt [66]. Bei der Kraftfeldmethode handelt es sich um ein Rechenverfahren, wel-
ches von den NEWTONschen Bewegungsgleichungen fiir Punktmassen ausgeht und
tiir das Molekiil ein (lokales) Energieminimum berechnet, indem es die einzelnen
Atompositionen so variiert, daf§ die resultierende Kraft auf die einzelnen Atome
minimiert wird. Die Kraft F(7) ist allgemein als negativer Gradient der potentiellen
Energie V(7) definiert

v (7)

F(F)=-VV(F) = — 3

(3.12)

Fiir die skalare Funktion V (7) wird dabei der folgende Ansatz gemacht

V(?) = £ VBindung + Z VWinkel + Z VTorsion + £ VCoulomb + Z VvanderWaali (313)

gebL;lden nicht—gebunden
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welcher sowohl intra- als auch intermolekulare Wechselwirkungen beinhaltet. Die
einzelnen Potentiale fithren zu einem bestimmten Kraftfeld, in dem das zu untersu-
chende Molekiil vorliegt. Die Auswahl der Potentialterme richtet sich sowohl nach
den vorliegenden molekularen Gegebenheiten wie Molekiilgrofie, -konformation
und -konfiguration, als auch nach den vorliegenden Elementen, wodurch eine
Vielzahl von Kraftfeldern existiert [67, 68, 69, 70, 71]. Fir die Berechnung der
Calix[4]aren-Naphthyridin Komplexe ist ausschliefslich das Merck Molecular For-
ce Field 94x (MMFF94x) [69, 70, 71] mit einem Gradient von 10> eingesetzt worden.

In Abbildung 3.21 ist ein einzelner Komplex von Calix[4]aren und vier
Naphthyridin-Molekiilen gezeigt, wobei der Wechselwirkungsbereich zwischen
Calix[4]aren und Naphthyridinen vergroflert dargestellt ist und daher die Undecyl-
reste nicht vollstdndig zu sehen sind. Bereits ohne die vier Naphthyridin-Molekiile
liegt das Calix[4]aren in der Pyridonform in einer rccc-Konformation vor, die durch
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Carbonyl- und Hydroxygruppen

Abbildung 3.21: Struktur eines 1:4 Komplexes nach Berechnung mit dem MMFF94x Kraft-
feld. Es bilden sich hauptsichlich jeweils zwei Wasserstoffbriickenbindungen zwischen ei-
nem Naphthyridin-Molekiil und der Calix[4]aren-Krone aus.
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stabilisiert wird. Dies deckt sich mit den Ergebnissen aus '*C-NMR Messungen
[36]. Bringt man entsprechend der ersten in Abbildung 3.3 dargestellten Wech-
selwirkung vier Naphthyridin-Molekiile oberhalb der Krone des Calix[4]arens
an, so liefert eine Energieminimierung die in Abbildung 3.21 gezeigte Struktur.
Hierbei gilt es zu beachten, daf3 sich zwischen Carbonyl- und Aminogruppe, sowie
zwischen Amin- und Naphthyridinstickstoff, Wasserstoffbriickenbindungen vom
Donor- und Akzeptortyp ausbilden und dadurch eine Sechsringstruktur entsteht.
Eine dritte Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Hydroxygruppe und dem
verbleibenden Naphthyridinstickstoff wird vom Programm nicht mehr angezeigt.
Vermutlich liegt aber auch hier eine Wechselwirkung vor, die jedoch durch die
Carbonylgruppe der ndchsten Pyridoneinheit stark abgeschwéacht wird.

In Abbildung 3.22 ist der gleiche Molkiilausschnitt wie in Abbildung 3.21 dar-
gestellt, jedoch die Oberfliche der Calix[4]aren-Krone eingezeichnet und in
Abhangigkeit der Polaritit von griin (unpolar) {iiber tiirkis bis violett (polar)
eingefdrbt. Es ist ein relativ schmaler polarer Bereich zu sehen, welcher sich ohne
Unterbrechung ringformig iiber die gesamte Calix[4]aren-Krone zieht. Innerhalb

Abbildung 3.22: Gleicher Ausschnitt wie in Abbildung 3.21, jedoch mit der Oberfldche der
Calix[4]aren-Krone in Abhdngigkeit ihrer Polaritdt dargestellt. griin=unpolar, violett=polar
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dieses Bandes diirften sich auch andere denkbare Wechselwirkungen, wie zum
Beispiel die zweite in Abbildung 3.3, abspielen. Inwiefern sich diese relativ zu der
berechneten Wechselwirkung verhilt und vielleicht ein tieferes Energieminimum
liefert, soll an dieser Stelle nicht weiter verfolgt werden. Hierfiir sind ausfiihrlichere
Rechnungen auf einem hoheren Niveau (ab initio Verfahren) notwendig, die den
gesteckten Rahmen bei weitem sprengen wiirden. Allerdings bietet das vorliegende
Modell der Wechselwirkungen zwischen Calix[4]aren und Naphthyridin bereits
einen Erklarungsansatz fiir die Entstehung von Aggregaten und fiir die beobachtete
Abhéngigkeit der entstehenden Teilchen von der Stochiometrie.

In Abbildung 3.23 ist der 1:4 Komplex mit vollstindigen Undecylresten dargestellt.
Deutlich ist in der Mitte der polare Wechselwirkungsbereich zu erkennen, der beid-
seitig von jeweils vier aliphatischen Resten eingeschlossen wird. Legt man die Er-
gebnisse der Lichtstreuung zugrunde, so konnte der Aggregationsmechanismus
wie folgt aussehen:

Abbildung 3.23: Vollstandige Darstellung eines 1:4 Komplexes. Ober- und unterhalb einer
polaren Zwischenschicht liegen jeweils vier Undecylreste des Calix[4]aren-Molekiils und
der Naphthyridin-Molekiile.
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e Durch intermolekulare Wechselwirkungen der Undecylreste kommt es zu ei-
nem Longitudinalwachstum.

¢ Intermolekulare Coulomb-Wechselwirkungen der polaren Bereiche kénnen zu
einem Lateralwachstum fiihren.

Dieses Modell ist in Abbildung 3.24 skizziert und kann zwei weitere experimentelle
Beobachtungen wiedergeben. Zunéchst ist es moglich, daff durch Aufbrechen zwei-
er benachbarter Filamente ein Verzweigungspunkt entsteht, an dem sich weitere
Komplexe nach dem obigen Mechanismus anlagern. Weiterhin 1413t sich die Abh&n-
gigkeit der Aggregation von der Stochiometrie erkldren. Unter der Annahme, dafs
das Naphthyridin weiterhin Positionen an der Calix[4]aren-Krone besetzt, entsteht
bei Verringerung des Naphthyridin-Anteils eine geringere intermolekulare Wech-
selwirkung der Komplexe, was zu einem herabgesetzten Longitudinalwachstum
tiihrt. Im Gegensatz dazu liefert eine Erthohung des Naphthyridin-Anteils praktisch
keinen Effekt, da die maximale Wechselwirkung der Komplexe bereits mit einer 1:4
Stochiometrie erreicht ist.

e %%

Polaref % %§

Zwischenschicht
I

4

Abbildung 3.24: Aggregationsmodell der Calix[4]aren-Naphthyridin Komplexe.

Legt man den oben skizzierten Mechanismus zugrunde, so kann man unter Bertick-
sichtigung des auf Seite 48 ermittelten Querschnitts D und bei Kenntnis der geome-
trischen Abmessungen eines Calix[4]aren-Naphthyridin Komplexes die Anzahl der
Monomerstrange pro Filament abschidtzen. Aufgrund der Flexibilitat der Undecyl-
reste wird als wichtige GrofSe der Durchmesser der Calix[4]aren-Krone bestimmt, da
dieser Bereich als relativ rigide angesehen werden darf. Das Programmpaket MOE
liefert hierfiir einen Wert von ca. 0,86 nm. Unter Verwendung eines Querschnitts
von 1,8nm < D < 5,6 nm aus den Lichtstreumessungen konnen demnach 2 — 6
Monomerstdnge nebeneinander angeordnet sein.
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3.3.3 Rasterkraftmikroskopie einer 1:4 Stochiometrie

3.3.3.1 Ergebnisse und Diskussion der rasterkraftmikroskopischen
Untersuchungen

Fiir die Grundlagen der Rasterkraftmikroskopie sei auf den Anhang B.1 verwiesen.

Die hier dargestellten Ergebnisse der rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen
an Calix[4]aren-Naphthyridin Aggregaten basieren auf einer 1:4 Stdchiometrie
mit ¢ = 25,4¢/L. Die Préparation der Mefilosung erfolgt nach der in Abschnitt
3.2.1 aufgefiihrten Methodik. Die fertige Losung wird iiber Nacht unter einer
Schutzgasatmosphidre bei Raumtemperatur gelagert und im Anschluf auf Silizi-
umsubstrate aufgeschleudert. Das verwendete Mikroskop ist ein Gerdt vom Typ
Nanoscope 3 (Digital Imaging). Der Cantilever ist ein NCH-Cantilever (Nano-
World) mit einer Kraftkonstante von 21 N/m und einer Resonanzfrequenz von
250 Hz. Alle Messungen werden im Tapping-Modus (250 Hz) durchgefiihrt.

In Abbildung 3.25 ist das Ergebnis einer Ubersichtsmessung dargestellt. Das linke
Bild gibt die gemessene Topographie, das rechte Bild das Phasensignal wieder.
Die Kantenldnge betrdgt jeweils 3 um. Sowohl in der Topographie, als auch in
dem Phasensignal zeigt die Probenoberfliche drei verschiedene Bereiche. Im
dufleren rechten Bildbereich ist weder in der Topographie, noch im Phasensignal
eine Strukturierung zu erkennen. Der Ubergang zum mittleren Bildausschnitt ist
durch eine starke Anderung der Phase und die Ausbildung einer Topographie
gekennzeichnet. Geht man weiter in den mittleren Bereich vor, so erkennt man stab-

8.0 nm

0.0 nm

Abbildung 3.25: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen einer 1:4 Calix[4]aren-
Naphthyridin Mischung mit ¢ = 25,4 ¢/ L im Tapping-Modus (250 Hz); links: Topographie,
rechts: Phasensignal; Kantenldnge jeweils 3 pm.
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Abbildung 3.26: Vergrofierung des mittleren Bildbereichs aus Abbildung 3.25; links: Topo-
graphie, rechts: Phasensignal; Kantenldnge jeweils 2 ym.

und wurmartige Strukturen, die sich zum Teil im Phasensignal wiederspiegeln.
Im &duBeren linken Bildbereich findet sich nur eine geringfiigige Anderung der
Phase, sowie in der Topographie eine , Verschmierung” der vorher beschriebenen
Strukturen.

Eine vergrofierte Darstellung des mittleren Bildbereiches aus Abbildung 3.25 ist
in Abbildung 3.26 mit einer Kantenldnge von 2 um wiedergegeben. In der oberen
linken und der unteren rechten Ecke sind jeweils noch die Ubergéinge zu den beiden
dufleren Bereichen aus Abbildung 3.25 zu erkennen. Durch die vergrofierte Darstel-
lung lassen sich eindeutig stab- bis wurmartige Strukturen erkennen, die zum Teil
eine Verzweigung aufweisen. Weiterhin ist jetzt wesentlich besser die Korrelation
zwischen Topographie und Phasensignal zu erkennen. Eine weitere Vergrofierung,
wie sie in Abbildung 3.27 dargestellt ist, fithrt zu keinen neuen Erkenntnissen. Die
vorher bestimmten Strukturen lassen sich jedoch besser erkennen. Deutlich ist die
Korrelation zwischen Topographie und Phasensignal zu sehen.

Um die wurmartigen Strukturen ndher zu bestimmen wird mit Hilfe der Mef-
software ein Schnitt durch die Probe gelegt und das Hohenprofil bestimmt. In
Abbildung 3.28 ist das Ergebnis fiir eine Messung an Abbildung 3.27 dargestellt.
Wie zu erwarten liegt eine unregelméafiige Modulation vor, die aber nahezu {tiber
den gesamten Bereich die gleichen Maximalwerte liefert. Fiir die markierten Stellen
ergibt sich eine Hohendifferenz von 2,3 nm. Die entsprechenden Punkte im Bild
sind ebenfalls markiert. Fiir den aus den Lichtstreumessungen abgeschitzen Quer-
schnitt D der Filamente von 1,8nm < D < 5,6 nm ergibt sich ebenfalls eine gute
Ubereinstimmung mit den Mikroskopieergebnissen. Setzt man einen kreisformigen
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Abbildung 3.27: Vergrofierung des mittleren Bildausschnitts aus Abbildung 3.26; links: To-
pographie, rechts: Phasensignal; Kantenldnge jeweils 1,2 pum.

Querschnitt voraus und betrachtet die im Mikroskop beobachteten Strukturen
als Teil einer Monolage, so kann der aus dem Hohenprofil bestimmte Wert von
2,3nm als Wert fiir den Querschnitt der Strukturen angesehen werden. Mit Hilfe
des in Abschnitt 3.3.2 vorgestellten Mechanismus und einem Durchmesser der
Calix[4]aren-Krone von ca. 0,86 nm konnen dann 2 — 3 Monomerstrdange im Fila-
ment nebeneinander angeordnet sein.

Die im Rasterkraftmikroskop beobachtbaren Strukturen konnen mit sehr grofier
Wahrscheinlichkeit den Calix[4]aren-Naphthyridin Aggregaten zugeordnet wer-

4.00

A MAM J\J\RMM A ™
et AR

-4 00

i

Abbildung 3.28: Schnitt durch Abbildung 3.27 mit dem entsprechenden Hohenprofil. Die
Hohendifferenz der markierten Punkte betragt 2,3 nm.
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den. Allerdings kann das aus den Streuexperimenten abgeleitete Modell des
trifunktionellen ABC-Polykondensates nicht bewiesen werden. Keine der Auf-
nahmen liefert eine entsprechende Struktur wie sie in Abbildung 3.15 vorgestellt
wurde. Vielmehr sind in den rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen stab-
bis wurmartige Gebilde zu sehen, die in einigen Fillen einen Verzweigungspunkt
erkennen lassen. Bleibt man im Modell der ABC-Polykondensate, so konnen die
stab- und wurmartigen Strukturen als die Substruktur des postulierten Modells,
also als die Abschnitte zwischen zwei Verzweigungspunkten beziehungsweise
als die Verzweigungspunkte selbst, identifiziert werden. Eine Erklarung fiir das
Fehlen der entsprechenden Aggregate kann in der Prdparation der Proben gese-
hen werden. Im Prozefi des Aufschleuderns entstehen Kréfte in der Losung, die
moglicherweise bereits gebildete verzweigte Strukturen zerstdren und nur entspre-
chende Fragmente in Form von linearen und verzweigten Segmenten zuriicklassen.
Aufgrund der rein physikalischen Wechselwirkungen ist die mechanische Stabilitit
groflerer Aggregate einfach zu gering, als daf3 sie diesen Prozefs vollig unbeschadet
durchlaufen kénnten.

Wie bereits im Vorfeld angesprochen liefert das Streuexperiment keine eindeutige
Aussage zur Struktur der streuenden Teilchen. Im vorliegenden Fall kénnen die
Formfaktoren durch einen 25-Arm Stern mit polydisperser Armliangenverteilung,
oder durch ein ABC-Polykondensat beschrieben werden. Liefern die rasterkraft-
mikroskopischen Untersuchungen auch keinen unmittelbaren Beweis fiir die Po-
lykondensatstruktur, so kann der 25-Arm Stern aber ausgeschlossen werden. Keine
der gefundenen Strukturen deutet auf Verzweigungen mit mehr als drei ,,Armen”
hin. Selbst unter Bertiicksichtigung der praparativen Einfliisse ist das Fehlen dieser
Strukturen ein weiteres Indiz fiir die Polykondensatstruktur.

59






Kapitel 4

B-Amyloid-Aggregation

4.1 Einfiihrende Bemerkungen

41.1 ALZHEIMERsche Krankheit

In Deutschland leben zur Zeit etwa eine Million Demenzkranke. Sie leiden an einer
schwerwiegenden Beeintrachtigung der geistigen Leistungsfahigkeit, von der vor
allem Gedéachtnis, Sprache, Orientierungs- und Urteilsvermogen betroffen sind. In
Abbildung 4.1 ist sowohl die mittlere Pravalenz, also die Anzahl der Kranken in der
Bevolkerung zu einem bestimmtem Zeitpunkt, als auch die mittlere Inzidenz, also
die Anzahl der zuvor gesunden Patienten, die im Laufe eines Jahres erkranken, fiir
die Bevolkerung ab dem 65. Lebensjahr dargestellt. Pravalenz- und Inzidenzrate
steigen steil mit dem Alter an und haben sich jeweils im Abstand von ca. fiinf

1.2% 0.43 %
Altersgruppe 2.8 % Altersgruppe .88 %
65-69 Altersgruppe 65-69 Altersgruppe

346% 6.0% 10.11% 1.88 %

Altersgruppe Altersgruppe Altersgruppe Altersgruppe
90 und alter 75-79 90 und Alter 75-79

Altersgruppe

80- 84 Altersgruppe

80 -84

Altersgruppe Altersgruppe

85-89 85-89

mittlere Pravalenzraten mittlere Inzidenzraten

Abbildung 4.1: Gegenwértige Epidemiologie der Demenzerkrankungen in Deutschland
[72, 73].
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Jahren verdoppelt. Unter Beriicksichtigung der demografischen Entwicklung und
einer jahrlichen Zuwachsrate von ca. 20000 Krankheitsfillen, werden im Jahr 2030
ungefdhr eineinhalb Millionen und im Jahr 2050 bis zu zwei Millionen Menschen
an einer Demenz leiden [72, 74].

