Spezifische Wechselwirkung von Proteinen
mit funktionellen Lipidmonoschichten —
Wege zur Simulation von Biomembranprozessen
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und Joachim Venzmer

Das Zusammenspiel von molekularer Selbstorganisation und molekularer Erkennung fiihrt
zum Aufbau von funktionellen supramolekularen Systemen, in denen Ordnung und Beweg-
lichkeit kombiniert sind und deren Funktion auf ihrer Organisation beruht. Diese faszinieren-
den Phidnomene — und die lebende Zelle ist die bislang perfekteste Ausfithrung — sind nur im
Zusammenwirken verschiedener Bereiche unserer Wissenschaften zu verstehen. Mit synthe-
tischen supramolekularen Systemen lassen sich natiirliche Biomembranprozesse wie die spezi-
fische Erkennung von membrangebundenen Liganden durch Rezeptorproteine simulieren. So
fithrt die spezifische Wechselwirkung von Vitamin H (Biotin) mit dem tetrafunktionellen
Protein Streptavidin in der Monoschicht zur zweidimensionalen Kristallisation des Proteins,
wobei noch zwei seiner Biotinbindungsstellen frei zugdnglich bleiben. Diese sollten durch An-
docken von biotinylierten Molekiilen den Aufbau proteinhaltiger funktioneller Multischichten
ermoglichen. Ein weiteres Beispiel ist die mit dem Erkennungsprozefl gekoppelte Funktion von
Enzymen. Bei der Wechselwirkung von Phospholipase A, mit Lecithinmonoschichten kommt
es nach der spezifischen Erkennung zwischen Enzym und Substrat zur Lipidspaltung, gefolgt
von einer Aggregation des Enzyms zu Dominen. Fluoreszenzmikroskopisch konnten diese
Prozesse direkt verfolgt werden: ein Enzym wurde in flagranti erwischt.

Der Witz ist der Finder und der Verstand der Beobachter
Georg Christoph Lichtenberg !

1. Schritte iiber Grenzen?

1.1. Es gibt viele Wege, ein wissenschaftliches Problem
zu losen

Schritte iiber Grenzen? Ist es Hochmut, eine solche Uber-
schrift fiir die Einleitung einer Darstellung wissenschaftli-
cher Ergebnisse zu wihlen? Es wire ldcherlich, wenn das
Fragezeichen nicht wire. Und dennoch beinhaltet diese Fra-
ge eines der essentiellen Probleme der modernen Wissen-
schaftsentwicklung, ndmlich die fast bedngstigende Einsei-
tigkeit unseres naturwissenschaftlichen Denkens. Die Sach-
zwinge sind groB geworden und eine Spezialisierung hat
schon lange stattgefunden. Gerade deshalb sind Schritte
iber Grenzen notwendig. Kann man sie lehren, kann man sie
lernen?

Es gibt mehrere Theorien dariiber, wie man zu wissen-
schaftlichen Erkenntnissen kommt!?. Die diskursive Me-
thode, d.h. die Erkenntnis durch Reflexion und kausale
Schliisse, hat das intuitive Erfassen von Problemldsungen in
den Hintergrund gedringt. Aufgrund des Mangels an abso-
luter Sicherheit ist die Intuition abgewertet worden und wird
im Rahmen unseres Bildungswesens schlecht behandelt!?),
Das 148t sich teilweise historisch aus dem beherrschenden
Ziel der Erkenntnistheorie ableiten: Sicherung der Erkennt-
nis. Descartes und Kant machen die Sicherheit geradezu zum
Kriterium der Wahrheit: Nur das wirklich sichere Wissen
kann wahr sein — da bleibt nicht viel Raum fiir die Intuition.
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Wie viele Errungenschaften der Naturwissenschaft und
Technik bezeugen, hat die diskursive Methode immer groBe-
re Erfolge gebracht. Dies hat zu einer allgemeinen Verwissen-
schaftlichung unseres Denkens gefiihrt und zu einer grund-
sitzlichen Abwertung des weniger Sicheren und speziell auch
der Intuition in der Wissenschaft. Die Positivisten sprechen
dem nicht sicheren Wissen den Charakter der Erkenntnis
liberhaupt ab und lassen es allenfalls als ,,Freizeitbeschifti-
gung* gelten. Das sichere Wissen ist jedoch nachweislich fiir
Durchbriiche in den Wissenschaften bei weitem nicht ausrei-
chend — von der Bewiltigung des Daseins auf diesem Wege 1!
gar nicht zu reden.

Georg Christoph Lichtenberg, der Goéttinger Physiker und
Philosoph, hat schon vor 200 (!) Jahren die Frage nach
Schritten iiber Grenzen gestellt und pddagogisch beantwor-
tet[1®1: Es verdient einmal recht ernstlich untersucht zu wer-
den, warum die meisten Erfindungen durch Zufall miissen
gemacht werden. Die Hauptursache ist wohl die, dal} die
Menschen alles so ansehen, wie ihre Lehrer und die Umge-
bung es ansieht. Deswegen miBte es niitzlich sein, einmal
eine Anweisung zu geben, wie man nach gewissen Gesetzen
von der Regel abweichen konnte.** Die Entwicklung der Ma-
kromolekularen Chemie ist dafiir ein gutes Beispiel. Sie ist
aus Schritten iiber Grenzen, aus intuitiven Konzepten gegen
Lehrmeinungen hervorgegangen. Es ist historisch interes-
sant zu sehen, wie Herrmann Staudinger auf dem Hohepunkt
seiner Kreativitdt in der Organischen Chemie dieses ,.klas-
sische** Gebiet verlassen hat, um die Makromolekulare Che-
mie zu wagen (°). Sicher war die Zeit reif dafiir — dennoch hat
er sie gegen etablierte Konzepte durchsetzen miissen. AuBer-
dem ein interessantes Beispiel fiir das alte Wort von Leonar-
do da Vinci: ,,Wer sich im Streit der Meinungen auf Autorita-
ten beruft, bewegt sein Gedichtnis und nicht seinen
Verstand.*

Angew. Chem. 102 (1990) 1310-1327



1i

1.2. Funktionalisierte supramolekulare Systeme

Ein aktuelles Forschungsgebiet der modernen Organi-
schen Chemie, das in vielen Laboratorien interdisziplinar
bearbeitet wird, sind supramolekulare Systeme. Nachdem
die klassische Organische Chemie hochst komplizierte Mole-
kiile aufbauen kann und die moderne Biologie und Bioche-
mie detaillierte Einblicke in natiirliche Prozesse gestattet,
steigt das Interesse der Organiker, wie von J. M. Lehn formu-
liert, an einer Organischen Chemie jenseits der kovalenten
Bindung!®l.

In der Natur wird die Funktion von Systemen durch das
Zusammenspiel mehrerer Funktionseinheiten erreicht. Die
kleinste Einheit, die das perfekt demonstriert, ist die Zelle!™:
Es ist das Zusammenspiel von molekularer Selbstorganisa-
tion und molekularer Erkennung ihrer einzelnen Bausteine
(Lipide, Proteine, Nucleinsduren...), das zum Aufbau dieses
natiirlichen supramolekularen Systems fiihrt. Es kombiniert
Ordnung und Beweglichkeit, und seine Funktion beruht auf
seiner Organisation. Dieses faszinierende Phanomen ist nur
zu verstehen, wenn die unterschiedlichsten Bereiche unserer
modernen Wissenschaften zusammenwirken. Die Organi-
sche und die Makromolekulare Chemie sind hier ganz spe-
ziell mit neuen Synthese- und Strukturproblemen konfron-
tiert. Eine der interessantesten Fragen ist hierbei, ob man
nach dem Vorbild natiirlicher supramolekularer Systeme
neue Materialien entwickeln kann, deren Funktion ebenfalls
durch ihre Organisation bedingt ist. Ohne Schritte iiber die
Grenzen des klassischen Denkens der einzelnen Disziplinen
wird dies nicht moglich sein.

Wo gibt es Ubergiinge zwischen getrennten oder scheinbar
getrennten Bereichen der Naturwissenschaften? Als ein Bei-
spiel seien die gemeinsamen Perspektiven der Bio- und Mate-
rialwissenschaften auf der Basis funktioneller supramoleku-
larer Systeme schematisch dargestellt (Abb. 1).

Die Zelle mit ihren Erkennungsstrukturen an der Oberfla-
che wird durch die Lipidmembran strukturiert und iiberwie-
gend durch Proteine funktionalisiert. Die Stabilitét ist hier-
bei sowohl durch membrandurchspannende Proteine oder
Lipide als auch durch Polymernetzwerke wie das Cytoskelett
bedingt. Von diesem perfekten natiirlichen Vorbild fithrt ein
direkter Weg iiber die Liposomen®! mit ihren Doppelschich-
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Abb. 1. Funktionelle supramolekulare Systeme - Bindeglied zwischen Biowis-
senschaften und Materialwissenschaften.
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ten zu den Micellen ') mit ihren vielfiltigen lyotropen Struk-
turen!!®, Ihre Bedeutung im synthetischen und natiirli-
chen Bereich ist lange bekannt und hat in der Kolloidik in
den zwanziger Jahren die Physikalische Chemie bestimmt.
Neuere Entwicklungen auf dem Gebiet der Mono- und
Multischichten (Langmuir- und Langmuir-Blodgett-Syste-
me)"* ! haben zu ultradiinnen Filmen gefiihrt, in denen eben-
falls Ordnung und Beweglichkeit kombiniert werden kon-
nen. Den Materialwissenschaften noch ndher stehen die
Fliissigkristalle!?), die heute schon im nieder- wie im ma-
kromolekularen Bereich in der Technik von Interesse sind.
Thre Ordnung beruht auf der Formanisotropie, wobei es
Stibchen 31 Scheiben!!4! oder Bretter!!®! sein kdnnen, die
ihre Selbstorganisation bedingen. Zu oft wird allerdings
iibersehen, daB Fliissigkristalle auch in der Natur von jeher
essentiell waren. Zwar nicht thermotrop, sondern lyotrop
sind viele der natiirlichen Polymere und die Zellmembranen
selbst als Fliissigkristallsysteme zu sehen!!6l,

Neben der molekularen Selbstorganisation ist eine weitere
entscheidende Eigenschaft natiirlicher supramolekularer Sy-
steme ihre Fahigkeit zur molekularen Erkennung, die zu
spezifischen Wechselwirkungen fiihrt. Viele Vorgénge an der
Zellmembran beginnen mit Erkennungsprozessen und fiih-
ren dann zu Enzymreaktionen, z. B. zur Spaltung von Lipi-
den durch die verschiedenen Phospholipasen!'’. Das Pro-
blem der molekularen Erkennung ist. wie die Vielfalt der
Arbeiten iiber Wirt-Gast-Systeme!'®! und ihre Bedeutung
fiir synthetische supramolekulare Systeme zeigen, heute
langst zu einem wichtigen Bestandteil der Organischen Che-
mie geworden. Hierher gehort auch die Variation von Ober-
flichen und die Strukturierung ultradiinner Schichten mit
Schwerpunkten in der Katalysatorforschung, der Sensor-
technik und der Tribologie. Wie in Abbildung 1 angedeutet,
sind auch Flissigkristalle funktionalisierbar. Die prinzipielle
Funktionsweise von derartigen ,,adressierbaren* Fliissigkri-
stallen beruht wiederum auf ihrer Organisation, und die
,,molekulare Erkennung** wird durch reaktive, z. B. photo-
sensible Gruppen vermittelt!'®l, Im Bereich der nicht-
linearen Optik 2% und Speichertechnik 2!} werden solche
Konzepte heute bereits intensiv bearbeitet.

