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Membrankontaktstellen

Oberfliichen schaffen eine Umgebung, in der zahlreiche Krifte zu-

Angewandte

Aus dem Inhalt

sammenwirken und dabei eine Vielzahl komplexer chemischer Pro-

zesse auslosen. Dies gilt vor allem fiir Zellmembranen, deren Fluiditiit
und Flexibilitit eine Antwort auf chemische Wechselwirkungen an der
Oberfliche ermoglichen, wie man sie bei anorganischen Materialien in

dieser Form nicht findet. Die Bildung rdaumlicher Proteinmuster an

Membranoberflichen im Bereich von Membrankontaktstellen liefert
viele Beispiele fiir solche Phdnomene und spielt dariiber hinaus eine

wichtige Rolle bei der interzelluliren Signaltransduktion. Entspre-

chend interessieren sich sowohl Physikochemiker als auch Zellbiolo-
gen fiir Wechselwirkungen an Membranoberflichen. Aktuelle, fach-
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iibergreifende Untersuchungen zur Bildung von Proteinmustern in
immunologischen Synapsen und zur Rekonstitution und Manipulati-
on von Membranen unter Verwendung moderner bildgebender Ver-

fahren werden in diesem Aufsatz vorgestellt.

1. Einleitung

Die Fihigkeit von Zellen, untereinander Signale auszu-
tauschen, ist ein wesentliches Erfordernis fiir alle Vielzeller.
Tausende membranassoziierter Rezeptoren und Botenstoffe
ubertragen Signale zwischen Zellen; von besonderem Inter-
esse ist hierbei die Aufklarung von Rezeptor-Ligand-Wech-
selwirkungen. In vielen Fillen konnen allerdings einzelne
Bindungsereignisse allein das bemerkenswerte Verhalten
dieser Proteine in Zellen nicht erkldren. Kollektive Protein-
Protein-Wechselwirkungen und die Bildung von Molekiil-
clustern werden als wichtige Elemente der Signaltransdukti-
on angesehen und entsprechen einer ersten Ebene der
Kooperativitit."*! Zudem erkannte man in der koordinierten
Umordnung von Zellmembran-Rezeptoren in Form be-
stimmter Muster ein wichtiges Merkmal interzelluldrer Si-
gnalweitergabe. Beispiele dafiir finden sich in den immuno-
logischen Synapsen, die wihrend der letzten Jahre an den
Membrankontaktstellen zwischen verschiedenen Immunzel-
len und ihren Zielzellen entdeckt wurden.”"”! Réumliche
Proteinmuster entwickeln sich innerhalb der Kontaktstellen,
wenn Rezeptorpopulationen auf einer Zellmembran mit den
dazugehorigen Liganden auf der gegeniiberliegenden Mem-
bran in Kontakt treten. Diese Muster konnen einen Umfang
von mehreren Mikrometern haben und reichen so viel weiter
als direkte Kontaktwechselwirkungen zwischen Proteinen.
Sie korrelieren stark mit den nachfolgend auftretenden
intrazelluldren signalgebenden und Effektorfunktionen.

Die rdumliche Einschriankung der interzelluliren Kon-
taktstellen auf eine Gro3enordnung von einigen Molekiilldn-
gen hat tiefgreifende Konsequenzen fiir die biochemischen
Reaktionen, die dort ablaufen. Im Falle der immunologischen
Synapsen entstehen die Proteinmuster durch die enge Ko-
operativitdt zwischen inter- und intramembrandren Protein-
bindungsereignissen, membranmechanischen Einschriankun-
gen und der Umordnung des Cytoskeletts, durch die es zu
einer lateralen Sortierung der Proteine innerhalb ihrer jewei-
ligen fluiden Membranen kommt.'*'¥ Spezifisch fiir eine
Membrankontaktstelle ist, dass Krifte auftreten konnen, die
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die Bildung von Mustern fordern, ohne dass dabei direkte
Bindungen zwischen Proteinen zu beobachten sind. Beispiels-
weise erzeugt eine Kriimmung der Membran eine abstoende
Kraft auf Rezeptor-Ligand-Komplexe mit unterschiedlichen
bevorzugten Membranabstinden. Entsprechend wird die
effektive Geschwindigkeit der Bildung eines weiteren Re-
zeptor-Ligand-Komplexes in der Nachbarschaft eines Kom-
plexes dhnlicher Grofe durch die von den Membranen
bewirkte Vororientierung erhoht. Diese Art von Riickkopp-
lungsschleife kann zur Bildung umfangreicher Muster an
Membrankontaktstellen fithren."">) Alternativ kann die
bevorzugte Assoziation mit speziellen Membrandoménen
(Rafts"") zur Colokalisierung fiihren. Die fehlende Spezifi-
tit dieser Kréfte ldsst vermuten, dass die Bildung rdumlicher
Muster innerhalb interzelluldrer Kontaktstellen einen weit-
reichenden Einfluss hat.

Auch auBlerhalb biologischer Systeme ist die reaktionsge-
triebene Bildung rdumlicher Muster ein verbreitetes physi-
kalisches Phinomen mit wichtigen Auswirkungen, z.B. in der
heterogenen Katalyse.? 2! Die Komplexitit der Musterbil-
dung in lebenden Systemen ist allerdings beispiellos. Die
enormen Fortschritte bei der Aufklarung molekularer As-
pekte zelluldrer Signalsysteme wie der immunologischen
Synapse eroffnen Moglichkeiten fiir empfindliche quantitati-
ve und rechnergestiitzte Untersuchungen der physikalischen
Mechanismen, die der Signalgebung in Zellmembranen zu-
grunde liegen.

In diesem Aufsatz werden die neuesten Entwicklungen
bei der Untersuchung der physikalischen Mechanismen der
Signaltransduktion an interzelluliren Kontaktstellen zusam-
mengefasst. Die immunologischen Synapsen sollen als Bei-
spiel fungieren, an dem Leitmotive kollektiver Signalsysteme
an interzelluldren Kontakten verdeutlicht werden. Sie werden
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aus physikalischer Sichtweise und im Zusammenhang mit
quantitativen Interpretationen diskutiert. Experimentelle
Membransystem-Modelle und Messtechniken, die die hierar-
chische Kooperativitdat der Wechselwirkungen zwischen Po-
pulationen von Signalmolekiilen an Membrankontaktstellen
erfassen, werden beleuchtet.

2. Rdumliche Muster und Signalgebung von Zellen
2.1. Interzellulire Synapsen

Das Immunsystem identifiziert und zerstort Zellen, die
von einem Pathogen infiziert wurden oder in einen von der
Norm abweichenden Lebenszyklus eingetreten sind. Eine
Klasse von Immunzellen, die an dieser Uberwachung beteiligt
ist, ist die der T-Lymphocyten (T-Zellen). Diese stehen an
vorderster Front des adaptiven Immunsystems und werden
hauptsidchlich durch die Wechselwirkung von T-Zellrezepto-
ren (TCRs) auf der T-Zelle mit Proteinen des Haupthisto-
kompatibilitdtskomplexes (MHC, major histocompatibility
complex) aktiviert, die Peptidfragmente auf der Oberfliche
antigenpriasentierender Zellen (APCs) prisentieren. Je nach
Art dieser Wechselwirkungen konnen unterschiedliche Si-
gnale weitergeleitet werden. Die Erkennung des Peptid/ MHC
(pMHC) durch TCRs auf aktivierten cytotoxischen CD8*-T-
Zellen 16st die Lyse der Zielzelle aus. Im Unterschied dazu
fithrt die Erkennung von Eigen-pMHC auf APCs im Thymus
durch TCRs auf Thymocyten (unreifen T-Zellen) zur Zersto-
rung der autoreaktiven Thymocyten durch Apoptose. Ein
Versagen dieses Selektionsprozesses im Thymus 16st Auto-
immunerkrankungen aus. Rheumatoide Arthritis, Multiple
Sklerose und Psoriasis konnen alle auf fehlerhafte Signalge-
bung an T-Zellsynapsen zuriickgefiihrt werden.