Zur Zeit sind in Deutschland zwei Drittel der Demenzerkrankungen auf die ALZ-
HEIMERsche Krankheit zuriickzufiihren. Diese Form der Demenz ist nach ihrem
Entdecker, dem Arzt ALOIS ALZHEIMER [75] benannt, der sie erstmals in einer
Veroffentlichung im Jahr 1907 beschrieb [76]:

,Eine Frau von 51 Jahren zeigte als erste auffillige Kankheitserscheinung ... eine rasch
zunehmende Gediichtnisschwiiche ...; sie fand sich in ihrer Wohnung nicht mehr zurecht
... Sie ist zeitlich und Ortlich desorientiert. Gelegentlich macht sie Auflerungen, daf sie
alles nicht verstehe, sich nicht auskenne ... Zeitweilig ist sie vollig delirant ... und scheint
Gehorshalluzinationen zu haben. Oft schreit sie viele Stunden lang mit grifilicher Stimme.
Ihre Merkfihigkeit ist aufs schwerste gestort. Zeigt man ihr Gegenstinde, so benennt
sie dieselben meist richtig, gleich darauf hat sie alles wieder vergessen ... Beim Sprechen
gebraucht sie hiufig Verlegenheitsphrasen, einzelne paraphrasische Ausdriicke ... Den
Gebrauch einzelner Gegenstinde scheint sie nicht mehr zu wissen ... Nach 4%jﬁhriger
Krankheitsdauer tritt der Tod ein. Die Kranke war schliefllich vollig stumpf, mit angezoge-
nen Beinen zu Bett gelegen ...”

ALZHEIMERs mikroskopische Untersuchung des Gehirns der Patientin lieferte ein
bis dahin unbekanntes Krankheitsbild. Anatomisch war es durch eine massive
Atropie des cerebralen Kortex, sowie durch zwei histopathologische Charakteris-
tika in Form von Fibrillenbildung innerhalb der Nervenzellen und Ablagerungen
von Stoffwechselprodukten in Form von Plaques innerhalb des gesamten cerebralen
Kortex gekennzeichnet [76]. (Beide Befunde werden heute noch zur post-mortem-
Diagnose der ALZHEIMERschen Krankheit angewandt.)

Im PSCHYREMBEL aus dem Jahr 1955 liest man dann [77]:

prisenile, meist im 6. Jahrzehnt schleichend entstehende starke Verblodung mit volligem
Zerfall der Sprache, Logoklonie, Schmerzen in den Beinen und meist vereinzelten epilepti-
schen Anfillen, bei leidlich erhaltener Gemiitserregbarkeit

Pathologisch anatomisch: Entartung und Zerfall der Nervenfibrillen im Gehirn.

Prinzipiell hat sich bis heute nichts an den obigen Aussagen gedndert, doch ist

das Verstdandnis auf dem Gebiet der Ursachen enorm gewachsen. Demnach besteht
praktisch kein Zweifel mehr daran, dafs eine Verminderung von synaptischer Ak-
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tivitat und der Anzahl der Synapsen vorliegt [78]. Der damit verbundene Verlust
an kognitiven Fahigkeiten fiihrt schliefSlich zu den beobachteten Symptomen. Im
wesentlichen werden zwei Prozesse diskutiert, die zum Verlust der Nervenzellen
fiihren:

e Tau-Theorie [79, 80]: In der Tau-Theorie spielt das sogenannte Tau-Protein,
welches zur Klasse der mikrotubulus-assoziierten Proteine gehort, eine zen-
trale Rolle. Unter normalen Umstdnden ist es ein Bestandteil des Cytoskeletts.
Im Fall der ALZHEIMERschen Erkrankung kommt es allerdings zu einer Hy-
perphosphorylierung, so dafd das Tau-Protein seine normalen Aufgaben nicht
mehr erfiillen kann und letztlich zu intramolekularen neurofibrillary tangles ag-
gregiert, die bereits ALOIS ALZHEIMER in Form von Fibrillen beobachtete. Die
Nervenzelle wird destabilisiert und stirbt ab.

e Amyloid-Hypothese [79, 81]: In der Amyloid-Hypothese fithren extrazellu-
lare Ablagerungen des sogenannten Ap-Proteins zu neuronalen Plaques, die
schliefslich ebenfalls zum Absterben der Neuronen fithren. Auch sie wurden
schon von ALOIS ALZHEIMER beobachtet. Im dem nachfolgenden Unterkapi-
tel wird auf die Amyloid-Hypothese detaillierter eingegangen.

Das Absterben der Neuronen hat eine Volumenreduktion des Gehirns um bis zu
20 % zur Folge [82]. Sie kann in mittleren und fortgeschrittenen Krankheitsstadien
durch bildgebende Verfahren wie Computertomographie oder Magnetresonanzto-
mographie und post-mortem durch anatomische Untersuchungen sichtbar gemacht
werden (Abbildung 4.2).

Abbildung 4.2: Hirnschnitt eines an der ALZHEIMERschen Krankheit gestorbenen Patienten
(links), und eines gesunden Menschen (rechts).
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4.1.2 Amyloid-Hypothese

Die Amyloid-Hypothese schreibt den B-Amyloid Proteinen eine fundamentale
Rolle bei der Entstehung und dem Verlauf der ALZHEIMERschen Krankheit zu.
Diese Proteine bewirken in ihrer pathologischen Form das Absterben von Neu-
ronen. Sie sind Fragmente eines grofieren Membranproteins, des sogenannten
Amyloid-Precursor-Proteins (APP), welches aus 770 Aminosduren besteht (siehe
Abbildung 4.3) [83].

extrazelluldre TM intrazelluldre
Sequenz v Sequenz

o-Sekretase _l

1 (687) Lol 770
NH, | | | | COOH
R
B-Sekretase y-Sekretase
(671) (711, 713)

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des Amyloid-Precursor-Proteins (APP). Durch
die Einwirkung der eingezeichneten Sekretasen entsteht ein Fragment von bis zu 42 Ami-
nosduren, das AB-Protein. TM bezeichnet den transmembranen Teil des APP.

Durch die Einwirkung spezieller Sekretasen, insbesondere der p- und <y-Sekretase,
entstehen B-Amyloide mit bis zu 42 Aminosduren. Die fiir die ALZHEIMERsche
Demenz wichtigen Fragmente sind das AB(1-40) und AB(1-42) mit jeweils 40 und
42 Aminosduren, von denen im nativen Zustand als Teil des APP ungefdhr die
letzten 10, beziehungsweise 12, Aminosoduren im transmembranen Teil liegen [81].
In der vorliegenden Arbeit wird ausschliefSlich mit Ap(1-40) gearbeitet, dessen
Aminosdurensequenz in Abbildung 4.4 dargestellt ist [84]. Die Sequenz 1-28
beinhaltet iberwiegend polare Aminosduren, wiahrend der verbleibende Abschnitt
29-40 ausschliefillich unpolare Aminosduren aufweist. Letzteres ist verstandlich,
da dieser Bereich in den transmembranen Teil des APP fillt. Bei pH 7,4 liegen

Asp' - Ala - Glu - Phe - Arg - His - Asp - Ser - Gly - Tyr -
Glu" - Val - His - His - GlIn - Lys - Leu - Val - Phe - Phe -
Ala” - Glu - Asp - Val - Gly - Ser - Asn - Lys - Gly - Ala -
Ile’ - Ile - Gly - Leu - Met - Val - Gly - Gly - Val - Val”

Abbildung 4.4: Aminosdurensequenz des AS(1-40).
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insgesamt sechs negative Ladungen (an Asp und Glu) vor [85].

Die B-Amyloide kénnen in Abhdngigkeit von dufieren Parametern [86, 87] iiber
Zwischenstufen wie Oligomere [88], Micellen [84, 89] und /oder sogenannte Protofi-
brillen [90, 91] zu Fibrillen aggregieren [92, 93], wobei bisher noch nicht vollstindig
geklart ist, in welcher Form die p-Amyloide ihre pathologische Wirkung entfalten
[81]. Das Verstindnis der p-Amyloid-Aggregation ist jedoch von grundlegender
Bedeutung fiir die Entwicklung neuer Medikamente und neuer therapeutischer
Ansitze [81, 94, 95].

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, mit Hilfe der zeitaufgelosten statischen Licht-
streuung einen Einblick in die Aggregation des AB(1-40) zu erhalten und Infor-
mationen tiiber die Struktur der entstehenden Teilchen sowie der dazugehdrenden
Kinetik zu gewinnen, und mit bestehenden Untersuchungen zu vergleichen. Die
Lichtstreuung eignet sich dazu in ausgezeichneter Weise, da sie als eine nichtinvasi-
ve Technik das System im Gegensatz zu mikroskopischen Verfahren praktisch nicht
beeinfluf$t. Biologische Systeme wie Proteine konnen also in ihrer nativen Form un-
tersucht werden.

4.2 Experimentelle Ergebnisse der f-Amyloid-
Aggregation

4.2.1 Praparation der Proben

Der Prdparation der Proben kommt in diesem Fall ein besonderes Gewicht zu.
Im Gegensatz zu niedermolekularen organischen Molekiilen stellen Proteine eine
komplexe Struktur dar. Durch ihren Aufbau in Form eines definierten Riickgrats
mit variierenden Seitenketten erhalten sie in Losung zusidtzlich zu der die Rei-
henfolge der Aminosduren charakterisierenden Primérstruktur eine Sekundér-
und Tertidrstruktur. Die Sekundéarstruktur wird durch intramolekulare Wasser-
stoffbriicken vom Typ N-H---O=C entlang des Proteinriickgrats aufgebaut. Als

O R> H O
H2N . N
N
I
H

R, o) R,

Abbildung 4.5: Allgemeine Strukturformel eines Polypeptids mit den Aminosdureseiten-
resten R; bis Ry,.
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wichtigste Strukturen sind die a-Helix und die p-Faltblattstruktur zu nennen. Unter
der Tertidrstruktur versteht man die rdumliche Anordnung der Peptidkette und der
Aminosdureseitenreste. Diese Form der Anordnung wird durch Disulfidbriicken,
Wasserstoffbriickenbindungen, ionische und hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen den Seitenketten, also ebenfalls intramolekular, stabilisiert und aufge-
baut. Der Vollstandigkeit halber sei noch die Quartarstruktur erwdhnt. Hiervon
spricht man, wenn ein Protein aus mehreren Polypeptiden besteht, die durch
intermolekulare Wechselwirkungen zusammengehalten werden. Ein Beispiel ist
das Hamoglobin, welches aus vier Polypeptiden aufgebaut ist [85, 96].

Verliert ein Protein durch chemische oder physikalische Einwirkung diese struk-
turellen Merkmale, so kann es seine biologische Aufgabe nicht mehr erfiillen. Fiir
in vitro Experimente mit Proteinen ist es daher von grundlegender Bedeutung,
daf sie in ihrer nativen Form vorliegen. Ubertragt man dies auf die Aggregation
von Ap(1-40), so gilt dies in besonderem Mafle, da hier die Wechselwirkungen
der Ap-Molekiile untereinander entscheidend durch deren rdumliche Struktur
beeinflufit werden und dies wiederum die Aggregation beeinfluf3t.

Die Tabelle 4.1 gibt eine Ubersicht iiber die fiir die zeitaufgelésten Lichtstreu-
messungen verwendeten Konzentrationen des ApB(1-40) (AnaSpec Inc. San
Jose CA). Prinzipiell gelten wieder die bereits in Abschnitt 3.2.1 aufgezdhlten
Bedingugnen fiir die Auswahl des Konzentrationsbereiches. Neben der Konzen-
trationsabhdngigkeit der Amyloid-Aggregation soll zusétzlich bei einer definierten
Amyloid-Konzentration die Abhédngigkeit von der Salzkonzentration untersucht
werden.

Die oben angesprochene Struktur von Proteinen in Losung hat zur Folge, daf3
der Losungsprozefs und die Losungsbedingungen einen entscheidenden Einfluf3
auf die resultierende Konformation des Polypeptids haben. Unterschiedliche

Tabelle 4.1: Die verwendeten Konzentrationen der Amyloid-Aggregation.

NaCl AB(1-40)
c [1073 M] c[g/L] ([107¢ M])
150 00118 (273) 0,0196 (453) 0,0314 (7,25) 0,0392 (9,05)
100 0,0196 (4,53) 0,0392 (9,05)
50 0,0196 (4,53) 0,0392 (9,05)
0 0,0392 (9,05)

66



4.2 EXPERIMENTELLE ERGEBNISSE DER 3-AMYLOID-
AGGREGATION

Vorgehensweisen haben in vielen Féllen unterschiedliche Resultate erzielt und
dadurch ein iibergreifendes Verstindnis erschwert [86, 97, 98, 99, 100]. Erst in
den letzten Jahren hat sich ein Verfahren herauskristallisiert, das von vielen Ar-
beitsgruppen iibernommen wurde [84, 86, 90, 101, 102]. Im Prinzip basiert es auf
zwei Losungsschritten. Zundchst wird das in lyophilisierter Form vorliegende
Protein in Hexafluoroisopropanol (HFIP) aufgenommen. Aufgrund der sehr guten
Losungseigenschaften liegt das Aymloid dann in molekular geloster Form vor
[86]. Da HFIP denaturierend wirkt, tiberfiihrt es das Protein dabei in eine random
coil Konformation. Nachdem das HFIP entfernt ist, wird im zweiten Schritt der
resultierende Peptidfilm mit Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen und diese
DMSO-ApB(1-40) Losung zu einer wissrigen Pufferlosung gegeben, so dafs der
DMSO-Anteil nur noch 2 % betrdgt. Erst in dieser wiassrigen Umgebung kann das
Protein wieder seine vollstindige Uberstruktur ausbilden. Durch diese Vorgehens-
weise ist fiir alle Untersuchungen das random coil als Konformationsstartpunkt
gegeben, was bei den unbehandelten lyophilisierten Proteinen nicht gewéahrleistet
werden kann. Eine direkte Zugabe des lyophilisierten Polypeptids zu DMSO oder
in den wiéssrigen Puffer fiihrt zu einem unvollstindigen Losungsprozef3, in dem
grofiere Aggregate entstehen oder vorliegen. Gleiches gilt fiir die direkte Aufnahme
des mit HFIP vorbehandelten Peptidfilms mit wéssriger Pufferlosung oder reinem
Wasser [86].

Das Ap(1-40) wird in 1 mg Portionen vom Hersteller bezogen und bei —20 °C gela-
gert. Allerdings benotigt eine Lichtstreumessung nur 0,036 bis 0,12 mg Protein. Da
die Handhabung so kleiner Mengen mittels Wagung unpraktikabel ist, wird folgen-
des Verfahren zur Portionierung der Ursubstanz angewandt:

1. Temperieren des lyophilisierten AB(1-40) bei Raumtemperatur fiir 15 — 20 min
2. Losen des AB(1-40) in 833 uL HFIP (99+ %, Lancaster) fiir 120 min

3. Aufteilen der HFIP-Stammltsung in unterschiedliche Portionen von 4 x
100 uL (=4 x 0,120mg), 2 x 80 uL (=2 x 0,096 mg), 4 x 50 uL (=4 x 0,060 mg)
und 2 x 30 uL (=2 x 0,036 mg)

4. Abdampfen des HFIP und anschliefiend Trocknen des entstandenen Peptid-
tilms bei Raumtemperatur und 30 — 60 mbar fiir 30 min

5. Lagern der Ap-Portionen bei —20°C.

Dieses Vorgehen ermdoglicht eine ausreichend genaue Handhabung der Protein-
mengen und liefert zudem 16semittelfreie Amyloidportionen. Dies ist im Hinblick
auf die Lagerung wichtig, da nach dem vollstdndigen Losungsverfahren ApB(1-40)
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in DMSO vorliegt und hier Aggregate ausbilden kann [86].

Fiir die Durchfiihrung einer Lichtstreumessung wird die entsprechende Amyloid-
portion wie folgt behandelt:

1. Temperieren der AB(1-40) Portion bei Raumtemperatur fiir 15 — 20 min
2. Losen des ApB(1-40) in 100 L HFIP fiir 60 min

3. Schnelles Abdampfen des HFIP unter Argon fiir 5 min

4. Trocknen des entstandenen Peptidfilms bei 30 — 60 mbar fiir 30 min

5. Losen des Peptidfilms in 60 uL. Dimethylsulfoxid (DMSO, destilliert iiber 3 A
Molekularsieb) fiir 30 min

6. Ultraschall der DMSO-ApB(1-40) Losung fiir 2 min.

Zum Starten der Aggregation wird die DMSO-AB(1-40) Losung mit Hilfe einer
Glas-Mikroliterspritze unter Riithren zu 3mL einer im Rollrandgldschen vorge-
legten wéfirigen 0,01 M Tris-HCl Pufferlosung (Tris-hydroxymethyl-aminomethan-
hydrochlorid, pH 7,4, Ultra fiir Molekularbiologie, Fluka) mit bis zu 150 mM NaCl
gegeben. Sofort im Anschluf8 erfolgt die Aufnahme mit einer Glasspritze und die
Filtration durch einen 0,2 ym PTFE-Filter (Millipore SLLG013SL, hydrophil, gerin-
ge Proteinanhaftung) in eine Streukiivette.

4.2.2 Mefsparameter

Alle Messungen werden in zylindrischen Quarzglaskiivetten (Hellma) mit 20 mm
Durchmesser durchgefiihrt. Aufgrund des gewdahlten Konzentrationsbereiches
wird mit einer Mittelung von 1000 Streukurven (entspricht einer Mefzeit von 2 s) bei
einem 15 s Meflintervall gearbeitet. Die Temperatur des Goniometers betrdgt in allen
Fallen 37 °C. Fiir das Brechungsindexinkrement dd—Z wird ein Wert von 0,186 mL/g
eingesetzt [92, 103]. Der Brechungsindex des wéssrigen Puffers wird mit 1,333 von
reinem Wasser approximiert [48].

