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Einfihrung 1

Kapitel |

EinfUhrung

Vorgénge in der Biologie wurden in den letzten Jahrzehntenzunehmend Gegenstand
physikalischeninteressesDer Hauptgrundfur den bislangim Vergleich zur biochemischen
ForschungehergeringenAnteil physikalischerUntersuchungerauf diesemGebietbestehtin
der aulRerordentlichen Komplexitat der biologischen Objekgenicht nur auseinersehrgrol3e
Zahl von unterschiedlicheMolekulen bestehensondernsich in vielen Fallen auch nicht im
thermodynamische@Gleichgewichtbefinden.Es st oft nicht leicht, Bedingungerzu schaffen,
die Einblickein GemeinsamkeitedesVerhaltensund in physikalischeGesetzmalRigkeitemon
biologischenMolekulen erlauben Grol3enAuftrieb erhaltdiesesGebietnicht zuletztdurch die
starke Verbesserung experimenteller Methoden, von Roéntgenkristallographie Uber
Elektronenstreuung bis hin zu magnetischer Kernresonanz.

Biologische Zellen sind hochorganisierteGebilde, die in strukturelle Untereinheitenwie
Zellkern, Mitochondrien und andere Organellen untergliedert sind. WeserBkst@ndteiledes
Zellkerns sind die Ribonukleinsauren,die langkettige Polymere bilden, in denen die
Erbinformationkodiert ist (DNA und RNA). Definierte Abschnitte der DNA, die Gene,
enthalten die Information fur die Struktur der Proteine. Im menschlichen Erbguididgode
fur schatzungsweis200 000 verschiedend’roteinmolekilevor. Proteinesind Polymereder
Aminosauren. Sie sindie wichtigstenTragervon Funktionenin einerbiologischenZelle. Die
verschiedene®rganellerenthaltene nachihrer Aufgabesehr verschiedenerProteine.So ist
das in der AtmungskettevorkommendeProtein Cytochrom ¢ nur in den Mitochondrien
enthalten, Organellen, die den EnergiehaustalZelle kontrollieren.JedeOrganellewie auch
die ganzeZelle ist von einerMembran-doppelschichimgebendie die funktionalenEinheiten
begrenzt.Die Membranensind hauptsachlichaus Lipiden aufgebaut,kleinen amphiphilen
Molekdulen, die sich in Wasserspontanzu Membranenzusammenlagerrin die Membranen
sind Proteineeingebette{integrale Proteine),wahrendandereProteinean die Oberflacheder
Membrangebundensind (periphereProteine). Ein schematische®ild gibt das sogenannte
"fluid mosaic model" in Abb. I-1 (Singer & Nicolson, 1972). Innerhalb der Zelle findet
zwischen und innerhalb der Organellen ein reger AustauscMutEkilenund lonen statt, der
zum Teil durch die Membranen hinduratleran der MembranentlanggeschiehtAls wichtige
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Randbedingundir die Nervenreizleitungbaut z.B. das integrale Protein Nat/K*-ATPase
Gradienten von Natriumand Kalium-loneniber die Membranerhinweg auf (Gennis,1989).
Andere Proteine dienen als Enzyme zur Katalyse wichtiger Stoffwechselvorgange,
beispielsweise bei der Hydrolyse vBattenund Lipiden durchdie peripherenPhospholipasen
oder der Aktivierung anderer Proteine durch Protein-Kinase c. Das periphere Protein
Cytochromc transportiertElektronenvon der integralenCytochrom-Reduktaseur integralen
Cytochrom-Oxidaseund erflllt eine wichtige Funktion bei der Energiegewinnungdurch
Oxidation von Zuckern.

peripheres Protein

~40-50 A

integrales Protein

Abb.1-1

Schematische Zeichnung einer biologischen Membran(fluid mosaic model, nach Singer &
Nicolson, 1972). Integrale Proteine sind in die Lipidmembran eingebettet, periphere
Proteine sind an die Oberflache gebunden

Viele wesentliche zellulare Prozessespielen sich offensichtlich innerhalb oder auf den
Membranen ab. Die Rolle der Lipidmembrseiberwird haufig auf die einer strukturbildenden
Einheitreduziert,die die Proteineals Funktionstrageenthaltund ihren Ort bestimmt.Es gibt
andererseitsiele Hinweise auf eine Kopplungzwischender Funktion der Proteineund den
physikalischenEigenschaftender Membran, mit der sie in Wechselwirkungtreten. Die
Untersuchung dieser Kopplung ist ein wesentlicher Aspekt dieser Arbeit.

Aus den wechselnden Anforderungen an ein lebendes System ergitiesidtwendigkeitder
Regulation von Enzymaktivitditen. Mechanismen,die die Aktivitdt von Enzymen und
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Transportproteinenregulieren, kdnnen physikalischer als auch chemischer Natur sein.
PhysikalischeFaktoren bestehenzum Beispiel in Veranderungen der Ladung und dem
elektrostatischeiPotentialeinesMolekils. Diese GroRenkdnnendurch Wechselwirkungmit
anderen Molekilen des Systems beeinflut werden. Auch die Veranderung von
ZustandsgroRemwie Temperaturund Druck kann zur Regulierung der Proteinaktivitaten
beitragen. DieSteuerunglieserVorgangeist komplexund muf3 durchkleinste Veranderungen
der Randbedingungen kontrollierbar sein.

Dies geschiehtin der Regel durch kooperative, nichtlineare Prozesse,in denen kleine
Veranderungerder Randbedingungerzu groRenVeranderungerder Funktion des Proteins
fuhren. Kooperativitat sei hier definiert als positive oder negative Riickkopplungin der
Wechselwirkung von mehreren oder vielen Molekulen.

Ein klassischeBeispiel fir einen positiv kooperativenProzel} bietet das l6sliche Protein
Hamoglobin, das den roten Blutfarbstoff bildet. DiesesProteinist fir den Transportvon
Sauerstoff(Oy) und Kohlendioxyd(COp) im Blut verantwortlich.Es bestehtaus vier nahezu
identischen Oligomeren, die zusammen vigr @ler CQ-Molekile binden kdnnerwobei die
Bindungvon O, eine von zwei moglichen Strukturendes Proteinsbegunstigt,die zu einer
noch vorteilhafterenBindung von Oy fihrt. Dasselbegilt umgekehrtfir COy (siehe z.B.
Wyman& Gill, 1990). Hamoglobinkanndeshalbnur in sehrgeringemMal3ebeide Molekiile
gleichzeitig binden. Welche strukturelle Form das Protein annimmt, iminggsentlichervom
Partialdruck deSauerstoffsaderdesKohlendioxydsim Blut ab. Die Kooperativitatfolgt hier
aus deWechselwirkungvon Hamoglobinmit vier Liganden.Die Wechselwirkungvon einem
Protein mit nur einem Ligandenkann hingegengrundsatzlichnicht kooperativ sein, kann
demzufolge auch zu keiner sehr empfindlichen Steuerung der Proteinfunktion fiihren.
Ein weiteres wichtiges Beispiel fir einen kooperativen PrazéffologischenSystemerist das
"Schmelzenvon LipidmembranenLipide durchlaufenbei Temperaturerhohungtrukturelle
Anderungen,n denensie von relativ starrenMolekiilen, die nur Trans-Konformationerder
Kohlenwasserstoffketterenthalten (energetischginstiger), in einen Zustand mit vielen
Gauche-Konformatione(hohe Entropie) tibergehenBei hoherenTemperaturerischmelzen™
die Lipidketten. Eine Membran, die ausschlieBlich aus dem Lipid Dipalmitoyl-
PhosphatidylcholifDPPC) besteht,weist eine Breite der Schmelzumwandlungon nur ca.
0.07 grd (Albon & Sturtevant, 1978) auf, wahrend die Enthalpie dieser Umwarkhurg8.7
kcal/mol betragt.Die Temperaturabhangigkeginer nicht-kooperativerlJmwandlungeinzelner
Molekule ist im van't Hoffschen Gesetz eine Funktion der Enthalpie und ist gegeben durch

din(K) _ AH
dT RT?'
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wobei die temperaturabhangigéonstanteK = exp(AG/RT) dasGleichgewichtzwischenden
zwei Konformationen des betrachteten Molekils wiedergibt. Eine nicht-kooperative
Umwandlungmit der Enthalpievon 8.7 kcal/mol weist demzufolgeeine Halbwertsbreitevon
ca. 60 grd auf. Die Tatsache, dal3 die Membranumwandlungauf einen so engen
Temperaturbereichbeschranktist, 1aRt sich im wesentlichenauf die Kooperativitat der
Wechselwirkung von Tausenden von Lipidmolekilen in einer Membran zurtckfihren.
Die kooperativeVeranderungdes physikalischenZustandesder Membrandriickt sich in der
Veranderung einer ganzen Reian GroRenaus, so z.B. der Membranflacheder Dicke oder
der Kompressibilitat.Die Wechselwirkungerewischenindividuellen Lipiden hat verschieden
Ursachen. Eine wichtige Rolle spielt neben van der Waals- und elektrostatischen
Wechselwirkungerder sogenanntenydrophobeEffekt (Tanford, 1980). Er bestehtin der
energetisch sehr unvorteilhaften Wechselwirkung von unpolaren Molekilen (meist
Kohlenwasserstoffenymit Wasser. Ein wesentlicher Beitrag der freien Energie dieser
Wechselwirkung rihrt  aus der  Unmoglichkeit der  Ausbildung  von
Wasserstoffbrickenbindungemwischen Kohlenwasserstoffenund H>O her. Um diese
Bindungenzu formen, missensich Wassermolekuleso orientieren,dal? sie H-Bricken mit
anderenWassermolekileiormen kdnnen. Dies resultiert in einem signifikanten Verlust an
Orientierungsentropie des Wassers an der Grenzflach&hridiurch die Erhéhungder freien
Grenzflachenenergidazu, dal3 sich Kohlenwasserstoffanit Wasserschlechtmischen.Die
amphiphilen Lipide ordnen sich so benachbartzueinanderan, dal3 deren hydrophobe
Kohlenwasserstoffkettenicht in Kontakt mit Wassertreten und sich die Lipide spontanzu
Membranen zusammenlagern. Ahnlich ist die Wechselwirkung zwischen Lipiden und
integralen Proteinen. Integrale Proteine besitzenrem membrandurch-spannend&gil einen
hydrophobenKern aus apolaren Aminosauren. Die freie Grenzflachenenergiezwischen
integralen Proteinen und der Lipidmembran ist dann minimal, werDicke der Membranmit
der Ausdehnungdes hydrophobenKerns tbereinstimmt("hydrophobicmatchingcondition”,
Mouritsen & Sperotto, 1992). Wenn eine Membran durch die Veranderung irgerttiemeo-
dynamischenVariablen ihren physikalischenZustand andert, verandert sich deshalb im
allgemeinen auch die Energie der Grenzflache der Membran mit dem Protein.

Die Proteinstrukturergibt sich ausder Aminosauresequenand aus der Wechsel-wirkungder
Aminosaureseitengruppemit der Umgebung. Es ist bislang trotz vieler Versuche ein
ungeldstesProblem, die dreidimensionaleStruktur eines Proteins allein aufgrund seiner
Aminosauresequenz und der Kenntnis der physikalisBabedingungemorherzusageres
ist jedochklar, dal3 sich bei Veranderungder Randbedingungedie Struktur eines Proteins
verandern kanrDas BeispieldesHamoglobinswurde obenschonerwéhnt.Es ist deshalbzu
erwarten,dafisich die Strukturvon integralenProteinenals Folge einer Strukturveranderung
der Membranveranderrkann, zum Beispielum die AusdehnungdeshydrophobernKerns der
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Membrandickeanzugleichenoder mit anderenProteinenin dieser Membran Aggregate zu
bilden, damit die Grenzflache mit den Lipiden verkleinert wird.

Membran

Abb.l1-2
VorgeschlageneStruktur der Alamethicinpore,in diesemFall zusammengesetzus 10
Monomeren (nach Fox & Richards, 1982)

Als Beispielefir eine Funktionsveranderungntegraler Proteine kann die integrale D-I3-
Hydroxybutyrate-Dehydrogenasein Protein der inneren Mitochondrien-membrandienen,
deren Aktivitat sich infestenund fluiden Zustandder Lipidmembranunterscheide(Cortese&
Fleischer, 1987).

| Schmelzpunkt

— von 1,3-SMPC
= 100/ I
£ |
| &}
< |
= 50 |

o |

16 20 25 30 35
T [°C]
Abb.l-3

Leitfahigkeit der Alamethicinpore in  1-Stearoyl-3-Myristoyl-Phosphatidylcholin
(1,3,SMPC)nach Boheimet al. (1980). Der SchmelzpunkdtesLipidesin Abwesenheides
Peptidesist als gestrichelteLinie markiert. Vergleichemit den Aggregationsprofilenvon
integralen Proteinen in Kapitel V.
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Ein weiteresBeispielist dasPeptid Alamethicin (siehe Abb. I-2), dassich in Membranenzu
Porenzusammenlagergurch die hindurch der Transportvon lonen erfolgenkann. Es gibt
Anzeichen dafir, dal3 diese Poren dissoziierenkdnnen (Gennis, 1990), sowie deutliche
Hinweise fir eine sehr unterschiedlicheLeitféahigkeit bei verschiedenenphysikalischen
Zustanden der Lipidmembran. Man erkennt in AbB, dafl3die Alamethicin-Porebei in einem
synthetischen Lipid num festen(gelférmigen)Zustandlonentransportiererkann (Boheimet
al., 1980). Eine mdgliche Begriundung fur diesen Effekt ist in Kap. V angegeben.
Einfllissedesphysikalischerzustandesuf die Funktionvon integralenProteinensind neben
andererBeispielenauchfir die lichtgetriebeneElektronenpump@akteriorhodopsir{Lewis &
Engelman,1983) und fir dasSchlu3gliedder Atmungskette Cytochromc Oxydase(Fajer et
al., 1989), bekannt.

RS

o A ’a?& e
= 3

Ol
T

Abb.l-4

Links: Dreidimensionale Struktur von Cytochrom c, einem peripheren Protein der
AtmungskettdMatthews& van Holde, 1990). Das Protein ist globuldar und kann durch
ein Prolat der GroRe 30A- 34A.34A angenahertwerden. Rechts: Das einfach geladene
Lipid Dimyristoylphosphatidylglycero(DMPG) im ungeféahren Grof3envergleichmit dem
Protein (nach Gennis, 1989)
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Die Lipidumwandlungensind, wie erwéhnt,kooperativ.Proteine die ihre Struktur abhangig
von dem physikalischeAustandder Membranverandernwerdendahereine sehrkooperative
Steuerung ihrer Funktion erleben, die sich aus MWechselwirkung mit Lipiden ergibt. Dies
weist der Lipidmembran eine aktive Rolle bei der Steuerung von biologischen Prozessen zu.
Auch die Strukturvon peripherenProteinenkann an den Zustandvon Membranengekoppelt
sein.

Wie in Kap. V begriindetwird, kann die BindungskonstanteinesProteinsan verschiedene
Lipidphasensehrunterschiedlictsein, mithin auchdie Kréfte, die auf diesesProteinwirken.
Fur dasElektronentransportprotei@ytochromc, desserStrukturin Abb. I-4 wiedergegeben
ist, wurde gezeigt, daf} das Redoxpotentialdes Proteins sich abhangigvom Zustand der
Membranveranderrkann (Heimburget al.,1991).Abb.I-5 gibt denVerlauf desVerhaltnisses
der relativen Haufigkeiten zweier verschiedeneKonformationendes membrangebundenen
ProteinsCytochromc als Funktionder Temperatuwieder. Auch fir andereperiphereProtein
kann eine Korrelation der Aktivitat mit dem Zustand der Membran, an die sie binden,
demonstriertiverden.Phospholipasé, weist z.B. in der Gelphasenur eine geringe Aktivitét
auf und erreicht ein Aktivitatsmaximum an der TemperdanLipidschmelze(Bell & Biltonen,
1989).

I
6} I
e —
[cyt3] |
- ""-4’--@"/
oL |
I
3k I
Schmelzpunkt
1. . L vonlDMPGl
5 20 25 30 35
T[°C]
Abb 1-5

Verhaltnis der Konformationenll und | des peripheren Proteins Cytochrome C in
Komplexen mit Dimyristoyl-Phosphatidylglycerol (DMPG). Der Schmelzpde&tipidesin
Abwesenheitcon Cytochrom C ist al gestrichelteLinie dargestellt. Vergleiche mit den
Schmelzprofilen in Gegenwart von Cytochrom C in Kapiteind mit der Terti&rfaltung des
Proteins in Kapitel 1ll (nach Heimburg et al., 1990)
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Die Wechselwirkungder Lipide mit Proteinenkannund muf3 umgekehrtnatirlich auch einen
EinfluR auf den physikalischerZustandund die thermodynamischekigenschafterer Lipide
haben.Esist fir einige Falle gezeigtworden, dal3 die Bindung von peripherenProteinenzu
einer makroskopischerstrukturdnderungler Lipide fuhren kann. Cytochromc kann invers
hexagonale Lipidphasa Cardiolipinmembraneerzeugende Kruijff & Cullis, 1980a).Auch
fur Polylysin und GramicidinwurdenéahnlicheEffekte berichtet(de Kruijff & Cullis, 1980b).
DerartigeEinflissevon Proteinenauf Lipidmembranerwerdenunteranderemals Ursacheftr
die Fusion oder Fission von Lipidpartikadiiskutiert (Lindblom & Rilfors, 1989). Der Einflul3
der Bindung von Proteinen auf die Lipidmembranen kann jedochzauginer Kommunikation
zwischen Proteinen fuhren, die fur diese Veranderungen empfindlich sind.

Zielsetzung

Die vorliegendeArbeit hat die Kooperativitdt der Wechselwirkungzwischen Lipiden und
Proteinen zum Gegenstand. Die Grundthese dieser Arbeit lautet, dal} kooperative
Wechselwirkungenvon peripheren und integralen Membranproteinenmit Lipiden in
biologischenMembranenvorkommenund fur derenFunktion von grof3er Wichtigkeit sind.
Am Beispiel von Cytochromc und seiner Wechselwirkungmit geladenenMembranlipiden
werden verschiedene Aspekte hiervon im Detail betrachtet. Kapitel 1l enthalt eine
thermodynamische AnalysiesEinflussesder Bindungvon Cytochromc auf die Strukturder
Lipidmembran.Es wird ein weitreichenderEinflu3 der Bindung auf die dreidimensionale
Anordnungvon Lipidnetzwerkendemonstriertund durch eine statistisch-thermodynamisches
Modell beschrieben. In Kapitel Il wirdmgekehrtder Einflufd der Bindungvon Cytochromc
an Membranenauf die Veranderungder Sekundér-und Tertiarstrukturdes Proteins mittels
Infrarot-Spektroskopiauntersuchtund in Zusammenhangnit der Umwandlungin Lipiden
gebracht. Dabei werden durch Bestimmung der Austauschraterder Amidprotonen gegen
Deuteriuminsbesonderéir die TertiarstrukturdesProteinsVeranderungemachgewiesergie
in Zusammenhangnit der Funktion von Cytochrom c stehen.In Kapitel IV wird eine
analytische Form der Bindungsisothermenvon Liganden an geladene Oberflachen in
elektrolytischerUmgebungstatistisch-thermodynamisdtergeleitetund in Zusammenhangnit
experimentell bestimmten Isothermen der Bindung von Cytochrom ¢ an geladene
Lipidmembranen diskutiert. Kapitel V betrachtet allgemein den Effekt der Lipid-
Proteinwechselwirkungauf die Fluktuationender Lipide und Proteinein Membranen.Ein
Ising-Modell der Lipid-Proteinwechselwirkungdient als Grundlage fur Monte-Carlo-
Simulationender thermotropermwandlungder Lipidmembran.Die laterale Verteilung von
Proteinen in oder auf Lipidmatrizen ist dabei ein Schwerpunkt .
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Wahrend Kapitel llund 1l grof3tenteilseexperimentelleArt sind, sind die Kapitel IV und V in
wichtigen Bestandteilentheoretischer,statistisch thermodynamischemMNatur. Die Kapitel
beschreibenjeweils unabhangigeForschungsarbeitengie in Ansatz und Methodik sehr
unterschiedlich sind und unabhéangig voneinamgdesenverdenkdnnen,alle aberdie gleiche
Problematik behandeln.

Am EndedieserSchrift findet sich eine Zusammenfassunglie die Ergebnissader Kapitel in
kurzer, zum Teil graphischer, Form verknupft.
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Kapitel Il

Kooperativitat von Lipidumwandlungen in
Lipid-Proteinkomplexen

DAS THERMOTROPE VERHALTEN VON DIMYRISTOYL-
PHOSPHATIDYLGLYCEROL UND SEINE WECHSELWIRKUNG
MIT CYTOCHROM C 1

Das folgende Kapitel beschétftigt sich mit dem Einflul3 der Bindung eines basidtemsauf
die strukturellenund thermodynamischekigenschaftervon anionischerLipidmembranenEs
konzentriertsich hauptsachlictauf die Untersuchungler am Lipid-Proteinkomplexbeteiligten
Lipide mit kalorimetrischeMitteln (Differentialkalorimetrieund TitrationskalorimetrieJund eine
statistisch thermodynamische Analyse der sichden Experimenterergebendenstrukturellen
Umwandlungen.

Der Inhalt dieses Kapitels wurde verdéffentlicht in:
T.HeimburgandR.L.Biltonen. 1994. The thermotropicbehaviorof dimyristoyl phosphatidylglycerobnd its
interaction with cytochrome &iochemistry 33: 9477-9488.
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-1 ZUSAMMENFASSUNG

Das thermotrope Verhalten von Dimyristoyl-Phosphatidylglycero(DMPG) wurde in der
Abwesenheit und in Gegenwart von Cytochronmter Bedingungemiedrigerlonenstarkemit
Hilfe von Differentialkalorimetrie(DSC), TitrationskalorimetrieViskosimetrie, Lichtstreuung,
Elektronenmikroskopieund Magnetischer Resonanz (ElektronenspinresonanfESR) und
Kernspinresonanz (NMR)) untersucht. In Abwesenheit des Proteins welspahsn Bereich
von 7 - 40 °C ein komplexesVerhaltenauf, das unter manchenBedingungerzu bis zu vier
Maximain denDSC-Scanguhrt. Bei hohenLipidkonzentrationerbesitztdie Warmekapazitat
(Cp) ein ausgepragteblaximum bei ungefahr23 °C. Bei Verringerungder Konzentrationauf
10 mM verbreiternsich die DSC-Kurvenmit einemscharfenMaximum bei 20 °C und einem
breiterenMaximum bei 27 °C. Die Lage desunterender beidenMaximaist abhangigvon der
HeizratedesKalorimetersund weist eine Enthalpievon AH = 0.4 kcal/mol auf. Diese kleine
Enthalpie la3t vermuten,dald es sich hierbei um keine Kettenschmelzreaktiomandelt. Die
Enthalpieder gesamtermwandlungbetragt6.0 kcal/mol und ist konzentrationsunabhangig.
Interessanterweiseverden die Lipiddispersionenselbst bei den niedrigsten untersuchten
Lipidkonzentrationenim Phasenumwandlungsbereictehr viskos und isotrop in ihrer
Lichtstreuung. Dies legt eine Fernordnung der Lipidphase nahe. Die Existenz eine
grofRraumigen Phase wurde durch "Negative Stain"-Elektronenmikroskopie bestatigt.
KalorimetrischeTitrationsstudierder Bindung von Cytochromc an DMPG belegen,dal? die
Bindung zu Veranderungerdes Lipidzustandesfiihrt. Die Bindungsisothermenvurden auf
Basis einesModells analysiert,das auf der Koexistenzvon zwei verschiedenervesikularen
Phasen des Lipids bei konstanter Temperatuuht. Die Analysebekraftigtdie Annahmendes

Modells und fiihrt zu Bindungskonstantein der GréRenordnungson 106 I/mol und einer

Stoichiometrie von 9 Lipidepro Protein.DasthermotropeVerhaltendesLipids in Gegenwart
des Proteinsist konsistentmit dem thermodynamischeModell. Teilweise Sattigung der

Membran mit Protein verhinderte den starken Anstieg der Viskositat in der

Umwandlungsregion. Daraus kann man schliel3en,dal3 bindende Proteinmolekile die

Ausbildungvon gro3raumigerPhasenverhindern.Unter sattigenderBedingungenstieg die

Viskositat des Lipid-Proteinkomplexes jedoch insbesondere oberhalipiirmwandlungan.

Dieser Anstieg der Viskositat war jedochkein Resultatder Ausbildung einer grof3raumigen
Lipidphase, sondern war den elektronenmikroskopischen Bildern zdmigéggregationvon

proteinhaltigen Lipidvesikeln.
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-2 EINLEITUNG

Lipidaggregateformen sich spontanin der Gegenwartvon Wasser. Die sich vorwiegend
ausbildenden Strukturen sind Lipiddoppelschichten, es existieren abegamaanderePhasen
wie z.B. Mizellen, zylindrische invers-hexagonalé®hasen(H;;) und kubische Phasen.Die

beiden letzteren Phasenwerden im Zusammenhangnit Vesikel-Fusion, Fission und mit

Transporteigenschafteron Zellmembranenn ZusammenhangebrachtLindblom & Rilfors,

1989; Mariani et al., 1988). Die meistenLipide zeigeneine breite Mischungslickezwischen
Wasserund vollstandighydriertemLipid (d.h., dal3 eine Phasevon freiem Wasserin einem

weiten Bereich der Lipidkonzentrationenexistiert), aber dies ist nicht fur alle Lipide

notwendigerweise der Fall. Zum Beispiel sind zwitterionidapeale bei molarenVerhaltnissen
von 20 HoO-Molekulenpro Lipid vollstéandig hydriert (Seddonet al.,1984). Weitere Zugabe
von Wasserfuhrt zu keiner weiteren strukturellenVeranderungenn der Lipidanordnung.
Andererseits sind die von meisten Detergenzien ausgebildetenPhasen im gesamten
Phasendiagrammabhangig von der WasserkonzentrationWelche Phasen in Lipiden

vorherrschen, hangt von einer Reihe von Kriterien ab: der Temperatur, der

Lipidzusammensetzung, der lonenstarke des Mediums und schlie3lich von der Rrbteine,
die mit der Membran in Wechselwirkung treten.

Die Bindung von Proteinen kann einen betrachtlichenEinflul auf die thermotropische
Phasenumwandlunig Lipiden haben.Umgekehrtkann der Zustandder Lipide die Funktion

gebundeneLipide beeinflussenwie diesz.B. fir Phospholipasé, (Bell & Biltonen,1989;

Jain & Berg, 1989), Protein-KinaseC (Nishizuka, 1984, 1986), [3-D-Hydroxybutyrol

DehydrogenaséCortese& Fleischer,1987) und fur Cytochromc (Hildebrandtet al.1990,
Heimburget al.,1991)berichtetwurde. Hierzu sei insbesonderauf Kapitel Il dieserArbeit

verwiesen, das sich mit diesem Punkt beschaftigt. In manchen Falledigafechselwirkung
zwischen Lipidmembranenund Proteinen zu morphologischen Veranderungenin der
Lipidmatrix hervorrufen.Als Beispiel sei hierfir wiederum Cytochrom ¢ erwahnt, daf3 in

Cardiolipin-Membraneninvers hexagonalePhasen(De Kruijff & Cullis, 1980) und in

Monoolein kubische Phasen induzieren kann (Mariani et al., 1988).

Die Wechselwirkungvon Cytochrommit geladenenOberflachenwurde schon friiher mit

Resonanz-Raman Spektroskopie untersucht (Hildeb&ar&tbckburger1989a,b;Hildebrandt
et al., 1990; Heimburget al., 1991). In allen Fallen konnte eine Kopplung zwischender
Bindung des Proteins und der Verteilung zweier verschiedenerProteinzustandemit

verschiedenenRedoxpotentialnachgewieserwerden. Umgekehrt wurde ein Einfluld der
Proteinbindungauf die Struktur von Dioleoyl- Phosphatidylglycerol(DOPG)-Membranen

mittels von31Phosphor-NMR gezeigt werden (Heimburg et al.,1991). Bei 20t@teein, fir
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eine lamellare Lipidphase typisches, Spekthanbachtetverden.Bei Zugabevon Cytochrom

c erhaltmanein isotropesNMR-Spektrum,was darauf hinweist, dafd das Lipid-H20O-System
seine dreidimensionale Anordnung verandert.

Dimyristoyl-Phosphatidylglycerolst ein nicht besondersgut studiertesLipid, obgleich es
Erkenntnisséiber ein ungewdhnlichesvVerhalten diesesLipids gibt (Gershfeldet al.,1986;
Gershfeld,1989)In diesemKapitel werdendie Lipid- und Proteinkonzentrationsabhangigkeit
von DMPG-Dispersionen mit Hilfe von DSC, Viskosimetrie, Lichtstreuung,
Elektronenmikroskopieind MagnetischelResonanzaintersuchtDie Resultatezeigen,dal? bei

niedrigenlonenstarkerdie Struktur von DMPG bis zu Lipid/H20-Verhaltnisservon 1:1°
hinab konzentrationsabhéngigt. Die durch TitrationskalorimetrieerhalteneThermodynamik
der Cytochrom c-Bindung an DMPG wurde mit Hilfe eines Modells erklart, dal3 die
morphologischenverénderungerdes DMPG mit der Temperaturund der Proteinbindung
verbindet.

-3 MATERIALIEN , METHODEN UND MODELLE

11-3.1 Materialien und Methoden

Das Natriumsalz von DMPG (Avanti Polar Lipids, Birmingham, AL) wurde mit
Dunnschichtchromatographie auf Reinheit gepuial ohneweitere ReinigungverwendetDas
Lipid wurde aus Chloroformlésungherausgetrocknet,in Puffer (2mM TRIS, Hepesoder
Phosphat,l mM EDTA, pH 7.5) gelost und oberhalbder Phasenumwandlungstemperatur
geschittelt. Bei Raumtemperaturentstand dabei eine klare, gallertartige Struktur. Bei
Temperaturerunterhalbvon 20 °C und oberhalbvon 30 °C erschiendie Losung milchig und
war von weit niedrigererViskositat. Cytochromc (Sigma, Type Ill) wurde ohne weitere
Reinigung benutzt.

Kalorimetrie: Warmekapazitatean Lipiden und Lipid-Proteinmischungerwurden mittels
eines Differentialkalorimeters(DSC - "differential scanning calorimeter”) der Firma Hart
Scientific bei Heizratenvon 20 °/Stundeund in einemselbstgebauteialorimeter der Gruppe
von Prof.R.L.Biltonenin Charlottesville/Virginia(Suurkuusket al.,1976) bei verschiedenen
Heizraten durchgefuhrt. Die experimentellenDaten wurden korrigiert um den Effekt der
Zeitkonstantedes Kalorimeters zu eliminieren. Der pH-Wert der Dispersionenschwankte
zwischen7.5 und 7.8. Bei kleinen Proben-volumerwar die Korrektur des pH-Werts nicht
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immer moglich. Da aber der pkron DMPG bei ungefahr 3 lieghabenkleine Veranderungen
im pH nur eine geringe Wirkung auf den Ladungszustand der Lipide.

Titrationskalorimetrie: KalorimetrischeTitrationsexperimentevurden auf einem Microcal
MC-2 Mikrokalorimeter mit einer Omega-Mel3zelledurchgefuhrt. Dieses Kalorimeter wird
detailliertin Wisemanet al. (1989) beschriebenDas Proteinwurde zur Lipiddispersionmit
Hilfe einerrotierenderSpritze (300 Umdrehungerpro Minute) hinzugegebendie die Losung
in der Zellerthrt. Die Lipidkonzentratiorwar 0.5 mg DMPG/Zellenvolumer{0.536 mM) und
die Proteinkonzentrationn der Spritze 20mg/ml Cytochrom ¢ (1.61 mM). Zehn bis elf
Titrationensschritte(Injektionen von Cytochrom-c-Losung)wurden in jedem Experiment
aufgenommen, um eine Enthalpie-Bindungsisotherme zu erhalten. Jede Injektion da@érte ca.
Sekunden.Die pH der Lipid- und der Proteinldsungwurden auf 0.01 Einheiten genau
eingestelltum die Entstehungron Warmeausder Mischung von Puffern zu vermeiden.Die
integrierte Bindungswarmeeines Experimentes wies einen Fehler von kleiner als £ 0.2
kcal/mol auf.

Viskosimetrie:  Relative Viskositaten wurden mit einem Cannon-K215-Viskosimeter
erhalten,mit dem die Durchlaufzeiteneiner 13 mM Lipiddispersionmit oder ohne Protein
bestimmtwurden. Zur Normierungwurde durch die Viskositat von Wasserbei der gleichen

Temperatur dividier= relative Viskositat).

Lichtstreuung: Die Lichtstreuung der Lipiddispersionenwurde in einem SLM 8000
Fluorimeter(SLM Instruments]nc.) bei einer Wellenlangevon 280 nm unter einem Winkel
von 90° zum einfallenden Licht aufgezeichnet.

Elektronenspinresonanz (ESR): ESR-Spektrenwurden auf einem Varian 9GHz

Spektrometeraufgezeichnetdas einen Stickstoffgasstromzur Temperierungder Proben
verwendete. Spinmarkierte Proben \uadpiddispersionerund Protein/Lipidkomplexerwurden

in 1mm-ID-100-Glas-Kapillaremgefullt, die ihrerseitszur thermischenStabilisierungin mit

Silicondl gefiullten 4 mm Quarz-Kapillaren plaziert wurden.

Als Spinlabel wurden Diacyl-Phosphatidylglycerole verwendet, die an der 14ten

Kohlenstoffpositionder zweiten Kohlenwasserstoffkettamit einem Nitroxydlabel versehen
waren (14-PGSL). Zuerst wurden dazu gelabeltesDiacyl-Phosphatidylcholinfolgend der

Prozedurvon Marshund Watts (1982), synthethisiertund anschlieRendiurch enzymatischen
Kopfgruppenaustauscimit Hilfe von Phospholipas® (Comfurius& Zwaal, 1977) zu 14-

PGSL modifiziert.
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31phosphor-Kernresonanzspektroskopie (31P-NMR): Protonen-entkoppelte31P-
NMR-Spektrenwurden bei einer Frequenzvon 121.49 MHz auf einem Bruker MSL-300
Spektrometer (Bruker Analytische Messtechnik GmbH, Karlsruh&rVerwendungeines11
us Pulses aufgezeichnet. Die Entkopplungsleistetgugca. 8 W. Die Temperatumwurde mit
einem Stickstoffgasstrom kontrolliert.

1-3.2 Modell fur die Bindung von Proteinen an
veranderliche Lipidoberflachen

Die kalorimetrischen Bindungsisothermen (siehe Abschritt3) zeigtenein kooperativesund
zweiphasiges Verhalten. Sie wurden deshalb im RalemeasModells analysiert,welchesden
Zustand des Lipids mit der Bindung des Proteins koppelt. Dieses Modell damgdnigenvon
Monod, Changeuxund Wyman fir die Bindung von Sauerstoffan Hamoglobin(Monod et
al.,1965).Eine kompletteBeschreibungler Analyse gekoppelter-unktionen(linked function
analysis) findet sich in Wyman und Gill (1991).

Folgendes Gleichgewicht sei betrachtet:

Al:PO <—|‘EP—> Al:Pl <—|ﬁ§—> AEPZ <—|ﬁA—> ......... (—@—) Al:Pn—l <—|ﬁA—> Al:Pn
Ko b (2.1)
BP, [~ B[R (¥~ BMP [F-...... - BMP_, (¥~ B[P,

wobei A und B zwei unterschiedlicheFormen eines Lipidvesikels sein mégen, die je n
Bindungsplatzefir Proteineaufweisen.A-P; und B-B reprasentierenn diesemModell die
beiden Formen des Vesikels mit jeweils i gebundenenProteinmolekiilen.Kg sei die
Gleichgewichtskonstantewischen den beiden Formen A und B in Abwesenheit von
gebundenerProteinmolekiilensodalR gilt Ko = [B]/[A]. Ka und Kg seien die Protein-
Bindungskonstantefur jedenBindungsplatzintrinsischeBindungskonstanten)Wenn K #
Kg gilt, dannkanneine Umwandlungin der Lipidstruktur durch die Proteinbindungerzeugt
werden. Aus diesen Annahmen ergibt sich fur die Enthalpie in einem gegebenen Zustand:

(AHA EKAi +AH; [K, EKBi) o, [[]P]i
AH=S _ , (2.2)
(KAi + K, [KBi) [0, I:BP]I

1=0
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wobeiQj = n!/(n-i)!-i! die Entartung des i-ten Zustandes whkth undAHg die Enthalpiender

Bindung an Zustand A oder B sind. [P]ist die Proteinkonzentration:

S (K, + K, 1) 0, 1] ]
[P]=[R] - ’ m (2.3)
> (Ka + K, Kg) [0, [P]

Hier ist [R] die gesamte Proteinkonzentration (gelogtes gebundene®rotein)und m ist die
Zahl der Lipide pro BindungsplatzAHq wurde der Einfachheithalbergleich Null gesetztund
tauchtdeshalbin Gl.(2.2) nicht auf. WennK a, Kg und Ko und [P] gegebenrsind, kann [Py]
und auch das Gleichgewicht der Formen A und B und déimfiroteininduziertdmwandlung
im Lipidvesikel in Abhangigkeit von der gesamten Proteinkonzentration berechnet werden:

[B]E;[BER]:KOEIZOQi |:KBi[F)]i _ BQ_

W n n . K0 QB (24)
YI[AR] YO K,[P] g
1=0 1=0

In dieserBeschreibungsind Qa und Qg die Zustandsfunktionexer Lipid-Proteinkomplexean

Zustand A und B.
Die Bindungsisothermen (2.2) wurden fir angenommene Werta,firg, Ka, Kg, AHa und

AHg solangeberechnetbis gute Ubereinstimmungnit dem Experimenterreichtwurde (siehe
Resultate).Obwohl diesesModell eine Vereinfachungdes komplexenSystemsdarstellt und
obwohl dieAnpassungsparameteicht notwendigerweiseindeutigsind, liefert esdocheinen
guten Ausgangspunkifiir eine quantitative Diskussion der experimentellenResultate. Die
Ergebnisse der Anpassungen in Tabelénd pro Mol Lipid angegebertd.h. als AHa /m und
AHg/m).

Die Temperatur wurde in allen Experimenten auf £0.1 grd genau kontrolliert.

