ZUSCHRIFTEN

[19] F. Gunstone in The Lipids Handbook (Hrsg.: F. D. Gunstone, J. L. Harwood,
F. B. Badley), Chapman and Hall, London, 1994, S. 594.

[20] C. Paden, R. Seiden (Procter & Gamble), US-A 5288 512, 1994 [Chem. Abstr.
1994, 712, 54088j).

[21]1 P. H. Brown, F. D. Carvallo, R. C. Dinwoodie, M. T. Dueber, D. K. Hayashi,
R. G. Krishnamurthy, J. J. Myrick, R. S. Silver, C. Thomas (Kraft General
Foods), US-A 5288619, 1994 [Chem. Abstr. 1994, 115, 113289 n].

[22] V. Partali, H.-R. Sliwka, T. Anthonsen, S. Liaaen-Jensen, Biocatalysis 1992, 6,
145.

[23] D. R. Kodali, A. Tercyak, D. A. Fahey, D. M. Small, Chem. Phys. Lipids 1990,
52,163,

[24] M. Berger, M. Schneider, Feti. Wiss. Technol. 1993, 95, 169.

{25] L. Schweikert, C. Sambale (BASF AG), US-A 5350773 1994 [Chem. Abstr.
1994, 719, 1380864).

Nachweis der spezifischen Proteinadsorption an
Chelatorlipidmonoschichten mit FT-IR-
Spektroskopie an der Wasser/Luft-Grenzfliche

Lutz Schmitt, Tom M. Bohanon, Steffen Denzinger,
Helmut Ringsdorf und Robert Tampé*

In der Molekularbiologie ist das Konzept der Fusionsprotei-
ne zur Identifikation, Reinigung und Charakterisierung von
Genprodukten weit verbreitet. Eines der bekanntesten Beispiele
sind die Histidin-Fusionsproteine, die mit der Immobilisierten-
Metall-lonen-Affinititschromatographie!* 2! aufgereinigt wer-
den kénnen. Um dieses Konzept mit den fundamentalen Eigen-
schaften von Lipiden wie Selbstorganisation und dem Wechsel-
spiel der Phaseneigenschaften zu vereinigen, wurde eine neue
Klasse von Chelatorlipiden mit Nitrilotriessigsdure (NTA) als
Kopfgruppe!®: * synthetisiert. Diinne Filme dieser Lipide zeigen
ein ausgeprégtes Komplexbildungsvermogen gegeniiber Nickel-
Ionen®!. Der entsprechende Nickelkomplex verfiigt mit seinen
beiden freien Koordinationsstellen liber eine Bindungsstelle fiir
Histidin-Fusionsproteine!®' ®). Wir berichten nun erstmals iiber
eine spezifische Immobilisierung eines Histidin-Fusionsproteins
an eine Chelatorlipidmonoschicht, die mit externer Reflektions-
Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR) an der
Wasser/Luft-Grenzfliche direkt verfolgt wurde. Sowohl die
Komplexbildung als auch die spezifische und reversible Protein-
adsorption konnten mit dieser Technik nachgewiesen werden.