Bei T-Zellen lduft der Erkennungsprozess iiber die Bil-
dung einer immunologischen Synapse mit der Zielzelle
ab [101L13-15.17.27311 - 7ah|reiche aktuelle Untersuchungen
haben préazise organisierte, dynamische Muster von Rezep-
toren und Signalmolekiilen in der Synapse aufgedeckt!"*32
(Abbildung 1). Immunologische Synapsen sind nicht auf T-
Zellen beschriankt: NK-Zellen (natiirliche Killerzellen), die
eine Schliisselrolle bei der angeborenen Immunantwort spie-
len, bilden ebenfalls zahlreiche Synapsenmuster wihrend des
Kontakts mit ihren Zielzellen. Das Hauptaugenmerk dieses
Aufsatzes liegt zwar auf den T-Zellen, doch viele der be-
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Abbildung 1. Musterbildung in Synapsen verschiedener Immunzellty-
pen: schematische Darstellung (links) und Fluoreszenzaufnahmen an
lebenden Zellen (rechts). a) Reife T-Zellsynapse mit dem TCR-Peptid/
MHC (griin) im Zentrum (c-SMAC) und LFA1-ICAMT (rot) an der Peri-
pherie (p-SMAC). Die Fluoreszenzaufnahme ist Lit. [8] entnommen.

b) Schema und Fluoreszenzaufnahme einer Thymocytensynapse
(Farben wie in (a)). Die Fluoreszenzaufnahme ist Lit. [48] entnommen.
c) Schema der molekularen Anatomie einer reifen T-Zellsynapse.

schriebenen Merkmale wurden auch bei NK-Zellsynapsen
beobachtet.[""]

Im Falle der Synapsen reifer T-Zellen besteht die bevor-
zugte Struktur fiir eine dauerhafte Signalgebung aus einem
zentralen supramolekularen Aktivierungscluster (c-SMAC)
mit einer Ausdehnung von 1-3 um, in dem sich TCR-pMHC-
Komplexe ansammeln. Andere costimulatorische Molekiile
auf der T-Zelloberfldche, darunter CD28 und das Antigen 4
der cytotoxischen T-Lymphocyten (CTLA4), werden im c-
SMAC mit den zugehorigen Liganden auf der APC-Oberfli-
che, B7-1 und B7-2, angereichert. Der c-SMAC wird von
einem peripheren Ring umgeben, in dem sich Komplexe
zwischen LFA1 (leukocyte function-associated antigen 1) auf
der T-Zelle und interzellulirem Adhéisionsmolekiil 1
(ICAM1) auf der APC befinden (Abbildung 1a). In dieser
Struktur, auch als peripherer supramolekularer Aktivierungs-
cluster (p-SMAC) bezeichnet, reichern sich auch groBere
costimulatorische Molekiile an, darunter CD2 auf der T-Zelle
und sein Ligand CD48 auf der APC. Die Grofie der TCR-
pMHC-Komplexe definiert den Abstand (ca. 15 nm) zwi-
schen den Membranen innerhalb des c-SMAC. Die lingeren
LFA1-ICAM1-Komplexe (ca. 40 nm) zwingen den gegen-
iiberliegenden Membranen einen grofleren Abstand inner-
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halb des peripheren Rings von Adhisionsmolekiilen auf.
Letztlich wird ein ausgefeiltes Zusammenspiel von costimu-
latorischen, Adhisions- und Signalmolekiilen®*** zusam-
men mit Cytoskelett-Anbindungen!®*“* und Lipid-
Raftsi®! innerhalb der immunologischen Synapsen organi-
siert.

Thymocyten-ACP-Wechselwirkungen werden von den
gleichen primdren Rezeptor-Liganden-Paaren vermittelt wie
die von Synapsen reifer T-Zellen, nur ist die rdumliche
Organisation anders. In Thymocyten-ACP-Synapsen werden
keine c-SMAC:s gebildet. Stattdessen kondensieren multifo-
kale Zusammenballungen von TCR-pMHC und zerfallen
wieder in einem See von LFA1-ICAMI1-Komplexen!* I
(Abbildung 1b). Fiir die abweichenden Muster wurde eine
thermodynamische Ursache vorgeschlagen, basierend auf
einem unterschiedlichen Ausmaf an TCR-Expression.’
(siche Abschnitt 2.2). Es steht allerdings noch nicht fest, in
welchem Umfang die unterschiedlichen Proteinmuster in den
Synapsen reifer T-Zellen und Thymocyten zu den unter-
schiedlichen zelluldren Antworten auf die TCR-Aktivierung
beitragen.

Die Informationen iiber die strukturelle Organisation der
oben beschriebenen immunologischen Synapsen wurden mit
verschiedenen optischen und elektronischen bildgebenden
Verfahren erhalten. Die Proteinmuster wurden durch die
Abbildung fluoreszenzmarkierter Proteine in lebenden
Zellen”*3+41 ynd in hybriden Synapsen zwischen lebenden
Zellen und tréagergestiitzten Membranen sichtbar ge-
macht.®* Die topographischen Muster des Raumes zwi-
schen den Membranen in immunologischen Synapsen wurden
in hybriden Synapsen aus Zellen und trigergestiitzten Mem-
branen mit Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie
(RICM) abgebildet.® Die Vermessung der Zwischenriume
zwischen zwei lebenden Zellen in einer Synapse war auch auf
elektronenmikroskopischen  Bildern  zweidimensionaler
Schnitte moglich, die senkrecht zur Synapse gefiihrt
wurden, P!>

Die immunologischen Synapsen haben wahrscheinlich
mehrere Funktionen mit unterschiedlicher Bedeutung fiir die
verschiedenen Zell-Zell-Wechselwirkungen. Im Prozess der
Synapsenbildung (siehe unten) gibt es zahlreiche Stellen, an
denen die Assoziation eines reifen Synapsenmusters ge-
hemmt oder reguliert werden kann. Ist die Synapse einmal
gebildet, kann die erhohte Konzentration der TCRs im c-
SMAC die Stimulation durch TCRs verstirken, zumindest am
Anfang. Auch eine verstirkte Herunterregulierung der TCR-
Konzentration im c-SMAC ist méglich, wodurch letztlich das
Signal geschwicht wird. Wahrscheinlich ist das reife Synap-
senmuster ein Mechanismus zur Ausbalancierung von TCR-
Signalgebung und -Abbau.’®! Uber die Signalerzeugung
hinaus spielt die Struktur der immunologischen Synapse
moglicherweise eine Rolle bei der Effektorfunktion, indem
sie die Sekretion von Cytokinen oder lytischen Granulae zur
Zielzelle lenkt.>!

Immunologische Synapsen konnen auch von Pathogenen
benutzt werden: So wurde kiirzlich sowohl beim menschli-
chen Immunschwiche-Virus (HIV) als auch beim menschli-
chen T-Zell-Leukdmievirus Typ 1 (HTLV-1) nachgewiesen,
dass sie die Konzentration der besetzten Rezeptoren und die
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kompakte Struktur in der Synapse ausnutzen, um ihre
Ubertragung von Zelle zu Zelle zu erleichtern.®" Prion-
proteine breiten sich anscheinend ebenfalls vom Immun- zum
Nervensystem iiber neuroimmunologische Synapsen aus."*!

Die frithen Stadien der Synapsenbildung und der postsy-
naptischen Partnererkennung im Zentralnervensystem
dhneln den Aufgaben, mit denen Immunzellen bei ihrer
Uberwachungsfunktion konfrontiert sind, und so hiufen sich
in letzter Zeit Befunde, die auf gemeinsame Motive bei
Synapsen im Nerven- und im Immunsystem hinweisen.!'>!
Beispielsweise wurden fiir wichtige Proteine, darunter
MHC/® Agrin®® und Neurophilin-1*! Funktionen in
Synapsen beider Systeme nachgewiesen.

2.2. Physikalische Antriebskrifte

Aktiver Transport iiber das Cytoskelett spielt eine zen-
trale Rolle bei der Musterbildung in immunologischen Sy-
napsen und ist eine der ersten Aktivitdten, die durch die
Signale des T-Zellrezeptors ausgelost werden.'4#! Inner-
halb von Minuten nach dem ersten Kontakt mit dem antige-
nen pMHC werden die TCRs zum Zentrum der sich bilden-
den Synapse hin transportiert. Transportgeschwindigkeiten
zwischen 0.04 und 0.1 ums~' wurden mit dreidimensionaler
Fluoreszenzverfolgungs-Mikroskopie bestimmt.® Der TCR
bindet tiber die TCR-C-Kette und den Cytoskelett-Regulator
Vav direkt an das Actin-Cytoskelett.[*®”] Blockiert man den
aktiven Transport durch das Cytoskelett, z.B. mit einem
Inhibitor der Actin-Polymerisation wie Cytochalasin D,
kommt auch die Synapsenbildung in den T-Zellen nicht
zustande.!l Die TCRs sammeln sich im ¢c-SMAC und ver-
dringen dabei verschiedene Adhésions- und costimulatori-
sche Molekiile, darunter LFA1, aus der zentralen Region, und
diese beginnen, die umgebende p-SMAC-Struktur zu bilden.
Es wurde berichtet, dass das Mikrotubuli organisierende
Zentrum (MTOC) iiber den p-SMAC mit der Membran
verankert ist,® was darauf schlieBen lisst, dass dieses
Tubulingeriist wiahrend der Synapsenbildung mit der Funkti-
on des Actin-Cytoskeletts koordiniert wird. Diese Rolle der
MTOC: fiir die Signalgebung der Synapsen wird weiter durch
den Befund gestiitzt, dass Nocodazol, ein potenter Inhibitor
der Mikrotubuli, die TCR-Aktivierung stort.*”

Das Cytoskelett steuert nicht nur verschiedene Antriebs-
krifte zur Entstehung von Proteinmustern in der immunolo-
gischen Synapse bei, sondern iibernimmt wahrscheinlich auch
an einigen Stellen wichtige regulatorische Aufgaben. So hingt
die dauerhafte Akkumulation von Actin in der T-Zellsynapse
von der Konzentration des Agonisten pMHC ebenso ab wie
von der Beteiligung der costimulatorischen Rezeptoren
CD28 oder LFA1."" Signale von costimulatorischen Mole-
kiilen konnten so die Bildung von weitrdumigen Proteinmus-
tern durch ihren Einfluss auf die Dynamik des Actin-Cyto-
skeletts regulieren. Anderen Beobachtungen zufolge konnte
das Cytoskelett an der Regulation der Synapsenfunktion
mitwirken, vermittelt durch die Ezrin-Radixin-Moesin-
(ERM)-Proteine.”"! Die EMR-Proteine wirken als allgemei-
ne Briickenmolekiile zwischen dem corticalen Netzwerk der
Actinfilamente und der Plasmamembran”? und sind bekann-
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termaflen an der immunologischen Synapse der T-Zelle
beteiligt.” Die frithen Stadien der TCR-Signaliibermittlung
konnen eine Inaktivierung der EMR-Proteine auslosen.
Ergebnis ist eine teilweise Loslosung des corticalen Actin-
Cytoskeletts, was zu einer effizienteren Bildung des T-Zell-
APC-Konjugats zu fithren scheint. Zurzeit ist allerdings noch
offen, wie diese vielfiltigen Funktionen des Cytoskeletts
integriert werden und welche Arten von Riickkopplungsme-
chanismen die Regulation iibernehmen.

