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Lipidmembranen

” I takes a membrane to make sense out of disorder in biology. You
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have to be able to catch energy and hold it, storing precisely the

needed amount and releasing it in measured shares.“ Die heraus-
ragende Rolle von Domdnen und ,, Rafts“ fiir das von Lewis Thomas
in The Lives of Cells so treffend beschriebene Verhalten von Lipid-

membranen ist Gegenstand dieses Aufsatzes. Erldutert wird der

experimentelle Nachweis, der Aufbau und die Bildung von Dominen
sowie die Eigenschaften von Rafts — einer speziellen Form von

Domine — und ihr moglicher Einfluss auf menschliche Krankheiten.

Lipide, Polymere und Proteine konnen zu solchen Mikro- und

Nanostrukturierungen innerhalb einer Membran beitragen, wodurch

ein neuer Typ struktureller Ordnung in Doppelschichtmembranen
entsteht. Ein Verstindnis fiir diese unterschiedlichen Arten von
Ordnungen innerhalb selbstorganisierter Systeme zu vermitteln, ist

vorrangiges Ziel dieses Aufsatzes.

1. Einfiihrung

Lipide sind wesentlich komplexer aufgebaut als andere
biologische Bausteine wie Polynucleotide, Proteine und Poly-
saccharide, die als kovalente Kettenmolekiile keine schnellen
Sequenzidnderungen eingehen konnen. Lipide ordnen sich
durch nichtkovalente Bindungen ,,von selbst an und konnen
sich innerhalb der so gebildeten Membranen auf unter-
schiedliche Arten frei verschieben. Um sich die Bewegungs-
moglichkeiten der Lipide zu veranschaulichen (Abbildung 1),

Abbildung 1. a) Lipiddoppelschichtmembran; b) Aufbauprinzip einer
Vesikel.

muss man sich eine Biomembran als Doppelschicht vor-
stellen, wobei sich die polaren Gruppen an der Membran-
oberfliche befinden und die hydrophoben Ketten in das
Membraninnere gerichtet sind. Je nach Lipid- und Membran-
aufbau kann sich ein Lipidmolekiil zwischen den beiden
Membranschichten durch laterale Diffusion verschieben,
durch einen Flip-Flop-Prozess von einer Schicht zur néchsten
springen oder sich vollstindig von der Membran abtrennen.
Wie im Folgenden gezeigt wird, sind die Eigenschaften
solcher Membranen grofteils von dieser hohe Bewegungs-
freiheit der Lipidbausteine bestimmt.
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Wenn eine Membran mindestens zwei Lipide enthilt (was
meistens der Fall ist), so besteht die Moglichkeit, dass sich
eine der Lipid-Komponenten als Doméne organisiert. Spe-
zielle Dominen (,,Rafts“), die unter anderem mit Cholesterin
und Sphingolipiden angereichert sind, wurden in jiingster Zeit
mit Signaliibertragung und ,,membrane trafficking” in Ver-
bindung gebracht."! Dominen und Rafts sind Gegenstand
dieses Aufsatzes, wobei der thematische Schwerpunkt auf
chemischen Aspekten liegt.

Als nidchstes gilt es, den Begriff der Vesikel (des
Liposoms) niher zu definieren. Vesikeln sind geschlossene
Hohlkugeln mit einer Doppelschichtmembran als Auflen-
hiille (Abbildung 1). Es gibt eine Reihe von Methoden zum
Aufbau von Vesikeln, fiir unsere Zwecke geniigt es jedoch
zu wissen, dass Lipide eine natiirliche Affinitidt zur Bildung
von Vesikeln haben. Die Einwirkung starker Scherkrifte auf
die Lipide, wie sie z. B. durch Ultraschall oder Filtration durch
pordose Membranen induziert werden, kann diesen Prozess
erleichtern. Durch die Wahl der geeigneten Lipide oder
Lipidmischungen lassen sich die Eigenschaften der Membran
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hinsichtlich Temperaturstabilitdt, Steifheit, elektrischer
Ladung, Oberflichenbeschaffenheit und Vesikelgrofe leicht
einstellen. So sind unter anderem folgende Vesikeltypen in
der Literatur beschrieben (unilamellar deutet hierbei auf
lediglich eine Doppelmembran-Hiille hin): kleine unilamel-
lare Vesikeln (SUVs) mit einem Durchmesser von 30 bis
100 nm, groBe unilamellare Vesikeln (LUVs) mit einem
Durchmesser von 100 bis 200nm und Riesenvesikeln
(GVs), deren GroBe von 1 bis 100 um reicht (im Licht-
mikroskop sichtbar). Als einfache und wirklichkeitsgetreue
Nachahmungen von Biomembranen sind Vesikeln ein wich-
tiges Instrument in der modernen Doménen- und Raft-
Forschung.

Wie bereits erwéhnt, sind Biomembranen gewohnlich aus
Lipidmischungen aufgebaut. Die Hauptbestandteile sind
Phospholipide, Glycerolipide, Sphingolipide und Cholesterin
neben einer Vielzahl von Nebenkomponenten wie Lysolipi-
den, Glycolipiden und Cerebrosiden. Zusammen mit mem-
brangebundenen Proteinen, die bis zu 70% der Membran-
oberfliche belegen, entsteht so ein duBlerst komplexes
System. Jeder Zelltyp und sogar jeder einzelne Membrantyp
innerhalb einer Zelle hat eine charakteristische Lipidzusam-
mensetzung (d.h., die prozentualen Mengenverhiltnisse der
einzelnen Lipide unterscheiden sich).”! Auch wihrend des
Zellwachstums unterliegt die Zusammensetzung der Lipide
gewissen Schwankungen und kann sogar von der Ernih-
rungsweise abhingen.”) Verglichen damit nimmt sich die
Kombination von vier Nucleotiden oder zwanzig Aminosiu-
ren geradezu trivial aus, zumal ihr kovalenter Verkniipfungs-
modus zu mehr oder minder stabilen und innerhalb der Zelle
einheitlichen Sequenzen fiihrt.

Frither wurde angenommen, dass die intermolekularen
Kréfte zwischen Lipidmolekiilen relativ gering sind und eine
statistische Verteilung der Lipide innerhalb einer Membran
resultiert. Wie bereits erwihnt, folgt jedoch aus neueren
Untersuchungen, dass sich Lipide zu Doménen und Rafts
zusammenlagern, die die Membraneigenschaften maf3geblich
beeinflussen. Abbildung 2 verdeutlicht zwei Arten der Ent-
mischung einer Doppelschichtmembran aus zwei unter-
schiedlichen Lipiden: a) Lipide konnen sich innerhalb einer
Schicht durch laterales Clustering anordnen, wobei Doménen
und Rafts gebildet werden. b) Die beiden Lipidtypen konnen
sich selektiv zu entgegengesetzten Membranschichten anord-
nen (vertikale Phasentrennung). Beide Prozesse treten
sowohl in natiirlichen (Zellen) als auch synthetischen Syste-
men (Vesikeln) auf.
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Abbildung 2. Gemischte Lipiddoppelschicht mit zwei Haupttypen der
Phasenseparierung zweier doppelkettiger Lipide: a) laterale Phasense-
paration, b) vertikale Phasenseparation.

Wenn mehr als zwei Lipide am Aufbau einer Membran
beteiligt sind, wird der Mechanismus der Doménen- und
Raftbildung wegen der vielfiltigen Wechselwirkungen
wesentlich komplizierter. Jede Doménen- und Raftbildung
ist ein Phasensegregationsprozess, der durch Anderung
dullerer Parameter wie der Temperatur, der ionischen
Ladung oder des Kompressionsdrucks einer Monoschicht-
membran ausgelost wird. Auch der Einbau von Makromole-
kiillen in eine Doppelschicht kann eine Umlagerung der
Lipide in Doménen und Rafts bewirken.

2. Experimentelle Grundlage der Domdnen- und
Raft-Forschung

In diesem Abschnitt werden wir die experimentellen
Ansdtze zur Identifizierung und Charakterisierung der
Dominenbildung vorstellen. Wir beginnen mit vier dlteren
Arbeiten, die auch nach mehr als zwei Jahrzehnten noch
auferst aufschlussreich sind und den Gesamtkontext ver-
deutlichen sollen. Im Anschluss daran werden neuere Expe-
rimente zu Doménen und Rafts présentiert.

Jacobson und Papahadjopoulos'® beschrieben 1975 die
Erzeugung einer Lipiddomine (damals als ,molekulare
Segregation” oder ,Phasenseparation” bezeichnet) durch
Versetzen einer gemischten Lipidmembran mit Ca’*-Ionen.
Zur Erlduterung dieses Experiments soll zunichst der so
genannte ,,Gel-Fliissigkristall-Phasentibergang* (hier kiinftig
als Fest-fluid-Phaseniibergang bezeichnet) erkldart werden.
Hierbei geht die Doppelschicht in einem hoch kooperativen
Prozess von einem geordneten in einen ungeordneten
Zustand iber, sobald eine Phaseniibergangstemperatur 7,
iiberschritten ist. Bei diesem schmelzéhnlichen Vorgang
dehnt sich die Doppelschicht lateral aus und wird diinner,
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da die unterhalb von T, vorliegende all-trans-Konformation
der linearen Ketten durch Rotation von Lipidmolekiilen in
diverse gauche-Konformationen tiibergeht. FEine gingige
Technik zur Bestimmung von T, ist die Dynamische Diffe-
renz-Kalorimetrie (DSC). Bei dieser Methode wird eine
Membransuspension langsam in einem Kalorimeter aufge-
heizt und die Temperatur abgelesen, bei der ein endothermer
Peak auftritt.
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DPPC 1

Das Lipid Dipalmitoylphosphatidylcholin (1, DPPC) hat
eine scharf ausgeprigte Ubergangstemperatur von 42°C.
Eine Mischung aus 34 % DPPC und 66 % Rinderhirn-Phos-
phatidylserin (PS, DP-freies 2) zeigt im DSC-Spektrum
dagegen ein breites Signal zwischen 5 und 28°C, das sich in
Gegenwart von 10 mm Ca®* in zwei Signale bei 29 und 42°C
aufspaltet. Dieses Ergebnis bedeutet, dass durch Phasense-
paration ,reine“ DPPC-Dominen gebildet wurden (ange-
zeigt durch das 7,-Signal bei 42°C); Ursache ist die
Komplexbildung der PS-Carboxylatgruppen mit den Ca®*-
Tonen.

Hartmann und Galla beschrieben 1978 die Polylysin-
induzierte molekulare Organisation eines Lipids in einer
Doppelschichtmembran. Um nachzuweisen, dass die Assozia-
tion von Membranen mit Peptiden die Zusammenlagerung
anionischer Lipidmolekiile zu Doménen auslost, wurden
Methoden wie Spinmarkierung, Fluoreszenz- und Elektro-

nenmikroskopie eingesetzt. Die Fluoreszenzex-

‘O perimente sollen hier ndher vorgestellt werden.
O‘ Pyren (4) bildet 1:1-Komplexe (Excimere)
Pyren 4 bestehend aus je einem Monomer im Grundzu-
stand und im ersten angeregten Singulett-
Zustand. Die Fluoreszenz der Monomere und
die Emission des Excimers sind spektral klar voneinander
getrennt. Beim Ubergang von einem fluiden in einen festen
Membranzustand (z.B. durch Absenken der Temperatur
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unter 7,,) reichert sich Pyren in den fluiden Membranab-
schnitten an, die eine zeitlang mit der festen Membran
koexistieren. Anschaulich beschrieben ,,quetscht® die feste
Membran Pyren aus, das sich in der fliissigen Phase kon-
zentriert. Dabei ist ein erhohtes Excimer-Monomer-Fluores-
zenzverhiltnis zu beobachten.

Aus dem anionischen Lipid Dipalmitoylphosphatidsdure
(3, DPPA; T,,=50°C) und 3 Mol-% Pyren (4) kann eine
Vesikelmembran hergestellt werden. In einem Experiment
wird die Probe dann bei 60°C (hier liegt das Lipid fliissig vor)
mit Polylysin, einem Polykation, versetzt. Die Polylysinmole-
kiile binden durch elektrostatische Wechselwirkungen an die
anionischen Vesikeln, sodass sich das anionische Lipid an den
Bindungsstellen zu einem festen Aggregat ordnet (Abbil-
dung 3). Nachgewiesen wurde diese Doménenbildung durch
das erhohte Verhiltnis zwischen Excimer- und Monomer-
Emission nach der Polylysin-Zugabe, das belegt, dass sich
Pyren im fliissigen Lipid, d.h. auBlerhalb der Polylysin-
induzierten festen Phase, angereichert hat.
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Abbildung 3. Dominenbildung durch elektrostatische Wechselwirkung
zwischen Polylysin und einem anionischen Phospholipid. Mit Geneh-
migung von Elsevier Science aus Lit. [7].

Shimshick und McConnell untersuchten in den frithen
70er Jahren!® die laterale Phasentrennung in Phospholipid-
membranen mit EPR-Spektroskopie. Die Methode beruhte
auf der Verteilung von 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-N-Oxid
(5, TEMPO) zwischen dem Innenraum einer fluiden Mem-
bran und dem Umgebungswasser. Wenn die
Temperatur unter T, gesenkt wird, wechselt die ~ HG _{_ cH,
Doppelschichtmembran ihren Aggregatszu- HaCQCHa
stand von fluid nach fest, und TEMPO wird in
die wissrige Phase abgeschieden. Da die Probe TEMPO 5
in der fluiden Membran und in Wasser unter-
schiedliche EPR-Eigenschaften hat, konnen die Konzentra-
tionen in beiden Umgebungen eindeutig bestimmt werden.
Wenn die Membran z.B. 50% TEMPO in das Umgebungs-
wasser freisetzt, so kann geschlossen werden, dass sich 50 %
der Membran zu festen Doménen geordnet hat. Unstetig-
keiten in Phasendiagrammen (d.h. Auftragungen von Pha-
senzustidnden bei unterschiedlichen Temperaturen und Lipid-
verhiltnissen) werden als Beweis fiir spontane Doménen-
bildung angesehen.

Bei einer bindren Mischung zweier Phosphatidylcholine,
deren gesittigte Kettenenden sich um lediglich zwei C-
Atome in ihrer Liange unterscheiden, kann eine ideale
Mischung beobachtet werden. Demnach bildet eine Mischung
aus DMPC (Dimyristoylphosphatidylcholin; zwei C,4
Ketten) und DPPC (zwei C,c-Ketten) eine einzige homogene
feste Phase. Bei 30°C und einem Anteil von 0-25 Mol-%
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DPPC liegt die Doppelschichtmembran laut EPR-Messungen
in fluidem Zustand vor, bei 25-60 Mol-% DPPC werden
fluide und feste Phasen nebeneinander nachgewiesen, und bei
einem DPPC-Gehalt iiber 60 Mol-% wird cine feste, ein-
heitliche Membran als ideale Mischung beobachtet. Wenn
sich die Kettenlédnge zweier Phospholipide um mehr als zwei
C-Atome unterscheidet oder wenn die Lipide unterschiedli-
che Kopfgruppen tragen (z.B. Phosphatidylcholin und Phos-
phatidylethanolamin), kénnen heterogene Festphasen ent-
stehen. Unter der Voraussetzung, dass sich das Gleichgewicht
hinreichend langsam innerhalb der festen Phase einstellt,
kann es zu einer Wanderung der Lipide in der Doppel-
schichtmembran unter Bildung von Monolipidclustern
kommen. Dieser einfache Typ der Doménenbildung ist bei
fluiden Membranen zwar bekannt, wird dort aber selten
beobachtet.

Wilkinson and Nagle! setzten 1979 eine dilatometrische
Methode ein, um Nichtmischbarkeiten (Doménen) in binéren
Mischungen von DMPC (zwei C,-Ketten) und D-C,PC
(zwei C,-Ketten) nachzuweisen. Sie stellten multilamellare
Vesikeln her, indem sie die beiden Lipide in Chloroform
l6sten, das Losungsmittel entfernten und den entstandenen
Film mit Wasser versetzten. Alternativ dazu wurde das
Lipidgemisch in Wasser suspendiert, oberhalb von 7, mit
Ultraschall verteilt, vom Wasser befreit und anschlieBend
erneut in Wasser suspendiert. Dilatometrische Messungen
zeigten bei Losungen von 10-15mgmL~' einen abrupten
Anstieg des spezifischen Volumens, sobald die Temperatur
iiber T, stieg.

DMPC und D-C,PC haben T,-Werte von etwa 24 bzw.
63°C. Das Phasendiagramm (basierend auf dilatometrischen
Daten) zeigt einen konstanten Fest-fluid-Ubergang bei 24 °C
fiir Vesikeln mit einem Gehalt von 1-90 Mol-% D-C,,PC in
DMPC. Dies belegt, dass D-C,,PC aus der DMPC-Phase
segregiert und die ,normale“ Ubergangstemperatur des
reinen DMPC (T,,=24°C) nicht beeinflusst.

