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[10] Zur Verwendung von adsorbiertem SeO,: a) T. Ohtsuka, H. Shirahama, T.
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Bestimmt durch den Vergleich der "H-NMR-Spektren der Amide aus racemi-

schem und scalemischem 17 und (8)~(—)-a-Methylbenzylamin. Die Bildung

der Amide erfolgt am besten mit dem Mukaiyama-Reagens [23].

[23) T. Mukaiyama, M. Usui, E. Shimada, K. Saigo, Chem. Lett. 1975, 1045. Das
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EinfluBl von Ankerlipiden auf die Homogenit:it
und Mobilitit von Lipiddoppelschichten auf
triagerfixierten Polymerfilmen

Dierk Beyer, Gunther Elender, Wolfgang Knoll,
Martin Kithner, Steffen Maus, Helmut Ringsdorf* und
Erich Sackmann

Tragergestiitzte Doppelschichten von Phospholipiden, erst-
mals von McConnell et al.l'! beschrieben, gelten als geeignete
Systeme zur Untersuchung inkorporierter Membranproteine
und als Basis zum Aufbau von Biosensoren'?). Sie ermdglichen
die Anwendung einer Vielzahl von Untersuchungsmethoden,
die planare Oberflichen erfordern!® und meist auf die bisher
bekannten Modellmembranen nicht anwendbar sind.

Eine Reihe von Techniken, wie Vesikelfusion, Langmuir-
Blodgett-Ubertragung und Self-Assembly kénnen auf verschie-
densten Oberflichen angewendet werden, um derartige planare
Modellmembranen aufzubauen!*~®!, Dennoch sind solche
Systeme keine optimalen Modellmembranen, weil hdufig starke
Wechselwirkungen der Lipiddoppelschicht mit dem Substrat
auftreten!!: 10141,

Fiir den Aufbau von Lipiddoppelschichten auf festen Sub-
straten ist somit ein ausreichender Abstand der Membran vom
Substrat wiinschenswert. Dies konnte mit einer in Wasser quell-
baren kovalent angebundenen Polymerschicht erreicht werden,
die — dhnlich dem Cytoskelett von Zellen vergleichbar - unter-
halb der Lipiddoppelschicht liegt!*). Der schematische Aufbau
einer derartigen trdgergestiitzten Doppelschicht als Modell ei-
ner Biomembran ist in Abbildung 1 dargestellt.

Der Aufbau derartiger Systeme wirft noch einige Probleme
auf. So ist es nach wie vor sehr schwierig, liber einen ldngeren
Zeitraum stabile, homogene und dennoch fluide Doppelschich-
ten auf einem Polymerfilm zu erhalten. Wir berichten hier iiber
einen Ansatz, homogene, fluide Lipiddoppelschichten auf hy-

Abb. 1. Schematische Darstellung einer polymerunterstiitzten Biomembran mit
membrandurchspannenden Proteinen.
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drophilen, kovalent an das Substrat gebundenen Polymerfilmen
durch Ankerlipide zu fixieren.

Als Substrat dienen Glastréger, die in einem ersten Schritt in
der Gasphase mit 4-Aminobutylmethoxydimethylsilan funktio-
nalisiert werden. In einem zweiten Schritt wird das alternierende
Reaktivpolymer (Abb.2, 1) aus Maleinsdureanhydrid und
1-Methylvinylisocyanat, (Poly[(1-methyl-vinylisocyanat)-alt-
(maleinsdureanhydrid)})™®!, IAP, aus der Lésung in CH,Cl,/
DMF adsorbiert. Das FT-IR-Spektrum!!” einer so erhaltenen
reaktiven Polymerschicht ist in Abbildung 2a dargesteilt.

