Wechselwirkung von hydrophob modifizierten
Poly-NV-isopropylacrylamiden

mit Modellmembranen — oder

das Spielen einer molekularen Ziehharmonika **

Von Helmut Ringsdorf™*, Joachim Venzmer
und Francoise M. Winnik

Ein Stabilisierungselement biologischer Membranen ist
das Cytoskelett. Im Falle der Erythrocyten handelt es sich
dabei um ein zweidimensionales Proteinnetzwerk, welches
iber Ankerproteine an die Lipidmembran gekoppelt ist{!!.
Ein solches Stiitzgeriist ist jedoch kein statisches System:
durch lokale Kontraktion und Expansion spielt es bei vielen
Bewegungsvorgidngen und Membranprozessen eine ent-
scheidende Rolle!?. Einfache Modellmembranen wie Mono-
schichten!®) oder Liposomen® sind iiberwiegend nur aus
Lipiden aufgebaut. Versuche zur Verbesserung ihrer mecha-
nischen Stabilitidt mit Hilfe von Polymersystemen basieren
auf der Verwendung polymerisierbarer Lipide!s! oder der
Fixierung wasserloslicher Polymere iiber hydrophobe An-
kergruppen!®! (Abb. 1). Diese Ansitze vernachldssigen meist

Abb. 1. Schematische Darstellung der Wechselwirkung eines Liposoms mit ei-
nem wasserldstichen Polymer mit hydrophoben Ankergruppen.

den dynamischen Aspekt von Membranen. Ist das adsor-
bierte Polymer jedoch in der Lage, auf einen duferen Stimu-
lus wie einen Lichtpuls oder Verdnderungen im pH-Wert zu
reagieren, kann es zur Verdnderung der Eigenschaften des
Modellmembransystems verwendet werden!". Hier wird ein
System vorgestellt, in dem die Dynamik des Cytoskeletts
durch eine thermoreversible Kontraktion und Expansion ei-
nes membranverankerten Polymers simuliert wird.

Fiir die Konstruktion einer solchen ,,molekularen Zieh-
harmonika" muB das wasserldsliche Polymer folgende Ei-
genschaften haben: Es muB sich fest in Membranen veran-
kern und seine GroBe thermoreversibel dndern. Die zweite
Eigenschaft ist typisch fiir Polymere, die sich in kaltem Was-
ser klar 16sen, bei Erwdrmen jedoch ausfallen. Ein Beispiel
fiir ein Polymer, das eine solche untere kritische Entmi-
schungstemperatur (lower critical solution temperature,
LCST)® aufweist, ist Poly-N-isopropylacrylamid (PNI-
PAM) 1. Es wurde fiir diese Untersuchungen ausgewiihlit, da
1. seine LCST mit 32°C in einem Temperaturbereich liegt,
der das Arbeiten mit Lipidmembranen erlaubt, 2. eine gerin-
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ge Anzahl hydrophober Ankergruppen leicht iiber eine radi-
kalische Copolymerisation eingefiihrt werden kann und
3.sich der hydrodynamische Radius der einzelnen PNI-
PAM-Makromolekiile beim Ausfallen bei der LCST verrin-
gert'% AuBerdem ist ein Detektionssystem notwendig, um
die Konformationsinderungen des Polymers zu verfolgen.
Als Methode wurde hierfiir die Fluoreszenzspektroskopie
von pyrenmarkierten Polymeren gewihit, da Pyren sich
durch zwei unterschiedliche Emissionen auszeichnet: Ein
isoliertes Pyrenmolekiil zeigt eine strukturierte Monomere-
mission mit Maxima bei A = 379 und 399 nm. Kollidiert je-
doch ein angeregtes Pyren mit einem Pyren im Grundzu-
stand, so bildet sich ein Excimer, das durch eine breite
Emission bei 2 ~ 485 nm!'!! charakterisiert ist. Das Intensi-
titsverhdltnis von Monomer- und Excimeremission ist daher
ein MaB fiir das Verhiltnis von isolierten zu eng benachbar-
ten Pyrenresten.