NAP-22, ein Protein aus Rattenhirn, wurde mit hydro-
phoben Myristoyl-Ketten derivatisiert. In-vitro-Experimen-
ten zufolge bindet es ausschlieBlich an Cholesterin-haltige
Vesikeln. In einer kiirzlich publizierten Arbeit untersuchten
Epand etall die Frage, ob NAP-22 aufgrund seiner
Cholesterin-spezifischen Bindungseigenschaften die Bildung
von Cholesterin-angereicherten Doménen in Biomembranen
induzieren kann. Methode der Wahl war unter anderem die
In-situ-Kraftmikroskopie (In-situ-AFM). In den Experimen-
ten wurde zunichst ein Film, bestehend aus Dioleoylphos-
phatidylcholin (DOPC) und 40 Mol-% Cholesterin, hydrati-
siert. Durch Ultraschallbehandlung wurden kleine Vesikeln
erzeugt (1 mgmL™") und anschlieBend in eine AFM-Fliissig-
zelle, die zuvor mit einem Stiick frisch gespaltenem Glimmer
versehen wurde, injiziert. Dabei wurde die spontane Bildung
von Doppelschichten auf dem Glimmertrdger beobachtet.
Nach anschlieBendem Spiilen der Zelle mit Pufferlosung
wurde ein Referenzbild einer proteinfreien Probe aufge-
nommen, die Zelle mit NAP-22-Losung versetzt und erneut
vermessen. Die Oberfldchenbeschaffenheit der tragerfixier-
ten Doppelschicht &dnderte sich bei der NAP-22-Zugabe
deutlich: Widhrend die proteinfreie Membran eine glatte
Oberflache aufwies, wurde in Gegenwart von NAP-22 eine
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etwa 1 nm dicke ,,Proteindecke* beobachtet. Da der Durch-
messer eines NAP-22-Molekiils etwa 3.7 nm betrégt, weist
dieses Ergebnis auf eine teilweise Einbettung des Proteins in
die Lipiddoppelschicht hin. Genaueren AFM-Untersuchun-
gen zufolge enthielt die Proteindecke proteinreiche Regio-
nen, die rdumlich isoliert und in ihrer Hohe abgesetzt waren.
Aufgrund von Circulardichroismus-Spektren und DSC-Expe-
rimenten wird vermutet, dass die NAP-22-induzierten Doma-
nen tatsédchlich eine erhohte Konzentration an Cholesterin
aufweisen.

Ein wohl einzigartiger experimenteller Ansatz ist der von
Regen etal! beschriebene Thiolat-Disulfid-Austausch.
Untersucht wurden Lipiddimere, die durch eine S-S-Gruppe
verkniipft sind. Wenn zwei unterschiedliche Lipid-Homodi-
mere (R'-S-S-R' (6) und R*-S-S-R? (7)) in gleichen Anteilen

¢, n—lo

€, H,—0 [ o

17 _(”)— O*E‘T*O\/\Nk/\s/};

H

Disulfid-Lipid 6

(‘H[{Zi(){

C 0 0 0

13 7_(r)r O_g_()\/\ﬁ)l\/\s/}z/
Disulfid-Lipid 7

gemischt werden, stellt sich in Gegenwart eines Katalysators
das Gleichgewicht (1) ein. Sofern die Bildung der Homodi-
mere nicht bevorzugt ist, wird idealerweise ein statistisches
Verhiltnis zwischen Hetero- und Homodimeren von 2:1:1
erwartet.

R!-S-S-R! + R?-S-S-R* = R!'-S-S-R? 1)

Die beiden Phospholipid-Homodimere 7 und 6 (eines mit
Ci4, das andere mit Cg-Ketten) wurden gemischt und im
Inneren einer unilamellaren Riesenvesikel &quilibriert.
Gemil HPLC-Analyse betrug der Anteil an Heterodimer
innerhalb der Vesikel 1.55, was einer nichtstatistischen
Verteilung der Lipiddimere bei einer bevorzugten Bildung
der Homodimere entspricht. Dieser Effekt wurde als ,,nearest
neighbor recognition® bezeichnet, allerdings konnte auch
eine intramolekulare Priiferenz von R fiir R' und/oder R? fiir
R? eine Rolle spielen. (Interessanterweise wurde die statis-
tische 2:1:1-Verteilung erhalten, wenn die beiden Homodi-
mere in der Doppelschicht mit 50 Mol-% DPPC gemischt
wurden.) Eine unmittelbare Erklarung fiir den Faktor 1.55,
etwa anhand von Doménenengréf3e und -zusammensetzung,
ergibt sich jedoch nicht.

Im Folgenden beschreiben wir Experimente mit Zell-
membranen, die direkten Aufschluss tiber Lipidzusammen-
setzungen in Membrandoménen geben. Membrankomponen-
ten tierischer Zellen werden gewohnlich durch nichtionische
Detergentien bei niedrigen Temperaturen gut geldst, aller-
dings wurde entdeckt, dass ein Teil der Zellmembranlipide
von Sdugern unloslich ist. Wie mit Elektrospray-Ionisation-
Massenspektrometrie (ESI-MS) nachgewiesen wurde, sind
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diese unloslichen Bestandteile mit Cholesterin angerei-
chert.'"” Diese ,Lipid-Rafts“ liegen innerhalb der Mem-
brandoppelschicht als fliissig-geordnete (I,) Dominen in
Nachbarschaft zu fliissig-ungeordneten (I;) Doménen vor
(1,- und 1;-Doménen sind beide fluid, aber von unterschied-
lichem Typus). Die einzelnen Membrankomponenten der 1
und der l;-Doméinen wurden nach Behandlung der unl6sli-
chen bzw. 16slichen Bestandteile mit Detergentien chemisch
analysiert.

Silvius et al.'® untersuchten die Lipidverteilung innerhalb
der Rafts mithilfe von Fluoreszenz-Quenching. Dieses Expe-
riment umfasst, vereinfacht geschildert, Membrandoppel-
schichten mit unterschiedlichen Komponenten (die unter
(a) und (b) genannten kommen in den meisten biologischen
Rafts vor): a)eine Sphingolipid-Phospholipid-Mischung,
b) zusétzlich 33 Mol-% Cholesterin, c) zusitzlich geringe
Mengen eines fluoreszierenden Phospholipids (z.B. 8),

0 CH,
C,s”;,‘LO HGC\(S;o
s el o

0 0-P-0 .

(|3 \/\E)j\/S N\ 0
H,C
Bimta-Lipid 8
o
CHy(CH,),-CH=CH-(CH,)—L-0
CH3(0H2)7-CH=CH-(CH2)7T(){ o e HCcH,
0 0-P-0 I
NN —
o ) N-O
H.C
= nc CH,
TEMPO-Lipid 9

d) zusitzlich ein spinmarkiertes Phosphatidylcholin (z.B. 9)
als Fluoreszenzquencher. Die Quenchkurven der fluoreszie-
renden Sonden wurden bei steigendem Anteil (0-100%) an
spinmarkiertem Phosphatidylcholin (beziiglich der Mischung
aus unmarkiertem Sphingolipid und Phospholipid) aufge-
nommen.

Es wurden zwei Typen von Quenchkurven beobachtet:
Der eine Kurvenverlauf war in Einklang damit, dass die
Lipidkomponenten iiber den gesamten Bereich der Zusam-
mensetzung der Doppelschicht eine einzige Phase bilden, ein
zweiter Verlauf lie3 auf eine I,-1;-Phasentrennung schlieen.
Die Analysen belegen unter anderem, dass sich ein fluores-
zierendes Phospholipid, das zwei gesittigte C,-Ketten ent-
hilt, bereitwillig in einer l,-Doméne verteilt, wiahrend Lipide
mit zwei C-Ketten nur bedingt in die Rafts eindringen
konnen. Lipide mit zwei cis-Doppelbindungen zeigen schlief3-
lich keinerlei Tendenz mehr zur Verteilung in 1,-Phasen.

In einem abschlieBenden Beispiel fiir die experimentellen
Methoden in der Dominen- und Raft-Forschung soll die
Spreitung eines Lipidfilms mit der Dicke einer Molekiillage
auf einer Wasseroberfliche unter Verwendung einer Lang-
muir-Filmwaage vorgestellt werden (Abbildung 4).1* In
dieser Versuchsanordnung liegt die Monoschicht als eine
rechteckige Fliache vor, die auf einer Seite von einer beweg-
lichen Barriere, auf der anderen Seite von einem Schwimmer,
der mit einem Torsionsdraht verbunden ist, begrenzt wird.
Wenn die bewegliche Barriere den Film staucht (d.h. seine
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Abbildung 4. Das Verhalten eines Lipids auf einer Langmuir-Filmwaage
in den einzelnen Stadien seiner Phasenzustande. Mit Genehmigung
von Elsevier Science aus Lit. [14a].

Fliache verkleinert), erhoht sich der Oberflichendruck, der
direkt durch die Schwimmervorrichtung gemessen werden
kann. Durch die Verkleinerung der Fldache kann es zu einer
Neuausrichtung der Molekiile aus ihrer horizontalen in eine
platzsparende vertikale Position kommen. Auf diese Weise
lasst sich die Orientierung von Molekiilen nicht nur beein-
flussen, sondern auch bestimmen, indem man die Fldche pro
Molekiil im Lipidfilm mit der Molekiildimension vergleicht.

Was hat dies mit Doppelschichten zu tun? In einem
komprimierten Lipidfilm befinden sich die Kopfgruppen in
der Wasserphase, wihrend die lipophilen Ketten mehr oder
minder herausragen. Eine halbe Doppelschicht kann &hnlich
betrachtet werden, weshalb die durch Langmuir-Experimente
erhaltenen Informationen tiber die Packung einer Lipidmo-
noschicht durchaus auf Doppelschichtsysteme iibertragbar
sein sollten. Ein Experiment durch Janshoff et al.'*! soll dies
verdeutlichen: Es wurde eine Monoschicht aus DPPC und
DPPS (4:1) hergestellt, die 1 Mol-% eines fluoreszierenden
Phosphatidylcholins enthielt. Nach Auftragen dieses Films
auf eine reine Wasseroberfldche konnte man im Fluoreszenz-
mikroskop kreisformige schwarze Doménen (dhnlich einem
Leopardenmuster) erkennen, die etwa 19% der Filmober-
fliche in Anspruch nahmen. Bei Erhohung des Drucks auf
den Film auf 4 mNm ' wuchsen die schwarzen Flecke kon-
tinuierlich an. Diese Bereiche wurden als DPPS-angerei-
cherte Doménen interpretiert, die das fluoreszierende Phos-
phatidylcholin verdringt hatten. Filme an einer Luft-Wasser-
Grenzfliche haben einen entscheidenden Vorteil gegeniiber
vesikuldren Systemen: Phasendnderungen konnen leicht
durch duleren Druck induziert werden.

3. Phasenseparation und Domdnenbildung in
Lipiddoppelschicht-Modellen

Laterale (d.h. innerhalb einer Schicht) und vertikale
Phasentrennungen (d.h. zwischen Schichten) in einer Dop-

pelschicht konnen entweder spontan oder durch externe
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Stimulation, gekoppelt oder separat auftreten. Wie aus
Abbildung 5 hervorgeht, gibt es eine Vielzahl externer
Stimuli, die eine Phasenseparation innerhalb einer Doppel-
schicht auslosen und so die Membranstruktur beeinflussen

Adhésion, Insertion, Temperatur
) ﬁ M lonenstarke, chemische Reaktion

JULUL

o T - I
[ -2 -~ D

Abbildung 5. Phasentrennung in Lipidmembranen: 1) Laterale Phasen-
separation zweier Lipide; 1) externe Effekte fihren zu unterschiedli-
chen Arten der Phasentrennung: a) laterale Phasenseparation in der
dufleren Schicht durch Komplexbildung, b) vertikale Phasenseparation
durch Adsorption eines Polymers, c) laterale Phasenseparation in
beiden Schichten durch Temperaturanderung, d) laterale Phasensepa-
ration um ein in die Membran eingebautes Molekiil.

konnen. Prinzipiell konnen hierbei zwei Typen von Wechsel-
wirkung beteiligt sein: Krifte zwischen den Kopfgruppen und
Krifte zwischen den Lipidketten. So kann eine Anderung des
pH-Wertes der Losung die Ladung und die Hydratisierung
der Kopfgruppen verdndern, sodass z.B. die Anziehungs-
krifte zwischen den Kopfgruppen schwicher werden, was
eine Phasentrennung zur Folge haben kann. Wie bereits
geschildert, kénnen Ca**-Ionen durch Metallkomplexierung
Clusterbildung auslosen, und die Adsorption von ionischen

W. H. Binder et al.

Polymeren kann unter anderem die Packungsdichte eines
Lipids, das elektrostatisch an das Polymer bindet, erhohen.

Krifte, die vorrangig auf den hydrophoben Innenraum
einer Membran wirken, konnen auf dhnliche Weise eine
Phasentrennung bewirken. So kann z.B. eine Anderung der
Temperatur eine Phasenseparation zweier Lipide mit unter-
schiedlichem Schmelzpunkt (7,,) induzieren, oder ein in die
Membran eingebettetes Molekiil kann eine erhohte Affinitat
zu einem bestimmten Lipid aufweisen, wodurch sich dieses
nichtstatistisch um das Molekiil anordnet. Generell kann die
Grofe von Dominen von einigen wenigen Molekiilen bis hin
zu betrichtlichen Lipidstrangen variieren. Ab welchem Punkt
man eine Dominenbildung als echte Phasentrennung
bezeichnet, bleibt der Definition iiberlassen.

3.1. Lipidkomponenten

Die Strukturen der Hauptkomponenten von lebenden
und kiinstlichen Zellmembranen sind in Abbildung 6 darge-
stellt.”) Prinzipiell gibt es drei Hauptklassen von Lipiden:
a) Diacylglycerol-Lipide, b) Sphingosin-analoge Lipide und
¢) Sterinlipide (Cholesterin). Sowohl die Dimensionen der
Kopfgruppen und Ketten als auch die Ladungswechselwir-
kungen zwischen den Kopfgruppen spielen eine entschei-
dende Rolle fiir das Ordnungsverhalten der Lipide innerhalb
einer Doppelschichtmembran.

Auch Blockcopolymere konnen diinne Membranen
bilden,"! allerdings wird dieser Prozess durch andere Krifte
gesteuert. Wihrend sich Lipiddoppelschichten hauptsachlich
aufgrund hydrophober Wechselwirkung zwischen den Alkyl-
ketten ordnen, wirken bei Blockcopolymeren sowohl Sol-
vens-Polymer- als auch Polymer-Polymer-Wechselwirkungen
als treibende Krifte. Bei Polymermembranen treten somit
zusitzliche ordnende Wechselwirkungen auf — auch in nicht-
wissrigen Medien. Vor allem die Nichtmischbarkeit von

a) b) R2 c)
(0] H
v Lo o
. _
: TO:L 9 /) O
O 0—ﬁ—0—X
O
Lipid R? X HO
DLPC CyHyg Cholesterin
DMPC CigHyy CH,
DPPC CisHay \/\N“CH
CipH o
DSPC 1735 H,C
DOPC Cy7Hyqcis-A®
DPPS CisHy NH.'
DOPS C 7 Hygcis-A® i
e ~"coo- Lipid R2
) o
DOPE C7Hgas-cis-A° SM 0-P-0 ,CHs
SONH 6 N N—c,
H,C
Phosphatidylglycerol H 0. .0
Galactosyl- “‘
ceramid )
HO “OH
OH

Abbildung 6. Strukturen von Membranlipiden: a) Diacylglycerolipide, b) Sphingolipide, c) Sterinlipide (Cholesterin).
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Polymerketten in unterschiedlichen Regionen des Blockco-
polymers kann als treibende Kraft zur Bildung von vesiku-
laren Membranen wirken. Vesikeln aus Blockcopolymeren
(,,Polymersome*, siche Abschnitt 5) haben eine steifere und
starkere Membranstruktur als Lipidmembranen.

Die Klasse der Diacylglycerolipide umfasst Phosphatidyl-
choline (PCs), Phosphatidylethanolamine (PEs) sowie Di-
acylglycerole (DAGs) und die entsprechenden Glycolipide,
an deren Kopfgruppe ein Kohlenhydratrest glycosidisch
gebunden ist. Mit Ausnahme der PEs ordnen sich diese
Lipide aufgrund ihrer zylindrischen Form spontan zu ebenen
Doppelschichtmembranen an (d.h., die Kopfgruppe und die
beiden Ketten weisen eine dhnliche Querschnittsfldche auf).
Die Kopfgruppenfldche variiert je nach Phasenzustand des
Lipids zwischen 40 und 60 A2 So ist die Fliche kleiner, wenn
sich ein Lipid im festen (Gel-artigen) Zustand befindet, da in
diesem Fall sdmtliche Alkylketten in einer all-trans-Kon-
formation in einem Kkristallinen hexagonalen Gitter vorliegen.
Sobald das Lipid durch Erhohung der Temperatur in den
fliissigkristallinen Zustand iiberfithrt wird, ldsst sich eine
Ausdehnung der Kopfgruppe um etwa 5-10 A2 beobachten,
weil eine oder mehrere C-C-Bindungen in die gauche-Kon-
formation iibergehen. Die Temperatur dieses Ubergangszu-
standes hédngt von der Lénge und dem Sittigungsgrad der
Alkylketten ab: Lipide mit kiirzeren Ketten und einem
hoheren Anteil an Doppelbindungen weisen niedrigere
Ubergangstemperaturen auf (vergleiche z.B. DMPC (T, =
24°C) mit DPPC (T,,=42°C) und DOPC (T,=-22°C);
Abbildung 6). Die laterale Diffusion hingegen scheint nur
unwesentlich von der Art der Alkylketten beeinflusst zu
werden. Wie erwartet, hiangt die Schichtdicke einer Membran
von der Liange der Alkylketten ab (je lidnger, desto dicker).
Bei Lipiden mit unterschiedlich langen Alkylketten konnen
die Ketten beim Membranaufbau verzahnen, sodass mog-
lichst wenig Liicken entstehen.

