Zuschriften

Biomimetische Membranen

DOI: 10.1002/ange.200901544

Biomimetische Lipo-Glycopolymer-Membranen: photochemische
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Der Aufbau von definierten supramolekularen Architekturen
mit molekularer Prézision, z.B. von biomimetischen Mem-
branen,'?! erfordert die Synthese multifunktioneller Bau-
steine und eine ausgekliigelte Kombination nanotechnologi-
scher Oberflichenpriaparationsmethoden. Ein Nachteil der
herkommlichen gestiitzten Lipiddoppelschichtmembranen
(tethered Bilayer Lipid Membranes, tBLMs) ist ihre be-
grenzte submembranidre Entkupplungsdistanz von der Tra-
geroberfliche (Abstand der Membran von der Sensorober-
flache). Die Notwendigkeit fiir groBe (6 nm und mehr) Cy-
toplasma-analoge Kompartimente rithrt von einer Reihe
biologischer und biophysikalischer Notwendigkeiten her, z. B.
der Einbettung cytoplasmatischer Untereinheiten von Mem-
branproteinen, der Reduktion des Forster-Energietrans-
ferst! fiir den Einsatz fluoreszierender oder photoaktivier-
barer Molekiile in der Ndhe von Metalloberflichen sowie der
Kompensation von Oberflichenrauigkeiten, die oft nachteilig
fiir die elektrischen Eigenschaften von tBLMs sind.[’ Der-
zeitige polymerbasierte tBLMs auf Goldoberflichen errei-
chen keine Membran-Oberflichen-Entkupplung von mehr
als 5 nm, auch ergeben polymerbasierte tBLMs bisher keine
hinreichend guten elektrischen Eigenschaften (spezifischer
Widerstand von mindestens einigen MQ cm?).
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Wir haben eine neue Strategie entwickelt, die es ermog-
licht, die Einschriankungen der tBLMs mithilfe von Lipo-
Glycopolymeren (LGPs) zu iiberwinden. Besonderer Wert
wurde auf die VergréBerung der Cytoplasma-analogen
Kompartimente unter Beibehaltung der guten Isolierungsei-
genschaften der Membran gelegt. Dies erfordert das sorgfél-
tige Design der Lipidgruppe, des Spacer-Molekiils und der
reaktiven selbstorganisierten Monoschicht (SAM) zur Im-
mobilisierung des LGP. Zusitzlich fithren wir eine neue Me-
thode zur kovalenten Immobilisierung ein, mit der auf pho-
tochemische Weise komplexe supramolekulare Architektu-
ren mit definierter Orientierung aus wéssriger Losung an
Oberflachen gebunden werden konnen. Diese Methode ist
vielversprechend fiir das Design neuer Protein-Nanoarrays
und die Bionanotechnologie im Allgemeinen.

Die Idee, Makromolekiile als ,,Kissen“”) zur Nachahmung
des Cystosols/Cytoskeletts fiir die Bildung eines hydrophilen
Raumes zwischen Membran und Festkorperoberfliche zu
verwenden, wurde von Ringsdorf und Sackmann einge-
fiihrt.*! Makromolekulare Spacer sind anspruchsvoll in der
Handhabung: Sie nehmen Kniuelkonformationen ein, die
stark vom Losungsmittel abhéngen, und haben sehr variable
Molekulargewichte und Léngen; zusitzlich bestimmen
Wechselwirkungen zwischen den Ketten die Form und Sta-
bilitdt des diinnen Films. Bisher verwendete lipidfunktiona-
lisierte kleine makromolekulare Spacer-Systeme (weniger als
100 Wiederholungseinheiten n) erreichen nicht mehr als 40 %
ihrer theoretisch maximal moglichen Dicke. Beispiele um-
fassen Polyethyloxazolin (n=50, Linge 3-3.5nm)® und
PEG2000 (n =45, Linge 4.9 nm).!'”! Die Anforderungen an
den makromolekularen Spacer kénnen wie folgt formuliert
werden:

1. Zwischen der Oberfldache und dem hydratisierten Polymer
muss eine komplette Benetzung herrschen.-'?

2. Die Wechselwirkung zwischen der Membran und der
Oberflache muss abstofend sein, um eine Entnetzung zu
verhindern.*”!

3. Nichtspezifische Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwi-
schen Lipid und Oberfléche (effektiv bis zu 3 nm) miissen
unterdriickt werden.”

