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Dynamische Untersuchungen der durch
Phospholipase A, katalysierten Hydrolyse
einer DPPC-Monoschicht an der
Wasser-Luft-Grenzflache**

Junbai Li,* Zhijian Chen, Xiaoli Wang,
Gerald Brezesinski und Helmuth Mohwald*

Viele chemische Reaktionen, besonders solche im kristal-
linen Zustand, hingen von der lokalen Umgebung der
Reaktanten ab. Um ihre Mechanismen zu verstehen, miissen
diese Reaktionen in Abhéngigkeit von der lokalen Ordnung
untersucht werden; dabei sollten auch Ordnungsdnderungen
im Verlauf der Reaktion verfolgt werden. Amphiphile
Monoschichten sind fiir diese Zwecke bestens geeignet, da
ihre Ordnung gezielt verdndert und bestimmt werden kann.
Die chemische Reaktion kann dabei mit neuen spektrosko-
pischen und mikroskopischen Techniken verfolgt werden.
Dariiber hinaus konnen die Reaktanten mit der jeweils
benachbarten Phase auf kontrolliertem Wege ausgetauscht
werden.

Ein fiir die Biologie und technische Bereiche wichtiges
System ist die Phospholipase A, (PLA,), die die Hydrolyse
einer Phospholipid-Monoschicht an einer Grenzfliche kata-
lysiert. Es ist bekannt, dass diese Reaktion vom Zustand der
Monoschicht abhéngt. Inzwischen kann die molekulare Ord-
nung von Monoschichten bereits in einzelnen Domédnen mit
mikroskopischer Auflésung untersucht werden, wobei haupt-
sdchlich Methoden der Rontgenbeugung an Oberfldchen, FI-
IR-Spektroskopie und Brewster-Winkel-Mikroskopie (BAM)
angewandt werden. Dieses Verfahren wird hier zur detail-
lierten Beschreibung der Enzymreaktion genutzt. Die Korre-
lation von Verdnderungen der molekularen Ordnung mit der
katalytischen Aktivitdt sollte das Verstdndnis dieser Reak-
tionsmechanismen fordern.

PLA, ist ein Calcium-abhéngiges Enzym, das reichlich in
lebenden Organismen vorhanden ist. Die enzymatische Re-
aktion mit der Membranoberfldche besteht aus einem mole-
kularen Erkennungsprozess und einer Spaltungsreaktion.[!]
PLA, hydrolysiert stereoselektiv die sn-2-Esterbindung von
L-Phospholipiden, wodurch Fettsduren und Lysophospholipi-
de freigesetzt werden (Abbildung 1a). Die Aktivitdt von
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Abbildung 1. a) Schematische Darstellung der Hydrolyse einer L-DPPC-
Monoschicht durch Phospholipase A, (PLA,). b) Rdumliche Darstellung
der Struktur von PLA,.

PLA, ist an Grenzflichen aggregierter Substrate, z. B. Phos-
pholipid-Monoschichten, 10000-mal hoher als am entspre-
chenden monomeren Substrat.”! PLA, enthilt in wissriger
Losung einen hohen Anteil an a-Helix-Struktur (Abbil-
dung 1b). Bei einer enzymatischen Reaktion ist eine Ver-
dnderung dieser Konformation méglich, sobald das Molekiil
die Grenzfldche erreicht.

