Enzyme als Gastmolekiile in inversen Micellen

Von Pier Luigi Luisi*

Inverse Micellen konnen sich in fliissigen Kohlenwasserstoffen bilden, denen Wasser und
geringe Anteile eines Tensids zugesetzt werden. Dabei lagern sich die polaren Kopfgruppen
des Tensids zu Kugeln zusammen; die lipophilen Ketten weisen - anders als bei normalen
Micellen in Wasser - nach auflen. Die inversen Micellen enthalten Wasser, das in dieser
,,Wasserlache** (je nach Molverhiltnis zum Tensid) andere Eigenschaften als reines Wasser
haben kann. Erstaunlicherweise nehmen die inversen Micellen auch sehr viel groBiere Mole-
kiile als Wasser auf, z. B. Enzyme und sogar Plasmide. Diese neuen Biopolymer-Aggregate
lassén sich als Mikroreaktoren ansehen, deren physikalische Eigenschaften iiber den Was-
sergehalt gesteuert werden kénnen. Bemerkenswert ist die Fahigkeit enzymhaltiger inverser
Micellen, mit wasserunldslichen, in Kohlenwasserstoffen 18slichen Substraten zu reagieren.
Als Beispiel sei die Oxidation von Linolsiure mit Lipoxygenase genannt.

1. Einleitung

Dieser Beitrag gibt eine Ubersicht iiber neuere Arbeiten
an Enzymen, die in unpolaren Ldsungsmitteln solubilisiert
worden sind, und zwar durch inverse Micellen.

Zunichst sollen einige grundlegende Eigenschaften der
inversen Micellen behandelt werden. In Tabelle 1 sind ei-
nige gebrauchliche amphiphile Molekiile aufgelistet, die

Tabelle 1. Aggregation von amphiphilen Molekillen in unpolaren Losungs-
mitteln. n =mittlere Aggregationszahl {a].

Amphiphil Losungs- T Konz.- n

mittel [°C] Bereich

[Gew.-%]

Dodecylammonium-propionat Benzol 25 0.09-0.21 3
Dodecylammonium-propionat Cyclohexan 20 0.023-0.034 5
Dodecylammonium-benzoat Benzol 25 0.20-0.33 3.6
Dodecylammonium-benzoat Cyclohexan 20 0.8-3 3.6-9
Natrium-1,2-bis(2-ethylhexyl- Cyclohexan 28 1-3 45-66
oxycarbonyl)-1-ethansulfonat
(AOT)
Natrium-1,2-bis(2-ethythexyl- Benzol 28 1-3 23
oxycarbonyl)-1-ethansulfonat
(AOT)
Lithium-dinonylnaphthalinsul- Benzol 35 0.5-6 7
fonat
Lithium-dinonyinaphthalinsul-  Cyclohexan 35 0.5-6 8
fonat
a-Monoglyceryl-oleat Benzol 20 0.01-006 19
Lecithin Benzol 20 0.001-0.01 80
Lecithin Benzol 25 0.07-1 73

[a] Tabelle aus [1] entnommen und umgestellt.

solche Aggregate in unpolaren Ldsungsmitteln bilden. Be-
kanntlich kommen in wiBrigen Ldsungen!'! andere Arten
von Aggregaten vor, z. B. Doppelschichten, Vesikel und Li-
posomen, die aber hier nicht betrachtet werden sollen. Ab-
bildung 1 gibt einen Eindruck vom Aufbau normaler (wiB-
riger) und inverser Micellen sowie von der Struktur des
Tensids AOT, das wir bei unseren Untersuchungen vorwie-
gend verwendet haben. Wichtig ist, daB es sich bei den Mi-
cellen um relativ geordnete Strukturen handelt, die durch
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bestimmte (wenn auch gemittelte) Werte fiir Radius, Mole-
kulargewicht und Packungsdichte charakterisiert sind. Fur
einen Chemiker, der an der spontanen Entstehung geord-
neter Strukturen interessiert ist, sind Micellen ein ideales
Untersuchungsobjekt. Aus Abbildung 1 sollte aber nicht
abgeleitet werden, daB Micellen starre Strukturen sind: Sie
sind im Gegenteil durch dynamische Prozesse gekenn-
zeichnet!>*, Beispielsweise haben inverse Micellen die
wichtige Eigenschaft, daf sie bei einem ZusammenstoB zu-
sammenflieBen (koaleszieren)”. Es wird angenommen,
daB dieser Vorgang iiber ein ,transientes Dimer* mit ei-
nem Kommunikationskanal abliuft, der einen schnellen
Materialaustausch ermoglicht. Dies ist in Abbildung 2 dar-
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Abb. 1. Idealisierte Darstellung von normalen (wiBrigen) und inversen Mi-
cellen im Querschnitt sowie Struktur von Natrium-1,2-bis(2-ethylhexyloxy-
carbonyl)-1-cthansulfonat (AOT). Typische Bedingungen filr inverse Micel-
len: Isooctan (2,2,4-Trimethylpentan), 25-100 mm AOT, 0.5-2% Wasser. In-
verse Micellen sind annihernd monodisperse, dynamische Aggregate, die re-
lativ viel Wasser (ca. 10%) solubilisieren kénnen. Bei Molverhéitnissen (wo)
von [H,O/[AOTIZ7 sollte man von Mikroemulsionen sprechen (siche
Text).
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Abb. 2. Dynamische Eigenschaften inverser Micellen. a) Austausch von Material zwischen zwei invers-micellaren L8sungen als Vorbedingung filr die Reaktion
zwischen A und B (aus [2]). Das ZusammenflieBen der Micellen und der Austausch finden dber ein transientes Dimer statt; dieses Konzept wurde von Eicke et al.

h

{4a] ausgearbeitet. b) Beriihrungsstelle vor dem Zi 1flieBen, sc

Zustand unter Anwendung dieser Konzepte (aus [24]).

gestellt, ebenso wie die Bedeutung dieses Phianomens fiir
den Aktivititscyclus von Enzymen (siche Abschnitt 4).
Von groBer Bedeutung ist die Wechselwirkung der in-
versen Micellen mit Wasser. Aufgrund ihres polaren Kerns
konnen sie Wasser in unpolaren Ldsungsmitteln solubili-
sieren. Dieses solubilisierte Wasser wird iiblicherweise als
»Wasserlache* bezeichnet'?. Wir wollen nun die inversen
Micellen, die von Natrium-1,2-bis(2-ethylhexyloxycarbo-
nyl)-1-ethansulfonat (AOT) gebildet werden, niher be-
trachten, Das System, mit dem wir es meistens zu tun ha-
ben werden, besteht aus AOT, Isooctan und Wasser. Ein
wichtiger Parameter ist das Molverhéltnis von Wasser zu
Tensid, wo=[H,0)/[AOT]. Dieses Verhiltnis - und nicht
der Wasser- oder Tensidgehalt im Kohlenwasserstoff - be-
stimmt die meisten strukturellen und physikalischen Ei-
genschaften von inversen Micellen!" 9, Das Wasser in der
Wasserlache ist teilweise an deren polaren Winden ,.ge-
bunden* und nur oberhalb einer bestimmten kritischen
Konzentration relativ ,,frei*‘. Die Wassermolekiile sind nun
bei AOT bis moglicherweise wo=6-8 fest an die Kopfgrup-
pen gebunden!®”; freies Wasser existiert in der Wasserla-
che erst oberhalb dieses Wertes. Tats4chlich schwellen in-
verse Micellen an, wenn ihr Wassergehalt steigt'>, Abbil-
dung 3 (durchgezogene Linie®™®) veranschaulicht dieses
Phinomen (inverse Micellen mit Enzymen als Gastmole-
kiilen siche Abschnitt 3). '
Besonders bei niedrigen w,-Werten, wenn die Micellen
kleiner sind und ein relativ groBer Teil des Wassers an die
Micellwinde gebunden ist, verhilt sich das Wasser in den
inversen Micellen ,,anomal*, das heiBt, es hat etwas an-
dere physikalische Eigenschaften als reines Wasser!®'%
Bei steigendem Wassergehalt nidhern sich die physikali-
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isch (aus {4a]). ) Vorschlag fiir den Cyclus einer enzymatischen Reaktion im station4ren

