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Biologische Membranen enthalten Tausende verschiedenartiger Li-
pide, die sich in ihren Alkylketten, ihren Kopfgruppen und ihrem
Sdttigungsgrad unterscheiden. Es wird geschiitzt, dass 5 % der Gene
des menschlichen Genoms fiir die Regulation der Lipidzusammen-
setzung von Zellmembranen zustindig sind. Eine Erklirung fiir diese
Vielfalt findet sich zumindest ansatzweise in der Fihigkeit von Lipi-
den, in spezifische Domdnen zu segregieren, die wichtig fiir die Zell-
funktion sind. Immer hiufiger wurden Rontgenbeugungsmethoden
genutzt, um die Packung und das Phasenverhalten von Lipiden in
Membranen zu charakterisieren. Kristalline Domddnen wurden in
synthetischen Membranen mithilfe von Weit- und Kleinwinkel-Ront-
genstreuung sowie durch Rontgenbeugung unter streifendem Einfall
untersucht. In diesem Kurzaufsatz fassen wir jiingste Ergebnisse zu-
sammen, die mit den verschiedenen Rontgenmethoden erhalten wur-
den, und diskutieren die Beziehung zwischen kristallinen Domiinen
und fliissig-geordneten Domdnen, die mit komplementiren Methoden
untersucht wurden, sowie die Bedeutung von kristallinen Domdnen
fiir funktionelle Lipiddomdnen in biologischen Membranen.

1. Lipide der Zellmembran und Réntgenstreuung

Zellmembranen sind diinne Schichten bestehend aus zwei
gegeniiberliegenden Lipidmonoschichten. Sie fassen Zellen
und Zellkompartimente ein und wirken als selektiv permea-
ble Barrieren, die auf diese Weise den zelluldren Transport
von Molekiilen regulieren. Neben ihrer Funktion als Um-
grenzungen kénnen Membranen auch als aktive Schnittstel-
len wirken, an denen biologische Prozesse stattfinden. Tat-
sdchlich kontrollieren Zellen die Reaktionsgeschwindigkei-
ten spezifischer biologischer Vorgénge, indem sie die Lipid-
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zusammensetzung ihrer Membranen verdandern. In manchen
Féllen laufen chemische Reaktionen an der Grenzfliche
schneller ab als im Volumen, da Rotations- und Transla-
tionsdiffusion der Reaktionspartner eingeschrankt werden.
Zellplasmamembranen machen normalerweise nur 2-5 % der
gesamten Membranmasse aus; der Hauptanteil befindet sich
innerhalb der Zellen, in den Organellen.['! Das Verhiltnis von
Membranoberfliche zu Zellvolumen ist deshalb auBeror-
dentlich hoch, was darauf hinweist, dass Prozesse an den
Grenzflichen essenziell fiir das Uberleben und die Funktion
der Zelle sind.

Lipide in der Doppelschicht segregieren in unterschied-
liche Lipiddoméinen. Geordnete Lipiddoméidnen — auch als
,Lipid-FloBe“ oder ,Rafts“ bezeichnet — wurden intensiv
erforscht seitdem ihre Bedeutung als Organisationszentren
fiir den Zusammenbau von Signalmolekiilen und fiir den
Proteintransport durch Membranen festgestellt wurde.”?
Membranproteine partitionieren selektiv in diesen Doménen,
die sich in ihrer Lipidzusammensetzung und Organisation
unterscheiden. Daraus folgt, dass die Anordnung von Lipiden
zu Domiénen direkt oder indirekt mit der Steuerung der
Zellfunktion zusammenhéngt. Ob und in welchem Ausmaf}
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diese Doméinen einen geordneten periodischen Aufbau ha-
ben, der durch Rontgenbeugung detektiert werden kann, ist
noch immer Gegenstand der Debatte und Kernthema dieses
Kurzaufsatzes.

1.1. Lipidmolekiile

Lipide der Zellmembran konnen in drei Hauptklassen
unterteilt werden: 1) Glycerolipide (Fettsdureester des Gly-
cerols), 2) Sphingolipide (Fettsdureamide des aliphatischen
Aminoalkohols Sphingosin) und 3) Sterole (Schema 1). Das
héufigste Sterol in Sdugerzellen ist Cholesterol. Cholesterol

Ceramid C16

(o]
Sphingomyelin C16 H OH

Schema 1.

spielt eine wichtige Rolle fiir die dynamischen und mecha-
nischen Eigenschaften von Membranen. Eine iiberméfige
Anreicherung von Cholesterol in den Zellen ist mit mehreren
Krankheiten® verbunden, z. B. Atherosklerose!* und grauem
Star.’! GroBe Mengen von Cholesterolmonohydrat-Kristallen
werden in Gallensteinen® und in Schaumzellen!” in athero-
sklerotischen Plaques gefunden.

Phosphocholinderivate von Glycerolipiden und Sphingo-
lipiden bilden diejenige Gruppe von Lipiden, die in den
hochsten Konzentrationen in Zellen vorkommt.®! Ungesiit-
tigte Lipide wie Palmitoyloleoylphosphatidylcholin (POPC)
und Dioleoylphosphatidylcholin (DOPC), die eine oder
mehrere cis-Doppelbindungen in den Fettsdureketten auf-
weisen, konnen nicht zu geordneten Doppelschichtstrukturen
packen, weil die Doppelbindungen Knicke in den Alkylket-
ten erzeugen. AuBler dass bekannt ist, dass diese Molekiile
keine kristallinen Doménen in vitro bilden konnen, wei3 man
auch, dass sie sich in den ungeordneten Regionen der Zell-
membran anreichern.’
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Dagegen sind gesittigte Lipide wie Dipalmitoylphos-
phatidylcholin (DPPC) oder Sphingomyelin (SM) und dessen
Vorstufe Ceramid aufgrund der linearen Geometrie ihrer
Alkylketten leicht in der Lage, zu geordneten Strukturen in
kiinstlichen Lipidschichten zu packen. Vor allem DPPC,”
SMI' und Ceramid™V sind deshalb als Vertreter der gesiit-
tigten Glycerolipide bzw. Sphingolipide durch Rontgenbeu-
gung untersucht worden. Die sogenannten detergensresis-
tenten Membrandoméinen (DRMs), die direkt aus Zell-
membranen extrahiert werden, enthalten erhohte Mengen an
Cholesterol und Sphingomyelin, die demzufolge als die
Hauptkomponenten von Lipid-Rafts angesehen werden.>!?