Hier soll kein Uberblick iiber den Bereich funktionel-
ler supramolekularer Systeme gegeben werden. Es werden
lediglich drei Beispiele herausgegriffen, die das Zusammen-
spiel von molekularer Selbstorganisation und molekularer
Erkennung zeigen. Sie kombinieren die Eigenschaften einer
Monoschicht, die eine halbe Zellmembran reprisentieren
kann, mit der Spezifitit der molekularen Erkennung von
Proteinen und Enzymen.

1.3. Versuche zur Simulation von Erkennungsprozessen
und Proteinfunktionen an Modellmembranen

Die Selbstorganisation von Lipiden zur Plasmamem-
bran!"! war ein entscheidender Schritt in der Entstehung der
frithesten Lebensformen - ohne die schiitzende Hiille der
Lipidmembran ist zelluldres Leben nicht méglich. Die Mem-
bran ist jedoch mehr als nur eine passive Barriere zur Ab-
grenzung des Cytosols von der Umwelt. Sie ist vielmehr ein
hochselektiver, aktiver Filter. Die Zelloberfliche spielt dar-
iiber hinaus eine wesentliche Rolle in der interzelluldren
Kommunikation (z. B. bei Immunreaktionen). Wahrend die
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Lipiddoppelschicht die Grundstruktur biologischer Mem-
branen bestimmt, sind membranverankerte Proteine als spe-
zifische Rezeptoren, Enzyme oder Transportsysteme fiir die
meisten Membranfunktionen verantwortlich. Die Zellmem-
bran weist jedoch eine solch komplexe Struktur auf, daB es
schwierig ist, einzelne Prozesse im biologischen System ge-
zielt zu studieren. Daher ist es von Vorteil, zur Untersuchung
von Biomembranprozessen Modellmembranen zu wihlen,
die auf wenige verinderliche Faktoren beschriankt werden
koénnen. Die Membranprozesse, deren Simulation in Mono-
schichten in diesem Beitrag diskutiert werden soll, sind in
Abbildung 2 dargestellt.

Spezifische Erkennung
und

Spezifische Erkennung Enzymfunktion

Spezifische Erkennung
und
Proteinkristallisation
Enzym
Antikarper l

mi." l @

Fluorescein/Antikérper Biotin/Sreptavidin Lecithin/Phaspholipase A,

Abb. 2. Beispiele zur Simulation von spezifischen Erkennungsreaktionen an
Modelimembranen: Erkennung (Fluorescein/Anti-Fluorescein-Antikorper),
Erkennung und Proteinkristallisation (Biotin/Streptavidin), Erkennung und
Enzymfunktion (Lecithin/Phospholipase A,).

Der erste wichtige Schritt bei vielen Oberflichenreaktio-
nen ist die spezifische Erkennung zwischen einem membran-
stindigen Liganden und einem Rezeptorprotein (z. B. Anti-
koérper). Eine solche Wechselwirkung soll am Beispiel von
Fluoresceinlipiden und dem Anti-Fluorescein-Antikérper
diskutiert werden (Abschnitt 3). Als Konsequenz der spezifi-
schen Erkennung kann es zu Folgereaktionen an der Mem-
bran kommen. Ein Beispiel dafiir ist die in Abschnitt 4 be-
schriebene 2D-Kristallisation von Streptavidin nach der
Bindung an Biotinlipid-Monoschichten. Dieser Vorgang ist
auch hinsichtlich einer potentiellen Anwendung in der Bio-
sensorik von Interesse. Ist das verwendete Protein ein En-
zym, so konnen nach der spezifischen Erkennung die mem-
brangebundenen Proteine enzymatisch wirksam werden.
Dies soll am Beispiel der hydrolytischen Wirkung von Phos-
pholipase A, an Phospholipid-Monoschichten gezeigt wer-
den (Abschitt 5).

Bevor die oben angesprochenen Membranprozesse im De-
tail erlautert werden, sollen im nidchsten Abschnitt Modell-
membransysteme und speziell die verwendeten Charakteri-
sierungsmethoden fir Monoschichten kurz dargestelit
werden.
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2. Lipidmonoschichten als einfache Modelle fiir
Biomembranen

2.1. Modellmembranen

Einzelne Membranvorginge werden bevorzugt an den in
Abbildung 3 dargestellten vier Modellsystemen untersucht.
Diese Modellmembranen sind wie ihr natiirliches Vorbild —
die Zelle — aus Lipiden aufgebaut, die sich als wasserunlos-
liche amphiphile Molekiile im Kontakt mit Wasser spontan
selbstorganisieren. Die Triebkraft fir diese Selbstorganisa-
tion ist der hydrophobe Effekt!?2! Je nach der verwendeten
Praparationstechnik bilden sich verschiedene supramoleku-
lare Strukturen, die man als Modellmembran verwenden
kann.
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Abb. 3. Einfache Modelle fiir biologische Membranen: Ubersicht iiber Mo-
dellmembranen zum Studium von Oberflichenerkennungsreaktionen, Protein-
rekonstitution und Proteinfunktionen.

Bei Liposomen (Vesikeln)!®! handelt es sich um sphdrisch
geschlossene Lipiddoppelschichten, die in Analogie zur Zell-
membran ein waBriges Kompartiment umschlieBen. Sie wer-
den unter anderem zur Rekonstitution vom Membranpro-
teinen sowie zum Studium von Oberflichenerkennungs-
reaktionen verwendet.

Die Black Lipid Membranes (BLMs)!**! sind planare Li-
piddoppelschichten, die — ein Loch in einer Trennwand tiber-
spannend — zwel wiBrige Kompartimente voneinander tren-
nen. So kann z.B. der Transport von lonen durch
Lipidmembranen — passiv oder aktiv durch eingebaute Pro-
teine — anhand von Leitfahigkeitsmessungen studiert wer-
den.

Prapariert man Lipiddoppelschichten auf einem festen
Substrat (Supported Bilayer)'**), erhilt man Membranen,
die gegeniiber einer BLM wesentlich stabiler und an der
freien, dem Substrat abgewandten Membranseite einfach zu
manipulieren sind. Sie eignen sich damit besonders zum Stu-
dium von Oberflichenerkennungsreaktionen.

Monoschichten'?®! entstehen beim Spreiten eines Lipids
auf einer Wasseroberfliche und entsprechen formal der
Hilfte der Lipiddoppelschicht einer Zellmembran. Dabei
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sind die hydrophilen Kopfgruppen der Lipide dem Wasser
und die hydrophoben Alkylketten der Luft zugewandt. Zur
Untersuchung von Lipidmonoschichten und ihrer Wechsel-
wirkung mit im Wasser geldsten Substanzen (z. B. Proteinen)
gibt es eine Reihe von Methoden. Im folgenden werden die
Charakterisierung durch Druck/Fliachen-Diagramme und
die Fluoreszenzmikroskopie an Monoschichten diskutiert,
da sie in diesem Beitrag verwendet werden.

2.2. Druck/Fliachen-Diagramm von
Lipidmonoschichten 252!

Spreitet man die Losung eines Lipids auf der Wasserober-
flache einer Langmuir-Filmwaage, so bildet sich durch die
Tendenz der Molekiile zur Selbstorganisation spontan eine
zweidimensionale Lipidphase aus. Diese Monoschicht kann
je nach der Lipidkonzentration (Molekiile/Flache) gas-, fliis-
sig- oder festanalog sein. Wird die dem Lipid zur Verfiigung
stehende Wasseroberflache mit einer beweglichen Barriere
kontinuierlich verringert, so kann ein zweidimensionales
Phasendiagramm bei konstanter Temperatur (Oberflichen-
druck/Flachen-Diagramm) erstellt werden. Der Packungs-
zustand der Molekiile in einer Monoschicht in Abhidngigkeit
vom Oberflichendruck ist schematisch in Abbildung 4 wie-
dergegeben.

Kompression
der Monoschicht
-——————

festanalog gasanalog
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Abb. 4. Druck/Flichen-Diagramm einer Lipidmonoschicht: Schematische
Darstellung des Kompressionsverhaltens und der Packung in der gas-, fliissig-
und festanalogen Phase. n = Oberflichendruck, A = Fliche pro Molekil.

In der gasanalogen Phase sind die Lipidmolekiile weitest-
gehend ungeordnet. Bei einer Verringerung der Oberfliche
gehen die Lipide in die fliissiganaloge Phase iiber, wobei sich
die Nahordnung zwischen den Amphiphilen in einem An-
stieg des Oberflichendrucks bemerkbar macht. Wird die
Monoschicht weiter komprimiert, gelangt man in den fest/
flissig-Koexistenzbereich. In diesem Phaseniibergangsbe-
reich beginnen die Alkylketten der Lipide zweidimensional
zu kristallisieren, d. h. es bilden sich festanaloge Doménen in
einer fliissiganalogen Matrix. Weitere Kompression fithrt zur
Kristallisation der gesamten Lipidmonoschicht, die sich
dann nur noch durch eine geringe Kompressibilitat auszeich-
net (steiler Anstieg der Isothermen). Der Verlauf der Isother-
men ist stark von der Struktur der Lipide abhingig!?%- 271,
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Druck/Flachen-Diagramme ermdglichen sowohl Aussagen
iber deren Orientierung und Beweglichkeit als auch iiber
Wechselwirkungen mit in der Subphase gelosten Substanzen.