-4 RESULTATE

[1-4.1 Differentialkalorimetrie

In Abb.lI-1 sind die Warmekapazitatsprofilevon verschiedenen DMPG-Dispersionen
abgebildetBei Konzentrationeroberhalbvon 150mM sind die Umwandlungsprofiletypisch
fur Lipidumwandlungen. Man erkennt zwei wohldefiniedmwandlungerbei etwa 12 °C und
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bei etwa 23 °C. Diese Temperaturensind schon friiher fur thermotropischeVor- und
Hauptumwandlung von DMPG berichtet worden (Gershfeld, 1986; Surewicz et al., 1987).
Die DSC-Kurvenverandernsich jedoch bei abnehmenderkKonzentrationenbis hinab zur
unterstengemessenehipidkonzentration,wobei die Umwandlungsenthalpi@H unabhéngig
von der Konzentrationblieb. Bei Verringerungder Lipidkonzentrationvon 150 mM nach 10
mM verbreitert sichkdasProfil der Hauptumwandlundpei 23 °C kontinuierlich, bis sie von ca.
20 °C bis 28 °C reicht, mit Maxima am Beginn und am Ende der Umwandlung.Die untere
Grenze der Umwandlung verringert siohi der Erniedrigungder Lipidkonzentrationleicht um
1-2 grd nach unten, wahrend dibereGrenzeder Hauptumwandlungim mehreregrd bis auf

28 °C ansteigt.
Bei einer Konzentration vohO mM wurde die Abhangigkeitder Warme-kapazitatsprofileCp-

6 kcal/mol
10
i:’ 75mM
o
E
8
:E 38mM
Q
5_.
PN | S
0 r—71 fr 1 1 1t 1 T T T 1 [ T T T T | T T T T T 7%
10 15 20 25 30
Temperatur (°C)
Abb. 11-1

Warmekapazitatskurven von DMPG-Dispersionen &) mM, 75 mM, 38 mM, 19mM unc
10 mM, aufgenommenrauf einemHart Scientific Kalorimeter mit einer Heizrate von 2C
grd/Stundein 2 mM Phosphat,1 mM EDTA bei pH 7.5. Zeitkonstanteneffektevurder
rechnerisch korrigiert.
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Profile) bei verschiedenemeizraten(20, 10, 3 und 1 grd/Stunde)aufgezeichne{Abb.l1-2).
DasuntereEndeder Hauptumwandlungeigt einenPeak,der sich mit abnehmendeHeizrate
immer mehr verschmalert (bis hinuntar einer Halbwertsbreiteszon 0.3 grd bei einer Heizrate
von 1 grd/Stunde)wahrendseineEnthalpieungefahrkonstantbleibt (0.38 £ 0.14 kcal/mol).
Dieser Teil der Umwandlung ist wegen seiner kleibemvandlungs-enthalpieermutlich nicht
Teil der Kettenschmelze, sondern eine assoziierte Umwandlung.

8_
6_
3
-
g d
=
i—i)/ " M
S C
,| D
d
O T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30
Temperatur (°C)
Abb.l1-2

Cp-Profile von 10 mM DMPG-Dispersionerin 2 mM Phosphat,1 mM EDTA, pH 7.5 bei
verschiedenemeizraten: 20 grd/Stunde(a), 10 grd/Stunde(b), 3 grd/Stunde(c) und 1
grd/Stunde (d). Effekte der Zeitkonstante des Kalorimeters wurden in (a) und (b)

rechnerisch korrigiert.

Die Form des verbleibenden Teils der Hauptumwand{uog 20 - 28 °C) hangtnicht von der
Heizrateab und enthéltden gro3tenTeil der gesamterlmwandlungswarméca. 6 kcal/mol)
und damit vermutlich wesentlicheTeile des Schmelzensder Kohlenwasserstoffkettemer
Lipide.

Bei Zugabevon Cytochromc zu den DMPG-Dispersionenverandertsich das Profil der
Warmekapazitatoetrachtlich (Abb. 111-3a,b). Bei allen Lipidkonzentrationenresultiert die
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Zugabe von einem Uberschaf Protein(Sattigungder Oberflache)in einerVerbreiterungder
Phasenumwandlungnd einerVerschiebundhin zu etwashdéherenTemperaturenObwohl die
Cp-Profile desreinenLipids sehrkonzentrationsabhangignd, sind sich die DSC-Kurvender
Lipid-Proteinkomplexe bei verschiedenen Konzentrationen sehr &hnlich. IrFallensind die
Maxima der Warmekapazitatzu etwas hoheren Temperaturen hin verschoben. Die
UmwandlungsenthalpiAH verringertsich mit Erhdhungder Proteinkonzentratiobis auf 1.7
kcal/mol Lipid bei einem Lipid-Proteinverhaltnisvon 10 : 1. Bei diesemVerhaltniswird die
Sattigung der Lipidoberflache mit Protein erreicht (Goerrissen et al., 1986).

08 -
a
06
(=)
3
- 3.3 keal/mol
o
E 04
=
2
S
0.2 b
1.7 kcal/mol
O ¥ | T T ) T | L] 1] 1 L] | 1 1 ] 1 I
20 25 30 35
Temperatur (°C)
Abb. 11-3

Cp-Kurven von Komplexen von 45 mM DMPG-Dispersionen mit Cytochrda) .25 mM
Cyt.c, b) 4.5 mM Cyt.c. Die Basislinie dieser Messungen wurde nicht korrigiattist nicht
linear.

1-4.2 Viskosimetrie und Lichtstreuung

Eine interessantdBeobachtungoei der Probenzubereitungon DMPG-Dispersionenwar die

deutlich erhohte Viskositat der Proben.

Die Fliel3zeiten von 13 mM DMPG-DispersionerimM Phosphatpuffedurch eine Kapillare

wurden in einem Temperaturbereichvon 5 - 40°C mit einem Cannon Viskosimeter
aufgezeichnetund mit den Flie3zeiten von destilliertem Wasser verglichen, um relative
Viskositaten zu erhalten (Abb. 1l-4a). Bei Temperaturenunterhalb und oberhalb der
HauptumwandlundT < 20 °Cund T > 28 °C) sind die Viskositatendenjenigenvon Wasser
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sehrahnlich. Die relative Viskositat beginntbei ~20 °C anzusteigenerreichtbei ~26 °C ein
Maximum, um daraufhininnerhalbvon ungefahreinemGrad wiederauf einen niedrigen, mit
der Wasserviskositat vergleichbaren Wert abzufallen.

In der Gegenwarnton Cytochromc veranderrsich die Viskositatskurvenvollstandig.In Abb.
II-4b werden die relativen Viskositaten von 13 mM DMPG-Dispersionen in Gegenwad2&on
puM, 650 pM, 975 puM und 1.3 mM Cytochrom c¢ wiedergegeben.Bei Lipid-
Proteinverhéaltnissen von mehr als 20 : 1 wurden keine Anomalie der Viskositat als Fdektion
Temperatumehrgefunden.Die relative Viskositat war unabhangigvon der Temperaturund
nahederjenigenvon Wasser.Bei weiterer Zugabevon Protein &ndertesich dies. Bei 20 °C
beginnt die Viskositat betrachtlich anzuwachsen,simultan mit dem Einsetzen der
Hauptumwandlungn den DSC-Experimenter(Abb. 1I-3a,b). Von 20 - 40 °C bleibt die
Viskositat hoch.
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Unten: Viskositat einer 13 mM DMPG-Dispersion relativ zu derjenigen von H,O als
Funktion der Temperatur.

Oben: Lichtstreuung einer 13 mM DMPG-Dispersion bei einem Winkel von 90° zur
Einstrahlrichtung bei einer Wellenlangevon 280 nm als Funktion der Temperatur,jeweils
in 2 mM Phosphatpuffer und 1 mM EDTA bei pH 7.5.

Bei einemLipid-Proteinverhaltnisson 10 : 1 erhohtsich die Viskositatbis auf denachtfachen
Wert der Viskositat von Wasser. Diese Veranderungen der Viskositéat sind reversibel.
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In den Lipidzustandenniedriger Viskositat unterhalbund oberhalb der Hauptumwandlung
erscheinerdie Lipiddispersionermilchig. DieseroptischeEindruck wird experimentelldurch

Messung der Lichtstreuung zugénglich . In AbBta wird die Intensitatder Lichtstreuungbei

einer Wellenléange von 280 nbei einemWinkel senkrechtzur EinfallsrichtungdesLichtesals

Funktion der Temperaturgezeigt. Am Maximum der Viskositat nimmt die Lichtstreuung
ungefahrum den Faktorzwei ab. Das ungewoéhnlicheVerhaltenvon DMPG findet sich also

sowohl in der Temperaturabhangigketier Warmekapazitat,der Viskositat als auch der

Lichtstreuung wieder, und die Veranderungen korrelieren miteinander.
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Abb.I'1-4b

Relative Viskositated3 mM DMPG-Dispersionen2 mM Phosphatpufferl mM EDTA pH
7.5) in Gegenwartvon verschiedenerKonzentrationenCytochromc. (a) 0.325mM Cyt.c
(b) 0.65mM Cyt.c{c) 0.975mM Cyt.c, undd) 1..3mM Cyt.c, entsprechend®5 %, 50 %, 75
% und 100 % der vollstandigen Sattigung der Lipidoberflache.

[1-4.3 Titrationskalorimetrie

Die Thermodynamik der Bindung von Cytochrom ¢ an DMPG wurde mit einem
Titrationskalorimeterbei einer Vielzahl von Temperatureruntersucht.Die bei jeder Injektion
eines festgelegten Quantums einer Proteinlésung zu der Lipiddispersion freiwerdende
Wwarmemengeavurde aufgezeichnetAlle Titrationsexperimentgvurdenin 2 mM TRIS-Puffer
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mit 1 mM EDTA bei pH 7.5 aufgezeichnet. Typische Experimeteshgefiihrtei 7 °C, 19.8
°C und 41 °C sind in Abb. 1I-5a,b und ¢ wiedergegeben.
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Abb. I1-5a,b und c

Kalorimetrische Titrationsexperimente bei verschiedenen Temperafa)en:C, (b) 19.5 °C
und (c) 41 °C. Die Warmefreisetzungvurde als Funktion der Zeit aufgetragen. Pro
Injektion wurden jeweils10 ul einer 1.61 mM Cytochromc-Lésungzu 1.4 ml einer 0.526

mM DMPG-Dispersion titriert. Lipidund Protein befandensichin 2 mM Tris, 1 mM EDTA
bei pH 7.5

Bei 7 °C resultiert die erste Injektion in einer raschen Absorption von Warme. Die
Zeitabhangigkeit der Absorption entsprach der typischen Zeitkonstante des
Titrationskalorimeters. Mit jeder weiterénjektion wuchsdie absorbiertéVarmepro Injektion
weiter an und die Zeitdauer der Warmeabgabe der Probe vergrol3erte sich, wasindeatet,
dal3 bei hoheren Protein/Lipid Verhaltnissen, folgend auf die Bildung des Lipid-
Proteinkomplexes, ein weiterer, langsamétmzelistattfindet.Das zweiphasige/erhaltender
Bindungsreaktion bedeutet, dal3 der Protein/Lipidkomplex eine Zustandsveranderung
durchlauft, die vom Grad der Sattigung des Lipids mit Proteinen abhangt.

Bei 19.8 °C verursachte die erstgektion eine Antwort, in der manwiederumeinenschnellen
und einenlangsamerProzel3(mit Zeitkonstanter< 1 min und ~ 3 min) auflésenkann. Die
absorbiertewarme pro Injektion nimmt im Verlauf der Titration ab. Wenn man die Daten



Kooperativitdt von Lipidumwandlungen 24

zwischen7 °C und 20 °C verfolgt, erkenntman einen Trend, der in der Verschiebungdes
langsamen Prozesses hin zu niedrigeren Protein-Lipidverhaltnissen besteht. OberBaliCvon
kannkeine langsameReaktionbeobachtetverden.Es tritt jedoch ein andererProzel3ein, der
sehr deutlich bei 41 °C in Abb. lI-5¢c erkennbarist. Bei dieser Temperaturwar die
Warmeveranderungnmer schnell,abermit ansteigendeProteinkonzentratiowerandertesich
das Vorzeichen der Titrationswarmen pro Injektion eadotherm(Absorption)nachexotherm
(Warmefreisetzung), was wiederum ein eindeutiges Zeichen flr giabrphasigerrozel3ist.
In Abb. 1I-6 kann werden die Warmen pro Injektion als Funktion der zugegebenen
Proteinmengebei funf ausgewéhltenTemperaturen wiedergegeben.Bei Temperaturen
unterhalb23 °C wird bei allen Proteinkonzentrationeim der TitrationszelleWarme absorbiert.
Bei der niedrigstenTemperatudafit die Form der kalorimetrischerBindungsisothermésiehe
untenin Abb. 1I-8) und ihr Differential (Abb. 11-6) deutlich einen kooperativenProzel3
erkennen. BeTemperaturerzwischenl9 °C und 22 °C scheintdie Bindungs-isothermésiehe
untenin Abb. 1I-8) in Ubereinstimmungmit einem einfachen BindungsprozefRjn ihrem
Differential jedoch erkennt man auch hier ein anomelhalten(Abb. 11-6). Oberhalbvon 23
°C wechseln die Injektionswarmen bei Erhéhung der Proteinkonzentration ihr Vorzeichen.
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Abb. 11-6

Warmenpro Injektion als Funktion der Proteinkonzentratiorbei (a) 9.4°C, (b) 16.3°C, (c)
22.3°C,(d) 29.4°C und(e) 41°C. Experimentelle Bedingungen wie in Abb. 1I-5

Dies ist ein klarer Hinweis darauf, daf® auf die Bildung des Lipid-Proteinkomplexeseaitese
Reaktion erfolgt. Bei allen Temperaturen schienN@mbranbei einemLipid-Proteinverhaltnis
von ca.9 : 1 bis 10: 1 mit Proteingesattigtzu sein (mit der Ausnahmevon 7 : 1 bei 7 °C).
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Dieses Resultdiir die Sattigungstimmt mit der Stoichiometrieliberein,die von Goerrisseret
al. (1986) gefunden wurde.

Die Gesamtwarmeeines Titrationsexperiments(integriert tber alle Injektionen bis zur
vollstandigen Sattigung der Membran),nst der Temperatumicht konstant.Sie sinkt von ~7
kcal/mol Lipid bei niedrigenTemperaturerauf ~3 kcal/mol Lipid bei hohenTemperaturerab
(Abb. 11-7). DieseWerte entsprecherr0 kcal/mol und 30 kcal/mol Proteinunter der Annahme
einer Stoichiometrievon 10 : 1. Die Differenz von ca. 4 kcal/mol Lipid ist fastidentischmit

der Warmeveranderung von 4.3 kcal/mol, dielém kalorimetrischerScans(Abb. 11-1 und I1-

3) bei Zugabe einer sattigenden Menge Cytochrom ¢ zum Lipid gemessen wurden.

Die in den Titrationsexperimentengefundenen Daten wurden mittels eines statistisch
thermodynamischerModells analysiert, das auf der Annahme einer proteininduzierten,
kooperativen Umwandlunign Lipid-Proteinkomplexberuht(sieheAbschnitt.11-3.2). In Abb.
[1-8 sind mit diesem Modell gewonneneAnpassungender Titrationsisothermenfir drei
ausgewahlte Temperaturen wiedergegeben, unter Benutzung der Parameter in Tabelle 11-1.
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Abb. 11-7
Integrierte Injektionswarmen der Experimente in A6 als Funktion der Temperaturbei
der Sattigung von DMPG mit Cytochrom c.

Die Simulationerfiihrten zu ausgezeichnetdgbereinstimmungnit den experimentellerDaten,
die auchbei dennicht gezeigtenTemperaturenahnlichgut waren.Aus praktischenGriinden
wurde dabeidie Enthalpieder Lipidumwandlung(AHp) gleich Null gesetzt.Das heifl3t jedoch
nicht, dal3in dieserUmwandlungkeine Warmefrei wird. Sie ist jedoch nur schwervon der
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Warme QAHp - AHZ) zu unterscheiderie von der veranderterBindung herrthrt,und wurde
deshalb willktrlich mit Null gleichgesetzt.

Die intrinsischenBindungskonstanteK 5 und Ky sind bei allen Temperaturemahezugleich,
wobei Ky immer geringflgig groRerist als Ka. Dies fuhrt zwar nur zu einer minimalen
Verstarkungder Bindung des Proteinsan LipidzustandB verglichen mit der Bindung an
LipidzustandA, stellt abergentigendreie Energiezur Verfiigung, um bei der Bindung von
vielen Proteineneine Umwandlung des Lipids hervorzurufen. In der Simulation wurde
willktrlich die VesikelgroRemit je n = 25 Proteinbindungs-platze(250 Lipide) als konstant
angenommen.
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Abb.l11-8

Computersimulationerder Enthalpie der Titrationsisothermenbei drei verschiedenen,
reprasentativenTemperaturamter Verwendungvon integrierten Me3datenaus Abb. 11-6,
angepalit mit Hilfe des im TelReschriebenerstatistisch-thermodynamischéviodells unter
Benutzung der Parameter aus Tabelle II-1.

Wenn man die Zahl n der Bindungsplatzevergrof3ert, nimmt in den Simulationen der
Unterschiedzwischenden beiden BindungskonstanteiiKz und Ky ab, wobei aber bei die
numerischenGroéRenordnungerhalten bleibt. Die Bindungskonstanterwurden immer mit
ungefahrs-1( - 5-1® l/mol ProteinangenommenDies st in Ubereinstimmungmit Werten,
die von Heimburg(Dissertation,1989) unter Benutzungeiner Langmuir-lIsothermedie auch
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hier die Grundlagedes Modells bildet) flur die Bindung von Cytochrom ¢ an Dioleoyl-
Phosphatidylglycerol (DOPG) gefunden wurde (vgl. aber auch Kap.IV).

T Ka Kb Ko AH4 AHp m
[°C] [I/mol] [I/mol] [kcal/mol] | [kcal/mol]

7.0 216 | 3.00.16 | 24104 | 271 | 596 | 7
9.4 2.10P 3.00-16 | 1.0-104 3.56 7.78 9
12.8 5.1 7.50-16 | 1.0-104 7.00 6.78 9
16.3 1.1 1.40-16 2.0-103 4.78 5.56 9
19.8 1.1 1.27-16 | 6.0-102 6.90 4.45 10
22.6 1.1 1.26-16 | 6.0-102 7.60 2.95 10
25.1 2.10P 259.16 | 3.0-102 8.00 2.55 10
29.4 2.1 259.16 | 1.7-102 9.00 2.43 10
34.9 1.1 1.35-16 | 5.7-103 8.00 2.16 10
41.0 1.1 1.35-16 2.6-103 9.20 2.48 10
Tabelle 11-1

Parameterfir die Anpassungder im TitrationskalorimetererhaltenenBindungsisothermen
(vgl.Abb. 11-8) unter Annahmevon zwei LipidzustdndenA und B mit den zugehdrigen
intrinsischen Proteinbindungskonstanteig und Kp und BindungsenthalpienAHg und
AHp, der Gleichgewichtskonstanteg zwischenden ZustandenA und B. m ist die Lipid-
Proteinstoichiometrie.

11-4.4 "Negative Stain"-Elektronenmikroskopie

Die Schluf3folgerung aus den bisherigen Messungen war, dal3 die Bindung von Cytoeinrom
Membranenzu Umwandlungender Lipidmatrix zwischen Phasenfihren, die sich durch
verschiedene Grade ihrer Ausdehnung unterscheiden. Um diesenRitekzu vertiefenund
Information Uber die Morphologie der Lipidmatrix zu erhalten, wurden
elektronenmikroskopischeintersuchungemit der "Negative-Stain"-Technilan den Lipiden
und denLipid-Proteinkomplexerbei verschiedeneffemperaturerdurchgefiihrt Dazuwurden
Lipidprobenin Abwesenheitoderin Anwesenheiteiner sattigenderProteinmengemit einem
Kohlenstoff-Film in Kontakt gebracht und mit Uranylformiat markiert, das an die
freibleibendenStellen des Kohlenstoff-Filmes bindet. Dadurch werden die Umrisse der
Lipidstruktur markiert und im Elektronenmikroskop erkennbar. Man erhalt auf diesseeine
zweidimensionaléAbbildung der Lipidstruktur, da die Bindung an den Kohlenstoff-Film so
starkist, dalRkeine morphologischeVeranderungenn der Lipidmatrix im AnschluZan den



Kooperativitdt von Lipidumwandlungen 28

Kontakt mit dem Film mehstattfinden.Die erhaltenerfFilme wurdenim Elektronenmikroskop
untersuchtDie AufnahmendesreinenLipids bei 15, 24.5 und 35°C, d.h. bei Temperaturen

unterhalb, inmitterund oberhalbder thermotroperSchmelzumwandlunder Lipide werdenin
Abb. 11-9a-d gezeigt.

200nm
Abb. 11-9

"negative-stain"-elektonenmikroskopisch&ufnahmen von Lipiddispersionenin 2 mM
Hepes, 1 mM EDTA bei pH 7.5. in verschiedenen Regionen der thermotropen
Schmelzumwandlunder Lipide und Lipid-Proteinkomplexe(a) 10 mM DMPG bei 15 °C,
(b) 0.2 mM DMPG bei 24.5 °C, (c, d) 10 mM DMPG bei 35 °C (zwei verschiedene
Bildausschnitte), () 10 mM DMPG in GegenwarteinesUberschusse€ytochromc bei 15
°C, (f) 10 mM DMPG in GegenwasrinesUberschusse€ytochromc bei 35 °C. Die weil3en

Flecken in (c) sind ein Artefakt der Schattierung mit Uranyl-Formiat bei hdheren
Temperaturen.
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Auf alle Bildern erkenntman ineinanderverwebte Strukturen,die vermutlich Netzwerkevon
Roéhren sind. Bei 18C, unterhalbder Lipidhauptumwandlungscheintdie Strukturan einigen
Stellenin scheibenformigdartikelauseinanderzubreché€Abb. 11-9a). Bei 24.5 °C hingegen,
mitten in der Hauptumwandlung, ist das Netzwerk sehr ausgepragt (Abb. [1-9b).
Oberhalb der Hauptumwandlung werden idirrenférmigenStrukturensehrlang (Abb. 11-9¢)
und brechen an manchen Stellen auseinander um Vesik&0v88nm Durchmesseru bilden
(11-9d).

In der Gegenwarteiner sattigendenMenge Cytochrom c (Lipid-Protein Verhaltnis 10 : 1)
erkennt man in den elektonenmikroskopischeAufnahmen deutliche Verande-rungender
vesikularenStruktur. Bei 15 °C, unterhalbder Schmelzumwandlungerkennt man kleinen,
rundeund kugelférmigeVesikel mit einem Durchmesseron ca. 10 - 20 nm, die sich nicht
bertihren (Abb. 11-9¢e). Bei 35 °C hingegen , oberhalbHnptumwandlungkollabierendiese
Vesikel, formen Scheiben ahnlichBurchmessersjnd beginnen stapelférmigeAggregatezu
bilden (Abb. 11-9f).

Diese Ergebnisse deuten an, daf3 sowohl in Gegenwart als auch in Abwesen@igibebrom
c eine Tendenzbestehtausgedehnt8trukturenin den Temperatur-regionehoher Viskositéat
(siehe Kapitel 11-4.2) zu formen. Diese Struktusend jedochin Gegenwartvon Cytochromc
(Aggregationvon Vesikeln) von ganz andererNatur als in Abwesenheitvon Proteinen
(Ausbildung eines Lipidnetzwerkes).

[1-4.5 Magnetische Resonanz

Die bisher erhaltenenInformationen Uber die Lipid-Proteinkomplexewaren vorwiegend
struktureller Art, insbesonderejene, die aus den optischen, viskosimetrischen und
elektronenmikroskopischedMessungerfolgten. Die Umwandlungmit demgré3tenAnteil der
gesamtenEnthalpie wurde als Hauptumwandlungbezeichnet,was impliziert, daf3 die
Lipidkettenvon der idealenTrans-Konfiguratiorzu einer statistischerAnordnungvon Trans-
und Gauche-Elementeiibergeht.Obwohl naheliegendist dies bisher noch nicht bewiesen
worden. Zu diesem Zweck wurdé&xperimentemit Hilfe von Elektronen-spinresonafESR)
und mit Nuklearer SpinresonanZNMR) durchgefiihrt.Elektronenspinresonarkann nur an
radikalischenGruppendurchgeflihriverden.Aus diesemGrund wird bei der Spinlabel-ESR
eine Nitroxidradikal an der sn-2 Kohlenwasserstoffkette der Lipefestigt,daseine deutliche
raumliche Anisotropie der Hyperfeinaufspaltung besitzt. Ob bei unterschiedlichen
Orientierungen dieses Spinlabels im Magnetfeld die Spektren als Superposition der
verschiedene®rientierungenoder als zeitlich gemitteltesSpektrumauftreten,hangtvon der
typischenZeitkonstanteder Bewegungerdes Labels ab, die fur ein Nitroxid-Label in genau
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demselbenZeitbereich liegt wie die typische Trans-gauche-lsomerisierungsratel09 s).
Spektrereinerflussig-kristallinenPhaseerscheinerdeshalbisotrop gemitteltim Gegensatzu
gelformigen Phasen,die als Superpositionenvon Spektrenmit verschiedenerAufspaltung
erscheinen.

Phosphatidylglycerolvurde an der 14. Kohlenstoffpositionder sn-2 Kette markiert, um die
Mobilitat der Kohlenwasserstoffketten als Funktaer Temperatumuntersucherzu kdnnen.In
Abb. 11-10 sind ESR-Spektrervon 45 mM DMPG-Dispersionenin Abwesenheitund in
Gegenwartvon 4.5 mM Cytochrom ¢ abgebildet, die bei verschiedenenTemperaturen
unterhalb, inmitten und oberhalb der Hauptumwandlung(in Kapitel 1I-4.1 durch DSC-
Experimente bestimmt aufge-zeichnet wurden.

LG
T

Abb.11-10

ESR-Spektren(100 Gauss Scan-Breite) von C-14 gelabeltem DMPG (45 mM) in
Abwesenheit(a) und in Gegenwartvon 4.5mM Cytochrom ¢ (b) als Funktion det
Temperatur (2 mM Hepes, 1 mM EDTA, pH 7.5)

Die Spektrender Gelphaseund der flussig-kristallinen Phase unterscheidensich durch
unterschiedlicheGrade von Mittelung der spektraler Anisotropie, die durch die maximale
Hyperfeinaufspaltung der Spektren bestimmt werden kann (verglefeliein Abb. 11-10). In
den reinen Lipidspektre@Abb.1l-10a) erkenntman zwischen10° und 18°C ein Spektrum,das
typisch fur eine Gelphase ist (Marsh & Watts, 1982). Im Bereich zwischand86 °C findet
die Kettenschmelzealer Lipide statt, wahrendoberhalbvon 26°C nur noch Spektreneine
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flissigen Phase zu erkenngind. Auch in den Lipid-Proteinkomplexer{Abb. 11-10b) erkennt
man eine Kettenschmelzumwandlunign Bereich von 18 - 30 °C. Die Spektrenin diesem
Bereich lassen eine Koexistenz von zwei LipidzustédndenunterschiedlichenGrades von
Bewegungsfreiheit der Lipidketten erkennen.

Die Erkenntnisseausden ESR-Spektrersind in Abb. 1I-11 zusammengefalRtyo die aul3ere
Aufspaltung der Spektrein Abwesenhei{e ) undin Gegenwartvon einer sattigenderMenge
von Protein () als Funktion der Temperatur aufgetragen wurde. Die &ul3ere
Hyperfeinaufspaltungst eine Funktion der Kettenbeweglichkeitan der C-14 Position der
Lipidketten, naheam Zentrum der Membran.Die Kurven in Abb. 1I-11 bedeuten,dafd die
Warmekapazitatskurveim Abb.lI-1 sowohl in Abwesenheitals auch in Gegenwartvon
Cytochromc tatsachlichmit der Schmelzeder Lipidketten einhergehengda eine Verringerung
der maximalen Hyperfeinaufspaltung ein Mal3 fur schrigdieegungerder Lipidkettenist, die
beim Schmelzender Ketten hauptsachlichdurch rasche trans-gauche-lsomerisierungen
zustandekommt. Dies war aufgrund der hohen Enthalpie dieser Umwandlung auch zu
erwarten.
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Hyperfeinaufspaltung aus den ESR- Verhaltnis der Linienh6hen des zweiter
Spektren aus Abb.lI-1@ls Funktion der und des ersten Maximums der ESR-
Temperaturfir DMPG (e) und Cyt.C/ Spektrenin Abb.ll-10 als Funktion der
DMPG-Komplexe [J) Temperatur (Symbole wie in Abb.lI-11)
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Dal3sich die SpektrenausAbb. 1I-10 in denselberTemperaturgrenzewie die DSC-Scansn

Abb. 1I-1 verandernist in der Auftragung der Hyperfeinaufspaltungnicht gut zu erkennen.
Besser sieht man dies in der Auftragung des Verhéltnisses der Linienhéhen des zwedts und
erstenMaximumsausdenselberSpektren(Abb. 11-12). Dies liegt darin begriindetdal sich
Veranderungein den Spektrennicht nur in der Verschiebungzon Maxima, sondernauchin

der Verschmalerunghrer Linienbreitenzeigt, die sich auf die Amplitude auswirkt. Die beiden
Auftragung sind deshalb nebeneinander aufgetragen.

Um Erkenntnisseliber den morphologischenZzustandder DMPG- und der Cyt.C/DMPG-

Phaserzu bekommenwurden 31Phosphor-NMR-Experimentdurchgefihrt.in Abb. 11-13a
und b sind Breitband-Protonen-entkoppelt&pektrenvon 45 mM DMPG Dispersionenin
Abwesenheit (a) und in Gegenwart von bl Cytochromc (b) abgebildetDie Spektrender
reinen Lipide zeigen die typische Linienform fur lamellRtespholipidphase(Gmith & Ekiel,
1984), mit einer Anisotropider chemischen/erschiebungson 70 ppm (partsper million) bei
11 °C undvon 48 ppm bei 35 °C. Dies deutetauf eine Gelphasebei tiefen und eine flissig-
kristalline Phasebei hohenTemperaturerhin. In der Gegenwartvon Cytochromc sind alle
Spektrenisotrop, mit einer HalbwertsbreitedesPeaksvon ~2.2 ppm bei 11 °C undvon ~1.4
ppm bei 35 °C. Eine isotrope Linienform erlaubt kesmedeutigeldentifikation der Lipidphase.
Sie konnen in Phosphor-NMR verschiedene Ursachen haben: Erstens eine durch
Proteinbindunghervorgerufenenokale Stérungder Membranstruktur, zweitensein Einfluf3
des gebundenen Proteins auf die Kopfgruppenorientierungipiée und drittensdie Bildung
kleiner Partikelwie in kleine Vesikeln, Mizellen oder Phasermit kleinem Krimmungsradius
wie in kubischen Lipidphasen.

Esist nicht leicht, eine dieserMdglichkeitenauszuschlieRenVie jedochdie ESR-Messungen
gezeigt haben, liegt bei démpid-Proteinkomplexerbei niedrigenTemperaturereine Gelphase
vor. Dies bedeutegller Wahrscheinlichkeihach,dal3eine lamellare Phasevorliegt, da nicht-
lamellarePhaseniblicherweiseausschlief3lichn flissig-kristallinePhaserbeobachtetverden.
Deshalb liegerbei 11°C vermutlichlamellarekleine Vesikel vor, wasin Ubereinstimmungnit
den elektronenmikrospischeAufnahmenist. Fir die flissig-kristalline Phasenkann man
aufgrund der NMR-Experimente keine solche Aussage treffen.

Eine isotropeKomponentan 31P-NMR Messungermwurde schonfritherin den Spektrenvon
flissig-kristallinenDioleoyl-Phosphatidylglyceroin Komplexenmit Cytochromc beobachtet
(Heimburg et al., 1991). Die isotrope Komponentein den Spektrenerschiennebeneiner
lamellaren Komponente und war proportional zur Gesamtmenge des gebuRdzears(d.h.
es gab keine offensichtliche Koo-perativitat im Auftauchen der einen oder der anderen
Komponente). Es wurde deshalb darauf geschlosksigie isotropeKomponentevermutlich
eher durch lokale Stérungen oder Krimmuiag Lipidstruktur am BindungsplatalesProteins
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auf einer planarenOberflacheentsteht,als durch makroskopische€in der Regel kooperative)
Veranderungen der Lipidanordnung zu nicht-lamellare Phasen hin.

P I U I S ST S S R " | " 1 L 1
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Abb. 11-13

31IP-NMR-Experimentaron (a) 45mM DMPG Dispersionenund von (b) Cytochron
c/DMPG Komlexen(4.5 mM Cyt.c,45 mM DMPG) bei verschiedenerTemperature
unterhalb, innerhalb und oberhalb der kalorimetrischen Hauptumwandlung.

[I-5 DISKUSSION

DMPG-Dispersion zeigen ein komplexes thermotropistfexbaltenbei niedrigerlonenstéarke.
Die Umwandlungen  wurden beschrieben  durch Differentialkalorimetrie,
Lichtstreuungsexperimenté/iskosimetrie und ElektronenspinresonantESR). Die DSC-
ExperimentezeigenmehrereMaxima der spezifischeiNVarme(Cp) im Temperaturbereichon
12 - 28 °C, abhangigvon der Lipidkonzentration.Die untersteUmwandlung(12 -17 °C) ist
sowohl konzentrationsabhéngigls auch von der Heizrate des Kalorimetersabhangig.Bei
konstanteHeizrateverschiebtsich die Umwandlungbei Verringerungder Lipidkonzentration
zu héherenTemperaturenyobei die Enthalpie der Umwandlung jedoch ungefahrkonstant
bleibt (AH; = 0.57 = 0.14 kcal/mol). Bei konstanterKonzentrationverschiebtsich das Cp-
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Maximum bei Erh6hungder Heizrate zu héherenTemperaturenDies ist kein Effekt der
typischen Zeitkonstante des Kalorimeters, sondern ein Hinweis daraufies@®@ mwandlung
eine langsame Kinetik aufweist. Diese Tatsache (Lentz et al., 1978) zusammen Ridingen
Enthalpie-Anderung und der Abwesenheit von signifikaifektenin der Lichtstreuungund
in der Viskositat legten nahe, dal3 es sich bei dieser Umwandlungum die sogenannte
Vorwandlung handelt(L _ P '), bei der sich aus einer Gelphaseeine Gelphasemit einer
regelméanigen Wellenmodulation der Oberflache ausbildet (‘ripple phase’).

Im Temperaturbereickon 20 - 28 °C erhalt man ein komplexesSchmelzverhaltenWie die
ESR-Experimente zeigen, reprasentiert dieser gesamte Bereich die sogenannte
Hauptumwandlung, in der die Kohlenwasserstoffketten von All-Trans-Zustagidenfluiden
Zustand Ubergehen. Dag-€rofil zeichnetsich durchzwei wohldefinierteMaxima am Beginn
und am Ende der Umwandlung aus. Die Position der beiden Maxima hangt von der
Lipidkonzentration ab und befindet sich bei 21 °C und bei 27 °C bei niedrigen
Lipidkonzentrationen (10 mM). Zwischen diesen beitaxima ist die Warmekapazitdimmer
grol3erals der BasislinienwertBei Erhohungder Lipidkonzentrationbewegersich die beiden
Maxima aufeinander zwm bei hohenKonzentrationer(>150mM) ein einzigesMaximum mit
der Schmelz-temperatur von ca. 24 °C zu bilden. Das ist der Literaturwert flr den
Schmelzpunkt von DMPG (Gershfeld et al., 1986, Surewicz et al., 1987).

Wenn mandie DSC-Datendetaillierteruntersuchterhaltmantiefere Einblicke in die mogliche
Natur der Hauptumwandlung.Zum ersten ist die Gesamtenthalpieder Umwandlungen

(inklusive Vorumwandlung) gleich
30°
AH,, = J’Cp [dT =6.03+0.17 kcal / mol Lipid,

T=9°

was innerhalb des experimentelle Genauigieédbhangigson der Lipidkonzentrationist. Dies
bedeutet,dald die Gesamtfolgevon Umwandlungenbei den verschiedenerKonzentrationen
energetischm wesentlichengleich ist. Zum zweitenist die Position der unterenGrenzeder
Hauptumwandlungnur wenig temperaturabhangig22 =+ 1 °C). Bei niedrigen Lipid-
Konzentrationenist diesesMaximum relativ gut aufgeldst und besitzt eine Enthalpie von
AH»=0.38 = 0.17 kcal/mol Lipid. Das Maximum wird bei langsamenHeizraten sehr
ausgepragt,was bedeutet, daf} diese (Sub-)Umwandlung sehr kooperativ ist. Seine
Halbwertsbreitevon 0.3 grd liegt nahe an derjenigen von multilamellarem Dipalmitoyl
Phosphatidyl-cholin AT = 0.07 grd, Alboné&Sturtevant,1978). Zum drittenist das Cp-Profil
bei hohen Konzentrationen schlechter aufgeldst. Das Auftreten eines scharfearPaateyen
Ende der Hauptumwandlunst nicht mehr offensichtlich.Wennmanannimmt,daf3die Folge
von Umwandlungen baillen Lipidkonzentrationemgleichist, dannliegt es naheanzunehmen,
dall der erste, sehr kooperative Peak die Schmelzumwandlung einleitet, die
konzentrationsabhéngig ist. Das obere Ende der Hauptumwandlung sehr
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konzentrationsabhangignd variiert von 24° bis 28°C. Nimmt man alle Cp-Daten unter der
zusatzlichen Hypothessisammengdalimansich bei allen Experimentam thermodynamische
Gleichgewichtbefindet,sollte manannehmendal der Lipidzustandbei hohenTemperaturen
ein aggregierter(bzw. ausgedehnte@ustandist (desserEntropiebei hohenKonzentrationen
weniger stark zur freien Energie der Phase beitragt und ddstialesenKonzentrationererst
bei hbheren Temperaturen auftritt). Wie jedoch weitgendiskutiertwird, ist allem Anschein
nach der intermediarepidzustandinnerhalbder Hauptumwandlung@usgedehnteiVenndies
wabhr ist, kbnnte die Konzentrationsabhéangigkeiter oberen Grenze der Hauptumwandlung
darauf hindeuten, dal3 die beidapidzustandannerhalbund oberhalbder Hauptumwandlung
sich durch unterschiedlichGrade der Hydratationauszeichnenynd dal3 die Hydratationdes
intermediaren Zustandes nicht vollstandig ist . Dies wadurchdeutlich,dalRdie Zugabevon
mehrwalirigemPuffer zu einerweiterenVeranderungler DSC-Scanduhrt. An dieser Stelle
sollte jedoch angemerktwerden, dal3 sich diese Argumentationauf niedrige lonenstarken
beschrankt,und daf3 bei hohen lonenstarken(zB.100mM NaCl) die Umwandlungenviel
weniger komplex sind (Daten werden hier nicht gezeigt).

Die relative Viskositat von DMPG steigt 20 °C starkan und erreichtein Maxi-mum bei ca.
26 °C. Oberhalbvon 26 °C sinkt die Viskositat abrupt auf einen Wert ab der nahe an
demjenigen des Losungsmittdilsgt. Dies deutetdaraufhin, daf3die Regiongrol3erViskositat
ungefahrmit Erreichen des stark kooperativenPeaks der DSC-Experimentebeginnt und
gualitativ dem Verlauf der g2Kurve folgt. Der plotzlich Abfall der Lichtstreuurtaei T > 20 °C
ist hiermit in Einklang. Die Korrelation von Viskositat ubhathtstreuungm Temperaturbereich
von 20 - 28 °C kann bei allen Konzentrationen mit bloRemge beobachtetverden.Der starke
Anstiegder Viskositat, einhergehendnit einer Verringerungder Lichtstreuungbedeutet,dald
die intermediéareLipidphase (innerhalb der Hauptumwandlung)vermutlich eher in einer
ausgedehnten Lipidstruktur besteht als in aggregierten Vesikelmitdier erhohtenViskositat
konsistentware). Es ist bemerkenswertlalR dieseisotrope,hochviskosePhaseauch bei den
niedrigsten untersuchtenKonzentrationenbeobachtetwerden kann. Vermutlich ist diese
ausgedehnteStruktur analog den sogenanntenkubischen Strukturen (wie sie z.B. im
UberschuBvon H20 fiir Monoolein beobachtetwerden) oder zu den Lz-Phasendie fir
verschiedendetergenz-Wasser-Systempestuliertwerden (Strey et al., 1990). Strey et al.
beschreiberdie Lz-Phaseals eine bikontinuierliche Doppelschicht-Phasenit sehr hohem
Wassergehaltlim Gegensatzu kubischenLipidphasensieht manin den Lz-Phasenjedoch
keine regelmalRige Fernordnung.

