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Eine Vielfalt biologischer Stoffwechselprozesse wird durch
molekulare Erkennungsvorg�nge zwischen Membranrezep-
toren und externen Ligandmolek�len kontrolliert.[1] Bei der
Signal�bertragung an Zellmembranen beispielsweise spielt
die dynamische Bildung von Rezeptor-Clustern eine ent-
scheidende Rolle, um die hochselektive Bindung eines Si-
gnalmolek�ls in der Gegenwart konkurrierender Liganden zu
ermçglichen.[2]

Zahlreiche Modellsysteme f�r biologische Membranen
wurden f�r Anwendungen im Wirkstofftransport, der Senso-
rik und der Katalyse[3] sowie zur Untersuchung multivalenter
Interaktionen an Grenzfl�chen[4] entwickelt. Das Prinzip der
Templat-gesteuerten Selbstorganisation wurde weiterhin be-
reits in der Entwicklung von molekular gepr�gten Materialien
genutzt.[5] Allerdings stellt die Anordnung nicht-kovalent
verkn�pfter Bindungsstellen in definierten Abst�nden immer
noch eine Herausforderung dar. Wir stellen hier ein Konzept
vor, das an die Funktion einer immunologischen Synapse
angelehnt ist: Dabei werden Rezeptoren an einer Mem-
brangrenzfl�che durch einen Bindungspartner rekrutiert, und
durch die daraus resultierende r�umliche Anordnung wird ein
spezifisches Signal erzeugt.[6] F�r unser Modell verwenden
wir unilamellare Vesikelmembranen, die mit k�nstlichen, lu-
mineszierenden Rezeptoren dotiert sind. Als externe Ligan-
den fungieren kleine Peptide, deren funktionelle Seitenketten
komplement�re Rezeptormolek�le innerhalb der fluiden
Membranen zueinander ausrichten, sodass durch resonanten
Fluoreszenzenergietransfer (FRET) ein charakteristisches
optisches Signal entsteht.

In einer fr�heren Studie konnten wir bereits die selektive
Erkennung kleiner Biomolek�le und phosphorylierter Pro-
teine durch Wechselwirkungen an Membran-Wasser-Grenz-
fl�chen demonstrieren.[7] Dazu wurden synthetische Vesikel-
membranen mit eingebetteten amphiphilen �bergangsme-
tallkomplexen des 1,4,7,10-Tetraazacyclododecans (Cyclen)
und der Nitrilotriessigs�ure (NTA) eingesetzt. Wir haben
dieses Konzept nun um die dynamische Anordnung von
synthetischen Rezeptoren erweitert, sodass die multivalente

Erkennung von phosphorylierten Peptiden mçglich ist. Die
selektive Erkennung von O-Phosphoserin (pSer) und Histidin
(His) des Modellpeptids P1 (siehe Schema 1) durch Metall-
komplexe wurde ebenfalls bereits in einer fr�heren Arbeit
beschrieben.[8] Dabei wurde gezeigt, dass in gepufferter
w�ssriger Lçsung der ZnII-Cyclen-Rezeptor Zn26 das Peptid
P1 mit einer Affinit�tskonstante von lgK = 4.8 bindet, wo-
hingegen sein Dimer Zn46, das eine gleichzeitige Interaktion
mit pSer und His erlaubt, Affinit�ten von lg K = 7.5 erreicht
(Tabelle 1, Eintr�ge 1 und 2, sowie Hintergrundinformatio-
nen). Anstatt wie in Zn46 zwei Rezeptoreinheiten kovalent zu

verkn�pfen, haben wir nun einzelne Bindungsstellen in syn-
thetische Lipiddoppelschichten eingebettet. Die Selbstorga-
nisation dieser Einheiten an der Membrangrenzfl�che erlaubt
hier eine dynamische multivalente Bindung von P1 �ber die
pSer- und His-Reste.

