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ZUSAMMENFASSUNG / SUMMARY

Im methodischen Teil der vorliegenden Arbeit wird ein neues
und einfaches Verfahren zur Bestimmung asymmetrischer Ober-
flachenpotentiale kiinstlicher Lipidbilayer beschrieben. Die
Methode heisst Kapazitdtsminimalisierung und beruht auf der
spannungsabhadngigen Kapazitat kompressibler Membranen. Li-
pidmembranen zeigen minimale Kapazitdt im spannungslosen Zu-
stand. Das XKapazit&tsminimalisierungspotential (V. .. ) sym-
metrischer Membranen betragt deshalb Null. Fir asymmetrische
Membranen hingegen entspricht V._.. ~der Spannung, bei der
das intrinsische elektrische Feld aufgrund der unterschied-
lichen Oberfldchenpotentiale auf den beiden Membranseiten
kompensiert wird: Vempn = —(¥p-%4) = -IM¥. Die Messung von
Vemin €rlaubt deshalb, alle Vorgdnge an der Membranoberfld-
che zu verfolgen, die zu einer asymmetrischen Anderung der
Oberflachenpotentiale filhren (Beispiele siehe unten). AY¥
enthdlt im allgemeinen einen Dirol- und Ladungsanteil: A¥ =
AVy + AVg. Da nur AVg ionenstarkeabhdngig ist, kann experi-
mentell zwischen den beiden unterschieden werden.

Die Apparatur flr die Bestimmung von V... und die Grundlagen
der Kapazitatsmessung werden ausfithrlich beschrieben. Die
Kapazitét wurde gemessen, indem die 90° Komponente eines
angelegten Wechselstromes von 1000 Hz gleichgerichtet und
mit der Spannungsamplitude normiert wurde. Eine Uberlagerte,
dreiecksfdrmige Spannungswelle fihrt zu einem hysteresedhn-
lichen, schmetterlingsférmigen Zeitverlauf der Membrankapa-
zitdt. Das Zentrum dieser Figur liegt bei der Spannung mini-
maler Kapazitdt V=V._.. . Flir die meisten Kapazitatsminima-
lisierungsstudien wurde V.., Jjedoch automatisch durch einen
Prozessrechner bestimmt, der direkt die Spannung sucht, bei
der das Kapazitdtssignal minimal wird.



-~

- 191 -

Als Test flr die V..., -Methode wurde die Bilayer-Asymmetrie
auch aus der Strom-Spannungscharakteristik einseitig abge-
schirmter PS-Membranen in Gegenwart von Nonactin bestimmt.
Der Analyse der Gleichrichtung lag die Nernst-Planck Glei-
chung zugrunde, die fiir eine asymmetrische, trapezoide Ener-
giebarriere und Gleichgewicht der Oberflédchenreaktionen in-
tegriert wurde. Die erhaltene Strom-Spannungsgleichung (Gl.
76) beschreibt die experimentellen I,(V)-Kurven schwach kom-
pressibler Membranen sehr genau. Bei stark ldsungsmittelhal-
tigen Membranen nimmt jedoch der Strom bei grossen Spannun-
gen (V >150 mV) schneller zu als erwartet. Als Grund dieser
Diskrepanz wird die Spannungsabhangigkeit des Diffusionsko-
effizienten und der Geometrie der Energiebarriere angesehen.
Es wurde deshalb eine semiempirische Korrekturfunktion E(V)
(G1.90) gesucht, die diese Nichtidealitdten auffangt und die
gesamte Strom-Spannungscharakteristik auf spannungsinvarian-
te Parameter normiert. Bei Bericksichtigung dieser Korrek-
turfunktion liefern beide Methoden, V. .. und I(V)-Analyse,
konsistente Resultate fiir die Differenz der Oberfldchenpo-
tentiale asymmetrischer Membranen.

Der spannungsinduzierten Relaxationen der Membrankapazitdt
wurden mit Simulationsstudien analysiert, wobei mindestens 3
Komponenten aufgeldst werden konnten. Filir l8sungsmittelhal-
tige Bilayer liegen die Amplituden zwischen 1 und 5 V-2 und
die Zeitkonstanten 2zwischen 5 msec und 5 sec.

Als illustrierende Anwendungen der V. .. -Methode wurden i)
die Differenzen der Oberfldchenpotentiale asymmetrisch zu-
sammengesetzter Lipidmembranen bestimmt, ii) die spezifische
Wirkung von Li* auf das Oberfldchenpotential von PC- und
GMO-Membranen nachgewiesen, iii) die Titrationskurve einer
PE-Membran aufgenommen und iv) die Oberfl&dchenaktivitdt von
Taurocholat gegeniiber PC-Membranen gemessen.