2.3. Fluoreszenzmikroskopie an Lipidmonoschichten

Die Kombination einer Langmuir-Filmwaage mit einem
Auflichtfluoreszenzmikroskop (Abb. 5) erlaubt es, Vorgin-

Monitor

Videorecorder

Personat
Computer

Fluoreszenzmikroskop

Injektion von
- markiertem Protein
ausweénse!bare = L — in die Subphase
ilter

e FLJ

Langmulr-Flimwaage

Abb. 5. Schematische Darstellung einer Fiuoreszenzfilmwaage (Kombination
einer Langmuir-Filmwaage mit einem Fluoreszenzmikroskop): Mit einem
Fluoreszenzmikroskop wird eine Monoschicht an der Gas/Wasser-Grenzfliche
beobachtet. Die ablaufenden Prozesse kdnnen iiber ein Videosystem dokumen-
tiert werden. Ein Photomultiplier ermdglicht die Quantifizierung der Fluores-
zenz. Mit Hilfe des auswechselbaren Filtersystems konnen die Monoschicht
und in die Subphase injiziertes Protein Giber verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe
selektiv beobachtet werden.

ge in oder an der Monoschicht iiber Fluoreszenzfarbstoffe
als Sonden zu beobachten!?¢l. Das zu untersuchende Lipid
wird hierzu mit 0.5 Mol-% eines fluoreszenzmarkierten Li-
pids (z. B. das Sulforhodaminlipid 1) dotiert.

Ein solch geringer Zusatz an Fluoreszenzmarker beein-
fluBt das Verhalten der Monoschicht nicht, so daBl im Fluo-
reszenzmikroskop direkt der Phasenzustand des zu unter-
suchenden Lipids beobachtet werden kann. Uber eine Vi-
deokamera werden die Bilder kontinuierlich aufgezeichnet
und damit die an der Monoschicht ablaufenden Prozesse
dokumentiert. Ein Photomultiplier ermdglicht die Quantifi-
zierung der von der Monoschicht emittierten Fluoreszenz,
was die Messung von Quencheffekten erlaubt (siehe auch
Abschnitt 3).

Betrachtet man eine mit Fluoreszenzfarbstoff (z. B. 1) do-
tierte Monoschicht wihrend der Aufnahme eines Druck/
Flichen-Diagramms, ergeben sich in Abhingigkeit vom
Oberflachendruck die in Abbildung 6 gezeigten Momentauf-
nahmen.

In der fliissiganalogen Lipidphase ist die Fluoreszenz iiber
das gesamte Beobachtungsfeld homogen. Bei Kompression
des Lipidfilms in den Koexistenzbereich zwischen der fest-
und der fliissiganalogen Phase bilden sich dunkle, nicht fluo-
reszierende Lipiddominen (festanaloges Lipid) in einer hel-
len, homogen fluoreszierenden Matrix (fliissiganaloges Li-
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pid mit Fluoreszenzfarbstoff). Der Fluoreszenzfarbstoff
wird in die kristallinen Bereiche nicht eingebaut; dadurch
erscheinen die festanalogen Lipiddomdnen dunkel. Die
Morphologie der beobachteten Lipiddomdnen hingt stark
vom verwendeten Lipid ab. So kdnnen chirale Lipide chirale

-

-
fesl/ana'log ::‘ M%MU

fliissigest
Koexistenz

/

a— flissiganalog

. ——

= fluoreszenzmarkiertes Lipid

Abb. 6. Phasenverhalten einer mit Fluoreszenzlipid dotierten Lipidmono-
schicht: schematische Darstellung und fluoreszenzmikroskopische Bilder: in
der fliissiganalogen Phase ist der Fluoreszenzfarbstoff homogen in der Mono-
schicht verteilt: im Phaseniibergangsgebiet liegen dunkel erscheinende, festana-
loge Lipiddominen (in die der FluoreszenzfarbstofT nicht eingebaut wird) in
einer hellen, flissiganalogen Matrix nebeneinander vor; die festanaloge Phase
erscheint fast vollstindig dunkel. = = Oberflichendruck, 4 = Fliche pro Mo-
lekiil.

Dominen bilden. Im festanalogen Bereich schlieBlich ist das
Lipid fast vollstindig in zwei Dimensionen kristallisiert und
von der Fluoreszenzfarbstoff-Phase separiert. Es existieren
nur noch kleine fluoreszierende Bereiche (reiner Fluores-
zenzfarbstoff) in einer dunklen Matrix (festanaloges Lipid).

Soll die Wechselwirkung der Lipidmonoschicht mit einem
in der Subphase gelosten Protein untersucht werden, ist es
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vorteilhaft, die Lipidschicht und das Protein getrennt beob-
achten zu kénnen. Dies kann durch Verwendung eines geeig-
neten Filtersystems und zweier Fluoreszenzfarbstoffe er-
reicht werden, deren Absorptionen und Emissionen sich
nicht {berschneiden (z.B. Sulforhodamin: Ag, = 584 nm,
Agm = 607nm und Fluorescein: i, =497 nm, A =
521 nm). Einer der beiden Fluoreszenzfarbstoffe wird, wie
oben beschrieben, der Lipidmonoschicht beigemischt, der
andere dagegen kovalent am Protein fixiert. So kann bei-
spielsweise mit einem Rhodaminfilter gezielt nur die Fluo-
reszenz einer sulforhodamindotierten Monoschicht angeregt
werden, um die Verdnderungen der Morphologie in der Li-
pidschicht zu verfolgen. Im Fluoresceinfilter wird dagegen
nur die Fluoreszenz des am Protein fixierten Fluoresceins
angeregt, und man sieht praktisch durch die Lipidschicht
hindurch.

Die Anwendung dieser Methoden auf die Untersuchung
der spezifischen Wechselwirkungen von Proteinen mit Mo-
noschichten (vgl. Abb. 2) wird in den nichsten Abschnitten
beschrieben.

3. Hapten-Antikorper-Wechselwirkung an
Monoschichten: Spezifische Erkennung zwischen
Fluorescein und dem Anti-Fluorescein-Antikorper

Die interzellulire Kommunikation im Zellverband setzt
eine spezifische Erkennung und Bindung auf molekularer
Ebene voraus. Derartige Erkennungsvorginge sind auch fiir
Immunreaktionen von auBerordentlicher Bedeutung: Die
spezifische Wechselwirkung zwischen Rezeptor und Ligand
zur Bindung von Antikérpern an zelltypische Antigene stellt
ein Schliisselelement der Histokompatibilitit und Immuno-
genitit dar!"!, Spezifische Erkennungsreaktionen bilden
auch die Grundlage zur Entwicklung von neuen drug-deli-
very-Strategien!?" und zur Ausarbeitung neuer Immunoas-
says.

Fiir das Studium solcher Antigen/Antikorper-Wechsel-
wirkungen an Modellmembranen wurden bisher iiberwie-
gend Dinitrophenyl (DNP)-Lipidkonjugate als Haptene ver-
wendet ?# 281 Im folgenden soll das System Fluorescein/
Anti-Fluorescein-Antikdrper diskutiert werden, dessen
Wechselwirkung spektroskopisch leicht verfolgt werden
kann, da die Bindung des Antikorpers zu einer Fluoreszenz-
16schung fiihrt.

3.1. Eigenschaften von Fluorescein und seinem Antikirper

Fluorescein ist aufgrund seines aromatischen, dianioni-
schen Charakters und seiner raumfiillenden Struktur gut als
antigene Determinante geeignet!?®). Der hier verwendete
monoklonale Anti-Fluorescein-Antikdrper weist die hochste
bisher bekannte Bindungskonstante (3.4 x 10'° M~ ') gegen-
iiber einem synthetischen Antigen auf(*®-3!l. Gleichzeitig
wird die Fluoreszenz des gebundenen Fluoresceins fast voll-
stindig geléscht. Dadurch 14Bt sich die spezifische Erken-
nung und Bindung des Antigens durch den Antikorper spek-
troskopisch verfolgen und leicht quantifizieren 291,

Abbildung 7 zeigt die Fluoreszenzspektren einer Fluores-
ceinlosung, die mit steigenden Mengen an Antikérperlésung
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titriert wurde. Deutlich ist die Abnahme der Fluoreszenzin-
tensitdt bei steigender Antikorperkonzentration zu sehen.
F,g-Fragmente des Antikorpers lieBen sich im Komplex mit
Fluorescein kristallisieren, so daB die riumliche Struktur des
Antikorper-Bindungszentrums aufgekldrt werden konn-

Alnm] —»

Abb, 7. Fluoreszenzspektren von Fluorescein (2.7 x 10”2 M) vor (1) und nach
(2 bis 9) Inkubation mit dem Anti-Fluorescein-Antikérper: Mit steigender
Antikérperkonzentration wird die Fluoreszenz des Fluoresceins in zunehmen-
dem MaBe gequencht; Antikérperkonzentrationen: (2) 8.5x 1073 M; (3)
1.7x107 '3 M; (4) 3.4x107'2m; (5) S.Ix107'2m; (6) 6.8x 10712 m; (7)
8.5x107 2 Mm; (B) 1.1x107 1 M; (9) 1.5x 1071 M.

te>?, Im Antikorper/Hapten-Komplex ist das Fluorescein-
molekiil durch van-der-Waals-Wechselwirkungen, Wasser-
stoffbriickenbindungen und Ladungsneutralisierung tief (ca.
15A&) in der Bindungstasche des Antikorpers verankert
(Abb. 8).

Abb. 8. Raummodell der Bindungsregion des Anti-Fluorescein-Antikorpers
(orange, blau); sein Hapten Fluorescein (griin) ist tief in der Bindungstasche
verankert, die nur durch einen schmalen Kanal zuginglich ist!*3],

Aus diesem Grund ist zu erwarten, da membranstdndiges
Fluorescein nur dann richtig gebunden werden kann, wenn
es iiber einen hinreichend langen Spacer an der Membran
fixiert ist. Die Untersuchungen in Monoschichten wurden
deshalb mit dem spacerhaltigen Lipid 2 und dem spacerlosen
Lipid 3 durchgefiihrt 332,
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3.2. Spezifische Wechselwirkung von Fluoresceinlipiden
mit dem Anti-Fluorescein-Antikorper in Monoschichten

Die spezifische Wechselwirkung des Fluoresceinlipids 2
mit dem Anti-Fluorescein-Antikérper wurde an einer fliis-
siganalogen Mischmonoschicht mit 10 % Fluoresceinlipid in
einer inerten Lecithin-Matrix aus Palmitoyloleylphosphati-
dylcholin (POPC) untersucht. Hierzu wurde die Mono-
schicht im fliissiganalogen Phasenzustand bei konstantem
Druck (16 mN m™!) gehalten, und der Antikérper unter die
fluoresceinhaltige, zur Kontrolle auch unter die reine POPC-
Monoschicht injiziert (Abb. 9).

