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Abstract: Diese Studie pr�sentiert einen neuen und leicht an-
wendbaren Ansatz, um Sulfhydryl-enthaltende Biomolek�le
unter Verwendung einer Maleimid-funktionalisierten Palmi-
tins�ure an Membranen zu rekrutieren. Insbesondere kçnnen
auch vorgeformte (biologische) Membranen durch diese
Strategie manipuliert werden. Die Anwendungsmçglichkeit
der Methode wird durch Bindung eines Rhodamin-markierten
Peptids an Lipid- und zellul�re Membranen mittels Fluores-
zenzspektroskopie, Fluoreszenzlebensdauermessungen und
Fluoreszenzmikroskopie demonstriert. Unser Ansatz erçffnet
neue Mçglichkeiten f�r die Herstellung biologisch aktiver Li-
posomen und die Manipulation lebender Zellen.

Die Rekrutierung lçslicher Molek�le an Membranen ist f�r
biologische, medizinische und pharmakologische Studien von
Interesse. Etliche biologische Prozesse werden durch die
Assoziation von Proteinen oder Peptiden an Membranen
ausgelçst, und oft ist das Bindungsereignis die Voraussetzung
f�r anschließende membranassoziierte Prozesse und/oder
Wechselwirkungen. Solche Membranassoziationen kçnnen
durch unterschiedliche Mechanismen ausgelçst werden.[1] Zu
ihnen z�hlen 1) spezifische Wechselwirkungen mit Mem-
branlipiden,[2] 2) Konformations�nderungen und Membran-
penetration durch lçsliche Proteine,[3] 3) die Bindung durch
elektrostatische Wechselwirkungen[1b, 4] und 4) die Ausstat-
tung eines lçslichen Proteins mit einem Lipidanker (z. B. einer
Fetts�urekette).[5] Um solche Prozesse auf molekularer
Ebene studieren und bewusst nutzen zu kçnnen, m�ssen
Systeme entwickelt werden, die die Membranbindung eines
entsprechenden Proteins oder Peptids nachahmen kçnnen.

Weiterhin wurden viele Anwendungen von Lipidvesikeln
(Liposomen) entwickelt, welche mit biologisch aktiven Mo-

lek�len dekoriert wurden, um z. B. immunogene Medika-
mente oder Tumortherapeutika sowie Wirkstofftr�gersyste-
me herzustellen.[6] In diesem Zusammenhang wurden ver-
schiedene Strategien f�r die kovalente Verkn�pfung von
Proteinen/Peptiden und Vesikeln entwickelt.[6a, 7] Im Allge-
meinen wird ein funktionalisierter Membrananker verwen-
det, der mit dem entsprechenden Biomolek�l chemisch rea-
giert. Das kann entweder dadurch erreicht werden, dass
zuerst der Anker in die Membran eingebaut und dann das
entsprechende Protein/Peptid zugegeben wird, oder dadurch,
dass zuerst der Membrananker mit dem Protein/Peptid rea-
giert und anschließend der gebildete Komplex zur Membran
gegeben wird. Die Struktur des Membranankers bestimmt
entscheidend seine F�higkeit, in die Membran eingebaut zu
werden. Verwendet man beispielsweise von Phospholipiden
abgeleitete Anker, die zwei Fetts�ureketten tragen, dann ist
ein Einbau in Lipidmembranen ausschließlich w�hrend deren
Herstellung mçglich.[6a, 8] Der Einbau solcher Molek�le in
vorgebildete k�nstliche und vor allem biologische Membra-
nen ist kaum mçglich, weil diese Molek�le in w�ssriger
Pufferlçsung aufgrund ihrer geringen Lçslichkeit selbst sta-
bile Membranstrukturen ausbilden, was deren Einbau in eine
Wirtmembran erschwert. Es ist eine herausfordernde Auf-
gabe, Membrananker zu finden, die teilweise wasserlçslich
sind und damit auch den Einbau in vorgebildete Membranen
ermçglichen.