Sphingolipide leiten sich von der Sphingosin-Base ab, die
eine ungesittigte Kette enthilt. Die relativ ebene und steife
Sphingosin-Hauptkette ist durch eine Amidbindung mit einer
Acylkette verbunden, wodurch das Sphingolipid entsteht.
Ahnlich wie bei den Glycerolipiden kennt man eine Reihe
von Strukturvarianten, z. B. mit einer Phosphorylcholin-Kopf-
gruppe (ein Beispiel ist Sphingomyelin (SM; siehe Abbil-
dung 6) aus Rinderhirn). Durch Anbringen von Acylketten
unterschiedlicher Lénge am Sphingosin lassen sich stark
unsymmetrische Sphingolipide erhalten. Mit Kohlenhydrat-
Resten am Sphingosin entstehen Cerebroside, die als Haupt-
komponenten in Nervenzellen zu finden sind. Die Dimen-
sionen innerhalb der Doppelschichtmembran &hneln zwar
denen der Glycerophospholipide (Kopfgruppenflidchen zwi-
schen 45 und 57 A?)'”) die hydrophoben Ketten kénnen aber
wesentlich lianger sein (z.B. Lignoceroylsphingosine: 24
Kohlenstoffatome). Die Kettenschmelzpunkte der Sphingo-
lipide in der Membran liegen generell hoher als die der
entsprechenden Glycerolipide gleicher Kettenlinge und
konnen 60°C iiberschreiten.!'”!

Die Sterinlipide (hauptsichlich Cholesterin)!"” nehmen
aufgrund ihrer anellierten Struktur eine einzigartige Stellung
innerhalb der Lipide ein. Zum einen weisen sie stark
verdichtete hydrophobe Bereiche auf, zum anderen enthalten
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sie in Form der 3-Hydroxy-Gruppe einen wesentlich kleine-
ren hydrophilen Molekiilteil als die Sphingo- und Glyceroli-
pide. Des Weiteren ist das Cholesterinmolekiil mit ca. 17.5 A
kiirzer als die Ketten der meisten nichtsteroiden Lipide."™"
Cholesterin verleiht daher einer Membran groBere Steifheit
und erhoht gleichzeitig die laterale Beweglichkeit anderer
Membrankomponenten.

Die Mischbarkeit von zwei oder mehreren Lipiden inner-
halb einer Lipiddoppelschichtmembran kann in einem Pha-
sendiagramm dargestellt werden."s! Abbildung 7a zeigt ein
Beispiel zweier Lipide A und B, die sowohl im festen als auch

flussigkristalline (feste) Phase S (La)

%/////ﬂ// T 1 vssoscncnr

,,Ripple“-Phase (Phosphatidylcholine) L3 oder PB

SN
flissige Phase (F oder La)

T
Y

Abbildung 7. Phasenverhalten von Lipidmischungen (Lipid A und B)
bei a) vollstindiger Léslichkeit der Lipide im fliissigen Zustand und
b) einer Mischungsliicke im fliissigen Zustand. Mit Genehmigung von
Academic Press aus Lit. [18].

§ gauche-,Kinks“

im fliissigen Zustand homogen mischbar sind. Wir nehmen
an, dass Lipid A eine niedrigere Ubergangstemperatur (7)
als Lipid B (73) hat. Zwischen den Schmelzpunkten beider
Lipide (d.h. zwischen T, und Tj%) liegen fliissige und feste
Phase nebeneinander vor. Ausgehend von einer festen 1:1-
Lipidmischung (xg=0.5) reichert sich bei Temperaturerho-
hung die fliissige Phase mit dem niedriger schmelzenden
Lipid A, die feste mit dem hoher schmelzenden Lipid B an.
Ahnlich wie bei Eis schwimmt die feste Domine (angerei-
chert mit Lipid B) auf der fliisssigen Domine (angereichert
mit Lipid A) auf. Dies ist wohl die einfachste Art von
Dominenbildung innerhalb einer Doppelschichtmembran.
Wird die Temperatur iiber den Schmelzpunkt von Lipid B
erhoht, erhilt man erneut eine homogene Mischung beider
Lipide.

In einem zweiten Fall (Abbildung7b) soll eine
Mischungsliicke in der fliissigen Phase vorliegen. Nun kann
auch oberhalb der Schmelztemperatur von Lipid B eine
Phasentrennung beobachtet werden. Diese Art der Doma-
nenbildung unterscheidet sich von dem in Abbildung 7a
geschilderten Typ, denn die Phasentrennung beruht nicht auf
der kristallartigen Packung der Lipide in der festen Phase,
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sondern wird durch schwache Anziehungskrifte in der
fliissigen Phase induziert. Eine solche Mischungsliicke kann
auch in der festen Phase unterhalb der Schmelztemperatur
von Lipid A auftreten, wodurch innerhalb der kristallinen
Phase zwei unterschiedlich gepackte Bereiche von hexago-
nalen Lipidgittern entstehen. Zusammengefasst kann eine
Doméinenbildung durch Nichtmischbarkeit von Fest/fliissig-,
Fliissig/fliissig- oder Fest/fest-Zustdnden ausgelost werden.

3.2. Bindre Mischungen aus strukturell dhnlichen Verbindungen

Signifikante Phasenseparationseffekte lassen sich auch
bei Systemen beobachten, die sich nur geringfiigig in ihrer
Lipidstruktur unterscheiden. Ein klassisches Beispiel betrifft
Phosphatidylcholine mit unterschiedlichen Kettenldngen.
Das nichtideale Verhalten dieser Lipide ist ausschlieBlich
auf die Fehlordnung der Alkylketten zuriickzufiihren, da die
Kopfgruppen jeweils identisch sind. Knoll et al.l'] und Silvius
et al.® erstellten Phasendiagramme durch systematisches
Variieren der Kettenldnge und damit verbunden einer Erho-
hung der Fehlordnung zwischen zwei Lipiden. Laterale
Phasenseparation wurde beobachtet, wenn sich die Ketten
um vier oder mehr CH,-Gruppen unterschieden. Abbil-
dung 8a zeigt das Phasendiagramm fiir DLPC (C,,)/DPPC

a) b)
60+
301
L
T 201 T 40}
S2+L
T/°C 10 TI°C S
ol 201
S1 :sz+s1i
_10} S2+81 I
10 e oL v +
00 02 04 0.6 08 1.0 0 0.5 1
X (DPPC) — X (DSPC) —

Abbildung 8. Phasendiagramme von DMPC/DPPC (a) und DLPC/
DSPC (b). Beide Lipidmischungen unterscheiden sich in ihren hydro-
phoben Ketten um vier (CH),-Einheiten und zeigen eine Koexistenz
zwischen fliissiger (L) und fester Phase (S). Mit Genehmigung von
Elsevier Science' und der American Chemical Society.®!

(Ci6), aus dem eine eindeutige Fest/fest-Phasentrennung im
Bereich von 60 bis 100 Mol-% DPPC ersichtlich ist, wihrend
zwischen 0 und 60 Mol-% DPPC beide Lipide in separierten
festen Phasen nebeneinander vorliegen. Im fliissigen Zustand
liegt dagegen iiber den gesamten Mischungsbereich eine
homogene Mischung beider Lipide vor (innerhalb der Uber-
gangstemperaturen Ty, und Tp).

Ein dhnliches Diagramm wird nach Abbildung 8b fiir die
um jeweils zwei CH,-Einheiten langeren Homologen DMPC
(C,)/DSPC (Cy5) erhalten. Die Koexistenzbereiche der
fliissigen und festen Phasen stellen Doménen dar, die, wie
bereits geschildert, durch verschiedene Methoden nachweis-
bar sind. Die GroBe dieser Domédnen kann von wenigen
Nanometern bis hin zu einigen Mikrometern reichen, was
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bedeutet, dass sich 100 bis mehrere 100000 Lipide innerhalb
solcher Doménen befinden kénnen. Die Grofie von Domaé-
nen und ihr Verhalten wird in Abschnitt 4 ndher behandelt.

Ein weiterer Typ von Lipid-Mischung, bestehend aus
einem symmetrischen Doppelketten-Lipid wie DSPC und
einem Lipid gleicher Kopfgruppe und zwei unterschiedlich
langen Acylketten (C,4-C;,-PC), wurde durch Mason! unter-
sucht. Das Mischungsverhalten dieser beiden Lipide wird in
Abbildung 9 veranschaulicht.”"! Die kiirzere der Lipidketten

(¢}

CH_;(CTHZ),()—”—O
CHACHQM—H—O:} 0 o
[¢] —P-0 3
(6]

il e e

Abbildung 9. Mischbarkeit von DSPC mit einem stark unsymmetri-
schen Lipid (Cy4-Cy-PC). Die Art der Verzahnung der unsymmetrischen
Lipidketten kennzeichnet die unterschiedlichen Festphasentypen S1,
S2 und S3. Mit Genehmigung der American Chemical Society aus

Lit. [21].

stort aufgrund der acht fehlenden Methylengruppen das
Membrangefiige, was drei Arten von Entmischungen in der
festen Phase hervorrufen kann (S1, S2 und S3). Bei der festen
Phase S1 — mit sehr geringen Anteilen an unsymmetrischer
Lipidkomponente — bildet sich eine ,normale”“ Doppel-
schichtmembran ohne Strukturkompensierung des Defekts.
Bei Konzentrationen iiber 50 Mol-% C3-C,,-PC liegen zwei
feste Phasen getrennt vor: eine Phase S2, in der die
Lipidmembran teilweise verzahnt ist, wodurch kleine Zwi-
schenrdume fiir das symmetrische DSPC entstehen, und eine
Phase S3, die ausschlielich verzahntes C,4-C,,-PC enthiilt.
Die Phasentrennung im festen Zustand geht somit auf
schwache Krifte zwischen den Cjg-Ketten des unsymmetri-
schen Lipids zuriick, die die bevorzugte Aggregation identi-
scher Einheiten bewirken.

Verinderungen am Lipid-Riickgrat (z.B. an der Glycerol-
Einheit) konnen zu nichtidealen Effekten fithren, auch wenn
die Kopfgruppen und die Acylkettenldngen identisch sind.
Die Mischung des Esters DPPC mit dem Ether 1,2-Dihexa-
decylphosphatidylcholin (DHPC) zeigt zwei unterschiedliche
Strukturtypen im festen Zustand an. DHPC bildet eine
verzahnte Phase,” wobei durch Selbstorganisation eine
Monoschicht und nicht die erwartete Doppelmembran ent-
steht.

3.3. Bindre Mischungen strukturell unterschiedlicher Lipide
Am haufigsten wird Doménenbildung beobachtet, wenn
sich die beteiligten Lipide grundlegend durch ihren Aufbau

und/oder ihre Eigenschaften unterscheiden. Solche Unter-
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schiede betreffen a)die Kopfgruppe bei gleichem Lipid-
Grundkorper, b) die Ubergangstemperaturen der Lipide und
¢) Mischungen von Lipiden mit Cholesterin.

3.3.1. Mischungen geladener und/oder neutraler Lipide

Eine Vielzahl von Phasenstudien zur Mischbarkeit von
Lipiden mit unterschiedlichen Kopfgruppen bei gleicher
Kettenlinge wurde von Silvius®! und auch anderen Autoren
vorgenommen und systematisch analysiert. In der aufgestell-
ten Reihung werden unterschiedliche Lipidpaare (geladen/
neutral oder neutral/neutral) miteinander verglichen (PE =
Phosphatidylethanolamin, PS =Phosphatidylserin, PA =
Phosphatidsdure, PC = Phosphatidylcholin). Generell ist die
Mischbarkeit der (PE,PS)- und (PE,PA)-Lipidpaare etwa
gleich gut, wihrend (PC,PS) und (PC,PA) schlechter und
(PE,PC) am schlechtesten mischbar sind. Die meisten dieser
Systeme weisen eine Fest/fest-Mischungsliicke bei vollstin-
diger Mischbarkeit im fliissigen Zustand auf. Aufgrund der
groBen Unterschiede in den Ubergangstemperaturen werden
breite Koexistenzbereich der fliissigen und festen Phasen der
einzelnen Lipide beobachtet. Offenbar reichen chemische
Unterschiede der Lipid-Kopfgruppen nicht aus, um starke
Phasenseparationseffekte in fliissiger Phase zu induzieren.

3.3.2. Lipide mit stark unterschiedlichen Phaseniibergangs-
temperaturen

Sowohl Sphingolipide als auch Phospholipide weisen
grofe strukturelle Unterschiede beziiglich ihrer Kopfgruppen
und der hydrophoben Ketten auf, wodurch eine laterale
Phasenseparation stark begiinstigt wird. Zwei Arten von
Untersuchungsmethoden wurden hierbei angewendet:
a) konventionelle thermische (DSC) und Fluoreszenzmetho-
den, b) Fluoreszenzmikroskopie von gemischten Mono-
schichten aus Sphingomyelin, DMPC und geringen Mengen
eines fluoreszierenden Lipids. Holopainen et al.?/ untersuch-
ten das Phasenverhalten von Lipidfilmen mithilfe von Fluo-
reszenzmikroskopie nach einer
Methode von Ringsdorf et al.®!
Das Prinzip dieser Methode ist in
Abbildung 10  dargestellt: Ein
bindres Lipidgemisch, das zuséitz-
lich etwa 1 Mol-% eines fluores-
zierenden Lipids enthélt, das sich
bevorzugt in einer der beiden
Lipidphasen anreichert, wird als
Film auf einer Langmuir-Film-
waage aufgebracht und kompri-
miert. Dadurch kommt es zu
einer Phasentrennung, die im
Fluoreszenzmikroskop  sichtbar
gemacht werden kann. Der Vorteil
dieser Methode besteht darin, dass
unterschiedliche Phasenzustinde
durchlaufen werden, ohne die
Temperatur erhohen zu miissen.
Der Lipidfilm wird durch die stu-
fenweise Erhohung des Kompres-

[ Kompression

[ttt
Abbildung 10. Aufbringen
einer Lipidmischung in
Form eines Langmuir-
Films. Unter duBerem
Druck kommt es zu einer
Phasentrennung in eine
feste, geordnete und in
eine fliissige Phase. Der
Prozess kann mithilfe
eines fluoreszierenden
Lipids, das sich in einer
der beiden Phasen anrei-
chert, direkt verfolgt
werden.
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sionsdruckes vom fliissig-ausgedehnten iiber den fliissig-
verdichteten in den festen Zustand iiberfiihrt. Der fliissig-
verdichtete und der feste Phasenzustand entsprechen den
flussigen bzw. festen Zustidnden innerhalb einer Doppel-
schichtmembran.

Sphingolipide und Phospholipide zeigen Phasensepara-
tion sowohl im festen Zustand als auch iiber weite Bereiche
zwischen den beiden Ubergangstemperaturen der Lipide.!
Die starken Unterschiede werden durch die Wechselwirkun-
gen zwischen den Kopfgruppen innerhalb des Ceramid-
Riickgrats hervorgerufen.””? Abbildung 11a zeigt eine Fluo-

a) B

Glycolipide
v

Abbildung 11. a) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Mono-
schicht aus DMPC/C24:1-Ceramid (30:70) mit 1 Mol-% eines fluores-
zierenden Lipids. b) Schematische Darstellung der Vernetzung zwi-
schen DMPC und C24:1-Ceramid (Pfeile markieren vernetzende Was-
serstoffbriicken). Mit Genehmigung von Elsevier Science aus

Lit. [26,27].

reszenzaufnahme von C24:1-Galactosylceramid mit DMPC
in einer Monoschicht. Bei passenden Kettenldngen — so wie
bei DMPC and C24:1-Ceramid der Fall — wird eine Phasen-
trennung sowohl im fliissigen wie auch im festen Zustand
beobachtet. Diese Phasentrennung kann durch Fluoreszenz-
mikroskopie® sichtbar gemacht werden. Dabei erscheinen
die C24:1-Ceramid-reichen Dominen aufgrund des angerei-
cherten Fluoreszenzmarkers als dunkle Flecke in der hellen,
fliissigen DMPC-reichen Matrix. Zuriickzufiihren ist diese
Art der Dominenbildung auf ein Netz von Wasserstoff-
briicken, das die Ceramid-Einheiten miteinander ver-
kniipft.®!