Mit der externen Reflektions-FT-IR-Spektroskopie an der
Wasser/Luft-Grenzfliche kénnen physikalische Eigenschaften
einer Lipidmonoschicht!”), z.B. die Konformation der Lipida-
cylketten(®?! untersucht werden. Dabei sind keine extrinsi-
schen Proben wie Fluoreszenzfarbstoffsonden nétig, die die Ei-
genschaften des beobachteten Systems stéren konnen.
Trotzdem ist bis heute weder eine Adsorption noch eine spezifi-
sche Proteinbindung an eine Lipidmonoschicht an der Wasser/
Luft-Grenzfliche mit dieser Technik direkt verfolgt worden.
Fiir die Messungen kombinierten wir daher einen Filmwaagen-
aufbau mit einem FT-IR-Spektrometer, das die Daten im exter-
nen Reflektionsmodus aufnimmt (Abb. 1unten). Weiterhin
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Abb. 1. Oben: In den Experimenten verwendete Komponenten: unbeladenes
(NTA-DODA; 1), Nickel-beladenes (Ni-NTA-DODA, 2) und Nickel-beladenes
Chelatorlipid mit immobilisiertem Histidin-Fusionsprotein (Protein/Ni-NTA-
DODA; 3). Das Chelatorlipid N*,N*-Bis(carboxymethyl)-N*-{(dioctadecylamino)-
succinyl}-L-lysin (NTA-DODA) wurde gemiB Lit. [3] synthetisiert und in der unbe-
ladenen und beladenen Form verwendet. Fiir die IR-Experimente wurden 30 nmol
Ni-NTA-DODA oder NTA-DODA auf den Subphasenpuffer (10 mm Hepes,
pH 8.0, 140 mM NaCl) gespreitet. Als Modellverbindung fiir ein Histidin-Fusions-
protein wurde ein Hitzeschockfaktor (HSF24) aus Tomate verwendet [15], der von
Oliver Boscheinen und Dr. Klaus-Dieter Scharf (Universitdt Frankfurt) freundli-
cherweise zur Verfiilgung gestellt wurde. HSF24 wurde als Fusionsprotein mit einer
C-terminalen Sequenz aus sechs zusétzlichen Histidineinheiten in E. coli exprimiert
[17] und die Funktionalitit mit DNA-Gelretardationsexperimenten nachgewiesen
[15, 17]. Unten: Experimenteller Aufbau der externen Reflektions-FT-IR-Spektro-
skopie an der Wasser/Luft-Grenzfliche. Details sind in Lit. [21] beschrieben. Alle
Spektren wurden durch Addition von 5000 Datenpunkten mit einer Auflésung von
8 cm ™! aufgenommen und mit der von Nicolet zur Verfilgung gestellten Software
ausgewertet. Bei allen Spektren wurde zusitzlich eine automatische Grundlinien-
und Glittungskorrektur durchgefiihrt.

wurde die spezifische Bindung von Imidazol und von Histidin-
markierten Biomolekiilen an die Chelatorlipide mit Film-
waagentechnik, Fluoreszenzspektroskopie und Reflektions-In-
terferenz-Kontrastmikroskopie (RICM) nachgewiesenl®~®!,
Die Komplexbildung und spezifische Anlagerung von Histidin-
Fusionsproteinen an diese in den IR-Experimenten verwendete
neue Klasse von Chelatorlipiden ist in Abbildung 1 oben sche-
matisch dargestellt.
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Aus Griinden der Empfindlichkeit und Einfachheit wurden
die Messungen an reinen Chelatorlipidmonoschichten durchge-
fithrt. Zuerst waren wir daran interessiert, inwieweit sich die
nichtbeladene von der metallkomplexierten Monoschicht unter-
scheidet. Um die symmetrische und antisymmetrische Streck-
schwingung der Methylengruppen bei ungefdihr 2850 bzw.
2920 cm ™! fiir eine nichtbeladene (NTA-DODA) oder eine Nik-
kel-komplexierte Chelatorlipidmonoschicht (Ni-NTA-DODA)
direkt vergleichen zu kénnen, wurden die Spektren bei gleichem
Flachenbedarf pro Lipidmolekiil aufgenommen. Im Koexi-
stenzbereich aus fliissig-analoger (LE) und kristallin-analoger
(LC) Phase wurde fiir eine NTA-DODA-Monoschicht ein Late-
raldruck von 20 mN'm ™! und fiir eine Ni-NTA-DODA-Mono-
schicht ein Druck von 15 mNm ™! gewihlt (Abb. 2a). Wihrend
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Abb. 2. a) Druck/Flichen-Diagramm einer unbeladenen NTA-DODA- und einer
beladenen Ni-NTA-DODA-Monoschicht. Das molare Verhiltnis Ni2* :NTA-DODA
betrug 1:1. Die Kompressionen wurden bei 22 °C (1.8 AZMolekiil ! min ~!) wie in
Lit. [3] beschrieben durchgefithrt. FT-IR-Spektren einer NTA-DODA- (b) und ei-
ner Ni-NTA-DODA-Monoschicht (c) im Bereich von 3050-2800 cm ™. Die Spek-
tren wurden im Koexistenzbereich bei 20 mNm ™! (22 °C) fiir die NTA-DODA- und

bei 15mNm~! (22°C) fiir die Ni-NTA-DODA-Monoschicht aufgenommen.
a,, = Fléche pro Molekiil, 4 = Absorption.

