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Strukturierung festkorpergestiitzter
Lipiddoppelschichten durch lithographische
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Festkorpergestiitzte Lipiddoppelschichten sind Membran-
systeme, bei denen eine Lipiddoppelschicht mit einer Fest-
korperoberfliche entweder durch physikalische oder durch
chemische Wechselwirkung verbunden ist. Diese Systeme
wurden intensiv untersucht, da sie unter anderem einfache
Modelle biologischer Membranen sind.!!! In die Lipiddoppel-
schicht konnen auch Proteine eingebaut sein, und sie bietet
somit die Moglichkeit, elektrisch oder optisch arbeitende
Biosensoren aufzubauen.”) Um die hoch entwickelten Funk-
tionen natiirlicher Biomembranen nachzubilden, muss die
Komplexitdt der kiinstlichen Systeme jedoch noch erhoht
werden. Dafiir ist die laterale Strukturierung ein gangbarer
Weg, da dabei mehrere Komponenten in definierter rdum-
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licher Anordnung in das Membransystem integriert werden
konnen. Diese Strukturierung wurde bisher entweder durch
eine Modifizierung des TrigersP®! oder durch die Mikrostem-
peltechnik erzielt.

Wir berichten nun iiber einen neuen Ansatz zur Erzeugung
von strukturierten, festkorpergestiitzten Doppelschichten.
Die Grundidee ist dabei, die Struktur in die Lipiddoppel-
schicht durch photochemische Polymerisation des Lipids
einzuschreiben. Die zweidimensionale Polymerisation von
Lipiden wurde intensiv an Liposomen (Lipidvesikeln) unter-
sucht, wobei das Ziel meist die Stabilisierung der Liposome
fiir Anwendungen in der Medikamentenverabreichung war.!
Daneben gab es mehrere Ansitze, polymerisierbare Thiol-
monoschichten oder Fettsdure-Multischichten als mogliche
Materialien in der Photolithographie einzusetzen.’! Man
kann dabei von der lithographischen Polymerisation einer
Lipiddoppelschicht zwei Effekte erwarten — eine mechanische
Stabilisierung der fluiden Doppelschicht und deren Beschrin-
kung auf den vorgegebenen nichtpolymerisierten Bereich.

Das prinzipielle Vorgehen ist in Abbildung 1 dargestellt.
Als Erstes wird eine Doppelschicht aus einem polymerisier-
baren Lipid auf den Tridger aufgebracht (Abbildung 1A).
Diese Doppelschicht wird dann durch UV-Licht polymeri-
siert, wobei die gewiinschte Struktur durch Verwendung einer
Maske eingeschrieben werden kann (Abbildung 1B). Bis zu
diesem Schritt muss die Doppelschicht unter Wasser gehalten
werden, um die Unversehrtheit der Membran zu gewihrlei-
sten. Sobald die Doppelschicht polymerisiert ist, wird sie
unloslich in organischen Losungsmitteln und Detergentien.
Durch Waschen mit organischen Losungsmitteln konnen die
Lipidmonomere gezielt aus der Doppelschicht herausgelost
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Abbildung 1. Schematische Darstellung zur Strukturierung einer Doppel-
schicht und zum Einbau einer neuen Lipiddoppelschicht. Fiir Einzelheiten
siche Text.
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werden, wihrend die polymerisierten Bereiche auf dem
Triager verbleiben (Abbildung 1C). Auf diese Weise herge-
stellte lipidfreie Bereiche (Locher) konnen dann mit bio-
logisch relevanteren Lipiden durch Vesikelfusion gefiillt
werden (Abbildung 1D). Auf hydrophilen Oberflichen wie
oxidiertem Silicium bildet sich spontan eine Lipiddoppel-
schicht aus, wenn Lipidvesikel an der Oberfldche fusionieren
und sich dabei umorganisieren.”! Eine solche Lipiddoppel-
schicht wird durch kolloidale Wechselwirkungen in einem
Abstand von etwa 10 A von der Oberfliche festgehalten!®!
und kann auf dem diinnen Wasserfilm gleiten. Dies bedeutet,
dass die neu eingebaute Doppelschicht in lateraler Richtung
fluide ist und damit wichtige Eigenschaften von natiirlichen
Zellmembranen hat.[!

