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Phospholipiddoppelschichten, die als gestiitzte Doppel-
schichten (supported bilayers) oder Vesikel organisiert sind,
finden vielféltige Anwendungen als biokompatible Kompo-
nenten in der Biotechnologie und Medizin.!'! Gestiitzte Li-
piddoppelschichten werden beispielsweise als inerte Ober-
flichen genutzt, auf denen Enzymreaktionen effizient im
NanometermaBstab ablaufen.”) Des Weiteren verwendet man
Liposomen als Transporter fiir bioaktive Substanzen wie
Medikamente, die den Stoffwechsel und/oder Signaliibertra-
gungswege der Zelle beeinflussen, nachdem sie in das Zyto-
plasma ausgeschiittet wurden.'">3 Um Lipiddoppelschichten
mit Enzymen zu funktionalisieren oder mit Liganden zu be-
decken, die spezielle Zielzellen erkennen, miissen die ent-
sprechenden Molekiile stabil an der Oberfliache der Lipid-
doppelschicht verankert werden. Dies kann durch eine ko-
valente Bindung der Molekiile an Lipide geschehen. Al-
lerdings wiirde eine Verankerung durch ein Lipid im Falle
einer grof3en, eher hydrophilen funktionellen Gruppe wahr-
scheinlich keine stabile Verbindung mit der Membran ge-
wihrleisten.

Hydrophobe Strukturen, welche die gesamte Membran
durchspannen, sollten sich besser dafiir eignen, funktionelle
Gruppen stabil an der Membran zu verankern. Kandidaten
fiir solche Strukturen sind Peptidsequenzen, die von Trans-
membrandoménen integraler Membranproteine abgeleitet
sind. Eine Alternative konnten hydrophobe molekulare
Stibe bieten, die in verschiedenen Léngen und starrer Kon-
formation synthetisierbar sind und zugleich iiber terminale
reaktive Gruppen oder Liganden eine kovalente oder nicht-
kovalente Anbindung der gewiinschten funktionellen Gruppe
ermoglichen. Die Entwicklung molekularer Stébe, d. h. relativ
steifer Molekiile mit einem grofen Lénge/Breite-Verhiltnis,
wurde in den letzten Jahren intensiv erforscht.”! Insbesondere
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die Verankerung von Oligo(p-phenylen)-Stében in Membra-
nen wurde intensiv von Matile und Mitarbeitern untersucht.!

Hier beschreiben wir die Synthese eines hydrophoben
molekularen Stabes, der terminal mit fluoreszierenden
Gruppen funktionalisiert ist. Zum ersten Mal wurde eine
kiirzlich entwickelte Klasse von molekularen Stdben als hy-
drophober Membrananker genutzt."! Als Basis dieser Stibe
fungieren die in Abbildung 1 gezeigten, spirocyclisch ver-

Abbildung 1. Struktur des Oligospiroketal (OSK)-Stabes.

bundenen, gesattigten sechsgliedrigen Ringe. Dieser Typ von
molekularem Stab wird wegen seiner periodischen Ketal-
gruppen als Oligospiroketal(OSK)-Stab bezeichnet. Die we-
sentlichen Vorteile dieser Stdbe gegeniiber Peptidsequenzen
sind ihre unkomplizierte und flexible Synthese, ihre grof3e
konformative Rigiditdt und ihre Proteolysestabilitdt. Durch
die Charakterisierung der Fluoreszenzeigenschaften weisen
wir nach, dass der Einbau der Stibe in Membranen sowohl
wihrend als auch nach der Bildung der Lipiddoppelschicht
moglich ist. Dariiber hinaus belegen wir, dass sich der OSK-
Stab in intakte biologische Membranen, z.B. in die Plasma-
membran von Sdugetieren, einbauen l&sst.

Kiirzlich berichteten wir iiber eine effiziente Synthese von
OSK-Stédben mit lateralen Alkylgruppen, die die Loslichkeit
der Stibe in organischen Losungsmitteln erhohen.® Diese
Gruppen (in diesem Fall handelt es sich um Butylgruppen)
stellen sicher, dass auch relativ lange OSK-Stébe mit einer
Lénge von 3 nm noch ausreichend 16slich sind und so leicht an
den terminalen Positionen funktionalisiert werden konnen.
Im aktuellen Projekt nutzen wir das vorher beschriebene
Bisazid 1 als zentralen Baustein fiir den Membrananker
(Schema 1). Um den Einbau der eher hydrophoben OSK-
Stébe in biologische Membranen zu erleichtern, mussten hy-
drophile Gruppen an den terminalen Positionen des Stabes
angebracht werden, sodass der Stab bolaamphiphile Eigen-
schaften erhilt. AuBerdem wurden Fluoreszenzfarbstoffe in
die hydrophilen Bereiche eingefiihrt, um den Einbau der
Stdbe in die biologische Membran fluoreszenzspektrosko-
pisch untersuchen zu kénnen.

