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Inkorporation von Membranproteinen
in festkorperunterstiitzte planare Lipidfilme

Renate Naumann*, Alfred Jonczyk, Ralf Kopp,
Jan van Esch, Helmut Ringsdorf, Wolfgang Knoll
und Peter Graber

Planare Lipidfilme!'! eignen sich zur Inkorporation von inte-
gralen Membranproteinen nur dann, wenn Lipid und Substrat
durch eine wasserhaltige Schicht voneinander getrennt sind.
Das erreicht man durch Ubertragen von Lipiden auf hydrophili-
sierte Oberflichen entweder mit Langmuir-Blodgett-Technik %!
oder durch Fusion von Liposomen®!. Eine andere Méglichkeit
ist die Selbstorganisation von Lipiden, die iiber einen hydrophi-
len Spacer an das Substrat andocken. So bilden disulfidfunktio-
nalisierte amphiphile Copolymere (Hydroxymethacrylate) auf
Gold definierte Lipidfilme mit einer quellbaren wasserhaltigen
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Schichtt *1, Ebenfalls auf Gold bilden Thiolipide mit Oxyethy-
lenspacern definierter Kettenldnge Lipidschichten!®), die zur In-
korporation von Membranproteinen, wie dem SHT,-Rezeptor
aus Rinderhirn, geeignet sind!™. Lipidfilme mit Peptidspacern
konnten erstmals an Polymethacrylatperlen verankert werden.
Bakteriorhodopsin lieB sich darin inkorporieren und als Licht-
getriebene Protonenpumpe nachweisen!®!, Lipidfilme mit Pep-
tidspacern auf Gold werden im folgenden beschrieben.

In Anlehnung an Lit." wurde zunichst das noch relativ hy-
drophobe Pentamer von Alanin 1 (Abb. 1) mit endstindigen
Schwefelgruppen funktionalisiert, und spéter das stirker hydro-
phile Peptid 2. Solche Peptide bilden helicale Strukturen', be-

Abb. 1. Strukturen der Peptide 1 und 2 sowie des Thiolipids 3 mit Peptidspacer.
GrofBte Lingen: 1: 18.2,2: 15.9, 3: 42.1 A,

sonders wenn sie sich liber Schwefelgruppen auf Goldsubstraten
selbst organisieren!!®l. Die terminale COOH-Gruppe des auf
der Oberflache fixierten Peptids 2 wurde dann in situ aktiviert
und mit der primiren Aminogruppe eines Lipids, z.B. DMPE
(Dimyristoylphosphatidylethanolamin) gekuppelt. Dadurch
entsteht durch weitere Selbstorganisation eine Thiolipidmono-
schicht mit Peptidspacer 3. Die Bildung dieser Schicht wurde
mit elektrochemischen Techniken wie Cyclovoltammetrie (CV)
und Impedanzspektrometrie (IS) und durch Oberflichenplas-
monenresonanz (SPR) nachgewiesen. Tabelle 1 zeigt die Verrin-
gerung der Kapazitit des unbehandelten Goldsubstrats durch

Tabelle 1. Kapazitat (gemessen mit CV [6]) und Schichtdicke (gemessen mit SPR
und in allen Féllen berechnet mit dem effektiven Brechungsindex von 1.5) der
Lipidfilme.

Kapazitit/pFem ™2 Schichtdicke/nm
Gold 18
Lipidmonoschicht 2-3 2
Lipiddoppelschicht, leer 1--2 4
Lipiddoppelschicht, mit ATPase 1--2 8.5

die Bildung von Lipidmono- und -doppelschichten sowie die
durch SPR ermittelten Schichtdicken. Die mit CV gemessene
Kapazitit perfekt gepackter Lipidmonoschichten wurde mit
0.5 uFem™ 2 angegeben!® 7). Die im Vergleich dazu héheren Ka-
pazitiiten weisen bereits auf eine nicht perfekte Packung hin. Die
relativ zu berechneten (siehe ,,groBte Linge** in Abb. 1) zu nied-
rige Schichtdicke der Monoschicht fithrt zur gleichen Schluffol-
gerung, vermutlich weil nicht alle Thiopeptide in situ mit dem
Lipid kuppeln.