Zum Vertiefen dieses Punktes wurden unterhalb, inmittehoberhalbder Hauptumwandlung
elektronenmikroskopische&ntersuchungerdurchgefiihrt. Unterhalb der Hauptumwandlung
(15 °C) bestehtdie Lipidphaseaus mafiig ausgedehnteRartikeln, die mit scheibenférmigen
Vesikeln von ca. 50 nm Durchmesser koexistieren (Abb. [1-9a). Oberhalb der
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Hauptumwandlung35 °C) bestehtdas Systemaus verlangertenausgedehnte®artikeln mit
Regionenvon verbundenerkleinen Vesikeln (Abb. 11-9¢, d). Nur bei 24.5 °C wird das
elektonen-mikroskopischeBild ausschlief3lich von einer ausgedehnten,vernetzten und
homogenen Lipidphase ausgefillt. Diese Bilder zeigen deutlidBxitenzeinerausgedehnten
Phase bei niedrigen Lipidkonzentrationen. Andererseits scheinen die ausgedehnteniéttasen
ausschlief3lich auf den isotropen Bereich sehr hoher Viskositat beschrankt zu sein.

In 31P-NMR Messungenwurde deutlich, daB bei allen beschriebenerTemperatureneine
lamellare Lipidphase vorliegt, die die fur die verschiedenen thermotropigciségindetypische
Anisotropie der chemischen Verschiebung aufweisen.

In der Gegenwartvon Cytochromc verandertsich dasthermotropeVerhaltender Lipide. Das
Cp-Profil hat nunmehmur noch ein Maximum und verringertseine Enthalpievon 6 kcal/mol
auf 1.7 kcal/mol Lipid unter sattigenderBedingungenDie Position der Hauptumwandlung
verschiebt sich zu héheren Temperaturen und die Breite der Umwamitiimg zu (zu diesem
Effekt siehe Kap.V). Die Bindung des Proteins hat einen interessanterEinflu® auf die
Viskositat. Teilweise Sattigung des Lipids mit Protein (25 % - 50 %) brachte den
temperaturabhéngigefinstieg der Viskositat zum Verschwinden. Bei 75 % - 100 %iger
Sattigung beobachtetman wiederum einen temperaturabhéangigeNiskositatsanstiegan der
Umwandlung,der bei hohen Temperatureroberhalbder Hauptumwandlungerhaltenbleibt.
Zusammen mit den elektronenmikroskopischen Bildern wiggstdaraufhin, daf3die Bindung
des Proteinsdie Ausbildung einer ausgedehntem.ipidstruktur verhindert. Die Partikel in
Gegenwartvon Cytochromc scheinenvesikularer Struktur zu sein, wobei diese Vesikel
einsetzendnit der Hauptumwandlungggregiererund zu der erhdhtenViskositatder Losung
fuhren. Die ESR-Spektren bestatigen, da3 auch die Lipid-Proteinkomplexe eine
Schmelzumwandlunglurchlaufen.Durch die NMR-Spektrenist jedoch nicht eindeutig zu
klaren, ob die Vesikel lamellarerNatur sind. Es ist jedochwahrscheinlich,dal’ zumindestens
die gelformigen Partikel lamellare Vesikel sind, die beim Schmelzender Lipidketten eine
Veréanderung der Form erfahren.

Man kannallem AnscheinnachdasSchmelzverhalteron DMPG in mindestengdrei Schritte
unterteilen:

A Ih. B [IF- | (IF- C
L B | L)

Die Bindung von Proteinmolekulenverandert die thermodynamischerGleichgewichtein
diesem System, wobei die exakte Natur der Veré&nderung nicht klar ist. Die
titrationskalorimetrischenDaten filhren zu einem besserenVerstandnis. Die Form der
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Bindungsdaten zeigt beim all@emperaturendal3die AssoziationdesProteinsmit dem Lipid
zwar komplex ist, aber konsistentmit der Annahme einer an die Bindung gekoppelten
strukturellenUmwandlungim Lipid ist. Alle kalorime-trischerBindungskurvenkénnen mit
Hilfe einesrelativ einfachenstatistischthermodynamischeModells erklart werden,dasvon
zwei verschiedenen Lipidzustanden mit geringfigigschiedeneBindungskonstantefur das
ProteinausgehisieheKap. 11-3.2, vgl. hierzu auch das Modell fur die Bindung peripherer
Proteine inKap. V). Die Analysewurdefir jede Temperatuigetrenntdurchgefuhrteswurde
kein Versucheiner globalen Anpassungdfir alle Temperaturergemacht. Trotzdem zeigt die
Analyse bei allen Temperaturen zwei Dinge: Nigttoenthalpieder Bindungist positiv und die
Bindung fuhrt zu einer Umwandlung mit positiver Kooperativitat. Einschrankendmuf3
angemerkiverden,dalRdie Anpassungsparameteicht unbedingteindeutigsind und dal3 die
AnalysedeskomplexenVerhaltensder BindungsisothermeausschlieR3lichiber die Annahme
einer intrinsischen Bindungsenthalpiegeschieht, die bei verschiedenen Temperaturen
verschiederist und hier nicht naher erklart werden konnte. Es ware Gegenstandveiterer
Untersuchungen, wo die Temperaturabhéngigkeit der intrinsischen Bindungsenthalpie herrihrt.
In allen Fallen muRR kooperativeBindungangenommenverden,um die Bindungsisothermen
gualitativ zuerklaren.Daswird mit der Kopplungder Bindung desProteinsan daskomplexe
Verhalten des Lipids erklart. Die Kooperativitat spiegelt die Zahl von Lipidmolektlen wlider,
mehroderwenigerin einer Alles-oder-NichtsUmwandlungbeteiligt sind. Dies heif3t,daf3 die
Bindung nicht ausschlie3lichmit Prozessennnerhalb eines Bindungsplatzeserklart werden
kann sondern an globale Veranderungender gesamten Lipidmatrix koppelt. Ahnliche
Veranderungensind von Ramsay et al., (1986) fir die kalorimetrische Titration von
Phosphatidylserin-Membranen mit "myelin basic protein” berichtet worderqueitsie zogen
den Schlul3,dal’ eine kooperativeUmwandlungim Lipid durch die Bindung des Proteins
hervorgerufen wurde.

Die DSC-Daten und die titrationskalorimetrisdbatensind thermodynamisclselbstkonsistent.
Das heildt, dal3 die Summe aus Titrationswarme bei tiefen Temperaturenplus der
kalorimetrischenUmwandlungswarmeler Lipid- Proteinkomplexgim folgenden Diagramm
LP genannt) im DSC identisch sind mit der Umwandlungswarme des Lipids alleine (deplus
Titrationswarme bei hohen Temperaturen:

L(°C)+POM - L(41°C)+ P
AH, | L aHg AH, + AH, = AH, + AH,
LP(9°C) Ot~ LP(41°C)

Dies mul} gelten, da die Enthalpie eine Zustandsfunktion ist. Da sich die Bindungskansgtante
unwesentlichemperaturabhangigt (d.h. die van't Hoff'sche Enthalpieder Bindungist klein)
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missen die gemessenen Veranderungen der Enthalpie der Bindung 46 k&al/mol Protein)
im wesentlichenmit strukturellenVeranderungerim Lipid zu tun haben.Auch wenn die
detalillierte Erklarungder titrationskalorimetrischeatenschwierigist, ist doch deutlich, dai3
sie proteininduzierte Veranderungen der Lipidmatrix wiedergeBenniedrigenTemperaturen
ist AHo vermutlichmit der Vorumwandlungverknipft, wahrendes bei hohen Temperaturen
vermutlich die Aggregation der Vesikel widerspiegelt, die mittels Elektronenmikroskopie
beobachtetvurde. Im Temperaturbereicklazwischenist die Interpretationnicht so einfach,
auch wenn die Enthalpieveranderungnit dem Aufbrechen der viskosen und isotropen
Lipidphase einhergeht.

Die in diesemKapitel dargestellterResultatezeigen,dalRDMPG bei niedriger lonenstarkem
Temperaturbereiclvon 15 -40 °C ein komplexe Folge von strukturellen Umwandlungen
durchlauft. Diese Umwandlungen beinhalten das Schmelzen der Lipidkategessanterweise
existiert eine Lipidphase mit Fernordnunginnerhalb von klar umrissenen,kalorimetrisch
bestimmbarenGrenzen. Dies ist vermutlich der erste Bericht Uber solche Phase in
Phospholipiden, die auch bei sehr grol3en VerdinnungenBestandhaben.Es sollte jedoch
angemerktverden,dal’ Gershfeldet al. (1986) schoneinmal vermutethaben,dal? die hohe
Viskositat ded.ipids durch Fernordnungzustandekommie exakteNatur dieserPhasemuf3
durchweitere Untersuchungemoch bestimmtwerden. Sie ist aller Voraussichtnach jedoch
analog zu den L3-Phasen,die von Strey et al. (1990) fir Detergentien-WasseBysteme
gefundenwurden. Diese Phasengehtrenzu den bikontinuierlichenDoppelschichtphaserzu
denen auch die kubisché&ipidphasenzéahlen.Es wurde zudemgezeigt,dal3die Bindungvon
Cytochrom ¢ an DMPG auf eine Weise thermodynamischmit den Lipidumwandlungen
gekoppelt ist, dal’ selbst kleine Mengen gebundenen Lipids die Fernordnung zerstoéren.
DieseResultateerganzerfrihere Studiender Bindungvon Cytochromc an Lipidmembranen,
die gezeigt haben, dal3 Cytochrom ¢ im lipidgebundenenZustand zwei Konformationen
annehmenkann, deren Gleichgewichtvom physikalischenZustand der Membran abhangt.
Ahnliche Verschiebungeron Konformations-gleichgewichterkonntendurch Zugaberelativ
kleiner Mengen Dioleoylglycerol und Dioleoyl-Phosphatidylcholin zu  Dioleoyl-
Phosphatidylglycerohnduziertwerden(Heimburget al., 1991). Es wurde in diesemKapitel
gezeigt,dal’3die Bindungvon Cytochromc langreichweitigeStrukturenvon DMPG zerstoren
kann und zur Ausbildung kleiner Vesikel fuhrt, de flissig-kristallinenZustandaggregieren.
Immer wenn es eine thermodynamischeKopplung von Proteinbindung an strukturelle
Umwandlungen des Lipides gibt, wird kooperative Bindung an das Lipid zu erwartmgein
auchKap.V). Die Implikationensolch eines Phdnomenssind interessantund kénnten von
biologischerRelevanzsein. In Lipidsystemenjn deneneszwei unterschiedlicheipidspezies
gibt (entwederverschiedeneZustandsoder chemischverschieden)kann die Bindung des
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Proteins die Lokalisierung derjenigen Lipidspezie beginstigen, die das Protein
thermodynamisctbevorzugt(Heimburg & Biltonen, 1993; Kapitel V). Dies fuhrt zu einer
Aggregation von Proteinen auf der Lipidoberflache, ohne dal3 Wechselwirkewgamihenden
Proteinenpostuliertwerdenmussen.Diese Argumentationkann auch auf ungleiche Protein
ausgedehniverden,wennsie die gleiche Praferenzfir eine der Lipidsorten oder -strukturen
haben.

Die Ausbildung von Lipiddoméanen wurde flr biologische Membranen postuliert (z.B.
Thompson et al.,1992). Die Aktivitat vaPhospholipasé, und von ProteinKinaseC (PKC)
kannauf kritische Weisevon der LipidzusammensetzungeeinfluR3twerden.Fur denFall der
von PhospholipaseXkatalysierten Hydrolyse von Lipidvesikeln ist der BegaierAktivitat
zeitlich mit der Phasenseparatioder Reaktionsproduktekorreliert (Burack et al., 1993).
Obwohl Bindung an Membranennotwendig fur eine Aktivierung ist, kdnnen sowohl fur
Phospholipase A2 (Burack, unveréffentlicitaten,1993) als auchfir PKC (Orr & Newton,
1992) experimentelleBedingungengeschaffenwerden, bei denen die Proteine vollstandig
gebundersind, abertrotzdemnur eine geringeAktivitat nachweisbatist. Dies lal3t vermuten,
daRReine speziellestrukturelleEigenschafder Membranfir die Aktivitdt notwendigist. Es ist
sowohl fur Phospholipaseofals auch fuPKC vorgeschlagemvorden, dal3dieseStrukturder
invers hexagonalerPhase(H);) ahnelt(Dawsonet al., 1984; De Boeck & Zidovetzki 1989,
1992; Epand& Lester,1992)und daf3Fluktuationenin dieserStuktur wichtig sind (Biltonen,
1990). Wenn dies richtig ist, dann ist die thermodynamischeKopplung zwischen
Proteinbindung und Membranstruktur ein wichtiger Aspekt fiur die FunktiorPvoteinen Die
in diesemKapitel beschriebenefxperimentemit Cytochromc sind dann ein prototypisches
Beispiel fur eine solche Kopplung.
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Kapitel Il

Kooperativitat von Proteinumwandlungen in
Lipid-Proteinkomplexen

UNTERSUCHUNG DER SEKUNDAR- UND TERTIAR-STRUKTUR
VON CYTOCHROM C IN KOMPLEXEN MIT ANIONISCHEN
LIPIDMEMBRANEN 1

Im folgendenKapitel soll der Einflul3 der Bindung des peripherenProteinsCytochromc an
anionischeLipidmembranenauf die Proteinstrukturuntersuchtwerden. Dabei liegt ein
Schwerpunkt auf einer moglichen Koppluder thermotroperPhasenumwandlungn Struktur
und Funktion des Proteins. DiesesKapitel ist komplementarzum ersten Kapitel, das die
Auswirkung der Proteinbinding auf die Struktur der Lipidmembran zum Thema hatte.

Der Inhalt dieses Kapitels wurde veréffentlicht in :
T.Heimburg & D.Marsh. 1993. Investigation of the secondary and tertiary structure of cytochrome ¢ using amid
hydrogen exchange measurements. Biophys.J.65: 2408 - 2417
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-1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Struktur von Cytochrom ¢ in Komplexen mit Lipidmembranenaus Dimyristoyl-,
Dipalmitoyl-und Dioleoyl-PhosphatidylglycerqDMPG, DPPG und DOPG) oder Cardiolipin
wurde mit Hilfe von "Fourier transform"-Infrarot-Spektroskopi€FTIR), insbesonderelurch
Analyse der Amid-I-Bande, untersucht.Nur kleine Veranderungender Sekundarstruktur
wurdenim Temperaturbereichnterhalbder Denaturierungstemperatdes Proteinsgefunden,
die nicht an die Phasenumwandlung der Ligié&oppeltwaren. Die Denaturierungstemperatur
von Cytochromc wurde durch die Bindung an Lipidmembranenum ungeféahr 25-30 grd
reduziert . Dabei bestand eine Korrelation mit der Phasenumwandlungs-temipsiatnn, als
daf die Denaturierungstemperatuates Proteinsin Komplexen mit Lipiden mit niedrigerer
Umwandlungstemperat@uchbei tieferenTemperaturettag, z.B. in Komplexenmit DOPG
um 7 grd niedriger als in Komplexen mit DPPG.

Die Bindung von Cytochrom c an Lipidmembranen fuhiteyegenzu grol3enVeranderungen
der Amidprotonen-Austauschratelje durch spektraleVerschiebungerder Amid | -Bandein
Gegenwart von BO nachgewiesen wurde. Im ungebundenen Protein war die Austausighrate
langsamaustauschendefimidprotonennahezuunabhangigzon der Temperaturwahrendsie
im gebundenen Protein im Temperaturbereich von 10 - 40 °C umn kisei Grol3enordnungen
anstieg. Zudemwar die Zahl der ausgetauschteAmid-protonenim ungebundenerProtein
kleiner als im gebundenerProtein. Eine strukturelle Umwandlungim gebundenerProtein
wurde durch eine Diskontinuitatim Arrhenius-Plotder AustauschratemachgewiesenSie trat
abhangig vom Lipid im Bereich zwischen 22 und 29 °C weft unterhalbder Denaturierungs-
temperatur.Diese Temperaturwurde durch den physikalischenZustandder Lipid-membran
bestimmt, wobei siélir Lipide im flissig kristallinen Zustandungeféahr7 grd niedrigerals fur
Lipide im gelférmigen Zustand. Fur Dimyristoyl-Phosphatidyl-glycerol,das in diesem
Temperaturbereictseine Schmelztemperatuhat, koppelte die Proteinumwandlungan die
Lipidumwandlungim Bereichvon 27-28 °C. DieseErgebnissdiefern einen Hinweis auf eine
Kopplung zwischen Tertiarstruktur des membrangebundeneRroteins und physikalischem
Zustand der Lipidmembran.
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-2 EINLEITUNG

Viele periphereProteineund Enzymeinteragierenmit Lipidmembranen.lhre Aktivitat kann
dabeivon den physikalischerEigenschafteer Membranerabhé@ngenyie dies zum Beispiel
fur verschiedene Formen von Phospholipasaeachgewiesemwurde (Bell & Biltonen, 1989).
Es ist deshalbvon betrachtlicheminteresse,die Kopplung zwischen den physikalischen
Zustandenin Lipiden und Proteinenzu untersuchenln diesemKapitel wird dies fur die
Wechselwirkung zwischenCytochromc und verschiedeneranionischerLipiden getan.Um
durch Bindung an Membranen hervorgerufenestrukturelle Anderungenin Cytochrom ¢
untersuchen zu koénnen, wurden die Sekundarstrukturund die Proton-Deuterium-
Austauschraten des Proteins aus den FTIR-Spektren der Lipid-Proteinkomplexe bestimmt.
Von Lipiden abhangigstrukturelleVeranderungeim membrangebundene@ytochromc sind
schonin einer friiheren Arbeit mit Hilfe von Resonanz-Ramamessungennachgewiesen
worden (Heimburg et al., 1991). Die Veranderungenn den Resonanz-Ramarspektren
konntenmit Unterschiedenn Spinzustandund Redox-Potentiavon CytochromC korreliert
werden (Hildebrandt & Stockburger,1989a,b) und haben deshalb vermutlich funktionale
Bedeutung.Diese Messungenwaren jedoch aufgrund der gewahlten Mef3technik auf die
Untersuchungler Him-Gruppeg(ein in das Protein eingebettetegisenhaltigesChromophors)
beschrankt unétonntenkeine direkte Information tiber die konformationellenAnderungerdes
Proteins geben, die fur die Verédnderung der Resonanz-Raman-Spektredes Hams
verantwortlich sein konnten.

FTIR-Untersuchungewon Lipid-gebundenenCytochromc sind kirzlich von Muga et al.
(1991)durchgefuhriworden. In dieserArbeit wurde geschlossengald die Sekundarstruktur
von Cytochromc bei der Bindung an Lipidmembranenm wesentlichenunveréandertbleibt,
obwohl man eine Destabilisierung des gebundenen Proteins an HangreffamVerringerung
der Denaturierungstemperatuind einer erhéhten Amid-Protonen Austauschratein D20
nachweisen konnte. GleichermaRen haben Festk&fsBiMR Messungen von aBardiolipin
gebundenemCytochrom ¢ (Spooner & Watts, 1991) und hochauflosendentH-NMR
Untersuchungemwon an Detergenzien-MizellemebundenenCytochromc erwiesen,daf? die
Proton-Deuteriumaustauschrateles gebundenenProteins betrachtlich schneller sind als
diejenigendes ungebundeneriProteins. Diese und andereErgebnissewurden entwederals
reversibleEntfaltung (bzw. Denaturierung)oder als Existenz einer dynamischen gefalteten
Struktur des Proteins in der Lipid-Wasser Grenzschicht interpretiert.

In diesemKapitel wird die Kinetik des Proton-DeuteriumaustauschgenaueruntersuchtEs
wird gezeigt,daldasVerhaltender langsamaustauschendeAmid-Protonenin Cytochromc
verschieden ist, abhangig davon, olaasiegativgeladene.ipid-Doppelschichtergebundenen
ist oder sich frei in Losung befindet. Dies wird durch VeranderudgeSekundarstruktudes



Kooperativitdt von Proteinumwandlungen 46

Proteinserklart, hervorgerufendurch die Bindung. Desweitererfindet man eine strukturelle
Umwandlungim Arrhenius-Plotder Austauschkinetik.Die Temperaturdieser Umwandlung
liegt im Bereich von 22 - 29 °C, urdingtvom physikalischerzustandder Membran(fliissig-
kristallin odergelférmig) ab. Fur an Dimyristoyl Phosphatidylglycerofjebundene®rotein ist
diese Umwandlung durch die Lipid-Phasenumwandlungkontrolliert, die beim Lipid-
Proteinkomplex imBereichvon 27 - 28 °C liegt. Diese ResultatezeigeneinenZusammenhang
zwischen dem Zustand des Proteins und der Lipidmembran, an die es bindet.

-3 MATERIALIEN UND METHODEN

[M-3.1 Materialien

Cytochrom c aus Pferdeherz (Typ VI, Sigma, St.Louis, MO) wurde in der oxideotemund
ohne weitere Reinigung benutzt. Der Anteil der deamidiertenForm, der in kommerziellem
Cytochromc enthaltenist (Brautiganet al., 1978) beeinflu3tdie Bindung des Proteinsan
negativ geladeneMembranennicht nennenswertda er als konstanterFaktor im Experiment
verbleibt und deshalbdie Differenz-Spektrender Amid | Bande nicht stort. Dimyristoyl
Phosphatidylglycerol (DMPG), und Dioleoyl Phosphatidylglycerol (DOPG) wurdemvanti
(Birmingham, AL.) , Rinderherz-Cardiolipin(BHCL) und Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin
(DPPC) wurden von Sigma (St.Louis, MO) bezogen. Dipalmitoyl-Phosphatidylglycerol
(DPPG) wurde aus DPPg=mafider Vorschrift von Comfurius& Zwaal (1977) synthetisiert.
Anionische Lipide wurde jeweils als Natrium-Salze verwendet. DO kam von Merck
(Darmstadt).

-3.2 Probenzubereitung

Zu 50 mM Lipid-Dispersionen (bei DMPG,DOPGund DPPG)bzw. zu 25 mM Cardiolipin-
Dispersionen(da BHCL in Dispersionenzwei Ladungentragt) wurde Cytochromc in
trockenerForm hinzugegebenDie Lipiddispersionerbefandensich in einem DoO-Puffer (2
mM Hepes, 1 mM EDTA, pD 7.5). Das Lipid-Protein-verhéaltniss (10:1) wurde so gewaRlt,
die Membranvollstandig mit Protein geséattigtwar (Walthamet al.,1986; Heimburg, 1989).
Waéhrend des Mischen®n Proteinund Lipid-Dispersionerstiegder pD auf ungefahr9.2 an.
Fur die zeitabhéngige Messungen wurde der pD nicht weiter Korrigiert. Far
temperaturabhangigdessungenwurde der pD mit Hilfe einer Standardelektrodeuf 9.0
eingestellt. Es wurde nur eine geringe Pufferkonzentration verwendet, Baldk®nzentration
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so niedrig wie mdglich zu halten (da die lonenstarkeBilelung beeinflul3t,vgl. Kap.IV). Bei
Experimenten mit ungesattigten Lipiden (DOPG und BHCL) wurden die Petierederunter
Stickstoff oder Argon zubereitet, um eine Oxidation der Lipidketten zu verhindern.

-3.3 "Fourier-Transform"-Infrarot  (FTIR)

Spektroskopie

FTIR-Spektrenwurdenauf einemBruker IFS25-Spektrometennter Verwendungeiner CaF-
MeRzelle und einem 5@m Teflon-Spacer im Bereich von 40@1000cnt!l mit einerspektralen
Auflosung von 2 cntl aufgezeichnet. Vor der Fourier-Transformationwurden die
Interferogrammemit einer Dreiecksfunktionapodisiert.Bei zeitunabhéngigerExperimenten
wurde das Spektrometemmindestens30 Minuten lang mit Stickstoff gespult, um spektrale
Artefakte durch die Rotations-Spektredes Wasserdampfeso geringwie moglich zu halten.
Es wurdenjeweils 100 Interferogrammepro Spektrumaufgenommen. Bei zeitabhangigen
Messungenwurde aus Zeitgrindenauf das Spulen des Spektrometersverzichtet, da die
Probenzubereitungund damit die Einleitung des Protonen-AustauscheswufRerhalb des
Spektrometers stattfanBies fiihrte zu geringfigigenStérungendurch dasRotationsspektrum
von HoO-Dampfin denerstenMinuten der SpektrenaufnahmePro Experimentwurden zehn
Interferogramme aufgezeichnetund die Experimente wurden so schnell wie mdglich
hintereinanderausgefiihrt.Die Temperaturwurde auf 0.1 grd genau durch zirkulierendes
Wasser durcliie Metall-Halterungdes CaF,-Fenstershindurchreguliert. Fir zeitunabhangige
Messungen wurden entweder 5 n@ftochromc Losungenoder Cytochrom-c-Komplexemit
Lipiden fir mehrere Tage bei Raumtemperatur und anschliel3end eine Stugdlémei D,O-
Puffer inkubiert, um den Protonenaustauschu maximieren(vgl. Deuterierungsexperimente
weiter unten) und um Reversibilitat dexperimentam Temperaturbereichwischen4® und 40
°C zu gewabhrleiten Fur zeitabhangigeMessungerwurden Lipid-Dispersionenzu trockenem
Proteinhinzugegeben,ingefahr10 Sekundengeschitteltund dannin die vorgeheizteCaF,-
Zelle injiziert. Der Zeit-Nullpunkt wurde als Zeitpunkt der Zugabeder Lipid-Dispersionzum
Protein angenommen.
Fourier-Transformations-Selbstdekonvoluti@®andenverschmalerungyurde mit Hilfe von
Software durchgefuhrt,die teilweise auf Routinenvon der Gruppe von H.H.Mantsch in
Ottawa/Canadd&Kauppinenet al., 1981) beruhte.Banden-verschmalerungpn ungeglatteten
Spektrenwurde unter Verwendungeine Dreiecks-Apodisationsfunktiomnter Annahmevon
Lorentzischen Linien einer Breite von 17-émnd einem Linienverschmalerungsfaktor vor K
2 durchge-fuhrt.Die spektralenKomponentendes Spektrumswurden mit Gauss-férmigen
Linien an die bandenverschmalerte3pektrenim Wellenzahlenbereickron 1605 - 1693 cnrl
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durchgefiuhrt(Byler & Susi, 1986). Als einschrankend&andbedingundir die Anpassungen
wurde vorausgesetztdal® alle Bander vergleichbareBreite habensollen (ansonsterist die
Dekonvolutionprozeduinkonsistent) Dies bedeutetdald Strukturenim Proteinklar definiert
sind. Die Bandenform wurde in drei Schritten angepal3t, indem ziersinienbreitekonstant
gehaltenwurde. Mit den resultierendenBandenfrequenzenvurde die Anpassung unter
Variation der Linienbreitenwiederholt. AbschlieRendvurden sowohl Bandenlageals auch
Linienbreite frei variiert. Differenzspektrerwurden aus normalisiertenSpektrenerrechnet,
derenintegriertenFlacheauf 100 cnrl normalisiertwurde. Die Normalisierungwurde durch
Festlegereiner geradenBasislinie zwischenden auRerenPunktendes definierten spektralen
Bereiches durchgefiuihrus den Differenzspektrerwurde ein Parametededuziert,der Flache
des positiven Bereiches Uber der Basislinie des Differenzspektrums wiedergibt. Die
Gesamtflache eind3ifferenzspektrunvon normalisierterSpektrenist definitionsgemalgleich
Null. Die Spektren wurden als Absorptionsspektren abgebdaetnOrdinatedie sich ausder
Normalisierung des Spektrums auf 100tfi4che ergab.

-4 ERGEBNISSE

[-4.1 FTIR-Spektren von Cytochrom ¢ Komplexen mit
anionischen Lipiden

Die dekonvoluiertenFTIR-Spektrenvon Cytochromc in Losung bzw. in Komplexen mit
DMPG bei 20 °C werdenin Abb. 11I-1 miteinanderverglichen(obenund Mitte). Man kann
kleine, aberreproduzierbardJnterschiedein den Spektrenbeobachtendie auf eine leichte
Veranderung der Sekundarstruktur hindeu@e.durch Bindung hervorgerufend&/eranderung
in den Spektrenentsprechermuantitativungefahr2 % der Gesamtflachedes Spektrums(das
ergibt sich aus der Flache desgferenzspektrum®berhalbder Basislinie, Abb. 1lI-1 unten).
Im bandenverschmalerten Spektrum kann man finf Komponenten erk®&mm&gschrankung
auf Komponentenungefahrgleicher Breite machtjedoch eine Anpassungder Amid-I Bande
durch sieben Linien notwendig. Von den zwei zusatzlichen Banddiejshigebei 1660 cm-1
notwendigum die Bandenformdes Proteinsin LésunganzupassenDie Notwendigkeit fir
dieseBandeerkenntman in einer Schulterbei dieserWellenzahl( Abb. IlI-1 Mitte). Die
beidenBandenbei 1671 cm-1 und 1675 cm-1 kénntenjedoch durch eine einzige, breitere,
Bande ersetzt werden. Die Ban-denanpassung der linienverschm@legt@ren(sieheTabelle
[1I-1) zeigt,dald die SekundarstruktudesProteinsbei der Bindungim wesentlichererhalten
bleibt. Der wesentliche Unterschied ist eine leichte Abnahme des _-helkateits um ca. 7.5
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Sekundar- Cyt.c  InLosung Cyt.c /DMPG
struktur- Position Flache Position Flache
element [cm-1] [%] [cm-1] [%]
—-Helix 1651.2 36.1 1650.7 33.5 |
__lext.chain 1615.3 1.6 1614.8 1.4

" 1630.1 14.6 1629.5 14.1

1640.5 19.9 1640.2 21.0

" 1670.9 6.2 1670.8 5.0

" 1676.2 6.3 1674.3 8.9
_-turn 1660.2 15.3 1659.5 16.0

Tabelle 11I-1

Parameterfir die Bandenanpassungeter FTIR-Spektrenvon Cytochromc inLésung
und in Komplexen mit DMPG aus Abb. llI-1 bei 20 °C

Der a-Helix-Anteil von 36 % beim geléstenProtein stimmt mit "Circular Dicroism"-
Messungen(Provencher& Glockner, 1981) und der Rontgenstrukturanalyseles kri-
stallisierten Proteins (Takano & Dickerson, 1981; Dickerson et al., 1971) Uberein. Die
Temperaturabhangigkeitler Amid | Region der dekonvoluierten FTIR- Spektren von
Cytochrom c und die dazugehdérigeifferenzspektrengie man durch Subtraktiondesbei 4
°C aufgenommeneispektrumserhélt, werdenin  Abb. I[lI-2 gezeigt. Mit ansteigender
Temperaturwachsendie Differenzspektren in ihrer Amplitude aber ihre Form bleibt im
wesentlichen erhalten, bis das Protein bei ca. 50 °C denaturiert.

Wenn man digositivenFlachenlber der Basislinieder Differenzspektren in Abb. 111-2 fir
Komplexe von Cytochrom ¢ mit DMPG, DPPG , DOBGd BHCL undfir Cytochromc in
Lésungals eine Funktionder Temperaturauftragt,findet man in allen Félleneinenungefahr
linearenAnstieg, gefolgt von einerscharfen Diskontinuitdtan der Denaturierungstemperatur.
Sie betragfiur die verschiedenehipid-Proteinkomplexe49, 51, 54 und 55.5 °C fir DOPG,
BHCL, DMPG und DPPG. Obwohl die Denaturierung von Cytochrom cebleeblichhdheren
Temperaturen erfolgt als die Kettenschmelze der Lipid&mmplex und obwohl die Abstande
zwischen den Umwandlungs-temperaturen des Prdtimeer sind als die desLipids, andas
sie binden, so erscheinensie doch in derselben systematischerReihenfolge wie die
thermotropen Schmelzpunkte der Lipide.

Wie schon Muga et al. (19918)r Cyto-chrom-c-Komplexenit DMPG und DOPG gefunden
hatten,wird die Denaturierungs-temperatuon Cytochromc in Komplexenmit den Lipiden
DMPG und DOPG im Ver-gleich zum nativen Protein stark reduziert.
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Die temperaturabhangigexeranderungerin den
Differenzspektrerder Amid I-Bandeunterhalbder
Denaturierungstemperat(fbb. 111-2) werdenim
wesentlichen durch kleine Verschiebungender
individuellenBanderzu hoherenwWellenzahlenhin
bestimmt, die von leichten Veranderungender
mittleren Lange der  Wasserstoffbriicken:
bindungen herriihren (Tonge & Carey, 1992).
DieseVeranderungemgescheheigleichermalieim
ungebundenen und im gebundenen Protéiadie
Differenz-spektrenzwischen gebundenemund
im  wesentlichen
hier nicht

ungebundenem Protein
temperaturunabhéngigind (Daten
abgebildet). Wahrend der Denatu-rierung
erscheinen zusatzliche Banden FTIR-Spektrum
bei 1616 und 1688m-1in den&ul3ererBereichen
der Amid-I-Region. Das Verhaltnis der Flachen
dieser beiden Banden bleibt wahrend der

Denaturierung unverandert, was andeutet, daf
beideBandenvon derselben strukturellenVeran-

derungim ProteinherrihrenMugaet al. (1991a)
mutmallten,daf’ diese zusétzlichenBanden von

intermolekularen, "aus-gedehnten’
__Faltblattstrukturen("extended chain") herrih-
ren, die sich durch Aggregation deroteinebilden

(vgl. Kap. IV) Sie kénnten jedoch auch von

Randernvon Betastrukturernerriihren,die keine

Wasserstoffbriickerausbildenkénnen, wie z.B.

bei ConcanavalinA (vgl. Byler & Susi, 1986).

Man findet dieseBanderauchin den FTIR-Spek-
tren von ApoCytochromc als Reaktion auf die

Bindung an anionische Lipide (Muga et al.,

1991b).

0.2

—0-3 L T il L Ll T T T T T
1720 1700 1680 1660 2640 1620 1600 1580

cm’~

T

Abb. 11I-1
BandenverschmalerteTIR-Spektrender
Amid- | Region von Cytochrom c
gebundenan DMPG (oben), gelostem
Cytochrom c (Mitte). DieBandenwurden
mit Gauss-Kurvenangepal3t(Parameter
siehe Tabelle l-1). Das
Differenzspektrumder auf 100 cm-1
normiertenSpektren(obenund Mitte) ist
im unteren Kasten abgebildet.
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Die  thermotrope Kettenschmelz-
umwandlung von Lipiden in Lipid-
Cytochromc Komplexenwurde mittels

der Carbonylbandg1710- 1760 cnr?l)
der Lipidesterbin-dungen untersucht.
Man erhélt identische Resultatewenn
man die Verschiebunder C-H-Streck-
schwingungerder Lipid-ketten (2750 -

3050cnTl) untersuchtin  Abb. 11I-4
sieht man die Temperaturabhangigkeit
der Differenzspektrenflache der
Carbonyl-bande  (mit Referenz-
spektrum bei 4 °C) fur drei ver-
schiedene Lipidkomplexe (DOPG,
DMPG und DPPG mit Cytochrom c).
Die Temperaturabhangigkein Abb.
llI-4 kann durch eine Um-wandlung
zwischenzwei Zustéan-derbeschrieben
werden, wenn man ein lineares

Q0.2 N
0.1 —
0.0 ——
-0.1 —

-0.2

o5 A0 Verhalten der Kurven unterhalb und
: oberhalb der Hauptschmelz-
~0.4 T T T T T T T T T i
1700 1680 1660_1 1640 1620 1600 umwandlung annlmmt AIS
Abb. 1112 cm Schmelztempe-raturegrhdltman 28 °C
Oben:  Bandenverschmalerte  FTIR- fir den Proteinkomplex mDMPG und
Spektren der Amid [|-Region von ° 3 i i
Cytochrom ¢c/DMPG-Komplexen bei den a4 °C fl_” den.ProtelnkompIeX mit
angegebenen  Temperaturen. Die DPPG mit effektiven van't Hoffschen
Eg:‘rggr‘fac“e wurde auf 100-cml Enthalpienvon ca. 100 kcal/mol und
Unten: Differenzspektren,erzeugt durch 180 kcal/mol. Diese
Subtraktion des normierten Spektrumsbei U dl ind b
4 °C von den Spektren oben. mwandlungstemperaturersin e-

trachtlich héher undvenigerkooperativ

als dieUmwandlungerder Lipide ohne
gebundenesProtein (Watts et al., 1978). Bei DOPG und BHCL beobachtetman keine
Umwandlungen,da man sie bei Temperaturenunterhalb des Gefrierpunktesvon Wasser
erwartet.
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Abb. 111-3

Temperaturabhangigkeitder Flache tUber der Basislinie der FTIR-Differenzspektrerder
Amid I-Banden von Cytochrom ¢ in Ldsung (4), und in Komplexen mit DMPG(e),
DOPG(J), DPPG(J) und BHCL@). Die Differenzspektren wurdesdurch Subtraktioneines

bandenver-schmalertenauf eine Flache von 100 cnl normierten, Referenzspektrums
berechnet.

Abb. 111-4
Temperaturabhangigkeitder Flache Uber der Basislinie der FTIR-Differenzspektrerder
Lipid-Carbonylbandenvon Komplexenvon Cytochromc mit DMPG(e ), DOPG(J), und
DPPG([). Die Differenz-spektrerwurden durch Subtraktion eines bandenverschmalerten,

auf eine Flache von 100 chnnormierten Referenzspektrums berechnet.

