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Metall-induzierte Dispersion von Lipid- 
Aggregaten; ein einfacher, selektiver und empfind- 
licher Fluoreszenzsensor fur Metall-Ionen** 
Darryl Y Sasaki, Deborah R. Shnek, Daniel W Pack 
und  Frances H. Arnold* 

Die durch spezifische Ligandenbindung induzierte Reorganisa- 
tion von Lipiden ist ein wesentlicher Bestandteil biologischer Pro- 
zesse wie der Signaliibertragung['], der MembranfusionfZ1, der 
Ze l lk~pplung[~~ und der Endo~ytose[~].  Oft ist der Ligand ein 
Protein, das die Lipid-Reorganisation durch mehrfache Lipid- 
Ligand-Wechselwirkungen ver~rsacht[~].  Die Lipid-Reorgani- 
sation kann jedoch auch durch kleine Ionen bewirkt werdenL6]. 
So kann Calcium die Phasentrennung von Phosphatidylserin- 
Lipiden in Vesikeln aus Phosphatidylcholin-Lipiden verursa- 
chenr7] oder die Cardiolipin-Packung von einer Doppelschicht 
zu einer invertierten hexagonalen Struktur verandernl*l. Bei 
Untersuchungen zur Substratbindung an Metall-komplexieren- 
de Lipide und deren nachfolgende Reorganisation in Membran- 
systemenf9] entdeckten wir, daB Metall-Ionen die Verteilung des 
Metall-chelatisierenden Lipids stark beeinflussen konnen. Das 
mit einem Pyrenrest markierte und rnit Iminodiessigsaure (IDA) 
funktionalisierte Lipid 1 a bildet bei Zugabe zu Vesikeln aus 

CH dCH 2 ) 1 f l \  ,-. 
l a  R = H  

b 0 OR l b  R=CHzCH3 

Distearoylphosphatidylcholin (DSPC) Aggregate. Dies belegt 
der Nachweis von Pyren-Excimeren durch Gleichgewichts-Fluo- 
reszenzmessungen. Die Zugabe zweiwertiger Metall-Ionen fiihrt 
nahezu sofort zu einer drastischen Umkehrung des Verhaltnis- 
ses der Emissionsintensitaten von Excimer und Monomer, was 
vermutlich mit der Dispersion des Pyrenlipids in der Gelphase 
des Matrixlipids DSPC erklarbar ist. Dieser 2uDerst empfindli- 
che und selektive ProzeB ermoglicht einen besonders einfachen 
Zugang zum Nachweis und zur Quantifizierung von Cu2+. 
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Stabile gemischte Doppelschicht-Vesikeln entstehen, wenn 
die Lipide 1 oder 2 zusammen rnit einem Phosphatidylcholin-li- 
pid in waBriger Losung rnit Ultraschall behandelt werden. Das 
Gleichgewichts-Fluoreszenzspektrum von 5 Mol- Yo 1 a in 
DSPC-Vesikeln (Abb. 1, Kurve a) enthalt eine Bande der Mo- 
nomer-Emission (Maximum bei 377 nm) und eine breite, un- 
strukturierte Bande rnit Emissionsmaximum bei 470 nm, die 
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Ahb. 1.  Fluoreszenz-Emissionsspektren von a) 5% 1 a/95% DSPC und h) 5 %  
1 a/95 % SOPC in einem MOPS-Puffer bei 25 "C. MOPS = 4-Morpholinpropansul- 
fonslure. 

dem Pyren-Excimer zugeordnet wird. Das gro13e Verhaltnis der 
Fluoreszenzintensitaten von Excimer und Monomer (E/M) 
spiegelt eine hohe lokale Pyrenkonzentration in der Doppel- 
schicht widerr"]. Der E/M-Wert von Vesikeln, die 5 % 1 a und 
95% DSPC enthalten, betragt 1.8 (Kurve a) und sinkt auf 
ca. 0.2 oder weniger in Vesikeln, die aus 5 %  l a  in 
DSPC:Cholesterin 1 : 1 (Daten sind nicht aufgefiihrt) oder 
SOPC (2-Oleoyl-l-stearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin, Kur- 
ve b) bestehen. Bei 25 "C liegen die SOPC- und die DSPC/ 
Cholesterin-Matrixdoppelschichten in der fluiden Phase vor, 
wahrend sich DSPC in der Gelphase befindet. Die auffallend 
verschiedenen E/M-Werte lassen vermuten, da13 entweder 1 a in 
der DSPC-Gelmatrix Aggregate bildet oder eine Phasentren- 
nung erfolgt, wahrend 1 a in den beiden fluiden Doppelschich- 
ten dispergiert vorliegt. 