Membrangesteuerte Selbstorganisationsmechanismen
wurden auch bei der Bildung der Synapsen vermutet. Die
Groflenunterschiede zwischen den verschiedenen Rezeptor-
Ligand-Komplexen, die sich innerhalb der T-Zellsynapsen
bilden, verursachen spezifische topographische Variationen
des dazwischen liegenden Raumes.” Dies lieB sich direkt
elektronenmikroskopisch®*? und in T-Zellsynapsen durch
RICM® beobachten; die schematische Darstellung der Mem-
brantopographie auf der linken Seite von Abbildung 1 beruht
auf diesen Ergebnissen. Wenn sich erst einmal topographi-
sche Strukturen an Kontaktstellen zwischen Membranen zu
bilden beginnen, konnen andere Molekiile der Zelloberfldche
indirekt durch GroBenausschlusseffekte in raumliche Muster
gedringt werden. Hinweise fiir eine solche Sortierung nach
GroBe ergaben sich aus einer Serie von Versuchen, in der
durch die genetische Verlingerung der extrazelluldren
Domine von CD48 (einem costimulatorischen Liganden im
APC) dessen natiirliche Fahigkeit zur Steigerung der Anti-
generkennung durch T-Zellen abgeschaltet wurde.™!

Mechanische Einschrankungen der Membran sind die
treibende Kraft fiir eine GroBensortierung von Proteinen an
Membrankontaktstellen. Das Zusammenspiel zwischen Pro-
teinorganisation und Membrangestalt bei der Bildung der
Synapsenmuster wurde mithilfe von theoretischen Modellen
fir die kollektive Wechselwirkung zwischen Populationen
von Zelloberfldchenrezeptoren und Liganden auf gegeniiber-
liegenden Membranen untersucht.!*?4-7%7 Die Rezeptor-
Ligand-Bindung kann als Reaktions-Diffusions-Prozess mo-
delliert werden, der mathematisch durch Smoluchowski-
Gleichungen beschrieben werden kann. In dieser Darstellung
wird die Rezeptor-Ligand-Bindung durch die Geschwindig-
keiten der Assoziation (on) und der Dissoziation (off)
charakterisiert. Rezeptoren und Liganden kénnen innerhalb
der zweidimensionalen Flidche ihrer jeweiligen Membranen
frei diffundieren. Die effektive lokale Reaktionsgeschwin-
digkeit zwischen entsprechenden Rezeptor-Ligand-Paaren
hidngt von ihren lokalen Konzentrationen, der jeweiligen
Assoziationsgeschwindigkeit, dem lokalen Membranabstand
und der Grofle des Komplexes ab. Ein besonderes Merkmal
dieser Modellierungsstrategie ist die Beriicksichtigung der
sich entwickelnden Topographie der Membrankontaktstelle.
Der Energiegehalt der Membranform wird berechnet unter
Beriicksichtigung der Beitrdge der Biegung und Streckung
der Membran und der Beitrdge durch die Verzerrungen, die
durch die Bildung der Rezeptor-Ligand-Komplexe verursacht
werden. Die zeitliche Entwicklung der Membrangestalt wird
dann mittels einer zeitabhédngigen Landau-Ginzburg-Glei-
chung mit den Reaktions-Diffusions-Gleichungen verkniipft.
Auf diese Weise kann die enge Riickkopplung zwischen
Proteinbindung und Membrangestalt untersucht werden.
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Wiéhrend der Synapsenreifung verdndert sich das Muster
der immunologischen Synapsen in charakteristischer Weise.
Im Frithstadium besteht die T-Helferzellsynapse aus einem
dulleren Ring von TCR-pMHC, der eine zentrale Ansamm-
lung von LFA1-ICAM1-Komplexen umgibt. Das Friihstadi-
um der Synapse cytotoxischer T-Zellen ist weniger gut
organisiert. Im weiteren Verlauf des Signalprozesses durch-
laufen die Synapsen beider T-Zelltypen eine Umorganisation,
in der TCR und pMHC zum c-SMAC sowie LFA1 und
ICAM1 zur Peripherie wandern. Zahlreiche andere Molekiile
der Zelloberfliche werden wihrend dieses Prozesses eben-
falls umsortiert. Berechnungen, die auf gemessenen Werten
fiir die Proteinbindungskinetiken, die Steitheit/Elastizitit der
Membran gegen Biegung und die Grof3e der Proteinkomple-
xe beruhen, ergeben Umorganisationen der Muster, die den
in T-Zellsynapsen beobachteten rdumlich und zeitlich bemer-
kenswert dhnlich sind (Abbildung 2). Die beiden oberen

QDO e oo
fefalefe] .

10 um

t/ min

Abbildung 2. Zu mehreren Zeitpunkten aufgenommene RICM-Bilder
(obere Reihe) und tiberlagerte Fluoreszenzaufnahmen (untere Reihe)
der Bildung einer immunologischen T-Zellsynapse mit einer tragerge-
stiitzten Membran. Markiert sind ICAM (rot) und MHC (griin). Die
Daten sind Lit. [8] entnommen. In den unteren drei Reihen sind die be-
rechnete Topographie und die Muster von MHC und ICAM dargestellt.
Bei den berechneten Mustern der Proteinkonzentration in den

Reihen 4 und 5 sind Regionen mit unterdurchschnittlichen Proteinkon-
zentrationen schwarz gefirbt, wihrend Regionen, in denen Protein an-
gereichert ist, zunehmend dunkler griin (MHC) oder rot (ICAM) ge-
farbt sind. Die Kontrastoptimierung der Fluoreszenzdaten (Reihe 2)
fihrt zu dhnlichen Ergebnissen.

Reihen der Abbildung veranschaulichen die schrittweise
Bildung einer hybriden immunologischen Synapse zwischen
einer lebenden Zelle und einer trigergestiitzten Membran.®!
In den RICM-Aufnahmen in der oberen Reihe sieht man die
Verdnderung der Topographie der Kontaktstelle. Hellere
Stellen auf dem Bild deuten auf Regionen mit groerem
Abstand zwischen den Membranen hin. In der zweiten Reihe
ist eine Serie liberlagerter Fluoreszenzbilder zu sehen, die die
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Verteilung von MHC (griin) und ICAM (rot) in der Kon-
taktregion zeigen. Die unteren drei Reihen veranschaulichen
Topographie, MHC- und ICAM-Profile, wie sie sich aus
Berechnungen nach der oben beschriebenen Modellierungs-
strategie der membrangekoppelten Reaktion/Diffusion erge-
ben.! Auch wenn das Modell vermuten lésst, dass mem-
branvermittelte Krifte die Musterbildung ohne gerichteten
Transport durch das Cytoskelett antreiben konnten, sollte
man beriicksichtigen, dass die mechanischen Eigenschaften
der Zellmembran signifikant durch das Cytoskelett beein-
flusst werden. So ist ein indirekter Einfluss des Cytoskeletts
unausweichlich; auflerdem kann bei der Musterbildung
manchmal ein gerichteter ,,Anschub* durch das Cytoskelett
notig sein.2!

Ungeachtet der Rolle des Cytoskeletts entwickeln die
Membranen im Ungleichgewicht ein Kraftgefiige, das die
Proteine auf der Zelloberfldache insgesamt beeinflusst. Diese
allgegenwirtigen, membranvermittelten Krifte tragen zur
Gesamtorganisation der Proteine innerhalb der Synapse bei.
Nehmen wir beispielsweise an, dass das Actin-Cytoskelett
und der MTOC durch koordiniertes Zusammenwirken ein
Muster der Membrantopographie an einer interzelluldren
Kontaktstelle erzeugen. Diese Topographie wird dann mem-
branvermittelte Triebkrifte entwickeln, die die rdumliche
Organisation der nicht ans Cytoskelett gebundenen Molekiile
beeinflussen. Cytoskelett- und membranvermittelte Mecha-
nismen der rdumlichen Organisation werden so in einer
interzelluldren Kontaktstelle untrennbar miteinander ver-
kniipft. Die Entwicklung quantitativer Modelle fiir die Me-
chanismen der Signaltransduktion zwischen Zellen wird
daher vermutlich eine gemeinsame Behandlung der Mem-
bran- und der Cytoskelett-Effekte erfordern.