Fiir diese Untersuchungen wurde das pyrenmarkierte Po-
lymer 1 verwendet, ein statistisches Copolymer aus N-Iso-
propylacrylamid und N-[4-(1'-Pyrenyl)-butyl]-N-n-octadecyl-
acrylamid in einem molaren Verhiltnis von etwa 200/1[2),
In Wasser bei 20°C zeigt das Emissionspektrum von 1 so-
wohl die Fluoreszenz vereinzelter Pyrene (Monomerintensi-
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tdt 1, als auch eine breite Excimeremission um 480 nm (Ex-
cimerintensitdt /) (Abb. 2A). Der grofle Anteil der Exci-
merfluoreszenz an der Gesamtfluoreszenz von 1 (//
I, = 1.10) in wiBriger Losung ist ein Hinweis auf die Exi-
stenz von Mikrodomdnen mit einer hohen lokalen
Pyrenkonzentration. Diese wurden als das Innere unimole-
kularer micellarer Bereiche identifiziert, die durch die Octa-
decylketten und die Pyrengruppen gebildet werden. Diese
sind umgeben von der polareren PNIPAM-Hauptkette, die
dem Polymer seine Wasserldslichkeit verleiht!'2}, Wird eine
Losung von 1 Uber seine LCST erwidrmt, resultiert eine deut-
liche Verdnderung im Fluoreszenzspektrum: Die Monome-
remission steigt auf Kosten der Excimeremission stark an
(Ig/ly = 0.45), was die Zerstorung der hydrophoben Mikro-
domdnen zeigt.

Gibt man kleine unilamellare Liposomen aus Dimyri-
stoyllecithin (DMPC, t1gL™!) zu einer Losung von 1
(20 ppm) bei 26 °C, so hat dies einen dramatischen Effekt auf
die Konfiguration des Polymers, was durch eine drastische
Reduktion der Excimerfluoreszenz deutlich wird (/g/
Iy = 0.04, Abb. 2 B). Der Abfall von I/l von 1.10 auf 0.04
zeigt, daB3 die Octadecyl/Pyren-Ankergruppen in die DMPC-
Membran inseriert sind. Innerhalb der Lipiddoppelschicht
befinden sie sich in einer hydrophoben Umgebung. so daB3
die Triebkraft fiir eine micellare Aggregation nicht mehr vor-
handen ist. Die Pyrenchromophore sind daher voneinander
separiert, und die Excimerbildung wird fast vollstindig ver-
hindert.!' ¥ Wird immer mehr Polymerldsung zu einer Lipo-
somenpraparation zugegeben, dann wird eine Polymerkon-
zentration erreicht, ab der das Intensitdtsverhdltnis Ig/l,,
wieder ansteigt. Dies ist der Punkt, an dem die Oberflache
der Liposomen volistindig mit Polymeren bedeckt ist (35
Makromolekiile pro Liposom oder 1 Pyren pro 110 Lipide).
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Abb. 2. Fluoreszenzspektren und schematische Darstellung der Wechselwir-
kung von 1 mit Liposomen aus DMPC (4, = 347 nm): A) Polymer ohne
Liposomen (/g/l, = 1.10); B) Polymer mit DMPC-Liposomen bei 26 °C (/g/
I = 0.04); C) gleiches System bei 34°C (Jg/f,, = 0.12).

Das iiberschiissige Polymer liegt dann wieder in einer micel-
laren Struktur vor.

