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In den letzten Jahren ist die Synthese von kiinstlichen Zellen
im Labor zu einem realistischen Forschungsziel geworden.[!!
Man kann zwei komplementidre Ansédtze unterscheiden: Der
Bottom-up-Ansatz versucht, eine synthetische Zelle auf der
molekularen Ebene zu konstruieren. Inspiriert vom Szenario
einer RNA-Welt, die zur Entstehung des Lebens fiihrte,
stellen sich viele Wissenschaftler eine RNA-Replikase vor,
die sich im Innern eines replizierenden Vesikels selbst repli-
ziert.”) Beim umgekehrten Top-down-Ansatz versuchen die
Forscher eine Minimalzelle zu rekonstituieren, indem sie die
Komplexitédt des biologischen Organismus zu einem mini-
malen Bausatz aus DNA, RNA und Proteinen reduzieren.
Dieser muss jedoch ausreichend sein, um die Vermehrung
und Evolution der Zelle zu gewihrleisten.”! In diesen Un-
tersuchungen zu kiinstlichem Leben sind die Lipidkompo-
nenten entweder natiirlich vorkommende Phospholipide!*!
oder Fettsiuresysteme.”! Letztere haben die besondere Fi-
genschaft, bei hohem pH-Wert als Micellen vorzuliegen,
wihrend eine einfache Senkung des pH-Werts zu einer Um-
wandlung in Vesikel fiihrt.”! Darauf aufbauend wurde vor
kurzem die Bildung von Vesikeln aus Micellen und deren
kontrolliertes und kontinuierliches Wachstum erreicht.”’ Al-
lerdings sind Vesikel aus Fettsduren nur innerhalb eines
engen pH-Bereichs und nur bei niedrigen Salzkonzentratio-
nen stabil.®! Dagegen sind Phospholipidmembranen unter
verschiedensten Bedingungen stabil, jedoch erfordern ihre
Bildung und ihr Wachstum einen anspruchsvollen Biosyn-
theseapparat mit mehreren Enzymen.”) Wegen ihrer sehr
niedrigen kritischen Vesikelbildungskonzentration (critical
vesicle concentration, cvc) im submikromolaren Bereich
konnen Phospholipide nicht als Monomere oder Micellen zu
bereits vorhandenen Vesikeln zugegeben werden, um deren
Wachstum zu induzieren. Zudem kommt es beim Wachstum
durch Fusion von Vesikeln in vielen Fillen zu einem massiven
Verlust des Vesikelinhalts.""! Deshalb wire die Entwicklung
eines Systems sehr niitzlich, das die Vorteile von Phospholi-
piden mit dem einfachen Aufbau von Tensiden ohne den
Riickgriff auf Enzyme verbindet.
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Johnsson et al. haben kiirzlich Geminitenside auf Koh-
lenhydratbasis eingefiihrt, deren Aggregation pH-abhingig
ist.'!l Sugawara und Mitarbeiter haben ein neues chemisches
System von selbstreplizierenden Riesenvesikeln vorgestellt.
Die Vorstufen sind ein amphiphiler Benzaldehyd und ein li-
pophiles Anilinderivat, die tiber Iminbildung zu einem lang-
kettigen Amphiphil reagieren, das Vesikel bildet und eine
quartire Ammoniumkopfgruppe trigt.'! Wir waren jedoch
an biomimetischen Lipiden interessiert, die wie Phospholi-
pide mit zwitterionischer Kopfgruppe und zwei aliphatischen
Ketten ausgestattet sind. Menger und Peresypkin haben
kiirzlich tiber eine neue Tensidstruktur mit diesen Charakte-
ristika berichtet.'”! Sie zeigten, dass so genannte zwitterioni-
sche Geminitenside (Schema 1) in Abhingigkeit von den
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Schema 1. Oben: Allgemeine Struktur der zwitterionischen Gemini-
tenside. Unten: Bildung des zwitterionischen Geminitensids 1 aus
funktionalisierten Vorstufen.

Kettenldingen m und n zu Micellen, Koazervaten, Vesikeln
oder Gelen aggregieren. Zwitterionische Geminitenside mit
m,n>10 bilden vorwiegend Vesikel. Wir postulierten, dass
ein Schwefelatom anstelle der Sauerstoffbriicke in 1 das Ag-
gregationsverhalten nicht beeintriachtigen sollte. Zusitzlich
sollte die Schwefelbriicke die konvergente Synthese der
zwitterionischen Geminitenside in wéssriger Losung ausge-
hend von entsprechend funktionalisierten einkettigen Tensi-
den ermoglichen.

