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Elektrostatisch induzierte Bildung mehr- 
schichtiger Membranen bei Riesenvesikeln"" 
Fredric M. Menger* und Jason S. Keiper 

Beim Langmuir-Blodgett-Verfahren wird eine senkrecht ge- 
haltene Scheibe durch eine auf einer Wasseroberflache liegende 
monomolekulare Schicht hindurch auf und a b  bewegt, wodurch 
monomolekulare Schichten einzeln auf die Scheibe aufgetragen 
werden."] So lassen sich Dicke und Beschaffenheit der entste- 
henden mehrschichtigen Ablagerung kontrollieren. Wir be- 
schreiben nun Versuche, bei denen Riesenvesikel, denen in letz- 
ter Zeit erhebliche Aufmerksamkeit entgegengebracht wird,[' 
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mit Lipid-Doppelschichten uberzogen werden. Diese Beschich- 
tung wird durch elektrostatische Krafte induziert und llBt sich 
durch Phasenkontrast-Mikroskopie beobachten. Bei der kon- 
trollierten Beschichtung von Riesenvesikeln wirken also die be- 
obachtbaren Phanomene Wachstum, Verschmelzung, Ondula- 
tion (Wellung), Entleerung und ,,Hedung" (SchlieBung von 
Lochern)['. 61 zusammen. 

Anionische Riesenvesikel (Durchmesser 20- 50 pm) wurden 
aus einer Mischung von 1 -Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phos- 
phocholin (POPC), Cholesterin und dem Natriumsalz von 
1 - Palmitoyl-2 - oleoyl-sn-glycero - 3 - [phospho - YUC- (1 -glycerin)] 
(POPG) im Molverhaltnis 79: 12:  9 hergestellt, kationische Rie- 
senvesikel aus POPC, Cholesterin und Didodecyldimethylam- 
moniumbromid (Molverhaltnis ebenfalls 79 : 12: 9). Zur Bildung 
der Vesikel wurden Losungen der Lipidgemische in CHCIJMe- 
thanol eingeengt und die zuruckbleibenden Filme rnit entsalz- 
tem Wasser geschuttelt. Bei der anschlieRenden Gefriertrock- 
nung fielen flockige weiDe Pulver an. Von diesen wurden jeweils 
maximal 0.1 mg auf einen Objekttrager (innerhalb eines auf die- 
sen aufgeklebten 0-Ringes aus Teflon) aufgetragen und rnit ca. 
0.5 mL Wasser hydratisiert (mindestens 30 min), wobei ein po- 
lydisperses System aus Vesikeln erhalten wurde. 

Riesenvesikel rnit entgegengesetzter Ladung wurden auf fol- 
gende Weise miteinander in Kontakt gebracht : Eine geeignete 
anionische Vesikel wurde rnit einer Haltepipette, deren Rand an 
der Spitze glattpoliert war und in der mit einer Picoinjektor-Vor- 
richtung ein geringer Unterdruck erzeugt wurde, angesaugt und 
in einen vesikelfreien Bereich im Blickfeld des Mikroskopes be- 
fordert. Dann wurden kationische Vesikel rnit einer manuell 
betatigten Mikroliter-Spritze in eine Kapillarpipette gesaugt. 
Diese Pipette wurde dann in der Nahe der isolierten anionischen 
Vesikel entleert. SchlieRlich wurde die festgehaltene anionische 
Vesikel rnit einer ,,freien" kationischen Vesikel in Kontakt ge- 
bracht, und der zeitliche Verlauf der Wechselwirkung zwischen 
den beiden Membranen wurde bei 400facher VergroBerung ver- 
folgt. Es wurde bereits gezeigt, daR selbst das an einer einzelnen 
Doppelschicht gestreute Licht im Lichtmikroskop sichtbar ist['] 
und daR die Adhasion der Vesikel mikromechanisch untersucht 
werden kann.['] 

Neutrale, nur aus POPC und Cholesterin bestehende Vesikel 
hafteten nicht aneinander, selbst wenn sie mehrmals aneinander 
gedruckt wurden; die freie Vesikel entfernte sich jeweils sogleich 
von der durch die Pipette festgehaltenen durch Diffusion. Dage- 
gen ,,schnappten" zwei Vesikel mit entgegengesetzter Ladung 
zusammen (Abb. 1). Die kationische Vesikel bildete an ihrer 

Abb. 1, A) Eine ,,freie" kationische Vesikel haftet an einer von einer Mikropipette 
festgehaltenen anionischen Vesikel. B) Nach ca. 90 s ist die kationische Vesikel mit 
anionischem Lipidmaterial von der festgehaltenen Vesikel umhiillt und diffundiert 
fort. Linge des Balkens: 25 pm. 