in den homogenen LE- oder LC-Phasen nur geringe Anderun-
gen {iber einen groBen Bereich auftreten, beeinflussen Anderun-
gen im Koexistenzbereich die Signalposition der Alkylketten
drastisch, wie es fiir dhnliche Lipidsysteme bereits gezeigt wur-
de!®!, Die Reduzierung des Lateraldrucks bei gleicher Fliche
pro Lipidmolekiil 18t sich durch die Verringerung der Ab-
stoBung zwischen den negativ geladenen Lipidkopfgruppen auf-
grund der Komplexbildung erkliren. Fiir beide Lipidsysteme
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(Abb. 2b und 2c¢) waren die gefundenen Signalpositionen der
Streckschwingungen identisch (2847 cm~4/2916 cm ™ 1). Inner-
halb der MeBgenauigkeit konnten wir keine Verdnderung des
Ordnungsgrades der Alkylketten durch die Komplexbildung der
NTA-Kopfgruppen feststellen.

Im Transmissionsmodus sind IR-Spektren durch die Ddmp-
fungskonstante (k) des komplexen Brechungsindex (7 = n + ik)
bestimmt und vom Realteil des Brechungsindex (n) unabhéngig.
Im Reflektionsmodus dagegen bestimmt der Realteil (n) das
Spektrum!!®-*1), Zusitzlich wird das eingestrahlte Licht an
mehreren Grenzschichten mit unterschiedlichen Fresnel-Koeffi-
zienten reflektiert. Der bedeutendste Unterschied zwischen den
Spektren eines unbeladenen NTA-Lipids (Abb. 2b) und eines
beladenen Ni-NTA-Lipids (Abb. 2c¢) ist die Inversion des Ad-
sorptionssignals. Dies kann nur durch die zusétzliche, von den
Chelatorlipiden komplexierte Nickelschicht erkldrt werden. Im
Gegensatz zu dem erwarteten negativen Vorzeichen der Adsorp-
tion des NTA-Lipids!? 13! liegt bei dem positiven Vorzeichen
des Ni-NTA-Lipids ein Vergleich zur Lipidmonoschicht an der
Metall/Luft-Grenzschicht nahe. Jedoch ist hier die Zuordnung
eines makroskopischen Wertes, des Brechungsindex 7, zu der
monoatomaren Schicht der komplexierten Nickel-Ionen nicht
gerechtfertigt, und auch Vergleiche der Signalflichen kénnen
nur eingeschrdnkt vorgenommen werden. Trotz dieser Ein-
schrinkungen sind die Flichen der CH,-Streckschwingungen
nahezu identisch. Da die Signalfldchen der Streckschwingungen
der Ni-NTA-Lipidmonoschicht sich innerhalb von zwolf Stun-
den nicht dndern, kann ein Abdissoziieren der komplexierten
Nickel-Ionen nach dem Spreiten oder im betrachteten Zeitraum
ausgeschlossen werden. Entsprechend der geringen Konzentra-
tion der Nickel-Ionen, die bei dem hier verwendeten Subphasen-
volumen auf 200 nM berechnet wurde, scheint die Komplexbil-
dungskonstante der Lipidkopfgruppe auch an der Grenzfliche
sehr hoch zu sein (1072 M in Losung™#). Dieses neuartige
Konzept der spezifischen Immobilisierung von Histidin-Fu-
sionsproteinen eroffnet damit generell neue Perspektiven im De-
sign biofunktionalisierter Grenzfldchen.

