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Zusammenfassung

Das Hauptziel dieser Arbeit ist es, durch die Kombination verschiedener Oberflachen-
funktionalisierungsmethoden und biophysikalischer Techniken Biomembranreaktoren aus
kiinstlichen wie natiirlichen Biomembranen auf verschiedenen Festkorperoberflaichen herzustellen,
um diese auf ihre technische Anwendungsmoglichkeit hin zu untersuchen. Der erste Teil beschreibt
die Etablierung einer neuen, gerichteten Einbaumethode fiir gro3e transmembrane Proteine (FoF;
ATP-Synthase, My = 550 kDa) durch den Einsatz eines ,,schwachen® Detergens, welches die
Lipidmembran gering stort. Mit Hilfe Dynamischer Lichtstreuung wurde gezeigt, dal der Einbau
der Proteine in die Lipidmembran ohne deren Zerstérung erfolgte. Obwohl es nicht mdglich ist,
Proteoliposomen auf Glas- oder Quartzoberflichen aufzuspreiten, konnten Membranen mit
einheitlich prasentierenden F; K&pfen auf ultradiinnen Zellulosefilmen (5 — 10 nm) ausgebildet und
mit der Rasterkraftmikroskopie und Antikorpermarkierung beobachtet werden. Das zweite und
dritte Kapitel beschreibt die Immobilisierung zwei verschiedener natiirlicher Membranen
(Ghostzellen aus humanen Erythrozyten und Fragmente des Sarkoplasmatischen Retikulums aus
Kaninchenmuskeln) auf Silicamikropartikel. Silicamikropartikel bieten einen besonderen Vorteil
gegeniiber planaren Oberflichen: Auf den Partikeloberflichen kdnnen mit geringem Aufwand
kiinstliche und natiirliche Membranen ohne eine biokompatible Zellulosebeschichtung
immobilisiert werden. Dariiber hinaus bieten Partikel eine grofBere, zugédnglichere Oberflédche,
wodurch das Signal von Membranproteinen signifikant erhoht wird. Der erste Aspekt wird in
Kapitel 2 untersucht, in dem demonstriert wird, dall die Aufspreitkinetik von Ghostzellmembranen
tatsdchlich von der PartikelgroBe und somit dem Kontaktwinkel abhingig ist. Kapitel 3 schlieBlich
beschreibt die Entwicklung eines Prototyps eines Membranbioreaktors mit beschichteten
Silicapartikeln in einer Chromatographiesdule. Dieser Aufbau erlaubt die vereinfachte Beobachtung
der quantitativen Funktion der Ca’" ATPase in Membranen des Sarkoplasmatischen Retikulums.
Die ermittelten Daten demonstrieren eindrucksvoll, daf3 die Kombination von Oberflichenchemie,
Biophysik und Bioverfahrenstechnologie eine leistungsfiahige Strategie zur Entwicklung von

biochemischen Membranbioreaktoren ist.



Summary

The primary aim of the thesis is to explore the potential applications of artificial and native
biomembranes immobilized on various solid substrates as biomicroreactors by the combination of
various surface functionalization methods and biophysical techniques. In the first part, a new
strategy to incorporate large transmembrane proteins (FoF; ATP synthase, MW = 550 kDa) in an
orientation selective manner is established by the use of weak detergents that are much less
aggressive to lipid membranes. Dynamic light scattering demonstrated the incorporation of proteins
into lipid vesicles without disrupting membrane structures. Although it is not possible to spread
proteoliposomes on bare glass/quartz substrates, the formation of membranes uniformly displaying
F, head groups could be observed on ultrathin cellulose films (thickness: 5 — 10 nm) by the use of
atomic force microscopy and immunofluorescence microscopy. In the second and third chapter, two
kinds of native membranes (human erythrocyte ghost membranes and rabbit sarcoplasmic reticulum
membranes) are deposited onto silica microparticles, which can offer unique advantages over planar
supports: They allow a less laborious immobilization of membranes because both artificial and
native membranes can be deposited without biocompatible cellulose coatings. Moreover, the
particle supports can provide much larger accessible surface areas, which enables one to amplify the
signal from membrane proteins significantly. The first aspect is investigated in Chapter 2, where it
is being demonstrated that the spreading kinetics of erythrocyte ghost membranes actually depend
on the particle size (contact curvature). In Chapter 3, a prototype of membrane bioreactor is
designed by packaging particle-supported membranes in a chromatography column, which allows
the easy monitoring of the quantitative function of Ca’” ATPase in sarcoplasmic reticulum
membranes. The obtained results demonstrate that the combination of surface chemistry,
biophysics, and bioengineering is a powerful strategy towards the design of biochemical membrane

microreactors.



Einleitung

Die Zellmembran ist eine der wichtigsten Komponenten der Zelle, weil sie die Separation des
Innenraumes von der Umgebung unter Beibehaltung eines selektiven Stoffaustausches zwischen
dem intra- und extrazelluliren Raum ermoglicht. Sie stellt eine komplexe Grenzschicht dar, die aus
amphiphilen Lipiden aufgebaut ist. Sie dient als Tréger fiir angrenzende Lagen von Biopolymeren:
So grenzt intrazelluldr das Zellskelett, extrazelluldr grenzen die Glykokalyx oder die extrazelluldre
Matrix. Die Zellmembran kann also als ein komplexer Verbundwerkstoff angesehen werden, der die
kompartimendierende Funktion der Lipidmembran und die enzymatische Transportfunktion der
Membranproteine kombiniert. Auf der plasmatischen Seite (P-Seite) ist die Zellmembran an das
Zytoskelett gebunden, welches der Zelle mechanische Stabilitdt verleiht und Zellbewegung
ermOglicht. Auf der exoplasmatischen Seite (E-Seite) befindet sich die extrazellulire Matrix, die die
Zell-Zell-Kommunikation und adhédsiven Vorginge kontrolliert. Aus der Kombination
unterschiedlicher Lipide und verschiedener Membranproteine hat sich wahrend der Evolution eine
Vielzahl von hocheffektiven biologischen Membranen mit spezifischen Funktionen entwickelt
(Alberts 2003).

Hauptstrukturelement einer Zellmembran sind amphiphile Lipide, die aus einer hydrophilen
Kopfgruppe und einer hydrophoben Alkylkette bestehen. Bedingt durch die hydrophobe Interaktion
der apolaren Alkylketten und ihrem Packungsparameter (Abbildung 1) organisieren sich Lipide zu
geschlossenen, zweilagigen Lipidmembranen (Gorter and Grendel 1925), in denen die hydrophilen
Kopfgruppen die Alkylketten vom wélrigen Medium abschirmen. Dabei entsteht eine Membran,
die als eine ,,2 dimensionale* Fliissigkeit (Lipowsky 1991; Sackmann and Lipowsky 1995; Nagle
and Tristram-Nagle 2000) angesehen werden kann. Ihr hydrophober Kern stellt eine
Barrierefunktion fiir geladene und polare Molekiile dar:

Der Packungsparameter der Lipide P, erlaubt es anhand der Lipidgeometrie, die strukturellen

Eigenschaften der gebildeten Membranen zu klassifizieren.
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Er wird bestimmt aus dem Verhdltnis aus /., der Linge der Alkylketten, aus /', dem Volumen des
Zylinders, der von den Alkylketten im Mittel eingenommen wird, und aus a,, der die grofite

Querschnittsfliche des hydrophilen Lipidkopfes darstellt.
Der Packungsparameter variiert zwischen 1/3 < P>1. Beim Packungsparameter P >1/3 nimmt die

Flache der Kopfgruppe einen kleinen Wert im Verhéltnis zu der Flache der Alkylketten an. Dabei
bilden sich auf Grund der rdumlichen Geometrie Mizellen aus (Lysophospholipide, Detergenzien).
Ein Wert von P ~1 stellt sich bei einem &hnlich groBen Flachenbedarf der Kopfgruppen und
Alkylketten ein, was zur Ausbildung einer doppellagigen Lipidmembran fiihrt (Phospholipide). Fiir
P >1 ist der Platzbedarf des hydrophilen Kopfes im Verhiltnis zu den Alkylketten klein, was zur
Bildung von inversen Mizellen fiihrt (Cardiolipin, Cholesterol) (Gennis 1989; Schiinemann 2005).

a

<N

Abbildung 1: Graphische Darstellung des Packungsparameters P . Die Querschnittsfliche des Kopfes wird von @, die

Linge der Alkylketten von /. und das Volumen der Alkylketten von ¥ beschrieben.

Natiirliche biologische Membranen sind aus Lipidmischungen aufgebaut, die sich zu einem Bilayer
zusammensetzen. Eine Mischung aus verschiedenen Lipiden mit unterschiedlichen
Packungsparametern erlaubt den Aufbau flexibler, fluider und dynamischer Zellmembranen (Cevc
and Marsh 1987).

Singer und Nicholson (Singer and Nicolson 1972) haben die dynamische Eigenschaft von
natiirlichen Membranen in ihrem Flissig-Mosaik-Modell beschrieben. In diesem sind
Membranproteine in einer Matrix aus fluider Lipidmembran eingebettet und konnen frei
diffundieren. Die Charakterisierung ,fluide* bezieht sich auf die thermodynamische
Betrachtungsweise, in der die Lipidmembran als eine 2 dimensionale Fliissigkeit mit
entsprechenden Phasenzustinden wie gasanalog, fliissiganalog und festanalog (Mdohwald 1990;
McConnell 1991) angesehen wird.

Die Fluiditét einer Zellmembran spielt im biokatalytischen Stoffumsatz eine groBe Rolle, da sie

diffusive Prozesse begiinstigt. So erfolgt der Stofftransport innerhalb der Zellmembran diffusiv.



Dariiber hinaus ist das Anordnen von Multienzymkomplexen innerhalb der Zellmembran ebenfalls
diffusiv limitiert (z.B. bei der Elektronentransportkette der Zellatmung). Dementsprechend sind
beide Prozesse nur in einer fluiden Lipidmembran begiinstigt.

Es muf3 bei Membranproteinen zudem berticksichtigt werden, dal ihre transmembranen Doménen
unterschiedliche Groflen und Formen besitzen. Diese Dominen kdnnen nur von Gemischen aus
Lipiden mit unterschiedlichen Packungsparametern innerhalb der Lipidmembran stabilisiert werden
(Chapman 1984).

Die Fluiditit einer Zellmembran entsteht aus verschiedenen Bewegungsmoglichkeiten der Lipide:
So konnen Lipide innerhalb der Membran rotieren oder lateral diffundieren (,,schnelle” Bewegung).
Sie besitzen aber auch eine transversale Beweglichkeit, die sich im Wechsel von der Innenseite (P-
Seite) der Doppelschicht zur Aufenseite (E-Seite) oder umgekehrt zeigt (flip flop, ,,langsame*
Bewegung) (Zachowski and Devaux 1990; Alberts 2003).

Jacobson (Jacobson 1983) ermittelte Diffusionskoeffizienten von Membranlipiden und
Membranproteinen mit  Hilfe der Fluoreszenzerholung nach  Photobleichen.  Der
Diffusionskoeffizient fiir Membranlipide betrigt ca. 3 pm?s. Die Beweglichkeit von
transmembranen Proteinen in einer natiirlichen und fluiden Lipidmembran liegt um eine
Zehnerpotenz niedriger (Saffman and Delbriick 1975; Vaz, Goodsaid-Zalduondo et al. 1984).

Der Aufbau der Lipidmembran zeigt, dal sie eine geschlossene und dichte Barriere darstellt
(Kompartimentierung), die fiir polare, geladene Molekiile wie z.B. Kohlenhydrate eine transversale
Diffusionskonstante von ca. 10 cm/s aufweist (Abbildung 2). Eine strukturelle Analyse der
Zellmembranen zeigt, dal Membranproteine eine weitere, funktionelle Hierarchieebene im Aufbau
der Zellmembran darstellen. Transmembrane Proteine ermoglichen den Stofftransport fiir grof3e,

hydrophile und geladene Molekiile (Gennis 1989; Zachowski and Devaux 1990; Lipowsky 1991).
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Abbildung 2: Membranpermeationskoeffizienten iiber eine Lipidmembran. Die Diffusionskoeffizienten zeigen, dafl
schwach apolare Substanzen einen hohen, und polare Molekiile sowie geladene Ionen einen geringen

Membranpermeationskoeffizienten aufweisen (adaptiert von Alberts 2003).



Der Stofftransport {iber eine geschlossene Lipidmembran kann, wie in Abbildung 3 schematisch

dargestellt, folgendermallen beschrieben werden:

1. Diffusion
1.1 freie Diffusion: physikalische Diffusion
1.2 erleichterte Diffusion: Kanéle
2. Transport
2.1 erleichterter Transport: Carrier
2.2 aktiver Transport: Pumpen
3. Membranfusion
3.1 Endozytose
3.2 Exozytose

Der einfachste Fall des Stofftransportes ist die Diffusion, die als freie, physikalische Diffusion oder
als erleichterte Diffusion iiber Kanile stattfindet. Freie Diffusion kommt vorwiegend bei
ungeladenen, kleinen Molekiilen (Molekiilmasse < 80 Da) vor wie bei Wasser und Essigsdure oder
bei Gasen wie Sauerstoff und Kohlendioxid. Eine freie Diffusion fiir groe Molekiile existiert nur
fiir amphiphile Molekiile wie z.B. Steroidhormone, die entsprechend ihres Verteilungskoeffizienten
durch den hydrophoben Bereich der Lipidmembran hindurch diffundieren.

Der einfachste Fall einer enzymatisch vermittelten transmembranen Passage von grof3en, geladenen
und hydrophilen Molekiilen ist die erleichterte Diffusion iiber transmembrane Kanéle. Dieser
Prozef3 erfolgt liber Kanile, die an ihrer KanalauBenseite hydrophob sind und somit in die
hydrophobe Schicht der Lipidmembran eingebaut werden konnen. An ihrer Kanalinnenseite sind sie
dagegen hydrophil. Somit konnen alle hydrophilen Molekiile, die kleiner als der
Tunneldurchmesser sind, unspezifisch und ungerichtet durch den Kanal hindurch diffundieren.
Allen diffusiven Prozessen ist gleich, daB3 sie in Richtung eines Konzentrationsgradienten oder
Potentialgefdlles ablaufen, d.h. die treibende Kraft eines solchen Systems darstellen. Am Ende der
Diffusion steht ein Konzentrations- oder Potentialausgleich.

Gegeniiber der Diffusion, die unspezifisch und ungerichtet ist, ist der Stofftransport selektiv und
gerichtet. Bei einem selektiven, transmembranen Transport gehen Membranproteine eine
spezifische Bindung mit den zu transportierenden Zielmolekiilen ein, wobei die Grofe und die
Ladung der Molekiile fiir den Transportprozef nicht im Vordergrund stehen.

Diese Form des Stofftransportes wird u.a. von Carriern vermittelt. Der Stofftransport durch Carrier
wird induziert durch das Anbinden eines Zielmolekiils. Es kommt zu einer Konformationsianderung

des Carriers, die eine transmembrane Umlagerung des Zielmolekiils bewirkt.



Der aktive Stofftransport von Pumpen unterscheidet sich primér gegeniiber dem von Carriern durch
den Verbrauch von Energie in Form von ATP (Alberts 2003). Da es sich um einen aktiven
Transport handelt, kann er auch gegen ein Konzentrations- oder Potentialgefille erfolgen, dieses
sogar aufbauen.

Die Membranfusion erfolgt ebenfalls enzymatisch vermittelt. Die Funktion der Enzyme besteht bei
diesem Transportprozefl in der Ausbildung von Liposomen (Exozytose) oder in der Fusion von
Membranen (Endozytose) (Schekman and Orci 1996).

a) b) d)

©)
. “ = P + ADP
c .%—» (]
o=
ATP
: =-_X°

Abbildung 3: Schematische Darstellung der freien Diffusion (a), der erleichterten Diffusion liber Kanéle (b) und des

spezifischen Stofftransportes {iber Carrier (c) und Pumpen (d).

Eine wichtige Gemeinsamkeit natiirlicher Zellmembranen besteht in der lokalen und spezifischen
Funktion transmembraner Proteindoménen. Dadurch wird in einer natiirlichen Zellmembran eine
funktionelle und strukturelle Membranasymmetrie generiert (Reichstein and Blostein 1975;
Sackmann and Lipowsky 1995).

Der Einsatz biologisch enzymatischer Reaktionen erfolgt in der Bioverfahrenstechnik durch die
Verwendung ganzer Zellen im Fermenter. Dieses Verfahren hat den Nachteil, da3 alle zelluldren
Enzyme vorhanden und aktiv sind. Es werden Produkte aller zelluldren Prozesse hergestellt, die
sich entweder im Fermentationsansatz oder innerhalb der Zelle befinden. Die Produktgewinnung
erfordert daher stets als ersten Schritt die Abtrennung der Zellen und als zweiten Schritt die
Aufreinigung des Produktes. Die Abtrennung der Zellen kann durch ihre Immobilisierung, z.B.
innerhalb eines Alginat-Triagers, vereinfacht werden (Pilkington, Margaritis et al. 1998). Die
Steuerung der Zellprozesse kann aber nie so reduziert werden, da3 nur ein Produkt hergestellt wird
(Melin 2007).

Eine Analyse der Produktionskosten eines handelsiiblichen Proteins zeigt, daBl die
Aufreinigungskosten ca. 50-90% der Gesamtkosten betragen (Kawai, Saito et al. 2003). Daher
bietet die Optimierung der Aufreinigungsprozesse das hochste Potential Kosten zu reduzieren.

Die Nachteile der konventionellen Verwendung von Zellen in der Bioverfahrenstechnik kdnnen
durch den FEinsatz von Zellmembranen minimiert werden. Um die Funktion natiirlicher

Zellmembranen in Bezug auf die Aufreinigung einfach und technisch konventionell ausnutzen zu
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konnen, konnen diese auf einer Festkorperoberfliche immobilisiert werden. Durch die
Immobilisierung wird die Lipidmembran stabilisiert und die Trennung von ungebundenen
Membranen und produktenthaltendem fliissigem Medium vereinfacht.
Ein Nachteil des Einsatzes von Festkorpern liegt im geringen Abstand von ca. 1 - 3 nm zwischen
der Lipidmembran und der Festkorperoberfliche (Bayerl and Bloom 1990; Johnson, Bayerl et al.
1991). Viele transmembrane Proteine ragen mehrere nm aus der Lipidmembran heraus, weshalb es
zu einem Festkorperkontakt kommen kann. Dadurch kann die Funktion natiirlicher Membranen
zerstort werden, sei es durch Denaturierung der Membranproteine (Leckband and Israelachvili
2001) oder durch unterbundenen Stofftransport (Melin 2007; van den Berg and Wessling 2007).
Ein biotechnologisch sehr groBer Vorteil der Immobilisierung von Membranen liegt im Offnen der
geschlossenen Zellmembran. Wie schon erwihnt, besitzt die Zellmembran eine funktionelle und
strukturelle Asymmetrie. Durch kontrolliertes und gelenktes Aufspreiten konnen spezifische und
lokale Funktionen transmembraner Proteine der P- und S-Seite gezielt ausgenutzt werden (Tanaka,
Kaufmann et al. 2001; Daley, Rapp et al. 2005; Tutus, Rossetti et al. 2008).
Im biotechnologischen Idealfall erfolgt die enzymatische Katalyse in einer kompartimentierenden,
festkdrpergestiitzten Zellmembran (Biomikroreaktor). Dabei wird das Produkt {iber die Membran
transportiert, wodurch es zur Trennung von Edukten und Produkten kommt. Dieser Idealfall
minimiert die Aufreinigung, da einerseits nicht die gesamte Enzym-Ausstattung einer Zelle
vorhanden und aktiv ist, andererseits die Produkte in ein durch die Membran getrenntes Medium
tiberfiihrt werden. Zudem muf} betont werden, daB3 natiirliche Membranproteine innerhalb ihrer
natiirlichen Lipidmembran sich in einer idealen ,Membranumgebung®“ befinden. Technische
Anwendungen biologischer Membranprozesse miissen daher folgende Attribute erfiillen:

1. hochselektiv,

2. produktschonend,

3. einfach handhabbar und

4. kosteneffizient
Bisher eingesetzte Techniken in der Bioverfahrenstechnologie erfiillen nicht alle erwihnten
Anforderungen. Nachfolgend werden einige Beispiele fiir die technische Imitation von biologischen
Membranen beschrieben.
Die Filtration stellt einen rein physikalischen Aufreinigungsprozel3 fiir fliissige Gemische dar,
wobei der Trennmechanismus auf der Diskriminierung von variierenden Grofen basiert. Als
Filtrationsmethode gibt es Oberflachenfilter und Tiefenfilter. Oberflachenfilter besitzen Poren mit
enger GroBenverteilung. Dementsprechend werden Molekiile groBer als der Porendurchmesser auf

der Filteroberfliche zuriickgehalten (molecular weight cut off). Tiefenfilter weisen eine
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schwammartige Struktur auf. Die Auftrennung erfolgt bei der Passage des Gemisches innerhalb des
Filterkorpers (stationdre Phase) (Melin 2007).

Ein weiteres Beispiel fiir einen physikalischen Aufreinigungsproze ist die Phaseniibergangs-
Chromatographie. Dabei werden immobilisierte Membranen auf Partikeln eingesetzt und damit die
elektrostatische Interaktion zwischen der Lipidmembran und Proteinen in Losung ausgenutzt. So
wurde von Loidl-Stahlhofen et al. (Loidl-Stahlhofen, Kaufmann et al. 1996) gezeigt, da} ein
Lipidgemisch aus einem ungeladenen und einem negativ geladenen Lipid auf einem pordsen
Silicapartikel imstande ist, bei einer Temperaturabnahme unter die Phaseniibergangstemperatur eine
Phasenidnderung zum kristallinen (,,festanalogen®) Phasenzustand durchzufiihren (Naumann,
Brumm et al. 1992). Dabei kommt es zur Ausbildung von negativ geladenen Mikro-Doménen
innerhalb der Lipidmembran. Diese bilden im Gegenzug eine entsprechend grof3e Interaktionsfliche
aus, um positiv geladene Proteine aus einem Eluat zuriickzuhalten. Die Elution des
zuriickgehaltenen  Proteins  erfolgt durch  Erhohung der Temperatur {iber die
Phaseniibergangstemperatur, wodurch die Mikro-Doménen aufgelost werden. Dabei gehen die
elektrostatischen Interaktionen verloren, wodurch die Proteine eluiert werden kdénnen. (Dieser
ProzeB ist analog einer Ionenaustausch-Chromatographie)

Das Prinzip der erleichterten Diffusion wird durch ein Pertraktionssystem mit einem pordsen Trager
technisch imitiert. Innerhalb des porésen Tragers wird eine Fliissigkeitsmembran durch
Kapillarkrifte festgehalten. Diese Fliissigkeitsmembran ist mit den beiderseitigen fliissigen Medien
nicht dispergierbar (Abbildung 4). Der Aufreinigungsmechanismus kann entweder iiber das
Losungsvermdgen des Permeanden innerhalb der Membran gesteuert werden oder aber iiber den
Einsatz von Carriern (nicht zu verwechseln mit biologischen Carriern), die den Permeanden
spezifisch binden und transmembran transportieren (Noble, Koval et al. 1989; Noble and Stern
1994).

Ein groBer Nachteil von Pertraktionssystemen besteht in ihrem strukturellen Aufbau. So muf} ein
Tréger hergestellt werden, der stabil und poros ist und gleichzeitig von zwei nicht dispergierbaren
Fliissigkeiten benetzt werden kann. Die fliissige Membran sollte zudem produktschonend sein und
eine hohe Ldslichkeit fiir den Permeanden aufweisen. Beim Einsatz von Carriern mul3 deren
Effektivitit und Spezifitit in der fliissigen Membran garantiert sein. Beim carrier-vermittelten
Transport mul} zusétzlich beriicksichtigt werden, dafl mit steigendem transmembranen Gradienten

eine Sattigungsgrenze erreicht wird und das System dadurch limitiert ist.
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Abbildung 4: Funktionsweise von Pertraktionssystemen zur Imitierung der erleichterten Diffusion. Das obere Beispiel
verdeutlicht die Selektivitdt der fliissigen Membran, die durch die Loslichkeit (unloslich) des Analyten A ausgebildet
wird. Das mittlere Beispiel zeigt den transmembranen Transport bedingt durch die Loslichkeit eines Analyten B in der
fliissigen Membran. Das untere Beispiel beschreibt den Einsatz von Carriern (C), die liber die fliissige Membran Analyt

D transportieren.

Das Prinzip der spezifischen Aufreinigungsprozesse wird z.B. in der Affinitdts-Chromatographie
angewendet und erfordert das Vorhandensein eines Bindungspaares wie Protein und Ligand,
Antikorper und Antigen oder Enzym und Substrat. Eine Komponente des Bindungspaares wird
funktionell an eine inerte Oberfliche gebunden. AnschlieBend wird die Probe mit dem Zielmolekiil
iiber die Oberfliche gespiilt, an der nur das Zielmolekiil bindet und zuriickgehalten wird. Durch
Variation der Pufferkonditionen kann anschlieend das Zielmolekiil eluiert werden.
Die Limitierung der Affinitits-Chromatographie beginnt mit der Kenntnis von Bindungspaaren,
dementsprechend sind Zielmolekiile ohne bekannten Bindungspartner nicht trennbar. Aullerdem
muBl das Triagermaterial funktionalisierbar sein, um einen Bindungspartner funktionell und
zuginglich auf einer chemisch wie mechanisch stabilen Oberfliche immobilisieren zu kdnnen.
Die Nachteile technischer Methoden konnen durch den Einsatz von biologischen
Wechselwirkungen in Bezug auf Effizienz, Selektivitit und Produktschonung tlibertroffen werden.
Hieraus ergibt sich der Einsatz von biologischen Membranen mit ihren jeweiligen biologischen
Wechselwirkungen (beispielsweise Protein-Ligand-Interaktionen).
Derzeit werden, hauptsidchlich zur Imitierung von biologischen Membranen, folgende Modell-
Systeme verwendet:

1. Langmuir Monolagen

2. Black Lipid Membranen

3. Liposomen
Biologische Membranen sind, wie bereits erwéhnt, komplexe Gemische verschiedener Lipide,
Proteine und Kohlenhydrate. Modell-Membranen werden dagegen nur aus wenigen Komponenten
hergestellt, um den EinfluB jeder Komponente gezielt testen, variieren und analysieren zu kénnen

(Tempel, Goldmann et al. 1994).
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Langmuir Monolagen bestehen aus einem einschichtigen Lipidfilm an der Luft-Wasser-
Grenzflache (Abbildung 5). Man nutzt dabei den amphiphilen Charakter von Lipiden: Diese richten
sich an der Luft-Wasser-Grenzfldche entsprechend ihrer Polaritit aus (Mohwald 1990; McConnell
1991; Menger, Chlebowski et al. 2005). Mit Hilfe einer Filmwaage als Barriere konnen die Lipide
zu einer Monolage mit Oberflachenriicken entsprechend der einer natiirlichen Zellmembran
komprimiert werden (Albrecht, Gruler et al. 1978). In einem weiteren Schritt konnen
Membranproteine in die Subphase gegeben werden und ihr EinfluB auf die Anderungen der
Oberflichenspannung der Lipidmembran kann analysiert werden (Bougis, Rochat et al. 1981;
Maget-Dana 1999).

Ein Nachteil der Langmuir Monolagen besteht darin, daf3 sie keine natiirlichen Zellmembranen mit
zwei Lipidlagen ausbilden. Es wird also keine vollstindige Zellmembran imitiert, weshalb auch
keine transmembranen Stofftransporte oder Effekte untersucht werden konnen. Es sind nur Analyte
mit Effekten auf die Struktur der Lipidmembran priifbar. Weitere Nachteile der Monolagen
bestehen in ihrer mechanischen Instabilitdt gegeniiber Schwingungen und in der limitierten Anzahl

von MeBmethoden, die auf der Luft-Wasser-Grenzfldche eingesetzt werden konnen.

Drucksensor Barriere
| Langmuir Monolage

Wasser _
Filmwaage

Abbildung 5: Schematische Darstellung einer Langmuir Monolage. Der Langmuirtrog (Filmwaage) besteht aus einer
Wanne und Barriere, die aus einem hydrophoben Material wie z.B. Teflon hergestellt werden. Mit der beweglichen
Barriere kann die Monolage auf der Luft-Wasser-Grenzfldche komprimiert werden. Die Oberfldchenspannung der

komprimierten Monolage wird mit dem Drucksensor (Wilhemy Plittchen) gemessen.

Eine weitere Moglichkeit Lipidmembranen zu untersuchen sind Black Lipid Membranen (BLM)
(Miiller, Rudin et al. 1962). Hierbei wird ein hydrophober Triger mit einer Lochblende
(Durchmesser im pm Bereich) in einen Fliissigkeitsbehilter eingetaucht (Abbildung 6). Dabei
entstehen zwei Kammern, die Giber die Lochblende verbunden sind. Anschlielend werden in einem
viskosen Losungsmittel geloste Lipide auf die Lochblende aufgebracht. Wiahrend sich das viskose
Losungsmittel im Wasser 10st, bildet sich ein Lipidfilm auf der Lochblende. Dieser trennt im

Folgenden beide Fliissigkeitskammern (Latorre, Ehrenstein et al. 1972).
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Abbildung 6: Black Lipid Membranen besitzen eine Lochblende als Stiitzstruktur, die in ein wélriges Medium
eingetaucht ist. Die Lipide werden in einem dickfliissigen Losungsmittel geldst und kdnnen daher iiber die Lochblende
aufgebracht werden. Beim Auflosen des Losungsmittels bildet sich die Black Lipid Membran innerhalb der Lochblende

aus, wodurch beide Fliissigkeitskammern getrennt werden.

Dieser Aufbau ermoglicht die Kompartimentierung zweier Fliissigkeitskammern. Die
Lipidmembran besitzt einen groen Widerstand und eine grofle Kapazitit (einige Gigaohm und
einige Microfarad), die es erlauben, den transmembranen lonentransport oder Stofftransport
elektrisch beziehungsweise chemisch nachzuverfolgen. Zudem besteht die Moglichkeit, in den
Lipidbilayer Membranproteine (Miiller and Rudin 1968) wie Poren und Kanile einzubauen, iiber
die der enzymatisch vermittelte Stofftransport verfolgt werden kann (Thompson 1967; Shamoo and
MacLennan 1974; Schindler 1980; Wardak, Brodowski et al. 2000).

Ein Nachteil der BLM besteht darin, dal Proteine nachtréiglich in die BLM per Proteoliposomen-
fusion rekonstituiert werden. Die Fusion der Proteoliposomen und der BLM erfolgt dadurch
ungerichtet, die Orientierung von Proteinen kann nicht kontrolliert werden. Ein weiterer Nachteil
der BLM ist, daB3 bei ihrer Herstellung apolare Losungsmittel fiir die Lipide eingesetzt werden.
Diese Losungsmittel kdnnen als inverse Mizellen zwischen den Monolayern eingeschlossen werden
und dadurch die Funktion der transmembranen Proteine beeintrichtigen. Zudem schrinken die
Lokalisation der BLM auf einem hydrophoben Material und ihre beschrinkte Grofle (Durchmesser
im pm Bereich) die einsetzbaren, physikalischen MeBmoglichkeiten drastisch ein.

SchlieBlich kdnnen Membran-Modell-Systeme durch ca. 20 nm bis zu einige hundert Mikrometern
grofle geschlossene, freischwimmende Liposomen (Abbildung 7) untersucht werden. Sie bieten die
Moglichkeit, Lipidmembranen entkoppelt von Grenzflichen (Langmuir Monolagen) oder
Oberflachen (BLM) zu untersuchen (Sackmann and Lipowsky 1995; Menger, Chlebowski et al.
2005). Wegen ihres Aufbaus und ihrer GroBe dhneln sie einer Zelle und konnen daher als Zell-
Modell-System eingesetzt werden.

Ihre Herstellung erfolgt durch Dispersion getrockneter Lipide in einem wélrigen Medium. Durch

die Verwendung verschiedener Lipide kénnen Zusammensetzungen verschiedener Zellmembranen
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nachgebaut werden. Zudem konnen wéahrend der einfachen Priparation Zusédtze wie z.B.
Cholesterol dem System zugegeben und deren Effekt auf die Membran untersucht werden. Es
besteht aulerdem die préparative Moglichkeit, die Grofle der Liposomen effektiv und quantitativ zu
steuern und somit prizis unterschiedlich grofe Zell-Modell-Systeme herzustellen (Hoppe and

Sebald 1984).

— Puffer

_— Liposomen

Abbildung 7: Liposomen sind zweilagige, sphirische Lipidmembranen, die im wilrigen Medium geldst vorkommen.
Aufgrund ihres Aufbaus eignen sie sich gut als Zell-Modellsysteme. Zudem kann die Groe und die
Lipidzusammensetzung von Liposomen effektiv gesteuert werden, wodurch verschieden groe Zellsysteme imitiert

werden konnen.

Durch Zentrifugation lassen sich Liposomen in einen zweiten Puffer tiberfiihren, wobei der duflere
Puffer variiert werden kann. Dadurch werden beziiglich ihres Inhaltes ,,beladene* Liposomen
(Lasic, Frederik et al. 1992; Walker, Kennedy et al. 1997) hergestellt, die in der Medizin zum
Einschleusen von Pharmazeutika (Depotwirkung) eingesetzt werden (New, Chance et al. 1978;
Storm, Roerdink et al. 1987). Ein Nachteil beladener Liposomen liegt darin, dafl sie nach ihrer
Applikation vom Immunsystem erkannt und zerstort werden (Sackmann and Lipowsky 1995).
Dariiber hinaus zeigen Liposomen die Tendenz zu fusionieren (Chiruvolu, Walker et al. 1994;
Leckband and Israelachvili 2001), wobei sich ihre GroBe verdndert und sie nicht mehr als ein Zell-
Modell-System eines bestimmten Zelltyps wirken konnen.

Die beschriebenen Zell-Modell-Systeme bendtigen, um biologische Funktionen ausiiben zu konnen,
die Existenz von transmembranen Proteinen. Dabei werden transmembrane Proteine detergens-
vermittelt in Membranen eingebaut. Aufgrund der ungerichteten, zufilligen Orientierung
rekonstituierter Transmembranproteine (Mazer, Benedek et al. 1980) geht die natiirlich
vorkommende Membranorientierung im Zell-Modell-System verloren. Sie konnen deshalb nur
eingeschréinkt als Zell-Modell-Systeme dienen.

Eine Moglichkeit, die Nachteile der Langmuir Monolagen, der BLM und der Liposomen zu

umgehen, ist die Immobilisierung von Membran-Modellen auf planaren Festkorperoberflichen.
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Eine Festkorperoberflache gibt der Lipidmembran mechanische Stabilitit und erhélt ihre Fluiditét
(Tamm and McConnell 1985; Plant 1993; Groves and Dustin 2003). Die Immobilisierung auf
Festkorperoberflichen ermdglicht aufgrund dieser Eigenschaften den Einsatz zahlreicher
oberflichensensitiver MeBBmethoden wie z.B. die Bestimmung der Topographie (RKM), des
Dichteprofils (Neutronenstreuung), des Abstandes zwischen der Membran und der Oberfliche
(Rontgenstreuung), der Zusammensetzung (chemische Analysen), der Membranorientierung
(Antikorpermarkierung) und der Fluiditdt (FRAP) (Sackmann and Tanaka 2000).

Wie zuvor erwidhnt, befindet sich zwischen einer immobilisierten Membran und der
Festkorperoberflache ein ca. 1 - 3 nm dicker Wasserfilm (Bayerl and Bloom 1990; Johnson, Bayerl
et al. 1991). Dieser Abstand ist jedoch zu gering (Abbildung 8), um den Kontakt von
transmembranen Proteinen und der Festkorperoberfliche zu verhindern, was zu deren eventueller
Denaturierung fithren kann (Sackmann and Bruinsma 2002; Goennenwein, Tanaka et al. 2003;

Purrucker, Gonnenwein et al. 2007).

a)
b)
c)

Abbildung 8: Transmembrane Proteine (a) in einer Lipidmembran (b) ragen mehrere nm aus der Lipidmembran hervor.
Da sich zwischen der Lipidmembran und der Festkorperoberfliche (c) ein ca. 1 - 3 nm hoher Wasserfilm befindet,

konnen transmembrane Proteine die Festkorperoberfliache beriihren und eventuell denaturieren.

