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Kurzdarstellung

Um sich einer Infektion durch bakterielle Krankheitserreger zu erwehren, verfiigt das
menschliche Immunsystem tiber eine Vielzahl potenter Abwehrmechanismen. Hierzu gehort
die Phagozytose der Krankheitserreger durch professionelle Phagozyten, durch die als
neues Zellkompartiment das Phagosom gebildet wird. Die Phagosomenreifung besteht aus
einer Reihe von fusionsdhnlichen Prozessen mit Lysosomen beziehungsweise Endosomen
[Desjardins et al., 1994b], die zur Bildung des Phagolysosoms und schlielich zur Zer-
storung des eingeschlossenen Krankheitserregers fithren. Intrazellulidre Krankheitserreger
haben eine Reihe unterschiedlicher Strategien entwickelt, die es ihnen ermdglichen, die
Zerstorung durch die Phagosomenreifung zu vermeiden [Haas, 2007; Scott et al., 2003].
Eine Gruppe verwendet das umgebende Phagosom als Nische zur Unterwanderung des
Immunsystems und stellt damit eine Bedrohung fiir die menschliche Gesundheit dar. Der
intrazellulire Krankheitserreger Rhodococcus equi (R. equi) schafft es, die Phagosomenrei-
fung zu iiberleben, indem er Phagosomen in einem praphagolysosomalen Zustand halt
[Fernandez-Mora et al., 2005; von Bargen und Haas, 2009]. Das virulenz-assoziierte Protein
A (VapA) von R. equi trigt zu diesem Prozess bei [Jain et al., 2003]. Unter Verwendung
von rekonstituierten Membranen als Modellsystem befasst sich die vorliegende Arbeit mit
dem zugrundeliegenden Wirkmechanismus von VapA an der Phagosomenmembran.

Biosensormessungen zeigten eine Bindung von VapA an die Modellmembranen, die mit
einem Anstieg der Membranrigiditdt einherging. Beide Effekte waren deutlich von dem
Anteil negativ geladener Lipide in der Membran abhéngig. Gegeniiber gdngigen porenbil-
denden Molekiilen trat fiir VapA nur eine schwache Interkalation in die Modellmembranen
auf, die von der lateralen Membranspannung abhingig war. Eine starke Aggregation von
VapA auf cholesterolarmen Lipiddoménen wurde durch rasterkraftmikroskopische Messun-
gen aufgeklart. Diese fithrte zu einer Reorganisation der Doméanenstruktur der Membran.
Zur Erklarung der beobachteten Effekte werden fiir VapA zwei unterschiedliche Interakti-
onszustidnde postuliert, die von der Packungsdichte der Lipide, der Lipidzusammensetzung
und dem pH-Wert abhéngen. Mit elektrophysiologischen Messungen an freistehenden
Membranen konnten definierte und undefinierte Lésionen beobachtet und charakterisiert
werden, die zu einem Permeabilitdtsanstieg der Membranen und schliellich zur Zerstérung
der Membranintegritit fiihrten. Dies deutet darauf hin, dass die Permeabilisierung einen
Austausch von Protonen und Tonen iiber die Phagosomenmembran erméglicht, der der
Anséuerung des Phagosoms, einem wichtigen Prozess der Phagosomenreifung, entgegen-
wirkt. Dariiber hinaus wurde experimentell gezeigt, dass die Permeabilisierung durch eine
fortschreitende Ansduerung verstiarkt wird. Auf der Grundlage der Experimente konnte
ein flinfstufiger Wirkmechanismus fiir VapA vorgeschlagen werden.

Zusammenfassend legen die Daten nahe, dass die Wechselwirkung zwischen VapA und
der Phagosomenmembran mehreren essentiellen Mechanismen der Phagosomenreifung
entgegenwirkt. Dies konnte es R. equi ermdoglichen, innerhalb des Phagosoms zu iiberleben,
was wiederum zur intrazelluldren Vermehrung des Bakteriums und schlieflich zur Nekrose
des Phagozyten fithren konnte.
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Abstract

The human immune system has a large number of potent defence mechanisms to resist
bacterial infections. One of them is phagocytosis of pathogens by professional phagocytes
leading to the formation of phagosomes. The phagosome maturation, a series of fusion or
‘kiss-and-run’ processes with lysosomes and endosomes [Desjardins et al., 1994b], leads to
the formation of phagolysosomes and finally to the destruction of the ingested pathogens.
Intracellular pathogens manage to avoid the destruction by phagosome maturation by
a variety of different strategies [Haas, 2007; Scott et al., 2003]. One group of these
parasites use the surrounding phagosome as a niche to evade the immune system and
thus represent a threat for human health. The intracellular pathogen Rhodococcus equi
(R. equi) manages to survive the phagosome maturation by arresting phagosomes in a
prephagolysosomal state [Fernandez-Mora et al., 2005; von Bargen und Haas, 2009]. The
rhodococcal virulence-associated protein A (VapA) contributes to this process [Jain et al.,
2003]. In this thesis the underlying mode of action of VapA at the phagosome membrane
was addressed using reconstituted membranes as a model system.

Biosensor experiments indicated a binding of VapA to model membranes being accom-
panied by an increase of membrane rigidity. These effects depended on the content of
negatively charged lipids of the lipid composition. In contrast to common pore-forming
molecules only a weak intercalation into model membranes dependent on the lateral
membrane pressure occured. Atomic force microscopic analysis revealed a strong aggre-
gation of VapA on cholesterol-poor lipid domains. This induced a reorganization of the
domain structure of the membrane. Two different interaction mechanisms that can be
distinguished by the protein conformation can be postulated for VapA which depend on
lipid package, lipid composition and pH value. Defined and undefined lesions increasing
the permeability of the reconstituted membranes and finally the induction of membrane
disintegration by VapA were observed and characterized using electrophysiological mea-
surements on freestanding model membranes. This suggests that the permeabilisation
allows an exchange of protons and ions across the phagosome membrane working against
the acidification of the phagosome which represents an important mechanism of phagosome
maturation. In addition, in this thesis it could be shown that the permeabilisation is
increased by a progressing acidification. Based on these experiments a five-step mode of
action for VapA could be suggested.

In conclusion, the results indicate that the interaction between VapA and the phagosome
membrane works contrary to several essential increments of phagosome maturation. This
may allow R. equi to survive inside the phagosome, leading to intracellular multiplication
of the bacterium and finally to necrosis of the phagocyte.
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Kapitel 1
Einleitung

Die Funktionsfahigkeit des menschlichen Organismus hidngt wesentlich davon ab, ob er in
der Lage ist, sich der Bedrohung durch Krankheitserreger, der er standig ausgesetzt ist,
zu widersetzen. Zu diesem Zweck haben im Laufe der Evolution mehrzellige Organismen
ein Immunsystem entwickelt. Unser Wissen iiber das Immunsystem ist mittlerweile so
weitreichend, dass viele Lehrbiicher davon gefiillt werden kénnen. Andererseits jedoch ist
es so gering, dass der Grofiteil der zugrundeliegenden Prozesse noch nicht verstanden wird
und wir vielen Krankheiten ratlos gegeniiberstehen. Es wird Jahrzehnte oder Jahrhunderte
der Forschung kosten, um addquate Gegenmittel zu finden, wohingegen durch Mutationen
und Weiterentwicklung stdndig neue Krankheitserreger entstehen.

Eine Gruppe der vielfiltigen spezialisierten Zellen unseres Immunsystems bilden die
professionellen Fresszellen oder Phagozyten, zu deren wichtigsten Funktionen die Er-
kennung korperfremder Mikroorganismen und deren Phagozytose gehort. Durch diesen
Prozess werden Krankheitserreger in die Phagozyten aufgenommen. Dabei entsteht ein
neues Zellkompartiment, das Phagosom, welches fortan den Krankheitserreger umgibt.
Die Bildung des Phagosoms initiiert einen Prozess, der Phagosomenreifung genannt wird.
In dessen Verlauf werden sowohl die Zusammensetzung der Phagosomenmembran als
auch des phagosomalen Lumens durch fortlaufende Fusionsereignisse und Austausch mit
vesikelartigen Kompartimenten des Phagozyten moduliert. Eine Vielzahl unterschiedlicher
Molekiile und Prozesse tragt dazu bei, dass schliefllich der Mikroorganismus abgetotet und
zersetzt wird. Essentiell sind dabei vor allem die fortlaufende Ansduerung des Phagosoms
und die Mitwirkung von korpereigenen Peptiden der Immunabwehr. Die so hergestellten
Fragmente des Bakteriums konnen wiederum auf der Oberfliche der Fresszelle als Antigene
prasentiert werden, um weitere Immunzellen zu aktivieren.

Finige Bakterien haben sich allerdings an den Prozess der Phagosomenreifung angepasst
und Mechanismen entwickelt, um der Zersetzung im Phagosom zu entgehen. Zu diesen
gehort das fakultativ intrazellulare Bakterium Rhodococcus equi (R. equi), das vor allem
junge oder immunschwache Pferde befillt [Prescott, 1991; Hondalus, 1997]. Ist es im
Normalfall fiir Menschen ungeféhrlich, so kommt es doch bei immunschwachen Individuen
zu schweren, tuberkulosedhnlichen Krankheitsverlaufen [Prescott, 1991; Giles et al., 2014].
In das Phagosom aufgenommen ist R. equi in der Lage, die Ansduerung des Phagosoms
und die Aufnahme von speziellen Proteinen in die Phagosomenmembran zu verhindern
und so die Phagosomenreifung zu seinen Gunsten zu manipulieren [Fernandez-Mora et al.,
2005; von Bargen und Haas, 2009]. Dadurch kann R. equi innerhalb des Phagosoms
iberleben und sich vermehren [Hondalus und Mosser, 1994].

Bei diesem Prozess ist ihm insbesondere ein Protein behilflich, das virulenz-assoziierte
Protein A (VapA). Dieses ist sowohl fiir das Uberleben des Bakteriums im Phagosom
[Jain et al., 2003] als auch fiir die Verhinderung der Ansduerung notwendig [Jain et al.,
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2003]. Eine Wechselwirkung des Proteins mit der Phagosomenmembran ist in diesem
Zusammenhang eine naheliegende Erkldrung. Da die Struktur von VapA aber keinem
bekannten Protein dhnelt, konnten {iber dessen Wirkmechanismus bisher nur wenige
Vorhersagen angestellt werden [Geerds et al., 2014].

Mochte man sich der Frage annehmen, auf welche Weise VapA und die Phagoso-
menmembran interagieren, so ist ein das mogliche Verstdndnis limitierender Faktor die
auflerordentliche Komplexitét biologischer Membranen und der fortlaufend modulierten
Phagosomenmembran im Speziellen. Auch erfordert eine konsequente Erforschung mole-
kularer Prozesse und deren Verkniipfungen die Kontrolle vieler Umgebungsbedingungen.
Daher ist es in diesem Fall zweckméfBig, den Schauplatz des Geschehens aus seiner na-
tiirlichen Umgebung zu entfernen und ihn, reduziert auf seine wichtigsten Bestandteile,
in die kontrollierte Umgebung eines Modellsystems zu verlegen. Als ausgezeichnetetes
Werkzeug fiir die Untersuchung von Vorgéingen an Membranen haben sich rekonstituierte
Modellmembranen erwiesen. Durch die Reduzierung der Anzahl der Membranlipide und
die Kontrollierbarkeit verschiedener Membraneigenschaften ermoglichen sie die Beantwor-
tung von Fragestellungen an komplexe Prozesse auf molekularer Ebene. Durch sukzessive
Erhéhung der Komplexitét lasst sich das Modell schliellich wieder dem natiirlichen Sys-
tem anndhern. Ein weiterer Vorteil der Modellmembranen ist ihre durch unterschiedliche
Rekonstitutionsmethoden nahezu universelle Zugénglichkeit fiir die Untersuchung mit
physikalischen Methoden.

Hiermit lasst sich als Ziel der vorliegenden Arbeit formulieren, den Wirkmechanismus
des Proteins VapA an Modellmembranen zu untersuchen, um Hinweise auf dessen Funktion
wéahrend der Phagosomenreifung zu sammeln und damit einen Beitrag zu der Frage zu
erbringen, wie es R. equi moglich ist, im Phagosom zu iiberleben.
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Die Modellmembran als biophysikalisches
Instrument

Séamtliche auf der Erde exisitierende Lebewesen werden, einem Vorschlag von Woese
et al. [1990] folgend in die drei Doménen Archaeen, Bakterien und Eukaryoten eingeteilt.
Diese beherbergen nach Schétzungen 13 - 20 Millionen unterschiedlicher Arten, von
denen 1,5 bis 1,7 Millionen bekannt sind [Cracraft, 2002]. Sie alle haben eines gemeinsam:
die Biomembran als Abgrenzung der Zellen gegen die Umgebung, als Abgrenzung von
lebendem Raum gegen toten Raum.

Um die Frage nach der Wechselwirkung zwischen VapA und der Phagosomenmembran
beantworten zu kénnen, werden in diesem Kapitel zundchst die im spéateren Verlauf zum
Verstéindnis notwendigen Eigenschaften von biologischen Membranen und Modellmembra-
nen behandelt.

Abschnitt 2.1 gibt eine kurze Zusammenfassung ausgewahlter thermodynamischer Zu-
sammenhénge, die die Existenz von Lipidmembranen und letztendlich von lebenden
Strukturen beschreiben und erméglichen. Der daraus folgende Prozess der Selbstaggregati-
on von Lipidmolekiilen sowie die Beschreibung einiger Membranlipide werden in Abschnitt
2.2 behandelt. Abschnitt 2.3 gibt einen historischen Abriss der Entwicklung unseres heu-
tigen Membranmodells und nennt die wesentlichen charakterisierenden Eigenschaften
biologischer Membranen, die dann in den folgenden Abschnitten vertieft werden. Zunéchst
werden in Abschnitt 2.4 in die mechanischen Eigenschaften von Membranen eingefiihrt.
Hierbei geht es um den Packungsparameter, Membrankriimmung und den Lateraldruck,
die in enger Verkniipfung mit wesentlichen Funktionen eines Membransystems stehen.
Hierzu gehort auch die Mobilitdt der Membrankomponenten, die den Inhalt von Abschnitt
2.5 bildet. Elektrische Eigenschaften von Membranen wie die Membrankapazitdt und
das Membranpotential werden in Abschnitt 2.6 erldutert. Sie beschreiben die Funktion
der Membran als Barriere zur Aufrechterhaltung von Ionen- und anderen Gradienten.
Die Eigenschaften unterschiedlicher Lipidphasen und das Prinzip von deren Organisation
in Membrandoménen werden in Abschnitt 2.7 behandelt, gefolgt von einer kurzen Zu-
sammenstellung relevanter Aspekte von Membranfusionen in Abschnitt 2.8, welche eine
gesonderte Rolle fiir die Prozesse der Phagozytose und Phagosomenreifung spielen. In
Abschnitt 2.9 wird dann auf die Diversitdt und Komplexitét von biologischen Membranen
eingegangen. Warum rekonstituierte Membranen ein geeignetes System sind, um diese
Komplexitéat verstehen zu lernen, wird schlieilich in Abschnitt 2.10 anhand von Vor-
und Nachteilen erldutert. Dariiber hinaus werden hier die in dieser Arbeit verwendeten
Rekonstitutionssysteme vorgestellt.
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2.1 Die Thermodynamik und das Leben

Die Thermodynamik mit den vier Hauptsatzen bildet eine eigenstandige Theorie zur
Beschreibung von Prozessen in physikalischen Vielteilchensystemen. Sie erschliefit den
Zusammenhang zwischen den ein System beschreibenden Zustandsgréofien und den Pro-
zessgrofen, welche zu Anderungen des Systemzustands fithren. Dabei lassen sich Zustands-
groflen auch als Energieanteile und Prozessgrofien als Energieformen verstehen, sodass
die Bilanzgleichungen der Thermodynamik den Charakter von Energiesétzen erhalten
[Fleischer, 2008]. Dies wird plausibel durch die Interpretation des ersten Hauptsatzes der
Thermodynamik

Uy—U=Q+W (2.1)

als Energieerhaltungssatz fiir abgeschlossene Systeme!. Fiir abgeschlossene Systeme ist
diese Summe als Konsequenz der Unmdglichkeit, Energie zu erzeugen oder zu vernichten,
immer gleich Null [Planck, 1922, S. 39 f.]. Wie Planck treffend bemerkte, existieren in
der Natur allerdings keine komplett abgeschlossenen Systeme. Der zweite Hauptsatz der
Thermodynamik erweitert die Eingrenzung der ein System betreffenden Prozesse um einen
wesentlichen Aspekt, ndmlich die mogliche Richtung dieser Prozesse [Planck, 1922, S.
70]. Rudolf Clausius arbeitete heraus, dass eine ZustandsgroBe - die Entropie - existieren
muss, welche unter Verdnderungen eines Systems entweder konstant bleibt oder ansteigt.
Die Entropie S wird im Allgemeinen als Unordnung eines Systems verstanden. Clausius’
Formulierung des zweiten Hauptsatzes
oQ

ds > T (2.2)
liefert ein Kriterium dafiir, ob ein ablaufender Prozess reversibel oder irreversibel ist,
wobei die Gleichheit ausschlieflich fiir den idealen Grenzfall eines reversiblen Prozesses gilt
[Houlsby und Puzrin, 2000; Planck, 1922, S. 91]. Die Ungleichung wurde schliefilich durch
Einfithrung der dissipierten Arbeit Wy;ss zu folgender Gleichung konkretisiert [Houlsby
und Puzrin, 2000]:

aQ 8I/Vdiss

s = T + T (2.3)
Hier gibt der letzte Term, die definitionsgeméf niemals negative Entropieerzeugung,
den Grad der Irreversibilitidt eines Prozesses an [Fleischer, 2008]. Die Energie eines
Systems wird durch irreversible Prozesse also abgewertet. Ob der im zweiten Hauptsatz
der Thermodynamik enthaltene universelle Anstieg der Entropie als Zeitpfeil verstanden
werden kann und damit die Asymmetrie der Zeit ausmacht, ist sowohl in der Physik als

auch in der Wissenschaftsphilosophie stark umstritten [Schneider, 1994; Uffink, 2001]2.
In seinem Werk iiber die Natur des Lebens wies Schrodinger [1944, S. 25] darauf hin,
dass lebende Systeme auf den ersten Blick den zweiten Hauptsatz der Thermodynamik
verletzten. Sie erzeugten Ordnung nicht nur aus Ordnung, sondern auch aus Unordnung.

'Die Anderung der inneren Energie U eines Systems ist also gleich der Summe aus dem System von
auflen zugefihrter Warme @ und Arbeit W [Planck, 1922, S. 39].

*Es wird sogar diskutiert, ob der zweite Hauptsatz das Wesen der Zeit an sich erkliren kénnte [Uffink,
2001].



2.2 Lipide und der Prozess der Selbstaggregation

Den thermodynamisch begriindeten allméhlichen Gewinn an Entropie verstand er als dem
Leben an sich entgegenwirkend. Lebenserhaltende Funktionen von Organismen erklérte er
durch eine stdndige Aufnahme negativer Entropie aus der Umgebung: , Die Essenz des
Metabolismus ist, dass der Organismus es schafft, sich von all der Entropie zu befreien,
gegen deren Produktion er sich nicht wehren kann, solange er am Leben ist“ [Schrodinger,
1944, S. 26]. Schneider [1994] fithrt aus, dass lebende Systeme Gradienten schaffen, welche
sie fern des thermodynamischen Gleichgewichtszustandes halten. Er bezeichnet die Not-
wendigkeit eines lebenden Systems, den extern anliegenden Gradienten und damit der
Erhéhung ihrer Entropie entgegenzuwirken®, als thermodynamischen Imperativ. Systeme,
welche fern des Gleichgewichtszustands durch Dissipation oder Verwertung von Energie
eine geordnete Struktur aufrechterhalten oder sogar den Grad der Ordnung weiter erhdhen,
werden nach Prigogine und Nicolis [1971] - erstgenannter war ein Schiiler von Schrédinger
- als dissipative Strukturen bezeichnet. Durch die Dissipation wird die Entropie des umge-
benden Systems erhéht, wodurch der zweite Hauptsatz unverletzt bleibt. Diesem Prinzip
wiederum wirken Fluktuationen der umgebenden Bedingungen entgegen. Schlielich inter-
pretiert Schneider [1994] lebende Systeme als dynamische dissipative Strukturen, welche
mit einer in der DNA kodierten Erinnerung ausgestattet sind, sodass die dissipativen
Systeme zeitlich aufrechterhalten werden.

Als Grundeinheiten des Lebens sind Zellen im Sinn des zweiten Hauptsatzes hochgeord-
nete, thermodynamisch offene Systeme. Die beliebteste als Beispiel fiir die Ordnung in
lebenden Systemen angefithrte Untereinheit stellt das Genom mit seinem epigenetischen,
genregulatorischen Netzwerk dar [Macklem und Seely, 2010]. Eine weitere an Bedeutung
nicht zu unterschitzende Unterstruktur der Zellen sind die sie umgebenden und kompar-
timentierenden Membransysteme, welche als dissipative Strukturen verstanden werden
konnen [Blumenthal et al., 1970]. Unabhéngig von der Debatte, ob sich das Cytoplasma
zu Beginn der Evolution lebender Strukturen ausserhalb oder innerhalb (,,Cytoplasma
aussen“ oder ,Cytoplasma innen“ Modell) der Membransysteme gebildet hat, war doch
in jedem Fall sowohl die Existenz von Vesikeln oder Lipidsystemen als auch das Vorlie-
gen von Protein- und Lipid-synthetisierenden Ribosomen im frithen Cytoplasma fiir die
Entwicklung von Protozellen notwendig [Griffiths, 2007].

2.2 Lipide und der Prozess der Selbstaggregation

Lipide kénnen eingeteilt werden in Fettsduren, Glycerolipide, Phosphoglycerolipide, Sphin-
golipide, Steroide, Prenollipide, Saccharolipide und Polyketide [Fahy et al., 2005]. Sie
werden von Prokaryoten und eukaryotischen Zellen in einer kaum iiberschaubaren Hetero-
genitédt synthetisiert. Funktionell sind sie zusténdig fiir Energiespeicherung, Signaltrans-
duktion und molekulare Erkennungsprozesse, aulerdem stellen membranbildende Lipide
die Hauptbestandteile biologischer Membranen dar [van Meer et al., 2008].

Zu den membranbildenden Lipiden werden Glycerolipide, Phosphoglycerolipide und
Sphingolipide gezéhlt?. Diese bestehen aus einer Plattform beziehungsweise Kopfgruppe
und einer oder mehreren Kohlenwasserstoffketten, auch Fettsdureketten genannt. Eine

3 Als bedeutensten Gradienten sieht Schneider [1994] die Temperaturdifferenz zwischen Erde und Sonne:
auf einer groflen Zeitskala bewege sich das System zu einem Temperaturausgleich und damit zu einer
Maximierung der Entropie.

4 Als nicht membranbildende Lipide fungieren zudem einige Steroide in Membranen als Doménenbildner.
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Abbildung 2.1

Darstellung der Strukturen géngiger Mem-
branlipide eukaryotischer Zellen im Ka-
lottenmodell. Ungeséttigtes Phosphatidyl-
cholin (PC) fithrt zu fluiden Membranen,
Phosphatidylethanolamin (PE) erzeugt auf-
grund der kleinen Kopfgruppe negativen
Kriimmungsstress. Sphingomyelin (SM) da-
gegen bildet geordnetere Membransysteme,
wird aber durch Cholesterol (Chol) fluidi-
siert, welches durch seine flache Struktur
eine hohe Affinitat fur die Fettsaureregi-
on von SM hat. Modifiziert nach van Meer
[2005]

Auswahl héufiger Membranlipide in eukaryotischen Zellmembranen wird in Abbildung 2.1
gegeben. Da die Fettsdureregion hydrophob, die Kopfgruppe dagegen hydrophil ist, gehéren
membranbildende Lipide zu den amphiphilen Molekiilen. Thre unpolaren Fettsaureketten
sind urséchlich fiir die schlechte Loslichkeit von Lipiden in polaren Losungsmitteln®.

Die einzigartigen Eigenschaften von Wasser als polares Losungsmittel sind die Folge
eines lockeren Netzwerks aus Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Wassermolekiilen
[Latimer und Rodebush, 1920; Teixeira, 1993]. Durch die Anwesenheit von Lipidmono-
meren wird aufgrund ihres amphiphilen, unpolaren Charakters eine stérkere Ordnung
der benachbarten polaren Wassermolekiile generiert. Diese richten sich an den unpolaren
Molekiilen aus und verlieren einen Teil ihrer Flexibilitiat. Die Zusammenlagerung mehrerer
Lipidmonomere zu Aggregaten fithrt zu einer Verringerung der Grenzfliche zum Medium.
Weil die durch die Aufhebung der Ordnung der Wassermolekiile erzeugte Entropie die fiir
die Erhohung der Ordnung der Lipide aufzuwendende Entropie {iberkompensiert, bilden
Lipide im Einklang mit dem zweiten Hauptsatz der Thermodynamik in wassrigem Medium
Aggregatstrukturen. Die Selbstaggregation aufgrund dieses sogenannten hydrophoben
Effekts ist damit nicht die Folge von anziehenden Kraften zwischen den aggregierenden
Molekiilen, sondern von abstofienden Kréften durch das Losungsmittel [Tanford, 1978] -
auf molekularer Ebene begriindet durch die Wasserstoftbriickenbindungen.

Ein weiterer Aspekt in diesem Zusammenhang ist die freie Energie der Lipidmolekiile.
Durch einerseits abstoflende Kréfte innerhalb der hydrophoben Fettsdureregion, ande-
rerseits anziehende Kréfte zwischen hydrophiler Kopfgruppe und den Wassermolekiilen
nehmen die Lipide durch Selbstaggregation und Abgrenzung der hydrophoben Bereiche
vom wassrigen Medium ein energetisches Minimum ein [Israelachvili et al., 1976]. Es soll
allerdings nicht unerwéhnt bleiben, dass der Anteil des Entropiegewinns durch die Aufhe-
bung der Ordnung der Wassermolekiile zum hydrophoben Effekt umstritten ist. Es gibt
experimentelle Hinweise, dass die hauptséchliche treibende Kraft der Selbstaggregation in
den Wechselwirkungen der amphiphilen Molekiile untereinander zu suchen ist [Evans und
Ninham, 1986]. Letztendlich wird das Resultat eines Aggregationsprozesses immer durch
ein Gleichgewicht zwischen energetisch und entropisch begiinstigtem Zustand gegeben
sein [Israelachvili et al., 1980].

SDas AusmaB der Unléslichkeit von Fettsduren in polaren Losungsmitteln ist abhingig von ihrem
Sattigungsgrad, da gesdttigte Fettsduren im Vergleich zu ungeséttigten iiber eine héhere Kontaktflache
zum Medium verfiigen [Tanford, 1978].



2.3 Entwicklung des Membranmodells

Fiir die Entstehung von Aggregaten muss nach Israelachvili et al. [1976] die kritische
Mizellenbildungskonzentration

CMC = exp <—M1k_1'lfN> (2.4)
B

der Lipidmonomere im Medium iiberschritten werden®. Daher ist es fiir die Bildung stabiler
Aggregate zwingend erforderlich, dass die mittlere freie Energie pro Molekiil uy mit
steigendem N abféllt oder fiir einen Wert von N ein Minimum vorliegt [Israelachvili et al.,
1976]. Gemeinsam mit durch die Form der Lipide vorgegebenen Packungsvorschriften”
bestimmt die Entropie die resultierenden Strukturen der Aggregate. In Abhéngigkeit dieser
Parameter sind sphérische und zylindrische Mizellen, planare und flexible Doppelschichten
- letztere fithren zu Vesikeln - sowie invertierte Mizellenstrukturen moglich. Sind mehrere
Lipidspezies an den Aggregaten beteiligt, so spielt auch die Mischungsentropie der Lipide
eine Rolle [Israelachvili et al., 1980].

2.3 Entwicklung des Membranmodells

Dass Lebewesen aus kleinen, gegeneinander abgegrenzten Einheiten bestehen, die seither
Zellen genannt werden, ist schon seit Mitte des siebzehnten Jahrhunderts bekannt. Bis
Overton [1896] aus seinen Untersuchungen zum Eintritt von Narkosemitteln in Zellen
schloss, dass die Zellmembran aus Lipiden bestehen konnte, dauerte es knapp 250 Jahre®.

Von diesem Zeitpunkt an wurde die Modellvorstellung der Zellmembran weiterentwickelt
und verfeinert. Gorter und Grendel fanden 1925 heraus, dass die Zellmembran genau zwei
Lipidmolekiile dick sein musste, also eine Doppelschicht beziehungsweise ein Bilayer vorlag
[Gorter und Grendel, 1925]. Sie hatten die Lipide von Erythrozyten extrahiert und deren
Flache mit der der intakten Erythrozyten verglichen. Anhand dieser Erkenntnis nahmen
sie an, dass die polaren Kopfgruppen der Lipide in dieser Doppelschicht jeweils nach innen
und nach aussen gerichtet waren - und stellten einen Zusammenhang zur Doppelschicht
von Seifenblasen her.