3.3.3. Cholesterin-Phospholipid-Mischungen

Cholesterin erhoht die Steifheit der Membran und
bewirkt eine erhohte laterale Beweglichkeit. Diese Wirkungs-
weise ldsst sich anhand eines Phasendiagramms darstellen
(Abbildung 12):® Bei niedrigen Cholesteringehalten ent-
steht eine neue Phase (1), die mit der 1;-Phase bis zu einem
Anteil von 30 Mol-% Cholesterin im Gleichgewicht steht. Bei
Erhohung des Cholesteringehaltes auf tiber 30 Mol-% bleibt
lediglich die 1,-Phase besténdig, weshalb auch der thermische
Phaseniibergang des Phospholipids (DPPC) verschwindet. In
einer Mischung mit einem Gehalt von mehr als 30 Mol-%
Cholesterin zeigt DPPC somit keinen Unterschied zwischen
seinem fliissigen und seinem festen Zustand. Dies erklart
auch die Funktion des Cholesterins (Verhinderung von
Phaseniibergdngen) in biologischen Membranen, in denen
es oft in Anteilen von bis zu 35 % vorkommt.
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OH

0 10 20 30 40 50
X (Cholesterin) —

flissig-ungeordnet (l,)

W&%ﬂﬁg flussig-geordnet 1,)

Abbildung 12. Einfluss des Cholesteringehalts auf eine Lipiddoppel-
schichtmembran. Mit steigendem Gehalt an Cholesterin wird zunichst
die l4-Phase oberhalb der Schmelztemperatur der DPPC-Ketten stabili-
siert. Bei tiber 30 Mol-% Cholesterin verschwindet der Phaseniiber-
gang, und es wird ausschliefSlich die I,-Phase beobachtet. Mit Geneh-
migung der National Academy of Sciences aus Lit. [29].

Die Zugabe von Cholesterin zu DPPC fiihrt auch zu einer
starken Verdichtung der Membran (Verringerung der Mem-
branfliche von 61 A auf 47 A),* was die Erhohung der
Membransteifigkeit erklart. Van-der-Waals-Wechselwirkun-
gen zwischen Cholesterin und geséttigten, langen Acylketten
sind gegeniiber solchen mit ungesittigten Ketten bevorzugt.
Die Wechselwirkung mit Cholesterin fiihrt aulerdem zu
einem gehéuften Auftreten von trans-Konformationen inner-
halb gesittigter Ketten. Die laterale Beweglichkeit wird
aufgrund der kleineren Abmessungen des Cholesterins
(gegeniiber DPPC) gesteigert. Grund ist die erhohte Beweg-
lichkeit der Membrankomponenten innerhalb der Lipiddop-
pelschicht.

3.3.4. Cholesterin-Sphingolipid-Mischungen

Mit Sphingolipiden wechselwirkt Cholesterin auf dhnliche
Weise wie mit Phospholipiden.®™” In Tabelle 1 wird die
prozentuale Abnahme der Kopfgruppenflache von Sphingo-
myelin- und Phosphatidylcholin-Monoschichten bei Zugabe
von dquimolaren Mengen an Cholesterin verglichen.

Die relative Abnahme in einer Monoschicht ist am
groften, wenn sich das Lipid in einem moglichst ausgedehn-
ten Zustand befindet (d.h. bei niedrigem Kompressions-
druck). Je stirker die Lipidschicht komprimiert wird, desto
weniger kann Cholesterin zum Verdichten der Membran
beitragen. Somit bestimmt der anféngliche Phasenzustand des
Lipids den Grad der Wechselwirkung mit Cholesterin. Ver-
gleicht man den Austritt von Cholesterin aus Membranen, die
unterschiedliche Sphingomyeline enthalten, so beobachtet
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Tabelle 1: Prozentuale Abnahme der Kopfgruppenfliche von Sphingo-
myelin(SM)- und Phosphatidylcholin-Monoschichten durch Zugabe
aquimolarer Mengen an Cholesterin bei definierten Kompressionsdri-
cken.

Lipid Kompression [MNm™'] und Flachenreduktion [%]
5mNm™’ 20mNm™' 30mNm™'
N-18-D1-SM 35% 28% 25%
SM (Ej) 39% 28% 17%
SM (Rind) 39% 26% 16%
POPCH! 34% 26% 23%
DPPC 41% 12% 11%
MPPCH! 43% 29% 11%

POPC = Palmitoyloleylphosphatidylcholin,
phosphatidylcholin.

MPPC = Myristoylpalmitoyl-

man mit zunehmender Liange der N-Acylketten eine stérkere
Wechselwirkung.*!!

3.4.Dreikomponentenmischungen

Membranen aus drei und mehr Lipiden simulieren bio-
logische Membranen wesentlich besser als bindre Mischun-
gen. Gewohnlich enthalten eukaryotische Biomembranen
etwa 50 Mol-% Sphingo- und Phospholipide und bis zu
40 Mol-% Cholesterin. Untersuchungen an Mischungen aus
zwei Phosphatidylcholinen mit stark unterschiedlichen Uber-
gangstemperaturen (DLPC/DPPC, 12-BrDPPC/DPPC,
DOPC/SLPC)®! weisen darauf hin, dass in Gegenwart von
Cholesterin eine hohere Tendenz zur Phasentrennung vor-
liegt. Die Cholesterin-freien bindren Lipidgemische gehen
eine Phasentrennung bei Temperaturen zwischen den jewei-
ligen Uberganstemperaturen ein. Geringe Mengen an Chole-
sterin fordern die Phasentrennung durch Wechselwirkungen
mit den langeren DPPC-Ketten, wihrend sehr hohe Kon-
zentrationen an Cholesterin die Phasentrennung beeintréch-
tigen. (2

Dieser Effekt, der in Phosphatidylcholin-Cholesterin-
Mischungen wesentlich stidrker ausgeprigt ist, ldsst sich mit
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar machen.”? Dazu wurden
Experimente mit trégerfixierten Doppelschichtmembranen
und Riesenvesikeln (,,giant vesicles*) durchgefiihrt, wobei ein
fluoreszierendes Lipid selektiv in die feste Phase der DLPC-
DPPC-Cholesterin-Mischungen eingebaut wurde (Abbil-
dung 13).5¥! Wie bereits erwihnt, lisst sich die Bildung von
Doménen, die 10 um oder groBer sind, mit konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie visualisieren. Dazu wurden zwei
unterschiedliche fluoreszierende Lipide eingesetzt, ndmlich
1,1’-Dieicosanyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanin-perchlo-
rat (DiI-C20), das bevorzugt in die feste (geordnete) Phase
eindringt, und 2-(4,4-Difluor-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacen-3-pentanoyl)-1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (Bodipy-PC), das bevorzugt in der fliissigen
Phase verbleibt. In Abbildung 13 sind die festen, geordneten
Bereiche rot und die fliissigen, ungeordneten griin gekenn-
zeichnet.

Dariiber hinaus héngt die Phasenseparation in hohem
MaBe vom Sterintyp ab (Abbildung 14).*¥ Die stirkste
phasentrennende Wirkung hat Ergosterin, gefolgt von 7-
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Abbildung 13. Fluoreszenzaufnahmen von Riesenvesikeln mit Phasen-
trennung bei 25°C. a) DLPC/DPPC=40:60. Die roten Bereiche kenn-
zeichnen feste, geordnete Dominen (an DPPC angereichert), die
griinen Bereiche fliissige Dominen (an DLPC angereichert). b) DLPC/
DPPC=50:50 mit 5 Mol-% Cholesterin. Skalierung=10 pm. Mit
Genehmigung der National Academy of Sciences aus Lit. [33].
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a)

10} ° !
S1+82
0

0 20 40 60 B0
Mal-% DEPS —=
Abbildung 15. Wirkung von Ca’*-lonen auf eine DEPC-DEPS-Lipidmi-
schung (DE = Dielaidoyl). a) DEPC-DEPS-Lipiddoppelschicht, versetzt
mit 30 mm Ca”": Sowohl in der fliissigen als auch in der festen Phase
wird ein starker Entmischungseffekt beobachtet (L fliissig-kristalline
Phase, C neue Cochleatphase, ST PC-reiche Phase, S2 PS-reiche
Phase). b) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme einer
Lipiddoppelschichtmembran in Mischung mit der neuen Cochleat-
phase/hexagonalen Phase (DOPE/DOPS 1:1, versetzt mit Ca’*). Mit
Genehmigung der American Chemical Society aus Lit. [35b,c].

gen ausiiben. Beide Lipide sind im
fliissigen Zustand vollstdndig misch-
bar (Abbildung 15a).*" Bei Zugabe
von 30 mm Ca* beobachtet man einen
starken  Entmischungseffekt, der

HO
HO R
Ergosterin R
'/\/Y Stigmasterin
—
7-Dehydrocholesterin '/\/\(
—— Sitosterin
Cholesterin
C1o-Sterin

Abbildung 14. Strukturen von Sterinen, die Doménenbildung in SM-DOPC-Sterin-Membranen

bewirken.

Dehydrocholesterin, Stigmasterin, Sitosterin, Cholesterin
und C,-Sterin. Demnach spielt die Zahl an Doppelbindungen
im B-Ring und in der Seitenkette der Sterineinheit eine
wesentliche Rolle fiir die Doménenbildung, allerdings sind
die Ursachen hierfiir bislang nicht vollkommen verstanden.

3.5. Induzierte Phasenseparation durch niedermolekulare
Verbindungen
3.5.1. Einfluss von Ca** auf Phasenseparationen

Einer der am héufigsten untersuchten Phasentrennungs-
prozesse beruht auf der Wirkung von zweiwertigen Ionen auf
gemischte  Phosphatidylserin-Doppelschichten.”  Abbil-
dung 15 verdeutlicht den drastischen Einfluss, den Ca**-
Ionen auf das Phasenverhalten von DEPC-DEPS-Mischun-
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R sowohl in der flissigen als auch in

der festen Phase auftritt. Wichtigster

,,,,,, ’/\/';/ Befund ist jedoch die Bildung einer

d ginzlich neuen Phase — erkennbar an

einem gednderten Erscheinungsbild

der Vesikeloberflachen — im Konzen-

— trationsbereich von  40-80 Mol-%

""" |/\/\|/ Ca’* (,fliissig-cochleate Phase C*).
4

Diese Beobachtung ist in Einklang
mit der gefrierbruchelektronenmik-
roskopischen  Untersuchung einer
DOPE-DOPS-Mischung, die die
Details der Phasenseparation veran-
schaulicht (Abbildung 15b).”* Hier-
bei wird in einer 1:1-Mischung der
beiden Lipide in Gegenwart von Ca**-
Ionen sowohl die hexagonale DOPE-Phase als auch die
cochleate DOPS-Phase sichtbar gemacht. Diese Art von
Phasentrennung ist auch mit der vesikuldren Fusion in
biologischen Membranen verkniipft, wobei man annimmt,
dass Phaseniiberginge im fliissigen Zustand die Membranfu-
sion bewirken.

3.5.2. Cyclodextrine, Amphotericin B

Hydrophobe Molekiile tendieren dazu, unter Bildung
stabiler Lipid-Komplexe in Lipidmembranen einzudringen.
Eine hoch geordnete Lipiddoppelschicht wird dabei gewohn-
lich aufgebrochen und die Membran bei hoheren Konzen-
trationen der hydrophoben Verbindung zerstort. Solche
Molekiile, die dariiber hinaus Clusterbildung auslésen
konnen, sind meist relativ grof3 bei Molekulargewichten von
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iiber 500 gmol~!. Die Fihigkeit, in bio-
logische Membranen einzudringen, ist
ein wesentliches Merkmal vieler pharma-
kologisch aktiver Substanzen. Eines der
bekanntesten Beispiele ist das Antifun-
gizid Amphotericin B,*® das die Mem-
brandurchléssigkeit erhoht, indem es
durch zwei entgegengesetzt ausgerichtete
Amphotericin-B-Molekiile  transmem-
brane Ionenkanidle aufbaut (Abbil-
dung 16a).

Aus Modelluntersuchungen geht
hervor, dass es aufgrund der giinstigen
Wechselwirkung zwischen Amphoteri- 10
cin B und Cholesterin oder Phospholipi-
den zu einer Clusterbildung der Lipide
um Amphotericin B kommt. Minones
etalP zeigten, dass Amphotericin B
mit den umgebenden Lipiden nur dann mischbar ist, wenn
sich die entsprechende Monoschicht im ausgedehnten
Zustand (vergleichbar mit der fliissigen Phase in Doppel-
schichten) befindet. In einer verdichteten Monoschicht hin-
gegen (vergleichbar mit einer festen Doppelschicht) segre-
gieren Amphotericin-B-Molekiile von den Lipiden und
bilden eine eigene Doméine. Mit anderen Worten wird beim
Phaseniibergang die zunichst bevorzugte Wechselwirkung
zwischen Lipid und Amphotericin B zugunsten einer Wech-
selwirkung zwischen Amphotericin-B-Molekiilen ,,geopfert®.

Der Segregationseffekt von cholesteryliertem Cyclodex-
trin ist ein weiteres Beispiel fiir induzierte Clusterbildung in
Lipidmembranen. Eine Cholesterin-Einheit wurde iiber
einen Succinimidyl-Spacer an (3-Cyclodextrin gebunden und
in eine DMPC-Doppelschichtmembran eingebaut (Abbil-
dung 17).58 Hierbei bildeten sich zwei Phasen, von denen die
eine fast ausschlieBlich reines DMPC und die andere eine
hohe Konzentration an cholesteryliertem Cyclodextrin ent-
hielt. Ohne den Succinimidyl-Spacer bleibt der phasensepa-
rierende Effekt aus.

a)

apolare Seite  polare Seite

Wi IS IS
sti] Relsl

Amphaotaricin B

Amphotericin B

Lipid Starin

b)

begiinstigen die Clusterbildung von Amphote-
ricin B innerhalb der Lipiddoppelschicht; die
Wechselwirkung zwischen Amphotericin-B-
Molekiilen wird gegeniiber der Lipid-Amphote-
ricin-B-Wechselwirkung bevorzugt. Mit Geneh-
migung der American Chemical Society aus

Kﬂmpreas:un und Ordnung

I}
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Abbildung 17. B-Cyclodextrin-Derivate mit (10) und ohne (11) Succinimidyl-Spacer.

Es zeigte sich, dass die Zahl der Lipidmolekiile, die an das
cholesterylierte Cyclodextrin koordinieren, von der Wechsel-
wirkung zwischen den hydrophilen Phospholipid-Kopfgrup-
pen und dem hydrophilen Teil des Cyclodextrins bestimmt
wird. Die Cholesteryl-Einheit wirkt offenbar als Anker zur
Fixierung des Cyclodextrins in der hydrophoben Membran.

3.5.3. Acylierte und prenylierte Peptide und Enzyme

Die Aggregation und Doménenbildung von Peptiden an
der Oberfldche einer Lipiddoppelschichtmembran ist von
herausragender biologischer Bedeutung. Durch Kombination
von Untersuchungstechniken aus der Molekularbiologie und
Membrantechnologie konnten detaillierte Hydrophilie/
Hydrophobie-Profile von Peptiden erstellt werden.

FEine Lipid-Peptid-Wechselwirkung — Voraussetzung fiir
die Clusterbildung von Peptiden in bereits phasenseparierten
Membranen — konnte kiirzlich mithilfe von Fluoreszenzspek-
troskopie und -mikroskopie nachgewiesen werden.””*! Das
Experiment ist vergleichsweise einfach (Abbildung 18):*!
Zwei Peptide (A und B) mit einer defi-
nierten Aminosduresequenz werden mit
unreaktiven fluoreszierenden Molekiilen
(z.B. Pyren, Tryptophan oder nichtdimeri-
sierenden Peptiden wie cyanfarbenen und
gelben Varianten von griin fluoreszieren-
den Peptiden) markiert. Diese modifizier-
ten Lipide zeigen als Mischung in einer
homogenen, doménenfreien Membran
keinerlei Fluoreszenzenergietransfer
(FRET, fluorescent radiation energy trans-
fer). Erst nach einer Clusterbildung wire
ein FRET durch die rdumliche Nihe
zweier Peptide moglich. Aus diesem
Grund wurden Vesikeln aus Lipid-
mischungen hergestellt, die zur Doménen-
bildung neigen und die Zusammensetzung
von Zelloberflichen wiedergeben. Vesi-
keln aus PC-SM-Cholesterin-Mischungen
segregieren hierbei in eine fliissig-geord-
nete (I,) und in eine fliissig-ungeordnete
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Abbildung 18. Durch Fluoreszenzenergietransfer (FRET) sichtbar
gemachte Clusterbildung von lipidmodifizierten Peptiden in Membra-
nen. a) Lipidmodifizierte Peptide A und B (myristoyliert oder palmitoy-
liert) und deren Clusterbildung in der fliissig-geordneten Phase (I,)
einer Membran. b) Fluoreszenz-Abbildung und FRET-Analyse des
Bereichs, in dem es zu einer Clusterbildung durch das lipidmodifizierte
Peptid kommt. Mit Genehmigung der AAAS aus Lit. [41a].

Phase (l;). Dieses System wurde herangezogen, um die
Anreicherung von Peptiden mit unpolaren Ketten in der I-
Phase zu untersuchen. Es zeigt sich, dass langkettige Fett-
sduren (Myristoyl-, Palmitoylderivate) die Phasenseparation
fordern, wihrend in Gegenwart von Geranylgeraniol-Ketten
keine Clusterbildung beobachtet wurde.

