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Micellen sind ungebundene, meist sphirische Aggregate, die
spontan von amphiphilen Molekiilen beim Uberschreiten der
kritischen Micellbildungskonzentration (cmc) in Wasser oder
organischen Losungsmitteln gebildet werden.'l Die Micell-
bildung ist das Ergebnis des komplexen Zusammenwirkens
schwacher ungerichteter abstoender Krifte und solvopho-
ber Effekte. Micellen sind meistens kurzlebige dynamische
Aggregate, die sich schnell ab- und wieder aufbauen. In
diesen Fillen konnen nur durchschnittliche Strukturen und
Aggregationszahlen der Micellen bestimmt werden.

Die gezielte Selbstorganisation amphiphiler Molekiile zu
préazise definierten stabilen Micellen ist nicht nur eine
Herausforderung fiir die Grundlagenforschung, sondern
bietet vielfiltige technische Anwendungsmoglichkeiten, z. B.
die Herstellung von Kapseln fiir den effizienten Wirkstoff-
transport.?! Entscheidend fiir die Bildung definierter Aggre-
gate ist der Aufbau der amphiphilen Bausteine, denn die
Information, die die spezifische supramolekulare Struktur
bestimmt, muss bereits in der molekularen Architektur der
Amphiphile verankert sein. Es wurde postuliert, dass fiir die
Bildung sehr kleiner Aggregate mit starker Kriimmung
konusformige Amphiphile mit sterisch anspruchsvollen, gela-
denen Kopfgruppen und deutlich kleineren hydrophoben
Molekiilteilen notwendig sind."’

Diese strukturellen Voraussetzungen sind in dem amphi-
philen Dendrocalixaren 1 erfiillt, das in einer mehrstufigen
Synthese aus kommerziell erhéltlichen Ausgangsmaterialien
hergestellt werden konnte (siche Hintergrundinformationen).
Wir berichten hier iiber vollkommen einheitliche und struk-
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turtreue Micellen, die spontan aus je sieben Molekiilen des
amphiphilen 1 in wéssriger Losung gebildet werden und sich
bei der Trocknung nicht verformen. Die Struktur wurde mit
einer Auflosung von 12 A durch Kryo-Transmissions-Elek-
tronenmikroskopie (Kryo-TEM) und Techniken zur drei-
dimensionalen Rekonstruktion bestimmt. Das System ist ein
Prototyp fiir chemisch modifizierbare Nanobehilter, die
einheitlich und stabil sind, aber auch reversibel verschlossen
werden konnen, um einen hydrophoben Kern definierter
GroBe einzubetten.

1 wurde in guter Ausbeute als ockerfarbenes Pulver
erhalten. Das Calixarendendrimer wurde NMR- und UV/Vis-
spektroskopisch sowie FAB-massenspektrometrisch vollstin-
dig charakterisiert. Der ausgepridgte amphiphile Charakter
von 1 ergibt sich aus vier C;,-Ketten am engen Rand des
Calixarengrundgeriists und zwei konvergent synthetisierten,
dendritischen Nonacarbonsiurebausteine am weiten Rand.[
AuBer 1 wurde bisher nur ein amphiphiles Calix[4]arenden-
drimer, das periphere Kohlenhydratreste aufweist, beschrie-
ben.P! Bei neutralem pH-Wert sind fast alle Carboxygruppen
deprotoniert, sodass 1 als oligoanionisches Amphiphil vor-
liegt. Es 10st sich leicht bei Raumtemperatur in Wasser
(23 mgmL " bei pH 7.2); beim Absenken des pH-Werts auf 4
féllt es aus. Die Loslichkeit in organischen Losungsmitteln
wie Dichlormethan oder Tetrahydrofuran ist gering, doch 16st
es sich bei 40°C in DMSO.

Das Aggregationsverhalten von 1 wurde mit gepulster
Gradienten-Spin-Echo(PGSE)-NMR-Spektroskopie,  Ein-
schlussexperimenten und Kryo-TEM untersucht. Die
PGSE-NMR-Spektren (Abbildung 1) enthalten nur Signale
eines Aggregattyps mit einem Durchmesser von etwa 6 nm.
Ahnliche Dimensionen fand man kiirzlich bei amphiphilen
Calix[4]resorcaren-Glycoclustern, die fiir den Aufbau artifi-
zieller Viren verwendet wurden.! Der Abbau der Aggregate
wurde PGSE-NMR-spektroskopisch bei pH 11 bestimmt.