Zehn Jahre spater wurden Proteine in das Bild der Membran integriert. Danielli und
Davson [1935] schlugen fiir den Aufbau von Membranen das sogenannte Sandwich-Modell
vor, welches jeweils eine die Kopfgruppen der Lipide bedeckende Proteinschicht vorsah. Die
elektrische Abgrenzung des Zellinneren wurde mit der Permeabilitat fiir bestimmte Sub-
stanzen zur Semipermeabilitdt zusammengefasst. Die Bilayerstruktur wurde bald darauf
durch elektronenmikroskopische Bilder verifiziert. Die beiden dunklen Linien, welche auf
diesen Bildern die Zelle und ebenso Zellkompartimente umschlossen, fithrten Robertson
[1958] zur Formulierung des Einheitsmembran-Modells, welches von einer Phospholipid-
Doppelschicht und an diese angelagerten Proteinschichten ausging [Robertson, 1958, 1981].

5Dabei ist un die mittlere freie Energie eines Lipidmolekiils in einem aus N Molekiilen bestehenden
Aggregats.

"Relevante Faktoren sind unter anderem die Anzahl und der Sattigungsgrad der Fettsdureketten sowie
die Grofe der Kopfgruppen (siehe Abschnitt 2.4).

8Die aus den Ergebnissen von Overton [1896] und Meyer [1901] abgeleitete Meyer-Overton-Regel zur von
der Loslichkeit in Lipiden abhangigen Aufnahme von Narkosemitteln wurde fiir rund 100 Jahre als
giltig angenommen, es stellte sich aber heraus, dass die Wechselwirkung mit Proteinen die mafigebliche
Wirkungsvariable darstellt [Bovill, 2000].



Kapitel 2 Die Modellmembran als biophysikalisches Instrument

Der Vorschlag, dass sémtliche Membranen einer Zelle sich prinzipiell miteinander verbin-
den koénnten und somit das Zellinnere an einigen Stellen direkt mit dem Zelldusseren in
Verbindung stehen kénnte, stellt aus heutiger Sicht eine Uberbewertung der Uniformi-
tat dar. Der prozentuale Anteil von Proteinen variiert je nach Membranfunktionalitét
zwischen 75% fiir die Membran von Mitochondrien [Garab et al., 2000] und 30% fiir die
Myelinmembranen an Nervenzellen [Saher et al., 2005].

Als Meilenstein gilt das noch heute mit einigen Erweiterungen akzeptierte Fluid-Mosaik-
Modell, das Singer und Nicholson 1972 entwickelten. Sie gingen vom Einheitsmembran-
modell fiir funktionelle Membranen aus und unterstellten eine fluide Mosaizitéat aus der
Phospholipid-Doppelschicht und amphiphilen Proteinen, welche sie in periphere und
integrale Proteine einteilten. Die Fluiditat der Membran verglichen sie mit einer zweidi-
mensionalen, orientierten und viskosen Loésung von in die Phospholipid-Doppelschicht als
Losungsmittel eingebetteten Membranproteinen [Singer und Nicolson, 1972]. Abbildung
2.2A zeigt die schematische Darstellung des Fluid-Mosaik-Modells. Die Konsequenz einer
Rotations- und einer lateralen Freiheit der zuféllig verteilten Membrankomponenten muss,
wie wir sehen werden, nach heutigem Kenntnisstand korrigiert werden [Vereb et al., 2003].

1984 stellten Mouritsen und Bloom das Mattress-Modell (Matratzen-Modell) fiir Mem-
branen vor, durch welches im Wesentlichen die rdumliche Modulierung der Bilayerdicke
in der Umgebung integraler Membranproteine ergénzt wurde - ein Umstand, den schon
Singer und Nicolson [1972] angedeutet hatten. Konkret stellten sie einen Zusammenhang
zwischen den axialen Dimensionen der hydrophoben Bereiche von Lipidbilayer und integra-
len Proteinen her. Eine Ungleichheit dieser Groflen fithre zu einer hydrophoben Diskrepanz,
welche durch elastische Verformung der Membran in axialer Richtung ausgeglichen werde.
Die in dieser Modulierung der Bilayerdicke gespeicherte Energie beeinflusse die elastischen
Eigenschaften von Proteinen und Lipiden [Mouritsen und Bloom, 1984]. Die mechanischen
Eigenschaften von Membranen werden in Abschnitt 2.4 gesondert behandelt.

In den Folgejahren sammelten sich Hinweise auf ein laterale Heterogenitat [Jacobson
et al., 1995], beispielsweise aufgrund von Beobachtungen von Sphingolipid-Mikrodoménen,
welchen eine Verbindung mit dem Proteintransport zugeschrieben wurde. Diese Beobach-
tungen griffen Simons und Ikonen [1997] auf und erweiterten das Prinzip der Mikrodoménen
um Cholesterol als ordnenden Faktor. Die Zusammenlagerung mehrerer Sphingolipidmo-
lekiile wird dabei durch Cholesterol stabilisiert, welches durch die breiten Kopfgruppen
der Sphingolipide eine hohe Affinitét fiir deren hydrophobe Bereiche aufweist. Diese in
der fluiden Matrix aus ungesittigten Phosphoglycerolipiden treibenden, geordneteren
Doménen nannten sie Lipid Rafts (Lipidfl68e), da sie offensichtlich eine Rolle bei der
Membranmigration spielten [Simons und Ikonen, 1997]. Auch die Bedeutsamkeit dieser
Doménen fiir die intra- und extrazellulire Signalweiterleitung durch Kolokalisation von
relevanten Proteinen erkannten die beiden Wissenschaftler. In Abschnitt 2.7 werden die
Eigenschaften von Lipiddoménen weiter vertieft.

Seit der Entdeckung der Lipid Rafts vor fast 20 Jahren wurden etliche Merkmale dieser
spezifischen Lipiddoménen untersucht und das Bild der biologischen Membran weiter
erginzt, wobei viele Aspekte der Mikrodoménen nach wie vor umstritten sind [Eeman
und Deleu, 2010]. Die wesentliche Eigenschaft der Lipid Rafts, die laterale Mobilitiat von
Lipiden und Proteinen einzugrenzen, hat grofien Einfluss auf die heutige Sichtweise von
Biomembranen genommen, nach der die Eigenschaft der Mosaizitdt vor die Fluiditét
gestellt wird. Sowohl Gruppen spezifischer Lipide als auch Proteine bilden demnach
molekulare und gréfere Cluster, welche sich wechselseitig in ihrer Verteilung und Mobilitat
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Abbildung 2.2

Modelle fiir den Aufbau biologischer Mem-
branen. (A) Fluid-Mosaik-Modell nach Sin-
ger und Nicolson. Die Membran wird als
Mosaikstruktur aus Lipidbilayermatrix und
darin eingebetteten integralen und periphe-
ren Membranproteinen angenommen, wo-
bei Eigenschaften einer viskosen Fliissigkeit
unterstellt werden. Aus: [Singer und Nicol-
son, 1972] (B) Modernes Membranmodell
(erstellt von H. Seeger durch Monte-Carlo
Simulation), welches wesentliche Membra-
neigenschaften nach heutigem Kenntnis-
stand enthélt. Der Lipidbilayer bildet Do-
ménen auf kleiner und grofler Skala aus,
die von ebenfalls unterschiedlich ausgedehn-
ten Proteinclustern unterbrochen werden.
Schon bei dem durch die Simulation einge-
schrinkten Grad an Heterogenitét erhélt
man einen Eindruck der Komplexitat und
Variabilitat natiirlicher Membranen. Aus
Eeman und Deleu [2010]. Mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Dr. Thomas Heim-
burg, NBI Kopenhagen.

© Seeger/Heimburg (NBI)

beeinflussen konnen und funktionelle Aufgaben erfiillen [Vereb et al., 2003; Nicolson,
2014]. Die Fluiditat wird nach Vereb et al. [2003] als Toleranz der Membranstruktur
interpretiert, sich durch dynamische Restrukturierung stdndig den Bediirfnissen der
Zelle anpassen zu kénnen. Der freien Diffusion nach Singer und Nicolson [1972] werden
damit Einschrénkungen der Doménen- und intermolekularen Wechselwirkungen auferlegt,
innerhalb derer sie jedoch bis auf Weiteres ihre Giiltigkeit behélt. In Abbildung 2.2B wird
ein aus Monte-Carlo Simulation generiertes Membranmodell prasentiert, welches nach
aktuellem Kenntnisstand einige der hier umrissenen Eigenschaften veranschaulicht.

2.4 Struktur und mechanische Eigenschaften von Membranen

Eigenschaften funktioneller Membranen wie Organisation und Kriimmung werden nicht
etwa im Genom festgelegt, sondern sind direkte Konsequenzen der Lipidstruktur und
der kollektiven Selbstaggregation [Mouritsen, 2011a]. Die aus der Selbstaggregation resul-
tierende Aggregatstruktur hingt mafigeblich von der Geometrie der Lipidmolekiile, der
Entropie und der freien Energie ab, welche im Packungsparameter

Vrs

p=_ s
Ak - lrs

(2.5)
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VFS/ AKG IFS

A

Invertierte Abbildung 2.3
Mizellen P>1 Strukturen von Lipidaggregaten in wéssri-
gem Medium in Abhéngigkeit des Struktur-
Invertiert faktors P. Fir P = 1 liegen die Lipide in
hexagonale zylindrischer Form vor und bilden spontan
Phase H, lamellare Membranstrukturen aus. Ist die
Kopfgruppe im Verhéltnis zur Fettsdurere-
gion schmaler, so ergeben sich mit anstei-
Kubische gendem Wert von P Strukturen mit steigen-
Phase der negativer Kriimmung bis zu invertier-
ten Mizellen. Normale Mizellen entstehen
aus Lipiden mit breiter Kopfgruppe und
Lamellare & schmaler Fettsdureregion. Eine biologische
Bilayer P=1 t{q Membran kann sich durch die Vielfalt von
= Lipiden mit unterschiedlichen Packungspa-
rametern nahe einem Phaseniibergang be-
finden. Durch bestimmte Triggermechanis-
men kann dieser als lokaler Ubergang zu
Hexagonale einer neuen Struktur eintreten - alle abge-
Phase H, bildeten Strukturen haben biologische Re-
levanz. Modifiziert nach Mouritsen [2011a)].
Mizellen P<1/3 v

zusammengefasst werden [Kumar, 1991])°. Einerseits gibt P also an, wie gut sich ein Lipid
in ein bestehendes Aggregat integrieren kann, andererseits ist der Packungsparameter
iiber

P=1+ky lps+ 3

(2.6)
direkt mit den Kriimmungen der sich bildenden Aggregatstruktur verkniipft [Antonietti
und Forster, 2003]. Dabei ist die intrinsische Kriitmmung kg spezifisch fiir die einzelnen
Lipidspezies und verhélt sich in Lipidmischungen additiv [Marsh, 1996a]. Sie gibt an, in
welchem Maf sich eine Lipidmischung ohne weitere duflere Einschriankungen kriimmen
wiirde. Die Gaufische Kriimmung kg ist ein Maf fiir die tatséchliche Kriimmung und ist
gegeben durch das Produkt der beiden Hauptkriimmungen beziehungsweise durch das
inverse Produkt der entsprechenden Radii'C.

Wie aus Abbildung 2.3 ersichtlich ist, entspricht der Packungsparameter P = 1 einer
zylindrischen Lipidform, welche ebene, lamellare Membranstrukturen ergibt. Abweichungen

9Das Volumen Vrs der Fettsiaurekettenregion wird hier mit dem Produkt aus Kopfgruppenfliche Ax g
(lateral) und kritischer Fettsaurekettenldnge {rs (axial) in Beziehung gesetzt [Kumar, 1991].

0Dje Hauptkritmmungsradii sind auf senkrecht zueinander stehenden Ebenen definiert, welche so im
Raum orientiert sind, dass die Radii den maximal und minimal md&glichen Wert annehmen.

10
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von der Zylinderform fithren zu Aggregatsformen mit einer Kriimmung ungleich 0 [Marsh,
1996a]. Dabei weisen invertierte Mizellen eine negative, normale Mizellen eine positive
Kriimmung auf. Stimmt die tatséchliche Kriimmung nicht mit der intrinsischen Kriitmmung
iiberein, so resultiert ein Krimmungsstress, der die Tendenz einer Lipidstruktur angibt,
einen Phasentibergang zu einer anderen Struktur zu vollziehen [Gruner, 1985].

Die Biegesteifigkeit xp, auch elastisches Kriitmmungsmodul genannt, gibt die Fahigkeit
einer Membran an, sich unter geringem Stress zu kriimmen [Marsh, 2007]. Sie ist also ein
Ma$ fiir die Energie, welche zur Verformung eines Bilayers benétigt wird [Helfrich und
Servuss, 1984] und ist iiber

Kk

Ej
direkt mit der Kriimmungsenergie Ej verbunden, wobei Rj den Kriimmungsradius be-
zeichnet. Nach Marsh [2007] ist die Biegesteifigkeit als erstes (intrinsische Krimmung)
beziehungsweise zweites (gaufische Kriimmung) Moment in dem in eine Taylorreihe entwi-
ckelbaren Lateraldruckprofil (siehe unten) enthalten. Entspricht die gauBsche Kriimmung
der intrinsischen Kriimmung, so liegt fiir die Kriimmungsenergie ein Minimum vor. Einen
starken Einfluss auf die Krimmungsfahigkeit einer Membran hat deren Lipidzusammen-
setzung [Gruner, 1985], gegeben durch unterschiedliche Packungsparameter. Beispielsweise
fithrt die Asymmetrie natiirlicher Membranen zu einer intrinsischen Kriimmung der Mem-
bran und somit zu einer Rigidisierung [Elani et al., 2015]. Da die Lipidzusammensetzung
natiirlicher Membranen sehr heterogen ist [van Meer et al., 2008] und die wenigsten der
beteiligten Lipide einen Packungsparameter von 1 haben, weist jede Zell- oder Orga-
nellenmembran einen gewissen Kriimmungsstress auf. Diesen kann die Zelle durch eine
Reihe von Prozessen modulieren, um starke Kriimmungsfelder zu erzeugen, die zum Teil
zu nicht lamellaren Strukturen fithren. Hierzu gehéren beispielsweise die Anderung der
Molekularstruktur bestimmter Lipide durch enzymatische Abspaltung von Fettsdureketten
[Mouritsen, 2011a]. Biologische Relevanz besitzen diese Prozesse unter anderem bei der
Einleitung von Fusionsprozessen oder der Vesikelabschniirung [McMahon und Gallop,
2005].

Eng mit der Membrankriimmung in Beziehung steht der in der Membranebene definierte
Lateraldruck

AA
Im= Kd—y (2.8)
oder laterale Membranspannung'!. Analog zur Biegesteifigkeit charakterisiert das elastische
Dehnungsmodul x4 die Energie, welche zur Verformung der Membran notwendig ist [Diz-
Munoz et al., 2013], die Richtung der Verformung liegt jedoch hier in der Ebene der
Membranoberflache.

Gleichen sich die axial {iber die Membran integrierten Beitrdge zum Nettolateraldruck
zwar aus, so erreichen die Einzelbeitrage doch erstaunlich hohe Werte. Das sogenannte
Lateraldruckprofil TI(z)dz, welches in Abbildung 2.4 schematisch dargestellt ist, setzt sich
zusammen aus einem negativen Druck an der Grenzfliche zwischen hydrophilem und

hydrophobem Bereich, einem positiven Kettendruck durch die entropische Abstoflung der

1,4 ist das elastische Dehnungsmodul mit der Einheit Energie pro Einheitsfliche. Der Lateraldruck IT

wird als Kraft pro Strecke beziehungsweise Energie pro Fliache angegeben und entspricht der einer
Oberflichenspannung.

11
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Fettsdureketten sowie einem schwach positiven Beitrag der Kopfgruppenregion [Cantor,
1997].

Die elastischen Membraneigenschaften werden selbstverstdndlich nicht ausschliellich
von den Lipiden bestimmt, sondern auch maf3geblich von den integralen und peripheren
Membranproteinen [Israelachvili et al., 1980]. Umgekehrt kann sowohl der Einbau von
Proteinen [Marsh, 2008] als auch ihre Konformation [Cantor, 1997] und Aktivitat [Perozo
et al., 2002] durch Druckprofil, Kriitmmung und Lipidkomposition beeinflusst werden.
Desweiteren spielt die Verknipfung mit dem Cytoskelett eine wichtige Rolle fiir den
Lateraldruck [Diz-Mufioz et al., 2013], fiir Mobilitéit, Kriimmung und globale Struktur
[Doherty und McMahon, 2008] von biologischen Membranen. Als in eukaryotischen Mem-
branen essentielles, Doménen bildendes Lipid tragt auch Cholesterol wesentlich zu den
Membraneigenschaften bei. Durch die Anwesenheit von Cholesterol werden Lateraldruck,
Dehnungsmodul und Rigiditét deutlich herabgesetzt [Hissa et al., 2013] und die Kopplung
an das Cytoskelett reduziert [Sun et al., 2007].

Abschlieflend ist festzustellen, dass ein enger Zusammenhang zwischen den elastischen
Membraneigenschaften und essentiellen Zellfunktionen besteht [Pontes et al., 2013; Diz-
Muiloz et al., 2013].

Abbildung 2.4
Lateraldruck-Beitrage einer Doppelschicht-
membran (links) und zugehoriges Lateral-
druckprofil (rechts) in Abhéngigkeit von
der axialen Membranposition. Die repul-
siven Krafte zwischen den Kopfgruppen
und zwischen den Fettsaureketten erzeugen
negative Beitrdge zum Druckprofil. Diese
werden durch den starken positiven Druck
zwischen hydrophobem und hydrophilem
Bereich so kompensiert, dass die Fliche un-
0 ter der Lateraldruckprofil-Kurve Null wird.
I1(z) "= Modifiziert nach Mouritsen [2011b].

2.5 Mobilitdat von Membrankomponenten

Zu den Transportprozessen, welche an einer Membran ablaufen, zdhlen neben dem Trans-
port von membranfremden Molekiilen, Ionen und Protonen durch die Membran, also in
axialer Richtung, auch laterale Prozesse. Diese beziehen sich auf membraneigene Molekiile
und definieren die fluiden Eigenschaften von Biomembranen. Es geht um die laterale und
die Rotationsmobilitdt von Membranlipiden und -proteinen sowie um Austausch- oder
Flip-Flop Prozesse.

Dem Vorschlag des Fluid-Mosaik-Modells durch Singer und Nicolson [1972] ging die Be-
obachtung voraus, dass zwar der Flip-Flop Mechanismus von Lipiden in Modellmembranen
sehr langsam vonstatten geht, die laterale Mobilitdt der Lipide dagegen unerwartet hoch
ist [Kornberg und McConnell, 1971]*2. Abhingig von der Lipidstruktur, dem Hydrations-

Tnteressanterweise spekulierten bereits Kornberg und McConnell [1971] iiber die mbgliche Einschrankung
der Mobilitat durch ,laterale Diffusionsbarrieren®, was der Entdeckung der Lipid Rafts vorgriff.
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grad!?, der vorliegenden Lipidphase (sieche Abschnitt 2.7), Temperatur, Cholesterolanteil
und Proteinwechselwirkungen [Tocanne et al., 1994] liegt der laterale Diffusionskoeffizient
fiir Lipide in der Gréfenordnung von 10710 cm? /s bis 1077 cm?/s [Vaz et al., 1984; Edi-
din, 1974; Eeman und Deleu, 2010]. Vor allem da Proteine grofier als die Molekiile der
Matrix sind, in welcher sie gelost sind, ist ihre Diffusionsgeschwindigkeit etwa einhundert
mal geringer als die der Lipide [Vaz et al., 1984; Eeman und Deleu, 2010]. Ein weiterer
Faktor ist die mogliche hydrophobe Diskrepanz zwischen Proteinen und dem Lipidlayer.
Insgesamt fiihrt dies zu Diffusionskoeffizienten zwischen 1079 cm? /s und 1078 cm? /s fiir
unterschiedliche Membranproteine [Cherry, 1979].

Fiir die Rotation von Lipiden werden zwei Rotationsformen unterschieden: die axiale
Rotation um die Lipidachse und, durch die Verkippung (Tilt) der Lipide in der Membran,
die schwankende Rotation um die Senkrechte zur Lipidachse (Wobbel-Rotation) - analog
zur Prizession eines Kreisels. Es werden Werte von 107 s~ fiir die axiale Rotationsfrequenz
von Membranlipiden angenommen und 108 s~! fiir die Wobbel-Rotation [Klauda et al.,
2008].

Flip-Flop Prozesse, durch welche Lipidmolekiile von einem Lipidlayer in den anderen
wechseln, stellen die transversale Mobilitdt in Membranen dar. Mit 10715 s~1 ist die
Austauschrate fiir Membranlipide bei weitem der langsamste der hier beschriebenen Mobi-
litdtsprozesse und entspricht Lebensdauern in der Groflenordnung von Tagen [Contreras
et al., 2010]. Zu der langsamen Austauschrate fithren einerseits die Energiebarriere, welche
die Kopfgruppen der Lipide iiberwinden miissen, um den hydrophoben Bereich der Mem-
bran zu durchqueren. Eine weitere Barriere bildet der Lateraldruck des gegeniiberliegenden
Layers, der durch das zusétzliche Molekiil erh6ht werden muss [Devaux et al., 2008]. Fiir
Steroide, insbesondere Cholesterol, sind die Zeitkonstanten fiir transversale Diffusion in
der Membran aufgrund ihrer sehr kleinen Kopfgruppe wesentlich geringer [Miiller und
Herrmann, 2002]. Es stellt sich die Frage, wie die auf der inneren Seite von Zellmembra-
nen synthetisierten Lipide auf die extrazelluldre Seite gelangen und wie die Asymmetrie
funktioneller biologischer Membranen gebildet und aufrechterhalten werden kann. Neben
dem spontanen Flip-Flop Prozess existieren Translokationsenzyme, die Phospholipide
aktiv durch die Membran bewegen kénnen. Flippasen bringen unter Hydrolyse von Ade-
nosintriphosphat (ATP) Lipide von der extrazelluldren Seite auf die intrazellulare Seite,
Floppasen in die entgegengesetzte Richtung [Devaux et al., 2008]. Fiir die Umverteilung
der synthetisierten Lipide sind Scramblasen zusténdig, welche unabhéngig von ATP Lipide
in beide Richtungen transportieren [Pomorski und Menon, 2006] und somit auch die
Asymmetrie der Membran aufrechterhalten [Stout et al., 1996].

2.6 Elektrische Eigenschaften von Membranen

In ihrer Funktion als abgrenzende Schicht zwischen zwei Medien unterschiedlicher Zusam-
mensetzung, insbesondere die Ionenkonzentrationen betreffend, und mit Molekiilen von
unterschiedlichem Ladungszustand in Wechselwirkung tretend, spielt die natiirliche Mem-
bran eine entscheidende Rolle fiir die elektrostatischen und elektrodynamischen Prozesse
in und um lebenden Zellen. Selbstverstdndlich kann man daher Membranen elektrische
Eigenschaften zuordnen und diese an natiirlichen Membranen messen beziehungsweise die

13Lipidmembranen sind generell von einer zwei Wassermolekiile dicken Hydratschicht umgeben, die sich
durch eine starke Wasserstoffbriickenvernetzung auszeichnet[Tocanne und Teissié, 1990].
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A extrazellular
Abbildung 2.5

Schema der elektrostatischen Umsténde (A)
und Ionendichteprofil p.(z) (B) an einer
biologischen Membran. (A) Die Lipidmo-
lekiile sind teilweise negativ, Membranpro-
teine verschieden geladen. Die Ladungen
von Proteinen und Zuckerketten reichen be-
sonders weit in den extrazelluldren Bereich.
Die als kleine Kreise dargestellten Ionen
der Medien sind mit dem Vorzeichen ihrer
Ladung versehen, gebundene Wassermole-
kiile sind als V' abgebildet. (B) Durch die
negativ geladenen Membranlipide werden
. die positiven Ionen (durchgezogene Linien)
an der Oberfliche der Membran aufkon-

© %5 o2 Kj{;}f %%, % ° ° @9 o zentriert, die negativen Ionen (gestrichelte

B ° o ° o o %@g %o © o ° e Linien) werden aus membrannahen Berei-
chen verdrangt. Dies ist die Ursache des

Gouy-Chapman-Potentials. Zum Medium
hin nahert sich die Ionenverteilung, die in
der oberen Hélfte skizziert ist, an die des
Mediums an. Modifiziert nach Cevc [1990].

intrazellular ©

pel,i<z)

-
—— -

natiirliche Situation im Labor nachstellen. Abbildung 2.5A gibt einen Eindruck von der
elektrostatischen Situation an einer Zellmembran.

Durch den hydrophoben Fettsdurebereich ist der Durchgang fiir hydratisierte Ionen
mit einem betrichtlichen Energieaufwand verbunden. Daher ist eine Membran ein sehr
guter Isolator und im hydrophoben Bereich die Ionenkonzentration verschwindend gering
[Lauger, 1970]. Fiir Muskelzellen wurden beispielsweise von Tomita [1966] Membranwi-
derstandsdichten von maximal 10* Qcm? gefunden, fiir Modellmembranen ergeben sich
dagegen bis zu 10° Qcm? [Liauger, 1970]!. Die Diskrepanz zwischen Modell- und Zellmem-
bran ldsst sich unter anderem auf die Anwesenheit von Membranproteinen zuriickfiihren,
von welchen zudem einige fiir den transmembranen Ladungstransport verantwortlich sind.

Als ladungstrennender Isolator hat eine Membran, insbesondere der hydrophobe Bereich,
die Eigenschaft eines Dielektrikums und verfiigt daher neben dem Widerstand auflerdem
iiber eine Kapazitét. Fettiplace et al. [1971] fanden im Vergleich heraus, dass die spezifische
Kapazitit von Zellmembranen ungefihr 1 uF/cm? betrug, fiir Modellmembranen dagegen
nur rund 0,5 uF /cm?. Nach

e - A
Oy = D MM (2.9)
dy

ist die Membrankapazitiat Cys neben Membranfliche Ay und Membrandicke dj; abhéngig
von der relativen Permittivitdt ep; der Membran, wobei aufgrund dessen mafigebender

14Djes entpricht umgerechnet etwa einem spezifischen Widerstand R, von 10*°Qcm fiir natiirliche Membra-
nen und 10*® Qcm fiir Modellmembranen. Als Widerstandsdichte wird hier der Quotient aus Spannung
und Stromdichte bezeichnet.
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s ® ¢ $ Elektrisches Ersatzschaltbild einer Mem-
v v » =0 bran zwischen zwei wassrigen Medien, mit
v dem sich die elektrischen Membraneigen-
schaften vereinfachend zusammenfassen las-
p— sen. Der sehr hohe Membranwiderstand

Ry ist parallel geschaltet mit der Mem-
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molekiile dienen lediglich zur Reprasentati-
on des wassrigen Mediums.
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Rolle die Geometrie des Kondensators auf den hydrophoben Bereich der Fettsdureket-
ten beschrinkt werden kann'®. Dariiber hinaus liegt auch eine Abhingigkeit von der
anliegenden Spannung beziehungsweise dem Membranpotential vor [Adrian und Almers,
1976]. Diese ist quadratisch und wird hauptséichlich auf Elektrokompression zuriickgefiihrt
[Alvarez und Latorre, 1978].

Wir haben gesehen, dass eine Membran sowohl iiber einen sehr hohen elektrischen
Widerstand als auch iiber eine Kapazitdt verfiigt. Fiir viele Anwendungen ist es daher
zweckméflig, die elektrischen Membraneigenschaften in einem Ersatzschaltbild vereinfa-
chend zusammenzufassen, wie in Abbildung 2.6 dargestellt. Im Wesentlichen wird dafiir
eine Parallelschaltung aus Widerstand und Kondensator angenommen - ergidnzt durch
einen damit in Reihe geschalteten Lastwiderstand, welcher durch Medium und gegebe-
nenfalls Messsystem verursacht wird und in den meisten Féllen vernachléssigbar klein ist
[Hamill et al., 1981; Tomita, 1966].

Im Inneren einer Zelle liegen, wie eingangs erwiahnt, andere Ionenkonzentrationen vor
als im extrazelluldren Medium. Natrium ist im Cytosol in einer Konzentration von 9 mM
vorhanden, extrazelluldr betrigt die Konzentration dagegen 120 mM, &hnlich wie fiir Chlor.
Kalium ist innerhalb der Zelle mit etwa 140 mM wesentlich hoher konzentriert als aulerhalb
mit 2,5 mM. Da sich die Ladungen von Natrium- und Chlorionen praktisch kompensieren,
entspricht das von auflen an der Zellmembran anliegende Transmembranpotential mit
ungefdhr —70 mV recht gut dem Gleichgewichtspotential von Kalium [Cevc, 1990].