Die Kapazitatsminimaliserungstechnik wurde des weiteren be-
niitzt um die Adsorption von 2 Peptiden, Melittin und ACTH,
mit Lezithinmembranen zu studieren. Die Messung der resul-
tierenden Oberflidchenpotentiale erlaubt es, ausfihrliche
Bindungsstudien anzustellen.
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Melittin®* (Bienengift, ein Hexacosapeptid) bindet stark an

die Lipid/Wasser Grenzfldche, ohne jedoch die trans-Seite
der Membran zu beeinflussen. Seine Lokalisierung scheint
deshalb auf die vordere Membranseite beschrdnkt zu sein. Die
Analyse der Bindungskurven zeigt, dass die Gouy-Chapman
Theorie das fiir die Adsorr+tion wirksame Oberfldchenladungs-
potential nicht addquat zu beschreiben vermag. Das wird
deutlich aus dem Esin-Markov Koeffizienten (Steigung der
Bindungskurve), dessen thecretischer Wert fir mehrfach ge-
ladene Adsorbentien berechnet wurde (Gl.96). Sein experi-
menteller Wert ist um das Mehrfache grdsser als man bei ho-
mogener Ladungsverteilung erwarten wirde. Die Daten legen
deshalb die Existenz diskreter Ladungsinteraktionen auf der
Membranoberfldche nahe. Aus der diskreten Modellierung hexa-
gonal angeordneter Oberfld&chenladungen konnte ein 'discrete-
ness factor' p = Ve” /VG hergeleitet werden (Gl.106), der es
erlaubte, die Stern Adsorptionsgleichung fir diskrete Ladun-
gen zu modifizieren (Gl.10€) und mit den Daten in Einklang
zu bringen. Die thermodynamische Analyse der Melittin/Lezi-
thin Assoziation ergab 2 verschiedene Bindungsenergien fur
10 mM und 100 mM Ionenstédrre, n&mlich -7.85 und -8.26 kcal’
Mol. Die Bindung sattigt bei ca. 650 A2/Molekiil. Die Debye-
Hickel Lange fir membranassoziierte Ladungen scheint um 1/32
kleiner zu sein als in freier L&sung.

Die Bindungseigenschaften ces Polypeptidhormons égggz;u ge-
geniiber Lezithinmembranen :zind bedeutend komplexer als jens
von Melittin. Bei der Bindung an die vordere Seite der Mem-
bran wird auch das Oberfldchenpotential auf der Riickseite
ionenstéarkeabhdngig (‘'trars-Effekt'). Die experimentelle
Bindungskurve und der trans-Effekt lassen sich erkldren mit
einem 2~-stufigen Gleichgewicht zwischen freiem, adsorbierter
und inkorporiertem Hormon, wobei die Inkorporation von einer
Translokation von 1 (oder weniger wahrscheinlich 2) Ladungen
auf die andere Seite der Membran begleitet ist. Es wird an-
genommen, dass der N-Terminus die penetrierende Sequenz dar-
stellt. Fiir die thermodynamische Analyse wurde wiederum die
Melittin erprobte, modifizierte Stern~Gleichung beniitzt. Die
Bindungsenergie fir beide Spezies 'ad' und 'in' zusammen be-
tragt etwa - 6 kcal/Mol. Allerdings ist das Verhdltnis 'in'/
'ad' sehr verschieden, je nachdem, ob 1 oder 2 Ladungen
transloziert werden. Im ersten Fall betrdgt es 20, im zwei-
ten etwa l. Die Bindung sittigt schon frith bei circa 4000 &2
-7500 A2 pro Molekiil (je nach Modell). Die unerwartet starke
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Lipidassoziation von ACTH kdnnte bedeutende Konsequenzen fir
den Mechanismus der Rezeptorausldsung haben. Sie ist zB.
stark genug, dass angenommen werden muss, dass die Interak-
tion mit dem Rezeptor in der Lipidphase erfolgt. Die Lipid-
komponente der Zellmembran wiirde dann als 2-dimensionale An-
tenne fiir den Hormoneinfang fungieren. Weiter wird postu-
liert, dass die inkorporierte Spezies die aktive Form des
Hormons darstellt. Damit wiirde die 'message'-Sequenz (Pos.5-
9) im zentralen Teil der Membran und die Potentiatorsequenz
(Pos.1-4) nahe der inneren Membranoberfldche an den Diskri-
minator binden. Die pharmakologischen Eigenschaften des N-
terminalen Tetrapeptides erhalten dadurch eine einfache Er-
klarung. Zudem besteht die Moglichkeit einer direkten Inter-
aktion von ACTH {iber seinen N-Terminus mit Effektoren, die
auf der cytoplasmatischen Seite der Zellmembran lokalisiert
sind.