Im Kontakt mit Liposomen werden diese nicht perfekten Li-
pidmonoschichten deutlich dicker (Abb. 2). Die Zunahme er-
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s e = © Lipiddoppelschicht unter Inkorporation der AT-

Pase. Abbildung4 gibt die GréBenverhiltnisse
ziemlich genau wieder.

Weitere Hinweise auf die Inkorporation der AT-
Pase erhilt man mit elektrochemischen Techniken.
Die ATPasen CF,F, aus Chloroplasten und EF,F,
aus E. coli'*3! katalysieren die Translokation von
Protonen iiber die Lipidmembran durch Hydroly-
se von Adenosintriphosphat (ATP). Dieser Vor-
gang ist an eine intakte Lipidschicht gebunden und
bildet einen pH-Gradienten von pH =7-8 aullen
und pH =4 innen"?!. Die innen ankommenden
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Abb. 2. Messung der Reflektivitdt R (willkiirliche Einheiten) der Lipidmonoschicht als Funktion
der Zeit in Gegenwart der Liposomensuspension ohne ATPase bei 20°C (Kurve A) und 30°C

(Kurve B) sowic mit ATPase bei 30 °C (Kurve C).

folgt nicht im Kontakt mit der Peptidschicht allein (hier nicht
gezeigt) und auch nicht unterhalb der Umwandlungstemperatur
des Lipids. Abbildung 3 zeigt die Verschiebung des Resonanz-
winkels in der SPR-Messung durch die Lipidmonoschicht und
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Abb. 3. Oberflichenplasmonenresonanzspektrum der Lipidmonoschicht vor und
nach der Fusion mit Liposomen mit (Kurve A) und ohne inkorporierte ATPase
CF,F, (Kurve B). X = Winkel filr die kinetische Messung.

nach der Einwirkung der Liposomen ohne und mit inkorporier-
ter ATPase CFyF, aus Chloroplasten. Daraus lassen sich mit
einem effektiven Brechungsindex von 1.5 die in Tabelle 1 ange-
gebenen Schichtdicken berechnen. Die Schichtdicke von 4 nm
ist mit der spontanen Bildung einer nicht perfekten Lipiddop-
pelschicht vertriglich, wenn man von der theoretischen Schicht-
dicke einer perfekten Lipiddoppelschicht von 5 nm ausgeht. In
Kontakt mit Liposomen mit inkorporierter ATPase wichst die
Schichtdicke auf 8.5 nm. Unter der Voraussetzung, daB die Ge-
samtlinge der ATPase ebenfalls 8.5 nm betrigt!!!! und der in die
wiBrige Phase hineinragende F,-Teil nur eine Orientierung zu-
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Protonen kann man durch ihre Entladung an der
Goldoberfliche nachweisen. Diese Entladung fin-
det jedoch bei relativ hohen negativen Potentialen
statt. Daher wurden schnelle Pulstechniken wie
Rechteckwellenvoltammetrie (Square Wave Vol-
tammetry, SWV) und Chronoamperometrie (CA)
eingesetzt. Mit der SWV (Abb. 5) stellt man im

.
¢
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Abb. 4. Schematische Darstellung der Fusion von Liposomen mit der Lipidmono-
schicht zur Bildung der Lipiddoppelschicht und Inkorporation der ATPase.
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Abb. 5. Rechteckwellenvoltammogramm (korrigiert in bezug auf den Leerwert)
einer Lipiddoppelschicht mit inkorporierter ATPase EF,F, in Gegenwart von ——

A : : : - ' . 1], =—6, ————— 30,———=75, - 89 mmol L~ ! ATP, Einschub: Peakhdhe
l1aBt, ist dieser Wert ein starker Hinweis auf die Bildung einer als Funktion der ATP-Konzentration —-——— ohne und ——- mit ATPase EF,F,.
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Voltammogramm einer Lipidschicht mit inkorporierter ATPase
EF,F, das Anwachsen eines Peaks bei —0.7 V in Abhédngigkeit
von der ATP-Konzentration fest (Tabelle 2). Das ist typisch fiir
den Anstieg der Protonenaktivitdt auf der Innenseite der Lipid-
schicht auf pH =~ 4, wihrend der pH der Lésung unveridndert

Tabelle 2. Stationdrer Strom / der Protonenentladung an der Goldelektrode, Ver-
gleich mit dem aus der Protonentranslokation durch das Enzym berechneten Strom.