Dass das Potential innerhalb der Membran nicht in einer linearen Verbindung des
Transmembranpotentials besteht, erschlieft sich durch die amphiphile chemische Struktur
der Lipidmolekiile und die Asymmetrie natirlicher Membranen. Tatsichlich setzt sich

15Fiir epr werden in der Literatur Werte zwischen 2 und 2,5 angegeben, die Dicke der Fettsaureregion
variiert zwischen 3 und 5 nm [Fettiplace et al., 1971; Cevc, 1990].
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Gouy-Chapman-
Potential

X

Gesamtpotential

Medium Membran Medium
Dipol-Potential

Medium Membran

Born-Potential b

Abbildung 2.7

Das innere Membranpotential setzt sich aus drei Anteilen zusammen. (1) Das (vom Betrag) zur
Membranoberfliche stark ansteigende Gouy-Chapman-Potential resultiert aus der Ladungstré-
gerakkumulation an der Grenzflache zwischen geladenen Kopfgruppen und Medium. (2) Durch
ausgerichtete Dipole von Wassermolekiilen und Membranlipiden entsteht das Dipol-Potential
als Potentialsprung an der Membranoberfliche. (3) Die stark unterschiedlichen relativen Per-
mittivitdten von wissrigem Medium und Membraninnerem fithren zu einer Verdnderung des
Hydratisierungsgrades von geladenen Teilchen und werden durch das Born-Potential beschrieben.
Dieses steigt erst innerhalb der Membran an und verschiebt entsprechend die Ecken des Gesamtpo-
tentialverlaufs nach innen. Die innere Potentialdifferenz A® spiegelt die Asymmetrie der Membran
wieder. Modifiziert nach Schoch et al. [1979].

das innere Membranpotential nach Schoch et al. [1979] aus drei Anteilen zusammen, wie
Abbildung 2.7 zu entnehmen ist. Ein geladenes Teilchen, welches die Membran durchquert,
wird also dieses Potential passieren miissen, was zu Teilen auch fiir den Einbau und die
Funktion von Proteinen gilt [Peterson et al., 2002].

Das Gouy-Chapman-Potential &g entsteht aufgrund der teilweise geladenen Kopf-
gruppen der Membranlipide [Ceve, 1990]. Die freien Ionen des Mediums bilden an der
Membranoberfliche eine nach auflen abklingende Gegenionenkonzentration, welche zu-
sammen mit den membrangebundenen Ionen eine Doppelschicht bilden'® [Schoch et al.,
1979]. Das Zustandekommen des Gouy-Chapman-Potentials ist in Abbildung 2.5B am
Tonendichteprofil an einer Membran illustriert.

Die an der Membranoberfliche ausgerichteten Wassermolekiile und die ausgerichteten
Carbonylgruppen der Lipide fithren zu einem Potentialsprung an der Membranoberfliche,
dem Dipol-Potential ®p [Simon und McIntosh, 1989; Zheng und Vanderkooi, 1992], welches

16Dje sich auf unterschiedlichem Niveau befindenden Ionenkonzentrationen der beiden Medien sind die
Ursache des Transmembranpotentials.
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indirekt auch von der Packungsdichte der Lipide abhéngt [Peterson et al., 2002].

Der dritte Beitrag zum Membranpotential ist nur dann relevant, wenn tatsachlich
ein geladenes Teilchen die Membran durchquert. Nach Born [1920] sind Ionen in einem
dielektrischen Medium hydratisiert. Fiir den Ubergang in ein zweites Medium mit unter-
schiedlicher Dielektrizitétskonstante muss fiir die Anderung des Hydratisierungsgrads die
Born-Energie (Eigenenergie) aufgebracht werden [Flewelling und Hubbell, 1986], was das
sogenannte Born-Potential ® 5 begriindet!”.

Wie in Abbildung 2.7 dargestellt, ergibt sich aus der Uberlagerung von Guy-Chapman-
Potential, Dipol-Potential und Born-Potential ein trapezférmiger Verlauf des inneren
Gesamtmembranpotentials ®. Die Trapezform beriicksichtigt die Asymmetrie der einzelnen
Potentiale und hat somit an den beiden Seiten der Membran unterschiedliche Maximalwerte,
zwischen denen der Potentialverlauf als linear angenommen wird. Da das Born-Potential
durch die Wechselwirkung des Ions mit den Oberflichenladungen vom Membraninneren
zu den Seiten hin stark abféllt, sind diese Punkte um den Bruchteil 1 beziehungsweise 79
der Membrandicke zum Inneren der Membran verschoben [Schoch et al., 1979]. Die der
Asymmetrie geschuldete innere Potentialdifferenz A® ist damit durch den Zusammenhang

A = Adp (7“1, 7“2) + (7‘2 — 7"1) (A@GC + A(I)D) (2.10)

gegeben [Schoch et al., 1979]. Sie bezieht sich auf die Situation ohne extern anliegendes
Potential. Wird das Potential nicht auf den Membrandurchgang eines geladenen Teil-
chens bezogen, so reduziert sich die Gleichung um den Beitrag des Born-Potentials zum
intrinsischen Membranpotential ¥ mit

AV = Adge + Adp. (2.11)

Die intrinsische Membranpotentialdifferenz AW ldsst sich durch Kompensation mit einer
externen Spannung (Inner Field Compensation) bestimmen [Hagge et al., 2004].
Funktionelle Membranen verfiigen also neben den mechanischen Eigenschaften wie dem
Lateraldruck (siche Abschnitt 2.4) auch iiber elektrische Eigenschaften, welche ihre Funk-
tion als Barriere zwischen innerem und duflerem Medium bestimmen. Der Durchgang von
ungeladenen Molekiilen und Ionen, welcher zum Erhalt der lebensnotwendigen Funktionen
einer Zelle notwendig ist, wird iiber die Membran kontrolliert, die daher als semipermeabel
bezeichnet wird. Schon ausschliefllich aus Lipiden aufgebaute Modellmembranen sind fiir
Wassermolekiile und kleine, ungeladene Molekiile in begrenztem Mafle durchléssig - und
noch eingeschrinkter fiir Ionen und Protonen'®. Man spricht hier von einfacher Diffusion.
Diese wird auf transiente Defekte zuriickgefiihrt, welche es den Molekiilen erlauben, in den
Kopfgruppenbereich der Lipide zu gelangen. Von dort diffundieren sie dann gegebenenfalls
durch den hydrophoben Bereich [Deamer und Bramhall, 1986; De Gier, 1992].
Biologische Membranen, welche eine heterogene Vielfalt an Proteinen enthalten, lassen
verschiedene Molekiile durch aktive und passive Transportmechanismen passieren, die

"Die relative Permittivitiat von Wasser betragt ey &~ 80. Der hydrophobe Bereich einer Membran ist mit
em ~ 2 in Borns Sinn [1920] als nicht dielektrisch anzusehen, die Hydrathiille muss also abgestreift
werden.

18Da die Born-Energie mit ansteigendem Radius abfillt, ist die Permeabilitit fiir grofere Ionen im
Verhélnis hoher als fiur kleine. Eine Ausnahme hiervon bilden Protonen, fiir die die Permeabilitét
wesentlich hoher ist als fir andere einwertige Ionen [De Gier, 1992].
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durch spezielle Proteine erméglicht werden. Zu den passiven Transportmechanismen gehort
einerseits der hochspezifische, durch Carrierproteine vermittelte Transport, andererseits
die kanalvermittelte Diffusion [Léuger, 1970]. Kanalproteine verfiigen zumeist iiber eine
hydrophile Pore, durch die Ionen unter Abstreifung der Hydrathiille diffundieren kénnen.
Ist der Transport entgegen eines Konzentrationsgradienten gerichtet, so muss dafiir Energie
in Form von ATP aufgewendet werden und man spricht von aktivem Transport [Skou, 1965].
Ein prominentes Beispiel fiir ein aktives Transportprotein ist das Enzym Natrium-Kalium-
ATPase, das unter ATP-Hydrolyse den Natrium- und Kalium-Konzentrationssprung
zwischen intra- und extrazellulirem Medium aufrechterhélt!? [Skou, 1965; Whittam
und Wheeler, 1970]. Fiir viele Zellfunktionen, unter anderem die Synthese von ATP
und Transportprozesse, wird ein Protonengradient oder Protonensprung benétigt. Um
diesen aufzubauen, werden Protonenpumpen eingesetzt. In Transportvesikeln, Lysosomen,
Endosomen und Phagosomen iibernimmt diese Rolle die v-ATPase [Beyenbach und
Wieczorek, 2006; Marshansky und Futai, 2008; Kinchen und Ravichandran, 2008].

2.7 Membrandomanen

Die bizarre Vielgestaltigkeit von Membrandoméanen lédsst sich in gewisser Weise mit
den Wolken am Himmel vergleichen. Thre Form und Struktur héngt in hohem Mafl
von den Umgebungsparametern ab, gleichzeitig sind sie fiir biologische Membranen von
entscheidender funktioneller Bedeutung.

In den Abschnitten 2.4 und 2.5 wurden die generellen mechanischen Eigenschaften
von Lipidmembranen und die Mobilitdt von deren Bestandteilen diskutiert. Diese Eigen-
schaften sind, wie bereits ausgefiihrt, in einer Membran nicht uniform, sondern lateral
heterogen in gegeneinander mehr oder weniger voneinander abgegrenzten Bereichen ange-
ordnet [Tocanne et al., 1989]. Das gilt insbesondere fiir natiirliche Membranen, aber auch
Modellmembranen zeigen solche Auspragungen. Auf molekularer Lipidebene zeigt sich,
dass Lipide, abhéngig von vielen Faktoren, die in diesem Abschnitt noch dargelegt werden,
in unterschiedlichen Phasen vorliegen konnen [Devaux und Morris, 2004] - analog zu den
Aggregatzustianden fest, fliissig und gasformig. Im Fall einer Phasenkoexistenz sind die
in unterschiedlichen Phasen vorliegenden Lipide in voneinander abgegrenzten Bereichen
organisiert, welche Doménen genannt werden. Eine Phase bildet dabei hdufig die Matrix,
in welcher Lipide der anderen Phasen in Doménen von unterschiedlicher Form und Groéfle
koexistieren. Welche Phase dabei das Medium bildet, ist abhéngig von Mischungsverhéltnis
und Umgebungsbedingungen wie Temperatur und Lateraldruck [Zhao et al., 2007]. Eine
Ubersicht der Phasenzustinde und der jeweiligen Uberginge findet sich in Abbildung 2.8.

Dem festen Aggregatzustand entsprechend ist die Gel- oder fest geordnete Phase (Lg).
Sie ist durch eng gepackte und parallel angeordnete Fettsdureketten charakterisiert, welche
mit zunehmendem Hydratisierungsgrad stéarker gegen die Membrannormale verkippt sind
[Tardieu et al., 1973; Eeman und Deleu, 2010]. Dadurch nimmt die Membrandicke dieser
Phase mit zunehmendem Wassergehalt ab. Bei einer hohen chemischen Heterogenitét
der Fettsaureketten und geringer Hydratisierung richten sich die Ketten in der Lg-Phase
ohne Verkippung senkrecht zur Membranoberfliche aus?® [Tardieu et al., 1973]. In der

YFir die Entdeckung der Natrium-Kalium-ATPase erhielt Skou 1997 den Chemie-Nobelpreis.
29Die Nomenklatur der beiden Auspragungen ist in der Literatur nicht einheitlich. Die Ausprigung ohne
Verkippung wird teilweise als Lg-Phase bezeichnet und diejenige mit Verkippung als Lg/-Phase. Es ist
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Abbildung 2.8
Schematische Darstellung der Phasenzu-
stdnde von Membranlipiden. In der Gelpha-

Voriiberga r% Riffel Phase \ se Lg sind die Lipide dicht gepackt, die Fett-
sdureketten weisen ein hohes Maf} an Ord-

nung auf. Die flussig kristalline Phase L,

unterscheidet sich von der Lg-Phase durch

m%» ungeordnete Fettsaureketten und eine ho-

— he Mobilitdt der Lipide. Der Hauptphasen-
%M?@w ibergang findet bei T, statt, fiir einige

Gel Phase Flussig kristalline Phase Lipide existiert ein Voriibergang zur Zwi-
Lg Ly schenphase P . In Anwesenheit von Choles-

terol bildet sich zusétzlich die fliissig geord-

* ChOIeStercx / Cholesterol nete L,-Phase aus, die die Ordnung der Lgs-
‘3 Phase mit der Fluiditdt und Mobilitat der

*@’ L.-Phase kombiniert. Die L,-Phase wird
als Pendant zu den in natiirlichen Membra-

nen beobachteten Lipid Rafts angenommen.
Modifiziert nach Eeman und Deleu [2010].

FIu35|g geordnete Phase

0

Gel-Phase ist die laterale Mobilitdt der Lipide durch die hohe Ordnung stark reduziert
[Eeman und Deleu, 2010].

Bringt man eine Lipidmischung iiber eine Phaseniibergangstemperatur 7T;,, so findet ein
Phaseniibergang erster Ordnung zur fliissig kristallinen Phase (L, ) statt [Xie et al., 2002;
Janiak et al., 1979]. Diese zeichnet sich durch einen wesentlich schwécheren Ordnungsgrad
der Fettsdureketten aus, welche sich flexibel und fliissigkeitsartig verhalten und dabei im
Durchschnitt senkrecht zur Membranoberflache orientiert bleiben [Luzzati und Tardieu,
1974]. Da mit ansteigender Temperatur die Unordnung der Fettsdureketten zunimmt,
verringert sich wie bei der Lg-Phase mit ansteigender Temperatur die Membrandicke
[Luzzati und Tardieu, 1974]. Unterschieden werden konnen die L,- und die Lg-Phase
anhand von Rontgenbeugungsexperimenten, die fiir die fliissig kristalline Phase einen
wesentlich breiteren Ketten-Korrelationspeak zeigen als fiir die Gelphase, in der die
Fettsiureketten einen scharf definierten Peak erzeugen [Mills et al., 2008; Tardieu et al.,
1973].

Fiir den Phaseniibergang von Gelphase zu fliissig kristalliner Phase wird die Ausbildung
fluider ,,Keime“ beschrieben, welche sich anisotrop zu ldnglich ausgestreckten Bereichen
ausdehnen, die als fluider Stress in der Gelphase interpretiert werden [Xie et al., 2002].
Ferner wird fiir einige Lipide [McIntosh, 1980] ein Voriibergang zu einer intermediéren
Phase, der sogenannten Riffelphase (Pg), beschrieben. Diese besteht in einer alternierenden
Anordnung geordneter und ungeordneter Bereiche, die als periodische Undulationen
der Membranoberfliche in Erscheinung treten - der Voriibergang hat dabei dieselbe
physikalische Ursache wie der Hauptiibergang [Heimburg, 2000].

Die Bedeutung von Cholesterol, welches einen der Hauptbestandteile eukaryotischer
Zellmembranen bildet (siehe auch Abschnitt 2.9), fir das Phasenverhalten von Membranli-

aber tblich, beide unter den Oberbegriff Lg zu fassen, was in dieser Arbeit ebenfalls praktiziert wird.
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piden wurde schon friith erkannt. Die Phase, deren Ausbildung durch die Anwesenheit von
Cholesterol induziert wird, und die an Cholesterol angereichert ist, wird fliissig geordnete
Phase (L,) genannt. Ahnlich der Lg-Phase weist sie eine hohere Ordnung der Fettsiure-
ketten auf, die Mobilitdt der Lipide bleibt dabei jedoch weitestgehend erhalten und ist
mit der L,-Phase vergleichbar [Ipsen et al., 1987; Fantini et al., 2002].

Fiir zweikomponentige Mischungen aus einem Phosphoglycerolipid und Cholesterol
wurden Bedingungen fiir die Koexistenz von jeweils zwei der drei Phasen L, Lg und L,
gefunden, wobei kritische Faktoren der Cholesterolanteil und die Temperatur sind [Vist
und Davis, 1990] - ab etwa 25% Cholesterol wird in zwei- aber auch in mehrkomponentigen
Systemen die L,-Phase ausgebildet [Thewalt und Bloom, 1992]. Dies ldsst sich allerdings
nicht uneingeschrankt verallgemeinern, da die Grenzkonzentration von verschiedenen
Faktoren beeinflusst wird.

Als sie die Lipid Rafts als funktionelle Lipiddoménen in das Membranmodell integrierten,
beschrieben Simons und Ikonen [1997] Sphingolipide und Cholesterol als Hauptkompo-
nenten der Rafts. Durch die Assoziierung mehrerer Sphingolipide [Fantini et al., 2002]
bliebe durch deren grofle Kopfgruppe ein Freiraum im hydrophoben Bereich, welchen
die Cholesterolmolekiile als Spacer ausfiillten?!. Diese Raft-Dominen verfiigen iiber eine
stiarkere Integritit als die umgebenden fluiden Bereiche biologischer Membranen??. Ab-
bildung 2.9 veranschaulicht die der Raft-Bildung zugrundeliegenden, lipidgeometrischen
Rahmenbedingungen. Die Lipid Rafts wurden schnell mit der schon bekannten L,-Phase
in Verbindung gebracht [Brown und London, 1998].

Dreikomponentige Lipidmischungen aus einer PC-Spezies mit niedriger Phaseniiber-
gangstemperatur, einem Sphingolipid beziehungsweise PC mit hoherer Phaseniibergang-
stemperatur und Cholesterol werden als angemessen angesehen, um die Situation der

2'Das Umbrella-Modell von Huang und Feigenson [1999] stellt die Kopfgruppen der Sphingolipide als
Schirme dar, welche die Cholesterolmolekiile, im richtigen Mischungsverhéaltnis, vom polaren Medium
abschirmen.

??Lange herrschte die Meinung vor, man kénne Lipid Rafts iiber ihre Unléslichkeit in kaltem Triton X-100
definieren [London, 2002]. Diese Interpretation ist mittlerweile sehr umstritten, da die Loslichkeit
in diesem Detergenz stark von den Rahmenbedingungen abhédngt, zumal nicht gesichert ist, ob die
unloslichen Fragmente in ihrer Organisation den Lipid Rafts entsprechen [Edidin, 2003].
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2.8 Membranfusionen

Separation von L,-Phasen in natiirlichen Membranen nachzustellen [Brown und London,
1998; Chen et al., 2007]. Die sich ausbildenden, an Cholesterol und dem Sphingolipid
angereicherten Membrandoménen haben mit den Lipid Rafts vergleichbare Eigenschaften
[Veatch et al., 2004]. In solchen Dreikomponentensystemen kann es in Abhéngigkeit von
den Randbedingungen zur Koexistenz von zwei, aber auch von drei Phasen kommen
[De Almeida et al., 2003; Chen et al., 2007]. Die Hohen der drei Phasen lassen sich in
den meisten Féallen voneinander unterscheiden - so bildet die L,-Phase Doménen aus, die
hoher als die Lo-Doménen, jedoch niedriger als die Lg-Doménen sind [Maulik und Shipley,
1996].

Fiir die Struktur und Eigenschaften von Membrandoménen sind selbstverstandlich auch
Membranproteine ausschlaggebend. Unter anderem in der unterschiedlichen Hohe der
verschiedenen Lipidphasen begriindet, weisen die meisten Proteine eine Tendenz auf, sich
in bestimmte Doménen einzubauen. Dadurch wird ihre Préasenz die Ausbildung bestimmter
Doménen in einer Membran begiinstigen [Epand, 2004]. Zudem kénnen Proteine durch
Katalyse chemischer Lipidmodifikationen oder durch Lipid-Protein-Aggregation einen
Einfluss auf die lokale Lipidkomposition nehmen, was wiederum das lokale Phasenverhalten
der Membran beeinflusst [Zhao et al., 2007].

Es wird angenommen, dass Lipid Rafts eine wichtige funktionelle Rolle in unterschiedli-
chen zelluldren Prozessen spielen, unter anderem bei Membrantransportprozessen, Zellpo-
larisierung und Signalweiterleitung [Simons und Ehehalt, 2002; Edidin, 2003; Bromley
et al., 2001], indem sie fiir spezifische Raft-assoziierte Proteine raumlich abgegrenzte
Interaktionsplattformen bilden. Die Grofle der Lipid Rafts in natiirlichen Membranen
wird auf weniger als 70 nm im Durchmesser geschitzt [Varma und Mayor, 1998], fiir
funktionelle Aufgaben konnten sie sich zu groBeren Doménen zusammenschliefen [Bromley
et al., 2001]. Zudem stellen Lipid Rafts und Raft-assoziierte Proteine fiir eine Reihe von
Krankheitserregern eine bevorzugte Interaktionsstruktur dar [Simons und Ehehalt, 2002;
Fantini et al., 2002; Yandrapalli et al., 2014].

Bisher nur in Ansatzen verstanden ist die Rolle der Doménengrenzen [Pike, 2009].
Analog zu den Lipid Rafts bilden sie fiir spezifische Proteine einen extrem eingeschrinkten,
zweidimensionalen Interaktionsraum, was auch McConnell und Vrljic [2003] vermuteten?.
Durch die in den unterschiedlichen Domé&nenhohen begriindete hydrophobe Diskrepanz
liegt an Doménengrenzen eine Linienspannung vor, welche Einfluss auf die sich einstellenden
Doménengrofien und die Struktur der Doménengrenzen hat [Garcia-Séez et al., 2007).
Diese Linienspannung kann durch spezielle Lipide oder Proteine kompensiert werden, fiihrt
aber in letzter Instanz zu einer negativen Membrankriimmung [Pike, 2009]. Daher kénnen
Domaénen und speziell die Doménengrenzen einen Einfluss auf Abschniirungseffekte an
der Membran haben [Lipowsky, 2002].

2.8 Membranfusionen

Fusionen und die Abtrennungsprozesse zweier Membranen spielen in verschiedenen Be-
reichen der Biologie eine wichtige Rolle. Zelluldre Transportprozesse [Bonifacino und
Glick, 2004], aber auch Teile der Immunabwehr wie Phagozytose [Huynh et al., 2007]
sind auf Fusions- und Abtrennungsprozesse wie Exo- und Endozytose angewiesen. Weitere

23Es wurden bereits erste Proteine identifiziert, welche bevorzugt an den Doménengrenzen lokalisiert sind
[Nicolini et al., 2006].

21



Kapitel 2 Die Modellmembran als biophysikalisches Instrument

Abbildung 2.10
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Stalk

essentielle Mechanismen sind Fusionsprozesse zwischen Krankheitserregern, insbesondere
Viren, mit Wirtszellmembranen [Epand, 2003] sowie Fusionen von eukaryotischen Zellen
untereinander [Snell, 1990]. Die Einflussnahme auf Fusionsprozesse ist daher eine mogliche
Strategie sowohl von Krankheitserregern [Doherty und McMahon, 2009] als auch von
korpereigenen [Zasloff, 1992; Roes et al., 2006] und korperfremden [Domingues et al., 2009]
Molekiilen der Immunabwehr.

Obwohl es verschiedene individuelle Fusionsprozesse gibt, liegt ihnen allen ein gemein-
samer genereller Ablauf zugrunde. Dieser wird in der Stalk-Hypothese von Kozlov und
Markin [1982] konkretisiert, welche in Abbildung 2.10 skizziert wird. Zunéchst miissen
die beiden Membranen sich soweit anndhren und dabei die unter anderem elekrostatisch
bedingte Energiebarriere iiberwinden, dass molekulare Wechselwirkungen der proxima-
len Membranlayer moglich werden. Es kommt zum Andocken der Membranen und im
Folgenden zur Verbindung und Vermischung der proximalen Layer. Durch den auf die
distalen Monolayer wirkenden Kriimmungsstress bildet sich ein Stalk** und daraus eine
Fusionspore, die eine Verbindung der beiden wéssrigen Medien darstellt [Jahn et al., 2003;
Chernomordik und Kozlov, 2008].

Das Uberwinden der Energiebarriere zur Einleitung eines Fusionsprozesses kann durch
verschiedene Mechanismen geschehen. Thnen ist gemeinsam, dass sie die Integritat der
Membran iiber Defektbildung oder Modifikation der mechanischen Eigenschaften be-
ziehungsweise des Phasenverhaltens beeinflussen [Ceve und Richardsen, 1999]. Virale
Fusions-Glycoproteine, welche den gesamten Fusionsprozess bewerkstelligen, werden durch
einen Triggermechanismus, beispielsweise eine Senkung des pH-Werts oder die Bindung
eines Rezeptors, aktiviert. Sie beférdern dann ein C-terminales Fusionspeptid in die Wirts-
membran, sodass das Protein beide Membranen verbindet [Eckert und Kim, 2001]. Die
viralen Fusionspeptide katalysieren die Fusion unter anderem durch die Induzierung von
negativer Membrankriimmung, was fiir Fusionsprozesse im Allgemeinen einen wichtigen
Triggermechanismus darstellt [Epand und Epand, 2000]. Intrazelluldre Fusionsprozesse,
beispielsweise von Transportvesikeln, werden von unterschiedlichen Proteinen im Verbund
realisiert. Dabei sind héufig Rab-Proteine fiir das Andocken an die Zielmembran zustén-
dig, wihrend SNARE-Proteine die eigentliche Fusion bewerkstelligen [Jahn et al., 2003;
Bonifacino und Glick, 2004].

Neben Fusionsproteinen oder Peptiden, welche die Membranintegritit beeinflussen und
Fusionen forcieren kénnen, haben auch Membranlipide einen grofien Einfluss auf Fusions-
prozesse. Wahrend PS durch den negativen Ladungsiiberschuss eine zuséatzliche Barriere

24Ein Stalk im Sinne der Membranfusion ist eine in der lateralen Ebene annédhernd punktformige Verbindung
der beiden Membranen, deren proximale Monolayer bereits fusioniert sind, wéhrend die distalen
Monolayer aber noch nicht miteinander im Kontakt stehen.
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2.9 Die Diversitat biologischer Membranen

fir Membranfusionen bildet, kann die Anwesenheit von PE, begriindet in der negativen
Krimmungstendenz, diese Prozesse begiinstigen [Domanska et al., 2010]. Eine Relevanz
fiir Fusionsprozesse haben desweiteren der Packungsparameter und Cholesterol durch die
Ausbildung cholesterolhaltiger Doménen oder Lipid Rafts, welche eine Aktionsplattform
fiir Fusionsproteine und relevante Rezeptoren darstellen [Hissa et al., 2012]. Der Effekt
der Linienspannung an Doménengrenzen wurde in Abschnitt 2.7 erldutert.

Schliefllich werden Membranfusionen auch direkt durch die Anwesenheit zweiwertiger
Ionen wie Kalzium oder Magnesium begiinstigt [Papahadjopoulos et al., 1976]. Papa-
hadjopoulos et al. [1977] zeigten, dass dieser Effekt stark mit der Beeinflussung des
Phasenverhaltens der Membranlipide assoziiert ist sowie mit einer auftretenden Phasense-
paration®’.

Kommt es zur Bildung der Fusionspore, so tritt hdufig ein Flimmern der Pore auf, welches
iiber Strommessungen nachgewiesen werden kann und unabhingig von der Anwesenheit
von Fusionsproteinen ist [Chanturiya et al., 1997]. Letzteres ist ein Hinweis darauf,
dass Fusionen zwar durch Proteine katalysiert werden konnen, die Fusionspore aber
rein lipidischer Natur ist. Nach dem Porenflimmern kann sich die Pore entweder wieder
schlieffen oder aber weiter ausdehnen, sodass sich die beiden Membranen vereinigen kénnen
[Anantharam et al., 2012].

2.9 Die Diversitat biologischer Membranen

Die Diversitat unterschiedlicher Lipidspezies in der Natur ist enorm - ist die offensichtlichste
Funktion biologischer Membranen die Abgrenzung einzelner Reaktionsrdume, so geht
die Funktionalitét von Lipiden weit dariiber hinaus [Dowhan, 1997]. Allein im humanen
Blutplasma konnten Quehenberger et al. [2010] knapp 600 verschiedene Lipide identifizieren,
davon iiber 100 verschiedene Sphingomyeline. In eukaryotischen Zellen liegt die Anzahl der
chemisch differenzierbaren Lipidspezies weit iiber 1000 [van Meer et al., 2008], die Anzahl
der theoretisch moglichen Subspezies liegt in der GréBenordnung von 106 [Yetukuri et al.,
2008]. Dabei werden Lipide auf funktionaler Ebene teilweise mit hoher Spezifitat erkannt
[Spector und Yorek, 1985; Scott et al., 2012; Olson et al., 1985; Salim et al., 1996]. Die
Lipide kénnen den in Abschnitt 2.2 angefithrten Hauptkategorien zugeordnet werden und
lassen sich jeweils bestimmten Lipidklassen wie PC oder SM zuordnen. Die Funktionalitét
von Membranen wird wesentlich durch deren lokale Lipidzusammensetzung bestimmt,
welche sowohl zwischen den Membranen unterschiedlicher Spezies und unterschiedlicher
Organellen variiert als auch unter den einzelnen Lipidlayern und innerhalb der lateralen
Membranebene [van Meer, 2005]. Lipidzusammensetzungen kénnen gut iiber den molaren
Anteil der verschiedenen Lipidklassen charakterisiert werden.