Die Wirkung von Enzymen kann durch phasenseparierte
Dominen erheblich verstirkt werden. Ringsdorf et al.*?!
zeigten, dass die Aktivitdt von Phospholipase-A2 in hohem
Ausmafl vom Phasenzustand der Membranoberfliche
abhingt. Es wurden Monoschichten aus DPPC untersucht,
die sowohl feste als auch fliissige Doménen enthielten. Durch
Einbau eines Fluoreszenzmarkers wurden die fest-geord-
neten Doménen fluoreszenzmikroskopisch als dunkle Flecke
sichtbar gemacht (Abbildung 19). Nach Zugabe von Phos-
pholipase-A2 (einem DPPC-spaltenden Enzym) wurde eine
Verformung der runden Flecke beobachtet, was darauf
hinweist, dass der Abbau von DPPC bevorzugt an den Fest-
fliissig-Phasengrenzflachen stattfindet. Demnach reichert sich
das Enzym vorzugsweise an den Fest-fliissig-Phasengrenzen
an und katalysiert dort die Hydrolyse der Phospholipide.

4. Rafts
4.1. Definition

Wer sich das erste Mal mit Lipidaggregaten beschiftigt,
wird auf drei Begriffe stoBen (Abbildung20): Caveolen,
Dominen, Rafts. Caveolen™ sind kleine Einstiilpungen
(GroBenordnung 50 nm) in einer natiirlichen Membran. Sie
sind mit dem Protein Caveolin sowie mit Cholesterin und
Sphingolipiden angereichert und konnen im Elektronenmi-
kroskop sichtbar gemacht werden. Dominen!*! sind laterale
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F‘IAEUU l Zugabe von PlA2
Selekiive Bindung von PIAZ und Hydrolyse der
Doppelketten-Lipide in den festen Domanean

[ l Aufibsung der Doménen

RIS

b)

|
Abbildung 19. Selektive Wirkung von Enzymen (Phopholipase PIA2) in
den fest-geordneten Dominen einer DPPC-Monoschicht. a) Schema
der selektiven enzymatischen Spaltung des Lipids in der fest-geordne-
ten Phase. b) Vor Zugabe von PIA2 liegen runde Dominen vor. c) Zer-

stérung der Dominen durch selektive Hydrolyse und nachfolgende
Auflssung. Mit Genehmigung von Elsevier Science aus Lit. [42].

% H"?ﬂj :‘:. s‘ . Caveclen
= - 9

Doménen

c) Rafts
Membran

4 °C/Detergens

laslich unldslich
Raft-Anteil
(Cholesterin,
Sphingolipide)

Phospholipide

Abbildung 20. a) Caveolen (TEM-Aufnahme); b) Dominen (Schema);
c) Extraktionsprotokoll fiir die Isolierung der Raft-Anteile im Lipid.

Aggregate in Lipidmembranen, die entweder aus einzelnen
Lipiden (im Fliissig-fest-Gleichgewicht) oder aus Lipid-
mischungen bestehen (sieche Abschnitt 3). Die Definition
der Doméne ist weit weniger spezifisch als die der Caveole
und wird fiir jede Art von Aggregat innerhalb einer Lipid-
doppelschicht oder Lipidmonoschicht herangezogen. Die
GrofBenordnung von Doménen reicht von wenigen Nanome-
tern bis hin zu einigen Mikrometern.

Der Raft-Begriffl*! leitet sich historisch von Membran-
Anteilen ab, die nach einem friiher iiblichen Verfahren durch
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Extraktion isoliert wurden. Man hatte festgestellt, dass
natiirliche Membranen, die mit Detergentien kalt extrahiert
wurden (4°C), eine Cholesterin- und Sphingolipid-reiche
Lipidfraktion zuriicklieBen (so genannte detergensresistente
Membranen, DRMs). Dies fiihrte zur Annahme, dass die
Aggregate in Membranen lebender Zellen hauptséchlich aus
nichtkovalent gebundenen Clustern von Cholesterin und
Sphingolipiden in Gegenwart anderer Phospholipide beste-
hen. Es existiert eine giinstige Wechselwirkung zwischen
Sphingomyelin und Cholesterin aufgrund der Wasserstoff-
briicken zwischen Sphingolipid-NH- und Cholesterin-OH-
Gruppen sowie der lipophilen Wechselwirkung zwischen den
langkettigen Sphingolipiden und Cholesterin. Demnach gilt
der Raft-Begriff sowohl fiir biologische Membranen als auch
fiir kiinstliche Membranmimetika.

4.2. Eigenschaften und Charakterisierung von Rafts

Generell haben Rafts, Domidnen und Caveolen drei
Eigenschaften gemein: a) reduzierte laterale Beweglichkeit,
b) eine vom Rest der Membran abweichende chemische
Zusammensetzung und ¢) Schwankungen in der Schichtdicke
der Membran. Verschiedene analytische Techniken wurden
zum Nachweis dieser drei Membraneigenschaften eingesetzt.
Hierunter fallen Kraftmikroskopie (AFM) und Rontgendif-
fraktometrie (XRD) zur Beobachtung der Schichtdickenén-
derungen, SPT (single particle tracking) und Fluoreszenz-
anisotropie zur Bestimmung der Lateralbeweglichkeit sowie
Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie  (ESI-MS)
und Flugzeit-Sekundirionenspektroskopie (TOF-SIMS) zur
Analyse der chemischen Zusammensetzung. Eine wichtige
Entwicklung war die Visualisierung von Membranbereichen
durch Fluoreszenzmikroskopie durch Anreicherung von
fluoreszierenden Markern in einem Lipidverband (Beispiele
dazu wurden bereits mehrfach zitiert).

Die Erkldrung fiir das Auftreten von Rafts innerhalb
einer Lipidmembran setzt bei der Cholesterin-induzierten
Bildung einer fliissig-geordneten (1,) und einer fliissig-unge-
ordneten Phase (1;) an. Wie schon in Abschnitt 3 erldutert, ist
die 1,-Phase gegeniiber der 1;-Phase verdichtet. Bei Zugabe
von Sphingolipiden reichert sich Sphingomyelin bei Chole-
steringehalten bis zu 35 Mol-% innerhalb der geordneten
Phase an, was die Doméinenbildung begiinstigt. Bei sehr
hohen Konzentrationen an Cholesterin (iiber 50 Mol-%)
existiert jedoch nur noch die 1,-Phase, wodurch die Doménen-
und Raftbildung gehindert wird. Eine Reihe von Autoren hat
diesen Prozess in Membranen aus Phospholipid-Cholesterin-
Sphingolipid-Mischungen ausfiihrlich beschrieben, 223233

Dietrich et al.*! und Korlach et al.** untersuchten unila-
mellare Riesenvesikeln (GUVs) mit konfokaler Lasermikro-
skopie, indem sie ein fluoreszenzmarkiertes Sensorlipid
(Laurdan) selektiv in die Lipiddoppelschicht aus DOPC/
Cholesterin/Sphingomyelin (1:1:1) mit 1 Mol-% Gangliosid
einbauten (Abbildung21). Die Strahlungsemission dieses
Lipids héngt vom Hydratisierungszustand des umgebenden
Mediums ab, wodurch es zu einer Rotverschiebung von 50 nm
innerhalb der 1-Phase (gegeniiber der l-Phase) kommt.
Damit lassen sich durch Anwendung von Zweiphotonen-
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HOOC = =

Laurdan-Lipid

Abbildung 21. Dominenbildung in unilamellaren Riesenvesikeln
(GUVs) aus DOPC/Cholesterin/SM (1:1:1). a) Abbildung von Rafts in
GUVs bei 24.3°C; b) Zerstoérung der Rafts durch Erhéhen der Tempera-
tur auf 30.5°C. Mit Genehmigung der Biophysical Society aus Lit. [46].

Absorptionsprozessen und einem Wellenldngenfilter Laur-
dan-Lipide beziiglich ihres Aufenthaltsortes (I, oder 1,)
unterscheiden. Da GUVs eine kugelformige Struktur auf-
weisen, kann man durch selektive Detektion von Photonen
die gesamte Oberflache einer Vesikel abbilden (mit mikro-
skopischen Verfahren lésst sich dagegen nur die Querschnitts-
flache einer GUV darstellen). Es wurden dunkle Flecke von
etwa 10 um GroBe auf den Vesikeloberflichen nachgewiesen,
was auf eine Phasenseparation und die Bildung von Rafts
hinweist. Sobald die Temperatur iiber die Phaseniibergangs-
temperatur angehoben wurde, verschwanden diese Bereiche,
womit die Existenz phasenseparierter Einheiten bewiesen
war. Aus einer zeitaufgelostes Aufnahme von Fluoreszenzab-
bildungen ging aulerdem hervor, dass sich die Rafts langsam
in der fliissigen Phase bewegen.

Zur Untersuchung der Schichtdickenidnderung von pha-
senseparierten Membranen (gewohnlich zwischen 0.5 und
1nm) werden meist AFM-Methoden eingesetzt.*”! Zur
Anwendung dieser Methode sind trégerfixierte Monoschicht-
oder Doppelschichtmembranen notwendig, die durch Trans-
fer eines Langmuir-Blodgett-Films auf eine ebene hydro-
phobe Oberfliche (z.B. Glimmer oder silanisiertes Glas)
hergestellt werden konnen. Entscheidend fiir dieses Experi-
ment ist die Wahl der geeigneten Monoschicht-Kompression,
da diese den Zustand in biologischen Membranen imitieren
soll. Der bewegliche Ausleger (cantilever) der AFM-Spitze
tastet dann die unterschiedlichen Hohenprofile der Lipid-
bereiche ab. Da phasenseparierende Lipide meist unter-
schiedliche Kettenldngen aufweisen, kann aufgrund der
beobachteten Hohendifferenzen indirekt auf eine Phasen-
trennung und die Bildung von Doménen geschlossen werden
(Abbildung 22).

Milhiet et al.**! untersuchten den Einfluss von steigenden
Cholesteringehalten auf die Doménenbildung innerhalb einer
POPC-SM-Monoschicht (Abbildung 22a). In der Choleste-
rin-freien Monoschicht erkennt man volumindse Bereiche
(ca. 10* nm?), die mit steigendem SM-Gehalt groer werden.
Es liegen fliissige und feste Domidnen nebeneinander vor.
Durch Zugabe von Cholesterin wird die Verteilung und
GroBe der Dominen betréchtlich verdndert. Beginnend bei
einem Cholesteringehalt von etwa 20 Mol-% sinkt die Hohe
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Abbildung 22. Detektion von Rafts durch AFM. a) Effekt von Choleste-
rin auf die Raft-Bildung; b) Prinzip der Detektion von Rafts durch
Visualisierung von Hohendifferenzen mit AFM; c) Anreicherung von
Gangliosid GM1 (0.2 Mol-%) an der Grenzfliche einer POPC-SM-
Monoschicht (80:20). Mit Genehmigung der Biophysical Society aus
Lit. [48].

der Dominen allmdhlich und erreicht bei einem Gehalt von
etwa 55 Mol-% ein Minimum.

Zwei weitere Effekte konnten mit AFM-Spektroskopie
nachgewiesen werden: die selektive Extraktion bestimmter
Membrankomponenten (dhnlich wie bei DRMs), wodurch
die selektive Extraktion spezieller Raft-Strukturen bewiesen
wurde,*) und die Bildung von Gangliosid(GM1)-Clustern in
der 1,-Phase.> Die GMI1-Cluster erscheinen als helle
Flecke innerhalb und an der Phasengrenze der phasensepa-
rierten Doménen (Abbildung 22c¢), was darauf schlieBen
lasst, dass sich GM1 in der 1,-Phase oder an der I,-l;-
Phasengrenze anreichert.

Die Membrandicke multilamellarer Vesikeln (MLVs)
kann mit Weitwinkelrontgenstreuung (WAXRD) gemessen
werden.’? Bei diesem Vesikeltyp sind die Doppelschichten
zwiebelartig angeordnet, wodurch der Abstand zwischen den
einzelnen Schichten und ihre Dicke bestimmt werden kann.
So wurde z.B. herausgefunden, dass Sphingomyelin-DOPC-
Membranen eine 0.9-1.1 nm hohere Schichtdicke haben als
DOPC-Cholesterin- oder reine DOPC-Doppelschichtmem-
branen. Dies zeigt, dass die chemische Zusammensetzung
einer Membran ihre Schichtdicke beeinflussen kann.

Eine Reihe von Methoden wurde eingesetzt, um die
laterale Beweglichkeit von Rafts und ihre Abhéngigkeit von
der chemischen Zusammensetzung nachzuweisen. Bei der
SPT-Methode® wird ein mit einem Goldpartikel (GroBe
40 nm) markiertes Lipid in eine Raft-haltige Lipidmischung
eingebaut. Durch konfokale Lasermikroskopie® wurde die
Doménenstruktur innerhalb der Lipidmonoschicht bestimmt
und anschlieBend die Bahn des Gold-markierten Lipids
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verfolgt (Abbildung 23). Dies erméglicht die Bestimmung
des Diffusionskoeffizenten (D) innerhalb der einzelnen
phasenseparierten Zustdnde (der dunklen und hellen Berei-
che) der Monoschicht. Es zeigte sich, dass die Beweglichkeit
(und somit D) des Lipidtracers in der l-Phase mehr als
doppelt so grof} ist wie in der 1,-Phase.

—

Gold, 40 nm

Lipid

Abbildung 23. Mit SPT kann die Diffusion eines Gold-markierten Lipids
in den |y (hell) und den |,-Bereichen (dunkel) einer Raft-haltigen Lipid-
monoschicht (DOPC/Cholesterin/SM 1:1:1) verfolgt werden. Die Parti-
kelbahn des Gold-markierten Lipids gibt Aufschluss iiber den Diffusi-
onskoeffizienten in der Iy~ (1.1x1078 cm?s™") und der |.-Phase
(0.38x10°% cm?s™"). Mit Genehmigung von Elsevier Science aus

Lit. [46].

In einer weiteren Studie zur Zusammensetzung von Rafts
in Abhingigkeit von den umgebenden Membranlipiden
wurde TOF-SIMS™! von DPPC-DOPC-Monoschichten in
An- und Abwesenheit von Ca’*-lonen eingesetzt. Hierbei
zeigte sich, dass in Gegenwart von Ca’* DOPS-angereicherte
Cluster mit einer DominengroBe von 3-10 um gebildet
werden.

4.3. Gréfie von Rafts

Ein viel diskutiertes Thema ist die absolute Grofle von
Rafts.”® In Tabelle 2 sind Literaturwerte und die jeweilige
Messmethode zusammengefasst. Mit AFM und SPT wurden
Werte im Bereich von einigen 10 bis 100 nm erhalten,
wihrend mikroskopische Verfahren, WAXRD und TOF-
SIMS Werte von wenigen Mikrometern ergaben. Die Mole-
kiilzahl in solchen Rafts variiert zwischen einigen 100 und
mehreren 100000. Hierzu miissen drei Punkte beachtet
werden:

1. Rafts sind dynamische Systeme, was bedeutet, dass die
einzelnen Komponenten in einem Gleichgewicht zwi-
schen ihrer freien und geordneten Form vorliegen. Mit
Fluoreszenzmikroskopie und SPT wurde nachgewiesen,
dass sich die Grenzflaichen von Rafts beziiglich ihrer
umgebenden Lipide im Bereich einiger Sekunden bewe-
gen, sodass es schwierig ist, bei Raumtemperatur eine
genaue GroBenmessung vorzunehmen.

2. Die Art der Detektion legt den GroBenbereich der
messbaren Strukturen fest. Somit ist es nicht iiberra-
schend, dass Rafts, die kleiner als 1pm sind, durch
Fluoreszenzmikroskopie nicht detektierbar sind, wahrend
mit AFM-Methoden Strukturen in der Grofenordnung
von 10 nm noch gemessen werden kénnen.

3. Da die Raftbildung letztlich auf Phasenseparationspro-
zesse zuriickgeht, spielen sowohl die Art der Membran-
herstellung als auch der physikalische Zustand, in dem
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Tabelle 2: GréRe und chemische Zusammensetzung von Rafts in biomimetischen Membranen.