schen Eigenschaften der Wasserlache asymptotisch denen
von Wasser. Dennoch kann selbst bei relativ hohen wy-
Werten ein kleiner Unterschied bestehen bleiben.
Ublicherweise sieht man die wy-Region, in der das Was-
ser frel wird, als Grenze zwischen Micellen und Mikro-
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Abb. 3. Radius r der inversen AOT-Micellen als Funktion von wy=
[H,O0)/[AOT]). (—): ,,Leere* Micellen, das heiBt Micellen, die nur Wasser
enthalten. Diese Kurve korrespondiert mit den Daten von Eicke et al. [5, 6]
(nach [24]). (----): Protein = Ribonuclease (RNase); (----): Protein = Leber-
Alkohol-Debydrogenase (LADH). Samtliche Angaben in dieser Abbildung
und den folgenden Abbildungen beziehen sich auf Raumtemperatur, wenn
nicht anders vermerkt.
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emulsionen an. Mikroemulsionen kann man durchaus als
ein System voneinander getrennter Wassertrépfchen in der
Olphase (Kohlenwasserstoffphase) betrachten, wihrend
Micellen ein homogenes System bilden, in welchem das
Wasser nur zur Solvatation der Tensidmolekiile dient. Wir
vernachlissigen diesen Unterschied normalerweise in un-
seren Veroffentlichungen, weil wir stets einen groBen wy-
Bereich untersuchen und es verwirrend wire, die Nomen-
klatur in Abhiingigkeit vom wy-Wert zu dndern - auBerdem
ist die Grenzlinie sowieso nicht so exakt zu ziehen. Der
Unterschied zwischen Micellen und Mikroemulsionen
sollte aber im Auge behalten werden, denn die physikali-
schen Eigenschaften des Systems (zum Beispiel Massen-
transport, Dynamik, Reaktivitit und Struktur von Gastmo-
lekiilen) kénnen in den beiden wy-Bereichen verschieden
sein.

Nach dem bisher Gesagten kann man erwarten, daB in
inversen Micellen solubilisierte Biopolymere ihre Reaktivi-
tit und Konformation in Abhingigkeit von den micellaren
Parametern, insbesondere von w,, verindern. Da sich die
physikalischen Eigenschaften der Wasserlache bei steigen-
dem w, denen von reinem Wasser nidhern, kann die enzym-
haltige Micelle als Mikroreaktor angesehen werden, des-
sen physikalische Eigenschaften sich kontinuierlich 4n-
dern lassen, indem man einfach den Wasseranteil vergro-
Bert oder verringert. Méglicherweise werden diese neuen
Biopolymer-Aggregate von biotechnologischem Nutzen
sein und dariiber hinaus dem Chemiker grundlegende In-
formationen iber die Wechselwirkungen von Proteinen
mit Wasser und mit membranartigen Oberfldchen liefern.

2. Experimentelle Probleme

Abbildung 4 zeigt die drei Techniken, die bis jetzt zur
Herstellung enzymbhaltiger micellarer Lésungen angewen-
det worden sind. Die erste Methode (Abb. 4a) haben wir in
unserer Gruppe zuerst fiir Peptide benutzt'""!? und als
,Phasentransfermethode** bezeichnet. Dabei wird die wib-
rige Losung des Proteins mit der micellaren AOT-Losung
iiberschichtet. Durch leichtes Rithren wird ein Teil des
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Abb. 4. Die drei bisher bekannten Methoden zur Solubilisierung von Prote-
inen in inversen Micellen. a) ,,Phasentransfermethode™; b) ,,Injektionsme-
thode* (am hiufigsten verwendet): c) Mecthode fiir wasserunldsliche Protei-
ne.
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Proteins langsam aus der wiBrigen Losung in die Kohlen-
wasserstoffphase transferiert. (Dieser Vorgang kann, z.B.
bei 280 nm, photometrisch verfolgt werden.) Diese Me-
thode erfordert relativ viel Zeit, hat aber den Vorteil, daB
sich das System am Ende im thermodynamischen Gleich-
gewicht befindet und daB die resultierende biopolymerhal-
tige micellare Kohlenwasserstoffldsung im allgemeinen
stabil ist. Diesen Punkt kann man besser verstehen, wenn
man die Phasentransfer- mit der Injektionsmethode (Abb.
4b) vergleicht, bei der einige Mikroliter der konzentrierten
Vorratsldsung des Proteins in die Losung von AOT in der
Kohlenwasserstoffphase injiziert werden. (Weder dabei
noch bei den anderen Solubilisierungsmethoden wird be-
schallt.) Sollte die unpolare Phase dabei mit Protein iiber-
sittigt werden, so daB die micellare Lésung metastabil ist,
nimmt spiter mdglicherweise die Proteinabsorption mit
der Zeit ab; dies zeigt an, daB das Protein aus dem micella-
ren System ausfillt. Diese Methode ist jedoch so schnell
und so einfach, daf3 sie zur Methode der Wahl geworden
ist. In den meisten Fillen konnten wir stabile micellare Lo-
sungen der Proteine bis hinauf zu wo=5-30 erhalten, in-
dem wir einfach eine konzentrierte Vorratslosung des Pro-
teins im pH-Bereich 7-10 bei Raumtemperatur in die Koh-
lenwasserstofflosung des Tensids injizierten.

Generell ist es wichtig, den Stabilititsbereich des prote-
inhaltigen invers-micellaren Systems abzustecken. Eine
einfache Méglichkeit, das relativ schnell zu tun, ist in Ab-
bildung 5 skizziert. Sie zeigt die Bereiche von Temperatur
und Wassergehalt, in denen das enzymhaltige micellare
System thermodynamisch stabil ist. Wir arbeiten normaler-
weise nur mit véllig durchsichtigen micellaren Proteinls-
sungen. Ein praktisches Kriterium dafiir ist die Intensitét
des gestreuten Lichts bei 330 nm. Losungen mit einer opti-
schen Dichte iiber 0.1 werden verworfen.

Die in Abbildung 4a und 4b dargestellten Methoden eig-
nen sich fiir wasserldsliche Proteine. Besonders vorteilhaft
und interessant ist die Fiihigkeit inverser Micellen zur So-
lubilisierung wasserunléslicher Proteine. Nach Abbildung
4c wird dazu das pulverférmige unlosliche Protein in der
micellaren Kohlenwasserstoffphase, die bereits eine be-
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Abb. 5. Stabilit4t von inversen AOT-Micellen in Isooctan, ohne Enzyme oder
mit Enzymen. Die Flache unter der Kurve reprisentiert den stabilen Bereich,
in dem die unpolaren micellaren Lésungen klar sind. AuBerhaib dieses Be-
reichs erhdlt man tribe und/oder instabile micellare Ldsungen. A (—)
Grundldsung: 0.05 M AOT mit 50 mm Boratpuffer, pH 8.5; B (----) Grund-
I8sung mit Lipoxygenase (0.16 ym); C (----) Grundldsung mit Ribonuclease
(175 uM); D (- - - -) Grundldsung mit Ribonuclease (17.5 um).
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stimmte Menge Wasser enthilt (z. B. wy=3-30), leicht ge-
rithrt. Dieses Solubilisierungsphinomen wird vielleicht auf
der Basis des bereits erwihnten Befundes verstindlicher,
daB Wasser in inversen Micellen andere physikalische Ei-
genschaften als reines Wasser haben kann, so daB auch
seine Solubilisierungskraft moglicherweise verdndert ist.
Diese Methode kann fiir wasserunlésliche Membranpro-
teine von Nutzen sein, denn die proteinhaltigen Micellen
kdnnen bis zu einem gewissen Grad proteinhaltige Lipid-
membranen imitieren. Dieses Forschungsgebiet ist aber
noch nicht so intensiv untersucht worden, wie es wiin-
schenswert wire; bis jetzt ist uns keine systematische Stu-
die iiber wasserunlosliche Membranproteine in inversen
Micellen bekannt geworden. Waks, Carol et al. (CNRS,
Paris) gelang es, das Folch-Pi-Proteolipid (oder Lipophy-
lin) zu solubilisieren (vgl. Abb. 6), dessen Wechselwirkun-
gen mit dem wasserldslichen basischen Myelin-Protein!'?
sie derzeit untersuchen. Wie man weiB, sorgen diese bei-
den Proteine flir die lamellare Struktur des Myelins. Mit
inversen Micellen kann man nun die Wechselwirkung zwi-
schen den beiden Proteinen studieren, von denen das eine
wasserloslich und das andere wasserunldslich ist.
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Abb. 6. Solubilisierung des Folch-Pi-Proteolipids in inversen Micellen aus
Isooctan/AOT/Wasser. Die Gesamtkonzentration des Proteolipids im Assay
betrug 20 uM (20 nmol/mL). Eine micellare Ldsung dieser Konzentration
entspricht 100% Solubilisierung. a) AusmaB der Solubilisierung gegen
wo =[H0]/[AOT] bei 300 (—) und 200 (---) mm AOT. b) Ausmag der So-
lubilisierung gegen die AOT-Konzentration bei wo=5.56 (Balken: experi-
mentelle Fehler) (nach (13]).