Den deutlichen Einflulj von zweiwertigen Metall-Ionen auf 
den E/M-Wert von 1 a in DSPC-Vesikeln zeigt Abbildung 2. Mit 
steigender Metall-Ionen-Konzentration (Mn' ') nimmt die 
Emissionsintensitat des Excimers ab, wahrend die des Mono- 
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Abb. 2. Fluoreszenz-Emissionsspektren von 5 %  1 4 9 5 %  DSPC in einern MOPS- 
Puffer bei 25 "C bei steigender MnCI,-Konzentration. 
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mers ansteigt. Andere Metall-Ionen iiben einen ahnlichen Ein- 
flulj aus, jedoch bei unterschiedlichen Konzentrationen, wie in 
Abbildung 3 gezeigt ist. Die Abfolge der E/M-Kurven in Abbil- 
dung 3 entspricht im allgemeinen der Reihenfolge der Bin- 
dungskonstanten der entsprechenden Metall-Ionen an IDA, mit 
der Ausnahme, dalj Co2+ einen starkeren Einflulj hat als 
Ni2 + ["I. Ein Vergleich rnit der Metall-Ionen-Komplexierung 
durch freie N-(2-Methoxyethy1)iminodiessigslure in Losung 
spricht dafiir, dalj, wenn die beobachteten E/M-Wert-Anderun- 
gen auf einer Komplexierung des Metall-Ions durch den IDA- 
Rest beruhen, die Metall-Bindungsaffinitat der IDA-Kopf- 
gruppe in Vesikeln um den Faktor 100-1000 geringer ist[121. 
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Abb. 3. E/M-Werte (bezogen auf den E/M-Wert ohne Metallzusatz) fur Vesikel aus 
5 % 1 a und 95 % DSPC, 0.1 1 mM Gesamtlipid, in Gegenwart verschiedener Metall- 
Ionen bei 25°C. Die Metall-Ionen wurden als Chloride in 0.1 M NaCl zugegeben. 
Die durchgezogenen Linien wurden zur besseren Anschaulichkeit eingetragen. 

Die Empfindlichkeit fur geringere Metall-Ionen-Konzentra- 
tionen kann durch Verwendung verdiinnterer Vesikel (geringere 
Lipidkonzentrationen) erreicht werden. Dies zeigt Abbildung 4, 
fur die drei Losungen von Vesikeln aus 5 % 1 a und 95 YO DSPC 
unterschiedlicher Lipidkonzentration rnit Cu2 i. titriert wurden. 
Mit der geringsten verwendeten Konzentration von 650 n M  Ge- 
samtphospholipid (35 nM l a) kann Cu2+ bei einer Konzentra- 
tion von 5 nM (weniger als 3 ppb) in 0.1 M NaCl nachgewiesen 
werden. Moglicherweise kann die Empfindlichkeit weiter erhoht 
werden, wenn noch geringere Lipidkonzentrationen und ein Py- 
ren-markiertes Lipid rnit einer chelatisierenden Kopfgruppe, de- 
ren Affinitat zum nachzuweisenden Metall-Ion hoher ist als die 
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Abb. 4. E/M-Werte (bezogen auf den E/M-Wert ohne Metallzusatz) fur Vesikel aus 
5% l a  und 95% DSPC in Gegenwart von Cu2+ bei 25°C: Gesamtphospholipid 
65 p~ (o ) ,  6.5 PM (0) und 650 nM (+). Das Metall-Ion wurde als Chlorid in 0.1 M 
NaCl zugegeben. Die durchgezogenen Linien wurden zur besseren Anschaulichkeit 
eingetragen. 

von IDA (z.B. Nitrilotriacetat), verwendet werden. Die in den 
Abbildungen 2-4 gezeigten Anderungen der E/M-Werte treten 
innerhalb von Sekunden nach der Metallzugabe auf und sind 
durch Zugabe von Ethylendiamintetraacetat (edta) im Uber- 
schulj vollstandig reversibel. 

Wegen der starken Affinitat von IDA zu Cu2+ ist das hier 
verwendete Doppelschichtsystem sehr empfindlich und selektiv 
fur Cu2 +. So konnen mikromolare Cu2+-Konzentrationen in 
einer 0.1 M NaC1-Losung in Gegenwart millimolarer Ca2+- 
Konzentrationen nachgewiesen werden. Ferner ist die durch 
submikromolare Cu2+-Konzentrationen bewirkte Abnahme 
der Excimer-Emission bei 470 nm gegen Schwarzlicht mit 
bloljem Auge sichtbar. 