[1-4.2 Austausch von Amidprotonen gegen
Deuteronen in Cytochrom-c-Lipid-Komplexen

Im folgendenAbschnittwird der Einfluf3 der Bindungvon Cytochromc an anionischeLipide

auf Protonen-Deuteriumaustauschratamtersucht,um Einblicke in mdgliche Veranderungen
der tertiaren Struktur des Proteinszu erhalten.Man mufd annehmen,daf3 unterschiedliche
tertiare Faltungen eines Proteins nach Zugabe gahZD unterschiedlicherustauschratexer
Amidprotonen gegen Deuteronen fuhrt. Um den Effekt didsssausches(in der Gegenwart
von D20) in den FTIR-Spektrenzu verdeutlichen,wird in  Abb. [lI-5 das vollstandig
protonierte Protein (trockener Film) mit Cytochrom c verglichen, das fir verschiedene iZeiten
D20 inkubiertwurde. Wie ausden qualitativ verschiedeneWerlaufender Spektrenersichtlich

ist, sind die Proteine auch nach langeren Zeiten nicht vollstandig deuteriert. Die
Deuterierungsratekonnendurch Analyseder Bandenverschiebungpwohl der Amid-I-Bande
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(1600- 1700cnTy) als auchder Amid-Il-Bande (mit Zentrumum 1550 cntl im protonierten
und um 1450 crd im deuterierten Zustand) bestimmt werden. AtaktischenGriindenwurde
hier die Amid-I-Bande untersucht, in déeranderungeifdie im wesentlicherausdem Einfluf3
der Deuterierung auf die Wasserstoffbricken herriihrt) zwar schwachaisinaler Amid-11-

Bande, die aber freier von Artefakten @ie durch Uberlagerungzon Bandenausder Bildung
von einfach deuteriertem Wasser (HDO) sind, loksimm Austauschund der leichtenAdsorption
von HO entsteht.
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Abb. 111-5
FTIR-Spektrender Amid-lI- und Amid-lI-Regionen von Cytochrom ¢ im vollstandig
protonierten Zustand (trockener Film - durchgezogene Linig) von Cytochromc in D20
nach unterschiedlicheninkubationszeitervon 48 s bis 7920 s Sowohl Amid-l als auch
Amid-Il Bande verschieben sich zu tieferen Wellenzahlen hin.

Da in Wasser der Austausch von Protonen sehr schnell vor sich geht, ddistieihtVischung
von HO mit DO einfach deuteriertes Wasser nach folgendem Schema:

XxH,0+(1-Xx)[(D,0 - x*[H,0+2X[{1-x)HDO+(1-x)*D,0

DieseGleichungmachtklar, daf3der Anteil x von adsorbiertenH>O durch Austauschauf x2
absinkt und daR died®-Biegeschwingung, die bei ungefd650cnrl inr Maximum hat, nur
einenvernachlassigbaremeitrag zum Spektrumliefert, wahrenddie HDO Biegeschwingung

bei ca. 1450cntl (Uberlappendnit der deuterierterAmid Il-Bande) eine bedeutendéStorung
darstellt. Der Anteil x aus Protonenaustauschit den Proteinenliegt bei den verwendeten
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Proteinkonzentrationebei = 2 - 5-103. Zusatzlichkanndie Amid-ll-Bande bei sehrlangen
Messzeiten durch Eindringen von Wasserdampf aus der Luft gestért werden.
Nichtsdestowenigesind Analyse von Amid-I- und Amid-II-Bande bei kirzeren Mel3zeiten
konsistentmiteinander.Die Analyse der Amid-I-Bande hat jedoch den zuséatzlichenVorteil
(abgesehervon der Abwesenheitvon Artefakten durch Wasseraufnahme)dald man den
Protonenaustausch der verschiedenen
Komponenten der Sekundarstrukturder
Proteine gleichzeitig beobachten kann.
Um den Protonenaustausdbeobachterzu
konnen, wurden Lipiddispersionen (&M
bei DOPG, DMPQund DPPG, 25 mM bei
BHCL (BHCL tragt 2 Ladungen)) mit

2.5

— 310 sec
------------ 605 sec
------ 1265 sec
---- 2400 sec
--- 5400 sec
~ —~ — 9000

20 F

trockenem Cytochrom ¢  gemischt,
o resultierend in einer 5 mM
Proteinkonzentration. Dieses Lipid-
0.5 | Proteinverhaltnis entspricht der

vollstandigenSattigungder Membran mit
Proteinmolektlen. Die Proben wurden
sofortin einevorgeheizteMel3zelleinjiziert
und Spektrenin wechselndenAbstéanden
aufgenommen.Differenzspektrenwurden
aufgenommen, indem ein
Referenzspektrum subtrahiert wurde,
welches nach langen Inkubationszeiten
aufgenommerwurde (nach~ 6 Stunden),
nach denender Protonenaustauschahezu
abgeschlosseist. Um Verfalschungerdes
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Kauppinenetal., 1981), ohnegleichzeiti

Abb. 111-6 (Kaupp ).ohneg J

oben: FTIR-Spektren (Amid-l Regionvon die Banden zu verschmalern.

Cytochrom ¢ in Komplexen mit DMPG
nach Zugabe von D20. unten:

Differenzspektren, erhalten durch Sub-

traktion eines Referenzspektrumsyelches
nach langen Zeiten und nahezu
vollstadndiger Deuterierung aufgenommen
wurde

Die fortschreitendezeitliche Veranderung
der FTIR-Spektrennach der Zugabe von
D0 kannin Abb. IlI-6 verfolgt werden.
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Die zugehdrigerDifferenzspektrerbleiben wahrendder Deuterierungin ihrer Form unver-
andert, was andeutet, dal3 dieselben Elemente der Sekundarstruktur wah-rendeaechten
Zeiten am Austauschbeteiligt sind. Die Unveranderlichkeider Form der Differenz-spektren
zeigt zudem an, dal3 wahrendder Mel3zeit keine struktu-rellen Veranderungendurch eine
Hydrierung des Proteinserfolgt ist. Die meisten Sekundarstruktur-elementscheinenam
langsamerAustauschder Protonenbeteiligt zu sein. Insbesonderaberscheinendie a-Helix-
Bandebei 1651 cnr! und die "extended-chain"-Bandeim Bereichvon 1630- 1640cntl mit
vergleich-baren Raten auszutauschen.

Den Verlauf der Deuterierungals Funktion der Zeit erhalt man aus den Flachen der
Differenzspektren, fuderenBestimmungwiederumSpektrumund Referenzspektrurauf eine

konstanteFlachevon 100 cnrl normiert wurden. Die Daten flr gelostesCytochromc (in
Abwesenheitvon Lipid) und Proteinin Komplexenmit DMPG werdenin Abb. 1I-7 flr
verschiedene Temperaturen gezeigt. Die Deuterierungsraten des andaidintaleneroteins
nehmen bei zunehmenden Temperaturen sehr schnell zu. Dahingegen sind die
Deuterierungsraten des inpO geldsterProteinsmehroderwenigertemperaturunabhangigie

sind bei 40 °C tatsachlichsogarnoch leicht niedrigerals bei 10 - 30 °C. Zusatzlichist zu
beobachten, daf3 die Anzahl der langsam austauschenden Pintbeg&enFallenverschieden

ist, jeweils aber beim gebundenen und beim ungebundenen Protein temperaturunabhéngig ist.

4 3
‘ )
Cyt.C+DMPG Cyt.Crree
7 ©000O0 10gC
semne ZOOC
naman 30°C
R s — L e S e N o . A
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 O 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
time [gec] time [gec]
Abb. 111-7

Zeitabhangigkeit der Flache dédifferenzspektrerfvgl. Abb. I11-6) nach der Zugabevon
D»0. Links: Cytochrom c¢ in Komplexen mit DMP&echts: Cytochrom c in Losung.

Die Differenzspektrerwurden durch Subtraktion eines Spektrumsbestimmt,welchesnach
langen Zeiten und nahezu vollstandiger Deuterierung aufgenommen wurde.



Kooperativitdt von Proteinumwandlungen 56

Ausgehendson der Flachedes Differenzspektrumgles vollstandig protoniertenProteinsaus
Abb. [lI-5 und einer vollstandig deuterierten Prdbatsprichtca. 20% der gesamterAmid-I-
Bandenflachekann man davon ausgehendal3im geldstenProtein ca. 13 % der Protonen
der Zeit t = 0 entsprichtca. 2.5 % der Amid-I-

(max. Differenzspektrumsflachéei
der Protonen (max.

Bandenflache), im gebundenen Protein dagegen ca. 20 %
Differenzspektrumsflachédoei t=0 entsprichtca. 4 % der Amid-I-Bandenflache)langsam
austauschen. Alle anderen Protonen tauschen schnelhdsind bei Aufzeichnungdesersten
Spektrumsschondurch Deuteronerersetzt.Die relative Menge der langsamausgetauschten
Protonen blieb in jeder der verschiedenen Proben unabhangig von der Temperatur.
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Abb. I11-8
Arrheniusauftragung der Temperaturabhangigkeiten duttleren Ratenkonstantesk>, fir

die Deuterierung von Cytochrom c in Lésung und gebunden an Lipide:
oben links: Cytochromc in Lésung(_) und gebundenan DMPG (), oben rechts: Cyt.c

gebundenan DOPG, unten links: Cyt.c gebundenan DPPG und unten rechts. Cyt.c
gebunden an BHCL (Cardiolipin)



Kooperativitdt von Proteinumwandlungen 57

Es ist nicht vollstéandig klar, ob tatsachlich insgesamt verschigdienProtonenbeim léslichen
und beim gebundenen Protein austauschen,aimldie Austauschratém loslich Proteinsoviel
langsamerist, dafd man keine vollstandige Deuterierungwahrendder (auf ca. 6 Stunden)
begrenzten Mel3zeit beobachtet. Eine unabhéngige Abschatzung ¥esaheterungler Amid-
[I-Bande ist wegen der kompliziertespektralerBeitrdge von Seitengruppemler Aminoséuren
und von Kohlenwasserstoff-Schwingungenicht leicht moglich. Vergleiche mit NMR-
Resultaten zeigen jedoch, dal’ beim geldsten Preigige Protonenvermutlichunausgetauscht
bleiben, wahrend beim gebundenenProtein vermutlich alle Protonenim hier gesetzten
Zeitrahmen austauschen (Wand et al., 1986; Spooner & Watts, 1991; De Jongh et al., 1992).
Der verbleibende Grad von Deuterierung, P(t), zeigt aller Voraussicht nach einen
multiexponentiellerAbfall, mit einereigenenAbklingratefiir jedesder i = 104 verschiedenen
Amidprotonen:

P(1)= Y A xp(-k ) (3.1)

wobei die k;j die Abklingkonstantenfir die verschiedenerAmidprotonensind. Aus diesen
Ratenkonstanten kann man eine mittlere Abklingkonstante <k> definiert werden:

. L
_1:JO§A ok af 3
2A 2A

(k) (3.2)

Dieser Wert fur <k>1 entsprichtder Flache unter den DeuterierungskurvenMan findet
experimentelldalalle Abklingkurvenin Abb. [lI-7 gut durch einen biexponentiellenAbfall
beschriebenwerden (durchgezogend.inien in  Abb. 11I-7). Die Parametervon den
biexponentiellenAnpassungerwurden benutzt,um die mittleren Ratenkonstantesk>, zu
bestimmengderenTemperaturabhangigkediir das losliche Proteinund fir die verschiedenen
Lipid-Proteinkomplexe in Abb. [lI-8 gezeigt wird.

Wie schonerwéhnt,bestehtnur eine geringe Temperaturabhangigkefiiir dasgelosteProtein.
Es ist aber offensichtlich, dal3 in den Lipid-Proteinkomplexender Protonenaustausckin
aktivierter Prozelist. Die mittlere Rate des Austauschesverandertsich um bis zu zwei

GroRenordnungen zwischd® und 40 °C (von ca. 104 s1 bis 102 s'1). Zusétzlichzu dieser
Beobachtungerkennt man bei den verschiedenLipid-Proteinkomplexenm Gegensatzzum
gelosten Protein eine Diskontinuitat im Arrhenius-Plot, die auf eine Umwandlung im
gebundenerroteinschlieRenalt. Die TemperaturdieserUmwandlunghangtvom jeweiligen
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Lipid in einer Art undWeiseab, die in Korrelationzum physikalischerZustandder Membran
zu sein scheint, d.h. davon, ob die Membran im flissig-kristallinen Zustand oder im
gelformigen Zustandist (vgl. Abb. 11I-4). Diese interessantelatsachewird weiter unten
detaillierter betrachtet.

-5 DISKUSSION

In den vorangegangenenAbschnitten der vorliegenden Arbeit wurden strukturelle
Veranderungen in Cytochrom c bei der BindamegativgeladenerLipidmembranersowohl
in Hinblick auf Veranderungeim der Sekundarstruktugdurch Analyseder Amid-I Bandedes
Proteins) als auch der Tertiarstruktur (durch Untersuchungdes Protonenaustauschder
AmidgruppendesProteins)untersuchtDie Zielsetzungwar, mogliche Kopplungenzwischen
demphysikalischerzustandder Membranund der Struktur des Proteinszu bestatigen Dazu
wurden Komplexe von Cytochrom ¢ mit verschieden Lipiden Uber einen grof3en
Temperaturbereichhinweg untersucht. Die Veranderungenvon Sekundarstruktur und
Terti&rstruktur, hervorgerufendurch Bindung an geladenenLipide, werdenim folgenden
getrennt voneinander diskutiert.

[-5.1 Veranderungen der Sekundarstruktur in
Cytochrom-c-Lipid-Komplexen

Die Resultateaus Abb. IlI-1 und Tab.llI-1 deutendaraufhin, daf3durchBindungan Lipide
hervorgerufene Verdnderungen der Sekundarstruktur Cytochromc klein sind. Die gleiche
SchlulZfolgerungzogenMuga et al. (1991a), obwohl sie diese Effekte nicht quantifizierten.
Diese Schluf3folgerung wird durch das vdllige Fehlen eines Unterschiedes der
Temperaturabhangigkedler Differenzspektrenvon gebundenenund ungebundenen®rotein
bestatigt, die bei allen hier untersuchtenLipid-Proteinkomplexenbeobachtetwurde. Die

Destabilisierungler Cytochromc Struktur, die in 2H-NMR Experimenterbei der Bindungan
Cardiolipin beobachtetvurde (Spooner& Watts,1991)ist deshalbvermutlich weniger durch
Veranderungerder Sekundéarstrukturls vielmehr durch dynamischeVeranderungerin der
Tertiarstruktur des Proteins hervorgerufén.diesemErgebniskamenkuirzlich auchde Jongh
et al. (1992) hinsichtlich der Bindung von Cytochrom ¢ an Detergentien.

Die Temperaturabhéangigketter FTIR-Spektrender Amid I-Bande von Cytochromc ( Abb.
[1I-2 und 111-3) zeigt keine Diskontinuitdtan der Umwandlungvon DMPG und DPPG von
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gelformig - flussig-kristallin. Dies bedeutet, dal es keine Veran-derungen der
Sekundarstruktudes Proteinsals Folge der Kettenschmelzaler Lipide gibt. Es gibt jedoch
einen lipidabhangigenEinflu auf die DenaturierungstemperaturDies deutet an, dal3 die
Destabilisierungvon Cytochromc durch Bindung an Membranenwie sie von Muga et al.
(1991a)gefundenund in dieserArbeit bestatigtwurde, durch die Natur des Lipids moduliert
werden kann, auch wenn die Lipide vollstandig geladen sind (d.h. der Effekt nicht
ausschlieRlichelektrostatischeNatur ist). Interessanterweisavird auch die Denaturierung
durch Harnstoff in Gegenwart von Detergenzien erleichtert)ghet al., 1992). Zusatzlich
ist zu vermerken,dal die dekonvoluierten(bandenverschmalerter§pektren der Amid-I-
Regiondes denaturierterProteins im gebundenerProtein ( Abb. 111-2) sich deutlich vom
denaturierterProteinin Lésung (Daten nicht gezeigt) unterscheidetDer relative Anteil von
Random-Coil Banden um 1645 énscheint im gebundenen Protein grofesein. Dies deutet
an, dal3der lipidgebundendemlenaturierteZustandungeordneteals der des geléstenProteins
ist.

Ein deutlicheresBild desEinflussesder Bindungauf die Stabilitdt des Proteinsgewinnt man
aus der Temperaturabhangigkeit der Austauschraten von Amidprotonen des Protgihs in D

[1-5.2 Veranderungen der Tertiarstruktur in
Cytochrom c/ Lipid-Komplexen

Da die Analyse der Amid-I-Bande ergab, daf3 sich beim native Cytochromc hdchstenssehr
kleine , durch Bindung an negativ geladeneLipide hervorgerufeneVeranderungender
Sekundarstrukturergaben,ist es wahrscheinlich,dal3 die starken Veranderungin der
Charakteristik des Protonenaustauschs durch Veranderdeg@&ertiarstrukturergebenEs ist
naheliegend,das gebundeneProtein als einen sogenannten'molten globule"-Zustandzu
betrachtender auch bei niedrigempH und hoher lonenstéarkegefundenwurde (Jenget al.,
1990). "Molten globules" werdenals Zwischenzustandeler Proteinfaltungdiskutiert und
haben dieEigenschaftpei einerbetrachtlichenVerringerungder Stabilitatder tertiarenFaltung
gleichzeitig nahezu unveréanderte Sekundarstruktur zu beddiesseVeranderungnag mit der
Verringerung der Stabilitdt von Helizes einhergehen(Spooner & Watts), obwohl die
Frequenzen der wesentlicB&nderder Amid-I-RegiondesFTIR-Spektrumsdie die Stabilitat
der Wasserstoffbriickenviderspiegeln,nahezuunverandertbleiben. Die Amidprotonender
Mehrzahlvon Aminosaurentauschenn DO schnell aus, was nahelegt,dal’ der langsame
Austausch der verbleibenden Amidprotonen weniger durch die Stabilitat der
Wasserstoffbrickemls vielmehr durch die Zuganglichkeitder entsprechendestrukturellen
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Elementefir Wassergekennzeichndst. In diesemZusammenhangnul? man anmerken,dafd
einer der beiden (funktional verschiedenenkKonformationendes Cytochrom ¢, die durch
Resonanz-Raman-Spektroskopienachgewiesen wurde, einer Veranderung des
Koordinationszustands des Eisens entspricht, diesirmar Offnung der Ham-Taschebegleitet
wird (Heimburg et al., 1991; Hildebrandt & Stockburger, 1989a,b). Ein erhohter
Protonenaustausdh Cytochromc in Komplexenmit Lipiden oder Detergenzierist in letzter
Zeit in mehrerenVerdoffentlichungenunter Verwendungverschiedeneimechnikenbeobachtet
worden (Spooner & Watts, 1991; Muga et al.,1991a; De Jongh et al., 1992).

Die Diskontinuitatengdie sich in den Arrhenius-Plotsder Deuterierungsrateder Amidgruppen
in den Cytochrom-c-Lipid-Komplexenergab (Abb. [11-8), legen nahe, dalR eine
temperaturabhangig&/mwandlung zwischen zwei ZustdndenC; und Cy des Proteins
stattfindet. Wennmanannimmt,daf’ die Einstellungdes strukturellenGleichgewichtsschnell
gegenuber den Deuterierungsraten ist, erhalt man folgendes Schema fur die Deuterierung:

Ko
H—» C.H
C1 < CZ
<k;> <k,>

wobei Ky = [Co)/[C1] die Gleichgewichtskonstantéer Proteinumwandlungst, und <k1> und
<k2> die mittleren Deuterierungsraterder beiden Zustandesind, die in Gleichung (3.2)
definiert wurden. Die Indizes H und D stehendie protoniertebzw. die deuterierteForm des
Proteins.Die gesamteAustauschratedie im Experimentbeobachtewird, ist dann gegeben
durch:

0= (<k1>(1+++<& 3k2>) 33)

Die Temperaturabhangigkeit von <kst deshalbdurchdie Aktivierungsenergieriea 1 und Eg 2
der Deuterierungskonstantenk1> und <k2> , der van't Hoff'schen Enthalpie, AH, des
konformationellenGleichgewichtesind dem Mittelpunkt Ty der Proteinumwandlungyegeben.
Die durchgezogenehinien in  Abb. [lI-8 entsprecheren Anpassungerdurch Gleichung
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(3.3), deren Parameter in Tab.lll-2 wiedergegeben wetienJmwandlungstemperatust in
den beiden Komplexeam niedrigsten die fliissig-kristallineLipidkomponenterbesitzen(d.h.
mit DOPGund BHCL), wohingegersie in dem Komplex mit gelférmigenLipiden (d.h. mit
DPPG) am hochstenliegt. Der physikalischeZustandder Lipide scheintdemzufolgeeinen
EinfluR auf das konformationelle Gleichgewichtder ZustandeC1 und Co des gebundenen
Cytochrom ¢ zu haben. Dies &hnelt der Abhéngigkeit der Denaturierungstemperatues
gebundenerProteins,die auch fur die Lipide mit der niedrigerenUmwandlungstemperatur
niedriger war (vgl. Abb. 111-3).

Der Komplex von Cytochrom ¢ mit DMPG ist beziglich der Umwandlung im Protein
besonders interessant, da die Lipidumwandlung im Komplex bei genau der glegchperatur
stattfindet wie die konformationelle Umwandlung. Der Gradui@wandlung,Ko/(1+Ky), fur
Komplexemit verschiedeneiacylphosphoglycerolerst in Abb. [1I-9 wiedergegebenMit
erkennt hier nicht nur, dafl3 die Umwandlung im DMPG-Komplexebredr Zwischentemperatur
zwischen derjenigenfur die flissig-kristallinen Komplexe (mit DOPG oder BHCL) und
derjenigenfir den gelférmigenKomplexe (mit DPPG) liegt, sonderndal? die Umwandlung
auch betrachtlich breiter ist als die der anderipide (AHo = 100 kcal/mol anstellevon AHg =
200 kcal/maol). Dies laRt vermuten,dal3 in diesemFalle die Proteinum-wandlungson der
Lipidumwandlung gesteuert wird (und umgekehrt).
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Links: Temperaturabhangigkeitles Umwandlungsgradesler Proteinstruktur, Ko/(1+Kp),
bestimmtaus den Datenin Abb. 11I-8 fur die Cytochrom-c-Komplexenit DPPG,DMPG
und DOPG (von links nach rechts).

Rechts. Erste Ableitung der Umwandlungskurvend(Kgo/(1+Kp))/dT, bestimmt fir das
Protein aus den Daten links (__uJnd fur das Lipid aus den Daten in Abb. Ill-é)(

Diese Annahme wird noch plausibler wenn man Umwandlung im Lipid (gemessen durch die
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Probe AHg Tt Ea1 Ea 2
[kcal/mol] [°C] [kcal/mol] [kcal/mol]

Cyt.c 0 - - -
Cyt.c/DMPG 110 26.8 24 24
Cyt.c/DOPG 130 22.5 14 22
Cyt.c/DPPG 210 29.3 14 22
Cyt.c/BHCL 210 24.5 12 18

Tabelle 111-2

Anpassungsparameter fir die Temperaturabhangigkeit der mittleren Deuterierungsrate dien
Arrhenius-Plots in Abb. 111-8

Umwandlung in den Ester-Carbonylender Lipidketten) und die Proteinumwandlung
miteinandervergleicht.Man sieht dies auf der rechtenSeitevon Abb. 111-9. Innerhalbder
experimentellen Genauigkeit sind die beiden Umwandlungen gleich.

Der Grund hierfur ist naheliegendUnmittelbarunterhalbder Lipidketten-Schmelzreaktiodes
Cyt.c-DMPG-Komplexes ist die Probe unterhalb demwandlungstemperatutes Proteinsfur
die gelformigen Komplexe, aber oberhalb der Umwandlungstemperatufir die fllissig-
kristallinenKomplexe.Dem-zufolgeist nun die UmwandlungdesProteinsmit derjenigendes
Lipids in einerArt und Weiseverknupft, die proportionalzum Anteil der fliissigenLipidphase
ist, so dal in diesem speziellen Falle die Proteinumwandlungvollstdndig durch die
Lipidumwandlung kontrolliert wird.

Zusammenfassend kann man aus datieeemKapitel gezeigterDatenschliel3engdal3sowohl
bei der Denaturierungstemperatuals auch in Hinblick auf bindungsinduziertetertiare
UmwandlungerKorrelationenzur Natur und zum physikalischenZustandder Lipide, an die
dasProteinbindet, bestehenin demspeziellenFall von Cytochrom-c-Komplexemit DMPG
kann sogar gezeigt werden, dal3 die Lipidumwandlung eine strukturelle Umwandlung in
Cytochrom ¢ kontrollieren kann. Diese Kopplung birgt interessanteund weiterreichende
Mdoglichkeiten fur die Kontrolle der Aktivitat von Enzymen im allgemeinen in sich.
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Kapitel IV

Kooperative Bindung

UBER DIE BINDUNG PERIPHERER PROTEINE AN
LIPIDMEMBRANEN 2

In diesemKapitel wird eine analytischeForm fiir die Bindungsisothermenon Ligandenan
geladeneOberflachenmit Hilfe einesstatistischthermodynamischeiModells hergeleitet.Die
Isothermenwerden benutzt, um die Bindung des peripheren Proteins Cytochrom ¢ an
Lipidmembranenzu beschreibenund um Aussagentber strukturelle Veranderungender
Lipidmembran zu gewinnemas Modell vertieft die Beschreibungler Bindung, die in Kap.ll
zur Analyse der titrationskalorimetrischen Daten verwendet wurde.

Der Inhalt dieses Kapitels wurde verdéffentlicht in:
T.Heimburg and D.Marsh. 1995. Protein surface-distribution and protein-protein interactions in the binding of

peripheral proteins to charged lipid membraBegphys.J.68: 536-546
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V-1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Bindung von Ligandenan geladeneOberflachenwird von der elektrostatischerireien
Energie der Oberflachenelektrodeind der freien Energie der Ligandenverteilungauf der
Oberflachebestimmt. Dieses Problem wird im folgen-den Kapitel unter Benutzung eines
statistisch thermodynamischenModells behandelt, das auf der Beschreibung der
elektrostatischerDoppelschichtvon Gouy und Chapmanunter Annahme nichtlokalisierter
Bindungsplatzeberuht. DiesesModell wurde verwendet,um die experimentell bestimmte
Bindungvon nativemund von denaturiertentCytochromc an Dioleoyl-Phosphatidylglycerol-
Membranenin einemweiten Bereich der lonenstarkezu analysieren Aus den Experimenten
kann die effektive Ladung der Liganden bestimmt wer@&s.gebundenegdenaturierteProtein
besitzt eine &hnliche Lipid/Proteinstoichiometrieund effektive Ladung wie das native
Cytochrom c. Die intrinsische Bindungskonstantedes denaturiertenProteins ist jedoch
signifikant hoher als die des nativen Proteins. Daraus kann geschlossernwerden, dal3
denaturierteCytochromc zwar im wesentlichenglobular bleibt, aber zumindestteilweisein
den hydrophoben Kern der Lipidmembran integrieren r@gidhohenlonenstarkerund hohen
Ligandenkonzentrationerrhélt man fiur die Bindungsisothermereinen augenscheinlichen
Sattigungsgrad der Oberflachen mit Liganden, der weit unterhalb der kompletten Bed#skung
Membranoberflach&egt. Dieseraugenscheinlich&attigungsgradst in hohenMal3e abhangig
von der lonenstarke und konnte in selbstkonsistenterWeise von dem statistisch
thermodynamischemModell erklart werden. Es konnte gezeigt werden, daf3 bei niedrigen
Sattigungsgraden die Lipid/Proteinstoichiometrieht mehrkonstantbleibt. Dies deutetdarauf
hin, dal3das Proteinin mehr als einer Schichtauf der Membranbindenkann und /oder die
gesamteMembranflachedurch Auseinanderbringeder individuellen Lipidmolekdile vergré3ert
wird. Beide Effekte konntenerfolgreichmit Hilfe von Elektronenspinresonanz-Experimenten
demonstriert werden.

V-2 EINLEITUNG

Die WechselwirkungzwischenLiganden mit Oberflachenoder Makromolekulenspielt eine
wichtige Rolle in biologischenSystemenCevc, 1990). DieseWechselwirkungenverdenvon
hydrophoberund elektrostatischeebensowie von sterischerEffektenkontrolliert. In diesem
Kapitel wird die Bindung von Ligandenan Oberflachen,insbesonderenit der Bindung von
Proteinenan LipidmembranenpehandeltDas VerstandnisdiesesProzessesst nicht nur zum
Verstandnis enzymatischer Aktivitdt von membrangebundBneteinenwichtig, sondernauch
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zum Versteherund Analysierender Strukturvon Lipid-Protein-komplexenProtein Kinase C
bindet und funktioniert nur in Wechselwirkung mit Diacyl-Phosphatidylserin-haltigen
Membranen (Nishizuka, 1986; Orr & Newton, 1992). Phospholipasgid@l instantanauf ge-
ladenenLipiden aktiviert, bleibt aber auf MembranenneutralerLipide fur lange Latenzzeiten
inaktiv (Bell & Biltonen, 1989). Die strukturelle Kontrolle von Cytochromc auf geladenen
Membranenwurde von Heimburget al. (1991) und Heimburg & Marsh (1993) demonstriert
(siehe Kap.llI).

Es gibt eine grol3e Zakbn Publikationendie Bindungvon geladenerLigandenan geladenen
und ungeladenen Lipidoberflachen in Elektrolyten beschreibt. Beream meistenverbreiteten
Ansatzeist die Gouy-ChapmanTheorie, die recht erfolgreich die Bindung von geladenen
Liganden arLipidmembranerbeschreiberkonnte(McLaughlinet al., 1989; Kim etal., 1991;
siehehierfir auch den Ubersichtsartikelon McLaughlin, 1989). Dieser Theorie liegen eine
Reihevon Vereinfachungerzugrunde die zum Beispiel darin bestehengdal3die Lokalisierung
von Ladungen und die endliche Grof3e der lonenradienvernachlassigtwerden. Es wird
angenommengal3die Oberflacheeine homogend_adungsdichteaufweist. Diese Annahmeist
augenscheinlicleine grobe Vereinfachunginsbesonderelann, wenn eine kleine Zahl grol3er
lonen (wie periphereProteine) oder Mischungen geladenerund ungeladeneriipide (wo
Ladungenauf individuellen Lipiden lokalisiert sind) betrachtetwerden. In einer Reihe von
Vero6ffentlichungen wurde desogenanntéDiscreteness of - charge”- Effekt untersuchtder
sich auf Inhomogenitaterer Ladungsdichtdezieht(Nelson& Quarrie,1975; Winiski et al.,
1986). Experimentellwurde gefunden,dal? dieserEffekt nicht zu ernsthaftenAbweichungen
des elektrostatischenPotentials von dem, durch das einfache Gouy-Chapman-Modell
vorhergesagten, Wert fihrt. Wie Mathietsal. (1988), Vorotyntsev& lvanov (1988)und von
Stankowski (1991) argumentieren,fihrt das Mitteln Uber lokalisierte Ladungen unter
Verwendungder Debye-Huckel-Theorieu den selbenGleichungenfliir das Potentialwie die
Annahme verschmierter, nicht lokalisierter LadungedenGouy-Chapman-Theorieyennder
Abstand der Ladungen grof3er als die Debyelénge ist.

In der Regelwird die Bindung zudemin der Art der Langmuir-Isothermeébeschriebengeren
Herleitung die Annahme unabhangigeBindungsplatzezugrundeliegt. Dies ist auf nahezu
kontinuierlichen Oberflachen wie Lipidmembranen eine falsche Annaheikglie Entropieder
Verteilung und die Kooperativitdtder Bindung unvollstandigbertcksichtigtwird. Bei sehr
niedrigen Bedeckungsgradenliefert die Langmuir-Isotherme eine hinreichend gute
BeschreibungBei hohenBedeckungsgradeiiberschéatztie Bindungsisothermgedoch den
Grad der Bindung von Liganden in betrachtlichem Maf3e. Davaude schon1946von T.Hill
fur den Fall der Adsorption von Gasmolektlen auf Metalloberflachen hingewiesen.

Ein anderer wichtiger, aber fast immarnachlassigtereil desBindungsproblem$etrifft den
Liganden selber. Es gibt einige Hinweise darauf, dal3 die Bindung von Ligeinéeirekten
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EinfluR auf dasPhasenverhaltemon Lipiden und auf ihre thermodynamischekigenschaften
hat (Ramsay et al., 1986; Heimburg & Biltonen, 1993; salahKapitel Il und V). Nicht nur
werdendie Umwandlungspunktéer Lipidschmelzeverschobensondernes werdenauch die
Umwandlungsenthalpierum Teil betrachtlichverringert. Dies ist vermutlich eine Folge von
Veranderungeim Ordnungsgradler Lipide, hervorgerufendurch gebundend.iganden.Aus
diesem Grunde kénnéipidmembranemicht als starreElektrodenbetrachtetverden,sondern
es ergebensich aus der Wechselwirkung mit Proteinen strukturelle Umwandlungenin
LipidmembranenVon denselbenmAutoren wurden zweiphasigerBindungsisothermeitbvei der
Bindung von "myelin basiprotein" an Dimyristoyl-Phosphatidylserin-Membranemd bei der
Bindungvon Cytochromc an Dimyristoyl-Phosphatidylglycero{Kap.ll) beobachtetwas in
beiden Féllen als Folge von kooperativen Veranderungen ingldmatrix interpretiertwurde.
DesweitererhangenDimensionund Phasenverhaltexon Lipiden in starkemMal3e von der
Ladung der Oberflache ab (Trauble et al., 1976; Jahnig, 1976). Es ist deshalb sehr
wahrscheinlich, da? man Lipidmembranen keine konstante Oberflache zuschreiben kann.
Die Bindung von Cytochromc an Oberflachenist von vielen Seiten untersuchtworden,
hauptsachlichin Hinblick auf die Veranderungder Proteinkonformationauf Elektroden
(Hildebrandt & Stockburger, 1989 a, 1989un)d an Mizellen oder Lipidmembraner(Spooner
& Watts, 1991; de Jongét al., 1992; Heimburgetal., 1991; Heimburg& Marsh,1993;vgl.
Kap.lll). Die SekundéarstruktulesProteinsbleibt bei Bindungim wesentlichererhalten aber
der dynamischeZustandder tertiarenStruktur veréndertsich betrachtlich(Kap.lll). In diesem
Kapitel wird aufgrund deErhaltungder Sekundarstruktuangenommengall Cytochromc bei
Bindung im wesentlichen globular und in seiner Grol3e unveréndert bleibt.

Esist Uberdie StrukturdesLipids in Komplexenmit Cytochromc nicht viel bekannt.Es ist
jedoch deutlich, dal3 Cytochromc in der Lageist, in Cardiolipin eine Strukturumwandlung
durch das Induziereneiner invers hexagonalerLipidphase(de Kruijff & Cullis, 1980) oder
durch Veranderung desakroskopischerggregationszustandser Lipidvesikel (Heimburget
al., 1991; Heimburg & Biltonen, 1993; siehe Kap.Il) hervorzurufen.

In diesemKapitel wird die Bindung von Liganden an Oberflachendurch eine statistisch
thermodynamische Formulierung beschrielmka zur Herleitungeiner ganzallgemeinern-orm
von Bindungsisothermeuient, in die keine Modellannahmereingehen.Diese Formulierung
wurde verwendet,um eine Bindungsisotherméherzuleiten,die unter Berticksichtigungder
freien Energie eines zweidimensionalervan der Waals-Gasesvon Liganden auf einer
Oberflache und der freieknergieder elektrostatischeoppelschichausder Gouy-Chapman
Theorie bestimmtwurde. Der Herleitunglagen die Annahmenzugrunde,daf? die Liganden
globularsind und die gesamteAusdehnungder Oberflachebei zunehmendeBedeckungmit
Liganden sich nicht verandert. Das Modell wurde dann an Komplexen aus Dioleoyl-
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Phosphatidylglycerol(DOPG) mit Cytochrom c getestet. Die Anpassungder theoretisch
vorhergesagteKurven an die experimentellerBindungsisothermemwurde im Zusammenhang
mit maglichenVeranderungerler Lipidstruktur diskutiert, unterstitztdurch Elektronenspin-
resonanz(ESR)- Experimente an den Lipid-Proteinkomplexen.

V-3 MATERIALEN UND METHODEN

Cytochromc (Typ VI, oxydierte Form, SIGMA, St.Louis) wurde ohne weitere Reinigung
verwendet. Dioleoyl-Phosphatidylglycerol (DOPG, Avanti Polar Lipglsningham,Al.) war
diinnschichtchromatographisch rein und wurde ohne weitere Reinigung verwendet.
Lipiddispersionen (10 mg/ml) unéroteinlésungeri20 mg/ml) wurdenin destilliertemWasser
angesetzt. Verschiedeiengender Proteinlésungvurdenzu 1 mg Lipid in der Abwesenheit
von monovalenten lonen hinzugegel§drh. bei maximalerAssoziationskonstantelRie Lipid-
Proteinmischungemnvurden dann auf eine totales Volumen von 6.1 ml (238uM Lipid)
verdinnt, wobei ein Puffg2 mM Hepes,1 mM EDTA) bei pH 7.5 mit verschiedeneiNacCl-
Konzentrationen zwischen 0 und 250 mM verwendet wurde. Die Zugabe von Kochsaimdient
wesentlicherder Veranderungleselektrostatischei?otentialsder Membran.NaCl wurde erst
zugegeben, nachdem Cytochrom ¢ und DO®&ontakt gebrachtwurden. Dies stellte sicher,
dafd zum Zeitpunkt des Kontakts zwischenProteinund Lipid unabh&ngigvon der spateren
Salzkonzentrationimmer dieselben Bedingungen herrschten und immer die gleiche
Gesamtoberflachéder Lipide fur die Proteinezugénglichwar. Die Lipid-Proteinmischungen
wurdenbei Raumtemperatuzwei Tagelang inkubiert, um eine Equilibrierung bei langsamen
Dissoziationsraterau erlauben.Alle Praparationerwurden unter Argon oder unter Stickstoff
durchgefihrt, um eine Oxidation der ungesattigten Lipidketten zu verhindern.

Die Gesamtionenstarkeurde unter Bertcksichtigungler GegenionerdesHepes-Pufferaind
desEDTA (zusammerd mM Nat-lonen) bestimmt.Die Lipid-Proteinkomplexewurdenvom
geldstenProteinin einer Ultrazentrifuge(BeckmanL7-55) in einem TI-50 Rotor bei 50000
Umdrehungen/mingetrennt,wobei bei hohen lonenstarkereine Stundeund bei niedrigen
lonenstarken zwei Stunden lang zentrifugiert wurde.

ESR-Spektrerwurden auf einem9 gHz Spektrometel(E-line, Varian associatesinstrument
division, Palo Alto, Ca.) aufgezeichnet, das einen Stickstoffgasstrom zur
Temperaturregulierungenutzte.Die pelletiertenLipid-Proteinkomplexewurden in Imm-ID-
100l Quarzkapillarenversiegelt. SpinmarkiertesDiacyl-Phosphatidyl-glycerol (1- acyl-2-
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[14- (4,4- dimethyloxazolidine-N- oxyl)] stearoyl-sn-glycerol)wurde aus markiertem Ei-
PhosphatidylcholifMarsh & Watts,1982) unter Einsatzvon Phospholipas® synthethisiert
(Comfurius & Zwaal, 1977).

V-4 THEORIE

IV-4.1 Bindungsisothermen an Oberflachen mit
nichtlokalisierten Bindungsplatzen

Betrachtet werde die Bindung von Liganden an eine kontinuierliche Oberflachiintitokalen
Bindungsplatzen.JederLigand binde an ein OberflachenelementAA. Die Gesamtoberflache
sei definiert als n-AA = Ag, was einer Zahl von n Ligandenbei kompletter Bedeckungder

Oberflache entspricht.

Die intrinsische Bindungskonstanteler Ligandenmolekilehangt von elektrostatischerund
nicht-elektrostatischen Wechselwirkungger Ligandenmit der Oberflacheab und kanndurch
eine Bindungskonstant&(i) = KO-exp(AFe|((i)/k-T) ausgedrickiverden.Der Index i zeigt
hierbei an, daf? sich die elektrostatischeHelmholtzschefreie Energie AFg| der Oberflache
abhangigvon der Zahl der gebundenerigandenverandertwenn die Ligandeneine Ladung
tragen.