4.2.3 Auswertung und Ergebnisse der zeitaufgelosten
Lichtstreumessungen

4.2.3.1 Auswertungsprozedur

Die Auswertung der Lichtstreukurven der B-Amyloid-Aggragate erfolgt in Ab-
hédngigkeit von der Grofie der entstehenden Teilchen nach zwei unterschiedlichen

68



4.2 EXPERIMENTELLE ERGEBNISSE DER 3-AMYLOID-
AGGREGATION

Verfahren.

Die erste Methode pafit einen modellspezifischen Formfaktor anhand seiner frei
wihlbaren Parameter {iber den gesamten g-Bereich an die experimentellen Daten in
Form von AK—RCG an. Wie in Abschnitt 4.3 noch nidher diskutiert wird, erweist sich hier
das Modell des kontinuierlich gekriimmten Fadens von KRATKY und POROD [104]
(im weiteren Verlauf als KRATKY-POROD-Kette abgekiirzt) als besonders geeignet.
Fiir die Auswertung wird der nach PEDERSEN und SCHURTENBERGER [105, 106]
berechnete Formfaktor der KRATKY-POROD-Kette verwendet. Als Fitparameter die-
nen hierbei die gewichtsmittlere Molmasse M, die gewichtsmittlere Konturldnge
Ly und die sogenannte Persistenzldnge a, welche ein MafS fiir die Steifigkeit der
Teilchen darstellt. In Abbildung 4.6a sind exemplarisch eine Messung mit einer A -
Konzentration von ¢ = 0,0392 ¢/L und 150 mM NaCl sowie der optimale Fit nach
PEDERSEN und SCHURTENBERGER dargestellt. Aus der gewichtsmittleren Kontur-
lange ergibt sich unter Annahme einer SCHULZ-ZIMM-Verteilung [107] (vgl. Glei-
chung A.16) der Tragheitsradius R, nach OBERTHUR [108] zu

B (z+2)aLw_a2 2> 2a*(z+1) [ (z+1Da \* @)
&% (z+1)3 Ly zL2 (z+1)a+ Ly '
Das Verfahren der Formfaktoranpassung lafit sich allerdings nur auf Teilchen
mit einem Tragheitsradius grofier als 100 nm anwenden, da erst ab dieser Grofie
struktursensitive Formfaktorverldufe vorliegen.

Die zweite Methode dient dazu, Streukurven von Partikeln mit einem Tragheits-
radius kleiner als 100 nm nach einem modifizierten ZIMM-Verfahren auszuwerten.
Dazu wird Gleichung 2.27 unter Vernachldssigung des Terms 2A;c fiir die interpar-
tikuldren Wechselwirkungen nach

A—I; =a1+a q2 — a3 q4 4.2)

fur qz in eine Reihe entwickelt [109], so daf3 gilt [110]

Ke 1 () o (189 <<52>z>2 - 43)

=— |1
ARy My | T3 5! 3!

wobei (%) und (S*)_jeweils das z-mittlere zweite und vierte Moment der Mas-
senverteilung innerhalb der Teilchen ist und in Form von
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Abbildung 4.6: Auswerteverfahren fiir die Amyloid-Aggregation. (a) Anpassung der Streu-
kurve mit dem Formfaktor fiir eine KRATKY-POROD-Kette nach der Formel von PEDERSEN
und SCHURTENBERGER oder (b) Auswertung der Streukurve nach ZIMM mit quadratischem
oder (c) linearem Fit {iber den gesamten g-Bereich.
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(5%).

2

=R;, (4.4)

der Zusammenhang mit dem Tragheitsradius gegeben ist (vgl. Gleichung 2.25). Der
q*-Term beschreibt die Kriimmung der Kurve in der Auftragung AK—RCQ vs. 2. Wird er
nicht berticksichtigt, geht Gleichung 4.3 in

Ke _ 1
ARy My

2
1+ % q2] (4.5)

tiber. Gleichung 4.5 entspricht damit dem Ausdruck 2.27 fiir A, = 0 und liefert
in der Auftragung AK_RC@ vs. g% eine Gerade. Durch die quadratische oder lineare
Anpassung werden daraus Werte fiir die gewichtsmittlere Molmasse und den
z-mittleren Tragheitsradius erhalten. Ob das lineare oder das quadratische Aus-
werteverfahren gewdhlt wird, hiangt nur von der Giite, also dem S/N-Verhaltnis,
der zugehorigen Streukurven ab. Abbildung 4.6b und 4.6c zeigt beispielhaft zwei
Mefikurven mit unterschiedlichem S/N-Verhiltnis. Fiir die Auswertung der Kurve
in Abbildung 4.6b wird der quadratische Fit bevorzugt, da dieser im Gegensatz zur
linearen Anpassung eine deutlich bessere Korrelation liefert. Dies trifft auch auf
die Streukurve in Abbildung 4.6c zu, jedoch ruft das schlechtere S/N-Verhiltniss
eine Uberbewertung der Kriimmung hervor. In diesem Fall ist der lineare Fit

vorzuziehen.

Wie in Abschnitt 2.1.3 und 3.2.3.1 bereits ndher erldutert, kann der Verlauf einer
Streukurve aufgrund des meist sehr komplexen Formfaktors in der Regel nicht
durch einen einfachen linearen oder quadratischen Zusammenhang tiber den ex-
perimentell zuganglichen g-Bereich wiedergegeben werden, so daff die Anpas-
sung hadufig auf den Anfangsbereich der Streukurven begrenzt ist. Wird das S/N-
Verhiltnis jedoch zu schlecht, induziert der eingeschrankte Fitbereich einen gro-
feren Fehler, als die unzureichende Wiedergabe der Streukurve durch eine lineare
oder quadratische Anpassung iiber den gesamten g-Bereich (vgl. Abschnitt 3.2.3.1,
Seite 25). Um dies fiir den vorliegenden Fall zu quantifizieren, wird innerhalb des
relevanten Grofienbereiches an theoretischen Streukurven von KRATKY-POROD-
Ketten der Fehler fiir die Tragheitsradien bei linearem und quadratischem Fit be-
stimmt. In Abbildung 4.7 sind die Parameter der verwendeten KRATKY-POROD-
Ketten und die dazugehorigen Fehler bei linearer und quadratischer Anpassung
eingetragen, wenn der gesamte g-Bereich von 5,9 - 10*cm ™! < g < 2,5-10°cm ™!
angepasst wird. Fiir eine lineare Regression ist deutlich eine Korrelation zwischen
der Abweichung vom tatsdchlichen Tragheitsradius und den gewédhlten Parame-
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Abbildung 4.7: Oben: Parameter der nach PEDERSEN und SCHURTENBERGER berechneten
KRATKY-POROD-Ketten, zur Quantifizierung des Fitfehlers bei linearer oder quadratischer
Regression. Kurven mit konstanter Persistenzldnge a: geschlossene Symbole; Kurven mit
konstantem Trégheitsradius R,,.: offene Symbole. Unten: Prozentuale Fehler der linearen
(breiter Fehlerbalken) und quadratischen Regression (schmaler Fehlerbalken) der theoreti-
schen KRATKY-POROD-Ketten iiber den gesamten g-Bereich.

tern der KRATKY-POROD-Kette zu erkennen. Demnach ist eine lineare Auswertung
der Streukurven im Fall Ry./a = 100/75 mit bis zu —14, 6 % behaftet, wohinge-
gen die quadratische Anpassung einen Fehler von —6,5 % liefert. Im Falle kleiner
Persistenzlangen (a < 50 nm) und kleiner Tragheitsradien (R, < 60nm) sind bei-
de Auswerteverfahren nahezu identisch und erreichen einen maximalen Fehler von
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—5,2% fiir eine KRATKY-POROD-Kette mit Re ./a = 40/25. Die Auswertung einer
ApB-Aggregation gliedert sich damit wie folgt:

e Zu Beginn der Aggregation sind die Teilchen noch relativ klein, und daraus
folgend das S/N-Verhiltnis relativ schlecht, so daf$ mit Hilfe einer linearen
Anpassung M, und R, ; bestimmt werden.

e Verbessert sich das S/N-Verhiltnis im Verlauf der Aggregation ausreichend,
so erfolgt die Anpassung mit Hilfe einer quadratischen Gleichung, welche ei-
ne erste Kriimmung der Streukurven berticksichtigt. Als Ergebnis erhélt man
wiederum My, und Ry .

e Fiir Teilchen mit R;, > 100nm erfolgt eine Anpassung der Streukurven mit
dem Modell einer KRATKY-POROD-Kette nach der Formel von PEDERSEN und
SCHURTENBERGER. Als Ergebnis erhélt man My, Ly, a und Ry .

4.2.3.2 Zeitaufgeloste Messungen variierender f-Amyloid-Konzentrationen un-
ter physiologischen Bedingungen

Abbildung 4.9 zeigt die Aggregationskinetiken von vier unterschiedlichen Ap-
Amyloid-Konzentrationen (siehe Tabelle 4.1 und Abbildung 4.8) bei konstanter

I T I T I T I
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Abbildung 4.8: Graphische Darstellung der verwendeten B-Amyloid- und NaCl-
Konzentrationen aus Tabelle 4.1. Die jeweiligen Symbole gelten fiir alle nachfolgenden Dar-
stellungen.
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Abbildung 4.9: Aggregation vier unterschiedlicher AB-Konzentrationen mit 0,0392¢/L (a,
b, ), 0,0314g/L (c, d, 0), 0,0196g/L (e, f, A) und 0,0118¢/L (g, h, V) aber konstanter
NaCl-Konzentration von 150 mM. Alle Messungen wurden bei 37 °C durchgefiihrt.

74



4.2 EXPERIMENTELLE ERGEBNISSE DER 3-AMYLOID-
AGGREGATION

NaCl-Konzentration von 150 mM. Da alle Messungen bei 37 °C erfolgen, konnen die
vorliegenden Bedingungen als anndhernd physiologisch betrachtet werden. In den
Abbildungen 4.9a-4.9h sind die nach dem in 4.2.3.1 beschriebenen Verfahren ermit-
telten Tréagheitsradien R, ., und gewichtsmittleren Molmassen M, in Abhéngigkeit
von der Zeit t aufgetragen. Die Zeit bis zum Beginn des Wachstums wird im Folgen-
den als Anfangsphase bezeichnet. Ist sie im Falle der hochsten Konzentration nur
schwach angedeutet, zeigt sich mit abnehmender Konzentration eine Verldngerung
der Anfangsphase auf bis zu 15min bei c4p = 0,0196 ¢/ L. Wéhren dieser Zeit blei-
ben die Radien und Massen innerhalb eines grofieren Fehlers praktisch konstant.
In allen Féllen liegt ein Radius von ca. 50 nm vor, wohingegen die Massen einen
Bereich von 4 - 10° g/mol bis 1 - 10° ¢/mol abdecken. In der doppellogarithmischen
Darstellung zeigt sich nach der Anfangsphase ein lineares Wachstum fiir R, ; und
My, das bei einer Grofse von ca. Ry, = 50 nm einsetzt. Um mit der Interpretation
der Streukurven im Rahmen der hier vorgestellten Theorie der Lichtstreuung zu
bleiben, wird die Auswertung bei einem Tridgheitsradius von R, . = 500 nm abge-
brochen. In allen Fillen geht das Signalwachstum jedoch noch weiter. Die Aggre-
gationskinetik der geringsten Konzentration liefert, verglichen mit dem Trend der
tibrigen Messungen, eine kiirzere Anfangsphase mit grofieren Molmassen.

4.2.3.3 Zeitaufgeldste Messungen mit variierenden NaCl-Konzentrationen bei
konstanter 5-Amyloid-Konzentration

In Abbildung 4.10 sind vier Aggregationskinetiken bei konstanter B-Amyloid-
Konzentration von 0,0392¢/L aber unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen
in einem Bereich von 0 bis 150mM NaCl dargestellt. Die oberste Messung mit
150mM NaCl ist aus der Konzentrationsreihe entnommen (vgl. Abbildung 4.9a
und 4.9b). Die Aggregation mit 100 mM NaCl zeigt praktisch den gleichen Verlauf
wie fiir die Messung mit 150 mM NaCl. Im Fall der Messung mit 50 mM NaCl
gibt es insofern eine Abweichung von den vorherigen Messungen, als daf3 der
Radius von anfanglich 80nm auf einen konstanten Wert zwischen 60 bis 70 nm
abfillt und die Molmasse lediglich von 1 - 106 ¢/mol auf 2 - 10° ¢/mol steigt. Die
verbleibende Aggregation ohne NaCl dhnelt wieder den bekannten Verldufen bei
150 und 100 mM NaCl, allerdings mit einem deutlich flacheren Anstieg und damit
langsameren Wachstum. Weiterhin ist die Zeit bis zum Einritt dieses Wachstums
tiir den Tragheitsradius mit ca. 30 min wesentlich langer als fiir die Molmassen mit
ca. 10 min.
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Abbildung 4.10: Aggregation bei konstanter AB-Konzentration von 0,0392 ¢/L aber vier
unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM NaCl (a, b, (1), 100 mM NaCl (¢, d, e),
50mM NaCl (e, f, A) und 0mM NaCl (g, h, ¥). Alle Messungen erfolgten bei 37 °C.
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Abbildung 4.11: Aggregation bei konstanter ApB-Konzentration von 0,0196 g/ L aber unter-
schiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM NaCl (a, b, AA), 100 mM NaCl (c, d, <€) und
50 mM NaCl (e, £, »). Alle Messungen wurden bei 37 °C durchgefiihrt.

Abbildung 4.11 zeigt drei Kinetiken, bei einer konstanten f-Amyloid-Konzentration

von nur 0,0196 ¢/ L aber wiederum verschiedenen NaCl-Konzentrationen von 50,
100 und 150 mM NaCl. Die Messung mit einem Salzgehalt von 150 mM NaCl ist
aus der Konzentrationsreihe entnommen (vgl. Abbildung 4.9e und 4.9f). Fiir die

Aggregation mit 100 mM NaCl existiert eine grofe Ahnlichkeit mit der Messung
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bei 150 mM NaCl. Die Dauer der Anfangsphase betrdgt fiir den Tragheitsradius
und die Molmasse ca. 15 min. Innerhalb dieser Zeit liegen im Mittel Teilchengro-
Ben von 50 nm und Teilchenmassen von 6 - 10° ¢/mol vor. Die Kinetik mit 50 mM
NaCl ist eher mit der Aggregation ohne NaCl und einer f-Amyloid-Konzentration
von 0,0392 g/ L vergleichbar (vgl. Abbildung 4.10g und Abbildung 4.10h). Die An-
fangsphase fiir Radius und Masse ist unterschiedlich lang. Setzt das Wachstum von
Ry z nach ca. 50 min ein, so beginnt es fiir My, bereits nach 10 min. Mit R, . = 30 bis
40nm und My, = 3 - 10° ¢/mol sind die Absolutwerte fiir Radien und Massen der
Anfangsphase kleiner als in den vorangehend beschriebenen Messungen.
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4.3 Diskussion der f-Amyloid Aggregation

Um ein moglichst grofies Maf} an Ubersicht zu gewéhrleisten, wird die Diskussion
der B-Amyloid-Aggregation geteilt: Zunéchst erfolgt eine ausfiihrliche Diskussion
anhand einer Messung. Es werden sowohl die Kinetik und die globalen Dimensio-
nen, als auch die strukturellen Parameter aus der Analyse der zeitabhdngigen Form-
faktoren betrachtet. Im Anschluf$ daran folgt die Besprechung aller experimentellen
Daten in Form einer Konzentrationsreihe (vgl. Abbildung 4.9) sowie zweier Salzrei-
hen (vgl. Abbildung 4.10 und 4.11).

4.3.1 Diskussion der experimentellen Daten der p-Amyloid-
Aggregation mit c45 = 0,0392 ¢/L und 150 mM NaCl

In Abbildung 4.12a ist der Trdgheitsradius R, . der f-Amyloid-Aggregation mit
cap = 0,0392¢/L und 150 mM NaCl gegen die Zeit ¢ aufgetragen 1 Innerhalb der
ersten sechs Minuten liegt ein konstanter Radius von 50 nm vor. Fiir den Zeitraum
t > 10min findet sich in der vorliegenden doppellogarithmischer Darstellung ein
linearer Zusammenhang, der durch ein Exponentialgesetz der Form

500 -

200 -

s 1004

R /nm

50 -

t/ min M /g mol”

Abbildung 4.12: Auftragung des Triagheitsradius R, . gegen die Zeit t und die gewichts-
mittlere Molmasse M, fiir die B-Amyloid-Aggregation mit c45 = 0,0392¢/L und 150 mM
NaClL.

