Wege zu funktionalen Vesikelmembranen ohne Proteine
Von Jiirgen-Hinrich Fuhrhop* und Joachim Mathieu

Die passende Anordnung von Reaktionspartnern zueinander in richtigen Abstinden ist die
strukturelle Voraussetzung fiir vektoriell ablaufende Reaktionen und Reaktionsketten. In
biologischen Systemen, z.B. bei der photosynthetisch aktiven Thylakoidmembran oder den
Membranrezeptoren, wird die Lage der Reaktionszentren durch Membranprotein-Kom-
plexe festgelegt, {iber deren Struktur wenig bekannt ist. In synthetischen Vesikelmembranen
sind geordnete reaktive Systeme erstmals durch Verwendung von Amphiphilen mit reakti-
ven Kopfgruppen als Bausteine, durch die regioselektive Einlagerung von Fremdmolekiilen
in die Membran, durch die Ausrichtung von Bola-Amphiphilen mit zwei Kopfgruppen un-
terschiedlicher Lislichkeit oder Grofle sowie durch Dominenbildung erhalten worden.
Auch chirale Uberstrukturen in Membranen konnten beobachtet werden, und es gelang,
stereoselektive Reaktionen in Vesikelmembranen durchzufiihren. Dieser Fortschrittsbericht
schlieBt mit einer Diskussion iiber Membranen aus nicht-amphiphilen Bausteinen und ei-

ner Erérterung ungeldster Probleme.

1. Einleitung

Als Vesikel (lat. vesicula, Blidschen) wird eine geschlos-
sene, oft kugelférmige Membran extrem geringer Schicht-
dicke (<10 nm) bezeichnet, die einen wiBrigen Innen-
raum (Volumen etwa 1-1000 um®) einschlieBt. Syntheti-
sche Vesikeln, die durch Aggregation eines einzigen Am-
phiphils entstehen, kénnen als extrem vereinfachte Mo-
delle hochorganisierter und multifunktionaler biologischer
Zellen aufgefaBt werden!?; seit etwa sieben Jahren wird
versucht, ihnen einzelne Eigenschaften von Zellen aufzu-
prigen. In unserem Ubersichtsartikel stellen wir neuartige,
reaktive Vesikeln ohne Proteine vor, mit denen sich ein-
zelne strukturelle und dynamische Eigenschaften biologi-
scher Zellen nachahmen oder modifizieren lassen sollten.

Zunichst sollen jedoch die Struktureinheiten von biolo-
gischen Membranen kurz charakterisiert und deren Wech-
selwirkungen sowie Funktionsweisen anhand von Model-
len erdrtert werden. Dabei wird sich zeigen, daB die inter-
essanten Charakteristika von Membranreaktionen (vekto-
riell, selektiv, schnell) auf zwar beobachtbare, aber unver-
standene Eigenschaften von Membranproteinen zuriickzu-
filhren sind. Zur Uberleitung zum Thema ,,Synthetische
Vesikeln* skizzieren wir dann die Herstellung und die Ei-
genschaften von proteinfreien Vesikeln aus Phospholipi-
den. AnschlieBend werden wir im Hauptteil dieses Bei-
trags nur diejenigen Eigenschaften von synthetischen Vesi-
keln betrachten, die man bei Phospholipid-Vesikeln nicht
findet.

Biologische Zellmembranen bestehen aus einer moleku-
laren Doppelschicht (bilayer lipid membrane, BLM) von
Lipiden (Phospholipide, Glycolipide) und aus Proteinen.
Nach dem ,.fluid mosaic*“-Modell von Singer und Nicol-
son® (vgl. Abb. 1a) bilden die Lipide eine Matrix mit fliis-
sigen und fliissigkristallinen Bereichen, deren hydropho-
bes Zentrum von Proteinen durchspannt wird (,,integrale
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Proteine*). Proteine, die an den hydrophilen Kopfgruppen
angelagert sind (,,periphere Proteine*), kénnen von der
Zellmembran z. B. durch eine Anderung des pH-Werts re-
versibel abgelost werden. Integrale Proteine kbénnen aus
der Membran unter Erhaltung ihrer biologischen Aktivitit
nur durch Einwirkung von Detergentien isoliert werden.
Die Membran wird dabei zerstdrt. Integrale Proteine
zeichnen sich in der Membran auch dadurch aus, daB sie
von wasserloslichen Reagentien, z.B. Hydrolasen, nicht
oder nur partiell angegriffen werden, wahrend periphere
Proteine dem Angriff voll ausgesetzt sind. Die Gesamtheit
der hydrophoben Lipid- und Proteinanteile bildet eine
vom Wasser streng abgetrennte Phase, obwohl die Ab-
stinde zur wiBrigen Umgebung nur wenige Angstrdm be-
tragen. An der duBeren Zellmembranoberfliche befinden
sich h#ufig Oligosaccharid-Ketten von integralen Glyco-
proteinen, die fir (stereo-)selektive Wechselwirkungen mit
in Wasser geldsten Substanzen zustindig sind. Auch zwi-
schen den Proteinen und der Lipidmatrix bestehen selek-
tive Wechselwirkungen; so werden vorwiegend negativ ge-
ladene Phospholipide (z.B. Phosphatidylserin) eng an
Membranproteine gebunden und bilden ,,Dominen‘* in
elektroneutralen Phospholipid-Membranen (vgl. Abb. 1).

Die Funktionen der biologischen Membranen entspre-
chen den Lebensvorgingen der Zelle: Umwandlung der
Sonnenenergie in chemische Energie (Photosynthese), se-
lektive Aufnahme von Naturstoffen (Nahrungsaufnahme),
Erzeugung von elektrischen Potentialen und Impulsen
(Nervenerregung, Bewegung), Informationsaustausch mit
der Umgebung (Rezeptorwirkung) etc. Der Verlauf biolo-
gischer Reaktionen an Membranen soll an zwei Modellen
deutlich gemacht werden: erstens der Rezeptorwirkung
von chiralen Membranoberflichen und zweitens der licht-
induzierten Ladungstrennung an unsymmetrischen Mem-
branen.

1) Das ,,fluid mosaic**-Modell der Reaktion eines Mem-
branrezeptors mit einem Peptidhormon (Abb. 1a, b) ver-
deutlicht die GrdBenverhiltnisse und die Beweglichkeit
der Membranbausteine”®. Abbildung la zeigt die BLM mit
einer Lipiddomiine um drei integrale Glycoproteinmolekii-
le, ein peripheres Proteinmolekiil sowie ein sich niherndes
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Peptidhormon  (,,Signalmolekiil). Die Oligosaccharid-
und Proteinketten an der duBeren Membranoberfliche
entsprechen langen, beweglichen Armen, die wassergeldste
Substanzen aufnehmen kénnen. Diese ,,Arme* bestehen
aus vielen chiralen Strukturen und bilden das hochspezifi-
sche Bindungszentrum des Rezeptors. Die Anlagerung des
Signalmolekiils (,,Membranligand*) an den Rezeptor
(Abb. 1b) verindert die Lage der Rezeptorproteine und
ihre Tertidrstrukturen. Das ,,Signal* wird so mittels der in-
tegralen Proteine durch die Membran geleitet (,,allosteri-
scher Effekt**) und kann an der inneren Oberfliiche Folge-
reaktionen ausldsen, z. B. die Aggregation von Actin-Ein-
heiten zu fibrilliren Stringen.

Peptidhormon

integrale
Glycoproteine

b)

Actin-Fibrillen

Abb. 1. a) ,,Fluid mosaic*-Modell eines Membranrezeptors. - b) Die Anlage-
rung eines Peptidhormons (,,Signalmolekdl*) fiihrt zur Umorientierung der
Rezeptorproteine innerhalb einer ,,Doméine” der Membran. Das bewirkt
Folgereaktionen im Inneren der Zelle (hier: Aggregation von Actinmolekil-
len). Die molekularen Wechselwirkungen zwischen Signalmolekill und Re-
zeptorprotein, innerhalb des Rezeptorprotein-Komplexes und zwischen Re-
zeptorprotein und Actin-Einheiten sind im Detail nicht geklart [3b).