Tabelle 2 fal3t die wichtigsten Arbeiten zusammen, die
bis jetzt iiber in inversen Micellen solubilisierte Proteine
erschienen sind. Am aktivsten auf diesem Gebiet sind der-
zeit die Gruppen von Martinek in der Sowjetunion, Robin-

Tabelle 2. Schematische Darstellung der Aktivititen von Arbeitsgruppen auf
dem Gebiet von Enzymen in inversen Micellen.

Gruppe System wichtigste Untersu-
chungen,

wichtigste Resultate

Martinek et al. (1978) o-Chymotrypsin und Aktivititsuntersuchun-

[55] Peroxidase in AOT/ gen: Enzyme bleiben
Octan aktiv
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AOT [MM] e

Levachov et al. (1980)
(561

Martinek et al. (1981)
37}

Martinek et al. (1982)
[35]

Malakhova et al. (1983)
[57)

Misiorowski, Wells
(1974) (58]

Fletcher et al. (1984)
(591

Kumar, Balasubrama-
nian (1980) [60]

Menger, Yamada
(1979) {29}

Douzou et al. (1978)
[61]

Douzou et al. (1979)
[62]

Ramakrishnan et al.
(1983) [63]

Darszon et al. (1979)
[64)

Schénfeld et al. (1980)
[65)

Hilhorst et al. (1982)
[66]

Hilhorst, Laane, Veeger
(1983) [39]

Delahodde et al. (1984)
(13]

Pileni (1981) [67}

Luisi et al. (1977-1979)
[42, 12]

Wolf, Luisi (1979) [23]

Meier, Luisi (1980) [25)

Bonner et al. (1980)
[24)

Barbarié, Luisi (1981)
[19]
Grandi et al. (1981) [22]

a-Chymotrypsin und
andere Enzyme in
AOQOT/Octan oder
CTAB/Octan/CHCl,
[a]

Chymotrypsin in AOT/
Octan

Peroxidase in AOT/
Octan

Pancreas-Lipase in
AOT/Octan
Pferdeleber-Alkohol-
Dehydrogenase
Phospholipase A, in
Phosphatidylcholin/
Ether/MeOH
a-Chymotrypsin in
AOT und Cy;E«/Octan
{b]

a-Chymotrypsin und
Rinderserumalbumin
in mehreren Tensiden
a-Chymotrypsin in
AOT/Heptan

Cytochrom P-450 in
Sorbitantristearat

Trypsin in AOT/Hep-
tan

Rhodopsin in Phos-
pholipiden/Hexan

Reaktionszentren von
Rhodopseudomonas
Hydrogenase in
CTAB/Octan/CHCl,
[a]

Hydrogenase in
CTAB/Octan/Hexanol
la]

Folch-Pi-Proteolipid
in AOT/Isooctan

Cytochrom in AOT/
Isooctan

a-Chymotrypsin, Tryp-
sin, Pepsin, Glucagon
in Methyltrioctylam-
moniumchlorid/Cyclo-
hexan

Ribonuclease in AOT/
Octan

Pferdeleber-Alkohol-
Dehydrogenase in
AOT/1sooctan
Mehrere Enzyme in
AOT/lsooctan

a-Chymotrypsin in
AOT/Isooctan
Lysozym in AOT/Iso-
octan

Bestimmung von k.,
und K, theoretische
Betrachtungen iber
Enzymkinetik in inver-
sen Micellen

Ultrazentrifugen-Un-
tersuchungen an ,lee-
ren‘ und ,gefiillten*
Micellen
Enzymaktivitat viel ho-
her als in Wasser

Substratspezifitit be-
stimmt

Anderung der relativen
Substratspezifitat

Kinetische Untersu-
chungen; Tensid agiert
als Substrat

Kinetische Untersu-
chungen mit mehreren
Substraten; k,, dhnlich
wie in reinem Wasser

Spektroskopische Un-
tersuchungen und Ak-
tivitdtsmessungen
Untersuchung der Ak-
tivitdt in Abhéngigkeit
von pH und w,
Cryoenzymologie in
inversen Micellen mog-
lich

Aktivitat dhnlich wie
in Wasser, Cryoenzy-
motlogie

Modell for das Protein
in inversen Micellen

Enzym bleibt photo-
chemisch aktiv
Zentren bleiben pho-
tochemisch aktiv

Lichtinduzierte Was-
serstoffbildung mit
Sensibilisatoren in der
Grenzfliche

Multienzym-System
mit Progesteron als
Substrat in der orga-
nischen Phase
Solubilisierung eines
wasserunldslichen Pro-
teins in inversen Mi-
cellen; spektroskopi-
sche Untersuchungen
Reduktion von Cyto-
chrom durch Photo-
elektronen-Transfer

Transport von Enzy-
men in die organische
Phase, spektroskopi-
sche Eigenschaften un-
tersucht, Verlust der
Enzymaktivitit

Spektroskopische Ei-
genschaften ahnlich
wie in Wasser, Enzym
bleibt aktiv
Spektroskopische Un-
tersuchungen und Ak-
tivitdtsbestimmungen

Ultrazentrifugen-Un-
tersuchungen und Vor-
schlag des Wasserhill-
lenmodells

Aktivitdt und spektro-
skopische Eigen-
schaften in Abhingig-
keit von w, und pH

[a] CTAB = Hexadecyltrimethylammoniumbromid.

glycol-monododecylether.

Angew.

[b) Ci:Eqs=Tetraethylen-
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son in GrofBibritannien, Laane in den Niederlanden sowie
Balasubramanian in Indien. Einige Gruppen in Frankreich
(M. P. Pileni, M. Waks, J. F. Biellmann) befassen sich mit
zusitzlichen Problemen. - Wir werden in Abschnitt 4 und
5 auf Tabelle 2 zuriickkommen.

Es ist uns gelungen, fast alle Arten von Proteinen zu so-
lubilisieren. Schwierigkeiten gibt es allerdings noch bei
den Him-haltigen Proteinen: Himoglobin und Myoglobin
z.B. sind in inversen Micellen aus AOT/Isooctan nicht sta-
bil, méglicherweise deswegen, weil die Him-Gruppierung
schnell dissoziiert, sobald das Protein in den inversen Mi-
cellen solubilisiert wird. Auch konnten wir bei Verwen-
dung von AOT keine reproduzierbaren Aktivititsdaten fiir
Cytochrom P-450 erhalten.

Ein interessantes praktisches Problem betrifft die Defi-
nition und Bestimmung des pH-Wertes in der Wasserla-
che. Die Schwierigkeit rithrt daher, daB man in einer Iso-
octanldsung, die etwa nur 1% Wasser enthilt, eine Glas-
elektrode nicht zuverlissig anwenden kann; selbst wenn
dies moéglich wire, wiirde man keine brauchbaren Werte
erhalten, weil das Wasser der Wasserlache, insbesondere
bei niedrigen wy-Werten, ein neuvartiges Ldsungsmittel mit
unbekannten Eigenschaften ist, fiir das es keine pH-Ei-
chung gibt. Bei hohen Wassergehalten sind die Probleme
wahrscheinlich weniger ernst (vgl. z. B. ') Allgemein
scheint sich der pH-Wert inverser Micellen nicht mit Si-
cherheit bestimmen zu lassen. Wir haben eine empirische
Eichung auf der Grundlage von *'P-NMR-Daten vorge-
schlagen!'¥ (dabei wird die Konzentration der Phosphat-
Ionen anhand der chemischen Verschiebung gemessen) -
um jedoch durch diese Experimente pH-Werte zu erhalten,
muBten wir annehmen, daB der pK-Wert der Phosphat-Io-
nen in inversen Micellen und in Wasser iibereinstimmt -,
eine willkiirliche, aber doch recht verniinftige Annahme.

