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Ein fluoriertes Detergens fur Membranprotein-Anwendungen™*

Erik Frotscher, Bartholomdius Danielczak, Carolyn Vargas, Annette Meister, Grégory Durand

und Sandro Keller*

Abstract: Tenside mit fluorierten Kohlenstoffketten stellen eine
vielversprechende milde Alternative zu konventionellen, voll-
stindig hydrierten Detergentien fiir die Solubilisierung und
Handhabung integraler Membranproteine dar. Aufgrund ihrer
Inertheit gegeniiber Lipidmembranen blieben sie bisher aber
von beschrinktem Nutzen fiir solche Anwendungen, in denen
eine detergensihnliche Aktivitit benotigt wird. Hier zeigen wir,
dass Fluorierung an sich Detergensaktivitit nicht ausschlief3t,
wie an einem als F;OM bezeichneten fluorierten Octylmalto-
sid-Derivat veranschaulicht wird. Diese nichtionische Verbin-
dung wechselwirkt mit und solubilisiert Phospholipidvesikel in
detergensdihnlicher Weise, ohne jedoch die Membranordnung
unterhalb der Solubilisierungsgrenze zu beeintrichtigen. Dank
dieser sanften und uniiblichen Detergensaktivitit ist F;\OM im
Gegensatz zu einem lipophoben fluorierten Tensid in der Lage,
die funktionelle Riickfaltung eines integralen Membranenzyms
durch Forderung der Membraninsertion in Abwesenheit von
Mizellen zu unterstiitzen.

Die meisten In-vitro-Ansédtze zur Gewinnung und Hand-
habung von Membranproteinen sind auf Detergentien ange-
wiesen, also auf oberflichenaktive Verbindungen, die mit
Lipiddoppelschichtmembranen wechselwirken und diese bei
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ausreichend hoher Konzentration auflosen.! Mit Detergen-
tien geloste Proteine konnen dann gereinigt und biochemi-
schen, biophysikalischen oder strukturellen Untersuchungen
unterzogen'” oder in kiinstliche Membranen rekonstituiert
werden.®# Allerdings resultiert der Kontakt mit Detergen-
tien durch Aufbrechen stabilisierender Wechselwirkungen
innerhalb des Proteins oder mit Lipidmolekiilen oft im irre-
versiblen Verlust der nativen Proteinstruktur und -funkti-
on.>% In den vergangenen Jahren wurden verstirkt Bemii-
hungen unternommen, neue Amphiphile zu entwickeln, die
konventionelle Detergentien bei der Solubilisierung von
Membranproteinen ersetzen konnen, ohne deren Integritét
zu beeintrichtigen.”! Erwihnenswerte Beispiele sind so ge-
nannte Lipid-Nanodiscs, die von Geriistproteinen® oder
Styrol-Maleinsiure-Copolymeren!” umgeben sind, als Am-
phipole bezeichnete amphiphile Polymere,'” |, Tripod-Am-
phiphile“!' und fluorierte Tenside.'>'¥ Letztere behalten die
vorteilhaftesten Eigenschaften hydrierter Detergentien, um-
gehen aber viele ihrer Einschrinkungen.”! In Analogie zur
schlechten Mischbarkeit fluorierter und hydrierter Kohlen-
stoffverbindungen wird erwartet, dass Kontakte zwischen
fluorierten Tensidschwédnzen und Kohlenwasserstoffresten
von Proteinen und Lipiden ungiinstig sind, sodass strukturell
und funktionell wichtige Protein/Protein- sowie Protein/
Lipid-Wechselwirkungen nicht aufgebrochen werden.['>"
Dariiber hinaus sind fluorierte Kohlenstoffketten wesentlich
sperriger als deren hydrierte Pendants, was sie davon abhilt,
zwischen die Transmembrandoménen der Proteine einzu-
dringen."1