1.2. Réntgenstudien

Die ersten Rontgenstudien an Lipiden wurden in den
1920er Jahren an 3D-Kristallen von getrockneten Lipiden
durchgefiihrt und boten Einblicke in die Wechelwirkungen
der Kohlenwasserstoffketten. Die Strukturinformationen, die
in diesen ersten Studien erbracht wurden, wurden jedoch in
Zweifel gezogen, weil die Lipide nicht immer in einer la-
mellaren Struktur organisiert waren und die Kristalle Ver-
unreinigungen enthielten."”) Beginnend in den 1980er Jahren
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lieferten dann Rontgenstreuungsstudien an hydratisierten
Lipidschichten die ersten soliden Daten iiber den Schichtab-
stand und die Dicke der lamellaren Strukturen."! Beobach-
tete Schwankungen dieser Parameter wiesen auf Phasen-
iiberginge oder Phasentrennungen hin. Mit der Entwicklung
der Rontgenbeugung unter streifendem Einfall (grazing in-
cidence X-ray diffraction; GIXD) an fliissigen Grenzflichen
in den spiten 80er Jahren!" gelang ein echter Durchbruch auf
dem Gebiet, und es war nun moglich, einzelne Lipidschichten
an der Luft-Wasser-Grenzfldche zu untersuchen. Der ver-
mutlich wichtigste konzeptionelle Beitrag dieser frithen Stu-
dien war der Beweis, dass sich Monoschichten amphiphiler
Molekiile — obwohl diese klein und beweglich sind!'l —
spontan in kristalline 2D-Dominen selbstorganisieren kon-
nen."! Die gingige Meinung bis dahin basierte hauptsichlich
auf Daten von Druck-Fliache-Isothermen und war, dass solche
Schichten nicht kristallin sein kOnnen, es sei denn unter
Druck. Die Beugungsstudien an Lipidmonoschichten bewie-
sen das Gegenteil.

1.3. Réntgenmethoden

Die hauptsidchlichen Methoden zur Untersuchung kris-
talliner Lipiddoménen in diinnen Schichten sind die Klein-
und Weitwinkelrontgenstreuung (SAXS und WAXS) und die
GIXD, die an Monoschichten, Doppelschichten oder Multi-
schichten unter verschiedenartigen Bedingungen angewendet
werden konnen.

Konventionelle Rontgenstreuungsexperimente liefern
Beugungsintensitidten, die proportional zum Volumen der
beugenden Probe sind. Bei 2D-Filmen mit ihrem kleinen
Volumen werden daher keine detektierbaren Signale erhal-
ten. Bei der GIXD trifft der Rontgenstrahl die Probe in ei-
nem Einfallswinkel, bei dem evaneszente Wellen auftreten.
Diese haben ein exponentiell abklingendes elektromagneti-
sches Feld (rot in Abbildung 1a), und das Trdgermaterial
tragt nicht zur Hintergrundstreuung bei. Die Messung ist
deshalb auBlerordentlich empfindlich fiir Proben an der
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Grenzflaiche, wie Monoschichten oder kollabierte Multi-
schichten (Abbildung 1). Monoschichten sind allerdings kei-
ne idealen Modelle fiir Zellmembranen, weil der hydrophobe
Teil der Molekiile der Atmosphére zugewandt ist und somit
die Wechselwirkung mit einem gegeniiberliegenden Lipid-
blatt, wie sie in einer Doppelschichtmembran auftritt, fehlt.
Hydratisierte Doppelschichten sollten in dieser Hinsicht
besser geeignet sein.

Um bei einer Membrandoppelschicht mit hydrophobem
Inneren und hydrophiler duBerer Oberfldche die Strukturin-
tegritdt zu gewihrleisten, miissen beide Seiten der Doppel-
schicht benetzt sein. Allerding sind GIXD-Experimente an
Lipiddoppelschichten wegen der starken Hintergrundstreu-
ung von fliissigem Wasser sehr schwer auszufiihren. Ein Weg,
um GIXD-Messungen an einzelnen Lipiddoppelschichten zu
realisieren, ist die Anwendung hochenergetischer Rontgen-
strahlen, deren Strahlabschwichung durch Wasser gemildert
ist (Abbildung 2a).’*'8 Eine neue Methode, die bei Proben
auf einem Polymertrdger erfolgreich eingesetzt wurde, be-
inhaltet die Bestrahlung der Probe mit niederenergetischen
Rontgenstrahlen in Gegenwart einer diinnen (<1 pm)
Wasserschicht auf der Doppelschichtprobe (Abbil-
dung 2b).”#"! Diese GIXD-Technik, die bei hoher Feuchte
angewendet wird, liefert ein relativ starkes Signal und er-
moglicht Studien an kristallinen Domé&nen mit niedriger
Beugungsintensitdt (Abbildung 3).

Die Kleinwinkelrontgenstreuung (SAXS, Abbildung 4)
ist eine Methode, die zur Bestimmung mittlerer Grof3en von
Partikeln in Losung genutzt wird. SAXS erwies sich als
niitzliches Werkzeug zur Untersuchung lamellarer Strukturen
und liefert Informationen iiber Lipiddoppelschichtphasen,
Schichtabstédnde und Schichtdicken im Bereich weniger Na-
nometer bis zu mehreren 10 nm.””! Die Weitwinkelrontgen-
streuung (WAXS) liefert Informationen iiber Lipidpackun-
gen auf der A-Skala, sofern kristalline Phasen in den Dop-
pelschichten vorhanden sind. Informationen iiber die Ver-
kippung der Molekiile konnen durch Verwendung ausge-
richteter Multischichtproben erhalten werden. SAXS/
WAXS-Studien an multilamellaren Vesikeln liefern zusitzli-
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Abbildung 1. Prinzip von GIXD-Messungen an a) einer Monoschicht und d) kollabierten Schichten. b,c) Die diinnen Schichten werden auf einem
Langmuir-Trog an der Luft-Wasser-Grenzfliche abgeschieden, und die Beugungssignale werden mit einem ortsempfindlichen Detektor (PSD) auf-
gezeichnet, der die Probe entlang dem Winkel 6 abtastet. Reflektivitaitsmessungen liefern ein gemitteltes Elektronendichteprofil der Probe, aus
dem verlissliche und detaillierte Informationen uiber die Dicke und Wellenform der Probe abgeleitet werden kénnen. Oberflichen- und Volumen-
eigenschaften, wie Oberflichendruck der Lipidschicht, Temperatur, pH-Wert, Salzkonzentration und der Einschluss von Proteinen oder anderen
Molekiilen kénnen eingestellt werden. Wird die Monoschicht tiber einen bestimmten Oberflichendruck hinaus komprimiert, kann die Mono-
schicht (je nach Zusammensetzung der Probe) zu Multischichten kollabieren. Messungen an kollabierten Multischichten bieten keine Informatio-
nen Uber die Zahl der Schichten, ihre Homogenitit, den Oberflichendruck und den wasserhaltigen Zwischenraum zwischen den Schichten. Dar-
tiber hinaus zwingt die Luft-Wasser-Grenzfliche die Schicht in eine flache Geometrie, was zu Stérungen der Lipidpackung fiihren kann.