IDie Tragheitsradien grofer als 100 nm und die dazugehorigen Molmassen sind das Ergebnis der
Formfaktoranpassung. Siehe Abschnitt 4.2.3.1 und die folgenden Seiten.
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Ry o £7 (4.6)

beschrieben werden kann. Die daraus ermittelte Konstante 7 kann direkt mit dem
bereits in Abschnitt 3.3.1 eingefiihrten Modell der diffusionskontrollierten Cluster-
Aggregation (diffusion limited cluster aggregation, DLCA) verglichen werden. So
ergibt sich nach linearer Regression der Werte fiir t > 10min eine Steigung von
1,14. Dieser Wert ist nahezu doppelt so grof3, wie er fiir die DLCA mit T =
1/1,8 = 0,56 gefunden wird [50, 51]. Das Modell steht daher als mogliche Erkla-
rung der AB-Aggregation nicht zur Verfligung. Als weiteres Aggregationsmodell
wurde zusitzlich die reaktionskontrollierte Cluster-Aggregation (reaction /imited
cluster aggregation, RLCA) eingefiihrt. In diesem Fall findet man ein Exponential-
gesetz der Form [51, 52]

Rg,Z o econst~t (4.7)

was ebenfalls nicht beobachtet wird, so dafy auch dieses Modell nicht auf die Ap-
Aggregation iibertragen werden kann. Da sich die Kinetiken weder dem DLCA-
noch dem RLCA-Mechanismus zuorden lassen, kann nur eine qualitative Aussage
beziiglich des Wachstums der entstehenden Teilchen gemacht werden. Die zu
Beginn auffillige Konstanz der Radien kann dadurch erkldrt werden, dafs sich auf
Kosten der Monomere Aggregate gleicher Grofie bilden [53]. Hierauf aufbauend
bildet sich im weiteren Verlauf ein Wachstum aus, in dem relativ schnell grofsere
Teilchen entstehen. Zudem ist mit T = 1, 14 ein gegeniiber der DLCA deutlich gro-
3erer Exponent vorhanden, der ein Hinweis auf wenig kompakt gebaute Teilchen
ist.

Durch eine Auftragung von R, vs. My kdnnen weitere Informationen iiber den
Wachstumsmechanismus und die Struktur der entstehenden Teilchen erhalten wer-
den. Das der Auftragung zugrunde liegende Exponentialgesetz lautet

Rg, Mz, (4.8)

In Abbildung 4.12b ist die entsprechende Darstellung fiir den vorliegenden Fall der
AB-Aggregation gezeigt. Es ist ein durchgédngiges Exponentialverhalten mit einer
Steigung von a = 0,48 vorhanden. Dieser Wert stimmt mit dem Exponenten des
DLCA-Modells iiberein [51, 52]. Allerdings gibt dieses Modell den kinetischen Ver-
lauf nicht wieder, so dafs eine andere Erklarung in Betracht gezogen werden muf.
Fiir stabformige Teilchen erhdlt man unter Beriicksichtigung des Monomeranteils
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(vgl. Abschnitt 3.3.1) einen Wert von &« = 0,5. Auch dieser Wert ist im Rahmen
des experimentellen Fehlers noch akzeptabel. Unter Vorgriff auf die Ergebnisse
der Untersuchung der Formfaktoren, kann dieses Modell aber ebenfalls nicht
zutreffen, da den streuenden Teilchen eindeutig keine Stabgeometrie zugrunde
liegt. Immerhin bestehen die langsten Fibrillen aus mehr als 200 Persistenzldangen.

Weitere Informationen {iiber die Struktur der im Laufe der Aggregation entstehen-
den Teilchen konnen aus der Analyse der entsprechenden Formfaktoren gewonnen
werden (siehe Abschnitt 2.1.3). Die Darstellung erfolgt gegen die dimensionlose Va-
riable u mit

u = q . Rg/z (4.9)

In Abbildung 4.13 sind exemplarisch der Formfaktor der f-Amyloid-Aggregation
mit c4g = 0,0392 g/L und 150 mM NaCl zum Zeitpunkt ¢t = 23,75 min, sowie
die theoretischen Verldufe eines Stabes, eines Knduels und einer Kugel in Form
der HOLTZER-Auftragung uP(u) vs. u sowie der KRATKY-Auftragung u?P(u)
vs. u dargestellt. Es zeigt sich, dafy keines der selbstdhnlichen Systeme den ex-
perimentellen Verlauf richtig wiedergibt. Eine verzweigte Struktur kann fiir die
entstehenden Teilchen ebenfalls weitgehend ausgeschlossen werden, da sich im
KRATKY-Plot kein Maximum erkennen 1df3t [54]. Betrachtet man jedoch die Lage
der experimentellen Daten, so fillt auf, daf3 sie zwischen den Verldufen fiir Stab und
Knéuel liegen. Unter Einbeziehung der vorherigen Uberlegungen kann also die
begriindete Annahme gemacht werden, dafS es sich um eine lineare, semiflexible
Struktur handelt. Das physikalische Modell, welches eine solche Struktur be-
schreibt, ist das des kontinuierlich gekriimmten Fadens von KRAKTKY und POROD
(KRAKTKY-POROD-Kette) [104]. Eine Interpretation der f-Amyloid-Aggregate in
Form einer KRAKTKY-POROD-Kette wiirde sich zudem in hervorragender Weise
mit elektronenmikroskopischen Untersuchungen [86, 101] decken.

Vor Auswahl einer geeigneten Formel zur Beschreibung einer KRAKTKY-POROD-
Kette soll an dieser Stelle noch auf einen moglichen Einflufi des Ausgeschlossenen
Volumens also des Aj-Wertes auf die Streukurven eingegangen werden. Zur
Abschitzung der Grofienordnung des Ajp-Wertes werden Rechnungen fiir Stab,
Knéduel und Kugel durchgefiihrt [111] und der prozentuale Einflufs bei der
Molmassenbestimmung ermittelt (siehe Anhang). Abbildung 4.14a zeigt die
entsprechenden Auftragungen. Unter Beriicksichtigung der Interpretation der -
Amyloid-Aggregate mit Hilfe einer KRAKTKY-POROD-Kette, mufs der A,-Wert von
einer Grofienordnung sein, der zwischen den Aj-Werten fiir Stab und Knéuel liegt.
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Abbildung 4.13: (a) HOLTZER-Auftragung des Formfaktors der p-Amyloid-Aggregation
mit cxp = 0,0392¢/L und 150 mM NaCl zum Zeitpunkt ¢t = 23,75min (o). Als Vergleich
sind die theoretischen Verldufe eines Stabes (1), eines Knduels (2) und einer Kugel (3) einge-
zeichnet. (b) Gleicher Datensatz wie unter (a) jedoch in Form einer KRATKY-Auftragung.

In dem betrachteten Molmassenbereich befindet sich der Einflufs demnach in einem
Bereich von unter 1 % bis hin zu 18 %. Da somit lediglich fiir die grofiten Aggregate
mit einem signifikanten Einflufd gerechnet werden konnte, wird im weiteren Verlauf
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Abbildung 4.14: (a) Abschitzung der Grofsenordnung des Fehlers bei Vernachladssigung des
Ap-Wertes fiir Stab (UJ), Knduel (H) und Kugel (B). (b) Normierte HOLTZER-Auftragung
der f-Amyloid-Aggregation mit c4p = 0,0392 ¢/L und 150 mM NaCl fiir den gesamten in
Abbildung 4.12 betrachteten Zeitraum bei nur einem g-Wert von 0,0059 nm 1. Als Vergleich
sind drei theoretische Kurven fiirz =1 (——),z = 2 (----) und z = 3 (— —— ) eingezeichnet.
Die experimentellen Punkte bilden einen Verlauf, der zwischen den theoretischen Kurven
fir z = 1und z = 2 liegt.

der Auswertung das Ausgeschlossene Volumen nicht berticksichtig.
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Fiir die Anpassung der Formfaktoren ist neben der eigentlichen Struktur und dem
Ausgeschlossenen Volumen die Polydispersitit der zu betrachtenden Teilchen
von Bedeutung. Prinzipiell ist eine polydisperse Verteilung der Teilchengrofien zu
erwarten, so daf$ dies bei der Berechnung des Formfaktors bertiicksichtigt werden
mufs (Details der Berechnung siehe Anhang). Zur Bestimmung der Polydispersitat
sind in Abbildung 4.14b die Formfaktoren der relevanten Steukurven bei nur
einen g-Wert von g = 5,9 - 10*cm ™1, sowie entsprechende theoretische Kurven
firz = 1,z = 2 und z = 3 in Form einer normierten HOLTZER-Darstellung
aufgetragen. Die theoretischen Verldufe werden hierbei mit Hilfe des Formfaktors
nach PEDERSEN und SCHURTENBERGER ohne Berticksichtigung des ausgeschlos-
senen Volumens berechnet, welcher im folgenden Abschnitt noch eingefiihrt wird.
Der fiir die Rechnungen notwendigen Parameter der Persistenzlinge a ergibt
sich als Mittelwert der Grenzwerte der Persistenzldngen aus Abbildung 4.15 zu
a = 45nm. Die Tragheitsradien und Molmassen zur Berechnung von u und uP
sind mittels einer modellunabhingigen Auswertung der zugehorigen Streukurven
nach der ZIMM-Methode bestimmt worden. Hierbei wird iiber einen g-Bereich von
59-10cm™! < g < 1,6-10°cm !, was den ersten acht Winkeln der Apparatur
entspricht, eine quadratische Anpassung durchgefiihrt. Vergleicht man die ent-
stehende Kurve mit den theoretischen Verldufen bei unterschiedlichen z-Werten,
so decken sich die experimentellen Punkte nahezu mit dem Verlauf fiir z = 1.
Die Auswertung der Streukurven erfolgt daraufhin fiir alle Messungen durch
polydisperse Formfaktoren mit z = 1.2

Aufgrund der bisherigen Uberlegungen findet fiir die Berechnung der Form-
faktoren der KRAKTKY-POROD-Ketten die Formel nach PEDERSEN und SCHUR-
TENBERGER ohne Berticksichtigung des ausgeschlossenen Volumens Anwendung
(siehe Tabelle A.7 im Anhang) [105, 106]. Andere Ansdtze zur Berechnung einer
KRAKTKY-POROD-Kette wie zum Beispiel nach KOYAMA [63], KHOLODENKO
[112] oder SHARP und BLOOMFIELD [113] weisen entweder einen eingeschrankten
u-Bereich, numerische Berechnungen oder eine auf eine bestimmte Persistenz
beschrankte Giiltigkeit auf. Als Fitgrofsen dienen bei der Anpassung mit dem
Ansatz nach PEDERSEN und SCHURTENBERGER die gewichtsmittlere Molmasse
My, die gewichtsmittlere Konturlinge L,, und die Persistenzlange a. Mit Hilfe
dieser Strukturparameter konnen weitere Informationen tiber das Wachstum und
den Aufbau der B-Amyloid-Aggregate, zum Beispiel in Bezug auf die lineare
Massenbelegung der Aggregate, gewonnen und mit literaturbekannten Modellen

2Das hier dargestellte Verfahren ist ein iterativer Prozess. Zu Beginn wird mit einer physikalisch
sinnvollen Wahl von z = 1 gestartet und dann die weiteren Schritte der Auswertung durchgefiihrt.
Da in Abbildung 4.14 die experimentellen Daten mit dem theoretischen Verlauf von z = 1 nahezu
identisch sind, kann die Auswertung als konsistent betrachtet werden.
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und Daten verglichen werden.

Abbildung 4.15a zeigt die aus der Anpassung der vorliegende ApB-Aggregation
mit cyp = 0,0392¢/L und 150 mM NaCl ermittelten Persistenzldngen a in Ab-
hidngigkeit von der Konturlinge L;. Deutlich ist eine Abnahme der Persistenz
mit zunehmender Konturlinge zu erkennen. Dies ist zundchst unverstiandlich
und konnte an dieser Stelle entweder als tatsdchliche Abnahme der Flexibilitat
oder durch eine im Laufe der Zeit zunehmende Verzweigung erklart werden [64].
Beide Begriindungen sind nicht zufriedenstellend, da die Flexibilitdt als inherente
Grofie der entstehenden Teilchen konstant sein sollte und die Formfaktoren keinen
Hinweis auf eine Verzweigung liefern. Eine Erklarung dieses Verhaltens ist erst
unter Berticksichtigung aller potentiell in der Losung vorkommenden Spezies
moglich und wird in Abschnitt 4.3.4 in Zusammenhang mit der Entwicklung
eines kinetischen Modells der B-Amyloid-Aggregation gegeben. Betrachtet man
die absoluten Werte der Persistenz, so konnen alle AB-Aggregate als flexible
KRATKY-POROD-Ketten beschrieben werden, da gilt = > 2. Die Teilchen dhneln
damit eher einer Gauf3-Kette als einem starren Stabchen.

Als direkte Folge der Abnahme der Persistenzldnge entsprechen die nach Glei-
chung 4.1 berechneten Tragheitsradien nicht dem theoretischen Verlauf wie er fiir
eine konstante Persistenzldnge zu erwarten ist. Vielmehr durchlaufen die Tragheits-
radien einen Bereich von Persistenzldngen. Abbildung 4.15b zeigt dieses Verhalten
fiir den vorliegenden Fall. Die beiden durchgezogenen Linien entsprechen den
theoretischen Verldufen, wie sie mit den in Abbildung 4.15a eingezeichneten
Grenzwerten berechnet werden.

Durch die Bestimmung der gewichtsmittleren Molmasse M, und der gewichts-
mittleren Konturldnge L, ist es moglich, die Masse pro Einheitslinge oder auch
lineare Massenbelegung M| der entstehenden Teichen zu bestimmen. Abbildung
4.16 zeigt das Ergebnis fiir die vorliegende Aggregation in Abhdngigkeit von
der Konturldnge. Wie bereits bei der Persistenzldnge zeigt sich auch fiir M| eine
Abnahme mit zunehmendem L. In einer einfachen Betrachtungsweise nimmt
damit die Dicke der AB-Aggregate im Verlauf der Zeit um ca. 25% ab. Um diese
Interpretation zu stiitzen, miifite die lineare Massenbelegung bereits enstandener
Fibrillen wieder abnehmen oder im Laufe der Zeit sich diinnere Teilchen ausbil-
den. Beide Annahmen sind aus physikalischer Sicht nicht sinnvoll. Eine einfache
Erklarung fiir die Abnahme von M ergibt sich wieder, wenn alle potentiell in
der Losung vorkommenden Spezies beriicksichtigt werden und wird in Abschnitt
4.3.4 bei der Entwicklung eines kinetischen Modells der f-Amyloid-Aggregation
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Abbildung 4.15: Persistenz und Tragheitsradius in Abhédngigkeit von der gewichtsmittle-
ren Konturldnge. Das betrachtete Intervall enspricht dem Aggregationbereich von 13,75 —
48,25 min der B-Amyloid-Aggregation mit c4p = 0,0392 ¢/ L und 150 mM NaCl. Die durch-

gezogenen Linien entsprechen mit 58 und 31 nm den Grenzwerten der Persistenzldnge (a)
beziehungsweise den hieraus berechneten Tdgheitsradien (b).

gegeben.

Trotz dieser noch offenen Fragestellung, konnen zumindest die asymptotischen
Werte von a und M| diskutiert und gegebenenfalls mit literaturbekannten Daten
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Abbildung 4.16: Lineare Massenbelegung M;, in Abhédngigkeit der Konturldnge L, fiir den
gleichen Datensatz wie in Abbildung 4.15

verglichen werden. So findet GOLDSBURY et al. [101] mit Hilfe elektronenmikrosko-
pischer Untersuchungen unter gleichen praparativen Bedingungen aber einer Ap-
Konzentration von 100 #M und einem NaCl-Gehalt von 120 mM, innerhalb eines
Tages Fibrillen mit einer linearen Massenbelegung von 1,9 - 10% gmol “lym=1. Das
Ergebnis deckt sich unter Beriicksichtigung der experimentellen Fehler erstaunlich
gut mit den Ergebnissen der Lichtstreumessungen in Abbildung 4.16. Allerdings
ist nicht ersichtlich, zu welchem Zeitpunkt die mikroskopischen Untersuchungen
durchgefiihrt worden sind, so dafl weitere Prozesse, die die lineare Massenbe-
legung beeinflussen, nicht ausgeschlossen werden konnen und einen direkten
Vergleich erschweren. Neben den elektronenmikroskopischen Untesuchungen
liefern Festkorper-NMR-Untersuchungen von TYCKO [114, 115] ein Modell der
Ap-Fibrillen mit einer linearen Massenbelegung von ca. 1,8 - 10* gmol ~'nm~!, und
damit eine weitere Bestdtigung der Ergebnisse der Lichtstreumessungen.
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Aufgrund der bisherigen Diskussion der f-Amyloid-Aggregation ergibt sich folgen-
des Bild:

e Die Kinetik kann weder mit dem DLCA- noch mit dem RLCA-Modell be-
schrieben werden.

e Die globalen Dimensionen der entstehenden Teilchen lassen keine eindeutige
Zuordnung der Geometrie zu, liefern aber Hinweise auf eher linear gebaute
Strukturen.

e Diese Hypothese wird durch die Anpassung der Aggregate mit Hilfe einer po-
lydispersen KRATKY-POROD-Kette bestitigt, die auf eine lineare, semiflexible
Struktur der Teilchen schliefien 1af3t.

e Durch die Anpassung der Streukurven konnen zusatzliche strukturrelevante
Parameter wie Persistenz und lineare Massenbelegung bestimmt werden. Der
konturldngenabhéngige Verlauf dieser GrofSen ist bis jetzt noch nicht zu ver-
stehen.

e Die Grenzwerte fiir lange Ketten weisen mit a ~ 30nm auf relativ flexible
Fibrillen hin. Der entsprechende Plateauwert fiir die lineare Massenbelegung
ist mit My ~ 9000 gmol ~'nm~! unter Beriicksichtigung des experimentellen
Fehlers in Einklang mit Abschidtzungen aus der Literatur [101, 114, 115].

Im nédchsten Abschnitt sollen die an einer Einzelmessung gewonnenen Erkenntnisse
im Hinblick auf die noch ausstehenden Messungen in Form einer Konzentrations-
reihe und zweier Salzreihen diskutiert werden. Um die Vergleichbarkeit der unter-
schiedlichen Aggregationen zu gewihrleisten, werden die bereits in der Diskussion
der Einzelmessung vorgestellten Verfahren in allen noch austehenden Fillen wie-
derholt und deren Ergebnisse untereinander verglichen.