In dieser Studie haben wir die Nutzung von Fetts�uren als
reaktive Membrananker wieder aufgegriffen und Palmitin-
s�ure mit einer Maleimid-Einheit funktionalisiert (PAEM)
(Abbildung 1). Dies erlaubt die Rekrutierung Sulfhyd-

ryl(SH)-haltiger Peptide an Membranen. Einige fr�here
Studien verwendeten bereits Fetts�uren f�r die Rekrutierung
von Peptiden an Membranen und zum Auslçsen biologischer
Effekte.[9] Die Verkn�pfung der Fetts�ure an das entspre-
chende Biomolek�l ist jedoch meist anspruchsvoll und zeit-
aufw�ndig. So wurde beispielsweise eine Fetts�ure an den
Lysin-Rest eines Peptids gekoppelt, welches nach Festpha-
senpeptidsynthese an die S�ule gebunden war.[9d] Wir zeigen
hier, dass PAEM die effektive und schnelle Bindung Rho-

Abbildung 1. Struktur von N-(2-(N-Palmitoylaminoethyl)maleimid
(PAEM).
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damin-markierter Peptide (Rhodamin-bA-bA-FWDTN-bA-
C (RLP), siehe Hintergrundinformationen) an Lipidvesikel
und biologische Membranen vermittelt. Prinzipiell sollte es
mit dieser Methode mçglich sein, jedes lçsliche Molek�l/
Konstrukt, das eine zug�ngliche SH-Gruppe enth�lt, an der
Oberfl�che (vorgebildeter) Membranen zu binden.

Die Synthese von PAEM und die experimentellen Be-
dingungen aller Experimente sind in den Hintergrundinfor-
mationen angegeben. Die Reaktion zwischen PAEM und
RLP in w�ssriger Pufferlçsung wurde durch Massenspektro-
metrie verfolgt, und es zeigte sich, dass bereits 15 min nach
Mischen der Substanzen signifikante Mengen des RLP-
PAEM-Komplexes nachweisbar waren (siehe Hintergrund-
informationen, Abbildung S1).

Um zu zeigen, dass PAEM in der Lage ist, RLP an Li-
pidmembranen zu rekrutieren, wurden große unilamellare
Vesikel (LUVs) bestehend aus 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DOPC) unter Zusatz von 0.5% des fluores-
zierenden Phospholipids 1-Palmitoyl-2-{12-[(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-yl)amino]dodecanoyl}-sn-glycero-3-phos-
phocholin (C12-NBD-PC) hergestellt. Das erlaubt, die Asso-
ziation von RLP an die Membranoberfl�che durch Messung
des resonanten Fçrster-Energietransfers (FRET) zwischen
den Fluorophoren zu verfolgen. Das Ausmaß des FRET
wurde durch Verfolgung der Fluoreszenzintensit�t der Vesi-
kelsuspension in Abwesenheit von RLP und in Gegenwart
des Peptids oder einer Peptid-PAEM-Mischung bestimmt
und zeigte, dass PAEM die Bindung von RLP an LUV-
Membranen vermittelt (Abbildung S2).

Um die Bindung von RLP an Lipidmembranen besser
quantifizieren zu kçnnen, wurde die FRET-Effizienz auch
durch Messung der NBD-Fluoreszenzlebensdauer der
DOPC/C12-NBD-PC-LUVs bestimmt. PAEM wurde entwe-
der nach oder w�hrend der LUV-Pr�paration zugegeben. Im
letzteren Fall wurde eine signifikante FRET-Effizienz von
56% bei Zugabe von RLP zu den Vesikeln gemessen, w�h-
rend die FRET-Effizienz auf 12% verringert war, wenn das
Peptid mit dl-Dithiothreitol (DTT) vorbehandelt wurde
(Abbildung 2). DTT reagiert mit den SH-Gruppen des RLP
und verhindert damit eine Reaktion zwischen PAEM und
RLP. Die aufeinanderfolgende Zugabe von RLP und DTT zu
den DOPC/C12-NBD-PC/PAEM-Vesikeln beeinflusste hin-
gegen die hohe FRET-Effizienz nicht. Offenbar ist DTT nicht
in der Lage, die Bindung zwischen PAEM und RLP zu bre-
chen.