www.angewandte.de

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2011, 123, 3700 —3710


http://www.angewandte.de

Lipiddominen

Angewandte

Wasser

b)

Wasser

Helium mit W Polymer

relativer Feuchte
=100%

Silicium

Abbildung 2. a) Prinzip einer GIXD-Messung an einzelnen Doppelschichten mit einem Hochenergiestrahl von 18-23 keV (A =0.54-0.7 A).®*'® Bis-
her ging man so vor, dass die Lipiddoppelschicht direkt auf dem Siliciumwafer abgeschieden wurde, wobei eine 10 A dicke Wasserschicht zwi-
schen dem Wafer und der Doppelschicht eingeschlossen wird. Die Diffusionsgeschwindigkeit der Lipide innerhalb der Doppelschicht wird durch
die Wechselwirkungen mit dem Wafer betrichtlich verringert, was die FlieReigenschaften der Membran beeintrichtigt;*’ die Doppelschicht ist
flach, und Proteine innerhalb der Membran kénnen nicht frei diffundieren.”® Diese Nachteile kénnten teilweise ausgeglichen werden, indem man
die Lipidprobe auf einem stark hydratisierten Polymerkissen abscheidet und auf dem Wafer aufbringt. b) Die auf einem Polymerkissen abgeschie-
denen Proben werden in einer Feuchtekammer nahe am Taupunkt vermessen. Die Probe wird mit Rontgenstrahlen von 9.5 keV (A=1.3 A) be-
strahlt, und auf der Doppelschichtprobe wird eine diinne (<1 um) Wasserschicht aufrechterhalten.’®'? Reflektivitstsmessungen sind in diesem
Aufbau schwierig, Salzkonzentrationen und pH-Wert kénnen nicht eingestellt werden, und es kann nur reines Wasser verwendet werden. Proteine
und andere Molekiile, von denen man annimmt, dass sie in Membranen eingebettet sind, kénnen im Prinzip eingefiihrt werden.

che Informationen iiber die Korrelationen zwischen den Li-
piden, indem sie einen Ordnungsparameter innerhalb der
Lipidschichten ermitteln.
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Abbildung 3. Réntgenbeugungsprofile, erhalten durch: a) GIXD einer
DPPC-Monoschicht an der Luft-Wasser-Grenzfliche bei 7°C; b) GIXD
einer DPPC-Doppelschicht zwischen einem Polyethylenimin(PEI)-Kis-
sen und einem Silicium-Wafer bei 7°C; c¢) WAXS mehrfach gestapelter
Doppelschichten von DPPC/DOPC (9:1) auf einem Si-Wafer, aufge-
nommen mit streifendem Winkel und Umgebungstemperatur.® Das
Signal in (b) ist infolge einer 10°-Wellung der Doppelschicht ver-
schmiert. Die starke Intensitat, die bei WAXS-Messungen erzielt wird,
kann zu Satelliteneffekten fiihren, wie dies etwa in (c) in der Nihe des
Hauptsignals zu beobachten ist.”'! Analyse der Réntgendaten: Die Da-
ten werden durch den in reziproken Einheiten gemessenen Streuungs-
vektor q [A™"] abgebildet, der mit dem Beugungswinkel direkt ver-
kniipft ist. Integration von (a) entlang g,, ergibt die vertikale Kompo-
nente (,Bragg-Rod"), Integration entlang g, ergibt die horizontale
Komponente (,Bragg-Peak”). Die g,,-Positionen der Bragg-Peaks erge-
ben die Gitterabstande d =2m/q,,, die durch die zwei Miller-Indizes h,k
indiziert werden kénnen, um die Elementarzelle zu erhalten. Die Halb-
wertsbreite (FWHM) der Bragg-Peaks ergibt die laterale Kohirenzlinge
L, ~0.9(27) /FWHM (q,,). Auf dhnliche Weise ergibt sich aus dem
Bragg-Rod-Profil g, die Dicke des kristallinen Films.""®
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2. Strukturparameter von kristallinen Lipid-
domdnen

Die Rontgenbeugungssignale von Lipidschichten stam-
men hauptséchlich vom hydrophoben Teil des Molekiils, was
darauf hinweist, dass der hydrophile Teil nicht gut geordnet
ist oder dass sein Beitrag zum Gesamtsignal deutlich schwi-
cher ist als derjenige der Kette, weil die enthaltenen Atome
nicht in Phase streuen. Die ,kristallinen Doméanen* konnen
als kleine, hoch dynamische Monoschichten oder Doppel-
schichten von Lipiden beschrieben werden, die in der Weise
geordnet sind, dass ihr periodisches Gitter eine diskrete
konstruktive Interferenz der reflektierten Rontgenstrahlen
erzeugt. Die Beugung an Lipiddomé&nen ist normalerweise
durch wenige 2D-Peaks fiir die Packung gemischter Phasen in
einer sogenannten fliissig-geordneten (/,) Phase charakteri-
siert. Dennoch kann eine tiberraschende Fiille von Informa-
tionen aus diesen scheinbar diirftigen Daten abgeleitet wer-
den, insbesondere aus der Peakposition, der Signalform und
der Signalbreite (aus Analysen der Bragg-Peaks und Bragg-
Rods; Abbildung 3).

2.1. Packung der Elementarzellen und Kristallinitdt

Gesdittigte Glycerolipide und Sphingolipide: Monoschich-
ten und Doppelschichten, die ausschlieBlich aus gesittigten
Lipidmolekiilen aufgebaut sind, haben weitgehend dhnliche
Abmessungen ihrer Elementarzellen in einem Bereich zwi-
schen 5.0x7.5 A2 und 4.5 x 8.7 A2, sofern die Molekiile nicht
gekippt sind (Abbildung 5).*"%! Die DominengroBen rei-
chen von wenigen Nanometern bis zu mehreren 10 nm. Ob-
gleich diese Unterschiede sehr gering erscheinen, sind sie
dennoch reproduzierbar und spezifisch.