4.3.2 Diskussion der p-Amyloid-Aggregationen der Konzentra-
tionsreihe

Innerhalb der Konzentrationsreihe (vgl. Tabelle 4.1 und Abbildung 4.8) liegt bei
konstantem Salzgehalt von 150mM eine Variation der Ap-Konzentration von
0,0118 ¢/L bis 0,0392 ¢/L vor. In Abbildung 4.17 sind die Aggretgationskinetiken
in Abhingigkeit von der Zeit in einer Ubersicht aufgetragen. Deutlich ist mit
abnehmender B-Amyloidkonzentration eine Verlangsamung der Aggregation zu
erkennen. Die Kurve mit c4g = 0,0118 ¢/ L weicht von diesem Trend ab. Allerdings
kann an dieser Stelle noch nicht von einer Trendumkehr gesprochen werden, da
eine Vielzahl von potentiellen Fehlerquellen die Kinetik beeinflussen kénnen. Als
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Abbildung 4.17: Aggregationskinetiken vier unterschiedlicher ApB-Konzentrationen mit
0,0392¢/L (a,J),0,0314g/L (b, 0),0,0196 g/L (c, ) und 0,0118 g/ L (d, V) bei konstanter
NaCl-Konzentration von 150 mM.

wichtigste Fehlerquellen sind Wagefehlern und gegeniiber den anderen Messun-
gen nicht reproduzierte Ausgangsbedingungen zu nennen. Die weitere Diskussion
richtet sich nach dem bereits bei der Einzelmessung verwendeten Schema.

Zunichst erfolgt die Bestimmung der Exponenten aus den Auftragungen von Ry .
vs. tund Ry . vs. My, (siehe Abbildungen 4.9 und 4.18). Die durch lineare Regression
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Abbildung 4.18: Aggregation vier unterschiedlicher Ap-Konzentrationen mit 0,0392¢/L
(a, ), 0,0314¢/L (b, o), 0,0196g/L (¢, AA) und 0,0118¢/L (d, V) bei konstanter NaCl-
Konzentration von 150 mM.

ermittelten Exponenten sind in Tabelle 4.2 dargestellt. In allen Fillen liegt praktisch
ein konstanter Wert sowohl fiir 7, als auch fiir « vor. Innerhalb der vorliegenden
Konzentrationsreihe kann fiir diese Werte demnach kein Trend festgestellt werden.
Die Untersuchung der Streukurven unter Verwendung des Modells der KRATKY-
POROD-Kette nach der Formel von PEDERSEN und SCHURTENBERGER liefert die
Persistenzldnge a, die gewichtsmittlere Konturldnge L, und die gewichtsmittlere
Molmasse M;,. Abbildung 4.19 zeigt die Auftragung a vs. L. In allen Féllen ist
zundchst das gleiche relative Verhalten zu beobachten. Mit einer zunehmenden
Konturlange nimmt die Persistenzldange ab. Fiir grofie L, ergibt sich aber in allen
Féllen ein Plateauwert fiir a. Diese Plateauwerte gehen bei den Konzentrationen
c =0,0392¢/L und c = 0,0196 g/L auf Werte von ca. 30 nm zuriick, wahrend die
Konzentrationen ¢ = 0,0314 ¢/L und ¢ = 0,0118 g¢/L Plateauwerte von ca. 60 nm
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4.3 DISKUSSION DER B-AMYLOID AGGREGATION

Tabelle 4.2: Exponenten der Auftragung R, . vs. t und Rg . vs. My, fiir die Konzentrations-
reihe. Die Indizes geben die Aggregationszeit an, ab welcher eine lineare Regression durch-
gefiihrt wurde.

caplg/L] T «
0,0392 1,14 =10 min 0,48
0,0314 0,97 =10 min 0,41
0,0196 1,18 =15 min 0,46
0,0118 1,12 210 min 0,46
200 - . - . - - I - T -
a 1g b |
150 - S
_08
100 - 8o i
oo © 20 © °
. =) | O~ ]
50 {%F oo El\:lj oo _ o@a ° o
E
E O T T T T
@© 1 C d |
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R ]
10042 1 ]
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A AMT
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Abbildung 4.19: Verhalten der Persistenzlinge wihren der Aggregation der vier Ap-
Konzentrationen mit 0,0392 ¢/L (a, UJ), 0,0314 g /L (b, o), 0,0196 ¢ /L (c, ) und 0,0118 ¢/ L
(d, V) in Abhéngigkeit von der Konturldnge. Die NaCl-Konzentration betrédgt in allen Fallen
150 mM. Die Grenzwerte zur Berechnung der Tragheitsradien sind mit 58 und 31 nm (a), 150
und 55 nm (b), 110 und 31 nm (c) sowie 110 und 55 nm (d) eingezeichnet.
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liefern. Betrachtet man ausschliefilich diese Werte, liegt zwar eine grofle Schwan-
kung vor, allerdings kann kein Trend in Abhédngigkeit von der Konzentration des
B-Amyloids gefunden werden.

Die zugehorigen Trégheitsradien Rg , sind in der Abbildung 4.20 in einer Auftra-
gung gegen die Konturldnge L, gezeigt. Zum Vergleich beinhaltet jede Auftragung
die theoretischen Verldufe, wie sie sich unter Verwendung der in den vorherigen
Abbildungen 4.19a bis 4.19d eingezeichneten Grenzpersistenzldngen ergeben.
In keinem Fall kdonnen die experimentellen Verldufe mit nur einer konstanten
Persistenzldnge beschrieben werden. Vielmehr durchlaufen die Tragheitsradien
einen Bereich, der durch die Grenzpersistenzlangen vorgegeben ist. Die Messungen
beic = 0,0392¢/L und c = 0,0196 g/ L zeigen gegeniiber denen bei c = 0,0314 g/L
und ¢ = 0,0118 ¢/L eine geringere Zunahme der Tragheitsradien, jedoch kann im
Hinblick auf die f-Amyloid-Konzentration kein Trend festgestellt werden.

Die Auftragung der linearen Massenbelegung My als Funktion der Konturldnge
Ly ist in Abbildung 4.21 dargestellt. Ahnlich wie bei den Persistenzldngen a in
Abbildung 4.19 ist auch hier eine Abnahme von M| bei zunehmendem L zu er-
kennen. Zusitzlich weisen die Messungen bei ¢ = 0,0314¢/L und ¢ = 0,0118¢/L
am Anfang einen Anstieg auf. In allen Fillen konen fiir grofie Konturldngen Pla-
teauwerte bestimmt werden. Diese liegen fiir die Konzentrationen ¢ = 0,0392¢/L
und ¢ = 0,0196¢/L um 9 - 103 gmol ~'nm~1. Dies entspricht bei einer Molmasse
von 4330 g/mol fiir ein B-Amyloid-Molekiil einer Belegung von 2 Proteinen pro
nm. Die verbleibenden Konzentrationen ¢ = 0,0314 ¢/L und ¢ = 0,0118 g/ L zeigen

mit einem Plateauwert von ca. 16 - 10% gmol ~1nm !

eine etwas groflere lineare
Massenbelegung. Dies entspricht ungefahr 3,5 f-Amyloiden pro nm. Fiir die lineare
Massenbelegung zeigen sich somit relativ groffe Schwankungen, jedoch kann kein

Trend in Abhéngigkeit von der f-Amyloid-Konzentration aufgezeigt werden.

An dieser Stelle ist ein Vergleich mit dem aus Festkdrper-NMR- und elektronenmi-
kroskopischen Untersuchungen abgeleiteten Modell des Aufbaus einer Amyloid-
Fibrille nach TYCKO [114, 115] interessant. Es liefert fiir die lineare Massenbelegung
einen Wert von ca. 1,8 - 10* gmol ~'nm~!. Die B-Amyloide sind dabei in Form zweier
gegeniiberliegender Angelhaken wie in Abbildung 4.22 gezeigt angeordnet. Unter
Berticksichtigung des experimentellen Fehlers liegen die linearen Massenbelegun-
gen aus den Lichtstreuuntersuchungen damit etwas niedriger, doch kann dies im-
mer noch als eine Bestdtigung der vorliegenden experimentellen Daten aufgefafit
werden. Im Umkehrschlufd konnen die aus dem Fibrillenmodell abgeleiteten Merk-
male im Rahmen der vorliegenden Diskussion zumindest als Arbeitshypothese Ver-
wendung finden.
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Abbildung 4.20: Wachstum der Tragheitsradien wéahrend der Aggregation der vier Ap-
Konzentrationen mit 0,0392 ¢/L (a, [J), 0,0314 g /L (b, 0), 0,0196 ¢ /L (c, ) und 0,0118 ¢/ L
(d, V) in Abhéngigkeit von der Konturldnge. Die NaCl-Konzentration betrdgt in allen Fal-
len 150 mM. Die theoretischen Tragheitsradien berechnen sich nach Gleichung 4.1 und den
Grenzwerten der Persistenzlangen aus Abbildung 4.19.

4.3.3 Diskussion der f-Amyloid-Aggregationen der Salzreihen

Die Salzreihen decken bei einer B-Amyloid-Konzentration von 0,0196¢/L und
0,0392 g/ L jeweils einen Konzentrationsbereich von 50 — 150 mM beziehungsweise
0 — 150 mM NaCl ab. In den Abbildungen 4.23 und 4.24 sind die jeweiligen Ag-
gretgationskinetiken in Abhéingigkeit von der Zeit in einer Ubersicht aufgetragen.
Deutlich ist mit abnehmender Salzkonzentration eine Verlangsamung der Aggrega-
tion zu erkennen. Die Kurve mit ¢4 = 0,0392 ¢/ L und 50 mM NaCl zeigt praktisch
gar keine Aggregation. Vermutlich ist es hier durch einen priparativen Fehler zu
einer Verminderung der Ap-Konzentration gekommen, so dafi die Aggregation
nicht mehr stattfinden konnte. In beiden Salzreihen fillt die grofie Ahnlichkeit im
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Abbildung 4.21: Entwicklung der linearen Massenbelegung wihrend der Aggregation der
vier AB-Konzentrationen mit 0,0392¢/L (a, ), 0,0314¢/L (b, o), 0,0196g/L (¢, 2A) und
0,0118 ¢/L (d, V) in Abhdngigkeit von der Konturldnge. Die NaCl-Konzentration betragt in
allen Fallen 150 mM.

Verlauf der Aggregationen bei 150 und 100 mM NaCl auf.

Die Einzelauftragungen R, vs. t und R . vs. My, sind in den Abbildungen 4.25
und 4.26 dargestellt. Tabelle 4.3 beinhaltet die entsprechenden Exponenten der
jeweiligen Auftragung. Der Exponent T scheint zumindest fiir die beiden hochsten
Salzkonzentrationen innerhalb des experimentellen Fehlers mit durchschnittlich
1,19 konstant zu sein. Unterhalb von 100 mM NaCl liegen jedoch signifikant kleine-
re Werte von 0,75 und 0,53 vor. Damit zeigt sich ein Einflufs der Salzkonzentration
auf die Kinetik in Form einer Verlangsamung des Wachstums der Teilchen. Diese
Beobachtung wird durch die Tatsache ergédnzt, dafs unterhalb von 100 mM NaCl
eine deutliche Verlangerung der Anfangsphase, also der Zeit bis zum Eintreten des
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6 nm

4 nm

Abbildung 4.22: Fibrillensubstruktur nach TYCKO. (a) Schematische Darstellung der Wech-
selwirkung zweier AB(1-40)-Molekiile fiir die Aminosduren 9 bis 40. Rote und blaue Be-
reiche stellen B-Faltblattstrukturen dar. Die Wachstumsrichtung der Fibrille ist senkrecht
zur Papierebene. (b) Vollstindige Aminosdurensequenz zweier wechselwirkender Ap(1-40)-
Molekiile. Farbkennzeichnung der Aminosduren: hydrophob=griin, polar=magenta, posi-
tive Ladung=blau, negative Ladung=rot. Der Kern der Fibrille besteht ausschliefilich aus
hydrophoben Aminosduren. Sie bilden den transmembranen Teil des APP-Molekiils (vgl.
Abbildung 4.3). Die Abbildungen sind aus einer Arbeit von TYCKO [115] entnommen.

Wachstums, auftritt (vgl. Abbildungen 4.10 und 4.11).

Ein umgekehrtes Verhalten findet man fiir . Hier ist mit abnehmender Salzkon-
zentration ein Anstieg der Exponenten auf bis zu a = 0,93 festzustellen. Wie in
Abschnitt 3.3.1 bereits erldutert, fiihrt die Berticksichtigung von Monomeren bei der
Auftragung von Rg . vs. My, zu einer Halbierung der Exponenten; ag,: 1 — 0,5,
Xkniner: 0,5 — 0,25 und agyg,: 0,33 — 0,166. Demnach gibt es kein physikalisches
Modell, was einen solchen Exponenten beschreiben kann. Das nédchste Kapitel

Tabelle 4.3: Exponenten der Auftragung R, . vs. f und R, vs. My, fiir die Salzreihen. Die In-
dizes geben die Aggregationszeit an, ab welcher eine lineare Regression durchgefiihrt wur-
de.

Cap = 0,0392g/L cap = 0,0196g/L
CNact [mM] T & CNact [mM] T o
150 1,14 210mn 048 150 1,18 s15mm 0,46
100 1,26 >15min 0,51 100 1,18 >15min 0,50
50 ; 50 0,75 -100min 0,93

0 O/ 53 >60min 0/72
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Abbildung 4.23: Aggregationskinetiken bei einer konstanten Ap-Konzentration von
0,0392 g/ L und unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM NaCl (a, 1), 100 mM
NaCl (b, e), 50 mM NaCl (c, A) und 0mM NaCl (d, V).

liefert hierfiir jedoch im Rahmen der Entwicklung eines kinetischen Modells der
B-Amyloid-Aggregation eine erste qualitative Erklarung.

In den nachfolgenden Abbildungen 4.27 bis 4.32 sind die Persistenzldngen a, die
Rg> mit den theoretischen Kurven der Grenzpersistenzlangen und die linearen Mas-
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Abbildung 4.24: Aggregationskinetiken bei einer konstanten Ap-Konzentration von
0,0196 g/ L aber unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM NaCl (a, A), 100 mM
NaCl (b, «4) und 50 mM NaCl (c, »).

senbelegungen M| als Funktion der Konturldnge L, fiir beide Salzkonzentrationen
dargestellt. Generell setzen sich die bereits aus der Konzentrationsabhédngigkeit
bekannten Verldufe fort. So zeigt sich fiir 2 und M| eine Abnahme mit zuneh-
mender Konturlinge. Das Grenzverhalten von a und M) weist keine signifikante
Abhiangigkeit von der Salzkonzentration auf. Die extreme Verlangsamung der Ki-
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Abbildung 4.25: Aggregation bei einer konstanten AB-Konzentration von 0,0392 ¢/L und
unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM NaCl (a, [1), 100mM NaCl (b, e),
50 mM NaCl (c, A) und 0mM NaCl (d, ¥).

netik bei 50 und 0 mM NaCl-Gehalt 1463t einen direkten Vergleich mit den hoheren
Salzkonzentrationen nur fiir kleine Konturlangen zu. Hier liegt im experimentellen
Rahmen ein gute Ubereinstimmung mit den entsprechenden Werten bei 100 und
150 mM NaCl vor. Fiir die lineare Massenbelegung zeigt sich in beiden Salzreihen
beim Ubergang von 150 auf 100mM NaCl eine Zunahme von Mj. Aufgrund
der begrenzten Datenlage und Schwankungen dhnlichen Ausmafles wie in der
Konzentrationsabhingigkeit (vgl. Abbildung 4.21) kann aber noch nicht von einer
signifikanten Zunahme der linearen Massenbelegung mit abnehmender Salzkon-
zentration gesprochen werden.

Zum jetzigen Stand der Diskussion existiert damit folgendes Bild der f-Amyloid-
Aggregation:
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Abbildung 4.26: Aggregation bei einer konstanten Ap-Konzentration von 0,0196 g/L aber
unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM NaCl (a, A), 100 mM NaCl (b, <) und
50 mM NaCl (c, »).

e Mit Hilfe des vorgestellten praparativen Vorgehens ist es moglich, reprodu-
zierbare Aggregationsbedingugen einzustellen.

e Bei einem Salzgehalt von 150 mM NaCl verlduft die Aggregation am schnells-
ten.

e Demgegeniiber fiihrt die Verringerung der NaCl-Konzentration zu einer signi-
fikanten Verlangsamung der Kinetiken.

e Bei einer konstanten Salzkonzentration von 150 mM kann im Rahmen der
vorliegenden Messungen eine Abhidngigkeit von der Konzentration des -
Amyloids festgestellt werden.
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e Unter allen Bedingungen liegen Streukurven vor die mit Hilfe einer flexiblen
KRATKY-POROD-Kette beschrieben werden kénnen. Die hieraus abgeleiteten
strukturellen Parameter a2 und M| zeigen eine leichte Abnahme mit zuneh-
mender Konturldnge. Ihr Grenzverhalten bei grofien L, ist innerhalb des ex-
perimentellen Fehlers konstant und deckt sich mit Ergebnissen aus der Lite-
ratur. Fiir die Persistenzlangen finden sich Plateauwerte von 30 < a < 60nm,
wiéhrend die lineare Massenbelegung fiir grofie Konturldngen einen Bereich
von 9000 < My < 16000 g mol ~1nm~1 abdeckt.

e s existiert ein Widerspruch zwischen der Anpassung der Streukurven mittels
einer flexiblen KRATKY-POROD-Kette, und den aus der Auftragung von R,
vs. My, ermittelten Exponenten von & ~ 0,5 wie er fiir stabformige Teilchen
unter Berticksichtigung des Monomeranteils vorliegt. Exponenten von a« =
0,72 oder sogar & = 0,93 konnen im Rahmen der bisherigen Diskussion nicht
erklart werden.