Erwirmt man nun eine Lsung solcher funktionalisierter
Liposomen auf 34 °C, d. h. iber die LCST des Polymers hin-
aus, hat dies einen kleinen aber signifikanten Anstieg der
Excimeremission zur Folge (It/I,, = 0.12, Abb. 2C). Dieser
Effekt ist vollkommen reversibel: Nach Abkiihlen der Lo-
sung unter die LCST von PNIPAM wird wieder der ur-
spriingliche Wert von I/l = 0.04 erreicht. Der Anstieg der
Excimerfluoreszenz kann durch die folgende Sequenz mole-
kularer Ereignisse erkldrt werden: An der LCST kollabiert
das in der Wasserphase befindliche PNIPAM. Die Anker-
gruppen des Polymers werden dadurch gezwungen, sich
durch laterale Diffusion innerhalb der Membran aufeinan-
der zu zu bewegen. Die Anzahl der eng benachbarten Pyren-
gruppen, die ein Excimer bilden kdnnen, steigt damit, was in
einer erhohten Excimerfluoreszenz resultiert. Nach dem Ab-
kithlen expandiert das Polymer wieder, und die Ankergrup-
pen werden wieder auseinander getrieben; die Excimerfluo-
reszenz nimmt wieder ab. Denkbar wire auch eine andere
Erklarung fiir den Anstieg der Excimerfluoreszenz oberhalb
der LCST: Ein Teil der Ankergruppen kénnte aus der Mem-
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bran herausgezogen und im ausgefallenen Polymer solubili-
siert werden. Auch hier wére eine Erhéhung der Excimer-
fluoreszenz zu erwarten. Daher war ein Kontrollexperiment
notwendig, um zwischen diesen beiden Fillen zu unterschei-
den.

Struktur und Fluiditdt von Liposomen sind abhidngig von
der Temperatur*#!. Oberhalb einer fiir jedes Lipid charakte-
ristischen Phasentlibergangstemperatur befindet sich eine Li-
piddoppelschicht in der fliissiganalogen Phase, in der die
Alkylketten der Lipide ,,aufgeschmolzen* sind. In dieser
Phase ist eine laterale Diffusion innerhalb der Membran
moglich. Unterhalb dieser Temperatur ist das Liposom in
der festanalogen Phase, in der die Alkylketten in einer all-
trans-Konfiguration kristallisiert sind. In diesem Zustand ist
eine laterale Diffusion stark eingeschrinkt. Im oben be-
schriebenen Experiment waren die Liposomen aus DMPC
(Phaseniibergangstemperatur 23 °C) ' 3limmer in der flissig-
analogen Phase. Die nichste Serie von Experimenten wurde
mit Liposomen aus Distearoyllecithin (DSPC) durchgefiihrt,
bei denen die Phaseniibergangstemperatur mit 54 °C 5 weit
oberhalb der LCST von PNIPAM liegt. Zwischen 26 und
56 °C ko6nnen deshalb die Vorgidnge an der LCST von PNI-
PAM und am Phaseniibergang der Liposomen getrennt be-
obachtet werden.

Abbildung 3 zeigt die Ergebnisse dieses Experiments mit
Liposomen aus DSPC (1 gl.™') und 1 (20 ppm). Bei 26°C
besteht die Fluoreszenz wieder fast ausschlieBlich aus der
Pyren-Monomeremission (Ig/l,, = 0.03, Abb. 3A). Die An-
kergruppen inserieren also in die festanaloge Membran aus
DSPC ebenso wie in die fliissiganaloge aus DMPC. Erwir-
men auf 34 °C ergibt keine Verinderung im Fluoreszenz-
spektrum (/z/1,, = 0.03, Abb. 3B). Die Ankergruppen kon-
nen sich also nicht niher kommen, obwohl das Polymer
kollabiert ist. Dies kann durch die Tatsache erklart werden,
daB in der festanalogen Phase keine laterale Diffusion mog-
lich ist. Bei 56 °C, oberhalb der Phasenlibergangstemperatur
von DSPC, erhéht sich schlieBlich der Anteil der Excimer-
fluoreszenz deutlich (Ig/fy, = 0.28, Abb.3C). Bei dieser
Temperatur ist eine laterale Diffusion moglich, und die An-
kergruppen werden zusammengezogen.