Ein anderes praktisches Problem betrifft die Definition
der Konzentration der Gastmolekiile im Innern von inver-
sen Micellen. Der Einfachheit halber soll ein mol einer
Verbindung A, die nur in Wasser 13slich ist, in einem Liter
einer invers-micellaren Kohlenwasserstoffphase mit 1%
Wasser (F,,=0.01) betrachtet werden. Die ,,Gesamtkonzen-
tration* (bezogen auf das Gesamtvolumen, das heifit Koh-
lenwasserstoff plus Wasser) betrégt [A),.;=1 M; die Kon-
zentration in der Wasserlache (allein auf die ,,Wasser-Mi-
krophase* bezogen) betrigt [Alwi=[Alses/ Fow=100M (vgl.

118). Geschwindigkeiten und alle anderen Daten mit der

Dimension einer Konzentration k§nnen somit durch zwei
Zahlenwerte ausgedriickt werden. Welcher davon ist phy-
sikalisch relevant? Das ist nicht nur eine rhetorische Frage,
sondern beriihrt die Physik der inversen Micellen selbst.
Zum Beispiel: Betrigt die Konzentration der Na*-lonen
(der Gegenionen der Sulfonatgruppen) in inversen Micel-
len 50 mM oder (50/F,) mM? Diese Frage ist auch wichtig,
wenn Zahlenwerte in der Literatur verglichen werden sol-
len. In einigen simplen Fillen allerdings eriibrigt sich die
Frage, und die Unterschiede in der entscheidenden physi-
kalischen GroBe verschwinden, wenn die richtige Normali-
sierungsbasis durchgehend angewendet wird. Die Micha-
elis-Menten-Konstante in der Enzymkinetik ist ein solches
Beispiel®°.

Das letzte, aber keineswegs unbedeutendste praktische
Problem ist die Reinheit des Tensids. Kaufliches AOT ent-
hilt meistens drei Arten von Verunreinigungen. Eine oder
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mehrere noch nicht identifizierte Fremdsubstanzen geben
sich durch UV-Absorption zu erkennen (Abb. 7). Auller-
dem enthalt kiufliches AOT oft eine saure Verunreini-
gung. Letztere kann eine signifikante Abnahme des pH-
Wertes der Wasserlache gegeniiber dem der wiBrigen Vor-
ratslésung hervorrufen, die zur Herstellung der Wasserla-
chen in den Micellen verwendet wurde. Wir haben zwei
Wege gefunden, um den Anteil der UV-absorbierenden
Spezies betrichtlich zu vermindern: HPLC und Extrakti-
on??) Auch die saure Verunreinigung kann entfernt wer-
denP?; bestimmte kiufliche Proben sind in dieser Hinsicht
von Anfang an viel besser als andere. Robinson et al.!'® ha-
ben auf eine andere Schwierigkeit hingewiesen: AOT kann
im Alkalischen teilweise hydrolysieren. SchlieBlich kann
kaufliches AOT einen unbestimmten Anteil an Kochsalz
enthalten, und Kochsalz ist eine Determinante der Konfor-
mation der Gast-Biomolekiile!'"”, Grundsitzlich sollte man

€ [Lmol tcm'] —=

L 1 Il 1

1 2 3 4 5
NaOH [umol] ——o

Abb. 7. UV-Absorptionsspektren (a) und potentiometrische Titrationskurven
(b) von AOT aus verschiedenen Quellen. Die Spektren stammen von 50 mMm
AOT-L3sungen in spektroskopisch reinem Isooctan; es wurden ungefhr 2.2
mmol AOT in 10 mL Wasser/Methanol (1:1 v/v) vorgelegt und mit 0.1 N
NAOH titriert. Der Extinktionskoeffizient £ wurde so berechnet, als ob die
Absorption nur auf AOT zuriickzufiihren wiire. So bedeutet z.B. =1L
mol~' cm~' eine Absorption von 0.05 in einer Zelle von |cm Dicke.
(O0—0): Kiufliches AOT (Firma SERVA); (A — A): gereinigt nach [34];
(W — W): gereinigt nach [54); (® —@®): Reinigung siche Text; (A — 4): ge-
reinigt durch HPLC (nach [20)).
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daher die Ionenstirke einer standardisierten wiBrigen
AOT-Vorratsldsung durch routinemiBige konduktometri-
sche Messungen iiberpriifen.

Bei den heutigen verfeinerten Untersuchungsmethoden
(z.B. in der Spektroskopie und Methoden zur Bestimmung
von Enzymaktivitit und Konformationseigenschaften) ist
nur das Arbeiten mit Proben bekannter chemischer Rein-
heit sinnvoll; nur dann lassen sich auch Ergebnisse aus
mehreren Laboratorien vergleichen. Wir mdchten diese
Diskussion mit einem Beispiel beenden. Abbildung 8 zeigt
das pH-Aktivitits-Profil von a-Chymotrypsin in Wasser
und in zwei micellaren AOT-Kohlenwasserstoffphasen.
Die erste Kurve ist unserer ersten Untersuchung entnom-
men''®, als wir die Konsequenzen der sauren Verunreini-
gungen in kiuflichem AOT noch nicht vollig erkannt hat-
ten und nur die beschriebene Reinigungsprozedur anwen-
deten. In diesem Fall verschiebt sich das pH-Aktivitits-
Profil nach alkalischen Werten hin; dies kann (ganz oder
teilweise) mit einer sauren Verunreinigung erkldrt werden.
Die andere Kurve ist mit einer HPLC-gereinigten AOT-
Probe aufgenommen worden™, und nun zeigt die micel-
lare Ldsung ungefihr das gleiche pH-Aktivitits-Profil wie
die wiBrige Losung. Dieses Ergebnis kann allerdings nicht
verallgemeinert werden: So bleibt z.B. bei Lysozym und
Ribonuclease auch mit gereinigtem AOT eine Verschie-
bung des pH-Optimums erhalten®®*". Bei a-Chymotryp-
sin scheinen die sauren Verunreinigungen in unseren alten
AOT-Proben die Konformationseigenschaften (z.B. die
stirker helicale Struktur) oder die merkwiirdige Zunahme
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Abb. 8. EinfluB der Reinheit von AOT auf das pH-Profil enzymatischer Re-
aktionen am Beispiel der a-Chymotrypsin-katalysierten Hydrolyse von N-
Glutaryl-phenylalanin-p-nitroanilid. Die rechte Kurve (wp=13.5) stammt aus
einer unserer #lteren Arbeiten [19]: AOT wurde nach damaligen Literaturvor-
schriften gereinigt. Die beiden linken Kurven (wo=9 und wo=13.5) sind mit
HPLC-gereinigtem AOT gemessen worden (hergestelit von P. Liithi [30]; vgl.
[20)). Ein anderes Beispiel dieser Art ist in [20] gezeigt. pH.,=~pH-Wert der
Vorratslbsung;  v;,/eo= Anfangsgeschwindigkeit/ Anfangsenzymkonzentra-
tion.