Wenn PAEM in die LUVs nach der Vesikelpr�paration
eingebaut und anschließend RLP zugegeben wird, beobachtet
man eine hohe FRET-Effizienz von 65 %. Eine �hnlich hohe
FRET-Effizienz wird beobachtet, wenn PAEM und RLP zu-
n�chst in einer kleinen Menge Pufferlçsung inkubiert und
dann die Mischung zu den Vesikeln gegeben wird. Die an-
schließende Zugabe von DTT zu dieser Lçsung hatte keinen
Einfluss auf diese Effizienz. Eine sehr geringe FRET-Effizi-
enz wird hingegen gemessen, wenn 1) die Vesikel mit RLP in
Abwesenheit von PAEM gemischt werden und 2) die Vesikel
erst mit PAEM gemischt werden und anschließend mit RLP,
das mit DTT vorinkubiert wurde. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass PAEM die Rekrutierung von RLP an LUV-
Membranen vermittelt, welches von der Reaktion zwischen

der Maleimidgruppe der PAEM und der Thiolgruppe des
RLP abh�ngt.

Wenn PAEM und das Peptid zu einer vorgebildeten
Membran gegeben werden, wird ausschließlich die �ußere
Membranlamelle funktionalisiert, w�hrend die Zugabe von
PAEM w�hrend der Vesikelpr�paration zu einer Verteilung
in beiden Membranlamellen f�hrt, sodass nur die H�lfte der
PAEM-Molek�le f�r eine Reaktion mit RLP zug�nglich sind.
Es sei darauf hingewiesen, dass bei beiden Protokollen die-
selbe Menge PAEM zugegeben wurde. Die Differenz der
PAEM-Lokalisation wird quantitativ durch die gemessenen
FRET-Effizienzen wiedergegeben. Die FRET-Effizienz war
bei Vesikeln geringer, die PAEM in beiden Membranschich-
ten enthielten, verglichen mit Vesikeln, bei denen PAEM
ausschließlich in der �ußeren Membranschicht lokalisiert war.
Diese Erkl�rung setzt voraus, dass die Transmembranbewe-
gung von PAEM sehr langsam ist im Vergleich zu unmodifi-
zierter Palmitins�ure, bei der diese Bewegung sehr schnell mit
Halbwertszeiten von wenigen Sekunden erfolgt.[10] Zus�tzli-
che Experimente wurden durchgef�hrt, um den Einfluss des
RLP/PAEM-Verh�ltnisses auf die PAEM-vermittelte Bin-
dung von RLP an LUVs zu untersuchen (Abbildung S3). Es
konnte gezeigt werden, dass die FRET-Effizienz bei kon-
stanter PAEM-Konzentration mit ansteigender RLP-Kon-
zentration einem Grenzwert zustrebt.

Die Bindung von RLP an riesige unilamellare Vesikel
(GUVs) wurde durch Fluoreszenzmikroskopie verfolgt. Zur
besseren Visualisierung der Membranen wurden die GUVs
zus�tzlich mit dem Membran-eingebetteten Fluorophor C12-
NBD-PC markiert. Wieder wurden zwei Strategien zur Re-
krutierung von RLP an die Membran verfolgt, n�mlich durch

Abbildung 2. FRET-Effizienz zwischen NBD in C12-NBD-PC und Rhoda-
min in RLP. PAEM (4 mm) wurde zu 200 mm DOPC/C12-NBD-PC(1 Mol-
%)-LUVs entweder w�hrend (weiße Balken) oder nach der LUV-Pr�pa-
ration (graue Balken) zugegeben. Die Substanzen (8 mm RLP, 140 mm