Glycerophospholipide machen zwischen 40% und 60% der Lipide biologischer Membranen
aus, hinzu kommen héufig Sphingolipide und Sterole?® [Eeman und Deleu, 2010].

Die Zellhiillen verschiedener Bakterien kénnen eine oder zwei Lipidmembranen auf-
weisen, wie in Abbildung 2.11 am Beispiel von Mykobakterien, Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien gezeigt ist. Gram-positive Bakterien verfiigen tiber eine einzel-

#Die Autoren spekulieren dariiber hinaus iiber eine mégliche Rolle der Doménengrenzen als ,,Regionen
struktureller Diskontinuitdt“ in diesem Zusammenhang [Papahadjopoulos et al., 1977, S. 596].

26Cholesterol ist das haufigste Sterol in eukaryotischer Membranen, Ergosterol in Pilzen, Hefen und
Protozoen und deren chemischer Vorldufer Lanosterol in Prokaryoten [Eeman und Deleu, 2010].
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Abbildung 2.11

Schematischer Vergleich von Gram-
positiver (A), Gram-negativer (B) und
mykobakterieller (C) Zellhiille. Die Zy-
toplasmamembran (ZM) Gram-positiver
und Gram-negativer Bakterien setzt sich
aus Phosphoglycerolipiden (PL) und
Membranproteinen (P) zusammen, bei
Mykobakterien ist auBlerdem Phosphati-
dylinositolmannoside (PIM) enthalten.
Wéhrend die Gram-positive Zellhiille eine
dicke Peptidoglycanschicht (PG) aufweist,
ist diese sowohl bei Gram-negativen als
auch bei Mykobakterien diinner und
bildet das Periplasma (Pp) zwischen der
Zytoplasmamembran und einer zweiten,
dueren Membran (AM). Die &uflere
Membran der Gram-negativen Bakterien
besteht aus einem inneren Layer aus
Phosphoglycerolipiden und einem &ufleren
Layer aus Lipopolysacchariden (LPS) und
ist durch Lipoproteine (LP) mit dem
Peptidoglycan verbunden. Die wachsartige
duflere Membran der Mykobakterien
ist durch Arabinan (Ar) und Galactan
(Ga) mit dem Peptidoglycan verkniipft.
Der innere Layer enthélt unter anderem
Mykolsduren, der &uflere Glycerolipide
wie Trehalose Dimykolat (TDM) und
Phosphoglycerolipide. Umgeben ist die
duflere mykobakterielle Membran von
der Kapsel (Ka). Weitere Abkiirzungen:
Teichonsédure (TS), Lipoteichonsédure
(LS), Porin (Po), Lipoarabinomannan
(LAM), Trehalose Monomykolat (TMM).
Modifiziert nach Cataldo et al. [2013].



2.10 Biophysikalische Untersuchungen an Modellmembranen

ne Zytoplasmamembran, welche grofitenteils aus Glycerophospholipiden gebildet wird und
von einer dicken Peptidoglycanschicht umgeben ist. Die duflere Membran Gram-negativer
Bakterien enthélt in der &uleren Schicht Lipopolysaccharide (LPS), in der inneren Schicht
Glycerophospholipide - die innere Membran dagegen besteht hauptséchlich aus Glycero-
phospholipiden [Catalao et al., 2013]. Neben LPS sind die haufigsten Lipide, abhéngig
von der Bakterienspezies, PE, Phosphatidylglycerol (PG) und Cardiolipin (CL) [Epand
und Epand, 2009]. Die Zellhiille von Mykobakterien, die zu den Gram-positiven Bakterien
gehoren, ist von komplexerer Natur, auch hier finden sich aber zwei Membranen, von
denen wiederum die duflere aus spezifischen Mykolsdure enthaltenden Lipiden aufgebaut
ist [Cataldo et al., 2013]. Komponenten der inneren mykobakteriellen Membran sind neben
PE und PG auch Phosphatidylinositol (PI) und Phosphatidylinositolmannoside (PIM)
[Brennan und Nikaido, 1995].

Die haufigsten Lipidklassen in eukaryotischen Membranen sind PC, PE, PS, CL, PI, SM
und Cholesterol, wobei PC iiber 50% und PE etwa 20% ausmacht [van Meer, 2005; van
Meer et al., 2008]. Die Plasmamembran hat dabei einen hoheren Anteil an Sphingolipiden
und Sterolen. Abbildung 2.12 zeigt die Lipidzusammensetzung eukaryotischer Plasma-
und Organellmembranen, auflerdem werden die Syntheseorte verschiedener Lipidklassen
angegeben. Die haufigen Lipidklassen PC, PE, PS und PI werden am ER und am Golgi-
Apparat synthetisiert [Henneberry et al., 2002], typische bakterielle Lipide wie PG und
CL am Mitochondrium. Die lokale Synthese der Lipide ist eine der Ursachen fiir die
unterschiedliche Komposition der Organellmembranen [van Meer et al., 2008]. Eine Reihe
von Synthese- und Abbauprozessen findet auch direkt an der Plasmamembran statt
[Di Paolo und De Camilli, 2006].

Zur Lipidkomposition von Membranen kann auch deren Asymmetrie gezéhlt werden.
Samtliche biologische Membranen weisen einen gewissen Grad der Asymmetrie auf, sowohl
bakterielle Membranen [Boon und Smith, 2002] als auch eukaryotische Membranen. In
diesen befinden sich PE und PS zu einem géferen Anteil im inneren Layer und PC und SM
dagegen im AuBeren [Eeman und Deleu, 2010]. Cholesterol ist wegen der hohen Flip-Flop
Rate in beiden Lipidschichten gleich verteilt. Eine Aufthebung der Asymmetrie kann fiir die
Membran dramatische Folgen haben, da essentielle Funktionalitidten wie Fusionsprozesse
und Signalweiterleitung auf die ungleiche Lipidverteilung angewiesen sind [Verkleij und
Post, 2000; Boon und Smith, 2002]. Eine Anreicherung von PS in der dufleren Lipidschicht
der Zellmembran stellt zudem ein Anzeichen fir die Einleitung eines Apoptoseprozesses
dar [Martin et al., 1995]. Die asymmetrische Verteilung von Lipiden kann dabei auch durch
einen transmembranen pH-Gradienten beeinflusst werden, so reichern sich Sphingolipide
an der Seite niedrigerem pH-Werts an, PG bevorzugt die Seite des héheren pH-Werts
[Boon und Smith, 2002].

2.10 Moglichkeiten und Grenzen biophysikalischer
Untersuchungen an Modellmembranen

Um Fragestellungen zu universellen und spezifischen Membraneigenschaften und zu mo-
lekularen Prozessen an Membranen beantworten zu koénnen, ist es aufgrund der hohen
Komplexitat natiirlicher Membranen oftmals sinnvoll, auf kontrollierbare reduzierte Syste-
me zuriickzugreifen. Solche Systeme sind rekonstituierte Modellmembranen, welche zur
Untersuchung mit biologischen oder physikalischen Methoden geeignet sind. Die Reduktion

25



Kapitel 2 Die Modellmembran als biophysikalisches Instrument

o
o
o
o

= < = <
= CHOL/PL = 015 < CHOL/PL=10 &£ CHOL/PL =01
3 ERG/PL = 01 5 ERG/RLi=015 B ERG/PL = 01
;O 30 ;0 30 E 30
a9 2 a
o o o
& S £

0 0 0

PC PE Pl PS R PC PE Pl PS SM R PE e P S oL i

Plasma
membrane

Endoplasmic
reticulum

[oN
o

CHOL/PL=0.5
ERG/PL=01

30

Phospholipid (%)
8
Phospholipid (%)

o
o

PC PE PI PS SM R PC PE Pl PS BMP SM
ISL

Abbildung 2.12
Intrazelluldre Lipidsynthese und Lipidzusammensetzung von Zell- und Zellorganellmembranen.
Die Diagramme geben den prozentualen Anteil verschiedener Lipidspezies in Sdugetier- (blau) und
Hefemembranen (hellblau) an sowie das molare Verhéltnis zwischen den entsprechenden Sterolen
und Membranlipiden (hier: PL). In allen Organellmembranen wie auch in der Plasmamembran sind
Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE) am haufigsten vertreten. Der Anteil
von Phosphatidylserin (PS) ist in der Plasmamembran am hochsten, wihrend Sphingomyelin (SM)
hauptséchlich in Plasma- und Golgimembranen auftritt. Der Anteil der restlichen Lipide wird mit
»,R“ angegeben. In der Grafik werden die Orte der Synthese von Membranlipiden (blaue Kreise) und
Signal- und Organellerkennungslipiden (rote Kreise) gekennzeichnet. Letztere machen dabei nur
einen geringen Anteil der Gesamtlipidmenge aus und werden hauptséchlich an der Plasmamembran
synthetisiert. An den Zytosolmembranen von Golgi-Apparat und endoplasmatischem Retikulum
(ER) wird der Grofiteil der Membranlipide synthetisiert, Mitochondrien synthetisieren dagegen
auch bakterientypische Lipide wie Phosphatidylglycerol (PG) und Cardiolipin (CL). Aus van Meer
et al. [2008].
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Abbildung 2.13

Unterschiedliche Membranrekonstitutionssysteme (Grofibuchstaben) sowie deren praparativer
Zusammenhang (Kleinbuchstaben). Die Auswahl ist an die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten
Methoden angepasst. (A) Freie Lipidmonomere in chloroformischer Phase. (a) Lipidpulver wird in
Chloroform gelost. (B) Lipidmonolayer. (b) Chloroformische Lipidlosung wird auf die Fliissigkeitso-
berfliche aufgetropft. (C) Freistehender Lipidbilayer im Montal-Mueller Setup. (¢) Lipidmonolayer
werden in zwei Kompartimenten, deren Fliissigkeitsspiegel unterhalb einer verbindenen Apertur
liegt, prapariert. Bei Erhohung der Fliissigkeitsspiegel bildet sich iiber der Apertur spontan ein frei-
stehender Bilayer. (D) Festkorperunterstiitzter Monolayer; Langmuir-Blodgett-Film. (d) Monolayer
wird auf geeignetes Substrat iibertragen (Langmuir-Blodgett-Ubertrag). (E) Festkorperunter-
stiitzter Bilayer. (e) Wiederholter Langmuir-Blodget-Ubertrag fiihrt zu einer Lipiddoppel- oder
Mehrfachschicht. (F) Lipidmultilayer. (f) Chloroformische Losung wird auf ein Substrat gegeben
und unter Stickstoff eingeengt. (G) Lipidliposomen. (g) Kleine unilamellare Vesikel (SUVs): Durch
Ultraschallbehandlung schniiren sich Liposomen spontan vom Multilayer ab. (h) SUVs spreiten
auf einem geeigneten Substrat. Fiir eine ndhere Beschreibung der einzelnen Préparationstechniken
siehe Kapitel 4.
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Kapitel 2 Die Modellmembran als biophysikalisches Instrument

der Lipidzusammensetzung kann den Anforderungen der Fragestellung angepasst werden.
Prinzipiell kann sie sich, angefangen bei Einkomponentensystemen chemisch uniformer syn-
thetischer Lipidspezies iiber symmetrische und asymmetrische Mehrkomponentensysteme,
aufgereinigte heterogene Lipidspezies und Gesamtlipidextraktionen bis zur Verwendung
kompletter Membranpatches natiirlicher Herkunft, dem natiirlichen System anndhern. Je
stiarker das Lipidsystem reduziert wird, desto einfacher wird eine Aussage iiber generelle
Mechanismen, je niher am natiirlichen System gearbeitet wird, desto besser ist die Uber-
tragbarkeit der Ergebnisse auf die tatséchliche Situation. Daher ist es hdufig eine gute
Strategie, von einfachen Systemen beginnend die Komplexitéat schrittweise zu erhéhen
und damit nach und nach weitere Aspekte wie Membranasymmetrie, Lipiddomé&nen und
relevante Proteine in die Experimente einzubeziehen. Eine Einschrénkung bildet in vielen
Féllen der begrenzte Kenntnisstand tiber das natiirliche System, beispielsweise tiber die
exakte Lipidzusammensetzung.

Eine Ubersicht iiber verschiedene, in der vorliegenden Arbeit verwendete Rekonstituti-
onssysteme wird in Abbildung 2.13 gegeben. Die einfachsten Systeme sind Lipidmonolayer,
welche sich an der Grenzfliche zwischen Luft und einem wéssrigen Medium ausbilden.
Sie gewdhren iiber die Messung des Lateraldrucks und der mittleren Flache pro Mole-
kiil Zugang zu Phasenverhalten [Blume, 1979] und zu Proteineinbau aus der wéssrigen
Phase [Schwarz und Taylor, 1995]. Nach Blodgett [1934] kénnen diese Monolayer als
Langmuir-Blodgett-Film (LB-Film) auf ein geeignetes Substrat tibertragen werden.

Freistehende planare Lipiddoppelschichten iiberspannen eine zwei Kompartimente ver-
bindende Apertur und kénnen entweder als schwarze Lipidmembran (BLM) direkt auf die
Apertur aufgetragen werden (Mueller-Rudin Methode) [Mueller et al., 1962] oder nach
Montal und Mueller [1972] aus zwei unabhéngigen Lipidmonolayern aufgezogen werden
(Montal-Mueller Methode). Sie ermdglichen elektrische Messungen und damit detaillierte
Untersuchungen von Membraneigenschaften wie Membranpotential [Hagge et al., 2004]
und Membrantransportprozessen [Gutsmann et al., 2015]. Die wesentlichen Nachteile
dieser Systeme sind die Instabilitdt und das Zuriickbleiben von Losungsmittelresten in
der Membran [Reimhult und Kumar, 2008].

Lipidmultilayer kénnen auBer durch mehrfachen LB-Ubertrag auch durch Einengung
einer Lipidlésung in organischem Losungsmittel priapariert werden [Seul und Sammon,
1990], wodurch sich spontan planare lamellare Systeme mit mehreren tausend Schichten
bilden. Diese eignen sich aufgrund der hohen Periodizitdt hervorragend fiir Rontgen-
beugungsanalysen struktureller Membraneigenschaften und deren Beeinflussung durch
membranaktive Substanzen [Schneggenburger et al., 2011].

AuBerdem bilden Multilayersysteme die Grundlage zur Herstellung von Lipidliposomen.
Diese sind in sich geschlossene Lipiddoppel- oder Mehrfachschichten in wéassrigem Medi-
um, deren Durchmesser von weniger als 100 nm (kleine uni- oder multilamellare Vesikel,
SUVs oder SMVs) iiber 100 bis 1000 nm (grofie uni- oder multilamellare Vesikel, LUVs
oder LMVs) bis hin zu mehreren Mikrometern (riesige uni- oder multilamellare Vesikel,
GUVs oder GMVs) reicht und damit die Abmessungen von Zellen oder Mikroorganismen
entsprechen kann [Mouritsen, 2011b; Eeman und Deleu, 2010]. Vesikel werden héufig
zur Untersuchung von Fusionsprozessen oder fiir fluoreszenzspektroskopische Analysen
eingesetzt. Durch ihre Grofle sind GUVs in Lichtmikroskopen auflésbar und kénnen durch
Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen zur optischen Charakterisierung von Phasenverhal-
ten und Doméneneigenschaften verwendet werden [Dietrich et al., 2001]. Dariiber hinaus
konnen Liposomen in medizinischen Anwendungen zum Transport von eingeschlossenen
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Substanzen eingesetzt werden [Ulrich, 2002]. Die Lipidzusammensetzung von Vesikeln, von
der das Phasenverhalten stark abhéngig ist, kann préparationsbedingt vom eingesetzten
Verhéltnis abweichen [Eeman und Deleu, 2010]. Bedingt durch den auf Energiezufuhr
basierenden Préparationsprozess befinden sich Liposomen héufig im thermodynamischen
Ungleichgewicht, wodurch sie zu Fusionsprozessen neigen kénnen und Alterungseffekten
unterliegen [Marques, 2000] - die Qualitét der Liposomen héngt also in hohem Maf von
den Priaparationsbedingungen ab.

Durch Fusionsprozesse auf geeigneten Substraten kénnen Liposomen auf der Oberfléche
spreiten und zu festkorperunterstiitzten Lipiddoppelschichten verschmelzen [Richter et al.,
2006]. Durch zweimaligen LB-Ubertrag konnen dhnliche Systeme generiert werden, hier
miissen allerdings der Lateraldruck und die Ubertragsgeschwindigkeit aktiv kontrolliert
werden [Schwartz, 1997]. Die Kopplung an eine Oberflache bietet dem Experimentator eine
Reihe von Vorteilen. Dazu gehoren die hohe Stabilitét, die Moglichkeit von Untersuchungen
der Membrantopologie und lateraler Eigenschaften und die Anwendbarkeit oberflachen-
sensitiver Techniken [Chan und Boxer, 2007]. Andererseits ist aber die Membran in den
meisten Féllen nur von einer Seite zuginglich und Fluiditdt und Phasenverhalten sind
durch Wechselwirkung mit dem Substrat gegeniiber der natiirlichen Situation modifiziert
[Jensen et al., 2007]. Um die Membran von der Oberfliche zu entkoppeln, kénnen Bilayer
auf Spacermolekiilen (tethered membrane) oder unterpolsternden Polymeren (cushed mem-
brane) immobilisiert werden, was zudem die Einbettung von groferen Proteinen unter
Erhalt der Funktionalitét ermdglicht [Sackmann und Tanaka, 2000; Richter et al., 2006].
Planare freistehende Membranen und insbesondere in sich geschlossene Lipidliposomen
liefern daher unter diesem Gesichtspunkt realistischere Nachstellungen - allerdings werden
Fluiditdt und Phasenverhalten auch maf3geblich durch die Kopplung an das Zytoskelett
reguliert, was keines dieser Modellsysteme addquat nachstellen kann [Nicolson, 2014].

Wird fiir die Erzeugung eines Bilayers ein pordses Substrat verwendet, so erhilt man
eine poreniiberspannende Membran, welche die Stabilitdt von festkorperunterstiitzten
Membranen mit der Flexibilitdt und Zugénglichkeit von freistehenden Membranen ver-
eint [Reimhult und Kumar, 2008] und damit eine gewisse Ahnlichkeit zur Verankerung
am Zytoskelett aufweist [Kocun et al., 2011]. Im einfachsten Fall geschieht dies durch
LB-Ubertrag [Jones et al., 1990; Reimhult und Kumar, 2008]. Das Spreiten von GUVs
auf entsprechenden Substraten fithrt zu mikrometergrofen Membranpatches, deren Eigen-
schaften optisch und mechanisch untersucht werden kénnen [Kocun et al., 2011] und die
dariiber hinaus auch fiir die Erforschung von Membrantransportprozessen geeignet sind
[Wang et al., 2012].

Ein wichtiges Unterscheidungskriterium von Modellsystemen ist die Moglichkeit, die
Asymmetrie natiirlicher Membranen im Rekonstitutionssystem nachstellen zu kénnen. Nur
in wenigen Féllen ist dies im Rahmen der géngigen Praparationstechnik moglich. Dazu
gehoren die freistehenden, nach der Montal-Mueller Methode préparierten Bilayer. Auch
der von Blodgett [1934] entwickelte Ubertrag von Monolayern auf ein Substrat erméglicht
bei wiederholter Durchfithrung die Herstellung asymmetrischer Lipiddoppelschichten
[Rinia und de Kruijff, 2001]. Fiir asymmetrische Lipidliposomen wurden in den letzten
Jahren spezielle Praparationstechniken etabliert. So lassen sich durch die Zentrifugation
von Monolayer-umschlossenen Wassertrépfchen aus einer unpolaren Phase in eine wéssrige
Phase und durch einen Monolayer an deren Grenzfliche asymmetrische GUVs préparieren
[Pautot et al., 2003]. Durch Cyclodextrin-vermittelten Lipidaustausch kénnen sogar
asymmetrische SUVs realisiert werden [Cheng und London, 2009).
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Kapitel 2 Die Modellmembran als biophysikalisches Instrument

Bei der Verwendung von Rekonstitutionssystemen sollten immer die individuellen Eigen-
schaften des jeweiligen Systems beriicksichtigt werden?” - sowohl fiir den kombinierenden
Vergleich der Systeme untereinander als auch fiir den Riickschluss auf die Eigenschaften
natiirlicher Membranen. Gerade wegen der begrenzten Giiltigkeit der Ergebnisse einzelner
Systeme ist es sinnvoll, zur Beantwortung einer biologischen Fragestellung verschiedene
Methoden einzusetzen. Die wohl dramatischste Einschrénkung der Allgemeingiiltigkeit
von Experimenten an Modellmembranen ist die Reduzierung der Diversitdt biologischer
Membranen auf wenige Lipidspezies sowie auf wenige bis keine Membranproteine. Gleich-
zeitig definiert dies durch die Vereinfachung der hochkomplexen Situation an natiirlichen
Membranen den wesentlichen Nutzen von Messungen an Modellmembranen.

2"Genannt seien an dieser Stelle beispielhaft Praparationstechnik, Losungsmittel, Oberflichenkopplung,
Beeinflussung des Systems durch den Messprozess, Fluoreszenzmarkierung und mégliche Modifizierung
des Phasenverhaltens.
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Kapitel 3

Rhodococcus equi und die
Phagosomenreifung

Nachdem in Kapitel 2 die grundlegenden Eigenschaften von Lipidmembranen und speziell
von Modellmembranen behandelt wurden, wird es in diesem Kapitel um die Thematik der
biologischen Fragestellung der vorliegenden Arbeit gehen.

Um die Relevanz der Wechselwirkung zwischen VapA und der Phagosomenmembran
einordnen zu koénnen, befasst sich Abschnitt 3.1 zunéchst mit wichtigen Aspekten von
angeborenem und adaptivem Immunsystem. Der Prozess der Phagozytose von Krank-
heitserregern durch spezialisierte Phagozyten, der einen Schliisselprozess der angeborenen
Immunitat und gleichzeitig eine Verbindung mit der adaptiven Immunitét bildet, ist das
Thema von Abschnitt 3.2. Das durch die Phagosomenmembran abgegrenzte Phagosom
definiert die fiir den am Rekonstitutionssystem untersuchten Wirkmechanismus relevanten
Umgebungsbedingungen. Seine primére Funktion, die Zersetzung der eingeschlossenen
Mikroorganismen, wird durch den Prozess der Phagosomenreifung realisiert, welcher in
Abschnitt 3.3 verstdndlich gemacht werden soll.

Abschnitt 3.4 gibt eine Einfithrung in die Thematik intrazellularer Pathogene und stellt
verschiedene Vertreter dieser Kategorie und deren Strategien vor, die es ihnen erméglichen,
die Phagosomenreifung zu tiberleben. Als fakultativ intrazelluldres Bakterium wird die
Art R. equi in Abschnitt 3.5 vorgestellt. Neben der klassifizierenden Beschreibung und der
Anfiihrung einiger epidemiologischer Eigenschaften wird eine Zusammenfassung der wich-
tigsten bisherigen zellbiologischen Erkenntnisse zur Beeinflussung der Phagosomenreifung
gegeben.

Das Protein VapA wird durch R. equi im Phagosom exprimiert und freigesetzt und
bildet zusammen mit der Phagosomenmembran den Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
In Abschnitt 3.6 werden der Ursprung, eine mogliche Wirtsspezifitit sowie die kiirzlich
aufgeklarte Struktur des in grofien Teilen homologen Proteins VapB erldutert und zudem
auf experimentelle Indizien fiir eine aktive Beteiligung des Proteins am Prozess der
Hemmung der Phagosomenreifung hingewiesen.
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3.1 Abwehrmechanismen des Korpers

Lebende Organismen miissen ihren Anspruch auf ein Fortbestehen fiir die gesamte Dauer
ihrer Existenz gegeniiber anderen Organismen und dufleren Bedrohungen verteidigen, und
zwar sowohl auf evolutiondrer Ebene als auch auf individueller, existenzieller Ebene. Hierzu
gehort auch, sich des stdndigen Ansturms von Mikroorganismen erwehren zu kénnen, die die
Funktionsfahigkeit mehrzelliger Organismen bedrohen kénnen. In der Evolutionsgeschichte
hat sich schon sehr friih ein Abwehrmechanismus, das Immunsystem, etabliert, welcher
genau dies bewerkstelligen kann. Das Immunsystem wird generell unterteilt in angeborenes
und adaptives Immunsystem. Wahrend letzteres den Wirbeltieren vorbehalten ist, ist das
angeborene Immunsystem hochkonserviert in allen mehrzelligen Lebewesen, beispielsweise
auch in Pflanzen, ausgebildet und muss sich daher in einem frithen Stadium der Evolution
entwickelt haben! [Hoffmann et al., 1999].

Allgemein besteht das Immunsystem in der ,,Fahigkeit, eindringende Mikroorganismen zu
erkennen und diese effizient zu eliminieren, ohne sich selbst Schaden zuzufiigen“ [Medzhitov
und Janeway, 1997a, S. 4]. Die Funktion des angeborenen Immunsystems ist dabei eine
schnelle Reaktion auf weit verbreitete Strukturen in Krankheitserregern, was zum einen die
Erkennung und zum anderen eine entsprechende Wirkung einschliefit. Fiir die Erkennung
besteht die Anforderung, trotz hoher Mutationsraten in Mikroorganismen und einer
endlichen Anzahl im Erbgut hinterlegbarer Strukturen auf eine méglichst hohe Bandbreite
von eindringenden Krankheitserregern ansprechen zu kénnen [Medzhitov und Janeway,
1997a]. Dies ist die Ursache, warum das angeborene Immunsystem auf die Erkennung
sogenannter PAMPs (Krankheitserreger-assoziierte molekulare Strukturen) spezialisiert ist.
Bei diesen handelt es sich um unter Krankheitserregern weit verbreitete tiberlebenswichtige
und daher hochkonservierte, molekulare Strukturen, welche im Wirtsorganismus nicht
auftreten? [Janeway, 1989]. Strukturmuster erkennende Rezeptoren (PRRs), zu denen
die Familie der Toll-dhnlichen Rezeptoren (TLRs) gehort, sind Proteine des angeborenen
Immunsystems, die PAMPs erkennen und die Immunantwort einleiten kénnen. Fiir sie
besteht explizit die Notwendigkeit, Eigenes von nicht Eigenem unterscheiden zu kénnen
[Janeway Jr und Medzhitov, 2002].

Dartiiber hinaus kann das angeborene Immunsystem auch auf molekulare Struktu-
ren reagieren, welche fiir beschiadigtes Gewebe spezifisch und somit korpereigen sind.
Diese Strukturen werden als DAMPs (Schidigungs-assoziierte molekulare Strukturen)
bezeichnet [Rosin und Okusa, 2011]. Sowohl PAMPs als auch DAMPs fithren nach dem
Erkennungsprozess den ersten Schritt der Immunantwort, die Ausschiittung von Che-
mokinen oder Zytokinen, herbei [Medzhitov und Janeway, 1997b; Newton und Dixit,
2012]. Die Zusammenhénge des angeborenen Immunsystems werden in Abbildung 3.1
zusammengefasst.

Zellen des angeborenen Immunsystems wie Makrophagen, Monozyten und dendritische
Zellen (professionelle Antigen préisentierende Zellen, APZ) kénnen durch PRRs erkannte
Pathogene durch Phagozytose (siehe Abschnitt 3.2) in sich aufnehmen, und Fragmente der
Krankheitserreger auf ihrer Oberfliche priasentieren [Rosin und Okusa, 2011; Greenberg

!Die enge Verzahnung angeborener und adaptiver Immunitit und die Entdeckung adaptiver Elemente in
wirbellosen Tieren stellen die strikte Zweiteilung der Immunologie jedoch mehr und mehr in Frage
[Flajnik und Du Pasquier, 2004].

2Ein sehr prominentes Beispiel fiir ein PAMP ist LPS, welches auch Endotoxin genannt wird und allen
Gram-negativen Bakterien gemeinsam ist [Rietschel et al., 1994].
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Abbildung 3.1
Zusammenhénge des angeborenen Immunsystems nach dem Danger- und Stranger-Modell. In den
Organismus eingedrungene Krankheitserreger konnen PAMPs freisetzen, die wiederum von PRRs
erkannt werden (oben). Analog kénnen durch Gewebe- beziehungsweise Zellschadigung DAMPs
freigesetzt werden, welche sich ansonsten nur innerhalb der Zellen befinden und die von PRRs
oder spezifischen DAMP Rezeptoren erkannt werden (unten). Verschiedene Zelltypen wie APZ,
Makrophagen, T-Zellen und Neutrophile sind am Erkennungsprozess und an der Einleitung der
Immunantwort beteiligt. Diese kann in der Freisetzung von Zytokinen oder Chemokinen bestehen,

der Immunzellrekrutierung, Entziindungsprozessen, der Gewebeheilung oder der Aktivierung der
adaptiven Immunitdt. Modifiziert nach Rosin und Okusa [2011].