454

von k., bei niedrigem w, iiber den in wiBriger Losung ge-
fundenen Wert hinaus nicht zu beeinflussen!'?!,

3. Strukturelle Aspekte

Wo und wie liegt das Biopolymer im Innern der inversen
Micelle vor - oder allgemeiner - was kann man iiber die
Struktur der proteinhaltigen inversen Micellen aussagen?
Diese Fragen sind bis heute nicht vdllig geklart. Wie Ab-
bildung 9 zeigt, lassen sich mehrere Modelle konzipieren;
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Abb. 9. Mdgliche Modelle fiir ein Protein als Gast in einer inversen Micelle
(siche Text). a) Wasserhiillenmodell. Das Protein ist in der Mitte der Wasser-
lache lokalisiert und wird vor der Micellwand durch eine Wasserschicht ge-
schiitzt. b) Das Protein hat einen stark lipophilen Teil, der direkt mit den
Kohlenwasserstoffketten wechselwirkt. ¢) Das Protein ist an der Micellwand
adsorbiert. d) Das Protein wird mit mehreren kleinen Micellen solubilisiert,
deren Kohlenwasserstoffketten mit den hydrophoben Teilen des Proteins
wechselwirken.

moglicherweise ist die Antwort auf die obige Frage je nach
Enzym verschieden. Wir nehmen an, daB die meisten Be-
funde durch das Wasserhiillenmodell (siche Abb. 9a) inter-
pretiert werden kénnen. Nach diesem Modell befindet sich
das Protein in der Mitte der Wasserlache und ist durch
eine Wasserschicht vor der geladenen Innenwand der Mi-
celle und vor dem #4uBeren organischen Milieu ge-
schiitzt?>24, Fiir diese Annahme gibt es bis jetzt nur Indi-
zienbeweise. Zum Beispiel hingen Konformation und Ak-
tivitdt der Enzyme von w, ab?2-2"l; das deutet darauf hin,
daB das Enzym gegeniiber der Menge des umgebenden
Wassers empfindlich ist. Dies wire nicht der Fall, wenn
das Enzym mit dem aktiven Zentrum und dessen Umge-
bung an der Innenwand der inversen Micelle haften wiir-
de, oder wenn das Enzym in der Hauptsache dem organi-
schen Medium ausgesetzt wire. Im letztgenannten Fall
wiirden die meisten Enzyme sowieso denaturiert. SchlieB-
lich deutet der gemessene Cirkulardichroismus bei einigen
Enzymen, z. B. Pferdeleber-Alkohol-Dehydrogenase, Ribo-
nuclease und Lipoxygenase, auf ziemlich dhnliche Konfor-
mationen in den inversen Micellen und in reinem Wasser
hin®*2%23 (Bei Lysozym und anderen Enzymen zeigen
sich dagegen deutliche Unterschiede!®*'9,)

Ein zusitzlicher indirekter Beweis fiir das Wasserhiillen-
modell ist der Befund, daB die Enzymkinetik in inversen
Micellen anscheinend im wesentlichen die gleiche wie in
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wiBriger Losung ist'?>-?”). Dariiber hinaus bildet das pH-
Aktivitits-Profil der Enzyme in inversen Micellen eine
sehr #hnliche - nur etwas verschobene - Glockenkurve wie
in reinem Wasser'?>?" %, Wenn das Enzym aufgrund elek-
trostatischer Effekte an der Micellinnenwand haften wiir-
de, wiren bei der Dissoziation unter Erhéhung seiner ne-
gativen Ladung recht drastische Aktivitdtsinderungen zu
erwarten. Bei a-Chymotrypsin 14Bt sich ein weiterer indi-
rekter Beweis ableiten: Die Fluoreszenzeigenschaften von
o-Chymotrypsin in inversen Micellen mit wo = 7 (das heilt,
wenn ,freies’ Wasser vorhanden ist) und in reinem Was-
ser''® sind sehr dhnlich. Dies deutet darauf hin, daB das
aktive Protein im wesentlichen von Wasser umgeben ist.

Anhand des Wasserhiillenmodells haben wir eine Me-
thode entwickelt, die zum Teil auf Ultrazentrifugen-Expe-
rimenten basiert?¥ und die es uns erméglicht, die Dimen-
sionen der proteinhaltigen Micellen und die micellaren Pa-
rameter abzuschitzen, die solche Aggregate charakterisie-
ren. Diesem Modell liegen einige Annahmen zugrunde, de-
ren wichtigste besagt, daB das Volumen einer proteinhalti-
gen Micelle die algebraische Summe aus dem Volumen des
Proteins und dem Volumen des urspriinglich in der ,lee-
ren Micelle vorhandenen Wassers ist und daB w, sich
nicht 4ndert. Die beiden gestrichelten Kurven in Abbil-
dung 3 zeigen die GroBe der proteinhaltigen Micellen in
Abhingigkeit von w, gemiB unserem Modell?¥, Auffal-
lend ist, daB bei kleinen Proteinen wie Ribonuclease bei
wo2 15 nur ein sehr kleiner GréBenunterschied zwischen
,leeren (nur mit Wasser gefiiliten) und (mit dem Protein)
»gefiillten** Micellen besteht. Im Gegensatz dazu induziert
das Protein bei kleinen wy,-Werten eine Vergrofierung der
inversen Micellen (mit einer darauffolgenden Massen-Um-
verteilung in der micellaren Ldsung). Bei einem groferen
Enzym wie Pferdeleber-Alkohol-Dehydrogenase (M,
80000) sind die Micellen mit Gastmolekiilen auch bei ho-
hen wo-Werten immer groBer als die leeren Micellen. Es ist
heute zweifelhaft, ob das erste angeniherte Modell fiir alle
Enzyme gilt. Die Gruppe um Martinek hat ein Modell pri-
sentiert, das ebenfalls auf Befunden von Ultrazentrifugen-
Messungen basiert. Nach diesem Modell ruft die Auf-
nahme von a-Chymotrypsin keine wesentliche VergroBe-
rung der inversen Wirtsmicelle hervor®*". Unsere Neu-
tronenstreuungs-Untersuchungen (durchgefithrt im Oak
Ridge National Laboratory in Zusammenarbeit mit L. Ma-
gid) scheinen dagegen um mindestens 30% grof3ere Dimen-
sionen fiir die lysozymhaltigen Micellen zu ergeben, als
unser urspriingliches Modell vorhergesagt hatte. Die
Dinge sind demnach noch vdllig im Fluf3.

4. Reaktivitiit von Enzymen in inversen Micellen

Auf der bisher erarbeiteten Grundlage sollte sich quali-
tativ verstehen lassen, welche micellaren Parameter die
Aktivitit eines in inversen Micellen eingelagerten Enzyms
beeinflussen konnen. Wenn genug ,.freies’* Wasser vorliegt
(nimlich bei w,>7-8), kdnnte man erwarten, daBl die Akti-
vitit sehr dhnlich wie in reinen wiBrigen Losungen ist und
daB der Cyclus im stationiiren Zustand einfach wie in Ab-
bildung 2c dargestellt werden kann: Demnach bilden En-
zym- und Substratmolekiile den aktiven Komplex, der
schlieBlich zum Produkt zerfillt, das vom Enzym abdisso-
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ziiert. Der Unterschied gegeniiber der Reaktion in waBri-
ger Lsung liegt nun darin, daB in micellarer Lésung jeder
bimolekulare Schritt die Kollision und das Zusammenflie-
Ben der Micellen erfordert*¥,

Bei niedrigen wo-Werten, wenn die meisten Wassermole-
kille an die innere Oberfliche der AOT-Micellen gebunden
sind, kdnnte man Wechselwirkungen zwischen der Prote-
inoberfliche und der Innenwand der inversen Micellen er-
warten, die den Mechanismus beeinflussen kdnnen. Bei
niedrigen wy,-Werten konnen auBlerdem Abweichungen
vom normalen Aktivititsprofil erwartet werden, weil das
Wasser in der Wasserlache ein neuartiges Ldsungsmittel
ist. Ein anderer Effekt, der die Enzymaktivitit in dieser
Hinsicht beeinflussen kann, ist der lokale pH-Wert. Auch
die Transportgeschwindigkeit des Substrats in die inversen
Micellen hinein und des Produkts aus ihnen heraus kann
im Prinzip eine Rolle spielen. In der Abhédngigkeit von der
Struktur der Micellen oder vom Konzentrationsverhiltnis
von Micellen und Substratmolekiilen kdnnen diese Vor-
ginge mdglicherweise zum geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt werden.
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Abb. 10. Abbau von Chitin mit Lysozym in micellaren Losungen aus 50 mM
AOT/Isooctan; Abhidngigkeit der Geschwindigkeitskonstante k,, vom Was-
sergehalt (a) und vom pH-Wert (b). Kurve A zeigt zum Vergleich eine wiB-
rige Ldsung; Kurve B bezieht sich auf die micellaren Ldsungen. O: pH-
Werte der Vorratsldsungen, die zum Bereiten der Wasserlachen in den inver-
sen Micellen verwendet wurden (pH=pH,,);: @: pH-Werte, dic *'P-NMR-
spektroskopisch in den invers-miceflaren Ldsungen gemessen wurden;
wo=16.8 (aus [16] und [22]).