Zudem veranschaulicht dieses Modell den unterbrochenen Stofftransport iiber den dichten
Festkorper sowie das geringe Volumen des Wasserfilms, der bei einem unterbundenen
Stofftransport als Reservoirvolumen dienen wiirde.

Um die oben beschriebenen Nachteile der Modell-Systeme zu umgehen, wurden in dieser Arbeit
alternative Methoden wie die Oberflichenbeschichtung mit hydrophilen, biokompatiblen
Polymerschichten (Sackmann 1996; Sackmann and Tanaka 2000; Tanaka and Sackmann 2005) und
pordse Oberflichen (Kansy, Senner et al. 1998) eingesetzt (Abbildung 9). Bei diesen Methoden
werden die Membranproteine von der Oberfliche entkoppelt und behalten ihre natiirliche

Konformation bei (Salafsky, Groves et al. 1996; Baksh, Jaros et al. 2004).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung von Systemen zur funktionellen Immobilisierung von festkdrpergestiitzten,
transmembranen Proteinen (a) rekonstituiert in Lipidmembranen (b) auf Festkorperoberflichen. In Skizze A) sind
Polymerfilme (c) auf einer Silanmonolage (d) dargestellt, die als hydrophile, biokompatible Zwischenschichten
fungieren und dadurch transmembrane Proteine von der dichten Festkorperoberfliache (e) entkoppeln. Darstellung B)
zeigt eine pordse Oberflache (f), die von der Lipidmembran (b) iiberspannt wird. Transmembrane Proteine (a), die sich

oberhalb der Poren befinden, bleiben von der Festkdrperoberfliche unbeeintréchtigt.

Die Beschichtung einer Festkorperoberfliche mit biokompatiblen Polymeren (Abbildung 9.A) kann
mit Hilfe eines Langmuir-Blodgett Transfers auf einer Filmwaage erfolgen. Diese Technologie
bietet den groBen Vorteil, daB der mittlere, laterale Abstand der Polymere durch Anderung des
Oberflichendrucks wihrend des Langmuir-Blodgett Transfers sowie die Schichtdicke in
Abhingigkeit der Anzahl der transferierten Monolagen prizise kontrolliert werden kann. Damit 1463t
sich der Abstand zwischen der immobilisierten Membran und der Festkorperoberfliche so
einstellen, daB3 eine native und fluide Immobilisierung der Membran ermoglicht wird (Rehfeldt and
Tanaka 2003). Biokompatible Zellulosepolymere koénnen fiir die Immobilisierung kiinstlicher
(Hillebrandt 1999, Purrucker 2007, Tutus 2008) und natiirlicher Zellmembranen eingesetzt werden
(Tanaka, Kaufmann et al. 2001; Tanaka, Wong et al. 2004; Kaufmann, Weiss et al. 2007). Solche
hydrophilen Polymerschichten konnen aus Materialien wie Proteine der Extrazelluldren Matrix
(Kollagen, Laminin) (Comper 1996) oder Kohlenhydraten wie Dextran oder Polyethylenglykol
(Harris 1992) aufgebaut sein.

Eine weitere Strategie zur Entkopplung der Membran von der Festkdrperoberfldche ist der Einsatz
von pordsen Oberflichen. Jede Lipidmembran besitzt eine charakteristische Biegespannung. Ist die
Biegespannung hoch oder der Abstand der Oberflichenstrukturen klein, kann die Lipidmembran
den Oberflachenstrukturen (z.B. Porenoberfliche) nicht folgen (Abbildung 9.B) (Swain and
Andelman 1999). Die Lipidmembran kommt dann nur an den Porenrdndern mit dem Festkorper in
Kontakt und tiberspannt die Porenoberflidche, weshalb Membranproteine {iber den Poren ihre native

Struktur und Aktivitit beibehalten (Moya, Donath et al. 2000).
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Zudem bietet die Immobilisierung auf Zellulosekissen und pordsen Partikeln prozefitechnisch den
Vorteil, dal im Zellulosefilm und innerhalb der pordsen Partikel ein vergroBertes Reservoir fiir den
Stofftransport zur Verfiigung steht.
Die beschriebenen Techniken zeigen auf, dafl beziiglich der funktionellen Immobilisierung
transmembraner Proteine, des Stofftransportes tiber den Festkorper (Unterlage), der Handhabung
und der Steigerung der eingesetzten Membranflache noch Optimierungsbedarf besteht. Das Ziel
dieser Arbeit ist es,
1. eine einfache Immobilisierungstechnik mit dem Schwerpunkt, eine grofle
Membranfldche pro Volumen einzusetzen, und
2. die natiirliche Fluiditéit der Lipidmembran sowie die natiirliche Proteinaktivitét
transmembraner Proteine auf einer Festkdrperoberflidche zu erhalten.
Dazu wurden kiinstliche Modell-Membranen, natiirliche Zellmembranen und natiirliche Organell-

membranen eingesetzt und auf planaren oder spharischen, pordsen Oberfldchen charakterisiert.

Membran-System Oberfliche

kiinstliche Modell-Membran planare, modifizierte Oberflache
Lipidmembran mit FoF; ATP-Synthase
natiirliche Zellmembran gekriimmte, unmodifizierte Oberfliche
Erythrozyten Ghostzellen
natiirliche Organellmembran gekriimmte, unmodifizierte Oberflédche

Sarkoplasmatisches Retikulum

Die Arbeit ist in drei Schwerpunkte untergliedert. Der erste experimentelle Teil beschreibt, wie der
asymmetrische, transmembrane Enzymkomplex FoF; ATP-Synthase aus Micrococcus lysodicticus
in kiinstliche Liposomen gerichtet rekonstituiert wird, um asymmetrische Membran-Modell-
Systeme  herzustellen.  AnschlieBend wird dieses Membransystem auf planaren
Festkorperoberflaichen immobilisiert, mit dem Ziel, die Oberfliche vollstindig zu beschichten und
die hergestellte Membranasymmetrie auf der Festkorperoberfliche beizubehalten.

Im zweiten experimentellen Teil wird die Kinetik und die Qualitit einer einfachen
Partikelbeschichtung (1-Schritt Mechanismus) mit Ghostzellmembranen untersucht. Fiir die
Beschichtung werden sphirische, pordse Silicapartikel mit konstanter PorengroBe (1000 A), aber
unterschiedlichen Durchmessern (5 pm, 10 pm und 30 pum) eingesetzt. Ghostzellen besitzen die
Eigenschaft, nach der Préparation ihre native Membranorientierung beizubehalten. Die eindeutige
Membranorientierung der Ghostzellen erlaubt es, den Aufspreitmechanismus der Ghostzellen

bestimmen zu konnen (Tanaka, Kaufmann et al. 2001). Die eindeutige Membranorientierung wurde
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durch Antikérpermarkierung der Membraninnenseite wie Membranauflenseite spezifisch
nachgewiesen (Kaufmann and Tanaka 2003). Mit der monodispersen GroBenverteilung der
Ghostzellen konnte der Einfluf der Partikelgrofe auf die Partikelbeschichtung und damit der
Kontaktwinkel zwischen der Zellmembran und der Festkorperoberfliche bestimmt werden.

Im dritten experimentellen Teil wird die Proteinaktivitit der Ca**-ATPase des Sarkoplasmatischen
Retikulums  (SR) immobilisiert auf unbehandelten  Silicapartikeln ~ bestimmt.  Die
Hauptproteinkomponente der SR Membran ist die Ca*-ATPase mit ca. 70% des
Gesamtproteingehaltes (MacLennan and Holland 1975; Inesi 2003). Die Funktionsweise der Ca*'-
ATPase erlaubt es, die Proteinaktivitit mit einer einfachen Phosphatanalyse quantitativ zu
bestimmen und damit eine funktionelle Immobilisierung nachzuweisen. Aufgrund der hohen Dichte
der Silicapartikel lassen sich diese leicht durch Sedimentation von in Losung befindlichen,
ungebundenen SR-Fragmenten trennen. Zudem stabilisieren die Partikel die SR-Membran auf ihrer
Oberfldche. Die so beschichteten Partikel lassen sich in eine Chromatographiesiule fiillen. In der
Sdule konnen durch einfachen Puffertausch die Reaktionsbedingungen prazise reguliert und
katalytisch freigesetzte Produkte abgetrennt werden. Der Einsatz der Chromatographiesiule bietet
zudem den Vorteil, daB3 die Sdule durch bekannte scale-up Prozesse verschiedenen technischen

Anforderungen leicht angepal3t werden kann.
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1. Immobilisierung von asymmetrischen, kiinstlichen Membran-Modell-
Systemen auf hydrophilen, biokompatiblen Zelluloseschichten auf

planaren Oberflichen'

Zusammenfassung

Das Ziel dieses Kapitels ist die uni direktionale Rekonstitution stark asymmetrischer Proteine in
Liposomen mit dem Ziel, sie gerichtet auf eine Festkorperoberfliche zu immobilisieren. Dieses
Verfahren erlaubt es, mit Hilfe der Asymmetrie eines rekonstituierten transmembranen Proteins ein
asymmetrisches, artifizielles Proteoliposom herzustellen und dessen Membranorientierung nach der
der Immobilisierung zu untersuchen. Die FoF; ATP-Synthase aus Micrococcus lysodicticus wurde
in einem schwachen Detergens solubilisiert und in kleine, uni lamellare Liposomen (@ = 60 nm)
eingebaut. Die Proteinrekonstitution erfolgte in intakte Liposomen, was mit Hilfe der Dynamischen
Lichtstreuung gezeigt wurde. Auf eine Oberfliche beschichtet mit einem biokompatiblen
ultradiinnen Zellulosefilm (Hohe ca. 5 - 10 nm) wurde die Proteoliposomenmembran aufgespreitet
und deren Homogenitdit mit Membran- und Proteinmarkierung dargestellt. Die
Membranorientierung auf der Festkorperoberfliche wurde mit Antikorpermarkierung der ATP-
Bindestelle und Rasterkraftmikroskopie bestimmt. Somit konnte gezeigt werden, daBl die
Proteoliposomenmembran unidirektional und homogen immobilisiert wurde und dafl die ATP
Bindestelle ihre native Konformation bei der Proteinaufreinigung, Rekonstitution und

Immobilisierung beibehalten hat.

'Murat Tutus, Fernanda F. Rossetti, Emanuel Schneck, Giovanna Fragneto, Friedrich Forster, Ralf Richter, Thomas
Nawroth and Motomu Tanaka
,Orientation-Selective Incorporation of Transmembrane FoF; ATP Synthase Complex from Micrococcus luteus in

Polymer-Supported Membranes”, Macromolecular Bioscience, 2008, 8, 1034
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Einleitung

Die Verwendung katalytischer Funktionen transmembraner Proteine erfordert die Beriicksichtigung
der Asymmetrie transmembraner Proteine innerhalb der Lipidmembranen. Die Asymmetrie der
transmembranen Proteine beinhaltet unterschiedliche Proteinfunktionen entsprechend der
Proteindomdnen. Als Modell-System wurde der transmembrane Enzymkomplex FoF; ATP-
Synthase aus Micrococcus lysodicticus ausgewéhlt, da er eine starke Asymmetrie aufweist,
bestehend aus einem transmembranen Fo-Komplex, der in der Lipidmembran sitzt und einer Fi-
Kopfgruppe, die einen Durchmesser von ca. 10 nm hat und aus der Lipidmembran herausragt
(Boyer 1997).

Die Stabilitdt der Lipidmembran erfordert deren Dispersion in einem walBrigen Medium. Zur
einfachen Handhabung von Proteoliposomenmembranen wurden diese auf Festkorperoberflichen
immobilisiert. ~ Die  unmittelbare =~ Immobilisierung  transmembraner  Proteine  auf
Festkorperoberflichen kann zu deren Denaturierung fiihren (Bayerl and Bloom 1990; Sackmann
and Bruinsma 2002; Tanaka and Sackmann 2005). Um Proteoliposomenmembranen von der
Festkorperoberfliche zu entkoppeln, wurde die Festkorperoberfliche mit einem hydrophilen,
biokompatiblen ultradiinnen Zellulosefilm beschichtet (Rehfeldt and Tanaka 2003).

Aufgereinigte FoF; ATP-Synthase, stabilisiert in einem schwachen Detergens (TDOC), wurden uni
direktional in artifizielle Liposomen rekonstituiert und gerichtet auf planaren biokompatiblen
Zellulosefilmen immobilisiert (Nawroth, Conrad et al. 1989; Nomura, Nagata et al. 2001; Tutus,
Rossetti et al. 2008). Die Homogenitdt der immobilisierten Membran wurde mit Membran- und
Proteinmarkierung nachgewiesen. Die eindeutige und gerichtete Rekonstitution der FoF; ATP-
Synthase in die Liposomen konnte nach der Immobilisierung auf Zellulosefilmen durch
Immunofluoreszenzmarkierung und Rasterkraftmikroskopie eindeutig gezeigt werden (Tutus,
Rossetti et al. 2008). Durch die Wahl des Antikorpers gegen das aktive Proteinzentrum der FoF,
ATP-Synthase wurde gezeigt, dal die immobilisierte ATP-Synthase ihre native Form beibehalten
hat.

23



1.1 Materialien

1.1.1 Chemikalien
Alle Chemikalien wurden von Sigma Aldrich (Miinchen, Deutschland) und Carl Roth (Karlsruhe,

Deutschland) bezogen und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Reinstwasser (Millipore,
Molsheim, Frankreich) mit einem spezifischen Widerstand > 18 MQcm wurde benutzt.

Das Lipid 1-Stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (SOPC) (Abbildung 1.1.a) sowie
das an der Alkylkette fluoreszenzmarkierte Lipid 1-Oleoyl-2-[12-[7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl]
amino] dodecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (NBD-PC) (Abbildung 1.1.b) wurden von Avanti
Polar Lipids (Alabaster, USA) bezogen.
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Abbildung 1.1: a) zeigt die Strukturformel von SOPC. b) zeigt die Strukturformel des Alkylketten markierten Lipids

NBD-PC. TAMRA-SE c) wurde zur unspezifischen Fluoreszenzmarkierung der ATP-Synthase eingesetzt.

In der Aufreinigung der FoF; ATP-Synthase wurden die Detergenzien 3-[(3-Cholamidopropyl)
dimethylammonio]-1-propanesulfonat (CHAPS), alpha-[4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl) phenyl]-
omega- hydroxypoly (oxy-1,2-ethanediyl) (Triton X-100), reduziertes Triton RX-100 und 2-
([30,12a-Dihydroxy-24-oxo0-5B-cholan-24-yl] amino) ethanesulfonséure (TDOC) eingesetzt.

Die unspezifische Fluoreszenzmarkierung der FoF; ATP-Synthase erfolgte mit dem Farbstoff 5-(6)-
Carboxytetramethylrhodamin Succinimidyl Ester (TAMRA-SE, Molecular Probes, Leiden,
Niederlande) (Abbildung 1.1.c). Die ATP-Synthase wurde mit einem monoklonalen Maus-
Antikorper (Chemicon, Temecula, USA) gegen die ATP Bindestelle markiert. Mit einem
polyklonalen Ziege-anti-Maus Antikdrper, konjugiert mit Fluorescein Isothiocyanate (FITC, Sigma

Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), wurde der erste Antikoper nachgewiesen. Die
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Proteoliposomenmembran wurde mit Rinderserum Albumin (RSA, Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) geséttigt.

Die Funktionalisierung der Glassubstratoberflichen erfolgte mit Octadecyltrimethylsilan (ODTMS,
ABCR, Karlsruhe, Deutschland). Trimethylsilylzellulose (TMSZ) wurde aus Zellulosepulver (M.W.
~ 25 kDa, Fluka, Taufkirchen, Deutschland) hergestellt.

In der Bestimmung der Lipidkonzentration wurden Reinstwasser, Perchlorsdure, Ammonium-

molybdat und Ascorbinséure eingesetzt.

1.1.2 Festkorperoberflichen

Objekttrager und Deckgldschen (Assistent, Karl Hecht KG, Sondheim, Deutschland) aus
Borosilikatglas wurden bei VWR (Ismaning, Deutschland) erworben. Silizium Wafer (Si 100)
waren eine Spende von Wacker Chemie (Miinchen, Deutschland). Polierte Siliziumblocks (Si 100)

wurden von Holm Siliciumbearbeitung (Tann, Deutschland) bezogen.
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1.2 Methoden

1.2.1 RCA-Reinigung der Festkorperoberflichen

Alle Festkorper wurden nach einer verkiirzten RCA (Radio Corporation of America) Methode
gereinigt (Kern and Puotinen 1970). Bei der RCA-Methode handelt es sich um ein 2-stufiges
Verfahren zur Reinigung von Festkorperoberflichen in der Halbleiterphysik. Die erste
Reinigungsstufe besteht aus einer stark sauren Wasserstoffperoxidlosung zur Oxidation von
organischen Kontaminationen (RCA-Ansatz: 1:1:5 (v/v/v) H,O, (30%) : NH4OH (30%) :
Reinstwasser). Die zweite Reinigungsstufe besteht aus einem stark basischen Schritt, in dem

Metallkontaminationen durch Komplexbildung entfernt werden.

Schritt RCA-Reinigung
1 in Aceton 3 min im Ultraschall behandeln
2 mit Aceton spiilen (1 mal)
3 Schritt 1 & 2 mit a) Ethanol, b) Methanol und c¢) Reinstwasser wiederholen
4 im RCA-Ansatz 5 min im Ultraschall behandeln
5 30 min bei 60°C inkubieren
6 10 mal mit Reinstwasser spiilen
7 im Reinstwasser 3 min im Ultraschall behandeln
8 10 mal mit Reinstwasser spiilen
9 30 min bei 70°C erwdrmen
10 Trocknen iiber Nacht im Vakuum

Tabelle 1.1: Schema zur RCA-Reinigung der Festkorperoberflichen. Die RCA-Reinigung wurde auf den ersten, stark

sauren Oxidationsschritt zur Entfernung von organischen Kontaminationen gekiirzt.

Siliziumwafer und Siliziumblocks wurden gereinigt geliefert. Deckgldschen und Objekttrager
besitzen ab Werk auf ihrer Oberfliche einen Olfilm fiir die einfache Handhabung (organische
Kontamination). Da die organische Kontamination die Hauptverschmutzung der

Festkorperoberflichen darstellt, wurde die RCA-Reinigung aller Festkorperoberflichen auf den
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ersten, stark sauren Oxidationsschritt gekiirzt (Tabelle 1.1). Die Reinigung erfolgt in geschlossenen

Glasboxen, in denen die Substrate anschlieend aufbewahrt wurden.

1.2.2 Hydrophobe Funktionalisierung der Festkorperoberflichen
Die Substratoberflichen wurden mit ODTMS hydrophob funktionalisiert, um durch hydrophobe

Interaktion der funktionalisierten Zellulosederivate die Oberflache beschichten zu konnen. Bei der
Silanisierung bilden die Trimethylsilangruppen des ODTMS mit dem Sauerstoff der
Hydroxylgruppen der Glasoberflichen eine kovalente Bindung aus und ordnen sich mit ihren
Alkylketten zu einer Monolage an (Tabelle 1.2). Die C18-Alkylketten formen dabei einen
einschichtigen, dicht gepackten, hydrophoben Film auf den Festkorperoberflichen aus (Mooney,
Hunt et al. 1996; Hillebrandt, Tanaka et al. 2002).

Trockene, RCA-gereinigte Substrate wurden in wasserfreies Toluol, Butylamin und ODTMS
gegeben. Die Beschichtungsreaktion erfolgte im Ultraschallbad bei 15°C fiir 30 Minuten. Nach der
Beschichtung wurde freies, ungebundenes ODTMS von der Substratoberfliche durch mehrfaches

Spiilen und Behandeln mit Ultraschall in Toluol und anschlieBend in Reinstwasser entfernt.

Schritt Silanisierung

94,5 Vol% wasserfreies Toluol zugeben
1 0,5 Vol% Butylamin zugeben
5 Vol% ODTMS zugeben
fiir 30 min bei 15°C im Ultraschallbad beschichten

3 min im Ultraschallbad mit Toluol waschen

10 mal spiilen mit Reinstwasser

2
3
4 Sptilen mit Toluol (1 mal)
5
6

3 min im Ultraschallbad mit Reinstwasser waschen

7 Trocknen tiber Nacht in Vakuumschrank

Tabelle 1.2: Schema zur hydrophoben Funktionalisierung der Festkorperoberflichen. Die Funktionalisierung der
Festkorperoberflichen hat das Ziel, durch hydrophobe Wechselwirkung der Oberflichen mit Zellulosederivate die

Festkorperoberflache zu beschichten.
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1.2.3 Beschichtung der Festkorperoberflichen mit hydrophilen, biokompatiblen

Zelluloseschichten

Das hydrophobe Zellulosederivat TMSZ wurde nach der Methode von Schaub et al. synthetisiert
(Schaub, Wenz et al. 1993). Wegen seiner hydrophoben Eigenschaft kann TMSZ an der Luft-
Wasser-Grenzfliche aufgespreitet und komprimiert werden. Wegen der hydrophoben
Wechselwirkung von TMSZ mit der hydrophob funktionalisierten Festkorperoberfliche kann eine
TMSZ Monolage von der Luft-Wasser-Grenzfliche auf die FestkOrperoberfliche iibertragen
werden (Langmuir-Blodgett-Transfer) (Rddler and Sackmann 1997; Rehfeldt and Tanaka 2003).
Anhand einer Elementaranalyse von TMSZ wurde der Substitutionsgrad mit 2,1 bestimmt. Der
Substitutionsgrad ist eine Kenngrofle zur Angabe des Umsetzungsgrades von polyfunktionellen
Polymeren und gibt die Zahl der Substituenten an, die an funktionellen Gruppen ausgetauscht
wurden. Bei Zellulose enthdlt jede Anhydroglucose-Einheit 3 Hydroxygruppen, weshalb der
Substitutionsgrad maximal den Wert 3 annehmen kann. Der Substitutionsgrad 2,1 ergab in Wasser
unldsliches TMSZ, infolgedessen wurde das TMSZ in hochreinem Chloroform geldst und bei -20°C
gelagert.

Abbildung 1.2: Bild a) zeigt eine préiparative Filmwaage, mit der TMSZ Monolagen auf der Luft-Wasser-Grenzfliche
komprimiert wurden. Mit der beweglichen Barriere (horizontaler Pfeil) wurde der Oberflichendruck wéhrend der
Beschichtung konstant bei 30 mN/m gehalten. Die Skizze in Bild a) zeigt die Anordnung der TMSZ Monolage an der
Luft-Wasser-Grenzfldche. Bild b) zeigt eine Vergroerung des Lifts und den Trog, in den die Substrate wahrend der
Beschichtung eintauchten. Mit dem Lift (vertikaler Pfeil Bild a) wurden die Festkorperoberflachen in die warige Phase
eingetaucht, wodurch ein schichtenweiser Ubertrag von TMSZ auf die hydrophobe Glasoberfliche erfolgte.

Fiir die Beschichtung der hydrophoben Festkorperoberflichen wurden 100 pl der TMSZ-

Stammldsung (1 mg/ml) auf die wiBrigen Oberfliche (1008 cm?) einer selbstgebauten Filmwaage

28



(Abbildung 1.2.a) bei 20°C aufgespreitet. AnschlieBend wurde TMSZ an der Luft-Wasser-
Phasengrenzflache auf eine Oberflichenspannung von 30 mN/m komprimiert (Skizze in 1.2.a).
Wihrend des Langmuir-Blodgett-Transfers (Abbildung 1.2.b) wurde die Oberflichenspannung
konstant gehalten (Druckkonstantmodus) und 10 Monolagen wurden auf die hydrophobe
Substratoberfliache transferiert (Skizze in 1.2.b). Der Flacheniibertrag von TMSZ betrug 100%.

Die hydrophobe Trimethylsilylseitengruppe von TMSZ (Abbildung 1.3.a) wurde auf der
Festkorperoberfliche durch Exposition an rauchender HCl abgespalten, wodurch hydrophile
Zellulose (Abbildung 1.3.b) chemisch regeneriert wurde. Durch den schichtenweisen Langmuir-
Blodgett-Transfer im Druckkonstantmodus und der Regeneration wurden auf den
Festkorperoberflichen biokompatible, hydrophile Zellulosefilme (Abbildung 1.3.c) mit konkreten,
hohenverstellbaren Schichtdicken und mittleren Abstinden der Polymere hergestellt (Radler and
Sackmann 1997; Rehfeldt and Tanaka 2003).
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Abbildung 1.3: Strukturformel (a) zeigt die schematische Darstellung eines TMSZ-Monomers, Strukturformel (b) zeigt
die der regenerierten Zellulose. Durch Langmuir-Blodgett-Transfer von TMSZ auf die Substratoberfliche und
anschliefender Regeneration entsteht eine biokompatible, hydrophile Zelluloseschicht auf den Substratoberfldchen,

deren Hohe wie lateraler Abstand der Polymere prézise kontrolliert werden kann.

1.2.4 Neutronenreflekivitit

Die Charakterisierung der festkorpergestiitzten Zellulosefilme erfolgte durch Neutronen-
reflektivititsexperimente. Hierbei wurde die reflektierte Intensitit des Neutronenstrahls als
Funktion des senkrechten Impulsiibertrags (q,) aufgezeichnet (Abbildung 1.4). Die Experimente
wurden im ,,time of flight“-Modus (TOF-Modus) an der Beamline D17 im Institut Laue Langevin
(ILL, Grenoble, Frankreich) (Cubitt and Fragneto 2002) von Dr. F. Rossetti und Dipl.-Phys. E.
Schneck durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten auf Siliziumblocken zuerst gegen Luft und
anschlielend gegen D,0.
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Abbildung 1.4: Strahlengeometrie der Neutronenreflektivitit. Neutronenstrahlen treffen auf die beschichtete

Substratoberflache, wo sie auf einen Detektor reflektiert und nachgewiesen werden.

Im TOF-Modus wird q, bei festem Reflexionswinkel durch die Wellenlinge der
Neutronenstrahlung bestimmt. Aus den Reflexionsintensititen wurde mit Hilfe des Parrat
Formalismus das Streuldngendichte-Profil (SLD Profil) der Substrate rekonstruiert. Dazu wurde ein
Schichtmodel mit rauhen Grenzflichen angenommen (Abeles 1950; Parratt 1954; Névot and Croce
1980). Die Schichtsysteme wurden auf zweierlei Weise parametrisiert. An Luft wurde ein 3 Schicht
Model mit SiOx, Octadecyltrimetoxysilan und Zellulose zwischen den Halbkontinua Luft und
Silizium benutzt. Unter Wasser wurde ein dhnliches System eingesetzt, mit dem Unterschied, dal3
die Zelluloseschicht zweilagig betrachtet wurde, mit einer hydratisierten Schicht und einer nicht
regenerierten TMSZ Schicht. Die nicht regenerierte TMSZ Schicht wurde mit dem Schichtmodell,
die hydratisierte Zelluloseschicht mit einer exponentiell abklingenden Streuldngendichte modelliert.
Der Verlauf wurde durch eine abklingende und gestreckte Funktion exponentiell parametrisiert und
durch eine Vielzahl von Schichten modelliert.

Die Auswertung der Schichtdicken erfolgte mit dem Programm Motofit (Nelson 2006), welches

erlaubt, Rauhigkeiten zwischen den Streuldngendichten zu berticksichtigen.

1.2.5 Liposomenpriparation

In allen Experimenten wurde ein Standard Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Puffer
(TMN Puffer, pH = 8) eingesetzt:

TMN Puffer Molaritit
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 50 mM
MgCl, 2 mM

NaN3 1 mM
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In Chloroform gelostes SOPC wurde in einem Rotationsverdampfer langsam eingetrocknet und
anschliefend im Vakuumschrank iiber Nacht vollstindig getrocknet. Die getrockneten Lipide
wurden in TMN Puffer auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt und anschlieend bei 40°C
fiir 2 h bei gelegentlichem Vortexen emulgiert. Durch diese Préparationsmethode entstanden grof3e,
multi-lamellare Vesikel, die durch Extrusion (Liposofast, Avestin Inc., Ottawa, Kanada) in uni-
lamellare Vesikel mit enger GroBenverteilung umgewandelt wurden. Die Extrusion erfolgte durch

31 Passagen iiber 2 Polykarbonatmembranen mit Porenradien von 25 nm (Hope, Bally et al. 1985).

1.2.6 Aufreinigung der FoF; ATP-Synthase aus Micrococcus lysodicticus
Die FoF; ATP-Synthase (Abbildung 1.5.a) (Boyer 1997) wurde von PD Dr. Thomas Nawroth

(Universitdit Mainz, Deutschland) aus Protoplasten des Bakteriums Micrococcus lysodicticus
(ATCC 4698) aufgereinigt. Die Aufreinigung wurde durch fraktionierte Detergenswechsel-
extraktion (Prdparationsschema 1.1) nach einer modifizierten Methode von Chung et al.
durchgefiihrt (Chung and Salton 1988; Gruber, Godovaczimmermann et al. 1994; Freisleben,
Zwicker et al. 1995).
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Extraktion mit 0.3% (w/v) CHAPS
Y
vorextrahierte Membran-Fragmente
Extraktion mit 2% (w/v) Triton X-100
Dialyse gegen 0,1% (w/v) Triton X-100
Y

Primér-Extrakt

lIonenaustauschchromatographie mit 0,1% (w/v) Triton RX-100
Dialyse gegen 0,1% (w/v) Triton X-100

Y
Roh-Enzym

lonenaustauschchromatographie mit 0,1% (w/v) Triton RX-100
Y

vorgereinigte ATP-Synthase

Gelfiltrationschromatographie mit SmM TDOC
Austausch von Triton RX-100 gegen TDOC

Y
TDOC stabilisierte ATP-Synthase

Praparationsschema 1.1: Aufreinigung der FoF, ATP-Synthase aus Micrococcus lIysodicticus. Die fraktionierte
Extraktion erlaubt es, die Aufreinigung der ATP-Synthase mit starken Detergenzien zu beginnen, die die Lipidmembran
vollstandig zerstéren und die ATP-Synthase am Ende in ein schwaches Detergens wie TDOC zu iiberfithren. Im

Endprodukt ist die FoF; ATP-Synthase mit TDOC stabilisiert und liegt im wéBrigen Einfrier-TMN Puffer vor.
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Nach dem Zellaufschlu} erfolgte die Aufreinigung durch eine Vorextraktion mit dem Detergens
CHAPS, gefolgt von einer Extraktion mit Triton X-100, das die Protoplastenmembran vollstindig
zerstorte. Anschlieflend wurde Triton X-100 durch reduziertes Triton RX-100 ersetzt, welches in
einem letzten Schritt durch das schwache (CMC = 3 mM) Detergens TDOC (Abbildung 1.5.b)

ausgetauscht wurde.

0

0 S

c)

TDOC

Puffer

Abbildung 1.5: a) Schematische Darstellung des FoF; ATP-Synthase Komplexes, wie er in einer Membran eingebaut
vorliegt. b) Strukturformel von TDOC, welches im letzten Aufreinigungsschritt zum Solubilisieren der ATP-Synthase
eingesetzt wurde. c¢) Schematische Darstellung der ATP-Synthase, wie sie im wirigen Medium von TDOC (braune

Balken) stabilisiert wurde.

Die aufgereinigte und mit TDOC stabilisierte FoF; ATP-Synthase (Abbildung 1.5.c) wurde in
fliissigem Stickstoff anschlieBend in Einfrier-TMN Puffer (pH = 8) gelagert.

Einfrier-TMN Puffer Molaritit
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 50 mM
TDOC 5 mM

Diisopropyl Fluorophosphat 0,1 mM
Glyzerol 10% (v/v)

Der Gesamtkomplex der FoF; ATP-Synthase besteht aus einem transmembranen Fo Komplex,
welcher aus 15 Untereinheiten besteht. Er transportiert Protonen entlang des Protonengradienten
iiber die Lipidmembran hinweg und wird dabei in Rotation versetzt. Der katalytisch aktive F;
Komplex besteht aus 9 Untereinheiten. Der Fo Komplex und der F; Komplex sind iiber die v-
Untereinheit verbunden, die die Rotation des Fo Komplexes an den F; Komplex {iiberfiihrt. Durch
Weiterleitung der Rotationsenergie des Fo Komplexes kommt es zu Konformationsédnderungen an
der B-Untereinheit des F; Komplexes. Infolge dieser Konformationsinderung wird ADP und

Phosphat zu ATP synthetisiert (Boyer 1997).
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1.2.7 Rekonstitution der FoF; ATP-Synthase in Liposomen

FoF; ATP-Synthase in Einfrier-TMN Puffer wurde iiber Nacht in TMN Puffer mit 5 mM TDOC
umdialysiert. TDOC stabilisierte FoF; ATP-Synthase wurde in uni-lamellare Liposomen fiir 30 min
bei Raumtemperatur auf einem Schiittelapparat rekonstituiert. Nach erfolgter Rekonstitution kommt
TDOC frei im Puffer als Mizelle und in den Proteoliposomen geldst vor. Es wurde anschlieBend
durch eine Gelpermeationschromatographie (GPC) in Sephadex G 25 (PD 10, GE Healthcare,
Uppsala, Schweden) aus dem Rekonstitutionsansatz entfernt (Horigome and Sugano 1983;
Deisinger, Nawroth et al. 1993; Gruber, Godovaczimmermann et al. 1994).

In der GPC wurden 500 pl Rekonstitutionsansatz auf die Séule aufgetragen und mit TMN Puffer
eluiert. Fraktionen von 500 pl wurden gesammelt. Durch UV Absorptionsmessungen bei A = 280
nm wurden die Fraktionen mit der hochsten Proteinkonzentration von FoF; ATP-Synthase ermittelt.

Diese Hauptfraktionen wurden in allen Experimenten eingesetzt.

1.2.8 Aufspreiten von Proteoliposomen auf hydrophile, biokompatible Zelluloseschichten

Festkorperoberflichen oder Deckgldschen, beschichtet mit 10 Lagen regenerierter Zellulose,
wurden in speziell angefertigte Edelstahlhalter eingebaut, wobei eine Kammer iiber dem
Zellulosefilm entstand. Es wurde eine Proteoliposomenlosung (300 pl) auf den Zellulosefilm
gegeben und fiir eine Stunde inkubiert. Dabei kam es zur Ausbildung einer
Proteoliposomenmembran auf dem hydrophilen, biokompatiblen Zellulosefilm (Abbildung 1.6)
(Brian and McConnell 1984; Kalb, Frey et al. 1992). Die Oberfldchenbeschichtung erfolgte in
einem Zellinkubator bei 37°C und bei Wasserdampf geséttigter Atmosphédre. Danach wurden
adhédrente sowie ungebundene Proteoliposomen durch intensiven Puffertausch ausgewaschen.
Anschliefend wurde die Homogenitit der Membran und die Verteilung der ATP Synthase in den

festkorpergestiitzten Membranen durch eine spezifische Fluoreszenzmarkierung bestimmt.
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a) F F ATP-Synthase

b) Lipidmembran

— = c¢) Zellulose
e S Ny -
Sirrr i AT TR ' Lummumng - d) Octadecyltrimetoxysilanschicht

e) Festkorperoberfliche

Abbildung 1.6: Schematische und maf3stabsgetreue Darstellung einer Proteoliposomenmembran auf einer hydrophilen,
biokompatiblen Zelluloseschicht (10 Monolagen), die auf einem silanisierten Deckglas aufgetragen wurden. Die
Schichten sind: a) FoF; ATP-Synthase, b) Lipidmembran, <¢) 10 Monolagen Zellulose, d)
Octadecyltrimetoxysilanschicht und e) Festkorperoberflache.

Der Einsatz eines speziell konstruierten Probenhalters (Abbildung 1.7) bietet den Vorteil, dal mit
der Probenoberfliche und dem Puffer nur chemisch inerte Materialien wie Teflon und Viton in
Kontakt kommen und daher Kontaminationsquellen ausgeschlossen werden konnen.

Im Boden des Edelstahlhalters befindet sich eine Aussparung in den Abmessungen des
Deckgldschens (24 mm x 24 mm x 0,1 mm). In diese Aussparung wurde das Deckgldschen
eingelegt. Dariiber wurde der Tefloneinbau eingesetzt und mit dem Deckel verschraubt. Durch das
Verschrauben wurde der Teflonhalter mit einem Viton O-Ring auf die Oberfliche des
Deckgléaschens aufgepref3t und abgedichtet. Es entstand eine dicht verschlossene Kammer, in die die

Proteoliposomen nachfolgend zugegeben und gewaschen wurden.