1710em™
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1791 ot 1194 e

erzeugt werden. Diese Schicht ist auch nach intensivem Spiilen
mit CH,Cl,, Methanol und Wasser nicht von der Oberfliche
abzuldsen. In Abbildung 2b ist das FT-IR-Spektrum dieser
aminogruppenhaltigen Schicht gezeigt, dic 81 +5A dick
ist[® 19 Es zeigt eine starke C-O-Schwingung bei 1136 cm ™!,
sowie Harnstoff- und Amidbanden bei 1670, 1710 und
1559 cm ™!, die durch die Reaktion mit dem niedermolekularen
o,-Diamin entstanden sind. Weiterhin sind eine N-H-Schwin-
gung bei 3344 und 3308 cm ! erkennbar, sowie eine H-CHO-
Alkylschwingung bei 2874 cm~*. Der Kontaktwinkel dieser

hydrophilen Polymerschicht 2  betrigt

(0, =15°/0, =10°), gegeniiber einem Kon-

taktwinkel von (0, = 63°/0, = 45°) des hy-

drophoberen silanisierten Glastrigers, der als
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Abb. 2. FT-IR-Spektrum der Schicht des Reaktivpolymers 1 auf einer aminosilanisierten SiO,-Oberfliche
vor (a} und nach der Umsetzung mit dem o,w-Diamin 3 zu 2 (b). 4 = Absorption [willkiirliche Einheiten].

Sowohl die Isocyanat (2272 cm ™), als auch die Anhydrid-
gruppe (1858 cm ™!, 1791 cm ~!) bleiben in der Polymerschicht
nach der Anbindung an das Substrat erhalten. Diese Schicht
kann auf der Oberfliche weiter modifiziert werden. Durch Um-
setzung mit ,w-Diaminen wie 3 kann durch den hohen Uber-

H,N-(CH,),-0-(CH,),-O(CH,),-NH, 3
schul} an reaktiven Gruppen eine hydrophile Polymerschicht
mit freien Aminogruppen (2) (schwarze Dreiecke in Abb. 3)

Langmuir-Schéfer-Transfer

schicht wird anschlielend mit Langmuir-
Blodgett-Technik eine erste Lipidschicht
tibertragen. Die zweite, dem Substrat abge-
wandte Lipidmonoschicht wird nach der
Langmuir-Schéfer-Technik durch horizonta-
les Durchtauchen des Substrates durch eine
Monolage aus reinem Dimyristoylphosphati-
dylcholin (DMPC, 4) auf der Filmwaage er-
zeugt. Die Priparation des Lipidschicht-
systems ist in Abbildung 3 schematisch dar-
gestellt.

Die Zusammensetzung der dem Polymer-
substrat zugewandten Lipidmonolage ist in
unseren Experimenten ein wichtiger Parameter fiir die anschlie-
Benden Eigenschaften der Doppelschicht. In diese erste, dem
Substrat zugewandte Lipidmonoschicht werden neben reinem
DMPC 4, 20 Mol-% Myristinsdure-N-succinimidoester 5, ein
gegeniiber Aminogruppen reaktives Ankerlipid, — und zum Ver-
gleich bei anderen Proben 20 Mol-% Miristinsdure — einge-
mischt (Abb. 3). Die zusitzliche Beimischung von 0.8 Mol-%
des fluoreszierenden Lipids 7-Nitrobenzo - 2 - oxa-1,3 - diazoldi-
myristoylphosphatidylethanolamin (NBD-DMPE, 6) ermog-
licht die fluoreszenzmikroskopische Beobachtung
der auf dieser Basis aufgebauten Doppelschichten.

Um den Einflul der Ankerlipide auf die Homoge-
nitdt und Mobilitdt dieser jetzt polymergestiitzten
Lipiddoppelschichten zu untersuchen, wurden die
folgenden drei unterschiedlich zusammengesetzten
und in Abbildung 4 dargestellten Lipiddoppel-
schichten pripariert.