Vor diesem Hintergrund sollen nun einige Enzyme be-
trachtet werden. Abbildung 10 zeigt die Aktivitit von Ly-
sozym in Abhingigkeit vom pH-Wert in Wasser und in in-
versen Micellen. Es fillt auf, daB die Geschwindigkeit um
wo= 10 und nicht beim maximalen Wassergehalt am hoch-
sten ist. Dieser iiberraschende Befund kann auf alle Hy-
drolasen verallgemeinert werden. Bemerkenswert ist auch
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die Verschiebung des pH-Optimums im Vergleich zu Was-
ser, die einem Unterschied im pK-Wert der an der Kata-
lyse beteiligten Aminosdurereste zugeschrieben werden
koénnte. Die Umsatzzahl beim pH-Optimum ist nicht viel
anders als in Wasser; demnach scheint sich Lysozym mit
Ausnahme der pH-Verschiebung der Aktivitdtskurve in in-
versen Micellen ziemlich normal zu verhalten. Wenn man
die Konformation des Proteins in inversen Micellen be-
trachtet, liegen die Dinge jedoch nicht so einfach. Wie Ab-
bildung 11 zeigt, existieren gro3e Unterschiede in den Cir-
culardichroismus(CD)-Spektren von Lysozym in Wasser
und in micellaren L8sungen?*2", Bekanntlich spiegelt das
CD-Spektrum im nahen UV die Situation der aromati-
schen Aminosiurereste des Proteins wider, wihrend das
CD-Spektrum im fernen UV, besonders im Bereich von
220 nm, durch die Sekundirstruktur des Proteins bestimmt
wird. Zunichst soll das nahe UV betrachtet werden. Weil
die UV-Absorptionsspektren von Lysozym in diesem Ge-
biet in Wasser und in inversen Micellen gleich sind™%,
kann man die im CD-Spektrum beobachteten Verinderun-
gen auf Konformationsinderungen zuriickfilhren. Dem-
nach sind wahrscheinlich mehrere aromatische Seitenket-
ten von Lysozym in Wasser und in inversen Micellen
verschieden angeordnet. Die CD-Spektren im Bereich klei-
nerer Wellenlidngen, wo auch die UV-Absorption der mi-
cellaren Losung hoher ist, konnen mit einer Zunahme des
helicalen Anteils erkliart werden. Demnach zeigen die CD-
Spektren in Abbildung 11, daB das Enzym seine konforma-
tionelle Spezifitit verloren hat, ohne an Aktivitét zu verlie-
ren. Um dieses Paradoxon zu interpretieren, haben wir
vorgeschlagen, daB die Konformationsinderungen des En-
zyms vielleicht nur periphere Bereiche betreffen®®, die
ziemlich weit vom aktiven Zentrum entfernt sind. Man
darf aber nicht vergessen, daB sich drei der fiinf Trypto-
phanreste von Lysozym in der Nihe des aktiven Zentrums
oder darin befinden; man kann sich nicht gut vorstellen,
daB sich die Konformation dieser aromatischen Reste 4n-
dert, ohne daB die gesamte Geometrie des aktiven Zen-
trums beeinfluBt wird. Wir untersuchen derzeit die CD-
Spektren von Lysozym in inversen Micellen in Gegenwart
von Inhibitoren und/oder Substraten, um diesen Punkt zu
kldren.

Auch bei Chymotrypsin ist die Situation sehr interes-
sant. Wie man Tabelle 2 entnehmen kann, haben sich bis-
her mindestens vier Gruppen mit diesem System befaft.
Menger und Yamada™, die Chymotrypsin als erste in in-
versen Micellen untersuchten, fanden zunichst mit einem
Ester-Substrat beim nominellen pH-Wert 7 keine Aktivitit.
Der Grund war, daB die micellare Umgebung das pH-Ak-
tivitats-Profil des Enzyms drastisch verdndert hatte. Tat-
sdchlich konnten sie im alkalischen pH-Bereich eine sehr
hohe Aktivitit nachweisen. Wir fanden mit dem Amid-
Substrat N-Glutaryl-phenylalanin-p-nitroanilid, daBl bei
niedrigen wy-Werten die Umsatzzahl groBer ist als in Was-
ser’”). Der Effekt ist zwar nicht sehr groB, aber doch be-
achtenswert. Von besonderem Interesse ist in diesem Fall
die Bezichung zwischen der Aktivitit und der Konforma-
tion der Hauptkette des Enzyms, die wieder durch Circu-
lardichroismus bestimmt wird. Auch hier wird die Ellipti-
zit4t bei 220 nm verstirkt, was wiederum als Zunahme des
helicalen Anteils interpretiert werden kann. Um die Aktivi-
titserhdhung zu interpretieren, ist postuliert worden!'s,
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Abb. 11. CD-Spektren von Lysozym im nahen (a) und fernen UV (b); in
Wasser (A) und in inversen AOT-Micellen bei wo=3 (B), wo=6 (C), wo=16
(D) und wy =25 (E).

daB in inversen Micellen das Konformationsgleichgewicht
von a-Chymotrypsin zur aktiveren Form des Enzyms
verschoben ist. o-Chymotrypsin ist nicht das einzige Bei-
spiel fiir ,,Superaktivitdt. Auch fiir Ribonuclease!?*** und
fir Lysozym!?" ist, ebenfalls bei niedrigen w,-Werten, ein
Anstieg gefunden worden. Martinek et al.'”’3%] haben von
einer groBen Aktivitatserhdhung von Peroxidase berichtet
(Abb. 12).
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Dehydrogenasen sind in der priparativen bioorgani-
schen Chemie besonders interessant. Aus Tabelle 2 geht
hervor, daB Pferdeleber-Alkohol-Dehydrogenase von meh-
reren Gruppen untersucht worden ist. Zusitzlich zur Re-
duktion von Acetaldehyd wurde auch die Reduktion eines
stark lipophilen Substrats (Decanal) und eines Steroidhor-
mons getestet’””. Einen interessanten Befund mit diesem

Enzym veroffentlichte die russische Gruppe um Martinek:

Die relative Spezifitit von Alkoholen scheint in invers-mi-
cellaren Losungen anders zu sein als in wiBriger L&-
sung?™,
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Abb. 12. Oxidation von Pyrogallol mit Peroxidase. Abhidngigkeit der Ge-
schwindigkeitskonstante k., von der Tensidkonzentration (aus [2]). (O — O):
AOT in Octan, 0.1 M Imidazolpuffer; (@ —®): AOT in Octan; (A — A): Do-
decylammonium-propionat in Ethylether/Benzol (1:2); (O — O): Eilecithin
in Methanol (2.5% v/v)/Pentanol (5% v/v)/Octan. 26°C, wo=13, 0.025M
wiBriger Puffer (Phosphat-Borat-Acetat), pH 7.0. Der kinetische Assay
wurde nach [37] durchgefihrt.

Bei den kinetischen Parametern ist es eine wichtige Fra-
ge, ob K, in inversen Micellen anders als in Wasser ist.
Wir haben bereits darauf hingewiesen®, daB K, in inver-
sen Micellen als K, .. dargestellt werden sollte, damit es
korrekt mit den Werten in wiBriger Ldsung verglichen
werden kann. Tabelle 3 zeigt einige typische Beispiele. Im
allgemeinen stimmen die K,,-Werte in Wasser und in in-
versen Micellen weitgehend iiberein. Die Effizienz der En-
zyme (iiblicherweise angegeben als k,,/K,) wird demnach
durch die Solubilisierung in inversen Micellen auch nicht
beeintrichtigt. Die Stabilitit der Enzyme in inversen Mi-
cellen ist fiir kinetische Studien wichtig; fir biotechnologi-
sche Anwendungen ist sie unerldBlich (siche dazu Ab-
schnitt 5). Bis jetzt gibt es nicht viele systematische Unter-
suchungen iiber dieses wichtige Thema. Bei Chymotryp-
sin!' hangt die zeitliche Stabilitit von w, ab; das Enzym
kann bei niedrigen w,-Werten nicht nur aktiver, sondern
auch stabiler sein als in Wasser. Martinek et al. haben die
Stabilitdt mehrerer Enzyme in inversen Micellen aus meh-
reren Tensiden und/oder organischen Losungsmitteln un-
tersucht®7.
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Tabelle 3. Kinetische Parameter enzymatischer Reaktionen in inversen Mi-
cellen (Isooctan/AOT/Wasser). pH,, =pH-Wert der Vorratsldsung {a].