Von allen bekannten Systemen erfiillt die Glycocalix der
Zelle diese Anforderungen am besten. Die Kohlenhydrate
der Glycocalix halten einen relativ hohen osmotischen Druck
aufrecht, der einen stabilen Zell-Zell-Abstand zwischen 10
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und 100 nm sowie eine Stabilisierung durch Wasserstoffbrii-
cken innerhalb der Glycocalix erlaubt.’”l Daher sollten koh-
lenhydratmodifizierte makromolekulare Spacer eine Stabili-
sierung innerhalb und zwischen den Spacer-Molekiilen er-
moglichen. Rechnungen®! zeigen, dass ein Minimum von
zwolf B-1,4-verkniipften Monosacchariden notwendig ist, um
eine Entkupplung von mindestens 6 nm zu erreichen. Aller-
dings ist die Synthese von Dodecasacchariden aufwindig, und
auBerdem wurde gefunden, dass Glycolipide mit mehr als vier
B-1,4-verkniipften Glucose-Monosacchariden nichtfunktio-
nelle Aggregate mit einer Phasenumwandlungstemperatur
T,,>160°C bilden.'! Um diese Probleme zu umgehen, ent-
wickelten wir ein neuartiges Lipo-Glycopolymer (Abbil-
dung 1), das auf einer Polyacrylathauptkette mit p-O-3-

Abbildung 1. Photochemische Anbindung von vororientierten Lipo-Gly-
copolymeren auf Goldsensoroberflichen nach Langmuir-Blodgett(LB)-
Transfer. Die Fusion von Liposomen fiihrt zur Bildung gestiitzter Lipid-
doppelschichtmembranen. Valinomycin, ein cyclischer Peptid-lonen-
transporter wurde verwendet, um die funktionelle Aquivalenz mit der
biologischen Membran zu demonstrieren.

verkniipfter Glucose aufgebaut ist. Eine Veroffentlichung
beschrieb einen dynamischen exo/endo-Rotamer-Austausch
beziiglich der Ester-Glucoseacrylat-Bindung, der im Falle des
Methacrylats auf das endo-Rotamer beschrinkt ist™® und der
Acrylatseitenkette eine Konformationsdynamik ermoglicht.
Die B-O-3-verkniipfte Glucose erlaubt es, den Kohlenhy-
dratrest auch iiber den reduzierenden Terminus an die akti-
vierte SAM anzubinden (siche
unten).

Als Lipid wird Dioctadecylamin
(DODA) verwendet, da es stabile
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der D-Glucose-2-propenoat-Polymerisation eingefiihrt.!
Das resultierende Polymer zeigt eine enge Molekularge-
wichtsverteilung zwischen 1.16 und 1.27. Fiir die hier pri-
sentierte Arbeit wird ein LGP mit M, =9000 (LGP9000) und
einem Polydispersitétsindex (PDI) von 1.17 verwendet, da
LGP5900 nur zu maximal 5.2 nm gestreckt werden kann und
LGP15000 sich nicht quantitativ 19st.

Wie schon frither von uns beschrieben, hidngt die Bildung
defektfreier tBLMs stark von der dynamischen Wechselwir-
kung der hydrophoben Lipiddominen ab.! Ein Langmuir-
Blodgett-Trog wird verwendet, um die orientierten LGP-
Filme an der Wasser-Luft-Grenzfliche zu bilden. Dies er-
moglicht die Anordnung der Lipidgruppen zu ausgedehnten
zweidimensionalen Fldchen. Bei zunehmendem Oberfli-
chendruck werden die Polymerketten gestreckt. Der LB-
Transfer dieser vororganisierten LGP-Filme auf Goldober-
flaichen ermoglicht es dem Glycopolymer, seine Lage und
Konformation an die Oberflachenrauigkeit anzupassen,
sodass eine intakte DODA-Schicht erhalten wird. Weiterhin
gestattet es diese Methode, das polare Glycopolymer mit
einer substratnahen Wiederholungseinheit anzubinden, die
nicht notwendigerweise der terminalen Gruppe entsprechen
muss. Dadurch wird sichergestellt, dass die Immobilisierung
einer gestreckten Spacer-Konformation stattfindet, wiahrend
die untere Membranhilfte eine optimale Lipidwechselwir-
kung aufweist.

