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Selektive Vesikelbildung aus Calixarenen durch
Selbstaggregation™*

Yasutaka Tanaka,* Masami Miyachi und
Yoshiaki Kobuke

Alle lebenden Organismen sind in Kompartimente unter-
gliedert, die aus Vesikeln aufgebaut sind. Diese wiederum
enthalten verschiedene Membranproteine, z. B. Kanalprotei-
ne, was spezifische biologische Funktionen ermoglicht. Die
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Charakterisierung der Gestalt, Groe und der Eigenschaften
der aus natiirlichen oder synthetischen Amphiphilen ge-
bildeten Vesikel ist nicht nur fiir das Studium der Struktur und
Funktion von Modellmembranen wichtig,['! sondern auch fiir
den Finsatz solcher Membransysteme bei neuen Technolo-
gien, z.B. als Sensoren, Wirkstoffdepots und bei der photo-
chemischen Umwandlung von Solarenergie.? Wir haben
bereits dariiber berichtet, da3 ein amphiphiler Polyhydroxy-
makrocyclus, das Calix[4]resorcaren 1, sich wie ein kiinstlicher
Kaliumkanal verhilt, sobald es in planare Doppelschichten
aus Sojabohnen-Lecithin eingebaut wird.?! Der im wesentli-
chen aus vier Benzolringen und vier Alkylketten bestehende

3 R= CH3(CH2)16

1R= CH3(CH2)16, R'=H
2 R= CH3(CH2)16, R'= OH

zylindrische Makrocyclus bildet die Kanalpore fiir den

Tonentransport durch die Lipiddoppelschicht.’! Man erwartet,

daB Amphiphile wie 1 oder das Calix[4]pyrogallolaren 2 in

Wasser aggregieren und somit eine spezifische, selbstasso-

ziierte Struktur bilden. Hier berichten wir iiber die selektive

Bildung von Vesikeln aus Polyhydroxymakrocyclen, den

Amphiphilen 1 und 2.4

Injiziert man eine Losung aus 1 oder 2 (6.7 mM) in
Tetrahydrofuran (0.4-2.0 mL) bei 60°C in eine Pufferlosung
(5mMm HEPES/Tris, 4 mL, pH 7.0), entsteht sofort eine
schwach weile Suspension der Amphiphile (HEPES =2-[4-
(Hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonsdure, Tris = Tris-
(hydroxymethyl)aminomethan).F! Die Suspension blieb iiber
einige Monate hinweg in dieser Form und weist mehrere fiir
ein selbstaggregiertes System typische Merkmale auf:

1) Negativ kontrastierte (1.5% Wolframphosphorsiure,
pH 7) und Gefrierbruch-elektronenmikroskopische Auf-
nahmen lassen die Bildung sphérischer und elliptischer
Partikel erkennen. Der Durchmesser der Partikel betrigt
fiir 1 und 2 zwischen 50 und 200 nm (Abbildung 1).[°!

2) Kraftmikroskopie(AFM)-Aufnahmen zeigen, daB die auf
einer Glimmerplatte verteilte Dispersion Partikel enthilt,
die einen Durchmesser zwischen 40 und 250 nm aufweisen
(Abbildung 2).[* 81

3) Dieselben PartikelgroBen wurden auch mit dynamischen
Lichtstreuungsmessungen mit einem Otsuka-SELS-800Y-
Gerit ermittelt.

Die GroBenverteilung liegt zwischen 30 und 240nm (4.0 x
10~*m), wobei das Maximum der Verteilung bei 53nm ist.
Demnach bestehen die Dispersion aus sphirischen und
elliptischen Vesikeln mit einheitlichem Durchmesser. Jedes
dieser Vesikel ist damit aus nichtkovalent verkniipften,
selbstaggregierten makrocyclischen Amphiphilen aufgebaut.
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200 mm
Abbildung 1. TEM-Aufnahmen von Vesikeln aus a) 1, b) 2 (negativ kon-
trastiert, 40000 fach vergroBert, 80 kV) und ¢) 2 (Gefrierbruch-elektronen-
mikroskopische Aufnahme, 40000fach vergroBert, 100 kV).

Abbildung 2. AFM-Aufnahme von Vesikeln aus 1, adsorbiert auf einer
Glimmerplatte. Skala in nm.