Ceramid bildet beim Ausbreiten an der Luft-Wasser-
Grenzfliche spontan kristalline Monoschichtdominen!!!®?!
mit einem mittleren Durchmesser von ungefihr 15 nm (Ab-
bildung 5). Sphingomyelin, das ein Ceramid-Riickgrat auf-
weist, bildet hingegen keine kristallinen Doménen, solange es
nicht stark komprimiert wird."®®%?! Als Ursache fiir dieses
Verhalten wurde die groBe hydrophile Kopfgruppe des
Sphingomyelins ausgemacht (Schema 1), die die Packung der
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Abbildung 4. a) SAXS und WAXS multilamellarer Vesikel (MLVs) und b) von Multistapeln von Lipiddoppelschichten. Die Probenvorbereitung fiir

die SAXS/WAXS-Studien ist normalerweise einfach. Der Réntgenstrahl passiert eine diinnwandige Kapillare, die mit der hydratisierten Lipidprobe
in Form a) multilamellarer Versikel oder b) von tréigerfixierten Multistapeln mit mehr als tausend Lipiddoppelschichten auf einem Siliciumwafer

befiillt ist.*? Das bei weitem hochste Signal-Rausch-Verhiltnis wird mit der WAXS-Methode erzielt. Es ist méglich, dass jeder der Doppelschicht-
filme innerhalb einer Probe unterschiedliche Charakteristika hat und dass das Beugungssignal als deren Mittelwert erscheint. Ebenfalls unklar ist,
in welchem Ausmafd benachbarte Doppelschichtfilme miteinander wechselwirken. Die tragerfixierten Proben werden bei einem Einfallswinkel un-
terhalb des kritischen Winkels vermessen, dhnlich wie beim GIXD-Verfahren. Allerdings ist der Lichtpunkt durch den Strahldurchmesser mindes-

tens 20 mm breit. Ohne die Verwendung eines Strahlkollimators ist die Winkelauflésung verringert, insbesondere bei weiten Winkeln.

c)

R

Abbildung 5. a) Ceramid-Monoschicht. b) Darstellung der Alkylketten
als Stébe. c) Eme Draufsicht auf (b) zeigt die Elementarzelle der kris-
tallinen Domine mit den Abmessungen a und b und einem Winkel y
von ungefihr 90°. Die Ketten sind jeweils zu Paaren verkniipft. d) Pro-
jizierte Elementarzelle (Blick entlang der Stabachse) mit den Abmes-
sungen a’ und b (a’<a).

diinnen hydrophoben Ketten stort, was zu dem sogenannten
Umbrella-Effekt fiihrt.”?!! Die hydrophile Kopfgruppe nimmt
nicht an der Kristallpackung teil, bestimmt aber zu einem
gewissen Grad, welche Struktur gebildet wird. Eine Konse-
quenz des Umbrella-Effekts ist, dass Molekiile mit kleinen
Kopfgruppen, wie Cholesterol und Ceramid, bereitwillig ge-
mischte Phasen mit SM bilden, da sie die Wechselwirkungen
zwischen den sperrigen SM-Kopfgruppen verdiinnen. Anders
als SM bildet dagegen DPPC spontan kristalline Domé4nen an
der Luft-Wasser-Grenzfldche bei verschwindendem Oberfla-
chendruck, obwohl es die gleiche Phosphocholin-Kopfgruppe
hat.”*¢¢] Dariiber hinaus bilden DPPC, SM und Ceramid
gemischte Doménen mit Cholesterol, die alle die gleiche
Struktur haben.’®1%%! Solche Mischungen von Cholesterol
und gesittigten Lipiden bilden selbst bei verschwindenden
Oberfldchendriicken geordnete Lipiddomédnen mit Molekiil-
abstinden, die vom Verhiltnis Cholesterol/Lipid abhin-
gen 196104

Cholesterol: Eine Monoschicht von Cholesterol an der
Luft-Wasser-Grenzfliche bildet spontan kristalline Doméinen
mit trigonalen Uberzellen mit a=b=11.4 A und y =120°
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und ungefidhr 10 nm Durchmesser. Die Cholesterolmolekiile
sind normal zum Wasser ausgerichtet und nehmen damit eine
Fliche pro Molekiil von 38 A% ein.””) Die exocyclischen
Ketten sind ungeordnet. In der Doppelschicht sind die Mo-
lekiile um 19° verkippt, und die exocyclischen Ketten greifen
teilweise ineinander, sodass eine relativ dicht gepackte
Struktur mit einer hohen Kohirenzldnge von 40-60 nm und
einer rechteckigen Elementarzelle von 10x7.5 A? ent-
steht 218228 Djese Elementarzellstruktur entspricht derje-
nigen der makroskopisch metastabilen monoklinischen
Chol-H,O-Doppelschichtphase. Wenn sich die Doppel-
schichten zu Multischichten stapeln (mit geordneten Was-
sermolekiilen zwischen den Doppelschichten), wandelt sich
die Struktur spontan in die triklinische Monohydratphase um,
die das 12.4 x 12.4 A>-Doppelschichtmotiv (y =100.8°) auf-
weist.?”!

2.2. Gréfde der kristallinen Doméinen

Kristalline Dominen enthalten typischerweise zwischen
mehreren Dutzend bis zu Tausenden von Molekiilen. Diese
beschrinkten AusmaBe sind in guter Ubereinstimmung mit
den experimentell ermittelten GroBen der Lipid-Rafts in
Zellmembranen, sie widersprechen aber der aus der theo-
retischen Physik abgeleiteten Auffassung,® dass 2D-Kris-
talle nicht spontan gebildet werden konnen. FEine Erklarung
fiir diesen scheinbaren Widerspruch ist, dass die ungeféhr
S5nm dicke Lipiddoppelschicht in Wirklichkeit eine dritte
Dimension hat, die durch multiple Wechselwirkungen zwi-
schen Alkylketten stabilisiert wird. Auf der anderen Seite
wird die GroBe der kristallinen Doménen durch die starke
thermische Bewegung und die hohe Diffusionsgeschwindig-
keit der Molekiile begrenzt. Dariiber hinaus sind mit Ront-
genbeugungsmethoden nur periodische Strukturen nach-
weisbar. Es wird davon ausgegangen, dass die kristallinen
Doménen von einer weniger geordneten Population von Li-
pidmolekiilen umgeben sind. Eine solche Randpopulation
wiirde die Grenzflichenspannung zwischen benachbarten
Dominen oder zwischen einer Domine und der ungeordne-
ten Lipidumgebung erniedrigen.

Néhere Einblicke bieten sich aus dem Verhalten von
Mischungen gesittigter Lipide mit Lipiden, die zwei unge-
sittigte Alkylketten enthalten, z.B. DPPC/DOPC.”! Von
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solchen Systemen ist zu erwarten, dass sie eine Phasentren-
nung in geordnete und ungeordnete Doménen eingehen. Die
Domanen sollten bei Anndherung an den Gleichgewichtszu-
stand grofer werden, da auf diese Weise die Grenzflachen-
spannung an den Doménenrindern verringert wird. Brewster
et al. schlugen vor, dass die Zugabe eines ,,hybriden Lipids*
mit einer geséttigten und einer ungesittigten Alkylkette, z. B.
POPC, zu einer Verringerung der Grenzflichenspannung
fiihren konnte und das System zur Bildung kleinerer Domé-
nen treibt.?*3! In Ubereinstimmung mit dieser Vorhersage
zeigten GIXD-Messungen, die an Monoschichten aus DPPC/
DOPC/POPC mit DPPC/DOPC=1:1 vorgenommen wur-
den, einen drastischen, aber anisotropen Abfall der Kohi-
renzlinge von 115 auf 30 A, wenn die Konzentration von
POPC in der Mischung erhoht wurde.”