Enzym fipAcm™?

berechnet [a] gefunden
EF,F, 0.7 90
CF,F, 0.07--0.14 10

[a] Aus G =1.1x 10'® (Enzyme pro Fliche, berechnet aus der Enzymkonzentra-
tion in den Liposomen bei dichtester Packung). Aktivitit: 100 ATP s~ (EF,F,)
und 10-20 ATPs ™' (CF,F,) bei 4H*/ATP.

7.4 betrigt. Flir die ATPase CFF, aus Chloroplasten wurde ein
dhnliches Ergebnis erhalten (hier nicht gezeigt). Abbildung 6
zeigt die Wirkung des Inhibitors Dicyclohexylcarbodiimid
(DCCD) auf die ATPase!!*, d. h. auf den Peak der Protonenent-
ladung in der SWV nach Einwirkung dieses Hemmstoffes.

35 v v v T T T

I/pA

30

25+

20T

I/TuA

10

0~ +— + + +
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

¢ (DCCD) / mmol L™t ———=

Abb. 6. Peakhohe des Rechteckwellenvoltammogramms einer Lipiddoppelschicht
mit inkorporierter ATPasc EF ¥, in Gegenwart konstanter Konzentrationen von
~~-—1und -~ 6 mmolL~" ATP als Funktion der Konzentration an DCCD.

Die SWV-Messungen zeigen nur eine Momentaufnahme der
bereits erfolgten Protonentranslokation. Einblick in die Kinetik
des Enzyms kann dagegen von der Chronoamperometrie erwar-
tet werden. Hierbei wird wdhrend eines Potentialpulses der
Strom als Funktion der Zeit gemessen. Abbildung 7 zeigt das
Ergebnis fiir Lipidschichten mit inkorporierter EF,F, in Gegen-
wart steigender Konzentrationen von ATP. Fir die Chro-
noamperometrie wird die Doppelpotentialpulstechnik ange-
wendet, d.h. auf einen Potentialpuls bei +0.2V folgt ein
weiterer bei —0.7 V. Der positive Potentialpuls dient der Akti-
vierung des Enzyms!'3), der negative der Protonenentladung.
Wihrend letzterem beobachtet man anfdnglich einen raschen
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Abb. 7. Chronoamperometrie der Lipiddoppelschicht mit inkorporierter ATPase
EF,F, in Abhdngigkeit von der ATP-Konzentration (190 mmolL~"), Einschub:
stationiirer Strom als Funktion der ATP-Konzentration, ———- ohne ATPase, =——==
mit ATPase CF,F,, —— mit ATPase EF,F,.

Abfall des Kapazitdtsstroms, d. h. des Stroms fir die Aufladung
der elektrochemischen Doppelschicht. Dieser wird gefolgt von
einem stationdren kathodischen Strom, dessen Hohe in Form
einer Séttigungskurve von der ATP-Konzentration abhingt
(Einschub Abb. 7). Dieser stationdre Strom ist etwa um den
Faktor 100 hoher als der aus der Enzymkinetik der ATPasen
EF,F, aus E. coli' * und CF,F, aus Chloroplasten!!?! berechne-
te. Er gibt jedoch die relativen Enzymaktivitdten recht gut wie-
der. Die Aktivitit der Enzyme bleibt also erhalten. Die Aktivitit
héngt sehr spezifisch von der rdumlichen Anordnung der Enzy-
me und vor allem von der Anwesenheit der Lipidsperrschicht
ab. Ohne diese Schicht kénnte sich kein pH-Gradient bilden,
sofern der pH-Wert der Lésung erhalten bleibt. Eine unspezifi-
sche Adsorption ist daher sehr unwahrscheinlich. Die hohen
Strome dagegen kénnten durch die Beschleunigung der Proto-
nentranslokation im elektrischen Feld zustande kommen. Das
soll in weiteren Versuchen geklédrt werden. Die bisherigen Befun-
de sind jedoch ein erster Hinweis darauf, daB die Enzyme in der
Lipidschicht in dhnlicher Weise aktiv sind wie in Liposomen.
Wichtig scheint uns auch der Befund, daB3 offenbar der Peptid-
spacer die Denaturierung des Enzyms auf der Goldoberfliche
verhindert.