Aludeckel mit
Innegewinde

Tefloneinbau mit

Aluboden mit Ausspaarung
fuir Deckglidschen

Abbildung 1.7: Deckgldschenhalter bestehend aus Edelstahlboden, Edelstahldeckel und Tefloneinbau. Das
Deckgldschen wurde mit dem Tefloneinbau in die Aussparung im Boden eingeprefit. Durch den Einsatz von gereinigten

und chemisch inerten Materialien konnen Probenoberflédche und Puffer nicht verunreinigen.
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1.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der FoF; ATP-Synthase Stammlosung sowie der Proteoliposomen wurde
durch Absorptionsmessung ermittelt.

Es gibt keine Literaturreferenz fiir den Extinktionskoeffizient der FoF; ATP-Synthase von
Micrococcus lysodicticus. Aber Zwicker (Zwicker 1992) hat in seiner Promotion den
Extinktionskoeffizient der FoF; ATP-Synthase bestimmt. Dafiir hat er das Absorptionsspektrum
einer bekannten Konzentration der FoF; ATP-Synthase von Micrococcus lysodicticus bei A = 280
nm ermittelt, woraus er den molaren Extinktionskoeffizienten der FoF, ATP-Synthase von
Micrococeus lysodicticus mit 250.000 Mol'cm™ bestimmen konnte.

Die Auswertung aller photometrischen Daten erfolgt nach dem Lambert-Beerschen Gesetz. Es
besagt, da3 beim Durchgang von monochromatischem Licht durch ein absorbierendes, wélriges
Medium entsprechend der Weglinge durch das wilirige Medium die Strahlungsintensitit
exponentiell abnimmt. Die Extinktion E ist somit gegeben als negativer, dekadischer Logarithmus
des Quotienten aus transmittiertem Licht (I;) und eingestrahltem Lichtstrahl (Iy), oder als die
Summe des molaren Extinktionskoeffizienten (g), multipliziert mit der Konzentration (c) der

absorbierenden Substanz und der Weglénge (d) des Lichtes durch die Probe.

1
E=-lgl -t |=¢-c-d

0

Die Extinktion wurde mit dem Photometer (Genosys 10UV, Thermo Scientific, Madison,
Wisconsin, USA) gemessen. Die Proteinkonzentration aller Fraktionen aus der GPC wurde
bestimmt, aus denen anschlieend die 2 Hauptfraktionen (Konzentration = 1,2 pmol, Fraktion Nr.

14 und 15) fiir alle weiteren Experimente benutzt wurden.

1.2.10 Bestimmung der Lipidkonzentration

Die Lipidkonzentration der Proteoliposomen wurde nach der Methode von Fiske und Subbarow
(Fiske and Subbarow 1925) fiir die Proteinhauptfraktionen (Fraktion Nr. 14 und 15) durchgefiihrt
(Tabelle 1.3). In Phospholipiden wird die polare Kopfgruppe iiber eine Phosphatgruppe mit dem
Glycerolgrundgertist verbunden. Somit ergibt sich ein stochiometrischer Faktor von 1 beziiglich der
Phosphatgruppen zu Phospholipiden, folglich entspricht die ermittelte Phosphatkonzentration der

vorhandenen Lipidkonzentration.
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Fir die Phosphatbestimmung wurden die Proteoliposomen in Perchlorsdure verascht und
anschlieend mit einer Losung aus Ammoniummolybdat versetzt, was zur Ausbildung eines
farbigen Ammoniummolybdat-Phosphatkomplexes fiihrt. Dieser farbige Komplex wurde
anschlieBend mit Ascorbinsdure stabilisiert. Die Extinktion wurde photometrisch bei A = 797 nm
bestimmt. Zur Bestimmung der Lipidkonzentration wurde mit KH,PO4 eine Eichgerade

aufgenommen und iiber die Eichgerade die Phosphatkonzentration ermittelt.

Schritt Bestimmung der Lipidkonzentration

1 Veraschen von 100 ul Probe fiir 5 min bei 180°C

Zugabe von 0,3 ml Perchlorséure fiir 30 min bei 180°C

Zugabe 1,4 ml Reinstwasser

Zugabe von 0,2 ml Ascorbinsdure (10% w/v)

2
3
4 Zugabe von 0,2 ml Ammoniummolybdat (2,5% w/v)
5
6

Kochen fiir 5 min bei 100°C

7 Phosphatbestimmung bei A = 797 nm

Tabelle 1.3: Schema der Phosphatanalyse zur Bestimmung der Phospholipidkonzentration.

1.2.11 Fluoreszenzmarkierung der Lipidmembran und der FoF; ATP-Synthase

Die Fluoreszenzmarkierung der Proteoliposomen erfolgte an der Lipidmembran mit NBD-PC oder
an der ATP-Synthase unspezifisch mit TAMRA-SE beziehungsweise spezifisch mit Antikorpern.
Somit konnte entsprechend der markierten Komponenten die Homogenitit sowie die Verteilung der
markierten Lipide und Proteine im Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden.

Die Markierung der Lipidmatrix erfolgte wihrend der Liposomenpriparation mit dem
Lipidanalogon NBD-PC. NBD-PC sowie SOPC wurden in Chloroform geldst, gemischt und
anschlieBend gemeinsam eingetrocknet. AnschlieBend wurde die Lipidmischung im TMN-Puffer
gequollen und extrudiert. Infolgedessen entstanden membranmarkierte Liposomen.

FoF; ATP-Synthase wurde nach der Methode von Hu et al. (Hu, Finsinger et al. 2000) mit
TAMRA-SE unspezifisch fluoreszenzmarkiert. Dabei band die reaktive Succinimidyl Ester an
primére wie sekundire Amidgruppen. TRIS, die puffernde Substanz des TMN-Puffers, besitzt ein
sekundires Amid und wurde daher gegen Boratpuffer (pH = 7.4) umdialysiert:
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Boratpuffer Molaritit
H;BO4-NaOH 100 mM
MgCl, 2 mM
CaCl, I mM
TDOC 5 mM
NaNj; 1 mM

TAMRA-SE gelost in DMF wurde eisgekiihlt langsam der FoF; ATP-Synthase Losung bis zu
einem molaren Endverhdltnis von TAMRA-SE zu ATP-Synthase von 60:1 zugegeben. Dieser
Ansatz wurde in einem Uberkopfrithrer (5,5 Rotationen pro Minute) fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieflend wurden die Proteine in einer
Gelpermeationschromatographie (Sephadex G25, PD 10, Amersham, Uppsala, Schweden) vom
ungebundenen Farbstoff getrennt. Fraktionen von 0,5 ml wurden gesammelt und durch
Absorptionsmessungen bei A = 280 nm die Konzentration der FoF; ATP-Synthase ermittelt. Die
Konzentration des gebundenen Farbstoffes wurde durch Absorptionsmessung bei A = 555 nm
bestimmt. Die Markierungseffizienz betrug ca. 10 Farbstoffe je FoF; ATP-Synthase. Die
fluoreszenzmarkierten FoF; ATP-Synthasen wurden anschlieBend wie in Abschnitt 1.2.7
beschrieben in Liposomen rekonstituiert.

Die Antikérpermarkierung der FoF; ATP-Synthase des Micrococcus lysodicticus kann wegen
unvollstindiger Sequenzierung der Aminosduresequenz und fehlender kommerziell angebotener
Antikorper gegen die FoF; ATP-Synthase nur {iber einen Umweg durchgefiihrt werden. Da ATP als
ubiquitdrer Energietrager in allen lebenden Organismen vorkommt, ist die Aminosduresequenz der
ATP Bindestelle in der  Untereinheit (F; Komplex) hoch konserviert und besitzt daher eine hohe
Homologie zu verschiedenen ATP-Synthasen anderer Organismen. Aufgrund des Vergleichs der
Aminoséduresequenzen (Swiss-Prot, EMBL, PDB) anderer Organismen, fiir die kommerzielle
Antikorper angeboten werden, wurde ein AntikOper gegen die ATP-Synthase aus Rattenhirn
Mitochondrien gewéhlt.

Eine Antikérpermarkierung des Fo Komplexes ist nicht moglich, da die Aminosduresequenz ihrer
Loops auBlerhalb der Lipidmembran wenig konserviert sind und daher stark zwischen verschiedenen
Organismen variieren.

Die Bindung des 1. monoklonalen Maus-Antikorpers gegen die ATP Bindestelle wurde mit einem
2. polyklonalen Ziege-anti-Maus Antikorper mit FITC konjugiert nachgewiesen. Um unspezifische
Bindungen der Antikorper an die Proteoliposomenmembran zu verhindern, wurden alle Proben vor

der Antikdrpermarkierung mit 3 Gewichts-% RSA fiir eine Stunde inkubiert.
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1.2.12 Dynamische Lichtstreuung

Dynamische Lichtstreuung (DLS) ist eine storungsfreie Methode zur Untersuchung biologischer
Materialien wie Liposomen, die eine prizise Bestimmung der GroBenverteilung im A-Bereich
ermdglicht. Dabei wird ein monochromatischer und kohidrenter Laserstrahl auf die Probe gerichtet
und von geldsten, diffundierenden Partikeln gestreut, wodurch es zu einer Interferenz zwischen
verschiedenen, reflektierten Strahlen und damit zu einer Fluktuation in der Intensitit des
Laserlichtes kommt. Die Intensititsinderung kann mit einem Autokorrelator nach der CONTIN
Methode (Provencher 1982) bestimmt werden. Fiir die Bestimmung der GroBenverteilung wurde

folgende Autokorrelationsfunktion eingesetzt:
G(r) = N<|a|2>exp(— qur)

G(t) 1st die Autokorrelationsfunktion, T die Zeitverzogerung, N die Partikelanzahl, q der
Streuvektor und D der Diffusionskoeffizient. Uber die Autokorrelationsfunktion erhilt man somit
den Diffusionskoeffizienten D, mit dem iiber die Stokes-Einstein-Gleichung der hydrodynamische

Radius der Liposomen bestimmt werden kann:

k,T

D=
6711y

In der Gleichung ist D der Diffusionskoeffizient, kg die Boltzmann Konstante, n die Viskositit, T
die Temperatur und ry der hydrodynamische Radius der Liposomen.

Die GroBlenverteilung der Liposomen wurde vor und nach Rekonstitution der Proteine bestimmt.
Alle Messungen wurden in einem temperierbaren Probenhalter bei 20°C durchgefiihrt. Auf die
Proben wurde ein Laserstrahl der Wellenldnge A = 632,8 nm gerichtet und das reflektierte Licht
unter einem Winkel von 90° zur Lichtquelle mit einem Photomultiplier detektiert (Abbildung 1.8),
der mit einem Autokorrelator verbunden war (ALV5000/E, Langen, Deutschland). Laserlicht,
welches durch die Probe hindurchging, wurde von einer Strahlenfalle, die entgegengesetzt zum

Laser angebracht war, absorbiert.
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des DLS Aufbaus zur Bestimmung der Liposomengréf3e. In die Probe wurde
ein Laserstrahl gerichtet, der von frei diffundierenden Liposomen oder Proteoliposomen reflektiert wurde. Das
reflektierte Licht wurde von einem Photomultiplier detektiert. Die Daten wurden im Autokorrelator ausgewertet und

anschlieBend mit Hilfe der elektronischen Datenverarbeitung in eine Groflenverteilung umgerechnet.

1.2.13 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden mit einem invertierten Mikroskop (Axiovert 200,
Zeiss, Jena, Deutschland) aufgenommen, ausgestattet mit einem Achroplan 63-fach ,,long distance*
(N.A. 0.75, Zeiss, Jena, Deutschland) und einem 20-fach ,,long distance™ (N.A. 0.40, Zeiss, Jena,
Deutschland) Objektiv. Die Beleuchtung der Proben erfolgte mit einer Quecksilber-
Hochdrucklampe (HBO 100, Zeiss, Jena, Deutschland) und Filtern entsprechend der eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe. Bilder wurden mit einer gekiihlten CCD Kamera (Orca ER, Hamamtsu
Photonics, Hersching, Deutschland) aufgenommen, mit einer Framegrabberkarte (Stemmer
Imaging, Puchheim, Deutschland) digital abgespeichert und mittels einer selbstentwickelten
Software (Keller, Schilling et al. 2001) elektronisch ausgewertet.

Bei der Fluoreszenzmikroskopie wird mit Hilfe eines Anregungsfilters das Licht auf die
Anregungswelle des eingesetzten Farbstoffes reduziert. Es wird {iber einen dichroitischen Spiegel
auf die Probe geleitet, wo es den Fluoreszenzfarbstoff anregt. Das emittierte Licht wird auf dem
umgekehrten Weg tliber einen Emissionsfilter auf die Kamera geleitet.

Die Fluoreszenzmarkierung der Lipidmatrix erfolgte mit NBD-PC (Absorptionsmaximum =
463nm, Emissionsmaximum = 536 nm) und einem geeigneten Filterset. Die ATP-Synthase wurde
unspezifisch mit TAMRA-SE (Absorptionsmaximum = 555 nm, Emissionsmaximum = 580 nm)
und spezifisch mit FITC konjugiertem Antikorper (Absorptionsmaximum = 495 nm,

Emissionsmaximum = 520 nm) markiert und mit einem passenden Filterset nachgewiesen.

39



1.2.14 Rasterkraftmikroskopie

Die Topographie der Polymer-gestiitzten Membran kann mit der Rasterkraftmikroskopie (RKM,
NanoWizard, JPK Instruments, Berlin, Deutschland) mit hoher lateraler und hoher vertikaler
Auflosung bestimmt werden (Binnig, Quate et al. 1986). Eine an einer Blattfeder angebrachte
Spitze (Cantilever) wird in die Ndhe oder auf die Oberflache der Probe gebracht. Mit Hilfe eines
Piezo-Tischs, der in alle drei Raumrichtungen prézise verschoben werden kann, wird die Oberflache
vom Cantilever abgetastet. Beim Abtasten wird der Cantilever durch einwirkende Kréfte von der
Oberfldche abgelenkt. Auslenkungen der Feder konnen durch einen Laserstrahl, der auf die Spitze
des Cantilevers ausgerichtet ist und von dort auf eine segmentierte Photodiode reflektiert wird
(Abbildung 1.9), detektiert werden. Die Mefisignale werden in ein Hohenprofil umgerechnet und
graphisch als Oberflachenrelief dargestellt. Die Oberflachenrauhigkeit wird als quadratischer
Mittelwert (root mean sqaure, RMS-Rauhigkeit) angegeben.

Als Tréigersubstrate fiir die RKM wurden polierte Siliziumwafer (1 cm x 1 cm) mit thermisch
oxidierter Oberfliche eingesetzt. Die Vermessung der beschichteten Siliziumwafer erfolgte
ausschlieflich unter Wasser, weshalb die Proben in eine Fluidkammer eingebaut wurden. Die
Fluidkammer und der Cantilever wurden vor dem Einbau mit Reinstwasser gereinigt. Die Wafer
wurden auf speziell angefertigte Probenhalter angebracht und in die Apparatur eingebaut.
Liposomen oder Proteoliposomen wurden auf das Trégersubstrat gegeben, eine Stunde inkubiert
und anschlieBend mit Puffer intensiv gespiilt. Der Aufbau wurde dann fiir 30 min thermisch bei
Raumtemperatur aquilibriert.

Die Messungen wurden im Kontaktmodus bei einer Scanrate von 8 Hz angefertigt. Die Spitze
wurde dabei in Kontakt zur Oberfliche gebracht, wihrend des Abtastens wurde die Auslenkung der
Spitze an der Oberfliche konstant gehalten, was gleichzusetzen ist mit einer konstanten
Aufdruckkraft des Cantilevers. Um die Aufdruckkraft konstant halten zu koénnen, wurde das
Auslenkungssignal des Cantilevers als RegelgroBle in die Bewegung der Cantileveraufhingung

eingearbeitet.
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Rasterkraftmikroskopie. Laserlicht wurde von einem Cantilever
reflektiert und einer segmentierten Photodiode ausgelesen. Die ermittelten Auslenkungen des Cantilevers wurden in ein

Hoéhenprofil umgerechnet.
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1.3 Ergebnisse und Diskussionen

1.3.1 Lipid- und Proteinkonzentration

Proteoliposomen wurden durch die Rekonstitution von TDOC stabilisierter FoF; ATP-Synthase in
Liposomen hergestellt. Im Rekonstitutionsansatz kommt TDOC in der Proteoliposomenmembran
gelost vor und wurde, wie in Kapitel 1.2.7 beschrieben, aus dem Rekonstitutionsansatz mit Hilfe
einer GPC entfernt. Von den gesammelten Fraktionen aus der GPC wurde die Proteinkonzentration
mit 0,2 uM FoF; ATP-Synthase bestimmt (Zwicker 1992).

Von der Hauptfraktion wurde anschliefend die Lipidkonzentration durch Phosphatanalyse (Fiske
1925) mit 1,1 mM bestimmt. Aus den molaren Konzentrationen der Proteine und der Lipide 148t
sich das molare Verhiltnis von Proteinen zu Lipiden mit 1:5500 bestimmen. In allen

Beschichtungsexperimenten wurde die Fraktion mit der hdchsten Proteinkonzentration eingesetzt.

1.3.2 Dynamische Lichtstreuung

Die GroBenverteilung der Liposomen wurde vor und nach Einbau der ATP-Synthase quantitativ mit
Hilfe der DLS untersucht. Die DLS Daten wurden mit der Stokes-Einstein Gleichung ausgewertet,
die den hydrodynamischen Radius bestimmt. Der hydrodynamische Radius beschreibt eine
hypothetische Kugel, die dieselbe Diffusionsgeschwindigkeit besitzt. In Abbildung 1.10 wurden die
Ergebnisse der Anzahl-gewichteten GroBenverteilung von Liposomen (gefiillte Quadrate) und
Proteoliposomen (leere Kreise) dargestellt. Nach der Bestimmung der Grofenverteilung wurden die
Liposomen fiir die Rekonstitution der ATP-Synthase eingesetzt. AnschlieBend wurde die

korrespondierende GroBenverteilung der Proteoliposomen ermittelt.
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Abbildung 1.10: Anzahl-gewichtete GroBenverteilung der hydrodynamischen Radien von Liposomen und
korrespondierenden Proteoliposomen. Die Groflenverteilung der Liposomen ist mit ausgefiillten Quadraten (Radius =
31,8 nm, FWHM = 12,9 nm), die der Proteoliposomen mit leeren Kreisen dargestellt (Radius = 28 nm, FWHM =
13,3nm). Die Weibull-Wahrscheinlichkeitsverteilung der MeBwerte ist als durchgezogene Linie in den Graphen

eingezeichnet.

Die GroBenverteilung der durch Extrusion (Porenradius = 25 nm) hergestellten Liposomen zeigt
eine Peakposition (Radius) von 31,8 nm mit einer Halbwertsbreite (FWHM) von 12,9 nm und einer
asymmetrischen Verbreiterung zu groBeren Radien hin. Die Peakposition gibt den Radius der
Hauptfraktion an. Diese asymmetrische Verbreiterung kann sehr gut mit der Weibull-
Wahrscheinlichkeitsverteilung charakterisiert werden, weil sie statistisch eine Schiefe, d.h. eine
ungleichmédfige Verteilung, beriicksichtigt. Die Schiefe charakterisiert die Abweichung der
Symmetrie vom Mittelwert. In Abbildung 1.10 wurden die MeBwerte (gefiillte Quadrate, leere
Kreise) und die Weibull-Wahrscheinlichkeitsverteilung (durchgezogene Linie) eingezeichnet.

(Korgel, van Zanten et al. 1998) Die GréBenverteilung wurde nach folgender Funktion ermittelt:

f(d)=£(d_d°j exp —(d‘d(’j
n\ n n

In der Formel ist d der Liposomendurchmesser, dy der kleinste Liposomendurchmesser, n kann als
die Effektivitit der Liposomenfragmentierung interpretiert werden. o besitzt den Wert 3, der die
Dimension von Liposomen (Kugel) wiedergibt.

Nach der GroBenbestimmung der Liposomen wurde in diese Probe FoF; ATP-Synthase
rekonstituiert und ebenfalls die Groenverteilung ermittelt. Phosphatanalysen aller GPC Fraktionen
haben gezeigt, da3 nur in einer Fraktion Proteoliposomen vorhanden waren. Die GroBBenverteilung

dieser Proteoliposomen (Abbildung 1.10) wurde mit der Weibull-Wahrscheinlichkeitsverteilung
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(leere Kreise) bestimmt, die die Peakposition von 28 nm mit einer Halbwertsbreite von 13,3 nm
besal3. Durch den Vergleich der Grof3enverteilung (Tabelle 1.4) konnte gezeigt werden, daB sich die

GroBenverteilung vor und nach Rekonstitution nicht signifikant verdndert hat.

Grofle [nm] Halbwertsbreite [nm]
Liposomen 31,8 12,9
Proteoliposomen 28,0 13,3

Tabelle 1.4: Vergleich der GroBenverteilung von Liposomen und der korrespondierenden Proteoliposomen. Nach der
GroBenbestimmung der Liposomen wurde in diese Probe FoF; ATP-Synthase rekonstituiert und anschlieend ebenfalls

die GroBenverteilung bestimmt.

DaB sich die GroBe der Proteoliposomen im Vergleich zu den Liposomen nicht geéndert hat, ist ein
zentrales Ergebnis dieser Experimente.

Im Reaktionsansatz befindet sich das Detergens TDOC. Obwohl TDOC ein schwaches Detergens
(CMC =3 mM) ist, besteht die Mdglichkeit, dal durch TDOC die Liposomen fusionieren, wodurch
ihre enge GroBenverteilung gestdrt wird. Zudem besteht die Moglichkeit, daB durch die
Rekonstitution einer groBen Anzahl FoF; ATP-Synthase die GroBe der Liposomen ebenfalls
verandert wird. Mit dem Vergleich der GroBenverteilung wurden beide Eventualititen
ausgeschlossen.

Im Rekonstitutionsansatz wurde die FoF; ATP-Synthase mit TDOC stabilisiert. TDOC akkumuliert
in der Lipidmembran und setzt dadurch die Grenzflichenspannungen herab, wodurch die Fusion
von Liposomen begiinstigt wird (Nawroth, Conrad et al. 1989). Der einfachste Fall der
Liposomenfusion ist die Fusion von 2 Liposomen (Radius = 31,8 nm, Liposomenoberfliche =
12.700 nm?). Dabei wiirden sich die Oberflichen addieren und es entstinde ein Liposom mit einem
Radius von 45 nm. Die GroBenverteilung der Proteoliposomen betrug aber 28 nm mit einer
Halbwertsbreite von 13,3 nm. Aus den Zahlenwerten geht hervor, dal wiahrend der Rekonstitution
Liposomen nicht fusionierten und sich daher die GroBenverteilung nicht signifikant verdnderte.

Die geringe Abweichung von 3,8 nm der Proteoliposomen hin zu kleineren Radien resultierte aus
der GPC. Die GPC ist eine GroBenausschluB-Chromatographie und trennt Proteoliposomen
hinsichtlich ihres Durchmessers, wobei es zu einer genaueren Auftrennung unterschiedlicher
Liposomen nach ihrer Grofle kommt.

Eine Groenzunahme der Liposomen durch die Anzahl der rekonstituierten Proteine kann durch die
ermittelten Lipid- und Proteinkonzentrationen bestimmt werden. In Proteoliposomen wurde 1
Protein pro 5500 Lipide eingebaut (Kapitel 1.3.1). Mit der Lipidkonzentration von 1,1 mM, der

mittleren molekularen Fliche fiir Lipide in einer Lipidmembran von 0,7 nm* (Chapman 1984) und
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dem mittleren Durchmesser der Liposomen von 31,8 nm wurde die Anzahl der Liposomen pro ml
Volumen bestimmt. Aus der Konzentration der FoF; ATP-Synthase Molekiile wurde die Anzahl der
Proteine pro ml Volumen errechnet. Somit konnte bestimmt werden, daf3 in jedem Liposom 6 ATP-
Synthasen eingebaut wurden.

Durch den Einsatz von bekannten Konzentrationen der ATP-Synthase im Rekonstitutionsansatz
wurden die Dichte und der laterale Abstand der ATP-Synthase in der Liposomenmembran
kontrolliert. Der transmembrane Fo Komplex der FoF;, ATP-Synthase besitzt eine
Querschnittsfliche von 20 nm’ (Boyer 1997; Gruber 2000). Unter Beriicksichtigung der
Gesamtflache der Fop Komplexe von 6 ATP-Synthase Molekiilen wurde die Flichenzunahme mit
120 nm? pro Proteoliposom ermittelt. Die Radiuszunahme der Proteoliposomen verursacht durch 6
ATP-Synthasen betrigt ca. 0,1 nm und ist somit zu niedrig, um sie als signifikante Radiuszunahme
bestimmen zu kénnen.

Es wurde nachgewiesen, da3 durch den Einsatz unter den gegeben Bedingungen TDOC Liposomen
nicht fusionieren. Zudem wurde durch die geringe Anzahl der rekonstituierten ATP-Synthasen der
Radius der Proteoliposomen nicht beeinflufit. Diese experimentelle Vorgehensweise zeigte, daf3

Membran-Modell-Systeme mit definierten Gréen im nm-Bereich gezielt hergestellt wurden.

1.3.3 Rekonstitution der FoF; ATP-Synthase in Liposomen

Die Detergens-vermittelte Rekonstitution der FoF; ATP-Synthase in Liposomen kann {iber 2
unterschiedliche Wege (Abbildung 1.11) erfolgen: iiber einen ,,platzenden* Weg (zerstorend), bei
dem Liposomen zerstort werden und anschlieBend unkontrolliert fusionieren, oder iiber einen
“nicht-platzenden Weg (nicht-zerstorend), bei dem Liposomen wihrend der Rekonstitution intakt
bleiben. Diese Mechanismen wurden im Wesentlichen mit dem eingesetzten Detergens gesteuert.
Standard-Detergenzien wie SDS und Triton X-100 werden als ,,starke* Detergenzien bezeichnet, da
sie eine geringe kritische Micellen-Konzentration (CMC = 1 mM) besitzen. Sie zerstéren in
geringen Konzentrationen Lipidmembranen und werden daher in der Aufreinigung von
transmembranen Proteinen eingesetzt. Um die Zerstorung der Liposomenmembran zu umgehen,
wurde das ,,schwache* Detergens TDOC eingesetzt. Es besitzt eine CMC von 3 mM, weshalb es die
Lipidmembran weniger beeinflut (Nomura, Nagata et al. 2001). Die fraktionierte Extraktion
erlaubt es, die Aufreinigung der ATP-Synthase mit starken Detergenzien wie Triton X-100 zu
beginnen und am Ende die ATP-Synthase in das schwache Detergens TDOC zu iiberfiihren.

Unter der Annahme eines ,,platzenden* Mechanismus bei der Rekonstitution wiirde das vorhandene

Detergens die Liposomen zerstéren. Die Membranfragmente der Proteoliposomen wiirden
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anschlieBend in einem unkontrollierten Prozel3 fusionieren, bei welchem die GroBle und die
Orientierung der Membranfragmente nicht mehr kontrolliert werden kann. Beim ,,nicht-platzenden*
Mechanismus hingegen werden Liposomen durch das eingesetzte Detergens nicht zerstort. Nach der
Rekonstitution der FoF; ATP-Synthase entstehen Proteoliposomen, die die urspriingliche

GroBenverteilung der Liposomen beibehalten.

Liposomen ‘/D solubiliserte
"’«'?"-* transmembrane Protein
|
Rekonstitution: (a) platzend / \(b} nlcht platzend

intakte Liposomen

Detergens

polydisperse Proteoliposomen monodisperse Proteoliposomen
mit zufillig orientierten Proteinen mit unidirektional orientierten Proteinen

Abbildung 1.11: Szenarien zur Rekonstitution von TDOC stabilisierten ATP-Synthasen in Liposomen. Die
Rekonstitution kann wie unter a) platzend sein, bei dem die Liposomen fragmentieren und sich anschlieend
unkontrolliert wieder zusammensetzen. Die Rekonstitution kann auch wie unter b) nicht-platzend ablaufen, bei dem das
Detergens die Liposomen nicht zerstort. Da die ATP-Synthase eine grofle, hydrophile Kopfgruppe besitzt, ist die

Passage der Kopfgruppe durch die Liposomenmembran energetisch unterbunden.

Das Ergebnis der DLS, daf} eine gleiche Grof3enverteilung der Liposomen und der Proteoliposomen
vorliegt, bestitigt die Annahme, dall die Rekonstitution iiber den ,,nicht-platzenden* Mechanismus
(Abbildung 1.11 b) erfolgte. Dieses Ergebnis wird durch eine weitere Eigenschaft von TDOC
gestiitzt. TDOC ist negativ geladen und wird bei der Rekonstitution von Proteinen in die dulere
Lage der Liposomen eingebaut (Mazer 1980). Aufgrund der elektrostatischen Abstoung der
Liposomen untereinander werden diese durch die negative Ladung des TDOC zusétzlich stabilisiert
(Nawroth, Conrad et al. 1989). Zudem ist TDOC ein schwaches Detergens mit einer CMC = 3 mM.

Diese CMC wurde wahrend der Rekonstitution nicht erreicht.
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Der ermittelte Rekonstitutionsmechanismus zeigt, da3 die FoF; ATP-Synthase in nicht zerstorte
Liposomen eingebaut wurde. Dieses Ergebnis stimmt gut mit fritheren Beobachtungen iiberein, in
denen der gerichtete FEinbau der ATP-Synthase und Bakteriorhodopsin in kleine,
ultraschallbehandelte Vesikel gezeigt wurde (Gruber, Godovaczimmermann et al. 1994; Freisleben,
Zwicker et al. 1995).

Beim ,,nicht-zerstorenden® Einbaumechanismus ist die stark strukturelle Asymmetrie der ATP-
Synthase von Vorteil: Die ATP-Synthase besitzt eine ,pilzartige“ Form mit einem kleinen,
hydrophoben, transmembranen Fo Komplex (Radius = 2,5 nm) (Gruber 2000). Der hydrophobe
transmembrane Komplex ist iiber die y-Untereinheit mit dem hydrophilen F; Komplex verbunden,
der einen Durchmesser von 10 nm hat. Wird bei der Rekonstitution der FoF; ATP-Synthase die
Liposomenstruktur nicht zerstort, kann der hydrophile F; Komplex die Membran nicht durchqueren.
Dabei wird die vollstindige ATP-Synthase in die Lipidmembran gerichtet, das heifit vektoriell
eingebaut. Dies bedeutet, dal dieses Zell-Modell-System die natiirliche Asymmetrie einer
biologischen Membran besitzt. Um eine unfangreichere Charakterisierung der Membran-
Asymmetrie durchfiihren zu koénnen, wurde diese Modellmembran auf Festkorperoberflichen
immobilisiert. Hierdurch konnte eine Vielzahl von physikalischen Oberflichen-Charakterisierungs-

methoden eingesetzt werden.

1.3.4 Charakterisierung der hydrophilen, biokompatiblen Zellulosefilme

Werden Lipidmembranen auf eine Festkorperoberfliche aufgespreitet, trennt sie ein Wasserfilm
von ca. 15 — 30 A Dicke von der Festkorperoberfliche (Bayerl and Bloom 1990; Johnson, Bayerl et
al. 1991; Lambacher and Fromherz 2002). Aus den malstabsgetreuen Szenarien der
Proteinrekonstitution (Abbildung 1.11) geht hervor, da3 die transmembrane FoF; ATP-Synthase in
der Innen- wie AuBenseite der Proteoliposomen aus der Lipidmembran herausragt, wobei die
Kopfgruppe der FoF; ATP-Synthase mit ca. 10 nm am weitesten aus der Lipidmembran
hervorsteht. Der Abstand zwischen der Proteoliposomenmembran und der Festkorperoberfliche ist
niedrig (15 — 30 A), die Kopfgruppe kommt deshalb in Kontakt mit der Festkorperoberfliche und
denaturiert in Folge dessen (Leckband and Israelachvili 2001). Um den Kontakt mit der
Festkorperoberfliche zu verhindern wurden die Oberflichen mit hydrophilen, biokompatiblen
Zellulosefilmen beschichtet.

Bei den eingesetzten hydrophilen, biokompatiblen Zellulosefilmen handelt es sich um exakt 10
Monolagen regenerierter Zellulose, die mit Hilfe des Langmuir-Blodgett Transfers von der Luft-

Wasser-Grenzflache auf Festkorperoberfldchen iibertragen wurden. Diese Technik ermdglicht es,
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eine konkrete Anzahl von Zellulosefilmen zu iibertragen und dadurch die Schichthohe gezielt
andern zu konnen. Weiterhin ermoglicht diese Technik, dal der mittlere Abstand der
Zellulosepolymere kontrolliert und variiert werden kann. Dadurch kann eine definierte Schichthdhe
von ~ 10 Monolagen mit einer Hhe von 5 - 10 nm gequollen in Puffer hergestellt werden.

Vor dem Aufspreiten der Proteoliposomen wurde der hydrophile, biokompatible Zellulosefilm mit
Hilfe der Neutronenreflektivitdt hinsichtlich seiner Schichtdicke und Oberflichenrauhigkeit
charakterisiert. Die Analyse der Reflektivititskurven (Abbildung 1.12.a) erfolgte mit dem
Schichtmodel fiir die Messungen in Luft (Abbildung 1.12.b) oder der Kombination der gestreckten
exponentiellen Abnahme und dem Schichtmodel fiir die Messungen in D,O (Abbildung 1.12.c). Sie
ermdglichen die Bestimmung der Schichtdicke, der Streuldngendichte und der RMS-Rauhigkeit des
Zellulosefilms.

Der trockene Zellulosefilm hatte eine Schichtdicke von 4,9 nm in Luft und besafl eine RMS-
Rauhigkeit von 1,7 nm. Obwohl die Dicke des Zellulosefilms gut mit Ellipsometriedaten (Rehfeldt
and Tanaka 2003) und RKM Daten iibereinstimmt, scheint die RMS-Rauhigkeit grofer zu sein als
bei Messungen mit der Rontgenreflektivitit (RMS-Rauhigkeit von 0,8 nm) (Schaub 1993). Dies
kann der groBeren Beleuchtungsfliche des Neutronenstrahls zugeordnet werden, der sich im

Bereich mehrerer cm? befand.
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Abbildung 1.12: Neutronen-Reflektivitdt regenerierter Zellulose, hergestellt durch Langluir-Blodgett Transfer von 10
Monolagen TMSZ auf einem hydrophoben Siliziumblock. a) Neutronen Reflektivititskurven eines Zellulosefilms an
Luft (o) und derselbe Zellulosefilm in D,O (A). Die MeBpunkte in D,O sind der besseren Ubersichtlichkeithalber nach
oben verschoben worden. Die durchgezogenen Linien entsprechen den besten Fits, die in Graphik b) gezeigt werden. b)
Die durchgezogenen Linien entsprechen den Profilen der vertikalen Streulingendichte (SLD). a: Silizium, B: SiO,, y:

ODTMS, 6: Zellulose
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Es mufl hervorgehoben werden, dal Neutronenreflektivititsdaten in D,O nur dann sinnvoll
analysiert werden konnen, wenn der Zellulosefilm als zwei separate Schichten modelliert wird: eine
gering hydratisierte Schicht liber dem ODTMS und eine Schicht, die in D,0O stark gequollen war
(Abbildung 1.12.c). Die gering hydratisierte Schicht kann damit erkldrt werden, dall wéhrend der
kurzen Phase der Regeneration (20 Sekunden) der HCI Dampf nicht die untersten Schichten der
TMSZ (nahe der Deckglasoberfldche) erreichen konnte und diese daher nicht regeneriert wurde.
Das Quellen der Zellulose in DO wurde durch den Einsatz der gestreckten exponentiellen
Abnahme modelliert, das einen Gradienten in der Streulingendichte entlang der z-Achse
beriicksichtigt (1.11.c).