Methode Detektionsprinzip Membrantyp Zusammensetzung Grofe Lit.
AFM Hohendifferenz Monoschicht POPC/SM/Cholesterin 15-200 nm [48]
AFM Hohendifferenz Monoschicht POPC/SM/Cholesterin/GM1 30-90 nm [47b,48]
AFM Héhendifferenz Monoschicht DPPC/Cholesterin/GM1 100 nm [50]
AFM Hohendifferenz Monoschicht DOPC/DPPC/GM1 ca. 1 um [57]
AFM Hohendifferenz Monoschicht DOPC/SM/Cholesterin ca. 0.5 um [49]
SPT Beweglichkeit Maus-Fibroblasten - ca. 200 nm [53a]
SPT Beweglichkeit BHK-Zellen - 30 nm [53b]
SPT Beweglichkeit Monoschicht POPC/SM/Cholesterin - [46]
TOF-SIMS chem. Zusammensetzung Monoschicht DPPC/DPPS 3-10 um [55]
WAXRD Membrandicke MLV - 9-11 A Dicke [52b]
Mikroskopie Fluoreszenz Monoschicht POPC/SM/Cholesterin/GM1 ca. 1 um [46]
Mikroskopie Fluoreszenz Monoschicht DOPC/SM/Cholesterin ca. 0.5 um [54b]
Mikroskopie Fluoreszenz Monoschicht DOPE/DPPC/Cholesterin einige um [54c]
Mikroskopie Zweiphotonen-Absorption GUv POPC/SM/Cholesterin ca. 10 mm [46]
Mikroskopie Zweiphotonen-Absorption GUv DLPC/DAPC <30 um [54a]

sich die Monoschicht oder die Doppelschicht befindet,
eine wesentliche Rolle. Die meisten Experimente wurden
mit trégerfixierten Langmuir-Blodgett-Monoschichten
durchgefiihrt, die sich von ,losen“ Doppelschichtmem-
branen in GUVs unterscheiden konnen. Weiterhin wurde
gezeigt, dass das Phasenwachstum zeitabhingig ist,” was
darauf hindeutet, dass Dominen nicht immer Gleich-
gewichtsstrukturen darstellen. So nimmt laut AFM-Mes-
sungen die Dominengrofe innerhalb einer DPOC-
DPPC-Membran mit der Zeit signifikant zu (Abbil-
dung 24). Hierbei kann die anfingliche Doménengrofe
von 80 nm-1.1 um auf mehr als 5 pm anwachsen.

b)

0.6

tooa
Alpm®

o

0.2 /

5. Polymerinduzierte Phasenseparation

Die bisherigen Abschnitte befassten sich mit der sponta-
nen lateralen Phasentrennung innerhalb einer gemischten
Lipiddoppelschichtmembran unter Einwirkung von Tempe-

ratur, ionischen Effekten und kleinen Membran-
molekiilen. Im Folgenden behandeln wir nun
Phasenseparierungsprozesse durch grofie Mole-
kiile (Polymere), die die Clusterbildung innerhalb
einer Lipidmembran auslosen konnen. Diese Pro-
zesse sind nicht auf Lipiddoppelschichtmembra-
nen beschriankt, sondern konnen auch bei Makro-
molekiilmembranen auftreten (Abbildung 25).
Der Vesikel-Begriff kann auf alle geschlosse-
nen Hohlkugelstrukturen mit Durchmessern von
100-500 nm ausgedehnt werden. Die AuBenhiille
dieser Vesikeln kann unterschiedlich aufgebaut
sein: a)aus polymerisierten Lipiden oder aus
Polymeren, die in eine Lipiddoppelschichtmem-
bran eingebaut sind,”™ b) aus niedermolekularen
Blockcopolymeren oder c) aus hochmolekularen
Blockcopolymeren.'! Die treibende Kraft der
Doménenbildung ist die Phasenseparation zwi-
schen den Polymerketten und/oder den Losungs-
mittelmolekiilen, ein Effekt, der bei Polymeren
starker ausgeprigt ist als bei niedermolekularen
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Abbildung 24. Dominenwachstum (Dominen 1 und 2), visualisiert
durch AFM. a) Die Gréf3e der Doménen einer DPOC-DPPC-Mono-
schicht (3:1) nimmt mit der Zeit zu (A: nach 19 min, B: nach 59 min);
b) Querschnittsfliche als Funktion der Zeit; der Kurvenverlauf wird
durch ein Potenzgesetz wiedergegeben. Mit Genehmigung der Ameri-
can Chemical Society aus Lit. [57].

a) b)
Lipiddoppelschicht-Vesikel AB-Diblock- wAluanesa
%%% copolymeare
ABA-Triblack- VAN
copolymers
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Piropipolymera
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Blockcopolymeren
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Crew-Cut-Micellen
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Abbildung 25. a) Die AufRenhiille von Vesikeln kann aus Lipiddoppelschichtmembra-
nen, Diblockcopolymeren (,,Polymersomen“) oder vernetzten Diblockcopolymeren
(,Crew-Cut-Vesikeln“) aufgebaut sein. b) Unterschiedliche Arten von Blockcopolyme-
ren (rot: hydrophiler Block, blau: hydrophober Block).
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Verbindungen.” Speziell amphiphile Polymere (d.h. Poly-
mere aus einem hydrophoben und einem hydrophilen Block)
zeigen eine relativ hohe selektive Loslichkeit in Wasser!® und
konnen deshalb zu einer Vielzahl von hoch geordneten
Strukturen wie Micellen, Vesikeln, Gelen und lyotropen
Phasen aggregieren.®!! Der Organisationstyp hiingt vor allem
vom Verhiltnis der hydrophilen und hydrophoben Gruppen,
dem Molekulargewicht und dem Losungsmittel ab.

Das Aggregationsverhalten von amphiphilen Blockcopo-
lymeren wurde in einem neueren Ubersichtsartikel ausfiihr-
lich beschrieben!® und soll hier nicht niher erortert werden.
Dennoch sei kurz darauf hingewiesen, dass die Bildung von
Vesikeln und das Phidnomen der Polymer- und Blockcopo-
lymer-induzierten Phasenseparation lediglich spezielle Félle
dieses sehr komplexen Phasenverhaltens sind. Unter Ein-
wirkung von Polymeren kommt es entweder zu einer
lateralen (innerhalb der Membran) oder einer vertikalen
Phasenseparation (zwischen der inneren und der duferen
Schicht). Die folgenden Abschnitte erldutern den Effekt von
Polymeren und Polymerisationsprozessen innerhalb der
Membran auf die Doménenbildung.

5.1. Einfluss von Polymeren auf Lipiddoppelschichtmembranen

Ein amphiphiles oder ein geladenes Polymer kann auf drei
Arten die Dominenbildung in einer Lipiddoppelschicht
bewirken (Abbildung 26):

1. Durch den Einbau eines Pfropfpolymers mit hydropho-
ben Pfropfgruppen kommt es zur Clusterbildung um die
hydrophoben Ankergruppen, wodurch laterale Doméanen
gebildet werden.

2. Geladene Polymere bewirken in Mischung mit geladenen
und neutralen Lipiden eine vertikale Phasenseparation,
wobei sich die geladenen Lipide durch einen Flip-Flop-

a) Adsarption von Polymeran

&

! laterale Phasantrennung

Insertion und Clusterbildung

Flip-Flop-Prozess
bB)

! F =t 5
Uil bl
Abbildung 26. Durch Polymere hervorgerufene Phasentrennungen in
Lipiddoppelschichtmembranen. a) Clusterbildung der Lipide um die
hydrophoben Seitenketten eines Pfropfpolymers; b) laterale Phasense-
paration nach Adsorption eines geladenen Polymers (blau) an der

Oberfliche einer Doppelschicht; c) Clusterbildung eines Lipidpolymers
und dadurch ausgeléste Membrankriimmung.
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Prozess mit entgegengesetzter Ladung zum Polymer
anordnen.

3. Der Einbau von Lipid-Polymer-Konjugaten in die Dop-
pelschichtmembran bewirkt eine Clusterbildung des
Lipidpolymers durch erzwungene Erhohung der Mem-
brankriimmung.

5.1.1. Einbau von Pfropfpolymeren

Eine Vielzahl von Polymeren kann an der Oberflidche
einer Lipid-Vesikel adsorbiert werden. Am besten geeignet
sind amphiphile Block- und Pfropfcopolymere mit hydrophi-
lem Geriist und hydrophoben Seitenketten. Die hydrophoben
Polymerketten konnen in die Membran eindringen, wodurch
die hydrophilen Polymerketten an der Membranoberfldche
fixiert werden.

Ladaviere et al.®! wiesen den induzierenden Effekt von
hydrophilen/hydrophoben Pfropfpolymeren auf die Doma-
nenbildung innerhalb einer Lipiddoppelschicht nach. So
zeigten GUVs aus Polyacrylsdure-Pfropfcopolymeren mit
iiber 75 Mol-% hydrophilem Anteil (d.h. Anteil an freier
Acrylsdure) sowohl fluoreszierende (helle) wie auch nicht-
fluoreszierende (dunkle) Doménen (Abbildung27). Es

Abbildung 2. Fluoreszenzaufnahmen von GUVs, die die Phasensepa-
ration durch Insertion eines Pfropfpolymers veranschaulichen. Mit
Genehmigung der American Chemical Society aus Lit. [63].

wurde gezeigt, dass diese Polymere die Lipiddoppelschicht-
membran nicht durchdringen und zwei Arten von Phasense-
paration hervorrufen: a) vertikale Phasenseparation durch
auflerliche Adsorption an die Doppelschichtmembran nach
Insertion der hydrophoben Pfropfketten des Polymers und
b) laterale Entmischung durch Clusterbildung der hydropho-
ben Ketten innerhalb der Lipiddoppelschichtmembran.

5.1.2. Elektrostatische Adsorption von Polymeren an
Vesikeloberfliichen

Die elektrostatische Wechselwirkung von Polymeren mit
Vesikeln wurde mit Laser-Mikroelektrophorese unter-
sucht.*! Dazu wurde eine ionische Vesikel einem elektri-
schen Feld ausgesetzt und ihre Bewegung mit einem Laser-
strahl verfolgt. Bei Zugabe eines entgegengesetzt geladenen
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Polymers kam die elektrophoretische Bewegung des Kom-
plexes zum Stillstand, was bedeutet, dass die Ladungen an der
Vesikeloberfldche durch das Polymer abgeséttigt waren. Auf
diese Weise lésst sich untersuchen, ob das Polymer entweder
nur die aulen gelegenen ionischen Lipide erkennt (wodurch
nur die Hilfte der vesikuldren Ionen neutralisiert wiirde)
oder aber den gesamten Lipidanteil der Vesikel (wobei die
innen gelegenen Lipide durch einen Flip-Flop-Prozess an die
Oberfliche wandern miissten).

Es zeigte sich, dass ein anionisches Tensid (Natriumdo-
decylsulfat, SDS) durch die elektrostatische Wechselwirkung
mit einem kationischen Polymer (PEVP, Abbildung 28) von
der Innenschicht einer fluiden Doppelschichtmembran an die
duBlere Schicht gezogen werden kann, wodurch erreicht

PEVF

0T Na

Abbildung 28. Flip-Flop-Prozess eines anionischen Tensids (SDS), aus-
geldst durch Adsorption eines kationischen Polymers (PEVP). PEVP =
Poly (N-ethylvinylpyridin-co-vinylpyridin). Mit Genehmigung von Elsevier
Science aus Lit. [64b].

wurde, dass das Verhiltnis der PEVP-Gesamtladung gleich
der von SDS war. Bei festen Doppelschichtmembranen
hingegen wird kein solcher Flip-Flop-Prozess in Gegenwart
von SDS beobachtet, wodurch das PEVP/SDS-Ladungsver-
héltnis auf 0.5 absinkt (d.h., nur die an der duBeren Schicht
befindlichen Lipide werden neutralisiert). Da die Polymer-
konzentration viel zu gering ist, um die gesamte Vesikelober-
fliche abdecken zu kénnen, nimmt man an, dass das Polymer
mit der Gesamtmenge oder der Hilfte des Tensids (je nach
Membranzustand) Dominen bildet und es dort zur Neu-
tralisation der Ladungen kommt.

5.1.3. Kriimmungsinduzierte Clusterbildung

Lipid-Polymer-Konjugate bilden eine spezielle Klasse von
membranaktiven Polymeren, bei denen ein hydrophiles Poly-
mer kovalent an die Kopfgruppe eines doppelkettigen Lipids
gebunden ist. Wenn die Linge der hydrophoben Ketten des
Lipids acht CH,-Einheiten iibersteigt, kann das Konjugat
durch hydrophobe Wechselwirkungen in eine Lipidmembran
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eindringen, wodurch ein Teil der Membranoberfliche von
einer hydrophilen Polymerhiille bedeckt wird. Dabei kann
sich die physikalische und/oder biologische Stabilitdt von
Liposomen erhéhen (dhnlich wie beim Prinzip der sterischen
Stabilisierung von Kolloiden).™ Zum Einsatz kommen in
erster Linie Poly(ethylenglycole), Poly(acrylsduren), Poly-
(aminosduren), Poly(oxazoline) und Oligosaccharide. Abge-
sehen von den stabilisierenden Effekten konnen Lipid-Poly-
mer-Konjugate auch die Bildung von Doménen begiinstigen
und Gestaltdnderungen in einer Membran bewirken.

Die induzierte Doménenbildung durch Lipid-Polymer-
Konjugate konnte anhand von Experimenten mit einer
Doppelschichtmembran mit eingebautem Poly(ethylengly-
col)-Lipid nachgewiesen werden (Abbildung29). Slack

PEG-Lipid-Konjugat

Abbildung 29. Anreicherung von PEG-Lipid-Konjugaten in gekriimmten
Bereichen einer Lipiddoppelschichtmembran; PEG = Poly (ethylengly-
col). Mit Genehmigung des American Institute of Physics aus Lit. [66].

et al.® untersuchten hierbei multilamellare Membranen mit
und ohne Lipid-Polymer-Konjugate. Aus den Studien ging
hervor, dass die Lipid-Polymer-Konjugate vorzugsweise in
starker gekriimmten Bereichen der Membran angereichert
werden, da die hydrophilen Polymere mit ihren voluminodsen
Kopfgruppen mehr Platz beanspruchen als konventionelle
Lipide mit ihren kleineren Kopfgruppen.

In einer Weiterentwicklung dieses Konzepts wurde ein
Pfropfpolymer mit thermosensitiven Eigenschaften erzeugt.
Simon et al.’”l verwendeten ein Copolymer aus Poly(N-
isopropylacrylamid) (PNIPAM) und einem geringen Anteil
an hydrophoben Pfropfketten (0.5 Mol-% ) (Abbildung 30a),
die als Ankergruppen in der Lipiddoppelschicht dienten.
Zusitzlich wurde eine fluoreszierende Komponente zuge-
setzt, um die laterale Diffusion beobachten und quantifizie-
ren zu konnen. PNIPAM ist ein thermoresponsives Polymer,
das beim Erhitzen tiber die kritische Temperatur von 42°C
seine Struktur durch Kontraktion dndert, sodass auch die
Membrankriimmung stark zunimmt (Abbildung 30b). Somit
kommt es zur Bildung neuer Vesikeln als Antwort auf einen
Temperatursprung (Abbildung 30¢).[!
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Abbildung 30. Anreicherung von PNIPAM-Lipid-Konjugaten in gekriimmten Bereichen einer
Lipiddoppelschichtmembran. a) Struktur des Blockcopolymers; b) temperaturinduzierte Kon-
traktion (T>T,) des in die Membran eingebauten Polymers; c) Effekt der temperaturinduzier-
ten Kontraktion auf die Vesikelform: Die Kriimmung wird erhoht und fiihrt schlieRlich zur Bil-
dung neuer Vesikeln an der Oberfliche. Mit Genehmigung von Elsevier Science aus Lit. [67].

5.2. Polymerisation innerhalb einer Lipiddoppelschichtmembran

In einer Lipiddoppelschichtmembran sind zwei Arten von
Polymerisationsreaktionen moglich: a) Polymerisation von
reaktiven Monomeren innerhalb der hydrophoben Mem-
branhiille, b) Polymerisation von Lipiden mit polymerisier-
baren Gruppen. Punkt (b) wurde ausfiihrlich in der Literatur
beschrieben und soll hier lediglich mit Bezug auf vertikale
Phasenseparationsprozesse erwdhnt werden. Beide Polyme-
risationstypen konnen sowohl laterale als auch vertikale
Phasentrennungen in einer Lipiddoppelschichtmembran
induzieren.

5.2.1. Laterale Phasenseparation von wachsenden Polymeren
innerhalb der Lipiddoppelschicht

Eine Vielzahl kleiner hydrophober Molekiile kann in den
hydrophoben Teil einer Lipiddoppelschichtmembran einge-
baut werden, darunter Styrol, Divinylbenzol und Alkylacry-
late. Durch thermische oder photochemische Polymerisation
von Monomeren lassen sich zwei Arten von Strukturen
erhalten (Abbildung 31): a) Entweder kommt es aufgrund
schneller Diffusion der Monomere zur Phasenseparation
wihrend der Polymerisation, was eine ,, Klumpenbildung*
des Polymers zur Folge hat,'” oder b) das Monomer poly-
merisiert homogen innerhalb der hydrophoben Membran-
hiille.™

German et al.’!l untersuchten die Phasenseparation von
Monomeren innerhalb einer Lipiddoppelschicht nach Reak-
tionsschema (a) (unter Bildung von ,Fallschirm-Struktu-
ren“).’” Styrol oder Alkylmethacrylate wurden durch
Mischen mit einer vorgefertigten Vesikelsuspension homogen
zwischen den einzelnen Membranschichten (DODAB) ver-
teilt (Abbildung 31). AnschlieBend wurde eine radikalische
Polymerisation ausgeldst, wobei es schon kurz nach der
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Initilerung zur Partikelbildung kam,
ohne dass jedoch die Lipiddoppel-

Iﬂ schichtmembran zerstort wurde. Die

U Partikel wiesen eine einheitliche ellip-
soide Form auf.

Entscheidend fiir diesen Prozess ist

die Beweglichkeit des Monomers inner-

halb der Lipiddoppelschichtmembran.

OHRAA o nﬂnnnuﬂ Krafft et al."™® konnten durch Verringe-

rung des Abstands der hydrophoben
Membranschichten die Monomere
homogen polymerisieren. Als Vesikel-
bildende Komponenten wurden per-
fluorierte Lipide (FPCs) eingesetzt, die
eine wesentlich geringere Schichtdicke
aufweisen (ca. 1 nm) als herkommliche
Kohlenwasserstofflipide (ca. 2.3 nm).
Dadurch wird die laterale Beweglich-
keit der Monomere eingeschréankt und
die Phasenseparation wéhrend der
Polymerisation verhindert.

b) homogene

a) JKlumpeanbildung”
wahrend der
Palymerisation

Lipiddoppelschichtvesikel
* Monomer

Chemie

Paolymerisation m*m ! @
A bl L {‘i o

Abbildung 31. Polymerisation von Monomeren (Styrol, Methylmethacrylat)

innerhalb einer Doppelschichtmembran aus Didodecylammoniumbromid

(DODAB). Das TEM-Bild verdeutlicht die ,,Klumpenbildung* aufgrund der

schnellen Diffusion des Monomers innerhalb der Doppelschicht.””