Als das S-analoge zwitterionische Geminitensid 1a (m =
n=12) in Wasser dispergiert wurde, bildete es wie erwartet
Vesikel. Daraufhin mischten wir die einkettigen Tenside 2a
(m=12) und 3a (n=12), um 1a in situ herzustellen. Phos-
phorthioat 2a und das quartire Ammoniumsalz 3a wurden
jeweils in wéssrigem Puffer gelost und dann langsam gemischt
(2-4 h). Nach einigen Minuten wurde die Losung triibe, was
auf die Bildung von groBeren Aggregaten hinwies. Nach
vollstdndiger Mischung wurde die Suspension eine weitere
Stunde lang gerithrt und danach mit Cryo-Transmissions-
elektronenmikroskopie (Cryo-TEM) untersucht. Es wurde
eine heterogene Ansammlung von groffen multilamellaren
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und kleinen unilamellaren Vesikeln beobachtet (Abbil-
dung 1, links). Die oberflichenaktiven Substanzen 2 und 3
wurden bei dquimolaren Konzentrationen von je 2-8 mm
gemischt. Dies ist unterhalb der veroffentlichten kritischen

Abbildung 1. Links: Cryo-TEM-Aufnahme von Vesikeln aus 1a, in situ
gebildet durch Reaktion einer dquimolaren Mischung aus 2a und 3a.
MafRbalken: 200 nm. Rechts: Fluoreszenzaufnahme von FITC-Dextran-
haltigen Vesikeln aus 1b, gebildet durch Mischen von 2b mit 3b in
Gegenwart von FITC-Dextran. MaRbalken: 5 um.

micellaren Konzentration (critical micellar concentration,
cmc) fiir dhnliche Verbindungen. Die cmc der Stammver-
bindung Dodecyltrimethylammoniumbromid (DTAB) ist mit
15 mm™ angegeben, und die cmc von N-(2-Chlorethyl)-N,N-
dimethyldodecylammoniumbromid mit 13.9 mm."! Fiir n-
Dodecylphosphat wurde eine cmc zwischen 10 und 42 mm
gemessen, abhingig vom pH-Wert und den Gegenionen.'!
Deshalb gehen wir davon aus, dass zu Beginn Monomere
vorliegen, die beim Mischen zuerst gemischte Micellen
bilden, um sich dann mit fortschreitender Reaktion zu Vesi-
keln umzuwandeln.

Schon allein die Mischung von kationischen und anioni-
schen Tensiden kann zu Vesikeln fithren, ohne dass dabei eine
chemische Reaktion zwischen den Amphiphilen stattfindet.
Dieser Typ von Vesikeln ist bekannt als katanionische Vesi-
kel Er kann aus einer Vielzahl von Tensiden hergestellt
werden, allerdings muss eines der Tenside im Uberschuss
vorliegen, da dquimolare Mischungen dazu neigen auszufal-
len.™™ Um zu bestitigen, dass die Vesikel in Abbildung 1
tatsdchlich hauptsichlich aus 1a bestanden, wurde zuerst eine
negative Kontrolle mit den entsprechenden nichtfunktiona-
lisierten Tensiden durchgefiihrt. Als das nichtfunktionali-
sierte Tensid DTAB mit 2a gemischt wurde, wurden keine
Trilbung und keine Partikel grofer als 10 nm festgestellt. In
dem verwandten katanionischen System DTAB-Dinatrium-
dodecanphosphonat wurden nur gemischte Micellen, aber
keine Vesikel beobachtet.'” Als die Mischung von 2 und 3
durch Extraktion und Umkristallisation aufgearbeitet wurde,
konnte das zwitterionische Geminilipid wiederholt in quan-
titativer Ausbeute (>90%) isoliert werden. Diese hohe
Ausbeute ist vermutlich auf die Ausrichtung der reaktiven
Gruppen an der Grenzfliche zwischen Aggregat und Was-
serphase zuriickzufiihren.