Als Referenz wurde eine Lipiddoppelschicht aus
reinem DMPC mit 0.8 Mol-% NBD-DMPE in der
dem Substrat zugewandten Monoschicht hergestetlt
(Abb. 4, oben). Das Fluoreszenzbild zeigt direkt
nach der Préparation starke Inhomogenitéten in der
Lipiddoppelschicht auf dem ,,Polymerkissen‘‘, was
sich in einer sehr inhomogenen und kérnigen Fluo-
reszenz darstellt. Eine Fluoreszenzaufnahme dersel-
ben Lipiddoppelschicht nach einem Zeitraum von
24 h zeigt eine weitere VergréBerung der inhomoge-

I SRR nen Bereiche.
. W [N Die Einmischung von 20 Mol- % Myristinsdure in
B VSO PUN {}V\}YW\,VW den unteren (dem Substrat zugewandten) Mono-
4 ’ 5 “ 6 layer fithrt zu einem verglichen mit der reinen

Abb. 3. Schematische Darstellung des Doppelschichtaufbaus mit Langmuir-Blodgett- und Lang-
muir-Schifer-Technik; NBD-DMPE (6, Lipide mit dunklen Kopfgruppen), DMPC (4, Lipide mit
hellen Kopfgruppen), Ankerlipid (5, mit offenen Kopfgruppen). Die schwarzen Dreiecke stellen

Aminogruppen fiir die Reaktion mit 5 dar.

1792 ©
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DMPC-Doppelschicht (Abb. 4, oben) homogene-
ren Fluoreszenzbild der Doppelschicht (Abb. 4,
Mitte). Die dunklen Bereiche sind deutlich kleiner,
und das Auftreten von ,,Léchern’ in der Doppel-
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schicht ist stark redu-
ziert. Dieser Effekt
kann durch eine ioni-
sche Wechselwirkung
zwischen der Myri-
stidinsdure und den
freien Aminogruppen
des Polymersubstrats
bedingt sein, was zu
einer lockeren Fixie-
rung dieser Lipide an
der Polymerschicht
flihrt.

Die Einmischung
von 20 Mol-% des
gegenliber  Amino-
gruppen  reaktiven
Myristinsdure- N-suc-
cinimidoesters 5 statt
der reinen Myristin-
sdure in die untere
(dem Substrat zuge-
wandte) Monoschicht
fiihrt zur partiell ko-
valenten  Fixierung
der dem Substrat zu-
gewandten Lipidmo-
noschicht. Die hier-
auf aufgebaute Dop-
pelschicht zeigt eine
homogene Fluores-
zenz (Abb. 4, unten)
und keine erkennba-
ren Entmischungser-
scheinungen der Lipi-
de. Das Fluoreszenz-
bild dieser polymer-
gestiitzten Lipiddop-
pelschicht wurde zeit-
lich verfolgt und zeig-
te auch nach mehre-
ren Tagen keine Ver-
dnderung.

Messungen der la-
teralen Diffusion des
Fluoreszenzfarbstof-
fes 6 in der dem Sub-
strat  zugewandten
Monoschicht der Li-
pidmembran wurde
mit der FRAP-Tech-
nik (FRAP = Fluo-
rescence  Recovery
after Photobleaching)??!! bei einer Temperatur von T = 25°C
durchgefiihrt. Diese Messungen zeigen die Abhingigkeit der
Diffusionskonstante des Farbstoffes 6 in Abhéngigkeit von der
Einmischung des Ankerlipids. Fir eine nach der beschriebenen
Methode priparierte polymerunterstiitzte Lipiddoppelschicht
ohne Beimischung von Ankerlipid oder Myristinsdure wurde
eine Diffusionskonstante von 3.12 4+ 0.3 um?s~! gemessen 22!,
Dagegen betrégt der nach Einmischung von 20 Mol-% Myrist-
insdure (ionische Fixierung) beobachtete Wert nur noch
2.4 4+ 0.3 um?s~!. Die Diffusionskonstante einer analog prapa-
rierten Lipiddoppelschicht mit Einmischung von 20 Mol-%
Ankerlipid liegt schlieBlich mit 1.3 + 0.06 pm2s~! nochmals