Fiir die spezifische Funktionalisierung der Chelatorlipid-
grenzfliche verwendeten wir einen Hitze-Schockfaktor
(HSF24) mit einer C-terminalen Histidin-Affinititssequenz!!).
Dieses Modellprotein wurde bei 15 mNm™* mit einer abschlie-
Benden Konzentration von 0.5nM in die Subphase einer Ni-
NTA-DODA-Monoschicht injiziert. Nach einer Stunde konn-
ten zusdtzliche IR-Signale des an der Wasser/Luft-Grenzfliche
immobilisierten Proteins detektiert werden. Um eine sterische
Hinderung im Adsorptionsvorgang auszuschlieBen, wurde die
Monoschicht auf 4 mNm ™! expandiert. Nach zwolf Stunden
und erneuter Kompression auf 15 mN m ™! wurden die in Abbil-
dung 3 gezeigten IR-Spektren aufgenommen. Im Vergleich zum
Spektrum einer Ni-NTA-DODA-Monoschicht (Abb. 3a) konn-
ten zusitzliche Proteinsignale bei 3014 cm ™" (Abb. 3b) oder
2200 cm ™! (Abb. 4a), die entweder den intramolekularen Was-
serstoffbriicken der NH-Gruppen oder einem Oberton der
Amid-I1-Schwingung entsprechen!'®!. Durch die Uberlappung
mit dem CO,-Signal sollte die zweite Schwingungsbande aber
nur qualitativ in Betracht gezogen werden.

Um den Anteil der unspezifischen gegeniiber der spezifischen
Adsorption zu bestimmen, wurde das Experiment mit einer
unbeladenen NTA-DODA-Monoschicht (Abb. 3¢) unter iden-
tischen Bedingungen wiederholt (abschlieBender Druck
15 mNm™). In diesem Fall konnten nur schwache Proteinsig-
nale bei 3014 cm ™! und 2200 cm ™! festgestellt werden. In bei-
den Proteinbindungsexperimenten sind die Signalpositionen der
CH ,-Streckschwingungen identisch. Dies zeigt, daf} das immo-
bilisierte Protein den Ordnungsgrad der Lipidketten innerhalb
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Abb. 3. FT-IR-Spektren einer Ni-NTA-DODA-Monoschicht in Abwesenheit (a)
und Anwesenheit (b) von HSF24 und einer NTA-DODA-Monoschicht in Anwesen-
heit von HSF24 (c) im Bereich von 3050-2800 cm ™~ '. Experimentelle Details siche
Abbildung 2. Fiir die Proteinbindungsexperimente wurden 80 pmol HSF24 bei
15mNm~! (22°C) in die Subphase injiziert. Dies entspricht einer Proteinkonzen-
tration von 0.5 nM (Lipid/Protein = 380/1 molmol~ '), Nach einer Stunde wurde
die Monoschicht auf 4 mNm™~! expandiert und nach zwolf Stunden erneut auf
15mNm ™~} komprimiert (22 ‘C}.

des MeBfehlers nicht drastisch beeinfluBt. Interessanterweise
sind auch die Signalflichen der CH,-Streckschwingungen in
Gegenwart und Abwesenheit des Proteins nahezu identisch. Un-
ter der Annahme, daf3 das Ubergangsdipolmoment fiir beide
Grenzschichten identisch ist, kann die unspezifische Anlagerung
des Proteins auf 20% abgeschitzt werden. Diese unspezifische
Anlagerung steht in Ubereinstimmung mit Filmwaage- und Epi-
fluoreszenzmessungen'! "), In diesen Experimenten konnte ge-
zeigt werden, daf3 das Protein nur dann funktional an der
Grenzschicht immobilisiert werden kann, wenn es ilber die
Histidin-Affinitdtssequenz und das Chelatorlipid gebunden
wird. Unspezifisch adsorbiertes HSF24 (z.B. ohne Histidin-
sequenz) denaturierte an der Grenzfliche und war folglich nicht
in der Lage, DNA zu binden™ "),