Die BAM-Methode eroffnet neue Moglichkeiten bei der
direkten Visualisierung der Texturen von Langmuir-Mono-
schichten.P! Sie gestattet die Charakterisierung der Fernord-
nung von Phospholipiden in Monoschichten dank der opti-
schen Anisotropie, die von geneigten aliphatischen Ketten
herriihrt.™

Die Resultate der zeitabhingigen Messungen der Ober-
flichenspannung zeigen, dass PLA, zu Beginn einen Anstieg
der Oberflichenspannung bewirkt (Abbildung 2a). Dieser
Druckanstieg direkt nach der Enzyminjektion korreliert mit
der Adsorption von PLA, an die L-Dipalmitoylphosphatidyl-
cholin(DPPC)-Monoschicht. Der Zusammenhang zwischen
der Geschwindigkeit des Druckanstiegs (dsz/df) und der
Adsorptionsgeschwindigkeit, die proportional zur Fldchen-
anderung (dA/dr) ist, wird durch Gleichung (1) beschrieben:

dr dr dA
-
dr dA  dr

()

Es wird eine Zunahme der Anfangssteigung (ds/dr), mit
zunehmendem Druck im Verhiltnis 1.7:3.4:6.0 beobachtet,
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Abbildung 2. a) Anderung des Filmdrucks 7 mit der Zeit ¢. PLA, wurde
bei unterschiedlichen Anfangsdriicken der Monoschicht (4.5 (blau), 6.0
(rot) und 8.0 mN'm~! (griin)) in die Subphase injiziert. b) Der Anstieg dz/
dA der DPPC-Isotherme (gezeigt als Bildeinschub) in Abhingigkeit von
der Molekiilfliche A.

bei dn/dA (Abbildung 2b) wurde dagegen das Verhiltnis
10:6:34 ermittelt. Beim Vergleich des hochsten und niedrigs-
ten Drucks, bei dem der Film homogen erscheint, bemerkt
man, dass der Druckanstieg proportional zur Anderung von
dn/dA ist, was eine konstante Adsorptionsgeschwindigkeit
anzeigt. Bei mittleren Driicken, bei denen der Film Inhomo-
genitdten aufweist, besteht diese Proportionalitét nicht, denn
die makroskopische und die lokale Kompressibilitidt weichen
voneinander ab. Daraus ist zu schlieBen, dass die Adsorp-
tionsgeschwindigkeit nicht von der GroBe der freien Film-
oberfldche, sondern vom Transport innerhalb der Volumen-
phase zur Grenzflache abhingt. Die der Adsorption folgende
Spaltungsreaktion erkldrt den beschrinkten Druckanstieg
und den niedrigeren Maximalwert bei einem geringeren
Anfangsdruck. Andererseits konnte gezeigt werden, dass
der Oberfliachendruck einer p-DPPC-Monoschicht nach der
PLA,-Adsorption, aber ohne enzymatische Spaltung, den
gleichen Maximalwert von ca. 10 mNm~' erreicht.’] FT-IR-
spektroskopische Untersuchungen ergaben, dass von den
Reaktionsprodukten die Fettsdure in der Grenzfldche ver-
bleibt, wihrend das Lysophospholipid teilweise in Losung
geht.l!l Somit reduziert sich der Flichenbedarf des Lipids von
50 A2 pro Molekiil auf die 20 A2 der Fettsiure, was mit einem
Druckabfall einhergehen sollte.

Durch polarisationsmodulierte Infrarot-Reflexions-Ab-
sorptions-Spektroskopie(PM-IRR AS)-Messungen!’) an einer
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L-DPPC Monoschicht wurde gefunden, dass PLA, im Koexis-
tenzbereich von fliissig-expandierter (LE) und kondensierter
Phase maximale Aktivitidt aufweist.’! Abbildungen der Mor-
phologie von L-DPPC-Monoschichten, die in diesem Uber-
gangsbereich von PLA, angegriffen werden, zeigen, dass die
Hydrolysereaktion an der Grenzfliche zwischen der fliissig-
expandierten und der kondensierten Phase beginnt und dann
in den kondensierten Bereich hinein fortschreitet.[’! Defekte
in der Packung sind bevorzugte Reaktionsstellen. Je nach
,,Vorgeschichte* der Probel” beginnt die Reaktion entweder
innerhalb der Doméne oder an deren Rand. In ihrem Inneren
betroffene Domainen, z. B. der so genannte Pizza-Typ, wurden
bereits 2min nach der Injektion von PLA, beobachtet
(cprLa» =0.975 pgmL~", 7,=8.0 mNm™'; Abbildung 3). Lyso-
lipid als eines der Reaktionsprodukte entfernt sich von der
Grenzfliche und erweitert dadurch den freien Raum. Als
Folge davon verkleinert sich der Anteil der geordneten
Bereiche, was sich in der Verdnderung der Dominen wider-
spiegelt (Abbildung 3).