Die Besonderheit fluorierter Kohlenstoffketten, sowohl
hydrophob als auch lipophob zu sein, dient nicht nur der
Priavention von Denaturierung und Delipidierung von Pro-
teinen, sondern fiihrt auch dazu, dass fluorierte Tenside meist
nur schwerlich in der Lage sind, Membranen aufzulosen,!*8!
sofern sie keine aggressive, ionische Kopfgruppe besitzen.!"”
Hier zeigen wir, dass nichtionische fluorierte Tenside entge-
gen dieser Annahme wirkungsvolle, jedoch milde Detergen-
tien sein konnen. Der Vergleich zweier Verbindungen mit
derselben fluorierten Kohlenstoffkette, aber unterschiedli-
chen Kopfgruppen offenbart, dass Fluorierung an sich keine
Lipophobie garantiert. Stattdessen sind es die Eigenschaften
der polaren Kopfgruppe im Zusammenspiel mit einer flu-
orierten Kohlenstoffkette, die iiber Detergensaktivitdt — oder
deren Abwesenheit — entscheiden. Wihrend dies zum einen
zur Vorsicht beim Einsatz fluorierter Tenside in Experimen-
ten mahnt, fiir die Membranstabilitit essentiell ist,”*?? bietet
es zum anderen die Mdglichkeit einer gezielten Verwendung
in biochemischen Ansitzen, die Detergensaktivitdt verlan-
gen, ohne dabei auf konventionelle, Kohlenwasserstoff-ba-
sierte Detergentien angewiesen zu sein.
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Zunichst verglichen wir die Selbstorganisation und
Membransolubilisierung von 3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-Trideca-
fluor-n-octyl-p-p-maltopyranosid (F;,OM) und 3,3,4,4,5,5,6,6,
7,7,8,8,8-Tridecafluor-n-octylphosphocholin  (F;,OPC), die
beide eine Octylkette mit einem perfluorierten terminalen
Hexylsegment tragen (Abbildung 1). Nichtionisches F,OM
lagerte sich zu ldnglichen, stibchenformigen Mizellen zu-
sammen, die mittels Transmissionselektronenmikroskopie
(Abbildung 2a) beobachtbar waren, wihrend zwitterioni-
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Abbildung 1. Chemische Strukturformeln von F;,OM und F;OPC.
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Abbildung 2. Differenzielle Solubilisierung von Lipidvesikeln durch flu-
orierte Tenside. a) Transmissionselektronenmikroskopiebild nach Ne-
gativkontrastierung von 1 mm FOM. Pfeile deuten auf stibchenférmi-
ge Mizellen. b) Kinetik der Vesikelsolubilisierung bei 25°C anhand der
Lichtstreuintensitit, 1, als Funktion der Zeit, . 0.1 mm POPC in Form
von LUVs wurde mit 2 mm (schwarze Kurve) oder 10 mm (graue
Kurve) F;OM inkubiert. Horizontale Linien geben mittlere Intensitaten
reiner POPC-LUVs (gestrichelt) oder reiner F;OM-Mizellen (gepunktet)
in den entsprechenden Konzentrationen wieder. Einschub: Intensitits-
gewichtete Partikelgréfenverteilungen unmittelbar (grau) oder 60 h
(hellgrau) nach Zugabe von 10 mm FOM zu 0.1 mm POPC-LUVs
(siehe Pfeile im Hauptbild). c) Solubilisierungskinetik bei 60°C anhand
von | als Funktion von t. 0.1 mm POPC-LUVs wurden mit 2 mm F,OM
(schwarz) oder 20 mm F;OPC (grau) gemischt.
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sches F¢OPC kleine kugelformige Mizellen bildete, wie mit-
tels dynamischer Lichtstreuung gefunden wurde (Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformationen). Dies steht im
Gegensatz zu einem F;OPC-Analogon, das zwei weitere CF,-
Gruppen trigt und Doppelschichtmembranen ausbildet.!
Unter den in unseren Experimenten vorhandenen Bedin-
gungen betrugen die kritischen Mizellbildungskonzentratio-
nen von F;,OM und F;OPC 0.7 mM bzw. 2.9 mM, wie durch
kalorimetrische ~ Demizellisierungstitrationen®!  (Abbil-
dung S2) gezeigt und durch YF-NMR-Spektroskopie!'® (Ab-
bildung S3) bestitigt wurde. Bei 25 °C resultierte die Zugabe
von mizellarem F,OM zu groBien unilamellaren Vesikeln
(LUVs) des Phospholipids 1-Palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (POPC) in zwar langsamer, aber stetiger Sol-
ubilisierung, die sich in einer Abnahme der Lichtstreuinten-
sitdt bemerkbar machte (Abbildung 2b). Die Solubilisierung
von 0.1 mm POPC-LUVs durch 2 mm F(OM bendotigte bei
25°C mehrere Tage, konnte aber durch Erhoéhung der Ten-
sidkonzentration auf 10 mm (Abbildung 2b) oder der Tem-
peratur auf 60°C (Abbildung 2¢) merklich beschleunigt
werden. Im Gegensatz dazu wurde die Vesikelstabilitdt durch
F,OPC selbst bei 60°C und einer Tensidkonzentration von
20 mMm nicht beeintrichtigt (Abbildung 2c), was in Uberein-
stimmung mit der schwachen Membransolubilisierungseffi-
zienz lingerkettiger Analoga steht.’”) Diese Unterschiede in
der Fahigkeit zur Membransolubilisierung erkldren die Be-
obachtung, dass F;OPC im Gegensatz zu F,OM mit freiste-
henden Lipidmembranen kompatibel ist.[*"]