Experimentelles

Synthese der Peptide: 1 und 2 wurde mit Festphasenpeptidsynthese in einem Conti-
nuous-flow-Synthesizer {16] mit geschiitzter sdurelabiler Seitenketie auf einem sau-
relabilen Wang-Harz mit Fmoc-Strategie [17] (fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbo-
nyl) hergestellt. Die Synthese wurde kontinuierlich verfolgt durch UV-Spektrosko-
pie bei 310 nm. Nach Abspalten der Fmoc-Gruppen wurde das Peptid mit Trityl-
mercaptopropionsiure gekuppelt. Die Seitenkettenschutzgruppe des Peptids wurde
mit Trifluoressigsdure abgespalten. Die Aufreinigung erfolgte mit Gelfiltration und
HPLC. Identitit und Reinheit des Peptids wurde durch FAB-MS (Fast Atom Bom-
bardment Mass Spectrometry), HPLC und Kapillarelektrophorese bestimmt.

Goldsubstrate (0.94 cm?) wurden durch elektrothermale Verdampfung auf einer
30 nm starken Chromunterschicht bei 300°C und einem Druck von 10~° bis
10~ °® mbar in einer Schichtdicke von 400 nm auf gereinigten Glastrigern hergestelit.

Priparation der Lipidmonoschichten: Die mit Chromschwefelsiure gereinigten
Substrate wurden 96 h in einer Ldsung der Peptide in Trifluoressigsiure TFA
(1 mgmL~") inkubiert. Nach dem Spilen mit TFA, N,N-Dimethylformamid
(DMF) und Dichlormethan wurden die terminalen COOH-Gruppen des Peptids in
einer Lésung von { mgmL ™! DMPE in einer Mischung aus DMF, CH,C}, und
LiCl (20:40:0.4) mit 20 pLmL"~' Diisopropylcarbodiimid (DICD) aktiviert und
nach Zusatz von 10 pLmL ™! N-Ethyldiisopropylamin 96 h inkubiert. Aktivierung
und Kupplung wurden noch ein weiteres mal wiederholt und danach die Substrate
mit DMF und CH,Cl, gespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet.
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Priparation der Lipiddoppelschichten: Liposomen wurden aus Phophatidylcholin
und Phosphatidsdure (1:20) hergestellt, Die ATPasen CFyF, und EF,F, wurden
unter Verwendung von Biobeads {18] in diese Liposomen inkorporiert. Die Substra-
te mit den Lipidmonoschichten wurden in Suspensionen dieser Liposomen bei 30 °C
inkubiert. Lipid- und Proteinkonzentration betrugen dabei 1.4 mgmL ™' und
30 pgmL ™! CF,CF, bzw. EF,F,.

CV-, SWV- und CA-Messungen wurden durchgefiihrt bei 30 °C in einer Pufferld-
sung aus 0.1 molL~" K,80O,, 0.0005 molL~" Tricin, 0.0005 molL~" Na,HPO,,
0.0002 mol L™ MgSO,, pH =7.4, in einer MeBzelle mit einem Silberstab als Ge-
gen- und einer Ag/AgCl (ges. KCl)-Referenzelektrode mit einem Autolab-Instru-
ment (ECO Chemie) und GPES3-Software. ATP wurde aus einer Stammldsung von
Adenosin-5-triphosphorsiure-Dinatriumsalz (0.25 mol L ™" mit NaOH eingestellt
auf pH =7.4} dosiert. Vorschubgeschwindigkeit und Potentialbereich in der CV
betrug 0.1 Vs™! bzw. 0.3 bis —0.2 V. Frequenz und Potentialbereich in der SWV
betrug 80 Hz bzw. 0.3 bis —0.8 V. Potentialpulse in der CA wurden bei 0.2 und
—0.7V angelegt, die Dauer der Potentialpulse betrug 0.07 s und die Dauer der
einzelnen Strommessungen (current sampling) 0.00011 s.