5.2.2. Polymerisation in vertikal phasenseparierten
Doppelschichten

Ravoo et al.’¥ verwendeten eine Kombination aus ver-
tikaler Phasenseparierung und anschlieender Polymerisa-
tion zum Aufbau von stabilen Vesikeln mit unterschiedlichen
inneren und duBeren Schichtstrukturen. Dazu wurde ein {3-
Nitrostyrol-Derivat an die hydrophile Kopfgruppe eines
Diacylglycerophospholipids gekuppelt, und aus dem Kon-
jugat wurden bei neutralem pH-Wert Vesikeln aufgebaut
(Abbildung 32).

Die B-Nitrostyrol-Einheiten an den AuBenseiten der
Vesikeln wurden durch Zugabe einer alkalischen Losung
unter Bildung von Benzaldehyd-Derivaten hydrolysiert, wih-
rend die Innenseite der Membran durch die gehinderte
Diffusion der Hydroxidionen (neutraler pH-Wert) in ihrem
Aufbau unverindert blieb. Die an der Membraninnenschicht
verbliebenen [-Nitrostyrol-Gruppen wurden anschlieBend
photochemisch polymerisiert, wodurch der vertikal phasen-
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Abbildung 32. Selektive Vernetzung eines Lipids an der inneren Mem-
branschicht einer Vesikel. Die Hydrolyse fiihrt zur Desaktivierung der
B-Nitrostyrol-Einheiten an der dufleren Membranschicht. Die verblei-
benden B-Nitrostyrol-Einheiten an der Innenseite werden photoche-
misch vernetzt.
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separierte Zustand stabilisiert wurde — ansonsten hitte ein
Flip-Flop-Prozess zu einer Vermischung der beiden Mem-
branstrukturen gefiihrt.

5.3. Vesikelbildung durch Phasenseparation von
Blockcopolymeren

Im Unterschied zur Vesikelbildung durch kleine Lipid-
molekiile (mit Molekulargewichten um etwa 1000 gmol )
konnen Blockcopolymere (mit Molekulargewichten von 1000
bis zu einigen 10000 gmol ") Vesikeln durch Phasensepara-
tionsprozesse bilden. Entscheidender Punkt ist die Nicht-
mischbarkeit eines der Polymerblocke mit Wasser sowie auch
die Nichtmischbarkeit der beiden Blocke untereinander. Man
kennt zwei Arten von Membranaufbau, die letztlich zu zwei
unterschiedlichen Strukturtypen fiihren.

Blockcopolymere mit mittleren Molekulargewichten von
einigen 1000 gmol ' und 20-40 Mol-% an hydrophilem Block
konnen direkt in Wasser gelost werden und bilden dort durch
Phasentrennung der nichtmischbaren Polymerblocke ,,Poly-
mersome* (Abbildung 33a)."%™ Die Membrandicke kann
tiber die Grofle des hydrophilen Blocks zwischen 8 und 20 nm
eingestellt werden. Damit sind Membranen mit maB3geschnei-

Blockcopolymere

a) Mn = 1000 - 20 000

Mn =1
f (mydrophil) = 20 - 40 % )2 10000

f (hydrophil) < 5§ %

Qi inis

WAL
ditﬂkfl?lr ﬁUﬂfBU aus Zugabe von Wasser in
wassriger Lasung eine organische Lésung
des Polymers
A
8- 20 nm 20-40 nm
Lorew-Cut"-Micallen

wPolymersome”

W. H. Binder et al.

derten chemischen und mechanischen Eigenschaften wie
einer definierten Permeabilitdt, Steifheit und Elastizitit
zugénglich. Die amphiphilen Blockcopolymere fungieren als
Hlipidartige“ Molekiile, die sich aufgrund hydrophober
Effekte und der Nichtmischbarkeit der Polymerblocke anord-
nen. Die hydrophoben Ketten sind bei niedrigen Molekular-
gewichten maximal gestreckt und bei hoheren Molekularge-
wichten ,,verschlungen®“. Der Aggregationsprozess wurde
ausfiihrlich beschrieben!” und soll hier nicht weiter behan-
delt werden.

Blockcopolymere mit hoheren Molekulargewichten (M >
10000 gmol~') und einem hydrophilen Anteil von weniger als
20 Mol-% sind aufgrund verlangsamter kinetischer Prozesse
(bedingt durch die langen hydrophoben Ketten) nicht mehr in
der Lage, eigensténdig Vesikeln zu bilden. Das Polymer wird
daher in einem mit Wasser mischbaren Solvens gelost, in dem
beide Blocke gut loslich sind (Abbildung 33b)."1 Durch
langsame Zugabe von Wasser bilden sich Vesikeln mit einer
Membrandicke von etwa 20 bis 40 nm. Da die Membran aus
stark verflochtenen Polymerketten aufgebaut ist, spiegelt die
Schichtdicke nicht zwangsldufig die Lange der hydrophoben
Blocke wider.

Eisenberg und Luo™ untersuchten die Vesikelbildung
mit einer Reihe von Blockcopolymeren, darunter PS-b-PA,
PS-b-PEO und PS-PVP. Entscheidend war, dass die hydro-
phoben Blocke dieser Polymere (Polymerisationsgrad 200
380) wesentlich linger waren als die hydrophilen Blocke
(Polymerisationsgrad 20-80). Die damit erzeugten Vesikeln
enthalten einen hydrophoben Kern aus PS und eine hydro-
phile Hiille aus PEO, PA oder PVP. Mafigebend fiir die
Vesikeldimensionen ist eine feine Balance zwischen der
Streckung der PS-Blocke, der abstoenden Wechselwirkung
zwischen den hydrophilen Blocken und der Kern-Hiille-
Wechselwirkung.

Das Wechselspiel dieser energetischen Beitrdge wurde
genutzt, um Polymerketten in einer Mischung aus Blockco-
polymeren entweder an die Innen- oder die Aufenseite der
Vesikel zu dirigieren (Abbildung 34). Dazu wurde eine
Mischung aus zwei Blockcopolymeren mit gleich langen PS-
Ketten (m =300) und unterschiedlich langen hydro-
philen Blocken (Polyacrylsdure (PA, n=11) oder
Poly(4-vinylpyridin) (P-4PV, n=33)) pripariert.
Zusétzlich wurde ein Pyren-Marker zwischen den
PS- und den PA-Block eingebaut, um die Position der
Polyacrylsdureketten innerhalb der Vesikel bestim-
men zu konnen. Nach Mischen der beiden Polymere
und Vesikelbildung wurden TI*-Ionen als Fluoreszenz-
loscher zugesetzt, wobei die Pyren-Fluoreszenz jedoch
nicht geloscht wurde. Dies bedeutet, dass sowohl die
Pyrenmolekiile als auch die PA-Ketten in das Vesikel-
innere zeigen, wihrend die P-4VP-Blocke an der
Vesikeloberfldche lokalisiert sind. Dieses Ergebnis
lasst sich durch rein geometrische Uberlegungen
erkliren: Die ldngeren P-4VP-Ketten bendotigen

Abbildung 33. Aufbau von Vesikeln durch amphiphile Blockcopolymere in

wissrigen Lésungen. a) Bildung von ,,Polymersomen® durch direkte Aggrega-

tion von kurzkettigen Blockcopolymeren mit einem hydrophilen Anteil zwi-
schen 20 und 40 Mol-%,; b) Aggregation von hydrophoben, langkettigen
Blockcopolymeren durch Ausfillung unter Bildung von ,,Crew-Cut“-Micellen.
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mehr Platz als die PA-Ketten, weshalb sie bevorzugt
an der AufBlenhiille der Vesikel angeord-
net werden, wihrend die kiirzeren PA-Ketten im
stirker gekriimmten Vesikelinnenraum lokalisiert
sind.
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Abbildung 34. Selektive Phasenseparation eines Blockcopolymers an der

Innen- und AuRenseite von ,,Crew-Cut“-Micellen. a) Eine Mischung aus

PS;00PA;;- und PS;,0PVPs;-Blockcopolymeren bildet gemischte ,,Crew-Cut*-
Micellen. Die lingeren PVP-Ketten (griin) zeigen nach auflen, die kiirzeren
PAA-Ketten (rot) nach innen. Der Pyrenteil zeigt ebenfalls in das Vesikelinnere
und bleibt daher fiir die TI*-lonen, die als Fluoreszenzléscher wirken, uner-

reichbar. b) TEM-Bild so gebildeter Vesikeln.®!

6. Biologische Auswirkung der Phasenseparation

Die primédre Funktion von Membranlipiden besteht im
Aufbau einer Grenzschicht, die die Integritit von Zellen und
Organellen aufrechterhalten soll. Die auBBerordentliche Viel-
falt von Lipiden, die am Membranaufbau in lebenden Zellen
beteiligt sind, legt jedoch die Vermutung nahe, dass diese
neben ihrer Rolle als physikalische Barriere zuséitzliche
Funktionen in biologischen Prozessen ausiiben.””®! Um die
Funktion biologischer Membranen zu verstehen, wurden
Cholesterin-Phospholipid- und Protein-Lipid-Mischungen in
kiinstlichen Membranen untersucht. Wie schon erwéhnt,
kann eine Membran abhingig von Temperatur und Lipid-
zusammensetzung in unterschiedlichen Zustédnden vorliegen:
einem Gel-artigen (LB) und einem fliissig-kristallinen
Zustand (La). Zusitzlich konnte in Modellmembranen aus
Cholesterin und Phospholipiden ein fliissig-geordneter
Zustand (1,) nachgewiesen werden, der sowohl Eigenschaften
einer LB- als auch einer Lo-Phase aufweist. Ob solche
Doménen auch in vivo existieren, war lange Jahre um-
stritten.

Erste Hinweise, dass Rafts auch in Membranen lebender
Zellen vorhanden sind, wurden aus Untersuchungen an
Fibroblasten erhalten. Es wurden Membranfraktionen iden-
tifiziert, die zum einen reich an Glycosphingolipiden sind,
zum andern aber keine Loslichkeit in kalten nichtionischen
Tensiden wie Triton X-100 zeigen.® In zahlreichen Folge-
studien wurde die Bedeutung von Rafts in biologischen
Prozessen untermauert. Es wurden Proteine gefunden, die
innerhalb solcher Dominen assoziieren, was eine grofie
Bedeutung fiir biologische Prozesse wie Signaltransduktion,
Sortierung von Proteinen und Lipiden, Zelladhésion sowie
fiir eine Reihe von Krankheiten haben diirfte.
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6.1. Caveolen, Caveoline und Cholesterin

Eine spezielle Klasse von Lipid-Doménen sind die
Caveolen, eine Untergruppe der Rafts, die reich an
Cholesterin, Glycosphingolipiden, Sphingomyelin und
Lipid-verankerten Membranproteinen sind (siehe
Abschnitt 4.1).38281 Caveolen wurden erstmals in
den 50er Jahren(®! mithilfe der Elektronenmikro-
skopie als kleine Finstiilpungen mit dynamischer
Struktur und Durchmessern von 50 nm oder grofier
charakterisiert.*® Infolge ihrer Flexibilitit konnen
Caveolen jedoch auch geschlossene Formen annehmen
und z.B. als flache oder rohrenférmige Dominen
innerhalb der Membran vorliegen (Abbil-
dung 35).73:85:5

Caveolen kommen in vielen Zellarten vor und sind
von dem Cholesterin-bindenden 22 kDa-Protein
Caveolin-1 umhiillt.* Caveolin-1 enthilt eine zent-
rale, 33 Aminosduren lange hydrophobe Doméne, die
mit der Membran wechselwirkt, wihrend die Amino-
und Sdureendgruppen des Proteins in das Cytoplasma
reichen. Es gehort einer Familie von etwa 21-25 kDa
schweren Membranproteinen an, die Homo- und
Heterooligomere bilden konnen und an einer Vielzahl

Rafts

R

[} Cholestarin
[ Sphingolipid
L Phosphalipid
_:_% Cavealin-1
> Src-Kinase
> GPl-Anker

Abbildung 35. Schematische Struktur von Caveolen und assoziierten
Proteinen (Caveolin1, GPI-Anker, Src-Kinasen).

von Zellfunktionen beteiligt sind.®*l Caveolin-1 kommt in
einer ganzen Reihe von Zellen vor (Endothelzellen, Adipo-
zyten, Fibroblasten usw.) und lagert sich immer an Chole-
sterin-reiche Doménen innerhalb der jeweiligen Zellmem-
bran an.

Caveolin kann nur in Gegenwart von Cholesterin Oligo-
mere bilden und an biologische Membranen anlagern.[**")
Man nimmt an, dass Caveolin-1 entscheidend fiir die Bildung
der charakteristischen eingestiilpten Caveolenstruktur
ist,>%1 weshalb es auch als ,Marker“ fiir Caveolen dient.
Die Einstiilpung entsteht durch den Hairpin-Loop des
hydrophoben Proteinkerns im Membraninneren und der
Anbindung des Proteins an Cholesterin und die Glycosphin-
golipide.[¥-*>1% In manchen Organellen befinden sich auch
Domainen, die zwar einen dhnlichen molekularen Aufbau wie
Caveolen haben, jedoch kein Caveolin-1 enthalten. Solche
Bereiche werden als ,,nichtcaveolische Rafts“ oder schlicht
,,Rafts“ bezeichnet.["*”!
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Bei zu niedrigem Cholesteringehalt zerfillt die Hiille und
die Zahl an Caveolen nimmt ab.'"™ Da die Abnahme an
Cholesterin direkt die Funktion der Rafts beeintrachtigt, 14sst
sich die Beziehung zwischen Caveolen und Cholesterin am
einfachsten unter funktionellen Aspekten betrachten.""

6.2. Caveolen und Cholesterin: Funktion bei der
Signaltransduktion in Zellen

Caveolin-1 wurde in Caveolen von Plasmamembranen
und in intrazelluliren Organellen wie dem endoplasmati-
schen Reticulum (ER) oder dem Trans-Golgi-Netzwerk
nachgewiesen.”>*#1%] Das endoplasmatische Reticulum ist
ein grofes, durch rohren- und sackférmige Strukturen aufge-
bautes Zellkompartiment bestehend as einem rauen ER und
einem glatten ER. Das raue ER dient zur Proteinsynthese,
wobei die Proteine zumeist tiber Transportvesikeln zum
Golgi-Apparat weitergeleitet werden konnen. Der Golgi-
Apparat ist, dhnlich wie das ER, ein von Membranen
umschlossenes Netzwerk, in dem die Proteinreifung und
-sortierung stattfindet.

Cholesterin wird im ER synthetisiert (so wie alle anderen
Lipide Raft-dhnlicher Doménen), anschlieBend zur Plasma-
membran befordert und dort zwischen Rafts und anderen
Dominen verteilt. Zell-Lipide miissen nicht wie die meisten
Transmembranproteine durch Vesikeln befordert werden,
sondern werden durch Trigerproteine durch das Cytoplasma
transportiert. Exogenes Cholesterin (und Sterine im All-
gemeinen) kann durch Endocytose in die Zelle eingebracht
werden, wobei Caveolin-1 als Trager benotigt wird. Caveolin-
1 bindet Cholesterin an der Zelloberfliache und befordert es
durch die Zelle und die Plasmamembran und weiter zu den
intrazelluliren Kompartimenten.®!

Zusammengefasst besteht eine sehr enge Verkniipfung
zwischen Cholesterin, dem Protein Caveolin und den Caveo-
len, wobei die Caveolenbildung durch den Gehalt an Caveo-
lin-1 in der Zelle gesteuert wird."™ Da Caveolin-1 direkt am
Cholesterintransport innerhalb der Zelle beteiligt ist,
bestimmt es den Cholesteringehalt und die Eingliederung
von Cholesterin in Membrandoménen. Demnach ist die
Lipid-Protein-Wechselwirkung fiir eine Vielzahl von signal-
tibertragenden Bahnen von grofler Bedeutung, da Choleste-
rin die Anwesenheit von Signaliibertragungsproteinen inner-
halb der Zelldoménen zulésst. Viele biologische Prozesse
werden gehemmt, wenn der Cholesteringehalt derart sinkt,
dass solche Proteine nicht mehr in ausreichendem Mafle in
die Zelle transportiert werden.

6.3. Protein-Targeting in Membrandoménen

Lipiddomé&nen konnen bestimmte Klassen von Proteinen,
die an der In-vivo-Funktion von Rafts beteiligt sind, selektiv
ein- oder ausschliefen.”” Prinzipiell wird ein Lipid durch
seine lipophile Gruppe in einer Membran verankert. Proteine
konnen mit Palmitin-, Myristin- (z.B. Src-Kinasen) oder
Prenylketten (z.B. kleinen GTP-Ketten) acyliert werden
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sowie an Cholesterin oder glycosyliertes Phosphatidylinositit
(GPI) kovalent gebunden sein (Abbildung 35).