Die Injektion des Antikrpers unter die haptenhaitige
Monoschicht fithrt zu einer starken Flichenzunahme. Im

injektion des

10 ~ Anti-Fluorescein-Antikdrpers

A
hm2 g4

0.2 o

T T T ]
4 80 120 160 200

t [min] —

4

Abb. 9. Spezifische und unspezifische Wechselwirkung des Anti-Fluorescein-
Antikorpers mit Monoschichten: A) die spezifische Wechselwirkung mit fluo-
resceinhaltigen Monoschichten (10% 2 in POPC) fiihrt zu einer starken Fla-
chenaufweitung; B) die unspezifische Wechselwirkung mit der reinen POPC-
Matrix hat nur einen geringen Effekt; n = 16 mN m ™!, 4 = Fliche pro Mole-
kil
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Fall der reinen POPC-Monoschicht wird nur eine sehr ge-
ringe Flichenaufweitung beobachtet, die auf eine unspezi-
fische Wechselwirkung des Antikorpers mit dem Matrixlipid
zuriickzufithren ist. Die starke Flichenzunahme im ersten
Fall beruht also auf der spezifischen Wechselwirkung des
Antikorpers mit dem eingemischten Fluoresceinlipid.

Zur weiteren Charakterisierung dieser Antigen/Antikor-
per-Wechselwirkung wurde die im Abschnitt 2.3. beschriebe-
ne Methode der Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Als
Fluoreszenzmarker in der Monoschicht dienen dabei die
Fluoresceinlipide selbst.

Der sulforhodaminmarkierte Antikorper wurde unter eine
fliissiganaloge (mr = SmN m~') POPC-Monoschicht mit
1% Fluoresceinlipid injiziert (Abb. 10 A). Er bindet an das
membranstindige Hapten und quencht dessen Fluoreszenz
(Abb. 10 B). Im Fluoreszenzmikroskop beobachtet man eine
Aggregation der Protein-Lipid-Komplexe (dunkle Bereiche
im Fluoresceinfilter, Abb. 10C). Die Aggregate enthalten
den gebundenen Antikorper, da sie im Sulforhodaminfilter
hell erscheinen (Abb. 10D). Eine Domanenbildung konnte

C Fluoresceintilter D Sultorhodaminfilter

dunkle Doméanen heile Domanen
—_—— —_———

Abb. 10. Schematische Darstellung der Bindung des Anti-Fluorescein-Anti-
korpers an fluoresceinlipiddotierte Monoschichten: der in der Subphase geloste
sulforhodaminmarkierte Antikorper bindet spezifisch an das membranstiandige
Hapten und quencht dessen Fluoreszenz (A, B); im Fluoreszenzmikroskop
kann dann eine Doménenbildung des Antikorpers beobachtet werden (C, D).
Diese Dominen erscheinen im Fluoresceinfilter aufgrund der Fluoreszenzlo-
schung dunkel (C) und im Sulforhodaminfilter durch die Sulforhodaminmar-
kierung des Antikorpers hell (D); 1% Fluoresceinlipid 2 in POPC;
7#=5mNm™'; 5mm = 20 pm.

bei hoherem Oberflachendruck nicht mehr beobachtet wer-
den. Die laterale Mobilitdt der Protein/Lipid-Komplexe
scheint also eine wichtige Rolle bei der Aggregation des Anti-
korpers zu spielen.

Durch den angeschlossenen Photomultiplier (siehe
Abb. 5) kann die Fluoreszenzldschung der Monoschicht
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beim Binden des Anti-Fluorescein-Antikorpers quantifiziert
werden.

Dabei sollte das Ausmal der Fiuoreszenzlgschung von
der Zuginglichkeit des Antigens durch den Antikorper ab-
hingig sein. Deshalb wurde neben dem spacerhaltigen Lipid
2 das kaufliche spacerlose Lipid 3 untersucht.

Die Injektion des Anti-Fluorescein-Antikdrpers unter ei-
ne Monoschicht mit 1% Fluoresceinlipid fithrt bei beiden
Lipiden zu einer raschen Abnahme der Fluoreszenzintensitit
innerhalb der ersten Minuten. Danach stabilisiert sich die
Fluoreszenzloschung fiir das spacerfreie Lipid 3 bei 45—
50 %, fiir Lipid 2 bei 70%.

int ‘\ . AN ..-.,--..- ....... e
%] 40{ ™.

201

0 20 40 60 a0 100

t (min] —»

Abb. 11. Quantifizierung der Fluoreszenzloschung bei Bindung des Antikor-
pers an Fluoresceinlipide in Monoschichten: A) die Fluoreszenz des spacerhal-
tigen Lipids 2 wird zu 70% gequencht; B) beim spacerlosen Lipid 3 betrigt
die Fluoreszenzloschung nur 50%; 1% Fluoresceinlipid in POPC, n =
30mNm~™!,

Wie die Fluoreszenzloschung zeigt, bindet der Antikdrper
erheblich besser an das spacerhaltige Fluoresceinlipid 2 als
an das spacerlose Lipid 3. Durch die Entkopplung der funk-
tionellen Kopfgruppe (Fluorescein) von den membranbil-
denden Alkylketten durch einen langen hydrophilen Spacer
kann im Fall des Lipids 2 der Antikdrper an das Fluorescein
binden, ohne von der Lipidmonoschicht behindert zu wer-
den. Die Bindung des Antikdrpers wird jedoch nicht nur
vom Charakter des Lipids, sondern auch vom Zustand der
Monoschicht beeinfluBt. So ist zwischen 2mN m~' und
30mN m~! die Quenchreaktion zwar anndhernd vom
Druck unabhidngig, bei niedrigem Druck tritt jedoch die in
Abbildung 10 gezeigte Domdnenbildung auf. Durch die ge-
ringe Packungsdichte ist hierbei eine hohe laterale Mobilitdt
der Antikorper-Fluoresceinlipid-Komplexe gegeben, die zur
Bildung der beobachteten Proteinaggregate fiihrt.

4. Biotinlipid-Streptavidin-Wechselwirkung in
Monoschichten: Spezifische Erkennung und
zweidimensionale Kristallisation von Streptavidin

Ein Beispiel fiir spezifische Protein Lipid-Wechselwirkun-
gen in Monoschichten ist die im vorhergehenden Abschnitt
diskutierte Erkennung der Fluoresceinlipide 2 und 3 durch
ihren Antikorper. R. Kornberg et al. haben gezeigt, daB eine
solche Wechselwirkung unter bestimmten Bedingungen zur
zweidimensionalen Kristallisation des Proteins fiihren
kann®*, Am Beispiel der spezifischen Erkennung zwischen
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dem tetrafunktionellen Protein Streptavidin und Lipiden mit
Biotinkopfgruppen!*® soll in diesem Abschnitt gezeigt wer-
den, wie derartige Vorgédnge in Monoschichten studiert und
eventuel! fiir Anwendungen in der Biosensorik genutzt wer-
den konnen.

4.1. Bedeutung des Systems Biotin/Avidin

Avidin (M = 68 kDa) und Streptavidin (M = 60 kDa)
sind zwei homologe wasserlosliche Proteine, deren Unter-
schied im Molekulargewicht durch zusatzliche Oligosaccha-
rideinheiten am Avidin zu erkliren ist1*¢), Sie sind beide aus
je vier identischen Untereinheiten aufgebaut. Jede dieser vier
Untereinheiten weist eine spezifische Bindungsstelle fiir Bio-
tin (Vitamin H) 4 auf (Abb. 12)371,

Hooc i
N
s %0 4
N
)
H

% \,v‘
Biotin :} Egﬁ
Avidin

Streptavidin

Abb. 12. Schemalische Darstellung der Bindung von Biotin (Vitamin H) 4 an
die tetrameren Proteine Avidin bzw. Streptavidin.

Eine Besonderheit dieser Erkennungsreaktion ist die ex-
trem hohe Bindungskonstante von 10'5 M~*, die einer Bin-
dungsenthalpie von 20 kcal mol ™! entspricht. Sie liegt damit
nur um etwa eine GroBenordnung unter der Energie einer
kovaienten Bindung!3#l. Die Bindung des Biotins an Avidin/
Streptavidin ist damit nahezu irreversibel.

Die Bedeutung dieser Wechselwirkung in der Natur kon-
nte bisher noch nicht eindeutig geklart werden. Uber die
Funktion des Biotins selbst gibt es dagegen ein wesentlich
detaillierteres Bild. Es kommt in allen héheren Organismen
vor und wirkt als CO,-Gruppen iibertragendes Coenzym bei
verschiedenen Carboxylasen3%1. Diese Funktion wird durch
Avidin und Streptavidin gehemmt, indem die Proteine Biotin
so fest binden, daB es nicht mehr fiir die enzymatische Car-
boxylierung zur Verfiigung steht. Das spezifische Bindungs-
verhalten des Ligand/Rezeptor-Paares Biotin/Avidin hat zu
Anwendungen in der Bioanalytik *®!, der Molekularbiolo-
gie*! und der Immunologie'*?! gefiihrt. Weitere Vorteile
dieses Systems liegen in der hohen Stabilitdt des Proteins und
der Moglichkeit, Biotin an seiner freien Carboxylgruppe zu
funktionalisieren, ohne seine Bindungseigenschaften zu be-
eintrachtigen. Damit besteht die Méglichkeit, Biotin als
Kopfgruppe in Lipide einzubauen und so die Erkennungsre-
aktion zwischen Biotin und Avidin bzw. Streptavidin an Mo-
dellsystemen zu untersuchen.

4.2, Spezifische und unspezifische Wechselwirkung
von Streptavidin mit Biotinlipid-Monoschichten!4%!

Zum Studium der Wechselwirkung zwischen Biotin und
Avidin bzw. Streptavidin in Monoschichten wurde eine Rei-
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he von Lipiden synthetisiert, die Biotin in der Kopfgruppe
enthalten (5-8). Sie unterscheiden sich in der Linge des
hydrophilen Spacers, der die Erkennungsstruktur Biotin von
den membranbildenden Alkylketten trennt.
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Neben den spezifischen Wechselwirkungen von Streptavi-
din und Avidin mit membrangebundenem Biotin muB auch
deren unspezifische Adsorption an Grenzflichen beriick-
sichtigt werden. Diese unspezifische Adsorption ist beim oli-
gosaccharidhaltigen Avidin wesentlich stdrker ausgeprigt
als beim Streptavidin. Deshalb wurde fiir die im folgenden
beschriebenen Experimente, in denen speziell die spezifische
Erkennungsreaktion untersucht werden sollte, ausschlieB-
lich Streptavidin verwendet.

