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Cycloheptatrien-I ,6-dicarbonsiure. 

Spezifische Bindung einer funktionellen 
Proteinschicht an eine tragerfixierte 
Streptavidinmatrix 
Von Hiroshi Ebato, James N .  Herron, Wolfgang Miiller, 
Yoshio Okahata, Helmut Ringsdorf * und Peter Suci 

Die spezifische Wechselwirkung von Streptavidin['] mit 
biotinylierten Lipiden an der Luft-Wasser-Grenzflache fiihrt 
zur Bildung von optisch anisotropen, zweidimensionalen 
Streptavidinkristallen[2-4]. Diese perfekt geordnete Protein- 
matrix, an der pro Streptavidinmolekiil noch zwei der ur- 
spriinglich vier Biotinbindungsstellen frei sind, kann auf 
mehrere Arten mit biotinylierten Molekulen funktionalisiert 
werden[']. Ward et al. konnten zeigen, daI3 es moglich ist, das 
Andocken von biotinylierten Molekiilen an unspezifisch auf 

Goldoberflichen adsorbierte Avidin- und Streptavidin- 
schichten mit einer Quarzmikrowaage zu detektierenI5]. Wir 
haben nun untersucht, ob spezifisch iiber Biotin an einen 
festen Trager gebundenes Streptavidin als Matrix fur das 
Andocken einer zweiten funktionellen Proteinschicht ver- 
wendet werden kann. Zur Messung wurde eine Quarzmikro- 
waage (QCM, quartz-crystal microbalance) verwendett6], 
um zum einen die Wechselwirkung von Streptavidin rnit 
Biotinlipidmembranen und zum anderen das Andocken 
eines biotinylierten Antifluorescein-Antikorper-Fragments 
(Fab-Fragments)['] zu untersuchen. 

Fruhere Monoschichtuntersuchungen mit Biotinlipiden 
an der Luft-Wasser-Grenzflache ergaben, daB fur eine feste 
Bindung des Liganden eine hinreichende Beweglichkeit und 
freie Zuganglichkeit der Biotinkopfgruppen gewahrleistet 
sein mu8[33 'I. Da auf einem festen Trlger Beweglichkeit und 
Zuganglichkeit der Kopfgruppen noch kritischer sind, wur- 
den Biotinlipide rnit einem kurzen (1) und einem langen hy- 
drophilen Spacer (2) verglichen. Fur alle Messungen wurden 
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drei Monoschichten der rnit L-a-Dipalmitoylphosphatidyl- 
ethanolamin (L-a-DPPE) gemischten Biotinlipide mittels 
Langmuir-Blodgett(LB)-Technik auf die Goldelektrode ei- 
nes Quarzkristalls iibertragen. Alle Messungen mit der 
Quarzmikrowaage wurden in Pufferlosung (50 mmol Phos- 
phat, pH=7.5) durchgefiihrt. 

Wie erwartet spielt die Spacerlange eine entscheidende 
Rolle bei der Bindung von Streptavidin an Biotinlipide auf 
festen Tragern (Abb. 1). Die Frequenzanderung bei Verwen- 
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Abb. 1. Wechselwirkung von Streptavidin rnit unterschedlichen Lipidmem- 
branen, gemessen iiber die Resondnzfrequenzinderung A,f'einer Quarzmikro- 
waage in Abhangigkeit von der Streptavidinkonaentration c. o reines DPPE, 
A DPPE rnit 5 MOIL% Biotinlipid 1, DPPE mit 5 Mol-70 Biotinlipid 2. 

dung von 5 Mol-% des Lipids 2 mit dem langen Spacer in 
DPPE[*] ist stark von der Proteinkonzentration abhangig. 
Eine Sattigung der Membran rnit Protein wird zwischen 
2.5 x lo-' und 3.5 x l o w 7  M Streptavidin in der Pufferlosung 
erreicht. Die resultierende Sattigungs-Frequenzanderung 
von 65 Hz ist in Einklang mit der Frequenzinderung, die fur 
eine Monoschicht aus Streptavidin mit der Sauerbrey-Glei- 
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chung (in Luft) ermittelt wirdLgl. Im Gegensatz dazu ist die 
maximale Frequenzanderung fur die biotinfreie Membran 
(reines DPPE) und fur die Membran rnit 5 Mol- % des kur- 
Zen Spacerlipids 1 nur 15 Hz. Bei der reinen DPPE-Mem- 
bran ist eine spezifische Streptavidin-Biotin-Wechselwir- 
kung nicht moglich. Deshalb kann auch die mit 1 eintretende 
Frequenzanderung nur aus einer unspezifischen Wechselwir- 
kung von Streptavidin mit der Membranoberflache resultie- 
ren. Diese Ergebnisse zeigen, daR ein hinreichend langer hy- 
drophiler Spacer zwischen der Biotinkopfgruppe und den 
membranbildenden Alkylketten der Biotinlipide notwendig 
ist, um die reduzierte Beweglichkeit der Kopfgruppen zu 
kompensieren und eine gute Bindung der Streptavidin- 
schicht zu ermoglichen. 