Zuerst wurden Vesikelmembranen aus 1,2-Distearoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin (DSPC) mithilfe bereits beschrie-
bener Methoden (Hintergrundinformationen) mit 1 Mol-%
des Rezeptors Zn25 dotiert (Schema 1). Die Fluoreszenz-
emission des Peptids P1 wird durch Bindung an die Ober-
fl�chenrezeptoren deutlich gelçscht, wodurch bei Raumtem-
peratur eine Bindungskonstante von lgK = 5.9 (Tabelle 1,
Eintrag 3) bestimmt werden konnte. Dieser Wert stimmt gut
�berein mit der bereits beschriebenen Bindung von pSer an
einen einzelnen Zn25-Rezeptor[7a] und reflektiert die physi-
kalischen Eigenschaften dieser Membran, denn die hohe
Hauptphasen�bergangstemperatur[9] des DSPC-Lipids
(54 8C) behindert die laterale Diffusion einzelner Metall-
komplexe und damit eine kooperative Peptidbindung �ber

Tabelle 1: Zusammenfassung der Bindungskonstanten f�r Peptid P1 der
synthetische Rezeptoren in homogener w�ssriger Lçsung (Eintr�ge 1
und 2) und in Vesikelmembranen (HEPES-Puffer, pH 7.4, 25 8C).

Eintrag Lipid Rezeptor Mol% lgK

1 – Zn26 – 4.8[a]

2 – Zn46 – 7.5[a]

3 DSPC Zn25 1 5.9
4 DSPC Zn25 10 8.1
5 DOPC Zn25 1 8.6
6 DSPC Zn22 1 6.2
7 DSPC Cu4 1 5.0
8 DSPC Zn22 + Cu4 1 + 1 6.3
9 DOPC Zn22 1 5.5
10 DOPC Cu4 1 5.8
11 DOPC Zn22 + Cu4 1 + 1 8.8

[a] Siehe Lit. [9].
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mehrerer Rezeptorbindungsstellen (Abbildung 1 a). Nur eine
drastische Erhçhung der Rezeptorkonzentration innerhalb
der Lipiddoppelschichten (auf 10 Mol-%, Tabelle 1, Ein-
trag 4) konnte hier zu erhçhten Affinit�ten durch die Bildung
von dicht gepackten Metallkomplex-Dom�nen f�hren. Durch
den Ersatz des ges�ttigten DSPC-Lipids durch das unges�t-
tigte 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC) mit
einer deutlich niedrigeren �bergangstemperatur[9] (�20 8C)
konnte die Affinit�t f�r das Peptid P1 um �ber zwei Grç-
ßenordnungen gesteigert werden (Tabelle 1, Eintrag 5). Die
eingebetteten Rezeptormolek�le kçnnen sich hier bei
Raumtemperatur frei innerhalb der Membran bewegen und
erlauben somit eine dynamische Komplexierung von P1 �ber
zwei Zn25-Einheiten (Abbildung 1a). Die Grçßenbestim-
mung der Vesikel durch Lichtstreuung konnte die Bindung
des Peptids an Rezeptoren eines einzelnen Vesikels best�ti-
gen (Intramembran-Interaktion) und eine Vernetzung meh-
rerer Partikel (Intermembran-Interaktion) ausschließen
(Hintergrundinformationen, Abbildung S11).

Somit konnte gezeigt werden, dass die Analyt-induzierte
Anordnung von Bindungsstellen in fluiden Membranen durch
Mehrfachwechselwirkungen deutliche Affinit�tssteigerungen
ermçglicht. Im n�chsten Schritt wurden Vesikel mit zwei
verschiedenen Membranrezeptoren eingesetzt, die P1 jeweils
nur selektiv am pSer- oder His-Rest binden kçnnen. Die
Synthese des amphiphilen CuII-NTA-Komplexes Cu4 f�r die
His-Erkennung wurde bereits beschrieben,[7a] Details zur
Synthese des amphiphilen ZnII-DPA-Komplexes Zn22
(DPA = 3,5-Bis[(bispyridin-2-ylmethylamino)methyl]-4-hy-
droxyphenyl) f�r die selektive Phosphaterkennung sind in
den Hintergrundinformationen enthalten.[10] Aus Zn22 und
Cu4 (Schema 1) sowie aus Mischungen beider Komponenten
(zu jeweils 1 Mol-%) konnten stabile DOPC- und DSPC-
Vesikel erhalten werden. DSPC-Vesikel mit nur einem Re-
zeptortyp zeigten lediglich eine monovalente Bindung von P1
– entweder durch Zn-DPA- oder durch Cu-NTA-Koordina-
tion[11] – mit lgK-Werten von 5.0 bzw. 6.2 (Tabelle 1, Eintr�-
ge 6 und 7). Eine 1:1-Stçchiometrie konnte außerdem durch
einen Job-Plot (mit P1 als limitierender Komponente) be-
st�tigt werden (Abbildung S18). Eine Kombination beider

