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Bindungsexperimente: Das Polymer (10 mg) wurde iiber Nacht bei Raum-
temperatur mit einer Losung des Peptids (1mm Acetonitril/Wasser 4:1,
0.333 mL) geschiittelt. Vor der HPLC-Analyse wurden die Losungen iiber
ein PTFE-Membranspritzenfilter (0.2 pm, 13 mm Durchmesser, HPLC
Technology, Macclesfield, GroBbritannien) filtriert, das an eine Einweg-
spritze angeschlossen war. Die HPLC-Analyse erfolgte an einer LiChrosh-
per-C18-Kolonne (Merck) bei isokratischer Elution mit 20proz. wéBrigem
Methanol unter UV-Detektion.
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Nanosphiiren aus polymerisierten
Lipofullerenen**
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Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) bildet mit auBer-
gewohnlich hohen Gewichtsanteilen von lipophilen Hexaad-
dukten von Cy wie 1 im wéalrigen Medium multilamellare
Vesikel (MLV) mit schlauchférmigen Fulleren-Nanoaggrega-

ten innerhalb der Lecithindoppelschicht.l>? Die eingelager-
ten Lipofullerene weisen Lingen von einigen um und Durch-
messer bis zu 30nm auf und verdndern signifikant die
mikromechanischen Eigenschaften der konjugierten Mem-
branen. So wurde eine Erhohung der Membransteifigkeit bei
gleichzeitiger entkoppelter lateraler Diffusion von Lipiden
und Lipofullerenen innerhalb der Doppelschicht nachgewie-
sen.'*l In diesem Zusammenhang ergab sich die Fragestel-
lung, ob die Selbstorganisation der Lipofullerene innerhalb
dieser supramolekularen Strukturen fiir den Aufbau von
formstabilen auf Fullerenen basierenden Nanoarchitekturen
herangezogen werden kann.

Wir berichten nun iiber die Synthese von gefiillten und
hohlen Nanosphéren, die durch Polymerisation solcher in
MLVs interkalierter Lipofullerene entstanden sind. Als ver-
netzungsfahiges Strukturelement innerhalb der lipophilen
Ketten haben wir Butadiingruppen gewihlt. Damit sollte
durch Belichtung im Sinne von 1,4-Additionen*® eine
kovalente Verkniipfung der Lipofullerene moglich werden.[”!
Es ist bekannt, da3 Membranen, die aus Lipiden mit
Butadiineinheiten aufgebaut sind, durch Vernetzung unter
Bildung von Oligodiacetylenen polymerisiert werden kon-
nen.ll Als monomeres Lipofulleren wurde das T;-symmetri-
sche Hexakisaddukt 2 verwendet, das mit seinen zwoOIf
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Schema 1. Herstellung des polymerisierbaren Lipofulleren-Hexakisaddukts 2. a) LiAlH,,
Diethylether; b) CICOCH,COCI/Pyridin, CH,Cl,; c) C4, DMA, CBr,, DBU, Toluol.

Octadecadiinylseitenketten hyperfunk-
tional ist und damit eine gute Vernetzbar-
keit in drei Dimensionen gewéhrleistet.
Fiir die Herstellung von 2 (Schema 1)
wurde 10,12-Octadecadiinsdure 3 redu-
ziert und der erhaltene Alkohol 4 mit
Malonyldichlorid zu Dioctadecadiinyl-
malonat 5 umgesetzt. Dieses gab mit
Fulleren via Templataktivierungl® mit
Dimethylanthracen (DMA) und 1,8-Di-
azabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) nach
erschopfender Cyclopropanierung!!® 112,
welches vollstindig charakterisiert wurde
(Tabelle 1).

Fiir die Untersuchung der photochemi-
schen Vernetzbarkeit von 2 wurde zu-
néchst das Monomer als Film auf einer
Glasplatte zwei Tage belichtet (300-W-
Lampe). Wihrend das gelbe Monomer 2