Danach wurde das System wieder auf 26 °C abgekiihlt.
Dabei dnderte sich das Fluoreszenzspektrum nicht: das In-
tensitdtsverhiltnis I/, blieb bei dem hohen Wert von 0.28
(Abb. 3D). Die Membran hat bei dieser Temperatur wieder
ihre Fluiditat verloren, und die Ankergruppen kénnen nicht
mehr separiert werden, obwohl das Polymer wieder expan-
diert ist. Das Durchlaufen dieses Temperaturcyclus fiihrt al-
so nicht zum Ausgangszustand zuriick. Wihrend die Anker-
gruppen zu Beginn voneinander separiert in die Membran
eingeschoben sind, werden sie am Ende des Experiments in
der Position festgehalten, die sie in der fllissiganalogen Phase
erreicht haben. Diese Beobachtung liefert den Beweis fiir
die Funktionsfihigkeit der ,,molekularen Ziehharmonika‘‘:
Wenn die Ankergruppen zu irgendeinem Zeitpunkt wihrend
des Experiments aus der Membran herausgezogen worden
wiren, wiirde ihre erneute Insertion in die Membran unter-
halb der LCST zu einem Zustand mit separierten Anker-
gruppen fiihren.

Fiihrt die Kontraktion des membranverankerten PNI-
PAMs zu einer Forménderung der Liposomen? Dies wiirde
den natiirlichen ProzeB der Forméinderung eines Erythrocy-
ten durch Kontraktion des Cytoskeletts simulieren. Die
Formidnderung der Liposomen ist aus zwei Griinden un-
wahrscheinlich: Einerseits sind kleine, unilamellare Liposo-
men nicht formflexibel; die Kugel ist fiir ein gegebenes Ver-
héltnis von Oberfliche und Volumen die einzig mdgliche
Form. Andererseits kann nicht erwartet werden, daB ein zu
lateraler Diffusion befdhigtes lineares Polymer Membran-
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Abb. 3. Fluoreszenzspektren und schematische Darstellung der Wechselwir-
kung von I mit Liposomen aus DSPC (4,,, = 347 nm): A) Polymer mit DSPC-
Liposomen bei 26 “C (I¢/], = 0.03); B) gleiches System bei 34 “C (J¢/1y = 0.03);
C) gleiches System bei 56 "C (/¢/J,, = 0.28); D) gleiches System wieder auf 26 °C
abgekihit (/g//y = 0.28).

ausstiilpungen hervorrufen kann. Solche Forménderungen
konnten vielleicht durch Verwendung eines Polymernetzwer-
kes erreicht werden.

Experimentelles

Synthese und Charakterisierung von 1 (LCST = 30.6°C. M, = 360000, im
Durchschnitt 16 Octadecyl/Pyren-Gruppen pro Makromolekiil) sind beschrie-
ben [12]. Die Liposomen (4 = 100 nm, BI 90 Particle Sizer, Brookhaven Instru-
ment Corp.) wurden durch Ultrabeschallung einer Lipiddispersion in deioni-
siertem Wasser oberhalb der Phasenibergangstemperatur des Lipids hergestellt
(1 gL "', 40 W, Ultrasonic Homogenizer, Series 4710, Cole and Parmer Instru-
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ment Corp.). Die Proben fiir die Fluoreszenzspektroskopie wurden durch Zu-
gabe einer Vorratslosung von 1 (50 uL, 1 gL~ ') zur Liposomenlosung (2.5 mL)
pripariert. Die Fluoreszenzspektren wurden mit einem SPEX-Spektrometer
aufgenommen wie beschrieben [12]. Das Verhiltnis von Excimer- zu Monomer-
intensitit (/¢//,,) wurde aus dem Verhiltnis der Emissionsintensitit bei 480 nm
und dem Mittelwert der Emissionsintensitdten bei 379 nm und 399 nm berech-
net. Fiir die temperaturabhingigen Messungen wurden die Proben mit
0.2 K min~* erwidrmt.
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Intermediate in Nitrogenase-Modellen: N,H,
und N,H, als n?-koordinierte Liganden **

Von Sabine Vogel, Annette Barth, Gottfried Hurtner*,
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Distickstoffliganden des Typs N,H sind in allen Model-
len, welche die Aktivitat von Nitrogenase zu erkldren versu-
chen, wichtige Intermediate!!). Eine Schliisselrolle kommt
dabei dem Hydrazido(1 —)-Liganden N,HY zu. Nur in ei-
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