Im néchsten Abschnitt soll anhand der vorliegenden Ergebnisse ein kinetisches Mo-
dell entwickelt werden, daff mit den Rg . vs. My, Daten und den dort auftretenden
Exponenten a ~ 0,5 konsistent ist und gleichzeitig die Abhnahme der Persistenz-
lange a und der linearen Massenbelegung M| im Verlauf einer Aggregation erkldren
kann.
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Abbildung 4.27: Persistenzlingen der Aggregationen bei einer konstanten Ap-
Konzentration von 0,0392 g/ L aber unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM
NaCl (a, ), 100 mM NaCl (b, ), 50 mM NaCl (¢, A) und 0 mM NaCl (d, ¥). Die Grenzwerte
zur Berechnung der Tragheitsradien sind mit 58 und 31 nm (a) sowie 150 und 40nm (b)
eingezeichnet. Fiir die Messung mit 50 mM NaCl konnten keine Formfaktoren ausgewertet
werden und somit keine Persistenzldngen ermittelt werden. Die zusédtzliche Auftragung in
(d) stellt eine Ausschnittsvergrofserung dar.
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Abbildung 4.28: Persistenzlingen der Aggregationen bei einer konstanten Ap-
Konzentration von 0,0196 g/ L aber unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM
NaCl (a, A), 100 mM NaCl (b, €) und 50 mM NaCl (c, »). Die Grenzwerte zur Berechnung
der Tragheitsradien sind mit 110 und 31 nm (a) sowie 110 und 40 nm (b) eingezeichnet. Die
zusétzliche Auftragung in (c) stellt eine Ausschnittsvergrofierung dar.
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Abbildung 4.29: Tragheitsradien der Aggregationen bei einer konstanten AS-Konzentration
von 0,0392 ¢/L aber unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM NaCl (a, [J),
100mM NaCl (b, ), 50mM NaCl (c, A) und 0mM NaCl (d, ¥). Die theoretischen Trag-
heitsradien berechnen sich nach Gleichung 4.1 und den Grenzwerten der Persistenzlangen
aus Abbildung 4.27. Fiir die Messung mit 50 mM NaCl konnten keine Formfaktoren und
somit keine Tragheitsradien ermittelt werden. Die zusitzliche Auftragung in (d) stellt eine
Ausschnittsvergrofserung dar.
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Abbildung 4.30: Tragheitsradien der Aggregationen bei einer konstanten AB-Konzentration
von 0,0196 ¢/L aber unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM NaCl (a, A),
100mM NacCl (b, «) und 50 mM NaCl (c, »). Die theoretischen Tragheitsradien berechnen
sich nach Gleichung 4.1 und den Grenzwerten der Persistenzldngen aus Abbildung 4.28. Die
zusétzliche Auftragung in (c) stellt eine Ausschnittsvergrofierung dar.
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Abbildung 4.31: Lineare Massenbelegung der Aggregationen bei einer konstanten Ap-
Konzentration von 0,0392 g/L und unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM
NacCl (a, 1), 100 mM NaCl (b, e), 50 mM NaCl (c, A) und 0 mM NaCl (d, ¥). Fiir die Messung
mit 50 mM NaCl konnten keine Formfaktoren und somit keine Massen pro Einheitslange er-
mittelt werden. Die zusitzliche Auftragung in (d) stellt eine Ausschnittsvergroflerung dar.
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Abbildung 4.32: Lineare Massenbelegung der Aggregationen bei einer konstanten Ap-
Konzentration von 0,0196 g/ L aber unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen von 150 mM
NaCl (a, AA), 100 mM NaCl (b, «) und 50 mM NaCl (c, »). Die zusitzliche Auftragung in (c)
stellt eine AusschnittsvergrofSerung dar.
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4.3.4 Kinetisches Modell der f-Amyloid-Aggregation

Die bisherige Diskussion der B-Amyloid-Aggregation weist noch offene Frage-
stellungen auf. Zunidchst existiert ein Widerspruch zwischen Exponenten von
a« > 0,5 in der Auftragung von R¢. vs. My und dem Fibrillenmodell aus der
Anpassung der zugehorigen Streukurven mittels einer KRATKY-POROD-Kette.
Nach Abschnitt 3.3.1 entspricht ein & ~ 0,5 bei Mitberticksichtigung noch nicht
abreagierter Monomere einer Stabgeometrie, wihrend die KRATKY-POROD-Kette
flachere Verldufe als & ~ 0,5 aufweisen sollte. Im Hinblick auf die im Vergleich
zur Konturldnge kleinen Persistenzldngen wiére sogar der fiir ein Knéduel typische
Exponent von a ~ 0,25 zu erwarten. Diese Inkonsistenz 1t sich auflosen, wenn
man noch andere Teilchenspezies aufser Fibrillen und Monomer zulaft.

Die Kinetiken zeigen fiir die ersten Minuten in fast allen Fillen einen konstanten
Tragheitsradius von ca. R, = 50 nm, wobei die gewichtsmittlere Molmasse bereits
eine Zunahme aufweist. Ein solches Verhalten liegt nach HUBER dann vor, wenn
sich auf Kosten der Monomere sequentiell Aggregate gleicher Grofie bilden [53].
Demnach existieren zu Beginn der eigentlichen B-Amyloid-Aggregation Mono-
mere und Teilchen einer bestimmten Grofle. Eine indirekte Bestdtigung dieser
Annahme erfolgte durch das Auffinden von AB-Mizellen und damit verbunden
einer kritischen Mizellbildungskonzentration (critical micellar concentration, cmc)
durch ESTELRICH [84]. Demnach bilden sich oberhalb einer Konzentration von
cap = 17,6 uM Mizellen aus. Diese Konzentration ist im Vergleich zu den 2,73 bis
9,05 uM in der vorliegenden Arbeit jedoch deutlich grofier, was allerdings in der
Bestimmung der cmc ohne NaCl-Zusatz in [84] begriindet sein kann, da erwartet
wird, dafd NaCl-Zusatz die cmc absenkt. Unter Verwendung von Monomeren, Mi-
zellen® sowie Fibrillen 148t sich eine Aggreagation simulieren, die den Verlauf Ry
vs. My, richtig wiedergibt und zusétzlich die experimentell beobachtete Abnahme
der Persistenzldnge und der linearen Massenbelegung erklart.

Eine ausfiihrliche Beschreibung der Simulation findet sich im Anhang. Im Fol-
genden wird reprdsentativ die Messung mit cqg = 0,0196¢/L und 150 mM
NaCl in der Auftragung von Rg. vs. My simuliert und mit dem zugehorigen
experimentellen Verlauf verglichen. Die fiir die Simulation notwendigen struk-
turellen Parameter werden aus dem zugehorigen Experiment entnommen. Im
vorliegenden Fall ist das die Messung mit cqg = 0,0196¢/L und 150 mM NaCl.
Dabei finden im Fall der Persistenzldnge a und der linearen Massenbelegung M|,
die Grenzwerte bei groflen Konturlingen Verwendung. Im einzelnen gehen die

3Der Begriff der Mizellen wird im weiteren Verlauf beibehalten, obwohl durch die experimentel-
len Ergebnisse generell keine Aussage zu deren Gestalt gemacht werden kann, sondern lediglich ihre
Grofie bekannt ist.
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Abbildung 4.33: Vergleich zwischen Experiment und Theorie. Aufgetragen ist der experi-
mentelle Kurvenverlauf fiir cyg = 0,0196 ¢/L und 150 mM Nacl (A) sowie die Simulation
der Kinetik unter Berticksichtigung von Monomeren, Mizellen und Fibrillen (——). Zum
Vergleich ist die Simulation unter Beibehaltung der strukturellen Parameter aber ohne Mi-
zellen eingezeichnet (— - — - —).

folgenden Parameter in die Simulation ein: Persistenzldnge der Fibrillen a = 31 nm,
lineare Massenbelegung der Fibrillen M; = 9100 g mol~'nm~!, Polydispersitit der
Fibrillen z = 1, Tragheitsradius der Mizellen Ry = 47 nm, Molmasse der Mizellen
M = 4,5-10° g/mol, monodisperse Verteilung der Mizellen, Molmasse der Mono-
meren M = 4330 g/mol, Tragheitsradius der Monomeren 0, 5 nm. Die Molmasse der
Mizellen ist in dieser Aufzahlung die einzige, experimentell nicht bestimmte Grofe.
Sie wird empirisch angepafit. In Abbildung 4.33 ist das Ergebnis der Simulation
im Vergleich zum Experiment in der Auftragung R, . vs. M, dargestellt. Um den
Einfluf$ der Mizellen zu verdeutlichen, ist zusitzlich unter Beibehalt aller Parameter
das Ergebnis der Berechnung ohne Mizellen eingezeichnet. Letztere besitzt - wie fiir
ein Gemisch aus Monomeren und flexiblen KRATKY-POROD-Ketten zu erwarten -
einen Exponenten von a = 0,25. Hingegen fiihrt die Beriicksichtigung der Mizellen
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2 054

Abbildung 4.34: Dem theoretischen Verlauf in Abbildung 4.33 zugrundeliegendes kineti-
sches Verhalten der Monomeren (:---), Mizellen (———) und Fibrillen (——). Aufgetragen
ist der Massenbruch w = m/mg.s gegen den Umsatz p = My / My, max-

zu einer qualitativ guten Beschreibung des experimentellen Verlaufs. Sowohl
die anfangliche Konstanz der Kurve, als auch das sich anschliefende Wachstum
werden durch die Annahme von Mizellen richtig wiedergeben. Fiir Molmassen
zwischen 2 - 107 und 5 - 107 g¢/mol werden der theoretischen Kurve nach grofere
Tragheitsradien erwartet.

Das dem theoretischen Verlauf zugrundeliegende kinetische Verhalten der einzel-
nen Komponenten ist in Abbildung 4.34 dargestellt. Diese Verldufe werden unter
Verwendung der oben aufgezahlten strukturellen Paramter so gewihlt, dafs sie das
Experiment in Abbildung 4.33 moglichst gut wiedergeben. Zu Beginn liegen prak-
tisch nur Monomere vor, die in einem ersten Schritt in Mizellen eingebaut werden.
Ab einem Umsatz von ca. p = 0,003 setzt das Wachstum der Fibrillen ein, so dafs
bis zu p = 0,08 die Anzahl der Mizellen und die Grofie der Fibrillen auf Kosten der
Monomerkonzentration wéchst. Dariiber hinaus nimmt auch die Anzahl der Mizel-
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len wieder ab, so daf$ nur noch Fibrillen wachsen. Wahrend des gesamten Vorgangs
fallt die Monomerkonzentration nicht auf null ab, sondern wird ab etwa p = 0, 08
auf einem konstanten Niveau gehalten. Mit Hilfe des kinetischen Verlaufes der Ein-
zelkomponenten kann folgender Aggregationsmechanismus skizziert werden:

1. Startphase: Zu Beginn bilden sich Mizellen definierter Grofse aus, deren An-
zahl auf Kosten von Monomeren zunimmt. Dies fithrt zu einem Anwachsen
der gewichtsmittleren Molmassen bei konstantem z-mittleren Tragheitsradius.

2. Wachstumsphase: Ab einem gewissen Zeitpunkt setzt das Fibrillenwachstum
ein, so dafs von da an auch die Tragheitsradien zunehmen. Gleichzeitig wachst
die Anzahl der Mizellen weiterhin an.

3. Endphase: Die Monomerkonzentration bleibt konstant. Daraus folgend redu-
ziert sich die Anzahl der Mizellen um ein Wachstum der Fibrillen zu ermog-
lilchen.

Dieses Modell der B-Amyloid-Aggregation lafit allerdings noch einige Fragen
unbeantwortet. So ist nicht ersichtlich, wie und warum das Fibrillenwachstum
startet. Nach der Nukleationstheorie [116] sind hierfiir Keime notwendig, die
jedoch aufgrund ihrer geringen Grofie von einigen Nanometern [92] mit Hilfe der
statischen Lichtstreuung nur schwer detektiert werden konnen. Inwiefern hier
Mizellen als Nukleationskeime fungieren konnen ist aufgrund der vorliegenden
Messungen nicht entscheidbar, und ebensowenig die Uberlegung, dafl wachsende
Fibrillen Mizellen direkt einbauen. Letzteres ist aber als eher unwahrscheinlich
anzusehen. An dieser Stelle bietet sich vielmehr eine Interpretation in Form des
Mizell-Nukleus-Fibrill-Modells von ESTELRICH [102] an. Hier liegt keine direkte

0
0 R
000 — U e
0 o0

Mizellen Monomere Nukleus Fibrillen

Abbildung 4.35: Mit dem Experiment kompatibles Schema der p-Amyloid-Aggregation.
Die Nukleationskeime sind nach [102] und [116] fiir die Bildung der Fibrillen notwendig,
konnen aber, ebenso wie der direkte Einbau von Mizellen in die Fibrillen, durch die vorlie-
genden Experimente weder bestitigt noch widerlegt werden.
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Abbildung 4.36: (a)/(c) Experimentelle Verldufe der Persistenzlinge a und der linea-
ren Massenbelegung M| in Funktion der gewichtsmittleren Konturldnge Ly fiir c4p =
0,0196 ¢/L und 150 mM Nacl (A). (b)/(d) Die entsprechenden Ergebnisse aus der Anpas-
sung theoretischer Streukurven auf Grundlage der Parameter der Simulation aus Abbildung
4.33 und 4.34 (—). Die Anpassung erfolgt nach dem gleichen Verfahren, wie die Anpas-
sung an experimentelle Streukurven, die zu den hier und in Abbildung 4.33 gezeigten ex-
perimentellen Daten fiihrt.

Verbindung zwischen Mizellen und Nukleationskeimen beziehungsweise Fibrillen
vor. Die Mizellen dienen lediglich als Monomerreservoir. Abbildung 4.35 gibt einen
mit den vorliegenden Experimenten kompatiblen Mechanismus der B-Amyloid-
Aggregation.

Unter der Annahme der Existenz zuséatzlicher Mizellen ist es moglich, die bisher
ungekldrte Abnahme der Persistenzldnge und der linearen Massenbelegung in
Abhidngigkeit von der Konturldnge qualitativ zu verstehen. Hierfiir werdem
theoretische Streukurven fiir Fibrill/Mizell/Monomer-Gemische erzeugt (siehe
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4. B-AMYLOID-AGGREGATION

Anhang), die auf genau den Parametern basieren, die auch in der oben vorgestell-
ten Simulation verwendet wurden. Dies schliefst die Massenbriiche der einzelnen
Komponenten mit ein. Die so generierten Streukurven werden in Analogie zum
Experiment durch KRATKY-POROD-Ketten nach dem Ansatz von PEDERSEN und
SCHURTENBERGER ausgewertet (vgl. Abschnitt 4.2.3.1). Es ist das gleiche Verfahren,
mit dem auch die experimentellen Daten wie sie Abbildung 4.33 zeigt, ermittelt
wurden. Abbildung 4.33 stellt das Ergebnis im Vergleich zu den entsprechenden
experimentellen Daten fiir die Aggregation mit c4g = 0,0196¢/L und 150 mM
NaCl dar. Sowohl die Persistenzldnge als auch die lineare Massenbelegung zeigen
in der Auftragung gegen die Konturldnge eine Abnahme. Rein qualitativ entspricht
sie den experimentellen Verldufen, jedoch ist ein Versatz zu grofieren Werten
fiir a und M| zu erkennen. Die Abweichungen kdnnen verschiedene Ursachen
haben. Zunéchst ist das Modell sicherlich nur eine Ndherung. Weiterhin gehen eine
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Abbildung 4.37: Vergleich der Daten aus den Anpassungen (¢) der theoretischen Streukur-
ven und den Werten wie sie sich aus der Definition der gewichtsmittleren Molmasse und
des z-mittleren Tragheitsradius ergeben (o). Uber den vorliegenden Bereich ergibt sich eine
gute Ubereinstimmung.
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4.3 DISKUSSION DER B-AMYLOID AGGREGATION

konstante Polydispersitédt der Fibrillen von z = 1 und eine monodisperse Verteilung
der Mizellen wihrend der Aggregation in die Berechnungen der Streukurven ein.

Ein Fehler seitens der Formfaktoranpassung der theoretischen Kurven mit der For-
mel von PEDERSEN und SCHURTENBERGER kann allerdings ausgeschlossen werden.
Wie Abbildung 4.37 zeigt, ist das Ergebnis der Anpassung nahezu identisch mit den
tiber die Definitionsgleichungen berechneten Werten fiir R, und M,,. Die Abnah-
me von 2 und M; geht also nicht auf ein Artefakt der Auswertung zurtick, sondern
auf den Einfluf$ der Mizellen auf die Streukurven.
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Kapitel 5

Einordnung und Gegeniiberstellung
der untersuchten Systeme

Das in Kapitel 1 beschriebene Gebiet der Weichen Materie zeichnet sich dadurch
aus, dafs die zugehorigen Systeme in der Tat eine wortlich zu nehmende Weichheit
besitzen. Diese Weichheit ist in Bezug auf die Selbstorganisation von mesosko-
pischen Systemen, wie bei den in der Arbeit behandelten, anschaulich gut zu
verstehen. Die beim Aufbau der Aggregate beteiligten Bausteine unterliegen keiner
irreversiblen kovalenten Bindung, sondern reversiblen physikalischen Wechsel-
wirkungen. Eine Tatsache, die zum Beispiel in tierischen und auch pflanzlichen
Zellen eine zentrale Rolle bei einer Vielzahl von Prozessen spielt. Die im Rahmen
der vorliegenden Arbeit untersuchten Systeme Calix[4]aren-Naphthyridin und
B-Amyloid zeigen einmal mehr, wie breit die Selbstorganisation auf dem Gebiet der
Weichen Materie vertreten ist.