2) Das schematische Modell der lichtgetriebenen Spal-
tung von Wasser in Wasserstoff und Sauerstoff, des wich-
tigsten Teilprozesses der pflanzlichen Photosynthese, um-
faBt mehrere Reaktionsketten, deren priméires Resultat die
Anreicherung von Elektronen auf der duBeren Membran-
oberfliche und von Protonen im inneren Wasservolumen
einer Pflanzenzelle ist (,lichtinduzierte Ladungstren-
nung*)*. Eine Teilreaktion ist in Abbildung 2 skizziert.
Ein durch sichtbares Licht angeregtes Chlorophyll-Mole-
kiil an der Innenseite der Membran gibt ein Elektron in
weniger als 1 ns {iber ein benachbartes Phdophorbid-Mole-
kiil an ein Plastochinon-Molekiil (X320) an der duBeren
Membranseite ab.

<lns

Chlorophyll;; ... + Plastochinon,,gen ﬁ

Chlorophyll3,., + Plastochinon$s.,
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Dieser Elektronentransfer ist gerichtet: er lduft nur von in-
nen nach auBen ab. Die drei nachgewiesenen Reaktions-
zentren (Chlorophyll, Phiophorbid, X320) sind in einem
Lipoprotein (Molekulargewicht 47000) gebunden und
wahrscheinlich wihrend der photochemischen Ladungs-
trennung in ihrer ortlichen Lage und gegenseitigen Aus-
richtung weitgehend fixiert. Das gilt als notwendige Vor-
aussetzung fir vektoriell ablaufende Prozesse. Wenigstens
zwei weitere Proteine iibernehmen den weiteren Elektro-
nentransport und unterbinden die langsame Riickreaktion
(=200 ps). Ein Chinon-Anion wird schlieSlich von der 4u-
Beren Wasserphase protoniert und ein Proton iber einen
Plastochinon-Pool durch die Membran in das innere Was-
servolumen transportiert.

Ph'a'oghorbid
e |

v
Chlorophytla

hy

Abb. 2. Ausschnitt eines Modells fiir das Reaktionszentrum II der Photosyn-
these. Der schnellen lichtinduzierten Ladungstrennung folgt der langsamere
Protonentransport durch die Membran. Uber die molekularen Ursachen des
vektoriellen Ablaufs (Hinreaktionen viel schneller als Rilckreaktionen) ist
kaum etwas bekannt.

Die selektive Adsorption von gelésten Molekiilen an re-
aktive Zentren und deren Signalwirkung fiir das Ablaufen
von Folgereaktionen sowie die rdumliche und zeitliche Or-
ganisation von Reaktionszentren und die dadurch erzielte
Ausrichtung reversibler Prozesse sind faszinierende Phéa-
nomene, die in unbekannter Weise von mehreren zusam-
menwirkenden Membranproteinen erméglicht werden und
fir die es nur wenige, unvollkommene synthetische
Analoga gibt.

Im Vergleich zu den schnell und selektiv reagierenden
Proteinen sind die Lipidaggregate mehr oder weniger ein
chemisch inertes Fillmaterial; sie wirken vor allem als
Trennschicht zwischen zwei w4Brigen Phasen und als L6-
sungsmittel fir hydrophobe Proteinanteile. Deshalb waren
proteinfreie Vesikeln bisher vor allem Studienobjekte phy-
sikalisch orientierter Chemiker'". Die Ergebnisse dieser
Arbeiten seien in sechs Punkten zusammengefafit:

1. Phospholipide (wie 1a-d) oder Zhnliche wasserunldsli-
che amphiphile Naturstoffe wie 2'*! aggregieren in Was-
ser zu Doppelschicht-Fliissigkristallen, die sich bei Ul-
trabeschallung zu kugelformigen Vesikeln umlagern
(Abb. 3). Naturstoffvesikeln heien auch Liposomen
(;,Fettkdrperchen**).

2. Die BLMs der Liposomen sind extrem diinn (Schicht-
dicke =5 nm).

3. Die Vesikeln sind langlebig (Stunden oder Tage), sie
kénnen chromatographiert und zentrifugiert werden.

4, Die Membran wirkt als effiziente Barriere fiir wasser-
losliche Stoffe, ist fiir Wasser selbst aber durchlissig
(osmotische Aktivitat).
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5. Wasserunldsliche Verbindungen, z.B. unpolare Farb-
stoffe, konnen in der Vesikelmembran aufgelost wer-
den.

6. Chemisch einheitliche Vesikelmembranen zeigen rever-
sible Phaseniibergiinge fliissig = fliissigkristallin meist
im Temperaturbereich von 20 bis 50°C.

Nach unserer Einschitzung sind weder die Membran-
proteine noch die Phospholipide zukunftsweisende For-
schungsthemen der Organischen Chemie. Die wichtigsten
natiirlichen Phospholipide sowie die synthetischen
Analoga sind bekannt; was die Membranproteine betrifft,
so werden die Syntheseprobleme von Molekularbiologen
geldst und die Strukturen von Spektroskopikern aufgeklart
werden. Der Organiker kann, will er sich nicht auf Hilfs-
dienste fiir Biophysiker und Biochemiker beschriinken
(Reinherstellung von Lipiden, gezielte Vernetzung von
Membranproteinen zur Strukturaufklirung von Protein-
komplexen etc.), unabhingig von der Natur kiinstliche Ve-
sikelmembranen mit niitzlichen Eigenschaften entwickeln.
Um diesen letzten Aspekt geht es im folgenden.

2. Reaktive Vesikelmembranen
2.1. Kopfgruppen

Die natiirlichen membranbildenden Lipide sind elektro-
neutrale oder negativ geladene Amphiphile mit zwei Fett-
sdureketten. Der Durchbruch zu andersartigen Membran-
bildnern gelang Kunitake et al. im Jahre 1977'), als sie fan-
den, daB Tetraalkylammoniumsalze mit zwei langen Alkyl-
resten, z. B. 3, dhnliche Vesikeln wie die Phospholipide bil-
den. Dieser Befund war vor allem wegen seiner Einfach-
heit von Bedeutung. Er bewies, daBl komplexe Wechselwir-
kungen zwischen den Kopfgruppen, die bei den Liposo-
men mit viel Akribie erforscht worden waren™®, fir die
Vesikelbildung nicht wesentlich sind. Dariiber hinaus wur-
den erstmalig positiv geladene Vesikeln zugéinglich.

Die Weiterentwicklung der stickstoffhaltigen Kopfgrup-
pen erfolgte unter dem Aspekt, Reaktionszentren in der

H3C\®/(CHZ),,CH3
/N\ 3, n=11,15,17

H;C (CH;),CH,
Br
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Abb. 3. Bildung von Vesikeln durch Ultraschallbehandlung von Doppel-
schichtmembran(BLM)-Flilssigkristallen [24]).

Peripherie der Vesikelmembranen zu lokalisieren und so
einen ,Ersatz" fiir ,,innen*- oder ,,auBen*"-licgende redox-
aktive Chromophore wie Chlorophyll und Plastochinon zu
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schaffen. Als Elektronenacceptoren wurden die in Modell-
systemen zur Wasserreduktion® " hiufig verwendeten
Paraquat-Derivate (N,N’-Dialkyl-4,4’-bipyridinium-Salze)
eingefiihrt'>'%, Zur Vesikelbildung eignet sich z.B. das
Amphiphil (vgl. Abschnitt 3) 4 mit zwei Paraquat-Kopf-
gruppen. In bezug auf die in Abbildung 2 skizzierte biolo-
gische Ladungstrennung kann Paraquat die Funktion des
Plastochinons @ibernehmen. Als Elektronendonoren wir-
ken, in loser Analogie zum Chlorophyll in Abbildung 2,
N,N-Dialkyl-p-phenylendiamin-Kopfgruppen z.B. im Ve-
sikelbildner 51'*'!, SchlieBlich wurden auch lichtzersetzli-
che Vesikeln aus Amphiphilen mit Diazonio-isophthalséu-
re-Kopfgruppen, z. B. 6, hergestellt!™,

H;,C—@—@—(CHZ )y~-NH-C=0

(CHp)y 4 CI®

H@—@—@—(CH%—N H-C=0 4
J(CH,)1CH,
HZNO— N, 5
(CHy)1sCH,
\»
C—O(CH,)sCHy

BFP °n, 6

,CO(CH,)15CHy

Alle hier genannten reaktiven Vesikeln zeigen die Be-
sonderheit, mit wasserldslichen Agentien nur an der duBe-
ren Membranoberfliche zu reagieren. Paraquat-Derivate
koénnen mit Dithionit-Anionen zu Viologen-Radikalen re-
duziert, Phenylendiamin-Derivate mit wasserldslichen
Kupplern oxidativ zu verschiedenen Farbstoffen umge-