Zur Bestimmung des Gehalts an Biotinlipid 2, der notwen- 
dig ist, um eine vollstandige Bedeckung der DPPE/2-Mem- 
bran mit Streptavidin zu erreichen, wurde der Anteil an 2 
systematisch variiert. Es konnte gezeigt werden (Abb 2), daR 
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Abb. 2.  Abhangigkeit der ResonanzfrequenzBndetung vom Gehalt ( c  in Mol- 
%) an Biotinlipid 2 in der Membran. 

bereits rnit 1 Mol- % 2 in der DPPE-Matrix die Sattigungs- 
frequenz von 65 Hz erreicht wird und dalj sich die Frequenz 
auch bei einer Erhohung des Gehalts an 2 bis auf 10 Mol- % 
nicht mehr andert. Dies zeigt, daR unter den gewahlten Be- 
dingungen nach Sattigung der Membran kein weiteres Strep- 
tavidin an der Oberflache adsorbiert wird. 

Das Protein, das fur das Andocken einer zweiten Schicht 
an die Streptavidinmatrix verwendet wurde, ist das Fab- 
Fragment eines monoklonalen Antifluorescein-Antikorpers 
(Klon 4-4-20)[']. Es wurden zwei unterschiedliche Biotinylie- 
rungsverfahren fur das Fab-Fragment verwendet. Die Er- 

Streptavidin- 
matrix 

Fab' 
rnit freier Bindungsstelle 

fur Fluorescein 

Abb. 3. Schematische Darstellung der Bindung eines spezifisch in der Hinge- 
Region biotinylierten Fab-Fragments (Fab) an eine zweidimensionale Strept- 
avidinschicht. Die resultierende, mit F a b  funktionalisierte Streptavidinschicht 
kann als Matrix zur weiteren Bindung von fluoresceinhaltigen Molekiilen die- 
nen. 

gebnisse in Abbildung 4 wurden rnit einem Fab-Fragment 
erhalten, das rnit einem aminogruppenreaktiven Reagens 
unselektiv biotinyliert wurde (siehe Experimentelles), die in 
Abbildung 5 dagegen mit einem Fab-Fragment, das selektiv 
in der Hinge-Region uber eine Disulfidbrucke monobiotiny- 
liert wurde (Fab). Dies fuhrt. zu einer Schichtstruktur, bei 
der die Antigen-Bindungsstellen fur Fluorescein der Subpha- 
se zugewandt sind (Abb. 3). 

Abbildung 4 zeigt den zeitlichen Verlauf der Wechselwir- 
kung von Streptavidin rnit einer biotinhaltigen Membran 
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Abb. 4. Zeitlicher Verlduf der Bindung von Streptavidin an eine Lipidmem- 
bran rnit 5 Mol-% 2 und die Wechselwirkung der entstandenen Streptavidin- 
matrix mit nichtbiotinyliertem und biotinyliertem Fab-Fragment. 