Abbildung 2 A vergleicht die Druck-Flidchen-Isothermen
von DODA und LGP9000. Bei hohen Oberflichendriicken
nimmt LGP9000 eine Fliche von 58 A? pro Molekiil ein, nahe
der Minimalfliche von DODA (55 A?). Diese Fliche ist groB
genug fiir die Glycopolymerketten, weil die Flache der Mo-
nosaccharideinheiten bei etwa 40 A? pro Molekiil liegt.”" Da
biologische Membranen einen Oberflichendruck von ca.
35mNm™' aufweisen,” wird der LB-Transfer bei 35—
40 mNm™" durchgefiihrt. Dies entspricht einer Fliche von
120-150 A% pro LGP. Der Transfer oberhalb der fliissigen,
kondensierten Phase ermoglicht einen gestreckten, aber fle-
xiblen Glycopolymer-Spacer zum Ausgleich von Oberfli-
cheninhomogenititen. Uberraschenderweise erreicht LGP
eine Entkupplungsdistanz nahe seinem theoretischen Maxi-
mum (Tabelle 1). Dies unterstreicht den stabilisierenden
Effekt der Kohlenhydratwechselwirkungen. Wegen der Ver-
wendung polar protischer Losungsmittel fiir das Losen und

Tabelle 1: Anpassungsparameter der EIS-Daten (Membrankapazitit und spezifischer Widerstand), die
aus den Spektren von Abbildung 3 erhalten wurden.”!

LB-Filme" und fluide Membra-
nen!'”! bildet (ohne Anzeichen fiir
gelanaloge Zustinde!'®), bei der

Polymerisationstemperatur!*  che-
misch stabil ist, soweit bekannt
keine Proteinwechselwirkungen
eingeht (im Unterschied zu anderen
Lipiden™!!) und kommerziell er-

R, IMQcm’] A [Fem™* a  d[nm] d [nm]

exp. exp. ber.
binidre SAM 1.4£0.5 2.0+0.1 096 25+02 25
Azid-funktionalisierte binare SAM 0.05+0.01 8.0+3 096 3.0+0.1 3.0
Lipo-Glycopolymer, Monoschicht vor 0.76 +0.1 2.7+£0.2 096 11.5+15 12
Vesikelspreitung
Lipiddoppelschicht nach Vesikelspreitung 21+1.0 2.5+0.2 0.98 145+2 145
Lipiddoppelschicht + Valinomycin + K* 0.01+0.002

hiltlich ist. DODA wird iiber eine

[a] Acpe ist der Anpassungparameter fiir das CPE, erhalten durch die ZVIEW-Anpassungsroutine, a

kontrollierte radikalische Polyme-
risation als kettenstartende Gruppe
eines Nitriloxidinitiators wédhrend CS Chem3D Pro.
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repréasentiert den Verteilungsparameter der Zeitkonstanten; fir a =1 wird das CPE ein reiner Kon-
densator. SPS-Daten (Dickenmessung) verglichen mit simulierten MolekiilgréRen, erhalten mit
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Abbildung 2. A) Druck-Flichen-Isotherme von DODA (m) und
LGP9000 (+); A: durchschnittliche Flache pro Molekiil. B) SPS-Daten:
Au-Referenz (m), gemischte SAM (o), gemischte SAM plus ANB und
LGP9000, nicht extrahiert (A), und gemischte SAM plus ANB und
LGP9000, extrahiert (+). Werte siehe Tabelle 1.

den Transfer des LGP kann die reaktive SAM keine stark
elektrophilen Gruppen enthalten, die fiir die effiziente An-
bindung der Kohlenhydrate notwendig sind. Daher verwen-
deten wir photoreaktive SAMs, die in zwei Stufen auf der
Oberfldche pripariert werden. Zuerst wird eine gemischte
SAM aus 1-Mercaptohexan und aminoterminierten Cg¢- oder
C,-Disulfiden prépariert, die zur Einfiihrung der photore-
aktiven Gruppen mit 5-Azido-2-nitrobenzoesdurechlorid
(ANB) umgesetzt wird.