Korpereigene Strukturen,
»Dangers“

und Grinstein, 2002]. Fiir die Antigenpréasentation sind Haupthistokompatibilitdtskomplex-
Molekiile (MHC-Molekiile) der Klassen I und II verantwortlich [Jutras und Desjardins,
2005; Iwasaki und Medzhitov, 2010]. Die Antigenprasentation stellt eine Verbindung zur
adaptiven Immunitéit dar [Aderem, 2003]. Neutrophile sind ebenfalls an der Phagozytose
beteiligt, gehoren aber nicht zu den APZ. Sie zeichnen sich durch die Fahigkeit aus,
netzartige neutrophile extrazelluldre Fallen (NETs) zu bilden, deren Hauptbestandteil
DNA ist und die durch lokal konzentrierte antimikrobielle Substanzen Krankheitserreger
im extrazelluldren Raum wirksam bekédmpfen kénnen [Brinkmann et al., 2004].

Neben der zellulairen Komponente verfiigt das angeborene Immunsystem iiber humorale
Bestandteile in Form von freien Molekiilen im extrazelluliren Raum. Dazu gehoren neben
Cytokinen und Chemokinen die antimikrobiellen Peptide (AMPs) und insbesondere die
Proteine des Komplementsystems, einem Satz proteolytischer Enzyme zur aktiven Immun-
abwehr [Beutler, 2004]. AMPs werden sowohl von Epithelzellen, den physischen Barrieren
des Immunsystems, als auch von Immunzellen wie Neutrophilen (polymorphonukleire
Granulozyten) gebildet. Sie sind haufig hochspezifisch fiir Pathogene und kénnen diese
iiber verschiedene Mechanismen abtoten [Zasloff, 1992; Brogden, 2005].

Die Unspezifitdat und Universalitdt des angeborenen Immunsystems steht dem adaptiven
Immunsystem gegeniiber. Durch einen ausgekliigelten Anpassungsprozess der erkennenden

33



Kapitel 3 Rhodococcus equi und die Phagosomenreifung

Strukturen ist es diesem System moglich, eine enorme Anzahl hochspezifischer molekularer
Strukturen einzelner Krankheitserregerspezies zu detektieren und diese iiber einen lingeren
Zeitraum im Repertoire zu behalten [Janeway Jr und Medzhitov, 2002]. Die adaptive
Immunantwort tritt gegeniiber der angeborenen mit zeitlicher Verzogerung ein. Das
Vorliegen einerseits extrazellularer und andererseits intrazelluldrer Pathogene hat nach
Janeway [1989] zur Entwicklung von zwei separaten Systemen innerhalb der adaptiven
Immunitét gefithrt. B-Lymphozyten (B-Zellen) produzieren Antikérper [Edelman, 1973],
die an Zielstrukturen (Antigene) auf extrazelluldren Mikroorganismen binden und diese
fir eine Entsorgung durch das Komplementsystem oder durch Phagozyten markieren
konnen. T-Lymphozyten (T-Zellen) exprimieren in ihrer Membran T-Zell-Rezeptoren, die
auf der Auflenseite korpereigener Zellen prisentierte Peptidfragmente von intrazelluldren
Pathogenen erkennen konnen [Bromley et al., 2001]. Durch diese Erkennung wird die
T-Zelle aktiviert und kann die befallene Zelle entweder direkt als zytotoxische T-Zelle oder
indirekt als T-Helfer-Zelle abtoten [Janeway, 1989]. Die Wechselwirkung zwischen T-Zell-
Rezeptor und der présentierten Struktur findet innerhalb des Nanometerzwischenraums
zwischen beiden Zellen statt, der von Bromley et al. [2001] als immunologische Synapse
bezeichnet wird. Innerhalb der ,Synapse® spielen Membrandoménen eine wichtige Rolle
zur Kompartimentierung [Bromley et al., 2001].

3.2 Die Entstehung des Phagosoms durch Phagozytose

Die von der Plasmamembran ausgehende Erzeugung neuer intrazelluldrer Membranen
wird als Endozytose verstanden. In dessen Verlauf werden Lipide und Proteine der
Plasmamembran zusammen mit extrazelluldren Bestandteilen in die Zelle aufgenommen
[Doherty und McMahon, 2009]. Haufige Endozytosemechanismen sind Clathrin-vermittelte
und Caveolae-abhiingige Endozytose, Makropinozytose® und Phagozytose [Doherty und
McMahon, 2009].

Der Begriff Phagozytose wird fiir die Aufnahme eines grofieren extrazellularen Parti-
kels in das Innere einer Zelle verwendet?. Das Partikel wird von einem neu gebildeten
Zellkompartiment, dem Phagosom, umschlossen. Wéahrend sie einzelligen Lebewesen zur
Nahrungsaufnahme dient, tibernimmt die Phagozytose in Mehrzellern die Entsorgung von
apoptotischen Zellen und ist zudem ein wichtiger Teil des Immunsystems [Desjardins,
2003]. Als professionelle Phagozyten, zu deren Hauptaufgabe die Phagozytose gehort,
werden Neutrophile, Makrophagen und Monozyten, deren Vorlaufer, und dendritische
Zellen bezeichnet [Rabinovitch, 1995; Flannagan et al., 2012]. In ihnen sind neben der
Phagozytose weitere wesentliche Funktionen des angeborenen Immunsystems - die Erken-
nung und der Verdau von Pathogenen - mit der Aktivierung des adaptiven Immunsystems
vereint [Jutras und Desjardins, 2005]. Dariiber hinaus iiben sie regulatorische Funktionen
bei Entziindungsreaktionen aus [Aderem, 2003].

3Das Protein Clathrin unterstiitzt den Vesikelbildungsprozess durch Bildung eines Uberzugs auf der
Membran, welcher nach der Endozytose aktiv entfernt wird. Caveolae sind tubuldre Doménen der
Zellmembran, die durch das Protein Caveolin stabilisiert werden und durch ihre Struktur Endozy-
tose ermdéglichen kénnen. Bei der Makropinozytose stiilpen sich unebene Erweiterungen um einen
extrazelluldren Bereich, der anschlieend internalisiert wird.

“In der Literatur werden als Grenzwert zwischen anderen Endozytoseprozessen und Phagozytose Parti-
keldurchmesser zwischen 0,4 ym und 1 pm angegeben [Haas, 2007; Tjelle et al., 2000; Greenberg und
Grinstein, 2002].
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Der von Metschnikoff [1884] entdeckte Prozesses der Phagozytose lasst sich, wie in
Abbildung 3.2 dargestellt, unterteilen in Erkennung und Bindung des Pathogens oder
Partikels, Modifizierung des Zytoskeletts und Ausstiilpung von Pseudopodien, Fusion der
Membran hinter dem Pathogen sowie Abtrennung des Phagosoms von der Plasmamembran
[Aderem, 2003]. Die an der Phagosomenbildung beteiligten Fusionsprozesse vesikulérer
intrazelluldrer Strukturen werden als fokale Exozytose bezeichnet.

Bevor Phagozytose stattfinden kann, miissen Phagozyt und Zielobjekt miteinander
in Kontakt kommen. In wenigen Féllen passiert das chemotaktisch. Fiir Makrophagen
ist bekannt, dass sie ihre Umgebung durch aktive Membranausstiilpungen (Pseudopo-
dien) untersuchen [Botelho und Grinstein, 2011]. Die Erkennung des Pathogens durch
membranstédndige Rezeptoren des professionellen Phagozyten erfolgt entweder direkt oder
das Pathogen wird zuvor durch Antikérper oder Fragmente von Komplementproteinen
opsoniert [Joiner et al., 1984; Bohdanowicz und Grinstein, 2013], also bedeckt. Bakterien
konnen die Opsonierung und damit die Erkennung durch Phagozyten durch Ausbildung
einer Polysaccharidkapsel unterwandern [Kozel und Gotschlich, 1982]. Haufige Opsonine
sind der Antikérper Immunoglobulin G (IgG) und Fragmente des Komplementmolekiils C3
[Joiner et al., 1984; Tosi, 2005]. Der direkte Erkennungs- und Bindungsprozess verlauft da-
gegen nach dem Schema der PRR-Rezeptoren - beispielsweise wird LPS von Makrophagen
durch den Scavenger Rezeptor A erkannt [Peiser et al., 2000].

Durch das Zusammenspiel von Rezeptor und Ligand werden Signale generiert, die
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der Einleitung des Internalisierungsprozesses dienen. Die Bindung zwischen Partikel und
Rezeptoren des Phagozyten ist relativ schwach, sodass eine Bindung des Pathogens
nur durch viele einzelne Rezeptor-Ligand-Bindungen und durch Rezeptoraggregierung
zustande kommt [Flannagan et al., 2012]. Dies wird durch die eingeleitete Reorganisation
und Polymerisierung des Aktin-Zytoskeletts erleichtert, welches die laterale Mobilitat der
Rezeptoren einschrankt [Jaumouillé und Grinstein, 2011]. Fir die Aktinpolymerisierung
spielen unter anderem bestimmte PI-Spezies, deren Akkumulation durch die aktivierten
Rezeptoren vermittelt wird, eine wichtige Rolle [Bohdanowicz und Grinstein, 2013].

Ausgehend von der durch Lipidregulation® gebildeten phagozytischen Tasse stiilpt sich
die Plasmamembran in Form von Pseudopodien um das phagozytierte Partikel [Botelho
und Grinstein, 2011], woran eine Reihe von Proteinen beteiligt sind. Dieser Prozess wird
durch eine kritische Menge von Rezeptor-Ligand-Paaren ausgelost, welche als Trigger
fungieren - bei kleineren Partikeln wird das komplette Partikel &hnlich der Makropinozytose
umschlossen. Fiir groflere Partikel werden die Pseudopodien, von schwachen Rezeptor-
Ligand-Bindungen unterstiitzt, reissverschlussidhnlich um das Partikel gezogen [Swanson
und Baer, 1995; Tjelle et al., 2000; Botelho und Grinstein, 2011]. Ein kompletter Einschluss
kommt dabei nur dann zustande, wenn die Anzahl von Rezeptor-Ligand-Paaren ausreichend
hoch ist.

Dass die Membranfliche des Phagozyten wihrend der Phagozytose konstant bleibt
oder zunimmt, ist ein Hinweis darauf, dass zuséitzliche extrazellulidre oder intrazelluldre
Membranen in den Prozess der Phagosomenbildung einbezogen werden [Greenberg und
Grinstein, 2002; Werb und Cohn, 1972]. Tatséchlich werden schon wéihrend des Einschluss-
prozesses, also vor Abschniirung des Phagosoms durch Membranfusion, Membranen von
Lysosomen, Endosomen und dem ER generiert, die sowohl in der Plasmamembran als auch
im neu gebildeten Phagosom aufgehen [Desjardins, 2003; Jutras und Desjardins, 2005;
Huynh et al., 2007; Haas, 2007]. Die fokale Exozytose von Endosomen am Ort der Phago-
zytose wurde von Bajno et al. [2000] gezeigt. Das Ausmafl der Rekrutierung zusétzlicher
Membranen fiir die Pseudopodien- beziehungsweise Phagosomenbildung hingt vermutlich
von der Grofle und Anzahl der phagozytierten Partikel ab [Haas, 2007]. Die Beteiligung
des ER an der Phagozytose konnte in einigen Fallen nicht bestétigt werden, zudem ist das
Ausmaf} der Beteiligung sehr umstritten, da einige Komponenten der ER-Membran der
Anséguerung des Phagosoms entgegenwirken wiirden [Huynh et al., 2007]. Abbildung 3.2
gibt eine Ubersicht iiber die verschiedenen méglichen Urspriinge der Phagosomenmenbran.
Dabei ist anzumerken, dass in den meisten Féllen vermutlich die Plasmamembran den
wesentlichen Anteil der Phagosomenmembran bildet.

Die Phagozytose wird durch Fusion der Pseudopodien und Abtrennung des neu ge-
bildeten Phagosoms abgeschlossen. Hierfiir muss insbesondere die Umstrukturierung
des Aktin-Zytoskeletts riickgéngig gemacht werden, was im Wesentlichen wieder durch
PI-Spezies mediiert wird [Bohdanowicz und Grinstein, 2013]. Der Inhalt des neu gebilde-
ten Phagosoms wird mafigeblich vom extrazellularen Medium gebildet, allerdings ist ein
FEinfluss der fokalen Exozytose nicht auszuschlieflen.

®Schroit und Gallily [1979] konnten beispielsweise zeigen, dass sich die Phagozytoserate im Mausmodell
durch Erhéhung der Ungeséttigtheit der Lipide erhdhen lasst.
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Abbildung 3.3

Die Reifung eines Phagosoms zum Phagolysosom im Uberblick. Die sich an den Phagozytoseprozess
anschliefende Phagosomenreifung dient dem Abbau des eingeschlossenen Pathogens (oder der
apoptotischen Zelle). Durch fusionsartige Prozesse mit frithen Endosomen, spaten Endosomen und
schliellich Lysosomen werden Membrankomponenten sowie Lumen des Phagosoms modifiziert.
Fiir das Stadium des frithen Phagosoms (a) und fiir Fusionsprozesse mit frithen Endosomen ist
Rabb essentiell, welches wihrend des Ubergangs iiber das intermediéire (b) zum spéten Phagosom
(¢) durch Rab7 und die Féahigkeit zur Fusion mit spiten Endosomen beziehungsweise Lysosomen
ersetzt wird. Wahrend der Reifung zum Phagolysosom (d) wird das Phagosom vom pH-Wert 7,4
auf pH 4,5 angesduert. Dafiir ist hauptséchlich die in der Phagosomenmembran angereicherte
Protonenpumpe v-ATPase verantwortlich. Dies fiihrt zusammen mit Proteinen wie Hydrolasen,
oxidativen Radikalen und antimikrobiellen Peptiden zur Zerstorung des Pathogens im Phago-
lysosom. Am spéaten Phagosom ist die Bereitstellung von Antigenen zur MHC-II-Préasentation
auf der Plasmamembran durch das Phagosom gezeigt. Dargestellt sind aulerdem weitere fiir die
verschiedenen Reifungsstadien charakteristische Molekiile. Aus Flannagan et al. [2009].

3.3 Phagosomenreifung

Die Phagozytose eines Krankheitserregers durch einen professionellen Phagozyten initiiert
einen Prozess, welcher als Phagosomenreifung bezeichnet wird. Durch diese werden mittels
fusionsartiger Austauschprozesse zwischen dem Phagosom und Vesikeln des endozytischen
Systems (frithe und spéte Endosomen sowie Lysosomen) [Desjardins et al., 1994b] sowohl
die Zusammensetzung der Phagosomenmembran als auch der Inhalt des Phagosoms
sukzessiv modifiziert [Haas, 2007]%. Am Ende der Phagosomenreifung steht die Zerstérung
des Krankheitserregers sowie die Entsorgung von dessen Bestandteilen - das Phagosom ist
zu einem Phagolysosom geworden. Abbildung 3.3 gibt einen Uberblick iiber den Ablauf
der Phagosomenreifung. Zur Verdauung des Pathogens tragen im phagosomalen Lumen
insbesondere die Ansduerung und oxidative Radikale bei, funktionelle Bedeutung hat
zudem die Ausschleusung von Antigenen zur Présentation auf der Plasmamembran [Haas,
2002].

Fiir die Modifizierung von Phagosomenmembran und phagosomalem Lumen im Laufe der

SMaterialaustausch wihrend der Phagosomenreifung findet zudem mit Vesikeln des trans-Golgi-Netzwerks
und mit der Plasmamembran statt [Tjelle et al., 2000; Vieira et al., 2002].
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Phagosomenreifung schlug Desjardins [1995] einen Kiss-and-run-Mechanismus vor”. Dabei
kommt es zu einer transienten Fusion der Membranen von Phagosom und funktionellem
Vesikel, wodurch der Austausch von Membran- und Lumenkomponenten ermdglicht wird,
gefolgt von einer Ablésung der Membranen voneinander. Der intermedidre Zustand l&sst
sich als kurzzeitige Fusionspore interpretieren [McBride et al., 1999] (vergleiche Abschnitt
2.8), worauf auch der groBenabhéngige Austausch von Partikeln zwischen Phagosom und
Fusionsvesikeln hindeutet [Desjardins et al., 1997].

Aufgrund der zeitlich begrenzten Prasenz von Markerproteinen im Phagosom lassen
sich verschiedene Reifungsstufen des Kompartiments unterscheiden, welche im Normalfall
einem festen Ablaufplan folgen [Haas, 2007]. Wesentlich dafiir ist, dass die Neigung des
Phagosoms zur Fusion mit Vesikeln des endozytischen Systems durch die Aufnahme
spezieller Rab-Proteine (siehe Abschnitt 2.8) wihrend der Phagosomenreifung veréndert
wird. Das frithe, aus der Phagozytose hervorgehende Phagosom ist zur Fusion mit frithen
Endosomen befahigt. Das spite Phagosom legt diese Eigenschaft ab und fusioniert dafiir
mit spaten Endosomen und schlie8lich mit Lysosomen [Desjardins et al., 1997]. Dass die
Fusionsprozesse zwischen Phagosomen und Endosomen von Rab- und SNARE-Proteinen
abhiingig ist [Becken et al., 2010], konnte von Jahraus et al. [1998] gezeigt werden®.
Fiir frithe Endosomen und Phagosomen ist Rabb charakteristisch, in den Membranen
spater Endosomen und Phagosomen findet sich Rab7, nicht aber Rab5, wihrend das
Phagolysosom keines der beiden Rab-Proteine enthélt [Desjardins et al., 1994b; Vieira
et al., 2002; Kinchen und Ravichandran, 2008]. Es ist nicht geklart, ob die Aufnahme
endozytischer Markerproteine Voraussetzung oder Konsequenz des Reifungsprozesses ist
[Scott et al., 2003].

Dass sich die Grofle des Phagosoms wahrend der Phagosomenreifung nicht nennenswert
andert [Desjardins et al., 1994b], untermauert einerseits die Kiss-and-run-Hypothese,
ist andererseits aber eine Folge von zur Plasmamembran gerichteten Recyclingprozessen
[Flannagan et al., 2012]. Unter anderem Rab4 und Rab11 sind fiir die Regulierung von
nach auflen gerichteten Abschniirungsprozessen von der Phagosomenmembran zusténdig
[Damiani et al., 2004]. Diese sind moglicherweise in Membranmikrodoménen lokalisiert
[Damiani et al., 2004], welche als Ausgangsstruktur fiir eine Abschniirung fungieren
konnten.

Ein wichtiges Instrument bei der Bildung eines Phagolysosoms und zur Zerstérung von
Krankheitserregern im Phagosom ist die Ansduerung des phagosomalen Lumens [Kinchen
und Ravichandran, 2008]. Im frithen Phagosom betriagt der pH-Wert noch etwa 6,0 bis
6,5, im spaten Phagosom bereits 5,0 bis 6,0 und im Phagolysosom 4,0 bis 5,5 [Haas, 2007].
Die hauptséchlich an der Ansduerung beteiligte v-ATPase tritt im frithen Phagosom nur
vereinzelt auf, weshalb die initiale, leichte Ansduerung des Phagosoms andere Ursachen
haben muss. Eine Rolle kénnte dabei nach Hackam et al. [1997] die Entfernung der
Natrium-Kalium-ATPase spielen, welche ein der Ansduerung entgegenwirkendes Membran-
potential aufbauen wiirde, verbunden mit einem Natrium-Protonen-Austauschtransport
(Antiport). Die v-ATPase erzeugt als aktive Protonenpumpe unter Hydrolyse von ATP
einen Protonengradienten an Membranen [Beyenbach und Wieczorek, 2006]. Sie wird
durch Fusionen mit Golgi-Vesikeln auf das spéate Phagosom tibertragen [Fratti et al., 2003].

"Das Vorliegen von Kiss-and-run-Prozessen wihrend der Phagosomenreifung ist nicht endgiiltig bestitigt
[Flannagan et al., 2012].

8Dariiber hinaus sind die unterschiedlichen Proteine der Rab-Familie wesentlich an der Organisation von
intrazelluldren Fusions- und Transportprozessen beteiligt [Stenmark, 2009].
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Die Rate des Protonentransports ist neben der Dichte von v-ATPasen in der Membran
abhédngig vom Verhéltnis zwischen der Hydrolyseenergie des ATPs und einerseits dem
Protonengradienten sowie andererseits dem elektrischem Transmembranpotential [Grabe
und Oster, 2001; Huynh et al., 2007]. Der sich einstellende pH-Wert entspricht einem
Gleichgewichtszustand von unterschiedlich gerichteten Protonenfliissen - nach auflen gerich-
tete Protonenfliisse entstehen durch weitere Transportproteine sowie durch die im Laufe
der Phagosomenreifung steigende Durchldssigkeit der Membran fiir Protonen [Huynh
et al., 2007].

Die spéate Erniedrigung des intraphagosomalen pH-Werts stellt nicht nur einen direkten
Mechanismus zur Zersetzung des eingeschlossenen Krankheitserregers dar, dariiber hinaus
ist die Aktivitdt von Proteasen, beispielsweise Cathepsinen, welche das Pathogen abbauen
konnen, pH-abhéngig [Lennon-Duménil et al., 2002b,a]. Zudem wird durch Denaturierung
der Proteinfragmente das Beladen von Rezeptoren zur Antigenpriasentation ermoglicht,
und es wird angenommen, dass sowohl der saure pH-Wert als auch die v-ATPase eine
Rolle bei Fusionsprozessen zwischen spiaten Phagosomen und Lysosomen spielen [Peri
und Niisslein-Volhard, 2008; Kinchen und Ravichandran, 2008; Huynh und Grinstein,
2007]. Protonen im phagosomalen Lumen werden auch zur Produktion reaktiver oxidativer
Spezies (siehe unten) benétigt [Murphy und DeCoursey, 2006]. Die Ansduerung des
Phagosoms ist also ein notwendiges Kernelement der Phagosomenreifung [Huynh und
Grinstein, 2007].

Hydrolasen, insbesondere Proteasen, die die Spaltung von Molekiilbindungen kataly-
sieren, werden schon frith in das neu gebildete Phagosom tibertragen, moglicherweise
durch Fusionsprozesse mit Golgi-Vesikeln [Sturgill-Koszycki et al., 1996; Yates et al.,
2005; Haas, 2007]. Thre Aktivitéat entfalten Hydrolasen in Abhéngigkeit vom pH-Wert des
Phagosoms [Claus et al., 1998]. Die Hydrolasen werden in einem spéateren Abschnitt der
Phagosomenreifung durch Austausch mit Lysosomen im Phagosom aufkonzentriert [Claus
et al., 1998].

Zur Phagosomenreifung gehort aulerdem die massive Erzeugung einer Reihe reaktiver
oxidativer Spezies, die die Verdauung des eingeschlossenen Krankheitserregers unterstiitzen
[Iyer et al., 1961; Murphy und DeCoursey, 2006]. Deren Vorstufe sind O, -Hyperoxide
sowie Stickstoffmonoxidradikale (NO) [Nathan und Shiloh, 2000]. Hierbei wirkt das
membransténdige Protein NADPH mit, indem es im Phagosom unter Elektronentransport
O, produziert [Hampton et al., 1998].

Neben Hydrolasen und oxidativen Radikalen wird im Verlauf der Phagosomenreifung
das Phagosom mit antimikrobiellen Proteinen und Peptiden angereichert, die entweder
direkt mit den Pathogenen interagieren oder indirekt deren Wachstum hemmen kénnen
[Flannagan et al., 2009]. Beispielsweise kann das Protein Lactoferrin Eisen aus dem
Phagosom binden, welches essentiell fiir das Uberleben von Mikroorganismen ist, und
wirkt damit hemmend auf deren Wachstum [Skaar, 2010; Molloy und Winterbourn, 1990].
Zu den im Phagolysosom konzentrierten AMPs gehoéren Defensine und Cathelicidine. Sie
werden in den Granula von Phagozyten gespeichert und durch Fusionsprozesse in deren
Phagosomen entlassen, wo sie durch Stérung von deren Membranintegritit eingeschlossene
Krankheitserreger schiadigen [Lehrer et al., 1993; Zanetti, 2005]. Defensine sind aktiv
gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien, Mykobakterien, Pilze und umbhiillte
Viren und verfiigen zudem iiber eine unspezifische Zytotoxizitéit [Lehrer et al., 1993]. Auch
Cathelicidine besitzen ein breites Wirkungsspektrum gegen Bakterien, Protozoen, Pilze,
Viren und Tumorzellen [Zanetti et al., 1995; Gutsmann et al., 2001a]. Thre Vorlaufer liegen
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in den Granula als Prapropeptide vor und werden bei Bedarf in einen Proteinrest und ein
C-terminales, antimikrobielles Peptid gespalten [Zanetti et al., 1995]. Im Menschen tritt
das Cathelicidin hCAP18 auf, dessen C-terminales, a-helikales Peptid L1-37 neben der
antimikrobiellen Aktivitdt LPS binden und neutralisieren kann [Larrick et al., 1995; Wiese
et al., 2003] und dariiber hinaus eine Reihe von Immunantworten mediiert [Zanetti, 2005].

Wie auch in Kompartimenten des endozytischen Systems entstehen im Phagosom durch
Degradierung von pathogenen Proteinen Peptide passender Lénge, die als Antigene auf
MHC-Klasse-II-Komplexe geladen werden konnen [Jutras und Desjardins, 2005]. Die
beladenen MHC-Klasse-1I-Komplexe fiigen sich in die Phagosomenmembran ein und
gelangen, von abgeschniirten Vesikeln transportiert, zur Plasmamembran [Blander und
Medzhitov, 2006]. Hier konnen die Antigene von Rezeptoren erkannt werden und so eine
adaptive Immunantwort auslosen.

Die genaue Lipidzusammensetzung des Phagosoms ist bis heute unklar. Mason et al.
[1972] fanden fiir Alveolarmakrophagen im Hasen einen Anteil von 14% SM, 33% PC,
jeweils 6% PS und PI und 23% PE am Gesamtphospholipid und einen Cholesterolanteil
von 26% am Gesamtlipid. Die Phagosomen enthielten 22% SM, 18% PC, 7% PS, 4%
PI und 19% PE bei 36% Cholesterolanteil. Fiir humane frithe Phagosomen wurden von
Desjardins et al. [1994a] 20% SM, 44% PC, 9% PS, 4% PI und 15% PE, fiir spite Phago-
somen dagegen 35% SM, 24% PC, 10% PS, 5% PI und 19% PE gefunden®. Insbesondere
das Verhéltnis zwischen SM und PC wird also im Lauf der Phagosomenreifung stark
modifiziert. Die Werte fiir das frithe Phagosom korrelieren mit den von van Meer et al.
[2008] angegebenen Werten fiir die Sdugetier-Plasmamembran (siehe Abbildung 2.12).
Jeschke et al. [2015] konnten zeigen, dass Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI(3)P) eine
funktionelle Bedeutung fiir Fusionsprozesse zwischen Phagosomen und frithen Endosomen
hat (siehe auch [Ellson et al., 2001]), wéhrend spétere Fusionsprozesse mit Lysosomen
zusatzlich von Phosphatidylinositol-4-Phosphat (PI(4)P) reguliert werden.

3.4 Die Unterwanderung der Phagosomenreifung durch
intrazellulare Pathogene

Das Immunsystem stellt einen umfangreichen und effektiven Schutz gegen die Vielzahl
von Krankheitserregern dar, derer der Organismus sich erwehren muss. Der Organismus
erkrankt, wenn das Immunsystem einem Pathogen nicht gewachsen ist. Das ist der Fall,
wenn entweder der Krankheitserreger besonders potent ist oder wenn das Immunsystem
zeitweise oder permanent geschwicht ist. Fiir eine Reihe von Krankheitserregern ist eine
erfolgreiche Strategie, Mechanismen des Immunsystems zu unterwandern oder sogar fiir
ihre Zwecke zu missbrauchen. Als prominentes Beispiel befillt der HI-Virus gezielt Zellen
des Immunsystems und fiithrt durch schnelle Mutationen, Abbau von MHC-Komplexen,
Zerstorung von essentiellen Immunzellen und weitere Mechanismen zu dem kritischen
erworbenen Immundefektsyndrom (AIDS) [Mosier, 2000; Gougeon, 2003].