System Kaiumlbl  KSAPH [uM]  vle[s]
LADH in Wasser [c], pH 7.1 110-375 10-11 114
LADH in Wasser, pH 9 400 3 5
LADH in Micellen,

wo=42, pH, =8.8 300 23 80
LADH in Micellen,

wo=19, pH,=9.2 — 20 30
Lysozym in Wasser [d], pH 5.1 10 — 0.14
Lysozym in Micellen,

wo=22.2, pH,=176 2 — 0.10
a-Chymotrypsin in Wasser [e],

pH7.9 600 — 0.7
a-Chymotrypsin in Micellen,

wo=13.5, pH,,=9.8 450 — 23

a-Chymotrypsin in Micellen,

wg=9, pH, =118 400 — 42

[a] Tabelle aus [53) entnommen und umgestellt. Einzelheiten siche [19, 22, 25].
[b] Als Gesamtkonzentration angegeben. [c] Pferdeleber-Alkohol-Dehydroge-
nase mit Acetaldehyd als Substrat. [d] Chitin-Oligomere als Substrat. [¢] N-
Glutaryl-phenylalanin-p-nitroanilid als Substrat.

5. Biotechnologische Bedeutung

Bis jetzt sind hydrophile Enzyme mit ihren wasserlosli-
chen Substraten behandelt worden. Ein sehr interessanter
Aspekt enzymhaltiger inverser Micellen ist ihre Fahigkeit,
wasserunlosliche, in Kohlenwasserstoffen 16sliche Sub-
strate aufzunehmen und umzuwandeln. Als Beispiel soll
Lipoxygenase gewdhlt werden. Das Enzym, obwohl lipo-
phil, ist gut in Wasser loslich (und unléslich in Kohlenwas-
serstoffen) und ist daher wahrscheinlich in der Wasserla-
che der inversen Micellen anzutreffen. Der Befund, dal3
das kinetische Verhalten dem in Wasser dhnelt, stiitzt diese
Ansicht. Das Substrat Linolsdure ist bei neutralen oder
sauren pH-Werten nicht oder nur sehr wenig in Wasser
18slich. Es 16st sich aber in Isooctan und kann als reine
Flissigkeit zu einer micellaren Losung gegeben werden,
die Lipoxygenase enthilt. Die spektrophotometrische Ana-
lyse der Losung zeigt, daB das Substrat enzymatisch in die
erwarteten Produkte umgewandelt wird®. Typische MeB-
werte sind in Abbildung 13 zu sehen. Der wichtigste Punkt
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Abb. 13. pH-Aktivitits-Profil der Lipoxygenase-Reaktion. Enzyme in inver-
sen Micellen reagieren sowohl mit wasserldslichen als auch mit wasserunlds-
lichen (in Kohlenwasserstoffen léslichen) Substraten. Ein Beispiel ist die
Oxidation von Linolsiure mit Lipoxygenase. [Enzym]=2.5-10"%M, [Sub-
strat] =4.10~*M, [AOT] = 10- 103 M, Isooctan. Angegeben sind Gesamtkon-
zentrationen. v;,/e, siche Abb. 8.
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dabei ist, daB das im Kohlenwasserstoff geldste Substrat
seinen Weg zum aktiven Zentrum des Enzyms in der inver-
sen Micelle findet, das heiflt durch die Wasserhiille, die
das Enzym umgibt. Wie dies geschehen kann, ist bis jetzt
nicht gekliart. Es mag sein, daB die besonderen physikali-
schen Eigenschaften des Wassers in den inversen Micellen,
zum Beispiel eine geringere Dielektrizititskonstante, zu ei-
ner héheren Loslichkeit lipophiler Substrate fiithren. Eine
andere Moglichkeit besonders fiir Linolsdure oder analoge
Substrate wie Arachidonsiure besteht darin, daB sie als
Cotenside in die micellare Grenzschicht eingebaut werden
und daB das Enzym dynamisch mit der inneren Micell-
wand in Wechselwirkung tritt. Die Loslichkeit lipophiler
Stoffe in inversen Micellen ist aber nicht auf Fettsiuren
beschrinkt; auch Steroide®3%), langkettige Aldehyde!*”
oder wasserunldsliche Peptide*®” werden leicht von den je-
weiligen Enzymen in inversen Micellen als Substrate ak-
zeptiert. DaB der Mechanismus dieser Aufnahme noch
nicht geklirt ist, mindert die biotechnologische Relevanz
dieses Befundes nicht: Wasserunldsliche, in Kohlenwas-
serstoffen losliche Substrate kénnen enzymatisch in ihre
Produkte umgewandelt werden (Ubersicht iiber die weni-
gen verfiigbaren Ergebnisse sieche °®)), Dies konnte den
Weg fiir eine neue Anwendung von Enzymen in Organi-
scher Chemie und Biotechnologie eréffnen. Das Interesse
wird durch die Beobachtung noch vergréBert, daB sich fast
alle bisher getesteten Enzyme in inversen Micellen solubi-
lisieren lassen - es handelt sich demnach um eine weitge-
hend allgemeine Methode (im Gegensatz dazu scheint z. B.
die Anwendung von Enzymen in zweiphasigen Systemen
nicht zu verallgemeinern zu sein, weil viele Enzyme unter
solchen Bedingungen schnell denaturiert werden). Vorliu-
fige Ergebnisse iiber die Anwendung von a-Chymotrypsin
zur Kniipfung von Peptidbindungen sollten ebenfalls er-
withnt werden: Acetyl-alanyl-phenylalanin-ethylester und
Leucinamid werden enzymatisch zum wasserunlgslichen,
in Isooctan l6slichen, geschiitzten Tripeptid AcAla-Phe-
LeuNH,; gekuppelt, das nach seiner Erzeugung in der Was-
serlache in die Kohlenwasserstoffphase ausgestoBen wird.
Die Reaktion wird in einem Enzymreaktor mit Kohlenwas-
serstoff-bestindigen, semipermeablen, hohlen Fasern
durchgefiihrt®”, in denen die enzymhaltigen inversen Mi-
cellen eingeschlossen sind. Dadurch kann das reine Pro-
dukt physikalisch vom Enzym und von den Reagentien ab-
getrennt werden.

Obwohl solche Reaktionen fiir organische Synthesen in-
teressant sein diirften, gibt es noch kein Beispiel fiir eine
relevante praktische Anwendung von Enzymen in inversen
Micellen. Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, sind Hilhorst,
Laane und Veeger® 4" in Wageningen diesem Ziel bis
jetzt am nichsten gekommen. Sie konnten in invers-micel-
larer Losung gleichzeitig drei Enzyme solubilisieren, die in
einer Kettenreaktion ein Ketosteroid regioselektiv reduzie-
ren. Abbildung 14 zeigt, daB molekularer Wasserstoff von
einer Hydrogenase (H,ase) auf Methylviologen (MV) iiber-
tragen wird, das seinerseits das System NAD/NADH mit
Lipoamid-Dehydrogenase (LipDH) regenerieren kann.
SchlieBlich reduziert NADH das Ketosteroid in einer von
einer spezifischen Steroid-Dehydrogenase (HSDH) kataly-
sierten Reaktion.

