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Fluktuationen und Domanen:
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Das “fluid mosaic”-Modell

ie wichtigsten Komponenten von hio-

logischen Membranen sind Proteine
und Lipide. Proteine bilden z.B. Enzyme,
lonenpumpen, Kandile oder andere, fur die
Funktion einer Zelle wesentliche Struktu-
‘en. Lipide sind, verglichen mit Proteinen,
xleine, amphiphile Molekule, die spontan
Membranen einer Dicke von ca. 50A bil-
den, wenn sie in Kontakt mit Wasser kom-
men. Das weithin akzeptierte Bild einer
biologischen Membran ist das “fluid
mosaic”-Modell von Singer und Nicolson
{Abb.1), in dem Lipide eine sehr dinne
Doppelschicht bilden. Proteine (in Abb.1
griin dargestellt)y sind entweder an die
Oberfliche gebunden oder durchspannen
die Membran, und schwimmen frei in die-
sem Medium.

Gemeinhin wird deshalb meist ange-
nommen, dal die Lipidmembran eine Art
Anker fiir Proteine bildet und keine eigene
Funktionalitat hat. Andererseits gibt es in
biclogischen Membranen hunderte ver-
schiedener Lipide (in Abb.1 deshalb mehr-
farbig dargestellt), die sich in ihren physika-
lischen Eigenschaften unterscheiden (z.B.
in Ladung und Gréfe) und man kann sich
fragen, warum die Natur sich die Mihe
macht, fiir eine solche Vielfalt von Lipiden

zu sorgen, wenn die Lipidmembran nur
eine strukturbildende Funktion hat. Es ist
beispielsweise bekannt, dal Bakterien die
Lipidzusammensetzung ihrer Membranen
verindern, wenn man sie bei verschie-
denen Temperaturen wachsen 1aft. Warum
tun sie das?

Unsere Arbeitsgruppe hat sich zur Auf-
gabe gesetzt, die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Lipidmembranen und
ihre Wechselwirkungen mit Proteinen bes-
ser zu verstehen, insbesondere die thermo-
dynamischen und mechanischen Eigen-
schaften von Modellsystemen.

Modellsysteme sind Mischungen aus
reinen Komponenten, z.B. aus einem Lipid
und einem Protein, die im Reagenzglas
hergestellt werden. Sie werden deshalb ver-
wendet, weil biologische Systeme zu viele
verschiedenartige Molekiile enthalten. Es
ist fr einen Physiker fast unmaoglich, allge-
meine Schlusse aus experimentellen Daten
biologischer (und daher sehr komplexer)
Systeme zu ziehen. Experimentelle und
theoretische Untersuchungen an Modell-
systemen fiihren jedoch zur Erkenntnis, daf
das “fluid mosaic”-Modell wichtiger Modi-
fikationen bedarf.

“Schmelzen” von Lipidmembranen -
Bildung von Dominen

Reine Lipide bilden spontan Membra-
nen, wenn sie mit Wasser in Kontakt
kommen. Eine sehr interessante Eigen-
schaft dieser Membranen ist, dafl sie
schmelzen konnen. Beim Schmelzen ver-
dndert sich der Ordnungszustand und
damit die Entropie S der Ketten.

Dies ist in Abb.2 dargestellt. Die Ver-
anderung der Energie (Warme bzw. Enthal-
pie AH) und die Veranderung der Entropie
(AS) der Membran kann man in einem
Kalorimeter messen.

Die Schmelzpunkte (Ty) nattrlich vor-
kommender Lipide liegen in der Regel im
Bereich zwischen -20°C und +60°C, also
im weiteren Sinne in einem physiologisch
relevanten Bereich. Die Schmelztempera-
tur hangt auler von den Kettenldngen und
der Ladung der Kopfgruppe von einigen
wichtigen duferen Parametern ab: von der
lonenstarke, dem pH, der Gegenwart von
Proteinen oder anderer Molekilen wie
Cholesterin oder von Anaesthetika. Durch
Protonierung von geladenen Lipiden kann
zum Beispiel deren Schmelzpunkt um 20
Grad erhoht werden.
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nach
Singer und Nicolson (1972,
Science 173:720

Bild einer Plasma-Membran, modifi-
ziert nach dem berthmten Bild des “fluid
mosaic”-Modells  von  Singer &  Nicolson
119721 In verschiedenen Farben werden unter-
schiedliche Lipide gezeigt, die sich nicht
homogen, sondern in Domanen unterschiedli-
cher Zusammensetzung anordnen. In griin sind
periphere und integrale Proteine abgebildet.