N—N

LA,

—H,C

{Kuppler)

/_ kein —\~\
Na, 5,0,

/@SOG No®

(;(\'s

setzt, und Benzoldiazonium-Derivate nach Zusatz wasser-
loslicher Sensibilisatoren durch sichtbares Licht zersetzt
werden (vgl. Abb. 4). In allen Fillen entsteht an der dufe-
ren Oberfliche der Vesikelmembran eine neue Kopf-
gruppe in nahezu quantitativer Ausbeute, wihrend die in-
nenliegenden Kopfgruppen unverindert bleiben. Auf diese
Weise sind erstmals Vesikelmembranen zuginglich gewor-
den, die eine quantitativ unsymmetrische Anordnung der
Kopfgruppen aufweisen. Die halbreduzierten Paraquat-
Vesikeln enthalten auBen nur Elektronendonoren, innen
nur -acceptoren, bei der Kupplungsreaktion der Phenylen-
diamin-Vesikeln wird nur die AuBenfliche oxidativ ein-
gefirbt, und bei den Benzoldiazonium-Vesikeln eliminiert
zunichst nur die duBere Oberflache Stickstoff.

Vesikeln mit extrem reaktiven Aziridinium-Kopfgrup-
pen konnen hergestellt werden, wenn man als desaktivierte
Vorstufe das Anilinderivat 10a benutzt, bei dem die Nu-
cleophilie des zweiten Stickstoffatoms durch den Formyl-
substituenten stark erniedrigt ist!'®. Eine intramolekulare
Substitution des Chloratoms durch das Anilin-Stickstoff-
atom findet nicht statt. Vesikeln aus 10a werden dann
durch Reduktion mit NaBH, aktiviert. Das so entstehende
Anilinmethanol 10b reagiert mit Nucleophilen, z.B. cy-
steinhaltigen Proteinen, was auf die Bildung der reaktiven
Aziridinium-Verbindung zuriickgefiihrt werden kann.

R-@—l}l-(CHz)a—N

|
CH,—o—é ~CqTias

CH,CH,0H
o Cn—o—c—cnn,5

CH,CH,C1 CHzCHzo—P—CHZ
oe
10a, R = CHO
10b, R = CH,0OH

Stickstoffhaltige Kopfgruppen, die Protonen oder Me-
tallionen reversibel aufnehmen, wurden ebenfalls entwik-
kelt. Das Ylid 11a bildet gelbe (An.x=2399 nm) Vesikeln,

@ i

Hac

®_ _©
H BF,

Sensibilisator

so¥

___Sensibilisator

H,0
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Abb. 4. Beispiele fir Reaktionsprodukte (7-9) der ,,exovesikuléren** Kopfgruppen der Amphiphile 4-6. Die ebenfalls reaktions-
fahigen ,,endovesikuliren" Kopfgruppen werden von membranunl8slichen Reagentien (Beispiele a, b) oder Sensibilisatoren

(Beispiel c) nicht erreicht.
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die nach Siurezugabe farblos (11b, 4,,,, =256 nm) werden.
Das Bipyridinium-Derivat 12 ist rot (A,.,,=470 nm). Da
diese Verbindungen wasserunldslich sind, eignen sie sich
auch zum Einbau in Fremdvesikeln, wobei sich dann der
positiv geladene Pyridinium-Rest neben den Kopfgruppen
der Wirtmembran befindet. Der pK,-Wert fiir die Protonie-
rung des Ylids 11a wird von der Ladung der umgebenden
Wirtgruppen sehr stark beeinfluBt: In elektroneutralen Ve-
sikeln wird er nahe pH 6 erreicht, in elektropositiven Vesi-
keln bei pH 4, in elektronegativen Vesikeln bei pH 8¢,
Diese amphiphilen pH-Indikatoren kénnen zum Nachweis
von Dominen (vgl. Abschnitt 6) verwendet werden.

o
7/ N\& o M~0(CH,),C1I,
11a Q O(CHa)7CTL,
0
o
o/ \__/ Ne 6M0(CH,);CH
e R )RSt
Br® o)

12

Das vesikelbildende Ethylendiamindiessigsiure-Derivat
13 komplexiert Metallionen, z.B. Cu®, aus der wiBrigen
Phase!'”). Da Metallionen hydrophobe Vesikelmembranen
im allgemeinen nicht durchdringen kénnen, lassen sich so
an den inneren und/oder duBleren Membranoberflichen
nahezu beliebige redoxaktive Ionen fixieren.

HOOC~CHj_ (CH,)5CHy
/N—CHz—C Hp—N_ 13
HOOC—CH; (CHy)sCH,
CH,3(CHy )y, ? (FH:‘
N-C—C=CH, 14
CHy(CHy)yq

Kopfgruppen vesikelbildender Amphiphile wurden
auch mit reaktiven CC-Doppelbindungen ausgestattet!'*-2],
Solche Endgruppen wie in 14 k&nnen wahlweise mit
wasserldslichen Radikalbildnern nur an der duBeren Vesi-
keloberfliche oder mit UV-Licht an beiden Oberflichen
polymerisiert werden. Dadurch erhilt die Vesikel zwar
keine neue Funktionalitit, sie wird aber stabilisiert gegen
Detergentien und organische Lésungsmittel (Abb. 5).

Abb. 5. Polymerisation von monomeren Amphiphilen an den Vesikeloberfli-
chen. AIBN = Azobisisobutyronitril (wasserldslicher Radikalinitiator).
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2.2. Hydrophobe Zentren

Die meisten synthetischen Vesikelbildner enthalten in
Analogie zu den Phospholipiden zwei Oligomethylenket-
ten (n>8) pro Kopfgruppe. In diesen Amphiphilen ent-
sprechen die Querschnitte der hydratisierten Kopfgruppen
denen der hydrophoben Ketten mit etwa je 6 A. Die Dop-
pelschichtmembranen in wiBrigen Medien haben deshalb
eine geringe Kriimmung (Kurvatur), was als Voraussetzung
fir die Bildung von Vesikeln angesehen wurde®* (vgl.
Abb. 3). Von Fettsauresalzen mit nur einer Oligomethylen-
kette und Ammoniumsalzen mit drei Oligomethylenketten
war bekannt, daB sie Micellen ohne wiBrigen Innenraum
mit starker Kurvatur bilden-?"), Es ist jedoch auch iiber
Vesikeln aus Gemischen von Stearinsdure und ihren Sal-
zen™® und aus Trihexadecyl(methyl)ammonium-Salzen?”
berichtet worden. Nach heutigen Erkenntnissen sind zu-
verldssige Voraussagen iiber die Struktur des Aggregats ei-
ner neuen amphiphilen Verbindung in wiBrigen Medien
nicht mdglich (vgl. Abschnitt 8).

Wihrend die Kopfgruppen mit wasserldslichen Siuren
oder Basen, Reduktions- oder Oxidationsmitteln sowie
Nucleophilen oder Elektrophilen rasch reagieren, sind re-
aktive Gruppen innerhalb der hydrophoben Membran fiir
wasserlosliche Reagentien praktisch unzuginglich. Das
zeigt sich z. B. in der Sdurestabilitdt von Vesikelmembra-
nen, bei denen Kopfgruppen und hydrophobe Ketten iiber
Esterbindungen verkniipft sind. Vesikeln aus den Amphi-
philen 15" und 22"% sind wochenlang in wiBriger Salz-
sdure bei pH 1.5 stabil. Ebenso werden basische Farbstoffe
(pK.=5) in vesikuliren Ldsungen selbst bei pH 1 nicht
protoniert?®®,

(N
C—O(CH,),;CH,
H,N 15

0,/C—O(CH2),5CH3

CHS((JHZ)llOO—N:N—@—O(CIIZ)n]%(CHa)a BrP

16a, n = 2,4,10

CH3(CH2)5O©—N= OO(CHZ)mNH—CHZCHZNHz 16b

CH,(CHy);3=C= C—~C= C—(CH, )y~ CO~O~(CHy);=O~(CHy),
17
CH,(CHy)y3~C= C—C= C—(CH,)g=CO—-O—(CH,);~O—(CTH,);