Die enzymatische Umwandlung lipophiler Substrate ist
nicht der einzige Bereich, in dem inverse Micellen fiir bio-
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(Co)Tensid =,
)

H, MV™S NADH+H®
\@ LeDH HSOH
2MVPT2H2 NAD®

Wasserphase
organische Phase

apolares
Ketosteroid

apolares
20B-Hydroxysteroid

Abb. 14. Das Schema von Hilhorst, Laane und Veeger [39]: Drei Enzyme wir-
ken in inversen Micellen in einer Kettenreaktion zusammen und reduzieren
ein wasserunldsliches Ketosteroid (siehe Text).

technologische Anwendungen genutzt werden kénnen. Ein
anderer interessanter Aspekt ergibt sich zum Beispiel aus
dem Phasentransfer von Proteinen und Nucleinsduren. In
der Tat geht unser Interesse an den inversen Micellen auf
den Transfer von Aminosduren, Peptiden und spiter Poly-
peptiden und Proteinen aus einer wiBrigen Losung in eine
unpolare Losung zuriick, die das Tensid enthalt!'"1242],

(1T (I T] (1 1]

N
NN N N D
nEE A Y o [ A

a b c

Abb. 15. Phasentransferprozesse. a) Beim ,,Vorwirtstransfer wird das Pro-
tein aus der Wasserphase A in eine micellare Ldsung B gebracht; b) beim
»Rickwartstransfer* wird das Protein aus der miceilaren Ldsung B in eine
Wasserphase A iiberfiihrt; ) beim ,,Doppeltransfer* wird das Protein vekto-
riell mit der invers-micellaren Ldsung B, die sich in einer Briicke befindet,
von der ersten Wasserphase A, zur zweiten Wasserphase A, transportiert.
Die Gefie werden wihrend des Experi leicht geschiittelt. Das Schat-
teln wird periodisch zur Probenahme unterbrochen.

Abbildung 15 zeigt die drei Méglichkeiten beim Phasen-
transfer (vgl. ). Beim ,,Vorwirtstransfer wird das Pro-
tein aus einer wiBrigen Lésung in eine dariibergeschich-
tete micellare L6sung transportiert. Beim ,,Riickwirtstrans-
fer** wird das im unpolaren Medium solubilisierte Enzym
als wiBrige LYsung zuriickgewonnen. Beim ,,Doppeltrans-
fer* iiberfithrt man das Biopolymer aus einer Wasserphase
in eine andere Wasserphase; die Briicke zwischen diesen
Phasen enthilt den Kohlenwasserstoff mit den inversen
Micellen. In allen Fillen wird der Transport des Proteins
von den Micellen bewerkstelligt. Bis jetzt haben wir nur
vorldufige Ergebnisse prisentiert, doch scheint es mdglich
zu sein, die Methode zur Trennung von Biopolymeren zu
verwenden. Mit solchen Projekten sind zur Zeit mehrere
Gruppen beschiftigt*>*¥%, Die Trennung von Proteinen
und Nucleinsiiuren sollte ebenfalls méglich sein, da der
Transfer von DNA wesentlich langsamer als der von Pro-
teinen ist. - Auch die von der Gruppe von Speiser aufge-
zeigte Anwendung inverser Micellen als Arzneistoff-Tri-
gersystem!*! sollte erwihnt werden (vgl. 14),

Die biotechnologische Relevanz wird also vehement ge-
testet; in einigen Jahren wird sich zeigen, ob und in wel-
chem AusmaB sich die gegenwirtigen Erwartungen erfiillt
haben.
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6. Nucleinsiduren

Die Innenwand inverser AOT-Micellen ist negativ gela-
den, und obwohl eine stdchiometrische Menge positiv ge-
ladener Natrium-Ionen vorhanden ist, war die Solubilisie-
rung von negativ geladenen Polyelektrolyten wie RNA
oder DNA doch eine Uberraschung. Nucleinsiuren lassen
sich in unpolaren micellaren Losungen schnell solubilisie-
ren’}; bei alkalischen pH-Werten ist dies sogar einfacher.
Der Mechanismus der Aufnahme von Nucleinsduren ist
noch nicht klar. Wir wissen, daB die Solubilisierung hoch-
molekularer DNA nur bei relativ hohen wy-Werten, zum
Beispiel iiber 14, stattfinden kann. Proteine verhalten sich
anders.

Andert sich die Struktur hochmolekularer Nucleinsiu-
ren bei der Aufnahme in inverse Micellen? Die Solubilisie-
rung wird von einer Abnahme der Absorption um 260 nm
und einer korrespondierenden Zunahme der Elliptizitit
begleitet'*’l. Dies kann als Zunahme der Basenpaar-Wech-
selwirkungen interpretiert werden (es werden mehr Was-
serstoffbriicken gebildet), die eine Zunahme des hypochro-
men Effekts im UV und eine konformationelle Versteifung
der Makromolekile bewirkt®?. Das Bild ist also dem ftir Pro-
teine vorgeschlagenen nicht unihnlich. Der Effekt ist deut-
licher bei RNA, die in wiBriger Losung flexibler ist, als bei
DNA, die schon als steife Doppelhelix vorliegt; bei Oligo-
nucleotiden mit niedrigem Molekulargewicht ist der Effekt
nicht signifikant. Von besonderem Interesse ist die Beob-
achtung, da auch das Plasmid pBR 332 (M,=2.7-10% in
inversen Micellen aus Isooctan/AOT/Wasser solubilisiert
werden kann. Wir sind noch mit der Untersuchung der
Struktur solcher Aggregate beschiftigt; es ist nicht leicht
vorstellbar, wie eine kleine Micelle solch ein grofies Mole-
kiil aufnehmen kann. Sicher ist mit der Aufnahme eine
Vergréflerung der urspriinglichen Micelle mit einer Sub-
stanz-Umverteilung verbunden. Das Interesse an diesen
Solubilisierungsexperimenten rithrt auch daher, daf3 die
CD-Spektren der plasmidhaltigen Micellen (Abb. 16) zur
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Abb. 16. CD-Spektren der DNA des Plasmids pBR-322 in inversen AOT-Mi-
cellen (y-Spektrum). (---—---): Boratpuffer; ( ): AOT/Isooctan,
wom= 18.5: (---): AOT/Isooctan, wo=14.8 [69].
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W-Familie gehéren®®. Von solchen Spektren wird ange-
nommen, daB sie fiir supergepackte DNA charakteristisch
sind, wie sie in vivo vorkommt, wenn den langen Makro-
molekiilen nur ein sehr kleiner Raum zur Verfiigung steht
(Kopf eines Virus, Chromatin). Die spektroskopische Un-
tersuchung solcher Strukturen in inversen Micellen solite
dadurch erleichtert werden, daB das Kohlenwasserstoff-
medium spektroskopisch nicht mit Wasser oder Nuclein-
sduren interferiert. Untersuchungen in dieser Richtung
sind in unserer Gruppe im Gange'®.,

7. SchluBbemerkungen

Biopolymerhaltige inverse Micellen interessieren nicht
nur wegen ihrer mdglichen biotechnologischen Bedeutung,
sondern auch deswegen, weil solche Strukturen mdgli-
cherweise in vivo in biologischen Membranen vorkom-
men®*49-52.¢81_Vielleicht der erste Hinweis darauf leitet sich
von der wohlbekannten hexagonalen Struktur ab, die gele-
gentlich von Phospholipiden gebildet wird. Die Gruppe
von de Krujff in Utrecht'*$-3%52 hat die iiberzeugendsten
Argumente fiir die biologische Relevanz inverser Micellen
vorgelegt. Noch 148t sich die Frage nach der biologischen
Relevanz inverser Micellen fiir die Membranstruktur aber
nicht definitiv beantworten (vgl. ®®). Die Frage nach der
moglichen Existenz inverser Micellen in vivo hidngt eng
mit der Frage zusammen, ob und in welchem AusmaB in-
verse Micellen als geeignete Modelle fiir biologische Mem-
branen angesehen werden kdénnen. Auf den Miflbrauch
des Begriffs ,,biologisches Modell* soll hier nicht einge-
gangen werden (vgl. Appendix zu P,

Trotz der ungeklarten biologischen und biotechnologi-
schen Bedeutung von Biopolymeren in inversen Micellen
zeigt diese Ubersicht dennoch die Faszination des Gebiets.
Es erstreckt sich (iber recht verschiedene Teilbereiche, von
der Biotechnologie zur reinen Biologie, von einfacher En-
zymologie bis zur Struktur von Nucleins4uren, und beriihrt
eine Vielzahl wichtiger physikalischer Aspekte. Dazu ge-
hoéren der Transfer von Makromolekiilen und niedermole-
kularem Material durch Grenzflichen ebenso wie Struktur
und Stabilitdt neuartiger Biopolymer-Aggregate.

Meinen Studenten Ergin Imre und Bettina Steinmann-
Hoffmann sowie Dr. Hans Jickle und Prof. Lee Magid,
Gastprofessor von der University of Tennessee, danke ich fiir
die sehr wertvollen Diskussionen.
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