2.3. Strukturvergleiche zwischen Monoschichten,
Doppelschichten und Multischichten

Die Strukturen, die aus Rontgenbeugungsmessungen an
Lipidmonoschichten, -doppelschichten und -multischichten
abgeleitet werden, unterscheiden sich typischerweise nicht
allzu sehr. Wir wollen hier jedoch eine Auswahl solcher Fille
betrachten, in denen signifikantere Unterschiede vorliegen,
um einen Eindruck zu gewinnen, welche Auswirkungen die
molekularen Wechselwirkungen auf die Struktur haben
konnen.

Abbildung 6 zeigt die Schichtabstinde d fiir Mono-
schichten und Doppelschichten bestehend aus SM/Chol,1%¢’]
DPPC/Chol®*¢ und Ceramid/Chol® (Daten der Ceramid/
Chol-Doppelschichten aus Lit. [53]). Die reine Cholesterol-
Monoschicht erzeugt ein Beugungssignal bei g,,=1.09 Al
Bei steigenden Konzentrationen von SM, DPPC oder Cer-
amid behélt die Monoschicht eine einzelne kristalline Phase
bei, die durch einen einzelnen breiten Bragg-Peak charakte-
risiert ist. Die Signallage ist bei niedrigen Cholesterolkon-
zentrationen konstant und verschiebt sich bei hoheren Li-
pidkonzentrationen linear zu h6heren ¢,,. Die Lipidmolekiile
stehen senkrecht zur Schichtebene, selbst bei verschwinden-
dem Oberfldchendruck.

Die Lage des Plateaus bei niedrigen Cholesterolkonzen-
trationen scheint von der Temperatur abzuhidngen. Dagegen
ist die Geradensteigung bei hohen Cholesterolkonzentratio-
nen unabhingig von der Temperatur (7-30°C) und dem
Oberflichendruck (0-30 mNm™') und auBerdem fiir SM/
Chol-, DPPC/Chol- und Ceramid/Chol-Mischungen iden-
tisch. Diese lineare Abhidngigkeit der Peakposition von der
Cholesterolkonzentration scheint eigentiimlich, wenn man
bedenkt, dass das Cholesterolmolekiil eine projizierte Flache
von ungefahr 38 A2 hat, wihrend beim DPPC, SM und Cer-
amid die projizierte Flidche jeder Alkylkette rund 20 A? be-
tragt.

Es wurde vorgeschlagen, dass das System feste Choleste-
rol/Lipid-Stochiometrien hat, und der sanfte Ubergang der
breiten Bragg-Peaks aus einer Uberlagerung spezifischer
Peaks resultiert.'’** Eine andere Interpretation ist, dass
Cholesterol in allen Verhéltnissen geordnete Doménen bildet
und die Fliache pro Molekiil infolge von Positionsverlage-
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Abbildung 6. Schichtabstinde d von Monoschichten (oben) und Dop-
pelschichten (unten) gemischter Phasen als Funktion der Cholesterol-
konzentration: SM/Chol (griin), DPPC/Chol (blau) und Ceramid/Chol
(magenta). Dunkelblaue Linie: Datenaufnahme bei 7°C; hellblaue Li-
nie: Datenaufnahme bei 25-30°C. Die Daten fiir die Monoschichten
wurden aufgenommen bei 20 MmN m™", 23°C (violette & und a),7 bei
30 mNm™', 7°C (violette m),’® bei 30 MmN m™', 7°C (magenta ), bei
ca. 0mNm™', 7°C (magenta m)? und bei 25 mNm™, 30°C (griine
4)." Die Daten fiir die Doppelschichten wurden bei 30 MNm™" und
7°C aufgenommen.’®'? Die farbigen Streifen markieren die Schwellen-
werte fiir die Cholesterol-Nukleation in Mischungen mit SM (griin),
Ceramid (magenta) und DPPC (violett).

rungen des Cholesterols entlang der senkrechten Achse der
Membran variiert.’ Die Kohirenzlinge der gemischtphasi-
gen Dominen betridgt ungefdhr 2 nm, entsprechend 10-15
Molekiilen. Daher konnte das Auftreten der breiten Peaks
auch dadurch erkldrt werden, dass ein nahezu amorphes
Material mit einem mittleren Abstand zwischen den Mole-
kiilen vorliegt.

In Doppelschichten ist das Verhalten der gemischten
Phasen anders. Die Position der Steigung und des Plateaus
aus dem Monoschicht-Diagramm gibt nicht die Schichtab-
stande d in der Doppelschicht wieder, und diese unterschei-
den sich auch bei SM/Chol-, DPPC/Chol- und Ceramid/Chol-
Mischungen gleicher Verhiltnisse. Bei Doppelschichten gibt
es fiir jede der Mischungen eine charakteristische Choleste-
rolkonzentration, bei der Cholesterol nukleiert und reine
Kristalle von Cholesterol-Doppelschichten bildet (Abbil-
dung 6, farbige Streifen). Jenseits der kritischen Zusammen-
setzung existieren in der Doppelschicht zwei Phasen aufgrund
der Wechselwirkung der beiden gegeniiberliegenden Blitter
im Zentrum der Membran. In der Monoschicht gibt es hin-
gegen nur eine Mischphase. In dhnlicher Weise wurden in
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Abbildung 7. Darstellungen a) einer Monoschicht (oben) und einer
Doppelschicht (unten) von DPPC/Chol (60:40) sowie b) einer Mono-
schicht (oben) und einer Doppelschicht (unten) von DPPC/Chol
(40:60). Das Phasenverhalten der Doppelschichten und entsprechen-
den Monoschichten unterscheidet sich bei beiden Zusammensetzun-
gen. In jeder Monoschicht existiert eine einzelne kristalline Mischpha-
se (hellblau fiir DPPC/Chol 60:40, dunkelblau fiir DPPC/Chol 40:60),
wihrend in den entsprechenden Doppelschichten eine Phasentren-
nung stattfindet. Beide Doppelschichten haben eine dhnliche Zusam-
mensetzung der Mischphase von DPPC/Chol im ungefihren Verhiltnis
50:50. Die zusitzlichen Phasen sind in (a) kristallines DPPC (grau)
und in (b) kristalline Cholesterol-Doppelschichten (rot).

DPPC/Chol-Doppelschichten bei einem molaren Verhiltnis
von 60:40 eine reine DPPC-Phase und eine gemischte DPPC/
Chol-Phase beobachtet, wihrend in der Monoschicht nur eine
Mischphase vorliegt (Abbildung 7).”¥ Die Rolle der Choles-
terol-Nukleation wird in Abschnitt 4.2 nidher diskutiert.