Fur Reaktionen in synthetischen hydrophoben Membra-
nen wurde deshalb bisher nur Licht als ,,Reagens* verwen-
det. Als reaktive Zentren wurden Azomethin-PY, Azo-
benzol-*) Dien- oder Diin-Chromophore®®32-34 ynter-
sucht, die mit den membranbildenden Oligomethylenket-
ten verknipft waren. Die trans-Azobenzol-Gruppe in Vesi-
keln aus 16a isomerisiert bei UV-Bestrahlung zu 50% in
die cis-Form, wobei sich sphirische Vesikeln in Lamellen
umwandeln. Nach der thermischen Rilckisomerisierung
liegen wieder Vesikeln vor, d.h. das eingeschlossene Was-
servolumen und der Aggregationszustand der Vesikeln &n-
dern sich reversibel bei Bestrahlung. Im Falle des Diin-
Amphiphils 177 (?, siehe Abschnitt 8) beobachtet man
bei UV-Bestrahlung von fliissigkristallinen BLMs, also un-
terhalb der Schmelztemperatur der Membran, die Bildung

Angew. Chem. 96 (1984) 124-137



von farbigen Polyen-in-Ketten in den Zentren der beiden
Hilften der Doppelschicht (Abb. 6). In ungeordneten Ag-
gregaten findet keine Farbstoffbildung statt.

<

e it

Abb. 6. Polymerisation des monomeren Amphiphils 17 zu farbigen Polyen-
inen in der hydrophoben Vesikelmembran.

Weitere Mdglichkeiten, das Membraninnere gezielt zu
modifizieren, sind die von auBen gesteuerte Domédnenbil-
dung (vgl. Abschnitt 6) und die regioselektive Einlagerung
von Fremdmolekiilen (vgl. Abschnitt 3).

3. Periphere und integrale Porphyrine in den
neun Regionen von Vesikellosungen

WiBrige Vesikelldsungen weisen neun Regionen oder
Kompartimente auf (vgl. Abb. 7):
® das duBere Wasservolumen (Hauptvolumen, bes-
ser bekannt unter engl. bulk),
die waBrige Umgebung der Kopfgruppen (Hydra-
tationssphire, Gouy-Chapman-Schicht),
die 4ufleren Kopfgruppen,
die hydrophobe Membran nahe den &duBeren
Kopfgruppen,
das Innere der hydrophoben Membran (bei Dop-
pelschichtmembranen 148t sich diese Region wie-
derum in eine innere (®innen und eine AuBere
Hilfte ®aupen unterteilen),
®-(@ die inneren Regionen, die den fuBeren Regionen

@-@ entsprechen.

®@ G ©

Die Volumina der hydrophoben Membran (&) und des
eingeschlossenen Wasserraums sind bei Mikrovesikeln
(Durchmesser ~ 500 A, Konzentration des Amphiphils
<1073 M) wenigstens hundertmal kleiner als das ,,bulk*.

Wenn es gelinge, die neun genannten Regionen oder
auch nur einige davon selektiv mit Reaktionszentren zu be-
setzen, wire eine der Voraussetzungen zur Synthese orga-
nisierter Systeme ohne Verwendung von Membranprote-
inen gegeben. Wie in Abschnitt 2 erdrtert, ist das fir die
Kopfgruppen @ und (@) schon méglich, und im Spezialfall
photochemischer Reaktionen auch fir das hydrophobe
Kompartiment (5). Die ibrigen Regionen kénnen durch
die regioselektive Einlagerung von Fremdmolekiilen funk-
tionalisiert werden. In Vesikeln aus Amphiphilen mit reak-
tiven Kopfgruppen ist die gesamte Oberfliche ein Reakti-
onszentrum; dadurch ist der kiirzeste Abstand zu regiose-
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Abb. 7. Die neun Regionen in Vesikelldsungen (vgl. Text).

lektiv in der Membran gelésten Fremdmolekiilen festge-
legt, und es besteht keine Notwendigkeit mehr, Doménen
zu bilden, um vektorielle Reaktionen durchfithren zu kén-
nen.

Als Beispiele fiir die regioselektive Einlagerung von
Fremdmolekiilen beschreiben wir Experimente mit zwei
wasser- und membranléslichen Porphyrinen; das eine -
»Octaessigsdureporphyrin* 18 - wird peripher in den Re-
gionen (2) oder @) ,,angelagert™, das andere - ,,Viologen-
porphyrin** 19 - integral in Vesikeln eingebaut.

,»Octaessigsdureporphyrin* 1873 liegt bei pH 7 als Oli-
goacetat-Anion vor und ist wasserl8slich. Die lingstwellige
Absorptionsbande (a-Bande) erscheint bei 616 nm. In Ge-
genwart von elektroneutralen oder negativ geladenen Vesi-
keln ist es im ,,bulk* () geldst; Gelchromatographie trennt
das Porphyrin von der Vesikelfraktion. In Lésungen mit
positiv geladenen Vesikeln wird das Porphyrin-Oligoanion
an die Oberfliche der Vesikelmembran, Region (2, gebun-
den; Gelchromatographie fiihrt zu keiner Trennung der
Vesikel vom Porphyrin. Das Elektronenspektrum des Por-
phyrins ist in beiden Fillen identisch (a-Bande bei
616 nm).

S4uert man waBrige Losungen von 18 an (pH 4.5), so
fallt das Porphyrin aus. Diese Fillung findet in Gegenwart
von Vesikeln beliebiger Oberflichenladung nicht statt,
sondern die Vesikelmembran saugt das Porphyrin auf.
Beim Ansduern bis pH 5.2 beobachtet man zunichst die
Umwandlung des vierbandigen VIS-Spektrums des neutra-
len Porphyrinchromophors in das dreibandige Spektrum
des Monokations des Porphyrins, d.h. eines der beiden
Pyrrolenin-Stickstoffatome wird protoniert. Von den acht
Acetatsubstituenten sollte etwa die Hélfte protoniert sein.
Das Porphyrin-Monokation ist wahrscheinlich noch im-
mer in (1) oder (2) geldst. Bei pH 5 wird das dreibandige
Kationenspektrum wieder durch ein vierbandiges Spek-
trum der nicht-protonierten Porphyrinbase ersetzt. Die a-
Bande des VIS-Spektrums erscheint jetzt bei 625 nm, was
dem Spektrum des ,,Octaessigsiureporphyrins* in Tri-
chlormethan entspricht®d. Aus der spektralen Verschie-
bung ist zu schlieBen, daB das Porphyrin aus den wiBrigen
Regionen in die hydrophobe Membranregion (@) gewan-
dert ist. Es handelt sich hier um den unseres Wissens erst-
malig beobachteten Effekt, daB eine protonierte Stickstoff-
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base bei Siurezugabe deprotoniert wird. Der Vorgang ist
vollstindig reversibel, d.h. bei Zugabe von Natronlauge
tritt wiederum das dreibandige Kationenspektrum auf.
Schliet man das wasserldsliche Porphyrinoctaacetat in
die innere Region (9) ein, so findet beim Ansauern die glei-
che spektrale Verschiebung 616—625 nm mit einer Verzo-
gerung statt, weil der pH-Ausgleich iiber die Membran
Zeit braucht (bei cholesterinhaltigen Lecithinmembranen
z.B. 15 min).

COOH
HOOC
HOOC COOH
18
HOOC COOH
COOH
HOOC

Aus der Reversibilitdt der Porphyrineinlagerung schlie-
Ben wir, daB 18 peripher in der Membran geldst ist (Abb.
8). DaB dieses Porphyrin in Region (@) und nicht in Region
@ lokalisiert ist, folgt sowohl aus dem VIS-Spektrum als
auch aus der Tatsache, daf3 in stark sauren Medien die
Porphyrinbase nicht protoniert wird. Bei pH 1 wird noch
das vierbandige Spektrum der freien Porphyrinbase beob-
achtet. In micellaren Losungen variiert der pK,-Wert von
Porphyrinen zwischen 4 und 5. Bei pH 3 wurde in allen
bisher untersuchten Fillen die vollstindige Bildung des
diprotonierten Porphyrin-Dikations beobachtet.