Die Daten der Neutronenreflektivitit zeigen einen homogenen, ca. 10 nm hohen Zellulosefilm auf
der Festkoroperoberfliache. Die Hohe und die geringe Rauhigkeit des Zellulosefilms beweisen, daf3
die Lipidmembran von der Festkorperoberfliche entkoppelt wurde. Durch seine intrinsische
Eigenschaft hydrophil und biokompatibel zu sein, ist der Zellulosefilm gut geeignet,

Proteoliposomenmembranen ,,streBfrei* und nativ zu stiitzen (festkorpergestiitzte Membran).

1.3.5 Vergleich des Aufspreitverhaltens von unspezifisch markierten Proteoliposomen auf

unbeschichteten Glasoberflichen und auf hydrophilen, biokompatiblen Zellulosefilmen

Die Darstellung der festkorpergestiitzten Proteoliposomen erfolgte durch unspezifische
Fluoreszenzmarkierung der FoF; ATP-Synthase. Die Umschreibung ,,unspezifisch bezieht sich auf
die Bindungsreaktion des Farbstoffs, wobei die Succinimidyl Ester Gruppe des TAMRA-SE
chemisch an primdre wie sekunddre Aminogruppen unspezifisch bindet. Diese proteinmarkierten
Proteoliposomen wurden anschlieend auf eine RCA gereinigte Glasoberfliche (Deckgldschen)
(Bild 1.13.a) und auf eine Glasoberfliche, beschichtet mit 10 Monolagen Zellulose (Bild 1.13.b),
aufgespreitet.

Fluoreszenzaufnahmen der unbeschichteten Glasoberflichen (Bild 1.13.a) zeigten eine inhomogene
Fluoreszenz, welche auf eine ungleichmifBige Verteilung der fluoreszierenden Proteine in der
immobilisierten Membran hindeutet und auf =zahlreiche lokale Defekte hinweist. Die
ungleichméfige Verteilung der Fluoreszenz kommt dadurch zustande, dal der Abstand der
Proteoliposomenmembran und der Oberfliche zu gering ist, so daBl die FoF; ATP-Synthase
Molekiile an die Glasoberfliche adhirieren und die aufgespreiteten Proteoliposomen auf die
Glassoberflache fest haften (Nissen, Gritsch et al. 1999). Dadurch entstehen vereinzelte Flecken auf

der Oberflidche, die im Fluoreszenzmikroskop als heterogene Fluoreszenz sichtbar wurden. Eine
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Verdopplung der Inkubationszeit von einer Stunde auf zwei Stunden flihrte nicht zu einer

homogenen Beschichtung der Oberfléache.

b)

20pum
EEE————

Abbildung 1.13: Fluoreszenzbild von TAMRA markierten Proteoliposomen, aufgespreitet auf eine unbehandelte
Deckglasoberfliache (a) und auf 10 Monolagen Zellulose (b). Die ATP-Synthase wurde vor der Rekonstitution mit
TAMRA fluoreszenzmarkiert. Bild a) weist eine inhomogene Fluoreszenz auf, was auf eine inhomogene Verteilung der

ATP-Synthase hinweist. Wohingegen in Bild b) eine homogene Fluoreszenz zu erkennen ist,

Proteoliposomen aufgespreitet auf 10 Monolagen Zellulosefilme hingegen zeigten nach der
gleichen Inkubationszeit (I Stunde) eine homogene Fluoreszenz (Bild 1.13.b), was auf eine
gleichmiBige Verteilung der fluoreszierenden Proteine innerhalb der festkdrpergestiitzten Membran
auf der Zelluloseoberfliche hinweist. 10 Monolagen Zellulosefilm verhinderten somit die feste
Adhidsion der FoF, ATP-Synthase auf die Glasoberfliche, was mit der Entkopplung der
Proteoliposomenmembran von der Festkorperoberfliche erklart werden kann (Elender and
Sackmann 1994). Diese gezielte Entkopplung der aufgespreiteten Membranen ermdglichte es, die
vereinzelt immobilisierten Membranflecken auf der Oberfliche fluide zu halten, weshalb sie
fusionieren konnten und dadurch eine homogene Beschichtung ausgebildet haben (Goennenwein,
Tanaka et al. 2003; Purrucker, Fortig et al. 2004; Purrucker, Gonnenwein et al. 2007). Die
homogene Verteilung der Proteine weist drauf hin, daf} adhisive Kréfte zwischen der Membran und
der Festkorperoberfliche so weit moduliert wurden, daf3 ein ,,Membrangleiten* auf der Oberfldche
stattfand (Réadler, Strey et al. 1995; Tanaka and Sackmann 2005).

Das Ergebnis der Beschichtung der Glasoberflichen verdeutlicht, dal Proteoliposomen auf die
Festkoperoberfliche stark adhdrieren. Dabei geht die FoF; ATP-Synthase mit der
Festkorperoberfliche eine feste Verbindung ein, so daB kein ,,Membrangleiten der
Proteoliposomenmembranen stattfindet und sich daher eine inhomogene (fleckige) Verteilung der
Lipidmatrix auf der Festkorperoberflache einstellt (Radler, Strey et al. 1995; Nissen, Gritsch et al.
1999).
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1.3.6 Verteilung der Proteoliposomenmembran auf hydrophilen, biokompatiblen
Zellulosefilmen

Da die TAMRA Markierung der FoF; ATP-Synthase keine Aussage iiber die Verteilung der
Lipidmatrix auf dem Zellulosefilm zuldfit, wurden Matrix-markierte Proteoliposomen auf die
biokompatiblen Zellulosefilme aufgespreitet. Das Fluoreszenzsignal der Lipidmatrix (Abbildung
1.14) zeigte ein gleichmifBiges und kontinuierliches Signal, das eine homogene Lipidmembran auf
dem Zellulosefilm darstellt. Zusammenfassend beweist die homogene, laterale Verteilung der
TAMRA markierten FoF; ATP-Synthase und die homogene, membranmarkierte Lipidmembran
eine gleichmédBige Verteilung der Membran und der Proteine auf dem Zellulosefilm (Hillebrandt,

Wiegand et al. 1999).

Abbildung 1.14: Fluoreszenzbild von NBD-PC markierten Proteoliposomen, die auf einer mit Zellulosefilmen
beschichteten Oberfliche aufgespreitet wurden. Die homogene Fluoreszenz zeigt eine homogene Verteilung der

Lipidmembran tiber der Zellulose.

1.3.7 Spezifische Antikorpermarkierung der Proteoliposomenmembran auf hydrophilen,
biokompatiblen Zellulosefilmen
Nachdem gezeigt wurde, dal Proteoliposomen auf biokompatiblen Zellulosefilmen homogene,
planare Lipidmembranen mit homogen verteilten ATP-Synthasen ausbilden, muf3 die Frage gestellt
werden:

a) ob die FoF; ATP-Synthase vollstindig in die Lipidmembran eingebaut

wurde, oder
b) welche Orientierung die FoF; ATP-Synthase in der gestiitzten Membran

angenommen hat (,,right side up* oder ,,right side down*).
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Um diese Frage beantworten zu konnen, wurden Proteoliposomen auf Zellulosefilme aufgespreitet
und mit monoklonalen Antikorpern gegen die ATP-Bindestelle markiert (Bild 1.15.a). Durch die
Wahl eines selektiven Antikorpers gegen die ATP-Bindestelle wurde der F; Komplex (B-
Untereinheit) der FoF; ATP-Synthase spezifisch markiert. Dieser erste Antikorper wurde mit einem

zweiten, FITC markierten Antikorper nachgewiesen (Bild 1.15.b).

20um

Abbildung 1.15: a) Schema zu Zellulosefilmen gestiitzten Proteoliposomenmembran, in denen die ATP-Synthase durch
Antikdrpermarkierung nachgewiesen wurde. Bild b) zeigt eine Fluoreszenzaufnahme von Proteoliposomen, die auf
Zellulosekissen aufgespreitet wurden. Die ATP-Synthase wurde nach dem Aufspreiten mit einem monoklonalen
Antikorper gegen die ATP Bindestelle markiert. Der erste Antikdrper wurde mit einem zweiten, FITC markierten

Antikdrper nachgewiesen.

Ein positives Fluoreszenzsignal der Antikorpermarkierung zeigte, dal der F; Komplex in der
Lipidmembran immobilisiert vorkommt. Dies beweist, da} die FoF; ATP-Synthase wéhrend der
Aufreinigung, der Rekonstitution in die Liposomen und des Aufspreitens auf die
Festkorperoberfliche als Gesamtkomplex erhalten geblieben ist. Dariiber hinaus zeigt die
Fluoreszenz, dal der Antikorper an die ATP Bindestelle gebunden hat.

Gegenwirtig ist ein kommerzieller Antikdrper zur Markierung der zytoplasmatischen Domine des
transmembranen Fo Komplex von Micrococcus lysodicticus (ATCC 4698) nicht vorhanden. Diese
Dominen sind wenig konserviert, weshalb Antikorper gegen diese Doménen anderer Organismen
nicht eingesetzt werden konnen. Daher ist ein immunochemischer Nachweis der zytoplasmatischen
Domine der ATP-Synthase nicht moglich.

Es muB festgehalten werden, dal3 die maximale optische Auflésung eines Mikroskops physikalisch
immer die Hélfte der eingesetzten Wellenldnge ist. Somit muf3 darauf hingewiesen werden, daf3 alle
Informationen, die hier gewonnen wurden, im pm-MaBstab anzusetzen sind. Eine genauere lokale

Untersuchung wurde mit Hilfe der RKM durchgefiihrt.
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1.3.8 Mogliche Aufspreitmechanismen von Proteoliposomen

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen verdeutlichen, dafl die homogene Beschichtung einer
Festkorperoberfliche nur nach der Modulation der Kréifte zwischen der Lipidmembran und der
Festkorperoberflache erfolgen kann (Elender and Sackmann 1994; Sackmann and Bruinsma 2002).
Diese Modulation erfolgte hier durch das Einfiigen von 10 Monolagen Zellulose. Nach Keller et al.
(Keller and Kasemo 1998) findet die homogene Beschichtung einer Oberfldche in 2 Phasen statt:

1. Adsorption und Platzen der Proteoliposomen auf der Substratoberfldche und

2. Beschichten der Substratoberflédchen.
Aus diesem Beschichtungsproze3 geht nicht hervor, welche Orientierung Proteoliposomen-
membranen auf der Festkdrperoberfliche einnehmen. Fiir biotechnologische Anwendungen ist die
Orientierung der Membran entscheidend, da durch die Asymmetrie der Membranproteine
unterschiedliche Proteinfunktionen entstehen (Reichstein and Blostein 1975; Daley, Rapp et al.
2005). Es gibt 2 theoretische Aufplatzmechanismen (Abbildung 1.16):

a) die AuBenseite der Proteoliposomen wird zum Puffer hin exponiert

,right side out” (RSO)
b) die Innenseite der Proteoliposomen wird zum Puffer hin exponiert.
,in side out* (ISO)

Mit den Ergebnissen der Antikorpermarkierung (Abbildung 1.15.b) wurde gezeigt, dal die ATP-
Synthase rekonstituiert in ca. 60 nm grofle Liposomen den F; Komplex zum Puffer hin exponiert.
Daraus geht der Aufspreitmechanismus 1.16.a hervor. Dieses Ergebnis ist konsistent mit Studien, in
denen Proteoliposome mit Photosynthetischen Reaktionszentren und Wachstumstfaktoren untersucht
wurden (Contino, Hasselbacher et al. 1994; Salafsky, Groves et al. 1996).
Die negativ Kontrolle der Proteinorientierung, also der Nachweis der zytoplasmatischen Doménen
der transmembranen Fo Untereinheit, ist durch Antikorpermarkierung nicht moglich. Daher konnte
mit den Ergebnissen der Antikoérpermarkierung nicht eindeutig nachgewiesen werden, dal3 eine
asymmetrische Proteoliposomenmembran hergestellt und gerichtet auf die Festkorperoberfliche

immobilisiert wurde. Diese Frage wurde anschlieBenden mit RKM Messungen beantwortet.
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Abbildung 1.16: Mogliche Aufspreitmechanismen von Proteoliposomen auf einer Zellulose beschichteten Oberflache.
Darstellung a) beschreibt den RSO Mechanismus, nachdem Proteoliposomen ihre ,,Auflenseite” zum Puffer hin
exponieren. Darstellung b) zeigt den ISO Mechanismus, nachdem die ,,Innenseite” der Proteoliposomen zum Puffer hin

exponiert wurde.

Der ermittelte Aufspreitmechanismus von ca. 60 nm grofen Proteoliposomen ist entgegengesetzt zu
fritheren Studien mit pm-groBen Liposomen und humanen Erythrozyten Ghostzellmembranen, bei
denen nur die innere (zytoplasmatische Doméne) der Membranen nachgewiesen wurde (Abbildung
1.16.b) (Tanaka, Kaufmann et al. 2001; Tanaka, Wong et al. 2004). Dieser Unterschied in der
Membranorientierung einer gestiitzten Zell- oder Proteoliposomenmembran weist darauf hin, dal3
der Aufspreitmechanismus von der Grofle der Membranen abhidngt und daher der effektive
Kontaktwinkel zwischen Membran und planarer Oberfliche, d.h. der GroBenunterschied zwischen
Proteoliposomen (@ ~ 50 nm) und Zellen (@ ~ 5 um), den Aufplatzmechanismus ausschlaggebend

beeinflult (Tanaka, Kaufmann et al. 2001).

1.3.9 Bestimmung der Orientierung und des lateralen Abstands der FoF; ATP-Synthase mit
Hilfe der Rasterkraftmikroskopie

Die Proteinorientierung und die Bestimmung des mittleren Abstands der Proteine in der

Lipidmembran wurden mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie (RKM) im Kontaktmodus vermessen.
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Hierfir wurden die Proben nicht auf eine Deckglasoberfliche, sondern auf eine
Siliziumwaferoberfliche aufgespreitet. Die Oberfliche von Deckglidsern besitzt eine hohe
Rauhigkeit. Die ,,niedrige” Oberflachenrauhigkeit der Beschichtungen wiére damit nicht von der
,hohen Oberfldchenrauhigkeit der Deckgléser zu differenzieren. Dagegen kann die Oberfldche von
polierten Siliziumwafern als eine atomar ,terrassierte” Oberfliche angesehen werden, die eine
RMS-Rauhigkeit im A-Bereich auf den Terrassen besitzt. Somit konnen geringe Rauhigkeiten der
Oberflachenbeschichtungen ermittelt werden.

Abbildung 1.17 zeigt die ODTMS beschichtete Oberflache eines Siliziumwafers. Ein 500nm x
500nm Ausschnitt ist gezeigt, der eine RMS-Rauhigkeit von 3 A besitzt. Aus der Topographie geht
hervor, dal} die Siliziumoberflache defektfrei beschichtet wurde. Aus der Neutronenreflektivitit in
Abbildung 1.12.b und 1.12.c kann abgelesen werden, dafl die ODTMS Monolage eine Hohe von ca.
I nm besitzt. Die Kombination der Daten aus der Neutronenreflektivitdt und der RKM Messungen

zeigt, dal} die Siliziumoberfldche defektfrei mit einer Monolage ODTMS beschichtet wurde.

10nm

Onm

Abbildung 1.17: Eine 500 nm x 500 nm grole RKM Aufnahmen eines ODTMS beschichteten Siliziumwafers (RMS
Rauhigkeit = 3 A). Die Topographie zeigt eine homogene Beschichtung der Siliziumwafer-Oberfliche.

Abbildung 1.18.a zeigt die Oberflichentopographie eines regenerierten Zellulosefilms auf ODTMS.
Die RMS-Rauhigkeit einer 500 nm x 500 nm grofBen Zelluloseoberflache betrdgt 1,7 nm und zeigt
eine bis auf wenige lokale Defekte gleichméBig beschichtete Oberflache. Bei Beschichtung der
Zelluloseschicht mit Liposomen (Abbildung 1.18.b) dnderte sich die RMS-Rauhigkeit geringfiigig
auf 1.9 nm. Aus der RMS-Rauhigkeit von 1,9 nm kann gefolgert werden, daBl durch die
Liposomenmembran keine weiteren Defekte auf der Zelluloseoberfliche generiert wurden

(homogene Oberflachenbeschichtung) oder Liposomen adhérent vorlagen.
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10nm

Abbildung 1.18: a) Eine 500 nm x 500 nm groe RKM Aufnahme eines Zellulosefilms (RMS Rauhigkeit = 1,7 nm).
Die Aufnahme zeigt, daBl die Substratoberfldche gleichmiBig mit Zellulosefasern beschichtet ist. b) Eine 500nm x
500nm grofle Aufnahme einer Lipidmembran (RMS Rauhigkeit = 1,9 nm) auf einem Zellulosefilm. Die Aufnahme

zeigt eine Oberfléche, die gleichmiBig mit der Lipidmembran beschichtet ist.

Bild 1.19.a zeigt die Topographie einer 1 pm x 1 pm grolen festkdrpergestiitzten
Proteoliposomenmembran auf 10 Monolagen Zellulose, die eine RMS-Rauhigkeit von 1.6 nm
besitzt. Die Topographie zeigt zudem homogen verteilte Ausstlilpungen, die lateral gleichméBig
verteilt sind und zudem eine homogene Hohenverteilung besitzen. Die Hohenverteilung wurde mit
Hilfe eines Linienprofils (Abbildung 1.19.b) als Gesamthdhe von ca. 9 nm bestimmt. Zudem kann
iber die Anzahl der ermittelten Ausstiilpungen (5 verschiedene Aufnahmen) ihr mittlerer Abstand

mit 180 nm bestimmt werden.
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Abbildung 1.19: Bild a) zeigt eine 1 pm x 1 pum groBe RKM Aufnahme der Oberflachentopographie einer
Proteoliposomenmembran auf einer Zelluloseschicht. Die Oberflache ist homogen beschichtet und zeigt einige
Ausstiilpungen. Bild b) zeigt das Hohenprofil entlang der eingezeichneten Linie. Aus dem Hohenprofil kann die
Gesamthohe der Ausstiilpungen mit ca. 9 nm bestimmt werden. Im Histogramm c) wurde der Durchmesser der
Ausstiilpungen ermittelt und mit einer Gauss-Verteilung analysiert. Das Maximum der Gauss-Verteilung betragt ca.

30nm.

Im Histogramm (Abbildung 1.19.c) wurde die mittlere laterale Ausdehnung der Ausstiilpungen
ermittelt. Durch Bildverarbeitung wurden die Fliche von ca. 120 Ausstiilpungen bestimmt sowie
deren Durchmesser unter der Annahme einer kreisformigen Grundflache ausgerechnet. Mithilfe der
Gauss-Verteilung wurde der maximale Durchmesser der Ausstiilpungen mit ca. 30 nm bestimmt.

Laterale GroBen, die mit der RKM ermittelt wurden, miissen unter der Einschrinkung der
Abbildungsverzerrung betrachtet werden (Engel, Schoenenberger et al. 1997). Die
Abbildungsverzerrung wird durch die Geometrie der Cantileverspitze verursacht und kann fiir ein

sphirisches Objekt mit folgender Gleichung ermittelt werden:

L2
FWHM =2 rL+T

Dabei wird die Halbwertsbreite (FWHM) des topographischen Profils in Relation zum Radius r der
Cantileverspitze und zur lateralen Linge L des Objekts gesetzt. Der Spitzeradius wurde laut
Herstellerangabe mit 10 nm angenommen und als FWHM der Ausstiilpungen der Wert von 30 nm,

aus dem Histogramm 1.18.b, angenommen. Unter Berlicksichtung der Abbildungsverzerrung ergibt
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sich eine laterale Ausdehnung der Ausstiilpungen von 5 - 10 nm, welche in guter Ubereinstimmung
mit der Ausdehnung der Kopfgruppe der F; ATP-Synthase von 10 nm steht, die aus
elektronenmikroskopischen Aufnahmen ermittelt wurde (Boyer 1997).

Weitergehend stimmt der mit der RKM gemessene mittlere Abstand der Ausstiilpungen (Abbildung
1.20) von 180 nm sehr gut mit den erwarteten mittleren Abstinden aus den Molarenverhéltnissen
(140 nm) iiberein. Die molaren Verhiltnisse wurden aus der Lipid- und Proteinkonzentration sowie

des damit verbundenen Flachenbedarfs der Lipide und Proteine ermittelt.

Bild 1.20: 3 dimensionale Darstellung der Oberflichentopographie gezeigt in 1.15. Deutlich sind eine gleichméBige

laterale Verteilung und die gleichméBige Hohe der Ausstiilpungen zu erkennen.

Somit kann aus den Ergebnissen der RKM-Messungen zusammengefallt werden, daB3 die
ermittelten Ausstiilpungen den F; Komplex der ATP-Synthase darstellen. Es konnte gezeigt
werden, dafl der F; Komplex verankert in der Lipidmembran vorkommt und zum Puffer hin
gerichtet ist. Zudem sind der gemessene mittlere Abstand von 180 nm und der ausgerechnete
mittlere Abstand von 140 nm der ATP-Synthase starke Hinweise darauf, da8 die ATP-Synthase
unidirektional in der festkdrpergestiitzten Membran vorliegt.

Der Aufspreitmechanismus ist monodirektional, dal3 heillt, dal er nur nach einem Mechanismus
erfolgt (Abbildung 1.16.a). Unter Beriicksichtigung der unidirektional vorliegenden ATP-Synthase
in der festkorpergestiitzten Membran darf daher geschluBBfolgert werden, dafl die ATP-Synthase in
Liposomen unidirektional eingebaut und auf einer Festkdrperoberfliche immobilisiert wurde. Diese
Asymmetrie natiirlicher Membranen wurde mit der FoF; ATP-Synthase im Membran-Modell-
System eindeutig konstruiert. Es wurde zudem mit der Hilfe der spezifischen Antikérpermarkierung
an der ATP-Bindestelle nachgewiesen, dafl dieses Membran-Modell-System funktional auf die
Festkorperoberfliche immobilisiert vorlag.

Durch die gewonnenen Kenntnisse, dafl der Aufspreitmechanismus durch die Groéfe der
Proteoliposomen gesteuert werden kann und dafl die gewiinscht Proteine vektoriell in Liposomen
eingebaut werden konnen, besitzt man nun die Moglichkeit, Proteindomédnen gezielt auf
Festkorperoberflachen vektoriell zu immobilisieren, und zwar so, dall diese katalytisch-aktiv fiir

technische Prozesse eingesetzt werden kdnnen.
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1.4 Resumée

Mit Hilfe der DLS Messungen wurde bestitigt, dal die Rekonstitution der FoF; ATP-Synthase in
intakte Liposomen folgte. Dies ist dahingehend von grofer Bedeutung, da die FoF; ATP-Synthase
eine starke Asymmetrie mit einer transmembranen Doméne, in der Hohe der Lipidmembran, und
einem hydrophilen Kopf mit einem Durchmesser von 10 nm besitzt. Diese Asymmetrie konnte
vorteilhaft in der Rekonstitution eingesetzt werden, da keine Defekte in den Liposomen existierten,
die die Passage der hydrophilen F,-Untereinheit der ATP-Synthase zulieen.

Die Validierung der gerichteten Rekonstitution der FoF; ATP-Synthase erfolgte auf
festkorpergestiitzten Proteoliposomenmembranen. Um eine homogene Oberflichenbeschichtung
auf einer dichten Festkorperoberfliche zu ermdglichen, wurde zuerst die Festkdrperoberflache mit
einem ultradiinnen, hydrophilen, biokompatiblen Zellulosefilm beschichtet. Die Filmdicke wurde
mit Hilfe ihrer Streuldngendichte analysiert und lieferte eine Filmhohe von ca. 10 nm, die ein
effektives Entkoppeln der Proteoliposomenmembran von der Oberflidche ermoglichte.

Durch Markierung der Lipidmembran mit fluoreszenzmarkierten Lipiden wurde auf den
Zellulosefilmen eine homogene Membranbeschichtung nachgewiesen. Chemisch markierte FoF
ATP-Synthasen zeigten eine homogene Verteilung der Proteine innerhalb der Lipidmembran. Die
gerichtete Rekonstitution wurde mit spezifischer Antikoérpermarkierung der FoF; ATP-Synthase
durchgefiihrt, in der die Kopfgruppe der ATP-Synthase (F; Untereinheit) nachgewiesen wurde. Der
Antikorper war spezifisch gegen die ATP-Bindestelle der F; Untereinheit, wodurch die native
Immobilisierung der FoF; ATP-Synthase nachgewiesen wurde. Eine Negativkontrolle, die den
umgekehrten Einbau in die Liposomen und damit die umgekehrte Immobilisierung auf dem
Zellulosefilm nachweisen kann, ist nicht mdglich, da es keine kommerziellen Antikdrper gegen
zytosolische Doménen der FoF; ATP-Synthase von Micrococcus lysodicticus gibt. Daher wurden
durch Bestimmung der Topographie der immobilisierten Membran die hydrophilen Kopfgruppen
detektiert und iiber eine Bildanalyse der mittlere Abstand mit 180 nm der FoF; ATP-Synthase
bestimmt. Ebenfalls wurde der mittlere Abstand der FoF, ATP-Synthase aus der Lipid- und
Proteinkonzentration mit einem Wert von 140 nm ermittelt. Aus diesen Werten ist ersichtlich, daf
die Rekonstitution der FoF; ATP-Synthase unidirektional in die Liposomen erfolgte und daf3 deren

Immobilisierung auf biokompatiblen Zellulosefilmen ebenfalls unidirektional stattfand.
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2. Beschichtungskinetik von Membranprdaparaten aus humanen
Erythrozyten auf unmodifizierten, pordsen Partikeloberflichen unter

Beriicksichtigung der PartikelgroBen®

Zusammenfassung

Die Beschichtungskinetik von unmodifizierten und porosen Silicapartikeln mit konstanten
PorengroBen (1000 A), aber unterschiedlichen Durchmessern (5, 10 und 30 um), wurde mit
Ghostzellen aus humanen Erythrozyten untersucht. Die Beschichtungskinetik ist von der
PartikelgroBe und damit vom Kontaktwinkel zwischen der Ghostzelle und der Partikeloberfliche
abhingig. Mit Hilfe von Antikorpermarkierung wurde eindeutig nachgewiesen, dal Ghostzellen
nach der Priparation die native Orientierung der Erythrozyten beibehalten, wohingegen Ghostzellen
bei der Partikelbeschichtung die Membranorientierung invertieren. Im Gegensatz zu planaren
Oberflichen bieten sphirische porose Partikeloberflichen den Vorteil, eine groBere Fliche zu
immobilisieren und keine Oberflichenmodifikation fiir eine homogene Oberflichen-beschichtung

zu benétigen, wodurch ihre Herstellung stark vereinfacht wird.

2 Murat Tutus, Stefan Kaufmann and Motomu Tanaka
»Spreading Kinetics of Human Erythrocyte Membranes on Particle Supports: Influence of Contact Curvatures®, in

preparation
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Einleitung

In einem ersten Schritt wurde die Beschichtungskinetik pordser, sphirischer Silicapartikel mit
Ghostzellmembranen bestimmt. Unmodifizierte Partikel verschiedener Durchmesser, aber mit
konstanten PorengroBen (1000 A), wurden eingesetzt, deren Oberflichenrauhigkeit sich in der
gleichen Groflenordnung befand (charakteristischer Abstand der Oberflachenstrukturen ca. 113 -
176 nm). Die Partikelbeschichtung erfolgte mit Ghostzellen aus humanen Erythrozyten, die eine
monodisperse GroBenverteilung (Durchmesser 4 um) besitzen. Durch die zeitliche Bestimmung der
immobilisierten Membranfldche der Ghostzellen auf der Partikeloberfliche wurde gezeigt, daf3 die
Beschichtungskinetik von der PartikelgroBe und somit vom Kontaktwinkel zwischen
Partikeloberflache und Ghostzellmembran abhéngig ist.

Zudem konnte mit membranmarkierten Ghostzellen nachgewiesen werden, dall unmodifizierte,
porose Partikeloberflaichen homogen beschichtet wurden. Dies steht im Gegensatz zur Beschichtung
von planaren Oberflichen, die nur nach Modifikation der Oberflichen homogen mit
Proteoliposomenmembranen beschichtet wurden (Tanaka, Kaufmann et al. 2001; Tanaka, Wong et
al. 2004; Kaufmann, Weiss et al. 2007).

Mit spezifischen Antikorpern, die Proteindomédnen der Innenseite (Bande3) beziehungsweise
AuBenseite (Glykophorin) der Ghostzellmembranen erkennen, wurde gezeigt, da3 Ghostzellen die
native Membranorientierung der Erythrozyten beibehalten haben (Schwoch and Passow 1973),
wohingegen die immobilisierte Ghostzellmembran auf Silicapartikeln eine invertierte
Membranorientierung aufzeigt (Kaufmann and Tanaka 2003). Aus dieser Anderung der
Membranorientierung geht ein invertierender Aufspreitmechanismus hervor, der die

Proteindominen der Innenseite der Ghostzellen zum Puffer hin exponiert.
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2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden falls nicht anders erwéhnt wie in Teil 1 beschrieben von
Sigma Aldrich und Carl Roth bezogen und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Reinstwasser
(Millipore, Molsheim, Frankreich) mit einem spezifischen Widerstand > 18 MQcm wurde benutzt.
Das Lipidanalogon 1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-Phosphoethanolamin Triethylammonium Salz
(Texas-Red DHPE) (Avanti Polarlipids, Alabaster, USA) wurde eingesetzt (Abbildung 2.1.a).

Alle Antikdrper wurden von Sigma Aldrich (Miinchen, Deutschland) bezogen. Als erster
Antikorper wurden in Maus exprimierter Antikorper gegen Bande3 und ein AntikOrper gegen
Glykophorin eingesetzt. Der zweite Antikorper war ein Ziege Anti-Maus FITC (Abbildung 2.1.b)
konjugierter, polyklonaler Antikdrper (ganzer Antikorper).

COOH
0 ()
HyC —O—C—(CH,)14CH;
|
SIvOz il‘-ll H‘]:_O_ﬁ_(CthxtCHa N=C=F§
NHCH,CH,0-P—OCH, O
O +NH(CH,CH);3

Abbildung 2.1: Strukturformel von Texas-Red DHPE (a), das ein Kopfgruppen markiertes Lipidanalogon ist.

Strukturformel des Fluoreszenzfarbstoffes FITC (b), der konjugiert am zweiten Antikdrper vorlag.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Ghostzellen erfolgte mit dem Bio-Rad Protein Assay
(Bio-Rad, Miinchen, Deutschland).

Fir die Bestimmung der Lipidkonzentration wurden Reinstwasser, Perchlorsdure, Ammonium-
molybdat und Ascorbinsédure eingesetzt.

Fiir die Durchfiihrung der SDS-PAGE wurden Ready Gels (linearer Gradient 4-15% Tris-HCl) und
Molekular-Gewichtsmarker (10-250 kDa, Bio Rad, Miinchen, Deutschland) benutzt.
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2.1.2 Silicapartikel

Es wurden Silicapartikel aus hochreinem Silica (Si-OH) in den Gréfen 5 um, 10 um und 30 pm
(Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) mit einer Gréenverteilung von + 1,5 pm eingesetzt. Alle
Partikel sind sphérisch und besitzen einen netzwerkartigen Aufbau mit einem Porenvolumen von

0,8ml/g und einer einheitlichen PorengroBe von 1000 A (Abbildung 2.2).

20um

Abbildung 2.2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der eingesetzten Partikel. Gezeigt sind in a) 5 um, b)
10pm und ¢) 30 um groB3e Silicapartikel.
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2.2 Methoden

2.2.1 Erythrozyten Membranenpriaparation

In der Priparation - wie in allen Experimenten mit Ghostzellen - wurde ein Standard TNN Puffer

(pH = 8,0) verwendet.

TNN Puffer Molaritét

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 10 mM
NaCl, 150 mM
NaNj; 1 mM

Die osmotische Lyse der Erythrozyten erfolgte in einem Lysepuffer, bei dem es sich um TNN
Puffer (pH = 8,0) ohne 150 mM NaCl, handelt.

Frisch entnommenem, humanem Blut wurde sofort EDTA (Endkonzentration 10 mM) zugegeben,
um die Blutkoagulation zu unterbinden (Préparationsschema 2.1). Alle weiteren
Préparationsschritte wurden nachfolgend bei 4°C durchgefiihrt. Das entnommene Blut wurde 3 mal
in TNN Puffer gewaschen (10 min, 4.000 g), um Blutserum und alle nicht zelluldren Bestandteile
(Blutplasma: Albumine, Globuline, Lipide, Blutzucker, etc.) zu entfernen. Der zelluldre Bestandteil
des Blutes besteht zu einem groBen Teil aus Erythrozyten (pro ul Blut bis zu 6.000.000
Erythrozyten). Erythrozyten wurden in einem hypotonischen Lysepuffer fiir 10 Minuten bei 4°C
lysiert. Das freigesetzte Himoglobin der Erythrozyten wurde durch mehrmaliges Waschen (20 min,
15.000 g) entfernt. Um das Hamoglobin vollstindig aus den Erythrozyten zu entfernen, wurden die
Hiamolyse und die folgenden Waschschritte 1 mal wiederholt (Schwoch and Passow 1973).

Durch die Lyse wurden alle zytosolischen Elemente (hauptsichlich das Hadmoglobin) entfernt.
Erythrozyten Membranpréparate sedimentieren leicht (10 min, 15.000 g), bilden dabei ein weil3es,
,weiches*“ Pellet und erscheinen in der Phasenkontrastmikroskopie als durchsichtige
Membranpréiparate. Daher werden Erythrozyten Membranpriparate in der Fachliteratur auch als

,,Ghostzellen‘ bezeichnet.
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Entnahme von humanem Blut

Y
Zugabe von EDTA

EDTA Endkonzentration 10 mM
vorsichtig mischen

y Probe auf 4°C kihlen
waschen in TNN Puffer (3 mal)

sedimentieren 10 min, 4000 g
Pellet tiberfithren
Y

1. osmotische Lyse

30 facher Volumeniberschub des Lysepufters
sedimentieren 20 min, 15000 g

y Pellet iiberfithren

waschen in TNN Puffer (3 mal)

sedimentieren 10 min, 15000 g
i) Pellet tiberfithren

2. osmotische Lyse

30 facher Volumeniberschub des Lysepufters
sedimentieren 20 min, 15000 g

y Pellet tiberfiihren

waschen in TNN Puffer (3 mal)

sedimentieren 10 min, 15000 g
i) Pellet tiberfithren

Pellet in 20 ml TNN Puffer suspendieren

Priparationsschema 2.1: Aufreinigung von Erythrozyten Membranpréparaten aus humanem Blut.

2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinbestimmung der Ghostzellen erfolgte nach der Methode von Bradford mit einem Bio-
Rad Proteinassay (Bradford 1976). Bei der kolorimetrischen Konzentrationsbestimmung bindet
Coomassie Brillant Blau G250 an aromatische Aminosduren von Proteinen. Die Komplexbildung
erfolgte in zwei Schritten: in einem ersten Schritt wurde das freie Proton des Coomassie an
ionisierbare Gruppen (aromatische Aminosduren) der Proteine abgegeben, wodurch es zu
Anderungen der rdumlichen Struktur der Proteine kam. Hydrophobe Dominen der Proteine wurden
nach aullen exponiert, die in einem zweiten Schritt iiber van-der-Waals Interaktionen an unpolare
Regionen des Farbstoffs gebunden haben. Dabei verschob sich das Absorptionsmaximum von
465nm auf 595 nm, welches photometrisch bestimmt wurde.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach der Microassay Methode durchgefiihrt.
Dafiir wurden 980 ul Bradfordreagenz mit 20 ul Ghostzellen gemischt und fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Konzentration des entstandenen Farbkomplexes wurde

photometrisch ermittelt und die Proteinkonzentration mit Hilfe einer Eichgeraden bestimmt.
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2.2.3 Bestimmung der Lipidkonzentration

Die Bestimmung der Lipidkonzentration erfolgte wie unter Teil 1 beschrieben nach der Methode

von Fiske und Subbarow (Fiske and Subbarow 1925).

2.2.4 Fluoreszenzmarkierung von Ghostzellen

Die Lipidmembran der Ghostzellen wurde unspezifisch mit dem kopfgruppenmarkierten
Lipidanalogon Texas-Red DHPE fluoreszenzmarkiert (Tabelle 2.1) (Pagano, Longmuir et al. 1983;
Haverstick and Glaser 1987). Die Membranmarkierung erlaubt es, das Vorhandensein und die
Verteilung der Lipidmembran mit der Fluoreszenzmikroskopie nachzuweisen.