L-TFPPCDamddnen nach der
Hydralyse

Abbildung 3. BAM-Aufnahmen einer L-DPPC-Monoschicht an der Was-
ser-Luft-Grenzfldche vor der Injektion von PLA, in die Subphase und nach
der Hydrolysereaktion.

Durch den Materialschwund in der Monoschicht sinkt der
Oberflichendruck, was wiederum das Eindringen des Enzyms
erleichtert und eine damit einhergehende Druckerh6hung
bewirkt. Das Zusammenwirken dieser Faktoren resultiert in
den beobachteten Schwankungen des Oberflichendrucks.
Beziiglich der Doménenform bei Abwesenheit von PLA, sei
angemerkt, dass lediglich die GroBe, doch nicht ihre Zahl,
druckabhingig ist. Auferdem #dndert Enzymzugabe ohne
Hydrolysereaktion (pD-Enantiomer) die Doménenform nicht,
obwohl sich das Enzym bevorzugt an den Dominengrenzen
anlagert.!

Die Abbildungen 4a-d zeigen die Verdnderung der Do-
minenform von L-DPPC nach der Injektion des Enzyms bei
einem Anfangsdruck von 7.5 mNm~". 300 Sekunden nach der
Injektion von PLA, beginnt die Verdnderung der Doménen-
form (dunkle Bereiche entsprechen der kondensierten Pha-
se). Die Fldchenverkleinerung der kondensierten Doménen
wird der Spaltungsreaktion zugeschrieben. Wie in Abbil-
dung 4b zu sehen, gibt es zwei typische Doménenformen: die
C- und O-Form. Die Dichte der C-férmigen Doménen nimmt
wihrend der Reaktion drastisch ab, wihrend sich ihre Form
kaum verédndert. Somit nehmen wir an, dass die Hydrolyse an
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Abbildung 4. BAM-Aufnahmen einer L-DPPC-Monoschicht an der Was-
ser-Luft-Grenzfliche wihrend der Spaltungsreaktion durch PLA, bei
einem Anfangsdruck von 7z, =7.5 mNm~'. Niheres siche Text.

den C-formigen Doménen entlang der gekriimmten Domé-
nengrenzlinien verlduft. Die weit reichende Neigungsorien-
tierung in der Phospholipid-Monoschicht wurde bereits
frither mit BAM untersucht.*l Aus der Morphologie der
reinen L-DPPC-Monoschicht kann man entnehmen, dass sich
die Orientierung der Molekiile in den lang gestreckten
Dominen kontinuierlich entlang der Randlinie dndert und
somit der Kriimmung jedes Segments folgt.['"]

Unter Beriicksichtigung der Molekiilorientierung lésst sich
aus dem Experiment schlieBen, dass das Enzym bevorzugt
diejenigen Teile der kondensierten Domidnen hydrolysiert,
deren Kettenorientierung einheitlich ist. Wenn Molekiile mit
gleicher Orientierung (oder Reflektivitit) vorzugsweise ge-
spalten werden, so bilden sich Dominen in C- oder S-Form.
Die Erklarung dafiir ist, dass die Hydrolyse von Molekiilen
gleicher Orientierung nur eine minimale Konformations-
dnderung des Enzyms wéhrend der Spaltung erfordert. Ab-
bildung 4b zeigt auch O-formige Doménen. Dies beweist,
dass das Enzym den mittleren Teil der Doméne hydrolysiert,
in dem die Lipidmolekiile infolge von Defekten weniger
geordnet sind. Dadurch werden hohle, O-férmige Doménen
gebildet. Die Dominen konnen sich letztlich zu einer Netz-
werkstruktur verkniipfen.