Abb. 8. ,Octaessigsdureporphyrin’ 18 schwimmt auf der hydrophoben
Oberflache der Vesikel mit Sulfonsiure-Kopfgruppen. Die ,unteren* H-
Atome gehdren zu den zentralen NH-Gruppen des Porphyrins.

Ein Beispiel fiir ein integrales Fremdmolekiil in Vesikel-
membranen ist das ,,Viologenporphyrin“ 19a®”. Dessen
Zinkkomplex 19b 16st sich in Wasser besser als in Tri-
chlormethan. In Ldsungen mit Vesikeln sollte deshalb 19b
in den Regionen () und (@) lokalisiert sein. Die mangelnde
Reaktivitdt des Porphyrinchromophors gegeniiber wasser-
16slichen Reagentien deutet jedoch darauf hin, daB er voll-
stindig von der Vesikelmembran aufgesaugt worden sein
mufB. So lieBen sich z.B. 19a durch Zugabe von Siure
nicht zum Kation protonieren und der Zinkkomplex 19b
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nicht entmetallieren. Da andererseits der Viologensubsti-
tuent von 19a in elektroneutralen oder negativ geladenen
Vesikeln mit Natriumdithionit zum Radikal reduziert wer-
den konnte, ist seine Lokalisierung an der Vesikeloberfli-
che (@ wahrscheinlich (vgl. Abb. 9). Der Porphyrinchro-
mophor befindet sich dementsprechend in den Regionen
@ und ®. Er 148t sich - in Analogie zu den integralen Pro-
teinen™* - aus der Vesikelmembran nur herausldsen,
wenn diese durch Detergentien oder Losungsmittel zer-
stort wird.

Abb. 9. ,,Viologenporphyrin* 19 taucht in die hydrophobe Membran der Ve-
sikel ein.

Das spezielle Losungsverhalten der beiden Porphyrine
18 und 19 demonstriert, daB vesikulire L&sungen sich
grundsitzlich anders verhalten konnen als micellare Lo-
sungen oder Zweiphasensysteme: Geldste Molekiile kdn-
nen ausschlieBlich in der Membran oder im wiBrigen Me-
dium lokalisiert werden; eine Verteilung zwischen beiden
Phasen kann unterdriickt werden. Eine weitere Vorausset-
zung zum Aufbau organisierter Systeme ohne Proteine ist
damit gegeben.
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4. Monoschicht-Vesikelmembranen (MLM-Vesikeln)

Verwendet man zur Vesikelbildung Amphiphile mit hy-
drophilen Kopfgruppen an beiden Enden der hydropho-
ben Ketten (Trivialname: Bola-Amphiphile®®, abgeleitet
von der einem siidamerikanischen Schleudergerit dhnli-
chen Form), so werden Membranen aus einer einzigen
Molekillschicht (monolayer lipid membrane, MLM) erhal-
ten. Die MLM-Vesikeln weisen gegeniiber den {iblichen
BLM-Vesikeln drei Vorteile auf:

1. BLM-Vesikeln wachsen durch Fusion und fallen aus
der Lasung meist nach einigen Tagen aus. Bei MLM-
Vesikeln ist die Fusionierung erschwert, weil der innere
hydrophile Kopf die hydrophobe Membran kaum
durchdringen kann, und deshalb die Wanderung der
Amphiphile von einer Vesikel zur anderen kaum mog-
lich ist (vgl. Abb. 10). MLM-Vesikelldsungen sind unter
geeigneten Bedingungen langzeitstabil.
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Abb. 10. a) Die Verschmelzung (Fusion) von Vesikelmembranen setzt die Ro-
tation (oder Diffusion) von Molekiilen der BLM voraus: (A) Aggregat zweier
Vesikeln, (B) Briickenbildung, (C) Passagenbildung (= Fusion). - b) Bei mo-
noschichtigen Vesikeln folgt auf die Aggregation keine oder eine sehr lang-
same Fusion.

2. Monoschichtige Membranen kdnnen wesentlich diinner
sein als doppelschichtige Membranen. Die Schichtdicke
der diinnsten bekannten MLM mit beiden Kopfgrup-
pen betrigt 28 A, der hydrophobe Anteil ist weniger als
20 A dick. Solche diinnen Membranen sind von Interes-
se, weil sie mit 15-20 A langen Porenbildnern iber-
briickt werden kénnen. Kurze Porenbildner sind wie-
derum besser zuginglich als 30-40 A lange Porenbild-
ner fiir BLMs. Viele Naturstoffe (z. B. Porphyrine, Ca-
rotine, Steroide) haben eine Molekiillinge von 15-20 A.
Geeignete Derivate und ihre Molekilkomplexe!>3%
kénnen zum Bau von selektiven Leitungssystemen fiir
Elektronen, Ionen und wasserlésliche Molekiile benutzt
werden.

3. a,0-Bisamphiphile mit zwei unterschiedlichen Kopf-
gruppen kdnnen vollstindig unsymmetrische Vesikel-
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membranen bilden: Die groBen Kopfgruppen bilden
bei MLM-Mikrovesikeln (Durchmesser <500 A) die
duBere Oberfliche, die kleinen Kopfgruppen die innere
Oberflache!*”, Bei BLM-Vesikeln aus zwei unterschied-
lichen Amphiphilen kann hingegen nur eine partielle
Anreicherung einer Molekiilsorte in einer Hilfte der
Doppelschicht erreicht werden®!.,

4.1. MLM-Vesikelbildung durch ,,einseitige Fillung*

Aggregate des symmetrischen Bola-Amphiphils 20a mit
zwei Viologenkopfgruppen werden unsymmetrisch und er-
halten Kurvatur, wenn man seine Gegenionen partiell aus-
tauscht!*¥), Titriert man z. B. das wasserldsliche Tetrachlo-
rid 20a mit einem Moldquivalent Natriumperchlorat, so
bilden sich spontan Mikrovesikeln einheitlicher GréBe.
Aus dem Monoperchlorat 20b wird mit drei Aquivalenten
Perchlorat das wasserunlGsliche Tetraperchlorat 20c er-
zeugt, und die Kurvatur der Vesikeln geht erwartungsge-
mif wieder verloren. Elektronenmikroskopisch werden
jetzt monoschichtige Kristalle beobachtet (Abb. 11).

ch—f"@—@ﬁ—(cnz) u—o—T:o

(CHz)6

T L W L

20a: 4 CI°
20b: 3 C1°, Cl109
20¢: 4 ClOP

4.2, Unsymmetrische Vesikel-MLMs

Die sidure- und lichtbestiindigen Membranen des Archae-
bakteriums Caldariella acidophila enthalten den makrocy-
clischen Tetraether 21 mit einer (kleinen) Glycerin- und ei-
ner (groBen) Nonitol-Kopfgruppe. Messungen von asym-
metrischen Strom-Spannungskurven und spezifischen Ka-
pazititen an sogenannten schwarzen Lipidmembranen
(planaren Lipidmembranen mit Schichtdicken <100 A)
deuten darauf hin, daB die kiinstlich aus 21 gebildeten
Membranen aus einer einzigen Molekiilschicht bestehen,
in der die groBen Képfe auf der einen, die kleinen Kopfe
auf der anderen Seite angeordnet sind™’. Man kann diesen
Befund einfach erkliren, wenn man beriicksichtigt, da
das Nonitolende mit sechs Hydroxygruppen aus n-Alkan-
dispersionen, wie sie bevorzugt zur Priparation von
schwarzen Membranen verwendet werden, auskristallisie-
ren sollte. Ahnlich wie bei der in Abschnitt 4.1 beschriebe-
nen Vesikelherstellung durch partielle Bildung unldslicher
Salze beginnt auch hier die Bildung einer unsymmetri-
schen Membran mit der einseitigen Aggregation der Kopf-
gruppen von Bola-Amphiphilen.