(5 Mol-% 2 in DPPE) und der resultierenden Streptavidin- 
schicht mit nicht biotinyliertern und rnit biotinyliertem Fab- 
Fragment. Die Sittigung der Membran rnit Streptavidin 
( 5  x M) ist sehr schnell, und die bereits diskutierte Satti- 
gungs-Frequenzanderung von 65 Hz ist schon nach sechs 
Minuten erreicht. Die rnit Streptavidin bedeckte Membran 
wurde mit Pufferlosung gewaschen, in eine neue Pufferlo- 
sung uberfuhrt und ein zweites Ma1 rnit Streptavidin inku- 
biert. Dies fuhrte zu keiner Frequenzanderung, was zeigt, 
dal3 die Streptavidinschicht fest an die Membranoberflache 
gebunden ist. Um zu uberprufen, ob eine zweite Protein- 
schicht unspezifisch gebunden wird, wurde ein nicht biotiny- 
liertes Fab-Fragment injiziert (1,8 x lo-'  M). Das Fehlen 
einer Frequenzanderung (siehe Abb. 4) beweist, daD 
keine signifikante unspezifische Wechselwirkung zwischen 
Streptavidin und dem Fab-Fragment auftritt. AnschlieRend 
wurden 3.5 x lo-* M des Bio-Fab-Fragments in die Pufferlo- 
sung injiziert. Die jetzt sofort einsetzende langsame, aber 
signifikante Frequenzanderung erreicht einen Sattigungs- 
wert bei 55 Hz relativ zur ursprunglichen Sattigungs-Fre- 
quenzanderung (Abb. 4), was auf eine dichte Packung der 
Bio-Fab-Molekule an der Streptavidinschicht hinweist. Die- 
ses Ergebnis konnte durch Ellipsometrie-Untersuchungen 
rnit den gleichen Proteinen an der Luft-Wasser-Grenzflache 
bestatigt werden[lO]. 

Fur den Aufbau von definierten Proteinmultischichten 
wares von Interesse, ob rnit dem selektiv monobiotinylierten 
Fab-Fragment ebenfalls eine dichtgepackte zweite Protein- 
schicht erhalten werden kann. Die Ergebnisse dieser Experi- 
mente sind in Abbildung 5 als Bindungskurve darge- 
stellt. Die spezifische Wechselwirkung zwischen F a b  und 
Streptavidinmatrix fuhrt zu einer rnit steigender Konzentra- 
tion an Fab' zunehmenden Frequenzanderung, bis wieder 
ein Sattigungswert von etwa 50 Hz fur eine Fab-Konzentra- 
tion von 1 x lo-' M erreicht wird. Dies deutet auf die Bil- 
dung einer zweiten dichtgepackten Proteinschicht (Fab- 
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stand mit Chloroform aufgenommen. Nach chromatographischer Reinigung 
konnten 220 mg des Biotinlipids 2 rein erhalten werden. Seine Struktur wurde 
durch Elementaranalyse und ' H-NMR-Spektroskopie (400 MHz) bestltigt. 

Eingegangen am 27. Dezember 1991, 
gekurzte Fassung am 20. Februar 1992 [Z 50961 
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Fragment) rnit freien Bindungsstellen fur Fluorescein hin 
(siehe Abb. 3) .  Wiederum ergab das Kontrollexperiment mit 
nicht biotinyliertem Fab-Fragment keine detektierbare Fre- 
quenzanderung (nicht gezeigt). 

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, daB Messungen 
mit der Quarzmikrowaage es ermoglichen, zwischen spezifi- 
scher Bindung und unspezifischer Adsorption von Streptavi- 
din an Biotinlipidmembranen zu unterscheiden. Mit der ge- 
bildeten Streptavidinschicht als Matrix wurde das Andocken 
von monoklonalen Fab-Fragmenten mit der Quarzmikro- 
waage verfolgt. Ganz allgemein kann mit dieser Methode der 
Aufbau von oberflachengebundenen, hochorganisierten 
Proteinmatrices, die eine breite Vielfalt von Bindungsspezifi- 
titen aufweisen, untersucht werden. 

Experimentelles 
Die Resonanzfrequenz des Piezokristalls einer Quarzmikrowaage reagiert emp- 
findlich auf Massenlnderungen an der Oberflache der aufgedampften Gold- 
elektrode. In Fliissigkeiten kann die Beziehung zwischen adsorbierter Masse 
und Frequenzlnderung allerdings sehr komplex sein [l l] .  In Luft wird die 
Frequenzanderung, die aus einer bestimmten adsorbierten Menge resultiert, 
durch die Sauerbrey-Gleichung beschrieben [9]. Daher kann rnit der QCM- 
Technik im Prinzip der Proze5 der Bindung von Proteinen an Membranen 
quantifiziert werden. Dariiber hinaus kann der zeitliche Verlauf der Wechsel- 
wirkung verfolgt werden. Der von uns verwendete experimentelle Aufbau, ist 
bereits fruher beschriehen worden [6]. Die verwendeten Kristalle haben eine 
Resonanzfrequenz von 9 MHz. 
Die LB-obertragung der Lipidmembranen wurde mit einer Geschwindigkeit 
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[XI Da die LB-Ubertragung der homogenen Lipidmischung im festanalogen 