Caveolin ist nicht das einzige Protein mit Lipid-Anker,
das an Aufbau und Funktion von Caveolen beteiligt ist.
Acylierte Proteine, GPI-verankerte Proteine, die iiber eine
Carboxy-Endgruppe an Membranen angebunden werden
konnen, und einige prenylierte Proteine sind Bausteine, die
ebenso in Caveolen zu finden sind."* Diese aus dem ER
stammenden Proteine (Caveolin, GPI-modifizierte Proteine
usw.) werden nach ihrer Synthese in den Lipidkern (Glyco-
sphingolipid/Sphingomyelin/Cholesterin) der Golgi-Kom-
plex-Doménen transportiert und bilden dort Caveolen.

Ob die genannten Protein Rafts bilden, hdngt primér von
der Art ihrer gesittigten Ankergruppen ab (meist Myristin-
Palmitin-Ketten oder Palmitindoppelketten).!*! Da Rafts
eine hohe Konzentration an acylierten Proteinen aufweisen,
geht man heute davon aus, dass die Acylierung der signalge-
bende Schritt in der Bildung von Mikrodoménen innerhalb
einer Membran ist. Einige hydrophobe Modifikationen des
Protein-Ankers scheinen ebenso notwendig zu sein, da oft
hohe Konzentrationen an Acylketten notwendig sind, um
spezielle Proteine (z.B. Influenza Hemagglutinin'®') in die
Membrandoménen einzufithren. Der relativ geringe Gehalt
an prenylierten Lipiden kann mit der sterischen Hinderung
der Prenyl-Ankergruppen erkliart werden. Diese sind zwar in
hohem Mafe hydrophob, konnen aber aufgrund ihrer sper-
rigen Struktur nicht in die hoch geordneten Doménen
eindringen. Der Mechanismus der Proteinassoziation an die
Membran-Rafts bedarf jedoch noch genauerer Untersu-
chung.

Obwohl bekannt ist, dass Rafts sowohl in Plasmamem-
branen als auch in vakuoldren Systemen lebender Zellen
vorhanden sind, ist ihre molekulare Zusammensetzung bis-
lang nicht aufgeklért. Trotz der zahlreichen Informationen
rund um diese Thematik ist der Aufbau von Proteinen, die in
solche Rafts inserieren konnen, noch immer wenig erforscht.
Zumindest ist bekannt, dass normale Zellprozesse wie auch
Krankheitsverldufe eng an die Prasenz von Raft-Komponen-
ten gekniipft sind.

6.4. Signaltransduktion und endocytische Funktionen von
Membrandomdnen in Zellen

Die meisten hydrophilen Signalsubstanzen (z.B. hydro-
phile Hormone), die eine Membrandoppelschicht nicht
durchqueren konnen, wirken durch Anbindung an spezielle
Rezeptoren an der duBeren Zelloberfliche. Membranpro-
teine, die solche Rezeptorfunktionen aufweisen, werden in
drei Klassen unterteilt: 1) Klasse-I-Rezeptoren, die Enzym-
aktivitit aufweisen (meist fir Tyrosin-Kinase), 2) Klasse-II-
Rezeptoren, die Ionenkanile bilden, und 3) Klasse-III-
Rezeptoren, bei denen es sich um Transmembranproteine
handelt, die ihr Signal tiber G-Proteine weiterleiten. Nach
dem Andocken der hydrophilen Signalsubstanz bewirkt eine
Modifikation in der Rezeptorstruktur ein Signal im Mem-
braninneren. Dieser Prozess wird als Signaltransduktion
bezeichnet.
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Caveolen und Rafts sind mit Rezeptoren angereichert, die
in der Signaltransduktion eine wichtige Rolle spielen, z. B. mit
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, Src-Thyrosin-Kinasen
oder endotheler N20-Synthase (eNOS).®"! Diese morpholo-
gisch einzigartigen Bereiche (,,signaling platforms*) wirken
als signalgebende Zentren. Ein Beispiel fiir diese Funktion
von Caveolen ist die Wirkung des Choleratoxins. Die Signal-
transduktion dieses Toxins erfordert die Gegenwart von
Caveolen, um die Toxin-Rezeptor-Komplexe durch ein
vesikuldres Transportsystem in das Zellinnere zu be-
fordern. Das Beispiel verdeutlicht die enge Beziehung
zwischen Signaltransduktion und Endocytose in Membran-
dominen.['"”

Der Begriff Cytose steht fiir den aktiven Zelltransport,
entweder zur Aufnahme (Endocytose) oder zur Abscheidung
von Makromolekiilen (Exocytose). Als Transcytose bezeich-
net man das Einfithren eines Molekiils durch eine Plasma-
membran mit anschlieBendem Transport zur gegeniiberlie-
genden Membran. Beide Prozesse erfordern die Bildung von
Vesikeln in der Membran, die jedoch von der Plasmamem-
bran und von den Membranen der Zellorganellen abge-
schniirt sind. Solche endocytischen Vesikeln sind in der Regel
von speziellen Proteinen umgeben (meist Clathrin), anschei-
nend gibt es aber auch Caveolen, die Endocytose und
Transcytose!'® in Abwesenheit von Clathrin-Vesikeln ermog-
lichen.!™)

Die Rolle, die bestimmte Lipide bei der Clusterbildung zu
Rafts zur Regelung der Endocytose einnehmen, ist fiir Sterine
bekannt, nicht aber fiir Sphingolipide. Es wurde gezeigt, dass
Cholesterin die endocytischen Prozesse einer Zelle entschei-
dend beeinflussen kann, da bei der Abnahme des Choleste-
ringehalts der Transport von Molekiilen durch Caveolen
unterbunden wird.['*

Falls Caveolen am Transport von speziellen Molekiilen
beteiligt sind, sollten sie in der Lage sein, sich von der
Membran abzukapseln. Ein solcher Mechanismus wurde
postuliert, demzufolge nach der Einstiilpung der Membran
die Vesikel abgespalten werden muss, um als Transport-
medium wirken zu konnen. Demnach konnten Proteine mit
Caveolen assoziieren, um die Bildung von eigenstidndigen
Vesikeln zu ermoglichen. Es wurde gezeigt, dass bei endo-
thelen Zellen und Hepatocyten diese Abspaltung durch
GTPase-Dynamin ermdoglicht wird. 19110

Der Transport durch Caveolen scheint allerdings nicht auf
Makromolekiile beschriankt zu sein. So zeigten Anderson
et al., dass auch kleine Molekiile wie Folsdure durch Caveo-
len in die Zelle gelangen. Den Mechanismus der nicht-
endocytischen Aufnahme von Molekiilen und geldsten Sub-
stanzen bezeichnet man als Potocytose.!'!!]

6.5. Rafts und menschliche Krankheiten

Membrandomaénen, die Caveolen und Caveolin enthalten,
stehen in enger Verbindung mit dem Verlauf von Krank-
heiten wie Krebs, Atherosklerose, neurodegenerativen
Krankheiten und AIDS. Im Folgenden geben wir einen
Uberblick iiber diese Zusammenhinge.
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6.5.1. Ubertragbare spongiforme Enzephalopathien

Prione gehoren zu einer Proteinklasse von etwa 35 kDa,
die degenerative neurologische Beschwerden (iibertragbare
spongiforme Enzephalopathien, TSEs) hervorrufen konnen.
Ein PrP-Gen ist eine normale Komponente des Wirt-
Genoms, wobei eine Form des Wirt-PrP einen GPI-Anker
enthdlt, mit dem es an Rafts an der extrazelluliren Ober-
fliche der Plasmamembran binden kann.

Der Mechanismus der Ubertragung und Pathogenese
umfasst die Umwandlung des Wirt-Prion-Proteins PrP in
seine ,,Scrapie-Isoform“ PrPsc. Diese Umwandlung wird
durch verschiedene Faktoren gehemmt, z.B. durch einen
sinkenden Gehalt an zelleigenem Cholesterin. Hierbei wird
die Bildung von Raft-assoziierten Proteinen gemindert,
wodurch auch die Umwandlung von Prion-Proteinen zu
PrPsc verhindert wird. Dariiber hinaus verhindert der
Ersatz des GPI-Ankers durch ein 62-Aminosidure-Protein
(das fiir den Transport in ,,coated pits“ codiert) den Transport
in PrP-Raft-Doménen. Diese Experimente deuten darauf hin,
dass die Umwandlung von PrP zu PrPsc in Caveolen
stattfinden muss.!"'>!"

6.5.2. Krebs

In vielen Arten onkogener Zellen ist die Zahl an
Caveolen aufgrund der Abnahme (bis hin zum Verlust) von
Caveolin-1 stark vermindert.""! Caveolin-1 kommt in den
meisten normalen Zellen vor und ist hier entscheidend an der
Signaliibertragung und der Differenzierung von Zellen!'”!
beteiligt. Es wurde au3erdem nachgewiesen, dass Caveolin-
1 als Suppressor menschlicher Tumore fungiert, da sein Gen
in einem Bereich des Genoms gefunden wurde, der bei Krebs
oft geloscht wird. Dies lasst darauf schliefen, dass dieser
Bereich fiir die Unterdriickung von Tumoren' eine Rolle
spielt, was auch die Verringerung von Caveolin-1 bei der
Umwandlung und Wucherung vieler Krebszellarten er-
klirt.'"”! Sobald Caveolin-1 nicht mehr in ausreichender
Menge vorhanden ist, verringert sich die Zahl an Caveolen,
wodurch das Zellwachstum unkontrolliert stattfindet,!'' da
eine Vielzahl von zellwachstumsregulierenden Proteinen mit
Caveolin-1 wechselwirkt oder in Caveolen lokalisiert ist.""®!

Multiwirkstoffresistente Krebsarten weisen hingegen
einen extrem hohen Gehalt an Caveolin-1 und eine grof3e
Zahl an Caveolen auf.'"*'*! Dies konnte durch den Chole-
sterin-abfithrenden Effekt!™ von Caveolin und Caveolen
(d.h. den Transport von Cholesterin zur Plasmamembran)
erklart werden, da Cholesterin als integrales Element im
Wirkstofftransport und im Wirkstoffausschluss aus intrazel-
luldiren Membranen postuliert wird. Folge davon ist letztlich
die Entwicklung einer Multiwirkstoffresistenz.

Bis dato veroffentlichte Studien fiihren zu dem Schluss,
dass sich der Gehalt an Caveolin-1 bei Differenzierungen,
onkogenen Umwandlungen und Multiwirkstoffresistenzen
andert, was den komplexen Einfluss von Membrandoménen
bei Krebs verdeutlicht.
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6.5.3. Virologie

Es wurde gezeigt, dass Rafts bei einer Vielzahl von
Virusinfektionen, unter anderem bei HIV, eine entscheidende
Rolle spielen.'”” Es gibt klare Hinweise, dass HIV-1 durch
Lipid-Rafts"*'*/in das Membraninnere eindringen kann und
dies generell ein Schliisselvorgang bei Infektion mit Hiillen-
Viren ist. Die Wechselwirkung zwischen dem Virus und der
Zellenoberflache setzt die Anlagerung eines Virus-Proteins
an einem speziellen Zellrezeptor voraus, wodurch es schlief3-
lich zur Fusion und zum FEintrag des Virus in die Zelle kommt.
Es stellte sich nun die Frage, ob diese Art von Wechselwirkung
an geordneten Doménen der Zelle stattfindet oder nicht.

Wie schon erwihnt, konnen bestimmte Transmembran-
molekiile in Rafts angereichert oder aus Rafts ausgeschlossen
sein. Zum Beispiel kommt das 200-kDa-Protein CD45 in
Zellmembranen haufig vor, nicht jedoch in Rafts. Interessan-
terweise wird CD 45 auch von HIV-1 ausgeschlossen, wih-
rend andere Membranproteine in der HIV-1-Membran
angereichert werden.'” Dies lisst darauf schliefen, dass
HIV mit Rafts und nicht mit der umgebenden Zellmembran
assoziiert.

Es wurde herausgefunden, dass sich die Membranzusam-
mensetzung vieler Viren von der ihrer Wirtszellen unter-
scheidet.'?*3 So ist z.B. die Lipiddoppelschicht von HIV-1
reich an Cholesterin und Sphingolipiden!®! — wie dies auch
bei Rafts der Fall ist. Demnach ist es nicht iiberraschend, dass
bei Verringerung des Cholesteringehalts innerhalb der Wirts-
zelle die Lipid-Rafts zerstort werden, wodurch es zu einer
Beeintrichtigung der HIV-Produktion kommt."*! Es gibt
zunehmend Hinweise darauf, dass Viren spezielle Doménen
der Wirtszellen verwenden, um den Infektionsprozess ein-
zuleiten.

Am Ebola-Virus konnte demonstriert werden, dass der
Virenangriff und der FEintritt in die Zelle iiber Rafts
erfolgt.’™ Hierzu wurden mit Fluoreszenzmikroskopie
Bereiche des Ebola-Virus sichtbar gemacht, die reich an
Lipid-Rafts waren (Abbildung 36). Die Resultate ertffnen
neue Perspektiven im Kampf gegen die Ausbreitung von
Viren durch neue antivirale Methoden.

7. Ausblick

In diesem Aufsatz haben wir einen Uberblick {iber einen
neuen Typ von Ordnung innerhalb von Membranen prisen-
tiert. Ausgangspunkt waren konventionelle Lipiddoppel-

Abbildung 36. Clusterbildung innerhalb der Membran des Ebola-Virus,
visualisiert im Lichtmikroskop durch Zusatz von Fluoreszenzmarkern.
Griin: Raft-Marker, gelb: Gangliosid GMT, rot: virales Glycoprotein.
Die Uberlagerung der Farben belegt die Assoziation der Virenpartikel
mit den Rafts. Mit Genehmigung von Rockefeller University Press aus
Lit. [132].

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

W. H. Binder et al.

schicht-Modellmembranen, deren Erforschung viele Wissen-
schaftler iiber die letzten Jahrzehnte beschiftigt hat. Histo-
risch gesehen begann alles mit einem ,,einfachen* Doppel-
schichtmodell, das aus elektronenmikroskopischen Aufnah-
men abgeleitet war, gefolgt von der Entwicklung der ersten
kiinstlichen Vesikeln durch Kunitake et al.'**! Damit war die
Grundlage fiir Studien mit neuen physikochemischen Metho-
den geschaffen, die den Einfluss von Lipidmolekiilen auf die
Struktur und die Dynamik von Lipiddoppelschichtmembra-
nen (zunichst meist nur eine Lipidkomponente) aufzeigten.

Das komplexe Verhalten von Lipidmischungen in Mem-
branen und die doméinenbildende Wechselwirkung von
Membranen mit groBen Molekiilen (Polymeren und Pro-
teinen) war lange Zeit nur postuliert worden. Erst im letzten
Jahrzehnt gelang der definitive Nachweis fiir die Existenz
solcher Doménen und die biologisch herausragende Rolle
von Rafts in Membranen lebender Zellen. Heute ist bekannt,
dass sowohl die hydrophoben Lipidketten als auch die
hydrophilen Kopfgruppen zusammen mit verschiedenen
Membranproteinen eine entscheidende Rolle in der Cluster-
bildung von Membranen spielen. Solche Cluster-Effekte
konnen auch mit nichtlipidischen Molekiilen (synthetischen
Polymeren) erhalten werden.

Anatole France schrieb: ,,Versuche nicht deine Eitelkeit
zu befriedigen, indem du eine Vielzahl von Dingen lehrst ...
16se einfach einen Funken aus. Ist reichlich Zunder vorhan-
den, wird es Feuer fangen“. Autoren von Ubersichtartikeln
wie diesem sehen sich stets dem Problem ausgesetzt, einer-
seits jenem weisen Rat Folge zu leisten, andererseits den
Leser mit ausreichend ,,Brennstoff“ zu versorgen, um ein
moglichst helles Feuer zu entfachen. Auch wenn Aufsétze oft
veroffentlicht werden, wenn der Rahm bereits abgeschopft
ist, so ldsst sich dies auf die Doménen- und Raft-Forschung
nicht ummiinzen. Trotz all der Informationen, die bis dato
gesammelt wurden, haben wir erst begonnen, die Chemie und
Biologie von Rafts zu begreifen. Zu weiteren Fortschritte in
der Biologie wird auch die Chemie ihren Beitrag leisten
miissen: bei der Aufkldrung von Membranstrukturen, dyna-
mischen Prozessen und Membranfunktionen, bei denen
Doménen und Rafts eine Schliisselrolle spielen. Es zeichnet
sich ab, dass ein besseres Verstindnis solcher Prozesse neue
Perspektiven fiir die Bekdmpfung von viralen Infektionen,
Lipidstoffwechselerkrankungen, Krebs und anderen hartné-
ckigen Krankheiten liefern wird.

W.B. dankt dem oOsterreichischen Wissenschaftsfonds (FWF
14844 CHE und FWF 13294 CHE) sowie der Osterreichischen
Nationalbank (OenB 7702) fiir finanzielle Unterstiitzung. Die
Autoren danken Christian Kluger fiir die ausgezeichnete
Ubersetzung des Manuskripts. Spezieller Dank gebiihrt Prof.
H. Gruber fiir das Korrekturlesen des Manuskripts. FM.M.
dankt den National Institutes of Health (NIH).
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