Die Fluoreszenzmarkierung (Tabelle 2.1) wurde mit 0,1 mol% Texas-Red DHPE
(Absorptionsmaximum = 595 nm, Emissionsmaximum = 615 nm) durchgefiihrt. Dieses molare
Verhiéltnis fiihrt zu einem deutlichen Fluoreszenzsignal bei niedrigsten Farbstoffkonzentrationen.
Es garantiert zudem, daB die chemischen und physikalischen Eigenschaften der
Ghostzellmembranen durch die Kopfgruppen des Lipidanalogons nicht gestort werden.

In Chloroform gelostes Texas-Red DHPE (10 pg) wurde in einem Rotationsverdampfer
eingetrocknet. Uber Nacht wurde der getrocknete Lipidfilm im Vakuumschrank gelagert, um
Chloroformreste vollstindig zu entfernen. Nach Trocknung wurde Texas-Red DHPE in 6 pnl
Ethanol gelost. Der Einsatz des schwach amphiphilen Lésungsmittels Ethanol ermdglichte es
amphiphile Molekiile wie Texas-Red DHPE zu 16sen und gleichzeitig die Loslichkeit in walrigem
Puffer zu garantieren. Texas-Red DHPE bildete in Ethanol Liposomen aus, die sich spontan in die
Lipidmembran von Ghostzellen einbauten. Markierte Ghostzellmembranen wurden anschlieBend in

einem Waschschritt (10 min, 10000 g) von ungebundenem Texas-Red DHPE getrennt.

Schritt Fluoreszenzmarkierung der Ghostzellmembran
1 eintrocknen von 10 pg Texas-Red DHPE (entspricht 0,1 mol% Lipid)
2 Texas-Red DHPE in 6 pl Ethanol resuspendieren
3 Zugabe von 1 mg Ghostzellen
4 Im Uberkopfriihrer fiir 1 h bei RT inkubieren
5 abtrennen der Texas-Red DHPE Mizellen von den Ghostzellen

fiir 10 min bei 10000 g
6 markierte Ghostzellen in TNN Puffer aufnehmen

7 markierte Ghostzellen 2 mal in TNN Puffer waschen

Tabelle 2.1: Schema zur Membranmarkierung der Ghostzellen
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Die Membranorientierung sowie die Verteilung der Membranproteine der Ghostzellen wurden
durch spezifische Antikorpermarkierung (Tabelle 2.2) von Epitopen der transmembranen Proteine
Bande3 und Glykophorin nachgewiesen.

Fiir die Antikdrpermarkierung wurde 1 ml der Ghostzellsuspension (Proteinkonzentration =
2mg/ml) abzentrifugiert und anschlieend mit 1 ml 3% (w/v) RSA-Losung bei RT fiir 1h inkubiert,
um ein unspezifisches Binden von Antikorpern zu verhindern. Die passivierten Ghostzellen wurden
aliquotiert und anschlieBend der erste Antikdrper zugegeben. Ungebundene Antikorper wurden
durch Sedimentation der Ghostzellen getrennt und dann der zweite FITC konjugierte Antikorper
zugegeben (Absorptionsmaximum = 485 nm, Emissionsmaximum = 514 nm). AnschlieBend

wurden die Ghostzellen in TNN gewaschen und mit der Fluoreszenzmikroskopie betrachtet.

Schritt Fluoreszenzmarkierung von transmembranen Proteinen
1 1 ml Ghostzellen sedimentieren (10 min, 10000 g) und Uberstand verwerfen
2 1 ml 3% (w/v) RSA zugeben, 1h passivieren
3 aufteilen der Probe
4 sedimentieren der passivierten Ghostzellen fiir 10 min, 10000 g
5 Zugabe von monoklonalen Zugabe von monoklonalen

anti-Bande3 Antikorpern (Titer 1:500) | anti-Glykophorin Antikdrpern (Titer 1:150)
1 h bei RT inkubieren

6
7 sedimentieren der Antikorper markierten Ghostzellen fiir 10 min, 10000 g
8 Zugabe des 2. FITC konjugiertern Antikorpers und Inkubation 1h

9 waschen in TNN Puffer (10 min, 10000 g) und resuspendieren in TNN Puffer

Tabelle 2.2: Spezifische Antikdrpermarkierung der Ghostzellen zur Bestimmung der Membranorientierung und der

Proteinverteilung

2.2.5 Rasterelektronenmikroskopie

Die Auflosung eines Mikroskops ist im wesentlichen von der Wellenldnge der verwendeten
elektromagnetischen Strahlung abhingig, d.h. es konnen mit kleineren Wellenldngen feinere
Strukturen aufgelost werden. In der Rasterelektronenmikroskopie (REM) verwendet man
Elektronenstrahlen mit Wellenldngen von 10 nm, wodurch Strukturen im nm-Bereich aufgelost
werden konnen (Abbildung 2.2).

Im Rasterelektronenmikroskop (Leo 1550, Carl Zeiss SMT, Oberkochen, Deutschland) wurden

Partikeloberflichen im Ultrahochvakuum mit einem Elektronenstrahl abgerastert. Die
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Charakterisierung der Oberflichentopographie erfolgte mit Sekundirelektronen, die durch

Interaktion mit der Oberfldache entstanden und die Oberflachentopographie der Partikel darstellten.

2.2.6 Charakterisierung der Silicapartikeloberflichen

Um die Beschichtungskinetik aller PartikelgroBen vergleichen zu konnen, miissen Einfliisse der
Materialien sowie der Oberflichenstrukturen ausgeschlossen werden. Erst dann konnen den
einzelnen PartikelgroBen Beschichtungskinetiken zugeordnet und dariiber hinaus zueinander in
Verbindung gestellt werden.

Materialeffekte konnten ausgeschlossen werden, da alle Partikel die gleiche chemische
Zusammensetzung aus hochreinem, unmodifiziertem Silica (Si-OH) besa3en. Oberflicheneinfliisse
wurden durch den Einsatz von Partikeln mit einheitlicher PorengroBe von 1000 A ausgeschlossen.
Es muf3 aber angemerkt werden, daf3 sich durch die variierenden PartikelgroBen unterschiedliche
Oberflichenkriimmungen ergeben, die moglicherweise die Oberflichenrauhigkeit beeinflussen
(siche Kapitel 2.2.7).

Betrachtet man die unterschiedlichen Oberflichenkriimmungen in Verbindung mit der konstanten
GroBe der Ghostzellen, so ergibt sich eine Geometrie, bei dem die Anderung des Kontaktwinkels
(Abbildung 2.3) zwischen Ghostzellen und Partikeloberfldche, der einzige variierende Parameter ist

(Kaufmann and Tanaka 2003).

Ghostzelle Ghostzelle Ghostzelle

5 um Partikel 10 um Partikel 30 um Partikel

Abbildung 2.3: Schematische und mafstabsgetreue Darstellung des Kontaktwinkels zwischen 5 pm, 10 pm und 30 pm
grofen Partikeloberflichen und Ghostzellen (@ = 4 pm). Die Darstellung zeigt eindeutig eine Anderung des
Kontaktwinkels.
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2.2.7 Ermittlung der Oberflichenrauhigkeit von gekriitmmten Oberflichen mit Hilfe der

Autokorrelation

Alle Partikel besaBen Poren gleicher Grofe von 1000 A. Da aber die Partikelkriimmungen
variierten, muBte die von der Kriimmung verursachte Anderung der Topographie und deren Einfluf3
auf die Oberflachenrauhigkeit analysiert werden. Diese Analyse der Oberflachenrauhigkeit erfolgte
mit der Autokorrelation.

Fir die Bestimmung des charakteristischen Abstandes des Oberflichenprofils wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen aller Partikelgroflen angefertigt. Um
Abbildungsverzerrungen am Partikelrand auszuschlieBen, wurde ein zentraler Bereich
herausgeschnitten. AnschlieBend wurde dieser Ausschnitt mit Hilfe der Analyse-Software IGOR
Pro (WaveMetrics, Lake Oswego, Oregon, USA) in den Fourierraum transformiert, dort quadriert
und anschliefend zuriicktransformiert, wodurch man die Autokorrelation des Bildes erhielt. Die
Position des ersten Maximums der Autokorrelation gibt den charakteristischen Abstand der

Oberflachenstrukturen an.

2.2.8 Partikelbeschichtung

Um die Beschichtungskinetiken vergleichen zu kénnen, wurden alle Partikeloberflichen (5-107* m?)
konstant gehalten. Entsprechend den Partikeloberflichen wurden Ghostzellmembranen im 10
fachen Oberflicheniiberschuf (5-10~° m”) zugegeben und die Probenvolumina konstant gehalten.
Aus der Lipidkonzentration und dem Flichenbedarf eines Lipidmolekiils von 70 A? (Chapman
1984) in einem Monolayer wurde die Membranfliche der Ghostzellen errechnet und entsprechend
eingestellt.

Die Partikeloberfliche wurde bestimmt, indem iiber das Schiittgewicht ( p = 0,45 g cm™) der

Partikel und dem Partikelvolumen (Vparike) die Anzahl der Partikel (N) bestimmt wurde.

_ 403"
NPartikel = (p ) VPartikel ) 1 = (p ' & J

Das Schiittgewicht gibt das Volumen der Schiittung und sein Gewicht an. Mit den bekannten
Durchmessern konnte das Partikelvolumen errechnet werden. Die Division des Schiittgewichts

durch das Partikelvolumen ergibt die Partikelanzahl pro Gewichtseinheit (Kaufmann and Tanaka
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2003). Unter der Annahme sphérischer Silicapartikel und bekannter Partikelanzahl wurde deren
Oberfliache (Tabelle 2.3) pro Gewichtseinheit bestimmt.

Partikelgrofie Partikeloberfliche [mZ/g]
5 pum 2,7
10 pm 1,3
30 um 0,4

Tabelle 2.3: Ermittelte Partikeloberfldchen der unterschiedlichen Partikelgrofen

Vor der Beschichtung wurden die Silicapartikel 3 mal in TNN Puffer gewaschen. Dafiir wurden sie
fiir 1 min in einem Uberkopfriihrer mit 5,5 Rotationen pro Minute (RPM) gemischt und fiir 10 s bei
3.000 g sedimentiert. Die Beschichtung der Silicapartikel erfolgte fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur im Uberkopfriihrer mit 5,5 RPM. AnschlieBend wurden die Partikel 3 mal in TNN
Puffer gewaschen und fiir 10 s bei 3.000 g sedimentiert, um ungebundene, adhdrente und nicht

aufgeplatzte Ghostzellen von den Silicapartikeln zu entfernen.

2.2.9 SDS-PAGE zur Proteinzusammensetzung ungebundener und immobilisierter

Ghostzellen auf Silicapartikeln

Die Proteinzusammensetzung der Ghostzellen wurde mit Hilfe einer SDS-PAGE analysiert
(linearer Gradient 5-15% Acrylamid Bisacrylamid) (Laemmli 1970). Dabei wurde die
Proteinzusammensetzung von freien und auf Silicapartikeln gebundenen Ghostzellmembranen
verglichen.

Als Puffer kamen Denaturierungspuffer (Lammli Puffer), Laufpuffer, Firbelosung und
Entfarbelosung nach Lammlie zum Einsatz.

Alle Proben wurden in Mercaptoethanol/SDS-haltigem Denaturierungspuffer aufgenommen.
Mercaptoethanol reduziert die Disulfidbriicken der Proteine, weshalb die Tertidrstruktur zerstort
wurde. SDS als stark negativ geladenes Detergens dekoriert die Eigenladung der denaturierten
Proteine. Wihrend der SDS-PAGE wird iiber das Gel ein elektrisches Feld angelegt, in dem durch
das SDS negativ dekorierte Proteine zur Anode laufen. Dabei werden innerhalb des Gels die

Proteine nach ihrer GroBe getrennt.
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Denaturierungspuffer Konzentration Laufpuffer Konzentration
TRIS 65 mM TRIS 15 mM

SDS 3,3% w/v SDS 0,1% (wW/v)

Glycin 5% wiv Glycin 192 mM

Bromphenolblau 0,005% (w/v)

Mercaptoethanol 5% (W/v)

Entfirbelosung Volumen Farbelosung Volumen
Methanol 500 ml Methanol 450 ml
Essigsdure 750 ml Essigsdure 90 ml

Reinstwasser 7500 ml Coomassie R 250 25¢g

Die Proben wurden im Volumenverhéltnis 2:1 (v/v) Denaturierungspuffer gelost und fiir 5 min bei
95°C erhitzt. Die Silicapartikel wurden sedimentiert, anschlieBend wurden 15ul der
Probeniiberstinde auf Polyacrylamidgele (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte bei 125 V, 35 A und 1,5 h im Laufpuffer. Die Proteinbanden wurden in einer
Coomassie Farbelosung fiir 30 min bei leichtem Schiitteln angefarbt, danach wurde ungebundener

Farbstoff aus der Gelmatrix mit Entfarberlosung fiir 20 min entfarbt.

2.2.10 Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopie wurde, wie in Teil 1 beschrieben, durchgefiihrt und fiir die Darstellung
von membranmarkierten und antikdrpermarkierten Ghostzellen eingesetzt.

Phasenkontrastmikroskopie ermoglicht die Darstellung von kontrastarmen Objekten, die in der
Hellteldmikroskopie nicht oder schlecht sichtbar wiaren. Man bedient sich der Dichteunterschiede
der Objekte, was gleichzusetzen ist mit deren Brechungsindizes. Die Objekte verdndern die Phase
des durch sie hindurchtretenden Lichtes, wohingegen die Amplitude des Lichtes unveréndert bleibt.
Wird nun das phasenverschobene Licht im Objektiv. mit dem urspriinglichen Licht
iibereinandergelegt, kommt es zu Interferenzen. Dabei werden Objekte mit hoherer Dichte und
damit hoherem Brechungsindex dunkler, daher kontrastreicher, abgebildet.

In der Phasenkontrastmikroskopie (Axiovert 200, Zeiss, Jena, Deutschland) wurde -eine
Halogenlampe im Durchlichtprinzip (HAL 100, Zeiss, Jena, Deutschland) mit Phasenkontrast-
objektiven (Planapo, 63-fach ,long distance” N.A. 0,75 und 20-fach ,,long distance* N.A. 0,40

Zeiss, Jena, Deutschland) eingesetzt.
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2.2.11 Spinning Disk konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie kann man 3 dimensionale Bilder anfertigen. Dafiir wurden
durch die Objekte priazise und in konkreten Abstinden senkrecht zur Bildebene Bildschnitte
angefertigt. Dieser Bilderstapel wurde anschlieBend mit Hilfe eines Computerprogramms

dekonvoliert und 3 dimensional dargestellt (Abbildung 2.4).

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des Prinzips der konfokalen Mikroskopie. Stapel von 2 dimensionalen
Bildern (links) werden Mithilfe eines Bildbearbeitungsprogramms in eine 3 dimensionale Darstellung (rechts)
iberfiihrt.

Eine Dekonvolution wurde durchgefiihrt, da durch die Brechungsindizes der Linsen und die
Brechungsindizes der Medien, durch die das Licht passiert, mikroskopische Aufnahmen in ihrer
Bildschirfe gestort werden. Diese Unschérfe kann durch eine Punktspreizfunktion (engl. point
spread function) mathematisch modelliert werden. Im Riickschlul kann durch eine bekannte
Punktspreizfunktion eine mikroskopische Aufnahme dekonvoliert werden, wobei unscharfe
fluoreszierende Signale auf ihre urspriingliche GroBe zuriickgerechnet werden. Durch die
Dekonvolution (Huygens, Scientific Volume Imaging, Hilversum, Niederlande) wurde die laterale
Auflosung auf ca. 93 nm erhoht. Die Hohenauflosung (z-Richtung) der konfokalen Aufnahmen
betrug ca. 220 nm.

Die Bilder wurden mit einem invertierten Mikroskop (Nikon Eclipse TE2000-U, Japan), einem
Wasserimmersions-Objektiv (Planapo VC, 60-fach, N.A. 1,2, Nikon, Japan) und einem real-time
Spinning Disk konfokalen Aufbau (UltraView ERS, Perkin Elmer, Llantrisant, UK) im Nikon
Imaging Center (Bioquant, Universitit Heidelberg, Deutschland) angefertigt.

2.3.12 Beobachtung des Beschichtungsprozesses

Fiir die Darstellung des Beschichtungsprozesses wurde auf einem Deckglas ein 5 mm hoher
Teflonring mit Silikonpaste (Baysilone, mittelviskos) aufgeklebt, wodurch eine ,,Wanne* iiber dem

Deckglas gebildet wurde. Diese Wanne wurde mit 1 ml Puffer aufgefiillt und dazu eine geringe
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Anzahl von Partikeln zugegeben. Die Partikel sedimentierten. AnschlieBend wurde mit einer
Mikrokapillare (Femtotips, Eppendorf, Hamburg, Deutschland), die an einem Mikromanipulator
(FemtoJet, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) befestigt war, von der Deckglasoberfliche ein
Partikel aufgenommen und in die Fokusebene des Mikroskops gebracht. Es wurden 10 pl Texas-
Red DHPE markierte Ghostzellen zugegeben und der Beschichtungsproze3 wurde mit einer

Kamera mit einer Bildfolge von 117 ms verfolgt (Abbildung 2.5).

NG
O——Ghostzellen

I 9 0%
I

/
, 7/
I %/ \ }Teflonring

I\

Puffer

Mikrokapillare
mit Silicapartikel

Objektiv

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Partikelbeschichtung. Silicapartikel (@ ~ 5, 10 and 30 pm) wurden mit
einer Glaskapillare eines Mikromanipulators in die Fokusebene des Objektivs gebracht. AnschlieBend wurden
membranmarkierte Ghostzellen zugegeben. Die Darstellung der Mikroskopieaufnahmen erfolgte durch Uberlagerung

von Hellfeld- und Fluoreszenzmoden.

Der BeschichtungsprozeB wurde mit einer Uberlagerung von Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen
verfolgt. Im Hellfeldmodus wurden die Kapillare und das gebundene Partikel, im

Fluoreszenzmodus die membranmarkierten Ghostzellen dargestellt.

2.2.13 Environmental Rasterelektronenmikroskopie

Eine besondere Variante der REM stellt die Environmental REM (EREM) dar (Abbildung 2.6), bei
der die Probenkammer im Grobvakuum (100 - 1000 Pa) betrieben wird und eine feuchte
Atmosphdre eingestellt werden kann. Dies ermdglicht die Untersuchung von biologischen
Membranen in ihrer natiirlichen Form.

Uber eine Reihe von Konstruktionselementen wurde das fiir die Elektronenquelle notwendige
Ultrahochvakuum an der Kathode von der Probenkammer entkoppelt. Somit konnten in der

Probenkammer Driicke von einigen Hundert Pascal eingestellt werden, in der zudem die
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Luftfeuchtigkeit verdnderbar war. Durch die feuchte Atmosphidre wurde garantiert, dal die
Membranen der Ghostzellen auf den Silicapartikeln thermodynamisch stabilisiert wurden.

Trifft nun der Elektronenstrahl auf die Membranoberfliche werden sekundir Elektronen emittiert,
die von einer angelegten Spannung zwischen Probenhalter und Detektor zum Detektor hin
beschleunigt werden. Auf diesem Weg werden zusitzlich Gasatome der feuchten Atmosphire

ionisiert, die am Detektor zu einer Signalverstirkung fiihrten (Danilatos 1993).

Elektronenquelle

Detektor Feinvakuum 107 Pa

Luft- und
DampfzufluB A

Probenkammer
~100-1000Pa

Probenhalter

Abbildung 2.6: Schematischer Aufbau ecines EREMs. Bei der EREM steht die MeBkammer nicht unter
Ultrahochvakuum, sondern ist von der Elektronenquelle iiber eine Reihe technischer Mainahmen entkoppelt, so daf3 in

der Probenkammer Driicke von einigen Hundert Pascal sowie eine feuchte Atmosphére eingestellt werden kann.

Die Aufnahmen von unbeschichteten und beschichteten Silicapartikeln wurden bei einem

Umgebungsdruck von 680 Pa und bei Wasserdampf geséttigter Atmosphare aufgenommen.

2.2.14 Antikorpermarkierung beschichteter Silicapartikel

Silicapartikel wurden mit Ghostzellen wie in Kapitel 2.2.8 beschrieben beschichtet (Tabelle 2.4).
Die beschichteten Partikel wurden aliquotiert, mit einem Teil wurde die Membraninnenseite und
mit dem anderen Teil die Membranaullenseite nachgewiesen. Wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben
wurde die Antikorpermarkierung durchgefiihrt.

Vor der Antikorpermarkierung wurden die Membranoberflachen mit RSA fiir 1 h bei RT inkubiert,
um eine unspezifische Bindung der Antikérper zu verhindern. Die Antikorpermarkierung der
Membranauf3enseite erfolgte fiir 1 h bei RT mit einem Antikorper gegen die extrazellulire Domine
von Glykophorin (Titer 1:150). Die Membraninnenseite wurde mit einem AntikOrper gegen die

intrazellulire Domine von Bande3 (Titer 1:500) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden durch
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Waschschritte die ungebundenen Antikorper von den immobilisierten Ghostzellmembranen auf den
Silicapartikeln entfernt.

Die ersten monoklonalen Antikdrper waren in Maus exprimiert. Diese wurden durch Inkubation fiir
lh bei RT mit einem zweiten polyklonalen, FITC konjugierten Ziege-Anti-Maus Antikorper
nachgewiesen. In einem folgenden Waschschritt wurden ungebundene zweiten Antikorper in TNN

Puffer ausgewaschen und Partikelbeschichtung durch Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen.

Schritt Antikorpermarkierung

1 Silicapartikel in TNN Puffer waschen

2 Ghostzellen sedimentieren (10 min, 15.000 g)

3 Ghostzellen : Silicapartikel im Oberflachenverhiltnis 10:1 mischen

4 2 h im Uberkopfriihrer inkubieren & anschlieBend waschen (10 s, 1.000 g)

5 1 hin 3% RSA passivieren, anschliefend sedimentieren & teilen

6 Zugabe monoklonaler anti-Bande3 Zugabe monoklonaler anti-Glykophorin
Antikorper (Titer 1:500) Antikorper (Titer 1:150)

7 1 h bei RT inkubieren, anschliefend waschen (30 s, 1.000g)

8 2. FITC konjugierter Antikorper zugeben und 1h inkubieren

9 waschen und in TNN Puffer resuspendieren

Tabelle 2.4: Antikdrpermarkierung von immobilisierten Ghostzellen auf Silicapartikeln

2.2.15 Bestimmung der Partikelbeschichtungskinetik

Um die Beschichtung der Partikel mit Hilfe der Phosphatanalyse bestimmen zu kdnnen, wurden pro
Ansatz 2 mg Partikel mit dem dazugehdrigen 10 fachen UberschuB an Ghostzelloberfliche
eingesetzt. Diese Menge garantiert die vollstindige Beschichtung der Partikel und bindet
gleichzeitig eine geniigende Menge an Ghostzellmembranen, um ein ausreichend grof3es Signal fiir
die Phosphatanalyse zu erzielen.

In der Partikelbeschichtung (Abbildung 2.7) wurden 260 mg Silicapartikel und 40 ml Ghostzellen
(1 mg/ml) eingesetzt. Die Beschichtung erfolgte bei RT in einem Uberkopfriihrer mit 5,5 RPM.
Proben (2 mg Silicapartikel fiir jeden MeBpunkt) wurde in 2, 5 und 10 Minuten Abstdnden
entnommen und sofort vorsichtig in TNN Puffer gewaschen (30 s bei 1.000 g). Das Pellet wurde
anschlieBend weitere 2 mal gewaschen, um ungebundene und adhidrente Ghostzellen von der
Oberfldche der Silicapartikel zu entfernen. Anschlieend wurde der Phosphatgehalt bestimmt (Fiske

and Subbarow 1925) und die Menge an gebundenen Lipiden mit einer Eichgeraden ermittelt.
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Ghostzellen : Silicapartikel
10:1 Oberflichenverhiltnis

Bestimmung
Blindwert Puffer
Blindwert Silicapartikel in Puffer

Beschichtungsreaktion

Probenentnahme von 2 mg Silicapartikel
nach 2. 5 und 10 min
Y

waschen der Proben

Uberstand verwerfen
Pellet 3 mal waschen fur 30 s bei 1000 g

y

Y
Pellet und Uberstand

Uberstand verwerfen
Pellet tur Lipidbestimmung hernechmen

Y

Bestimmung
gebundener Lipide

Abbildung 2.7: Schematischer Ablauf zur Bestimmung der Kinetik der Partikelbeschichtung. Nach der Inkubation des
Reaktionsansatzes wurden Proben entnommen. Die Proben wurden 3 mal gewaschen. Die Lipidkonzentration der
gebundenen Ghostzellmembranen wurde iiber die Phosphatbestimmung der beschichteten Silicapartikel ermittelt.

Anschliefend konnte die Fliche der Ghostzellmembranen durch den Flichenbedarf der gebundenen Lipide ermittelt

werden.
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2.3 Ergebnisse und Diskussionen

2.3.1 Protein- und Lipidkonzentration

Bei der Lyse der Erythrozyten wurde das Hdmoglobin vollstindig entfernt, wodurch Ghostzellen
entstanden, die aus der Lipidmembran und den Membranenproteinen gebildet wurden.

Die Proteinkonzentration der Ghostzellen wurde als 2 mg/ml ermittelt. Dieser Wert gibt die
Gesamtproteinkonzentration der Ghostzellen an, die sich aus transmembranen, membran-
assoziierten Proteinen und Proteinen des Zytoskeletts zusammensetzt.

Eine direkte Bestimmung der Proteinkonzentration auf den Silicapartikeln nach der Bradford
Methode ist kolorimetrisch nicht moglich, da Ghostzellen auf der Partikeloberfliche immobilisiert
vorliegen. Der gebildete Protein-Farbstoff-Komplex ist ebenfalls an die Partikel gebunden und
sedimentiert daher mit den Silicapartikeln. Silicapartikel sind lichtundurchléssig, weshalb sie den
MeBstrahl streuen und dadurch die Messung zusitzlich verhindern.

Da Detergenzien stark mit der Bradfordreagenz interagieren, kann die Konzentrationsbestimmung
der Membranproteine nicht durch Solubilisierung und anschlieBender Analyse erfolgen. Ausfillen
der Proteine und eine anschliefende Konzentrationsbestimmung ergab MeBwerte mit groflen
Fehlern und war somit ungeeignet fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration. Die Bestimmung
der Proteinkonzentration nach Lowry (Lowry 1951) ist nicht moglich, da Ghostzellen in einem
TNN Puffer gelost vorliegen und die Amidgruppe des TRIS ebenfalls nach Lowry nachgewiesen
wiirden.

Da die Bestimmung der Proteinkonzentration auf Silicapartikeln nicht durchfiithrbar war und die
Bestimmung der Membranfliche im Vordergrund stand, wurde der Schwerpunkt auf die
Lipidkonzentration der Membran gelegt.

Phospholipide stellen ca. 80% der Lipide einer Ghostzellmembran dar (Virtanen, Cheng et al.
1998). Da jedes Phospholipid nur eine Phosphatgruppe enthélt, kann durch Phosphatbestimmung
aus dem einfachen stochiometrischen Verhéltnis von einem Phosphatmolekiill zu einem
Phospholipid die Lipidkonzentration ermittelt werden. Die Lipidkonzentration wurde mit 1 mg/ml
bestimmt.

Es muf} erwdhnt werden, daf3 in der Arbeit von Fiske und Subbarow nachgewiesen wurde, dafl 1mg

Silikat ein Signal von ca. 0,4 mg Phosphat-Aquivalent verursacht. Dieser Wert bezieht sich auf
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Phosphatanalysen pflanzlicher wie tierischer Zellen, die kolloidales Silikat einlagern. Dieses
kolloidale Silikat sedimentiert nicht, weshalb es wihrend der photometrischen Bestimmung
detektiert wurde. Die eingesetzten Silicapartikel sind jedoch so grof3, daf sie innerhalb weniger
Sekunden bei 1 g sedimentieren und daher die photometrische Messung nicht storen. Diese
Annahme wurde durch die Bestimmung des Blindwertes von ~ 0 pmol fiir Silicapartikel bestétigt,
womit nachgewiesen wurde, da3 keine stérenden Siliziumteilchen in der MeBlosung verbleiben

sind.

2.3.2 Form und Grofie der Ghostzellen

Ghostzellen wurden durch die Lyse in einem salzfreien Puffer (hypotonisch) aus Erythrozyten
hergestellt. Im hypotonischen Lysepuffer dringt Wasser in die Erythrozyten ein und bringt diese
durch den osmotisch generierten Uberdruck zum Aufplatzen, wodurch alle zytosolischen Elemente
(hauptsichlich das Hamoglobin) entfernt wurden. Das Aufplatzen der bikonkaven Erythrozyten
(2um x 7um) stellt eine starke mechanische Beanspruchung der Zellmembran dar, wobei die
Stiitzfunktion des Zytoskeletts zerstort wird und sie ihre bikonkave Form verlieren (Abbildung 2.8).
Durch den Verlust der Stiitzfunktion nehmen die Ghostzellen eine kugelige Form (Durchmesser =

4um) an (Schwoch and Passow 1973).

7 um 4 pm
> D S—

Y »

waschen
verschlieBen

osmotische
Lyse

Erythrozyten aufgeplatzte Erythrozyten Ghostzelle

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung des Préparationsverlaufs von Ghostzellmembranen. Bikonkave Erythrozyten,
in denen Hamoglobin durch die rote Farbe angedeutet wird, wurden durch mehrfache osmotische Lyse zum Aufplatzen
gebracht. Dabei wurden alle zytosolischen Elemente, wie z.B. Himoglobin, entfernt. Es entstanden farblose, spharische

Ghostzellen, die wegen ihrer Formédnderung einen Durchmesser von ca. 4 pm besaf3en.

Die Lyse der Erythrozyten ist ein unkontrollierbarer Prozel3. Dabei besteht die Mdoglichkeit, daB3
Erythrozyten zerfallen, fusionieren oder ihre natiirliche Orientierung verlieren. Um diese Vorgénge
zu untersuchen, wurden die Ghostzellen mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie analysiert.

Ein moglicher Zerfall oder eine mdgliche Fusion von Ghostzellen wurde mit einer Gréfenkontrolle

der Ghostzellen iiberpriift. Daher wurde nach der Préparation die Form und die Grofle der
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Ghostzelle im Phasenkontrast- und Fluoreszenzmodus kontrolliert. Membranmarkierte Ghostzellen
erscheinen in der Fluoreszenzmikroskopie als ein geschlossener Kreis (Rand der Kugel) mit ca.

4um Durchmesser (Abbildung 2.9).

>

10 pm

Abbildung 2.9: Korrespondierende, mikroskopische Aufnahmen einer membranmarkierten Ghostzelle im
Phasenkontrastmodus (a) und Fluoreszenzmodus (b). Eine kreisformig geschlossene Ghostzelle mit gleichméBiger

Fluoreszenz wurde beobachtet.

Die Oberfliche eines intakten, bikonkaven Erythrozyten betrigt 13 pm® (Houchin, Munn et al.
1958). Legt man diese Oberfliche zugrunde und nimmt man eine Formédnderung zur sphirischen
Ghostzelle an, kann {iber die konstante Oberflache der Durchmesser der Ghostzelle ausgerechnet
werden. Der Durchmesser einer sphirischen Ghostzelle betrdgt unter dieser Annahme 4 pm.

In allen mikroskopischen Aufnahmen von Ghostzellen wurde eine homogene Grofle von ca. 4 pm
ermittelt. Dieser Durchmesser bestitigt, da3 wihrend der Lyse der Erythrozyten kein Verlust an

Membranfliche oder eine Fusion aufgeplatzter Ghostzellen erfolgte.

2.3.3 Kontrolle der Membranoberfliche und der Membranorientierung der Ghostzellen

Da es sich bei mikroskopischen Aufnahmen um 2 dimensionale Darstellungen iiber die gesamte
Objekthohe handelt, kann iiber den gleichméBig fluoreszierenden Rand (Abbildung 2.9.b) keine
Aussage iliber die Membranoberfliche getroffen werden. Eine Aussage iliber die Membran-
oberflache kann nur in einer 3 dimensionalen konfokalen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme
getroffen werden.

Dafiir wurde von einer membranmarkierten Ghostzelle ein konfokales 3 dimensionales Bild aus
einem Bilderstapel aus 23 Bildern mit einem Abstand von 220 nm rekonstruiert. Die Uberpriifung
der einzelnen Bilder zeigte immer einen homogen fluoreszierenden und geschlossenen Rand
(Abbildung 2.10.b). Die 3 dimensionale Rekonstruktion zeigte eine geschlossen und kugelférmig
Ghostzelle, die eine homogene Markierung iiber die gesamte Membranoberfliche aufwies

(Abbildung 2.10.a).
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Abbildung 2.10: Konfokale Aufnahme einer Texas-Red DHPE membranmarkierten Ghostzelle. Bild a) zeigt eine
Ghostzelle im konfokalen Modus, in der aus einer Bilderserie aus 23 Bildern eine 3 dimensionale Darstellung
rekonstruiert wurde. Bild b) zeigt ein einzelnes Bild aus der Mitte des Bilderstapels, was einer 2 dimensionalen
Darstellung entspricht. Aus der Bilderserie geht hervor, daf die Oberflédche der Ghostzellen homogen mit dem Farbstoff
Texas-Red DHPE markiert wurde.

Mit der Membranmarkierung und der GroBenbestimmung wurde bestétigt, dal die Erythrozyten
wihrend der Lyse nicht zerfielen oder fusionierten. Die Frage, ob sie ihre native Orientierung
beibehalten haben, wurde anschlieBend mit einer Antikdrpermarkierung tiberpriift.
Erythrozyten kdnnen sich wahrend der Lyse iiber 2 hypothetische Wege wieder zusammenfiigen:

1. Ghostzellen behalten die native Membranorientierung der Erythrozyten bei

(right side out = RSO)
2. Ghostzellen invertieren die Membranorientierung der Erythrozyten.
(in side out = ISO)

Der einheitliche Durchmesser der Ghostzellen von 4 pm verdeutlicht, da3 keine Membranteile
wihrend der Préparation der Ghostzelle aus der Lipidmembran herausgelost wurden. Daher kann
man davon ausgehen, daf} die gesamte Membranoberfldche iiber alle Lyseschritte einheitlich der
Membranorientierung folgte.
Als Proteinmarker (Abbildung 2.11) wurden daher transmembrane Proteine ausgesucht. Fiir die
Membraninnenseite wurde ein spezifischer Antikorper gegen die intrazellulaire Doméne von Bande3
und fiir die MembranaufBenseite ein Antikdrper gegen die extrazellulire Domidne von Glykophorin
eingesetzt. Diese priméren Antikorper wurden von einem zweiten FITC konjugierten Antikorper
gebunden und konnten mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden.
Die Markierung von Bande3 von ungebundenen Ghostzellen zeigte keine Fluoreszenz. Die
Antikorpermarkierung von Glykophorin  konnte hingegen zeigen, daf alle Ghostzellen
fluoreszierten. Dieser spezifische, eindeutige Nachweis demonstriert, dal Ghostzellen die natiirliche

Orientierung der Erythrozyten wahrend der Praparation beibehalten haben.

80



Antikorperbindestelle:
Bande3

. #% 1Lipidmembran
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Glykophorin

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der Erythrozytenmembran. Hervorgehoben sind die Proteinmarker der
Antikdrpermarkierung. Zur Detektion der Membraninnenseite wurde eine zytosolische Domédne von Bande3 und zur
Detektion der MembranauB3enseite eine extrazelluldre Doméne von Glykophorin ausgewahlt (adaptiert aus Junqueiro

Carneiro, Histologie, 6. Auflage, Springer Lehrbiicher).

2.3.4 Beschichtungsanalyse der Partikeloberflichen

Die Verteilung der Lipidmembran auf der Partikeloberfliche wurde durch Beschichtung mit Texas-
Red DHPE membranmarkierten Ghostzellen untersucht und mit Hilfe der Antikérpermarkierung
wurde die Proteinverteilung auf den beschichteten Partikeln analysiert.