Oberflache einen konkaven Bereich, um die Beruhrungsflache 
mit der benachbarten anionischen Vesikel zu vergroBern. Diese 
Anordnung war allerdings instabil : Nach etwa 90 Sekunden 
trennte sich die kationische Vesikel wieder von der anionischen 
und ,,schalte" dabei Lipidmaterial von dieser ab, was sich an 
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einer deutlichen Ausdunnung der anionischen Membran erken- 
nen IieR. Wurden dieselben zwei Vesikel danach wieder mitein- 
ander in Kontakt gebracht, so hefteten sie sich nicht mehr anein- 
ander. Durch den Transfer von Lipidmaterial von der 
anionischen zur kationischen Vesikel waren offensichtlich zwei 
Vesikel aus mehrschichtigen Membranen entstanden, deren 
auljerste Hullen jeweils negativ geladen waren und sich gegen- 
seitig abstieljen. 

Um diese SchluRfolgerungen durch weitere Beobachtungen 
abzusichern, wurde die festgehaltene Vesikel aus dem vorigen 
Versuch mit einer weiteren kationischen Vesikel in Beruhrung 
gebracht. Es wurde wieder eine Anheftung (Adhasion) wie bei 
der ersten kationischen Vesikel (Abb. 1) beobachtet. Dies ist ein 
deutliches zusatzliches Indiz dafur, daR die anionische Vesikel 
ihre negative Ladung nicht verloren und ein Lipidtransfer somit 
nur in einer Richtung stattgefunden hatte. Die kationische Vesi- 
kel mu13 dabei mit einer oder mehreren der anionischen Doppel- 
schichten uberzogen worden sein (die genaue Zahl wird derzeit 
mit einer am Oxford Institute neu entwickelten Rastertransmis- 
sionselektronenmikroskop-Kryosonde bestimmt). Hatte diese 
Rezeptorvesikel statt dessen anionisches Lipidmaterial in ihre 
auRere kationische Doppelschicht eingebaut, so hatte sich ihre 
Oberflache ~ im Widerspruch zu den Beobachtungen - erheblich 
vergrokrn mussen. Auch muRte ein derartiger direkter Transfer 
von Lipidmaterial zwischen Doppelschichten lhnlich dem ,,flip- 
flop"-artigen Austausch zwischen den beiden Lagen einer ein- 
zelnen Doppelschicht langsam erfolgen.['] 

Kationische Vesikel platzen haufig nach Beruhrung rnit einer 
anionischen Vesikel. Die Abbildungen 2 A  und B zeigen eine 
kleine kationische Vesikel, die sich an eine groRere, anionische 
Vesikel haftete und anschlieknd zerplatzte, wobei sie sich ledig- 
lich iiber die ,,nordliche" Hemisphare der gro13eren Vesikel legte 

(man beachte die erhohte Dicke der bedeckten Region in 
Abb. 2 B). Spater heftete sich eine zweite kationische Vesikel an 
einen unbedeckten Bereich der anionischen Vesikel (Abb. 2 C). 
Diese kationische Vesikel platzte ebenfalls und bedeckte dann 
den noch freien Oberflachenbereich der anionischen Vesikel 
(Abb. 2D).  Als diese nunmehr rnit mindestens einer positiv ge- 
ladenen Doppelschicht umhiillte anionische Vesikel rnit einer 
etwa gleich groRen anionischen Vesikel in Beruhrung gebracht 
wurde, heftete sich diese an die erste und platzte (Abb. 2 E). Das 
dabei freigesetzte Lipidmaterial legte sich um die verbliebene 
Vesikel, deren Membran dadurch weiter verstarkt wurde 
(Abb. 2 F ) .  Die so zweimal veranderte Vesikel mu13 dabei wieder 
eine negative Gesamtladung erhalten haben, denn sie war nun 
nicht mehr in der Lage, sich an anionische Vesikel anzuheften. 

Die in Abbildung 2 gezeigte, reproduzierbare Negativ-Posi- 
tiv-Negativ-Sequenz erinnert an die bei Langmuir-Blodgett-Fil- 
men erreichbare Schichtung. Das Vesikelsystem hat allerdings 
gegenuber Filmen einen praktischen Vorteil, denn Filme sind 
auf einer Seite durch einen festen Trager abgedeckt, was die 
Untersuchung der Diffusion durch Filme hindurch erschwert. 
Aus der Periodizitat der Schichten bei Vesikelmembranen (wie 
auch in festen Filmenr"I) konnten allerdings kooperative elek- 
tronische Effekte resultieren und sich somit Systeme rnit niitz- 
lichen elektrischen, magnetischen und optischen Eigenschaften 
entwickeln lassen. 