Bindungsstellen in den Gelphasen-Membranen der DSPC-
Vesikel (Abbildung 1b,c) f�hrte hier nicht zu einer Erhçhung
der Affinit�ten (lg K = 6.3; siehe Tabelle 1, Eintr�ge 6–8). Die
Bindungsisothermen dieser Vesikel stellen lediglich einen
Mittelwert der Kurven f�r die Einzelrezeptor-Partikel dar
(siehe Hintergrundinformationen). Dies kann durch eine
zuf�llige, aber invariable Anordnung einzelner, verankerter
Metallkomplexe erkl�rt werden, die keine Bildung eines
tern�ren Zn22-P1-Cu4-Komplexes zul�sst (siehe auch zuge-
hçrige Job-Plots in den Hintergrundinformationen). DOPC-
Membranen hingegen zeigen hier ein deutlich unterschiedli-
ches Verhalten: Die Einzelrezeptor-dotierten Vesikel mit
Zn22 oder Cu4 ergeben wieder �hnliche Resultate (lgK = 5.5
und 5.8; Tabelle 1, Eintr�ge 9 und 10), wohingegen die fl�ssig-
kristallinen Vesikelmembranen mit beiden Rezeptoren
deutlich hçhere Affinit�ten f�r P1 im nanomolaren Bereich
(lg K = 8.8; Tabelle 1, Eintrag 11, und Abbildung 1 b,c) auf-
weisen. Dies kann durch die Peptid-induzierte Bildung einer
heterodimeren Zn2- und Cu-Rezeptoreinheit in der fluiden
Lipiddoppelschicht erkl�rt werden, die eine divalente Bin-
dung ermçglicht. Auch dies konnte durch Job-Plots best�tigt
werden (Abbildung S19).

F�r bioanalytische Anwendungen werden bevorzugt
native, nicht-markierte Analyte eingesetzt. Wir haben des-
halb weiterhin amphiphile Rezeptoreinheiten entwickelt, die
die Anwesenheit der Zielmolek�le durch einen induzierten
Energietransfer (FRET) anzeigen: Zn21 tr�gt eine Carboxy-
fluorescein-Markierung (FAM), w�hrend Cu4 mit einem
Rhodamin-Farbstoff (TMR) funktionalisiert ist. In der Mo-
lekularbiologie dienen FRET-Experimente als weitverbrei-
tete Methoden zur Abstandsmessung in Biomolek�len oder
zur Aufkl�rung von Membranstrukturen.[12] Wir nutzen ein
FRET-Signal, das durch die r�umliche N�he von markierten
Membranrezeptoren entsteht, hier f�r den Nachweis des
Peptids P2, das im Unterschied zu P1 selbst keine Fluores-
zenzmarkierung tr�gt. Die divalente Bindung von P2 ordnet
Zn21 und Cu3 innerhalb des Fçrster-Radius von 5.5 nm[13] an,
wodurch eine charakteristische FRET-Signatur entsteht
(Abbildung 2a).[14]

Schema 1. Strukturen aller synthetischer Rezeptoren und Liganden (ohne Gegenionen).
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Entsprechend dotierte DOPC-Vesikel erlauben somit die
Bildung von tern�ren Zn21-P2-Cu3-Komplexen und zeigen in
Gegenwart von P2 einen Energietransfer von FAM (lem =