Als ein Beispiel, bei dem die Elementarzelle der kristal-
linen Dominen stark von der Zahl der benachbarten
Schichten abhéngt, betrachten wir Ceramid C16/Cholesterol-
Mischungen. Abbildung 8 zeigt Bragg-Peaks von Ceramid
und Ceramid/Chol-Mischungen mit 35-40 Mol-% Ceramid
fiir Monoschichten,’? einzelne Doppelschichten und nicht-
orientierte Multischichten, d.h. multilamellare Vesikel

a) 100% Ceramid b) 35-40% Ceramid
T T T T T T T T T T T T T T
Multischicht ‘l | I | Multischicht

Doppelschicht Doppelschicht

Monoschicht

S

T RS WV R ERFR R | P PR RIS R R S |

Monoschicht

1.4 1.8 2.2 2.6

Qxy !/ nM™ ——

3.0 14 1.8 22 2.6 3.0

Qxy/nM™T ——

Abbildung 8. Mit GIXD erhaltene Bragg-Spektren. Unten: gemischte
Ceramid/Chol-Monoschichten an der Luft-Wasser-Grenzflache bei

30 mNm~' Kompression; Mitte: gemischte Ceramid/Chol-Doppel-
schichten bei 30 MmN m™' Kompression; oben: WAXS von gemischten
multilamellaren Ceramid/Chol-Vesikeln."' a) 1009 Ceramid C16;

b) Mono- und Doppelschichten aus Ceramid/Chol (40:60) und Multi-
schicht aus Ceramid/Chol (35:65). Die GIXD-Messungen wurden bei
7°C und die WAXS-Messungen bei Umgebungstemperatur durchge-
fuhrt.
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(MLVs).!"9 Die Mono- und Doppelschichten aus reinem
Ceramid C16 zeigen einen einzelnen Beugungspeak, der einer
frither bereits untersuchten Elementarzelle zuzuordnen
ist."l Die Multischicht erzeugt mehrere Peaks, die viel
schirfer sind als der Doppelschicht-Peak, was eine hohere
Kohérenzldnge von ungefdhr 45 nm anzeigt. Bei 40 Mol-%
Ceramid zeigt die Monoschicht zwei breite Banden, von de-
nen die eine vermutlich von reinem Ceramid mit einer klei-
nen Kohirenzldnge und die andere von einer Ceramid/Cho-
lesterol-Mischung stammt. Im Fall der Doppelschicht sind
dieselben Phasen von einem scharfen Beugungssignal zweier
kristalliner Cholesterolpolymorphe begleitet. Im Fall der
Multischicht erscheint ein breiter Peak (vermutlich vom
Ceramid stammend) zusammen mit einem scharfen Signal
einer nichtidentifizierten kristallinen Phase. Es ist klar er-
sichtlich, dass sich die Kristallstrukturen der Doppel- und
Multischichten unterscheiden.

3. Untersuchung von Lipiddomdinen durch Réntgen-
beugung und andere Techniken

3.1. Struktur und Dynamik

Die Rontgenbeugung liefert strukturelle Einblicke auf
der Sub-Angstrom-Skala und ist die einzige Methode, die
Informationen iiber die Periodizitdt der kristallinen Domé-
nen bietet. Eine Rontgenbeugungsmessung an diinnen Fil-
men dauert zwischen einigen Minuten bis zu Stunden. Daher
bieten solche Studien keine Informationen iiber dynamische
Prozesse in Lipiddoménen, die auf viel kiirzeren Zeitskalen
ablaufen. NMR- und FTIR-Messungen erfordern deutlich
weniger Zeit, liefern aber, dhnlich wie Beugungsstudien,
Daten, die iiber groBe Bereiche gemittelt sind. Im Unter-
schied zur Rontgenbeugung vermessen diese Techniken die
gesamte Lipidprobe und nicht nur die kristallinen Doménen,
was, je nach Bedingungen, ein Vorteil oder ein Nachteil sein
kann. Die NMR-Spektroskopie kann Informationen tiber die
Dynamik der Dominen liefern (Organisation, Diffusionsge-
schwindigkeiten).’® Die NMR-Spektroskopie ist empfindlich
fiir molekulare Wechselwirkungen und wird daher routine-
mafig verwendet, um zwischen Vesikeln, stabformigen und
lamellaren Strukturen zu unterscheiden.® Die FTIR-Spek-
troskopie kann genutzt werden, um die Ausrichtung der
Molekiile innerhalb der Lipidschichten zu untersuchen,”
und ist sehr niitzlich, um Strukturiiberginge bei Anderung
der Probenumgebung zu verfolgen.

3.2. Lokalisation

Der Rontgenstrahl erfasst eine Fliche von einigen 10 mm?
bei Techniken mit streifendem Einfall und eine Fliche von
<1 mm? bei Messungen von MLVs, und das Beugungssignal
kommt von allen bestrahlten kristallinen Doménen. Daher
konnen die oben beschriebenen Methoden keine Informa-
tionen iiber die Lage der Doménen im Raum und ihre Ver-
teilung liefern. Es ist somit unklar, ob die Doménen gleich-
miBig in der Probe verteilt sind oder sich zu Clustern zu-
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sammenlagern und eine mosaikféormige Anordnung bilden.
Wihrend GIXD-Messungen wird die Probe nicht rotiert,
sodass nur ein kleiner Teil der kristallinen Doménen abhingig
von ihrer Orientierung zum Beugungssignal beitrdgt, da die
Dominen wie in einem zweidimensionalen Pulver zufillig
verteilt sind. Andere Methoden wie Fluoreszenzmikrosko-
piel* und Elektronenmikroskopie (EM) scheinen besser ge-
eignet, um die Lokalisation von Lipiddominen auf der Mi-
kro- bzw. Nanometerskala zu untersuchen. Nur wenige Kryo-
EM-Studien, die eine direkte Lokalisierung der Lipiddomé-
nen anstatt einer Markierung der doménenassoziierten Pro-
teine bieten, wurden bisher verodffentlicht. Im Hinblick auf
Auflosung und Genauigkeit ist diese Technik am vielver-
sprechendsten.t”!

3.3. Lipidphasen

Das Phasenverhalten von Lipiden wurde im Zusammen-
hang mit der Bildung von Lipiddoménen in Zellmembranen
ausfiihrlich untersucht, und die aus Rontgenbeugungsmes-
sungen erhaltenen Daten miissen dieser groflen Menge an
existierender Information gegeniibergestellt werden. Zur
Untersuchung von Lipidphasen wurden zahlreiche Techniken
wie NMR-®! FTIR-® und Fluoreszenzspektroskopie®®**l
sowie Kalorimetrie genutzt. Leider weichen die erhaltenen
Phasendiagramme je nach Methode voneinander ab.[*’]
Dennoch gibt es geniigend Ubereinstimmung zwischen den
erhaltenen Resultaten, um einige giiltige Aussagen iiber das
Phasenverhalten von Lipiden treffen zu konnen.