Durch Titration der nichtchelatisierenden Pyrenlipide 1 b und 
2 in DSPC-Vesikeln rnit Metall-Ionen wurde bestatigt, dalj die 
beobachtete Anderung des E/M-Wertes eine Folge der Chelati- 
sierung des Metall-Ions durch die IDA-Kopfgruppe 1st und 
nicht auf Fluoreszenzloschung oder einer metallinduzierten Sto- 
rung der Membran beruht. 

von 5 % 1 oder 2 in DSPC-Ve- 

Form eines Balkendiagramms 

bei einer Konzentration von 
5 p~ eine grolje Anderung des 
E/M-Wertes von Vesikeln aus 
1 a und DSPC bewirkt, ist der 

Die Fluoreszenz-E/M-Werte 4.0 

sikeln sind in Abbildung 5 in 30 

dargestellt. Wahrend Cu2 + 1 2.0 
1 .O 

0.0 
EinfluB auf die E/M-Werte Abb 5 Das Balkendiagramm zeigt 
von Vesikeln, die mit den dle E/M-Werte von Vesikeln, die 
nichtchelatisierenden Pvrenli- 5 Mob% des Lipids l b ,  2 oder l a  

piden hergestellt wurdei, sehr enthalten, "Or (links) und nach der 
Zugabe von CuCI, (5 PM) (rechts). 

klein. Sogar bei 1000fach ho- Alle Messungen wurden in einem 
heren c u 2  +-Konzentrationen MOPS-Puffer bei 25 "C durchee- 
(mM) wurde mit l b  oder 2 ent- 
haltenden Vesikeln keine si- 
gnifikante Anderung der Fluoreszenzintensitat oder des E/M- 
Wertes beobachtet. Daruber hinaus ruft die Zugabe von 
Metall-Ionen zu Vesikeln, die 1 a in einer fluiden Matrix (50% 
DSPCj50 % Cholesterin oder SOPC) enthalten, auch nur sehr 
kleine Anderungen der Fluoreszenz-E/M-Werte hervor (obwohl 
fur die fluidere SOPC-Matrix Loschung beobachtet wird). 

Es scheint, dalJ die Komplexierung des Metall-Ions durch die 
IDA-Kopfgruppe die Dispersion von 1 a in der DSPC-Gelma- 
trix bewirkt, wodurch die Zahl von Pyren-Kollisionen und da- 
rnit auch der E/M-Wert drastisch zuriickgehen. Dieser ProzeB 
ist in Abbildung 6 dargestellt. 

fuhrt. 

=I 1 M2+ 

Abb. 6. Schematische Darstellung der durch Metall-Ionen induzierten Dispersion 
von 1 a in Vesikeln aus 5 % 1 a und 95% DSPC, wie sie aus Fluoreszenzmessungen 
bei 25 "C folgt. 1 a lagert sich wahrscheinlich zu Pyren-reichen Aggregaten zusam- 
men, die dispergiert werden, wenn die Lipid-Kopfgruppen zweiwertige Metall-Io- 
nen chelatisieren. 
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Die durch spezifische Substratbindung verursachte Reorgani- 
sation eines mit einer fluoreszenzaktiven Gruppe markierten 
Lipids ist eine leistungsfahige Methode zum Ndchweis von Sub- 
straten in Losung. Als MeBverfahren hat dieses hochst einfache 
Zwei-Komponenten-System einige gunstige Eigenschaften : Sei- 
ne Empfindlichkeit fur CuZ + (nM) ahnelt der von Ionen-selekti- 
ven Elektroden" 31 und anderen auf synthetischen Lipiden ba- 
sierenden Sen~oren"~];  es ist relativ unempfindlich gegenuber 
hohen Konzentrationen schwach bindender Metall-Ionen wie 
Ca2+ ; es kann durch Spulen mit einem stark chelatisierenden 
Agens (edta) regeneriert werden; die Antwortzeit ist kurz (Se- 
kunden) . Wegen seiner Einfachheit und seiner besonders schnel- 
len Signalubertragung konnte dieses System ohne weiteres fur die 
kontinuierliche Kupfer-Ionen-Uberwachung mit einem Durch- 
flub-Fluoreszenzspektrometer modifiziert werden. Untersuchun- 
gen zum Verstandnis des Mechanismus, durch den die Metall- 
bindung die Dispersion der Lipid-Aggregate bewirkt, und uber 
die Anwendungsbreite dieses Sensortyps sind in Arbeit. 