Zur Unterscheidung zwischen spezifischer und unspezifi-
scher Wechselwirkung von Streptavidin mit Biotinlipid-Mo-
noschichten wurden Druck/Flichen-Diagramme auf ver-
schiedenen proteinhaltigen Subphasen aufgenommen. Dabei
wurde sowohl aktives Protein mit vier freien Biotinbin-
dungsstellen, als auch inaktiviertes, d. h. mit Biotin gesittig-
tes Protein, verwendet. Es ergeben sich signifikante Unter-
schiede in den Isothermen (Abb. 13, 14). Im Fall des
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Abb. 13. Unterscheidung von spezifischer und unspezifischer Bindung von
Streptavidin an Lipidmonoschichten aus spacerhaltigen Biotinlipiden: die spe-
zifische Wechselwirkung des Proteins mit den Biotinlipiden (Subphase mit akti-
vem Streptavidin) fithrt im Gegensatz zur unspezifischen Wechselwirkung
(Subphase mit inaktiviertem, d. h. biotingesdttigtem Protein) zu einer starken
Flichenaufweitung; Druck/Flichen-Diagramme von Biotinlipid 8: (---) pro-
teinfreie Subphase; (—) Subphase mit aktivem Streptavidin; (----) Subphase
mit inaktiviertem (biotingeséttigtemn) Streptavidin.
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spacerhaltigen Lipids 8 beobachtet man eine starke Verschie-
bung zu gréBeren Fliachen, wenn auf einer Subphase mit
aktivem Protein gemessen wird (Abb. 13). Dies ist mit einer
starken Wechselwirkung des Streptavidins mit der Biotinli-
pid-Monoschicht zu erkldren. Bei Verwendung von inakti-
viertem Streptavidin ist nur eine geringe Verschiebung der
Isothermen zu beobachten. Dies beruht auf einer unspezifi-
schen Wechselwirkung des Proteins mit den Lipiden, da das
Protein keine freien Bindungsstellen fiir die spezifische Er-
kennung von Biotin mehr aufweist. Somit handelt es sich bei
der beobachteten starken Wechselwirkung des aktiven Pro-
teins mit der Biotinlipid-Monoschicht eindeutig um einen
auf die spezifische Erkennung zuriickzufiihrenden Effekt.
Der Einflufl des Spacers zwischen der Biotinkopfgruppe
und dem membranbildenden Lipidanteil geht aus Abbildung
14 anschaulich hervor. In diesem Fall sind die Druck/Fla-
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Abb. 14. Wechselwirkung von Streptavidin mit Monoschichten aus spacer-
freien Biotinlipiden: Druck/Flichen-Diagramme von Biotinlipid 5 zeigen eine
ausschliefllich unspezifische Adsorption des Proteins, da der Abstand des Bio-
tins von der Membran fiir eine effektive Bindung zu kurz ist: (---) proteinfreie
Subphase; (—) Subphase mit aktivem Streptavidin; (----) Subphase mit desak-
tiviertem (biotingesittigtem) Streptavidin.

chen-Diagramme des spacerfreien Lipids § nach Zugabe von
Streptavidin und mit Biotin gesittigtem Streptavidin iden-
tisch. Der Abstand des Biotins von der Membran scheint
also zu kurz fiir eine effektive Bindung zu sein, und man
erfaBt lediglich die unspezifische Wechselwirkung des Strept-
avidins mit der Biotinlipid-Monoschicht.

4.3. Zweidimensionale Kristallisation von Streptavidin
als Konsequenz der spezifischen Erkennung

4.3.1. Fluoreszenzmikroskopische Beobachtung der
Domdnenbildung

Die Vorginge bei der spezifischen Erkennung zwischen
Biotin und Streptavidin wurden mit der in Abschnitt 2.3.
beschriebenen Methode der Fluoreszenzmikroskopie unter-
sucht. Unter eine Biotinlipid-Monoschicht aus 8 im gasana-
logen Zustand wird eine Lsung von fluoresceinmarkiertem
Streptavidin injiziert. Nach einer gewissen Zeit bilden sich
regelmifig geformte Streptavidindominen, deren Ent-
stehung sich wie folgt erkldren 14B8t: Die zundchst noch ho-
mogen in der Subphase verteilten Proteinmolekiile erkennen
den Liganden an der Lipidschicht (Abb. 15 A, B). Es kommt
zur Bindung und Vororientierung der Proteinmolekiile an
der Monoschicht, und schlieBlich aufgrund der hohen Mobi-
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gasanaloge Lipidphase Proteindomane
A A

Abb. 15. Schematische Darstellung der Bindung von Streptavidin an Biotinli-
pid 8 -Monoschichten: das in der Subphase geloste fluoresceinmarkierte Strep-
tavidin bindet spezifisch das membranstindige Biotin (A, B); im Fluoreszenz-
mikroskop kann dann eine Dominenbildung des Streptavidins beobachtet
werden (helle Bereiche im Fluoresceinfilter, C); n=0mNm~', Balken
2 20 pm,

litdt in der Ebene der Monoschicht zu einer Aggregation der
Streptavidinmolekiile (Abb. 15C).

Die Form der Doménen hingt stark von den Pripara-
tionsbedingungen ab. Sie variiert von dendritischen iiber H-
férmige bis hin zu schmetterlingsartigen Strukturen.

Wird zur Anregung der Fluoreszenz linear polarisiertes
Licht verwendet, so ergibt sich die in Abbildung 16 gezeigte
Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitdt der Streptavidindo-
ménen von der Polarisatorstellung. Die beiden Photos zeigen
dieselbe Stelle der Monoschicht, wobel der Polarisator von
A nach B um 90° gedreht wurde. Proteindomainen, die in
16 A hell erscheinen, sind in 16 B dunkel und umgekehrt.
Diese optische Anisotropie 148t auf eine hohe Ordnung und

gy

Abb. 16. Optische Anisotropie der Streptavidindominen im Fluoreszenzmi-
kroskop: die Polarisationsebene des Anregungslichtes wurde von A nach B um
90° gedreht; Domaénen, die in A hell erscheinen, sind aufgrund der optischen
Anisotrapie in B dunkel und umgekehrt; Biotinlipid 8, 5 mm = 30 ym.
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geringe Beweglichkeit der Proteinmolekiile in den Dominen
schlieBen.

Kontrollexperimente mit biotingesdttigtem Streptavidin
und mit nicht bindungsaktiven, d.h. biotinfreien Lipid-
schichten (z.B. Dipalmitoylphosphatidylcholin DPPC)
fithrten in keinem Fall zur Bildung von Proteindominen.
Deren Bildung ist also eine Konsequenz der spezifischen Er-
kennung des Biotins durch Streptavidin.

4.3.2. Elektronenmikroskopische Strukturaufklirung

Die optische Anisotropie der Streptavidindoméinen 140t
vermuten, daB es sich bei diesen um zweidimensionale Pro-
teinkristalle handelt. Aus diesem Grund wurden in Koopera-
tion mit R. D. Kornberg et al. die Proteindominen elek-
tronenmikroskopisch genauer untersucht (Abb. 17)133).

steigender VergroBerung; Balken = 0.5 um (A), 125 nm (B), 25 nm (C); Kon-
trastierung mit Uranylacetat.

In Abbildung 17 A sind bei geringer VergroBerung mehre-
re Proteindominen gezeigt, die teilweise durch die Pra-
paration zerbrochen sind. Bei steigender VergroBerung
(Abb. 17B, C) ist ein regelmiBiges Muster mit tetragonaler
Ordnung zu erkennen. Wie die Elektronenbeugung an diesen
geordneten Bereichen zeigt, handelt es sich tatsichlich um
zweidimensionale Streptavidin-Einkristalle. Mit diesen zwei-
dimensionalen Kristallen konnte die Struktur des an die
Biotinlipidschicht gebundenen Streptavidins mit einer Auf-
I6sung von 15 A ermittelt werden. Zur gleichen Zeit wurde
von Hendrickson die dreidimensionale Struktur des Proteins
inklusive der Lage der Biotinbindungsstellen durch Rént-
genstrukturanalyse mit einer Auflosung von 3 A aufge-
kldrt 4], Projiziert man die von Hendrickson und die aus den
zweidimensionalen Kristallen erhaltene Struktur iibereinan-
der, findet sich eine sehr gute Ubereinstimmung. Dies er-
laubt, die Position der Biotinbindungsstellen in die aus den
zweidimensionalen Kristallen gewonnene Rekonstruktion
der Proteinoberfliche zu iibertragen (Abb. 18). Auf der Ba-
sis dieser Ergebnisse 148t sich erstmals die Orientierung des
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Abb. 18. Raummodell von Streptavidin (blaue Konturlinien); eingezeichnet
sind die vier Biotinbindungsstellen (nach Hendrickson'**l); Balken = 4

an die biotinhaltige Monoschicht gebundenen Streptavidins
darstellen (Abb. 19).

Hierbei sind zwei Punkte bemerkenswert: Der Abstand
der Bindungstasche von der Lipidmonoschicht entspricht in
etwa der Spacerlinge des verwendeten Biotinlipids 8. Dies
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Abb. 19. Schnitt durch eine biotinlipidhaltige Monoschicht mit gebundenem
Streptavidin: der Abstand der oberen Biotinbindungsstelle von der Mono-
schicht entspricht in etwa der Spacerlinge des Biotinlipids 8; die untere, noch
freie Bindungsstelle ist von der Subphase aus zuginglich (Pfeil).

erkldrt die rasche Wechselwirkung des Proteins mit 8 und
seine zweidimensionale Kristallisation. Dariiber hinaus ent-
hilt jedes Streptavidinmolekiil zwei weitere freie Bindungs-
stellen fiir Biotin, die in die wiBrige Phase zeigen. Wie im
nichsten Abschnitt diskutiert, stehen diese fiir weitere Reak-
tionen von ,,biotinylierten‘‘ Molekiilen an der Proteinschicht
zur Verfiigung.

4.4. Andocken von biotinylierten Molekiilen an
zweidimensionale Streptavidinkristalle

An zwei Beispielen soll gezeigt werden, daB die zweidimen-
sionalen Streptavidinkristalle eine Matrix darstellen, die
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iiber Biotin weiter funktionalisiert werden kann. Freie Bio-
tinbindungsstellen an der kristallisierten Streptavidinschicht
konnen durch Andocken eines gut zu detektierenden bioti-
nylierten Molekiils wie des Fluorescein-Biotins 9 nachgewie-
sen werden (Abb. 20)451,

0 o
SN\ I ]
(CH, )4~ C-NH-(CH; }¢-HN-C 9
H
HVH

Sulforhodaminfilter

Abb. 20. Andocken von Biotin-Fluorescein 9 an zweidimensionale Kristalle
aus sulforhodaminmarkiertem Streptavidin: im Fluoreszenzmikroskop er-
scheinen die Streptavidindoménen sowohl im Sulforhodaminfilter (Marker am
Protein, A) als auch im Fluoresceinfilter (Fluorescein-Biotin, B) hell;
5mm = 20 ym.