Gemischte SAMs werden aus zwei Griinden verwendet:
Erstens zeigen reine aminoterminierte SAMs eine reduzierte
Reaktivitidt aufgrund von Wechselwirkungen innerhalb der
Schicht®® und sterischer Hinderung.® Zweitens soll ein zu
hoher Ausgangswiderstand, der durch eine reine C12-SAM
und nicht durch die Membran bestimmt wird, vermieden
werden. 1-Mercaptohexan wird als lateraler Spacer verwen-
det, um SAMs von geringer Ordnung und reduziertem Wi-
derstand zu bilden. Eine photoreaktive SAM aus einer Mi-
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schung von 1-Mercaptohexan und Bis(aminohexyl)disulfid
ermoglicht keine kovalente Anbindung von LGPs. Es ist be-
kannt, dass Metalle zusitzliche elektromagnetische Zerfalls-
kanile und Wege zur Energiedissipation®®! innerhalb eines
Abstands von 5 nm von der Oberfliche ermoglichen, die zu
einem nahezu 100-proz. nichtstrahlenden Energietransfer
fithren. Daher muss fiir kurze SAMs ein effektiver Losch-
prozess erwartet werden. Dagegen wurde gezeigt, dass die
Fluoreszenz nicht vollstdndig geloscht wird, wenn der Spacer
mehr als sechs Methyleneinheiten enthilt, einhergehend mit
einer linearen Zunahme der Fluoreszenz bei zunehmender
Spacer-Linge.” Daher fithren wir hiermit Bis(aminodode-
cyl)disulfid in Kombination mit 1-Mercaptohexan ein. Eine
Mikrophasentrennung der funktionellen Aminogruppen wird
durch die Langenunterschiede der Alkyl-Spacer-Ketten von
fiinf bis sechs Methyleneinheiten sichergestellt,””! von der
bekannt ist, dass sie zu einer feinen Verteilung der lingeren
Ketten fiihrt,”® ohne Cluster zu bilden.” Die siulenartige
Struktur ermoglicht eine effiziente Photoaktivierung der
ANB-terminierten SAMs auf Goldoberflichen und eine
LGP-Immobilisierung innerhalb von 5 min bei Wellenldngen
> 300 nm. Dies ist vergleichbar mit Literaturbedingungen fiir
Systeme in Losung.™” Abbildung 2B zeigt die Oberflichen-
Plasmonen-Resonanzspektroskopie(SPS)-Daten einschlie$3-
lich der Photoanbindungsexperimente vor und nach Extrak-
tion der nicht kovalent gebundenen LGPs mit EtOH. Inner-
halb von 5 min werden mehr als 50 % des LGP kovalent an-
gebunden. ANB reagiert hauptsédchlich iiber das Triplettni-
tren, das in der Lage ist, mit der Acrylathauptkette (exem-
plarisch in Abbildung 1 gezeigt) oder dem Kohlenhydrat zu
reagieren.®!! Dabei findet keine Umlagerung zum Didehy-
droazepin statt, die notwendig wire, um effizient mit Amino-
oder Hydroxygruppen zu reagieren.”!! Andere Experimente
belegen die Bildung von Arylhydroxylamin,*? das die Re-
aktion mit dem reduzierenden Terminus des Zuckers er-
moglichen wiirde (Alternative zu Abbildung 1).

Eine homogene Vesikelfusion mit Diphytanylphospha-
tidylcholin auf die kovalent immobilisierten LGP-Mono-
schichten komplettiert die Lipiddoppelschicht und resultiert
in einer hochohmigen Membran mit einem grofSen Ent-
kupplungsabstand von der Oberfliche (Tabelle 1). Die Cha-
rakterisierung wurde mit SPS und elektrochemischer Impe-
danzspektroskopie (EIS) vorgenommen (Abbildung 3). Die
Impedanzspektren ermoglichen es, die Kapazitit und den
Widerstand der Lipidmono- und Lipiddoppelschicht durch
Anlegen einer Anpassungskurve an die Daten mithilfe eines
Aquivalenzschaltkreises zu berechnen.