Membranvermittelte Kréfte reagieren von Natur aus sehr
empfindlich auf Proteinbindungskinetiken. Dies riithrt von
der grundsitzlichen Tatsache her, dass die Bewegung eines
gebundenen Intermembran-Proteinkomplexes durch die wel-
lige Topographie der Kontaktstelle stark gehindert wird.
Damit sich ein Komplex lateral innerhalb der Membran
bewegen kann, muss sich der Raum zwischen den Membra-
nen anpassen. Fiir ungebundene Zelloberflichenproteine gibt
es keine entsprechende Hinderung (Abbildung 3). Die Re-
aktions-Diffusions-Dynamik der Proteinorganisation kann
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Abbildung 3. Einschrinkung der lateralen Diffusion von Intermembran-
Proteinkomplexen in den Membranen. Die topographischen Variatio-
nen der Membran hindern die laterale Bewegung, es sei denn, der Ab-
stand der benachbarten Membran ist mit der Komplexgrofe vergleich-
bar. Nichtkomplexierte Proteine dagegen diffundieren frei in ihrer je-
weiligen Membran.
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daher empfindlicher in Bezug auf die Reaktionskinetik als
auf die Diffusionskinetik sein. Das Ausmal, in dem die
Proteinbindungskinetiken die Musterbildung durch mem-
branvermittelte Reaktions-Diffusions-Prozesse in der T-
Zellsynapse beeinflussen, ist noch nicht klar. Eine umfassen-
de Analyse biologischer Daten, die die Proteinbindungskine-
tiken mit der Zellaktivierung in Beziehung setzt, liefert
jedoch interessante Korrelationen mit den berechneten Ten-
denzen zur Musterbildung. Proteinbindungskinetiken, die
dem Modell nach zur Bildung reifer Synapsenmuster
fiihren, korrelieren stark mit der Aktivierung von T-Helfer-
zellen. Dagegen lasst sich keine Korrelation zwischen den
Tendenzen zur Musterbildung und der Lyse von Zielzellen
durch cytotoxische T-Zellen nachweisen — dies kann eine
Folge unterschiedlicher Arten von Signalen und Signalge-
bungsmechanismen sein, die iber die immunologische Syn-
apse weitergegeben werden. Aufgrund von Modellierungen
wurde auch vermutet, dass die dynamischen, multifokalen
Synapsen, die an der Thymocytenselektion beteiligt sind,
durch niedrige TCR-Expression und thermische Membran-
fluktuationen entstehen kénnen. Dies impliziert einen mog-
lichen Mechanismus, bei dem iiber die Stirke der TCR-
Expression in Thymocyten eine unterschiedliche Signalwei-
terleitung durch dieselben Molekiile wie bei der T-Zellakti-
vierung vermittelt werden konnte.* Wegen der Empfind-
lichkeit der membranvermittelten Kréfte gegen die Protein-
bindungskinetik bieten sie sich fiir die Signalverstirkung an.

Die oben beschriebenen, membranvermittelten Krifte
werden in erster Linie durch die mechanische Kriimmung
verursacht. Eine andere Klasse von der Membran ausgehen-
der Krifte rithrt von Tendenzen zur lateralen Phasentrennung
innerhalb der Membran her.™ Diese vieldiskutierten Raft-
Strukturen werden in zahlreichen Signaltransduktionsprozes-
sen,®™ 81 z B. in der T-Zellsynapse,***52%] vermutet. Wih-
rend die physikalische Chemie der Trennung nicht mischbarer
Phasen in Lipiddoppelschicht-Mischungen bereits quantitativ
prizise beschrieben werden kann,® ! liegt eine vergleichba-
re quantitative Interpretation von Phasentrennungsphéno-
menen in Membranen lebender Zellen noch in weiter Ferne.
Wegen der oben diskutierten mechanischen Membrankriim-
mung konnten solche Membrandoménen mit getrennten
Phasen einen erheblichen Einfluss ausiiben. Daher ist die
Entwicklung effizienter Methoden zur Untersuchung dieser
Prozesse im Zusammenhang mit der topographischen Kriim-
mung der Membran und den Wechselwirkungen mit dem
Cytoskelett von groSer Bedeutung.

Man kann davon ausgehen, dass rdumliche Muster von
Molekiilen an interzelluldren Kontaktstellen kollektiv Infor-
mationen iibermitteln, die die bloBe Summe der Einzelbei-
trage zum Signal iibersteigen. Hinweise auf die Korrelation
der rdumlichen Anordnung von Rezeptorproteinen mit der
Signalaktivitédt gibt es auler bei immunologischen Synapsen
auch bei der Chemorezeption in Bakterien,” der Signalver-
mittlung durch Integrine,””! der Adhision von Zellen an der
extrazelluliren Matrix¥! und den ubiquitiren Raft-Dominen
von Zellmembranen."*! Ungeklirt ist allerdings noch,
welche Menge an zusitzlicher Information das rdumliche
Muster tatsdchlich iibermittelt.
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3. Experimentelle Modellsysteme

3.1. Hybride Synapsen aus Zellen und trigergestiitzten
Membranen

Eine bemerkenswerte und vorteilhafte Eigenschaft von
Lipidmembranen ist die Tendenz von Vesikeln mit Lipiddop-
pelschichten, sich spontan auf einer geeigneten Oberfldche
(z.B. auf Siliciumoxid oder manchen Polymeren) in Form
einer einzelnen, kontinuierlichen Lipidmembran anzuord-
nen. ! Dieser Fusionsprozess von Vesikeln ist ein generel-
les Phéanomen. Eine gro3e Zahl unterschiedlich zusammen-
gesetzter Membranen, unter anderem aus geladenen Phos-
pholipiden, Glycolipiden, membrangebundenen Proteinen
(z.B. iiber Glycosylphosphatidylinositol-Linker (GPI) ver-
kniipft), Transmembranproteinen und sogar Membran-Rafts,
konnen unter prinzipiell gleichen Bedingungen abgelagert
werden.®! Die Orientierung der Membranen bleibt wihrend
des Fusionsprozesses erhalten.” Auch die biologische Funk-
tion kann erhalten bleiben, wie sich an aktiven immunologi-
schen Synapsen belegen lésst, die sich zwischen trégergebun-
denen Membranen und lebenden T-Zellen bilden. Eine
solche Hybridsynapse ist in Abbildung 4 dargestellt. Tatséch-

lebende Zelle

festes Substrat

Abbildung 4. Hybride Synapse aus einer lebenden Zelle und einer tra-
gergestiitzten Membran. In diesem Beispiel werden die entsprechen-
den Liganden fiir die Rezeptoren auf der Zelloberfliche in GPI-gebun-
dener Form in der tragergestiitzten Membran présentiert.

lich sind die am besten aufgelosten dynamischen Aufnahmen
der Synapsenbildung in T-Zellen mit tragergestiitzten Mem-
branen anstelle von APCs gelungen.®*" Die Bilder in Abbil-
dungla und 1b stammen beide von einer Synapse mit
tragergestiitzter Membran. In diesen Beispielen bilden reife
T-Zellen (12)® oder Thymocyten (1b)“! immunologische
Synapsen mit tragergestiitzten Membranen, die membran-
gebundene Formen von pMHC und ICAMI priésentieren.
Eine entscheidende Eigenschaft dieser Membranen, die die
Bildung hybrider Synapsen erst ermoglicht, ist die freie
laterale Diffusion von Lipiden und membrangebundenen
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Proteinen. Trégergestiitzte Doppelschichten sind typischer-
weise vom Trdgermaterial durch einen ca. 1nm dicken
Wasserfilm getrennt” % und behalten viele der Eigenschaf-
ten freier Membranen bei, einschlieBlich der lateralen Flui-
ditiat. Die Fluiditat wirkt tiber grole Entfernungen, sodass
bewegliche Bestandteile beider Doppelschichthilften frei
tiber die gesamte Oberfliche des Trigers diffundieren
konnen. ™

Ein entscheidender Fortschritt bei der Entwicklung tréa-
gergestiitzter Membranen war, dass in den Membranen
Barrieren gegen eine laterale Diffusion gezogen werden
konnen, wodurch sich die Membranen in einzelne Felder
aufteilen lassen. Diese Aufteilung gelingt, indem man die
Membranen auf vorstrukturierte Sustrate auftrégt, die sich
durch mikro- oder nanolithographische Verfahren (z.B. Pho-
tolithographie, Mikrokontakt-Druckverfahren oder Elektro-
nenstrahl-Lithographie) herstellen lassen.”>'™ Lipide und
bewegliche Proteine innerhalb der Membran behalten ihre
ungestorte Diffusion bei, konnen sich aber iiber die Barrieren
hinweg nicht mischen. Ein Vorteil dieser Strategie ist, dass
lithographische Verfahrenstechniken verwendet werden
konnen, die bereits in grofem Umfang fiir die Halbleiterin-
dustrie entwickelt wurden, um rdumliche Anordnungen bis
hinab zu ca. 10 nm (der Grenze der Elektronenstrahl-Litho-
graphie nach gegenwirtigem Stand der Technik) zu steuern.
Ein Fluoreszenzbild einer tridgergestiitzten Membran auf
einem strukturierten Substrat findet sich in Abbildung 5. Das
Substrat wurde mit konzentrischen hexagonalen, 100 nm
breiten Linien aus Chrom mit einem Abstand von 1 um
versehen. Fluoreszenzsonden in der Membran wurden punk-
tuell ausgebleicht. Das Muster der Fluoreszenzregeneration
illustriert deutlich die Bereiche eingeschrédnkter Diffusion
innerhalb der tragergestiitzten Membran.