Experimentelles 
Lipid-Stammlosungen wurden durch Auflosen der Lipide und von Cholesterin (Sig- 
ma) in CHCI, (HPLC rein) hergestellt. 5 Mol- Yo der Lipide 1 oder 2 und 95 Mol- % 
Matrixlipid (DSPC, SOPC oder 1: 1 DSPC: Cholesterin) wurden in volumetrischen 
12mL-Zentrifugenrohrchen so vermischt, dan sich 10 pmol Gesamtlipid ergaben. 
Das Lipidgemisch wurde im Wasserstrdhlvakuum eingeengt. und 3 mL MOPS-Puf- 
fer (20 mM MOPS, 0.1 M NaC1, pH 7.5) wurden in die Rohrchen zugegeben. Die 
Rohrchen wurden auf uber 5 5 '  C erhitzt und anschlieljend 15 min in Argon-Atmo- 
sphire und unter Eiskuhlung ubei- eine Sondenspitze (Heat Systems Modell 375) mit 
Ultraschall (25-35% Leistung) behandell. Die Vesikel wurden 20 min rnit 
11 000 Urnin-' zentrifugiert, uin Titanpartikel zu entfernen. An ausgewihlten Pro- 
ben wurde die Phosphatkonzentrdtion bestimmt [15]. Die Vesikelgroljen wurden 
durch quasi-elastische Lichtstreuung mit einem Microtrac Ultrafine Particle Analy- 
zer (Leeds & Northrop) bei 25 "C im Phosphatpuffer gemessen. Der mittlere Durch- 
messer betrug49 nm (Verteilungsbreile 59 m i )  fur  die nichtmetallierten Vesikel. Die 
Vesikel wurden fur die Metallbindungs-Experimente rnit MOPS-Puffer 167fach ver- 
dunnt. Die Gleichgewichts-Fluoreszenzmessungeii wurden rnit einem thermostati- 
sierbaren Shimadzu-RF-450-Spektrofluorimeter bei 25 ' C  durchgefiihrt (Anregung 
bei 346 nm, Anregungs- und Emiasionsspaltbreite 5 nm). 
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Starke Einflusse der elektronischen Struktur 
auf die Enantioselektivitat in der Rhodium- 
katalysierten Hydroborierung rnit neuen, 
Pyrazolyl-haltigen Ferrocenylliganden 
Anita Schnyder, Lukas Hintermann und Antonio 
Togni* 

Wie wir kurzlich zeigten, ergeben chirale, zweiziihnige Ferro- 
cenylphosphane vom Typ 1, die zwei sterisch und elektronisch 
verschiedene Substituenten enthalten, hohe Enantioselektivita- 
ten in einer Reihe von katalysierten Reaktionen"'. Unsere 
Zwei-Schritt-Synthesemethode ermoglicht 
eine ndhezu uneingeschrankte Variation 
der Phosphanogruppen in solchen Ligan- 
den. Dieses Ligandensystem gibt uns somit 
die Moglichkeit, von ihm ausgehende steri- 
sche und elektronische Einflusse auf die 
Stereoselektivitat zu studieren. Neulich ha- 
ben wir unser Konzept auf P,N-Ligandenr2l 
vom Typ 2 erweitert, die eine Phosphano- 
und eine Pyrazolylgruppe enthdlten, eine bisher noch nicht ver- 
wendete Kombination in der asymmetrischen Katalyser3I. Wir 
berichten hier von ihrer Anwendung in der Rhodium-katalysier- 
ten Hydroborierung von Styrol rnit Cate~holboran~~] .  Das be- 
merkenswerteste Ergebnis ist die Beobachtung grol3er elektroni- 
scher Einfliisse auf die Enantioselektivitat dieser Reaktion[']. 
AuJ3erdem stellte sich herdus, dab einige elektronische Eigen- 
schaften des Pyrazolyl- und des Phosphanorests gegenlaufige 
Konsequenzen haben. Zum Beispiel werden hohe Enantioselek- 
tivitaten erhalten, wenn der N-Ligand ein guter o-Donor und 
der P-Ligand ein guter n-Acceptor ist (siehe unten). 

Die neuen Liganden 2 wurden in maBigen Ausbeuten aus 
Ferrocenylaminen der Art 3c61 und dem entsprechenden Pyrazol 
4 in Eisessig hergestellt (Schema 1). Die Ergebnisse der katalyti- 
schen Hydroborierungen (Schema 2) sind in Tabelle 1 zusam- 
mengefal3t. Die Reaktionen wurden in THF bei Raumtempera- 
tur rnit 1 Mol-% des Katalysators (in situ hergestellt aus 
[Rh(l,5-cod),]BF4 und 1.1 Aquiv. des Liganden) durchgefuhrt. 
Das Substrat (Styrol) wurde innerhalb von 3-5 h vollstandig 
umgesetzt. Aufarbeitung und Produktanalysen erfolgten wie 
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