FEine systematische Untersuchung des Solubilisierungs-
verhaltens und der supramolekularen Organisation von
POPC/FOM-Mischungen war durch Messung der Licht-
streuintensitdt in Abhédngigkeit der Konzentration beider
Komponenten moglich (Abbildung 3a).”” Die fiir den
Beginn und die Vervollstdndigung der Solubilisierung beno-
tigten F;OM-Konzentrationen stiegen linear mit der POPC-
Konzentration. Dies erlaubte die Erstellung eines Phasen-
diagramms,® in dem ein Koexistenzbereich zwei Konzen-
trationsbereiche trennt, in denen entweder ausschlie3lich
mizellare oder nur Doppelschichtstrukturen existieren (Ab-
bildung 3b). Aus den Steigungen der Phasengrenzen konnte
abgeleitet werden, dass die Solubilisierung bei einem molaren
FsOM/POPC-Verhiltnis von 1.0 in der Membran eintritt und
bei einem molaren Verhiltnis von 3.0 in den Mischmizellen
abgeschlossen ist. Davon ausgehend berechneten wir die
Anderungen in der Freien Gibbs-Enthalpie beim Transfer
von POPC in Mizellen bzw. von FOM in Vesikel, die ledig-
lich 1.7 kI mol™ bzw. 1.0 kI mol™" betragen. Diese Werte sind
denen dhnlich, die fiir typische Detergentien ermittelt wurden
(Tabelle S1), aber sehr verschieden von denen eines ,,mem-
branophoben“ Lipopeptids.”?” Mittels *'P- und "F-NMR-
Spektroskopie konnte der gemeinsame Transfer von POPC
und F,OM aus Doppelschichten in Mizellen bestétigt werden.
Aufgrund der langsamen Rotationsdiffusion von LUVs
wurde das *'P-Signal in vesikuliren POPC-Suspensionen bis
unter die Nachweisgrenze verbreitert.” Erst nach Solubili-
sierung durch F;OM konnte ein scharfes isotropes Signal
detektiert werden, das nach vollstindigem Transfer von
POPC in Mizellen konstant blieb (Abbildung 3c,e). In "°F-
NMR-Spektren"® suBerte sich der Eintritt der Lipidsolubi-
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Abbildung 3. Solubilisierung von POPC-Vesikeln als Funktion der
FsOM-Konzentration. a) 90°-Lichtstreuintensitat, /, von POPC-LUVs,
die ansteigenden Konzentrationen von FgOM ausgesetzt wurden.
Pfeile markieren Datenpunkte, die fir die Erstellung des Phasendia-
gramms verwendet wurden. b) POPC/F,OM-Phasendiagramm, das
Konzentrationsbereiche mit ausschlieflich vorhandenen Doppelschich-
ten (d), Mizellen (m), oder beiden (m+-d) eingrenzt. Die Phasengren-
zen (Geraden mit Parametern) sind lineare Anpassungen an die aus
(a) gewonnenen Konzentrationspaare (Kreise). c) *'P-NMR-Spektren
von 2 mm POPC-LUVs, die mit den angezeigten Konzentrationen an
FsOM in 90% H,0/10% D,0 gemischt wurden. d) '’F-NMR-Spektren
derselben Proben, die die CF;-Resonanz von F;OM zeigen. Zur besse-
ren Veranschaulichung wurde die vertikale Skalierung fuir verschiedene
FsOM-Konzentrationen angepasst. e) *'P-NMR-Signalintensititen, |
(schwarz), und chemische Verschiebungen der '’F-NMR-CF;-Resonanz,
0, (grau), als Funktion der FOM-Konzentration. Graue Linien zeigen
die aus dem Phasendiagramm in (b) ermittelten Phasengrenzen. Um
Gleichgewichtseinstellung zu gewihrleisten, wurde jede Probe fiir