Tabelle 1. '"H-NMR-, BC-NMR-, IR-, UV- und MS-Daten von 2.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6 =0.90 (t, 36 H, /=7 Hz, CHj;), 1.35-1.55
(m, 216 H, CH,), 1.68 (tt, 24 H, J, =J, =7 Hz, CH,), 2.24 (t, 48H, /=7 Hz,
CH,C=C), 4.24 (t, 24H, J =7 Hz, CH,0); “C-NMR (100.5 MHz, CDCL,):
0 =13.84 (CH,), 19.09, 19.13, 22.09, 25.74, 27.98, 28.31, 28.36, 28.78, 28.99,
29.13,29.31,30.92 (CH,), 45.33 (Methanobriicke), 65.23, 65.26 (sp-C), 66.92
(CH,0), 69.06 (Cy-sp*-C), 77.43, 77.48, (sp-C), 141.15, 145.81 (Cg-sp*C),
163.92 (C=0); IR (KBr): #=2930.8, 2856.4, 2256.1, 2155.5, 1746.3, 1465.1,
1264.4,1215.8, 1080.2, 715.7, 529.3 cm™'; UV (CH,CL,): A,,,, =270.5, 280.5,
318.0, 336.0, 383.0 nm; MS (a-Cyan-p-hydroxyzimtsiure (CCA), MALDI):
miz: 4267 [M*]

bei 42°C schmilzt, findet bei dem unl6slichen, rotbraunen
Bestrahlungsprodukt 6 bis 280 °C kein Phaseniibergang statt.
Die BC-Festkorper-NMR-Analyse (MAS) und das IR-Spek-
trum von 6 zeigen, daf3 neben neugebildeten Endiineinheiten
(0=90-140; 7#=2230 (C=C), 1600 cm~! (C=C)) noch intakte
Butadiineinheiten (6 = 65, 77) vorhanden sind. Aus sterischen
Griinden konnen jeweils nur zwei oder drei Monomerbau-
steine an einer Verkniipfungstelle unter Bildung von kurzen
Endiineinheiten vernetzt werden.

Fiir die matrixkontrollierte Polymerisation innerhalb der
MLVs wurde 2 in die Phospholipidvesikel interkaliert.
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Deuterium-Festkorper-NMR  (*H-NMR) und

OH Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie ergaben,
dal 2 innerhalb der Membran die gleiche

Tendenz zur Selbstaggregation aufweist wie

die analogen gesittigten, nichtpolymerisierba-

ren Lipofullerene.l>? Fiir die Polymerisation

wurde eine wélrige Suspension der DPPC-

5 MLVs, die 15 Mol-% 2 enthielten, in einer
Quarzkiivette bei 50°C (fluide Lipidphasel® ?)

N 12 h mit UV-Licht (8 W, 256 nm) bestrahlt. In
Kontrollexperimenten mit reinen DPPC-MLVs
wurde durch Differentielle Scanningkalorime-
trie (DSC) sichergestellt, da sich die Lipide
unter den Versuchsbedingungen nicht zerset-
zen. Beim polymerisierbaren DPPC-Lipofulle-
ren-System &nderte sich hingegen nach der

\

Bestrahlung das dynamische Verhalten der Lipide signifikant.
Abbildung 1 zeigt Deuterium-NMR-Spektren des polymeri-
sierbaren DPPC-Lipofulleren-Systems (kettenperdeuterier-
tes DPPC) vor und nach der Polymerisation. Die Verdnde-
rung der Linienform kann durch eine Erhéhung des Mem-

I T I T I I 1
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vikHz —
Abbildung 1. 2H-NMR-Spektren der perdeuterierten multilamellaren
DPPC-Vesikel ([Dg]DPPC) mit 15Mol-% Lipofulleren 2 vor (oben)
und nach UV-Bestrahlung (unten) bei 50°C.
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branbiegemoduls erklirt werden.!’ Weiterhin manife-
stiert sich die Polymerisation durch eine mehr als 10proz.
Verringerung der transversalen Deuterium-NMR-Relaxa-
tionszeit ¢, der perdeuterierten DPPC-Ketten. Eine Verrin-
gerung der #,-Relaxationszeit der Lipidketten kann mit der
Anwesenheit rigider Strukturen in ihrer unmittelbaren Um-
gebung erkldrt werden. Relaxations-Kontrollexperimente
ergaben zudem, daf3 die Polymerisation nach 12 h Bestrah-
lungszeit abgeschlossen war und daf3 die Verringerung von ¢,
nicht bei reinen, analog behandelten DPPC-MLVs auftritt.

