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Glycosylphosphatidylinositole (GPIs) sind komplexe Glyco-
lipide, die héufig in eukaryotischen Zellen als eine post-
translationale Proteinmodifikation oder als freie GPIs auf der
Zelloberfliche gefunden werden.!!! Obwohl ihre Hauptfunk-
tion die Verankerung von Proteinen (AP) an die Zellmem-
bran ist,”! weist die konservierte Natur der komplexen
Pseudopentasaccharid-Kernstruktur der GPIs (Abbil-
dung 1 A) auf eine biologische Rolle hin, die iiber eine ein-
fache physikalische Verankerung hinausgeht.

Die GPI-APs und freien GPIs zeigen nicht-Brownsche
Dichtefluktuationen auf der Zelloberfliche® und assoziieren
mit Membranmikrodoménen, die als ,,Lipid Rafts“ bekannt
sind.) Wihrend Protein-Protein-Wechselwirkungen zur be-
obachteten Zusammenlagerung der GPI-APs auf den Zell-
membranen beitragen konnen,! sind solche Wechselwir-
kungen nicht fiir die Zusammenlagerung der freien GPIs und
deren Verbindung mit Lipid Rafts verantwortlich. Es ist
daher vorstellbar, dass die Wechselwirkungen zwischen den
GPI-Molekiilen sowie deren Wechselwirkung mit anderen
membranassoziierten Spezies eine Rolle bei der heterogenen
Verteilung der GPIs in Zellmembranen spielen. Einige Pro-
teine, die keine Cluster im Zytosol bilden, formen diese aber
auf der Zelloberfliche wenn sie als GPI-AP Konstrukt ex-
primiert werden.!”! Clusterbildung der freien GPIs wurde
auch auf der Zelloberfliache einiger parasitdrer Protozoen
beobachtet.*!

GPIs und GPI-APs sind an einer Vielzahl biologischer
Prozesse wie Signaliibertragung,”! Proteinsortierung und in-
trazellulirer Proteintransport,®! Intermembran-Ubertra-
gung,”! parasitire Infektionen!"”! und Pathophysiologie von
Prionkrankheiten beteiligt."!! Erkenntnisse zum Verhalten
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Abbildung 1. A) Konservierte GPI-Struktur und die Struktur des
GlcNal—6myolno-1-phosphodistearoylglycerol-Fragments 1. B) Ober-
flichendruck(;)-Molekiilfliche (A)-Isothermen auf der Oberfliche von
Wasser (durchgezogene Linie), PBS (10 mm, pH 7.4, 150 mm NaCl;
gepunktete Linie) und einer Lésung mit pH 2 (0.01 m HCI; gestrichelte
Linie). C) Diffraktogramme von Monoschichten der Verbindung 1 auf
PBS bei 20°C (2 mNm™" — durchgezogene Linie und 30 mNm™' — ge-
punktete Linie).

von GPIs und GPI-APs in Zellmembranen konnten zum
Verstiandnis der Rolle, die GPIs in diesen Prozessen spielen,
beitragen.?

GPI-AP-Monoschichten wurden bereits untersucht,
wobei aber der begrenzte Rahmen der Untersuchungen keine
fundamentalen Erkenntnisse zum Verhalten der GPIs in
Zellmembranen zulie3. Wir zielen darauf ab, die strukturellen
Charakteristika und das Konformationsverhalten von GPIs in
definierten Membranmodellen aufzukldren. Hier berichten
wir iiber eine noch nie zuvor beobachtete Ordnung in zwei-
dimensionalen Monoschichten eines GlcNal—6myolno-1-
phosphodistearylglycerol-Fragments von GPIs (1, Abbil-
dung 1 A) gemessen mit Rontgenbeugung bei streifendem
Einfall (GIXD).