berichteten bereits vor Jahren iiber 
die Untersuchung von Membranen durch Bestimmung der Hel- 
ligkeitsverteilung entlang einer die Membran kreuzenden Linie. 
Wir haben nun diese Methode rnit einem Image-Pro-Plus-Bild- 
verarbeitungsverfahren auf Abbildung 2 angewendet. In Abbil- 
dung 3 A ist eine solche Intensitatsverteilung zu sehen, die beim 

Servuss und Boroske" 

170 1 160 
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Ahb. 3. A) Helligkeitsprofil der Vesikelmemhran vor der in Abb. 2 A  gezeigten 
Anheftung. Die heiden Minima entsprechen zwei Stellen, an denen der weil3e Pfeil 
auf der Mikroaufnahme die Doppelschicht kreuzt. B) Helligkeitsprofil der partiell 
umhiillten Vesikel aus Ahb. 2 B. Die Intensitatsdifferenzen wurden aus den Minima 
und den angrenzenden Maxima (dem weil3en Halo entsprechend) ermittelt und sind 
in willkiirlichen Einheiten angegehen. 

Abb. 2. A) Anheftung einer kleinen kationischen Vesikel an eine grol3e anionische 
Vesikel. B) Innerhalb von 10 s platzt die kationische Vesikel und bedeckt die 
,,nordliche" Region (abgegrenzt durch Pfeile) der anionischen Vesikel. C ,D)  Eine 
zweite kationische Vesikel heftet sich an die anionische, platzt nach 2 s und umhiillt 
die anionische Vesikel vollstandig. E , F )  Eine anionische Vesikel heftet sich an  die 
neue, positiv geladene Oberflache, platzt und ste~lt wieder cine negative Oberna- 
chenladung her. Lange des Balkens: 25 pm. 

Abtasten des Bildes der festgehaltenen Vesikel (unmittelbar vor 
der in Abb. 2 A gezeigten Anheftung) entlang dem dargestellten 
Pfeil erhalten wird. An den beiden Stellen, an denen der pfeil die 
- vermutlich aus einer einzigen Doppelschicht bestehende - 
Membran kreuzt, tritt ein Intensitatsabfall urn 43 bzw. 47 Ein- 
heiten auf. Nachdem die kleine Vesikel geplatzt war und die 
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,,nordliche" Hemisphare der groBen Vesikel bedeckt hatte 
(Abb. 2B), trat die in Abbildung 3 B dargestellte Intensitltsver- 
teilung auf. Der Intensitatsabfall betragt dort 58 sowie 95 Ein- 
heiten, was Membranen aus einer bzw. zwei Doppelschichten 
entspricht. Die (nicht gezeigte) Intensitatsverteilung in Abbil- 
dung 2 F weist darauf hin, daB hier an beiden Kreuzungspunk- 
ten eine dreifache Doppelschicht vorliegt (Intensitatsabfall 11 8 
Einheiten). 

Die elektrische Ladung ist eine wichtige Eigenschaft von Zell- 
membranen,['21 die mit Vesikeln gut untersucht und beurteilt 
werden kann. Entsprechende Modelluntersuchungen wurden 
bisher meist mit submikroskopischen Vesikeln von nur 20- 
200 nm Durchmesser durchgefiihrt, bei denen die Informatio- 
nen nur spektroskopisch zuglnglich sind.[13, 141 Demgegeniiber 
konnen bei Riesenvesikeln die Oberflachenladung kontrolliert 
und die Veranderungen im sichtbaren Bereich des Lichts ver- 
folgt und untersucht werden. 
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Ein Calix[4]arenoporphyrin** 
Richard G. Khoury, Laurent Jaquinod, Katsuhiro 
Aoyagi, Marilyn M. Olmstead, Andrew J. Fisher und  
Kevin M. Smith" 

Wegen der potentiellen biologischen oder sonstigen katalyti- 
schen Aktivitlt supramolekularer Anordnungen richtet sich 
groRes Interesse auf die Synthese und Chemie supramolekularer 
Systeme.['. Kurzlich wurden groBe, cyclische Strukturen auf 
der Basis von Porphyrineinheiten be~chrieben.~~] Bekannt ist, 
daB supramolekulare Anordnungen von Porphyrinen rnit Uber- 
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strukturen nicht nur eine einzigartige molekulare Erkennung 
ermoglichen, sondern auch enzymahnliche katalytische Funk- 
tionen ausuben kont~en.[~I 