Untersuchungen der Fliissigphasen-Proben durch Gefrier-
bruch-Elektronenmikroskopie ergaben, daf die vor der Poly-
merisation beobachteten Schlauchstrukturen (Abbildung 2 a)
auf der MLV-Oberfliche weitgehend verschwunden waren.
Dafiir findet man perfekt sphérische Objekte aus polymeri-
siertem Lipofulleren mit Durchmessern von 100 nm bis zu
mehreren pm (Abbildung 2b). Die kleinen Sphiren mit
Durchmessern <150 nm sind hohl und transparent, der
Replikahintergrund ist durch die Objekte hindurch sichtbar.
Die groBeren Kugeln sind gefiillt und fiir den Elektronen-
strahl nicht mehr durchldssig. Das DPPC lie$3 sich nach der
Polymerisation durch Extraktion mit organischem Losungs-
mittel entfernen. Damit waren vakuumgetrocknete Nano-
sphiren der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
nun auch ohne Gefrierbruch-Préparation zuginglich (Ab-
bildung 2¢). Raster-Kraft-Mikroskopie-Aufnahmen (AFM)
ergaben fiir einzelne aus der Oberflidche herausragende Cgy-
Kugeln einen mittleren Abstand von 16 nm (Abbildung 3).
Nach einer rechnerischen Glattung wurden eine durchschnitt-
liche Oberflachenrauhigkeit der Polymerkugeln von 0.9 nm
und maximale Hohenamplituden von 1.5 nm ermittelt. Die
gefiillten Polymerkugeln erwiesen sich als mechanisch sehr
stabil und werden auch bei Auflagekriften, die um ein bis
zwei Grofenordnungen grofer waren als die fiir Abbildung 3
gewihlte Kraft von 1 nN, nicht beschéddigt. Bei den TEM-
Abbildungen der transparent erscheinenden kleinen Hohlku-
geln konnte auBlerdem keine Abdunkelung der Projektion der
Sphirenrdnder festgestellt werden. Die Wanddicke dieser
Kugelsphdren muf3 also unter der Auflosungsgrenze des
Mikroskops (ca. 10 nm) liegen.

Die hier vorgestellte Polymerisation kann als eine spezielle
Art von Emulsionspolymerisation angesehen werden, bei der
das Monomer in wiBriger Losung in Gegenwart eines
Detergens polymerisiert wird.'?l Die Tatsache, daB die
Bildung der Nanosphéren aus der fluiden MLV-Phase beob-
achtet wird, in der nur die quasi-zweidimensionale laterale
Bewegung der Monomerenbausteine gewéhrleistet ist, 146t
auf eine essentielle Templatfunktion der Vesikel wahrend der
Polymerisation schlieen.

Interessanterweise lassen sich jedoch aus 2 in Abwesenheit
von DPPC neben amorphem Polymer in geringen Ausbeuten
auch sphérische Polymere herstellen. Urspriinglich nur als
Kontrollexperiment gedacht, wurde eine Losung von
5mgmL~! 2 in Decan bei Raumtemperatur bestrahlt (8 W,
256 nm). Bereits nach 30 min beobachtet man die Entstehung
eines glinzend-braunen Niederschlags an der Wand des
Reaktionsgefifies und zusdtzlich im Inneren der Losung
suspendierte kleine kugelige Objekte. In diesem Fall konnten
jedoch keine Hohlkugeln gefunden werden. Unseres Wissens
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Abbildung 2. TEM-Aufnahme einer Gefrierbruch-Priparation von
15 Mol-% Lipofulleren 2 in multilamellaren DPCC-Vesikeln a) vor und
b) nach mit UV-Licht initiierter Polymerisation. c) Lipofulleren-Polymer-
sphédren nach Extraktion des DPPC und anschlieBender Vakuumtrock-
nung. Die Liangen der Balken entsprechen jeweils 1 um.
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Abbildung 3. AFM-Aufnahme einer Lipofulleren-Polymersphire nach
DPPC-Extraktion; die Lénge des Balkens entspricht 50 nm.