Das synthetische GPI-Imitat 1 reprisentiert das minimale
Fragment, das das GPI-Verhalten angemessen nachahmen
kann. Wihrend bei 1 der Trimannose-Anteil, der in allen
bekannten GPIs vorhanden ist, fehlt, tragt der Glucosamin-
phosphoinositol-Rest sowohl die Amino- als auch die Phos-
phatgruppe, die als bestimmende Faktoren fiir das Verhalten
der geladenen Kopfgruppen angesehen werden.

Verbindung 1 wurde in 2D-Filmen an der Grenzfliche
Luft/Flissigkeit, die handliche Modellsysteme einer Mem-
branhilfte sind, untersucht (Abbildung 1 A). Die reduzierte
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Dimensionalitét des Systems ist vorteilhaft, um die Rolle der
verschiedenen Wechselwirkungen fiir die Strukturbildung
besser verstehen zu konnen. Um erste Erkenntnisse iiber
molekulare Wechselwirkungen und mogliche Phasenum-
wandlungen von Verbindung 1 in Monoschichten zu erlangen,
wurden Druck-Fliachen-Isothermen auf verschiedenen Sub-
phasen gemessen (Abbildung 1B). Wasser wurde als Sub-
phase in An- und Abwesenheit von Ca**-Ionen genutzt, um
Unterschiede, die durch die Bildung von Calciumphosphat-
Briicken zwischen den Glycophospholipidmolekiilen hervor-
gerufen werden kénnen, zu priifen.'! Phosphatpuffer (PBS;
10 mm, pH 7.4, 150 mM NaCl) und eine Subphase mit pH 2
(0.01m HCI) wurden eingesetzt, um Unterschiede, die von
unterschiedlichen Ionisationsgraden der Phosphatgruppe
herrithren konnen, aufzudecken. AuBer einer leichten Ver-
schiebung weisen die Kompressionsisothermen keine weite-
ren Besonderheiten auf (Abbildung 1B), was zeigt, dass die
Monoschichten nicht merklich durch die unterschiedlichen
Subphasenzusammensetzungen beeinflusst sind. In allen
Fillen steigt der Oberfldchendruck bei molekularen Flichen
unterhalb 48 A2 pro Molekiil steil an, was eine Umwandlung
von einer 2D-Gasphase in eine 2D-fliissig-kondensierte
Phase bei Oberfldchendriicken nahe Null anzeigt.

Um weitere Strukturinformationen iiber diese Phasen-
umwandlung zu erhalten, wurden die Monoschichten von
Verbindung 1 mit GIXD auf den verschiedenen Subphasen
analysiert. Monoschichten von Acylglycerinen, Diacyl-sn-
glycerinen und Diacyl-sn-phosphatidylionositolen weisen nur
Bragg-Reflexe eines Gitters der hydrophoben Ketten im
Weitwinkelbereich auf.™® Dagegen zeigt das GIX-Diffrakto-
gramm der Monoschichten von 1, gemessen auf den ver-
schiedenen Subphasen, weitere Bragg-Reflexe im mittleren
bis Weitwinkelbreich (Abbildung 1C). Diese zusitzlichen
Reflexe weisen auf eine Kopfgruppen-Ordnung hin, die nie-
mals zuvor in Studien iiber doppelkettige Phospholipide be-
obachtet wurde. Dies gilt auch fiir Phospholipide mit Kopf-
gruppen, die an der Bildung von Wasserstoffbriicken beteiligt
sein konnten. Die Positionen der Bragg-Reflexe fiir die Mo-
noschichten von 1 sind nicht von der Subphasenzusammen-
setzung in diesen Experimenten beeinflusst und verdndern
sich auch nur leicht bei Kompression von 2mNm™" auf
30 mNm ' (Abbildung 1C).