Fiir dieses Experiment wird sulforhodaminmarkiertes
Streptavidin verwendet, das an einer Monoschicht aus Biot-
inlipiden die bereits beschriebenen Proteindominen bildet,
welche im Sulforhodaminfilter hell erscheinen. Injiziert man
unter eine derartige Proteinmonoschicht 9, so dockt dieses
an die freien Bindungsstellen des Streptavidins an. Dies zeigt
sich daran, daB nach kurzer Inkubationszeit die Proteindo-
mdnen nicht nur im Sulforhodaminfilter, sondern jetzt auch
im Fluoresceinfilter hell erscheinen.

Fiir das Andocken eines Makromolekiils wurde biotiny-
liertes Ferritin als Modellsystem gewihlt!>3), Dieses sehr
hochmolekulare Protein hat mit 600 kDa ein circa zehnmal
hoheres Molekulargewicht als Streptavidin. Es ist auBerdem
eisenhaltig und damit im Elektronenmikroskop gut zu de-
tektieren. Auf ein festes Substrat itbertragene Streptavidin-
domainen wurden mit einer L&sung von biotinyliertem Ferri-
tin inkubiert und anschlieBend griindlich gewaschen. Im
Elektronenmikroskop sieht man iiber der regelmiBigen Kri-
stallstruktur des Streptavidins einzelne Ferritinmolekiile, die
an die Streptavidinschicht gebunden sind {Abb. 21). DaB
dies tatsdchlich auf der Biotin/Streptavidin-Wechselwirkung
beruht, zeigt das Vergleichsexperiment mit nicht biotinylier-
tem Ferritin, bei dem die zweidimensionale Streptavidin-
schicht ferritinfrei gewaschen werden kann.
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Abb. 21. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines 2D-Streptavidinkristalls
mit gebundenem biotinylierten Ferritin; Balken = 50 nm; Kontrastierung mit
Uranylacetat.

4.5. Proteinhaltige Monoschichten in der Biosensorik?

In der Affinitidtschromatographie wird schon seit lJangem
die hochspezifische und auBerordentlich feste Bindung von
Biotin an Avidin/Stireptavidin genutzt!*® Es gibt auch
schon eine Reihe von Immunoassays, die von dieser Protein/
Ligand-Wechselwirkung Gebrauch machen. Bisher bedient
man sich allerdings noch nicht der Eigenschaften von hoch-
geordneten, monomolekularen Schichten, wie sie aufgrund
der bisherigen Ergebnisse mit Streptavidin an Biotinlipid-
schichten prdpariert werden konnen.

Aus der im letzten Abschnitt diskutierten Méglichkeit zur
Funktionalisierung von zweidimensionalen Streptavidin-
kristallen ergibt sich eine Reihe potentieller Anwendungen
proteinhaltiger Monoschichten (Abb. 22).

Monoschicht aus
Biotinlipiden

2D-Streptavidinkristall
mit freien Bindungsstelien
fir Biotin (Pteil}

/

uber Biotin an Streptavidin
gebundenas Molekul X

X X X XX‘,L

Abb. 22. Funktionalisierung einer zweidimensionalen kristallinen Streptavid-
inschicht durch Bindung von biotinylierten Molekiilen X an freie Biotinbin-
dungsstellen: X = Protein, funktionelle Gruppe, Polymer, Biotin (bis-Biotin-
verbindung).

Mit bifunktionellen Biotinderivaten ist der Aufbau von
sehr diinnen, wohldefinierten Streptavidin-Multischicht-
strukturen denkbar. Daneben konnte die kristalline Protein-
schicht auch als hochgeordnete, proteinvertrigliche Matrix
zum Andocken von weiteren biotinylierten Proteinen (z. B.
Enzyme, AntikOrper) oder Nucleinsiuren (z.B. RNA,
DNA) dienen. Hierbei ist sowohl die Funktion der angekop-
pelten Proteine zur weiteren Funktionalisierung als auch
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deren zweidimensionale Kristallisation — insbesondere bet
schlecht kristallisierenden Proteinen — von Interesse.

Fiir derartige Anwendungen wiire eine stabilisierte Lipid-
schicht, an die das Streptavidin binden kann, von Vorteil.
Dafiir kommen biotinhaltige Polymere (z. B. 10)'°7 oder
polymerisierbare biotinhaltige Amphiphile, zum Beispiel die
Diacetylen-Biotinlipide 11-14, in Frage. Die biotinhaltigen

= I
CH J
|y~
=
T Y~ on
CH, ? 10
AN A, { \N\o/\’ovc_c“‘ x=2
) 8d y=8
SN A A A A Ch, 2:1
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HyC—(CHa)— c—c~c—c—(cnz)—c —0~(CH;—CH,—0) c '-q
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HyC—(CH,)~C=C~C=C(CHa)~ c 0—(CH;—CH,— 0)— V\/t[*
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HyC—(CH)- c—c-c-c—(cnz)~c ~0-CH-CHy\_ o y
) N-€ N
0 Wg:[ o
HyC~(CH,)—C=C~C=C—(CH,);-C~0-CH,-CH, N
H

Polydiacetylene weisen neben hoher Stabilitdt noch andere
interessante Eigenschaften auf. So konnen kleinste Konfor-
mationsidnderungen im Polymerriickgrat durch die Ande-
rung der spektroskopischen Eigenschaften des Polymers
{z.B. inden UV- und Ramanspektren*¢ * sowie im Circu-
lardichroismus 81y oder der Leitfzhigkeit nach Dotierung
sehr empfindlich detektiert werden. Auf dieser Basis kénnte
ein empfindlicher Sensor fiir das Binden des Streptavidins an
die polymere Lipidschicht entwickelt werden. Koppelt man
ein zu detektierendes Molekiil an Streptavidin, ist eine Viel-
zahl von ,,Biosensoren* denkbar.

5. Enzym-Substrat-Wechselwirkung: Spezifische
Erkennung, Funktion und Doménenbildung
von Phospholipase A, an Lecithinmonoschichten

Den meisten chemischen Reaktionen, die in einem Orga-
nismus ablaufen und den Stoffwechsel regulieren, liegen En-
zymreaktionen zugrunde *®!. Bei ihnen kommt es ebenso wie
bei den in Abschnitt 3 und 4 diskutierten Beispielen zunédchst
zu einer spezifischen Erkennung zwischen einem Protein und
seinem Substrat. Die Besonderheit eines Enzyms liegt darin,
daB es das gebundene Substrat nicht nur erkennt, sondern
anschlieBend noch chemisch verdndert (Bindungsspaltung
oder Bindungsbildung). Ein Beispiel fiir eine solche an einer
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Membran ablaufende Umsetzung ist die Hydrolyse von
Esterbindungen durch die Phospholipase A ,. Ihre Wechsel-
wirkung mit Lecithinmonoschichten soll im folgenden dis-
kutiert werden.

5.1. Funktion und Eigenschaften von Phospholipase A,

Die Phospholipasen stellen eine biologisch wichtige Klasse
von Enzymen dar!'7- %91, Sie katalysieren die Hydrolyse von
Esterbindungen in membranbildenden Phospholipiden. Aus
dieser Klasse von Enzymen ist die sehr weit verbreitete Phos-
pholipase A, bisher am besten untersucht/*!l. Eine ihrer
wichtigsten Funktionen ist der Abbau und Umbau von Zell-
membranen. Der Regulationsmechanismus fiir die Kontrolle
dieses Enzyms ist bisher jedoch noch unbekannt. Es stellt
sich die Frage, wieso nicht alle Zellmembranen einfach zer-
stort werden. Daneben induziert die Phospholipase A, durch
Freisetzung von Arachidonsiure die Bildung von entziin-
dungsausldsenden Wirkstoffen (Prostaglandine, Leukotri-
ene, Thromboxane)'32). Eine Méglichkeit zur Regulation ih-
rer Aktivitit wiare demnach eine elegante Methode zur Kon-
trolle von Entziindungsprozessen.

Die Phospholipase A, ist mit einem Molekulargewicht
von 12-14 kDa relativ klein, wasserloslich und durch einen
hohen Anteil an Disulfidbriicken sehr stabil. Sie katalysiert
die Spaltung der Esterbindung in C-2-Position der natiirlich
vorkommenden Glycerophospholipide, wobei das entspre-
chende Lysolecithin und die freie Fettsdure entstehen
{Abb. 23).

ﬂ Hydrolyse

o
/\/\/\/\/\/\/\)l

Hﬂ o

CHy
/\/N CHy

+ (:H__,
\/\/\/\/\/\/\/\r(OH
o
Abb. 23. Schematische Darstellung der von der Phospholipase A, katalysier-
ten Spaltungsreaktion: das Enzym hydrolysiert die Esterbindung in C-2-Posi-

tion eines Lecithins, wobei das entsprechende Lysolecithin und die freie Fett-
sdure enistehen.

Die Reaktion verlduft sowohl regioselektiv, d. h. nur die
Kette in C-2-Position wird abgespalten, als auch stereospezi-
fisch, d. h. nur die natiirlich vorkommende L-Form des Li-
pids kann hydrolysiert werden — die p-Form ist inert!*31. Die
Aktivitdt der Phospholipase A, hdngt sehr stark vom physi-
kalischen Zustand des Substrates ab!!7- % 31541 Geht man
von homogener Losung zu organisierten Substraten wie Mi-
cellen, Liposomen oder Monoschichten iiber, so erhéht sich
die Aktivitdt um ein Vielfaches. In Liposomen wird die h6ch-
ste Aktivitdt beobachtet, wenn sich das Lipid im Phasen-
iibergangsbereich befindet 54 33, Diese Eigenschaft der
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Phospholipase A, macht sie speziell fiir Untersuchungen in
Monoschichten interessant, da sowohl die Zusammenset-
zung als auch der physikalische Zustand der Membran in
weitem Rahmen einfach variiert werden kénnen (vgl. Domi-
nenbildung der Lipide in Abb. 6 in Abschnitt 2.3).

5.2. Hydrolyse von Substratlipiden der Phospholipase A,
in Monoschichten

Zur Untersuchung der hydrolytischen Aktivitét der Phos-
pholipase A, wurde wieder die in Abschnitt 2.3. beschrie-
bene Fluoreszenzfilmwaage verwendet. Bei diesen Experi-
menten wurde die Monoschicht mit einem Sulforhodaminli-
pid dotiert und die Phospholipase A, mit Fluoresceiniso-
thiocyanat (FITC) markiert. Durch diese Doppel-
markierung konnen Vorgédnge in der Lipidmonoschicht und
das Verhalten des Enzyms getrennt beobachtet werden. Der
Verlauf eines solchen Experimentes ist schematisch in Abbil-
dung 24 dargestellt.