30 min bei 60°C inkubiert, bevor Messungen bei 25°C durchgefiihrt
wurden.

lisierung in einer Hochfeldverschiebung des Signals der CF;-
Gruppe von FsOM, das sich infolge der Verdanderung der
Zusammensetzung der Mischmizellen mit steigender F;OM-
Konzentration noch weiter verschob (Abbildung 3d,e).
Schnelle Vesikelsolubilisierung bei erhohten Temperatu-
ren wurde durch thermisch induzierte Membrandestabilisie-
rung und beschleunigte Translokation des Detergens er-

www.angewandte.de

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

a) ) 4
4 ) Freisetzung
Aufnahme 0
2 2 :
Sl -4
S o | Aufnahme
i Freisetzung 8
-2 T I T I 1 T I T I 1
0 30 60
t/ min
b) -
_ 0.2+
5
g ]
5
< 0+
o [Pl s SSSSSSS
_0.2 T I T I 1
0 5 10 0 5 10
CPOPC / mM CPOPC / mM

Abbildung 4. Membranverteilung und -translokation von F;OM anhand
von ITC-Messungen. a) Aufnahme- und Freisetzungsthermogramme
bei 25°C, in denen die differenzielle Heizleistung, Ap, gegen die Zeit,
t, aufgetragen ist. Zur Veranschaulichung sind nur 11 von 30 Injektio-
nen gezeigt. b) Entsprechende Isothermen mit experimentellen
(Kreise) und angepassten (Linien) Werten der integrierten und nor-
mierten Reaktionswirme, Q, aus denen sich ein zuginglicher POPC-
Anteil von 0.22 ergibt. c) Aufnahme- und Freisetzungsthermogramme
bei 60°C mit 10 von 30 gezeigten Injektionen. d) Entsprechende Iso-
thermen mit experimentellen (Kreise) und angepassten (Linien) Q-
Werten, die in einem zuginglichen POPC-Anteil von 0.65 resultieren.
POPC war jeweils in einer Konzentration von 60 mm in der Spritze vor-
handen, wihrend die FOM-Konzentration in Aufnahmeversuchen

0.3 mm in der Probenzelle und in Freisetzungsversuchen 3 mm in der
Spritze betrug. Bei diesen Konzentrationen war gewihrleistet, dass
ausschlieRRlich Doppelschichten und keine Mizellen vorhanden waren.

klart.??! Wir fithrten Aufnahme- und Freisetzungsversuche
mit isothermer Titrationskalorimetrie durch, um diese Hy-
pothese fiir F,OM zu iiberpriifen und die Thermodynamik
seiner Wechselwirkungen mit Lipidmembranen aufzuschliis-
seln (Abbildung 4a,c). Die Auswertung der so erhaltenen
Isothermen (Abbildung 4b,d) im Rahmen eines Membran/
Wasser-Verteilungsgleichgewichtes®™ ergab, dass F;OM sich
mit freien Transferenthalpien von —25.3 kJmol™ bei 25°C
und —29.0 kJmol™' bei 60°C in POPC-Membranen einlagert
(Tabelle S2) und dass der zugéngliche Lipidanteil mit zu-
nehmender Temperatur deutlich steigt (Tabelle S3). Dies
deutet darauf hin, dass F;OM bei 60 °C ziigig zwischen beiden
Membranschichten hin- und herwechseln kann, was bei 25°C
nicht der Fall ist, und dass dieser Unterschied fiir die Tem-
peraturabhingigkeit der Solubilisierungskinetik verantwort-
lich ist (Abbildung 2b,c). Im Gegensatz dazu zeigten sich fiir
F;OPC nur sehr kleine Verdiinnungswirmen (nicht gezeigte
Daten), was auf die Abwesenheit beachtenswerter Wechsel-
wirkungen mit POPC-Membranen hinweist.