Abb. 4. Oben: Fluoreszenzmikroskopische Auf-
nahme einer Lipiddoppelschicht von DMPC 4
ohne Einmischung von Ankerlipid in die dem
Substrat zugewandte Monoschicht. Mitte: Auf-
nahme einer Lipiddoppelschicht von DMPC mit
Einmischung von 20 Mol-% Myristinsdure in
die dem Substrat zugewandte Monoschicht. Un-
ten: Aufnahme einer trdgerfixierten Lipiddop-
pelschicht von DMPC mit Einmischung von
20 Mol-% Ankerlipid 5 in die dem Substrat zu-
gewandte Monoschicht (Abstand der beschrifte-
ten Linien: 13 pm, T = 25°C).
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deutlich niedriger als die der Doppelschicht ohne Ankerlipid
und die der Doppelschicht mit Myristinsdure. Eine Doppel-
schicht von DMPC auf einem hydrophilen, nicht polymerbe-
schichteten Glassubstrat zeigt eine Diffusionskonstante von
~4 4 0.3 pm2g7 1210

Diese Unterschiede sind ein weiterer Hinweis auf kovalente
Anbindung eines Teils der Ankerlipide an den Polymerfilm auf
dem Glassubstrat: Durch die kovalente Anbindung, die die
Farbstoffmolekiile zwingt, um die Bindungsstellen ,,herumzu-
diffundieren‘* wird die mit FRAP gemessene makroskopische
Diffusionskonstante noch stéirker erniedrigt als alleine durch die
Anderung der Membranviskositit bei verdnderter Membran-
zusammensetzung. Die Fluiditdt der Doppelschicht bleibt den-
noch gewahrt.

Der hier beschriebene Ansatz ermdglicht die Praparation ho-
mogener, fluider und dennoch {iber einen lingeren Zeitraum
unter dem Fluoreszenzmikroskop stabiler polymerunterstiitzter
Lipiddoppelschichten (,,Tethered Supported Bilayers) auf fe-
sten planaren Substraten. Derartige ,,verankerte** Lipiddoppel-
schichten sollten aufgrund der ,,Entkopplung* der Lipiddop-
pelschicht von dem Substrat besser fiir die Untersuchung
membrandurchspannender Proteine geeignet sein — eventuelle
Wechselwirkungen mit dem Substrat, die die Konformation der
Proteine beeintrichtigen und damit deren Funktion stéren kon-
nen™*, werden durch den in Wasser quellbaren Polymerfilm
reduziert.

Experimentelles

Das Polymer IAP 1 wurde nach einer Vorschrift von Mormann et al. [16] syntheti-
siert.

Synthese des Ankerlipids §: 5.6g (24.5mmol) Myristinsdure und 3.52¢
(30.7 mmol) N-Hydroxysuccinimid wetden in einer Chloroform/Aceton-Mischung
(180 mL, Volumenverhdltnis 9:1) bei Raumtemperatur vorgelegt und mit einer Spa-
telspitze 4-Dimethylaminopyridin als Katalysator versetzt. Die Lésung wird mit
Argon gespiilt und auf 0°C gekihlt. Zur geriihrten Vorlage werden dann 3.09 g
(15 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid, geldst in ca. 10 mL Chloroform, zugetropft.
AnschlieBend wird eine weitere Stunde bei 0°C und 24 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit Chloroform gewaschen. Das
Filtrat wird eingedampft und der Riickstand aus Petrolether umkristallisiert. Zur
endgiiltigen Reinigung wird eine flashchromatographische Trennung iiber neutra-
lem Al,O; (Laufmittel CHCl,) durchgefithrt. Es wurden 6.6 g (82%) des Lipids
erhalten. Schmp. 80.5°C; 'H-NMR (200 MHz, CDCl,, 20°C): § = 2.85 (s, 4H;
OC-CH,-CH,-C0), 2.58 (t, 2H; OCH,-CH,-), 1.71 (m, 2H; OCH,-CH,-CH,-),
1.24 (m, 20H; -(CH,),¢-), 0.85 (t, 3H; -CH,).