Ein offensichtlicher Unterschied zwischen dem Calix[4]aren-Naphthyridin und
dem B-Amyloid besteht darin, daf$ ersteres ein synthetisches Zweikomponenten-
und letzteres ein biologisches Einkomponentensystem darstellt. Bestehen die

Tabelle 5.1: Gegeniiberstellung einiger Aspekte der im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersuchten Systeme.

Aspekt Calix[4]aren-Naphthyridin B-Amyloid

System synthetisch, zwei Komponenten biologisch, eine Komponente
,Monomer” niedermolekulare Einheiten Protein aus 40 Aminosiauren
Aggregatstruktur verzweigt linear

Modell (modifizierte) trifunktionelle KRATKY-POROD-Kette

Polykondensate des ABC-Typs
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,Monomere” beim Calix[4]aren-Naphthyridin aus niedermolekularen Einheiten, so
ist das B-Amyloid bereits ein Makromolekiil aus 40 Aminosduren. Das synthetische
System bildet verzweigte Strukturen aus, die mit Hilfe des Modells der trifunktio-
nellen Polykondensate des ABC-Typs beschrieben werden konnen. Im Falle der
biologischen Aggregate liegen lineare Fibrillen mit einer gewissen Flexibiltdt vor,
die sich sehr gut durch eine KRATKY-POROD-Kette beschreiben lassen. Obwohl die
beiden theoretischen Modelle fiir Polymere mit kovalent verkniipften Monomeren
wie Ethylen oder Styrol entwickelt wurden, lassen sich damit auch die vorliegen-
den Aggregatstrukturen gut beschreiben. Es ist bemerkenswert, wie grundlegende
theoretische Modelle und Zusammenhénge, die fiir einen speziellen Fall entwickelt
oder entdeckt wurden, auf andere, scheinbar vollig verschiedenartige Systeme
iibertragen werden kdnnen.

Die fehlenden kovalenten Bindungen zwischen den ,Monomeren” miissen aller-
dings bei Aggregaten durch andere, nichtkovalente aber doch gerichtete Bindungen
ersetzt werden. Ein einfaches amorphes Wachstum oder eine Denaturierung reichen
als Erklarung fiir die beobachteten Strukturen nicht aus. Als wirksame Krafte zwi-
schen den Bausteinen kommen damit physikalische Wechlselwirkungen wie hydro-
phobe Effekte, Wasserstoffbriickenbindungen oder die Interaktion polarer Gruppen
in Betracht. Das setzt jedoch einen bestimmten Aufbau der entsprechenden Teilchen
voraus. Die Abbildungen 3.22, 3.24 und 4.22 zeigen die vorgeschlagenen Wechsel-
wirkungen mit den daraus resultierenden Strukturen der jeweiligen Aggregate. Auf
molekularer Ebene sind damit im Fall des Calix[4]aren-Naphthyridins und des B-
Amyloids fiir den Aufbau der ,Monomere” und der daraus resultierenden Struktu-
ren prinzipiell die gleichen Mechanismen wie zum Beispiel bei der Ausbildung ei-
ner Doppelhelix aus zwei DNS-Einzelstrangen verantwortlich. Dennoch bilden sich
letztlich vollig verschiedene Aggregate aus, deren Struktur wahrscheinlich durch
den Aufbau der zugehorigen ,,Monomere” bestimmt wird.
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Kapitel 6
Zusammenfassung und Ausblick

Fiir zeitabhédngige Systeme auf dem Gebiet der Weichen Materie erweist sich die
zeitaufgeloste statische Lichtstreuung als die Methode der Wahl. Besonders in
Kombination mit anderen Verfahren wie zum Beispiel der Kleinwinkelstreuung
und Elektronenmikroskopie kann ein thematisch breites Spektrum an Fragestel-
lungen abgedeckt werden. So ist es im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelungen,
zwei unterschiedliche Systeme aus dem Gebiet der Weichen Materie mit Hilfe
der zeitaufgelOsten statischen Lichtstreuung ndher zu untersuchen. Die dazu
notwendige Apparatur und Steuerungssoftware wurde zum Teil selbst aufgebaut
beziehungsweise geschrieben.

Bei der Interpretation der experimentellen Streukurven kann im wesentlichen auf
die etabilierten Modelle der Polymerphysik zuriickgegriffen werden. Dennoch
miissen einige Aspekte wie zum Beispiel der Einfluff des Monomergehalts auf die
logarithmische Auftragung des Tragheitsradius gegen die Molmasse besonders
bedacht werden. Grundsétzlich sind in einem aggregierenden System mindestens
zwei Komponenten enthalten, das Aggregat selbst und die Teilchen, die im Be-
griff sind es aufzubauen. Die Situation kann dabei durch Intermediate beliebig
verkompliziert werden, und dadurch die Auswertung der Streudaten zusitzlich
erschweren. Dieser Sachverhalt wurde bei der Interpretation der vorliegenden
experimentellen Streukurven herausgearbeitet und berticksichtigt.

Calix[4]aren-Naphthyridin-Aggregation:

Bei der Untersuchung des synthetischen Zweikomponentensystems Calix[4]aren-
Naphthyridin stand die Aufklarung der Struktur der entstehenden Aggregate
bei verschiedenen Mischungsverhiltnissen im Mittelpunkt. Mit Hilfe eines
modifizierten Strukturmodells der trifunktionellen Polykondensate aus der Makro-
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molekularen Chemie, konnte eine konsistente Auswertung der Streudaten erfolgen
und ein potentieller Aggregationsmechanismus vorgeschlagen werden. Ergénzen-
de elektronenmikroskopische Messungen liefern ein komplementdres Gegenstiick
zu den Streumessungen, und bestdtigen das entwickelte Strukturmodell.

B-Amyloid-Aggregation:

Die Untersuchung des biologischen Einkomponentensystems B-Amyloid hatte
neben der Etablierung einer Praparationsvorschrift, die reproduzierbare Ergebnisse
liefert, auch die Analyse der Struktur und Kinetik der entstehenden Teilchen zum
Ziel. Dabei zeigte sich, daf die Struktur in Ubereinstimmung mit elektronenmi-
kroskopischen Untersuchungen aus der Literatur sehr gut duch das Modell der
KRATKY-POROD-Kette beschrieben werden kann. Die hieraus gewonnenen struk-
turellen Parameter der Persistenzldnge und der linearen Massenbelegung geben
einen Einblick in den Aufbau der Aggregate. Durch eine gezielte Variation der
B-Amyloid-Konzentration und des Salzgehaltes des Losungsmittels konnte deren
Einflufs auf die Aggregationskinetik untersucht werden. Im Rahmen der vorliegen-
den Messungen zeigt sich hier eine Abhdngigkeit der Aggregationskinetik sowohl
von der Konzentration des f-Amyloids, als auch von der Konzentration des NaCl.
Durch die Simulation einer f-Amyloid-Aggregation war es moglich, ein kinetisches
Modell zu entwerfen, welches eine Deutung der Trends der Persistenzldngen und
der Massenbelegunge in Funktion der Fibrillenldnge zulafit. Abweichungen beider
Grofien vom Grenzverhalten fiir grofie Konturlangen erweisen sich als Einfluf3 von
Mizellen auf die Streukurven, deren Existenz neben Monomeren und Aggregaten
angenommen werden muf3, um eine sinnvolle Interpretation der Daten zu ermdog-
lichen. Die Annahme der Existenz von Mizellen deckt sich mit den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen.

Anhand der gewonnenen Erkenntnisse ergeben sich neue Fragestellungen, die
durch die folgenden Untersuchungen beantwortet werden kénnen und dadurch
ein tieferes Verstindnis ermoglichen.

Im Falle der Calix[4]aren-Naphthyridin-Aggregate ist die theoretische Beschrei-
bung der experimentellen Streukurven noch unvollstindig. Wiinschenswert wére
hier eine Berechnung des Formfaktors des modifizierten Modells der trifunk-
tionellen Polykondensate, um die vorliegende Struktur auch von theoretischer
Seite her vollstindig beschreiben zu konnen. Aus experimenteller Sicht ist die
Variation der chemischen Struktur der Monomere von groflem Interesse. Durch
gezielte Veranderungen wie zum Beispiel der Substitution der Undecylreste durch
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kiirzere aliphatische Reste, konnten hier weitere Informationen {iber den Aggre-
gationsmechanismus und die zugrundeliegenden Wechselwirkungen zwischen
den Komponenten erhalten werden oder gezielt Verzweigungspunkte eingebaut
werden.

Auf dem Gebiet der B-Amyloid-Aggregation ergeben sich vielfiltige ex-
perimentelle Erweiterungen. So kann durch die Verwendung einer GPC
(Gelpermeationschromatographie) eine Abtrennung von bereits vohandenen Mizel-
len, Fibrillen oder sonstigem unvollstandig gelosten B-Amyloid erzielt werden. Dies
hitte eine Verbesserung der Ausgangsbedingungen und damit der Reproduzierbar-
keit der Kinetik zur Folge. Die Beeinflussung und gegebenenfalls Verhinderung der
AB-Aggregation ist sicherlich ein zentrales Thema zukiinftiger Arbeiten. So stellt
die Entwicklung neuer Wirkstoffe auf diesem Gebiet durch Molecular Modelling
in Kombination mit der zeitaufgelosten statischen Lichtstreuung einen effizienten
Ansatz dar. Mit Hilfe der daraus gewonnenen Daten sollte es moglich sein, das ki-
netische Modell der Aggregation zu verbessern.
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Anhang A

Berechnungen

A.1 Berechnung von R, , vs. M,

A.1.1 Ableitung der Halbierung des Exponenten

Im Folgenden wird die Halbierung des Exponenten a durch die Berticksichtigung
der sich verbrauchenden Monomeren allgemein hergeleitet [117].

Zundchst gilt das Exponentialgesetz

Ryz o MY, (A.1)

Aufgrund von P, = My, / M) mit My als Monomermasse und Py, als gewichtsmitt-
leren Polymerisationsgrad, wird A.1 zu

Ry o P4 (A.2)

Aus der Definition der gewichtsmittleren Molmasse M;, und des z-mittleren Trag-
heitsradius Ry ;, ergibt sich fiir ein Monomer-Aggregatgemisch

Y N;M?2 (nm — P)M3, + M3

Mo = Y NiM;  (np— P)Muy + Mp
(np — P) + P?
(HM—P)-l-P
(np — P) + P?

= . (A.3)
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sowie

Y NiMFRS (mm — PYMR? o+ MER?
82 Efo NZMZZ (TZM — P)M%A + MI%
(mm — P)RZ p+ P?R2 p

(HM — P) + P2

(A.4)

mit
np: Anzahl der Monomere vor der Aggregation
P: Anzahl der Monomere aus denen das Aggregat aufgebaut ist
ny — P: Anzahl der noch verbleibenden Monomere
M1: Molmasse eines Monomeren

Mp: Molmasse des Aggregates

Fiir gentigend grofse Umsitze gilt

lim My = -— o p? (A.5)

beziehungsweise

lim R7. =R} p (A.6)

P—>11M
Unter Verwendung der Gleichungen A.1 und A.2 folgt somit

Ry o M%/2 (A.7)

A.1.2 Calix[4]aren-Naphthyridin-Aggregate, monodisperser Fall

Fiir die Berechnung der Tragheitsradien in Funktion der Molmassen fiir den Verlauf
einer monodispersen Calix[4]aren-Naphthyridin-Aggregation, wird eine Gesamt-
zahl N = 65000 Monomere mit einer Monomermolmasse von My; = 500 g/mol
tiir die 1:4 und 1:5 Stochiometrie sowie My = 160 g/mol fiir die 1:3 Stochiometrie
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angesetzt. Die entsprechend der Stochiometrie gewéhlten geometrischen Dimensio-
nen Monomerldnge I fiir Stab und Knéduel sowie Monomerradius ), fiir die Kugel
sind in Tabelle A.1 aufgefiihrt.

Tabelle A.1: Lange [); und Radius 7y der fiir die Rechnung verwendeten Monomere.

Modell Stochiometrie 1:4 / 1:5 Stochiometrie 1:3

ZM m ZM m
[nm] [nm] [nm] [nm)]
Stab 9,38.1073 7,47 -1073
Knduel 1,69 1,35
Kugel 5,65 4,50

Im Fall der Kugel erhthen Monomere das Kugelvolumen in Abhédngigkeit des Po-
lymerisationsgrades P um

4
Viugel = Vi P = 3 mira, P (A.8)

Fiir den vorliegenden Fall monodisperser Aggregate, wird zur Berechnung des z-
mittleren Tragheitsradius und der gewichtsmittleren Molmasse nur ein einzelnes
Aggregat gebildet. Dieses wachst unter Verbrauch von Monomeren, bis bei voll-
staindigem Umsatz (p = 1) nur noch das Aggregat {ibrig bleibt. Die Gleichungen
2.12 und 2.26 gehen dann {iiber in

NayM3, + Na M7
M, — MMy + NaMy (A.9)

NyMpy + NgMy

2 2 2 p2

) _ NMMiyRG v+ NaMj3 R o (A10)

& NmM3,; + NaM%

Der entsprechende Tragheitsradius wird dabei wie folgt berechnet [22]
L2 P*I3
2 M

Risr =15 = 13 (A.11)

fiir einen Stab mit der Lange L = P [; und einem vernachldssigbaren Durchmesser,

2 1

2
Rg,Kniiuel = 6 PZM (A.12)
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fiir ein Knduel bestehend aus P Monomeren der Lange /) und

3 3 3\?3
R;,Kugel = 5 R* = 5 (VKugel 4_7T> (A.13)

tiir eine Kugel mit dem AufSenradius R.

Mit Hilfe der obigen Parameter M), I); und )y ergibt sich bei vollstindigem Um-
satz ein Ry, = 176 nm und M, = 3,25 107 g/mol fiir die 1:4 Stochiometrien sowie
ein R, = 140 nm und My, = 1,04 - 107 g/mol fiir die 1:3 Stochiometrien.

Ein linearer Fit ab 10 % Umsatz (siehe Abbildung 3.13) liefert dann die in Tabelle 3.4
fiir die jeweiligen Monomer-Aggregatgemische aufgefiihrten Exponenten.

A.1.3 Calix[4]aren-Naphthyridin-Aggregate, polydisperser Fall

Im Fall der poyldispersen Calix[4]aren-Naphthyridin-Aggregation wird folgender-
mafien vorgegangen:

Zur Bestimmung des z-mittleren Tragheitsradius Ry . gilt

_ Jo w(P) PRgdP

R
¥ [Zw(P)PdP

(A.14)

wobei z iiber den gewichtsmittleren und zahlenmittleren Polymerisationsgrad als

(A.15)

definiert ist. w(P) ist die Wahrscheinlichkeitsdichte des Polymerisationsgrades P,
und wird durch eine SCHULZ-ZIMM Verteilungsfunktion [107] der Form

241 z+1 , ()P
w(P) = () ﬁ(;ﬁg ) (A.16)

mit der Gammafunktion

I(z+1)= /e‘ttZ dt fur Rz > —1 (A17)
0

124



A.2 BERECHNUNG VON Ly, /R, - IN FUNKTION VON z

beschrieben. In Abhéngigkeit von der Teilchengeometrie werden fiir R, die Glei-
chungen A.11, A.12 und A.13 verwendet.

Die gewichtsmittleren Molmassen berechnen sich nach

_ fooow(P)MdP _
S w(P)dP

Ma /0 w(P) MdP (A.18)

mit M = P My,

A.2 Berechnung von L, /R, in Funktion von z

Die Berechnung von L/ Rg fiir Stabe in Abhdngigkeit von der Polydispersitat
geschieht nach folgende Grundgleichungen.

Konturldnge L eines Stabes bestehend aus P Monomeren der Lange [

L=Ply (A.19)

Tragheitsradius R, eines Stabes mit der Konturlinge L und vernachldssigbarem
Durchmesser

L2 1/2

Zur Bestimmung des z-mittleren Tragheitsradius Ry . gilt

_ Jo w(L) LRgdL

Rez = Jw(L) LdL (A.21)

w(L) ist die Wahrscheinlichkeitsdichte der Konturldnge L, und ist in Analogie zu
A.16 definiert.

Die Abhdngigkeit von Ly, /R, . von der Polydispersitit ist in Abbildung A.1 darge-
stellt.
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3.5 i

3.2

/R

2.5 .

20 .

1.5 -

Abbildung A.1: Verlauf von Ly, /Ry, fiir Stibe in Abhéngigkeit von der Polydispersitit z.

A.3 Abschitzung der A,-Werte der AB-Aggregate

Zur Abschitzung der Grofienordnung des Ar-Wertes im Fall der B-Amyloid-
Aggregate werden Rechnungen fiir Stab, Knduel und Kugel durchgefiihrt. Es gel-
ten die folgenden Zusammenhéange [111] fiir einen Stab mit der Molmasse M, dem
Durchmesser 4 und der Lange [

_ dI? A
Az,smb = WNAW (A.22)

fiir ein Knduel mit dem Tragheitsradius R, der Molmasse M sowie dem Parameter
Y der nach KURATA [118] einen Wert von 0,2 annimmt

3

3 Rg
AZ,Kniiuel = 472Ny WT (A.23)
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A.4 BERECHNUNG DES FORMFAKTORS EINER KRATKY-POROD-KETTE UNTER
BERUCKSICHTIGUNG DER POLYDISPERSITAT

und fiir eine Kugel mit dem Volumen V und der Molmasse M

1%

A2,Kugel = 4NAW (A.24)

Samtliche Parameter wie Tragheitsradius, Molmasse, Lange und Volumen stammen
aus den experimentellen Daten oder werden aus diesen abgeleitet. Im Fall des
Durchmesser wird nach TYCKO [115] ein Wert von d = 6nm verwendet (vgl
Abbildung 4.22). N, ist die Avogadro-Konstante.