Zusatzlich tragt di&/erteilungder Ligandenauf der Oberflacheselbstzur freien Energiedurch
einen Beitrag\Fp bei. Er kann durch di@rbeit AW beschriebenverden,die nétig ist, um ein
zweidimensionale§&asvon Ligandenauf der Oberflachevon einer Referenzflacheéd, auf die
Flache A zu komprimieren :

A

AF, :AW(i):—fI'I(i)EdA . (4.1)

Hierfur wurde der Oberflachendruckleszweidimensionalei.igandengaseq;](i), eingefihrt.
Die ArbeitAW(i) muf3 gegemo gehen, wenn die Zahl dgebundenemigandeni sich der Zahl
n bei vollstandiger Bedeckungnéhert. Die mittlere Zahl an die Oberflache gebundener
Molekule,v, kann nun geschrieben werden als
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V=<i>:Z|#le K exp(-E ) ] Z'EP' o
y I KG) rexp- AW(')) Q |

S

1=0

in Analogie zum Formalismuszur Herleitung der Bindungsisothermerder Bindung von

Liganden an ein Makromolekiit unabhéngigenwohldefiniertenBindungsplatzerfCantor&

Schimmel,1980).[L] ist die freie Ligandenkonzentratiorynd die Zustandskoeffizientei®/Q

definieren die Verteilung der Wahrscheinlichkeiten, éeerflachemit i gebundeneriganden
zu finden.DieseVerteilungkannim Fall von Aggregationsgleichgewichtesuf der Oberflache
mehr als ein Maximum haben. In den meisten Fallen jedoch heediglungaus(4.2) nur ein

ausgepragtes Maximum. In diesem Fall kann Gleichung (4.2) zu

v=[L]K° [éxp%—d (AR, (') p%i EQ:VE(F') (4.3)

vereinfacht werden (siehe Anhang 1). Dies ist die allgemeinste Formulierung einer
Bindungsisotherme, die in dieser Form keine Modellannahmen erdhékinalytischeFormen
fur Bindungsisothermeiklar umrisseneProblemezu erhalten,missennun Modelle fur die
elektrostatischeWechselwirkung, die AF_(i) beschreibt,und fiir die freie Energie der
Verteilung,AW(i), gemacht werden. Dies geschieht in den folgenden Abschnitten.

IV-4.2 Die freie Energie der Ligandenverteilung

Die allgemeinsteFormulierung eines Oberflachendruckesst eine Reihenentwicklungmit
Virialkoeffizienten, wie sie z.B. von Stankowski(1991) benutztwurde, um elektrostatische
Wechselwirkungenauf der Oberfliche zu beschreiben. Es sind jedoch nicht alle
Wechselwirkungerewischen Liganden elektrostatischelNatur. Neben Hydratationseffekten
(Cevc, 1990) kdnnen auch indirekt Wechselwirkungentuber die Lipidmembran propagiert
werden(Mouritsen& Biltonen, 1992; sieheinsbesonderauchKap.V), zudemkommenauch
sterische Wechselwirkungenvor. Diese Wechselwirkungensind entweder nur indirekt
elektrostatischen Ursprungs, oder sie sind nicht-elektrostatisch.

In diesemAbschnittwird deshalbals eine Naherungerster Ordnung der Oberflachendruck
durcheinevan der Waals-GleichungeinesrealenGasesbeschriebengin Ansatz,den schon
zuvor T.Hill (1946) machte.Dies fuhrt die Annahmeein, daf3 die Ligandennur in einer
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einzigen,planarenSchichtauf der Oberflachebinden, wie dies auch in Langmuir-ahnlichen
Isothermen vorausgesetztwird. Wenn die Reichweite der Wechselwirkungenzwischen
Oberflache und Liganden eine charakteristidciiegevon wenigerals dem Durchmesseeines
Liganden aufweist, ist dies eine sinnvolle Annahme. Man erhalt

é‘l(i)+b[%§§[ﬂn—i)m:itkﬂ' , (4.4)

wobei b ein anpalRbareParametemit den Einheiten[N/cm] ist, der in allgemeinsterWeise
attraktive oder repulsive Wechselwirkungen zwischenldgandenumschreibtDer Parameter
b soll jedoch nicht die elektrostatischen Wechselwirkungen enthaltam dié&chstenAbschnitt
durch die freieelektrostatisch&nergieAF, (i) ausgedricktverden.AA ist der Querschnittdes
Liganden, dessen Form als kreisformailggenommenvird. Die Arbeit AW(i) hat nun folgende
Form:

O ngﬂ‘

AW() = KT On(n —i) - bDALH~
0n

r (4.5)
: . G20
=i kO On(n-1i)-bAAGT——1 kIO On(n )
ong '

Hierbei wurde das Differential dA beschriebendurch dA = AA-dn', und fur den
Referenzzustand wurde angenommen, dal3 er durdtiegilesGasbeschreibbarst (n>>i). In
Gleichung(4.2) kannder Termi-k-T-In(ry) mit in die Bindungskonstant& hineingenommen
werden, wenn man ersetz® K n,-KO. Er wird deshalb im folgenden nicht mehr betrachtet.

Im Falle nicht-elektrostatischer Wechselwirkungen der Liganden mit der Oberflache (K¢¥))
erhalt man mittels der Gleichungen (4.3) und (4.5)

S i DA _j
v =[L] K mn—l)[eExpg—n_i+ZEka_ BrL]E ,

oder durch die Verwendung des dimensionslosenParametersb’ = b-AA/k-T und des
Bedeckungsgrad® = i/n:
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y=—-p?
K°® (1-6)

E@xp@(l_ee) 20 m% . (4.6)
Diese Form der Bindungsisothermewurde von T.Hill (1946) schon einmal durch einen
statistisch mechanischen Ansatz hergeleitet, um die Adsorption kleiner Mobak@&>asesan
eine Metalloberflaichezu beschreibenim Prinzip kdnnen jedoch mit Hilfe von Gl.(4.3)
Bindungsisothermefiir alle méglichenWechselwirkunge®AW zwischenLigandenhergeleitet
werden. Setztman AW(i) = k-T:In(n!' / (n - i)!), erh&lt man beispielsweisedie Langmuir-
Isotherme(mit einemausschliel3lichentropischerBeitrag zur freien Energieder Verteilung),
derenForm aquivalentzu Gl.(4.6) unter VernachlassigungesexponentiellenTermsist. Aus
diesemGrundesind die Langmuir-Isothermeund die Isothermeaus Gl.(4.6) bei niedrigen
Bedeckungsgraden aquivalent.

An diesemPunktist esinteressant Gl.(4.6) mit Rechnungervon McGheeund von Hippel
(1974) zu vergleichen,die die Bindung von Ligandenan ein eindimensionalesitter (z.B.
Bindung von Proteinen an DNA) in einer analytisch exakten Weise geldst kebearde dort
angenommen, dal} jeder Ligand an m Platze des Gitters dmd&tenzfallm - co (dasist der
Grenzfall einer eindimensionalenkontinuierlichenOberflache)ist das Resultatidentisch mit
Gl.(4.6) (siehe Anhang II).

IV-4.3 Bindung von Liganden an geladene Oberflachen in
Elektrolyten

Um die Bindung von peripheren Proteinen an Lipidmembranen bescheeiliénnen,soll ein
Ausdruck furAFg|(i) hergeleitet werden, der die Wechselwirkung zwischen geladgganden
und einer geladenen Oberflache beschreibt. Betrachtet werde folgende Bindungsreaktion:

iL+A, = A,

Dabei sei A die gesamteéDberflachein Abwesenheitvon Ligandenund A sei eine Oberflache
in Gegenwart von i gebundenen Liganden (L). Die freie En&fgggst nun definiert durch

AR, (1) = Ry (i) -1 TRy — Ry (0) ,
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wobei AFg((i) der Gewinnan freier elektrostatischeEnergiebeim Bindenvon i Ligandenan
eine geladeneéDberflacheist, wahrendFg((i) die freie elektrostatisché&nergieeiner Oberflache
mit i gebundenenLiganden, Fe(0) diejenige der freien Oberflache und Felt die freie
elektrostatische Energie eines ungebundenen Liganden ist.

AFg((i) ist eine Funktion delonenstarkedeswalirigenMediums,in demdie Bindungsreaktion
stattfindet.

IV-4.3.1 Elektrostatische freie Energie von Liganden in
LAsung

Um dasProblemzu vereinfachensoll angenommenverden,dafd der Ligand eine sphérische
Geometrie aufweist und daf3 die Ladung gleichmaf3ig Gber seine Oberflache verteilt ist.

Die elektrostatisch&elbstenergi&e|- einessolchenfreien Ligandenin einer Elektrolytlosung
ist

Z° (&

(b= 20 O, {1+ & [0,)

, 4.7)

unter Annahmedes Radiusrg eines Liganden, der von Ldsungsmittelnicht durchdrungen
werden kann unéine Ladungvon Z-e" (oderZ-€) gleichmaRigiber seineOberflacheverteilt

hat (Tanford ,1955Rice & Nagasawal961).k ist dasinverseder Debye-Lange\, definiert

durch

ﬁ

(01o 1 ‘8DTEe2 r .
5.62410°% = ,
“BmE A\ sDkELOS [\

wobei e = 4.803-16%0 (esu)die Elementarladung)Na die Avogadrosche&ahl und & = 80 die
Dielektrizitatskonstantevon Wasserist. T gibt die Temperaturin Kelvin, ¢ die molare
Konzentration monovalenter lonen ukdg 1.38-10616 erg/degdie Boltzmannkonstantaieder
(Trauble et al., 1976).

Es istunter Verwendungeiner TaylorscherReihenentwicklundeicht zu zeigen,dal3zwischen
einer Konzentration monovalenter lonen von ¢ = 1 mM und ¢ =n®8(bei einemRadiusdes
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Ligandenvon ro = 15A (wie Cytochromc) entsprichtdies der Bedingungen 2.5 > -y =
0.16), Gleichung (4.7) durch

7% [&°
ALE O,

F (L) = [%—%[ﬂn(K )= kT (2 I, ({1~ In(k 13,)) (4.8)

angenahert werden kann, mi = €/4-€-rg-k-T = 34.826/T = 0.126 bei T = 277K.

IV-4.3.2 Elektrostatische freie Energie von geladenen
Oberflachen

In Analogie zum einzelnehigandensoll nun angenommenverden,daf3die Ladungenauf der
Oberflache gleichmalig verteilt sind. Die Wirkung 8amdungvon geladeneriLigandenan die
Oberflache soll darin bestehen, die Gesamtladung der Oberflache zu verringern.

Um die freie elektrostatischeEnergie zu bestimmen,soll angenommenwerden, daf3 die
Oberflache eine Ladungsdichteaufweist, die a Ladungen pro Liganden-QuerschnitthA
entspricht, d.ha-n Ladungen pro gesamter Oberflache Jeder Ligand trage eineadungZ-e
entgegengesetzten Vorzeichens. Bei der Bindung von i Liganden an die ObeAlchel die
Ladungsdichte reduziert zu

e (4.9)

wobei q = -(na — i-Z)-edie Gesamtladungler Oberflacheunter der Annahmeist, dal3Ligand
und freie Oberflache Ladungen unterschiedlichen Vorzeichens tragen.

F.Jahnig (1976) leitete fur die freie Helmholtzsche Energie einer Oberflache in einer
elektrolytischenUmgebungmit monovalenterionen unter Benutzungder Gouy - Chapman
Theorie (siehe z.B. Aveyard & Haydon, 1973; Trauble et al., 1®I§ndenAusdruckin der
sogenannten Hochpotential-Naherung (i) = In(2x)) her:

) N
R =-2miE g O (4.10)
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Dabeiwurde die Gesamtladungler Oberflache,q, die Konzentrationmonovalentedonen, c,
und die KonstanteAg = (2-€-k-T/)°>(Na/1000)°° = 4.86-10*T°° = 2.92.10° bei T =
277K (Trauble et al., 1976) verwendet.

Aus den Gleichungen (4.9) und (4.10) erhalt man

@(i)zzmnm—m)[ﬂ(n[ﬂng“ﬂ"%ﬁg% , (4.11)
A

wobei A1 = Ag-e/b = 1.71 bei einer Flachevon fo = 82 A2 pro Oberflachenladunddies

entsprichteinem Lipidquerschnittin einer flissig kristallinen Membran, siehe unten). Die

Hochpotential-Naherunigt immer dannanwendbarwenngilt sinbi(x) ( = In(2-x) + 1/4% -
3/32¢ +...) =In(2-x) (Abramowitz& Stegun,1965). Diesist in Gl.(4.11) immer dann eine

gute Naherung, wenn x > 2, und deshalb dann, wenn gilt

In den hier berichteten Experimenten war die Salzkonzentriatimer kleiner als c = 250 mM.
Wenn Z = 4.232 und = 12 (sieheResultateunten)muf3deshalbfur die ganzelsothermedie
Bedingungd < 0.16 gelten. Bei ¢ = 4 mM mul3 entsprechend gélter2.4. Wie im Resultate-

Teil gezeigt wird, sind diese Bedingungen fur die hier vorgestellten Experimente immer erfiillt.

IV-4.3.3 Elektrostatische freie Energie der Bindung von
Liganden an Oberflachen

Aus denGleichungen(4.8) und (4.11) folgt, daR die gesamteAnderungder freien Energie,
AFg|(i) durch

AE, (i) = KT [%(na _izynn =190 5, Eﬂn%%@— in,Z% —iN,Z? [ﬂn%%
e O nag O c /C

(4.12)
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gegeben istwobei die Konstante/A3 bei Wahl einesLigandenradiusto = 15A (demRadius
des ProteinsCytochromc) und T = 277K durch Az = c0-9k-rg = 0.197 gegebernist . Die
Bindung des ersten Liganden ist mit der freien Energiednderung

AF, (1) = kD’E@—ZEZ—Z[Z[Hn%%Q— A, (22 —%[z2 Eﬂn@%% (4.13)
V

verbunden,mit deren Hilfe man die intrinsische BindungskonstanteK ;=K(1) des ersten
bindenden Liganden bestimmen kann:

A,Z?

O 0 AR(A)O_ o Alg‘z 27 g\, 22 3@2
Ko = K® texpf- == K E@TE 2 (& 2 . (4.14)

Entsprechendlaldt sich fur die Bindung von i Liganden eine (pro Ligand definierte)
Bindungskonstante K(i) errechnen:

nldr —iZ

. —pnta=iz) -208-25
K(i) = K, [%MD | = KOE%L—G[ES ? Ve (4.15)
n a

Dabei ist Ky = Ko(c) von der lonenstarkeder Elektrolytlésungund von der effektiven Ladung

des Liganden abhangig. Die Ausdricke in Gl.(4.14) und (4.15) beschreiben dabei nitat nur
freie Energieeiner Ladungin einem gegebenerPotential, sondernzudemdie Veranderung
diesesPotentialsdurchdie Bindung desLigandenund die damit verknipfte Veranderungder
freien Energie der elektrischen Doppelschicht. Es ist offensichtlich, daf3 aus (4.14)

_ 0 2 In(A;)00_ A, (Z*0
In(K,) = In(K°) + 2[Z[{InA, +1) + A, [Z [ﬁ+ >0 %+ PR

= const.—(Z +0.0315[2?) tn(c) (bei T =277K)

folgt, d.h. ein linearerZusammenhangwischender intrinsischenBindungskonstanté&, und
der lonenstérkec in einer doppeltlogarithmischenAuftragung, aus deren Steigungsich die
effektive Ladung des Liganden experimentell bestimmen l&f3t.

Mit Hilfe von Gl.(4.3), (4.6) und (4.15) kann man nun sofort die FdenBindungsisotherme
der Wechselwirkung von geladenen Ligandenaimer geladenerOberflacheentgegengesetzter
Ladung bestimmen:
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Abb. V-1

Errechnete Isothermenvon Liganden an geladene Lipidoberflachen bei verschiedenen
intrinsischen Bindungskonstatne (durchgezogene Kurven, in aufsteigender Ordnung:
K,=10° I/ml, : K;=10* I/ml, : K,=10° I/ml und : K=10° I/ml monovalentes Lipid}pestimmtfir
eine kontinuierliche Oberflache aus GIl. (4.17). Die gestrichelten Kurven stellen die
Isothermenunter Verwendunglokalisierter Bindungsplatze(Langmuir-Typ) dar. Die Zahl
der Lipide pro Ligandenquerschnitt wurde als10 angenommennd die effektiveLadung
als Z=4. Die gesamte Lipidkonzentration war 284. Die Betrachtungder kontinuierlichen
Oberflache beriicksichtigt die Entropie der Ligandenverteilung in adequater Weise.

-2[Z
[L]= Gite El_i—zm'mgtgl—emgg . (4.17)
0

Diese einfache Form der Isotherme wird im anschlieRendenexperimentellenTeil zum
Beschreiberder gemesseneBindungsisothermererwendet Sie enthaltvier ParameterK g,
Z, a undb'. GemalGl.(4.16) kbnnenK und Z experimentelbestimmtwerden. o ist die
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Zahl der Ladungenauf der Flache des Bindungsplatzeseines Liganden. Untersucht man
KomplexeausLipiden und Proteinen,ergibt sich diese Zahl aus der Gré3eder betrachteten
Molekule, die sich flr Proteineaus kristallographischeatenund fur Lipide errechnenafit
(fir Dioleoyl-Phosphatidylcholin im lamellaren, fliissig kristallinen Zustand giesl70 - 82A
pro Lipid (Gruner et al., 1988; Lis at., 1982)). Nur der Parameteb' kannnicht unabhéngig
experimentell bestimmt werden. Im Fall von Liganden, die nicht direkt durch nicht-

elektrostatische Wechselwirkungen miteinander wechselwirken kann b' = 0 gesetzt werden.
20 T T i !

18 | -

__________________________

16 - , .

14 : -

I—geb.[l—L M]

total

Abb. V-2

Errechnete Bindungsisothermenvon Liganden an einer Membran geladener Lipide in
Gegenwarteiner attraktiven Wechselwirkungzwischenden gebundenenLiganden gemaf
Gl.(4.17) (gestrichelte Kurve). Diese Beschreibungfiihrt nicht im ganzen Bereich der
Ligandenkonzentratiorzu eindeutigenLésungen.Einsetzervon (4.5) und (4.15) in (4.2)
ergibt die richtige Beschreibung (durchgezogeneKurve), da eine Koexistenz von
aggregierten und monomeren Liganden auf der Oberflache mitbertcksichtigt wird.
Verwendet wurden folgende Parameter: K,=250 I/mol, b'=-6, Z=4.232 und eine
Lipidkonzentration von 238M.
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Ein wichtiges Resultatist an diesemPunkt, dal? der entropischeTeil der freien Energie der
Ligandenverteilung,

_d(aw(i))
dT

S: _d(FD)
dT

=ikdn(n—-i).

n=const n=const

nicht vernachlassigt werden kann (vgl. GI.(4.5)). In Abb. IV-1 wurde das Verhaltetievon
Gl.(4.17) definierten Bindungsisothermbai verschiedenemtrinsischenBindungskonstanten
Ko dargestelli{durchgezogenkinien), und mit denentsprechendelsothermeneinesSystems
mit wohldefinierten,unabhangigemindungsplatzerflLangmuir-lIsothermengestricheltelinie)
verglichen,die sich ausGl.(4.17) unter Vernachlassigunges exponentiellenTerms ergeben.
Es ist offensichtlich, dal3 das Erreichen der Sattigung der Oberflache in Béltdsreinensehr
unterschiedlichefunktionalenVerlauf nimmt. Insbesonder&ei hohenGradender Sattigung
wird das weitere Binden von Liganden stark unterdrtickt, was zu\@naeintlichenSattigung
weit unterhalb der vollstandigen Bedeckung der Oberflache fiihrt, die stark von der
intrinsischen  Bindungskonstante abhangt. Wenn man experimentell erhaltene
Bindungsisothermen untersucht, mman deshalbvorsichtig sein, die vermeintlicheSattigung
mit der vollstandigen Bedeckung der Oberflache nicht zu verwechseln.

Es muld an diesem Punkt unterstrichenwerden, dal® in der Abwesenheitvon direkten
Wechselwirkungerzwischenden Ligandender Beitrag AW(i) ein rein entropischefTerm ist,
der nicht von deiffemperaturabhangtund deshalbauchnicht von der Fahigkeitder Liganden,
sich frei auf der Oberflachezu bewegen(d.h. unabhangigron der Diffusionskonstanten)Die
einzige Annahme ist, dal3 die Verteilung der Liganden statistisch ist.

Ein zusétzlicher enthalpischer Term, hervorgerufen durch repulsive Kréfte zwischen
individuellen Liganden (zum Beispiel durch Kontakt der Hydratationshuten_iganden)und
einen positiven Wert flr b' wirde die Abhangigkeitder vermeintlichenSattigungvon der
intrinsischenBindungskonstantaoch erhohen.Attraktive Krafte, die zu einer Dimerisierung
oder Aggregation von Liganden adér Oberflachefliihren, setzteneinennegativenWert fir b
voraus und resultieren in einem zweiphasigen Verhalten der Bindungsisothéfmaehonin
Abschnitt 1V-4.1 erwéhnt wurde, kann die Bindungsisotherme im Fall von
Aggregationsgleichgewichten nicht auf die einfache Form (4.3) gebracht werden.

Die gestrichelteLinie in Abb. IV-2 zeigt die Isotherme,die mit Gl.(4.17) erhaltenwurde,
wahrenddie durchgezogenéinie durch Einsetzenvon Gl.(4.5) und GI.(4.15) in Gl.(4.2)
erhalten wurde, was die offensichtlich adaquate Behandlung im Falle von
Aggregationsgleichgewichteant. Aus praktischenGrindenwurde Uber n = 30 verschiedene
Zustandesummiert. Eine gré3ere Zahl wirde zu geringfligig genauerenWerten und zur
vollstandigen Uberlappung der beiden Beschreibungen iexteemenBereichengeringerund
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hoher Bedeckungder Oberflache fihren. In diesen Bereichen existiert jeweils nur ein
Aggregatzustandder Liganden auf der Oberflache (monomer oder aggregiert). Im
dazwischenliegenden Bereich fuhrt Gl.(4.17) jedoch nicht zu einer eindeutigen Lésung.

Y | _'
w
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Abb.1V-3

Verteilung derZustandskoeffizienteR(6)/Q der Isothermeaus Abb. IV-2 bei zunehmender
totaler Ligandenkonzentratiorfvon oben nach unten), errechnetunter Verwendungder in
Abb.IV-2 gegebenenParameter.Wahren bei niedrigen und hohen Konzentrationendes
Liganden nur ein Maximum der Verteilung existiert, erkennt man zwei Maxima in
intermediaren Bereich, was der Koexisten einer monomeren und ein aggregierten
Ligandenphase aud der Oberflache entspricht.

In Abb. IV-3 sind die VerteilungskoeffizienterP/Q als Funktion des Bedeckungsgradeder
Oberflacheund der freien Ligandenkonzentrationviedergegeben,die unter Verwendungder
Parameter aus Fig.IV-2 bestimmt wurden und in deneKaéxistenzzweier Zustandeauf der
Oberflache deutlich zu erkennen ist.
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IV-5 RESULTATE UND DISKUSSION

IV-5.1 Bindungsisothermen aus Ultrazentrifugation

Die BindungdesperipherenProteinsCytochromc an Dioleoyl-Phosphatidyl-glycerol(DOPG)-
Membranen wurdén weiten Bereichender lonenstarkeuntersuchund durchdie Gleichungen
(4.16) und (4.17) beschriebenDie Resultatevurdenmit denjenigenvon DOPG-Komplexen
mit denaturiertem Cytochromverglichen.Cytochromc weist die Eigenschafiauf, in Kontakt
mit geladenen Oberflachen seidenaturierungstemperatbetrachtlich,von 83 °C auf ca. 50 -
55 °C, zu erniedrigen(Muga et al.,1991; sieheauchKap. IIl). Bei der Denaturierungvon
Cytochromc auf Oberflachererscheinerbei 1616 und 1685 cnrl zusatzlicheBandenin der
Amid-I-Region des Infrarotspektrums Sie wurden von Muga et al. (1991) intermolekularen
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Proteinmolekilen zugeordnet, die durch
Aggregation hervorgerufen werden (siehe Kap.lll). Man erwartet deshalb einen negé&tiven
fur den Parameter b' in GI.(4.17). dieserArbeit wurde auf der Lipidoberflaichedenaturiertes
Cytochrom ¢ erzeugt,indem die Lipid-Proteinkomplexebei 65 °C inkubiert wurden. Das
ungebundendProtein verbleibt dabei in seiner nativen Form. In diesem System kann die
Gliltigkeit der oben hergeleiteterisothermenim Fall attraktiver Wechselwirkungerewischen
gebundenen Liganden studiert werden. Die Bindungskonstagtenrden durchveranderung
der lonenstarkevariiert. Die Werte der intrinsischenBindungskonstantei o kbnnenaus der
Steigung der Isothermen bei sddwinen Sattigungsgradehestimmtwerden,da die Isotherme
aus Gl.(4.17) in diesem Bereich die einfache Fog=R/[L] annimmt §<<1).
WegenGl.(4.16) gilt, daRdie intrinsischeBindungskonstant®on der lonenstarkeabhangt.
Eine niedrigere lonenstarke resultiert in einer starkeren Bindung. Intrinsische
Bindungskonstantemwurden experimentellbei Lipidkonzentrationernvon 238uM bei hohen
lonenstarken und bei 238/ bei niedrigeren lonenstarken bestimmt. In Ablb4 werdendie
intrinsischenBindungskonstantemon nativem ([J) und denaturiertemCytochromc (e) in
Einheitender Lipidkonzentrationin einemdoppeltlogarithmischerPlot gegendie lonenstérke
aufgetragenlnnerhalbder Mel3fehlererhalt man jeweils lineare Kurven, wie von Gl.(4.16)
gefordert, die fur das native Protein zu der numerischen Beziehung

~4.232

K, = a [0.273 %;SE 1 (4.18a)
0 mol
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fuhrt. Der Beitrag des gelostenLigandenist bei diesen Werten klein und wurde in den
folgendenRechnungervernachlassigtes folgt gemafnGl.(4.16) fur die effektive Ladung des
Proteins Z4.232.

100000 | .
i}
o
-
a
_g denaturiertes
=.,10000 .
N Cyt.c
. ®
natives O
Cyt.c
n
1000 — . .
0.05 0.1 0.2
CNa+[M]
Abb.1V-4

Doppelt logarithmischeAuftragung der intrinsischenBindungskonstatnenK, der Bindung
von Cytochromc an DOPG-Membranerals Funktion der Salzkonzentratiorc. Sie wurden
aus den Anfangssteigungeler Isothermenbei Konzentrationervon ¢ > 40mM Na' (e ,m)
und aus den besten Anpassungen in Abb. IV-ga,lh/) bestimmt.Kreise symbolisiererdie
Bindung von nativen Cytochrom C, Rechtecke die BindwomgdenaturiertemCytochromC
an 238 uM DOPG-MembranenDiese Kurve verdeutlichtdie lineare Beziehungaus Gl.
(4.16) Die Steigung dieser Kurve steht in direkter Beziehung zur effektiven Ladung Z.

Entsprechend erhalt man fir das denaturierte Protein:

—-3.165

(]
K, = o [14.216 %E L (4.18b)
0 mol
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worausZ=3.165folgt. Der Faktora in (4.18a)und (4.18b) reskaliertdie Bindungskonstante
relativ auf einenBindungsplatzmit a Lipiden, so wie diesin GI.(4.17) verwendetwird. c ist
die Na - Konzentration undg= 1 mol/l.

Die effektive Ladung des denaturierten Proteins scheint etwas niedriger alssbajenigedes
nativen Proteins. Nichtsdestotrotzist Ko flir das oberflachen-denaturiert®rotein in dem
untersuchtenintervall der lonenstarkewesentlichgro3er. Dies bedeutet,da? zusatzliche,
nichtelektrostatisch&ffekte zur Bindungskonstant®eitragen,die zu unterschiedlicherk© -
Werten fihren, még-licherweideervorgeruferdurch einenKontakt desdenaturierterProteins
mit dem hydrophoben Kern der Lipidmembran. Aus Gl.(4.18&lg) K©° = 1.06-164 I/mol
fur das native und K° = 4.79-1@/mol fur das denaturierteProtein. Daraus kann man
schlieendalder nichtelektrostatisch®eitrag zur freien Energieder Bindungskonstantélir
das denaturierte Cytochrom ¢ um ca. -3.67 kcal/mol ginstiger istialden Lipidkomplex mit
dem nativen Protein.

Die Primarstrukturvon Pferdeherz-Cytochrora (Sober,1986) enthalt19 Lysin-, 1 Argenin-,
12 Glutaminsaureund Asparaginsaure-Seitengruppéras ergibt ohne Berticksichtigungder
Hamgruppe deProteinseine Nettoladungvon 9 positivenLadungenDies ist eine wesentlich
groRereVert als die ausGl.(4.18a,b)erhaltenenNerte fir die effektive LadungZ von 3.1 -
4.2. Ahnliche Beobachtungen sind schon frither von KuchinkeSaetig (1989) und Schwarz
und Beschiaschvili (1989) fidasBienengiftproteinMellitin gemachtworden, bei demdie aus
der AminosauresequengrwarteteLadung+6 betragt, wahrenddie experimentellbestimmte
effektive LadungZ = 1.8 - 2.2 ist. Stankowskiversuchte1991 unter Verwendungeines
Modells mit nicht-lokalen Bindungsplatzen, die zu niedrige effektive Ladung auf
elektrostatische Protein-Protein-WechselwirkungenickzufihrenSeineVorhersageritr die
"effektive" Ladung von Mellitin waren in derselbenGro3enordnungvie die experimentell
gefundenenVerte. Andererseitsmul3 ein geladenet.igand in Losungnicht notwendigerweise
vollstandigdissoziieren Manning (1978) fand fur eindimensionaleSysteme(DNA), dal3 die
Dissoziation von Ladungenicht vollstandigerfolgt, wenn die dissoziierbarerGruppennaher
als 7A auf der linearenAchsevoneinandeentferntsind. Auf Cytochromc betragtdie mittlere
Entfernung zwischen Ladungen 19 A. Im Gegensatz zu DNA wsisaterNachbarladungen
in zwei (oder drei) Dimensionenauf, und sind zudem zumindest teilweise durch den
hydrophoben Kern des Proteins voneinander getreiengine niedrige Dielektrizitédtskonstante
aufweist,was dazufuhrt, dai elektostatischd-elder tiber grof3ereEntfernungenpropagieren.
DasselbeArgument trifft auch auf die geladeneLipidmembran zu, in der der mittlere
(eindimensionalefpbstandzwischenLadungenca. 4.5 A betragt.Tatséchlichist bei niedrigen
lonenstarkendie Dissoziation der Gegenionender Lipide geladener Membranen nicht
vollstandig (Lindblom et al.,1991).
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Eine weitereErklarungfur die niedrigeeffektive Ladungkannsein, dal? die Debye-Langebei
lonenstarken von iber 40 mM immer kleiner als 15A ist, was wenigdealslbe Radiusvon
Cytochrom c is{Dickersonet al, 1971). Dies kann bedeutendal3die Membranoberflachaur
mit Ladungenauf der demLipid zugewandterSeite des Proteinsinteragiert.In diesemFalle
sollte die effektive Ladung bei niedrigen lonenstarken jedoch groR3er als 4.232 sein.
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Abb. 1V-5

a: Bindungsisothermenvon nativen Cytochromec an 238uM DOPG-Dispersionenbei
hohen lonenstarken: 42mM Nas), 54.4mMNa’(4), 79.4 mM Na'([J), 104.4mMNa’'(G.
Anpassungen (durchgezogene Kurven) wurden mithilfe von GI.(4.17) unter der
Verwendung der efektiven Ladung Z=4.232 (bestimmt aus Abb. 1V-4), der
Lipidstoichiometrie a=12 und b'=0 durchgefiihrt. Die verwendeten intrinsischen
BindungskonstantenK, sind in Einklang mit GI.(4.18) und sind in Abb. V-4
wiedergegeben.Die gestrichelte Linie gibt den Grenzfall vollstandiger Bindung alles
zugegebenen Proteins wieder.

b. Bindungsisothermenson oberflachendenaturiertenCytochrom ¢ an 238uM DOPG-
Dispersionen bei hohen lonenstarken: 104.4mM Na'(m), 125mM Na'([J]), 154.4mM
Na'(4), 175mM Na'(4) und 204.4mM Na" (LJ). Anpassungen(durchgezogeneKurven)
wurden mithilfe von GI.(4.17) unter der Verwendungder efektiven Ladung Z=3.165
(bestimmtaus Abb. 1V-4), der Lipidstoichiometrie a=9 und b'=-2.4 durchgefluhrt. Die
verwendeterintrinsischenBindungskonstantei, sind in Einklang mit Gl.(4.18) und sind
in Abb. IV-4 wiedergegeben.Die gestrichelte Linie gibt den Grenzfall vollstandiger
Bindung alles zugegebenen wieder.

Abb. IV-5a zeigt die experimentell bestimmten Isothermen der Bindung von nativem
Cytochromc an DOPG bei vier verschiedeneiNat-Konzentrationen41.9 mM, 54.4 mM,
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79.4 und 104.4)n demBereich,in demauchdie intrinsischenBindungskonstanteK , direkt
bestimmtwurden. GemaliDickersonet al. (1971) kann die Form von Cytochromc in guter
Naherung durch ein Prolat nden Dimensionen(30 x 34 x 34 [A]) beschriebenverden.Dies
entsprichtbei planar dichtesterPackungeiner Flachevon 890 - 1000 A2 pro Cytochromc-
Molekiil. Die Flache pro Lipid wird mit 70 - 822%angenommenwas die Flacheeinesfliissig-
kristallinen Dioleoyl-Phosphatidylcholin (DOPC)-Molekls in einer MembrafGstineret al.,
1988; Lis et al.,1982). DOPG tragt eine Ladung pro Lipid. Deshalbist der Parametera
identischmit der Lipid/Proteinstoichiometriaund betragta = 11 - 14 Lipide pro Protein,in
ungefahrer Ubereinstimmung nWertenvon Gorrissen& Marsh(1986), die fur die Bindung
von Cytochrom ¢ an DMP@ = 9 erhielten, und mit Kapitel Ib(= 10).

Unter Verwendungder in Gl.(4.18a)gewonneneWertefur die effektive Ladung, und einer
Stoichiometrievon a = 12 (in Ubereinstimmungmit den Dimensionenvon Lipiden und
Proteinen)und einemWechselwirkungsternb' = 0 (in Abwesenheitvon Wechselwirkungen
zwischen den Liganden) wurden die Isothermen in Abb. I\dfiar Variation der intrinsischen
Bindungskonstant& errechnef{durchgezogentinien). Gute Anpassungerkonnenerreicht
werden. DieverwendeterWerteflr Ko wurdenin Abb. IV-4 eingefigt(C]) und sindin guter
Ubereinstimmung mit dem linearen Verhaltder ausden Steigungerunabhangiggewonnenen
Werte (Gl.(4.18a)). Die Anpassungersind somit selbstkonsistentind enthaltenkeinen (1)
Parameter mehr, der nicht unabhéngig bestimmbar ware.

Im Falle des oberflachen-denaturierten Cytochoosollte der Wechselwirkungsparametbi <
0 sein, da mit einiger Wahrscheinlichkeidggregationauf der Oberflachestattfindet.Abb. V-
5b gibt die experimentell gewonnenen Isothermen b&ikdazentrationen von ¢ = 104MM,
125 mM, 154.4mM und 204.4 mM wieder. Sie unterscheidesich in ihrer Form im Verlauf
von den Isothermen des nativen Proteins (Abb. IVdba)Gegensatzum nativenProtein,wo
bei hinreichendhohenGradenvon Bedeckungder Membranweitere Bindung stark behindert
wird, wachst der Grad der Membranbedeckung auch bei hdheren Konzentratiogesadeten
Proteinkonzentratiorweiter an. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf eine Aggregation der
Proteineauf der Oberflache.Die bestenAnpassunger{durgezogend.inien in Abb. 1V-5b)
wurden unter Annahmeeiner Lipid/Protein-stoichiometrieron a = 9 gewonnen,was leicht
unterhalb der Stoichiometrie deativenProteinsliegt. Dies ist plausibel,wennmanannimmt,
dasdasProteinglobularbleibt, aberteilweisein die Membranintegriert,wie diesweiter oben
schonausdenhohenWertenfir die intrinsischeBindungskonstantgeschlossenvurde. Der
Interaktionsparametevurde b’ = -2.4 gesetzt,was die Tendenzdes Proteinswiderspiegelt,
Aggregateauf der Oberflachezu bilden. Die fur die Anpassungverwendetenintrinsischen
BindungskonstanterK, sind in Abb. IV-4 (0) eingefugt und sind wiederum in
Ubereinstimmungnit denunabhangigestimmtenWerten, die durch Gl.(4.18b) beschrieben
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werden.Auch die Beschreibungder Isothermendes denaturiertenCytochrom c ist deshalb
selbstkonsistent.

Die analytische Form der Bindungsisothermenin Gl.(4.17) macht deutlich, dafl3 bei
vollstandiger Bedeckung der Membriei 8 = 1 nicht notwendigerweisauchdie Ladungder
Membranvollstéandigabgesattigist. Dies geschiehbei einemBedeckungsgragon 6 = a/Z.
Gl.(4.17) wurde unter der Annahmehergeleitet,dafd nur eine Schicht des Proteinsbinden
kann. Die Bindung einer weiteren Schicht wird wesentlich behindert sein, wenn die
Korrelationslange des Membranpotenti@g von der lonenstarkeabhangtwesentlichkleiner
ist, als der ProteindurchmessdB0 - 34A bei Cytochromc).Die charakteristisché.énge des

Membranpotentials), ist gemal Trauble et al. (1976) gegeben durch
arg

Alem| = % =178 ELO‘Q\S OcD

Dies ist die Naherung filkleine Potentialeund legt eine obereAbschatzungur A fest, dasfur
grof3e Potentiale immer kleiner ist. T ist hierin die Temperatur in Kelvin undkodizentration
monovalenter lonen in mol/l.

Bei einerniedrigenlonenstarkean der GroRenordnungon 10 mM wird die charakteristische
Lange A grolRer als der Durchmesservon Cytochrom c. In dieser Gré3enordnungder
lonenstarkeware eine zweite Schicht(oder mehr) bindendenProteinszu erwarten.Bei der
niedrigsten lonenstérke, in destilliertéassemull die Bedeckungder Membranin der Néhe
einesWertesvon 8 = a/Z liegen.Dies entsprichteinemLipid/Proteinverhaltnisszon 4.232 bei
vollstandiger Sattigung. Wir nehmendabei an, daf} die effektive Ladung eine inherente
Eigenschaftdes Proteinsist, was im Gegensatzu den Annahmenvon Stankowski(1991)
steht,der die effektive Ladungdurch elektrostatischébstoRungerzwischenden Ligandenin
der Membranebene erklarte. Stankowski's Annahme wiur@gner maximalenBedeckungder
Oberflachefiihren, die den 9 physikalischenLadungendes Proteinsentspricht.Es wird im
folgenden jedoch gezeigt, dal3 in dem hier behandelten experimeSigiemwesentlichmehr
Proteinmolekile an die Membran binden kdnnen.