Die Weitwinkelreflexe, die charakteristisch fiir geordnete
Alkylketten sind, wurden detailliert analysiert. Ausgewéhlte
Hohenlinienprofile (Abbildung 2 A) zeigen, dass die Mono-
schichtstruktur durch ein schiefwinkliges (triklin oder mo-
noklin) Kettengitter (schematisch durch das schwarze
Punktgitter in Abbildung 2B dargestellt) charakterisiert
ist.'! Die Bragg-Stibe sind durch eine Halbhohenbreite
(fwhm) von 0.26 A! charakterisiert. Die damit bestimmte
Streuerlinge L (fwhm(Q,)~0.9(2n)/L)"" betrigt 21.7 A.
Dieser Wert stimmt gut mit der Linge einer gestreckten Cis-
Alkylkette in all-frans-Konformation iiberein. Dieser Befund
zeigt, dass die Grenzschicht sowohl bei kleinen als auch
hohen lateralen Driicken eine Monoschicht ist. Multischich-
ten konnten auch zusitzliche Bragg-Reflexe zur Folge haben,
die fwhm der Bragg-Stibe wire dann aber signifikant klei-
ner.®
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Abbildung 2. A) Héhenlinienprofile der korrigierten Réntgenintensiti-
ten als Funktion der Streuvektorkomponenten in der Ebene (Q,,) und
senkrecht zur Ebene (Q,) von Monoschichten von 1 auf PBS
(2mNm™' - schwarz und 30 MmN m™' — rot). B) Schematische Darstel-
lung der kommensurablen Gitter, die die laterale Ordnung der Alkylket-
ten (schwarze Punkte, Wiederholeinheit — rotes Dreieck) und der Mole-
kile (Wiederholeinheit — blaues Parallelogramm); Wiederholeinheiten
(rot, gelb und pink), die Molekiile mit gleicher Kopfgruppenorientie-
rung verbinden; schematische Abgrenzung der Molekiile in der Gitter-
ebene — griine Linie. C) Schematische Darstellung der Molekiile an der
Luft/Wasser-Grenzfliche; Seitenansicht.

Die Indizierung der zusitzlichen Bragg-Reflexe (Abbil-
dung 1C) zeigt die Existenz eines Ubergitters, das durch die
Orientierung ganzer Molekiile hervorgerufen wird. Diese
Orientierung ist hochstwahrscheinlich das Ergebnis starker
Wechselwirkungen zwischen den Kopfgruppen. Die numeri-
sche Analyse!" zeigt, dass die Lipide (griine Linien) wie in
Abbildung 2B dargestellt angeordnet sind. Das Ubergitter
(blaues Parallelogramm) ist durch die Gitterparameter a,=
9.06 A, b,=18.68 A, und den Winkel y = 107.4° definiert und
hat eine Fliche von 161.6 A% was drei Molekiilen von 1 ent-
spricht. Die Monoschichtstruktur ist damit durch die Orien-
tierung ganzer Molekiile und eine gro3ere Wiederholeinheit,
die aus drei Lipidmolekiilen besteht, charakterisiert. Dieser
Befund zeigt, dass sich die drei Molekiile in der Wiederhol-
einheit durch z.B. verschiedene Kopfgruppenorientierungen
und/oder unterschiedliche Konformationen der Pseudodi-
saccharide unterscheiden. Es ist plausibel, dass die Kopf-
gruppen von 1 sich umorientieren miissen, um in starke in-
termolekulare Wechselwirkungen eingebunden zu werden.
Damit kann das Ubergitter durch eine Wiederholeinheit von
identisch orientierten Molekiilen (Abbildung 2B — drei un-
terschiedlich gefirbte Darstellungen der gleichen Uberzelle,
die vier Molekiile identischer Kopfgruppenorientierung ver-
kniipft) beschrieben werden.