Die beschichteten Silicapartikel wurden mit Hilfe einer Phasenkontrastaufnahme (Abbildung
2.12.a) analysiert, die die Form der Silicapartikel wiedergab. Diese Aufnahmen wurden mit
korrespondierenden Fluoreszenzaufnahmen (Abbildung 2.12.b) verglichen. Die Fluoreszenz-
aufnahme zeigte das Vorhandensein der membranmarkierten Ghostzellen. Partikel, die mit
markierten Ghostzellen beschichtet waren, wurden im Fluoreszenzbild mit einem durchgehenden,
fluoreszierenden Partikelrand dargestellt. Einzelne helle Fldchen oder unscharfe, helle Punkte auf
der Partikeloberfliche wurden durch adhédrente Ghostzellen innerhalb beziehungsweise auBBerhalb

der Fokusebene verursacht.
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=30 um

Abbildung 2.12: Phasenkontrastbild a) und korrespondierendes Fluoreszenzbild b) beschichteter Silicapartikel (@ ~
30um). Die Beschichtung der Silicapartikel erfolgte mit Texas-Red DHPE markierten Ghostzellen.

Auch die Qualitdt der Antikoérpermarkierung wurde durch den Vergleich von Phasenkontrast- und
Fluoreszenzaufnahmen bestimmt. Der Antikorper gegen Glykophorin (Membranaullenseite) zeigte
kein Fluoreszenzsignal, wohingegen die Antikorpermarkierung gegen Bande3 (Membraninnenseite)
ein homogenes Fluoreszenzsignal auf der Partikeloberfldche ergab (Abbildung 2.13.a und 2.13.b).
Die Antikdrpermarkierung demonstriert eindeutig, da3 Ghostzellen nach der Praparation ihre native
Membranorientierung beibehalten haben, die Membranorientierung aber beim Beschichten der

Silicapartikel invertierte.

O

O 30 um

Abbildung 2.13: Bild a) Phasenkontrastbild und b) Fluoreszenzbild zeigen Silicapartikel, die mit Ghostzellen

beschichtet wurden. AnschlieBend wurde die Membranorientierung mittels eines monoklonalen Antikérpers gegen die
zytosolische Domidne von Bande3 nachgewiesen. Der Nachweis von Bande3 zeigt, dal die Ghostzellen in einem

invertierenden Mechanismus die Partikeloberflaichen beschichtet haben.

Die homogene Membranverteilung und Proteinverteilung der invertierten Ghostzellen wurde bei
allen Partikelgrofen ermittelt.
Kalish et al. (Kalish, Cohen et al. 1978) beschreiben die Beschichtung von ca. 30 um grof3en,
Polylysin beschichteten Partikeln mit Erythrozyten in 4 Schritten:

1. Anndhern der Ghostzellen

2. Adhiésion der Ghostzellen

3. Aufplatzen der Ghostzellen

4. laterale Beschichtung und Fusion der Membran.
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Entscheidend in diesem Ablauf ist der dritte Schritt, in dem beim Aufplatzen die Inversion der

Membranorientierung (Abbildung 2.14) erfolgt.

Abbildung 2.14: Schematische Darstellung des von Kalish et al. vorgeschlagenen Beschichtungsmechanismus von

—> —>
Adhésion Aufplatzen und
Benetzen

30um groflen Polylysin beschichteten Partikeln. Hervorgehoben ist die Inversion der Membranorientierung wéhrend

des Beschichtungsprozesses.

Die Antikérpermarkierung der immobilisierten Ghostzellen bestétigte den von Kalish et al.
vorgeschlagenen Mechanismus, indem der Beschichtungsprozef in einem invertierenden Aufplatz-
mechanismus ablduft. Hervorzuheben ist, dal bei immobilisierten Ghostzellmembranen
ausschlieBlich die Membraninnenseite der Ghostzellen nachgewiesen wurde. Dies verdeutlicht, daf3
die Ghostzellen ohne Fragmentierung die Silicapartikel beschichteten und ihre Orientierung
wechselten.

Bemerkenswert ist, dal Kalish et al. in ihren Experimenten das Aufplatzen der Erythrozyten mit
einem osmotischen Schock oder einer kurzen Ultraschallbehandlung induzieren mufiten. Das
Aufspreiten von Ghostzellen auf Silicapartikeloberflichen hingegen bendtigt keinen zusdtzlichen
Priparationsschritt, die Partikelbeschichtung verlduft selbstindig. Hinzukommt, daB3 die
Silicapartikel bei 1 g sedimentieren, die Ghostzellen aber nicht. Dieser Umstand vereinfacht die
Trennung von beschichteten Silicapartikel von ungebundenen Ghostzellen und ermdglicht die

Herstellung grof8er Mengen beschichteter Silicapartikel.

2.3.5 Qualitat der Partikelbeschichtung
Die Analyse der qualitativen Partikelbeschichtung erfordert die Differenzierung der
Partikeloberfliche. Da die eingesetzten Silicapartikel vollstindig mit Poren durchzogen sind,
besitzen sie zwei unterschiedliche Oberflidchen:

1. Partikeloberfliche

2. Porenoberflache
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Theoretisch kann die Beschichtung eines pordsen Partikels der Partikeloberfliche oder der
Porenoberfliche folgen. Um beide Beschichtungsverldufe unterscheiden zu kénnen, bedarf es 3
dimensionaler Beschichtungsanalysen mittels eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops.

Partikel der Grofen 5 pm, 10 pm und 30 pm wurden mit homogen membranmarkierten Ghostzellen
analog zu Kapitel 2.3.3 beschichtet. AnschlieBend wurde die Partikelbeschichtung im
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Silicapartikel zeigten einen durchgehend homogen
fluoreszierenden Rand, der sich vom nicht fluoreszierenden Partikelinneren abgrenzte. Dieser
Fluoreszenzverlauf ist ein Hinweis fiir die Beschichtung der Partikeloberfldche. Er gibt aber keine
eindeutige Information liber den Membranverlauf auf der Porenoberfléche.

Um den Beschichtungsverlauf auf der Porenoberflache verfolgen zu konnen, wurde mit konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie der prizise Verlauf der Beschichtung analysiert. Am Beispiel von 10 um
grolen Silicapartikeln wurde ein Bilderstapel von 14 Bildern aufgenommen, aus dem eine
dekonvoluierte, 3 dimensionale Darstellung zusammengesetzt wurde. Die Fokusebene innerhalb des
Partikelvolumens zeigte Fluoreszenz am Partikelrand, aber nicht auf der Porenoberfliche
(Partikelinnenfldche) (Abbildung 2.15), wodurch ein Beweis fiir die Partikelbeschichtung erbracht

wurde.

10pm

Abbildung 2.15: Konfokale Aufnahme von Partikeln (Durchmesser 10 pm) beschichtet mit Texas-Red DHPE
markierten Ghostzellmembranen. Das Bild wurde aus der Mitte des Bilderstapels entnommen, um die Porenoberfliche

hervorzuheben. Der fluoreszierende Partikelrand beweist die Partikelbeschichtung.

Die Analyse der beschichteten Partikeloberflache erfolgte ergéinzend mit EREM Aufnahmen, die
den Membranverlauf auf der Partikeloberfliche mit Genauigkeit im nm-Bereich darstellt. In
Abbildung 2.16 wurden EREM Aufnahmen von unbeschichteten und beschichteten Silicapartikeln
(@ ~ 10 pm) bei einem Druck von 680 Pa bei Wasserdampf geséttigter Atmosphire verglichen. Das
unbeschichtete, pordse Partikel (Abbildung 2.16.a) zeigt helle Punkte auf seiner Oberfldche, die die
Porenrdnder darstellen. Da die Silicapartikel vor den Aufnahmen in Puffer gewaschen wurden, sind

die Poren mit Puffer gefiillt und erscheinen daher nicht als tiefe Furchen. Ein Vergleich mit REM
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Aufnahmen in Abbildung 2.2 zeigt, da3 die Partikeloberfldche mit Furchen durchzogen ist. Aus der
Furchengeometrie folgt, dal einzelne Punkte aus der Oberfliche herausragen, die in Abbildung
2.16.a als helle Punkte zu erkennen sind.

In Abbildung 2.16.b ist ein beschichtetes Partikel dargestellt, welches aus der Préparation der
membranmarkierten konfokalen Fluoreszenzaufnahmen (Abbildung 2.10 und 2.15) entnommen
wurde. Im Vergleich zur Abbildung 2.16.a ist die Partikeloberfliche glatt, woraus geschlossen
werden kann, dal sich die Ghostzellen auf der Partikeloberfliche anlagerten und der
Oberflachenkriimmung folgten. Dies kann damit erkldrt werden, da3 die Poren zu eng sind und die
Biegesteifigkeit der Lipidmembran so hoch ist, daB die Ghostzellmembran nicht in die Poren

eindringt, sondern ausschlieBlich der Partikeloberflache folgt (Swain and Andelman 1999).

i um

Abbildung 2.16: EREM Bilder von Silicapartikeln (Durchmesser 10 um), aufgenommen bei 680 Pa und Wasserdampf
gesittigter Atmosphére. Bild a) zeigt ein unbeschichtetes Silicapartikel, auf dem die Poren (rauhe Oberfldche) zu
erkennen sind. Bild b) ein mit Ghostzellen beschichtetes Partikel. Die Membran der Ghostzellen folgt der Kriimmung
der Partikeloberflache. Aufgrund der Biegesteifigkeit der Membran folgt sie der groen Oberflichenkriimmung, nicht

aber der feinen Porenkriimmung, weshalb es zum Uberspannen der Poren kommt und diese dadurch iiberdeckt werden.

2.3.6 Theorie der Partikelbeschichtung auf strukturierten Oberfléichen

Swain und Andelman (Swain and Andelman 1999) haben in ihrer theoretischen Analyse der
Oberflachenbeschichtung mit Lipidmembranen gezeigt, wie die Lipidmembran auf eine planare,
strukturierte Oberfliche adhérierte und sie benetzte. Sie bedienten sich in ihrer analytischen
Methode der Deryagin Annéherung, die das harmonische Potential an der Oberflidche als eine lokale
Funktion der Membranhdhe ausdriickt.

Swain und Andelman wiesen mathematisch nach, da das Wechselwirkungspotenzial
positionsabhingig auf einer strukturierten Oberfliche war und daher die Lipidmembran der

Partikeloberfliche folgte. Die Beschichtung einer rauhen Partikeloberfliche wurde von der
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Membranspannung und Biegesteifigkeit gedampft, da sie Bindungsenergie kostet. ,,Rauhigkeiten*
mit kurzen Abstinden (wie Poren) sind daher fiir die Membran schwer zu folgen, wohingegen
»Rauhigkeiten* mit groBen Abstinden (wie Partikeloberflichen) gut verfolgt werden konnen.

Das Krifteverhdltnis innerhalb der Lipidmembran auf der Partikeloberflidche sieht so aus, daB die
Oberflachenrauhigkeit der Silicapartikel die Biegeenergie der Lipidmembran beeinfluflit. Die
potentielle Energie beeinfluBlt die freie Energie der Membran. Die Biegeenergie versucht die
Membran zu glitten und so die Membran von der Partikeloberfliche zu entfernen, wodurch
geometrische Effekte reduziert werden. Andererseits ist die potentielle Energie attraktiv und zieht
die Membran an die Partikeloberfliche heran. Aus diesem Ansatz folgt, dal die Membran der

Ghostzellen nicht in die Poren eindringt, aber der Partikeloberfldache folgt.

2.3.7 Analyse der Proteinzusammensetzung von ungebundenen Ghostzellen und Ghostzellen

immobilisiert auf Silicapartikeln

Mit SDS-PAGE wurden die Proteine und die Proteinzusammensetzung von Ghostzellen in Losung
und immobilisiert auf Partikeln verglichen. Abbildung 2.17 zeigt die Coomassie gefarbten
Proteinbanden auf SDS-PAGE aufgetragenen Ghostzellmembranen. Auf der linken Seite des Gels
sind die Molekulargewichtsmarker skaliert prasentiert, Spur 1 zeigt Ghostzellen in Puffer und Spur
2 zeigt Ghostzellen immobilisiert auf Silicapartikeln. Aufgrund der molekularen Gewichte konnten

Aktin, Spektrin und Bande3 nachgewiesen werden.

1 Uu 2
: ¢ Spektrin o und
200 kKD — M, = 250 und 280 kDa
150 kD —

100 kD — s = | ¢ Bande3
75kD —lae BN 1§ M, =90 kDa

50 kD — e ', Aktin
37 kD —He 1 < M, =45 kDa

25 kD e
20 kD —
15 kD —

10 kD —
p—
Abbildung 2.17: SDS-PAGE von Ghostzellen. Der Molekulargewichtsmarker ist auf der linken Seite des Bildes skaliert
dargestellt. Spur 1 zeigt die Bande von Ghostzellen in Puffer und Spur 2 die Bande von immobilisierten Ghostzellen auf
Partikeln. Aus dem Vergleich der Bandenmuster geht hervor, dal die Zusammensetzung der Proteine wiahrend der

Préparation und des Aufspreitens sich nicht geédndert hat.

86



Hauptkomponenten des Zytoskeletts sind Aktin (Molekulargewicht = 45 kDa) und Spektrin. Das
Spektrin ist aus einer a- und einer B-Kette aufgebaut (Molekulargewicht a-Kette = 250 kDa und B-
Kette = 280 kDa) und bildet ein Netzwerk (Zytoskelett) aus, das zytosolisch iiber der
Lipidmembran an das Protein 4.1 und das transmembrane Glykophorin C assoziiert vorkommt. Das
Vorhandensein von a- und B-Spektrin in Ghostzellmembranen beweist, dal wihrend der Lyse und
wihrend des Aufspreitens der Ghostzellen assoziierte Membranproteine nicht von der Membran
abgeldst wurden.

Humane Bande3 Proteine sind transmembrane Proteine mit einem Molekulargewicht von 90 kDa
(Guidotti 1972; Reichstein and Blostein 1975). Bande3 konnte nach Coomassie Farbung sowohl in
ungebundenen Ghostzellmembranen (Spur 1) als auch in immobilisierten Ghostzellmembranen
(Spur 2) nachgewiesen werden.

Glykophorin ist ein transmembranes, stark glykolisiertes Protein, dessen Aminosdurekette ein
Molekulargewicht von 15 kDa aufweist. Jedes Monomer ist N-terminal mit ca. 100 Zuckerresten
glykolisiert, weshalb sich fiir jedes Monomer ein Molekulargewicht von ca. 31 kDa ergibt.
Glykophorin ldst sich mit Coomassie nicht firben und konnte daher in der SDS-PAGE nicht
nachgewiesen werden.

Ungebundene Ghostzellen sowie immobilisierte Ghostzellen zeigten das gleiche Bandenmuster und
besaBen anndhernd die gleiche Intensitét. Das gleiche Bandenmuster sowohl ungebundener als auch
immobilisierter Ghostzellen zeigt, dal durch das Aufspreiten und dem damit verbundenen Prozef3
des ,,AufreiBBens* und des Invertierens die Proteinzusammensetzung der Ghostzellen nicht veréndert
wurde. Durch die Inversion der Membranausrichtung wurde bei der Beschichtung der
Partikeloberfliche die Oberflichenkrimmung der Membran ebenfalls invertiert. Die
Membraninnenseite, an der das Zytoskelett gebunden ist, wurde ,,umgestiilpt“, wodurch es
einerseits zu einer Zunahme des Durchmessers und andererseits zu einer Zunahme der Abstdnde der
Ankerpunkte des Zytoskeletts in der Membran kam. Diese Anderungen ergeben eine unnatiirliche,
starke physikalische Spannung des Zytoskeletts. Daher ist benennenswert, dall keine Effekte in der
Zusammensetzung des Zytoskeletts festgestellt wurden.

Die Ergebnisse der SDS-PAGE Analyse wurden auch durch Antikérpermarkierung bestétigt, wobei
das transmembrane Protein Bande3 (Abbildung 2.13) sowie das Spektrin des Zytoskeletts

nachgewiesen wurden (Fluoreszenzbild nicht gezeigt).

87



2.3.8 Darstellung des Beschichtungsprozesses

Abbildung 2.18 zeigt den BeschichtungsprozeB3 eines Silicapartikels. Die Bilder wurden in
zeitlicher Reihenfolge aufgelistet, in der die Zeitindizes den zeitlichen Abstand zum ersten Bild
angeben.

In den Aufnahmen sind ein Silicapartikel mit einem Durchmesser von 5 pm gebunden an der Spitze
einer Kapillare und eine frei schwimmende Ghostzelle mit einem Durchmesser von ca. 4 um zu
sehen. Das Bild zum relativen Zeitpunkt 0,0 s zeigt die Annidherung der Ghostzelle an das Partikel.
In Bild 2,2 s ndhert sich die Ghostzelle von oben links an das Partikel an, wo es zum Zeitpunkt 2,6 s
das Partikel beriihrt und dabei nach rechts unten aufplatzend umklappt und dadurch Partikel
beschichtet. Bild 5,4 s zeigt den korrespondierenden Ausschnitt nur im Fluoreszenzmodus und

verdeutlicht das Vorhandensein der membranmarkierten Ghostzelle auf dem Silicapartikel.

Ghostzelle

Partikel

o
P

Kapillare 10 um

10 pm

Abbildung 2.18: Momentaufnahmen der Beschichtung eines Silicapartikels mit membranmarkierten Ghostzellen. Die
Ghostzelle ndhert sich dem fixierten Silicapartikel (@ = 5 um), adhériert und platzt dabei auf. Die Adhésion und das
Aufplatzen ereignen sich auflerhalb der zeitlichen Auflésung der Kamera (117 ms). Bilder bis zum Zeitpunkt 2,6 s sind
Uberlagerung von Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen. Bild 5,4 s hingegen ist eine reine Fluoreszenzaufnahme, die
nur die membranmarkierte Ghostzelle zeigt. Die Fluoreszenzaufnahme in Bild 5,4 s zeigt eindeutig, da3 die Ghostzelle

das Silicapartikel beschichtet hat.

Ein Vergleich der Lichtintensititen des Silicapartikels vor und nach der Beschichtung (Abbildung
2.19) zeigt eine signifikante Erhdhung. Das Bild zum Zeitpunkt t = 2,6 s ist eine Uberlagerung eines
Phasenkontrast- und eines Fluoreszenzbildes eines unbeschichteten Partikels. Es weist am
Partikelrand eine Lichtintensitdt von ca. 1450 a.u. auf (a.u. = arbitrary unit). Dagegen ist die

Intensititsbestimmung des beschichteten Partikels in Bild t = 5,6 s nur im Fluoreszenzmodus
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aufgenommen worden. Obwohl nur das Fluoreszenzsignal detektiert wurde, ist die ermittelte

Intensitdt mit ca. 1650 a.u. signifikant hoher als beim unbeschichteten Partikel.

3 1700 — unbeschichtet - 1700 - beschichtet
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Abbildung 2.19: Die Graphen zeigen die Intensitétsprofile vor und nach der Beschichtung eines Silicapartikels (@ =
Sum). Das Intensititsprofil des unbeschichteten Partikels ist eine Uberlagerung der Phasenkontrast- und der

Fluoreszenzaufnahmen, das des unbeschichteten Partikels zeigt das Intensitétsprofil nur im Fluoreszenzmodus.

Adhision und Aufplatzen der Ghostzelle erfolgten nach Bild 2,6 s. Die zeitliche Auflosung der
eingesetzten Mikroskopkamera ist mit 117 ms limitiert. Die Adhésion und das Aufplatzen waren
zwischen den aufeinanderfolgenden Bildern nicht zu unterscheiden. Aus der Bilderfolge ging
zudem hervor, dafl der Beschichtungsproze3 von Silicapartikeln in einem einzigen Schritt erfolgte,
was bedeutet, dal die Adhdsion der Ghostzelle zum spontanen Beschichten des Silicapartikels
fiihrt. Dies weicht von den Beobachtungen von Kalish et al. (Kalish, Cohen et al. 1978) ab, die die
Beschichtung der Partikel osmotisch oder mit einer kurzen Ultraschallbehandlung induzieren

mulfiten.

2.3.9 Einfluf} der Partikelgrof3e auf die Beschichtungskinetik

Um eine vollstindige Partikelbeschichtung zu garantieren, wurde das Oberflichenverhiltnis der
Ghostzellmembranen (Houchin, Munn et al. 1958) zur Partikeloberfliche mit 10:1 eingestellt.

Da die Erythrozyten kernlose, ausdifferenzierte Zellen sind, kann davon ausgegangen werden, daf3
sie alle die gleiche Protein- und Lipidzusammensetzung haben und annéhrend die gleiche Grof3e
besitzen (Virtanen, Cheng et al. 1998; Alberts 2003). Aus der GroBe der Ghostzellen und der
variierenden Partikeldurchmesser ergibt sich ein variierender Kontaktwinkel zwischen Ghostzelle
und Partikel (sieche Kapitel2.2.6). Der Einflull der Partikeloberfliche wurde durch die Bestimmung
der charakteristischen Abstinde der Oberflichenstrukturen analysiert. Abbildung 2.20 zeigt die

Autokorrelation der Oberflachenstrukturen im Fourierraum an.
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Abbildung 2.20: Links ist die Autokorrelation des REM Bildes dargestellt. Die vertikale wie horizontale
Autokorrelation ist rechts dargestellt. Aus der Position des 1. Maximums beider Intensitétskurven wurde anschlie3end

der charakteristische Abstand der Oberflachenstrukturen ermittelt, aus denen wiederum der Mittelwert gebildet wurde.

In Abbildung 2.20 wurde die Autokorrelation des REM Bildes (Abbildung 2.20 links) eines 10 pm
groBBen, pordsen Partikels und die Auswertung der Maxima (Abbildung 2.20 rechts) gezeigt. Die
Autokorrelation zeigt ein horizontales Maximum bei Pixel 51 und ein vertikales Maximum bei
Pixel 60, beide Maxima reprisentieren jeweils einen charakteristischen horizontalen Abstand von
163,2 nm und charakteristischen vertikalen Abstand von 192 nm. Die Analyse aller Partikelgrof3en
ergab charakteristische Abstdnde von 113 nm fiir 5 um grof3e Partikel, 176 nm fiir 10 um grof3e
Partikel und 157 nm fiir 30 um grof3e Partikel (Tabelle 2.5), die in Bezug auf die Herstellerangaben

von 1000 A PorengrdBe alle in einer vergleichbaren GroBenordnung lagen.

Partikelgrofe charakteristischer Abstand
S pm 113 nm
10 pm 176 nm
30 um 157 nm

Tabelle 2.5: Charakteristische Abstinde von Oberflichenstrukturen in Abhéngigkeit der PartikelgroBen. Unter
Beriicksichtigung der Herstellerangaben von 1000 A Porendurchmesser lagen die ermittelten Werte in einer

vergleichbaren GroBenordnung.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dafl die Oberflichenkriimmung der unterschiedlichen
PartikelgroBen keinen wesentlichen EinfluB auf den charakteristischen Abstand der
Oberflachenstrukturen darstellte. Daher bleibt der variierende Kontaktwinkel (Abbildung 2.3) als

einziger sich dndernder Faktor tibrig, der die Beschichtungskinetiken beeinflussen kann.
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2.3.10 Beschichtungsrate der Partikeloberflichen

Die Homogenitidt der Partikelbeschichtung wurde mit Fluoreszenzmikroskopie und konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen. AnschlieBend wurde die Quantitdt der Partikelbeschichtung
durch Phosphatanalyse exakt bestimmt. Abbildung 2.21 zeigt die normierten Oberflichen der
Silicapartikel (linker Balken) und die dazu ermittelten Membranoberfldchen auf den Silicapartikeln
(rechter Balken).
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Membranoberfliche
Membranoberfliche

Partikeloberfliche
Partikeloberfliiche

Partikeloberfliche
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Abbildung 2.21: Die Beschichtungsquote der Partikel unterschiedlicher Durchmesser (@ = 5, 10 and 30 pm). Der linke
Balken reprisentiert die jeweilige Partikeloberfliche (normiert auf 100%), der rechte Balken représentiert die
immobilisierte Membranoberfldche auf der jeweiligen Partikelgrole (mit Fehlerbalken). Aus den Beschichtungsquoten

kann ermittelt werden, daf3 die Partikeloberflachen mit einer Lage Ghostzellmembran beschichtet wurden.

Die Oberflachengrofle der Silicapartikel wurde fiir alle Partikelgrofen konstant gehalten. Dabei
zeigten Silicapartikel mit einem Durchmesser von 5 um Grofle eine Oberflachenbeschichtung von
113%, Silicapartikel von 10 um eine Oberflichenbeschichtung von 169% und Silicapartikel von
30pum GroBe eine Oberflachenbeschichtung von 158%. Aus den MeBergebnissen ist ersichtlich, da3
die Partikeloberflichen vollstindig mit einer Lage Ghostzellen beschichtet wurden. Der ermittelte
Oberflacheniiberschul kann auf adhédrente Ghostzellen zuriickgefiihrt werden, die in der
Phosphatanalyse nicht unterschieden wurden.

Eine mehrlagige Oberflichenbeschichtung oder eine Beschichtung der Porenoberfliche kann

ausgeschlossen werden, da man in beiden Félle ein Vielfaches der Membranoberfldche ermittelt
hitte. Im Falle der gesamten Porenbeschichtung (Porenoberfliche fiir 2 mg Partikel = 5-107m”)

hitte die gesamte, eingesetzte Membranoberfliche mit 5-107 m?* in der Phosphatanalyse ermittelt
werden miissen, da die eingesetzte Ghostzelloberfliche 10 mal geringer ist als die Porenoberfléache.

Im Falle einer mehrlagigen Beschichtung der Partikeloberfldche hétte dies die Ergebnisse erhohen
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miissen, in der Phosphatanalyse wurden aber nur 1.13 bis 1.69 mal mehr Oberflachenbeschichtung
ermittelt.

Unter den eingesetzten Pufferkonditionen zeigen die Silicapartikel und die Ghostzellen eine
negative Oberflichenladung, was zu einer elektrostatischen Abstoung fiihrt. Dies wurde bereits
von Tanaka et al. (Tanaka, Kaufmann et al. 2001) berichtet, wobei keine Adhidsion oder
Beschichtung von planaren Glasoberflachen beobachtet wurde.

Glasoberflichen und Silicapartikel besitzen eine gleiche Oberflichenladung (negative Ladung).
Diese elektrostatische Abstofung stellt eine entgegengesetzte Kraft wihrend der Immobilisierung
von Ghostzellen dar. Mit den hier dargestellten Ergebnissen wurde die Beschichtung gekriimmter
Oberflichen nachgewiesen, wohingegen die Beschichtung planarer Oberflichen nicht gezeigt
werden konnte. Daher mul3 geschlossen werden, dafl der Kontaktwinkel eine treibende Kraft der
Beschichtung ist.

Erste Experimente zur Immobilisierung von Erythrozyten wurde auf Polylysin beschichteten
Latexpartikeln (@ = 30 um) durchgefiihrt (Jacobson and Branton 1976). Jabobson nutzte in seinen
Experimenten zur Partikelbeschichtung die elektrostatische Anziehung der negativ geladen
Erythrozyten (Nevo, De Vries et al. 1955) und der positiv geladenen Polylysin-beschichteten
Partikel. Er beobachtete, dal Erythrozyten auf den Partikeln adhérierten, aber nicht aufplatzten. Das
Aufplatzen wurde durch osmotische Lyse oder eine kurze Ultraschallbehandlung induziert.

Unter der Annahme, daf eine Zelle in Kontakt mit einer Oberflache als eine ,,partielle Benetzung*
eines Fliissigkeitstropfens angesehen werden kann, kann die Adhésionsenergie W durch die Young-

Dupre Gleichung wiedergegeben werden:
w=0c(1-0,)

O, ist der Kontaktwinkel der adhérierten Ghostzelle auf der Partikeloberfliche und o der laterale

Druck. Die Adhésionsenergie W, die die gleiche Einheit wie die Oberflichenspannung [N/m] hat,
kann auch als Aufspreitdruck interpretiert werden. Wenn Ghostzellen (@ = 4 um) in Kontakt zu
Partikeln mit vergleichbaren Kriimmungen treten (oder kleinere Kriimmung am Bespiel der 30 pm
grofen Partikel), wird der tatsdchliche Kontaktwinkel ®. groBer als bei planaren Oberfldchen
(Abbildung 2.3). Dies konnte eine Steigerung der Adhésionsenergie im Falle von gekriimmten

Silicapartikeloberflichen verursachen (Kaufmann and Tanaka 2003).
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2.3.11 Analyse der Beschichtungskinetik

Die Beschichtungskinetik der Silicapartikel wird in Abbildung 2.22 gezeigt. Um die MeBwerte aller
PartikelgroBen  vergleichen zu konnen, wurde fiir die graphische Darstellung die
Oberflachenbeschichtung auf 100% normiert. Abbildung 2.22 links hebt die Beschichtungskinetik
der 5 um und der 10 um groBen Partikel hervor, wohingegen Abbildung 2.22 rechts die
Beschichtungskinetik der 30 pum groBlen Partikel betont. Die Beschichtungskinetik folgt einer
exponentiellen  Kurve (Langmuir-Adsorption, durchgezogene Linie), in der alle

Partikelbeschichtungen nach einer charakteristischen Zeitspanne die Séttigung erreichen.
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Abbildung 2.22: Kinetik der Membranbeschichtung von Partikeln unterschiedlicher Durchmesser ( + = Spm, 0 = 10um,

o = 30 um). Die Oberflichen aller PartikelgroBen wurden vollstindig mit einer einlagigen Ghostzellmembran

beschichtet. Die linke Graphik hebt die Beschichtungskinetik bis t = 20 min hervor, wohingegen die rechte Graphik

eine Gesamtiibersicht aller PartikelgroBen darstellt. Die MeBdaten konnen sehr gut mit einer exponentiellen Steigung

(Langmuir-Adsorption, durchgezogene Linie) analysiert werden und zeigen eine klare Abhdngigkeit entsprechend der

Partikelgrofe.

Das Modell der Langmuir-Adsorption ist eine allgemeine Methode zur Quantifizierung eines
Adsorbates an einer Oberflache. Es basiert auf der Annahme, dafl die Adsorption eine Funktion der
Konzentration ist und dal3 die Adsorption auf einer Oberfliche nur eine Monolage bildet. Dieses
Verhalten wird graphisch mit einer Séttigungskurve wiedergegeben. Aus dem Verlauf der
Adsorptionskinetik aller PartikelgroBen wurde eindeutig eine Langmuir Adsorption ermittelt. Mit
zunehmender PartikelgroBe verlangsamt sich die Beschichtung, wobei T zunimmt. t beschreibt den
Zeitpunkt der halbmaximalen Beschichtung. Eine Verldngerung der Beschichtungszeiten fiihrte zu
keiner Zunahme der Oberflachenbeschichtung, sondern fiihrte zu einer Fluktuation um die

Sattigungswerte herum.
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PartikelgroBBe [um] | charakteristische Zeit T [min]

5 1.6
10 5.8
30 223

Tabelle 2.6: Charakteristische Zeitkonstanten der Oberflachenbeschichtung bestimmt durch Phosphatanalyse

Eine mogliche mehrlagige Partikelbeschichtung kann einerseits durch die ermittelten
Beschichtungsmengen ausgeschlossen werden, anderseits wiirde die Beschichtungskinetik einer
mehrlagigen Partikelbeschichtung nach der BET Regel (Brunauer, Emmett et al. 1938) erfolgen, die
durch eine s-formige Beschichtungskinetik charakterisiert ist. Die BET Regel ist eine Erweiterung
der Langmuir-Adsorption zur mehrlagigen Beschichtung von Oberfldchen, die davon ausgeht, da3
zwischen den adsorbierten Lagen keine Interaktion stattfindet und daher jede Lage als Langmuir

Monolage angenommen werden kann. Dies widersprache den ermittelten Ergebnissen.

2.3.12 Aufplatzmechanismen und Aufplatzkinetiken

Ghostzellen haben die Orientierung nach der Priparation beibehalten, die Membranorientierung
aber nach der Beschichtung der Silicapartikel invertiert. Im Gegensatz dazu wurde bei der
Beschichtung mit FoF; ATP-Synthase enthaltenden Proteoliposomen (@ = 60 nm) gezeigt, dall die
Orientierung bei der Oberflachenbeschichtung beibehalten wurde.
Die Oberflichenbeschichtung mit sphédrischen Membranen unterschiedlicher Durchmesser
unterliegt zwei physikalischen Parametern:

1. Kontaktflache

2. Kontaktwinkel
zwischen der Membran und der Festkorperoberfliache.
Lipide in walrigen Medien bilden Bilayer aus, die sich zu Liposomen mit kleinstem Durchmesser
von 30 nm ausbilden. Dieser Durchmesser stellt eine untere Grenze dar und besitzt die hochste
Biegespannung (Ceve and Marsh 1987; Gennis 1989). Im Falle des Aufspreitens von
Proteoliposomen (@ = 30 - 300 nm) muf} hervorgehoben werden, da3 die Lipidmembran eine hohe
Biegespannung besitzt. Deswegen adhirieren Proteoliposomen nicht stabil auf eine
Festkorperoberfldache, sondern platzen beim Kontakt mit der Festkorperoberflache auf, beschichten
diese, wobei sie aufgrund des Aufplatzmechanismus ihre native Orientierung beibehalten (Contino,

Hasselbacher et al. 1994; Salafsky, Groves et al. 1996; Tutus, Rossetti et al. 2008).
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Proteoliposom = 30 - 300 nm :

Silicapartikel Partikeloberfliiche
1. Annihern 2. Adhiision + Platzen 3. Beschichten

Abbildung.2.23: Schematische Darstellung des Aufspreitmechanismus eines Proteoliposoms (@ =~ 30 - 300 nm) auf
einer Festkorperoberfliche. Proteoliposomen besitzen eine hohe Biegespannung, weshalb sie keine stabile
Kontaktfliche bei der Adhidsion aufbauen konnen. Sie platzten beim Kontakt mit der Partikeloberfliche auf und

beschichteten diese so, daB auf dem Partikel ihre dulere Seite zum Puffer hin exponiert wurde.

Ghostzellen sind jedoch einige Zehnerpotenzen grofler als Proteoliposomen. Zudem besteht ihre
Lipidmembran aus einem Gemisch verschiedener Lipide mit unterschiedlichen Packungsparametern
und unterschiedlich langen Alkylketten. Solche Membranen weisen im Vergleich zu
Proteoliposomen eine geringere Biegespannung auf. In mikroskopischen Aufnahmen von
membranmarkierten Ghostzellen wurde beobachtet, daf3 sie eine ,,zeitlich® stabile Kontaktfldche auf
Partikeloberflichen von 30 um Grofe aufbauen. Zudem wurde gezeigt, dal auf der
Partikeloberfliche adhdrente Ghostzellen zu schwingen begannen und der Festkorperoberfliche
gegeniiber liegende Bereich aufril wodurch die Partikeloberfliche beschichtete wurde (Abbildung
2.24). Bei diesem Aufplatzmechanismus wird die Innenseite die Ghostzellenmembran zum Puffer

hin exponiert.

Ghostzelle =4 pm
. O I Ghostzelle I)

Silicapartikel Partikeloberflache
1. Annéhern 2. Adhision 3. Schwingen + Platzen 4. Beschichten

Abbildung 2.24: Schematische Darstellung des Aufplatzmechanismus von Ghostzellen (@ = 4 um). Die Ghostzelle
adhérierte auf die Partikeloberfliche und bildete dadurch eine zeitlich stabile Kontaktfliche aus. Das Aufplatzen der
Ghostzelle erfolgte an der gegeniiberliegenden Seite des Partikels und fithrte zu dessen Beschichtung, bei der die

Innenseite der Ghostzellmembran zum Puffer hin exponiert wurde.

Interessant am System der Ghostzellen auf Silicapartikeln ist, daB3 alle Partikel eine in ihrer
Topographie und chemischen Zusammensetzung vergleichbare Oberfliche aufweisen und daf die

Partikeldurchmesser prézise variiert werden konnen. Mit diesem System wurde eine variable
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Beschichtungskinetik ermittelt, aus dem geschlossen werden kann, dafl die Biegespannung der
Ghostzellen keinen Einflul auf den Aufplatzmechanismus hat, jedoch der Kontaktwinkel die
Kinetik der Beschichtung beeinfluft.