Die in Lipidmischungen koexistierenden Phasen koénnen
anhand ihrer Schmelztemperaturen in fliissig-ungeordnete
(1), flussig-geordnete (/,) und fest-geordnete Phasen (S,, auch
als ,,Gel-artige Dominen“ bezeichnet) unterteilt werden.
Jede dieser Phasen ist durch charakteristische Diffusionsko-
effizienten gekennzeichnet.

Bei den untersuchten Féillen von gesattigten Lipidmi-
schungen scheint es in den meisten Fillen eine Korrelation
zwischen den kristallinen Domédnen und dem Phasenverhal-
ten zu geben. Um die Arten von Doménen auseinanderhalten
zu konnen, die einmal durch eine Phasentrennung und zum
anderen anhand ihrer Beugung definiert sind, fiihren wir die
Begriffe ,,Phasendoméinen bzw. , kristalline Domé&nen® ein.
Insbesondere ist zu erwéhnen, dass bei Zusammensetzungen,
fiir die eine /,-Phase beschrieben wurde, die Kohérenzlédngen
der kristallinen Phasen einige Nanometer betragen. Bei Zu-
sammensetzungen, fiir die iiber eine S,-Phase berichtet wur-
de, fand man hingegen Kohirenzldngen der kristallinen Do-
minen von mehreren 10 nm (Abbildungen 9 und 10).

Allerdings gibt es auch Unstimmigkeiten zwischen den
Phasendiagrammen und dem kristallinen Verhalten: Anders
als dies aus den terndren/binidren Phasendiagrammen abzu-
lesen wire, bildet Cholesterol bei hohen Konzentrationen
eine S,-Phase und verbleibt also mit gro3ter Wahrschein-
lichkeit nicht als fliissige Phase (I, oder I;) (Abbildung 10).
Auch sollte reines SM laut Phasendiagrammen als fest-ge-
ordnete Phase vorliegen, wihrend GIXD-Studien zeigen,
dass das Gegenteil der Fall ist: Nach der Kohirenzlidnge zu
urteilen, scheint SM nur bei Kompression in einer /,-Phase
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Abbildung 9. a) Schema einer Phasentrennung, wie man sie mit einem
optischen Mikroskop in Phasendoménen beobachten wiirde. Hellgraue
Bereiche kennzeichnen eine I,-Phase und dunkelgraue Bereiche eine /-
Phase bestehend aus tiberwiegend gesittigten Lipiden. b) Nach unse-
rer Interpretation sollte eine nihere Betrachtung der -Phase kristalline
Dominen (Cr) erkennen lassen, die von einer amorphen Phase (Am)
umgeben sind. c) Proteine (wiedergegeben als schwarze und weifie
Kreise) kénnten mit den kristallinen Lipiddoménen aggregieren und
groRlere Dominen erzeugen.® Dieser Prozess konnte fiir ,schwarze*
Proteine selektiv sein, wihrend ,weifle” Proteine ungebunden bleiben.

a) Cholesterol b) Cholesterol

POPC SM  POPC DPPC
I i : |
15°C 20° 25° 30° 35° 40° 45° 50°

Abbildung 10. Mischbarkeitsdiagramme fiir ternire Lipidmischungen
von a) POPC/SM/Chol und b) POPC/DPPC/Chol. Zusammensetzun-
gen, bei denen ein Mischbarkeitsiibergang beobachtet wird, sind durch
gefiillte schwarze Kreise gekennzeichnet. Der farbige Bereich kenn-
zeichnet einen extrapolierten Angleich der gemessenen Ubergangstem-
peraturen. Offene Kreise zeigen an, dass bis hinab zu 10°C nur eine
einzelne Fliissigphase vorliegt. Graue Quadrate markieren die direkte
Nukleation von festen Dominen aus einer einheitlichen Fliissigphase
beim Absenken der Temperatur.’*¥ Rote Kreise entsprechen Zusam-
mensetzungen, bei denen mittels GIXD Kristalle von Cholesterol-Dop-
pelschichten nachgewiesen wurden. Die roten Linien markieren eine
abgeschitzte Nukleationsschwelle fur die Nukleation von Cholesterol.
Griine Dreiecke markieren kristalline DPPC-Doménen. Auch gemischte
kristalline Doménen (nicht gezeigt) werden fiir die meisten SM/Chol-
und DPPC/Chol-Verhiltnisse beobachtet. Die farbigen Symbole repra-
sentieren Messungen an trigerfixierten Doppelschichten bei 7°C, wih-
rend die Originaldaten an Vesikeln bei 15-50°C erhalten wurden. Die
Nukleationsschwelle (rote Linie) konnte sich bei Erhéhung der Tempe-
ratur nach oben verschieben; dennoch wurden auch bei 37°C Choles-
terolkristalle beobachtet. Wiedergabe (mit zusitzlichen roten Punkten,
Linien und griinen Dreiecken) nach Lit. [63].

vorzuliegen. Es wird interessant sein, diese Diskrepanz zwi-
schen Phasendoménen und kristallinen Doménen erneut
unter die Lupe zu nehmen, sobald vollstindigere Informa-
tionen verfiigbar sind.***! Die neue Linie fiir die [, +S,-
Phasengrenze konnte sogar bei Cholesterolkonzentrationen
erscheinen, die fiir Vesikelstudien relevant sind."”

In vitro wird beobachtet, dass Phasendominen bis zur
Mikrometerskala wachsen, wihrend man bei Zellmembranen
davon ausgeht, dass die funktionellen Doménen in der Gro-
Benordnung von einigen 10 nm vorliegen, d.h. innerhalb des
durch Rontgenbeugung ermittelten Bereichs. Wir merken an,

www.angewandte.de

Chemie

3707


http://www.angewandte.de

Kurzaufsitze

3708

dass die mikroskaligen Regionen, wie sie in Phasendoménen
experimentell nachgewiesen werden, aus Mosaikstrukturen
der mittels GIXD gemessenen Nanodomidnen bestehen
konnten, die moglicherweise durch amorphe Grenzbereiche,
in denen sich ungesittigte Lipide aufhalten, begrenzt werden
(Abbildung 9). Eine solche Interpretation konnte eine Er-
klarung fiir die Diskrepanzen beziiglich der Doméinengrof3e
zwischen kiinstlichen Membranen und Zellmembranen bie-
ten, was in der Literatur eindringlich diskutiert wird. 233031411
Wihrend die Grofie der Grundstruktureinheiten aller Do-
ménen in der gleichen GroBenordnung von mehreren 10 nm
lage, wiichsen die Phasendomédnen bei der Anndherung an
den Gleichgewichtszustand bis zur Mikrometerskala — eine
Situation, wie sie in Zellen niemals auftritt.