= Granze der
ausgebleichten
Zaone

Pad mit freler
Diffusion

10 pm

Abbildung 5. Fluoreszenzriickbildung nach Ausbleichen (FRAP, fluo-
rescence recovery after photobleaching) in einer durch den Triger kom-
partimentierten Membran. Der Trager wurde durch Elektronenstrahl-Li-
thographie strukturiert. Eine Membran tiberdeckt die freien Regionen
des darunterliegenden Siliciumdioxidtragers und flieft frei innerhalb
der durch Diffusion zuginglichen Bereiche. Das erhaltene Muster der
Fluoreszenzriickbildung befindet sich im Diffusionsgleichgewicht. (Die
Abbildung wurde von K. Mossman zur Verfiigung gestellt.)
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Die Bildung solcher hybriden Synapsen ermoglicht es, die
Beweglichkeit und Position von Zellproteinen rdumlich ein-
zugrenzen. Fiir diese Zellaufteilung benotigt man allerdings
Substratmuster von subzellularer Grofe (also im Nanometer-
Bereich). Neue Methoden der Membranstrukturierung in
Form einer Kombination aus Rastersonden-Lithographie
(SPL, scanning probe lithography) mit Gittern aus Diffusi-
onsbarrieren, die mit Elektronenstrahl-Lithographie herge-
stellt wurden, erweitern die Moglichkeiten der Fliissigmem-
bran-Strukturierung bis hinunter in den Submikrometer-
Bereich.['™

Membranen kénnen auf Siliciumdioxid-Mikrokiigelchen
in fast gleicher Weise aufgetragen werden wie auf monolithi-
sche Substrate.”'™*1%I Dies erleichtert die Einfiihrung von
membranoberflichengebundenen Signalmolekiilen in Zell-
kulturen. So wurden kiirzlich membranumhiillte Mikrokii-
gelchen hergestellt, die die GPI-gebundene Variante des
postsynaptischen Zelloberflachenproteins Neuroligin-1 pra-
sentierten. Die funktionalisierten Kiigelchen wurden an-
schlieBend in eine Kultur primirer Hippocampus-Nervenzel-
len eingefiihrt. Durch die Wechselwirkung mit S-Neurexin
auf der Oberfliche der Nervenzellen induzierte das Neuligin-
1 die Bildung frither Stadien der Synaptogenese in den
Neuronen (Abbildung 6). Die Aktivitit von Neuroligin-1
schien die Prdsentation in einer Membranumgebung zu
erfordern — vermutlich sind Umordnungen dieses Proteins
auf der Oberfléche fiir seine Funktion erforderlich.

3.2. Zellfreie Systeme

Von erheblichem Interesse ist die Entwicklung vollig
zellfreier Modellsysteme zur prizisen Analyse von Reakti-
onsprozessen an Membrankontaktstellen. Solche Modelle
wurden mit trigergestiitzten Membranen auf unterschiedli-
che Weise hergestellt. Die Kontakte entstehen, wenn man
unilamellare Riesenvesikel (GUVs, giant unilamellar vesic-
les) mit tragergestiitzten Membranen zusammenbringt. Mit
RICM!"%! zur Abbildung der Topographie im Nanometerbe-
reich der so hergestellten Membrankontakte lief3 sich eine
Reihe von Phidnomenen sichtbar machen, darunter die Ko-
existenz multipler Adhisionszustinde.'*'*! Eine andere
Methode zur Bildung von Kontaktstellen zweier trigerge-
stiitzter Membranen besteht in der Kombination von Lang-
muir-Blodgett- und Langmuir-Schaeffer-Transfertechniken
fiir Monoschichten. Zwei Membranen werden durch aufein-
ander folgende Transfers von vier Monoschichten von einer
Luft-Wasser-Grenzfldche auf einen festen Triger aufgetra-
gen. Der Vorteil dabei ist, dass man eine groBe Oberfliche
einheitlich mit einer planaren Membran beschichten kann;
dies hat sich auch fiir Neutronenstreuungsmessungen als
niitzlich erwiesen.''*"! Problematisch sind bei der Lang-
muir-Methode allerdings das Arbeiten mit Transmembran-
proteinen und die erforderliche Intermembran-Adhésion zur
Ubertragung der Monoschichten; dies schlieft die direkte
Bildung schwach adhérierender Zustédnde an den Kontakt-
stellen aus (wie weiter unten beschrieben). Ein dritter Typ
von Membrankontaktstellen kann durch das Zerreilen von
unilamellaren Riesenvesikeln auf trigergestiitzten Membra-
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Abbildung 6. a) Membranumbhiilltes Kiigelchen, das die GPl-gebunde-
ne Form von Neuroligin-1 trigt. Neuroligin-1 bindet an seinen zugehé-
rigen Rezeptor, 3-Neurexin, auf der Oberfliche des Neurons und |6st
die friihen Stadien der Synaptogenese aus. b) Hellfeld/Phasenkontrast-
Aufnahme, auf der die Wechselwirkung zwischen den membranumhiill-
ten Kugelchen und priméren Neuronen erkennbar ist. (Die Abbildung
wurde von M. Baksh und S. Pautot zur Verfiigung gestellt.)

nen hergestellt werden. Diese Methode liefert planare Kon-
taktstellen mit einer typischen Groéfe von 10-50 um in
unterschiedlichen Adhésionszustdnden, die gut fiir eine Bild-
erzeugung mithilfe von optischen und Rastersondenverfah-
ren geeignet sind.''>* Diese Art von Kontaktstellen hat sich
auch als niitzlich fiir die Untersuchung membranvermittelter
Reorganisation von Proteinen hin zu geordneten Zustéinden
erwiesen® und wird in Abschnitt 4.2 im Zusammenhang mit
der Abbildung der Membrantopographie diskutiert.
Membran-Membran-Wechselwirkungen konnen auch
anhand des kolloidalen Verhaltens einer Population vom
membranbeschichteten Kiigelchen charakterisiert
werden."*1"7] Das Verhalten eines kolloidalen Systems wird
durch das Potential der paarweisen Wechselwirkung zwischen
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den Partikeln bestimmt. Im Falle membranderivatisierter
Siliciumdioxid-Kiigelchen wird dieses Potential von den
Wechselwirkungen zwischen den Membranen dominiert.
Das Verhalten der gesamten Phase des Systems reagiert
damit auf kleine Verdnderungen der Membran-Membran-
Wechselwirkungen. So vermag die Bindung eines Proteins an
einen membranassoziierten Liganden bei einer Dichte von
nur einer 10~*-Monoschicht einen Phaseniibergang auszulo-
sen. Ein typischer Ubergang in eine kolloidale Phase, der
durch Proteinbindung an einen Liganden auf der Membran-
oberfliche ausgelost wurde, ist in Abbildung 7 gezeigt. Dabei
werden membranderivatisierte Kiigelchen unter Wasser dis-
pergiert, wo sie sich, der Schwerkraft folgend, auf dem
darunterliegenden Substrat absetzen und ein zweidimensio-
nales Kolloid bilden. Die Kiigelchen zeigen freie laterale
Diffusion und das System verhilt sich wie eine ergodische
Fliissigkeit. Fiir hochempfindliche Testsysteme wird die
Membranzusammensetzung so eingestellt, dass das Kolloid
schwach kondensiert (erstes Bild in Abbildung 7a). Das
Kondensat steht im Fliegleichgewicht, einzelne Kiigelchen
,verdampfen® standig und rekondensieren in Clustern. Dabei
bleibt die Gesamtstruktur unveridndert. Fiir die quantitative
Analyse der kolloidalen Phase wird die Paarverteilungsfunk-
tion g(r) bestimmt.

a)

b)

60
S 240 1%
10 20 30 40 i

ripum-—s

Abbildung 7. Durch Proteinbindung ausgeléster Ubergang in eine kol-
loidale Phase membranbeschichteter Kiigelchen. a) Aufnahmen zu ver-
schiedenen Zeitpunkten, die den Ubergang von einer kondensierten in
eine disperse kolloidale Phase zeigen. Der Ubergang wird durch die
Zugabe von Protein (IgG-Antikérper mit einer Endkonzentration von

5 ugmL™", spezifisch fiir einen Liganden auf der Membranoberfliche)
ausgeldst. Die Uberginge fanden nur statt, wenn auch der entspre-
chende Ligand in die Membran eingebaut war. b) Zugehérige Diagram-
me der Paarverteilungsfunktion g(r) (in bearbeiteter Form aus Lit.
[116]).