Um den Mechanismus der F(OM-getriebenen Mem-
bransolubilisierung aufzukldren, nahmen wir zeitaufgeloste
Messungen der Fluoreszenzanisotropie vor.”!! Die Titration
von Phospholipidmembranen mit einem hydrierten Deter-
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gens mit polarer Kopfgruppe fiihrt zu einem fortschreitenden
Anstieg der Unordnung der Fettsdureketten, was sich in
Anderungen in der Dynamik der Fluoreszenzsonde 1,6-Di-
phenyl-1,3,5-hexatrien (DPH) im Nanosekundenbereich be-
merkbar macht.®? Bei 20°C losen sich POPC-Doppel-
schichten auf, wenn die limitierende DPH-Anisotropie auf
einen Grenzwert von ca. 0.01 sinkt, und zwar unabhingig von
der chemischen Natur des Detergens.”® Im Gegensatz zu
diesem ,homogenen”“ Mechanismus der Solubilisierung
konnen manche Lipopeptide und Detergentien, deren polare
und unpolare Reste nicht klar voneinander getrennt sind,
Membranen ,,heterogen® solubilisieren, indem sie sich in der
Lipidmatrix zu Clustern zusammenlagern und eine Solubili-
sierung ohne wesentliche Anderung der Membranordnung
bewirken. Letzteres wurde auch fiir F,OM beobachtet, das
vor Eintritt der Solubilisierung nur geringe Anderungen in
der limitierenden Anisotropie hervorrief (Abbildung 5). Bei

a)y o . b)
0.2 i 0.06
13
0 T 1 0.02 0
0 50 100 0 4 8 25
t/ns Cr.om / mM

Abbildung 5. Effekte von F;,OM auf die Membranordnung anhand zeit-
aufgeloster Fluoreszenzanisotropie. a) Reprisentative Abklingkurven
der Fluoreszenzanisotropie, r, von 3.33 um DPH in 2 mm POPC-LUVs
in Abwesenheit (schwarz) oder Anwesenheit von 4 mm (blau) oder

10 mm (griin) FsOM. Monoexponentielle Anpassungen (durchgehende
Linien) ergaben limitierende Anisotropien als asymptotische Werte.

b) Limitierende DPH-Anisotropie, r., (rot), und 90°-Lichtstreuintensi-
tat, I (schwarz), als Funktionen der F;OM-Konzentration. Graue Linien
zeigen von | abgeleitete Phasengrenzen und Fehlerbalken stehen fiir
95%-Vertrauensbereiche. Um Gleichgewichtseinstellung zu gewihrleis-
ten, wurde jede Probe fiir 30 min bei 60°C inkubiert, bevor Messungen
bei 20°C durchgefiihrt wurden.
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weiterer Zugabe von F;OM stieg die limitierende Anisotrope
stetig an, bis sie schlieBlich nach vollstindiger Solubilisierung
auf konstantem Niveau verharrte. Die verringerte Rotati-
onsfreiheit von DPH in Mizellen erkldrt sich aus deren
stabchenformiger Morphologie (Abbildung2a) und dem
entsprechend groBen hydrodynamischen Durchmesser (Ab-
bildung S1). Lipophobes F,OPC hatte hingegen keinen
Effekt auf POPC-Membranen, was sich in seinem vernach-
lassigbaren Einfluss auf alle untersuchten Fluoreszenzpara-
meter niederschlug (Abbildung S4).