Ein neuer Dominentyp wird etwa 80 min nach der
Enzyminjektion (Abbildung 4c) beobachtet. Die Doménen-
formen unterscheiden sich deutlich von denen der DPPC-
Monoschicht. Sie zeigen eine relativ hohe Reflektivitdt und
sind viel heller. Ihre Zahl erhoht sich mit der Zeit. Dies kann
durch die Bildung von Enzymdomainen erkliart werden. Solch
ein Ergebnis ist in guter Ubereinstimmung mit fluoreszenz-
mikroskopischen Beobachtungen an anderen Proteinen.!'!]
Nach 120 min wurde der Mischfilm expandiert und dann
erneut komprimiert. Die Doménen sind nun sternformig
(Abbildung 4d). Um die Formumwandlung der Doménen zu
verstehen, miissen wir beriicksichtigen, dass die Anwesenheit
des Enzyms die Linienspannung an der Doméinengrenze
dndertl'” und die Monoschicht nun eine Mischung aus
Substraten und Reaktionsprodukten ist. Da eines der Pro-
dukte als Fettsduresalz in der Grenzflidche verbleibt, wird es
wahrscheinlich phasenseparierte Kristallite bilden.
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Um zu zeigen, dass die Hydrolysereaktion zuerst in der
kondensierten Phase (LC-Phase) stattfindet, wurde die Mo-
noschicht bei hoheren Driicken komprimiert. Abbildung 5
zeigt BAM-Aufnahmen wéhrend der Reaktion mit einem
Anfangsdruck von 15.0 mNm~!, bei dem die Monoschicht

Abbildung 5. BAM-Aufnahmen wihrend der enzymatischen Reaktion bei
einem Anfangsdruck von 15 mNm~!. Néheres siche Text.

eine homogene LC-Phase bildet (Abbildung 5a). Nach der
Enzyminjektion werden Morphologiednderungen infolge der
Hydrolysereaktion beobachtet (Abbildung Sb). Im Unter-
schied zur Reaktion im Zweiphasengebiet fand die Reaktion
nun willkiirlich in der Monoschicht statt. Ein homogener Film
wurde in ein Netzwerk umgewandelt. Die Locher in der
Monoschicht wurden allmihlich groBer und die Form der
Kanten irreguldr (Abbildung 5c). Bei diesem hoheren Druck
begann das Enzym bereits eine Stunde nach der Injektion
seine eigenen Dominen zu bilden (Abbildung 5d).

Der erste Schritt der Hydrolysereaktion ist der Oberfla-
chenerkennungsprozess, der die Enzymadsorption an die
Lipidoberflache einschlieft. Rontgenographische Untersu-
chungen ergaben, dass sich der Neigungswinkel der Phos-
pholipidmolekiile durch die spezifische Enzymadsorption
dndert.’] Das bedeutet, dass eine Orientierungsinderung
der Lipidmolekiile durch die spezifische Wechselwirkung
zwischen Lipiden und Enzym induziert wird. Dadurch ist die
innere Struktur der Dominen gegeniiber der von reinen
Lipiden verdndert. Zusétzlich zu den spezifischen Kréften
konnen weit reichende elektrostatische Kréfte die Protein-
molekiile an die Doménengrenze ziehen, da die Normalkom-
ponenten der Dipolmomente der Lipide und Proteine unter-
schiedlich sind." Diese elektrostatische Kraft kann auch die
Orientierung der Lipidmolekiile beeinflussen. Wéhrend der
Grenzflichenerkennung zu Beginn der Hydrolysereaktion
konnen sowohl das Enzym als auch die Phospholipidmolekiile
ihre Konformation dndern.