DTT) wurden wie angegeben zugegeben (+, Zugabe nach Vormi-
schung; = > aufeinanderfolgende Zugabe). Die Fluoreszenzlebens-
dauer von NBD wurde bei 25 8C gemessen und die FRET-Effizienz wie
in den Hintergrundinformationen beschrieben bestimmt. Die Daten
stellen den Mittelwert � Standardabweichung dar (7 Messungen von
jeweils 3 Vesikelpr�parationen).
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Zugabe von PAEM vor oder nach der
GUV-Bildung. In letzterem Fall wurde
eine signifikante Rhodamin-Fluoreszenz
an der GUV-Membran beobachtet, wenn
RLP mit PAEM vorinkubiert wurde,
w�hrend die GUVs keine Markierung
zeigten, wenn das Peptid 1) ohne PAEM
oder 2) vorinkubiert mit DTTund PAEM
zugegeben wurde (Abbildung 3). Eine
�hnliche Abh�ngigkeit der Peptidbin-
dung von der Anwesenheit von PAEM
wurde gefunden, wenn PAEM in die
GUV-Membran w�hrend der Pr�parati-
on eingebaut wurde. Bei Zugabe von
RLP zu diesen Vesikeln zeigen deren
Membranen eine deutliche Rhodamin-
Fluoreszenz, w�hrend eine Vorinkubati-
on des Peptids mit DTT die Markierung
verhinderte (Abbildung S4). Auch diese
Ergebnisse zeigen deutlich, dass PAEM
die Rekrutierung von RLP an GUV-
Membranen �ber eine Reaktion mit der
Thiolgruppe vermittelt.

PAEM vermittelt auch die Bindung
von RLP an biologische Membranen. So
wurde das Peptid in Ab- oder Anwesen-
heit von PAEM zu Makrophagen gege-
ben und die Markierung der Zellen mit-
tels Fluoreszenzmikroskopie verfolgt
(Abbildung 4). Bei Zugabe von RLP in
Anwesenheit von PAEM zeigte ein
Großteil der Zellmembranen eine signi-
fikante Rhodamin-Fluoreszenz, was auf

Abbildung 3. Bindung von RLP an GUV-Membranen. 50 mm GUVs bestehend aus DOPC und
C12-NBD-PC (0.5 Mol-%) wurden gemischt mit: A) 1 mm RLP, B) 1 mm RLP, vorinkubiert mit
1 mm PAEM oder C) 1 mm RLP, vorinkubiert mit 50 mm DTT und 1 mm PAEM. Die Vesikel
wurden durch Differentialinterferenzkontrastmikroskopie (linke Spalte), konfokale Laser-Raster-
mikroskopie im gr�nen Kanal (mittlere Spalte) oder im roten Kanal (rechte Spalte) bei 25 8C
beobachtet. Der Maßstab (20 mm) gilt f�r alle Bilder.

Abbildung 4. Bindung von RLP an Makrophagen. Die Zellen wurden mit A) Puffer, B) 10 mm RLP, C) 10 mm RLP, vorinkubiert mit 3 mm PAEM oder
D) 10 mm RLP, vorinkubiert mit 50 mm DTT und 3 mm PAEM, f�r 5 min auf Eis inkubiert und dann mit Puffer gewaschen. Anschließend wurden die
Zellen durch Differentialinterferenzkontrastmikroskopie (obere Reihe) und konfokale Laser-Rastermikroskopie im roten Kanal (untere Reihe) bei
25 8C beobachtet. Der Maßstab (30 mm) gilt f�r alle Bilder.
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eine PAEM-vermittelte Bindung des Peptids an die Plasma-
membran hindeutet. Unter diesen Bedingungen wurde teil-
weise auch eine helle extrazellul�re Markierung beobachtet,
die durch RLP/PAEM-Mizellen und/oder durch RLP-Ag-
gregate, die an der Membranoberfl�che anhaften, verursacht
worden sein kçnnte. Wenn RLP allein oder RLP mit DTTund
PAEM zu den Zellen gegeben wurde, konnte keine homo-
gene Markierung der Plasmamembran beobachtet werden.
Es konnten nur einige fluoreszierende extrazellul�re Partikel
beobachtet werden, die von membrangebundenen RLP-Ag-
gregaten herr�hren kçnnten.