Abb.1:

Schmelzprozesse einer Membran kann
man mit einem Computer simulieren. Die
Idee hinter den Simulationen besteht darin,
in einer im Computer erzeugten Membran
die Wahrscheinlichkeit des Schmelzens
eines individuellen Lipides in einer ge-
gebenen Lipid- (Protein-' Umgebung zu
bestimmen und das Lipid mit dieser Wahr-
scheinlichkeit zu schmelzen, Dieser Pro-
zels wird fur jedes Lipid viele tausendmale
wiederholt. Man nennt solche Simulatio-
nen “Monte-Carlo”-Simulationen. Eine sol-
che simulierte Membran wird in Abb.3
gezeigt. Man sieht drei “Schnappschiisse”
von Lipidmembranen bei Temperaturen
unterhalh, an und oherhalb der Schimelz-
temperatur. Jeder dunkle Punkt in dieser
Graphik stellt ein gelformiges Moleki,
jeder helle ein flussiges ifluides) Mofekl
dar ssiehe auch Abb.2!. Eine wichtige
Beohachtung in diesen Simulationen ist
die Aushildung von Doménen, d.h. van
Gruppen geltormiger und flissiger Lipide,
deutlich erkennbar in Abb.3.

Die Ausbildung von Inhomogenitaten
in Membranen ist eine wesentliche
Erkenntnis, die aus der thermodynami-
schen Analyse von Membranprozessen
folgt. Es ist klar, dals diese Inhomogeni-
titen in einer biologischen  Membran
wichtice Konsequenzen hahen kann.,

Bindung von Proteinen an Membranen -
Heterogenitit von Membranen

Proreine binden in der Regel unter-
schiedlich stark an unterschiedliche Li-
pide oder unterschiedliche Lipidzustinde.

Das kann man aus kalorimetrischen Daten
schliefsen (dazu weiter unten). Wenn Pro-
teine nun an eine Membran mit Domanen
binden, verteilen sie sich ungleich auf der
Membranobertlache, wie in Abb.4 gezeigt.
Diese fihrt dazu, dall man lokal stark
unterschiedliche  Proteinkonzentrationen
erhalten kann.

Man stelle sich zwei Proteinsorten vor,
die an unterschiedliche Dominen hinden
{oder in sie eingebettet sind): solche Pro-
teine wiirden sich auf der Membran nicht
“sehen”. In dem modifizierten “fluid
mosaic”-Bild in Abb.1 wiirden sich zum
Beispiel die Proteine nicht treffen, da sie
sich in Domanen unterschiedlicher Natur
authalten. Nun ist aber der Kontakt zwi-
schen Proteinen Teil einiger enzymatischer
Reaktionskaskaden. For die Kommunika-
tion zwischen Proteinen ist es sehr wichtig,
in welchen Domanen sie sich aurhalten.
Sie ist vom physikalischen Zustand der
Membran abhdngig und kann durch Ver-
anderung  der Umgebung (Temperatur,
lonenstarke, pH,...} oder auch durch Ver-
dnderung der Lipidzusammensetzung, (hei-
spielsweise infolge der Aktivitit einer

AH, AS

Phospholipase, die eine Kopfgruppe oder
eine Fettsdurekette der Lipide abtrennt)
beeintlufSt werden.

Das “tluid mosaic”-Modell bedarf also
ganz offensichtlich einer Erweiterung, die
die lateralen Inhomogenititen in Membra-
nen mit in Betracht zieht, die sich aus dem
physikalischen Zustand der Lipide und der
Mischbarkeit der Komponenten ergeben.

Fluktuationen

dhrend der Monte-Carlo Simulation

des Schmelzprozesses in der Mem-
bran schwankt die Zahl der flissigen
Lipide um einen Mittelwert lin Abb.5 wird
das Schwanken um den Schmelzpunki,
herum dargestellt, Man nennt diese
Schwankungen auch Fluktuationen. Die
Fluktuationen sind ein sehr nitzliches
“Abfall-" Produkt der Simulation, denn
man kann eine Reihe von niitzlichen
thermodynamischen  Grofen aus  ihnen
bestimmen, darunter Wirmekapazitaten,
Kompressihilitdten, Relaxationszeiten und
indirekt auch Schallgeschwindigkeiten.