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

J. T. Groves

Man kann auch mehrere Typen membranderivatisierter
Kiigelchen mischen und Fluoreszenzmarkierungen zur Un-
terscheidung verwenden. In einem solchen binidren Kolloid
lassen sich die Wechselwirkungen zwischen membranassozi-
ierten Proteinen durch die Analyse der Kolloidverteilung
charakterisieren. Die Verteilungsfunktion fiir heterogene
Paare, die die relativen Positionen der Kiigelchen verschie-
denen Typs zdhlt, gibt ein MaB fiir die Starke der Wechsel-
wirkungen zwischen den unterschiedlich zusammengesetzten
Membranen. Diese Strategie zur Charakterisierung von Bin-
dungsaffinititen von Intermembranproteinen, die einen re-
lativ hohen Durchsatz ermoglicht, konnte fiir die Erhebung
groBer Mengen an Proteinbindungsdaten mit Relevanz fiir
interzelluldare Adhéision und Signalgebung von Nutzen sein.

4. Bildgebende Verfahren
4.1. Fluoreszenzmikroskopie dynamischer Prozesse

Die Fluoreszenzmikroskopie ist ausgesprochen niitzlich,
um statische und dynamische Aspekte der molekularen
Organisation von Membranen abzubilden. Die direkte Ab-
bildung der Fluoreszenz von Sondenmolekiilen, die mit
Membrankomponenten verkniipft sind, macht sofort in late-
raler Auflosung bis hin zur Beugungsgrenze Unterschiede in
der Zusammensetzung sichtbar. Mithilfe der quantitativen
Analyse der Anderung der Fluoreszenzintensitiit innerhalb
eines bestimmten Volumens wurde der Fluss von mit GFP
(green fluorescent protein) markierten TCRs in den c-SMAC
wihrend der Bildung der immunologischen Synapse ver-
folgt.™ Eine vergleichbare Strategie lag einer eleganten
Versuchsreihe zugrunde, bei der die Menge des Agonisten
pMHC in einer T-Zellsynapse Molekiil fiir Molekiil gezéhlt
wurde."™® Dieser Wert wurde dann mit der intrazelluliren
Signalaktivitdt korreliert, um nachzuweisen, dass ein einzel-
ner agonistischer pMHC-Ligand ein transientes TCR-Signal
auslosen kann. Noch interessanter ist, dass die Blockierung
des Costimulators CD4 die Empfindlichkeit der TCR-Signal-
gebung spiirbar reduzierte; dies ldsst auf eine Funktion von
CD4 bei der Signalverstiarkung schlie3en. Diese Experimente
verdeutlichen, mit welcher enormen Detailgenauigkeit die
Vorginge bei der Signaltransduktion in immunologischen
Synapsen auf molekularer Ebene inzwischen verfolgt werden
konnen. Die Signalgebung selbst wurde auf konventionelle
Weise mithilfe des calciumsensitiven Fluoreszenzfarbstoffs
Fura-2AM, mit dem die T-Zellen beladen wurden, beobach-
tet. Einzelne pMHC-Agonisten wurden mit dem Phycobili-
protein Phycoerythrin markiert. Phycoerythrin ist ein ca.
240 kDa schweres Protein mit ca. 34 Fluorophoren, die es zu
einem extrem stark fluoreszierenden Einzelmolekiil machen,
das durch konfokale Mikroskopie beobachtet werden kann.

Mittlerweile werden von einigen Arbeitsgruppen Einzel-
molekiile beobachtet, um auf diese Weise Molekiilbewegun-
gen wihrend der Synapsenbildung nachzuvollziehen. Dazu
setzen sie die Total-Internal-Reflection-Fluorescence(TIRF)-
Mikroskopie ein. Bei der Objektivlinsen-Variante der TIRF-
Mikroskopie wird ein Laserstrahl auflerhalb des Zentrums
auf die riickseitige Brennebene eines Objektivs mit sehr
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hoher numerischer Apertur (z.B. NA =1.45) fokussiert. Der
Strahl wird dann durch die Objektivlinse parallel ausgerichtet
und tritt unter einem Glanzwinkel aus. Trifft der Strahl dann
auf die Probe, wird er an der Grenzfliche Deckglas/Wasser
nach innen totalreflektiert. Nur ein evaneszentes Feld durch-
dringt die Probe und regt die Fluorophore innerhalb einer
diinnen Schicht von etwa 50-100 nm oberhalb des Deckglases
an. Dies ist ideal zur Abbildung von Molekiilen in Synapsen
mit tragergestiitzten Membranen. Der besonders niedrige
Fluoreszenzhintergrund der TIRF-Mikroskopie macht die
einfache Beobachtung von einzelnen Fluorophoren moglich;
dementsprechend sollte diese Methode die FEignung der
Einzelmolekiilbeobachtung in hybriden Synapsen stark ver-
bessern. Ein Beispiel fiir einen Versuchsaufbau und repri-
sentative Diffusionsspuren von Einzelmolekiilen in einer
tragergestiitzten Membran sind in Abbildung 8a und b ge-
zeigt.

FEine andere niitzliche Methode zur Bestimmung der
molekularen Beweglichkeit ist die Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie (FCS). In den 1970er Jahren entwickelt,!**) hat

Angewandte

die FCS in letzter Zeit eine Renaissance erfahren, ausgelost
durch die Verfiigbarkeit von schnellen Hardware-Korrelato-
ren, empfindlichen Lawinenphotodioden (APD, avalanche
photodiodes) und Objektiven mit extrem hoher numerischer
Apertur.'?1%] Bei der Anwendung der FCS an Membran-
systemen wird normalerweise ein Laserstrahl durch ein
Objektiv hoher Apertur in Form einer beugungsbegrenzten
Einschniirung fokussiert (< 0.5 um). Die Diffusion von Fluo-
rophoren in das Anregungsvolumen hinein und aus diesem
heraus erzeugt zeitlich korrelierte Fluktuationen in der
Intensitdt (Abbildung 8¢ und d). Dies erméglicht Riick-
schliisse auf die Diffusion der Fluorophore innerhalb des
Anregungsvolumens. Kreuzkorrelationen zwischen Signalen
verschiedenfarbiger Fluorophore konnen spezifische mole-
kulare Wechselwirkungen aufdecken. Solche Beobachtungen
konnen besonders niitzlich sein, um die spezifischen Sequen-
zen molekularer Wechselwirkungen zu ermitteln, die in
immunologischen Synapsen ablaufen. Auch hier sind die
vereinfachten hybriden Synapsen aus lebenden Zellen und
tragergestiitzten Membranen sicher sehr hilfreich.

a) T c) 35000
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- bl 20000 |
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Abbildung 8. a) Kombiniertes System von TIRF- und FCS-Mikroskopie. Der

al sl al sl J
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parallel ausgerichtete TIRF-Anregungsstrahl (blau) verlasst das Objek-

tiv unter einem Glanzwinkel, wird an der Grenzschicht zwischen Deckglas und Probe totalreflektiert und erzeugt dabei ein evaneszentes Feld an
der Oberfliche. Die FCS-Anregung (rot) ist eng auf die Probengrenzfliche fokussiert. b) Charakteristische, mit TIRF-Mikroskopie aufgenommene
Diffusionsspuren von Einzelmolekiilen zusammen mit Diagrammen der durchschnittlichen Flichenbedeckung (msd, mean square displacement)
fluoreszenzmarkierter Proteine, die an eine trigergestiitzte Membran gebunden sind. c) Zeitliche Schwankungen der Fluoreszenzintensitit /, ge-
messen mit fokussierter Anregung (FCS-Messung), zeigen die Bewegungen fluoreszenzmarkierter Antikorper an, die an eine triagergestiitzte Mem-
bran gebunden sind. Die Schwankungen entstehen, wenn die Molekiile in das Anregungszentrum hinein- und aus diesem wieder hinausdiffundie-
ren. d) Die Autokorrelation der Intensititsschwankungen kann zur Quantifizierung der Molekularbewegung herangezogen werden. (Die Abbildung

wurde von M. Forstner und A. Demond zur Verfiigung gestellt).
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4.2. Topographische Bildgebung

Zum besseren Verstédndnis rdumlicher Einflussfaktoren in
der immunologischen Synapse sind bildgebende Verfahren
notwendig, die die Topographie der Membrankontaktstellen
im Nanometerbereich auflosen konnen. Zwei kiirzlich entwi-
ckelte Fluoreszenzabbildungstechniken ermoglichen das to-
pographische Abbilden der Membrankontaktstellen im Sub-
nanometer-Bereich in Echtzeit. Fluoreszenzresonanzenergie-
transfer (FRET) zwischen Membranen ist ausgesprochen
empfindlich bei Membranabstidnden von bis zu 10 nm. Ober-
halb dieses Bereichs ist die optische Interferometrie beson-
ders niitzlich. RICM war fiir iber zehn Jahre die bestimmen-
de Methode zur Abbildung topographischer Eigenschaften
von Membranen in der Nihe von Oberflichen!'?>0%126-129]
(ein aktueller Ubersichtsartikel findet sich in Lit. [109]). In
jingster Zeit hat allerdings die Fluoreszenzinterferenzkon-
trast(FLIC)-Mikroskopie als leistungsfihige Alternative zu
RICM an Bedeutung gewonnen['21141305311 FRET. und
FLIC-Verfahren zur Abbildung der Topographie an Mem-
brankontaktstellen sind im Folgenden vorgestellt. Ein detail-
lierter Uberblick iiber die optischen Grundlagen und die
Implementierung dieser Techniken wird an anderer Stelle
gegeben.['*]