Um zusétzliche Information dber das Cyt.C/DOPG-Systemzu erhalten, wurden die
Bindungsisothermenauch bei niedrigen lonenstarken bestimmt. In  Abb. I1V-6a sind
Bindungsisothermen im ganzen Bereich der lonenstarke von ¢ = 104.4 bis 0.2hgaMidet,
einschliel3lich der Isothermen aus Abb. IV-5a. Biedrigstelonenstarkevurdein destilliertem
Wassererhalten und entspricht der Konzentrationder Gegenionendes Cytochrom ¢ bei
sattigenderBindung. Es ist deutlich, dal3 bei niedrigen lonenstarkenwesentlich mehr
Cytochromc an die Membranbindet, als dies in einer Schicht aufgrund der geometrischen
Dimensionender Molekile Gberhauptmaglich ist. In destilliertem Wasser entspricht die
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maximalegebundendroteinmengeiner Lipid/Proteinstoichiometrievon 5.2. Sie ist deutlich
niedriger als der Wert vam = 12, der sich aus den Dimensionen ergibt. Sie liegt hingegjesn
an dereffektive Ladungvon Z = 4.232, was daraufhindeutet,dal3bei niedrigenlonenstarken
Liganden solange binden kdénnen, bis die Ladung der Menmiadagzuneutralisiertist. Dies ist

nur
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Abb. 1V-6

a: Bindungsisothermervon nativen Cytochromec an 238uM DOPG-Dispersionenbei
niedrigen lonenstarken: 0.21mM Na'(e), 4.35mM Na'(J), 16.9mM Na'(m), 29.4mM
Na'(J) und bei hohen lonenstarken (Symbole wie in Abb.5a). Anpassungen
(durchgezogene Kurven) wurden mithilfe von Gl.(4.afer der Verwendungder efektiven
Ladung Z=4.232 (bestimmt aus Abb. IV-4), der Lipidstoichiomeirié.5 (a=12 bei hohen
lonenstarken)und b'=0 durchgefiihrt. Die verwendeterintrinsischenBindungskonstanten
K, wurden mithilfe von GI.(4.18 extrapoliert. Die gestrichelteLinie gibt den Grenzfall
vollstandiger Bindung alles zugegebenen Proteins bei den zwei angenommen
Stoichiometrien wieder.

b: Bindungsisothermeron oberflachendenaturiertenCytochromec an 238uM DOPG-
Dispersionenbei niedrigen lonenstéarken: 0.21mM Na'(e), 29.4N&d([J), und 54.4mM
Na'(w), und bei hohen lonenstarken (Symbole wie in Abb.5b). Anpassungen
(durchgezogene Kurven) wurden mithilfe von Gl.(4.afer der Verwendungder efektiven
Ladung Z=3.165 (bestimmt ausbb. IV-4), der Lipidstoichiometriea=5.6 (a=9 bei hohen
lonenstarken) und b'=-2.4  durchgefihrt. Die  verwendeten intrinsischen
Bindungskonstanten jKvurden mithilfe von GI.(4.18 extrapoliert. DgestrichelteLinie gibt
den Grenzfall vollstdndiger Bindung allesigegebenerProteinsbei den zweiangenommen
Stoichiometrien wieder.
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Bei niedrigen lonenstarken ist der Verlauf @@ndungsisothermemerschiedervon denjenigen
in Abb. IV-5a. Im letztererralle zeigendie Isothermeneine vermeintlicheSattigungbei hohen
ProteinkonzentrationemBei niedrigerenlonenstarkersteigtdie Konzentrationdesgebundenen
Proteins tiber einen weiten Bereich der gesamtenProteinkonzentratioran, was besonders
deutlich bei 16.9 und 29.4 mM Nast.

Eswurdeflr die Anpassungerdeshalbbei niedrigenlonenstarkerauf die Restriktiona=12
verzichtet, was die Ausbildung von mehreren Schichten des Proteins erlaubt.

Abb. IV-6a zeigt die theoretischerKurven bei niedrigerenlonenstarkeran, wobei a = 4.5

gesetztwurde. Die BindungskonstanteK  wurden aus Gl.(4.18a) extrapoliert. Bei hohen
lonenstarken(> 40 mM) wurde die Restriktion aufrechterhaltendal® nur eine bindenden
Schicht ¢ = 12) moglich ist.

Die theoretischenKurven folgen deutlich dem Trend der experimentellenKurven. Die

vollstandigeUbereinstimmungst im wesentlicherdeshalbnicht gegebenweil die Werte fur

Abb. IV-6a nicht frei variiert, sondernin Ubereinstimmungnit Gl.(4.18a) bestimmtwurden.
Durch geringfiigige Variation dergdWert sind noch bessere Ubereinstimmungen maglich.

Fur das denaturierteProtein wurden ahnliche Beobachtungergemacht. Die Aufgabe der
konstanten Stoichiometrie (a =9) bei niedrigen lonenstarkenist ausreichend,um die
experimentellerisothermenzu erklaren(Abb. 1V-6b). Dabeiwurdenwie in Abb. IV-6a die
Werte der intrinsischen Bindungskonstantgakis Gl.(4.18b) extrapolieund der Wert fur die
attraktive Wechselwirkungb' = -2.4, beibehalten.Die theoretischeriVoraussagersind als
durchgezogenene Linien dargestellt. Sie wunehéreiner Stoichiometriea = 5.6 bei niedrigen
lonenstarken gewonnen.

Es sei hier ausdricklichangemerktdal es keinen konstantenWert fur o gibt, fir den
Anpassungerbei hohen und bei niedrigen lonenstarkenkonsistent durchgefuhrt werden
koénnen, auch nicht unter Variation des InteraktionsparamgtéBatennicht gezeigt).Nur bei
hohenlonenstarkersind die experimentellerBindungsisothermerindeutigmit GI.(4.17) in
Ubereinstimmung.Unter diesenBedingungenkommt die theoretischeBeschreibung ohne
anpassbare Parameter aus.
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IV-5.2 Bindungsisothermen aus Elektronenspinresonanz-

Experimenten

Im vorangegangenen Abschnitt wurde geschlossaRbei niedrigenlonenstarkerBindungin
mehrererSchichtenerfolgenmul3, damit die Bindungsisothermesowohl mit den rAumlichen
Dimensionerder Lipide und der Proteineals auchmit der gemesseneeffektiven Ladungder
Proteine in Ubereinstimmung sind.

Um dafiir einenunabhangigeexperimentellerBeweiszu erhalten,wurden ESR-Experimente
mit den Lipid-Proteinkomplexen durchgefiihrt. Der Lipidmatrix wurden dafur
Phosphatidylglycerol-Lipid-Spinlabel zugegeben (1 mol%), die an der 1l14ten
Kohlenstoffposition der sn-2 Kette der Lipidat einemNitroxyd-Radikalmarkiertwaren.Bei
der Bindung tritt das Proteinin Wechselwirkungmit dem Lipid, was zu einem Einflu® der
Proteine auf das ESR-Spektrum fihrt.

Als eine Naherungerster Ordnung sei angenommengdald das ESR-Spektrumdes Lipid-
Proteinkomplexes aus zwei spektralen Komponenten bestewbn eine ausdemfreien Lipid
und die andereausdem Lipid herriihrt,welchesdirekt mit dem Proteinin Kontakt steht. Die
spektrale Form dieser beiden Komponenten ist verschieden, insbesondere weisen
erfahrungsgemal Lipide, welche mit dem Protein wechselwirken, eine stteastatin den
aul3eren Flugeln des Spektrums auf (Ma@sWatts,1982). Dies geschiehtda Rotationund
Trans-Gauche-Isomerisierurtgr Lipidketten nur dannzur Mittelung der Komponentendes
Hyperfeinaufspaltungstensor§ihrt, wenn ihre Korrelationszeit kleiner als die typische
Zeitkonstantedes Spinlabel-ESR(t O 109 s) ist. Fur die Korrelationszeitenin fliissig-
kristallinen Lipiden ist dies erfiillt, wahrenddie Korrelationszeitervon gelférmigen Lipiden
sowie auchvon Lipiden in Wechselwirkungmit Proteinenin der Regel darunterliegt. Diese
Tatsache resultiert zunterschiedlichele SR-Spektrerdarin, daf3die Lipid-Proteingrenzschicht
im ESR-Spektrum sichtbar wird.

Der relative Anteil der beiden Komponenten weist einen funktionalen, monotonen
Zusammenhang mit der Menge des Proteinsveeichesmit dem Lipid wechselwirkt.Dies ist
in ersterLinie die erstegebundenéchichtdes Proteins.Weitere Schichtentreten nicht, oder
nur in geringemMal3emit demLipid in WechselwirkungBei Titration der Lipiddispersionen
mit Proteinldsungenist zu erwarten,dald die ESR-Spektrerden Verlauf der Bedeckungder
Membrandurch die ersteSchichtdesProteinsin Ubereinstimmungnit den Dimensionendes
Proteins und der Lipidmembran wiedergeben .
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4.4mM Nat 54.4mM Na+
(4°C) (4"C)

Abb. V-7

Elektronenspinresonanzspektrewon 238uM DOPG-Dispersionen mit ansteigenden

Konzentrationen Cytochrom ¢ bei niedriegen und bei hohen Na+-Konzentrationen.
Links: 4.35mM Na+ und Lipid/Protein Verhaltnisse von (a) 106 : 1, (b) 35 : 117{d) : 1,
(d106:1,(e) 76 :1und (f)5.3:1

Rechts: 54.4mM Na+ und Lipid/Protein Verhéaltnisse von (a) 1Q6(b) 35: 1, (c) 17.6:

1,(d) 10.6 : 1,(e) 7.6 : 1 und (f) 5.3 : 1. 1% der Lipide wurde an der C-14 Position der
sn-2 Kette spinmarkiert

Die Ultrazentrifugations-Assaysdie zu den im vorangegangenerAbschnitt gezeigten
Bindungsisothermenfiihrten, zeigen hingegen alles gebundene Protein. Eine klare

Verschiedenheitler Isothermenaus ESR-Isothermemund Ultrazentrifugations-Isothermeist

ein klarer Hinweis auf die Richtigkeit der oben getroffenen Feststellung UkBedeskungler

Membran mit mehreren Schichten des Proteins bei niedrigen lonenstarken.
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Abb. 1V-8

Oben: Linienhdheverhéltnis d&eSR-Spektrevon Cyt.C-DOPG-Komplexemus Abb. 1V-7
bei lonenstarkenvon 4.35mM Na+ (&) und 54.4mM Na+ (e ). Unten: GesamteBindung
von Cyt.C an DOPG-Membranen,gewonnen aus photospektrometrischerAbsorptions-
messung der wassrigen Phase derselben Proben
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Von denin den UltrazentrifugationsassaygewonnenLipid-Proteinkomplexen von DOPG-

Membranen wurden bei einer NKonzentration von 4.35 mM und 54mdM bei zunehmender
ProteinkonzentrationESR-Spektren aufgezeichnet (Abb. V-7 links und rechts). Die
Uberstande aus denselben Proben wurden verwendet, iomientrationdesungebundenen
Proteins zu bestimmenund damit die Gesamtmengeales gebundenenCytochrom c. Bei
niedriger Salzkonzentration (Abb. V-7 links) kann als Folge zunehmender
Proteinkonzentratiodie Ausbildungeiner spektralerKomponentemit hoher Intensitéatin den
aulererFlugelndesSpektrumsbeobachtetverden,die einerzunehmendeBeschrankungler
Mobilitat eines Teils der Lipidkettenugeschriebemerdenkann (immobilisierteKomponente).
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Bei hoher Salzkonzentratior(Abb. V-7 rechts) ist keine immobilisierte Komponentebei
zunehmender Proteinkonzentration zu beobachten.

Um die spektralen Veranderungen quantifizieren zu kénnen, wurde das Verhaltnis ddeblohe
zentralenMaximums des Spektrumsund des ersten Maximums auf der linken Seite des
Spektrumsbestimmt (vgl.auch Kap.Il). Eine zunehmendentensitat der Spektrenin den
auRerenFlugeln flhrt zu einer Zunahmedes WertesdiesesParametersim oberenTeil von
Abb. IV-8 ist der Linienh6henparametegewonnenaus den Spektrenin Abb. V-7, als
Funktion der zunehmendeProteinkonzentratioaufgetragenlm unterenTeil von Abb. V-8
ist die Konzentrationdes gesamtengebundenenProteins, gewonnen unter Verwendung
derselbenProben,wiedergegebenBei einer Salzstarkevon 54.4 mM (e ) nimmt das ESR-
Linienhdéhenverhaltnibei zunehmendeProteinkonzentratiom selbenMafiemonotonzu wie
die Konzentration gebundenen Proteins, dasaufhindeutet,dal3vermutlich nur eine Schicht
des Proteingin die Membranbindet. Im Gegensatzdlazugibt esbei einerniedrigenSalzstarke
von 4.35 mM (m) einenoffensichtlichenWiderspruchzwischender aus den ESR-Spektren
gewonnenerisothermezu derjenigen,die aus der Gesamtmengeles gebundenerProteins
bestimmtwurde. Wahrenddie Bindungsisothermgunten) eine Sattigungder Bindung nahe
einesLipid/Proteinverhaltnissegon 8:1 zeigt, weist die ESR-Isothermdoben)eine Sattigung
bei einemVerhaltnisvon ungefahrl4:1 auf. Dies deutetan, dafd dartiberhinausgebundenes
ProteinkeinenKontakt mehr zu den Lipiden aufweist. Dies ist ein direkter Hinweis auf die
Ausbildung einer weiteren, zweiten Protein-Schichtauf der Membranoberflachedie weiter
oben unter Betrachtungder Debyeléangebei diesen Salzstarkenvorausgesagivurde. Die
Stoichiometrie von 14:1 der ersten Schishizudemungefahrin Einklang mit der Analyseder
Bindungsisothermen in Abb. 1V-5.1 und dkmstallographische®imensionenvon Lipid und
Protein.

Eine weitereEigenschafdesLinienhdheverhaltnisselsei niedriger lonenstarkekann man bei
niedrigem SattigungsgradeobachtenDer gesamteVerlauf der Kurve zeigt ein sigmoidales
Verhalten. Der Einflul3 der Bindung auf das Linienhdheverhaltnisbei niedrigen Mengen
gebundenerProteins(oberhalbeines Lipid/Proteinverhaltnisseson 40:1) ist klein und bei
niedrigerwie bei hoherSalzstarkdast gleich. UnterhalbeinesLipid/Proteinverhaltnisseson
40:1 tauchtbei den Spektrenin Abb. 7 (links) eine immobilisierte Komponenteauf. Ganz
offensichtlich ist die Wechselwirkung dBroteinemit demLipid ein kooperativerEffekt. Eine
immobilisierte Komponentgon Lipiden an der C-14-Positionder Kohlenwasserstoffketteist
in der Regel nur dann zu beobachteenn dasgebundendroteinKontakt zu den Lipidketten
hat (Watts & Marsh, 1982). Dies scheintnur bei einem Grad der Sattigungder Membran
unterhalb eines Lipid/Proteinverhaltnisses von 4t fjeschehenWie im theoretischermeil in
Abschnitt IV-4.1 beschriebenmul3 zur Kompressionder Proteineauf der Oberflacheeine
Arbeit AW geleistetwerden, die von der Freisetzungreier Energie durch die Bindung der
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Proteine aufgebrachtwird. Das Binden in einer zweiten Schicht ist jedoch aufgrund der
Distanzabhéangigkeitles elektrostatischerPotentials gegentiberder Bindung in der ersten
Schicht energetisch deutlich benachteiligie Oberflacheeiner Membranergibt sich auseinem
komplexen Wechselspiel dsterischenglektrostatischennd hydrophoberBeitragezur freien
Energieder Membran.Sie ist keinesfallsallgemeinals konstantanzunehmensondernhangt
vom Minimum der freien Energieab, dasunteranderemauchvon der Bindungvon Proteinen
beeinflul3twird. Zusatzlichzur Bindungin einer zweitenSchichtgibt esalsodie Mdglichkeit,
dalRdie Membranoberflachaicht konstantbleibt. Die Expansionder Oberflacheist mit einer
Veranderungder freien Energie verbunden,die sich ebenfallsals eine Arbeit AWgyf = -
[1-AAsurf ausdrickenaldt. Wennder Gewinn an freier Energiebei der zusatzlicherBindung
eines Proteins in der ersten Schicht auf der Membran grol3er als derjemgelhstotigtwird,
um die Membrandimensionerzu verandern,ist es moglich, daf die Membranoberflache
zunimmt. Dies hangt nattrlich von der GroRe der Bindungsenergieab, die bei niedrigen
lonenstarkenn der WechselwirkunggeladenerPartikel um Gré3enordnungehéher liegt als
bei hohenlonenstarkenWenn dies geschieht,oekommenbindendeProteine auf nattirliche
Weise einen grof3erenKontakt zu den Kohlenwasserstoffketteder Membran,da die Lipid-
Lipidabstande zunehmen. Dies wiederum fuhrt zur Ausbildung einer immobilisierten
Komponente im ESR-Spektrum. Das sigmoidale Verhalten der ESR-Isotist@meindirekter
Hinweis darauf, dafd auch die Flachedes Lipides bei niedrigen lonenstarkennicht konstant
bleibt, sondernzunimmt. Dies ist ein wichtigesResultat,denn es demonstriertdie Flexibilitat
der Membran und unterscheidetsie von starren Oberflachenwie etwa Metallelektroden
(Hildebrandt, 1989a, b).

Ein hoher Grad von Proteinbindung kann einen bedeutenden Einflud auf
Membraneigenschaften und Lipidpackung haben. Diese Beobachtung ist in
differentialkalorimetrischeMessungergemachtworden(sieheKap.ll und V). In Komplexen
ausDimyristoyl-PhosphatidylseriDMPS) mit "myelin basic protein” kann die Bindung des
Proteinsnicht nur die Schmelztemperatweréandern,sondernauchin bedeutendenMalle die
Schmelzenthalpiererringern (Ramsayet al. ,1986). Dieselbe Beobachtungwurde auch in
Dimyristoyl-Phosphatidylglycerol(DMPG)-Membranenin  Komplexen mit Cytochrom c
gemacht(Heimburg& Biltonen, 1993, vgl. Kap. Il). Diesweist auf den starkenEinflul3 der
Bindung auf die Lipideigenschaften hin. EiAbnahmeder Schmelzenthalpiest konsistentmit
der Annahme, daflie Packungsdichteler Lipide in Gelphasaund/oderder flissig kristallinen
Phase sich auf eine Art und Weise verandert, die darin resultiert, daf? die beiden\rimagen
verschiedensind. Zusatzlich wurde in beiden genanntenPublikationen ein zweiphasiges
Verhaltender Bindungsisothermemm Titrationskalorimeterfestgestellt.In den Cytochrom-c-
DMPG-Komplexenkonnte gezeigtwerden, daf3 die Bindung der Proteinmolekiilezu einer
kooperativen Umwandlung in der Lipidmatrix fihrt (siehe Kapitel [I). Dies ist in
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Ubereinstimmungnit den Aussagengdie in diesemKapitel insbesondereauf der Basis der
ESR-Messungen gemacht werden.

Bei hohen lonenstarkest jedochwedereine Bedeckungder Membranin mehrerenSchichten
noch eine Veranderungder Membranoberflacheevident. In diesem Fall deckt sich das
Experiment mit der Analyse aus Abschnitt IV-5.1 (vgl.Gl.(4.17)), bei der die
Membranoberflache bei hohen lonenstarken als konstant angesehen Bedetikungn mehr
als einer Schicht ausgeschlossen wurde.

V-6 ZUSAMMENFASSUNG UND
SCHLUSSFOLGERUNGEN

Um die Bindung von Liganden an Oberflachen zu bestimmen, wurde ein statistisch
thermodynamischeAnsatz unter Verwendungnichtlokalisierter Bindungsplatzegemacht.Es
wurde eine Funktion hergeleitet,die zur allgemeinenAbleitung von Bindungsisothermen
verwendet werden kann. Unter Bericksichtigung der Beitrage der Bindung zur
elektrostatischeifreien Energie,die von der Gouy-ChapmarTheorie abgeleitetwurden, und
einer Van der Waals-Gas Beschreibung der gebundenen Ligandee eine analytische=orm
fur die Bindungskonstantegefunden,die die Bindung als Funktion der Salzkonzentration
beschreibt.

Das Modell wurde zur Beschreibungler Bindungvon Cytochromc in seinernativenund in
seinerdenaturierterFormin einemweiten Bereich der lonenstarkegetestet.Fir Bindung bei

hohenlonenstarker{(c>40 mM Na') konntendie Isothermenrselbstkonsistentjut beschrieben
werden. FUr das denaturierteCytochromc war ein negativerWert des Wechselwirkungs-
Parameter®' fur eine gute Anpassungiotwendig.Dies deutetdaraufhin, da Aggregations-
gleichgewichte des denaturierten Proteins auf der Lipidoberflache bestehen, in
Ubereinstimmungnit Analysenvon Muga et al. (1991). Bei niedrigen Salzkonzentrationen
konntengute Anpassungeran die Isothermennur dann erhaltenwerden,wenn die gesamte
Oberflacheder Membrannicht konstantgehaltenwurde. Dies 1aRt sich vermutlich auf zwei
Ursachen zurtckfihren:

1. In den hier vorgestelltenUntersuchungerwar die bestimmte effektive Ladung des
Proteinskleiner als die Ladungen(entgegengesetzteviorzeichens)der Lipide auf der Flache
einesBindungsplatzes. Das bedeutetdal? bei vollstandiger Bedeckungder Oberflachemit
Proteinmolekilendie Ladungender Lipide nicht neutralisiertsind. Unter Bedingungen,in
denendie Debye-Langedes elektrostatischerPotentials grof3er als der Durchmesserder
Ligandenist und die LadungdesLigandendie Ladungender Oberflacheauf der Flacheeines
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Bindungsplatzes nicht neutralisieren, kommt es zur Ausbildongnehrals einer Schichtvon
gebundenen Liganden.

2. Bei einer vorgegebenetahl gebundeneProteinefiihrt die ZufligungweitererProteine
zu einer Erh6hung der freien Energie des Ensemblesder gebundenenLiganden, im
wesentlichen durch die Verringerung der Entropie der Proteinverteilung. Wenn die
Bindungskonstantesehr stark ist (bei niedrigen Salzkonzentrationen),gibt es einen
Bedeckungsgradbei dem es energetischgtinstigerist, die Packungsdichtaler Lipide der
Oberflache zu verringern als die Bedeckungsdichte mit Liganden zu erlitiiéefiihrt (gemaf
den ESR-Resultaten) zur teilweisen Inkorporation der Proteine in die Lipid-Matrix.
DiesebeidenEffekte konnenzu einemkomplexenVerhaltender Bindungsisothermefiiihren.
Eine Veranderung der Packungsdichte der Lipide mul3 einen Einflud auf die
Umwandlungstemperatuund insbesondereler Umwandlungsenthalpieder Lipide haben.
Beide Effekte sind experimentellin Komplexen peripherer Proteine mit Lipidmembranen
nachgewiesen worden. Die Bindung von Cytochrom c in mehreren Schichten scheintieregen
offensichtlichen Unterschiede des experimentell bestimmten GradBsdeing ausESR-und
Bindungsexperimenten evident zu sein.

Bei hohen lonenstarken ist das Verhalten der Isothermen wenig komplex. diésemKapitel
hergeleiteterGleichungensind ausreichendum die Bindung von Cytochromc and DOPG-
Membranenohne Parameterzu bestimmen,die nicht auf unabhangigeWeise experimentell
bestimmbar sind. Dies sind die Falle, die unter physiologischen Bedingungen Giiltigkeit haben.
Bei niedrigen lonenstéarken kann die Untersuchundimtungsisothermejedochinteressante
Aufschliisse Uber komplexe Phasenumwandlungen in Lipiden und Glstabdiktatvon Lipid-
Proteinkomplexemeben.Die in diesemKapitel hergeleiteteheoretischdBehandlunglegt eine
Basisfir weitergehend®eschreibungedieserkomplexenPhanomenedie die Umwandlung
in der Lipidmatrix in adaquater Weise bericksichtigt.

ANHANG I: Herleitung von Gl.(4.3)
Die intrinsische Bindungskonstante ist definiert durch

K(@i) =K, [e‘exp@— Ake&r(i)ﬁ :
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wobei AFg((i) die Helmholtzschdreie Energieder Oberflacheist, wenni Ligandengebunden
sind. Gleichung (4.2) kann umformuliert werden zu

v=[L]K,O-
o1 e ie O AF,, (i-)O AW(l 1) O AF,, (i)-AF,, (i-1)0 AW(i) - AW(l 1)
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Wenn dieVerteilung ein einzigesMaximum hatund n- oo gilt (dasMaximumwird unendlich

scharf (T.Hill, 1960)), kann die Gleichung zu

0 d (AR, ()[H,, O d 0AWG)

V=LK e B T P g0 kT

vereinfachtwerden, da die Glieder der Summennur noch fir einen Wert von i wesentlich
verschieden von Null sind, und die Summation fallengelassen werden kann.

Unter einigenspeziellenBedingungerkann die Verteilung mehr als ein Maximum aufweisen
und die obige Naherung kann nicht gemacht werden (siehe Text).

ANHANG II: Bindung an eindimensionale Oberflachen
(McGhee/von Hippel 1974)

McGheeund von Hippel leiteten eine analytischeFormulierungfiir die Bindungsisothermen
von Liganden an eindimensionale Gitter, insbesondere von Proteinen an DN3ighathmen

an, dal3die Matrix n unterscheidbar&likrobindungsplatzenat und jeder Ligand m von diesen

Mikroplatzen mit einer durch die intrinsische Bindungskonstante K  bestimmten
Wahrscheinlichkeit besetzt. In der Abwesenheit von Wechselwirkungen zwischeigdeden

fanden sie folgende Isotherme:
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Dl@
L]=— -
H [@9+6

Der Grenzwert einer kontinuierlichen Oberflache wird erreicht, wenn m-o gilt. Die
intrinsische Bindungskonstante diesemModell setztvoraus,dafResn-m verschieden®latze
fur die Bindung des ersten Liganden gibt.einemModell, in demdie Bindungskonstantgro
Bindungsflacheadefiniertist, kann m-K durcheine KonstanteK, ersetztwerden.Wenn man
die Beziehung

-Mm —Mm
lim gugd“:e S lim S 1-6 gl = lim S
SRR w e

verwendet, erhalt man fir die Bindungsisotherme

8 006 C
[ex ,
K%G Pr—oC

was mit Gleichung(4.6) Ubereinstimmtwennder Interaktionsparametdy’ = 0 gesetztwird.
Das bedeutet, daf3 Gl.(4.6) eine exakte Losung in eindimensionalen Systemen darstellt.
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Kapitel V

Modell der kalorimetrischen Umwandlung

MONTE-CARLO-SIMULATIONEN VON LIPID-PROTEIN
WECHSELWIRKUNGEN 3

In diesemKapitel wird ein einfachesModell fur die Lipid-Proteinwechselwirkungntwickelt,
das auf Wechselwirkungerewischenbenachbartertipiden und von Lipiden in Kontakt mit
Proteinenberuht. Mit dem Modell werden kalorimetrischenVerlaufe der Warmekapazitat
berechnetind in Zusammenhanait Fluktuationender Lipidmatrix und der Proteinverteilung
auf oder inder MembrangebrachtDie berechneteiiKurven werdenmit experimentellerbSC-
Kurven von Cytochrom-c-DMPG-Komplexewverglichen. Dies steht insbesonderamit dem
zweitenKapitel in Verbindung,in demder Effekt der Proteinbindungauf die kalorimetrische
Schmelzkurve untersucht wurde. Ein weiterer Schwerpunkt diegatelsist die Bildung von
Proteinaggregateauf der Lipidoberflache als Funktion des physikalischenZustandesder
Lipidmembran,die in Zusammenhangnit der Aktivitdt periphererund integraler Proteine
diskutiert wird.

Der Inhalt dieses Kapitels wurde veréffentlicht in :
T.Heimburg, and R.L.Biltonen. 1996. A Monte-Carlo simulation study of protein-induced heat capacity changes
and lipid-induced protein clustering. Biophys.J. 70: 84-96
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V-1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Wechselwirkungvon Proteinenmit Lipiden wurde auf der Basis eines Zwei-Zustands-
Modells fuir die Lipidmatrix beschriebenjn dem Lipide entwedergelformig oder flissig-
kristallin sein konnen.In diesemKapitel wird die Wechselwirkungzwischenbenachbarten
Lipiden durcheinenfreien Energieternme bertcksichtigt,dessenGrol3edie Kooperativitatder
Umwandlungbestimmt.Es ist eine experimentelleBeobachtungdal3 bei der Bindung von
Proteinenan Lipide die Temperaturmittelpunktder Umwandlungskurververschobenverden
kénnen.Dies lal3t daraufschlieRen,dal’ die Bindungskonstantedes Proteinsan Gel- bzw.
flissig-kristalline Phaseerschiedersind. Die Differenz der freien Bindungsenergievurde als
Parameterfiir die Lipid-Proteinwechselwirkungrerwendet.Die Warmekapazitatsprofileder
Lipid-Proteinkomplexewvurden mit einer Monte-Carlo-Simulatiorberechnet.Im Bereich der
thermotropen Umwandlung koexistieren gelférmigpel flissig-kristallineLipiddoméanenDies
fuhrt zu Aggregationvon Proteinenauf der Oberflacheim Temperaturbereicer Koexistenz
von gelférmigen und flissig-kristallinen Lipiden. Eine direkte Folge der Proteinbindueige
Verschiebungund Verbreiterungder Lipidschmelzkurven.Die Gegenwartvon integralen
Proteinen fuhrte zu Umwandlungen depide, derenSchmelzprofilesich qualitativvon denen
der periphererProteineunterscheidenm Gegensatzu den periphererProteinenaggregieren
integrale Proteine vorwiegend in Gegenwart eines der beiden Zusténde der Lipide.

V-2 EINLEITUNG

Biomembranensind dynamischeSysteme mit vielen Komponenten.lhre Bestandteile,im

wesentlichen Lipide und Proteine, sikeine starrenStrukturen,sondernbeweglicheMolekile
mit einergrofRenZahl von mdglichenKonformationenund Anordnungen Die physikalischen
Eigenschaftereiner Membran sind im allgemeineneher die Eigenschafteneines makros-
kopischenEnsembles als diejenigen von individuellen Molekulen.

Das Verhalten der Lipide einer Membran ist mit demjenigen der  Proteine uUber
WechselwirkungenverschiedensterNatur verknipft und es ist anzunehmen,dal’ die

Eigenschaftender einen Komponentegar nicht unabhangigvon denjenigender anderen
betrachtetverdenkénnen.Es ist Uber eine Reihe von Fallen berichtetworden, in denendie

Funktion der Lipid-Proteinkomplexein deutlichemZusammenhangnit dem physikalischem
Zustand und/oder dechmelzerder Lipidketten steht,so fur Cytochromc (Heimburget al.,

1991), D-RR-Hydroxybutyrate-Dehydrogenag€ortese & Fleischer, 1987), Gramicidin A

(O'Connell et al., 1990; Cornell et al., 1989; Huang, 1986; Elliott et al., 1986) oder
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Alamethicin (Boheim et al., 1980). Uber Cytochromwurde in  Kapitel Il berichtet. Die
thermotrope Schmelzreaktion wird von der Gegenwart periphereimbegralerProteinemehr
oderwenigerstarkbeeinfludt.In der Regelresultiertdies in Verschiebungund Verbreiterung
des Umwandlungspeaksind unter Umstandenin  der Veranderungder Schmelzenthalpie,
speziellz.B. bei der Bindungvon Cytochromc (Heimburg& Biltonen, 1993; de Kruijff &
Cullis, 1980)und der Bindungvon Myelin Basic Proteinan geladeneMembranenRamsayet
al., 1986), der Wechselwirkung des integralen Band 3 Proteirgeal&ythrozyten(Morrow
et al., 1986) und des TransferrinRezeptoramit Lipiden (Kurrle et al., 1990). In manchen
Membranen scheinen Proteine als Reaktion auf VeranderuaegdinermotroperzZustandesier
Lipide oder der Lipidzusammensetzungggregatezu bilden (Mouritsen& Sperotto,1992),
insbesonderewurde dies bestatigt fir Membranen, die das integrale Rezeptorprotein
Bacteriorhodopsin (Lewis & Engelmat983). oder Rhodopsin(Mouritsen&Sperotto,1992)
enthalten Gramicidin A (O'Connelletal., 1990; Cornell etal., 1989; Huang, 1986; Elliott et
al., 1986) und das Peptid Alamethi¢@ennis,1989)formenKanaleoderPoren,die sich aus
Dimeren oder Aggregatester ProteineaufbauenDie Kontrolle der Bildung solcherAggregate
konntein wichtigem Maf3e von dem Gleichgewichtzwischen Monomerenund Aggregaten
abhangen und so wiederum vom Lipidzustand bestimmt werden.

In einer kirzlich verfaldten Arbeit untersuchtenSugar et al. (1993) die Dynamik der
thermotroperSchmelzreaktiorvon Lipidmembranemit Hilfe von Monte-Carlo-Simulationen,
ausgehendvon einem Zwei-Zustands-Modell fur die kooperative Umwandlung in
Lipidmembranen.Diese Formulierung geht zurtick auf die Beschreibungder Helix-Coil-
Umwandlungin Polypeptidenvon Zimm und Bragg (1959) und die Anwendung dieses
Konzeptes auf Membranen (zuerst vorgeschlagen von Maedh 1977). Membranenwerden
darin nicht als statisches sondern eddsidynamischeg€nsemblevon Molekilenzu betrachtet,
derenphysikalischernEigenschaftersich erst durch eine statistischeMittelung tGber die Zeit
definieren lassen. Der Lipidmembran wird in einer solchen Simulation erlaubt, einen
statistischenWeg durch eine Mannigfaltigkeit von mdglichen Verteilungenunterschiedlicher
Zustandeder Lipide zu nehmen.Die Observablensind dabei Gegenstand/on statistischen
Schwankungen (Fluktuationen), die in direktem Zusammenhangzum Beispiel zur
Warmekapazitat der Membran stehen.

Die aus diesem Konzept folgende Koexistenz von Lipiddomanen unterschiedlichen
physikalischerzustandesvird in denletztenJahrenin einer Vielzahl von Veréffentlichungen
diskutiert (Mouritsen & Biltonen, 1992; Fraseradt, 1991; Mouritsen,1989, 1991; Mouritsen
et al., 1992). Da die Form und statistischeHaufigkeit von Lipiddomanenein komplexes
Problem darstellen,das analytischschwer oder gar nicht handhabbarist, wurden in der
Mehrzahl Monte-Carlo-Rechnungen durchgefuhrt,aliedem sogenanntei®ink-Modell (Pink
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& Chapman, 1979; Pink et al, 1980) beruhen. Das Pink-Modell beinhaltBedanreibungler
Eigenschaftervon zehnverschiedenerZustandereinesindividuellen Lipids. Sowohl Grol3e
und Lange als auch Ladung und andereEigenschafterder Lipide werden. Auch wenn die
physikalischeWirklichkeit in diesenModellenvermutlichrichtig wiedergegebemird ist, sind
die Rechnungen jedoch nicht leichtitimen Details nachzuvollziehenDas Konzeptvon Marsh
etal. (1977)und Sugaret al. (1992, 1993) beschréankthingegendie Berechnung auf einen
einzigen Parameter, der Uber die Kooperativitait der Umwandlung entscheidet, und
stellvertretendfiir die Summealler mikroskopischenWechselwirkungenvon benachbarten
Molekulensteht. Sugaret al. (1992, 1993) konntenzeigen,daf} dieseseinfacheModell zu
gleichen Vorhersageniber die Form der kalorimetrischenSchmelzumwandlungler Lipide
fuhren wie das viel komplexere Pinkmodell.

Monte-Carlo-Rechnungen von Membranen in der GegenwarintegralenProteinverwenden
zusatzlicheParametefir die Wechselwirkungvon Lipiden mit demProtein. Ein wesentlicher
Parameter scheint dabei der Unterschied der AusdetdesiydrophoberiTeils desintegralen
Proteins und der Membrandicke zu sein, das sogenannte "hydrophobic mafetungtsen&
Sperotto, 1992; Mouritsen & Biltonen, 1992; Fattal & Ben-Shaul, 1993; Sperotto &
Mouritsen,1991; Sperottoet al., 1989, 1993), dasdie GrenzflachenenergiewischenLipiden
und Proteinenbestimmtund zum Teil zu weitreichendenNechselwirkungerfuhrt, die unter
anderem in der Aggregation von integralen Proteinmolekilen mindet.

In diesem Kapitel wird basierend auf dem Zwei-Zustands-Modell von SugalE2@2, 1993)
die Wechselwirkung zwischen Lipiden und Proteinen untersucht. Das Lipid-Proteinsyistem
dabeivon nur zwei freien Parameterrflir Kooperativitdtund Lipid-Proteinwechselwirkung
(zusatzlichzu den experimentellenGrofRen Schmelztemperatuand -Enthalpie) beschrieben.
Dabeiwird sowohldie Cp-Kurve als auchdie statistischeAnordnungder Lipide und Proteine
untersucht.

V-3 MATERIALIEN UND METHODEN

Cytochromc (Type VI, Sigma,St.Louis, Mo.) wurdein seineoxydiertenForm ohne weitere
Reinigung verwendet. Dimyristoyl Phosphatidylglycerol(DMPG, Avanti Polar Lipids,

Birmingham, Al.) wurde ohne weitere Reinigungrwendet.Da dasreine Lipid nur bei hohen
Konzentrationeneine kooperative Umwandlung aufweist (vgl.Kap.Il), wurden 300 mM

Lipiddispersionen in der Abwesenheit , ut'80 mM bzw. 50 mM Dispersionernin Gegenwart
ansteigendeMengen Cytochrom C verwendet. Als Lipid/Proteinstoichiometriein einem
Bindungsplatavurde 10 angenommeriGorrissenet al., 1986; Heimburg & Biltonen, 1993,
vgl. Kap.ll).
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Kalorimetrische Messungenwurden mit einem Hart Scientific Scanning Calorimeter bei
Heizratenvon 10 grd/Stundeund mehr, unter Verwendungeiner Zeitkonstanten-Korrektur,
durchgefuhrt.

Der integrale Teil des langsamen Kalium-Kanajg)(beginnt arder 42ten Aminosaureposition
und hat dieSequendys-leu-glu-ala-leu-tyr-ile-leu-met-val-leu-gly-phe-phe-gly-phe-phe-thr-leu-
gly-ile-met-leu-ser-tyr-ile. Er wurde synthetisch hergestellt und in  Dimyristoyl
Phosphatidylcholin(DMPC, Sigma, St.Louis, Mo.) geldst. Eine Probe dieser Lipid-
Proteinkomplexewurde freundlicherweisevon Prof.Dr.L.l.Horvath, Szeged,Ungarn, zur
Verfligung gestellt.