Als hydrophile Gruppe wiahlten wir das Tripeptid Lyss;,
das sich auch in dhnlichen Fillen als giinstig erwiesen hatte."!
Fiir die Kupplung des Peptids mit dem OSK-Stab 1 durch
Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (Klickreakti-
on)"I bendtigten wir eine terminale Alkingruppe und fiihrten
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Schema 1. Synthese des Membranankers 3 aus dem Bisazidbaustein 1 und dem fluoreszenzmarkierten Pentapeptid CR-PAla-Lys;-Pra (2). TBTA=

Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl) methylJamin.

deshalb L-Propargylglycin (Pra) an der C-terminalen Position
des Peptids ein. Nach der Festphasenpeptidsynthese (SPPS)
des Tetrapeptids Lys;-Pra fanden wir, dass eine direkte
Kupplung des Fluoreszenzfarbstoffes 5-Carboxytetraethyl-
rhodamin (CR) an das terminale Lysin nur unvollstindig er-
folgt. Diese Hiirde konnte durch die Einfithrung einer $Ala-
Gruppe als Abstandhalter iiberwunden werden. Eine Ent-
schiitzung mit nachfolgender Abspaltung vom Harz und
Reinigung durch HPLC ergab Baustein 2 (Schema 1; Details
siche Hintergrundinformationen). Zum Schluss wurde das
Peptid 2 durch eine Klickreaktion mit Bisazid 1 zum fertigen
Membrananker 3 gekuppelt (Schema 1).

Die Untersuchung des Membraneinbaus von 3 erfolgte
mit einer Reihe komplementédrer Methoden. Erstens wurden
multilamellare Vesikel (MLVs) prépariert, bei deren Her-
stellung 3 mit dem Phospholipid 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin (POPC) gemischt wurde. Die Mes-
sung der Fluoreszenzeigenschaften der MLVs ergab die cha-
rakteristischen Anregungs- und Emissionsspektren von
Rhodamin mit einem Maximum der Anregungswellenlinge
bei ca. 560 nm und einem Maximum der Emissionswellen-
linge bei ca. 580 nm (siehe Hintergrundinformationen).

Zweitens wurde der resonante Fluoreszenzenergietrans-
fer (FRET) zwischen einer an ein Phospholipid gekuppelten
NBD-Gruppe [N-(7-Nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)-1,2-di-
palmitoyl-sn-phosphoethanolamin (N-NBD-PE) als Donor]
und dem Rhodaminfluorophor von 3 (Akzeptor) gemessen
(Abbildung 2). Hierfiir wurden Fluoreszenzspektren von
POPC/N-NBD-PE/3-MLVs und POPC/N-NBD-PE-MLVs
aufgenommen. Beim Vergleich der beiden Spektren zeigt sich
ein Energietransfer durch die Abnahme der NBD-Fluores-
zenz bei 535 nm und die Zunahme der Rhodaminfluoreszenz
bei 580 nm (Abbildung 2, Pfeile), was auf den Einbau des
Stabes in die Membran schlieen ldsst. Ein FRET zwischen
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Abbildung 2. FRET von N-NBD-PE zu 3. 0.5 mm POPC-MLVs wurden
mit N-NBD-PE (10 um) und 3 (50 um) markiert. Fluoreszenzspektren
von POPC/N-NBD-PE/3-MLVs wurden mit Anregung bei 470 nm
(—) und bei 560 nm (-----) bei 37°C aufgenommen. Als Kontrolle
wurden die Spektren von POPC/N-NBD-PE-MLVs (Anregung bei
470 nm; ——) und von POPC/3-MLVs (Anregung bei 560 nmj ----- )
aufgenommen. Einschub: Fluoreszenzlebensdauer T von N-NBD-PE in
POPC/N-NBD-PE-MLVs (links) und in POPC/N-NBD-PE/3-MLVs
(rechts), gemessen bei 37°C. Die Daten zeigen den Mittelwert & Stan-
dardfehler von zwei Proben, die jeweils dreimal gemessen wurden.
(In. = Fluoreszenzintensitit).

beiden Fluorophoren wurde durch die Messung der Fluores-
zenzlebensdauer des Donors NBD (7) in beiden Vesikelpri-
parationen bestitigt (Abbildung 2, Einschub). In Gegenwart
von 3 ist T signifikant reduziert, wie es fiir FRET charakte-
ristisch ist.