~——— polare Kopfagruppen

unpolare Kohlen-
wasscrstoffketten

—

+«— polare Kopfgruppen

Abb.2: Schematisches Bild des Schmelzens einer Lipidmembran. Dic Ketten im festen iGel-
Zustand sind geordnet, im flissigen tluident Zustand sind sie ungeordnet. Die Veranderung der
Warme, AH, der Entropie, AS, und den Schimelzpunkt Ty, kann man in einem Difierentialkalori-

meter bestimmen,

Temperatur

Abb.3 (links): Typische Auisicht-Schnappschiisse von Monte-Carlo Simulationen des Schmelzens
von Lipidmembranen bei zunchmender Temperatur. Gelirmige Lipide sind als dunkelblaue
Punkte, fluide Lipide als hellblaue Punkte wiedergegeben. Man erkennt deutlich das Aushilden

von Domanen.

Abb.4 (rechts): Schnappschult einer Monte-Carlo Simulation einer Lipidmembran am Schimelz-
punkt in Gegenwarl cines peripheren Proteins, das starker an gelivrmige Dominen bindet. Die
Proteine ordnen sich nicht mehr homogen aut der Oberilache an.
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Die Wirmekapazitit bestimmt sich zum
Beispiel aus den Fluktuationen der Enthal-
pie aus der einfachen Beziehung

(AH) - (AH)
RT”
Diese Wairmekapazititen bestimmen
wir sowoh! aus der Monte-Carlo Simulati-

on als auch experimentell in einem Mikro-
kalorimeter.
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Abb.5: Fluktuationen der Zahi fluider Lipide
um den Schmelzpunkt als Funktion der
(Simulations-) Zeit. Ergebnis einer Monte-
Carlo Simulation.

In Abb.6 sieht man die kalorimetrischen
Schmelzkurven von Membranen in Ab-
wesenheit und in Gegenwart zunehmen-
der Proteinmengen, und zwar ist links das
Ergebnis einer Simulation und rechts ein
vergleichbares experimentelles  Ergebnis
wiedergegeben. Mit zunehmenden Pro-
teinkonzentrationen verdndern sich die
Wirmekapazitatskurven.  Die  Schmelz-
kurven werden zu hoheren Temperaturen
verschoben, was bedeutet, dafl dieses
spezielle Protein an Domdanen gelférmiger
Lipide starker bindet.

Mechanische  Eigenschaften  von
Membranen
ine  wichtige Beobachtung unserer

Arbeitsgruppe ist, daB sich im Schmelz-
bereich von Membranen die Enthalpie (die
Wairme) und das Volumen proportional
zueinander verindern. In Abb. 7 ist Gber-
einander die kalorimetrische Schmelzkur-
ve eines Lipides d(AH )T und die durch
Densitometrie bestimmte Veranderung des
Volumes dfAV)/dT wiedergegeben. Beide
Kurven liegen fast perfekt aufeinander.

Dies hat weitreichende Konsequenzen:
Die Veranderung der Kompressibilitat
einer Membran ist gegeben durch eine
ahnlich einfache Gleichung wie die War-
mekapazitat

J— 5

(AV)y —(AV)
V-RT

Die Fluktuationen des Volumens und
der Warme sind nun proportional zueinan-
der und deshalb sind auch Warmekapa-
zitit und Kompressibilitat zueinander pro-
portional. Dieses Ergebnis ist alles andere
als trivial (sondern ist im Gegenteil sehr
erstaunlich) und es ermoglicht, Rick-
schliisse auf die mechanischen Eigenschaf-
ten von Membranen zu ziehen. Daraus
folgt, dal Membranen in der Nihe des
Schmelzpunktes weich und elastisch wer-
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Abb.6: Wirmekapaczitatsprotile von Lipiden in Abhangigkeit von der Konzentration eines peri-
pher bindenden Proteins. Links sind dic Ergebnisse einer Monte-Carlo Simulation und rechts
experimentelle Ergebnisse thier: Cytochrome ¢-Bindung an negativ geladene DMPG-Membra-
nen’. Die Verschiebung der Kurven zu hoheren Temperaturen beweist die stirke Bindung an

Dominen aus festem Lipid.
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den, daR sie aulerhalb der Schmelzum-
wandlung aber recht steif sind. Die Zugabe
von Proteinen veriandert deshalb nicht nur
die Warmekapazititen, sondern beeinflufit
auch die mechanischen Eigenschaften
einer Membran.
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Abb.7: Proportionalitat von Enthalpie H und
Volumen V (bzw. von Volumenausdehnungs-
koeffizient dV/dT und der Wérmekapazitat C,,
in der Umwandlung eines Lipids