V-4 MODELL FUR LIPID-PROTEIN WECHSELWIRKUNG

V-4.1 Zwei-Zustandsmodell fur die Gel — Flussig
Umwandlung in Lipiden

Die Lipidumwandlung soll, folgend Sugar et al. (1993), beschriebenwerden durch die
Annahme, dal3 es nur zwei Zusténde ejadsnLipids gibt, gelférmig und fluid. DieseLipide
befindensich in einer planarenMatrix deren Symmetrieals hexagonalangenommenwird
(dichteste Packung) und treten mit anderenLipiden ausschlief3lichiiber Nachstnachbar-
Wechselwirkungen in Beziehung.

Die freie EnergiesinesjedenLipids bestehtnunmehrauszwei Betrdgen:Aus der intrinsischen
freien Energie G(wobei der Index i fur g = gadder| = liquid (flussig) steht)jeder Lipidkette,
derenGroR3esich durchdie Zahl der CH>-Gruppenund der mittleren Zahl vonTrans-Gauche-
Isomerisierungerrgibt, und in dem Beitrag der Nachstnachbar-Lipid-Lipid-Wechselwirkung
&j, der von der Art der individuellen Nachbarschaft eines jedi@ds bestimmtwird. Solange
die Breite einer betrachteter'Schmelzumwandlungiur ein sehr kleines Temperaturinterval
Uberstreicht (d.re ist klein gegentiber d&chmelzenthalpider Lipide, begehtmannur kleine
Fehlerbei quantitativenBerechnungenwenn man annimmt, dafd der Beitrag € ausschlie3lich
enthalpischer Natur ist.

Die gesamte freie Energie depidmatrix ist die Summelberalle n Lipide, wobei ng die Zahl
der gelférmigenund n; die Zahl der fluiden Lipide ist. Man erhaltfur die freie Energieder
gesamten Lipidmatrix:

G= N, BBg +n [G + Ny B:gg +n, Etgg +ny ng, (5.1
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mit den Beitragenejj von Nachstnachbar-Wechselwirkungewischengleichen(ggg, €) und
ungleichen Lipiden (gg)), wobei njj die jeweilige Haufigkeit des Auftretens dieser
Wechselwirkung ist. (5.1) kann reduziert werden auf

G=NI[G, +n [AH - TAS) +n, Dw, (5.2)

mit AH = (H| + z€)/2) - (Hg + z€gg/2) undAS = (S - §) bei einer Koordinationszahl z&in
einem hexagonalen Gitteer ParameteAwg = &gl - (€gg + €11)/2 ist in Gleichung(5.2) nur
dann von Wichtigkeit, wenn die Zahl der ungleichen N&achstnachbar-wechselwirkungen
ungleich Null ist, d.h. innerhalb der Koexistenzgegend/on gelférmig und von flissig-
kristallin. Er beschreibt deshalb durch seine Grol3e die Kooperatieititmwandlung(Huang
1963, Sugaret al., 1993). Die freie Energieanderund\G zwischenflissig kristalliner und
gelformiger Membran ist definiert durch

AG =n[{AH - TS (5.3)

was es erlaubt, mittels der Bestimmungvon AH und der Umwandlungstemperatuf, im
Differentialkalorimeter auchAS zu bestimmen:

as=2H (5.4)
T

m

Der KooperativitatsparameteiAwg kann im durch das Anpassen der theoretischen
Schmelzkurveran das Experimentgewonnenwerden. Es konnte von Sugaret al. (1992,
1993) gezeigtwerden,dal3 der qualitativeund quantitativeVerlauf der Cp-Kurve durch diese
einfache Betrachtungsweisebensogut angepal3twerden kann wie durch das wesentlich
komplexeren Pinkmodell (s. Mouritsen & Biltonen, 1992).

Bei einer SimulationbestehtdasHauptproblenmdarin, die Zahl ng| ungleicherNachstnachbar-
Wechselwirkungerfur eine Lipidmatrix bei einer festen TemperaturT zu bestimmen.Im
eindimensionaleriall 1413t sich eine exakte Formulierung eines statistischenEnsemblesvon
Zustanden angeben (Zimm & Bradf)59), die durchder Zahl der geschmolzenehipide und
der Zahl der ungleichen Nachstnachbar-Wechselwirkungen beschrieben wird.
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Lipid-Lipid
ww: ‘i{uﬂl

Ang=4

Abb.V-1
UmwandlungeinesLipidmolekuilsin einemhexagonalenGitter von fllissig nach gelférmig
(betrachtet wird das zentrale Lipid mit seinen 6 nachsten Nachbarn)

Fur den zweidimensionalen Fall ist bisher keine Beschreibung bekannt. UnsSdiegierigkeit
zu umgehenvurdenMonte-Carlo-Simulationemurchgefuhrt,in deneneine Lipidmatrix mit
diskreten Werten fur den Zustand jedes Lipids erzeugt wird. Fiur jedesdtipiddieserMatrix
die Art der Lipide in der direktebimgebungbekanntund mankannfir jedesLipid individuell
die WahrscheinlichkeitinerUmwandlungvon Gel nach Fluid oder umgekehrtangebenDie
Umgebungjedes Lipids wird durch Berlcksichtigungder fur jedes Lipid individuell zu
bestimmenden Veranderung Ang; der ungleichen Nachstnachbar-Wechselwirkungen
bertcksichtigi(sieheAbb. V-1). Fir jedesLipid ist die Gleichgewichtskonstantgegebenist
durch

0 AH-TIAS+An, Aw,
K=ex . &L 5.5
PH RT r (5:3)

Nach statistischerWahl eines Lipids in der Matrix kann man durch Wichtung mit der
Gleichgewichtskonstanten (5.5) einen (von der Temperaturabhdngigen)neuen Zustand
bestimmen.Man nenntdiesesVorgehenMetropolis-Verfahren Dieser Proze3mul3 fiir alle
Lipide fr eine hinreichend grof3e Zahl von Malen wiederholt werden, sodgBsdisteéMatrix
auf eine zufallige Art und Weise durch den gesamtenPhasenraumwvandert, wobei jede
statistische Anordnung von gelformigand flissigenLipiden mit der ihr eigenenstatistischen
Wichtung an der Bestimmung der gemittelten thermodynamischen Gré3en teilNifederdie
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Verteilung noch die gesamteAnzahl von gelférmigen oder fluiden Lipiden (und damit die
Enthalpie der Matrix) bleibt dabei konstant.

75

Wi K”/‘WMWWMM % fluid
rﬁ" W 34

1000 Zahl der Monte Carlo Zyklen 10000

Abb. V-2

Fluktuationen des mittleren prozentualenAnteils von fluiden Lipiden um einen mittleren
Wert von 50% Uber 9000 Monte-Carlo-Zyklen.VerwendeteParameter waren: AH=8700
cal/mol, T,=310.3 K, Aw,=310.3 cal/mol bei T=310.3 K

Nach einerbekannterBeziehungder statistischerMechanik kdnnendie Fluktuationenin der
Enthalpie der gesamten Matwkirch folgendeBeziehungzur Bestimmungder Warmekapazitat
benutzt werden (Hill, 1960):

1 ——z
Co = {H - H) . (5.6)

Die mittlere quadratische Abweichung der EnthatigeLipidmembran(H = N-Hg + Nj-_H +
<ng>-Awg)) vom Mittelwert, die man in einer gentugendlangen Monte-Carlo-Simulation
bestimmen kann (siehe Abb. V-2) ist proportional zur Warmekapaztat C

V-4.2 Wechselwirkung von Lipiden mit Proteinen

Esist eine experimentelbeobachtbar&atsachegdal3die Bindungvon Proteinenan Lipide die

thermotropen Eigenschaftenvon Membranen betrachtlich verandern kénnen (siehe z.B.

Kap.Il). Gemeinhinsind die Schmelzumwandlungeder Lipide verbreitertund auchin ihrem
Mittelpunkt verschobenBei integralenProteinenweild man, dal3 um jedes Proteinmolekdl
herum eine Lipidgrenzschichtexistiert, die in ihrer Kettenflexibilitat behindertist und in

Elektronenspinresonanz-Untersuchungsne gelahnliche spektrale Komponente hervorruft
(Marsh & Watts, 1982).

Wenn mandie komplexenDetailsder Umwandlungfir einenMomentbeiseitela3t, kannman
den Effekt des Proteins auf Lipide mit folgendem einfachen Schema demonstrieren:
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G+P._M_.L+P
bi b Kq
GP g - LP

Es enthalt das GleichgewichvischenGel und Fluid (G - L), die Bindungsgleich-gewichte
G +Po GPundL + P- LP und das SchmelzgleichgewiatesLipid-Proteinkomplexe& P
~ LP mit denGleichgewichtskonstante1, K2, K3 und K4. P ist dasfreie, ungebundene
Protein. Da die freie Energie eine Zustandsfunktion ist, muf3 gelten

K, K, =K, K, ,

(5.7)
KiZ2K, O K,#K,
Dasbedeutetwenndurchdie Proteinbindungdie thermotropeLipidumwandlungverschoben
wird, muf3 als direkte Konsequenzdie Bindungskonstanteles Proteinsan die gelférmige
Membranvon der Bindungskonstantan die fluide Membran verschiedensein. In anderen
Worten heil3t das, dafd die Bindungsreaktiordie Verschiebungder Umwandlungstemperatur
verursacht.Sie verursachtunter Umstandenauch eine Veranderungder Schmelzenthalpie.
Diese Betrachtungist auch dann gultig, wenn sowohl die Umwandlungen als die
Bindungsreaktionein mehrererSchrittenerfolgen(vgl. mit denBindungsmodellenn Kap.ll
und V).

Im folgendenwird die Wechselwirkungeines Proteins mit einem Lipid durch die freien
EnergienGp9 und Gp| der Bindung desProteinsan Gel- und fluide Phasedes Lipids, und
mittels der differentiellen Bindungsenerdi&, = GpI - GpY= AHp - T-AS, beschrieben.

Die Verschiebungder Lipidumwandlung bei vollstandiger Sattigung der Membran mit
Proteinmolekilen kann ausgedriickt durch:

_AH+AH,  AH
"7 AS+AS,  AS

, (5.8)

wobeiAH undAS definiert sind wie in (5.4).
Fur den Fall daBS, = O ist, reduziert sich Gleichung (5.8) &ffm =AHp/_S.
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Abb. V-3
Wechselwirkungzwischenperipheren oder integralen Proteinen mit Lipiden, beschrieben
durch die Wechselwirkungsenergidoy, undAG..
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Sowohldie Veranderungemler Schmelzenthalpials auch der Entropie kbnnenexperimentell
bestimmtwerden.Im Beispiel von Dimyristoyl-Phosphatidylglycero{DMPG) in Komplexen
mit Cytochrom c (vgl.Kapitel 1l undll) betragt dieEnthalpieAH = 6 kcal/molund AS = 20.2
cal/mol-deg,die Veranderungder Schmelz-enthalpiéei Bindung des ProteinsAHp = -4.3
kcal/molund ASp = -14.6 cal/ mol-deg(bestimmtaus der Veréanderungder Schmelzenthalpie
und der Schmelztemperatuin Kapitel 11). Dies ist aquivalenteiner differentiellen freien
Bindungsenergievon AGp = 101 cal/mol am Schmelzpunkt der Lipide (AGp ist
temperaturabhangigginer Umwandlungstemperatudes Lipids von Ty, = 24 °C und einer
Verschiebungoei Bindungvon Cytochromc von AT, = 5 grd (sieheAbb. V-16). In diesem
Fall ist augenscheinlich die Bindung des Proteins an die Gelphase energetisch begunstigt.

V-4.3 Monte Carlo Simulationen

Monte Carlo Simulationenwurden unter Annahmeeiner hexagonalerLipidmatrix mit 61*61
Lipiden (3721 Lipide) durchgefiihrt.Zwischen den Koordinatenachsemx und y liegt ein
Winkel von 60°. Die Matrix ist definiert als

M(x,Yy), -30<x,y<30

mit periodischenRandbedingungersodal3gilt: M(31,y) = M(-30,y), M(-31,y) = M(30,y),
M(x,31) = M(x,-31) und M(x,-31) = M(x,30). Diese Randbedingungeifiihren zu einem
Vesikel mit ringformiger Geometrie.

Jedes Lipid hat in einer hexagonalen Matrix 6 Nachbarn. Fuir jedes individuellglbpes bei
einergegebenerNachbarschafeine Wahrscheinlichkeits im flissig kristallinen Zustandzu
sein, die durch

K 0 AH-TIAS+An, [Aw, +AE, [

P = , K= expE— R (5.9)

gegeberist, wobei Awg und AEp ( = AGp, hier zur Vereinfachungals temperaturunabhangig
definiert) die beidenParametessind, die die Form der Umwandlungbestimmen(AEy, # O,
wenn einLipid von einemProteinmolekibedecktist und es gleichzeitigflissig-kristallinist).
Dabei seAng| die Veranderungler Zahl der ungleichenNachstnachbar-Wechselwirkungkei
einer Veranderung eines einzelnen Lipids von gelférmig nach flissig kristallin st (+ < 6
im hexagonalen Gitter).
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Eine zweite Matrix P(x,y) mit 61*61 Platzenwird verwendetdie die méglichenMittelpunkte
der Positioneneiner Zahl von np Proteinmolekulenenthalt, die mit der Lipidmembran
wechselwirken, und dieit denjenigerder Lipidmatrix M(x,y) aufeinanderfallersollen. Jedes
ProteinhabeeinenRadiusrg und bedeckeeine Flache,die der Oberflachevon n Lipiden, mit
deneneswechselwirkt,entspricht.Bei jedem Monte-Carlo-Schrittmul? nebender Zahl Ang;
Uberpruft werdenpb dasgewahlteLipid von einemProteinmolekibedecktist odernicht. Es
ist offensichtlich,dal3dies einenEinfluf3 auf die Wahrscheinlichkeihat, ein gelférmigesoder
flissig kristallines Lipid zu finden.

Monte-Carlo-Zyklenwerdendurch zufallige Wahl von Lipiden und durch eine statistischen
EinstellungdesLipidzustandentsprechendler Wahrscheinlichkeitaus GI.(5.9) ausgefihrt.
Die Auswahl geschieht mit Hilfe eines Zufallszahlengenerators, flaldeggnerierendekKeim
die Computerzeibenutztwurde. DiesesVerfahrenstellt sicher, dal3 sich Zufallszahlenfolgen
nicht wiederholen.

Zu Beginn werden die Proteinmolekiile auf eine statistische Art und Weise auf der
Lipidoberflache verteilt. Es gibt jedoch keinen Anlaf3, ihren Ort auf einer nahezu
kontinuierlichenOberflacheals unveranderlictzu betrachtenLal’t mandie Molekile sich frei
bewegen, bewegen sie sich durch Diffusion auf eine Weise, die von dedsaltipide in der
UmgebungdesProteinsabhangt.Es ist offensichtlich, dafd die Proteinein unterschiedlichen
Lipidumgebungen verschieden stark gebunden sind, solange gilt AEp#0. Die
WabhrscheinlichkeitPy,, dafd ein Proteinin eine bestimmteRichtung um eine Lipidposition
diffundiert, hangtdavonab, wie sich die Zahl n| der geschmolzenehipide unterdemProtein
dabei verandert. Sie ist gegeben durch:

. i An, (i) [AE,
PAIF% » Ka()= exg n(l) E (5.10)

1=012,..,6

Der Index i steht fur die sechs verschiedenen Richtungen in einer hexagonalen Mditigjen
Proteinediffundierenkénnen.i = 0 beschreibdenFall, in demsich dasProteinmolektilnicht
bewegt. Die Entscheidun@ welcheRichtungein Proteinmolekuldiffundiert, wird wiederum
mittels einer Zufallszahlund der WichtungausGl. (5.10) getroffen. Es wurde angenommen,
dal3die Diffusionsrateder Proteinelangsamesls die Umklappratender Lipide zwischenGel
und Fluid ist. Dies bedeutet,dal3 genligendZeit besteht,in der sich die Verteilung der
gelférmigen undluiden Lipide anjede Veranderungler Proteinanordnung@npassetkann. Es
ist ganzklar, dal3nunmehrdie Lipidverteilungund die Proteinverteilunganeinandegekoppelt
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sind und die Lipidverteilungvon der Proteinverteilunglund umgekehrt)abhangt. Dies flhrt
weiter unten zu wichtigen Voraussagen bezuglich der raumlichen Anordnung von Proteinen.
Die Zahl der Monte-Carlo-Zyklerdie notwendigist, um einenreprasentativefad durchden
Phasenraunzu gehen, hangtvon der Gro3e der Matrix und den Eingabeparameterder
Simulation ab. Ein Monte-Carlo-Zyklus sei hier definiert als éleeibestimmunglesZustands
von 61*61 statistischgewahltenLipiden. Ein guter Test, ob die Simulation lange genug
andauertebestehtim Vergleichder spezifischeiWarmeC, , diein Gl. (5.5) definiert wurde

mit ihrer eigentlichen Definition:

_dH

c =1
PodT

(5.11)

Im Zusammenhangnit den hier durchgefihrterSimulationenstellte es sich als ausreichend
heraus fur einen gegebenerParametersatz0000 Monte-Carlo-Zyklendurchzuflihren Dabei
wurde nach jedem Zyklus die Position jedes 10ten Proteinmolekuls neu bestimmt.

V-5 RESULTATE

V-5.1 Lipidmembranen

Eine ausfihrliche Analyséer thermotroperSchmelzumwandlungon reinenLipidmembranen
wurdevon Sugaret al. (1992,1993)unter Verwendungdesin AbschnittV-4.1 beschriebenen
Modells durchgefiihrt Es gelangden Autoren dabei, die Umwandlungkleiner, unilamellarer
Vesikeln (SUV = small unilamellar vesicles) des Lipids Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin
(DPPC) zu beschreibenln Abb. V-4 sind errechnetenCpy-Kurven einer Lipidmembran
abgebildet, berechnetmit Hilfe der von Sugar et al. bestimmten Werte fur die
Schmelztemperatur,J( = 310.3 K) und die SchmelzenthalgsH = 8.7 kcal/mol) fir DPPC-
SUV. Zwei verschieden&Verteflr den Kooperativitatsparametewurden verwendet:Awy| =
282.4 cal/mol und Awg = 310.3 cal/mol. Der erste ZahlenwertdiesesParameterentspricht
dem von Sugar et al. bestimmten Wert flr die DPPC-SUV.

Die Warmekapazitatvurde aus den Fluktuationender Monte Carlo Simulationenerrechnet.
Gleichzeitigmit der Warmekapazitatvurden auch anderemittlere Gréf3enbestimmt,darunter
die mittlere Fraktion f des geschmolzenenLipids und die mittlere Zahl ungleicher
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Nachstnachbar-Wechselwirkungerng>, die die Herleitung von Aussagen Uber die
Verteilung von Lipiden unterschiedlichen Zustandes erlaubt.

Awyg,
'O 282.4 calimol
| 310.3 calimol ¥

War meka paz tdl C_ [ calimol deg]

T-t:nr.;uilu K]

Abb.V-4
Monte-Carlo Simulationen des Verlaufes der spezifischen Warigr eine Lipidmembran
mit AH=8.7 kcal/mol, T,,=310.3 K und Aw,=282.4 cal/mol ([J) bzw. Aw,=310.3 cal/mol

(o).

Bei VergroRerung des Parametfogy nimmt die Kooperativitatzu. Dies muBintuitiv so sein,
da dieKoexistenzvon fliissigenund gelférmigenLipiden energetischungtinstigemwird. Diese
Tatsachdthrt zur Ausbildung von Domanenflissiger und gelférmiger Lipide, die abhéangig
von der Grol3e voAwg immer grofewerden,bis sie im GrenzfalleinesunendlicherWertes
nur noch eine einzige Domane einer Sorte zulassen, die j@ eageraturentwedergelférmig
oder flussig kristallin ist. Dies ist der GrenzfaliendlicherKooperativitatbeziehungsweisder
Grenzfall einer Umwandlung erster Ordnung. In den hier beschriebenerallen hat die
spezifischeWwarmeimmer endlicheWerte, sodaldmandie Lipidumwandlungals Umwandlung
zweiter Ordnung betrachten muf3.
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Am Cp-Maximum (T=310.3 K)
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Oberhalb des C,-Maximums (T=311.3 K)

Abb. V-5

Lipidmatrix bei 3 verschiedenefemperaturerunterhalb, auf und oberhalb desMaximums
der Warmekapazitat fur DPPC, berechngiter Verwendungfolgender Parameter: AH=8.7
kcal/mol, T,=310.3 K, Aw,=310.3 cal/mol. Gelférmige Lipide sind als schwarze,fluide
Lipide als weil3e Punkte dargestellt. Die berechneteMatrix hat eine Gréf3e von 61-61
Lipiden undist innerhalb der Raute dargestellt.Der Restder Darstellung ergab sich unter
Verwendung von periodischen Randbedingungen.

In Abb. V-5 sind reprasentativelipidverteilungenvon DPPC-Vesikelnmit Awg = 310.3
cal/mol bei drei Temperaturenabgebildet,die die Ausbildung von Domanen der Lipide
verschiedenerZustandesserdeutlichen. Die Domanengrof3ast notwendigerweiseabhangig
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von Temperatur und von der Kooperativitat der Umwandlung. Wie Abbziyéntnehmenst,
ist die Form deDomanenkomplex. Die Vielzahl mdglicherAnordnungerder Oberflacherder
Domaénen tragt zur Entropie des Systems bei. Um qualitative Auszageaichen soll hier ein
Parameter definiert werdeder die Grol3eder Doméanemicht als Funktionder Zahl derin ihr
enthaltenen Lipide beschreibt, sondern als Funktion des VerhaltmgsetienDomanenflache
und Doméanenoberflache. trer Regelist der Umfang proportionalzum mittleren Radiuseiner
Domane wahrenddie Flachequadratischdavonabhangt Ein Aquivalentzum Doméanenradius
(der fluiden Lipide) ergibt sich deshalb aus der Beziehung

R=__

ny)
wobeif der Anteil fluiden Lipids in der Matrix und <ngl> die mittlere Anzahl von Gel-Fluid-
Wechselwirkungen pro Lipid ist. Die Gro3e R ist jedoch nur in sehr abstrakter ddeisalent
zu einem mittleren Radius. In dieser Darstellungist die DoméanengréRenicht mehr davon
abhangig,ob sich zwei benachbarteDoméanenan einem Punkt beriihrenoder nicht. R ist
vielmehr ein Mal3 fur die Komplexitat der Oberflacheder Doméanen,was eine wesentlich
bedeutungsvollere Grol3e ist als das reine Volumen jeder Domane.

In Abb. V-6 ist wurde Rl als Funktion des Logarithmus' der Fraktion fluiden Lipids
dargestellt. Es ergibt sich in dganzenBreite der Umwandlungengdie in Abb. V-4 dargestellt
wurden, ein in guter Naherung lineares Verhalten:

M) __agin(r)+b (5.12)

Dabeisind sowohla als auchb monotoneFunktionenvon Awyg|, was bedeutetdal3 fir alle

Fraktionenf die Gesamtoberflachder Domanenkleiner wird, wenn Awg groRerwird. Die

Grenzflacheder Domanenist also nicht zur Wurzel aus der Gesamtflacheproportional und

entspricht deshalb keinem Umfang im klassischemSinne. Dies deutet auf ein fraktale

Dimension der Oberflache hin (Stauffer, 1985). ObwohdieserArbeit von Beziehung(5.12)

kein weiterer Gebrauchgemachtwird, sollte sie in flr zukinftige Behandlungenwichtige

Hinweisefur die Herleitungeiner analytischenForm der Cp-Kurve von Lipidumwandlungen
geben.
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Abb. V-6

HalblogarithmischeAuftragung der inversenClustergrof3el/R gegendie Fraktion fluiden
Lipids fur AH = 8.7 kcal, T, = 310.3 K und die beiden angegebenen WerteAtiy|

V-5.2 Wechselwirkung von Lipidmembranen mit
peripheren Proteinen

An die Membranendie im letztenAbschnittbehandelivurden, sollen jetzt periphereProteine
gebundenwerden. Die Simulationendienendem Ziel, beispielhaftdie Wirkung peripherer
Proteineauf Membranereu beschreibemund auch VoraussagerallgemeinerNatur zu treffen.
Dabeiwurde (willktirlich) ein Proteindurchmessanit finf Lipiddurchmesserrangenommen,
was einer Bedeckungvon 19 Lipiden pro Proteinmolekilentspricht.Auf die Membranmit
61*61 Lipiden passen deshalb ungefahr 190 Proteinmolekile bei hexagonal di¢tdeg&tang.
Die gewahlteGrol3edesProteinsliegt in der Grol3enordnungler Querschnitteder peripheren
Proteine Cytochrom ¢ca.10- 12 Lipide/Protein;Kap. Il und1V) oderPhospholipasé (ca.
20 Lipide/Protein).

Die Wechselwirkungsenergiaurde als AE, = 200 cal/mol Lipid angenommenDies liegt
wiederum inderselberGréRenordnungvie bei der Bindungvon Cytochromc an Dimyristoyl
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Phosphatidylglycerol (siehe Methodenteil und Kap.Il), A¥~100 cal/mol Lipid betragt.Auf
19 Lipide umgerechnet, betragt der Gesamtuntersci@eBindungsenergian Gel- und fluide
Phase 3800 cal/mol Protein. Bei Cytochrom ¢ wahre dies ein 1200 cal/mol Protein.

Es wurdenSimulationenmit 30, 60, 90 und 120 Proteinenpro Oberflachedurchgefiihrtwas
einem Bedeckungsgradvon ca. 16%, 31%, 47% und 63% entspricht. Auf hohere
Bedeckungsgrade wurde verzichtd,sie aufgrundder entropischerBeitrageeiner Verteilung
nur unter extremen Bedingungen(bei extrem starken Bindungskonstantenangenommen
werden (vgl.Kap.lV).

Am“;l g 310.3 cal'maol
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Abb. V-7

Monte-Carlo Simulationen der Warmekapazitatsprofilevon Lipid-Proteinkomplexenmit
unterschiedlicherBedeckungsgradeder Lipidmatrix mit peripherenProteinen: (von oben
nach unten) 0%16%, 31%, 47% und 63% BedeckungVerwendeteParameterwaren: mit
AH=8.7 kcal/mol, T,=310.3 K und Aw,=310.3 cal/mol und AEP=200 cal/mol mit einer
ProteingréRe entsprechend 19 Lipidquerschnitten und einer Lipidmatrix mit 61-61 Lipiden.
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Abb. V-8

Lipidmatrix (61-61-Matrix, links) undProteinmatrix (60 Proteine,rechts)fliir Komplexe.aus
Lipiden undperipheralenProteinen, bei Temperaturenunterhalb (oben), am (Mitte) und

oberhalb (unten) des Maximumsder Warmekapazitat.Bei 312.3 K erkennt man eine

Aggregation der gebundenen Proteinmolekile auf den Geldomanenipidss (gelférmige
Lipide sind als schwarze Pixel, fluide Lipide als weil3e Pixel dargestellt. Verwendete
Parameter waren: miH=8.7 kcal/mol, T=310.3 K undAw,=310.3 cal/molund AE,=200

cal/mol (entsprechend AT,=7.1°) mit einer ProteingroBe entsprechend 19
Lipidquerschnitten.

In Abb. V-7 werden die, in den Monte-Carlo-Simulationenbestimmten, Verlaufe der
Warmekapazitédbei den angegebenerrroteinbedeckungsgradéseschriebenDie Parameter
wurden in Analogie zu der Bindungpn Cytochromc an DMPG so gewahlt,dafRdie Bindung
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einesgelférmigenLipids an ein Proteinmolekilenergetischbeginstigtist. Qualitativ ergibt
Abb. V-7 folgendesVerhaltender Schmelzkurven:Mit zunehmendenBedeckungsgradier
Membran (streng-genommetiner Monolayerder Membran)mit Proteinmolekilerwerdendie
Cp-Maxima zu héheren Temperaturenhin verschoben.Die Form der Umwandlung wird
asymmetrischund verbreitert. Im Grenzfall vollstandiger Bedeckungder Membran (nicht
gezeigt)ist die Umwandlungwieder ahnlich kooperativwie die Umwandlung des reinen
Lipids. Im vorangegangeneAbschnitt wurde beschriebenwie der Kooperativitatsparameter
zur Ausbildung von Domanenvon Lipiden gleichen Zustandsfuhrt. Die Randbedingung
differentieller Bindung vorProteinmolekuleran Membranenund dasZulassereiner Diffusion
der Proteine auf der Lipidoberflache fihrt destmallziner Anreicherungvon Proteinmoleklen
auf den gelférmigenLipiddomanen.Umgekehrtheil3t das auch, daf? sich an den Orten der
Proteinesich bevorzugtGel-Doméanerausbilden.In Abb. V-8 wird die Verteilung der Lipide
bei drei reprasentativeifemperaturerunterhalb,innerhalbund oberhalbder Umwandlungmit
der Verteilung periphergebundeneL.ipide fir dasBeispiel einesBedeckungsgradeson 31%
verglichen.Es ist augenscheinlichdal3,ahnlichwie in demFall der reinen Lipidmembran,in
angemesseneribstand der Temperaturunterhalb und oberhalb des Cp-Maximums keine
Ausbildungvon Doméanensignifikanter Grof3estattfindet. Die Verteilung der Proteinmolektile
auf der Oberflacheist allem Anschein nach statistisch.In der Nahe des Maximums der
Warmekapazitat hingegen ist die Ausbildwan koexistierendeboméanenausgepragund die
Verteilungvon Proteinmolekulerauf der Oberflachewird von der Anordnungder Doménen
entscheidendnitbeeinflul3t.Es findet eine Aggregationvon Proteinmolekulerstatt, die ohne
eine direkte Wechselwirkungvon Proteinen miteinander stattfindet. Die Wechselwirkung
propagiertausschliel3lichiberdie Lipidmembran.Um diesenEffekt genauerzu beschreiben,
wurde ein Parameteibestimmt,der die Aggregationquantifizierbarmacht. Dieser Parameter
wurde aus dem mittleren Abstand zwischendirekt benachbarterProteinen berechnet.Der
minimale Wert dyin diesesAbstandswird in einem vollstandig aggregierten,gitterférmig
angeordneterProteinclusterangenommenund wird ausschlieB3lichvom Durchmesserder
Proteinmolekiile bestimmt. Der statistische Wert drangom ist im  Computerexperiment
bestimmbarwennAEy = 0 gesetztwird, d.h. wenn kein Kopplung zwischenLipidmembran
und Proteinen besteht.
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Abb. V-9

Protein Cluster Parameter C(T) fur die Monte Carlo Experimenteaus Abb. V-7 bei vier
verschiedenen Bedeckungsgraden Membranmit peripherenProteinen. Es zeigtsich ein
ausgepragtes Maximum, das bei hoheren Bedeckungsgeadie Cp-Kurven aus Abb. V-7
zu héheren Temperaturen hin verschoben ist.

Mit diesenbeiden GroRenund dem erhaltenen(tiber alle Monte Carlo Zyklen gemittelten)
mittleren Abstandd(T) lalt sich bei einer gegebenTemperatur(im Fall, dal3 gilt AE;#0) ein
Clusterparameter C(T) bestimmen, der wie folgt definiert sei :

C(T) = drandom — d(T) .

; ; (5.13)

random min
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Der ClusterparametetC(T) hangt vom mittleren Abstand drandom i Abwesenheit von
differentieller Bindung (AEp=0), demminimalenAbstanddmin und demgemessenemittieren
Abstandd(T) ab. Er nimmt Werte zwischenNull (keine Aggregation)und eins (vollstandige
Aggregation ) an.

Warmekapazitat C 3 [cal/mol deg]

;,-,/_,_..
]

Temperatur [K]

Abb. V-10

Kalorimetrisch bestimmte Verlaufe der Warmekapazitatvon DMPG-Dispersionen in
Abwesenheitvon Cyt.C und in Gegenwartvon ansteigendenKonzentrationenvon Cyt.C,
entsprechenceiner Bedeckungder Membranoberflachevon 15%, 30%, 50% und 100%.
Verwendetwurde ein Puffer mit 2mM Hepes, 1mM EDTA, pH 7.5-9. Die DSC-Kurven
wurden bei 2°/Stunde(a,b,c) bzw. 20°/Stunde(d und e) aufgezeichneund bezlglichder
Kalorimeterzeitkonstante nicht korrigiert.

Fur die vier in Gegenwartvon peripherenProteinen beschriebenCy-Kurven (Abb. V-7)
wurden die Profile des Clusterparameter€(T) bestimmtund in Abb. V-9 dargestellt.Die
Aggregationder Proteinebesitztein Maximum in der Nahe des Punktes,an dem Doménen
fluider und gelférmiger Lipide zu ungefahr gleichen Anteilen koexistieren.Mit hdherem
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Bedeckungsgrad der Lipidoberflache mit Proteinmolekilen verschieldisgdsMaximum zu
héheren Temperaturen, wie das atinhden funktionalenVerlauf der Warmekapazitain Abb.
V-7 der Fall ist. Die Aggregationder Proteineist eine zwangslaufigeFolge der differentiellen
Bindung, die wiederum eine direkte Konsequenzder experimentell beobachtetendurch
Proteine induzierten Verschiebung dgsMlaximums ist.

Um die Gltigkeit desModells zu bestatigenyurdendie errechneterCp-Kurven (Abb. V-7)
mit kalorimetrischen Daten verglichen. Abb. V-10 zeigt den Einflul3 der Bindungedliggeren
ProteinsCytochromc an Dimyristoyl-Phosphatidylglycero{DMPG)-Membranerauf die Cp-
Kurven als Funktion des Bedeckungsgrades der Membran.

Die experimentellenParameterdieses Systemsunterscheidersich etwas von den in der
SimulationverwendetetWertenAH = 6.0 kcal/mol, T = 297 K, AEp = 100 cal/mol Lipid ,
vgl. Kap.Il). Die experimentellenCp-Kurven in Abb. V-10 gleichen jedoch qualitativ den
errechneterKurvenin Abb. V-7, wobei die proteininduzierteVeranderungder Kurven auch
quantitativ in vergleichbaren Grol3enordnungen liegt. Eine exakte Beschreibu@g\dentaufe
wird dadurchverhindert,daf3 fir den Fall der Bindung von Cytochromc an DMPG das
Membranpotentialerandertwird. Dies kann wiederumeinen Einflul3 auf die physikalischen
Eigenschafterder Membranenhaben(sieheKap.Il und V), die in dem hier beschriebenen
Modell nicht bertcksichtigt wird. Zudem ist, wie erwahnt, bei Cytochrom-c-DMPG-
Komplexen der ParametaEp nicht konstant mit der Temperatur.

Man erkenntdeutlich die sich mit zunehmendeBedeckungsgradergrol3erndev/erschiebung
desCp-Maximumszu héherenTemperaturerund erkenntaucheine sehrahnlicheProgression
des qualitativenVerlaufesder Kurven wie in den Simulationen.Sie zeigen bei niedrigeren
Bedeckungsgraden eine stark anstei-gende Flanke am unteren Ende der Umwarcti&imen
flachen Abfall am oberen Ende der Umwandlung, wéhrend digsdherenBedeckungsgraden
(sowohlin der Simulationals auchim Experiment)umgekehrtist. DiesesVerhaltenlafdt sich
damit begriindengal3die Anzahl der Lipide, die in direktemKontakt mit Proteinensteht, bei
hoheremBedeckungsgradrof3erist. DieseLipide schmelzenm statistischerDurchschnittbei
hoheren Temperaturen als die Lipide, die nicht in direktem Kontakt mit Proteinen stehen.
Eine Folge dieser Beobachtungenst, dald auch in dem Cytochrom-c-DMPG-Systeneine
Aggregation der Proteine auf der Lipidoberflache stattfinden muf3.



Kooperativitdt der Schmelzumwandlung 126

V-5.3 Wechselwirkung von Lipidmembranen mit integralen

Proteinen

Das Modell des vorangegangenen Kapitels kanmgeringfligigenvVeranderungeruf integrale
Proteinelibertragerwerden.Ein Problemhierbeiist die Diffusion der integralenProteine,die
nicht so einfach beschriebenkann, wie die Diffusion der peripheren Proteine. Die
Diffusionkonstante ishicht nur durch die WechselwirkungerzwischenProteinenund Lipiden
gegebersondernzudemdurchdie lateraleViskositatder Lipidmembranselber. Im folgenden
wird die Problemstellungvereinfacht,indem eine experimentelleBeobachtung(aus ESR-
Messungen(Marsh & Watts, 1980) benutzt wird, die zeigt, daf’ Lipide in der direkten
Umgebung der integralen Proteine in Mobilitdt der Kettenisomerisierungenwesentlich
eingeschrankt sind. Sie fihren zu einer Komponente in den ESR-Spéelierem wesentlichen
denjenigenvon gelférmigen Lipiden &hnelt und in gewissenenTemperaturgrenzerauch
oberhalb der Lipidumwandlung erhalten bleibt. Biperimentedeutendaraufhin, dal3eseine
fest gebundend.ipidgrenzschichtum ein integralesProtein herumgibt. Es wird deshalbim
folgendenangenommengaljedesintegraleProteinin ersterNaherungvon einer Lipidschicht
einer Sorte (entweder flissig oder gelformig) umgeben ist, die durch eine starke
Wechselwirkung(wie zum Beispiel die "hydrophobic matching”-Bedingung(Mouritsen &
Sperotto, 1992) zustande kommt, und auch beim Durchlaufen der Umwandlung erhalten bleibt.
Dies fiihrt dazu, dal} jedes integrale Protein mittels seiner gelférmigen oder @Grlerschicht
auf die gleiche Arund Weisemit den tibrigenLipiden wechselwirkt,wie diesein gelformiges
(bzw. fluides) Lipid tate. Durch diese Vereinfachungwird in der Simulation sogar ein
Parameter(AEp) weniger bendtigt als im Falle der peripherenProteine. Das Problem der
Diffusion wurde hier dadurchintegralerProtein geltst, dal3 man wie im Kapitel zuvor ein
annimmt, dal3 das Protein peripher gebundenist, aber eine solch hohe differentielle
WechselwirkungsenergidE, (- ) aufweist, dald (fir den Fall einer gelférmigen
Grenzschicht) alle Lipide unterhalb des periphd?esteinsnotwendigerweiséanmer gelformig
sind. Dieser gelformig&ern unterhalbdesperipherenProteinswurde als aquivalentzu einem
integralen, gelformigen Teil des Proteins angesehen.

Bei der Bestimmungder mittleren Gro3enfir die Enthalpie,den Anteil des geschmolzenen
Lipids und die Zahl der ungleichenN&chstnachbar-Wechselwirkungeer Lipide werdendie
demintegralenTeil der Proteinezugerechnetefunkteder Matrix nicht mitgezahlt. Fir die
Diffusion der Proteinwird alsoderselbeAlgorithmus benutztwie fur die peripherenProteine.
Es wird dieselbe Simulation fur die integralen Proteine wig@iiphereProteinedurchgefihrt,
mit dem Unterschied, daf3 die Zahl der Lipide anders gezéhlt wird urhatelektionsparameter
AEp auf eine sehr hohen Wert gesetzt wird.
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Abb. V-11

Monte-Carlo Simulationen der Warmekapazitatsprofile von Lipidkomplexen mit
unterschiedlichenGehalt von integralen Proteinen: (von oben nach unten) 0, 30, 60 und
90 Proteinmolekiile,eingebettetin eine Matrix mit 61-61 Platzen. VerwendeteParameter
waren: mit AH=8.7 kcal/mol, T,=310.3 K und Aw,= AE.310.3cal/mol mit einer
ProteingréfRe entsprechend 19 Lipidquerschnitten.