Eine synthetische Membran, in der das gleiche Synthe-
seprinzip filr unsymmetrische Membranen verwirklicht
wurde, besteht aus dem Makrotetrolid 22 mit einer (klei-
nen) Sulfonsdure- und einer (groBen) Thiobernsteinsaure-
Kopfgruppe®, An Vesikeln aus diesem unsymmetrischen
Bola-Amphiphil wurde nachgewiesen, daBl sich mehr als
98% der Sulfonsdaure-Kopfgruppen auf der Innenseite der
Vesikeln befinden (vgl. Abb. 12).
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Abb. 11. a) Die Kurvatur in monoschichtigen Vesikeln aus 20b wird durch partielle Bildung von unléslichen Salzen (Perchlorat innen) erzeugt. - b) Elektronenmi-
kroskopische Aufnahme von Vesikeln aus 20b. - ¢) Das Tetraperchlorat 20¢ bildet monoschichtige Kristalle. - d) Elektronenmikroskopische Aufnahme der
schriigbedampften monoschichtigen Kristalle. Der weiBe Schatten ist ein Ma der Schichtdicke. Durchmesser Latexkigelchen: 900 A; Schichtdicke der Kristalle:

<100 A.

2

Damit ist auch bewiesen, daB diese Membran als eine
Monoschicht vorliegt?*?. Kleinwinkelstreuungsmessungen

= 22
V4
7 A Y
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/ p2 \ \
/ /7 N \
/ / ‘\
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Abb. 12. Eine unsymmetrische monoschichtige Vesikelmembran aus dem
Bola-Amphiphil 22.
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am Feststoff 22 ergaben eine Schichtdicke der gesamten
MLM von 28 A, was exakt der all-gnti-Konformation des
Makrocyclus entspricht. Merkwiirdigerweise deuten erste
'H-NMR-Messungen an den monoschichtigen Vesikeln
auf eine auBergewdhnlich groBe Beweglichkeit der Oligo-
methylenketten bei Raumtemperatur hin. Dieses Phino-
men wird zur Zeit im Detail untersucht.
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0O-(CH,);3,—O

+
0~(Cli3);3-O Isomere

CH,—CH—S SOPNa®
COOH coon  © o 2
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4.3. MLM-Vesikeln mit gelosten, raumfiillenden
Komponenten (,,spacer*)

Die ersten Vesikeln aus einem symmetrischen Bola-Am-
phiphil, dem Bisammoniumbromid 23, wurden von Kuni-
take et al.®! nur erhalten, wenn der Emulsion bei der Be-
schallung Cholesterin zugesetzt worden war. Das wasser-
unlosliche Steroid ist in der Membran gelést und bewirkt
dort die Kurvatur der Vesikel. Ein dhnlicher Effekt wurde
bei dem billigsten Bola-Amphiphil, der handelsiiblichen
,LDimersdure* 24, beobachtet. Diese bildet beim Beschal-
len keine Vesikeln, die milchige Suspension von 24 in

(]
(CH;;)ﬁ-(CHz)10—O~©—CH=N©-O—(CH2)IO—N(CH3)3
Br® 23 Br®

(CH,);CH;
H3C(CH,)s

HOOC(CH,),

+ Isomere
(CH,)gCOOH

24

Wasser klirt sich auch im Falle extrem niedriger Konzen-
trationen (~10~° M) nicht. Wird jedoch Cyclohexylamin
in geringem UberschuB als ,,spacer** (vgl. Abb. 13) hinzu-
gegeben, so erhilt man ohne Schwierigkeiten klare Vesi-
kellosungen oder klare Gele bis zu Konzentrationen von
1072 mMi*4,

@
_ — NHy e
8t w:& T0~fsc 8
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~

“"CHy
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Abb. 13. Ein Beispiel for die ,,Keil*“-Wirkung von Zusatzstoffen (hier: Cyclo-
hexylamin) bei der Bildung von monoschichtigen Membranen (hier aus ,,Di-
mersdure* 24).

5. Chirale Uberstrukturen

Vesikelmembranen aus Amphiphilen mit chiralen Kopf-
gruppen sind von besonderem Interesse, weil zu erwarten
ist, daB chirale Uberstrukturen auf der Membranoberfla-
che stereoselektiv mit Fremdmolekiilen reagieren konnen.
Der fliissigkristallinen Vesikeloberfliche wire damit eine
der Eigenschaften von biologischen Rezeptorproteinen
aufgeprigt worden.

Einen Hinweis auf eine chirale Uberstruktur fanden Ku-
nitake et al."* bei Vesikeln aus dem amphiphilen Gluta-
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minsiurederivat 25 mit zwei Oligomethylenketten und ei-
nem aromatischen Chromophor in der Kopfgruppe. Circu-
lardichroismus(CD)-Messungen zeigen bei Raumtempera-
tur Maxima mit extrem hohen spezifischen Drehwerten
(©120=1360000, O,5 = —400000). Beim Erwiirmen der Ve-
sikellésung wird oberhalb der Phaseniibergangstemperatur
von 32°C nur ein einziges Maximum mit viel geringerer
Intensitit (©,45=6000) beobachtet. Fiir nicht-vesikulire
Aggregate, die unterhalb einer kritischen Vesikelkonzen-
tration von 5-10~° M auftreten, werden nur wenig hohere
Werte (@,60= — 22 000) gemessen. Ahnliche Effekte lieBen
sich bei dem Alaninderivat 26 mit Tetraalkylammonium-
Kopfgruppe und Biphenylchromophor nachweisen, das
zwar keine Vesikeln, aber fliissigkristalline, plittchenfér-
mige Aggregate bildet!*®],

In chiralen Vesikeln gelostes Methylorange, das mit ei-
ner hydrophoben Seitenkette in der Membran verankert
ist, zeigt intensive induzierte CD-Spektren™’. Wahrschein-
lich ist hier die Azofarbstoff-Kopfgruppe in das Amino-
sdure-Oberflichengitter eingezwingt. Merkwiirdigerweise
beobachtet man bei dem in die Vesikel aus 25 eingelager-
ten Methylorange 27 (vgl. Abb. 14) auch eine extrem grofe
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C
H ®
C12Hys0 Q : 0-%—&H—N—&—CH2—N(CH3)3

0
26

Br®

bathochrome Verschiebung der Absorption*®. Unterhalb
des Membranschmelzpunkts (20-25°C) findet man ein
Maximum bei 1=488 nm, das bei 28-29°C schon bei
A =424 nm erscheint. Diese 64nm-Verschiebung tritt nur
auf, wenn der ,hydrophobe Abstandshalter zwischen
dem positiv geladenen Teil der Kopfgruppe und dem
Chromophor in der Membran aus 25 eine Tetramethylen-
gruppe enthilt. Wahrscheinlich ist das Methylorange-Mo-
lekiil 27 in diesem schwer zu definierenden Zwischenraum
(Region () oder (@)?) lokalisiert und fiillt die Liicken, die
der schmale ,,spacer** offenliBt.

9 \
S Do
° . QON*N@so?
25 27 /

Abb. 14. Regioselektive Anlagerung von Methylorange 27 an die chirale Ve-
sikeloberfliche aus dem Glutaminsaure-Amphiphil 28.

Vesikeln mit Kohlenhydrat-Kopfgruppen erscheinen als
chirale Rezeptoren besonders geeignet, weil die cyclisch-
starre Konformation und die Anwesenheit von wenigstens
vier Asymmetriezentren hohe Selektivitit verspricht. Sol-
che Vesikeln wurden aus 28" sowie 291! bereits herge-
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HO O-(CH,)13CH,
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HO O—(CH,)y—C= C—C=C—{CH,);3CH;

OH
29

stellt, aber iiber ihre Wechselwirkungen mit wasserlosli-
chen Verbindungen ist unseres Wissens noch nichts be-
kannt.

6. Domiinenbildung

Der Verzicht auf Proteine beim Aufbau funktionalisier-
ter Vesikelmembranen macht es auch erforderlich, Mem-
branbausteine zu entwickeln, die sich innerhalb einer iner-
ten Membran zu reaktiven Domé#nen zusammenfiigen las-
sen. Nur wenn das gelingt, wird es moglich sein, auch in
synthetischen Membranen zwei oder mehr Reaktionen
miteinander in einer vektoriellen Reaktionskette zu kop-
peln. Bisher konnten Kunitake et al. zwei Typen der Do-
minenbildung verwirklichen.