FRET findet zwischen Membranen statt, die mit komple-
mentidren Fluoreszenzsonden markiert wurden, wenn der
Membran-Membran-Abstand in der GroBenordnung des
Forster-Abstandes des Farbstoffpaares (ca. 5 nm) liegt. Eine
quantitative Analyse der FRET-Effizienz ermoglicht die
Bestimmung des Abstandes zwischen den Membranen mit
einer Genauigkeit im Subnanometerbereich.'>%! Ein allge-
meines Schema fiir die Interpretation der FRET-Daten ist in
Abbildung 9 gezeigt. Die Geschwindigkeit ky des strahlungs-
freien Energieiibergangs von einem Donor auf eine Popula-
tion von Acceptoren, die in einer gegeniiberliegenden Ebene
verteilt sind, ergibt sich aus Gleichung (1).

6
o R, (1)

kx T 2152t

Dabei ist o die Konzentration der Acceptormolekiile, R,
der Forster-Abstand (5 nm fiir das Paar Texasrot/NBDU!'*),
7, die Lebensdauer der Fluoreszenz des Donors in Abwe-
senheit des Acceptors und z der Abstand zwischen dem
Donor und der Acceptorebene. Zwei Hilften der Doppel-
schichtmembran ergeben zwei Acceptorebenen, die ca. 4 nm
voneinander entfernt sind. Das NBD-Chromophor des iibli-
cherweise verwendeten, am Schwanz markierten NBDPC (1-
Palmitoyl-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]do-
decanoyl]-sn-glycerin-3-phosphocholin) lagert sich vorwie-
gend in der Region des Glycerins und des oberen Kettenbe-
reichs der Membran ein;"*¥ fiir die Analyse kann man davon
ausgehen, dass es nur eine Ebene besetzt. Die Gesamteffizi-
enz E des FRET-Prozesses erhilt man durch Aufsummieren
der verschiedenen Ubertragungswege, die in Gleichung (2)
mit Hochkomma gekennzeichnet sind. Die Analyse der
FRET-Effizienz nach den Gleichungen (1) und (2) ergibt
den Abstand zwischen den Ebenen der Sondenmolekiile.
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Abbildung 9. a) Schema zur Interpretation von FRET zwischen Mem-
branen. Ein einzelnes Sondenmolekiil in einer Membran kann im Allge-
meinen durch Resonanz Energie auf eines von vielen Farbstoffmolekii-
len in der gegeniiberliegenden Membran uibertragen. Dies fiihrt zu
einer Abhingigkeit der FRET-Effizienz in vierter Potenz von z, im Un-
terschied zu der kanonischen Abhingigkeit sechster Potenz, die nor-
malerweise einem FRET mit einer Eins-zu-Eins-Zuordung von Donor
und Acceptor zugrundegelegt wird. b) Daten zur FRET-Effizienz fiir PI-,
Gyn- und Gy,;-Choleratoxin-Membrankontaktstellen. Die Bildsequenz
zeigt FRET-Daten von Pl-Kontaktstellen fiir jede Acceptorkonzentration
(Texasrot-DHPE, Molenbruch o wie angegeben; DPPE = N-(Texasrot-
Sulfonyl)-1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin). Die durch-
gezogenen Kurven sind mithilfe von Gleichung (2) mit den angegebe-
nen Abstinden zwischen den Membranen (z) berechnet (in bearbeite-
ter Form aus Lit. [113]).

K+ K'r

E= Ko+ k' + 1/t

)

Anpassungsfunktionen der quantitativen Messungen der
FRET-Effizienz gemif Gleichung (2) liefern den durch-
schnittlichen Abstand z zwischen den Fluorophoren verschie-
dener Membranen. Berechnete FRET-Effizienz-Kurven und
gemessene Werte sind in Abbildung 9 gegen die Acceptor-
konzentration aufgetragen. Die Ergebnisse lassen auf durch-
schnittliche Abstinde von 3.5, 4.6 und 6.7 nm fiir die PI-, G-
und Gy;-Choleratoxin-Kontaktstellen schlieBen (PI=Phos-
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phatidylinositol, Gy = Galp1-3GalNAcp1-4(NeuAca2-
3)Galp1-4Glcpl-1'-ceramid). Fiir das Texasrot-NBD-Paar
wird ein Schitzwert von Ry=5 nm zugrunde gelegt,">* und
fiir die Sonden in den beiden Membranschichten wurde bei
der Texasrot-DPPE-Doppelschicht eine Distanz von 4 nm
bestimmt. Fiir eine Besetzung beider Ebenen durch den
Donor wurden keine Korrekturen durchgefiihrt, denn es gibt
Hinweise, dass die negativ geladenen Sonden in der oberen
Schicht einer tragergestiitzten Membran, die durch die Fusion
kleiner unilamellarer Vesikel gebildet wurde, stark angerei-
chert werden.'” Die Absolutwerte dieser Abstinde hiingen
von den R,-Schiatzwerten und in einem geringeren Ausmaf
vom Abstand zwischen den beiden Membranschichten ab.
Die erhaltenen relativen Absténde sind allerdings prizise. So
ergibt beispielsweise die Rontgenstrukturanalyse von Mehr-
fach-Doppelschichten unter osmotischem Stress, dass Gy
1.2 nm tiber die Oberflache der Phosphatidylcholinmembran
hinausragt;'* wir bestimmten einen Unterschied von 1.1 nm
fiir den durch Gy induzierten Membranabstand, relativ zu
der PI/DMPC-Membrankontaktstelle (DMPC =Di-
myristoylphosphatidylcholin). Die Hoéhe des Gyy-Cholerato-
xin-Komplexes, die aus dem FRET zwischen den Membranen
zu 3.2 nm bestimmt wurde, stimmt mit den Strukturinforma-
tionen aus der Rontgenkristallographie iiberein.*”! Die am
hochsten aufgelosten Messungen des Membranabstandes
erhélt man durch die Quantifizierung der FRET-Effizienz
bei unterschiedlichen Acceptorkonzentrationen; fiir Messun-
gen zum Zweck der Bildgebung geniigt dagegen eine einzige
Acceptorkonzentration. FRET ist ein Prozess mit kurzer
Reichweite (10 nm), der nicht zur Auflésung topographischer
Eigenschaften groBerer Bereiche geeignet ist.

Fiir Messungen von Membran-Membran-Abstdnden jen-
seits der FRET-Reichweite eignet sich die FLIC-Mikrosko-
pie. 112114130131 Bej dieser Methode wird die rdumliche Ver-
anderung der Intensitét innerhalb einer stehenden Lichtwelle
genutzt, um die Fluoreszenzintensitit von Sonden als Funk-
tion ihrer Position entlang der optischen Achse zu modulie-
ren, die bei dieser Versuchsanordnung senkrecht zur Grenz-
flache steht. Ein entsprechendes Schema ist in Abbildung 10
mit einem oxidierten Silicium-Wafer gezeigt. Die optische
Reflexion findet hauptsichlich an der Grenzflache zwischen
Silicium und Siliciumdioxid statt. Die Oxidschicht bietet
einen kontrollierbaren Abstandhalter, der eine optimale
Positionierung der Systemkomponenten relativ zu der ste-
henden Welle ermoglicht. Fiir Proteine an Grenzfldchen von
tragergestiitzten Membranen eignet sich eine 60 nm dicke
Oxidschicht. Mit FLIC-Mikroskopie lassen sich Auflosungen
im Nanometerbereich erzielen und dabei topographische
Merkmale erfassen, die sich Hunderte von Nanometern von
der Hauptebene entfernt befinden. Die FLIC-Intensitétsbil-
der konnen mithilfe der vereinfachten Beziehung fiir die
Fluoreszenzintensitit Iz gemidB Gleichung (3) in dreidimen-
sionale Topographie-Daten umgewandelt werden.

Iy ((1—rr)2 + 4r;sin’ (%)) ((1—rr)2 + 4 r;sin’ <¢2—“‘>> (3)

Diese Gleichung ist von grundlegenden optischen Prinzi-
pien abgeleitet.”®® ¢ und ¢, errechnen sich aus (4m/
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Abbildung 10. Schema eines FLIC-Aufbaus mit einem oxidierten Silici-
um-Wafer als Substrat. Die Reflexion an der Silicium-Siliciumdioxid-
Grenzfliche erzeugt gegenliufige Wellen des Anregungslichts, die eine
stehende Welle mit raumlich variierender optischer Intensitét bilden.
Das Muster der Anregungsintensitit, aufgetragen entlang der rechten
vertikalen Achse, hat eine rdumliche Periodizitit von 1/2. Die emittier-
te Fluoreszenz unterliegt auch einer Selbstinterferenz der Photonen
(hier nicht eingezeichnet), die sich dem Anregungsmuster iiberlagert.