Strukturelle Umwandlungen in Mem-
branen

ie Resultate des letzten Abschnitts
fuhren zu dem Ergebnis, dall Membra-

nen in der Nihe der Schmelzpunkte
besonders flexibel werden. Es ist bekannt,
dall die bestimmenden Faktoren fur die
Form eines Lipidvesikels die elastischen
Konstanten der Membran und osmotische
Krafte sind, hervorgerufen zum Beispiel
durch unterschiedliche lonenstarken im
Inneren des Vesikels und in der Umge-
bung. Da die Elastizitat der Membranen in
der Nahe der Schmelzumwandlung grof§
ist, ist dort auch die Wahrscheinlichkeit
fiir strukturelle Umwandlungen sehr grol.
In Abb.8 ist ein schones Beispiel hierflr
wiedergegeben.  Bestimmte anionische
{negativ geladene) Lipide formen sphari-
sche Vesikel, die sich in der Nahe der
Schmelztemperatur in  ein  dreidimen-
sionales Membran-Netzwerk umwandelt.
Oberhalb der Schmelztemperatur findet
man wieder spharische Vesikel. Man kann
diese Strukturumwandlungen im Elektro-
nenmikroskop verfolgen. Man hat hier eine
Kopplung zwischen der Schmelzumwand-
lung der Lipide und geometrischen Ver-
anderungen vorliegen. Sie fiihren dazu,
dal der Schmelzpeak der Warmekapazitat
sich in drei Maxima aufspaltet. Zwischen
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diesen Maxima findet man ein starkes
Ansteigen der Viskositit der Lipiddisper-
sion, die sich auf die dreidimensionale
Vernetzung der Membranen zurdckfihren
laRke.

Zusammenfassung

Das “fluid mosaic”-Modell mufs nach
heutigem Kenntnisstand so modifiziert
werden, dalk auch Heterogenititen in den
Membranen zugelassen werden. Diese
Heterogenititen werden von vielen Fakto-
ren beeinflufit: Von der Gegenwart von
Proteinen (und moglicherweise von deren
Konformationsumwandlungen), von  der
Elektrostatik (lonenstdrke, pH), aber auch
von der Geometrie einer Membran. Diese
Eigenschaften sind vorwiegend makro-
skopischer Natur, also Figenschaften der
Membran als Ganzes und weniger lokaler
Natur, panz abgesehen von der Tatsache,
dalk die Funktion einiger Proteine auch
lokal von der Lipidumgebung abhdngen.
Mein personliches, vielleicht  etwas
spekulatives  Bild  einer  biologischen

Membran ist das Folgende: Zweifellos sind
Proteine die wichtigsten Funktionstrager
einer Membran. Es ist jedoch wahrschein-
lich, dalk auch ihre raumliche Anordnung
fiir die biologische Funktion wichtig ist.
Die Membran ist ein Vielkomponenten-
system, und die physikalischen Eigenschaf-
ten der Membran sind mehr als nur
die Summe der Finzeleigenschaften der
Molekiile. Fluktuationen hangen sehr em-
pfindlich von Randbedingungen ab. Sie
fithren zu Domanenstrukturen, die wieder-
um einen FEinfluf auf Diffusionskoeffizi-
enten und Reaktionswahrscheinlichkeiten
haben. Um die Funktion der Gesamt-
membran zu verstehen, reicht es wohl
nicht aus, die einzelnen Makromolekule
zu untersuchen, sondern man muf auch
die  physikalischen  Eigenschaften  des
makroskopischen,  thermodynamischen
Ensembles berlicksichtigen. Diese ma-
kroskopischen  Eigenheiten einer Mem-
bran hangen aber sehr empfindlich von
den Umgebungsbedingungen ab und er-
moglichen potentiell eine empfindliche
Steuerung biologischer Funktion. 4
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Abb.8: Ausbildung einer dreidimensional ver-
netzten Membranphase im Schmelzbereich der
Lipidketten. Die Natur der Phasen wurde mit
Llektronenmikroskopie bestimmt. Die geometri-
schen Umwandlungen der Membranen sind
sowohl in der Warmekapazitdt als auch in der
Viskositat sichtbar.
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