Der Aquivalenzschaltkreis besteht aus einem die Lipid-
mono- oder Lipiddoppelschicht repréasentierenden RC-Glied,
das aus einem konstanten Phasenelement CPE ., dem spe-
zifischen Widerstand der Membran R,,.,, dem spezifischen
Widerstand der Elektrolytlosung R, und der Kapazitit des
Spacers C,, der auch die diffuse Doppelschicht oberhalb der
Goldoberflache enthilt, zusammengesetzt ist. Der Bode-
Graph in Abbildung 3 zeigt eine signifikante Zunahme des
Membranwiderstands von der LGP-Mono- zur LGP-Dop-
pelschichtmembran. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zu-
sammengestellt. Die gemessenen Werte fiir die tBLMs vari-
ieren zwischen 1 und 3 MQcm?, wogegen einzelne Experi-
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Abbildung 3. A) EIS-Analyse (Bode-Plot) der LGP-Monoschicht vor
(®@,0) und nach Vesikelfusion (,m). Die durchgehenden Linien repri-
sentieren die Anpassungskurven. Impedanz Z gegen Frequenz (0,0)
und Phasenwinkel gegen Frequenz (m,®). B) Aquivalenzschaltkreis fiir
die Anpassung.

sp

mente Werte von mehr als 10 MQcm? fiir den spezifischen
Widerstand der Lipidmembran zeigen. Die Unterschiede in
diesen sehr guten (mehr als einige MQcm?®) spezifischen
Widerstinden konnen durch minimale Variationen einiger
weniger Defekte {iiber groe Membranflichen erklért
werden. Die Daten entsprechen daher denen der BLMs sehr
gut.l) Funktionalitit und Reservoireigenschaften der neuen
tBLMs wurden mithilfe des Ionentransporters Valinomycin
untersucht; diese Untersuchungen belegen die Bildung einer
fluiden und isolierenden tBLM.

In Gegenwart von 0.1m Kaliumionen fillt der spezifische
Widerstand um bis zu drei GroBenordnungen, wodurch in
Ubereinstimmung mit der Literatur ein Abknicken des Gra-
phen im EIS-Spektrum beobachtet wird.®! Die durch das
Glycopolymer vermittelte Oberfldchenentkupplung betrégt
11.5 nm einschlieBlich der 3 nm durch die SAM.

Wir konnten erstmals die photochemische Anbindung
von funktionell orientierten supramolekularen Architekturen
auf Goldoberflichen zeigen. Die resultierenden tBLMs er-
reichen grofe Entkupplungsabstinde von der Festkorper-
oberflidche, wihrend sie die elektrischen Eigenschaften bio-
logischer Membranen beibehalten. Die iiberlegenen Eigen-
schaften von tBLMs auf Goldoberflachen konnen nun fiir
eine Vielzahl unterschiedlicher Anwendungen, z.B. Biosen-
soren und Lab-on-a-Chip-Anwendungen, eingesetzt werden.
Der neue Ansatz zur Priparation von Lipiddoppelschichten
auf polykristallinem Gold vermeidet die Notwendigkeit,
aufwindige, ultraglatte Goldsubstrate herzustellen. Uber die
traditionellen tBLM-Anwendungen hinaus sind nun dank der
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aufBlerordentlich groen Entkupplung hoch isolierender Mo-
lekiilschichten von der Sensoroberfliche auch neue Anwen-
dungen in der molekularen Elektronik und Nanotechnologie
moglich. Die Ausweitung unserer photochemischen Immo-
bilisierungsmethode auf Metalloberfldchen fiir andere, kom-
plexe Oberflichenmodifikationen, z.B. Blockcopolymer-Ar-
chitekturen, Protein-Arrays und intermolekulare Protein-
vernetzung, kann nun mit Oberflichenstrukturierungsme-
thoden wie Nanotintenstrahldruck, Stempeln und Photoli-
thographie kombiniert werden.
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