Die erste Maoglichkeit, Teile des Membraninneren ge-
zielt zu organisieren, ist die von auBen gesteuerte Verschie-
bung von Membranbausteinen. In heterogen zusammenge-
setzten BLM-Vesikeln aus (inertem) Dihexadecyl(dime-
thyl)ammoniumbromid und (reaktivem) Azobenzol-Am-
phiphil 16b liegt letzteres bei pH 4 als protoniertes Mono-
mer vOr (A o, =355 nm). Bei pH 7 aggregiert 16b in der Ve-
sikel aus 3, n =15, und das Absorptionsmaximum verschiebt
sich zu 312 nm - es bilden sich Doménen. Gibt man bei
pH 4 Kupfersulfat zur Losung, so beobachtet man das Ab-

so,, o °
B® NHZ NHZ NH3 8® Br® NHy
CH § CHyCH3 CH3CHy 5
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NH— NH 2 H, -~
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Abb. 15. Bildung einer Domine durch die Wechselwirkung zweiwertiger lo-

nen mit Ethylendiamin-Kopfgruppen. Der Zusatz starker Siure zerstort die
Domine.
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sorptionsmaximum ebenfalls bei 312 nm"", Natriumsulfat
hat einen analogen Effekt, Kupferchlorid ist wirkungslos.
Diese durch duBere Protonen oder zweiwertige Anionen
gesteuerte Bildung und Auflésung von Aggregaten eines
Amphiphils in einer Vesikelmembran ist ein erstes Beispiel
fir die (reversible) Erzeugung von Dominen, wobei die
Kopfgruppen als Rezeptor wirken (vgl. Abb. 15).

Auch Vesikelmembranen aus Mischungen von Amphi-
philen mit Oligomethylen- und Oligoperfluormethylen-
Ketten bieten interessante Moglichkeiten. So wurde nach-
gewiesen, daBl Vesikeln aus 30 und aus 31 nicht miteinan-
der fusionieren®. Der Grund dafiir ist die bekannte ,,Li-
pophobie* der fluorierten Kohlenwasserstoffe!>*). Es ist zu
erwarten, daB perfluorierte Domidnen in Kohlenwasser-
stoffmembranen eingefiihrt werden kénnen, wobei in die-
sem Fall die hydrophoben Ketten eine (irreversible) Aggre-
gation bewirken.

_if Cga Br®
CF;4(CF3)—CH3;CHy~0O~ é—(llH—N —CHZ—N—R
CF3(CF3)—CH; CHp~O—C—(CH,), CH;3

30, R = CH,, CH,CH,NH,

H (g ]
CHS(CHz)“—O—C—iH—N— (CH2~N(CHy),
CH;3(CHy) u—O—C (CHy), Br®

31

SchlieBlich sei auf eine Arbeit von Arnett et al.®¥ auf-
merksam gemacht, die bei einer racemischen monomole-
kularen Oberflichenschicht aus 32 die Bildung von Do-
minen aus den reinen Enantiomeren durch die Bestim-
mung des Oberflichendrucks nachgewiesen haben. Ahnli-
che Phanomene sind bei Vesikeln mit chiralen Kopfgrup-
pen zu erwarten (vgl. Abschnitt 5), bisher gibt es dafiir aber

keine Nachweismethode.
HH O
P .
@— CEN-C—(CHy)6CH
CH,
32

7. Vesikelspezifische Reaktionen

Noch sind Beispiele fiir Reaktionen, die durch die ge-
ordnete Struktur von Vesikelmembranen entscheidend be-
einfluB8t werden, selten. Der Cholesterylester der 4-Imida-
zolcarbonsiure katalysiert die Hydrolyse von p-Nitrophe-
nylpalmitat, wenn der Katalysator und das Substrat ge-
meinsam in Tetraalkylammonium-Vesikeln eingefiihrt wer-
den. Mischt man Vesikeln, die den Katalysator enthaiten,
mit Vesikeln, in denen das Substrat geldst ist, so findet
keine Katalyse statt’®®. Solche Geschwindigkeitsunter-
schiede zwischen inter- und intravesikuliren Reaktionen
kommen allgemein bei Reaktionspartnern vor, die aus der
Vesikelmembran nur langsam herausdiffundieren kénnen.

p-Nitrophenylacetat wird von Vesikeln mit SH-haltigen
Kopfgruppen bei pH 7.6 hydrolysiert und etwa 1600mal
fester gebunden als von vergleichbaren Micellen™®. Die
»Harte* der Vesikelmembran als Reaktionsmatrix im Ver-
gleich zu den ,,weichen* Micellen wird auch durch die
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enantioselektive Hydrolyse von membrangeldsten Phenyl-
alaninestern durch chirale Histidin-Kopfgruppen in 33 be-
stitigt. Die Enantioselektivitit k., (L)/ke.p(D) betrigt bei
Vesikeln 4.4, bei Micellen 2.7%", Fixiert man das zu hydro-
lysierende Substrat mittels Oligomethylenketten in der
Membran, so werden Enantioselektivititen bis zu 5.7 er-
reicht!*,

® ,C1atas
(CHa)gN—{CHy)5=C-N-CH-C—N_
Br® O H CH,0 Cuflzs
33 Ny NH

Entgegengesetzte SchluBfolgerungen iber die ,,Harte*
der Vesikelmembran lassen sich aus den Ergebnissen der
photochemischen Addition des Benzophenonderivats 34
an die Oligomethylenketten in Vesikeln ableiten. Der an-
geregte Triplett-Zustand des Benzophenons greift wahllos
die Kohlenstoffatome C6-C12 einer Phosphorsiuredido-
decylester-Vesikel an, d.h. 34 nimmt eine ebenso durch
statistische Verteilung bestimmte Position ein wie in Micel-
len. Nur in planaren Doppelschichten konnte die erwartete
Regioselektivitdt erreicht werden™. Eine plausible Erkli-
rung fir die ungeordnete Verteilung von 34 in Vesikeln
steht noch aus.

3—(CH2)SO£—QCH20CHZOg‘Q(CHz)a

8. Zur Struktur von membranbildenden Molekiilen

Thermodynamische und kinetische Modellbetrachtun-
gen zur Bildung von Vesikelmembranen!>>% sowie ver-
gleichende Betrachtungen zur Struktur von Molekiilen und
ihren Aggregaten in wiBrigen Medien®® setzen voraus,
daB nur Amphiphile sphirische Membranen bilden. Wir
wollen auf diese vorliufigen, nicht verallgemeinerungsfi-
higen ,,Zusammenhiinge* hier nicht eingehen. Vielmehr
soll gezeigt werden, daB schon die erste Einschridnkung
(,,nur Amphiphile bilden Vesikelmembranen*‘) nicht zu-
treffend ist.

Chang untersucht seit vielen Jahren ,kiinstliche Zellen**
mit Membranen aus beliebigen wasserunl6slichen Polyme-
ren®?*4, Zu ihrer Herstellung schiittelt man die Lésung ei-
nes Polymers (Nylon, Polystyrol, Cellulosenitrat) in orga-
nischen Losungsmitteln zusammen mit einer relativ kon-
zentrierten wiBrigen Hémoglobinldsung. In der Wasser-
phase befinden sich dann wohldefinierte kugelférmige
Membranen mit Schichtdicken von etwa 200 A und Durch-
messern bis etwa 0.1 mm. Im Inneren des zellartigen Ge-
bildes ist Hamoglobin eingeschlossen. Nach Abtrennen
der organischen Losungsmittel sind die kugelfdrmigen Ag-
gregate lange Zeit stabil. Kiinstliche Zellen aus Nylon las-
sen kleine polare Molekiile wie Harnstoff, nicht aber Pro-
teine, die Zellwand passieren. Wegen ihrer groBen Mem-
branoberfliche eignen sich die ,kiinstlichen Zellen* gut
als Dialysemembran.

Der Bildungsmechanismus der ,kiinstlichen Zellen*
wird unseres Wissens in der Literatur nicht diskutiert. Wir
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nehmen an, daB die hydrophoben Bereiche des Himoglo-
bins die Polymere aufnehmen und so in die Wasserphase
iiberfiihren. Dort aggregieren die hydrophobierten Poly-
merkomplexe, und es entstehen geschlossene Hautchen.
Sind diese einmal vorhanden, so nehmen sie wegen des in-
neren kolloid-osmotischen Drucks, den das eingeschlos-
sene Hamoglobin erzeugt, sphidrische Gestalt an: Die
Oberfliche des Aggregats wird groBer, die Membran ent-
sprechend diinner. Das innere Himoglobin bleibt einge-
schlossen, das Himoglobin in der duBeren Wasserphase
nimmt weiteres Polymer auf, und der ProzeB wiederholt
sich (vgl. Abb. 16).