liegt hier der erste Fall fiir eine isotrope Polymerisation vor,
die vermutlich allein schon durch die Form und die Hyper-
funktionalitdt des hochsymmetrischen Monomers 2 ermog-
licht wird. Nur ein kleiner Teil der zwolf zur Vernetzung
verfiigbaren Gruppen konnen aus sterischen Griinden iiber-
haupt zur Polymerisation herangezogen. Die jeweils auflen an
den Kugelfldchen befindlichen und noch nicht umgesetzten
Diinfunktionen bedingen nach Art eines ,lebenden Poly-
mers® durch Diffusionskontrolle der Monomeren in Losung
ein dendritisches, dem Raumangebot entsprechendes isotro-
pes Polymerenwachstum zu einem isotropen 3D-Netz. Die
Polymerisation in Losung dhnelt der Polymerisation in MLVs
insofern, als daB in beiden Fillen ein Medium fiir die
Diffusionskontrolle bereitsteht: das Losungsmittel Decan
oder die fluide Lipiddoppelschicht. Der Grund fiir die
Bildung von kleinen Hohlkorpern im Falle der Vesikelpoly-
merisation kann in der Stabilitit kleiner Vesikel liegen, die
durch ihre Formgebung und das kleine Volumen nur eine
laterale Diffusion und damit nur eine anisotrope zweidimen-
sionale Polymerisation zur Hohlkugel erlauben. Grofere
multilamellare Vesikel konnten zwar entsprechend zur Bil-
dung zwiebelschalenartig konzentrisch gefiillter Kugeln fiih-
ren, wahrscheinlicher ist jedoch, daf3 die einzelnen Lamellen
dem Druck nicht standhalten, die Membran reif3t und so die
Diffusion von Monomerenbausteinen auch von auBerhalb
(und innerhalb) erfolgen kann und damit die Bildung kom-
pakt gefiillter dreidimensionaler Polymersphiren initiiert
wird.

Experimentelles

Synthese des Lipofulleren-Monomerenbausteines 2: 10,12-Octadecadiin-1-
ol 4 wird in quantitativer Ausbeute durch LiAlH,-Reduktion von
kauflicher 10,12-Octadecadiinsdure 3 in Diethylether erhalten; die an-
schlieBende Acylierung mit Malonyldichlorid/Pyridin in CH,Cl, fiihrt zu
Di-10,12-octadecadiinylmalonat 5 (63 % Ausbeute). Die folgende templat-
unterstiitzte Cyclopropanierung!®!'" von Cy, (108 mg, 0.15 mmol) mit DMA
(310 mg, 1.50 mmol), 4 (894 mg, 1.50 mmol), CBr, (497 mg, 1.50 mmol) und
DBU (0.448 mL, 3 mmol) in 70 mL Toluol liefert nach Siulen- (SiO,;
Hexan/CH,Cl,, 1/1) und préiparativer HPLC-Chromatographie (grom-
Sil 1008i, NPI, SuL, 20 mL min~!, CH,Cl,/Heptan, 7/3)
1,2:18,36:22,23:27,45:31,32:55,56-Hexakis{[di(10,12-octadecadiinyloxycar-
bonyl) Jmethano}-1,2,18,36,22,23,27,45,31,32,55,56-dodecahydro[60]fulle-
ren 2 (166 mg, 26 % Ausbeute).

Die MLV-Proben fiir die Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie und die
TEM-Untersuchungen wurden nach dem in Lit. [1] beschriebenen Ver-
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fahren prépariert. Fiir die TEM-Messungen der Polymersphéren nach der
Entfernung der Lipide wurden Triafol-Lochfolien verwendet und direkt in
den Elektronenstrahl gebracht. In den Lochern befanden sich die aus der
organischen Losung erhaltenen, getrockneten Polymersphéren.

Die AFM-Aufnahmen wurden im Kontakt-Modus (Nanoscope Illa,
Digital Instruments, Mannheim) auf Glimmerplittchen in 1-Propanol bei
15°C aufgenommen, nachdem das Lipid mit CHCl; entfernt worden war.
Aufnahmeparameter: konstante Kraft (<1 nN), Siliciumnitrid-Cantilever
(30 mNm™), 6.8 Zeilen pro Sekunde, 90° Scanwinkel.

Die H-NMR-Experimente wurden wie in Lit. [1] beschrieben durch-
gefiihrt. Zur Messung der transversalen Relaxationszeit ¢, wurde der
Pulsabstand in der Quadrupolecho-Sequenz zwischen 30 und 120 ps
variiert, und eine halblogarithmische Auftragung der Echointensitét iiber
den doppelten Pulsabstand ergab (,)"! als Steigung der Geraden.
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