Die starre und hochgeordnete Anordnung der Pseudodi-
saccharid-Kopfgruppen passt sehr gut zum Fehlen von
merklichen Anderungen in der Monoschichtstruktur bei la-
teraler Kompression und zum gemessenen Neigungswinkel
der Alkylketten (43° beziiglich der Oberflichennormalen,
Abbildung 2 C). Die starken Wechselwirkungen zwischen den
Kopfgruppen kontrollieren die Molekiilpackung in einer un-
verdnderlich starren Monoschicht von 1. Der Platzbedarf der
Kopfgruppe ist viel grofler als der der beiden Alkylketten, die
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sich stark neigen miissen, um ihre Van-der-Waals-Wechsel-
wirkungen zu maximieren.

Die Ahnlichkeit der Diffraktogramme von Monoschich-
ten von Verbindung 1 auf Subphasen mit unterschiedlichen
pH-Werten (2, 6 und 7.4) und unterschiedlicher Ionenstérke
(reines Wasser, 2 mMm CaCl, oder 150 mm NaCl) zeigt, dass die
Wechselwirkungen zwischen den Kopfgruppen nicht einfach
elektrostatische Wechselwirkungen der Ammonium- und/
oder Phosphatgruppen innerhalb der Glucosamine und
Phosphodiester sind (Abbildung 3 A). In diesem Fall miisste

Intensitat

B)

Intensitat

Abbildung 3. Diffraktogramme fiir 1 auf der Oberfliche von: A) PBS
(10 mm, pH 7.4, 150 mm NaCl) bei 20°C (2 mNm™' - durchgezogene
Linie und 30 MmN m~' — gepunktete Linie) und B) 5m Harnstofflésung
bei 20°C (2 MmN m™" — durchgezogene Linie und 30 mNm™' — gepunk-
tete Linie).

die Monoschicht von 1 klare Unterschiede auf den verschie-
denen Subphasen infolge unterschiedlicher Ionisationsgrade
der Kopfgruppen oder infolge elektrostatischer Wechselwir-
kungen mit gegensitzlich geladenen Ionen aufweisen, die
sogar die Phosphate in der Kopfgruppenregion verkniipfen
konnten, was zu einer dichteren Packung fithren wiirde, wie
fiir zweiwertige Kationen gezeigt.””

Nach Ausschluss einfacher elektrostatischer Wechselwir-
kungen als Ursache der Kopfgruppenordnung haben wir an-
genommen, dass ein komplexes und definiertes Wasserstoff-
briickennetzwerk zwischen den Kopfgruppen von 1 fiir die
Bildung eines Molekiilgitters in den Monoschichten verant-
wortlich sein sollte. Um diese Hypothese zu iiberpriifen,
wurden Monoschichten von 1 auf einer SmM Harnstofflosung,
die inter- und intramolekulare Wasserstoffbriicken brechen
kann,”'! mit GIXD untersucht. Da Harnstoff selbst nicht
oberfldchenaktiv ist, erlaubt der Vergleich der Monoschich-
ten auf einer konzentrierten Harnstofflosung und auf Wasser
eine Bewertung der Beitrdage der Wasserstoffbriicken zu den
Wechselwirkungen zwischen den Kopfgruppen. Das Diffrak-
togramm von 1 dndert sich drastisch auf der Harnstofflosung
(Abbildung 3). Die Bragg-Reflexe, die charakteristisch fiir
den kondensierten Zustand der Alkylketten sind, verschieben
sich, wihren die Bragg-Reflexe, die das Ubergitter definiert
haben, bei kleinen Oberflichendriicken (2 mNm™! — Abbil-
dung 3B) sehr schwach und relativ breit sind und bei hohen
lateralen Packungsdichten (30 mNm™' - Abbildung 3B)
sogar vollig verschwinden. Die Bildung eines Ubergitters von
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1 ist auf der Harnstofflosung unterdriickt, was zeigt, dass die
Wasserstoffbriicken tatsichlich fiir die Bildung eines Kopf-
gruppengitters verantwortlich sind. Dieses Wasserstoffbrii-
ckennetzwerk konnte entweder durch Wechselwirkungen
zwischen den Phosphat- und den Hydroxygruppen der
Zucker,® durch Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Wechselwir-
kungen zwischen den Pseudodisacchariden von 1% oder
durch eine Kombination der beiden entstehen. Etliche Ver-
offentlichungen beschreiben Effekte von Harnstoff auf das
Verhalten von Monoschichten, die wahrscheinlich vom Auf-
brechen der Wasserstoffbriicken zwischen den Kopfgruppen
herriihren.” Unsere Ergebnisse liefern den ersten direkten
rontgenographischen Beweis fiir durch Harnstoff hervorge-
rufene Anderungen der Monoschichtstruktur.