In Abb. V-11 sind die Verlaufe der Warmekapazitaflr eine Membran dargestellt,die so
definierte integrale Proteine enthéalt. Sie weisen einen Durchmesserauf, der (wie bei den
peripheren Proteinen) 5 Lipiddurchmessernentspricht. Man erkennt, dafl} wie bei den
peripherenProteinendie Umwandlungverbreitertund zu hdherenTemperaturerverschoben
wird. Bei allen Proteinkonzentrationetiegt jedoch das Maximum der Warmekapazitatam
unteren Ende der Umwandlung. Ein wesentlicher Unterschied zwischen integralen und
peripheren Proteinen ist insbesondéaanersichtlich,wennfir einenreprasentativefrall (60
integrale Proteine in einer 61*61 Matrix, von der 2581 PléitzeLipiden und 1159 Platzevon
Proteine besetzt sind) die Abhangigkeit der Verteilgelormigerund fluider Lipide sowie die
Proteinverteilungals Funktion der Temperaturdargestelltwird (Abb. V-12). Unterhalb der
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Umwandlung sind die Proteinmolekiile statistisch verteilt. Dasagienden Randbedingungen
auch zu erwarten.
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Abb. V-8

Lipidmatrix (61-61-Matrix, links) undProteinmatrix (60 Proteine, rechts)fur Komplexe.aus
Lipiden und integralen Proteinen, bei Temperaturenunterhalb (oben), innerhalb (Mitte)
und oberhalb (unten) der Umwnadlung des Lipides. Deutlich zu erkennen ist eine
Aggregation des Proteins im Bereich oberhalb denwandlungDie Proteinesind in einen
gelférmigen Bereich eingebettehy integraler ist in der Lipidmatrix ebensowie gelférmige
Lipide schwarz dargestellt.VerwendeteParameterwaren: mit AH=8.7 kcal/mol, T,=310.3

K undAw,= AE;310.3cal/mol mit einer Proteingrof3e entsprechend 19 Lipidquerschnitten.

WahrenddesDurchlaufensder Lipidschmelzebeginnendie eingebetteterProteinmolekilezu
aggregieren. In der flussig-kristallinen Phésden sich enggepacktéggregatevon Proteinen
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mit einem verbleibenden Anteil eingelagerter, gelférmiger Lipide ergdéimeG.egensatzu den
peripheren Proteinen findet die Aggregation also nicht wahrendrderandlungstatt, sondern
in dem Zustandder Membran,bei demdie GrenzflachezwischenProteinenund Lipiden den
hoheren Beitrag zur freien Energie der Matrix liefert. Zwischen den Proteinenin den
AggregaterverbleibenLipide in gelférmigenZustand,die erst bei sehrhohenTemperaturen
schmelzenDies fuhrt zu der unsymmetrischer-orm der CpKurven. Diese Form bleibt bei
allen Proteinkonzentrationen erhalten und/@t derjenigenverschiedengie in der Gegenwart
von peripheren Proteindrestimmtwurde. Dies erlaubtim Prinzip, ein peripheredProteinvon
einem integralen Protein zu unterscheiden.Der, aus den in Abb. V-11 wiedergebenen
Simulationen errechnete, Verlauf der Aggregation wird in Abb. \dll'gh die Wiedergabedes
Cluster-Parameters verdeutlicht. Die Aggregation der Proteine beginntiiasenmwandlung
und C(T) erreicht einen Wert nahe von eins oberhalb der Umwandlun@.iiRigkeit der oben
gemachtenAnnahmenwurden mit Experimentenan Membranen Uberprft, die integrale
Proteine enthielten. Der integrale Teil der Sequenzdes sogenannterlangsamenKalium-
Kanals", Isk, wurde in einer Membran des synthetischen Lipids Dimyristoyl-
Phosphatidylcholin(DMPC) untersucht. Dabei wurde die Kurve des reinen DMPC in
Abwesenheitvon Peptidenmit denjenigeneiner Lipid-Peptidmischungm Verhaltnisvon ca.
20:1 verglichen (Abb. V-14). Man erkennt, dal3 sich in diesem Falle in Anwesenhiedtete
die Umwandlungzu tieferen Temperaturerverschiebt,wobei das Maximum der Kurve am
oberen Ende der Umwandlung liegt. Dies ist genau spiegelsymmetuisign Kurven in Abb.
V-11, woraussich schlie3enlaf3t, dald diesesPeptidim Gegensatzu obigem Beispiel eine
energetischungiinstigeWechselwirkungmit dem gelférmigen Lipid hat. Ansonstenist der
Verlauf der Kurven qualitativ sehr &hnlich. Die Annahme der energetischungunstigen
Wechselwirkung mit der fluiden Phase wurde jedoch oben willkii@irah Anlehnungan ESR-
Daten) gemacht.
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Abb. V-13

Werte des Cluster-Parameters C(T) flie integralen Proteine, deren C.-Kurvenin Abb. V-
11 dargestellt sind. Die Kurven sind versetzt zueinander abgebildet.

Der umgekehrteFall stehtin keinemWiderspruchmit dem Modell. Simulationenunter der
Annahme einer praferenziellen Wechselwirkung integraler Protaitnger Gelphaseder Lipide
fuhren zu Kurven, die zu denjenigenaus Abb. V-11 spiegelsymmetrisclsind und die den
experimentellerKurven in Abb. V-14 in starkemMal3e ahneln,in der Tat eine erstaunliche
Ubereinstimmungaufweisen. Ein schonesBeispiel fir Cp-Kurven einer Membran mit
integralenProteinendie qualitativ mit denjenigerausAbb. V-11Ubereinstimmentindet sich
fur den Fall des integralen "human erythrocyte band 3 proteins " bei Morrow et al. (1986).
Aus der Form der kalorimetrischenUmwandlungkann geschlosserwerden, daf3 das Isk-
Peptid bei Temperaturen (im Gegensatz zu dem "human erythrocyte band 3"-Puoiteirns)b
der Phasenumwandlungvon DMPC aggregiertund einen Teil desLipids in proteinreichen
Clusternin flussig-kristallinem Zustand einschliel3t.Es sei betont, dal3 diese Simulationen
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nebenden experimentellmelRbarenWerten fir die SchmelzwarmeAH des Lipids und der
Schmelztemperatuly, nur die Kooperativitiatin Form eines ParametersA g beinhaltet,
insofern also frei von unbestimmbaren Parametern ist.
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L 1 (integraler Teil)
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Abb. V-14
Kalorimetrisch bestimmteWarmekapazitatsprofiledes integralen Peptides des langsamen
Kalium-Kanals (Is) in Dimyristoylphosphatidylcholinbei einem Lipid/Protein-Verhéltnis
von ca. 20:1. Das CP-Maximumwird zu tieferen Temperaturenverschoben,was auf eine
praferenzielle Wechselwirkung des Peptides mit der flissig-kristallimd-Phaseund eine
Aggregation in der Gel-Phase schlieRen 143t (vgl. Die errechneten Kurven in Abb. V-11)

Diese drei Parametereichenoffensichtlichaus, um das komplexeVerhaltenvon Lipiden in
Wechselwirkung mit integralen Proteinen qualitativ und quantitativ darzustellen.
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V-6 DISKUSSION

In den vorangegangeneAbschnittendiesesKapitels wurden ein einfachesModell fiir die
Wechselwirkungperiphererund integraler Proteinemit Lipiden vorgestellt.Es baut auf dem
einem Ising-Modell fur die Lipidumwandlungenauf, das nur zwei Zustandefur Lipide in
Membranenzulal3t: gelférmig und fluid (Marsh et al., 1977; Mouritsen and Biltonen, 1992;
Sugaret al., 1992, 1993). Durch die Einfuhrung einer Grenzflachenenergiéwy zwischen
ungleichenLipiden wird die Kooperativitdtder UmwandlungbeschriebenDiese Annahmen
fuhrenin der Naheder thermotroperSchmelzumwandlunder Lipide zu der Koexistenzvon
Domanen vorLipiden der beidenunterschiedlicheZustandeDies stehtin  Ubereinstimmung
mit den ErgebnissereinerVielzahl von anderentheoretischerVerdffentlichungen(Mouritsen,
1991; Mouritsen& Biltonen, 1992; Zhanget al., 1992; Mouritsenet al., 1992; Mouritsen &
Jorgensen1992). Experimentellgibt es eine Reihe von Hinweisenauf die Ausbildungvon
Doménenin Lipidmatrizen. In Monoschichtenwurden sie durch Fluoreszenzmikroskopie
beobachtet(Grainger et al., 1989; Grainger et al., 1990). Indirekt wurden sie durch
Fluoreszenzléschungs-ExperimenteERAP = fluorescencerecovery after photobleaching)
beobachtefAlmeidaetal., 1993; Vaz et al., 1989, 1990). In diesenExperimenterwird die
Diffusion von markiertenLipiden in einer Lipidmatrix untersucht,die sich am sogenannten
Perkolationspunkstark andert.Der Perkolationspunkist der Zustandder Membran,an dem
sich die DomaneneinesZustandeszu bertihrenbeginnenund ein durchgangigedNetzwerk
bilden. An diesemPunktveréndertsich die freie Diffusion von Partikeln,die nur in einer der
Phaseroslich sind. Die Koexistenzvon Domanemahedem Perkolationspunktiihrt zu einer
unvollstandigen Riickgewinnung der Fluoreszenz an den gebleichten Stellen der Membranen.
Die Wechselwirkung vorProteinenmit Lipidmembranerwurde von einer Reihevon Gruppen
theoretisch untersucht. Dabei wurden im wesentlichen integrale Proteine und deren
Wechselwirkung mit den Lipiden in direkter Umgebung der Proteine behandelt. Ausgeinend
Arbeiten von Pink & Chapman (1979, 1980) beruhen die meisten Ansatderagbgenannten
Pink-Modell, das mieiner Reihevon Parameterinsgesamizehnverschieden&ustandgedes
Lipids betrachtetDie VerwendungdieserParametesetzteine gute Kenntnis mikroskopischer
Vorgangezwischenden Lipiden voraus.Von der Gruppevon O.G.Mouritsenin Kopenhagen
wurde insbesonderelas Konzeptder Grél3e der hydrophobenGrenzflacheeines integralen
Proteinsim Vergleich mit der Ausdehnungdes hydrophobenKerns der Membran, das
sogenannté'hydrophobic matching", propagiert(Mouritsen & Biltonen, 1992; Sperotto &
Mouritsen, 1989; Sperotto et al.,1991; Sperotto & Mouritsen,1993; FaBar&Shaul 1993).
Diesen Arbeiten zufolge gibt fiir das "hydrophic matching" emaimalenWert. Darausergibt
sich zwangslaufig ein Unterschied derenzflachenenergieon Lipid-Proteinkomplexenn der
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Gelphaseundin der flussig kristallinen Phase,denndie Lipiddimensionenandernsich beim
Durchlaufender Lipidschmelze.Alle diese Arbeiten sagendie Moglichkeit einer Aggregation
von integralen Proteinen abhangig von der WirlLipide und Lipidmischungerund von den
zugehorigerParametervoraus,wennauchkeine konkretenBeispielefir die Schmelzkurven
oder von Aggregationsprofilen von proteinhaltigen Membranen gegeben werden.

Im KontextdieserArbeit entsprichtdas"hydrophobicmatching"der Grenzflachenenergid®ei
periphererLipiden ergibt der Begriff deshydrophobicmatchingkeinen Sinn. Deshalbwurde
eine differentielle Bindungsenergh,, eingeflhrt, die sich direkt aus der Verschiebung@er
Kurven in kalorimetrischen Experimentenrgibt. Die hier vorgestellteBeschreibungeruhtauf
dem Zwei-Zustands-Modelldas fir die Wechselwirkungder Lipide nur einen Parameter
verwendetDies ist wesentlicheinfacherund transparenteals die komplizierten Pinkmodelle,
die auf molekularerEbenevermutlich vollstandigersind. Mouritsen & Biltonen (1992) und
Sugaret al. (1992,1993)stelltenfest, dald das Ising-Modell den Verlauf der Warmekapazitat
ahnlich gut wiedergibt wiglie Pink-Modelle.Durch die zwei ParameteAwg und AE, kdnnen
die experimentellenTemperaturverlaufeder Warmekapazitatervon Lipid-Proteinkomplexen
gualitativ gut wiedergegebenverden. Der grof3eVorteil diesereinfachenBeschreibungliegt
darin, dal3keine unbestimmbareParametein der BeschreibunguftauchenBeide Parameter
sind experimentell direkt aus den Verlaufen der Warmekapazitat bestimmbdie péripheren
Proteine wurde dies hier zum ersten Male beschrieben.Die einfache Formulierung der
Ubergangswahrscheinlichkeitader Lipide von einem Zustandin den jeweils anderenlaft
zudem die Mdglichkeit offen, den Verlauf der Warmekapazitdtanalytisch zu formulieren.
Zumindestendir dasreine Lipid ist dies unter Verwendungvon Gl.(5.12) wahrscheinlich
maoglich.

Proteine kdnnen praferentielle Wechselwirkungen mit Gel- oder fluider Phalsipiderhaben.
Im Falle der peripherenProteinekénnendie Komplexe von Cytochromc mit DMPG (diese
Arbeit), die eine starkereWechselwirkungdes Proteins mit der Gelphaseaufweist, oder
"myelin basic protein" mit DMPS (Ramsay et al., 1987), wo dies atdetsnist, als Beispiel
dienen.DieseUnterschiedlichkeihat vermutlich mikroskopischdJrsachen,wie zum Beispiel
die raumliche Anordnung der Ladungenoder die Krimmung der Proteinoberflache Die
Wechselwirkungfiihrt zu einer Verschiebungder Umwandlung zu hdherenoder tieferen
Temperaturen, mit einer resultierenden Aggregation der Proteine im Koexistenzberedil-von
und fluider Phase. Integrale Proteinehabenin ihrer Mehrzahl eine energetischglinstigere
Wechselwirkungmit der fluide Phase(vgl. Mouritsen & Biltonen, 1992), was zu einer
Verschiebungler Umwandlungzu tieferenTemperatureritihrt. Diesist z.B. fur dasintegrale
Peptid deslangsamerKalium-Kanals(lsk) der Fall (Abb. V-14). Die Wechselwirkungdes
Human Erythrocyteband 3 Proteinsliefert ein schonesBeispiel fir den umgekehrtenFall
(Morrow et al., 1986). Im Gegensatzzu den peripherenProteinen aggregierenintegrale
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Proteine mit Vorliebe in einer der beiden Lipidphasen. Diese Eigenschaft gibt den
Warmekapazitatsprofilen eirdharakteristisch&orm, indemsie zu den TemperaturemgroRerer
Aggregationhin eine Schulterzeigen.DieseForm riihrt davon her, dal Lipide zwischenden
aggregierendetroteineneingeschlossemwerden, die erst viel spaterdie Umwandlungdes
Lipids durchlaufen Die periphererProteineumschliel3erkeine Lipide und weisenauch keine
direkte (im Modell berticksichtigte)Grenzflachemit den Lipiden auf. Dies bewirkt, daf3 die
Schulternder Cp-Kurven sich in diesemFalle nicht ausschlieflichin auf einer Seite der
Umwandlung wiederfinden, sondern dal3 die Form der Umwandlung von der
Proteinkonzentratiorabhangt(vgl. Abb. V-7 und Abb. V-11). Es ist also aufgrund der
kalorimetrischerKurven prinzipiell maglich, integraleund periphereProtein voneinanderzu
unterscheidenDies bietet unter UmstandenAnsatzeflir eine Bewertungvon Proteinenwie
Apocytochrom ¢, das Vorstufenproteinzu Cytochrom c, das im Laufe seiner Synthese
irgendwanndurch die Mitochondrienmembrarhindurchdringtund vermutlich zumindestens
zeitweise integralen Charakter besitzt (Gorissen et al., 1986).

Zur biologischenSignifikanz der Ausbildungvon Doméanentrageneinige Faktorenbei (siehe
z.B. Marsh, 1993; Mouritsen & Jgrgensen, 1992; Thompsah, 1992). An ersterStelleist
die Proteinaggregationu nennen Es sei betont,dal3sie, sowohl im Falle der integralen als
auch im Falle der peripheren Proteine eine notwendige Folge der proteininduzierten
Verschiebungder Phasenumwandlunder Lipide ist, die von mikroskopischenDetails der
theoretischerModelle nicht abhangt.Die Implikationen der hier beschriebenerfRechnungen
sind insbesondereéannvon Bedeutungwenn Proteinemit sich selberwechselwirken.Dies
geschiehimdglicherweisebei der Dimerisierungvon Phospholipasé\, (Romeroet al.,1987;
Bell & Biltonen, 1989), oder bei der Formationvon Poren, die vermutlich beim Ig-Kanal
(Horvath & Heimburg unveroffentlichteFTIR-Experimentepder beim porenbildenderiPeptid
Alamethicin (Gennis, 1989) geschieht. Auch bei den hier nicht naher betrachteten
Wechselwirkungen verschiedenener Proteine, wie in der Signalkaskade zwischen
Rezeptorproteinerund G-Proteinen,ist das Verstandnisvon induzierter Aggregation von
Wichtigkeit. Eine Phasenanderungon Lipiden der Membranist prinzipiell in der Lage, die
KommunikationzwischenProteinenzu unterbrechemder, ggf. sogarPorenzum Dissozieren
zu bringen. Interessanterweisgibt es Alamethicin-PorenverschiedeneiGrol3e (Hanke &
Boheim, 1980). Zudemkann die Leitfahigkeit von Alamethicinporenin dem reinen Lipid
SMPC (1-Stearoyl-3-Myristoyl-Phosphatidylcholin) in starkem MalRedenPhasedesLipids
gesteuert werden. Dabei wachst die Leitfahigkeit in der Gelphase um mehrere
GroRRenordnungeran und gleichzeitig wird die Umwandlung zu tieferen Temperaturen
verschoben (Boheim et al., 1980). Die experimentelle Kderaszon Boheimet al. bestimmten
Leitfahigkeiten von Alamethicin sind in der Einfuhrung (Kap.l) abgebildet.Sie sind mit
errechnetenAggegationsprofilenkonsistent, die eine préaferentiellen Wechselwirkung des
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Peptidsmit der fliissig-kristallinenPhasevoraussetzenAhnlich mussendie Resultatefir die
Membranen interpretiert werden, die dggKanals enthielten (siehe Abb. V-14).

Ein weitererfunktionalerAspektist die Perkolation,derenmdoglicher Effekt sich am Beispiel
des peripherenProteinsCarboxylesteiLipase demonstrieredaf3t. Die die Hydrolyse von
LipidmischungerdurchdiesesEnzymveréandertsich am Perkolationspunkstark (Muderwha
& Brockman, 1992).

Zusammenfassenhuld man schlieBen,daR die in diesemKapitel vorgestelltenRechnungen
und Modelle von einiger Relevanz fiiiologischeSystemesein und wichtige Hinweiseflr ein
Verstandnis der Steuerung von Kanalproteinen, Poren oder Enzymen beitragen kénnen.
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Kapitel VI

Zusammenfassung

Im abschlielenderKapitel werden die Ergebnisseder vier vorangegangenerKapitel
zusammengefaldind graphischdargestellt. Fir eine detaillierte Beschreibungsei auf die
jeweiligen Kapitel verwiesen, insbesondere fur die Ausfiilhrung der statistisch
thermodynamischen Modelle.

Die Kapitel habenverschieden&chwerpunktedie Teilaspektedes komplexenWechselspiels
von Kréaften und strukturellenUmwandlungenn Lipid-Proteinkomplexeméheruntersuchen.
Als Beispieldientein denmeistenFallendie InteraktiondesperipherenProteinsCytochromc
mit geladenerLipidmembranenDie Modelle, die zu der Analyse dieser Wechselwirkungen
entwickelt wurden, haben jedoch allgemeinen Charakter.

Die WechselwirkungzwischenProteinenmit Lipidmembranerkann vielfaltige Auswirkungen
sowohl auf die Struktur der Proteine als auchMembranerhaben. In vielen Fallenfiihrt sie
zu kooperativen Veranderungen der dreidimen-sionalen Anordnung der in ihr enthiipéfen
(Kapitel 11).  Gleichzeitig mit Phasenumwandlungenin den Lipiden kdnnen
Strukturumwandlungem Proteinenstattfinden,die nicht nur zu einer verschiedenerfraltung
des Proteins, sondern auch zu einer veranderten Funktionalitat fuhren (Kapitel 111).

Die thermodynamischekigenschaftervon Lipidmembranernwerdendurch die Bindung von
Protein beeinfluf3t. Diegeschiehinsbesonderedann,wenndie freie Energieder Bindungdes
Proteins an verschiedene Zustande der Membran unterschiedlich ist. Als Folge werdaur nicht
die Schmelzpunkteler Lipidmembranenverschoberund die Umwandlungspeakserbreitert,
sondernunter Umstandenauch die Umwandlungsenthalpierverandert (Kap.Il und V).
Abhangig von den Randbedingungen scheinen periphere, I6sliche Proteinkipdiireembran
integrieren zikdnnen.Fur Cytochromc folgt dies sowohlausgrof3enAssoziationskonstanten
als auch aus Elektronenspinresonanz-Spektreiikap.lV). In Gegenwart einer hohen
Proteinkonzentration kann auch Bindung in mehreren Schichten stattfinden.

Die Kooperativitatder Umwandlungfuhrt im Schmelzbereictder Lipidketten zur Koexistenz
von Lipiddomé&nenunterschiedlichemphysikalischerZustandesDie ExistenzdieserDoménen
kann dazu fuhren, dal3 sowohl integrale als auch periphere Protein abhangig vom
physikalischen Zustand der Membranen aggregieren kobnesist ein wichtiger Aspektder
Lipid-Proteinwechsel-wirkungin Fallen, in denen die Aktivitat eines Proteins von der
Wechselwirkung mit anderen Proteinen abhangt (Kap.V).
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Die Bindung von Cytochrom ¢ an Dimyristoyl-Phosphatidylglycerol(DMPG)-Mem-branen
fuhrt zu einerkomplexenFolge von UmwandlungerdesLipids, die in Kapitel Il ausfuhrlich
untersuchtwurden. DMPG-Dispersionenformen unter Bedingungenniedriger lonenstarke
dreidimensionalernetzte bikontinuierliche Lipidphasen,was fur sich genommeneine sehr
interessante Beobachtung ist.
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Abb. VI-1

SchematischeDarstellung der strukturellen Umwandlung in DMPG-Membranen nach
Zugabe von Cytochrom C oder von Kochsalz. Aus Membrannetzwerkerwerden kleine
Vesikel, in Gegenwart von Cytochrom C bei Temperaturen oberhalb der
Phasenumwandlung bilden sie Aggregate scheibenformiger Vesikel (siehe Kapitel I1)

Sie werden vermutlich durch elektrostatistechselwirkungerstabilisiert,derenReichweiten
bei niedrigen lonenstarken grol3 sisa;h bei der Erh6hungder lonenstarkgedochsehrrasch
verkurzen. Diese netzwerkartige Lipidphase scheintallen Temperaturevorzuliegen,wobei
allerdings der Grad der Vernetzung sehr vom Lipidzustand abhangt und innerhalb der
Schmelzumwandlunder Lipide am gréf3tenist. Dies fuhrt zu einer stark erhéhtenViskositat
der LipiddispersionBei Zugabevon Kochsalzsowie bei der Bindungvon Proteinenwird die
Reichweite der Wechselwirkungen verringert und die Lipidphase kollabi&leinen Vesikeln.
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Die Lipid-Proteinkomplexeformen oberhalb der thermotropen Lipidschmelze Aggregate
scheibenformiger Vesikel (siehe Abb. VI-1).

Die durch ProteinbindundhervorgerufenerstrukturellenAnderungenin den Lipidmembranen
spiegeln sich in der Veranderung verschiedener GrolRedexarmekapazitatier Viskositat
der Dispersionenund der Fluiditat der Lipidketten wieder. Die Enthalpie der thermotropen
Schmelzumwandlungreduziert sich betrachtlich. Die kalorimetrischen Daten k&nnen
quantifiziertund in guter Ubereinstimmungdurch ein statistischthermodynamischesodell
erklart werden, das von proteininduzierten, kooperativen Umwandlungen in den
LipidmembranerausgehtDifferential- und Titrationskalorimetriesind dabeithermodynamisch
selbstkonsistentNegativestain"-elektronenmikroskopischgilder bestatigendie Vermutung,
daf strukturelle Verdnderungen vorliegen.

In demebenbeschriebeneiModell wurdenmaoglichestrukturelle Verédnderungeres Proteins
nicht bericksichtigt.In Kapitel [l wurde dieser Aspekt mit Hilfe von "Fourier transform"-
Infrarotspektroskopie (FTIR) untersucht. Es erweist sich, dafl3 Cytochbaider Bindungan
geladenenMembranen keine signifikanten Veranderungender Sekundarstrukturerfahrt.
Dahingegersind die Raten,mit denendie Amidprotonendes Proteinsin der Gegenwartvon
D>O gegen Deuteronenausgetauschtverden, beim gebundenenProtein andersals beim
gelosten Protein. Die Deuterierungsraten des gebundenen Proteins sind sehr
temperaturabhangigund verandern sich im Intervall von 10-40 °C um mehrere
GroélRenordnungenDie Deuterierungsrateres ungebundenerProteins sind in demselben
Temperaturintervallfast temperaturunabhangicius diesen Daten wurde geschlossengdal}
mindestens zwei tertiatéaltungen,C1 und C,, desProteinskoexistierendie unterschiedliche
Zuganglichkeit fur Wasseraufweisenund in einemraschenGleichgewichtmiteinanderstehen
(siehe Abb. VI-2). Das Gleichgewicfmit der Gleichgewichtskonstanteg) zwischendiesen
Zustandenbestimmtdie Deuterierungsratedes Proteins. Tragt man die Ratenkonstantem
einer Arrheniusauftragung auf, erkennt nzailemeine Diskontinuitat,die auf eine zusatzliche
Konformationsdnderungn Proteinhinweist. Die TemperaturdieserUmwandlunghangtvon
dem physikalischenZustandder Lipide ab und ist insbesonderédir den Fall, daf3 sich der
Lipidzustand im selben Temperaturintervallveréndert, an die thermotrope Lipidschmelze
gekoppelt. In AbbVI-2 wird diesdurchdie ZustandeC'; und C', und durcheineveranderte
Gleichgewichts-konstanteK'y bei der Bindung an eine flussig-kristalline Membran
ausgedriickt. Die Existenz dieser Umwandlung stehfriitierenResonanz-Raman-Messungen
in Einklang, die ergabendald sich der Koordinations-und Spinzustanddes Eisensin der
Hamgruppe des Cytochrom c bei dieSemperatuverandertBei dieserUmwandlungandert
sich auch das Redoxpotential des Cytochrom ¢ und damit seine Funktion.
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Es gibt demzufolgeunterschiedlichestrukturelle Formendes Cytochromc, die sich in ihrer
Sekundarstruktukaum unterscheidemnind doch unterschiedlichéertiare Faltungenaufweisen.
SolcheZustandesind in letzter Zeit unter der Bezeichnung'molten globules™” (geschmolzene
globulare Proteine) bekanntgeworden.
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Abb. VI-2

Konformationsgleichgewichteon Cytochrom C auf geladenenMembranen.Es gibt ein
Gleichgewicht mit der Gleichgewichtskonstante KO zwischen zustindenC1 und C2, die
unterschiedlicheGrade des Kontaktesmit Wasserzulassen. KO héangt von der Temperatur
und dem PhasenzustandesLipides ab. Bei hohen Temperaturerdenaturiertdas Protein,
im gebundenenZustand jedoch bei ca. 30° niedrigeren Temperaturenals im geldsten
Protein (vgl. Kap. IlI).

§-|

Es handeltsich bei diesenZustandenvermutlich um Zwischenzustandeuf dem Weg zur
vollstandigen Faltung ddroteins.Eine geringereStabilitatdesProteinsim "molten globule™-
Zustandwird durchdie Beobachtungleutlich, dal? die Denaturierungstemperatusei der die
sekundéare Faltung des Proteins zerstort wird, durch die Bindung an Lipidmembraner80m ca.
grd reduziert wird (siehe Abb. VI-2).
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Die Wechselwirkung von Cytochrom ¢ mit Lipiden fiihrt zu einer Steuerung der Funktion des
Proteins Uber eine Veranderung des Zustands der Lipidmembran. Ein méglicher Grund fur
diese Steuerung wird weiter unten durch die Erlauterung der Ergebnisse von Monte-Carlo-
Rechnungen (Kap.V) gegeben.
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Bindung von nicht-wechselwirkenderProteinen an Lipidmembranen.Es kann, je nach
Starke der elektrostatischen WechselwirkungZusbildungvon mehrerenProteinschichten
(Mitte links), zur VergréRerungder Membranoberflache(Mitte rechts) oder zu beiden
Effekten kommen (unten) (vgl. Kap. 1V)

Das Modell, das in Kapitel 1l zur Beschreibungder kooperativen, proteininduzierten
Umwandlungin den Lipidmembranenverwendetwurde, basierteauf den Annahmen,daf?
diskrete Bindungsplatze auf ein@berflacheexistierenund die intrinsischeBindungskonstante
an einen Bindungsplatmabhangigzom Bedeckungsgrader Oberflachekonstantbleibt. Dies
berucksichtigjedoch nicht die Tatsachedal’ es sich bei der Lipidmembranum eine nahezu
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kontinuierlicheOberflachehandelt,derenelektrostatischdzigenschaftersich bei der Bindung
geladener Proteine verandern.

In Kapitel IV wurde durch eine statistischthermodynamischéehandlungeine analytische
Form einer Bindungsisotherménergeleitet,welche sowohl die Veranderungder Elektrostatik
beim Binden von Proteinmolekilenals auch die Kontinuitat der Oberflachebertcksichtigt.
Letzteresgeschiehtdadurch,dal? die gebundeneriigandenals ein zweidimensionaleseales
Gas behandelt werdeBies ermdglicht,attraktiveoder repulsiveWechselwirkungerzwischen
den Liganden auf der Oberflache mitzuberticksichtigen.

Wenn die Reichweite der elektrostatischenWechselwirkungenbei hohen lonenstarken
hinreichend gering ist, fuhrt diese Beschreibung zu guten AnpassunggpaimentelleDaten
fur die Bindungvon Cytochromc an Dioleoyl-Phospatidyl-glycerol(DOPG)-Membranegie
kommt ohne Annahmeon Parametermaus, die nicht unabhangigestimmbarsind (GroR3eder
Liganden, Ladung, Bindungskonstanten).

Bei niedrigen lonenstarken wird die charakteristisciiege deselektrostatischei®otentialsder
Membran groRer als d&®urchmessedesbindenderiLiganden.Unter diesenUmstanderkann
man nur dann eine gute Beschreibungdes experimentellenlsothermenfinden, wenn man
annimmt, dal® mehrereSchichtenvon Ligandenbindenkénnen. Bei der geringst-méglichen
lonenstarke (in destilliertem Wasser) binden nahezu so viele Proteine an die Oberfladas, dal’
Potential der Membran vollstandig neutralisiert wird. Elektronenspinresonanz-Experimente
bestatigen die Existenz von mehreren Schich&miedrigenlonenstarkenZudemergebersie
einen zunehmenden Kontakt von Cytochrom ¢ mit den LipidkeiegsOPG in der Membran.
Man kann darausschlieen,dal’ auch die Gesamtoberflacheler Membran unter diesen
Umstanden nicht konstabteibt. Ein schematischeBild gibt diesin Abb. VI-3 wieder. Diese
Schluf3folgerung ist mit der oben geschilderten Beobachtung konsistent, daf3
Schmelzenthalpierbei der Lipid-Proteinwechselwirkungverandert werden kdénnen. Die
Umwandlungsenthalpiernon Lipidmembranenstehenin direktem Zusammenhangnit der
Packungsdichte der Lipide in der Membran. Es sei zudem daran erdai&sich bei niedrigen
lonenstarken auch strukturelle Umwandlungen der dreidimensionalen Anordnung der
Lipidpartikel ergeben (siehe oben).

Wie schonweiter oben beschriebendenaturiertCytochromc auf geladenerMembranenbei
wesentlich niedrigerenTemperaturerals in Losung. Dies ermdglicht es, die Bindung von
denaturierterProtein zu bestimmen,da man die Komplexe des denaturiertenProteins mit
Lipiden leicht vom gel6sten Protein trennen kann. Die Isothermen,die man in fir das
denaturierteProtein erhalt, lassensich nur danndurch die hergeleiteteGleichung anpassen,
wenn man annimmt, daf3 die denaturierten Proteinden®berflacheaggregierenDies wurde
schon aufgrund der, bei der Denaturierung entstehendenzusatzlichen Infrarotbanden
vorhergesag{Kap.lll). Eine weitere Beobachtungst, daf3 trotz &hnlich groRer Ladung die
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intrinsischenBindungskonstantesehrviel gréRersind. Darausfolgt, daf3 zusatzlichenicht-
elektrostatischeBeitrage zur Bindungskonstanten der GroRRenordnungvon 4 kcal/mol
vorhandensind. Sie riihren vermutlich aus einer partiellen Integration des Proteinsin die
Lipidmembran her (siehe Abb. VI-4).
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Abb. VI-4

Infrarotmessungen und die Analyse der Bindungsisothermen deuten darauf hin, dal3 das
denaturierte Cytochrom C auf geladenen Lipidmembranen aggregiert und teilweise in die
Membran integriert (Kap. 11l und IV).

Die Umwandlungen in Lipidmembranen sind sehr kooperativ. Untersuchungen derJataten
haben ergeben, dal? die Lipidmembranen in der Schmelz-umwandlung vermutlich Deorénen
Lipiden in unterschiedlichen Zustéanden enthalten. Dixs@anenkommenzustandewenndie
Grenzflache zwischen Lipiden unterschiedlichenZustandeseinen positiven Energiebeitrag
liefert, der zu ihrer raumlichenTrennungfuhrt. In der Literatur gibt es Modelle, die die
Umwandlungenin den Membranenmit der Annahmevon bis zu 10 Zustandender Lipide
simulieren. Es hat sicjedochgezeigt,dal3die Annahmevon nur zwei ZustandereinesLipids
(gelférmig oder flussig kristallin) ausreicht,um quantitativdie Form der kalorimetrischen
Umwandlung zu beschreiben.

Die Form der Doméanenist komplex, und ihre Oberflachehat eine hohe, schwerbestimmbare
Entropie. Eine rechnerischeBestimmungdes Temperaturverlaufeder Warmekapazitafindet
deshalb durch Monte-Carlo-Simulationen statt.

In Kap.V dieserArbeit wurden Simulationender Lipid-Proteinwechselwirkungnit Hilfe eines
Ising-Modells durchgefuhrt, das nur zwei Parameterneben der Schmelztemperaturder
Lipidmembranund der Enthalpieder Umwandlungenthalt: Die Grenzflachenenergiewischen
ungleichen Lipiden und die differentielle BindungsenedgeProteinean die unterschiedlichen
Lipidzustande. DeersteParametebestimmtdie Kooperativitatder Lipidumwandlungund der



Zusammenfassung 146

zweite die Verschiebungler Schmelztemperatudurch die Bindung des Proteins.Beide sind
deshalb experimentell zuganglich.
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Abb. VI-5

Periphere, die Gelphase bevorzugende Proteine in verschiedener Lipidumgebung: (a)
Gelphase, (b) im Umwandlungsbereich der Membran, und (c) flissig-kristalline Phase. Die
gebundenen Proteine aggregieren im Schmelzbereich der Membran und sind ansonsten
statistisch verteilt (Kap. V).

Die differentielle Bindungsenergiéhrt dazu,dal’ periphereProteineim Umwandlungsbereich
der Membran, in dem Doméanenvon Lipiden unterschiedlichenZustands koexistieren,
praferentiell an die Doméanen einer der beiden Phasen binden. Dies fihrt im
Umwandlungsbereiclzu einer Aggregation der peripher gebundenenProteine (siehe eine
schematische Wiedergabe hiervon in Abb. VI-5). Das beschriebene Modell macht quplttativ
Voraussagen Uber den Temperaturverlauf der Warmekapazitat.

Integrale Proteine haben im Gegensatz zu peripheren Proieimen eine Grenzflachemit den
Lipidketten. Dies fuhrt dazu,dal3sie nicht vorwiegendin der Phasenumwandlunder Lipide

aggregieren, sondein der Lipidphase,mit der sie eine grol3eGrenzflachenenergiaufweisen
(siehe Abb.VI-6).
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Abb. VI-6

Integrale, die Gelphase bevorzugende Proteine in verschiedener Lipidumgebung: (a)
Gelphase, (b) im Umwandlungsbereich der Membranen, und (c) flissigkristalline Phase.
Die eingebetteten Proteine aggregieren in der flissig kristallinen Phase (vgl. Kap.V).
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Dasunterschiedliché\ggregationsverhaltemon periphererund von integralenProteinenfiihrt
zu unterschiedlichenTemperaturverlauferder Warmekapazitat,die es prinzipiell méglich
machen, kalorimetrisch zwischen integralen und peripheren Proteinen zu unterscheiden.
Die Rechnungerhabeninteressantémplikationenfir die Funktion integralerund peripherer
Proteine wie z.B. Alamethicin und Phospholipase Az, wenn ihre Funktion von
Aggregationsgleichgewichtem oder auf der Membran abhangt. Zudem erlaubt es eine
differentielle Bindungsenergie,bei peripheren Proteinen die Gleichgewichte zwischen
unterschiedlicherzustandendes gebundenerProteinszu verschieben(Cytochromc, siehe
oben).

Die verschiedenenvorgestellten Aspekte der Lipid-Proteinwechselwirkungkénnen nicht
getrennt voneinander betrachtetwerden. Deshalb stellt jede Detailbetrachtungeinestarke
Vereinfachung der Vorgange in komplexen Lipid-Proteinsystemedar. Eine strukturelle
Veranderungder Lipidmembran mul3 in demselbenMal3e an strukturelle Veranderungen
innerhalb des Proteins koppeln, wie dies umgekehrtder Fall ist. Veranderungenvon
Proteinstrukturersind zudemnicht getrenntvon der Tatsacheverstandlich daf3diese Proteine
aggregiereroderin die Membranintegrierenkdénnen. Die WechselwirkungzwischenLipiden
und Proteinenist andererseitsnur sehr schwer durch die gleichzeitige Behandlung aller
Vorgénge beschreibbar.Deshalb sind diese Aspekte in der vorliegenden Arbeit getrennt
beschriebenvorden. Die verschiedeneml\bschnitteder Arbeit erganzensich gegenseitigund
stehen in keinem erkennbardéfiderspruchzueinanderDie Ergebnissalemonstrierendal3die
Lipidmembran eine sehr grol3e Rolle bei der Steuerung von FunkterOrt der Proteineauf
oderin der Membranspielt. Das Verstandnisder Lipid-Proteinwechselwirkungiefert deshalb
einenBeitrag zum Verstandnisder Funktion und kooperativenSteuerungvon Enzymenund
anderen Proteinen sowie der gesamten biologischen Membran.
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