Die Ubertragung von Bacteriorhodopsin oder des Cyto-
chrom-bsf-Komplexes aus hydrierten Detergentien in ein
FsOM-Analogon mit einer zusitzlichen CH,-Gruppe erhoht
die Stabilitdt und Aktivitit beider Proteine.”” Hierfiir ist
zwar Selbstorganisation des fluorierten Tensids zur Bildung
einer membranmimetischen Umgebung erforderlich, nicht
aber Lipophilie oder Detergensaktivitdt. Um beispielhaft zu
verdeutlichen, wie letztere fiir Membranprotein-Anwendun-
gen genutzt werden konnen, verglichen wir die Einfliisse von
F;OM und F,OPC auf die Riickfaltung der Auenmembran-
Phospholipase A (OmpLA) zur Erzeugung enzymatisch ak-
tiver Proteoliposomen. OmpLA stellt ein exzellentes Mo-
dellmembranprotein fiir Faltungsstudien dar;®' allerdings
kann ihr in Harnstoff entfalteter Zustand ohne chemische
oder molekulare Chaperone nicht in LUVs zuriickgefaltet
werden, die aus langkettigen Phospholipiden bestehen.t!
Mithilfe von Gelverschiebungs-Densitometrie  (Abbil-
dung 6a) und eines kolorimetrischen Phospholipase-Tests”!
(Abbildung S5) stellten wir fest, dass das fluorierte Detergens
F,OM in der Lage ist, die funktionelle Riickfaltung von
OmpLA in POPC-LUVs konzentrationsabhidngig und ohne
Notwendigkeit mizellarer Strukturen zu unterstiitzen (Ab-
bildung 6b). Dabei war es wesentlich effektiver als F,OPC,
das ausschlieBlich in mizellarer Form einen zwar signifikan-
ten, aber doch moderaten Effekt hatte, was mit einem vor-
hergehenden Bericht iibereinstimmt.””

Die Lipophobie fluorierter Tenside machte sie zu einem
beliebten Mittel fiir den kontrollierten Einbau von Mem-
branproteinen in vorgeformte Lipiddoppelschichten,? ! er-
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Abbildung 6. Riickfaltung von OmpLA in POPC-Vesikel in Anwesenheit fluorierter Tenside. a) Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel von
OmplLA, die aus 8 M Harnstoff in 4 mm POPC-LUVs mit verschiedenen Konzentrationen von FsOM oder F;OPC zuriickgefaltet wurde. Als Kontrol-
le (zweite Spur) wurde OmpLA fiir 10 min bei 97 °C gekocht. b) Anteil an riickgefalteter OmpLA in Abhingigkeit der Konzentration an fluoriertem
Tensid, ¢y, fiir FEOM (schwarz) und F,OPC (grau) aus densitometrischer Quantifizierung von Gelen wie dem in (a) gezeigten. Fiir beide Tenside
wurden Konzentrationen im submizellaren Bereich, in dem nur Doppelschichten vorhanden sind (geschlossene Symbole), sowie Konzentrationen
im Koexistenzbereich, also in Anwesenheit von Mizellen und Doppelschichten (offene Symbole), getestet. Die Konzentrationsbereiche fiir F;OM
und F,OPC wurden dem Phasendiagramm (Abbildung 3 b) bzw. Demizellisierungsexperimenten (Abbildung S2c,d und Abbildung S3c,d) entnom-
men. Fehlerbalken geben Standardabweichungen aus drei unabhingigen Experimenten an.
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schwerte aber auch ihre Anwendung in Situationen, in denen
eine detergensdhnliche Aktivitdt erwiinscht oder sogar es-
sentiell ist. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Fluorierung und
Detergensaktivitdt sich nicht gegenseitig ausschlieBen und
dass ein fluoriertes Detergens unter Bedingungen, in denen
milde Wechselwirkungen mit der Membran sich als vorteil-
haft gegeniiber der Inertheit lipophober fluorierter Tenside
erweisen, die funktionelle Riickfaltung eines Membranpro-
teins ermoglicht. Obschon die entscheidenden Eigenschaften
durch systematische Struktur-Aktivitdts-Beziehungen erst
noch aufgekldart werden miissen, legen die hier gezeigten
Befunde nahe, dass die Kopfgruppenchemie zur Einstellung
der Balance zwischen Lipophobie und Detergensaktivitit
genutzt werden kann, um fluorierte Tenside einem breiten
Bereich neuer Anwendungen zuginglich zu machen.

Stichworter: Biomembranen - Liposomen - Mizellen - Proteine -
Tenside
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