Biotinylierte Lipide werden oft verwendet, um iiber eine zu-
satzliche (Strept)Avidinschicht biotinylierte Proteine zu immo-
bilisieren!*8- 1!, Dabei ist die Orientierung der gebundenen Mo-
lekiile durch die Regioselektivitdit und Stochiometrie der
chemischen Biotinylierung des Proteins begrenzt. Im Gegensatz
hierzu niitzt das Konzept der NTA-Lipide die groBe Anzahl von
Proteinen mit der Affinitdtssequenz an einer genau definierten
Molekiilposition aus. Ein weiterer, wichtiger Vorteil ist die re-
versible Bindung. Die Dissoziation eines immobilisierten Pro-
teins kann durch Verdrangung mit Imidazol, durch Komplexie-
rung des Ni?*-Tons durch einen stirkeren Komplexbildner oder
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Abb. 4. a) FT-IR-Spektrum einer Ni-NTA-DODA-Monoschicht in Gegenwart
von HSF24 im Bereich von 2500-2000 cm ™! (vgl. Abb. 3b). b) FT-IR-Spektrum

30 Minuten nach der Injektion von EDTA mit einer abschlieBenden Konzentration
von 0.8 mM.

durch Senkung des pH-Wertes erreicht werden! 6. Um diese
Reversibilitidt auch an der Wasser/Luft-Grenzschicht zu unter-
suchen, wurde EDTA in die Subphase der Ni-NTA-DODA/
HSF24-Monoschicht injiziert. Da EDTA selbst starke Adsorp-
tionssignale bei 3015 cm ™! und 2982 cm ™! hat!?%, konnte die
detektierte Proteinadsorption bei 3014 cm™* fiir die Untersu-
chung des Desorptionsprozesses nicht verwendet werden. 30
Minuten nach EDTA-Zugabe wurde jedoch erstens die erneute
Inversion der Absorptionssignale der CH,-Streckschwingungen
festgestellt (Daten nicht gezeigt) und zweitens das Verschwinden
des Absorptionsignals des Proteins bei ungefihr 2200 cm™*
(Abb. 4b). Die Abwesenheit des Signals bei 2200 cm ™! belegt
die Desorption des immobilisierten Fusionsproteins, die Inver-
sion des Vorzeichens dagegen legt eine Dissoziation des Ni-
NTA-Komplexes nahe. Da sich in Abwesenheit von EDTA die
Ni-NTA-DODA-Monoschicht beziiglich Vorzeichen und Fli-
che innerhalb von zwdlf Stunden nicht dndert, kann dieser Be-
fund nur durch einen direkten Einflul von EDTA erklirt wer-
den. Die Lage der CH,-Streckschwingungen vor und nach
EDTA-Zugabe ist identisch. Ein Vergleich dieser Signalfldchen
ergab ein Verhdltnis von 3:1 fiir nicht beladenes zu beladenem
Chelatorlipid. Die unvolistindige Komplexierung der Nickel-
Tonen durch EDTA ist nicht {iberraschend, da bei diesem Vor-
gang eine negativ geladene Oberfliche erzeugt wird, an die die
weitere Anlagerung des EDTA durch elektrostatische Ab-
stoBung immer weiter erschwert wird. Dariiber hinaus kdnnte
die Anlagerung von EDTA an die Ni-NTA-Kopfgruppe durch
Komplexbildung erkldrt werden. Um eine vollstidndige Disso-
ziation zu erreichen, sollte eine Komplexierung mit EDTA, eine
Verdrangung durch Imidazol oder eine Erniedrigung des pH-
Wertes in einem kontinuierlichen Durchflulexperiment durch-
gefiihrt werden.
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Unter Verwendung der externen Reflektions-FT-IR-Spektro-
skopie an der Wasser/Luft-Grenzfache konnte eine spezifische
und reversible Proteinanlagerung an eine Chelatorlipidmono-
schicht an der Wasser/Luft-Grenzschicht erstmals nachgewiesen
werden. Dariiber hinaus ist es mit dieser Untersuchungsmetho-
de, die nur durch die MeBzeit begrenzt ist, mdglich, Lipid-Pro-
tein- oder Lipid-Ligand-Wechselwirkungen ohne zusitzliche
Sondenmolekiile zu studieren. Aufgrund der groflen Zahl der
bereits zuginglichen Histidin-Fusionsproteine sollte es mit die-
sem Konzept generell moglich sein, die unterschiedlichsten Bio-
molekiile definiert zu organisieren und zu orientieren. Die dabei
gebildeten zweidimensionalen Proteinschichten kénnten prinzi-
piell zur Untersuchung des molekularen Mechanismus von
Membranerkennungsreaktionen, der Vesikelanlagerung und
-fusion, der zelluliren Immunantwort oder von Adhdsionspro-
zessen verwendet werden.