ﬂ | festanal

g u:sdo;a%%a
A D@g@w i
B

MMM&QED

S

o

hydrolysierte Monoscmcht
(Mischung von PC, LysoPC und Fetts4ure)

- R

®
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ar~ (P
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Abb. 24. Hydrolyse einer Lipidmonoschicht durch Phospholipase A, (Sche-
ma): A) Monoschicht im Phaseniibergangsbereich mit festanalogen Lipiddo-
minen in einer Matrix aus flissiganalogem Lipid gemischt mit einem Sulforho-
daminmarker; B) Injektion der FITC-markierten Phospholipase A,;
C) spezifische Erkennung der Substratlipide durch das Enzym und bevorzugter
Angriff an den Phasengrenzen zwischen fest- und fliissiganaloger Phase; D)
hydrotytischer Abbau der festanalogen Lipiddominen und Anreicherung der
Hydrolyseprodukte in der Monoschicht; E) Aggregation des Enzyms zu Domi-
nen. PC = Phosphatidylcholin.
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Die Lipidmonoschicht wird in den Phaseniibergangsbe-
reich zwischen fliissiganaloger und festanaloger Phase kom-
primiert. Dabei bilden sich festanaloge Lipiddoménen in der
fliissiganalogen Matrix (Abb. 24 A ; vgl. auch Abschnitt 2.3).
Nach Injektion der markierten Phospholipase A, in die Sub-
phase (Abb.24B) kommt es zur spezifischen Erkennung
zwischen Enzym und Substrat. Der Angriff des Proteins er-
folgt bevorzugt an den Phasengrenzen zwischen fliissig- und
festanalogem Lipid (Abb. 24C)!*8). Mit fortschreitender
Hydrolysedauer werden die festanalogen Lipiddoméinen ab-
gebaut, wobei sich die Hydrolyseprodukte in der Mono-
schicht anreichern (Abb. 24 D). Nach einer gewissen Reak-
tionszeit beginnt die Phospholipase A,, zu spezifisch
geformten Doménen zu aggregieren (Abb. 24 E). Dies deutet
auf eine Konformationsinderung des Proteins durch Wech-
selwirkung mit der hydrolysierten Monoschicht hin. Dieser
Vorgang der enzymatischen Hydrolyse mit anschlieBender
Domainenbildung des Proteins kann in seiner zeitlichen Ab-
folge fluoreszenzmikroskopisch direkt beobachtet wer-
den®®"), In den nichsten beiden Abschnitten wird dies am
Beispiel von L-a-DPPC- und r-a-Dimyristoylphosphatidyl-
cholin (DMPC)-Monoschichten gezeigt.

5.2.1. Hydrolyse festanaloger 1-a-DPPC-Dominen's"]

Direkt nach Enzyminjektion unter die Monoschicht, zum
Zeitpunkt Null, sind im Sulforhodamin-Filter die fiir das
L-a-DPPC typischen dunklen festanalogen Lipiddomd-
nen'*® in der hellen fluiden Matrix aus fliissiganalogem Li-
pid und Sulforhodaminmarker zu sehen (vgl. Abb. 25 A und
Schema in Abb. 24 A, B). Im Fluoresceinfilter zeigt sich die
homogene Fluoreszenz des Proteins unterhalb der Mono-
schicht (vgl. Abb. 25 B). Bereits nach 10 Minuten lassen erste
Anzeichen darauf schlieBen, daBl das Enzym sein Substrat in
der Monoschicht spezifisch erkennt und beginnt, es zu hy-
drolysieren. Im Sulforhodaminfilter zeigen sich an den fest-
analogen Lipiddominen kleine ausgefranste Bereiche, die
sich spezifisch an den bereits vorhandenen Einbuchtungen
der Dominen gebildet haben (vgl. Abb. 25C und Schema in
Abb. 24C). Die Phospholipase A, beginnt, die festanalogen
Dominen von diesem Punkt aus nach innen hinein abzu-
bauen (Abb. 25C, E). Hat das Enzym an die Phasengrenze
gebunden und die ersten Lipide hydrolysiert, kommt es zur
lokalen Anreicherung der Sdure und des Lysolecithins, was
zur autokatalytischen Aktivierung an diesem Punkt fiihren
kann!3, Damit ist eine bevorzugte Hydrotyse von diesem
ersten Angriffspunkt aus verstindlich.

Nach circa 60 Minuten sind nur noch kleine Reste der
Lipiddominen iibrig (Abb. 25E, G, I, L). Bei Beobachtung
des Enzyms durch den Fluoresceinfilter erscheinen nach 30
Minuten kleine helle Punkte (Abb. 25 F), die im Sulforhoda-
minfilter dunkel sind: das Protein beginnt, unterhalb der
Monoschicht zu aggregieren!3”- %261 Diese hellen Punkte
nehmen im weiteren Verlauf der Reaktion an Anzahl und
GroBe zu (Abb. 25F, H, K), bis ste am Ende der Reaktion
(circa 60 Minuten) die typische Form einer , Niere* (vgl.
Abb. 25L) angenommen haben. Die Monoschicht besteht zu
diesem Zeitpunkt nur noch aus den fast vollig zerstorten
festanalogen Lipiddoménen und den Proteindomdnen in ei-
ner fliissiganalogen Matrix (vgl. Abb. L, M).

Es ist auffillig, daB die Doménen der Phospholipase A,
eine dhnliche Form wie ein Teil der zu Beginn der Reaktion
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Abb. 25. Fluoreszenzmikroskopische Beobachtung der Hydrolyse einer L-a-DPPC-Monoschicht durch Phospholipase A,; im Sulforhodaminfilter (links) ist die
Monoschicht, im Fiuoresceinfiltter (rechts) das Enzym zu sehen: A) dunkle festanaloge Lipiddominen in einer hellen flissiganalogen Matrix; B) homogene Fluoreszenz
des Enzyms in der Subphase; C) erste Anzeichen fiir die beginnende Hydrolyse der festanalogen Lipiddomanen (Pfeil); D) homogene Fluoreszenz des Enzyms in der
Subphase; E), F) fortschreitender Abbau der festanalogen Lipiddominen und erste Anzeichen fiir die Bildung von Enzymaggregaten unterhaib der Monoschicht (helie
Punkte im Fluoresceinfilter (E), dunkle Punkte im Sulforhodaminfilter (F)); G) bis K) weitere Hydrolyse der festanalogen Lipiddominen (G, I) bei gleichzeitigem
Wachstum der Proteindominen (H, K); L), M) nach fast vollstindigem Abbau der festanalogen Lipiddomainen sind nur noch die entstandenen Proteindomanen in
einer flissiganafogen Matrix aus den Hydrolyseprodukten und DPPC 2u sehen; diese spezifisch geformten Enzymdomaénen erscheinen im Sulforhodaminfilter dunkel
(L) und im Fluoresceinfilter hell (M); A), B) r = 0 min (direkt nach Enzyminjektion; C}, D) s = 10 min; E), F) ¢ = 30 min; G), H) 1 = 40 min; I), K) t = 50 min; L),

M):=60min; 7 =2mNm™}'; T=30"C; Smm = 20 pm.

vorhandenen Lipiddoménen haben (vgl. Abb. 25L, M und
Abb. 24 A). Um einen moglichen Templateffekt zu untersu-
chen, wurde das Hydrolyseexperiment auch mit L-«-DMPC
durchgefiihrt, das festanaloge Lipiddoménen stark unter-
schiedlicher Morphologie bildet.

5.2.2. Hydrolyse festanaloger 1-a-DMPC-Domiinen!s"

Die festanalogen Lipiddominen im Phaseniibergangsbe-
reich einer L-a-DMPC-Monoschicht sind im Vergleich zu
denen des DPPCs klein und sternférmig (vgt. Abb. 26 A und
Abb. 25A). Nach Injektion der FITC-markierten Phospho-
lipase A, sind bereits nach 5 Minuten im Sulforhodaminfil-
ter an diesen Domadnen kleine Einbuchtungen zu sehen. Im
Fluoresceinfilter erkennt man an den entsprechenden Stellen
helle Punkte — die ersten Anzeichen der beginnenden Pro-
teinaggregation (vgl. Pfeile in Abb. 26 B und 26 C)57- 592.601,
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Im weiteren Verlauf der Reaktion kommt es zum Wachstum
dieser Proteinaggregate (Abb. 26 D-I), wobei letztendlich
Enzymdominen der gleichen Morphologie wie bei der
Hydrolyse einer L-a-DPPC-Monoschicht entstehen (vgl.
Abb. 251, M). Dies zeigt, daB die Form der Proteindomi-
nen unabhingig von der Form der urspriinglich vorhande-
nen festanalogen Lipiddoménen ist.

Bei der Betrachtung des Ablaufs der Hydrolyse ergibt sich
jedoch ein unterschiedliches Bild. Wihrend beim L-a-DPPC
spezifisch einzelne Doménen angegriffen und abgebaut wer-
den, erzeugt das Enzym beim L-a-DMPC nach der spezifi-
schen Anlagerung an die Domanengrenzen zuerst groBere
Bereiche ohne festanaloges Lipid. Die Proteindominen
erscheinen dann in der Mitte dieser ,,Hofe* (Abb. 26 D-G).
Es ist bisher noch nicht klar, wie das beobachtete unter-
schiedliche Abbauverhalten in Bezug auf den Hydrolyseme-
chanismus zu interpretieren ist.
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Fluoresceinfiiter

Sulforhodaminfilter

Abb. 26. Fluoreszenzmikroskopische Beobachtung der Hydrofyse einer L-u-
DMPC-Monoschicht durch Phospholipase A,; im Sulforhodaminfilter ist die
Monoschicht und tm Fluoresceinfilter das Enzym zu sehen: A) dunkle festana-
loge Lipiddominen in einer hellen fliissiganalogen Matrix: B}, C) erste Anzei-
chen fiir die beginnende Hydrolyse der festanalogen Lipiddoménen: an den
korrespondierenden Stellen sind im Fluoresceinfilter kleine helle Punkte zu
sehen - die ersten Anzeichen fiir die beginnende Proteinaggregation (Pfeile in
B und C); D) bis G) fortschreitende Hydrolyse fithrt zu runden Bereichen ohne
festanaloges Lipid in deren Zentren die Proteindomdnen (Pfeil) wachsen; H), I)
nach fast vollstindigem Abbau der festanalogen Lipiddoménen sind nur noch
die entstandenen Proteindoménen in einer flissiganalogen Matrix aus den Hy-
drolyseprodukten und DMPC zu sehen; diese spezifisch geformten Enzymdo-
minen erscheinen im Sulforhodaminfilter dunkel (H) und im Fluoresceinfilter
helt (I); A) ¢ = 0 min (direkt nach Enzyminjektion); B), C) ¢t = 10 min; D), E)
1=20min;F),G)r=30min: H),H)r=50min;n=22mNm™*; T=10"C;
Balken = 20 pm.
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5.2.3. Kompression einer hydrolysierten
L-a-DPPC-Monoschicht