Die vorgestellte Methode ermçglicht eine schnelle und
effektive Rekrutierung SH-haltiger Molek�le an Membra-
nen, insbesondere auch an biologische Membranen. Grund-
s�tzlich kann PAEM nach zwei Protokollen in die Membran
eingebaut werden. Zum einen kann PAEM zu Modellmem-
branen (LUVs, GUVs) w�hrend deren Pr�paration zugege-
ben werden, und das Peptid wird dann an das in die Membran
eingebettete Fetts�urederivat gebunden. Zum anderen
kçnnen PAEM und das entsprechende Molek�l im Puffer
vorinkubiert werden, und anschließend wird der gebildete
Komplex zur entsprechenden Membran gegeben. Dadurch
kçnnen die Biomolek�le auch an vorgebildete Membranen
rekrutiert werden, was die Anwendung bei biologischen
Membranen ermçglicht. Die Methode bedient sich des Ver-
haltens von Fetts�uren in w�ssrigem Milieu, die als Mono-
mere (unterhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration,
cmc) oder als Gemisch von Mizellen und Monomeren
(oberhalb der cmc) vorliegen. Unter unseren Bedingungen
bildet der PAEM-RLP-Komplex (und PAEM selbst) keine
Mizellen und liegt als Monomer vor (siehe Hintergrund-
informationen). Der Transfer dieser Monomere in die Mem-
bran ermçglicht einen schnellen und effizienten Einbau des
Komplexes.

Die PAEM-vermittelte Bindung von RLP an Membranen
basiert auf der Reaktion zwischen der Maleimid-Einheit und
der Sulfhydrylgruppe, da eine Blockierung der SH-Gruppe
durch Vorinkubation mit DTT die Peptidbindung verhindert,
wie durch die FRET-Untersuchungen an Membranen (siehe
Abbildung 2) und die Mikroskopie an GUVs und Makro-
phagen (siehe Abbildung 3 und Abbildung 4) gezeigt wurde.
Wir mçchten anmerken, dass bei einer Anwendung der Me-
thode in biologischen Systemen eine mçgliche Reaktion von
PAEM bzw. der SH-haltigen Peptide/Molek�le mit Thiol-
gruppen zellul�rer Proteine ber�cksichtigt werden muss.[11]

In zuk�nftigen Experimenten wird die Struktur der Fett-
s�urekette hinsichtlich der L�nge und des S�ttigungsgrades
modifiziert werden. Diese Modifikationen werden Auswir-
kungen auf die Wasserlçslichkeit des Komplexes (was den
Membraneinbau beeinflusst) und/oder dessen Anordnung in
der Membran (was z.B. die laterale Verteilung beeinflusst)
haben. Neben einer Markierung der Peptide ist es auch
denkbar, die Fetts�urekette von PAEM mit einem Fluoro-
phor zu versehen, indem bei der PAEM-Synthese eine ent-
sprechend markierte Fetts�ure verwendet wird. Dadurch wird
es mçglich sein, sowohl das Peptid als auch die Fetts�urekette
z. B. bei deren intrazellul�rer Bewegung zu verfolgen. Biolo-
gische Zellen nehmen st�ndig einen Teil ihrer Plasmamem-
bran durch Endozytoseprozesse auf, was die intrazellul�re

Aufnahme der membranverankerten Peptide und damit die
Auslçsung entsprechender biologischer Effekte erlaubt.

Ein besonderer Vorteil unseres Ansatzes ist die starke
Analogie zum physiologischen Palmitoylierungsprozess.[12] Es
wurde gezeigt, dass De- und Repalmitoylierungen von Pro-
teinen eine wichtige Rolle spielen, weil diese die Lokalisation
und Funktion von Proteinen steuern.[13] Wie bei der zellul�ren
Palmitoylierungs-Maschinerie nutzen wir Cysteine, um Bio-
molek�le mit Fetts�ure-Ankern zu modifizieren. Wir glauben
deshalb, dass dieser Ansatz auch genutzt werden kann, um
nicht nur die biologische Palmitoylierung, sondern auch
andere Lipidmodifikationen, wie die Myristoylierung, die
Cholesteroylierung oder die Farnesylierung in In-vitro-Me-
thoden mit gereinigten Proteinen und Peptiden in verschie-
denen Membranmodellsystemen nachzuahmen.
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