Eingegangen am 11. Juli 1995 [Z 8192]
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Molekulare Erkennung - Proteine
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Die Auswirkung spannungsinduzierender,
bicyclischer Anellierung auf Benzol — die
Strukturen von einemTriphenylen- und zwei
Anthracen-Derivaten**

Francesca Cardullo, Daniele Giuffrida,
Franz H. Kohnke*, Frangisco M. Raymo,
J. Fraser Stoddart und David J. Williams

Fiir die Synthese molekularer Tori, Kéfige und Bander grei-
fen wir zuriick auf repetitive Diels-Alder-Reaktionen zwischen
molekularen Bausteinen mit endocyclischen, dienophilen Dop-
pelbindungen und exocyclischen Butadien-Einheiten, die an
Norbornan- oder 7-Oxanorbornan-Geriiste angeheftet sind. Im
Verlauf dieser Arbeiten gelang uns die Synthese der Bisdieno-
phile 1 und 2 sowie der Trisdienophile 3!}, Hier berichten wir
iiber die Strukturen von anti-1b, anti-1c und agnti-3'2-33 im Kri-
stall. Die Struktur von anti-3 ist durch signifikant alternierende
Bindungslingen in der Benzoleinheit gekennzeichnet. anti-1b
und anti-1¢ zeigen diese Besonderheit nicht.

@ﬂ ) % @@@

1ta:X=H, Y=0
b:X=Me; Y=CH, 2a:X=H
c:X=Br; Y=0 b:X=Me 3

Alternierende Bindungsldngen innerhalb eines Benzolrings
als Folge einer Anellierung an kleine Ringe wurden zuerst von
Mills und Nixon postuliert™, Obwohl sie ihre Postulate auf ein
falsches Benzolmodell stiitzten, iiberdauerte die Vorstellung,
dalB Anellierung mit kleinen Ringen alternierende Bindungslén-
gen induzieren konnte, auch das gegenwartig akzeptierte Ben-
zolmodell™®!. Mehrfache angulare Anellierung ([a, ¢] oder [q, ¢, €])
sollte eine Alternanz der Bindungsldngen eher begiinstigen als
eine lineare Bisanellierung ([a, d]). Im ersten Fall sollten sich
nimlich die Spannungseffekte, die von jedem einzelnen kleinen
Ring herrithren, gegenseitig verstirken kénnen. Einerseits zei-
gen neueste Untersuchungen daB unter den planaren Verbin-
dungen 48 nur die Verbindung 8, bei der elektronische Einfliis-
se eine dominierende Rolle spielen'®), eine signifikante
Alternanz der Bindungsldngen aufweist. Bei 47 scheint die
angulare Verzerrung dagegen zu gebogenen Bindungen zu fiih-
ren!”. Andererseits konnte kiirzlich die entscheidende Rolle
spannungsreicher, bicyclischer Anellierung fiir die Induktion
von alternierenden Bindungsldngen in Benzol anhand der Er-
gebnisse von Strukturberechnungen und Kristallstrukturanaly-
sen fiir 91 und 10!! vollstindig bestitigt werden. Die Interpre-
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