Harnstoff agiert als chaotrope Verbindung, die Rotati-
onsunordnung zwischen den Kopfgruppen bewirkt. Infolge-
dessen weist die Monoschicht von Verbindung 1 auf der 5m
Harnstofflosung nur ein fiir Gelphasen von Lipiden typisches
Kettengitter auf. In Abwesenheit des starken ordnenden Ef-
fekts des Kopfgruppennetzwerkes auf der Harnstofflosung
konnen die Molekiile eine dichtere Packung bilden, was zu
einem modifizierten Kettengitter fiihrt (Abbildung 4).”
Dieses Gitter ist durch Bragg-Reflexe bei im Vergleich zur
PBS-Subphase unterschiedlichen Q,,- und Q.-Werten cha-
rakterisiert. Damit wird klar gezeigt, dass die Unterdriickung
des Kopfgruppengitters zu einem kleineren Neigungswinkel
der Alkylketten fiihrt (38°, Abbildung 4 C).

13 14 15 16

QI A

Abbildung 4. A) Hohenlinienprofile der korrigierten Rontgenintensita-
ten als Funktion der Streuvektorkomponenten in der Ebene (Q,,) und
senkrecht zur Ebene (Q,) von Monoschichten von 1 auf PBS (10 mm,
pH 7.4, 150 mm NaCl) (30 mN m™' - diinne Linien) verglichen mit
denen erhalten auf 5m Harnstofflssung bei 20°C (30 mNm™' — dicke
Linien). B) Schematische Darstellung des Gitters (Ketten — schwarze
Punkte, Wiederholeinheit — gestricheltes Dreieck), das die Mono-
schichtstruktur auf einer 5 M Harnstofflésung beschreibt. C) Schemati-
sche Darstellung der Molekiile an der Luft/Wasser Grenzfliche; Seiten-
ansicht.

Um die Fahigkeit von Verbindung 1 zur Clusterbildung zu
priifen, wurde ihre Mischbarkeit mit POPC (1-Palmitoyl-2-
oleoyl-phosphatidylcholin) untersucht. POPC ist ein Modell-
Lipid mit niedriger Umwandlungstemperatur, einem hydro-
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phoben Kettenmuster, das in natiirlichen Phospholipiden
haufig zu finden ist,” und bildet bei 20°C Monoschichten im
fliissig-ungeordneten Zustand. Die Experimente wurden mit
dquimolaren Mischungen von 1 und POPC durchgefiihrt.
Neben den Reflexen, die bereits fiir die reine Verbindung
1 gefunden wurden (Abbildung 1C), treten im Diffrakto-
gramm der Mischung drei zusitzliche Bragg-Reflexe auf
(Abbildung 5 — dicke Linien). Das Auftreten von nur drei
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Abbildung 5. A) GIXD-Hohenlinienprofile im Bereich des Kettengitters,
die die Koexistenz von zwei geordneten Phasen zeigen: die feste Phase
der reinen Verbindung 1 (diinne Linien) und die fliissig-geordnete
Phase der Mischung 1/POPC (dicke Linien) in Monoschichten ge-
mischt-gespreiteter Mischungen von 1 und POPC (im molaren Verhilt-
nis 1:1) bei 30 MN'm™" auf PBS (10 mm, pH 7.4, 150 mm NaCl), 20°C;
B) Brewster-Winkel-Mikroskopieaufnahme der gemischten Mono-
schicht. Die feste Phase der reinen Verbindung 1 ist in Form kleiner
hellerer Dominen, umgeben von der gemischten fliissig-geordneten
Phase, zu sehen.