Als polymerisierbares Lipid wurde das Diacetylen-Phos-
phatidylcholin 1 eingesetzt, dessen Polymerisationseigen-
schaften im Detail aus Untersuchungen an Liposomen
bekannt sind (Schema 1).’) 1 polymerisiert nur, wenn sich
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Schema 1. Das Diacetylen-Phospholipid 1 sowie schematisch seine Poly-
merisation.

die Molekiile in einem hochgeordneten Zustand befinden
(topochemische Polymerisation), wobei jede Alkylkette nur
mit der entsprechenden Alkylkette des benachbarten Mole-
kiils reagiert (a mit a und B mit 8).l'! Damit wird vermieden,
dass eine Verkniipfung innerhalb eines Molekiils stattfindet.
Da in 1 zwei polymerisierbare Ketten vorhanden sind, bildet
es bei der Polymerisation ein Netzwerk und wird in organi-
schen Losungsmitteln unldslich.'!l Solche vernetzten Poly-
mere reduzieren die laterale Beweglichkeit der monomeren
Lipide drastisch.'” Die Bildung des hochkonjugierten Poly-
merriickgrats fithrt zu starken Absorptions/Fluoreszenzban-
den im UV/Vis-Bereich (Abbildung 2); entsprechend konn-
ten wir die strukturierten, polymeren Doppelschichten fluo-
reszenzmikroskopisch nachweisen (Abbildung 3).

Um zu zeigen, dass neue Lipiddoppelschichten in die
Locher eingebaut werden konnen, die durch Auswaschen der
monomeren Bestandteile mit Ethanol erzeugt wurden, fusio-
nierten wir kleine, unilamellare Vesikel aus Eigelb-Phospha-
tidylcholin (egg-PC) darin, die zuvor mit 1 Mol-% des mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Lipids NBD-PE do-
tiert worden waren. Nun war innerhalb der Pferche wegen der
eingebauten Lipiddoppelschicht eine intensive Fluoreszenz
zu beobachten (Abbildung 4). Mittels Fluoreszenzbleichtech-
nik (Fluorescence recovery after photobleaching, FRAP)
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Abbildung 2. UV/Vis-Absorptionsspektren einer Doppelschicht aus 1 auf
Quarzglas vor (a) und nach der Photopolymerisation (b).

Abbildung 3. Fluoreszenzmikroskopisches Bild der durch UV-Licht in
Gegenwart einer Maske polymerisierten Doppelschicht. Die hellen
Bereiche (Gitter) entsprechen dem polymerisierten Teil, die dunklen,
quadratischen Bereiche (Pferche) dem durch die Maske abgedeckten Teil,
in dem die Lipidmolekiile als Monomere erhalten blieben. Die Balken-
lange entspricht 200 pum.

Abbildung 4. Fluoreszenzmikroskopisches Bild der polymerisierten Dop-
pelschicht aus 1, nachdem die Pferche mit einer egg-PC/NBD-PE-
Doppelschicht gefiillt wurden. Der Kontrast ist im Vergleich zu Abbil-
dung 3 invertiert, da die NBD-PE-Molekiile stirker fluoreszieren als die
polymerisierte Doppelschicht. Die Balkenlénge entspricht 100 pm.

konnte gezeigt werden, dass diese Doppelschicht fluide ist
(Bleichfleck-Durchmesser 4 um). Weiterhin wurde beobach-
tet, dass der gesamte Pferch mit der Zeit dunkel wurde, wenn
ein groBerer Bereich (Durchmesser ca. 200 um) darin durch
kontinuierliche Bestrahlung gebleicht wurde (Abbildung 5).
Die NBD-PE-Molekiile im Pferch diffundierten offensicht-
lich lateral und wurden gebleicht, sobald sie in den Belich-
tungsstrahl kamen. Die benachbarten Pferche, die durch die
polymerisierten Doppelschichten getrennt waren, behielten
dagegen ihre Fluoreszenz. Dieses Ergebnis zeigt, dass die
polymerisierten Doppelschichten als effiziente Barrieren
wirken, die die laterale Bewegung der Lipidmolekiile auf
den Bereich des Pferchs beschrianken. Wenn man die Probe
mit Ethanol wusch, wurde die egg-PC-Doppelschicht wieder
komplett entfernt, und die reine Gitterstruktur der poly-
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Abbildung 5. Fluoreszenzmikroskopische Bilder der egg-PC/NBD-PE-
Doppelschicht in einem einzelnen Pferch, die durch UV-Licht 1 min
gebleicht wurde, direkt nach der Belichtung (A) und 20 min nach der
Belichtung (B). Der Belichtungsfleck war rund (Durchmesser ca. 200 um);
daher sind in (A) noch Spuren von Fluoreszenz in den Ecken des Pferchs zu
beobachten, wihrend sie in (B) aufgrund der lateralen Diffusion der Lipide
verschwunden sind. Die Balkenldnge entspricht 200 pm.