Abb. 16. Hypothetischer Mechanismus der Bildung von , kiinstlichen Zellen*
aus wasserldslichen (O) und wasserunldslichen () Polymeren.

Analog aufgebaut sind die ,,Mikrosphiren* von Fox. Sie
bestehen aus ,,Proteinoiden’* und sehen unter dem Mikro-
skop &dhnlich aus wie die ,kiinstlichen Zellen*!., Ein
»Protenoid** ist ein statistisch zusammengesetztes Poly-
amid, das entsteht, wenn a-Aminoséuregemische in wiBri-
ger Phosphorsiure auf 100°C erhitzt werden. Beim langsa-
men Abkiihlen fallen diese Proteinoide nicht aus, sondern
bilden spontan Mikrosphiren von etwa 0.1 mm Durchmes-
ser. Diese Protenoid-Aggregate sind ebenfalls osmotisch
aktiv und gelten als einfachstes Modell fiir die ,,Urzel-
le*1%], Sie entstehen méglicherweise durch die Aggregation
von hydrophoben Proteinoiden miteinander und mit hy-
drophileren, ionenhaltigen Komponenten; die hydropho-
ben Anteile kdnnten in Analogie zum Mechanismus in Ab-
bildung 16 an die Oberfliche der Aggregate schwimmen
und dort eine geschlossene hydrophobe Haut bilden.
Durch das Eindringen von Wasser in die innere Elektrolyt-
Losung kdnnte diese Haut sodann zu einer Membran ge-
dehnt werden.

Eigene Beobachtungen zeigen'®”, daB auch niedermole-
kulare, in Wasser schwer 19sliche Nichtamphiphile bei Ul-

trabeschallung in Losung gehen kénnen und bei Betrach-

tung mit dem Elektronenmikroskop als kugelférmige
Membranen erscheinen. Beispiele dafiir sind Phenolphtha-
lein 35 und Carminsédure 36 (vgl. auch 17).

HO, OH

Q0
o

é') 35

QHOH, OH O CH,
HO OOH
HO OH
HO OH
OH O
3%
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Man mag einwenden, daB ,kiinstliche Zellen* aus
Nichtamphiphilen von untergeordnetem Interesse sind,
weil ihre Membranen wahrscheinlich ungeordnet sind.
Markante Unterschiede zwischen der Membranoberfliche
und dem Inneren werden hier nicht erwartet. Zur Organi-
sation von mehreren reaktiven Zentren sind diese Mem-
branen wahrscheinlich nicht geeignet. Trotzdem ist es
wichtig zu wissen, daBl die Bildung kugelférmiger Mem-
branen unter Phasentransfer-Bedingungen oder bei Ultra-
beschallung wiBriger Suspensionen eine inhidrente Eigen-
schaft vieler wasserunléslicher Verbindungen ist.

9. Zusammenfassung und Ausblick

Manche Zwischenstationen auf dem Weg zum Ziel, das
wir als ,,Synthesen von funktionalen Vesikeln ohne Pro-
teine‘* definieren, sind erreicht worden:

~ Elektronenacceptoren und -donoren (Kopfgruppen,
Metallionen) lassen sich in definierten Abstinden zu
redoxaktiven Farbstoffen in der Membran (Metallpor-
phyrine) fixieren.

- Licht kann zur Strukturinderung der hydrophoben
Membran benutzt werden (frans—cis-Isomerisierung
von Azobenzol-Einheiten).

- Unsymmetrische Vesikelmembranen sind zuginglich
(,,monolayer lipid membranes*‘, MLM).

- Vesikeln mit chiralen Kopfgruppen unterscheiden Enan-
tiomere, die sich zwischen der Wasserphase und der
Membran verteilen (stereoselektive Hydrolyse).

- Dominen lassen sich ohne die Einwirkung von Prote-
inen erzeugen (komplexierende Kopfgruppen).

- Mit der ,,Dimersidure” 24 steht ein billiges Amphiphil
zur Synthese von Vesikeln in grofler Menge zur Verfii-
gung (ca. DM 5.— pro kg).

Die Aussicht von diesen Zwischenstationen auf weiter
gesteckte Ziele sind vielversprechend. Uber einzelne kom-
plexe, funktionale Vesikelmembranen wurde schon berich-
tet: Im Shilovschen System zur Wasserspaltung mit sicht-
barem Licht'®' wurden das kolloidale Platin, das ,,sakrifi-
zielle** Reduktionsmittel, der Farbstoff und das Paraquat
in unterschiedlichen Vesikelregionen (vgl. Abschnitt 3) lo-
kalisiert und der EinfluB auf das Reaktionsverhalten un-
tersucht'®®%, Die Effizienz und Stabilitdt dieser Systeme
ist jedoch bisher unbefriedigend. Modifizierte Lecithin-Ve-
sikel wurden im Hinblick auf den organselektiven Trans-
port von Pharmaka in der Blutbahn getestet™, Uber ihre
Verwendung in kommerziellen Priparaten ist noch nichts
bekannt. Beide Problemkreise - die lichtinduzierte Wasser-
spaltung und der Transport von Pharmaka - werden zur
Zeit intensiv bearbeitet. Es ist zu hoffen, daB die neuen
synthetischen Systeme zu praktischen Losungen fithren.

Noch interessanter erscheinen einige neue Aspekte, die
sich aus den Ergebnissen der in unserem Fortschrittsbe-
richt diskutierten Arbeiten ergeben:

- In positiv geladene Vesikeln sollten sich negativ gela-
dene Polyelektrolyt-Kerne einlagern lassen. Vesikeln mit
einem Nucleinsdure-Kern kénnten z.B. fiir den Trans-
port von genetischem Material durch Zellmembranen
niitzlich sein.
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- Fiir Vesikeln mit diinnen Membranen (Schichtdicke
<20 A) lassen sich einfache Porenbildner' konzipieren,
deren Aggregation zu einer ionendurchlissigen Pore

. durch den pH-Wert oder durch Signalmolekiile kontrol-
liert werden kann. Uber modifizierte Poren in den Mem-
branen sollten nicht nur das innere Wasservolumen der
Vesikel, sondern auch die die Pore umgebende hydro-
phobe Membranregion fiir wasserldsliche Reagentien
zugiinglich werden. Man konnte dann z.B. protonier-
bare Basen reversibel aus der Membran heraustreiben.
Vesikeln wiirden als extrem kleine, verschlieBbare Ge-
faBe wirken.

- Die neuartigen wasserunldslichen Amphiphile sollten
die Bedeckung hydrophober Oberflichen, z.B. von
Kunststoffen, mit monomolekularen, polaren Schichten
ermdglichen.

Die Verwirklichung dieser beispielhaft genannten Mog-
lichkeiten obliegt weiteren Forschungsbemiihungen. In
den meisten Fillen ist iiber die Eigenschaften der neuen
Amphiphile und ihrer Aggregate noch zu wenig bekannt,
um damit komplexe Systeme konstruieren zu kdnnen. Es
148t sich jedoch schon heute feststellen, daB die von Kuni-
take zuginglich gemachten synthetischen Membranen ein
interdisziplindres Arbeitsgebiet mit verheiBungsvollen Per-
spektiven er6ffnet haben.

Die eigenen Arbeiten wurden von der Deutschen For-
schungsgemeinschaft, dem Fonds der Chemischen Industrie,
der Kommission fiir die Forderung der Forschung und des
wissenschaftlichen Nachwuchses der Freien Universitét Ber-
lin und den Henkel-Werken unterstiitzt. Dazu beigetragen
haben tiichtige und einfallsreiche junge Chemiker: Den Da-
men und Herren Dr. H. Bartsch, Dr. E. Baumgartner, H. H.
David, K. Ellermann, D. Fritsch, W. Grabow, D. Hossein-
pour, W. Kaufmann, V. Koesling, W. Kriiger, F. Kiihl, T.
Lehmann, A. Link, Dr. U. Meding-Angrick, G. Penzlin, G.
Poschl, J. Rosenberg, G. Schinberger, U. Wanja und W.
Weimann, die im Rahmen von Examensarbeiten, Diplomar-
beiten und Dissertationen wissenschaftliches Neuland er-
schlossen haben, sei hierfiir herzlich gedankt.
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