Die SPRS-Untersuchung erfolgte in der Kretschmann-Konfiguration [19] mit dem
Licht eines HeNe-Lasers (4 = 633 nm).

Eingegangen am 18. Miirz,
verinderte Fassung am 23. Mai 1995 [Z 7810]
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Ein neuartiger zweikerniger Cobalt-Sauerstoff-
Komplex — eine Stufe auf dem Weg zur
Sauerstoffaktivierung**

Olivia M. Reinaud, Glenn P. A. Yap,
Arnold L. Rheingold und Klaus H. Theopold*

Die ,,Aktivierung* von Sauerstoff durch dessen Koordina-
tion an Ubergangsmetalle ist ein aktuelles Thema der chemi-
schen Forschung!!!, Die Synthese und Charakterisierung neuer
Sauerstoffkomplexe (Komplexe mit O,-, O; - oder O3 ~-Ligan-
den) ist daher ein Beitrag zur Suche nach katalytischen Oxida-
tionen, die Luft als umweltvertrdgliches Oxidationsmittel nut-
zen'\. Derartige Komplexe konnen auch ais Modell fiir aktive
Zentren von Biomolekillen dienen, die Transport und Umset-
zung von Sauerstoff in lebenden Organismen ermoglichen. Wir
beschreiben hier die Synthese eines Sauerstoffcobaltkomplexes
mit einem bisher unbekannten Strukturmotiv. Das Cobaltatom
ist in ein sterisch anspruchsvolles Tris(pyrazolyl)borat einge-
bunden®®, eine Klasse von Liganden, die zur Stabilisierung
ungewohnlicher Koordinationsweisen von Sauerstoffliganden
neigen™,

Wie schon frither beschrieben, lieferte die Reaktion von pul-
verformigem [Tp”Co(CO)] (Tp” = Hydrotris(3-isopropyl-5-me-
thylpyrazolyl)borat) mit einem UberschuB an 0,-Gas den
Sauerstoffkomplex [Tp”"Co(O,)]"!. Die spektroskopischen Da-
ten dieser Verbindung zeigten, dall es sich hierbei zweifellos
um ein Analogon des strukturell charakterisierten Komplexes
[Tp'Co(0O,)] (Tp’ = Hydrotris(3-tert-butyl-5-methylpyrazolyl)-
borat) handelt*?, dem ersten Komplex mit einem symmetrisch
side-on-gebundenen Superoxidoliganden. Im Gegensatz zum
sehr bestdndigen Tp'-Komplex zerfiel das sterisch weniger ge-
hinderte [Tp”"Co(O,)] in Lésung bei Raumtemperatur, wobei
[Tp"Co(u-0,)CoTp"] als Zwischenstufe auftrat, und schlieBlich
ein Wasserstoffatom vom Liganden abstrahiert wurde; unter-
halb von —10°C war [Tp”"Co(O,)] iiber Stunden stabil. Bei un-
terschiedlichen Temperaturen aufgenommene NMR-Spektren
offenbarten noch einen weiteren Unterschied zu [Tp'Co(O,)].
Kithlt man eine CD,Cl,-Losung des Tp”-Komplexes stetig ab,
so werden die fiinf isotropisch verschobenen 'H-NMR-Reso-
nanzsignale von paramagnetischem [Tp”Co(0O,)] durch eine
Gruppe von Signalen im Bereich § = 0-10 ersetzt, ein Hinweis
auf das Entstehen einer diamagnetischen Verbindung. Diese
spektroskopischen Verdnderungen waren reversibel, und sie
wurden von Farbdnderungen begleitet; wihrend die Losung bei
270 K braun ist (auch fiir eine Lésung von [Tp'Co(O,)] charak-
teristisch), erfolgt beim Kiihlen auf 220 K ein Farbumschlag zu
griin. Gleichartige Farbenwechsel wurden auch in Toluol, THF
und Acetonitril beobachtet. Bei hoheren Konzentrationen von
[Tp”Co(0O,)] nahm der Anteil des diamagnetischen Komplexes
zu. Aufgrund dieser Beobachtungen schlagen wir das Vorliegen
eines Monomer/Dimer-Gleichgewichts (Schema 1) zur Erklé-
rung der spektroskopischen Verdnderungen vor.
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