Adsorption und Umsetzung des Polymers: Das gereinigte und anschlieBend silani-
sierte Substrat wird 4 h in eine 2.2x 10™3 molare Losung des Polymers IAP in
DMF/CH,CI, (1:9) gestellt. Anschlie8end wird mehrmals mit DMF/CH,CI, (1:9)
gespiilt und das Substrat in einer 0.5 molaren Lésung vom o,w-Diamin 3in CH,Cl,
12 h umgesetzt. AnschlieBend wird je dreimal mit CH,Cl,, Methanol, Wasser und
wieder Methanol gespiilt. Die Trager werden dann im Vakuum getrocknet.

Ubertragung der Lipiddoppelschichten: Die Doppelschichten wurden mit Hilfe der
Langmuir-Blodgett- und der Langmuir-Schéfer-Technik bei T = 25°C und einem
Lateraldruck von 30 mNm™! auf einer Filmwaage (Eigenbau) erstellt. In allen
Fillen wurde ein vollstindiger Ubertrag beobachtet. Die zweite Lipidschicht wurde
mit Durchdriicken des Tragers durch einen auf 30 mNm ™! komprimierten reinen
DMPC-Monolayer auf einen in der Subphase versenkten Hohlschliffobjekttriger
erstellt.

Eingegangen am 21, November 1995,
verdnderte Fassung am 4. Mérz 1996 [Z 8575]

Stichworte: Biomembranen * Fluoreszenz - Lipiddoppelschicht -
Polymerfilme
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Ein kubisches, (3,4)-verkniipftes Netz mit grofien
Hohlriiumen in solvatisiertem [Cu,(tpt),]J(C10,);
(tpt = 2,4,6-Tri(4-pyridyl)-1,3,5-triazin)**

Brendan F. Abrahams, Stuart R. Batten, Hasan Hamit,
Bernard F. Hoskins und Richard Robson*

Frihe Forschungsarbeiten ergaben, dafl der einfache, trigo-
nale Ligand 2,4,6-Tri(4-pyridyl)-1,3,5-triazin (tpt) Koordina-
tionspolymere mit vielféltigen Strukturen bilden kann; die heute
bekannten Beispiele weisen hohe Symmetrien, ungewdhnliche
Topologien und wegen der Gréfie und der Steifheit des Ligan-
den groBe Zwischenrdume im Geriist auf. Der Quecksilber(1)-
Komplex [Hg(tpt),](ClO,), - 6 C,H,Cl, hat eine hochsymmetri-
sche kubische Struktur aus einem neuartigen, (6,3)-verkniipften
Netz mit gerdumigen, miteinander verkniipften Hohlrdumen,
die groBe Mengen ungewdhnlich wohlgeordneter Losungsmit-
telmolekille und Anionen einschlieBen!!!,

Das ebenfalls kubische Cyano-Zink-Derivat [Zn,(tpt),-
(CN)5(NO,),] - L (L = Losungsmittel) besteht aus zwei unend-
lichen Netzen mit bisher unbekannter Topographie, die sich
gegenseitig so durchdringen, daB sich auBergewohnlich grofe,
aber voéllig abgeschiossene Kammern ergeben, die jeweils etwa
zwanzig Loésungsmittelmolekiile (z.B. 18 CHCI, + 4 CH,OH
oder 9C,H,Cl, + 9CH,0H) aufnehmen koénnen. Es handelt
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sich also im wesentlichen um winzige Flitssigkeitstropfchen, die
in mikroskopische Zellen eingesperrt sind'?!, Ein ebenfalls kubi-
sches Zink-Hexafluorosilicat-Derivat besteht aus sich mehrfach
durchdringenden, enantiomorphen (10,3)a-Netzen!®). Kiirzlich
berichteten Moore et al. iiber einen anderen Typ eines (10,3)-
Netzes, Wells (10,3)b-Netz, in einem Koordinationspolymer aus
Ag* und dem verwandten trigonalen Baustein 1,3,5-Tris(4-
ethinylbenzonitril)benzol™. Wir berichten hier iiber ein weite-
res hochsymmetrisches Koordinationspolymer des tpt-Ligan-
den, das aus zwei unabhéngigen und sich gegenseitig durchdrin-
genden kubischen Netzen besteht und groBe, 16sungsmittelge-
fiillte Hohlrdume aufweist.