Auch Phagosomenbildung und -reifung stellen fiir einige spezialisierte Pathogene mit
dem Immunsystem assoziierte Angriffspunkte dar. Wahrend Bakterien, welche den Phago-
zytoseprozess verhindern, zu den extrazellularen Pathogenen zéhlen, werden Bakterien, die
innerhalb eines Phagosoms die Zerstorung durch Phagosomenreifung umgehen und in der

9Fiir diese Studie wurden die Phagosomen mit Latexkugeln gefiillt [Desjardins et al., 1994a).
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Lage sind, sich innerhalb der Zelle zu vermehren, als intrazellulédre Pathogene bezeichnet.
Obwohl der eingesetzte Mechanismus zur Beeinflussung des Phagosoms fiir jede Spezi-
es intrazelluldrer Bakterien individuell ist [Haas, 2002], konnen drei haufige Strategien
unterschieden werden: Ausbruch aus dem Phagosom, Hemmung der Phagosomenreifung
sowie Umbau des Phagosoms [Haas, 2007; Tjelle et al., 2000; Scott et al., 2003; Flannagan
et al., 2012]. Diese sind in Abbildung 3.4 schematisch dargestellt. Da die Definition des
Phagosoms auch den ordnungsgeméfen Verlauf der Phagosomenreifung einschliefen sollte,
wird das durch Pathogene modifizierte und seiner Funktion entfremdete Kompartiment
héufig als Vakuole bezeichnet. Im Folgenden werden einige prominente Beispiele fiir die
verschiedenen Strategien genannt.

Listeria monocytogenes [Smith et al., 1995] und Shigella flexneri [High et al., 1992]
zerstoren die Membran des Phagosoms und gelangen so ins Zytoplasma, in welchem sie
wichtige Néhrstoffe nutzen und sich reproduzieren. Dariiber hinaus kénnen sie sich durch
spezielle Mechanismen wie die Induzierung von Ausstiilpungen der Plasmamembran auch
auf benachbarte Zellen ausbreiten [Smith et al., 1995; Kadurugamuwa et al., 1991].

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) [Via et al., 1997], Salmonella enterica
serovar Typhimurium (S. Typhimurium) [Cuellar-Mata et al., 2002] und R. equi [Fernandez-
Mora et al., 2005] nehmen hemmenden Einfluss auf den Verlauf der Phagosomenreifung,
sodass der Zustand eines Phagolysosoms nicht erreicht wird und somit die intrazellularen
Bakterien im Phagosom iiberleben kénnen. Wahrend die M. tuberculosis enthaltende
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Vakuole in einem frithen Zustand der Phagosomenreifung gehalten wird, gleicht die
Vakuole von Salmonella T. einem modifizierten spaten Phagosom [Cuellar-Mata et al.,
2002; Scott et al., 2003]. In einigen Féllen nutzen die Bakterien die Fusionsprozesse mit
endozytischen Vesikeln als Nahrungsversorgung [Haas, 2007] und koénnen, wie van der Wel
et al. [2007] fiur M. tuberculosis gezeigt haben, aus dem Phagosom ins Zytosol gelangen.
Die Hemmung der Phagosomenreifung durch R. equi wird im folgenden Abschnitt 3.5
gesondert behandelt.

Legionella pneumophila [Kagan und Roy, 2002] und Chlamydia trachomatis [Hackstadt
et al., 1996] wandeln das Phagosom in ein ihren Bediirfnissen angepasstes Kompartiment
um. Wahrend Legionella sein Phagosom zu einem dem ER &dhnlichen Kompartiment
umbaut, in welchem es sich vermehren kann [Kagan und Roy, 2002], erreicht die Vakuole
von Chlamydia innerhalb der Zelle durch Fusion mit Golgi-Vesikeln und insbesondere
Aufnahme von zellulirem SM eine beachtliche Grole [Haas, 2007; Scott et al., 2003;
Hackstadt et al., 1996].

Eine weitere Gruppe von Bakterien, zu der Coxiella burnetii [Hackstadt und Williams,
1981] und Leishmania mezicana [McConville et al., 2007 gehoren, wirkt verlangsamend
auf die Phagosomenreifung [Haas, 2007] und nutzt die Bedingungen im Phagolysosom fiir
Wachstum und Vermehrung. Sie gehéren zu den obligat intrazelluliren Pathogenen - im
Gegensatz zu fakultativ intrazelluldren Pathogenen, welche sich sowohl innerhalb als auch
auflerhalb von Wirtszellen fortpflanzen kénnen.

Die zahlreichen Mechanismen, mit deren Gesamtheit es ein Krankheitserreger bewerk-
stelligt, im Phagosom zu iiberleben, beginnen bei der Einflussnahme auf den Prozess der
Aufnahme in die Zelle und umfassen die Freisetzung von bakteriellen Pathogenitatsfakto-
ren'? beziehungsweise den Transfer von Proteinen in das Phagosom [Haas, 2007; Fratti
et al., 2003; Cuellar-Mata et al., 2002]. Als Resultat werden essentielle Funktionen des
Phagosoms aufler Kraft gesetzt oder modifiziert. Von besonderer Bedeutung sind dabei
die Storung der Signaltransduktion [Malik et al., 2001; Haas, 2007], die Hemmung oder
Neuausrichtung von Fusionsprozessen [Tjelle et al., 2000; Cuellar-Mata et al., 2002; Malik
et al., 2001; Stenmark, 2009], die Einflussnahme auf die Anséduerung des Kompartiments
[Huynh et al., 2007] und die Verhinderung der Antigenprésentation [Clemens und Horwitz,
1995; Ramachandra et al., 2001].

3.5 Rhodococcus equi als intrazellulares Pathogen

Die Gattung Rhodococcus gehort wie die Mykobakterien zur Ordnung der Actinomycetales.
Die stébchen- bis kugelférmigen Gram-positiven Bakterien sind aerob und treten auf
Ackerbéden, Weiden und in Frisch- und Grundwasser auf [Goodfellow und Alderson, 1977].
Ihre Zellhiille d&hnelt der der Mykobakterien (vergleiche Abbildung 2.11) und enthélt in der
dufleren Membran Mykolsduren sowie mykolsdurehaltige Lipide wie Trehalose Dimykolat
(TDM) [Sutcliffe, 1998]. Die Mykolséuren der Rhodokokken messen zwischen 30 und 54
Kohlenstoffatome und sind damit kiirzer als die der Mykobakterien [Sutcliffe, 1998].

R. equi ist ein fakultativ intrazelluldrer Vertreter der Rhodokokken, der verschiedene
Land- und Wassertiere wie Schweine und Rinder, vor allem aber junge Pferde beféllt

107u den Pathogenitétsfaktoren gehort das aus der Hiille von M. tuberculosis und anderen Mykobakterien
im Phagosom freigesetzte TDM, welches im Fall von M. tuberculosis ausreicht, die Phagosomenreifung
zu hemmen [Axelrod et al., 2008].
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und in Einzelfdllen auch auf den Menschen iibertragen werden kann [Prescott, 1991;
Hondalus, 1997; von Bargen und Haas, 2009]. Bis 1983 wurden weltweit nur 13 Falle von
R. equi-Infektionen beim Menschen gezéhlt, mit dem Aufkommen von AIDS ist die Anzahl
auf tiber 100 gemeldete Infektionen angestiegen [Weinstock und Brown, 2002]. Tatséchlich
betreffen die meisten Erkrankungen beim Menschen immundefiziente Patienten, {iber
zwei Drittel der R. equi-Infektionen treten zusammen mit einer AIDS-Erkrankung auf!!
[Weinstock und Brown, 2002; Prescott, 1991]. Mit etwa 10 % der R. equi-Infektionen
stellen auch Transplantationspatienten eine Risikogruppe dar [Weinstock und Brown,
2002]. R. equi gelangt durch das Einatmen von Ackerstaub in die Lunge des Wirtes und
beféllt dort als primére Targetzellen Alveolarmakrophagen, moglicherweise auch alveolare
Epithelzellen [Hondalus und Mosser, 1994; von Bargen und Haas, 2009]. Eine Infektion
mit R. equi betrifft sowohl bei Fohlen als auch beim Menschen Atemwege und Lunge und
fithrt hdufig zu Lungenentziindungen in Verbindung mit Abzessbildung, beim Menschen
mit tuberkulosedhnlichen Symptomen [Prescott, 1991; Giles et al., 2014].

Virulente, von Pferden isolierte R. equi-Stdmme unterscheiden sich durch die Anwesen-
heit eines 80 - 90 kb Plasmids von avirulenten Stdmmen [Takai et al., 1991b; Gigueére et al.,
1999], dieses wird als Virulenzplasmid bezeichnet. Es enthélt die Gene fiir 15 - 17 kDa grofle
Oberflachen-Antigene, welche Takai et al. [1991b] in virulenten Bakterien identifizierten.
Kurze Zeit spiter entwickelten Takai et al. [1993] einen Antikorper gegen diese Proteine,
durch welchen sich virulente R. equi-Bakterien nachweisen lassen. In Abschnitt 3.6 wird
eines der im Virulenzplasmid verschliisselten Antigene, das virulenz-assoziierte Protein A,
gesondert behandelt.

Als intrazelluldres Pathogen hemmt das durch Phagozytose in Makrophagen aufgenom-
mene virulente R. equi die Phagosomenreifung in einem Stadium zwischen frithem und
spatem Phagosom - und zwar wesentlich effektiver als avirulentes R. equi [Fernandez-Mora
et al., 2005]. Wihrend das Phagosom, im Folgenden als R. equi enthaltende Vakuole!?
(REV) bezeichnet, einige fiir spate Phagosomen spezifische Markerproteine erwirbt, werden
andere wie Cathepsin D und die v-ATPase nicht aufgenommen und dariiber hinaus eine
Ansauerung und Fusionen mit Lysosomen verhindert [Fernandez-Mora et al., 2005; Toyoo-
ka et al., 2005; von Bargen und Haas, 2009]. Zudem ist R. equi sehr resistent gegeniiber
einer Ansiuerung des pH-Werts [Benoit et al., 2000]. Hierdurch ist R. equi in der Lage,
im Inneren von REVs zu iiberleben und sich zu vermehren - dies gilt allerdings nicht
fiir avirulente Stamme, denen das Virulenzplasmid fehlt [Hondalus und Mosser, 1994].
Schliellich kann R. equi, mafigeblich vermittelt durch das Virulenzplasmid, zur Nekrose
der Wirtszellen fihren [Lithrmann et al., 2004]. Ein von K. von Bargen und Haas [2009]
entwickeltes Modell fiir den Verlauf der Phagosomenreifung virulenter und avirulenter
R. equi-Bakterien ist in Abbildung 3.5 dargestellt.

Neben den im Virulenzplasmid kodierten Proteinen wurden als mogliche Virulenzfakto-
ren beispielsweise das Kapselpolysaccharid, Mykolsduren der Zellhiille und das Enzym
Cholesteroloxidase gefunden [Hondalus, 1997].

Fir die Immunabwehr gegen R. equi ist die Anwesenheit von Interferon-v notwendig,
durch welches Makrophagen aktiviert werden und beginnen, oxidative Spezies zu bilden

"Kedlaya et al. [2001] berichten von 19 Féllen von R. equi bei immunkompetenten Patienten, die mit
etwa 11 % eine wesentlich niedrigere Mortalitat aufweisen als AIDS-Patienten mit iiber 50 %.

12Wie Fernandez-Mora et al. [2005] berichten, enthalten REVs in fortgeschrittenem Stadium amorphes und
vesikuldres Membranmaterial und weisen eine weniger eng am Bakterium anliegende Vakuolenmembran
auf als im frithen Stadium.
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4.0 5.0 6.0 7.0

Abbildung 3.5

Verlauf der Phagosomenreifung fiir viru-
lente (R.e.+) und avirulente (R.e.—) R.
equi-Bakterien. In der mittleren Spalte ist
der Verlauf der Endosomenreifung skizziert.
Avirulentes R. equi verlangsamt lediglich
den zeitlichen Verlauf der Phagosomenrei-
fung, die Vakuolen fusionieren mit frithen
(SE) und spéten (LE) Endosomen und Ly-
sosomen (Lys) und sind schlielich in der
Lage, das Bakterium abzutéten. Virulentes
R. equi dagegen hemmt die Phagosomen-
reifung in einem praphagolysosomalen Sta-
dium. Die Fusion mit spaten Vesikeln des
endozytischen Systems wird unterbunden
und die Ansduerung der Vakuole verhindert.
Dadurch ist es R. equi moglich, sich in dem
modifizierten Kompartiment zu vermeh-
ren, was schliellich zum nekrotischen Zell-
tod des Phagozyten fiihrt. Weitere Abkiir-
zungen: Klathrin-bedecktes Vesikel (CCV),
Recycling-Endosom (RE). Modifiziert nach
K. von Bargen und Haas [2009].

[Darrah et al., 2000; Vazquez-Boland et al., 2013]. Hierdurch wird den Bakterien zudem
zum Wachstum notwendiges Eisen entzogen [von Bargen et al., 2011].

3.6 Das virulenz-assoziierte Protein A von Rhodococcus equi

Das Virulenzplasmid der von Fohlen isolierten virulenten R. equi-Bakterien kodiert das
Protein VapA und die weiteren Vap-Proteine VapC bis -G [Takai et al., 2000b]. Insbe-
sondere am C-terminalen Ende weisen diese eine hohe Sequenzkonservierung auf [Takai
et al., 2000b]. Die Virulenz von Mutanten, denen verschiedene Vap-Proteine fehlen, kann
durch VapA wiederhergestellt werden - die iibrigen Vap-Proteine spielen offensichtlich
eine untergeordnete Rolle fiir die Virulenz der Bakterien [Jain et al., 2003]. VapA wird bei
hoheren Temperaturen (zwischen 34 °C und 41 °C) in der Bakterienmembran exprimiert
[Takai et al., 1992; Tan et al., 1995; Ren und Prescott, 2003], die Expression ist zudem
abhiangig von der Anwesenheit geringer Konzentrationen zweiwertiger Ionen wie Eisen,
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Calcium und Magnesium [Ren und Prescott, 2003], vom pH-Wert (maximal bei pH 5)
[Benoit et al., 2001; Ren und Prescott, 2003] und von der Anwesenheit oxidativer Spezies,
wie Benoit et al. [2002] fir HoO2 zeigen konnten. Die Voraussetzungen fiir eine erhéhte
VapA-Expression entsprechen den Umgebungsbedingungen im Phagosom - dies deutet
darauf hin, dass die Expression von Virulenzproteinen durch R. equi durch den Einfluss
des reifenden Phagosoms ausgelost werden kénnte.

Die Lokalisierung von VapA in der Bakterienmembran wird durch eine nach der Protein-
synthese stattfindende, kovalente Lipidmodifikation, wahrscheinlich nahe des N-Terminus,
erreicht. Dadurch erhoht sich das Molekulargewicht des Proteins von ungefahr 16 kDa auf
18 bis 22 kDa [Tan et al., 1995]. K. von Bargen [2010, S. 92 {.] fand heraus, dass VapA
im Verlauf der Phagosomenreifung von virulenten R. equi in das Phagosom freigesetzt
wird und innerhalb der Makrophagen in vesikularen Kompartimenten des endozytischen
Systems und insbesondere in Lysosomen angereichert wird. In einer weiterfithrenden Arbeit
von Wittlich [2011, S. 62 ff.] wurde gezeigt, dass VapA im Phagosom durch Proteasen
zu einem proteasestabilen, 12 kDa grofien Fragment (VapA pl2) gespalten wird, welches
einen deutlichen Einfluss auf die Bildung der REV ausiibt. Da es sich bei VapA pl12 um
die konservierte C-terminale Region des vollsténdigen Proteins handelt [Geerds et al.,
2014], ist anzunehmen, dass die Lipidmodifikation ebenfalls abgespalten wird.

Von Schweinen isolierte R. equi-Bakterien enthalten ein dhnliches Virulenzplasmid,
welches anstelle von VapA zur Exprimierung des Proteins VapB fiihrt. Dieses weist unter
den Vap-Proteinen die hochste Sequenz-Homologie mit VapA auf!® [Takai et al., 2000b]. Es
wird davon ausgegangen, dass VapA und VapB in Kombination mit einem weiteren, vom
Virulenzplasmid kodierten Protein, fiir eine Wirtsspezifitdt verantwortlich sind [Ocampo-
Sosa et al., 2007]. Takai et al. [2000a] konnten zeigen, dass ein VapB exprimierender
R. equi-Stamm in Fohlen nur moderat virulent ist. Im Menschen sind diese, das VapB
kodierende Virulenzplasmid enthaltende Bakterien sogar héufiger als die virulenteren
VapA kodierenden Stédmme. Unter den von AIDS-Patienten isolierten R. equi-Bakterien
fanden Takai et al. [1995] in 24% der Patienten VapA exprimierende Varianten, 48% VapB
exprimierende Varianten und zu 28% avirulente Stamme.

Da es bisher nicht gelungen ist, VapA zu kristallisieren, wird aktuell die von Geerds et al.
[2014] aufgekldrte Proteinstruktur von VapB pl2 als représentativ fiir die Vap-Proteine und
insbesondere fiir VapA angenommen. Abbildung 3.6 zeigt die Badndermodell-Darstellung
der Struktur. VapB pl2 weist eine ,,ungewohnliche oder sogar einzigartige Topologie*
[Geerds et al., 2014, S. 871] auf: zwei Maander-Motive (englisch: greek key motifs) bilden
ein acht-stringiges antiparalleles g-Fass mit einer einzelnen a-Helix, was VapB von
dhnlichen Strukturen abgrenzt!? [Geerds et al., 2014]. Die a-Helix verschliet das 3-Fass
von unten (siehe Abbildung 3.6), wo sich hauptséichlich polare Seitenketten befinden. Die
Struktur weist weder eine durchgéngige Pore noch eine zentrale Bindekavitit auf. Geerds
et al. [2014] spekulieren, dass die flexibleren Schleifen an der Oberseite eine hydrophobe
Bindestelle freigeben kénnten, was ein Hinweis auf eine mogliche Bindung noch ungeklarter
Zielstrukturen durch das Protein ist.

Wie schon erlautert, kénnen avirulente R. equi nicht im Phagosom {iberleben. Sie

13Die Aminoséuresequenzen von VapA und VapB weisen 76% Identitit beziehungsweise 79% Ahnlichkeit
auf, am C-Terminus sogar 94% Ahnlichkeit [Byrne et al., 2001]. Die 12 kDa groBen C-terminalen
Fragmente VapA pl2 und VapB pl2 sind zu 88% identisch [Geerds et al., 2014].

14 Ahnliche Strukturen sind bakterielle Proteine der &uBeren Membran, Proteine der Avidin-Streptavidin-
Superfamilie sowie zytoplasmatische, fettsdurebindende Proteine [Geerds et al., 2014].
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Abbildung 3.6

Die von Geerds et al. [2014] aufgeklér-
te Proteinstruktur des Proteinase-stabilen
Fragments des virulenz-assoziierten Prote-
ins B (VapB) im Béandermodell. Die Farb-
gebung ist blau bis rot von N-Terminus
zu C-Terminus. VapB besteht aus ei-
nem acht-strangigen [-Fass, welches aus
zwei Méaander-Motiven zusammengesetzt
ist, und einer a-Helix. Letztere verschliefit
die Struktur auf der Unterseite, wohingegen
die Schleifen auf der Oberseite funktionelle
Flexibilitat aufweisen. Die Reihenfolg der
[-Strange ist 41238567. Aus Geerds et al.
[2014].

exprimieren keine Virulenzproteine, die Anwesenheit von VapA reicht allerdings allein
nicht aus, um die Virulenz wiederherzustellen [Giguére et al., 1999]. Bei einer Mutante, der
lediglich das VapA kodierende Gen des Virulenzplasmids fehlte, kam es dagegen zu einer
Wachstumshemmung der Bakterien und zu einer schnellen Vernichtung der Bakterien im
Phagosom [Jain et al., 2003]. VapA ist also fiir die Virulenz von R. equi notwendig, aber
nicht hinreichend. Haas et al. fanden Hinweise, dass VapA maflgeblich an der Bildung der
REV beteiligt ist (unpublizierte Daten) und sowohl in der frithen als auch in der spéten
Infektion von Makrophagen eine essentielle Rolle spielt [von Bargen und Haas, 2009, siehe
auch [von Bargen, 2010; Wittlich, 2011]]. Aulerdem konnten K. von Bargen et al. [2009]
zeigen, dass VapA fiir die Verhinderung der Ansduerung des Phagosoms notwendig ist.

Durch welche Wechselwirkungen und Prozesse es R. equi vollbringt, das Phagosom in
eine REV umzuwandeln und in dieser zu iiberleben, ist bisher nur in Teilen bekannt. Der
Wirkmechanismus von VapA an der Phagosomenmembran kénnte hierbei eine Schliisselrolle
spielen und ist daher der Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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Kapitel 4

Material und Methoden

Das Wissen um die in Kapitel 2 behandelten vielfaltigen Eigenschaften von Membranen ist
in groflen Teilen der jahrelangen Forschung an Modellmembranen zu verdanken. In diesem
Kapitel sollen die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Substanzen und Methoden
vorgestellt werden. Fiir jede Methode werden zunichst ein einleitender Uberblick und
eine kurze Behandlung der theoretischen Grundlagen gegeben, bevor die praktische
Durchfithrung der Messungen erldutert wird.

Begonnen wird in Abschnitt 4.1 mit der Beschreibung der fir die unterschiedlichen
Methoden zum Einsatz gekommenen Puffersysteme, gefolgt von einer Zusammenstellung
der verwendeten Membranlipide und Lipidmischungen in Abschnitt 4.2. Abschnitt 4.3
enthélt sowohl einige wichtige Eigenschaften von VapA als auch Informationen iiber die
Aufreinigung und die Prozessierung des Proteins. Das als Vergleichssubstanz verwendete
Peptid LL-32 wird in Abschnitt 4.4 vorgestellt.

Fiir die Experimente kamen eine Reihe unterschiedlicher Rekonstitutionssysteme zum
Einsatz, welche in Abbildung 2.13 zusammengestellt sind. Die praktische Herstellung
dieser Systeme wird in Abschnitt 4.5 erklart.

Im Anschluss werden in den Abschnitten 4.6 bis 4.10 die einzelnen Methoden nach oben
genanntem Schema vertieft. Abbildung 4.1 gibt einen anschaulichen Uberblick iiber alle
hier behandelten Methoden.
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e) Elektro-
physiologie

Permea- Bindung
bilisierung

Aggregation /
Organisation

Interkalation

d) Rasterkraft-

Mikroskopie
b) Fluoreszenz-

Spektroskopie

c) Filmwaage

Abbildung 4.1

Schematische Ubersicht der verwendeten Methoden. Der Wirkmechanismus von VapA wurde
in der vorliegenden Arbeit mit einer Reihe biophysikalischer Methoden an Modellmembranen
untersucht. (a) Aufschluss iiber die Bindung von VapA an festkorperunterstiitzten Membranen
lieferten Messungen mit einem Biosensor auf Basis von akustischen, oberflichennah gefiihrten
Volumenwellen. (b) Forster-Resonanzenergietransfer Spektroskopie an SUVs wurde fiir die Analyse
der Interkalation von VapA sowie die Induktion von Vesikelfusionsereignissen verwendet. (c)
Die Interkalation wurde auBlerdem mit Hilfe von Filmwaagenmessungen studiert. (d) Mittels
rasterkraftmikrosopischer Experimente an festkérperunterstiitzten Mono- und Bilayern wurden
Informationen zur Aggregation von VapA auf oder in der Membran und zur Beeinflussung von
Domaénenstrukturen generiert. (e) Die Permeabilisierung einzelner freistehender Membranen im
Montal-Mueller-Setup wurde mit elektrophysiologischen Messungen untersucht.
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4.1 Puffersysteme

Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden in wéssrigen Pufferlésungen durchgefiihrt.
Fir die Praparation wurde Reinstwasser der Leitfahigkeit 0,055 pS/cm (bei 25 °C)
aus einem Wasseraufbereitungssystem (EMD Millipore, Billerica, MA, USA, Milli-Q
Advantage A10) verwendet. Da das Rekonstitutionssystem das Innere eines reifenden
Phagosoms simulieren sollte, wurde fiir die meisten Systeme die Zusammensetzung 150 mM
NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Nr. 1.06404) und 5 mM HEPES (Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland, Nr. 1.10110) gewihlt!. Der pH-Wert wurde mit 1 mol/l
Natronlauge (VWR International, Radnor, PA, USA, Nr. 31627.290) beziehungsweise mit
1 mol/1 Salzsdure (VWR International, Radnor, PA, USA, Nr. 30024.290) auf die Werte
6,5, 5,5 und 4,5 eingestellt, was jeweils den pH-Werten des frithen und spaten Phagosoms
sowie des Phagolysosoms entspricht [Haas, 2007]. SchlieBlich wurden die Pufferlésungen
mit einem Membranfilter der Porengrée 0,22 pym (EMD Millipore, Billerica, MA, USA, Nr.
SCGPTO02RE, Steritop-GP, Express°®PLUS Membran) filtirert. Die Pufferlésungen wurden
in Bechergldsern und Laborglasflaschen (DURAN Group, Wertheim/Main, Deutschland,
DURAN® Borosilikatglas 3.3) pripariert und bei 4 °C gelagert.

Die als Kehrwert des spezifischen Widerstands gegebene spezifische elektrische Leitfa-
higkeit o der drei Puffersysteme wurde mit Hilfe eines Leitfahigkeitsmessgerats (FLIR
Commercial Systems, Inc., Extech Instruments Division, Nashua, NH, USA, ExStik®
EC400) bei 37 °C bestimmt. Bei pH 6,5 ergab sich ein Wert von 15,44 mS/cm, bei pH 5,5
15,27 mS/cm und bei pH 4,5 15,20 mS/cm. Die spezifische elektrische Leitfiahigkeit wird
fiir die Abschétzung der Porengréfie in Abschnitt 5.6 verwendet.

Fiir einige Methoden musste die Praparation des Puffersystems modifiziert werden. Die
Pufferlésung wurde fir Biosensormessungen (Abschnitt 4.6) zusétzlich zum beschriebenen
Protokoll mindestens 30 Minuten im Ultraschallbad (Bandelin electronic, Berlin, Deutsch-
land, Bandelin Sonorex RK100 H, 35 kHz, Spitzenleistung 320 W) entgast. Dies war
notwendig, da Temperaturgradienten im Flusssystem des Geréts zur Luftblasenbildung
fiihren kénnen, was durch die geringere Loslichkeit von Gasen im Medium bei steigender
Temperatur und durch mikroskopische Unreinheiten auf dem Chip als Kondensationskerne
bedingt ist.

Weil die Mesungen an der Filmwaage (Abschnitte 4.5.4, 4.8) auf der exakten Messbar-
keit von Oberflaichenspannung beziehunbgsweise Lateraldruck eines Lipidfilms beruhen,
werden hierfiir extrem reine Puffermedien benétigt. Die Becherglédser und Glasflaschen
wurden vor Verwendung griindlich mit Reinstwasser gespiilt, um unter anderem letzte
Reinigungsmittelriickstdnde zu entfernen. Auflerdem wurde auf die Filtrierung des Puffers
verzichtet, um Riickstdnde aus dem Filter nicht in den Puffer gelangen zu lassen.

Das Protein VapA (Abschnitt 4.3) wurde nach der rekombinanten Aufreinigung (Ab-
schnitt 4.3.1) in phosphatgepufferter Salzlésung (phosphate buffered saline, PBS) gelost?
(Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland, Nr. L1825).

Die fiir die rekombinante Aufreinigung von VapA verwendeten Puffersysteme und
Chemikalien werden in Abschnitt 4.3.1 aufgefiihrt.

! Auf zusitzliche zweiwertige Ionen im Puffersystem wurde verzichtet, da diese einen starken Einfluss auf
die Interaktion von membranaktiven Substanzen und Lipidmembranen haben kénnen und bei einigen
Methoden einen Stoéreinfluss ausgeiibt héatten.

’Die Zusammensetzung des verwendeten PBS ist: 200 mg/1 KCl, 200 mg/l KH,PO4, 8000 mg/1 NaCl
und 1150 mg/1 NagHPO4.
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4.2 Membranlipide

Da die Membranrekonstitutionssysteme zur Untersuchung der Beeinflussung von Pha-
gosomenmembranen durch VapA dienten, wurden ausschliefSlich Lipide eukaryotischen
Ursprungs oder synthetische Lipide verwendet (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA).
Fiir fluoreszenzspektroskopische Messungen (Abschnitt 4.7) wurde den Lipidmischungen
ein geringer Anteil fluoreszenzmarkierter Lipide (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
beigemischt. Die Fluoreszenzmarkierung befindet sich jeweils an der Kopfgruppe der
Lipide. Die eingesetzten Lipide sind in Tabelle 4.1 zusammengestellt.

Bezeichnung Ursprung Molekulargewicht Markierung  Artikel-Nr. ‘
DOPC synthetisch 786,15 - Avanti 850375

SM Gehirn, Schwein 731,09 - Avanti 860062
Chol Schafwolle 386,66 - Avanti 700000

PS Gehirn, Schwein 812,05 - Avanti 840032
rh-DHPE synthetisch 1333,81 Rhodamin B Invitrogen 1.1392
NBD-PE synthetisch 956,25 NBD Invitrogen N360

Tabelle 4.1

Zur Membranrekonstitution verwendete Lipide. Langnamen der Lipide: 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholin (DOPC), Sphingomyelin (SM), Cholesterol (Chol), L-a-phosphatidylserin (PS),
Lissamine™ Rhodamin B 1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin (rh-DHPE), N-(7-
Nitrobenz-2-Oxa-1,3-Diazol-4-yl)-1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin (NBD-
PE).