Die micellaren Eigenschaften von 1 in wissriger Losung
wurden durch seine Fahigkeit belegt, sehr unpolare hexan-
losliche Molekiile wie das Porphyrin 2 oder das Fullerende-
rivat 3 in die wissrige Phase zu iiberfithren. In einem
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Abbildung 1. Gestapelte Darstellung der "H-PGSE-DOSY-NMR-Spek-
tren von 1 bei pH 7.2, aufgenommen mit einem JEOL-Alpha-500-Spek-
trometer bei 303 K und einer Diffusionsverzégerung von 100 ms. Von
vorn nach hinten nimmt die Stirke G des Gradienten in der DOSY-
Pulssequenz zu und bedingt einen exponentiellen Abfall des Signals.
Kleine Molekiile ergeben einen schnellen Abfall, groRe Molekiile einen
langsamen Abfall der Signalintensitit I. Aus der Auftragung von
In(I/l,) gegen G? resultiert eine Gerade, aus deren Steigung sich die
Diffusionskonstante D ergibt. Durch Einsetzen von D in die Stokes-
Einstein-Gleichung wird der hydrodynamische Radius R des Molekiils
erhalten. Die maximale Gradientenstirke im Experiment betrug
1.8Tm™".

Einschlussexperiment wurde 2 in Hexan gelost und zu einer
wissrigen Losung von 1 gegeben. Nach zwolf Stunden im
Ultraschallbad farbte sich die wassrige Phase rot, und die
Hexanphase entfiarbte sich, was auf den Einschluss von 2
hinwies. Der Beweis wurde durch NMR- und UV/Vis-
spektroskopische Untersuchungen der wissrigen Phase
erbracht. Entsprechende Experimente mit 1 und 3 fiihrten
zu dhnlichen Ergebnissen.

Sphérische Micellen aus konventionellen ionischen
Detergentien wurden erstmals 1988 durch Kryo-TEM direkt
sichtbar gemacht.”! Radius und Gestalt lieBen sich dadurch
ungefdhr bestimmen, Strukturdetails konnten jedoch nicht
aufgelost werden. Kryo-TEM Aufnahmen von 1 (Abbil-
dung 2a) enthiillten dagegen sehr definierte interne Struk-
turmuster der Micellen, geeignet zur Auswertung mit Bild-
verarbeitungstechniken (Ausrichtung, Klassifizierung) und
zur dreidimensionalen Rekonstruktion. Diese Techniken
werden heute routineméfig zur Bestimmung der dreidimen-
sionalen Struktur, z.B. von Proteinen, eingesetzt.m Einzel-
bilder individueller Aggregate mit identischer Raumorientie-
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Abbildung 2. a) Reprisentative elektronenmikroskopische Aufnahme
von Calixarenmicellen, eingebettet in vitrifiziertem Eis (Maf3-
stab=100 A). b) Die erste Reihe zeigt Klassensummenbilder® von
Micellen unterschiedlicher riumlicher Orientierung. Basierend auf den
zugehérigen Euler-Winkeln® wurden aus den Daten dreidimensionale
Strukturinformationen mit einer Aufldsung von 12 A gewonnen. Riick-
projektionen (zweite Reihe) aus dem errechneten Volumen (dritte
Reihe) mit gleichen Euler-Winkeln geben Hinweise auf den Grad der
Ubereinstimmung mit den experimentellen Daten (Mafstab=50 A).
c) Stereobild der dreidimensionalen Rekonstruktion (MaRstab=25 A).

rung (identischen Euler-Winkeln) konnen so identifiziert,
extrahiert, ausgerichtet und zu einem Klassensummenbild mit
verbessertem  Signal-Rausch-Verhiltnis  addiert
werden. Abbildung 2b zeigt ausgewihlte Klassen-
summenbilder, von denen insgesamt 180 fiir eine A-
posteriori-Bestimmung der Euler-Winkel und die
abschlieBende Rekonstruktion der dreidimensiona-
len Struktur verwendet wurden.”! Die Methode
setzt voraus, dass alle verwendeten Aggregate
strukturidentisch sind und sich nur in ihrer raum-
lichen Orientierung unterscheiden. Die erfolgreiche
dreidimensionale Rekonstruktion mit einer Auflo-
sung von 12 A bestitigt dabei die Strukturtreue der
Aggregate. Kleinere oder grof3ere Micellen als die in
Abbildung 2c dargestellten wurden nicht gefunden.

Die Rekonstruktion zeigt einen hohlen sphiri-
schen Kifig mit einem Durchmesser von ca. 75 A
und charakteristischen Offnungen auf der Ober-
fliche (Abbildung 2¢). Eine einfache Volumenrech-
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nung ergibt eine Aggregationszahl von etwa 12. Etablierte
Micellenmodelle!™! weisen darauf hin, dass eine sphirische
hydrophile Korona aus den vollstidndig hydratisierten Kopf-
gruppen die unpolaren Kohlenwasserstoffketten vom polaren
Losungsmittel abschirmt. Die Kopfgruppen sind durch nicht-
lineare AbstoBungskrifte homogen iiber die Micellenober-
flache verteilt. Es ist erwiesen, dass die hydrophoben Ketten
von Amphiphilen in supramolekularen Aggregaten zu unge-
ordneten Orientierungen neigen.'!! Dies kénnte erkliren,
weshalb die Dichteinformation iiber den inneren hydropho-
ben Kern bei der Bildverarbeitung herausgemittelt wird. Die
Strukturinformation der flexiblen nichtisomorphen unpola-
ren Kohlenwasserstoffketten fehlt in der Rekonstruktion. Die
rekonstruierte Strukturinformation wird daher den rdumlich
definierten, verhéltnisméBig starren Kopfgruppen der Calix-
arene zugeordnet. Dariiber hinaus erlauben die bemerkens-
werte Monodispersitit sowie die Strukturidentitéit die Zuord-
nung von Details in molekularer Gréenordnung.