Aus Farbstoffeinschlu3-Experimenten lief3 sich folgern, daf3
es sich bei den erhaltenen Vesikeln um geschlossene Systeme
handelte, eine typische Eigenschaft von Vesikeln.[" ¥ Partikel
gleicher GroBe und Gestalt konnten noch nach zwei Wochen
durch Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und
AFM beobachtet werden, was die Stabilitdt der in Wasser
gebildeten Vesikel iiber diesen Zeitraum unterstreicht. Au-
Berdem lieBen sich keine offensichtlichen Verdanderungen der
Morphologie beobachten, wenn man diese Vesikel isolierte,
sie durch Trocknen im Hochvakuum dehydratisierte und
anschlieBend die getrockneten Vesikel durch Zugabe von
Wasser wieder rehydratisierte.

Die Makrocyclen 1 und 2 liegen mit einer all-axial-all-cis-
Konfiguration der vier Alkylketten vor;l% die vollstindig
gestreckten Alkylketten sind etwa 2.6 nm lang, wie die
Abschitzung aus Kalottenmodellen oder Molekiildynamik-
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simulationen zeigt. Wenn die Vesikellosung auf eine Glim-
merplatte aufgebracht und im Vakuum getrocknet wird, dann
weisen die Vesikelpartikel AFM-Untersuchungen zufolge
eine abgeflachte Gestalt mit abgerundeten Kanten und einer
leicht konkaven Oberfliche auf. Der vertikale Querschnitt
betrug bei mehr als zehn der aus 1 oder 2 aufgebauten Partikel
durchschnittlich ca. 10 nm. Dies entspricht der Dicke zweier
Doppelschichten aus 1 und 2 (Abbildung 3). Ahnliche AFM-
Messungen wurden auch an unilamellaren Liposomen aus

Vakuum

wu gl es

Abbildung 3. Schematische Darstellung eines aus 2 aufgebauten Vesikels.

Phosphatidylcholinen durchgefiihrt.''] Die beobachtete mitt-
lere Dicke von ca. 9.5nm fiir den Liposomenquerschnitt
entspricht der Ausdehnung zweier Phosphatidylcholin-Dop-
pelschichten.'?l Weiterhin wurde die Doppelschichtstruktur
der Vesikellosung aus 1 durch Differenz-Scanning-Kalorime-
trie (DSC) bestitigt:[3 Bei steigender Temperatur wurde das
Signal fiir einen endothermen ProzeB bei 65 °C registriert, das
wahrscheinlich dem Phaseniibergang vom Gel zum Fliissig-
kristall entspricht, einem der fundamentalen Charakteristika
von Doppelschichtmembranen.[' Dies deutet darauf hin, daB
die aus 1 und 2 aufgebauten Vesikel unilamellare Membranen
bilden, in denen makrocyclische Amphiphile so angeordnet
sind, da ihre Hydroxygruppen als hydrophile Teile zur
Wasserphase ausgerichtet sind.

Man kennt auch Amphiphile anderer chemischer Struktur
und Anordnung der hydrophilen und hydrophoben Molekiil-
teile, und ihre strukturellen Eigenschaften bestimmen die
morphologischen und funktionellen Eigenschaften der in
Wasser gebildeten Assoziate.S) Die Bildung von Vesikeln
aus Monoalkylphenolderivaten erscheint aus theoretischer
Sicht wegen ihrer kegelformigen Molekiilform und des hohen
pK,-Werts der OH-Gruppen unwahrscheinlich. Tatsichlich
bildet das Alkylresorcin 3, das die gleiche Alkylkette wie 1
und 2 enthélt, unter den von uns angewendeten Bedingungen
micellenartige Aggregate. Durch AFM-Messungen wurde
bestitigt, dafl aus 3 aufgebaute Aggregate Durchmesser von
weniger als 16 nm haben.['l Dagegen haben die Amphiphile 1
und 2 eine zylindrische Gestalt und bilden daher in Wasser

0044-8249/99/11104-0566 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 4



ZUSCHRIFTEN

Vesikel. Das FT-IR-Spektrum der dehydratisierten, aus 1
aufgebauten Vesikel enthélt eine Bande fiir die Streckschwin-
gung von OH-Gruppen, die an Wasserstoffbriicken beteiligt
sind (3500 cm~!).['’1 OH-Gruppen benachbarter Benzolringe
bilden bedingt durch ihre rdumliche Nidhe paarweise Wasser-
stoffbriicken, wodurch die all-axial-all-cis-Konfiguration sta-
bilisiert wird. Bei dem pH-Wert im Experiment wird dadurch
wahrscheinlich die Dissoziation einer OH-Gruppe aus diesem
Paar unterstiitzt. Dies 148t auBBerdem vermuten, daf} inter-
molekulare OH --- O-Wasserstoffbriicken vorliegen. Die Form
der Amphiphile und die Wasserstoffbriicken in 1 und 2 sollten
zur Stabilisierung der Vesikel beitragen. Unseres Wissens
handelt es sich dabei um den ersten Fall, bei dem ein pheno-
lisches Amphiphil durch Selbstaggregation Vesikel bildet.