Um die Interpretation grundlegender Effekte und Wechselwirkungen zu ermoglichen,
wurde als Lipidzusammensetzung ein Dreikomponentensystem, bestehend aus DOPC, SM
und Chol im molaren Verhéltnis 45% : 45% : 10%, gewéhlt. Hierbei handelt es sich um
ein einfaches Modellsystem, welches sich zudem zur Untersuchung von cholesterolhaltigen
Lipiddoménen eignet [Yuan et al., 2002; Wallace et al., 2006; Chen et al., 2007]. Um den
Einfluss negativ geladener Lipide in der Membran zu untersuchen, wurde fir einige Mes-
sungen zusétzlich 10% PS beigemischt, sodass ein molares Verhéaltnis von 40,5% DOPC :
40,5% SM : 9% Chol : 10% PS resultierte. Die Priaparation von Modellmembranen wird im
Abschnitt 4.5 erldutert. Fiir fluoreszenzspektroskopische Messungen wurde den Mischungen
0,5% oder 1% fluoreszenzmarkierte Lipide hinzugefiigt.

Die abweichenden Lipidmischungen DOPC:PS im molaren Verhéltnis 90% zu 10% sowie
100% PS wurden fiir Biosensormessungen (Abschnitt 5.1.2) verwendet.

Alternative Dreikomponentensysteme zur Rekonstitution von Ly,-Doménen bildenden
Membranen sind beispielsweise POPC:SM:Chol [De Almeida et al., 2003] oder Sphingo-
lipid-freie Mischungen wie DOPC:DPPC:Chol [Jensen et al., 2007] und DOPC:DSPC:Chol®
[Zhao et al., 2007]*. Fiir DOPC:SM:Chol-Mischungen wurde von Kahya et al. [2003] ein ein-
faches Phasendiagramm verdffentlicht, welches fiir das hier verwendete Mischungsverhéltnis
bei 25 °C eine Koexistenz von L,- und L,-Phase vorhersagt.

3Die verwendeten Abkiirzungen stehen fiir 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin (POPC),
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin (DPPC) und 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-Phosphocholin
(DSPC).

1Die angegebenen Referenzen beziehen sich auf die Veréffentlichung eines Phasendiagramms der jeweiligen
Mischung.
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4.3 VapA

Das Protein VapA (Abschnitt 3.6) wurde fiir diese Arbeit rekombinant aus Escherichia coli
(E. coli) Bakterien aufgereinigt, welche als Vektor das Plasmid PET28A-VapA (Quelle:
A. Haas) enthielten. VapA wurde im Anschluss an die Aufreinigung auf PBS dialysiert,
hierfiir war die Loslichkeit des Proteins bekannt. Vor den Experimenten wurde VapA mit
dem jeweiligen Messpuffer auf die benétigte Konzentration verdiinnt und der pH-Wert
gegebenenfalls mit Salzsdure eingestellt. Dabei trat keine Ausfillung der Substanz auf.
Die Aufreinigung wird im folgenden Abschnitt 4.3.1 behandelt.

Fiir elektrophysiologische Untersuchungen der Membranpermeabilisierung wurde VapA
mit Hilfe von Eupergit-gekoppelter Proteinase K zu der kiirzeren Form VapA pl2 pro-
zessiert (Abschnitt 4.3.2). AuBerdem wurde von Prof. Dr. Albert Haas® rekombinant
aufgereinigtes VapB zur Verfligung gestellt.

In Tabelle 4.2 sind die Aminosiduresequenzen der drei Proteine vergleichend zusam-
mengestelllt. Durch die Aufreinigung befindet sich am N-Terminus von VapA und VapB
zusétzlich ein aus sechs Histidinen bestehender Polyhistidin-Tag ( His-Tag), welcher im

Zuge der Prozessierung mit Proteinase K mit abgespalten wird.

10 20 30 40
VapA | MKTLHKTVSK  ATAATAVAAA AAMIPAGVAN ATVLDSGSSS
0] A B i i
VapB | MMKALHKTVS RAIAAIATAA AAVLAVAPAS VANAAVLDSG
50 60 70 80
VapA | AILNSGAGSG IVGSGSYDSS TTSLNLQKDE PNGRASDTAG
01 5 B T T DTAG
VapB | GGSALLKMGR QCEVGSQAYD SSTVSSNLQK AETNGPVGLA
90 100 110 120
VapA | QEQQYDVHGD VISAVVYQRF HVFGPEGKVF DGDAGGLTLP
-pl2 | QEQQYDVHGD VISAVVYQRF HVFGPEGKVF DGDAGGLTLP
VapB | GTAEQEQQYD VHGNVISAAV YQKFHVYGPE DMVFDGDAGG
130 140 150 160
VapA | GAGAFWGTLF TNDLQRLYKD TVSFQYNAVG PYLNINFFDS
-pl2 | GAGAFWGTLF TNDLQRLYKD TVSFQYNAVG PYLNINFFDS
VapB | LTIPGAGAFW  GTLFTSDLQR LYKDTVSFQY NALGTYLNIN
170 180 190
VapA | SGSFLGHTQS GGVSTVVGVG GGSGSWHNA - ------
- pl2 SGSFLGHTQS GGVSTVVGVG GGSGSWHNA -  ------
VapB | FFDSSGGFLG HIQAGAVSAV  VGVGGGSGSW  HNWEVA
Tabelle 4.2

Aminoséuresequenzen der verwendeten Proteine VapA, VapA pl2 und VapB. Daten fiir VapA und
VapB aus Takai et al. [2000Db].

Tabelle 4.3 enthélt einige Eigenschaften der in Tabelle 4.2 angegebenen Proteinsequen-
zen sowie der Proteine VapA His6 und VapB His6, welche den N-terminalen His-Tag

SRheinische Friedrich-Wilhelms-Universitit Bonn, Institut fiir Zellbiologie, Molekulare Zellbiologie der
Infektion
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enthalten. VapA His6 und VapB His6 werden im Folgenden als VapA beziehungsweise
VapB bezeichnet.

’ Protein Molekulargewicht Nettoladung [eg] pl (theoretisch) GRAVY ‘

VapA 19184,0 -5 9,32 -0,023

VapA His6 20006,9 -5 6,08 -0,121

VapA pl2 119239 -6 4,71 -0,142

VapB 20094,4 -6 5,16 0,147

VapB Hisb6 20917,2 -6 5,94 0,048
Tabelle 4.3

Eigenschaften von VapA, VapA pl2 und VapB im Vergleich mit den His-Tag tragenden Va-
rianten VapA His6 und VapB His6. Der isoelektrische Punkt (pI) gibt den pH-Wert an, bei
dem die Nettoladung des Proteins Null wird. Der ,,grand average of hydropathicity* (GRAVY)
ist ein Maf fiir die Hydrophobizitdt einer Aminosdurensequenz. Berechnet mit ProtParam
(http://www.expasy.org/tools/protparam.html).

4.3.1 Rekombinante Aufreinigung von VapA

Eine Ubernachtkultur von transformierten E. coli-Bakterien (BL21 PET28a(+)-VapA
His6) in 50 ml LB-Medium (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Nr. 71753, LB broth
MILLER) wurde iiber Nacht mit 50 mg/ml Kanamycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Nr.
K1372) bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Im Anschluss wurde die Kultur auf insgesamt 2 1
LB-Medium mit 50 mg/ml Kanamycin gegeben und bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte
von 0,7 bis 0,8 bei 600 nm (ODgg) wachsen gelassen. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich
die Bakterien noch in der exponentiellen Wachstumsphase. Die Expression von VapA
wurde durch Zugabe von IPTG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Nr. I6758) in einer
Endkonzentration von 1 mM induziert und die Bakterien fiir drei Stunden bei 37 °C
inkubiert. Schliellich wurden die E. coli-Bakterien 20 Minuten bei 4 °C und 8970 x g
zentrifugiert (Beckman Coulter, Brea, CA, USA, Avanti J-26XP, Rotor JLA 8.1000) und
das Bakterienpellett bis zur weiteren Verarbeitung bei —80 °C gelagert.

Fir den nun folgenden Zellaufschluss und die Immobilisierte-Metallionen-Affinitdtschro-
matographie (IMAC) wurden zum einen ein Lysepuffer (LP), zum anderen ein Elutions-
puffer (EP) benétigt. Die Zusammensetzungen waren 50 mM NaHoPOy (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland, Nr. 1.06346), 300 mM NaCl sowie 10 mM (LP) beziehungsweise
500 mM (EP) Imidazol (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Nr. 1.04716). Der pH-Wert
wurde mit Natronlauge (LP) beziehungsweise Salzsaure (EP) auf 7,0 eingestellt. Direkt vor
der Verwendung wurden die Puffer filtriert und fiir 15 Minuten im Ultraschallbad entgast,
auBlerdem erfolgte eine Zugabe von 5 mM Mercaptoethanol (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland, Nr. 805740).

Die Biomasse wurde in LP resuspendiert und durch Zugabe von zwei ebenfalls in LP ge-
l16sten Roche Complete Protease Inhibitor-Tabletten (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz,
Nr. 04693132001), Lysozym (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz, Nr. 10837059001)
mit Endkonzentration 200 pug/ml, DNAse (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz, Nr.
11284932001) und RNAse (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz, Nr. 10109134001), je-
weils mit einer finalen Konzentration von 50 pg/ml, auf ein Gesamtvolumen von 50 ml
gebracht.
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Abbildung 4.2

Coomassie-Farbung des aufgereinigten Pro-
teins VapA (2) und der prozessierten Form
VapA pl2 (1). Die Proteinlésungen wur-
den zunéchst bei konstanten 20 mA durch
ein SDS-PAGE-Gel (Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese-Gel) lau-
fen gelassen (Proteinauftrag jeweils 5 ug).
Die Coomassie-Farbung zeigt die in der
Literatur beschriebene diffuse Bande des
His-Tag tragenden VapA zwischen 15 und
22 kDa (2). Durch Prozessierung auf das
proteasestabile, 12 kDa grofie C-terminale
Fragment (siche Abschnitt 3.6) wurde ei-
ne wenig diffuse Proteinbande erreicht
(1). Der Groflenstandard (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA, Nr. 26619,
PageRuler ' Plus Prestained Protein Lad-
der, 10 to 250 kDa) wurde in Bande (3)
aufgetragen und mit den entsprechenden
Molekulargewichten gekennzeichnet.

Der Zellaufschluss erfolgte durch dreifaches Durchlaufen einer French Press (Constant
Systems, Daventry, UK, TS Series 2.2kW) bei 20 KPSI (1350 bar). Das Lysat wurde
anschliefend fiir 40 Minuten bei 4 °C und 7155 x g zentrifugiert. Aus dem Uberstand
wurde mit Hilfe einer IMAC im Unichromat 1500 ( UniEquip Laborgerdtebau- und Vertriebs
GmbH, Planegg, Deutschland) iiber die Séule HisTrap HP (GE Healthcare, Chalfont St
Giles, UK, Nr. 17 — 5247 — 01) das Protein VapA gewonnen. Die IMAC bestand aus
vier Waschschritten und anschliefender Elution, wofiir LP und EP zu unterschiedlichen
Imidazolendkonzentrationen gemischt wurden (Waschschritte: 10 mM, 20 mM, 80 mM
und 100 mM; Elution: 500 mM). VapA wurde im Elutionsschritt von der Séaule gespiilt,
die entsprechenden Fraktionen zusammengefiihrt und in einem Dialyseschlauch (Spectrum
Laboratories, Inc., Los Angeles, CA, USA, Nr. G235053, Spectra/Por® Float-A-Lyzer®
G2, 3,5 - 5 kD) nach Packungsanweisung gegen PBS dialysiert. Das Protein wurde, wie
Abbildung 4.2 zeigt, in einer Coomassie-Farbung nachgewiesen. VapA fiihrt im Gel zu einer
diffusen Bande zwischen 15 und 22 kDa, was durch unterschiedliche Spaltung, Acylierung
oder die Lipidmodifikation® des Proteins erklirt werden kann [Tan et al., 1995; von
Bargen und Haas, 2009]. Die Proteinkonzentration wurde an einem Spektralphotometer
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA, NanoDrop 1000) iiber Messung des
Absorptionsgrades bei einer Wellenldnge von 280 nm bestimmt.

4.3.2 Prozessierung von VapA

Um VapA pl2, die im Phagosom durch Proteasen gespaltene, kiirzere Form von VapA,
zu erhalten, wurde das aufgereinigte Protein mittels Eupergit®-gekoppelter Proteinase K
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, Nr. 82452) proteolytisch verdaut. Die an makrosko-

5Das aus E. coli-Bakterien aufgereinigte Protein enthilt nach Tan et al. [1995] eine andere Lipidmodifi-
kation als das in R. equi vorkommende Protein, welche allerdings die Proteineigenschaften in &hnlicher
Form beeinflusst.
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pische Kiigelchen gekoppelte Proteinase wurde hierfiir in einer finalen Konzentration von
800 pg/ml der VapA Losung beigemischt und fiir 30 Minuten bei 37 °C und 650 rpm inku-
biert. Um die Reaktion zu beenden, wurden die Kiigelchen bei 4 °C und 16100 x g fiir fiinf
Minuten abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Ergebnis der Prozessierung
wurde mit einer Coomassie-Farbung tiberpriift, die in Abbildung 4.2 dargestellt ist.

4.4 LL-32 als Vergleichssubstanz zu VapA

Fiir einige Messungen wurde als Vergleichssubstanz das 32 Aminosduren lange Peptid
LL-32 verwendet. LL-32 ist ein a-helikales kationisches Fragment des humanen Cathe-
lizidin hCAP18 (siehe Abschnitt 3.3) der menschlichen Immunabwehr, welches iiber
antimikrobielle Wirkung verfiigt und auch bei der Phagosomenreifung eine Rolle spielt
[Cowland et al., 1995; Gutsmann et al., 2001a; Brogden, 2005]. Es ist eine um fiinf C-
terminale Aminosduren verkiirzte Variante des Peptids LL-37, seinerseits den C-Terminus
von hCAP18 bildend. Die Aminosduresequenz von LL-32 lautet

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLV,

es hat ein Molekulargewicht von 3922 und tragt eine Nettoladung von 7 - ey.

LL-32 wurde am Forschungszentrum Borstel durch die Forschungsgruppe Strukturbio-
chemie nach der Merrifield-Synthese mit einer C-terminalen Amidgruppe synthetisiert.
Fir die Experimente wurde das Peptid in 0,01% Trifluoressigséure (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA, Nr. 91719)) gelost.

4.5 Praparation der Lipidsysteme

Fiir die eingesetzten biophysikalischen Methoden wurde eine Reihe verschiedener Mo-
dellmembransysteme bendtigt. Den Préaparationen der Systeme liegt die in Kapitel 2.1
behandelte Selbstaggregation von Lipiden in wissrigem Losungsmittel zugrunde. Ein Uber-
blick {iber den préaparativen Zusammenhang der unterschiedlichen Rekonstitutionssysteme
wird in Abbildung 2.13 gegeben.

4.5.1 Praparation chloroformischer Lipidlosungen

Als Grundlage fiir sémtliche Membranrekonstitutionssysteme wird eine Lipidlésung in
organischem Losungsmittel benotigt. In der vorliegenden Arbeit wird als Losungsmittel
ausschliellich Chloroform (CHCIl3) verwendet. Zur Herstellung von chloroformischen
Losungen wurde in einem Rollrand-Glasflaschchen mit flachem Boden (Macherey-Nagel,
Diiren, Deutschland, Nr. 70201CG) mit einer Kappe mit PTFE-Dichtung (Macherey-
Nagel, Nr. 70265 + 70268) die Lipideinwaage in Pulverform mit der entsprechenden Menge
CHCl3 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Nr. 1.02444) versetzt. Die Lipide l6sen
sich spontan und liegen im Loésungsmittel als Monomere vor. Fiir mehrkomponentige
Lipidmischungen wurden die Losungen in einem der Molaritédt entsprechend berechneten
Volumenverhéltnis gemischt. Chloroformische Losungen wurden bei —18 °C gelagert.
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4.5.2 Praparation kleiner Vesikel

Fiir fluoreszenzspektroskopische Experimente (Abschnitt 4.7) und zur Priaparation festkor-
perunterstiitzter Lipiddoppelschichten (Abschnitt 4.5.3) wurden SUV-Losungen prépariert.
Hierzu wurde eine chloroformische Lipidlésung in einem Gewinde-Glasflaschchen mit
flachem Boden (Macherey-Nagel, Nr. 70213) und Kappe mit Silikon/PTFE-Dichtung
(Macherey-Nagel, Nr. 70245) unter leichtem Stickstoffstrom eingetrocknet. Dabei bilden
sich Lipidmultischichten auf dem Boden des Gefifles. Durch Zugabe eines der gewiinschten
Lipidkonzentration entsprechenden Puffervolumens wurde der Lipidmultilayer hydratisiert
- multilamellare Lipidaggregate oder multilamellare Lipidvesikel (MLVs) beginnen, sich
selbststandig abzuschniiren [Bangham et al., 1965]. Die Losung wurde im Folgenden zwei
Minuten mit einer Ultraschallsonde (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, USA,
Cell Disruptor B15; spater Heinemann, Schwabisch Gmiind, Deutschland, HTU-SONI
130) sonifiziert”. Mittels der dem System zugefiihrten Energie entsteht aus den MLVs
eine Losung von SUVs relativ homogener Grofienverteilung [Saunders et al., 1962; Huang,
1969; Szoka Jr und Papahadjopoulos, 1980]. Durch die Sonifizierung wird die Losung stark
erwirmt, was fiir die Stabilitdt der SUVs notwendig ist® [Szoka Jr und Papahadjopoulos,
1980]. Im Anschluss wurden die Liposomen durch einen Temperaturzyklus, abwechselnd
jeweils fiir 30 Minuten zweimal bei 4 °C und zweimal bei 60 °C (ober- und unterhalb
der Phaseniibergangstemperatur), in einen Gleichgewichtszustand gebracht. Die SUV-
Loésungen wurden vor den Experimenten mindestens iiber Nacht bei 4 °C gelagert und
innerhalb einer Woche verwendet.

Bei kleinen Vesikeln ist zu beachten, dass aufgrund der starken Membrankriimmung die
Lipidverteilung zwischen duflerem und innerem Lipidlayer inhomogen sein kann [Szoka Jr
und Papahadjopoulos, 1980].

4.5.3 Praparation festkorperunterstiitzter Bilayer

Festkorperunterstiitzte Bilayer wurden in Biosensormessungen (Abschnitt 4.6) und fiir die
Rasterkraftmikroskopie (AFM) (Abschnitt 4.9) verwendet. In beiden Féllen ist das grund-
legende Prinzip die Fusion von Lipidvesikeln auf einem Substrat, welches im Allgemeinen
hydrophile Eigenschaften haben sollte [Brian und McConnell, 1984]. Gelangen Vesikel in
die unmittelbare Nahe des Substrats, so kommt es zunéchst zur Adsorption der SUVs an
der Oberflache. Durch hydrophobe und vor allem elektrostatische Wechselwirkung werden
die SUVs abgeflacht und durch Defektbildung entsteht schlieflich der Bilayer [Richter et al.,
2006; Eeman und Deleu, 2010]. Abbildung 4.3 zeigt unterschiedliche Defektbildungswege,
welche bei der Bilayerbildung koexistieren kénnen [Richter und Brisson, 2005; Richter
et al., 2006]. In Abhéngigkeit vom Ladungszustand von Vesikeln und Substrat sowie von
der Anwesenheit zweiwertiger Ionen, insbesondere Calcium, benétigt die Bildung eines
festkorperunterstiitzten Bilayers durch Spreiten mehrere Minuten bis Stunden [Richter
und Brisson, 2005].

Die starke Kopplung an das Substrat fithrt zu einem recht robusten Rekonstitutions-
system, bedingt auf der anderen Seite aber auch einen wesentlichen Nachteil gegeniiber

"Die Leistung wurde auf Stufe 1 (Cell Disruptor B15) beziehungsweise 30% (HTU-SONT 130) eingestellt.

8Die Temperatur der Lésung muss wihrend der Ultraschallbehandlung oberhalb der héchsten Phasen-
ibergangstemperatur zwischen L,- und Lg-Phase der beteiligten Lipide liegen, da ansonsten Defekte
in den Liposomen entstehen [Szoka Jr und Papahadjopoulos, 1980].
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Abbildung 4.3

Schematische Darstellung der Fusion von Lipidvesikeln auf einem Substrat sowie verschiedene
zur Vesikelspreitung fiihrende Defektmechanismen. Kommen SUVs in die unmittelbare Nahe
einer geeigneten hydrophoben Oberfliche, wird die Spreitung der Vesikel durch Adsorption und
Abflachen der Vesikel initiiert. Um eine planare Lipiddoppelschicht zu bilden, muss es zur Bildung
von Defekten an den SUVs kommen. Einserseits tritt der spontane Defekt einzelner Vesikel auf
(A), andererseits wird die Defektbildung auch unter benachbarten Vesikeln vermittelt, sofern
eine kritische Bedeckung der Oberfliche gegeben ist. Mechanismen sind in diesem Fall durch
vorherige Fusion von Vesikeln (B), durch Wechselwirkung mit bereits gespreiteten SUVs (C) oder
durch Wechselwirkung mit benachbarten gebundenen Vesikeln (D) vermittelte Defektbildung. Die
verschiedenen Defektmechanismen treten in Abhéngigkeit von den Umgebungsbedingungen auf
und konnen bei der Bildung eines Bilayers durchaus koexistieren. Modifiziert nach Richter et al.
[2006].

freistehender Membranrekonstitution: Die laterale Mobilitat (Vergleich Abschnitt 2.5) von
Membranlipiden und insbesondere auch von eingebetteten Proteinen ist gegeniiber natiir-
lichen Membranen signifikant eingeschrinkt [Eeman und Deleu, 2010]. Um den Einfluss
der Oberflichenkopplung auf die Membraneigenschaften zu relativieren, kann die direkte
Bindung an das Substrat durch eine indirekte ersetzt werden. Zu diesem Zweck wird das
Substrat beispielsweise mit Lipopolymer-Spacern oder hydratisiertem Polymermaterial
beschichtet, auf welches dann die Membran gebettet wird - Membranproteine werden
auf diese Weise weniger in ihrer natiirlichen Funktion eingeschrankt [Sackmann und
Tanaka, 2000; Tanaka und Sackmann, 2005; Rossi und Chopineau, 2007]. Eine geeignete
Unterfiitterung kann sogar dienlich sein, den Einfluss des Zytoskeletts auf Biomembranen
zu simulieren [Sackmann und Tanaka, 2000].

Fir AFM-Mesungen wurden als Substrat Muscovit-Glimmerplattchen (Muscovit-Mica-
plattchen) (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA, Nr. 71855 — 01, Muscovite
Mica V-1) verwendet. Dieses besteht aus ungefahr 2,5 pum dicken, ebenen Schichten, welche
durch Spaltung des Schichtsilikats in reinem Zustand vorliegen. Die Glimmerpléattchen
wurden im Deckel einer Zellkulturschale (Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland,
Nr. 83.1800.003, 35 mm Durchmesser) mit Hilfe von Zweikomponentenklebstoff (ITW
Polymers Adhesives North America, Danvers, MA, USA, Nr. 14310, 2 Ton® Epoxy)
fixiert. Direkt vor der Bilayerimmobilisierung wurde der Deckel mit Ethanol gespiilt, unter
Stickstoff getrocknet und das innen liegende Glimmerplattchen durch ziigiges Abziehen
von Tesafilm® (tesa SE, Hamburg, Deutschland, Nr. 57329, kristall-klar) gespalten, um
eine saubere Oberfliche zu erhalten. Im Anschluss wurden 3 ml einer 0,1 uM SUV-Losung
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(Abschnitt 4.5.2) im jeweiligen Messpuffer in den Deckel gegeben, dieser abgedichtet und
iiber Nacht bei 100 rpm auf einem Schiittler (IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
Deutschland, VXR basic Vibraz®) inkubiert, um eine moglichst gleichméBige Bedeckung
der Oberflache durch den Bilayer zu erzielen. Vor Beginn der Messung wurde achtmal mit
jeweils 1 ml Puffer gespiilt, um die nicht immobilisierten SUVs zu entfernen.

Im Biosensor dient ein Sensorchip mit Goldbeschichtung als Substrat. Dieser ist mit
einer Dextranschicht funktionalisiert, auf welche positiv geladenes Poly-L-Lysin (PLL)
aufgebracht wird. Der Sensorchip bildet die Unterseite einer Fluidzelle, in der die Immo-
bilisierung der SUVs unter Flussbedingungen stattfindet. Die Vesikel werden mit einer
festgelegten Flussrate durch die Fluidzelle geleitet, kommen dabei in Kontakt mit der
Funktionalisierung des Sensorchips und bilden dort, vermittelt iiber die elektrostatische
Wechselwirkung mit der positiv geladenen Oberfliche, einen festkdrperunterstiitzten Bi-
layer. Die Dextranschicht fungiert dabei als Unterfiitterung, durch welche die natiirliche
Fluiditdat der Membran moglichst erhalten bleiben soll. Da die Immobilisierung in diesem
Fall im Verlauf der Messung stattfindet, wird fiir die Einzelheiten des Protokolls auf
Abschnitt 4.6 verwiesen.

Eine alternative Methode zur Herstellung von festkorperunterstiitzten Lipiddoppel-
schichten ist der wiederholte Ubertrag von zwei LB-Filmen auf ein Substrat [Tamm und
McConnell, 1985]. Diese Technik wurde in der vorliegenden Arbeit lediglich zur Herstellung
von Monolayern verwendet und wird im folgenden Abschnitt 4.5.4 beschrieben. Dariiber
hinaus ist auch das Spreiten von SUVs auf einen zuvor durch LB-Ubertrag priparierten
Monolayer moglich [Kalb et al., 1992].

4.5.4 Praparation von Langmuir-Blodgett-Filmen

Festkorperunterstiitzte Monolayer wurden fiir die Untersuchung der Membrantopografie
am Rasterkraftmikroskop (AFM) verwendet (Abschnitt 4.9.1). Als Grundlage fiir den LB-
Ubertrag dient ein Lipidmonolayer, der an der Grenzfliche zwischen Luft und Fliissigkeit
im Trog der Filmwaage gebildet wird. Die Lipide ordnen sich dabei so an, dass die
Kopfgruppen zur Fliissigkeit zeigen [von Tscharner und McConnell, 1981]. Indem ein
Substrat mit hydrophiler Oberfliche langsam aus dem Medium gezogen wird, lasst sich
unter Aufrechterhaltung eines konstanten Lateraldrucks der Monolayer auf das Substrat
iibertragen [Riegler und Spratte, 1992] und stellt ein robustes und fiir verschiedene
Methoden zugingliches Rekonstitutionssystem dar. Die Bedingungen des Ubertrags und
die Wechselwirkung zwischen Lipidmonoschicht und Substrat haben dabei Einfluss auf die
molekulare Ordnung der Lipide [Riegler und Spratte, 1992]. Wird das Substrat wiederholt
durch den Monolayer gefiihrt, so resultieren Doppel- oder Mehrfachlipidschichten [Tamm
und McConnell, 1985]. Das Prinzip des LB-Ubertrags ist in Abbildung 4.10 schematisch
dargestellt, die Funktion einer Filmwaage wird in Abschnitt 4.8 ndher beschrieben.

Zur Praparation der LB-Filme wurde der Trog einer Filmwaage (Biolin Scientific AB,
Stockholm, Schweden, KSV Nima KN1002) mit 60 ml Puffer (150 mM NaCl, 5 mM
HEPES, pH 6,5) befiillt. Ein auf 1,5 cm x 2,5 cm zugeschnittenes und frisch mit Klebefilm
abgezogenes Micaplattchen wurde dann mit der oberen Kante in den Greifer des Tauchme-
chanismus der Filmwaage eingespannt und soweit unter die Fliissigkeitsoberfliche gefahren,
dass der Greifer nicht die Fliissigkeitsoberfliche berithrte. Nun wurden 7 ul chloroformisch
geloster Lipide (Abschnitt 4.5.1) mit exakt bekannter Konzentration mit Hilfe einer Hamil-
tonspritze tropfenweise auf der Pufferoberfliche abgesetzt. Dem Losungsmittel wurde Zeit
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zum Abdampfen gegeben. Mit einer Geschwindigkeit von 10 mm/min der beiden Barrieren
der Filmwaage wurde der Film bis zum gewiinschten Lateraldruck des Lipidmonolayers
von 10 mN/m oder 20 mN/m komprimiert. Gegebenenfalls wurde zu diesem Zeitpunkt
VapA mit einer finalen Konzentration von 1 ug/ml oder 0,2 pg/ml unter den Monolayer
in den Puffer injiziert und dem System eine, zwei oder drei Stunden Zeit zur Wechsel-
wirkung gegeben. Im Anschluss wurde das Micaplattchen mit einer Geschwindigkeit von
0,6 mm/min senkrecht aus der Fliissigkeit gezogen und dabei der Lateraldruck durch
Regulierung der Barrieren konstant gehalten. Dadurch wird eine homogene Bedeckung
des Substrats mit Lipidmolekiilen erreicht. Die Kopfgruppen der Lipide richten sich zur
hydrophilen Micaoberfliche aus. Die Micapldttchen wurden mit wenig Silikonfett (GE
Bayer Silicones GmbH & Co. KG, Erkrath, Deutschland, Baysilone-Paste mittelviskos)
auf Objekttragern fixiert und bei Raumtemperatur trocken gelagert. Die LB-Filme sind
iiber Monate hinweg haltbar.