Ae)(Myz+n,2,) bzw. (470/Aen)(nyz+n,2,). 1y, und n, sind die
Brechungsindices von Wasser (1.33) und Siliciumdioxid
(1.46), z ist die Hohe iiber der Oxidoberfliche und z, die
Dicke der Oxidschicht. Die Anregungs- bzw. Emissionswel-
lenldngen A, und A, betragen bei Verwendung des Texasrot-
Fluorophors 560 und 645 nm. Der Reflexionskoeffizient r; der
Silicium-Siliciumdioxid-Grenzflache betrigt 0.46 bei 645 nm.
Diese Naherung hat einen maximalen Fehler von ca. 2 nm
tiber den Entfernungsbereich bei typischen Experimenten an
Kontaktstellen mit trdgergestiitzten Membranen (5-75 nm);
aufwindigere Rechnungen beriicksichtigen den Ausbrei-
tungswinkel des eingestrahlten und gesammelten Lichts
sowie die spektrale Bandbreite.['> 130132

Beispiele fiir die FLIC-mikroskopische Aufkldrung der
Membrantopographie an Kontaktstellen von tragergestiitzten
Membranen sind in den Abbildungen 11 und 12 veranschau-
licht. Eine wichtige Eigenschaft der oberen Membran in einer
Kontaktstelle mit einer triagergestiitzten Membran ist die
Existenz zweier unterschiedlicher Zusténde fiir die Adhésion
an die untere Membranschicht. Der erste, als Typ 1 bezeich-
net, ist durch einen einheitlichen FRET charakterisiert, was
auf einen Abstand zwischen den Membranen von einigen
Nanometern hindeutet. Im zweiten Zustand (Typ 2) werden
groBe Abstiande zwischen den Membranen (ca. 50 nm) durch
ein Zusammenwirken von (entropischer) Helfrich-Absto-
Bung!™ und gelegentlichen Adhisionsstellen, die die
beiden Membranen zusammenheften, aufrechterhalten. Bei
diesen Typ-2-Kontakten lésst sich kein FRET zwischen den
Membranen nachweisen, und die FLIC-Daten zeigen weit-
reichende thermische Schwankungen. Von den beiden Kon-
takttypen sind Schemata, FLIC-Bilder und Karten der re-
konstruierten Oberflichentopographie beispielhaft in Abbil-
dung 11 zusammengefasst. FLIC-Mikroskopie ldsst sich ein-
fach in Echtzeit durchfithren, was die dynamische Beobach-
tung topographischer Membranfluktuationen ermoglicht.
Der Typ-2-Kontakt in Abbildung 11 durchléduft Fluktuationen
mit einer Amplitude mit einem quadratischen Mittelwert von
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Abbildung 11. Kontaktstellen von Typ 1 (a) und Typ 2 (b). Die zugehéri-
gen FLIC-Abbildungen und topographischen Karten [berechnet nach
Gl. (3)] sind in (c), (d), (e) und (f) gezeigt. Die Topographie der Typ-2-
Kontakte ist dynamisch und fluktuiert zufillig mit einer charakteristi-
schen Korrelationszeit von ca. 1's. (Die Abbildung wurde von Y. Kaizu-
ka zur Verfiigung gestellt.)

ca. 4 nm, einer lateralen rdumlichen Korrelationslénge von
ca. 340 nm und einer Korrelationszeit von ca. 1 s. Alle Werte
wurden FLIC-mikroskopisch bestimmt.!"'*]

Die Kombination von FLIC-Mikroskopie mit konventio-
nellen Fluoreszenzaufnahmen (und FRET) kann sehr detail-
lierte dreidimensionale Informationen iiber die Organisation
von Proteinen und Lipiden an Membrankontaktstellen lie-
fern. Bilder einer solchen Membrankontaktstelle, in der sich
membrangebundene Antikorperproteine aufgrund von Ad-
hésionswechselwirkungen zwischen den beiden Membranen
in Mustern anordnen, sind in Abbildung 12 zu sehen. Eine
FLIC-Abbildung von Sondenmolekiilen in der oberen Mem-
bran ist in Abbildung 12a dargestellt, das direkte Fluores-
zenzbild der Antikorper in Abbildung 12b. Eine topographi-
sche Karte, berechnet aus den FLIC-Daten von Abbil-
dung 12a, ist in Abbildung 12¢c abgebildet. Die membran-
gebundenen Antikorper diffundieren frei auf der Membran-
oberfliche auBerhalb der Kontaktstelle. Innerhalb der
Kontaktstelle sind die Antikdrper in Mustern eingeschlossen
und verlieren viel von ihrer lateralen Mobilitit. Die Antikor-
permobilitit kann durch die Fluoreszenzriickbildung nach
Ausbleichen (FRAP), durch Verfolgen von Einzelmolekiilen
oder FCS bestimmt werden. Aus der topographischen Karte
ist fiir die Hiigel und Tiéler dieser Kontaktstelle eine Hohen-
differenz von ca. 12 nm ersichtlich, was in etwa der GrofBe
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Abbildung 12. Eine Kontaktstelle zwischen trigergestiitzten Membra-
nen, in der Antikérper an die untere Membran gebunden sind. Eine
FLIC-Abbildung der oberen Membran (a) enthiillt topographische Ei-
genschaften, die die Verteilung der fluoreszenzmarkierten Antikérper
(b) in der Kontaktstelle widerspiegeln. c) Topographische Karte der in
(a) und (b) markierten Region der Kontaktstelle. Die Topographie
dieser Protein-Membrankontaktstelle ist statisch. (Die Abbildung
wurde von R. Parthasarathy zur Verfuigung gestellt.)

eines Antikorpers entspricht. Die Konformation der Mem-
bran folgt also der Topographie der Grenzfliche. Dieser
Kontakt kann daher dem Typ1l zugeordnet werden. Im
Unterschied zum Typ-2-Kontakt in Abbildung 11 ist die
Topographie der Protein-Membrankontaktstelle in Abbil-
dung 12 statisch. FLIC-Messungen eignen sich gut, um solche
Unterscheidungen zu treffen. Zusétzlich wurde durch FRET-
Messungen bestitigt, dass sich die Tidler in der oberen
Membran bis auf wenige Nanometer der unteren Membran
annihern.""” Die Kombination mit FRET kann die absolute
Auflésung von FLIC-Messungen steigern, da auf diese Weise
Mehrdeutigkeiten, die sich unausweichlich bei bildgebenden
Interferenzverfahren ergeben, gekliart werden konnen.

5. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Oberfldachen von Zellmembranen bieten eine ausge-
sprochen dynamische und empfindliche Umgebung, in der
das Zusammenwirken chemischer und mechanischer Krifte
eine breite Palette kollektiver chemischer Antwortprozesse
verursacht. Die natiirliche Fluiditdt und Flexibilitdt der
Membranen ermoglichen Reaktionen auf chemische Wech-
selwirkungen, die man bei anorganischen Materialien nor-
malerweise nicht findet. Hochkooperative Antwortprozesse,
die chemische Bindungsereignisse mit der Bildung raumlicher
Muster verbinden, stellen sich als allgemeine Themen bei
Zell-Zell-Wechselwirkungen heraus. Die immunologischen
Synapsen, die hier kurz diskutiert wurden, sind zurzeit die am
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besten untersuchten Beispiele fiir solche Phinomene. Wech-
selwirkungen von Immunzellen sind attraktive Systeme fiir
quantitative Untersuchungen, die zum Verstdndnis der phy-
sikochemischen Abldufe beitragen, die solche Ereignisse
vorantreiben und regulieren. Die Charakterisierung immu-
nologischer Synapsen kann auflerdem grundlegende Mecha-
nismen enthiillen, die vielen interzelluldren Signalprozessen
gemeinsam sind — so sind die physikalischen Merkmale der
Immunzellkontaktstellen wahrscheinlich bei Kontaktstellen
zwischen Membranen generell zu finden. Die Anwendung
neuer bildgebender und préparativer Techniken auf rekon-
stituierte Membransysteme und hybride Synapsen ist ein
Beispiel fiir das vielversprechende Zusammenwirken von
physikalischer Chemie und Zellbiologie. Dies mag letztlich
ein wenig dabei helfen, zu verstehen, wie aus Molekiilen
Leben wird.

Ich danke meinen vielen Studenten, Postdoktoranden und
Kollegen, die zu diesen Projekten beigetragen haben. Diese
Arbeit wurde finanziell unterstiitzt durch die National Institu-
tes of Health (NIH), das Department of Energy (DOE), die
National Science Foundation (NSF), den Burroughs Wellcome
Fund, das Searle Scholars Program, die Beckman Foundation
und den Hellman Family Faculty Fund. Die Wasserfarben-
zeichnung im Vortitel wurde von Dr. Raghuveer Parthasarathy
gestaltet.
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