Visuell konnen exakt sieben Calixarenkopfgruppen in der
energiedrmsten Konformation (Abbildung 3) sehr genau in

Abbildung 3. Kalottenmodell der energieidrmsten Konformation von 1.

die berechnete Dichtekarte eingepasst werden (Abbil-
dung 4)."” Eine ungewohnliche Packung von sieben Mole-
kiillen mit C,-symmetrischer Anordnung stimmt am besten
mit der Rekonstruktion iiberein: 2 x2 Molekiile (hellgriin/
dunkelgriin und tiirkis/blauviolett in Abbildung 4¢,d) ordnen
sich so an, dass einer der polaren Fliigel des T-formigen
Molekiils zwischen den beiden polaren Fliigeln eines zweiten
Molekiils eingebettet ist. Zwei solcher ,,Dimere® liegen sich
im Aggregat fast genau gegeniiber. IThr Abstand entspricht
einer typischen Doppelschichtanordnung (6.7 nm). Drei wei-
tere Molekiile (orange, rot, rotviolett) bilden zusitzliche
klammeréhnliche Verbindungen, sodass die hydrophoben
Kanten der Dimere abgeschirmt werden.

Alternative Anordnungen von sieben Molekiilen sind
denkbar: In Abbildung 4b ist eine Variante mit C,,-Symme-
trie dargestellt, die aus chemischer Sicht sogar wesentlich
plausibler erscheint, da hier alle Molekiile chemisch dquiva-
lent sind. Diese Anordnung lésst sich jedoch wesentlich
schlechter in die Dichtekarte einpassen. Andere Moglich-
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Abbildung 4. a) Einige mégliche Anordnungen von sieben Molekiilen
auf einer Kugeloberfliche. b) Eine chemisch plausible Anordnung von
sieben Calixarenkopfgruppen wurde in die rekonstruierte Dichtekarte
eingepasst. Die Pfeile markieren Stellen, an denen die Kopfgruppen
und die rekonstruierte Struktur sich nicht decken. c) Beste Uberein-
stimmung mit der rekonstruierten Struktur bei C,-symmetrischer
Anordnung der sieben Calixarenkopfgruppen. d) Stereoansicht der C,-
symmetrischen Anordnung. Hellgriin/dunkelgriin und tiirkis/blauvio-
lett gekennzeichnete Calixarenmolekiile bilden ,Dimere“. Drei weitere
Molekiile (orange, rot, rotviolett) schirmen die hydrophoben Kanten
der Dimere ab.

keiten, z.B. eine C;,- oder eine Ds,-Symmetrie (Abbil-
dung 4a), stimmen nicht mit der Dichtekarte iiberein und
konnen daher ausgeschlossen werden. Die Struktur ist so
stabil, dass sie sogar nach vollstindigem Entfernen des
Losungsmittels vor einer elektronenmikroskopischen Unter-
suchung mit dem gleichen Ergebnis rekonstruiert werden
kann (siehe Hintergrundinformationen).

Wir haben erstmals ein Amphiphil synthetisiert, das zu
vollkommen einheitlichen und strukturpersistenten Micellen
aggregiert. Dies ermdoglichte die erste dreidimensionale
Strukturcharakterisierung einer Micelle in molekularer Gro-
Benordnung. Die T-Form von 1 induziert dabei eine spezi-
fische Faltung, die zur Bildung von Aggregaten mit sehr
starker Kriimmung fiihrt. AuBerdem verringert die spezifi-
sche Anordnung geladener Kopfgruppen die Flexibilitidten
innerhalb des Aggregats, z. B. durch Wasserstoffbriicken, die
durch das Losungsmittel vermittelt werden. Durch die
gerichteten Wechselwirkungen der Kopfgruppen wird ein
definiertes Strukturmuster mit charakteristischer Gestalt
stabilisiert. Demgegeniiber fithren ungerichtete Wechselwir-
kungen bei klassischen Detergensmicellen zu einer eher
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flussigkeitséhnlichen Organisation. Der FEinsatz als Trans-
porter fiir unpolare Wirkstoffe, aber auch eine Reihe anderer
Anwendungen sind fiir diese Micellen denkbar.
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