Drittens wurde der Einbau von 3 in Membranen mit
konfokaler Laserrastermikroskopie nachgewiesen. Dazu
wurde 3 entweder wéhrend der Herstellung von riesigen
unilamellaren Vesikeln (giant unilamellar vesicles, GUVs)
in deren 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin(DOPC)-
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Membranen eingebaut (nicht gezeigt) oder nachtréglich zu
bereits gebildeten GUVs gegeben (Abbildung 3a). In beiden
Fillen konnte eine helle gleichformige Fluoreszenz beob-
achtet werden, die eine homogene laterale Verteilung von 3 in
der Membran widerspiegelt.

Abbildung 3. Einbau von 3 in GUVs und Erythrozytenmembranen. 3
wurde zu bereits gebildeten DOPC-GUVs (a) oder zu so genannten
Erythrozyten-Ghosts (siehe Text; b) gegeben. Balken=5 um. Die
gleichmiafige Rhodaminfluoreszenz lasst auf eine homogene laterale
Verteilung von 3 in Membranen schlieRen.

Viertens wurden, angeregt durch den erfolgreichen
Einbau von 3 in bereits bestehende GUVs, menschliche
Erythrozyten (red blood cells, RBCs) mit 3 inkubiert. Wir
fanden einen effizienten Einbau der Stébe in die Plasma-
membran von Erythrozyten-Ghosts (RBC-Ghosts: Erythro-
zyten, deren Zytoplasma durch osmotische Hadmolyse ent-
fernt wurde) (Abbildung 3b) und von intakten RBCs (nicht
gezeigt). Dabei wurde ebenfalls eine homogene Fluoreszenz
in der Membran beobachtet.

Wir konnten also zeigen, dass sich hydrophobe Stibe ef-
fizient und ohne weitere Unterstiitzung (z.B. durch Anwen-
dung von Detergentien oder Cyclodextrinen) nicht nur in
Modellmembranen, sondern auch in intakte biologische
Membranen einbauen lassen. Folglich konnten solche Stibe
als stabile membranassoziierte Anker zur Funktionalisierung
von Membranoberflichen genutzt werden. Diese Funktio-
nalisierung kann vor ebenso wie nach dem Einbau der Stébe
in die Membran erfolgen. Zum Beispiel konnen Rezeptoren,
Enzyme oder bioaktive Molekiile kovalent an exponierte
reaktive Gruppen des Stabes an der Oberfldche der Membran
gebunden werden. Alternativ kann eine reversible Funktio-
nalisierung durch an den Stab gebundene Oligonucleotide
(DNA, PNAs (Peptidnucleinsduren)) erreicht werden, die
wiederum Molekiile mit komplementédren Oligonucleotiden
binden.!

Gegenstand zukiinftiger Forschung wird sein, den Einfluss
der Struktur sowie der chemischen und physikalischen FEi-
genschaften solcher molekularen Stidbe auf die spezifischen
Wechselwirkungen mit Lipiden zu untersuchen. Es ist be-
kannt, dass biologische Membranen, wie die Plasmamem-
branen von Sdugetierzellen, kleine Lipiddoménen im Nano-
metermalstab bilden, die sich in ihrer Lipidzusammenset-
zung unterscheiden.” Membranproteine konnen spezifisch
in solchen Doménen angereichert werden, was unter anderem
durch ihren Membrananker beeinflusst werden kann. Aus
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diesem Grunde werden solche Dominen als Plattform fiir
eine effiziente Signalweiterleitung in Zellen und/oder zur
Bildung von mit Proteinen angereicherten Membranberei-
chen betrachtet, die durch Vesikel gezielt zu bestimmten in-
trazelluldren Bereichen transportiert werden konnen. In Eu-
karyotenzellen, vor allem in Sdugetierzellen, konnten neben
der Plasmamembran auch intrazellulare Membranen Ziele
fur funktionalisierte Stdbe sein. Nach Endozytose konnen
aufgenommene Stidbe durch vesikuldren Transport zu mem-
branumschlossenen Organellen der Zelle befordert werden.
Eine gezielte Anreicherung der Stébe in unterschiedlichen
Domaéinen der Plasmamembran bietet die Moglichkeit, die
Aufnahme von funktionalisierten Stdben zu regulieren. Wei-
tere Studien sollten sich daher mit dem Mechanismus der
Aufnahme von funktionalisierten Stdben und dem anschlie-
Benden Transport in der Zelle befassen.
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