4. Untersuchung kristalliner Lipiddomdnen mit
Réntgenbeugung: Bedeutung fiir die Biologie

4.1. Proteinsortierung

Der Mechanismus der Proteinsortierung in Lipiddoma-
nen ist nicht gut verstanden. Drei Hypothesen wurden vor-
geschlagen: 1) Die Membrandicke steuert den Einbau von
Proteinen entsprechend der Dicke des hydrophoben Mem-
branteils. 2) Der hydrophobe Teil bestimmt auf dhnliche
Weise die lokale Membrankriimmung, was ebenfalls zu einer
Selektivitit fiir Proteine mit passender Geometrie fiihrt.*?!
3) Die Trennung der Lipidphasen in geordnete und unge-
ordnete Dominen wird ausgenutzt.

Einige Dutzend Lipide wiirden wahrscheinlich geniigen,
um eine Proteinsortierung nach diesen drei Mechanismen zu
erreichen. Damit ist nicht erkldrbar, warum Zellen Tausende
von verschiedenen Lipiden enthalten. Dariiber hinaus ist es
unwahrscheinlich, dass Membrandicke und -kriimmung sowie
einige wenige durch Phasentrennung gebildete Doménen in
der Lage sein sollten, Tausende von Membranproteinen se-
lektiv zu sortieren. Die Vielzahl von Strukturen, die in den
nanoskaligen kristallinen Lipiddomé&nen existieren, konnen
einen zusitzlichen Hierarchiegrad fiir die Sortierung von
Proteinen entsprechend ihrer strukturellen und chemischen
Komplementaritit beisteuern. Die Abmessungen und Peri-
odizitdt der Elementarzellen konnten die Lingen der Alkyl-
ketten widerspiegeln und dariiber einen Einfluss auf die
Wechselwirkungen mit nichtlipiden Membranmolekiilen wie
Proteinen ausiiben.

Hancock®! schlug vor, dass die Wechselwirkungen zwi-
schen Proteinen und Lipidnanodoménen zur Bildung von
groferen und stabileren Clustern mit einer verldngerten Le-
bensdauer fiithrt (Abbildung 9). Die hier diskutierten kristal-
linen Doménen konnten als Bausteine dieser Cluster dienen.

4.2. Nukleation von Cholesterol

Fiir den Cholesterolspiegel in der Plasmamembran wur-
den hohe Werte von 25-50% berichtet.®*! Bedenkt man,
dass die Lipide nicht homogen in der Membran verteilt sind,

so kann die lokale Konzentration von Cholesterol sehr hohe
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Werte erreichen. Daher sind die Nukleationsschwellen von
Cholesterol, die bei kiinstlichen Doppelschichtmischungen
beobachtet wurden, wichtig fiir eine Abschétzung zelluldrer
Konzentrationen. Die durch Rontgenbeugung untersuchte
Bildung von Cholesterolkristallen ldsst darauf schlieBen, dass
die 3D-Cholesterolkristalle, die zu atherosklerotischer Ent-
ziindung und atherosklerotischer Plaque fiithren,* aus den
zytoplasmatischen Membranen nukleieren konnten.*! Es ist
interessant zu spekulieren, wie die lokale Zusammensetzung
der Zellmembran die Segregation von Cholesterol in spezi-
fische Doménen kontrolliert und es beim Versagen des
Kontrollmechanismus zur Nukleation von Cholesterolkris-
tallen kommt und moglicherweise krankheitsverursachende
Kettenreaktionen ausgelst werden.

4.3. Welche Technik fiir welchen Zweck?

Wie oben erldutert, hat jede der Beugungsmethoden fiir
die Untersuchung von Lipidschichten ihre Vor- und Nach-
teile. Einfacher fillt die Entscheidung, wenn es um die Un-
tersuchung von biologisch relevanten Systemen geht. So
diirfte fiir Nukleationsstudien von 3D-Lipidkristallen und
multilamellaren Systemen wie dem Stratum corneum!"*!
und dem Lungensurfactant™®” die Multischichtmethode (Ab-
bildung 4) am aussagekriftigsten sein. Das Lungensurfactant
weist relativ wenige Schichten von Lipiden auf, die auf einer
Seite der Luft ausgesetzt sind. Deshalb sind GIXD-Messun-
gen an einem Langmuir-Trog (Abbildung 1) auch fiir diese
Studien relevant, da sie eine dynamische Kompression der
Lipidschichten ermdglichen und auf diese Weise die Kom-
pressions- und Dekompressionszustdnde nachahmen, wie sie
beim Ein- und Ausstromen von Luft in die bzw. aus der Lunge
auftreten.

Die Doppelschichtmethoden (Abbildung?2) sind rele-
vanter fiir Zellmembranstudien; sie wurden bislang aber nur
fir die Untersuchung von symmetrischen Doppelschichten
eingesetzt. Obwohl bekannt ist, dass die Lipide unsymme-
trisch zwischen den Membranblittern verteilt sind,*® ist die
spezifische Zusammensetzung in jedem Blatt nicht gesichert,
und auf der Nanoskala ist die Zusammensetzung der Lipid-
doménen in gegeniiberliegenden Bléttern ginzlich unbe-
kannt. Abgesehen von der Cholesterol-Doppelschicht wurde
in den bisher untersuchten Doppelschichtproben keine
strukturelle Kopplung zwischen den Bléttern beobachtet.
Inwiefern die Doppelschichtmethode Vorteile fiir das Aus-
bilden von Wechselwirkungen zwischen gegeniiberliegenden
Bléttern bringen kann, ist daher unsicher, solange die tat-
sdchlichen Zusammensetzungen nicht bestimmt worden sind.

5. Abschlieflende Bemerkungen

Die Membrandoppelschichten von Zellen bestehen aus
Tausenden von Lipidmolekiilen verschiedenster chemischer
Zusammensetzungen und Molekiilstrukturen. Seit jiingster
Zeit stehen Rontgenbeugungsmethoden zur Verfiigung, die
die Bestimmung von Strukturparametern periodischer
Strukturen in diinnen Schichten aus Lipiden ermoglichen.
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Die Anwendung dieser Techniken offenbart die Existenz ei-
ner Vielzahl kristalliner Doménen in Modellen von Mono-
schicht-, Doppelschicht- und Multischichtlipidmischungen.
Hierbei handelt es sich um geordnete, einige 10 nm durch-
messende Molekiilzusammenlagerungen, die im dynamischen
Austausch mit der Umgebung stehen und vornehmlich durch
intermolekulare Wechselwirkungen der aliphatischen Ketten
stabilisiert werden.

Wir schlagen vor, dass diese Vielfalt von Strukturen eine
zusétzliche Hierarchieebene der Organisation widerspiegelt,
die fiir das Verstindnis der Zellmembranfunktion essenziell
sein konnte. Die Existenz solcher kristalliner Doménen
konnte eine wichtige Rolle bei der Proteinsortierung, der
Phasentrennung und bei pathologischen Kristallisationen
spielen, und sie konnte der Schliissel sein, um die Diskre-
panzen beziiglich der Doméanengrof3en und -strukturen zwi-
schen kiinstlichen und biologischen Systemen zu erkldren.
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