Mehr Information iiber die Natur des Proteins in den Do-
ménen konnte durch Variation des Oberflachendrucks ei-
ner hydrolysierten L-a-DPPC-Monoschicht erhalten wer-
den!®7®),

Bei Expansion bis in den gasanalogen Zustand (n =
0 mN m™!) bleibt die Form der Proteindoménen erhalten,
was auf ihre hohe Stabilitdt hindeutet. Abbildung 27 zeigt
die bei der Kompression zu beobachtenden Prozesse schema-
tisch und im fluoreszenzmikroskopischen Bild. Hierbei bil-
den sich neue festanaloge Lipiddoménen in der fluiden Ma-
trix (Abb. 27B). Dies zeigt, daB auch nach vollstdndiger
Hydrolyse der urspriinglich vorhandenen Lipiddoménen im-
mer noch ungespaltenes Lecithin in der Monoschicht vor-
handen ist. Bemerkenswert ist jedoch, da8 nicht nur in der
fluiden Phase, sondern auch direkt an den Rindern der Pro-
teindoménen (hell im Fluoresceinfilter) neue Lipiddomanen
entstehen.

fiissiganaloge Lipidphase  Proteindomane

A W—%@@W
l

Arm

Fluoresceintfilter

Sulforhodaminfilter

neue festanaloge Prateindomane mit an den Randern
Lipiddomane ankristallisiertemn festanalogen Lipid
—A— ———
Dbl (41 e
GRGCRG,

Abb. 27. Kompression einer L-a-DPPC-Monoschicht nach hydrolytischem
Abbau durch Phospholipase A ,: A) schematische Darstellung einer Proteindo-
mine in einer flissiganalogen Matrix aus Hydrolyseprodukten und DPPC; B)
Kompression fihrt zur Bildung von neuen festanalogen Lipiddoménen sowohl
in der fluiden Matrix als auch direkt an den Rindern der Proteindominen
(fluoreszenzmikroskopische Bilder und schematische Darstellung); Smm =
20 pm.

Dieses ankristallisierte Lipid wird nicht von dem in den
Proteindominen organisierten Enzym angegriffen und abge-
baut, was darauf hindeutet, daB die aggregierte Phospholi-
pase A, nicht mehr aktiv ist. Erste Hinweise auf die wichtige
Rolle der Hydrolyseprodukte Lysolecithin und Fettsdure bei
der Bildung der Proteindomidnen ergeben sich bereits aus
analogen Experimenten mit D-a-DPPC: dieses Lipid kann
vom Enzym zwar erkannt, aber nicht gespalten werden'®31,
Im Gegensatz zur Hydrolyse einer L-a-DPPC-Monoschicht
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werden auch nach zwei Stunden weder die festanalogen Li-
piddomdnen abgebaut noch Proteindomidnen gebildet. Da
die Existenz der Hydrolyseprodukte in der Monoschicht also
eine notwendige Voraussetzung fiir die Bildung der Protein-
domidnen zu sein scheint, wurden Untersuchungen an
Mischmonoschichten durchgefiihrt.

5.3. Phasenverhalten von Mischmonoschichten aus
Lecithin, Lysolecithin und Fettsiure und deren
Wechselwirkung mit Phospholipase A,

Um zu bestétigen, daB die Existenz der Hydrolyseproduk-
te in der Monoschicht entscheidend fiir die beobachtete Agg-
regation und Inhibierung der Phospholipase A, ist, wurde
der EinfluB der Hydrolyseprodukte getrennt von der eigent-
lichen Hydrolyse untersucht. Dies 148t sich durch Verwen-
dung von Mischmonoschichten aus Lecithin, Lysolecithin
und Fettsdure in verschiedenen Verhiltnissen (1:x:x, x = 1—
5) erreichen; eine derartige Mischung simuliert eine voran-
gegangene Hydrolysereaktion. Unter der Annahme, daB al-
lein die Spaltprodukte und nicht Reaktionen widhrend des
Hydrolyseprozesses (z. B. Acylierung!®!l) die Dominenbil-
dung und Inhibierung der Phospholipase A, induzieren, soll-
te es bei geeigneter Zusammensetzung derartiger Misch-
monoschichten spontan zur Bildung von Proteindomédnen
kommen. Dies soll im folgenden Beispiel gezeigt werden.

Nach Spreiten einer Mischung aus L-a-DPPC, L-a-Ly-
soPPC und Palmitinsdure im Verhdltnis 1:5:5 erscheint die
fliissiganaloge Monoschicht im fluoreszenzmikroskopischen
Bild homogen hell (Abb. 28 A). Die Kompression fiihrt je-
doch zur Phasenseparation und damit zur Bildung von Do-
minen bisher unbekannter Zusammensetzung (1:x:y)!62
(Abb. 28 B).

Diese Mischdomanen sind im Unterschied zu den schwar-
zen festanalogen Lipiddoménen grau; der Fluoreszenzfarb-
stoff wird also nicht vollstindig aus diesen Domédnen ausge-
schlossen.

Injiziert man nun die FITC-markierte Phospholipase A,
unter eine Mischmonoschicht mit solchen grauen Domadnen,
so kommt es bereits innerhalb von zwei Minuten zur Bin-
dung des Proteins an diese Mischdoméinen, ohne daB
der Film vorher sichtbar hydrolytiséh abgebaut wird
(Abb. 28 C). Dies ist umso bemerkenswerter, wenn man es
mit der relativ langsamen Bildung der Proteindoménen bei
hydrolytischer Aktivitit der Phospholipase A, vergleicht
(ca. 60 Minuten, siche Abb. 25L, M). Die Mischdominen
stellen demnach eine bevorzugte Bindungsumgebung fiir das
Protein dar. Sie wirken direkt als Template fiir die sich
schnell bildenden Proteindomédnen: Die Form der Mischdo-
mdnen (Sulforhodaminfilter) ist identisch mit der Form der
Proteindomidnen (Fluoresceinfilter). Verwendung der D-
Form des DPPCs in den Mischungsexperimenten fiithrt zu
den gleichen Resultaten. Dies ist ein eindeutiger Beweis da-
fiir, daB fiir die rasche Aggregation des Proteins die Erken-
nung der Kopfgruppe des Lecithins notwendig ist, nicht aber
dessen Spaltbarkeit.

Geht man von einer DPPC-freien Mischung von Lysole-
cithin und Fettsdure (1:1) aus, so wird weder eine Doménen-
bildung dieser Hydrolyseprodukte noch eine Proteinaggre-
gation beobachtet. Das ungespaltene Lecithin ist demnach
notwendig zur Induktion der Aggregation des Proteins.
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A Sulforhodaminfiiter

1A

B Sulforhodaminfilter

c Fluoresceinfilter

Abb. 28. Wechselwirkung von Phospholipase A, mit Mischmonoschichten aus
Lecithin, Lysolecithin und Fettsiure (1:5:5): Ayhomogene Fluoreszenz der mit
Sulforhodaminlipid 1 dotierten fliissiganalogen Mischmonoschicht; B) Kom-
pression fihrt zur Bildung von grauen Mischdominen unbekannter Zusam-
mensetzung (1:x:y); C) unter diese Monoschicht injizierte fluoresceinmarkierte
Phospholipase A, bindet sehr rasch an diese Mischdomanen, die dadurch im
Fluoresceinfilter hell erscheinen. 5 mm = 20 pm.

Auf der Basis dieser Monoschichtuntersuchungen kann
zur Zeit noch kein direkter Beitrag zu den intensiv diskutier-
ten Fragen des Hydrolysemechanismus der Phospholipase
A, geliefert werden!7-3%-51], Wihrend zahlreiche Arbeiten
vorliegen, die eine Inhibierung der Phospholipase A, disku-
tieren!!7-397321 konnte eine direkte Domdnenbildung nach
hydrolytischer Aktivitdt des Proteins bisher noch nicht be-
obachtet werden. Die Anschaulichkeit des diskutierten Ver-
fahrens konnte nicht nur neue Wege erdffnen, Inhibitoren
fiir die Phospholipase A, zu testen, sondern auch dazu bei-
tragen, einen detaillierten Einblick in den Katalysemechanis-
mus dieser essentiellen Enzymklasse zu erhalten.

6. Schluibemerkung

Die Experimente mit Fluorescein/Anti-Fluorescein-Anti-
korper und Biotin/Streptavidin waren Versuche, spezifische
Erkennungsreaktionen an Zellmembranen auf Monoschich-
ten als Modellsysteme zu ibertragen. Durch Verwendung
der relativ jungen Methode der Fluoreszenzmikroskopie an
Monoschichten konnten neben der zu erwartenden spezifi-
schen Wechselwirkung zusitzliche Phinomene beobachtet
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werden: In beiden Fillen bildeten sich an der Monoschicht
spontan Proteindoménen, die sich beim Streptavidin als
zweidimensionale Kristalle erwiesen. Weitaus interessanter
ist jedoch, daB mit der hochgeordneten Streptavidinschicht
eine Matrix zur Verfiigung steht, die pro Proteinmolekiil
zwei weitere hochaktive Bindungsstellen aufweist. Dies er-
offnet moglicherweise, wie in Abschnitt 4.5. bereits disku-
tiert, Anwendungen im Bereich der Biosensorik.

Das Beispiel einer enzymatischen Aktivitdt an der Mono-
schicht, nimlich der Wechselwirkung von Phospholipase A,
mit Lecithindominen, geht urspriinglich auf Uberlegungen
zur Zerstorung (,,Entkorkung') von Liposomen durch
Phospholipase A, zuriick!®cl. In der Monoschicht konnten
jetzt erstmals Enzymreaktionen an einem organisierten
Substrat, den Lipiddomainen, direkt visuell verfolgt werden.
Dariiber hinaus bildeten sich auch hier Enzymdomanen re-
gelmiBiger Morphologie, was auf eine Inhibierung der Phos-
pholipase A, durch die Hydrolyseprodukte hinweist und er-
kldiren konnte, warum die im Korper weit verbreiteten
Phospholipasen nicht alle Zellmembranen zerstoren.

So bleibt die Frage interessant, wie auf der Basis funktio-
neller supramolekularer Systeme die Materialwissenschaft
von den Biowissenschaften lernen kann. Von zahlreichen
Prozessen in der Biochemie weil man sicher, daB3 sie auf
Modellsysteme libertragen werden kénnen. Eine wachsende
Zahl von Beispielen liefern die Affinititschromatographie,
die Affinitdtschemotherapie und der aktuelle Bereich der
Biosensorik.
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