490 nm) zu TMR (lem = 580 nm; Abbildung 2b und S22). F�r
den maximalen Energie�bertrag ist hier zwar ein �berschuss
an Peptid nçtig, Kontrollexperimente mit monovalenten
Peptidliganden (PP, PH und P0 ; Schema 1) erzeugten jedoch
wie erwartet keine signifikante �nderung der Emissions-
spektren (Abbildung S23). Ein intervesikul�rer FRET durch
Vernetzung einzelner Vesikelmembranen konnte erneut

durch Lichtstreumessungen ausgeschlossen werden, da die
Partikelgrçße in Gegenwart von P2 unver�ndert blieb (Ab-
bildung S24, S25). Alle Vesikel wurden außerdem �ber Grç-
ßenausschlusschromatographie gereinigt, um nicht-mem-
brangebundene Rezeptoren oder kleine micellare Aggregate
von den Bindungsstudien auszuschließen. Die entsprechen-
den Rezeptorkonzentrationen wurden �ber den Zn- bzw. Cu-
Gehalt der Proben per ICP-AES bestimmt (siehe Hinter-
grundinformationen).[15]

Als zus�tzliche Kontrollexperimente wurden DOPC- und
DSPC-Vesikel mit den jeweils einzelnen Rezeptoreinheiten
dotiert und mit den entsprechenden Liganden titriert (pSer/
PP f�r Zn21 und His/PH f�r Cu3). Wie zu erwarten war, konnte
hier keine nennenswerte �nderung der FRET-Signatur be-
obachtet werden (Abbildung S21). DSPC-Vesikel dotiert mit
Zn21 und Cu3 (jeweils 0.1 Mol-%) zeigen bereits im Aus-
gangszustand einen geringen Energietransfer der beiden
Fluoreszenzmarker, der sich durch die partielle Bildung von
Zn21/Cu3-Heterodimeren erkl�ren l�sst. Die Zugabe von
mono- oder divalenten Liganden erzeugt hier jedoch keine
Emissions�nderung, da die laterale Diffusion der einzelnen
Komponenten in der Gelphasen-Membran bei Raumtempe-
ratur eingeschr�nkt ist (Abbildung S22).

Zusammenfassend konnten wir somit die spezifische Er-
kennung von Peptidliganden durch ein dynamisches Ober-
fl�chen-Imprinting von synthetischen Bindungsstellen in flu-
iden Vesikelmembranen zeigen. Amphiphile Metallkomplexe
als Rezeptoren werden durch das Zielpeptid innerhalb der
Membran angeordnet, wodurch �ber Mehrfachwechselwir-
kungen nanomolare Affinit�ten erreicht werden kçnnen. Der

Abbildung 1. a) Schematische Bindung von P1 an DSPC- und DOPC-
Vesikel: invariable Gelphasen-Rezeptoren und Analyt-induzierte Rezep-
toranordnung in fluiden Membranen. b,c) Fluoreszenztitrationen von
P1 gegen DSPC- (b) und DOPC-Vesikel (c), dotiert mit Zn21, Cu3 oder
beiden Bindungsstellen.

Abbildung 2. a) Erzeugung eines FRET-Signals durch Rekrutierung von
fluoreszierenden Membranrezeptoren. b) Fluoreszenzspektren von
DOPC-Vesikeln mit Zn21 + Cu3 (je 0.5 Mol-%) vor (rot) und nach
(gr�n) der Zugabe von Peptid P2. Einschub: relative �nderung der
FRET-Emission (I580 nm/I520 nm) in Gegenwart von P2 sowie PH und PP als
Kontrolle.
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Einsatz amphiphiler Bindungsstellen mit FRET-kompatiblen
Fluoreszenzmarkern ermçglicht nicht nur die selbstorgani-
sierte Bildung von spezifischen Analyt-Epitopen an der
Membran-Wasser-Grenzfl�che, sondern auch einen optischen
Nachweis �ber eine induzierte spezifische FRET-Signatur.
Durch eine grçßere Zahl verschiedener Bindungsstellen in
der Membran, sollten sich die Sensitivit�t und die Selektivit�t
funktionalisierter Vesikel f�r bioanalytische Anwendungen,
beispielsweise f�r die Erkennung grçßerer Peptide oder die
Interaktion mit Proteinoberfl�chen, weiter steigern lassen.
Der kombinierte Einsatz mehrerer Chromophore in der
Membran erzeugt dabei abstandsabh�ngig ein spezifisches
spektroskopisches Signal. F�r bestimmte Anwendungen
kçnnten derart funktionalisierte, lumineszierende Vesikel
zuk�nftig Antikçrper-basierte Methoden ersetzen.
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