Aus dieser vergleichenden Beobachtung ist zu schliefen, daBl der Aufplatzmechanismus von
Proteoliposomen nur von deren Grofle (Durchmesser) abhingig ist. Man ist somit im Stande durch
die Anderung der Durchmesser der Proteoliposomen den Aufplatzmechanismus gezielt zu steuern
(Jacobson and Branton 1976; Tanaka, Kaufmann et al. 2001; Kaufmann and Tanaka 2003).

Das kontrollierte Aufspreiten von Zellmembranen ist eine hochinteressante Methode fiir
biochemische Arbeiten. Die Analyse, wie z.B. die strukturelle Untersuchung des Proteoms der
inneren Zellmembran, kann mit Standardanalysemethoden nicht durchgefiihrt werden (Daley, Rapp
et al. 2005). Wie gezeigt wurde, wird durch das Aufspreiten von Zellmembranen auf
Festkorperoberflichen die Innenseite zum Puffer hin exponiert und ist somit fiir Untersuchungen

zuginglich.
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2.4 Resumée

Fir die Bestimmung des Beschichtungsverhaltens der Ghostzellen wurden membranmarkierte
Ghostzellen angefertigt, die mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie und der konfokalen Mikroskopie
charakterisiert wurden. Es wurde gezeigt, da3 die Oberfliche der Ghostzellen homogen markiert
war. Die Antikorpermarkierung der Ghostzellen zeigte, daB sie alle eine ,right side out™
Orientierung besallen. Mit Hilfe der Membranmarkierung wurde ebenfalls gezeigt, dal Ghostzellen
sphérisch sind und einen Durchmesser von ca. 4 um haben. Die Membranflache einer 4 um grofien
Ghostzelle ist in guter Ubereinstimmung mit der Membranfliche von bikonkaven Erythrozyten und
zeigt, dall wahrend der Priparation die gesamte Membranfliche intakt blieb.

Die Analyse der Partikelbeschichtung zeigte, da3 unmodifizierte Partikeloberflichen homogen mit
Ghostzellen beschichtet wurden. Eine Analyse der Membranorientierung auf den Partikeln ergab,
daB die Ghostzellen in einem invertierenden Schritt die Partikeloberflachen beschichteten und dabei
die Membraninnenseite zum Puffer hin présentierten. Da die Partikel vollstindig pords sind,
besitzen sie eine Partikeloberfliche und eine Porenoberfliche. Mit einer Aufnahme innerhalb des
Partikelvolumens, der die Porenoberfliche darstellt, konnten eine Porenbeschichtung
ausgeschlossen werden. Wohingegen eine 3 dimensionale Darstellung der konfokalen Daten eine
gleichmidfBige Partikelbeschichtung anzeigte. Ebenfalls konnte mit ESEM eine homogene
Partikelbeschichtung  nachgewiesen werden, die ein Uberspannen der Poren von
Ghostzellenmembran  anzeigte. In der SDS PAGE wurde ermittelt, dall die
Membranzusammensetzung auf den Partikeln wie ungebunden die gleiche war, woraus ebenfalls
hervorgeht, daf die Ghostzellen im ganzen immobilisiert wurden.

Anschliefend wurde der BeschichtungsprozeB3 mit einem Mikromanipulator, an dessen Spitze eine
Kapillare mit einem 5 um groflen Partikel fixiert war, untersucht. Es wurde ermittelt, da3 der
Beschichtungsproze3 schneller als 117 ms war.

Fir die Beschichtung wurden Partikel mit unterschiedlichen Durchmessern aber gleichen
Porengrofen eingesetzt. Durch die variierende Partikelgroe ergibt sich eine variierende
Kriimmung. Mit Hilfe der Fast Fourier Transformation der Partikeloberflichen, aufgenommen mit
REM, wurde gezeigt, daB durch die Partikelkrimmung keine Anderung der
Oberfldachenrauhigkeiten erfolgte.
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Die Partikelbeschichtung wurde mit 10 fachem Uberschufl an Membranfliche durchgefiihrt, um ein
vollstdndiges Beschichtung zu garantieren. Die ermittelten Membranflichen auf den Partikeln
ergaben flir alle GroBen eine einfache Partikelbeschichtung, wobei Partikel mit koinzidierender
GroBe ndher bei 100% liegen. Mit Hilfe der Phosphatanalyse wurde ermittelt, dafl die
Beschichtungskinetik von der Grofe der Partikel abhéngig ist und mit steigender Partikelgrofe

abnimmt.
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3. Proteinaktivitit der Ca’’-ATPase in SR Membranen auf

unmodifizierten, pordsen Partikeloberflichen’

Zusammenfassung

Die Proteinaktivitit der Ca**-ATPase in SR Membranen wurde quantitativ nach Immobilisierung
auf unmodifizierten porosen Silicapartikeln (@ = 10 pm) bestimmt. Die Ca®"-ATPase ist eine aktive
Ca*"-Ionen Pumpe, die Calcium unter Hydrolyse von ATP aus dem Zytosol ins Lumen des SR
pumpt. Die Aktivitit der Ca®"-ATPase wird dabei quantitativ iiber die Konzentrationsbestimmung
des freigesetzten Phosphats bestimmt. Porose Silicapartikel werden in einem 1-Schritt-
Mechanismus mit einer Lage SR Membranen beschichtet und sedimentieren aufgrund ihres hohen
Dichteunterschiedes, wodurch die Trennung von beschichteten Partikeln von freischwimmenden,
ungebundenen SR Membranen erfolgt. Auf Silicapartikeln immobilisierte SR Membranen wurden
in eine Chromatographiesdule gefiillt. Dieses System erlaubt die einfache Trennung und den
einfachen Nachweis von Substrat und Produkten, sowie eine simple Anderung der Puffer- und

Reaktionsbedingungen innerhalb der Chromatographiesdule.

® Murat Tutus, Stefan Kaufmann and Motomu Tanaka
,Highly Concentrated Sarcoplasmic Reticulum Membranes on Particle Supports as Biochemical Micro-Reactors”, in

preparation
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Einleitung

Nachdem in Kapitel 1 und 2 gezeigt wurde, welche Faktoren fiir die Immobilisierung von
Proteoliposomenmembranen auf planaren Festkorperoberflichen ausschlaggebend sind und welche
Faktoren die Beschichtungskinetik von natiirlichen Membranen auf sphérischen Partikeln
determinieren, wird in diesem Kapitel die Bestimmung der Proteinaktivitit der transmembranen
Ca’"-ATPase immobilisiert auf einer unmodifizierten Festkdrperoberfliche beschrieben.

Als Membranmodell wurden Membranen des Sarkoplasmatischen Retikulums aus Kaninchen-
hinterldufen verwendet. Sie zeigen eine einfache Proteinzusammensetzung mit dem
transmembranen Proteinkomplex Ca*"-ATPase als Hauptkomplex. Die Ca*"-ATPase katalysiert den
aktiven Transport von Ca*"-Ionen aus dem Zytosol in das Lumen der SR unter Hydrolyse von ATP,
wobei ADP und Phosphat freigesetzt werden. Uber die Konzentrationséinderung des katalytisch
freigesetzten Phosphats nach der Methode von Kallner wurde die Aktivitit der Ca*"-ATPase
bestimmt.

Zwischen einer immobilisierten Lipidmembran und der Festkorperoberfliche befindet sich ein
Wasserfilm von ca. 3 nm Hohe, der zu niedrig ist, um den Kontakt von Proteinen zur Festkorper-
oberfliche zu verhindern. Um eine Denaturierung der Proteine zu vermeiden wurden pordse
Partikel eingesetzt. Pordse Partikel werden von der Lipidmembran iiberspannt, so dafl die Membran
nur an den Réndern der Poren mit dem Festkdrper in Kontakt kommt. Proteine, die sich in
membran-iiberspannenden Bereichen befinden, wurden somit von der Oberfliche entkoppelt.
Zudem besitzen pordse Partikel gegeniiber massiven Partikeln den Vorteil, dal das Porenvolumen
als Depot genutzt werden kann.

Mit SR Membranen beschichtete Partikel wurden in eine Chromatographiesdule gefiillt, in der die
Partikel zuriickgehalten wurden. Der Einsatz der Chromatographiesdule ermdglicht es durch
einfachen Puffertausch die Reaktionsbedingungen innerhalb der Séule prézise zu regulieren und das
katalytisch hergestellte Phosphat mit dem Eluat abzutrennen. Zudem koénnen bekannte scale-up
Prozesse sowie Betriebsmodi eingesetzt werden, um Chromatographiesdulen mit immobilisierten

SR Membranen verschiedenen technischen Anforderungen anzupassen.
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3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Alle eingesetzten Chemikalien wurden wie in Teil 1 und 2 beschrieben von Sigma Aldrich und Carl
Roth bezogen. Reinstwasser (Millipore, Molsheim, Frankreich) mit einem spezifischen Widerstand
> 18 MQcm wurde in allen Experimenten benutzt.

Das Lipidanalogon 1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, Triethylammonium
Salz (Texas-Red DHPE, Avanti Polarlipids, Alabaster, USA) wurde eingesetzt. Die Ca’"-ATPase
des SR wurden spezifisch mit einem ersten monoklonalen Maus-Antikorper (Thermo Fisher
Scientific, Bonn, Deutschland) und einem zweiten TRITC (Abbildung 3.1.a) konjugierten,
polyklonalen Ziege Anti-Maus Antikdrper (Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland) markiert.
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Abbildung 3.1: Antikérper zur Detektion der Ca*'-ATPase wurden chemisch iiber die Isothiocyanatgruppe von TRITC
(a) markiert. Bei der enzymatischen Aktivitit der Ca*"-ATPase wird ATP (b) verbraucht und wurde daher der Probe
zugegeben. Im Kontrollversuch wurde statt ATP ein unhydrolysierbares Analogon (ATP-y-S) (c) eingesetzt.

Die Aktivititsbestimmung wurde mit ATP (Abbildung 3.1.b) oder mit einem unhydrolysierbarem
ATP-Analogon (Adenosin 5’-(thio) Triphosphat Tetralithiumsalz, Sigma Aldrich, Miinchen,
Deutschland) durchgefiihrt (Abbildung 3.1.c).

Im Phosphatnachweis wurden Polyviol (mittleres molekulares Gewicht = 13 — 23 kDa),

Malachitgriin, Ammoniummolybdat und Salzsdure eingesetzt.
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3.1.2 Silicapartikel

Pordse Silicapartikel (1000 A) aus hochreinem Silicat (Si-OH) mit einem Durchmesser von 10 pm
(Nucleodur, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) (Abbildung 3.2) wurden benutzt.

Spum

Abbildung 3.2: REM Aufnahme eines pordsen Silicapartikels mit einem Durchmesser von 10 pm und Porengréfen von

1000 A.
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3.2 Methoden

3.2.1 Isolation von Membranfragmenten des Sarkoplasmatischen Retikulum

Die Préparation (Pridparationsschema 3.1) der Membranfragmente des SR (Abbildung 3.3.a) und
der darin enthaltenen Ca**-ATPase (Abbildung 3.3.b) wurde nach der Methode von de Mais (de
Meis and Hasselbach 1971) durchgefiihrt.

Fir die Membranpréparation des Sarkoplasmatischen Retikulums (SR) wurden 5 verschiedene

Puffer eingesetzt:

Puffer Zusammensetzung

100 mM KCl, 2 mM EDTA, 2,5 mM KH,POy, 2,5 mM K,HPO4, 1 mM DDT,

Puffer A ‘

10 uM Leupeptin, 0,1 pM PMSF, pH = 7,4

50 mM KCI, 1 mM Triethanolamin, 1 M Saccharose, 1 mM DDT,
Puffer B .

10 uM Leupeptin, 0,1 uM PMSF, pH =7,4

1 M KCI, 1 mM Triethanolamin, 160 mM Saccharose, 3,35 mM ATP,
Puffer C

3,35 mM MgCl,, 1 mM DDT, 10 uM Leupeptin, 0,1 uM PMSF, pH = 7,4
Puffer D | 100 mM KCI, 1 mM Triethanolamin, 96 mM Saccharose, | mM DDT, pH = 7,4
Puffer E | 100 mM KCI, 1 mM Triethanolamin, pH = 7,4

Die Hinterldufe eines frisch geschlachteten Kaninchens wurden ausgebeint, Knorpel, Sehnen und
Fett entfernt, anschlieBend wurden 500 g Fleisch in einem Fleischwolf zerkleinert und in 1,5 1
Puffer A aufgenommen. Dieser Ansatz wurde in einem Mixer (Waring Blender, VWR, Bruchsal,
Deutschland) fiir 1 min homogenisiert. AnschlieBend wurden Myofibrillen fiir 15 min bei 6.350 g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 7N KOH auf pH = 7.4 eingestellt und fiir 15 min bei
8.000g zentrifugiert, um Mitochondrien abzutrennen. AnschlieBend wurden die in Losung
befindlichen SR Membranen fiir 60 min bei 40.000 g sedimentiert und in 160 ml Puffer B
tiberfiihrt. Das Pellet wurde in einem Potter Elvehjem Gewebehomogenisator (VWR, Bruchsal,
Deutschland) zermahlen und fiir 15 min bei 4.500g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlieBend mit 1,5 fachem UberschuB in Puffer C aufgenommen und fiir 90 min bei 80.000 g
sedimentiert. Danach wurde das Pellet 2 mal in 200 ml Puffer D fiir 90 min bei 80.000 g gewaschen
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und anschlieBend mit e

Membranfragmente des SR

inem Potter Elvehjem Gewebehomogenisator zermahlen, wobei

aufgereinigt wurden. Die Probe wurde in 10 ml Puffer E aufgenommen,

zu 500 pl aliquotiert, sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und im -80°C Tiefkiihlschrank

gelagert. Alle Experimente wurden jeweils mit frisch aufgetauten SR Aliquots durchgefiihrt.

Entnah

grobes

Y

Y

me der Hinterldufe eines frisch geschlachteten Kaninchens
ausbeinen, Knorpel, Sehnen und Fett entfernen

1 mal durch den Fleichwolf zerhacken

Zerhacken des Fleisches

500 g Fleisch in 1,5 | Puffer A tiberfithren
fur 1 min im Mixer homogenisieren

waschen der Probe

pH-We

Y

Y

sedimentieren fur 15 min bei 6350 g
Pellet verwerfen

rt des Uberstandes mit KOH auf 7,4 einstellen

sedimentieren fur 15 min bei 8000 g
Uberstand durch Gaze filtrieren und Pellet verwerfen

Uberstand zentrifugieren

Y

sedimentieren fiir 60 min bei 40000 g
Pellet in 160 ml Puffer B iiberfithren

Pellet homogenisieren

¥

15 Kolbenhiibe in einem Potter Elvehjem Gewebehomogenisator
sedimentieren fiir 15 min bei 4500 g
 Pellet verwerfen

Uberstand in 1,5 fachen UberschuB Puffer C aufnehmen

Pellet it

Pellet it

Y

Pellet z

Y

sedimentieren fur 90 min bei 80000 g
Pellet in 200 ml Puffer D tiberfithren

r
1 Puffer D homogenisieren und waschen

15 Kolbenhiibe in einem Potter Elvehjem Gewebehomogenisator
sedimentieren fiir 90 min bei 80000 g

yPellet in 10 ml Puffer D aufnehmen

1 10 ml Puffer E aufnehmen und homogenisieren

15 Kolbenhiibe in einem Potter Elvehjem Gewebehomogenisator
sedimentieren fur 90 min bei 80000 g

 Pellet 10 ml in Puffer E aufnehmen

u 500 pl aliquotieren

Aliquots schockgefrieren in fliissigem Stickstoff

Aliquots bei -80°C lagern

Préparationsschema 3.1: Isolierung von SR Membranfragmenten aus Kaninchenhinterldufen

Aktivititsmessungen wurden in Puffer E angefertigt, dem 1 mM Natriumazid zur Konservierung

zugegeben wurde. Um die Ca’"-ATPase gezielt zu aktivieren, wurden dem Puffer E Ca®"-Ionen,

und ATP zugegeben.
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Abbildung 3.3: Das Sarkoplasmatische Retikulum befindet sich innerhalb einer Muskelzelle (Abbildung a), die
vereinfacht dargestellt wird: al Motorneuron, a2 Neuro-Muskulédre-Endplatte, a3 Transversaltubus, a4 Mitochondrium,
a5 Myofibrille, a6 Sarkoplasmatisches Retikulum, a7 Z-Linie, a8 Zellkern. (Alberts, Molekularbiologie der Zelle, 4.
Ausgabe, Wiley-VCH). In Abbildung b) ist ein Modell der Ca**-ATPase dargestellt: bl Phosphorylierungsdoméne, b2
Nukleotidbindestelle, b3 Aspartat (wird phosphoryliert), b4 Aktivatordoméne, b5 Phosphoryliertes Aspartat (Lodish,
Molecular Cell biology, 4. Ausgabe, Spektrum Verlag).

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinanalyse erfolgte wie unter Teil 2 (Kapitel 2.2.2) beschrieben mit einem Bio-Rad
Proteinassay nach der Methode von Bradford (Bradford 1976). Die Proteinbestimmung wurde nach
der Microassay Methode von Bio-Rad durchgefiihrt.

3.2.3 Bestimmung der Lipidkonzentration

Die Lipidkonzentration der SR Membranfragmente wurde nach der Methode von Fiske und

Subbarow(Fiske and Subbarow 1925), wie in Teil 1 (Kapitel 1.2.10) beschrieben, durchgefiihrt.

3.2.4 Markieren der Membranfragmente des Sarkoplasmatischen Retikulums

Analog zu der Methode in Kapitel 2.2.4 wurden SR-Fragmente membranmarkiert.

Die Antikorpermarkierung begann mit einem ersten monoklonalen Maus Antikdrper gegen die
Ca’’-ATPase (Thermo Fisher Scientific, Bonn, Deutschland), der zwischen der Aminosdure 590
und dem C-Terminus des Proteins band. Der erste Antikorper wurde von einem zweiten TRITC
konjugierten Ziege-Anti-Maus Antikorper (Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland) spezifisch
gebunden und konnte im Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden. Das Absorptionsmaximum

von TRITC (Abbildung 3.1.a) liegt bei 550 nm, das Emissionsmaximum bei 570 nm.
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3.2.5 Partikelbeschichtung mit Membranfragmenten des Sarkoplasmatischen Retikulums

Die Aktivititsbestimmung der immobilisierten Ca®’-ATPase wurde auf 10 pm groBen
Silicapartikeln (Abbildung 3.2) mit PorengréBen von 1000 A durchgefiihrt. Die Beschichtung der
Partikel erfolgte im Verhidltnis von 10:1 oder 1:1 der SR-Membranoberfliche zur
Partikeloberfldche. Die Partikeloberfliche und die Oberfliche der SR Membran wurden wie unter
Kapitel 2.2.8 ermittelt. Die Reinigung und die Beschichtung der Partikel erfolgte ebenfalls analog
zu Kapitel 2.2.8.

3.2.6 Mikroskopische Methoden und Vergleich der Proteinzusammensetzung der SR

Membranen in Puffer und auf Silicapartikeln

Analog zu den Methoden in Teil 1 und 2 wurden Phasenkontrastmikroskopie (Kapitel 2.2.10),
Fluoreszenzmikroskopie (Kapitel 1.2.13), Spinning Disk konfokale Fluoreszenzmikroskopie
(Kapitel 2.2.11) und Environmental Rasterelektronenmikroskopie (Kapitel 2.2.13) durchgefiihrt.
SDS-PAGE erfolgte analog zu Kapitel 2.2.9.

3.2.7 Bestimmung des katalytisch freigesetzten Phosphats

Die Konzentrationsbestimmung des katalytisch freigesetzten Phosphats erfolgte nach der Methode
von Kallner, (Kallner 1975) in der Phosphat im stark sauren Medium mit Molybdat einen Komplex
als Dodekamolybdatphosphorsdure (DMP) eingeht. DMP bildete mit Malachitgriin quantitativ ein
Farbsalz, das durch Polyviol in Lésung gehalten wurde und anschlieBend photometrisch bestimmt
wurde (Altmann, Fiirstenau et al. 1971).

Fir die Phosphatbestimmung nach Kallner wurde eine Arbeitslosung hergestellt aus 2:1:1:2

(v/v/v/v) Malachitgriinlésung, Polyviollosung, Ammoniummolybdatlosung und Reinstwasser.

Malachitgriinlosung Polyviollosung Ammoniummolybdatlosung
0,812 g Malachitgriin 11,6 g Polyviol 28,6 g Ammoniummolybdat
1000 ml Reinstwasser 500 ml Reinstwasser 500 ml 6N HCl

Diese Arbeitslosung wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, wobei sich seine Farbe
von dunkel griin zu gelb dnderte. Der Nachweis des katalytisch freigesetzten Phosphats erfolgte

durch Reaktion von 500 pl Probe mit 2000 pl Arbeitslosung exakt fiir 30 min. Die Adsorption des
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Farbsalzes wurde anschlieBend bei A = 630 nm gemessen und mit Hilfe einer Eichgeraden die

molaren Konzentrationen bestimmt.

3.2.8 Aktivititsmessung der Ca’*-ATPase

Die Ca®"-ATPase ist ein aktiver Transporter, die Ca®"-Ionen iiber die SR Membran vom Zytosol in
das ER Lumen unter Verbrauch von ATP transportiert. Dabei wird ADP und Phosphat hydrolytisch
freigesetzt. Die Aktivitdt der Ca’"-ATPase kann somit durch die Konzentrations-zunahme des
freigesetzten Phosphats quantitativ verfolgt werden.

Die Aktivitdtsbestimmung von 100 pg (Gesamtproteinkonzentration) der SR Membranen erfolgte
mit 120 pmol Ca’'-Ionen und 15 umol ATP. In Zeitintervallen von 1, 2, 5, 10 und 20 Minuten
wurden Proben entnommen und die Konzentration des katalytisch freigesetzten Phosphats
bestimmt.

Die Aktivitit immobilisierter Ca*"-ATPase auf Silicapartikeln wurde ebenfalls bestimmt. Die
beschichteten Partikel wurden in einem Uberkopfrithrer (5,5 RPM) in Suspension gehalten. Die
Aktivitit der Ca*"-ATPase wurde durch die Zugabe von 120 pmol Ca*"-Ionen und 15 pmol ATP
gestartet. In einer Abwandlung der Aktivititsbestimmung wurde die Reaktion der Ca*"-ATPase
durch die Zugabe von 10 mM EDTA gestoppt. EDTA ist ein Komplexbilder, der stabile
Chelatkomplexe mit divalenten Kationen wie Ca**-Ionen aufbaut und dadurch die Reaktion der
Ca”*-ATPase stoppt. Nach Bestimmung einer stabilen Ca®’’-ATPase Aktivitit wurde dem
Reaktionsansatz 10 mM EDTA im UberschuBl zugegeben. In Zeitintervallen von 2, 5 und
10Minuten wurden Proben entnommen und die Silicapartikel durch Sedimentation abgetrennt (30 s,
1000 g), um die Ca**-ATPase vom ATP zu trennen. Dadurch wurde die enzymatische Aktivitit der
Ca’"-ATPase beendet. Aus dem Uberstand wurde dann der Wert des katalytisch freigesetzten
Phosphats ermittelt.

Fortsetzend wurden beschichtete Silicapartikel in eine Standard-Chromatographiesiule (@ = 10mm,
GE Healthcare, Uppsala, Schweden) (Abbildung 3.4) mit einem Bettvolumen von 1,8 ml gepackt
und mittels einer Prizisionspumpe (Syringe Pump 22, Harvard Apparatus, Holliston,
Massachusetts, USA) mit einer Rate von 0,05 ml/min gespiilt. Das Eluat wurde in Zeitintervallen
von 10 Minuten fraktioniert und das darin enthaltene, katalytisch freigesetzte Phosphat nach der
Methode von Kallner bestimmt.

In der gepackten Chromatographiesidule konnten Puffer vereinfacht ausgetauscht und dadurch die

Pufferkonditionen variiert werden.
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Abbildung 3.4: Versuchsaufbau zur Aktivititsbestimmung immobilisierter Ca*'-ATPase auf Silicapartikeln in einer
Chromatographiesiule. Uber eine Prizisionspumpe wurde Puffer in die Siule zugefiihrt, das Eluat mit einem
Fraktionierer gesammelt und iiber die Phosphatanalyse die Konzentrationszunahme des katalytisch freigesetzten

Phosphats ermittelt.
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3.3 Ergebnisse und Diskussionen

3.3.1 Charakterisierung der SR Membranen

Fir die Priparation der SR Membranfragmente wurde das Muskelgewebe von
Kaninchenhinterldufen in einem ersten Arbeitsschritt grob zerstort. AnschlieBend wurden die SR
Membranen durch intensive Homogenisierung in einem Gewebehomogenisator und in mehreren
Reinigungsschritten aufgereinigt. Die Homogenisierung erfolgte durch groe Scherkréfte in einem
0,1 - 0,15 mm breiten Spalt zwischen einer rotierenden Teflonpistille und einem Glasmorser. Alle
Zell- und Organellstrukturen wurden in diesem ProzeB zerstort, wodurch verschieden grof3e,

uneinheitliche SR Membranfragmente (Abbildung 3.5) gewonnen wurden.

50 pm

Abbildung 3.5: Mikroskopische Aufnahmen von membranmarkierten SR Fragmenten. Bild a) zeigt Membranfragmente
im Phasenkontrastmodus, Bild b) die korrespondierende Aufnahme im Fluoreszenzmodus. Die Aufnahmen zeigen SR

Membranfragmente, die variierende Grof3en und Formen besitzen.

Fiir die Aktivititsbestimmung der Ca*’-ATPase wurden diese SR Membranfragmente eingesetzt.
Aufgrund ihres hohen Proteinanteils von ca. 70% der Trockenmasse und ihrer einfachen
Proteinzusammensetzung mit der Ca*’-ATPase als Hauptkomponente eignen sich SR Membranen
besonders gut fiir die Enzymaktivititsbestimmung. Der Proteinanteil der Ca’’-ATPase macht ca.
65% bis 80% aus (Inesi 1972; de Meis and Vianna 1979). In Folge des hohen Anteils der Ca*'-
ATPase kann ein hohes Aktivititssignal der Ca’’-ATPase mit geringen Mengen an SR
Membranfragmenten hergestellt werden (Franzini-Armstrong and Ferguson 1985).

Die Ca*"-ATPase ist ein aktiver transmembraner Transporter, der unter Energieverbrauch Ca®'-

Ionen entgegen eines Konzentrationsgefélles in das Lumen des Sarkoplasmatischen Retikulums
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pumpt (Walz and Caplan 1988). Dabei wird ATP zu ADP und Phosphat katalytisch hydrolysiert,
daher kann durch Konzentrationsbestimmung des freigesetzten Phosphats die enzymatische
Proteinaktivitit ermittelt werden. Die Phosphatbestimmung kann nicht nach der Methode von Fiske
und Subbarow (Fiske and Subbarow 1925) durchgefiihrt werden, da es sich dabei um eine
Gesamtphosphatbestimmung handelt. Sie basiert auf der Veraschung der Probe, wobei katalytisch
freigesetztes Phosphat sowie in Phospholipiden gebundenes Phosphat nachgewiesen wird. Aus
diesem Grund wurde die Methode von Kallner (Kallner 1975) gewdhlt, die eine Abwandlung der
Methode von Fiske und Subbarow ist. Die Methode von Kallner bendtigt keinen
Veraschungsschritt. Es werden nur freie Phosphate detektiert, die beim aktiven Transport von Ca”"-
Ionen hydrolytisch aus ATP freigesetzt wurden. Zudem ist die Phosphatbestimmung nach der
Methode von Kallner in ihrer Durchfiihrung sehr einfach, sie erfolgt in einem einzigen
Arbeitsschritt und ist daher flir die unmittelbare Aktivititsbestimmung gut geeignet. Ein weiterer
Vorteil der Methode von Kallner besteht in der Verwendung einer stark sauren Arbeitslosung
(pH=1), die Protein denaturiert und dadurch ihre enzymatische Aktivitét stoppt (Chan, Delfert et al.
1986).

3.3.2 Protein und Lipidkonzentration

Die Proteinkonzentration der Stammlosung wurde mit Hilfe des Bio-Rad Proteinassay mit einer
Konzentration von 19,2 mg/ml ermittelt. Dies gibt die Gesamtproteinkonzentration der SR
Membranfragmente an. Wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben ist eine direkte Bestimmung der
Proteinkonzentration auf der Partikeloberfliche nicht mdglich. Die Lipidkonzentration der
Stammldsung wurde mit 11.7 mg/ml nach der Methode von Fiske und Subbarow (Fiske and

Subbarow 1925) ermittelt.

3.3.3 Bestimmung der immobilisierten SR Membranfliche auf Silicapartikeln

Die Partikelbeschichtung (@ = 10 pm, PorengroBe = 1000 A) wurde mit einem
Oberfliachenverhéltnis von 10:1 sowie 1:1 Membranfldche zu Partikeloberfliche durchgefiihrt. Im
Beschichtungsansatz mit 10-fachem SR Membraniiberschul wurde eine Partikelbeschichtung von
190% und im Beschichtungsansatz im Verhiltnis von 1:1 Membranflache zu Partikeloberfliche
eine Partikelbeschichtung von 110% (Tabelle 3.1) bestimmt. Wegen der undefinierten

Oberfliachenbeschichtung bei 190% wurden fiir alle Experimente Partikel eingesetzt, die eine
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Oberflichenbeschichtung von 110% aufzeigten. Dieses Fliachenverhiltnis von SR Membran zu
Partikeloberfliche ergibt innerhalb der Fehlergrenzen eine vollstindige Partikeloberflachen-
beschichtung.

Alle natiirlichen Zell- und Organellstrukturen wurden in der Aufreinigungsmethode der SR
Membranen zerstort. Ein Verkleinern der Fragmente auf die Partikelporengrofen (1000 A) ist mit
dem Zellhomogenisator nicht moglich, da einerseits die dafiir bendtigte Arbeit nicht aufgebracht
wird und sich andererseits Membranfragmente stets zu groBeren Aggregaten zusammenlagern.
Daher besitzen SR Membranfragmente im Gegensatz zu Ghostzellen (Kapitel 2) keine definierte

GroBenverteilung und keine definierte Form.

Oberfliache SR Fragmente : Partikeloberfldche Partikelbeschichtung
10:1 190 %
1:1 110 %

Tabelle 3.1: Partikelbeschichtung in Abhéngigkeit von verschiedenen Oberfldchenverhdltnissen. Die Beschichtung im
10-fachen Membranflacheniiberschu ergibt eine 190%ige Partikelbeschichtung, eine Beschichtung im
Flachenverhiltnis von 1:1 ergibt eine 110%ige Beschichtung.

3.3.4 Beschichtungsanalyse der Partikeloberflichen

Die Homogenitit der Partikelbeschichtung wurde mit Hilfe von Texas-Red DHPE
membranmarkierten SR Membranen nachgewiesen. Der Einbau der Farbstoffliposomen in die SR
Membranen erfolgte spontan (Pagano, Longmuir et al. 1983; Haverstick and Glaser 1987).

In korrespondierenden Aufnahmen von beschichteten Partikeln wurden Silicapartikel in
Phasenkontrastaufnahmen und membranmarkierte SR Membranen in Fluoreszenzbildern
nachgewiesen. Der Vergleich der Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahmen (Abbildung 3.6) gibt
einen Hinweis darauf, daf Silicapartikel von SR Membranen homogen beschichtet wurden, was
durch einen fluoreszierenden Partikelrand angezeigt wurde. Da mikroskopische Aufnahmen eine 2
dimensionale Darstellung sind, kann keine eindeutige Aussage beziiglich der Homogenitit der
Oberflachenbeschichtung oder beziiglich der Porenbeschichtung getroffen werden (zur
Beschreibung der Partikel- und Porenoberfliche siche Kapitel 2.3.5). Hervorzuheben ist aber, da3
die ermittelte Oberflichenbeschichtung anhand der SR Membranfliche eine einlagige

Partikeloberfldchen-beschichtung ergab (Kapitel 3.3.3).
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Abbildung 3.6: Mikroskopische Aufnahmen pordser, 10 pm groBer Partikel, die mit membranmarkierten SR
Fragmenten beschichtet wurden. Bild a) zeigt eine Phasenkontrastaufnahme, die Silicapartikel anzeigt, Bild b) stellt die
korrespondierende Probe in einer Fluoreszenzaufnahme dar, die die SR Membranen nachweist. Ein Vergleich der

Aufnahmen zeigt, dal SR Membranfragmente auf den Partikeloberflichen homogen immobilisiert wurden.

Eine prézisere Beschichtungsanalyse wurde mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt.
Sie ermoglicht es, die Partikeloberfliche von der Porenoberfliche zu unterscheiden. Von
beschichteten 10 pm groBen Silicapartikeln wurden auf 60 Fokusebenen (Abstand 220 nm) Bilder
angefertigt (Abbildung 3.7). Abbildung 3.7.a stellt eine Fokusebene durch die Mitte eines Partikels
dar. In der Aufnahme ist ein fluoreszierender Partikelrand, aber keine fluoreszierende Partikelflache
zu erkennen. Der fluoreszierende Partikelrand ist ein Nachweis fiir die Oberflaichenbeschichtung
poroser Silicapartikel. SR Membranfragmente dringen demnach nicht in die Poren ein, sondern
bleiben auf der Partikeloberfliche und beschichten diese, andernfalls wiirde auch das
Partikelvolumen ein Fluoreszenzsignal zeigen.

Die Analyse der Oberflichenbeschichtung erfolgte anschlieBend durch die vergroBerte, 3
dimensionale Darstellung des Bilderstapels (Abbildung 3.7.b), in der eindeutig gezeigt wurde, daf3
die Partikeloberfliche homogen beschichtet worden ist. Unter Beriicksichtigung einer 110%igen
Oberflachenbeschichtung (Tabelle 3.1) kann zusammengefa3t werden, dal die homogene

Partikelbeschichtung mit einer Lage SR Membranen erfolgte.
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Abbildung 3.7: Konfokale Fluoreszenzaufnahmen von porosen Silicapartikeln (@ = 10 pm), beschichtet mit
fluoreszenz-membranmarkierten SR Fragmenten. Bild a) zeigt eine Ebene innerhalb des Bilderstapels, das eine
Oberfldachenbeschichtung beweist. Bild b) zeigt eine vergroferte, 3 dimensionale Rekonstruktion, die eine homogene

Partikelbeschichtung anzeigt.

Anwesenheit und Verteilung der Ca®*-ATPase wurde auf beschichteten Partikeloberflichen
spezifisch mit einem monoklonalen Antikorper untersucht. Der erste Antikdrper wurde von einem
zweiten polyklonalen, FITC konjugierten Antikérper gebunden und mit Hilfe der konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen. Im Abstand von 220 nm wurden in z-Richtung 92 Bilder
angefertigt. Abbildung 3.8.a zeigt die mittlere Ebene innerhalb des Partikelvolumens. Der
fluoreszierende Partikelrand und die nicht fluoreszierende Partikelfliche bestétigen, wie auch schon
Abbildung 3.6 und 3.7, die Oberflaichenbeschichtung. Abbildung 3.8.b zeigt eine 3 dimensionale

Darstellung, die die homogene Verteilung der Ca**-ATPase auf der Partikeloberfliche nachweist.

10um 10um

Abbildung 3.8: Konfokale Fluoreszenzautnahmen von pordsen Silicapartikeln (@ = 10 pum) beschichtet mit SR
Membranen, die anschliefend mit einem monoklonalen Antikorper gegen die Ca*"-ATPase markiert wurden. Der 1.
Antikérper wurde mit einem 2. FITC konjugierten, polyklonalen Antikoérper nachgewiesen. Bild a) zeigt, daf3 die
Porenoberflache nicht beschichtet wurde. In Bild b) wurde aus 92 Bildern (Abstand 220 nm) eine 3 dimensionale
Darstellung zusammengesetzt, aus der eine homogene Oberflichenbeschichtung der Partikel mit Ca®*-ATPase in SR

Membranen hervorgeht.

Zusammengefaflt zeigen die Ergebnisse der Membran- und Antikorpermarkierung (Abbildung 3.7.b
und 3.8.b), daB die SR Membranen und die Ca’"-ATPase der SR Membranen die Partikeloberfliche

homogen beschichtet haben. Durch die homogene Oberflichenbeschichtung wurde das
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Partikelvolumen von der Umgebung getrennt, wodurch es zu einer Kompartimentierung des

Partikelinnenvolumens kam.