merisierten Doppelschicht blieb zuriick. Diese polymerisierte
Doppelschicht-Struktur konnte wiederholt als zweidimensio-
nales Templat zum Einbau neuer Lipiddoppelschichten
genutzt werden. Dabei zeigten die Doppelschichten wieder
fluide Eigenschaften und waren jeweils auf den Bereich eines
Pferchs beschrénkt.

Gegeniiber anderen Methoden zur Herstellung von struk-
turierten, fluiden Lipiddoppelschichten zeichnet sich die
vorgestellte Methode dadurch aus, dass die Struktur als
polymerisierte Doméne in der Membran eingeprégt ist. Diese
Tatsache erlaubt eine zweidimensionale Strukturierung unab-
héngig vom Triger, und man kann sich leicht vorstellen, damit
eine strukturierte Doppelschicht aufzubauen, die vom Trager
durch eine weiche, quellfahige Polymerschicht separiert ist.['3]
Solche Polymerschichten wurden als Abstandhalter einge-
setzt, um membranstindige Proteine in funktionsfahiger
Form in die festkorpergestiitzten Lipiddoppelschichten ein-
zubauen." Zudem sollte es moglich sein, die polymerisierte
Doppelschicht iiber eine chemisch reaktive Kopfgruppe
kovalent an die darunterliegende Polymerschicht zu binden.
Die polymerisierte Lipiddoppelschicht koénnte dann zur
mechanischen Stabilisierung des Membransystems beitragen,
ganz dhnlich wie man es bei Cytoskelett-Transmembranpro-
tein-Verkniipfungen vorfindet.['”]

Die hier beschriebene Strukturierung von Doppelschichten
durch lithographische Polymerisation sollte neue Moglich-
keiten sowohl fiir Grundlagenuntersuchungen als auch fiir
biomedizinische Anwendungen auftun. Zu den mdglichen
Anwendungen gehoren der Einbau von funktionell aktiven
Membranproteinen,!'! die Trennung von Membranproteinen
durch zweidimensionale Elektrophorese,['’l die Herstellung
adressierbarer Arrays modifizierter Lipiddoppelschicht-
Membranen fiir die kombinatorische Chemiel' und die
kontrollierte Zellkultur auf mafigeschneiderten Membrano-
berfldchen.['”]

Experimentelles

Materialien: Das Diacetylen-Lipid 1 und egg-PC stammten von Avanti
Polar Lipids, Alabaster, AL, USA. NBD-PE (N-(7-Nitrobenz-2-0x-1,3-
diazol-4-yl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin)  kam
von Molecular Probes, Eugene, OR, USA.

Lithographische Polymerisation der Doppelschicht: Eine Doppelschicht
aus 1 wurde mit Hilfe der Langmuir-Blodgett(LB)- und Langmuir-
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Schifer(LS)-Techniken von der Luft-Wasser-Grenzfliche auf einen Glas-
triger libertragen (Oberflichendruck 77 =35 mN m™'). Vor der Polymerisa-
tion wurde Sauerstoff aus der wiéssrigen Losung durch Spiilen mit Argon
entfernt. Nach der strukturierten Polymerisation wurde monomeres 1
entfernt, indem die Probe in Ethanol eingetaucht und danach ausgiebig mit
MilliQ-Wasser gespiilt wurde. Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder
wurden bei einer Anregungswellenldnge von 490 nm und einer Beobach-
tungswellenldnge von 530 nm aufgenommen.

Einbau einer neuen Lipiddoppelschicht: Losungen aus egg-PC/NBD-PE-
Vesikeln (1 mMm in einem 0.05Mm Phosphatpuffer und 0.1m NaCl (pH 7.0))
wurden iiber Extrusion durch einen Filter mit Poren von ca.50 nm
Durchmesser hergestellt. 100 bis 200 pL einer solchen Losung wurden
auf die strukturierte Doppelschicht aus 1 aufgebracht und mit einem
diinnen Deckglas abgedeckt, um das Verkratzen der Struktur zu vermei-
den. Die Proben wurden nach 5min mit der gleichen Pufferlosung
gewaschen.
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