Die Enzympenetration, die Hydrolysereaktion und das
Losen der Reaktionsprodukte in die Volumenphase hinein
bestimmen also alle die enzymatisch katalysierte Hydrolyse
der Phospholipide. Diese drei Prozesse konnen getrennt
werden, indem man gut definierte Monoschichten mittels
BAM und Filmwaagentechniken untersucht. Obwohl die
Ergebnisse fiir die PLA,, die mit L-DPPC reagiert, erhalten
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wurden, erwarten wir, dass sie fiir eine ganze Klasse von
biologischen Grenzflichenreaktionen verallgemeinert wer-
den konnen. Dies ist auch dann moglich, wenn man bedenkt,
dass die Doppelschichtmembran im Allgemeinen als fluide
Phase betrachtet wird. Aber starke Anderungen in der Dichte
und Ordnung der Membran konnen zu lokalen Doméinen-
grenzen fiihren, wie sie hier diskutiert wurden. Monoschich-
ten von Amphiphilen wurden hier als Modelle zum allge-
meinen Studium von stereospezifischen Reaktionen einge-
setzt, da sie sowohl strukturelle Kontrolle als auch eine
mikroskopische Verfolgung von Reaktionen an Grenzflichen
zulassen. Obwohl sie in einem geordneten Zustand vorliegen,
erlauben sie den Zugang von Reaktanten iiber den Austausch
mit der angrenzenden Volumenphase.

Experimentelles

Ein hochauflésendes Brewster-Winkel-Mikroskop (Optrel, Deutschland)
wurde mit einem an einen Computer angeschlossenen Langmuir-Trog
(R&K, Deutschland) verbunden. Das reflektierte Licht wurde durch einen
Analysator und eine CCD-Kamera detektiert. Das Ausgangssignal wurde
mit einem Videorecorder aufgenommen. Zur weiteren Aufarbeitung der
Aufnahmen wurde ein Framegrabber verwendet. Eine spezielle Software
erlaubte die Kontrasteinstellung und Korrektur der durch die Beobachtung
am Brewster-Winkel auftretenden Verzerrung der Bilder. Die Oberfld-
chenspannung wurde mit der Wilhelmy-Methode zu 0.1 mN m~! bestimmt.
Die Enzymlosung wurde mit einer feinen Spritze in die Subphase injiziert.

L-DPPC, p-DPPC und PLA, aus Crotalux atrox Venom wurden von Sigma
bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Chloroform (99 % ) wurde
von ACROS bezogen. Die Subphase war in allen Experimenten ein
wissriger Puffer (pH 8.9), der 15 mM NaCl, 5 mm CaCl, und 10 mm Tris
enthielt. Alle Experimente wurden bei (20.0+0,1)°C durchgefiihrt. Die
PLA,-Konzentration in der Subphase betrug 0.714 mgmL~". Das in den
Experimenten eingesetzte Wasser wurde mit einer Milli-Q-Anlage gerei-
nigt.

Fiir die Hydrolyseexperimente wurde eine 1 mm Chloroformldsung von L-
DPPC auf die Puffer-Oberflidche gespreitet. Die Monoschicht wurde auf
den gewidhlten Anfangsdruck komprimiert und die Enzymlosung in die
Subphase injiziert. Filmdruck und Doménenmorphologie wurden simultan
aufgenommen. Nach 120 min wurde die Isotherme aufgezeichnet.