Wir haben hier gezeigt, dafl ein aus vier phenolischen
Amphiphilen bestehender Makrocyclus eine zylindrische
Molekiilform bildet und als selbstaggregierte Struktur selek-
tiv Vesikel bildet. Die intra- und intermolekularen Wasser-
stoffbriicken zwischen OH-Gruppen in 1 und 2 spielen eine
wesentliche Rolle bei der Stabilisierung der selbstaggregier-
ten Struktur. Diese Arbeit kann deshalb den Weg fiir Studien
an Calixarenen in assoziierter Form ebnen; bisher durch-
gefiihrte Studien befaflten sich hauptsdchlich mit Calixarenen
als monomolekularen Einheiten.

Eingegangen am 24. November 1997,
verdnderte Fassung am 26. Oktober 1998 [Z11191]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 504 —506

Stichworter: Calixarene - Selbstorganisation - Vesikel -
Wasserstoffbriicken
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Zur Entfernung des organischen Losungsmittels wurde der wéBrige

Puffer auf 60°C erhitzt. Auch im Ultraschallbad bildeten die makro-

cyclischen Amphiphile in der Pufferlosung sphirische Partikel. Man

erhielt 2 als farblose Kristalle; die spektroskopischen Daten (*H- und

BC-NMR, IR und MS) stimmen mit der angegebenen Struktur

iiberein. Da 2 extrem hygroskopisch ist, wurde die Elementaranalyse

am dodecaacetylierten Derivat von 2 durchgefiihrt (korrekte C,H,O-

Analyse).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen wurden mit JEOL-TEM-

2000F- und -TEM-1010-Instrumenten aufgenommen. Die Gefrier-

bruch-elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem

JEOL-JFD-9010-Instrument angefertigt.

Zu AFM-Mesungen an Vesikeln zur Bestimmung von Gestalt,

Durchmesser, Dicke und Abschitzung der Zahl der Membranschich-

ten siehe: S. Singh, D. J. Keller, Biophys. J. 1991, 60, 1401.
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genommen. Mit beiden Arbeitseinstellungen erhielt man fiir dieselbe

Probe nahezu identische Bilder.

Die Komponenten der Vesikellosung (2.5 x 103m, 4 mL), die einen

fluoreszierenden Farbstoff (Natrium-8-amino-1,3,6-naphthyltrisulfo-

nat, 34.2 mg) enthielt, wurden iiber Sephadex G-50 (1 cm x 20 cm) mit
der Pufferlosung als Elutionsmittel getrennt. Die Vesikel waren in den

Fraktionen 0.36 bis 0.63 mL enthalten, wihrend der freie Farbstoff

nach Elution von 0.9mL erhalten wurde. Die Vesikelfraktion

fluoresziert bei 515 nm, wenn bei 370 nm angeregt wird.
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Adsorption von Aceton an MgO:
experimentelle und theoretische Hinweise auf
ein Oberflichen-gebundenes Enolat**

Javier F. Sanz,* Jaime Oviedo, Antonio Marquez,
José A. Odriozola und Mario Montes

Basische Katalysatoren sind in der heterogenen Katalyse
als Tragermaterial oder als aktive Komponente weit verbrei-
tet. Von besonderem Interesse fiir die Industrie ist dabei die
Aldoladdition von Ketonen; die Aldoladdition von Aceton
liefert z. B. Diacetonalkohol (DAA), der als Losungsmittel fiir
Cellulose oder als Intermediat fiir die Synthese von Isobu-
tylmethylketon, einem in der chemischen Industrie sehr
wichtigen Losungsmittel, eingesetzt wird. Aus mechanisti-
scher Sicht sind Aldoladditionen basenkatalysierte Reaktio-
nen, wobei zunéchst eine Enolspezies an einem basischen
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