Eine Reihe unterschiedlicher Bauelemente wurde bisher fur 
die Synthese kunstlicher Rezeptormolekule verwendet. Hierbei 
erwiesen sich Cali~arene,[~I Cyclodextrine und auf Resorcinba- 
sis hergestellte Cavitanden als besonders geeignet.16] Seit einigen 
Jahren richtet sich das Interesse besonders auf die Verwendung 
von Calixarenen beim Aufbau supramolekularer Rezeptorsy- 
steme.['' Calixarene sind leicht zugangliche, cyclische, selektiv 
chemisch transformierbare Polyphenole, die als Bauelemente 
fur groBe und komplexe Molekulanordnungen geeignet sind. 
Sie werden schon lange intensiv untersucht, und eine Vielzahl 
von Derivaten rnit unterschiedlichen Substratbindungsaktivita- 
ten und Reaktivitaten ist bisher synthetisiert worden.[*] 

Unser Ziel waren die Synthese und der Ausbau groBer, aus 
Calixarenen und Porphyrinen bestehender Systeme, um zu su- 
pramolekularen Porphyrinanordnungen rnit definierten, kon- 
formativ fixierten Uberstrukturen zu gelangen. Calix[4]arene 
sind ausgezeichnet zur Bindung von Ionen befahigt, und ihre 
Verknupfung rnit Porphyrinen, die wiederum pH-abhangige, 
photoaktive Chromophore sind, konnte zur Entwicklung neu- 
artiger molekularer Rezeptoren als Teil effizienter Sensorsyste- 
me fuhren. Mehrere Verbindungen mit Porphyrin- und Calix- 
areneinheiten wurden bisher synthetisiert; die Ausbeuten lagen 
jedoch fast immer unter 1 YO, oder es handelte sich um Verbin- 
dungen rnit nur einer P~rphyrineinheit.[~I 

Wir nutzten zur Synthese eines Calix[4]porphyrins eine leicht 
abgewandelte Zinke-Cornf~rth-Methode.[~~. ' O1 Fur die Pla- 
nung unserer Synthese erwiesen sich zwei Punkte als besonders 
wichtig : die Loslichkeit und die sterische Uberladung aufgrund 
der GroBe der Porphyrinchromophore. Genaue Uberlegungen 
und Molecular-Modeling-Studien lieBen erwarten, daB ein Por- 
phyrinderivat mit unsubstituierten peripheren Positionen in der 
dem Calixarenteil zugewandten ,,oberen" Halfte nur minimale 
sterische Spannungen zwischen benachbarten Porphyrinsubsti- 
tuenten verursachen sollte. Zugleich sollte das gebildete Calix- 
aren die a,p,a,P-Konformation einnehmen. Um die Loslichkeit 
des Endproduktes zu erhohen, wurden Ethylgruppen in die vom 
Calixarenteil abgewandte ,,untere" Halfte des Porphyrinderi- 
vats plaziert. 

Die obere Halfte des Porphyrins wurde durch Kondensation 
von p-Anisaldehyd und Pyrrol in Trifluoressigsaure (TFA) syn- 
thetisiert; dies lieferte das Dipyrromethan 1 in 51 % Ausbeute 
(Schema 1) .[I Vilsmeier-Bisformylierung ergab daraus 2 (86 YO 
Ausbeute), das rnit dem Tetraethyldipyrromethan 3 in 49 % 
Ausbeute zum Porphyrinylanisol4 umgesetzt wurde. Nachfol- 
gend wurde durch Abspaltung der Methoxygruppe rnit BBr, 
quantitativ das Porphyrinylphenol 5 erhalten. Zur Verhinde- 
rung unerwunschter Reaktionen an den Pyrrolstickstoffatomen 
in den weiteren Syntheseschritten wurde Nickel in das Porphy- 
rin eingebaut (97 YO Ausbeute) . Erhitzen des Nickel(n)-Komple- 
xes 5-Ni unter RuckfluB in Dioxan rnit NaOH lieferte eine Mi- 
schung aus 6 (Hauptprodukt, 61 YO Ausbeute), 5-Ni und 7 (9% 
Ausbeute). Beim Erhitzen dieser Mischung unter RiickfluB in 
alkalischem Diphenylether wurde nach Aufarbeitung rnit Ethyl- 
acetat ein Niederschlag erhalten, der in D M F  gelost wurde. Bei 
der nachfolgenden Chromatographie an Sephadex G-25-300 
wurde die zuerst eluierte Fraktion gesammelt und aus ihr das 
Calix[4]arenoporphyrin 8 in 60 % Ausbeute isoliert. 

Das 'H-NMR-Spektrum von 8 (in (CD,),SO aufgenommen) 
enthalt breite, nur schwach temperaturabhangige Signale bei 
6 = 9.85 (meso-H), 9.11 (P-H), 7.44 (OH), 7.34 (arom. H) und 
3.98 (Methylenbriicke) sowie bei 6 = 4.13 und 1.69 fur die 
Ethylsubstituenten; das l3C-NMR-Signal der Methylenbruk- 
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