Die Diffusion einer Acetonitrillosung von [Cu(CH,CN),]-
ClO, in eine tpt-Losung in Chloroform/1,1,2,2-Tetrachlorethan
lieferte dunkelrote, fast schwarze Kristalle des solvatisierten
[Cu,(tpt),J(ClO,),, dessen Struktur durch Einkristall-Rontgen-
strukturanalyse bei 110 K bestimmt wurde. Alle tpt-Einheiten
sind dquivalent und koordinieren je drei Kupferatome an den
Ecken eines gleichseitigen Dreiecks mit der Kantenlinge
12.898(3) A. Auch alle Kupferzentren sind dquivalent und
durch vier tpt-Pyridindonoren verzerrt tetraedrisch koordiniert
(N-Cu-N 111.0(3) und 106.4(5)°). Dadurch entsteht ein unendli-
ches, (3,4)-verkniipftes dreidimensionales Netz mit (63),(6%84)-
Topologie'®). Ein auffilliges, sich wiederholendes Strukturmo-
tiv ist der aus sechs Kupferzentren bestehende regelmiBige
Oktaeder mit tpt-Einheiten auf jeder zweiten Dreiecksfliche.
Diese oktaedrischen Kammern sind sehr groB: Die diametral
gegeniiberliegenden Kupferatome sind 18.241(4) A (eine Ele-
mentarzellenldnge) voneinander getrennt. Jedes Kupferatom
gehort zu zwei solchen Einheiten (Abb. 1). Die tpt-Einheiten

Abb. 1. Zwei benachbarte Kammern in der Struktur von [Cus(tpt),J(CIO,), - L.
Jede Kammer besteht aus sechs Cu'-Zentren (groBere Kreise) an den Ecken eines
regelmiBigen Oktaeders und tpt-Einheiten, die jede zweite Dreiecksfliche besetzen.
Kleinere Kreise symbolisieren C und N. Cu-N 2.014(9) A.

sind deutlich vom Zentrum des Hohlraums weggebogen, wo-
durch die Koordinationsgeometrie der Kupferatome dem Tetra-
eder ndher kommt. Diese Kammern kann man sich als von
Adamantankifigen eines Diamantnetzes abgeleitet vorstellen,
in dem die vier 3-verkniipfenden Zentren der Adamantaneinheit
durch vier trigonale Knoten ersetzt sind.

Jede Kammer ist iiber ihre sechs Kupferecken mit sechs ande-
ren verkniipft, deren Zentren oktaedrisch um die erste Kammer
angeordnet sind. Dadurch entsteht eine unendliche kubische
Anordnung von Kammern (Abb. 2). Im Zentrum jedes Kubus
aus acht Kammern ist ein Hohlraum, der hinsichtlich Grole,
Form und chemischen Eigenschaften geeignet ist, eine Kammer
aufzunehmen, die zu einem zweiten, vollig unabhidngigen, aber
gleichen, unendlichen Netz gehort. Eine schematische Darstel-
lung der beiden unabhingigen, sich gegenseitig durchdringen-
den Netze ist in Abbildung 3 gezeigt.

Dabei dringt kein Gerlist in die oktaedrischen Kammern des
anderen ein, so daf die Struktur insgesamt sehr gerdumig bleibt.
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