Die funktionelle Stabilitit der Vesikel wurde durch Ein-
schluss eines fluoreszierenden Farbstoffs im Innenraum un-
tersucht.  Fluoresceinisothiocyanat-markiertes =~ Dextran
(FITC-Dextran, M =20000) wurde in einem kleinen Volu-
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men Pufferlosung gelost und iiber zwei Stunden kontinuier-
lich mit d4quimolaren Mengen von 2b (m=14) und 3b (n=
14) versetzt. Nicht eingeschlossenes Dextran wurde durch
Gelfiltration abgetrennt. In den Lipidfraktionen konnten
anschliefend im Fluoreszenzmikroskop stabile Vesikel, die
FITC-Dextran enthielten, beobachtet werden (Abbildung 1,
rechts). Ahnliche Experimente mit den Dodecylverbindun-
gen schlugen wegen starker Membrandurchlissigkeit fehl.
Dieser Befund ist in Einklang mit fritheren Berichten, denen
zufolge wasserlosliche Molekiile in 1,2-Dimyristoyl-sn-glyce-
ro-3-phosphocholin-Vesikeln ~~ (DMPC)  eingeschlossen
werden konnen, nicht hingegen in 1,2-Dilauroyl-sn-glycero-3-
phosphocholin-Vesikeln (DLPC).?*?!I Auch in anderen phy-
sikalischen Eigenschaften dhneln die zwitterionischen Ge-
minilipide den entsprechenden Phosphatidylcholinen sehr.
Fiir hydratisierte Doppelschichten von 1a liegt die Haupt-
phaseniibergangstemperatur (7,,) unter 0°C, verglichen mit
—3°C fiir DLPC. Fiir 1b betragt T,, =28°C, vergleichbar mit
24°C fiir DMPC. Die cvc fiir 1a ist (180 £ 30) nm, gegeniiber
25 num fiir DLPC? und (65 4 20) nm fiir 1b. Der niedrigere
Wert fiir das entsprechende Phospholipid mag darauf zu-
riickzufiihren sein, dass dort die zwitterionische Kopfgruppe
von den hydrophoben Ketten durch das Glycerolriickgrat
getrennt ist. Ebenso ist die kritische Aggregatkonzentration
(critical aggregation concentration, cac) in katanionischen
Systemen um 2-3 GroBenordnungen niedriger als die der
einzelnen Komponenten.” Dagegen verursacht die kova-
lente Bindung im vorliegenden zwitterionischen Geminisys-
tem eine 10°-fache Reduktion der cac.

AbschlieBend wollten wir untersuchen, ob die Reaktion
von 2 mit 3 auch das Wachstum von Vesikeln unterstiitzt, die
schon im Medium vorgelegt sind. Dafiir stellten wir eine
Suspension von 1a-Vesikeln her, die durch 100-nm-Poren zu
einer GréBe von (77 +3) nm extrudiert wurden. Diese ver-
setzten wir iiber einen Zeitraum von zwei Stunden mit je
einem Aquivalent von 2a (m=12) und 3a (n=12). Die
GroBe der Vesikel wurde periodisch mithilfe der dynami-
schen Lichtstreuung gemessen. Dabei fanden wir, dass der
Durchmesser der Partikel bis zum Schlusswert von (111+
4)nm stetig zunahm (Abbildung 2). Dies entspricht einer
Verdopplung der Oberfliche (111%/77*~2) durch den quan-
titativen Einbau der zugegebenen Tenside 2 und 3 in die
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Abbildung 2. Wachstum von Vesikeln aus 1a nach Zusatz von je
einem Aquivalent 2a und 3a iiber einen Zeitraum von zwei Stunden.
Die GréfRenbestimmung wurde mit dynamischer Lichtstreuung vorge-
nommen.
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vorgelegten Vesikel, gefolgt von der Reaktion zu 1 in der
Doppelschicht.

Vesikel aus dem zwitterionischen Geminilipid 1 konnen in
Losungen von pH 5-10 und bis 1M NaCl hergestellt werden.
Das vorteilhafte Stabilitédts- und Wachstumsverhalten stimmt
uns optimistisch, dass dieser neue Zugang zur Vesikelbildung
aus reaktiven Lipiden die Entwicklung von kiinstlichen
Zellen im Labor voranbringen wird. Ein anderer interessan-
ter Aspekt ist die Ahnlichkeit mit natiirlichen Phospholipi-
den, allerdings ohne deren Flexibilitdt bei Verkniipfung und
Austausch von Fettsduren und Kopfgruppen. Man kann spe-
kulieren, dass gerade diese Flexibilitdt eine der wesentlichen
Krifte hinter der natiirlichen Selektion von Phospholipiden
gegeniiber alternativen Strukturen wie den zwitterionischen
Geminitensiden ist.
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