Zustand der Monoschicht bei 40 mN m-'  durchgefuhrt wurde, hetragt der 
Flachenbedarf fur ein Lipidmolekul ungefilhr 40 A*. 5 Mol-% Biotinlipid 
entsprechen ungefahr sieben Biotinlipidmolekiilen auf einer Fllche, die 
von zwei Streptavidinmolekulen bedeckt wird (5000 A,). 
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te demnach eine Frequenzabnahme von 63 Hz bewirken. Bedingt durch 
die rduhe Goldoberflache der Elektrode kann das aber nur eine ungefahre 
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von 1 cm min-' bei einem Oberflichendruck von 40 mN m-'  ( T  = 22 "C) aus 
der festanalogen Phase der Lipidschicht heraus durchgefuhrt. Dies resultiert in Ein metauorganisches Analogon der 
einer dichten Packung und gerinnen lateralen Mobilitit der Lipide auf den Criss-cross-Cscloaddition" * - - -  
festen Trigern. Fur die gemischten Membranen aus DPPE und Biotinlipid 
wurden Chloroformlosungen der Lipide vor dem Spreiten gemischt. Die Mes- 
sungen wurden in Pufferlosung durchgefuhrt (50 mmol Phosphatpuffer, pH 
7.5). Der Nullwert.f, und die Anderung in der Resonanzfrequenz des Quarzes 
Af=fb - f ( t )  wurden als Funktion der Proteinkonzentration in der Pufferlo- 
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sung aufgezeichnet. 

Inc.. Eueene. Or 97402. USA) durcheefuhrt. die selektive Biotinvlierunz in der 

Der seit 1917['] bekannte Aufbau von 1,s-Diazabicy- 
clo[3.3.0]octan-Derivaten [GI. (a)] durch aufeinanderfolgen- 
de [3 + 21-Cycloadditionen von Azinen an 1,3-Dipolarophile 

Die unselektive Biotinylierung des Fab-Fragments wurde rnit 6-[6-(P-Biotinoyl- 
amino)hexanoylamino]hexans~uresuccinimidester (B-1606 Molecukar Probes, - , -  
Hinge-ReDon mit N-[6-~-B~otinoylamino)hexyl]-3-(2-pyridyldithio)propion- wird alkemein als Criss-cross-Reaktion bezeichnet[*]. Elek- . .  
amid (21341 Pierce, Rockfort. IL 61 105, USA). 1 wurde wie schon beschrie- 
hen [12] synthetisiert, 2 folgendermdaen erhalten: 4 g (6.3 mmol) N ,  N-Diocta- 
decyldiglycolsluremonoamid [I31 wurde rnit 1 .I g (6.8 mmol) Carbonyldi- 
imidazol in 30 mL wasserfreiem THF 2 h unter Ruckflu5 erhitzt, um den ent- 

tronenr&he ~~i~~ reagieren normalerweise mit elektronen- 
armen Alkenen, haufig jedoch erst bei erhohter Temperatur 
und verlangerter Reaktionszeit. Dagegen reagieren Azine 

sprechenden Imidazoldktivester zu erhalten. Die resultierende Losung wurde 
unter Ruhren zu einer Losung von 8 g (54 mmol) 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan 
in 50 mL wasserfreiem THF getropft. Nach Beendigung der dunnschichtchro- 
matographisch (Laufmittel: CHCLJMeOH 5jl) verfolgten Reaktion (20 min) 
wurde das Losungsmittel abgezogen, der Riickstand in Chloroform aufgenom- 
men, mit Wasser extrahiert, um den UberschuD an Diamin zu entfernen, und 
durch Chromatographie gereinigt. Es wurden 2.8 g N,N-Dioctadecyl-l4-ami- 
no-5-oxo-3,9, 12-trioxa-6-azatetradecauslureamid (DODA-E0,-NH,) erhal- 
ten. 300 mg (0.39 mmol) DODA-E0,-NH, und 133 mg (0.39 mmol) N-Hy- 
droxysuccinimidobiotin wurden in 10 mL wasserfreiem Dimethylformamid 
gelost und bei Raumtemperatur umgesetzt, his dunnschichtchromatographisch 
kein DODA-E0,-NH, mehr nachgewiesen werden konnte (Laufmittel CHCIJ 
MeOH lO/l) .  Das Losungsmittel wurde im Vakuum abgezogen und der Ruck- 
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