Der Einflufs des Ay-Wertes auf die Molmassenbestimmung kann aus aus Gleichung
2.27 abgeleitet werden. Fiir g — 0 gilt hierbei
Kc 1 1

AR() Mw,app Mw,wahr

wobei My, qpp die apparente und My, a1, die tatsdchliche gewichtsmittlere Molmas-
se der Aggregate darstellt. Aus Gleichung A.25 folgt durch Umformung

My wanr — Mw,app =2Ayc M, wanr Mw,app (A.26)

Mit AM = My, wanr — Muw,app ergibt sich der prozentuale Einflufs des A>-Wertes bei
der Molmassenbestimmung zu

AM

w,wahr

-100% = 2 Az May app - 100% (A.27)

A4 Berechnung des Formfaktors einer KRATKY-
POROD-Kette unter Beriicksichtigung der Poly-
dispersitit

Fiir die Berechnung des Formfaktors einer KRATKY-POROD-Kette unter Berticksich-
tigung der Polydispersitat gilt

. fooo w(L) L PPedersen/Schurtenberger(L) dL

P
i [ w(L)LdL

(A.28)
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beziehungsweise in diskreter Form

. ZL ZU(L) L PPedersen/Schurtenberger(L)

by (L)L

(A.29)

w(L) ist die Wahrscheinlichkeitsdichte der Konturldnge L, und ist in Analogie zu
A.16 definiert mit L anstelle des Polymerisationsgrades P. Fiir den Formfaktor einer
KRATKY-POROD-Kette nach PEDERSEN und SCHURTENBERGER gilt der Ausdruck
in Tabelle A.7.

A.4.1 Anpassung einer experimentellen Kurve mit Hilfe des poly-
dispersen Formfaktors einer KRATKY-POROD-Kette

Die Anpassung der experimentellen Streukurven der B-Amyloid-Aggregate erfolgt
unter Verwendung des Ausdrucks A.29. Mit Hilfe eines nichtlinearen Least-Square-
Fits werden die experimentellen Verldufe tiber die frei wiahlbaren Parameter Persis-
tenzlange a, gewichtsmittlere Konturldnge L, und gewichtsmittlere Molmasse M,
angepalfst. Es gilt

ARy

Um einen akzeptablen Rechenaufwand zu gewdhrleisten, wird die Summe in A.29

tiber 100 Stiitzstellen berechnet, die so gesetzt sind, dafd 99,9 % der Verteilung
berticksichtigt werden.

A.5 Simulation der f-Amyloid-Kinetik

Die Simulation der f-Amyloid-Kinetik basiert auf den Berechnungen der gewichts-
mittleren Molmasse

My =) w; M; (A.31)
i

und des z-mittleren Tragheitsradius

05
Yiwi M;RZ\
Re,=|—=—""7- A.32
872 ( 5w, M, (A.32)
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A.5 SIMULATION DER B-AMYLOID-KINETIK

in Abhdngigkeit von den vorgegebenen strukturellen Parametern und der Gewich-
tung der beteiligten Komponenten. Folgende strukturelle Parameter werden in der
Simulation verwendet:

Tabelle A.2: In der Simulation der f-Amyloid-Kinetik verwendete strukturelle Parameter.

Komponente Rg M a Liax M
nm)  [g/mol] [nm]  [nm]  [g/(mol nm)]

Monomer 0,5 4330
Mizelle 47  4,5-10°
Fibrille 31 1,5-10% 9100

Die Gewichtung der Einzelkomponenten erfolgt mit Hilfe der jeweiligen Massen-
briiche w;. Es gelten die folgenden Zusammenhéange

WFiprille = Lw/ Lmax (A.33)
sowie
Wilizelle = 1 — WEibrille — WMonomer (A.34)

wobei die gewichtsmittleren Konturldnge L,, und der Massenbruch wponomer frei
zur Anpassung an den experimentellen Verlauf gewéahlt werden konnen. Die letzt-
lich interessierenden Grofsen Rz gesamt und My, gesamt €rgeben sich dann aus den
Gleichungen A.31 und A.32. Fiir die dabei wachsenden polydispersen Fibrillen gilt
unter Vorgabe der gewichtsmittleren Konturldnge L, der linearen Massenbelegung
My und der Persistenzléange a

My = My Ly (A.35)

und nach OBERTHUR [108]

GA2aly _ p 20 20 (z+1) {1 - (—( 2+ 1)a )Z} (A.36)

&7 (z+1)3 Ly zL2 z+1)a+ Ly
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A.6 Formfaktoren einiger Polymerstrukturen

Tabelle A.3: Formfaktoren P(u) der elementaren Geometrien Stab, Knduel und Kugel.
(u = q- Rg,, siehe Gleichung 3.7)

Stab [119]

: : 2
P(u) = Z [t ar— (Sp072)"  LiStablange

Knauel [120]

P(u) = & [exp(—1?) — (1—1?)]

Kugel [121]
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A.6 FORMFAKTOREN EINIGER POLYMERSTRUKTUREN

Tabelle A.4: Formfaktoren P(u) sternformiger Strukturen. (u = q - Ry, siehe Gleichung 3.7)

Stern mit monodisperser Armlangenverteilung [56, 57]

P(u) = 2 [V —(1—exp(—V)) + ]% (1— exp(—V))z} f: Armzahl

Stern mit polydisperser Armldangenverteilung [58]

_ 144/ (3f) :
P(u) = 210 6P f: Armzahl

Tabelle A.5: Formfaktoren P(u) verzweigter Polykondensate. (u = g - Ry, siehe Gleichung
3.7)

statistisch verzweigte f-funktionelle Polykondensate vom A¢-Typ [59]

P(u) = 7

nicht-statistisch verzweigte Polykondensate vom AB-Typ [54]

P(u) = mrerep

nicht-statistisch verzweigte Polykondensate vom ABC-Typ [60]

P(u) _ 14Tu?/3

=TT+ /62 I': Verzweigungsparameter

-1
T = [/3 +9+ 1_2§—17] (B> + %) B, v: Reaktivititen der B- und C-Gruppe
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Tabelle A.6: Formfaktor P(q) eines dendritischen Mikrogels (Soft-Sphere Modell).

Dendritisches Mikrogel / Soft-Sphere Modell [61]

P(q) = S(q)/N?

S(q) =14 6P1P, + 6 [xPy + (P1P)?] + 3PiPs[3x — P, + (x + 1)(PsP> — P3Py)]
ozy Hmy? — (1—¢™)]
1 =¢(1—¢")/(1—-9)
= [1—(2¢™)"]/ (1 —2¢9™)
Py =(1- ¢2m”)/(1 —¢")
Py = (1—¢>™")/(1—2¢")
Ps = ¢t /(1 - 2¢7")
Ps=1/(1—2¢p™)
¢ = exp(=y?)
y? = b2q%/6
m=(N—1)/3x  Zahl der Monomereinheiten des linearen Spacers

zwischen zwei Verzweigungsgenerationen
x=2"-1 Zahl der Verzweigungspunkte der n-ten Generation
n Zahl der Verzweigungsgenerationen
N  Polymerisationsgrad

Tabelle A.7: Formfaktor P(q) des Modells des kontinuierlich gekriimmten Fadens (KRATKY-
POROD-Kette).

flexible KRATKY-POROD-Kette mit £ > 2 [105, 106]

5,33 5,33
P(q/ L/ b) = PSharp/Bloomfield exp [_ (5?%) } +Ploc (1 —exp { (q_S) ])

y = q2 . RZ qZ Lb
PDebye = ?[exp(—y) +y - 1]
Psnarp/Bloomfield = Ppebye + % [% + % - <% + 15y> exp(— y)} [113]

|
PIOC—W+L_7;

L Konturldnge
b KUHN-Lénge
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Anhang B

Weitere experimentelle Grundlagen

B.1 Grundlagen der Rasterkraftmikroskopie

Neben den indirekten Methoden wie Streuexperimenten oder spektroskopischen
Untersuchungen, liefert die direkte Methode in Form von mikroskopischen Un-
tersuchungen einen weiteren wichtigen Zugang zum Verstindnis der Materie.
Letztere haben den grofien Vorteil, dafs sie sofort eine Abbildung der Struktur
liefern. Zu den éltesten mikroskopischen Verfahren gehort die Lichtmikroskopie.
Das Auflosugsvermogen dieser Methode ist allerdings durch die Wellennatur des
Lichts und den damit verbundenen Phinomenen der Interferenz und Beugung
begrenzt, so daff diese Art der Mikroskopie zur Untersuchung von Strukturen
im Mikrometerbereich genutzt werden kann. Um in den Submikrometer- und
Nanometerbereich vorzudringen, ist eine deutliche hohere Auflosung erforderlich,
wie sie durch Rastersondenverfahren erreicht wird. Diese ermoglilchen es die
Proben teilweise mit atomarer Auflosung, ohne aufwendige Vorbehandlung und
unter atmosphérischen Bedingungen zu untersuchen [122].

Rastersondenverfahren erfassen mit Hilfe einer Sonde seriell die lokalen Eigen-
schaften einer Probe. Dazu wird die Probe zeilenweise mit der Sonde abgefahren,
so dafs ein Bild der gemessenen Eigenschaft entsteht. Im Falle der sogenannten

Abbildung B.1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Cantilevers [123]
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Laser

segmentierte
Cantilever Photodiode

‘!—H—\!—\ L1 "
Probe

Abbildung B.2: Detektion der Verbiegung des Cantilevers mit Hilfe des Lichtzeigerprinzips.

Rasterkraftmikroskopie (engl. Scanning Force Microscopy SFM, Atomic Force
Microscopy AFM) wird die Kraft zwischen der Probenoberflache und der Sonde
gemessen. Bei der Sonde handelte es sich um eine Blattfeder (engl. cantilever) an
der eine sehr feine Spitze angebracht ist (sieche Abbildung B.1). Die Spitze selbst hat
hdufig eine pyramidale Form mit einer Hohe von nur ca. 10 — 15 ym. Die Dicke des
Cantilevers betrdgt nur 3 — 5 um, so dafs er sich unter Einwirkung einer Kraft auf
die Spitze verbiegt. Diese Verbiegung wird detektiert und ausgewertet. Eines der
am haufigsten eingesetzten Verfahren zur Messung der Kriimmung des Cantilevers
ist das Lichtzeigerprinzip (vgl. Abbildung B.2). Hierbei wird ein Laserstrahl auf die
Oberseite des Cantilevers fokussiert und die Position des reflektierten Strahls mit
einer segmentierten Photodiode gemessen. Das Differenzsignal zweier Segmente
ist dabei proportional zur Verbiegung des Cantilevers. Letztlich wird damit eine
um mehrere Zehnerpotenzen vergrofSerte Abbildung der Durchbiegung bewirkt
[124].

In Abhéngigkeit von der Beschaffenheit der zu untersuchenden Probe und der zu
beantwortenden Fragestellung, stehen unterschiedliche Betriebsmodi in der Raster-
kraftmikroskopie zur Verfiigung.

e Kontakt-Modus: Hier steht die Spitze tiber repulsive Krifte in stindigem Kon-
takt zur Probe. Die Kraftkonstante des Cantilevers als ein Mafs fiir dessen
,Haérte” sollte geringer sein als die Kraftkonstante zwischen zwei Atomen der
Probe, da diese sonst irreversibel geschddigt wird. Der Modus eignet sich da-
mit fiir harte Substanzen wie Silizium oder Glas, nicht jedoch zum Beispiel
fiir Polymere. Wird die Messung unter einer konstanten Kraft zwischen Probe
und Spitze durchgefiihrt, so bildet die Spitze bei der Rasterung die Oberfldche
ab.

e Tapping-Modus: Im Tapping-Modus wird der Cantilever mechanisch zum
Schwingen bei seiner Resonanzfrequenz angeregt. Nahert sich der schwingen-
de Cantilever der Probe, so kommt es ab einer bestimmten Entfernung zu ei-

134



B.1 GRUNDLAGEN DER RASTERKRAFTMIKROSKOPIE

nem zeitweiligen Kontakt zwischen der Oberfldche und der Spitze. Es d&ndern
sich dadurch sowohl Amplitude, Frequenz und Phase der Schwingung. Jede
dieser Grofien kann als Mefiparameter detektiert werden. Bildet die Amplitu-
de die Oberfldche ab, so spiegelt eine sich &ndernde Phase die unterschiedli-
chen Materialeigenschaften der Probe wieder. Dadurch, dafs nur geringe Kraf-
te auf die Probe einwirken, kommt es zu keiner Verformung der Oberfldche,
beziehungsweise zu elastischen Verformungen, so dafS eine Relaxation in den
urspriinglichen Zustand moglich ist. Dieser Modus ist daher fiir die Untersu-
chung von Polymeren oder Biomolekiilen geeignet [125].

Non-Kontakt-Modus: Hier schwingt der Cantilever weiterhin mit seiner Re-
sonanzfrequenz, jedoch ist er soweit von der Probe entfernt, daf$ es zu keiner
Beriihrung der Oberfldche durch die Spitze kommt. Es wirken daher nur sehr
schwache attraktive Krifte auf den Cantilever, der damit einen sehr hohen
Giitefaktor, das heifit eine geringe Dissipation aufweisen mufs.Der Betrieb die-
ses Modus ist daher nur im Hochvakuum realisierbar. Als Mefigrofien liegen
wieder Amplitude, Frequenz und Phase vor.

Pulsed-Force-Modus: Im Pulsed-Force-Modus wird der Cantilever mit einer
Frequenz von 100 Hz — 2 kHz relativ zur Probe bewegt. Diese Modulationsfre-
quenz liegt weit unterhalb der Resonanzfrequenz des Cantilevers, so dafs sich
dieser in Phase zur angelegten Modulation bewegen kann. Zu Beginn besteht
kein Kontakt zwischen Spitze und Oberflache. Erst bei hinreichender Annéhe-
rung wirken attraktive Kréfte auf die Spitze ein, bis sie in Kontakt zur Ober-
flache springt. Durch weiterer Anndherung gehen die attraktive in repulsive
Kréfte tiber. Entfernt man die Spitze wieder, so kehren sich die Verhéltnisse
um, bis daf$ in einem bestimmten Abstand der Cantilever von der Probe ,,ab-
reifit” und frei auschwingt. Danach beginnt der Zyklus von vorn. Innerhalb
einer Periode wird demnach eine komplette Kraft-Abstands-Kurve durchlau-
fen. Dieser Modus liefert neben dem Abbild der Oberfldche noch zusétzliche
Informationen tiber Adhésion und Steifigkeit der Probe.
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Anhang C

C.1 Abkiirzungsverzeichnis

C.1.1 Untersuchungsmethoden

LS
NMR
SANS
SLS
AFM
UV/VIS

Lichtstreuung

Nuclear Magnetic Resonance (Kernresonanzspektroskopie)

Small Angle Neutron Scattering (Neutronenkleinwinkelstreuung)
Statische Lichtstreuung

Atomic Force Microscopy (Rasterkraftmikroskopie)

optische Spektoskopie im ultravioletten und sichtbaren

Bereich elektromagnetischer Strahlung

C.1.2 Chemikalien

Calix[4]aren  2,6,8,12,14,18,20,24-Octahydroxy-4,10,16,24-tetra-n-undecyl-

pyridin[4]aren

Naphthyridin 2-Amino-N 3-(n-undecyl)-1,8-naphtyridin-3-carboxamid

DMSO
HFIP
Tris-HC1
AB(1-40)

Dimethylsulfoxid

Hexafluoroisopropanol
Tris-hydroxymethyl-aminomethan-hydrochlorid
B-Amyloid(1-40)
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C.1.3 Ausgewaihlte Formelzeichen

Ap

138

zweiter osmotischer Virialkoeffizient
Polsrisierbarkeit

Konzentration
Lichtgeschwindigkeit im Vakuum
Intensitdt der Primérstrahlung
Nettostreuintensitat

elektrische Feldkonstante
BOLTZMANN-Konstante
Kontrastfaktor

Wellenldnge

zahlenmittleres Molekulargewicht
massenmittleres Molekulargewicht
Brechungsindex

AVOGADRO-Zahl

Brechungsindexinkrement (Streukontrast)

Polarisation

Formfaktor

Streuvektor
Nettostreuintensitat
allgemeine Gaskonstante
Tragheitsradius

RAYLEIGH-Verhiltnis des Standards Toluol

Dichte
Temperatur
Streuwinkel
u=qRq

mol mL g~
C2m2 -1
gL™!
2,9979 -10% ms~!
Jm—2s71
kgm=3s~
Cv-im1
JK

mol L~1 g1

3

nm
gmol =1
gmol~!

mol 1
1
Cm—2

-1
-1

cm
cm
Jmol 1 K1
nm

1,3675-10 2 cm !
(T =25°C, A = 632,8nm)

gmL™1
°C oder K
Grad
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Resolved Static Light Scattering Study
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Abstract: Mixtures of a calix[4]arene and a naphthyridin derivative dissol-
ved in 1,2-dichlorobenzene form thermoreversible aggregates. The aggrega-
tion process was followed by means of time-resolved multiangle light scatte-
ring at two different mixing ratios, 1:3 and 1:4, yielding a detailed record of
the relative mass, the radius of gyration, and the particle scattering function
of the growing aggregates. On the basis of these data, a conclusive model of
the structure is presented for the developing aggregates: monomers aggregate
to wormlike filaments which form branching points. Formation of branching
points proceeds in a frequency and distribution which is similar to the poly-
condensation of ABC monomers toward non-randomly branched macromole-
cules (Burchard, W. Macromolecules, 10, (1977), 919). Thus, aggregation results
in hyperbranched particles with striking analogies to the polymerisation of
glucose to amylopectin.

Posterbeitrage:

e Makromolekulares Kolloquium Freiburg, 26. - 28. Februar 2004