In den Experimenten mit D-DPPC wurde die Monoschicht nach der
gleichen Methode gespreitet und langsam in das Koexistenzgebiet kom-
primiert. Dann wurde das Enzym in die Subphase injiziert. Nach 60 min
wurde die Monoschicht bis zum Verschwinden der LC-Phase expandiert.
Die BAM-Bilder wurden bei der anschlieBenden Rekompression auf-
genommen. Die Kompressionsgeschwindigkeit betrug bei allen Experi-
menten 2.5 x 1072 nm? pro Molekiil und pro Minute.
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Hexakisamidokomplexe des Urans**

Karsten Meyer, Daniel J. Mindiola, Thomas A. Baker,
William M. Davis und Christopher C. Cummins*

Wir berichten im Folgenden iiber die Synthese und die
Charakterisierung des bislang unbekannten Hexakisamido-
uran(v)-Anions [U(dbabh),]- 1 (Hdbabh =2,3:5,6-Dibenzo-
7-azabicyclo[2.2.1]hepta-2,5-dienl'l) sowie seines Einelektro-
nenoxidationsproduktes, des neutralen, homoleptischen
Uran(vi)-Komplexes [U(dbabh)s] 2. Wir konnten zeigen, dass
Chrom(vi)-Derivate mit einem terminalen Nitridoliganden
ausgehend von dem redoxaktiven Azanorbornadienliganden
dbabh synthetisiert werden konnen. Bei dieser Reaktion wird
Anthracen eliminiert und das Metallzentrum gleichzeitig um
zwei Einheiten oxidiert.’l Letzteres ist bei der hier vorge-
stellten Synthese von 1 von entscheidender Bedeutung, da
hierbei die Anthraceneliminierung zur Oxidation des ein-
gesetzten formal dreiwertigen Urans zu Uran(v) dient.

Setzt man eine tauende Losung von [UI4(thf),]B in THF
mit einer kalten Suspension von [Li(dbabh)(OEt,)]
(7 Aquiv.) in Diethylether um, so erhilt man einen orange-
farbenen kristallinen Niederschlag des Lithiumsalzes
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[Li(thf),][1] in 85% Ausbeute. 'H-NMR-Spektroskopisch
konnte Anthracen (ca. 1 Aquivalent pro Mol Uran) als
Nebenprodukt nachgewiesen werden. Die Ausbeute an 1
kann optimiert werden, wenn sieben Aquivalente [Li(dbabh)-
(OEt,)] eingesetzt werden. Dieser Befund stiitzt die in
Schema 1 vorgeschlagene Stochiometrie. Umkristallisation
von [Li(thf),][1] aus einer mit [PPh,][Br] gesittigten Losung
in Dichlormethan/Hexan bei —40°C liefert extrem luftemp-
findliche, aber thermisch stabile, wiirfelformige Kristalle des

Salzes [PPhy][1].
<{ 6 | [Lithf)J*

[Licthf),d [1]
[Fe(Cp)2llOTH], Iz
_ AQOTHbuftr
[Co(Cp)g] Na/Hg
[M*] 6
MI[1]

Schema 1. Synthese der homoleptischen Hexakisamidouran(v)- und -(vi)-
Komplexe. Cp = CsH;, Tf=SO,CF;.

NLi( Eth)

UO

THF, —100 = 20°C
—Lil, CqH1o, nLigN"

[Ul5(thf)a]

Der Hexakisamidouran(v)-Komplex [Li(thf),][1] ist in Lo-
sung bei Raumtemperatur nicht EPR-aktiv. Das X-Band-
EPR-Spektrum einer verdiinnten, gefrorenen Losung bei 100
oder 20K in Acetonitril/Toluol zeigt jedoch ein breites,
isotropes Signal bei |g|=1.12 (Abbildung 1).] Der fiir 1
beobachtete isotrope g-Wert ist nicht ungewohnlich: Andere

dx"fdB exp.— cavity

400 600 800 1000 1200

B/mT——
Abbildung 1. X-Band-EPR-Spektrum von [Li(thf) ][1] in CH;CN/Toluol
bei 20 K. Gezeigt sind das gemessene Spektrum (exp.), das der Pro-
benkammer (cavity), die Differenz beider Spektren (exp. — cavity) und das
simulierte Spektrum (sim.).

0044-8249/00/11217-3191 $ 17.50+.50/0 3191