3.3.5 Proteinzusammensetzung ungebundener und auf Silicapartikel immobilisierter SR

Membranfragmente

Die Proteinzusammensetzung in SR Membranen wurde mit Hilfe von SDS-PAGE und
anschliefender Coomassie Farbung (Abbildung 3.9) bestimmt. Daflir wurden ungebundene sowie
auf Silicapartikeln immobilisierte SR Membranfragmente in einer SDS-PAGE getrennt. Spur Nr. 1
zeigt den Molekulargewichtsmarker, Spur Nr. 2 die ungebundenen SR Membranfragmente und
Spur Nr. 3 die auf Silicapartikeln immobilisierten SR Membranfragmente.

Das Molekulargewicht der Ca>"-ATPase betrigt 105 kDa (Meissner, Conner et al. 1973). Mit dieser
Information konnte die Ca*"-ATPase in beiden Fraktionen mit der Coomassie Firbung in der SDS-
PAGE als Hauptbande nachgewiesen werden, was in Ubereinstimmung mit Inesi et al. und de Mais
et al. ist (Inesi 1972; de Meis and Vianna 1979). Da das Proteinmuster der ungebundenen freien SR
Membranen (Spur 2) identisch mit den immobilisierten SR Membranen (Spur 3) ist, kann davon
ausgegangen werden, dafl sich die gesamte SR Membran auf den Silicapartikeln immobilisieren
1aBt. Damit wurde gezeigt, dal die Proteinzusammensetzung die gleiche ist und somit, da3 die

Proteinzusammensetzung der SR Membran wihrend des Aufspreitens nicht gestort wurde.

VLA

200 kD —
150 kD —

Ca*-ATPase
100 kD — j M. = 105 kDa
75 kD — G

50 kD — Calsequestrin
(7
37 kD — M, =44 kDa

25kD —
20 kD —

15kD —

10 kD —
Abbildung 3.9: Proteinzusammensetzung von SR Membranen, dargestellt in SDS-PAGE mit Coomassie Farbung. Spur
1 zeigt den Molekulargewichtsmarker, Spur 2 ungebundene SR Membranen und Spur 3 SR Membranen immobilisiert
auf Partikeln. Die Hauptproteinkomponente der SR Membran, die Ca’’-ATPase mit einem Molekulargewicht von

105kDa, wurde als Hauptbande nachgewiesen.
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Bei einem Molekulargewicht von 44 kDa konnte eine Bande nachgewiesen werden, wobei es sich
um Calsequestrin handeln konnte. Calsequestrin ist ein membranassoziiertes Protein, dafl ca. 43Mol
Ca*"-Ionen pro Mol Protein schwach bindet. Diese hohe Bindekapazitit fiir Calcium fiihrt dazu, daf
Calcium innerhalb des SR Lumen aus dem Gleichgewicht entfernt wird, was den Calciumtransport
der Ca**-ATPase erleichtert. Durch die schwache Bindung des Calciums kann dieser bei Mangel
leicht abgegeben werden (MacLennan and Wong 1971).

Eine Proteinkonzentrationsbestimmung ist grundsitzlich iiber die ermittelte Fliche der Banden im
SDS PAGE Gel moglich. Da die Bandenintensitéit der Proteine von der Interaktion des Coomassie
mit den aromatischen Aminosduren der Proteinketten entsteht, werden Proteine entsprechen ihrer
Zusammensetzung angefarbt, weshalb eine exakte Proteinkonzentrationsbestimmung nur im

Vergleich mit einer Bande des gleichen Proteins mit bekannter Konzentration moglich ist.

3.3.6 Aktivititsbestimmung der Ca”*"-ATPase in freischwimmenden SR Membranen

Die Ca’-ATPase ist ein aktiver Transporter (Pumpe), der Ca’’-Ionen entgegen des
Konzentrationsgefilles in das Lumen des Sarkoplasmatischen Retikulums pumpt. Dabei werden
von 1 mol Ca**-ATPase 2 Mol Ca’"-lonen unter Verbrauch von 1 mol ATP in das
Sarkoplasmatische Retikulum transportiert. Bei der Hydrolyse von ATP entstehen jeweils 1 mol
ADP und 1 mol Phosphat (MacLennan and Holland 1975; Toyoshima and Inesi 2004). Durch die
Bestimmung der Konzentrationszunahme von Phosphat konnte die Aktivitdt der Ca*"-ATPase in

freischwimmenden SR Membranen ermittelt werden.

ATP
\_ Ca**ATPase

2 Ca** (Zytosol) » 2 Ca* (SR)

ADP + P,

Eine direkte Bestimmung der Ca’’-ATPase Aktivitit ist nicht moglich, da die ermittelte
Proteinkonzentration in Kapitel 3.3.2 eine Gesamtproteinkonzentration ist (Inesi 1972). Der Anteil
der Ca**-ATPase innerhalb dieser Gesamtproteinmenge wurde zwischen 50% und 70% beschrieben
(Inesi 1972; MacLennan and Holland 1975). Deshalb sind die sich daraus ergebenden Ca’"-ATPase
Konzentrationen zu ungenau, um eine quantitative Aktivitdt ermitteln zu konnen. Franzini-
Armstrong et al. (Franzini-Armstrong and Ferguson 1985) haben versucht die Konzentrations-
bestimmung der Ca®"-ATPase zu vereinfachen, in dem sie Proteine innerhalb der SR Membranen in

elektronenmikroskopischen Aufnahmen ausgezdhlt haben. Sie muBten feststellen, daB diese
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Methode ebenfalls stark fehlerbehaftet ist, weil Ca**-ATPase Molekiile innerhalb der SR Membran
unterschiedlich grofle Cluster bilden und die Anzahl der ATPasen in den Clustern nur geschétzt
werden kann. Je nach Autor wurden zwischen 2000 und 8000 Ca*"-ATPase Molekiile pro pum* SR
Membranfliche gezihlt. Eine Aufreinigung der Ca®*-ATPase mit anschlieBender Rekonstitution in
eine kiinstlich hergestellte Lipidmembran ist ebenfalls fehlerbehaftet, da in einem solchen System
denaturierende Effekte durch die Aufreinigung entstehen sowie die Proteinorientierung innerhalb
der SR Membran hergestellt werden muf3. Dariiber hinaus kann die kiinstliche Lipidmembran nicht
den regulativen EinfluBl wie die natiirliche Lipidmembran {ibernehmen.

Ein grundlegendes Problem der Immobilisierung von Membranen auf Festkdrperoberflichen
besteht in der moglichen Denaturierung transmembraner Proteine durch den Kontakt mit der
Festkorperoberflache (Sackmann 1996; Leckband and Israelachvili 2001; Tanaka and Sackmann
2005). Um die Aktivitit der Ca>"-ATPase zu bestimmen, wurde von 100 pg Gesamtprotein in der
Anwesenheit von 120 pmol Calcium die Hydrolyse von 15 pmol ATP nachgewiesen (Abbildung

3.10). 100 pg SR Proteinmengen entsprechen einer SR Membranfliche von 3,4-107 m”>.

L [UM]

freigesetztes PO

| | | 1 | | 1 |
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Abbildung 3.10: Die Aktivitit von 100 pg ungebundener Ca*’-ATPase (entspricht 3,4-10° m? SR Membranfliche)
wurde bestimmt. Die Ca*'-ATPase katalysiert den aktiven Stofftransport von Ca**-Ionen in das Lumen des SR, wobei
ATP hydrolytisch zu ADP und Phosphat umgesetzt wird. Uber die Konzentrationszunahme des freigesetzten Phosphats
wird die Aktivitit der Ca*-ATPase bestimmt.

Vor der Zugabe von ATP bis zum Zeitpunkt t = 3 Minuten wurden im Reaktionsansatz 3 pmol
freies Phosphat nachgewiesen. Bei diesem Phosphat muf} es sich um eine Verunreinigung handeln,
zum einen da im Reaktionsansatz kein ATP vorkommt, das hydrolysiert wurde, zum anderen da die
Konzentration des ermittelten Phosphats im zeitlichen Verlauf der ersten 3 Minuten auf einem

konstanten Niveau blieb.
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Nach t = 3 Minuten wurde dem Ansatz 15 umol ATP zugegeben. Die MeBkurve stieg langsam an
und erreichte bei t = 5 Minuten einen linearen Bereich mit einer Umsatzrate von ca. 0,7 pmol
freigesetztem Phosphat pro Minute und 100 pg Gesamtprotein. In dieser linearen Aktivitdtsphase
lagen die Edukte im UberschuB vor, weshalb die Ca*"-ATPase mit gleicher, maximaler Umsatzrate
arbeiten konnte.

Ab t = 40 Minuten verlangsamte sich die Aktivitit der Ca’"-ATPase stetig. Eine Abnahme der
Enzymaktivitit ab t = 40 Minuten deutete auf eine verminderte Konzentration der Edukte hin.
Durch die verminderten Konzentrationen kam es zu einer Diffusionslimitierung der Edukte. Hierfiir
sprach die stetig verminderte, aber noch vorhandene Aktivitit der Ca**-ATPase. Zum Zeitpunkt t =
250 Minuten war die Aktivitdt Null mit einer konstanten Phosphatkonzentration von ca. 54 umol
feigesetztem Phosphat pro Minute und 100 pg Gesamtprotein. Das Ende der Ca*"-ATPase Aktivitit
kann verschiedene Ursachen haben: So kann z.B. jegliches ATP aufgebraucht sein oder die Ca®'-
ATPase Aktivitit durch Produkthemmung unterbunden worden sein. Eine weitere Mdglichkeit
bestand in der Verdnderung des pH-Wertes durch das freigesetzte Phosphat. Phosphat ist ein
mehrfach negativ geladenes Ion, das den pH-Wert zu niedrigen Werten verschiebt. Da der pH-Wert
nicht auf den optimalen Wert von 7,4 nachreguliert wurde, bestand die Moglichkeit, dafl der
Reaktionsansatz durch das freigesetzte Phosphat so stark angesduert wurde, daf die Ca’’-ATPase

inhibiert wurde.

3.3.7 Aktivititsbestimmung der Ca**-ATPase auf Silicapartikeln

Die Aktivitdt der Ca2+—ATPase, immobilisiert auf Silicapartikeln, wurde anschlieend in Puffer
ermittelt, wobei die Partikel durch Mischen in einem Uberkopfriihrer in Dispersion gehalten
wurden. Dafiir wurden Silicapartikel analog zu Kapitel 3.2.5 beschichtet. Die Partikelbeschichtung,
siche Kapitel 3.3.3, zeigte, daB3 die eingesetzten SR Fragmente die Partikeloberfliche mit einer Lage
SR Membranen beschichteten.

Es wurden 120 mg Partikel mit 1,4 ul SR Membranfragmenten (Lipidkonzentration 11,7 mg/ml)
beschichtet. Mit dieser beschichteten Partikelmenge wurde die enzymatische Aktivitit (o) in
Gegenwart von Calcium und ATP bestimmt (Abbildung 3.11). In einem weiteren Versuch wurde
durch Entfernen des Calciums durch 10 mM EDTA die Calcium-Abhingigkeit der Enzymaktivitat
(A) wihrend der linearen Phase gezeigt.

Nach Bestimmung der Hintergrundaktivitdt von ca. 0 pmol freigesetztem Phosphat zum Zeitpunkt
t= 5 Minuten wurden ATP und Calcium zu den Partikeln zugegeben und in 5 Minuten Abstinden

jeweils 2 mg Partikel fiir die Aktivitdtsbestimmung entnommen. Die entnommenen Proben wurden
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zu dem stark sauren Nachweisreagenz (pH = 1) nach Kallner zugegeben. Dadurch wurde die
Proteinaktivitit der Ca’"-ATPase umgehend beendet.

Aus der Aktivititskurve der immobilisierten Ca>"-ATPase folgt, daB keine Hintergrundaktivitit
beziehungsweise Verunreinigung (~ 0 pumol freigesetztes Phosphat) bestand. Zum Zeitpunkt t =
SMinuten wurden dem Ansatz 120 pmol Calcium und 15 pmol ATP zugegeben. Verzdgerungsfrei
setzte die Ca’’-ATPase Aktivitit mit einer Umsatzrate von 1,3 pumol freigesetztem Phosphat pro
Minute ein und behielt diese Aktivitit bis t = 35 Minuten (lineare Phase) bei. Danach verlangsamte
sich die Umsatzrate stetig, bis sie zum Zeitpunkt t = 160 Minuten fast zum Erliegen kam.

Die konstante Umsatzrate in der linearen Phase kann durch den UberschuB an Calcium und ATP
erklart werden. Nach ca. 35 Minuten verlangsamte sich die Umsatzrate. Dies kann einerseits damit
erkldrt werden, dal ATP verbraucht wurde, andererseits damit, daB3 durch die Hydrolyse von ATP
ADP und Phosphat freigesetzt wurden und deren gestiegene Konzentrationen zu einer Hemmung
der Ca’"-ATPase fiihren konnen. Dariiber hinaus geht mit der Konzentrationszunahme von neu
gebildetem Phosphat eine Verschiebung des pH-Wertes einher, wodurch die Ca’"-ATPase nicht

mehr in threm pH-Optimum vorlag und somit inhibiert wurde.

freigesetztes PO, [uM]

T T T T T
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Abbildung 3.11: Die Aktivitit der Ca’>*-ATPase auf Silicapartikeln. Dargestellt ist die Proteinaktivitit von 29 ug SR
Lipidmembran pro Ansatz. Die Aktivitdit wurde mit der Zugabe von ATP gestartet. Fiir die Bestimmung der
Aktivititskurve (o) wurde ATP zum Zeitpunkt t = 5 min zugegeben und nach 120 Minuten festgestellt, daf§ sich die
Phosphatkonzentration nicht mehr dndert. Zur Darstellung der Calcium-Abhéngigkeit der Enzymaktivitdt wurde in einer
zweiten MeBreihe nach 14 Minuten durch Zugabe von EDTA Calcium gebunden (A), wodurch die Ca®'-ATPase
Aktivitdt und somit die Neubildung von Phosphat beendet wurde.

Ein zweites Experiment wurde zum Zeitpunkt t = 14 Minuten gestartet. Das Ziel dieses
Experimentes war es, die Aktivitit der Ca**-ATPase in der linearen Phase durch die Zugabe von
EDTA zu inhibieren und dadurch die Spezifitit der Ca**-ATPase fiir Calcium nachzuweisen. Zum

Zeitpunkt t = 15 Minuten wurden dem Ansatz 120 pmol Calcium und 15 pmol ATP zugegeben.
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Auch in diesem Experiment setzte die Ca*"-ATPase Aktivitit sofort ein. In der linearen Phase
wurde eine Umsatzrate von 1,5 umol freigesetztem Phosphat pro Minute erreicht, was gut mit dem
ersten Teilexperiment {ibereinstimmt. Zum Zeitpunkt t = 50 Minuten wurde dem Ansatz 10 mmole
EDTA zugegeben, um alle freien Ca**-Ionen abzufangen. Dadurch wurde die Aktivitit der Ca'-
ATPase beendet, was dadurch gezeigt wurde, dal keine Zunahme neugebildeten Phosphats
nachgewiesen wurde und das System auf einem konstanten Phosphat-Konzentrationsniveau blieb.
Nach der Inhibierung der Aktivitit Ca*"-ATPase wurde also ausschlieBlich das vorhandene
Phosphat aus der linearen Phase (ca. 25 umol Phosphat) iiber eine weitere Zeitspanne von 100

Minuten bestimmt.

3.3.8 Proteinaktivitiit immobilisierter Ca’*-ATPasen auf Silicapartikeln in einer

Chromatographiesiule

Im vorherigen Versuch wurde gezeigt, daB die Ca*"-ATPase immobilisiert auf Silicapartikeln ihre
Aktivitdt beibehalten hat. Zudem wurde durch die Kontrolle der Partikelbeschichtung mit dem
konfokalen Fluoreszenzmikroskop ermittelt, da3 SR Membranen die Partikeloberfliche homogen
beschichtet hatten und diese Beschichtung fiir mindestens eine Woche stabil war. Diese Ergebnisse
ermOglichten es, die beschichteten Partikel in eine kommerzielle Chromatographiesdule (Abbildung
3.12) zu fiillen, so daB die verschiedenen Betriebsweisen einer Chromatographiesdule genutzt
werden konnten:

1. Membranen werden auf der Partikeloberfldche stabilisiert

2. Partikel werden in der Séulen zuriickgehalten

3. Sdulen kdnnen dicht gepackt werden

4. einfacher Puffertausch und damit einfache Anderung der Reaktionsbedingungen

5. einfache Abtrennung des Eluats und damit der Produkte

6. Reaktionsbedingungen bleiben konstant, keine Produkthemmung (H, PO,>)

7. hoher Stoffumsatz durch verbessertes Oberflichen-Volumen Verhiltnis
Durch das ,,Zuriickhalten der Partikel in der Chromatographiesiule konnen die Reaktions-
bedingungen einfach und schnell verdndert werden und somit das eluierte Phosphat au3erhalb der
Sédule in ,,Echtzeit* bestimmt werden. Fiir die Sdulenchromatographie wurden 1,8 ml Partikel mit
SR Membranen beschichtet. Die FluBrate des Puffers wurde auf 0,05 ml/min eingestellt und alle 10

Minuten wurden Fraktionen von je 500 pl gesammelt.
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Abbildung 3.12: Photo einer Chromatographiesdule gefiillt mit SR Membranen beschichteten Silicapartikeln (@ =
10pm). Das Séulenvolumen betrdgt 1,8 ml. Die beschichteten Partikel wurden mit einer FluBrate von 0,05 ml / min fiir
10 min mit variierenden Puffern gespiilt und Fraktionen von je 500 pl gesammelt. Puffer wurde iiber eine
Prizisionspumpe durch die Siule gepumpt. Die Aktivitit der Ca’’-ATPase kann gezielt durch den Tausch der

Pufferkonditionen gesteuert werden. Die Enzymaktivitit wurde durch das freigesetzte Phosphat bestimmt.

3.3.9 Bestimmung der Ca’*-ATPase Aktivitiit in einer gepackten Siule

Zu Beginn wurden folgende Aspekte in einem Teilexperiment gepriift: Erstens, ob die Ca’"-ATPase
in einer gepackten Sdule eine Hintergrundaktivitit (graue Flachen) aufweist. Und zweitens, ob
durch Zugabe von Calcium und ATP die Aktivitdt (helle Flichen) der Ca**-ATPase gesteuert
werden konnte (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Reversibles “Ein- und Ausschalten” der Ca®>"-ATPase Aktivitit durch Puffertausch. Die Ca**-ATPase
liegt immobilisiert auf pordsen Silicapartikeln in ihrer natiirlichen Umgebung der SR Membranen vor. Alle 10 min

wurden Fraktionen gesammelt und das katalytisch freigesetzte Phosphat nach der Methode von Kallner ermittelt.

Alle Graphen représentieren die Konzentration an freiem Phosphat. Fiir jeden MefSpunkt wurde das
,»void volume* beriicksichtigt, bei dem es sich um das Gesamtvolumen der Sdule minus des
Partikelvolumens handelt.

Aus den Kurvenverldufen geht hervor, daB Ca’"-ATPase immobilisiert auf Silicapartikeln ohne
Calcium und ohne ATP keine Aktivitit (0 pmol freigesetztes Phosphat) aufwies. Weiterhin konnte
gezeigt werden, daB3 keine Phosphatverunreinigung vorlag. Durch Zugabe von Calcium und ATP
erreichte die Ca®"-ATPase nach ca. 3 Fraktionen (Volumen = 1,5 ml) eine stabile Aktivitit von ca.
2,5 umol freigesetztem Phosphat pro Minute. Durch anschlieBendes Entfernen von Calcium und
von ATP aus dem Puffer wurde nach der gleichen Zeit von 3 Fraktionen die Aktivitit der Ca'-
ATPase auf Null Aktivitit reguliert, was sich darin zeigte, dal im Eluat 0 pmol freigesetztes
Phosphat nachgewiesen wurde. Die reversible Steuerung der Ca**-ATPase Aktivitit wurde
mehrmals wiederholt, wobei immer entweder keine Aktivitit, also kein freigesetztes Phosphat, oder
ein Aktivitidtsniveau von jeweils ca. 2,5 bis 2,7 umol freigesetztem Phosphat pro Minute ermittelt
wurde.

Im néchsten Teilexperiment wurde die Aktivitidt der Ca*-ATPase in Gegenwart von ATP, aber in
Abwesenheit von Ca*"-Ionen bestimmt (Abbildung 3.14). Die Ca*"-ATPase zeigte ohne Calcium
und ohne ATP keine Aktivitdt beziechungsweise Phosphatverunreinigung. Enthielt der Puffer ATP,
aber kein Calcium, wurde eine Aktivitit von 1,0 pmol beziehungsweise 1,3 pmol Phosphat pro
Minute katalytisch freigesetzt. In Gegenwart von Calcium und ATP erreichte die Ca**-ATPase
Aktivitdt den in den vorherigen Teilexperimenten ermittelten Wert von ca. 2,5 pmol freigesetztem

Phosphat pro Minute.
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Eine mogliche Erkldrung fiir die Hydrolyse von ATP in Abwesenheit von Calcium kann mit der
Anwesenheit von Calsequestrin (Molekulargewicht 44 kDa) erkléart werden, da Calsequestrin in der
SDS PAGE der SR Membran (Abbildung 3.9) bei 44 kDa eine deutliche Bande zeigte. Die
Funktion des Calsequestrins besteht darin, Calcium innerhalb des Lumen des SR zu binden und
somit Calcium aus dem Gleichgewicht zwischen der Calciumkonzentration innerhalb und au3erhalb
des SR zu entfernen. Folglich muB die Ca’-ATPase gegen einen geringeren
Konzentrationsgradienten arbeiten. Da 1 Mol Calsequestrin bis zu 43 Mol Calcium mit geringerer
Affinitit binden kann, kann Calsequestrin auch Ca®"-Ionen in den Reaktionsansatz abgeben. Dies
kann dazu fiihren, daB in Anwesenheit von ATP die Ca*-ATPase auch ohne Zugabe von Calcium
aktiviert werden kann (MacLennan and Wong 1971).

Zudem haben Inesi et al. sowie Yasuoka et al. in ihren Untersuchungen gezeigt, daf die Ca'-
ATPase auch in Gegenwart anderer divalenter Ionen wie Mg*"-Ionen eine ATP Hydrolyse Aktivitit
aufweisen kann. Dies ist eine weitere Erkldrung fiir die Aktivitit der Ca®"-ATPase in Abwesenheit

von Calcium (Inesi 1972; Yasuoka, Kawakita et al. 1982; Toyoshima and Inesi 2004).

)
1

-2

1
Puffer E + ATP
Puffer E + ATP

freigesetztes Phosphat [pM/min]

v
vvvvvv

I 1) 1 1 1 1)
0 10 20 30 40 50
Fraktionen

<
1

Abbildung 3.14: Aktivitdtsmessung in der Chromatographieséule. Die beschichteten Partikel wurden zuerst in Puffer
ohne Calcium und ATP gespiilt, wobei keine Aktivitdt oder etwaige Phosphatverunreinigung ermittelt wurde.
Anschliefend wurden die beschichteten Partikel mit Puffer und ATP gespiilt, wobei eine Aktivitit von ca. 1,2 pmol
freigesetztem Phosphat pro Minute ermittelt wurde. Die Zugabe von ATP und Calcium fiihrte zu einer Ca’*-ATPase

Aktivitdt mit dem in vorherigen Experimenten ermittelten Wert von ca. 2,5 umol freigesetztem Phosphat pro Minute.
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3.3.10 Zusammenfassung der Aktivititsbestimmungen

Um die in den Siulenexperimenten ermittelten Aktivititen der Ca®*-ATPase vergleichen zu kénnen,
wurden die Mittelwerte der Plateaus und deren Abweichungen bestimmt (Abbildung 3.15).

Die Zusammenfassung der Aktivititen zeigte, daf ohne Calcium und ohne ATP die Ca’"-ATPase
keine Aktivitit aufwies. Es wurde vernachldssigbar eine minimale Aktivitit von 0,01 pmol
freigesetztem Phosphat ermittelt. Da sich dieser Wert jedoch im Bereich der MeBungenauigkeit
befindet, kann er vernachléssigt werden.

In Anwesenheit von Calcium, aber ohne ATP, wurde eine geringfiigige Ca’"-ATPase Aktivitit von
0,17 umol freigesetztem Phosphat ermittelt. Nach Zugabe von Calcium und ATP stiegt die Ca*'-
ATPase Aktivitdt signifikant an auf einen Wert von 2,5 umol freigesetztem Phosphat mit einer
Abweichung von ca. 0,2 umol. Diese Aktivitét beweist, daB Aufreinigung und Immobilisierung der
Ca’*-ATPase auf pordsen Festkorperoberflichen das Protein nicht inhibiert oder gar denaturiert

haben.

freigesetztes Phosphat [uM]

-Ca* - ATP

2|+ Ca¥ - ATP

1 3 4

Abbildung 3.15: Konzentrationen von katalytisch freigesetztem Phosphat in verschiedenen Puffern: 1) Puffer E, 2)
Puffer E mit Calcium ohne ATP, 3) Puffer E mit Calcium und ATP, 4) Puffer E mit ATP ohne Calcium. Die Datensitze
1 - 3 zeigen, daBB ATP essentiell fiir die enzymatische Reaktion ist. Das Kontrollexperiment 4 ist eine Negativkontrolle,

die die Spezifitit der Ca**-ATPase fiir Calcium und ATP beweist.

Die Ca*"-ATPase Aktivitit wurde in einem weiteren Kontrollexperiment in Gegenwart von ATP,
aber ohne Calcium, durchgefiihrt. Dabei wurde eine Aktivitdt von 1,2 umol mit einer Abweichung
von 0,2 umol freigesetztem Phosphat ermittelt. Diese signifikante Enzymaktivitdt von 50% der
Ca’’-ATPase Aktivitit kann sich in Gegenwart von divalenten Ionen ergeben, die als
Verunreinigung im Puffer vorlagen. In der priparierten SR Membran befand sich zudem
Calsequestrin, das Ca*"-Ionen in den Puffer abgeben kann und somit eine Calciumquelle darstellt

(MacLennan and Wong 1971). Eine Autohydrolyse von ATP kann ausgeschlossen werden, da die
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Autohydrolyse von 15 pumol ATP iiber 2 Stunden mit Null pmol freigesetztem Phosphat bestimmt

wurde.
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3.4 Resumée

SR Membranen wurden aufgereinigt, wobei das Muskelgewebe in einem Homgenisator vollstindig
zerstort wurde. Dabei entstanden SR Membranfragmente, die keine einheitliche Grée und Form
besaBen. Uber eine Phosphatanalyse wurde anschlieBend die Membranfliche der SR
Membranfragmente ermittelt. Somit konnten die Oberflichenverhiltnisse von Partikeln und SR
Membranen gleich gehalten werden, um eine einlagige Partikelbeschichtung zu erzielen.

Eine homogene Beschichtung poroser Partikel wurde mit membranmarkierten sowie
antikorpermarkierten SR Membranen nachgewiesen. Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie konnte
gezeigt werden, dal keine Porenbeschichtung stattfand. Die SDS Analyse betitigte, da3 wéahrend
der Immobilisierung keine Verdnderungen der Proteinzusammensetzung der SR Membran
erfolgten. Zudem konnte gezeigt werden, daB die Ca*-ATPase als Hauptkomponente vorhanden
war.

Die Aktivititsbestimmung der Ca**-ATPase in SR Membranfragmenten erfolgte in einem ersten
Schritt in Puffer dispergiert. Es wurde ermittelt, dal ohne Calcium und ohne ATP keine Aktivitat
vorlag. Durch Zugabe von Calcium und ATP konnte die Aktivitdt der Ca*-ATPase gestartet
werden und endete nach dem Verbrauch von ATP, Calcium oder durch Produkthemmung.
AnschlieBend wurde die Aktivitit der Ca>’-ATPase immobilisiert auf porésen Partikeln untersucht.
Auch auf den Partikeln wurde keine Hintergrundaktivitdt ermittelt. Bei vorhandenem Calcium und
ATP in der Reaktionslosung wurde eine Aktivitit der Ca’’-ATPase ermittelt. In einem
weiterfiihrenden Experiment konnte die Calcium-Spezifitit der Ca*’-ATPase nachgewiesen werden,
indem durch die Zugabe von EDTA alle Ca*"-Tonen abgefangen wurden.

Da die SR-Membran auf Partikeloberflichen stabilisiert wurde und die immobilisierte Ca**-ATPase
thre Aktivitdt beibehielt, wurden die beschichteten Partikel in eine Standard-Chromatographiesiule
gefiillt, um eine einfache Abtrennung der Produkte zu erzielen und eine schnelle Anderung der
Reaktionsbedingungen durch Pufferwechsel herstellen zu kdnnen. Durch Wechsel des Puffers zu
einem Calcium- und ATP-haltigen konnte die Ca*"-ATPase Aktivitit gestartet werden, die beim
Wechsel des Puffers zu einem ohne Calcium und ATP wieder gestoppt wurde. Durch mehrmaligen
Pufferwechsel konnte gezeigt werden, daB die Aktivitit der Ca*-ATPase ein- und ausgeschaltet
werden kann. Weiterfiihrend konnte eine Ca®’-ATPase Aktivitit in Abwesenheit von Calcium, aber

Anwesenheit von ATP, ermittelt werden. Diese Aktivitit kann durch den Transport anderer
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divalenter ITonen oder durch Calsequestrin verursacht werden. Wie in der SDS PAGE gezeigt,
kommt Calsequestrin ebenfalls in der SR Membran vor und bindet mit schwacher Affinitét

Calcium, das anschlieBend wieder abgegeben werden kann.
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4. Thesen zur Arbeit

Die technische Ausnutzung von Proteinfunktionen erfordert die homogene, native und gerichtete
Immobilisierung von Proteinen auf Festkorperoberflachen.

Eine homogene Oberflichenbeschichtung auf planaren Oberflichen erfolgt durch die Entkopplung
der Membran von der Festkorperoberfliche durch Einbringen von hydrophilen, ultradiinnen
biokompatiblen Filmen. Die biokompatiblen Zwischenschichten verhindern einen moglichen
Kontakt zwischen Membranprotein und der Festkorperoberfliche, wodurch eine native
Immobilisierung ermdglicht wird.

Die gerichtete Immobilisierung wurde anhand der Aufspreitmechanismen von kiinstlichen,
asymmetrischen Proteoliposomenmembranen und von natiirlichen, asymmetrischen Ghostzell-
membranen untersucht. Das Ergebnis zeigte eine Abhédngigkeit der Aufspreitorientierung vom
Membrandurchmesser. Immobilisierte Proteoliposomen (@ = 60 nm) prisentieren ihre
Membranauflenseite zum Puffer hin, wohingegen immobilisierte Ghostzellen (@ = 4 pum) ihre
Membraninnenseite présentieren.

Die unterschiedlichen Aufspreitmechanismen erfolgen eindeutig, was den gezielten Einsatz der

Proteindoméinen der Membraninnenseite wie Membranauflenseite ermdglicht.

Die native und streBfreie Immobilisierung von Membranen auf einer Festkorperoberflache erhoht

einerseits deren mechanische Stabilitit, andererseits auch deren Handhabung.

Durch den Einsatz von beschichteten, pordsen Partikeln kann die immobilisierte Membranflache
erhoht werden, wodurch eine Vermehrung der Proteinfunktionen erzielt wird.

Die Partikelbeschichtung von Silicapartikeln mit Ghostzellen besitzt eine Kinetik, die von der
PartikelgroBe abhingig ist. Mit zunehmender Partikelgroe nimmt die Beschichtungskinetik ab.

Die Partikelbeschichtung resultiert in einer homogenen Beschichtung und vereinfacht die
Separation der Partikel von den ungebundenen Membranen, da die Partikel eine hohere Dichte
aufweisen und sich somit im Gegensatz zu ungebundenen Membranen absetzen.

Zudem bendtigen pordse Partikel fiir eine homogene und native Beschichtung keine Zwischenlagen
aus biokompatiblen, hydrophilen Filmen, was deren Herstellung vereinfacht und es ermdglicht, sie

aus dem EntwicklungsmaBstab in den LabormaRstab einfacher zu iiberfiihren.
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Weiterhin  bieten porose  Partikeloberflichen im  Gegensatz zu planaren dichten
Festkorperoberflichen den Vorteil, dal die Partikel die Membran stabilisieren und daf3 das
Porenvolumen als Reservoir dienen kann, so daB der Stofftransport von beiden Membranseiten
aufrechterhalten werden kann.

Auch auf den Partikeloberfldchen behalten die Ghostzellen ihren Aufspreitmechanismus bei, indem

sie ihre Membraninnenseite auf der Partikeloberfldche prasentieren.

SR Membranfragmente wurden aus Kaninchenhinterldufen aufgereinigt. Sie zeigen eine
enzymatische Aktivitit in Puffer sowie immobilisiert auf pordsen Silicapartikeln. Die pordsen
Silicapartikel wirken stabilisierend auf die Membran und ermoéglichen deren Einsatz in einer
Standard-Chromatographiesdule, die eine vereinfachte Produktrennung sowie eine vereinfachte

Anderung der Reaktionsbedingungen innerhalb der Siule zulift.
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Abkiirzungen

Abkiirzung
ADP
ATCC
ATP
BET
BLM

C

CCD
CHAPS
CMC
(k)Da
D,O
DDT
DLS
DMP
EDTA
EMBL
EREM
FITC
FRAP
FWHM
GPC
H,0,
HC1
ILL

ISO
K,HPO4
KCl1
KH;POg4

Name

Adenosindiphsophat

American Type Culture Collection
Adenosintriphsophat

Brunauer Emmett Teller

Black Lipid Membran

Carrier

charge-coupled device
3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonat
critical micelle concentration

(kilo) Dalton

schweres Wasser

1, 1'-(2, 2, 2-trichloro-ethyUdene)bis(4-chlorobenzene)
Dynamische Lichtstreuung
Dodekamolybdatphosphorséure
Ethylenediaminetetraacetic acid

European Molecular Biology Laboratory
Environmental Rasterelektronenmikroskopie
Fluorescein Isothiocyanate

Fluorescence Recovery After Photobleaching
Halbwertsbreite, Full Width at Half Maximum
Gelpermeationschromatographie
Wasserstoffperoxid

Salzsdure

Institut Laue Langevin

in side out

Dikaliumhydrogenphosphat

Kaliumchlorid

Kaliumhydrogenphosphat
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KH,POy,, Kaliumdihydrogenphosphat

KOH Kaliumhydroxid

LB-Transfer Langmuir-Blodgett Transfers

MgCl, Magnesiumchlorid

MW molecular weight

NBD-PC 1-Oleoyl-2-[12-[7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl] amino] dodecanoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin

NH4OH Ammoniakldsung

ODTMS Octadecyltrimethylsilan

PDB Protein Data Bank

P; Phosphat

PMSF Phenylmethylsulphonyl Fluorid

RCA Radio Corporation of America

REM Rasterelektronenmikroskopie

RKM Rasterkraftmikroskopie

RKM Rasterkraftmikroskopie

RMS root mean sqaure

RPM Rotationen pro Minute

RSA Rinderserum Albumin

RSO right side out

RT Raumtemperatur

SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamid Gel Elektrophorese

Si Silizium

SiOx Siliziumoxid

SLD-Profil Streuldngendichte-Profil

SOPC 1-Stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine

SR Sarkoplasmatisches Retikulum

TAMRA-SE 5-(6)-Carboxytetramethylrhodamin Succinimidyl Ester

TDOC Taurodexychlat oder

2-([3a,12a-Dihydroxy-24-oxo-5B-cholan-24-yl] amino) ethanesulfonsiure
Texas-Red DHPE 1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-Phosphoethanolamin Triethylammonium
Salz
T™SZ Trimethylsilylzellulose
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TRIS

TRITC

Triton RX-100
Triton X-100

unhydro. ATP

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tetramethyl Rhodamine Iso-Thiocyanate

4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)cyclohexyl-polyethylene glycol

alpha-[4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl) phenyl]-omega- hydroxypoly (oxy-1,2-

ethanediyl)
unhydrolysierbares ATP,
Adenosin 5’-(thio) Triphosphat Tetralithiumsalz
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