zusitzlichen Reflexen zeigt, dass diese Phase durch ein Ket-
tengitter mit kleinen Korrelationsldngen charakterisiert ist
und nicht durch ein Molekiilgitter, wie es in Monoschichten
von 1 gefunden wird. Diese Ergebnisse weisen auf eine Ko-
existenz von zwei geordneten Phasen — die feste Phase der
reinen Verbindung 1 (Abbildung 5 A, diinne Linien) und eine
flissig-geordnete Phase der 1/POPC-Mischung (Abbil-
dung 5A, dicke Linien)."” Brewster-Winkel-Mikroskopie
bestitigt die Koexistenz von zwei Phasen (Abbildung 5B).

Basierend auf der GIXD-Analyse wurde gezeigt, dass die
phasengetrennten kristallinen Domé&nen nur Verbindung
1 enthalten und dieselbe Kristallstruktur wie im Einkompo-
nentensystem haben. Das bedeutet, dass die starken Kopf-
gruppenwechselwirkungen eine Einlagerung der Membran-
komponente, die die ungeordnete Phase bildet, verhindern.
In Mischungen mit POPC induziert Verbindung 1 Ordnung in
der fliissig-ungeordneten POPC-Phase in einer kooperativen
Art und Weise wie bereits in Sphingomyelin-POPC-Mi-
schungen beobachtet, die als repridsentative Modell-Rafts
beschrieben wurden.””!

Diese biophysikalische Studie zeigt die Existenz einer
noch nie zuvor beschriebenen kristallinen zweidimensionalen
Struktur in Monoschichten von GlcNal—6myolno-1-phos-
phodistearoylglycerol. Diese Monoschichten sind durch zwei
kommensurable Gitter charakterisiert: ein schiefwinkliges
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Gitter der Alkylketten und ein molekulares Gitter, das auf-
grund hochgeordneter Kopfgruppen gebildet wird. Die
Struktur erinnert an die von Subgelphasen® in Lipid-Di-
spersionen nach langer Inkubationszeit bei tiefen Tempera-
turen.””) Hier wird die Kopfgruppenordnung ohne jegliche
Inkubationszeit aufgrund eines Wasserstoffbriickennetzwer-
kes, das die Monoschichtstruktur versteift, gebildet. GIXD-
Experimente zeigen, dass das Wasserstoffbriickennetzwerk
auf hochkonzentrierten Harnstofflosungen zerstort wird, was
gleichzeitig zum Verlust des Molekiilgitters und zur Um-
strukturierung der Monoschicht fiihrt.

Studien mit gemischten Monoschichten aus 1 und POPC
zeigen, dass oberhalb eines bestimmten Konzentrations-
schwellwertes von Verbindung 1 Phasenseparation aufgrund
starker Kopfgruppenwechselwirkungen auftritt. Unterhalb
dieses Schwellwertes mischt Verbindung 1 mit dem fliissig-
ungeordneten POPC und induziert Ordnung in einer koope-
rativen Art und Weise. Somit ist das GPI Fragment 1 in der
Lage, geordnete Phasen zu kreieren indem es entweder seine
eigene hochkristalline Struktur ausbildet oder fliissig-geord-
nete Doméinen (Rafts) in Mischungen induziert. Diese Be-
fahigung konnte entscheidende Auswirkungen fiir die Wech-
selwirkungen von GPI-APs und GPIs in Zellmembranen
haben.
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Stichwérter: Glycosylphosphatidylinositol -
Membranmikrodominen (Lipid Rafts) - Molekiilgitter -
Monoschichten - Wasserstoffbriicken
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