4.6 Biosensor auf Basis von oberflachennah gefiihrten
Volumenwellen

Der Biosensor wurde fiir die Untersuchung von Bindung und Wechselwirkung von VapA
an festkorperunterstiitzten Membranrekonstitutionssystemen verwendet. Als hochsensitive
Methode fiir die Massendetektion an Oberflichen wurden auf akustischen Wellen basierende
Biosensoren zunéchst fiir die Gassensorik eingesetzt [Lange et al., 2008]. Am weitesten
verbreitet ist die sogenannte Quarzkristallmikrowaage (QCM), bei der Anderungen der
Resonanzfrequenz von transversalen, elastischen Volumenwellen in einem Quarzkristall
zur Mikrowdgung in Gasen und Fliissigkeiten dienen [Janshoff et al., 2000].

Mit der Entwicklung von Interdigitaltransducern (IDT) [White und Voltmer, 1965]
gelang es, an piezoelektrischen Materialien akustische Oberflichenwellen (SAW) zu ge-
nerieren und deren hohe Sensitivitdt gegeniiber Verdnderungen von Masse, Viskositét
und elektrischer Leitfahigkeit in oberflichennahen Schichten [Lange et al., 2008] fur die
Sensorik zu nutzen. Eine Weiterentwicklung dieses Konzepts sind oberflichennah gefiihrte
Volumenwellen, welche insbesondere in Fliissigkeiten, bedingt durch die Minimierung von
Dampfungsverlusten, eine gegeniiber reinen Oberflichenwellen verbesserte Oberflichensen-
sitivitdt aufweisen [Lange et al., 2008; Rocha-Gaso et al., 2009]. Diese auch als Love-Wellen
(LW) bezeichneten gefithrten Oberflichenscherwellen [McHale et al., 2002] werden durch
eine auf das piezoelektrische Substrat aufgebrachte Fiihrungsschicht geleitet, in welcher die
Ausbreitungsgeschwindigkeit geringer ist als in den umgebenden Materialien? [Rocha-Gaso
et al., 2009]. LW sind transversale Wellen, ihre Auslenkungsrichtung steht somit senkrecht
zur Propagationsrichtung.

Die moglichen Anwendungen von auf akustischen Kristallwellen basierenden Biosensoren
reichen von der spezifischen Detektion von Proteinen, Zellen und Krankheitserregern durch
immobilisierte Rezeptoren bis zu der in dieser Arbeit angewandten Untersuchung von
Protein-Lipid-Wechselwirkungen an festkérperunterstiitzten Membranen [André et al.,
2008; Gronewold, 2007; Janshoff et al., 2000; Moll et al., 2007].

Der Quarzchip des verwendeten Biosensors befindet sich in einem Flusssystem - durch
eine aufgesetzte Fluidzelle flieft Puffer mit konstanter Geschwindigkeit. Er besteht aus

9Fiir eine ausfiihrlichere Abhandlung zu unterschiedlichen akustischen Kristallwellen sei an dieser Stelle
auf Nehls [2011] verwiesen.
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Abbildung 4.4

Funktionalisierung des fiir Biosensormes-
sungen verwendeten Sensorchips. Auf die
als Fiithrungsschicht fungierende Goldbe-
schichtung des Quarzchips wurde ein selbst-

_> Puffer anordnender Monolayer (SAM) aus 11-

Mercapto-1-Undecanol aufgebracht. Dieser

ME;S 5 ([ ) mz wurde mit einer polsternden Schicht aus
Lipid- langen Dextranmolekiilen bedeckt. Unmit-

Membran telbar vor der Messung wurde PLL durch

) ) ) J
' Injektion in das Flusssystem des Biosensors

\/‘1‘ e - U Poly-L-Lysin auf das Dextran gebracht. Dieses bringt
=V VAN Dextran positive Ladungen auf die Oberfliche, wo-
SAM durch sich bevorzugt negativ geladene Li-

_ Gold posomen iiber elektrostatische Wechselwir-
kung auf der Oberfliche immobilisieren las-

sen. Das Protokoll der Funktionalisierung

wurde von André et al. [2008] und ausfiihr-

lich von Nehls [2011] beschrieben. Modifi-
ziert nach André et al. [2008].

fiinf nebeneinander angeordneten Messkanélen, die vom Puffer in Reihe durchlaufen
werden. Wird in den Pufferfluss eine Vesikel- oder Proteinlésung injiziert, so passiert diese
nacheinander die Messkanéle und kommt in direkten Kontakt mit der Chipoberflache. Diese
ist so funktionalisiert, dass Vesikel, die negativ geladene Lipide enthalten, bevorzugt auf
der Oberfléche spreiten und einen festkorperunterstiitzten Bilayer bilden (siehe Abschnitt
4.5.3). Die Funktionalisierung der Sensorchips ist Abbildung 4.4 zu entnehmen. Jeder Kanal
des Sensorchips besteht aus einem als Sender und einem als Empfanger fungierenden IDT
und einer dazwischen befindlichen sensitiven Flache, welche mit dem Puffer in Beriihrung
kommt (Abbildung 4.5). Die IDTs werden jeweils aus zwei ineinander verschrinkten,
fingerformigen Elektroden gebildet. Wird eine Wechselspannung an den Sender-IDT
angelegt, so werden in Abhéngigkeit von Sensorgeometrie und Materialeigenschaften iiber
den inversen Piezoeffekt Oberflachen- und Volumenwellen in unterschiedlichen Anteilen
generiert [Arnau, 2008, Kap. 2]. Im vorliegenden Fall ist der Hauptanteil eine akustische
Volumenwelle, welche durch die Goldoberfliche des Chips entlang der sensitiven Fliche
propagiert und am Empfanger-IDT tiber den direkten Piezoeffekt wieder in ein elektrisches
Signal umgewandelt wird'?. Da die akustische Welle in das an die Fithrungsschicht
angrenzende Medium einkoppelt, werden die Welleneigenschaften durch angrenzende
Schichten modifiziert. Durch den Vergleich der Messvariablen Phase und Amplitude von
Eingangs- und Ausgangssignal kdnnen, wie wir spater sehen werden, Riickschliisse tiber die
Massenbelegung auf der Chipoberfliche und die Viskositéit der oberflichennahen Schichten
gezogen werden [Rocha-Gaso et al., 2009]. Die Geometrie von Sensorkanal und Flussystem
ist in Abbildung 4.5 schematisch verdeutlicht.

Fiir eine laufende SAW und auch speziell firr eine LW, die mit der Phasengeschwindigkeit
vp = v/k/p durch ein Material der Dichte p mit Elastizitdtsmodul x propagiert, lautet

10Wegen der zeitlichen Verzogerung, die das Signal durch die geringe Ausbreitungsgeschwindigkeit in der
Fiihrungsschicht erfahrt, wird bei dieser Anordnung von einer Verzogerungsleitung gesprochen.
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Elektroden ebene Wellenfronten Quarz-Oberflache

\ \ Abbildung 4.5
A Geometrie eines Sensorkanals des Bio-
\—» sensorchips und der Fluidzelle. (A) Die
Sender - IDT Empfanger - IDT

beiden IDTs des Sensorkanals sind in
Verzogerungsleitung-Konfiguration ange-
ordnet. Durch eine angelegte Wechselspan-
nung generiert der Sender-IDT entlang der
sensitiven Fldche propagierende Wellenfron-
ten, die vom Empfanger-IDT wieder in ein
elektrisches Signal transformiert werden.
(B) Der durch die aufgesetzte Fluidzelle
stromende Puffer passiert nacheinander die
sensitiven Bereiche der fiinf Messkanéle.
Die Eigenschaften der Welle werden durch
oberflachennahe Schichten modifiziert und
geben Aufschluss tiber die Groflien Massen-
belegung und Viskositédt. (C) Wird in die-
sen Pufferstrom eine SUV-Losung injiziert,
so spreiten die SUVs auf der Funktionali-
sierung des Chips und bilden einen Bilayer
(rot; hier schematisch als Monolayer darge-
|||||||||| stellt). Somit kann die Wechselwirkung an-

schliefend injizierter membranaktiver Sub-

stanzen (griin) mit der Membran unersucht
| — werden.

=

g
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nach Uttenthaler [2002] die Wellengleichung:

622 K 82ui
e <p_ 112> a3 (4.1)

p

Sie beschreibt die zeitliche Veranderung der Auslenkung wu;(j,t) der Atome, die senkrecht
zur Propagationsrichtung j der Welle orientiert ist, als Wirkung eines Gradienten des
Spannungstensors ¥;; in Ausbreitungsrichtung j. Die Wellengleichung unterscheidet sich
von stehenden Kristallwellen durch den Subtrahenden H/’UIQ), um den die Dichte des
Festkorpers reduziert wird. Fiir den Fall einer QCM, bei der eine stehende Welle vorliegt,
lasst sich damit die Abhéngigkeit der Resonanzfrequenz fy = v,/2lr von der Dicke des
Quarzes beziehungsweise vom Abstand (g der reflektierenden Kristallflichen zeigen.

Unter der Voraussetzung einer idealen Scherschwingung in einem Substrat der Fldche A,
auf welchem sich eine diinne, nicht viskose Fremdschicht der Masse m befindet, entspricht
der Einfluss der Fremdschicht auf die Resonanzfrequenz genau der Wirkung einer Schicht
des Substrates mit der gleichen Masse [Sauerbrey, 1959]. Diese Substratschicht der Dichte
p muss dann eine Dicke dg aufweisen. Mit dieser Uberlegung lisst sich zeigen, dass die
Anderung Af der Resonanzfrequenz eine Funktion der Massenbelegung v = m 7/A ist
[Sauerbrey, 1959; Arnau, 2008]:

Af—_Jo (4.2)

ds-p
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Die Schichtwageempfindlichkeit Cy = fo/ (dg - p) dieser Sauerbrey-Gleichung enthélt dabei
alle Materialeigenschaften des Substrats.
Fiir laufende SAW und LW ergibt sich analog

Avr —Cy -y (4.3)

mit der angepassten Wégeempfindlichkeit C), [Uttenthaler, 2002]. Allerdings liegen im Fall
von LW keine reinen Scherwellen vor, die Sauerbrey [1959] als Voraussetzung formuliert
hatte. Liegt dariiber hinaus eine nicht diinne, aber viskose Fremdschicht vor, ist der
lineare Zusammenhang zwischen Phasengeschwindigkeit und Massenbelegung keine gute
Néaherung mehr.

Neben der Massenbelegung erlaubt die Modifizierung der Welleneigenschaften auch
Riickschliisse iiber die Viskositét der angrenzenden Schichten. Fiir stehende Wellen fanden
Kanazawa und Gordon [1985a,b] fir viskose, Newton’sche Fliissigkeiten die Beziehung

Af =32, [P 4.4
=g 2 (14)
zwischen den Fliissigkeitseigenschaften Dichte p; und Viskositét 7; und der verursachten
Verschiebung A f der Resonanzfrequenz. Bei laufenden Wellen werden bei Anderungen
von Viskositdt oder Dichte in unmittelbarer Ndhe der Chipoberfliche sowohl die Phasen-
geschwindigkeit v, als auch die Dampfung a der Welle modifiziert [Uttenthaler, 2002]:

Av = —Cly, - /P (4.5)
Aa = Cio - /pini- (4.6)

Die Material- und weitere Fliissigkeitseigenschaften sind dabei in den frequenzabhéngigen
Flissigkeitskonstanten Cy, und Cj, zusammengefasst.

Die Phasengeschwindigkeit wird also von zwei Messgroflen - der Massenbelegung und der
Viskositét - beeinflusst, wihrend die Dédmpfung ausschliellich von der Viskositét abhéingig
ist. Die Messvariablen sind Phasenverschiebung Ap(y,7) und Amplitudendnderung AA(n).
Streng genommen haben neben der Viskositét auch weitere Fliissigkeitseigenschaften wie
Elastizitdt und Dichte Wirkung auf die Welleneigenschaften. Diese Einfliisse kdnnen in
Ermangelung eines geeigneten Modells fiir das vorliegende System nicht voneinander
getrennt werden, weshalb im Folgenden stellvertretend die Viskositat genannt wird. Glei-
ches gilt fiir die Trennung der Wirkungen von Massenbelegung und Viskositdt auf die
Phasengeschwindigkeit - auch hier existiert fiir das komplexe Mehrschichtsystem aus
Funktionalisierung und Membran kein geeigneter Formalismus, sodass lediglich qualitative
Aussagen iiber die Messgrofien moglich sind.

4.6.1 Versuchsaufbau und Durchfiihrung der Biosensormessungen

Das Biosensorgerit besteht aus einem Autosampler mit einer Pumpe zur Probenentnah-
me und einer Sensoreinheit. Letztere enthilt die Elektronik zur Signalerzeugung und
-Detektion sowie die Flusszelle, unter die der funktionalisierte Sensorchip gesetzt wird. Die
IDTs der fiinf Messkanéle werden simultan angeregt. Dies geschieht abwechselnd bei zwei
gegeneinander um 180° verschobenen Frequenzen zwischen 130 und 170 MHz, wodurch
Ubertragungsunregelmifligkeiten automatisch ausgeglichen werden [Gronewold, 2007].
Vorbereitete Probengldschen werden in den Autosampler eingeordnet. Eine zusétzliche
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Abbildung 4.6

Immobilisierung  von 100 ul
DOPC:SM:Chol Vesikeln
(300 pg/ml) auf der Funktio-
nalisierung (i) und Bindung von
100 ul VapA (100 pg/ml) an der
Membran (ii). Weifle Fldchen
zeigen die Dissoziationsperioden
an. Gezeigt sind Phasen- (A) und
Amplitudensignal (B) der finf in
Serie durchlaufenen Sensorkanéle
(grau) sowie die entsprechenden
Mittelwertkurven (schwarz). Die
Signale wurden zum Beginn der
Liposomeninjektion auf 0 bezie-
hungsweise 1 normiert. Ein Anstieg
des Phasensignals entspricht einer
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Pumpeneinheit regelt den stetigen Pufferfluss von iblicherweise 20 ul/min aus einer La-
borglasflasche durch die Flusszelle {iber den Sensorchip - ein einzelner Kanal hat dabei ein
Volumen von 3,9 ul. Ein Peltierheizelement reguliert die Temperatur in der Umgebung des
Sensorchips auf konstante 22 °C. In den Pufferfluss werden nach programmierbaren Proto-
kollen definierte Volumina der Proben aus dem Autosampler injiziert. Die Programmierung
der Messprotokolle wird mit der Software SequenceMaster (SAW Instruments GmbH',
Bonn, Deutschland) vorgenommen. Die Durchfiihrung der Messungen erfolgte mit der
Software SensMaster (SAW Instruments GmbH, Bonn, Deutschland). Die Rohdaten fiir
Phasenidnderung und Amplitudendnderung liegen im Dateiformat "*.saw’ vor und lassen
sich als "*.txt’ Datei exportieren.

Vor jeder Messung wurde der Sensorchip mit Ethanol gespiilt und unter Stickstoff tro-
ckengeblasen. Die optimalen Messfrequenzen wurden mit Hilfe der Messsoftware bestimmt.
Wéhrend der Messung erfolgten die Probeninjektionen nach dem folgenden Schema: Zu-
néchst wurde der Chip mit aufeinanderfolgenden Injektionen von 100 ul einer 0,1 M
Natronlauge (VWR International, Radnor, PA, USA, Nr. 31720.294) und 100 ul einer
Reinigungslosung aus 100 mM Glycin (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutsch-
land, Nr. 23390.04) und 0,1 % Triton X-100 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Nr.

'SAW Instruments GmbH wurde 2014 von der NanoTemper Technologies GmbH (Miinchen, Deutschland)
iitbernommen.
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8603) mit pH-Wert 12 gereinigt. Anschlieend wurden 100 pl einer Kalibrierungslosung
aus b % Glycerin (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Nr. 4094) injiziert, mit welcher
nach Herstellerangaben eine Trennung der Einfliisse von Massenbelegung und Viskositét
auf die Phase méglich ist'2. Die dritte Schicht der Funktionalisierung wurde durch eine
Injektion von 100 pl PLL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, Nr. 81338, MW 30.000-
70.000) auf die sensitive Flache des Sensorchips gebracht. Es folgten die Injektionen von
100 p1 SUV-Losung (Abschnitt 4.5.2) und 100 pl VapA (Abschnitt 4.3) in den jeweiligen
Konzentrationen. Nach diesen Injektionen wurde jeweils eine Wartezeit von zehn Minuten
eingehalten. Es folgten wiederum die beiden oben beschriebenen Reinigungsinjektionen
mit Natronlauge und Reinigungslosung.

Wihrend die Substanzen im Medium tiber dem Sensorchip vorhanden waren, konnte eine
Assoziation auf dem Chip beobachtet werden. Nachdem die Substanzen den Messkanal
passiert hatten, kam es zu einer unterschiedlich stark ausgepriagten Dissoziation - im
nachfolgenden Pufferfluss wurde ungebundenes Material wieder abgespiilt.

Die Verarbeitung der Daten erfolgte mit der Software Origin® 9.0G (OriginLab Cor-
poration, Northampton, MA, USA). Die Kurven wurden zum Zeitpunkt der jeweiligen
Injektion normiert und aus den Daten der fiinf Messkanéle eine Mittelwertkurve gebildet.
Eine beispielhafte Grafik von Liposomen- und VapA-Injektion der fiinf Kanéle inklusive
Mittelwert ist in Abbildung 4.6 dargestellt.

4.7 Fluoreszenzspektroskopische Analysen

Mit Hilfe von fluoreszenzspektroskopischen Messungen wurde die Interkalation von VapA
in farbstoffmarkierte SUVs sowie die Induzierung von Vesikelfusionsereignissen unter-
sucht. Das Versuchsdesign basierte auf dem von Forster [1948] beobachteten Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET). Durch Markierung mit einem FRET-Fluoreszenzfarb-
stoffpaar kénnen in biologischen Proben individuelle oder mittlere Absténde in der Grofien-
ordnung von wenigen Nanometern zwischen den beiden Fluorophoren bestimmt werden.
Mit diesem Ansatz ist es moglich, auf Einzelmolekiilbasis molekulare Vorgénge wie Konfor-
mationsanderungen zu verfolgen [Roy et al., 2008]. Fiir einige Anwendungen ist bereits eine
zeitliche Auflosung im Picosekundenbereich moglich [Poland et al., 2015]. Dariiber hinaus
konnen FRET-Experimente in lebenden Zellen durchgefiihrt werden [Sekar und Periasamy,
2003], was eine niitzliche Moglichkeit zum Vergleich verschiedener Versuchssysteme bietet.

Wenn eine Substanz elektromagnetische Strahlung einer bestimmten Wellenlédnge ab-
sorbiert und mit einem kurzen Zeitversatz in der GréSenordnung von 1078 s bis 1079 s
Strahlung von hoherer Wellenldnge beziehungsweise niedrigerer Energie emittiert, spricht
man von Fluoreszenz [Behlke et al., 2005]. Die dabei relevanten elektronischen Zustéande
innerhalb eines als Fluorophor bezeichneten Molekiils sind auf der linken Seite von Abbil-
dung 4.7 anhand eines Jablonski-Diagramms veranschaulicht. Durch die Absorption eines
Photons der Energie h - v4 wird das Molekiil von seinem elektronischen Grundzustand
So auf einen angeregten Energiezustand S; gehoben, deren Energiedifferenz der Anre-
gungsenergie entsprechen muss. Das angeregte Molekiil kann die Anregungsenergie tiber
verschiedene Kanéle abgeben, um in den Grundzustand zuriickzukehren. Strahlungsfreie

12Dijese Trennung ist jedoch, wie oben begriindet, ohne einen geeigneten Formalismus fiir das vorliegende
Messsystem nicht mdoglich.
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Abbildung 4.7

Jablonski-Diagramm fiir FRET-Quenching zwischen Donor- und Akzeptorfluorophor. Wird der
Donor mit der Energie h-vap (blau) aus dem Grundzustand Sy auf einen hoheren Energiezustand
S; angeregt, so stehen ihm verschiedene Ubergiinge zur Verfiigung, um wieder in Sy zu gelangen.
Strahlungsfreie Ubergiinge (orange) wie innere Umwandlung und Quenching-Prozesse wandeln die
Anregungsenergie haufig in Warme um. Bei Fluorophoren ist zudem ein Fluoreszenziibergang (griin)
moglich, also die Emission von Strahlung der Energie h - vgp. Ein geeigneter Akzeptor stellt dem
Donor einen weiteren strahlungsfreien Ubergang zur Verfiigung. Unter bestimmten Voraussetzungen
kann der Donor durch Energietibertrag (FRET) auf den Akzeptor in den Grundzustand gelangen,
wodurch der Akzeptor seinerseits auf S; angeregt wird und mit der Energie h - vg4 fluoreszieren
kann (rot). Dicke horizontale Linien: Vibrationsgrundzustinde; diinne horizontale Linien: angeregte
Vibrationszustéande.

Kanile sind die innere Umwandlung sowie der Intersystem-Ubergang!? [Kasha, 1950].
Fluorophore verfiigen zudem {iiber einen Strahlungskanal, um iiber die Emission eines
Photons der Energie h - vg in den Sg-Zustand zuriickzukehren. Wahrend der sogenannten
Fluoreszenzlebensdauer relaxiert das Molekiil innerhalb des S; Zustands in den vibro-
nischen Grundzustand [Kasha, 1950], was einer der Griinde fiir die von Stokes [1852]
beschriebene GesetzméaBigkeit ist, dass emittierte Strahlung héchstens dieselbe Energie
haben koénne wie die anregende Strahlung. Die Maxima der typischen Absorptions- und
FEmissionsspektren von Fluorophoren, deren haufiges Merkmal aromatische Ringsysteme
sind, sind gegeneinander um die Stokes-Verschiebung versetzt [Behlke et al., 2005].

Als Quenching-Prozesse werden strahlungsfreie Kanile oder Ubergiinge bezeichnet,
welche mit dem Fluoreszenziibergang in Konkurrenz stehen, also die Fluoreszenzintensitéat
einer Probe verringern [Ho et al., 1986]. Die diese Ubergiéinge vermittelnden Molekiile
werden Quencher genannt. Allgemein wird zwischen statischem oder Komplexbildungs-
Quenching und dynamischem oder Stof- Quenching unterschieden [Eftink und Ghiron, 1981;
Ho et al., 1986]. Zur letzteren Kategorie wird auch FRET gezahlt. Durch die Anwesenheit
eines als Quencher fungierendem Akzeptorfluorophors wird dabei die Fluoreszenz eines
Donorfluorophors reduziert. Eine geeignete Kombination von Donor und Akzeptor wird

13Beim Intersystem-Ubergang andert sich der Spin-Zustand beziehungsweise die Multiplizitét, bei der
inneren Umwandlung verbleibt das System in einem Singulett-Zustand [Kasha, 1950]. In Abbildung 4.7
sind lediglich Ubergéinge zwischen Singulett- (S-) Zustinden dargestellt.
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als FRET-Paar bezeichnet. Die Energiezustiande und Uberginge dieses Prozesses finden
sich in Abbildung 4.7. Der angeregte Donor hat unter bestimmten Voraussetzungen die
Moglichkeit, durch strahlungsfreien Energietransfer auf den Akzeptor in den Grundzustand
zuriickzukehren - der Akzeptor emittiert dann seinerseits Strahlung seines charakteristi-
schen Emissionsspektrums. Die erwiihnten Voraussetzungen sind einerseits ein Uberlapp
des Donor-Emissionsspektrums mit dem Akzeptor-Absorptionsspektrum, andererseits die
raumliche Néhe der beiden Fluorophore [Behlke et al., 2005]. Da der Energietibertrag
durch eine Dipol-Dipol-Wechselwirkung der beiden Fluorophore vermittelt wird [Forster,
1948], wird die Wahrscheinlichkeit eines Ubertrags beziehungsweise die Ubertragseffizienz
im Ensemble - im Folgenden als FRET-Effizienz Er bezeichnet - aulerdem durch die
Orientierung der Dipolmomente von Donor und Akzeptor zueinander beeinflusst. Der
maximale Wert liegt dabei bei paralleler Ausrichtung vor [Michalet et al., 2003].

Fiir die FRET-Effizienz zwischen zwei geeigneten Fluorophoren im Abstand R ldsst
sich der Zusammenhang

1
Er=———%
1+ (&)
formulieren, wobei im Ensemble eine Mittelung {iber alle Orientierungen der Fluorophore
zueinander und iiber alle Abstdnde vorgennommen werden muss [Forster, 1948; Clegg,
1995]. Der Abstand Ry der Fluorophore, bei welchem die Energietransferrate bei 50% liegt,
wird als Forster-Radius bezeichnet. Er entspricht dem Verhéltnis des Donor-Signalverlusts
(unter Anwesenheit des Akzeptors) zum ungequenchten Donorsignal (ohne Anwesenheit
des Akzeptors) [Gordon et al., 1998]. Die starke Abhéngigkeit der FRET-Effizienz vom
Inversen der sechsten Potenz des Abstands der Fluoreszenzfarbstoffe macht FRET zu
einer sehr sensitiven Methode, um Abstdnde in der Umgebung von Ry zu bestimmen, der
typischerweise zwischen 3 und 6 nm liegt [Sekar und Periasamy, 2003]. Die zugrundelie-
gende Dipol-Dipol-Wechselwirkung ist auf einen Abstand von héchstens 10 nm beschréankt
und bildet damit eine obere Schranke fiir das Auftreten des Energietransfers. Diese ldsst
sich jedoch durch geeignete Versuchsdesigns, beispielsweise iiber Verwendung mehrerer

Fluorophore, erweitern [Roy et al., 2008].

(4.7)

4.7.1 Messaufbau und Durchfithrung der spektroskopischen Messungen

Die Experimente wurden an einem Dreiarm-Fluoreszenzspektrometer (HORIBA Jobin
Yvon, Edison, NJ, USA, Fluorolog 3) durchgefithrt. Als Strahlungsquelle dient eine
Xenon-Kurzbogenlampe, deren Strahlung einen Monochromator passiert. Die monochro-
matische Strahlung trifft auf die temperierte Probe und regt bei geeigneter Wahl der
Anregungswellenldnge den Donor an. Bei Anwesenheit eines Akzeptors miissen die Fluo-
reszenzintensitaten der beiden Fluorophore separat detektiert werden. Fiir diesen Zweck
verfligt das Spektrometer iiber zwei identische Strahlarme, bestehend aus einem Mono-
chromator und einem Detektor, die jeweils in einem Winkel von 90 ° zur einfallenden
Strahlung positioniert sind und mit dem Anregungsarm eine T-férmige Konfiguration
bilden. Jeder Detektorarm sowie der Strahlgang der einfallenden Strahlung ist zudem mit
einem Bandpassfilter ausgestattet, iiber welchen sich die Intensitdten individuell regulieren
lassen.

Bei der Markierung biologischer Systeme mit Fluorophoren muss grundsétzlich bedacht
werden, dass der Fluorophor selbst Einfluss auf den Gegenstand der Beobachtungen
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haben kann, was fiir die Markierung von Membransystemen beispielsweise von Baumgart
et al. [2007] berichtet wird. In dieser Arbeit wurden Vesikellosungen mit dem FRET-Paar
Rhodamin und NBD markiert, um mittels Fluoreszenzspektroskopie Informationen tiber die
Anderung des mittleren Abstands der Fluorophore innerhalb einer groien Vesikelpopulation
zu gewinnen. Dabei wurden zwei verschiedene Versuchsdesigns verwendet, deren Prinzip
in Abbildung 4.8 ersichtlich ist und die im Folgenden beschrieben werden. Das Prinzip
der Spektroskopie an Vesikelpopulationen und der Einsatz des FRET-Paars NBD und
Rhodamin wurde von Struck et al. [1981] beschrieben.

Abbildung 4.8

Versuchsdesigns fiir fluoreszenzspek-
troskopische Messungen zur Inter-
kalation von Proteinen in Lipidli-

A B posomen und zur Induzierung von
Fusionsereignissen. (A) Die SUVs
nDonor ]Akzeptor =, sind mit Donor und Akzeptor eines

r1

S| — FRET-Paars markiert. Interkalieren
membranaktive Substanzen (gelb)

zwischen die Lipide der SUVs, so

ANERANEAA steigt der mittlere Abstand der Fluo-
/ ~ rophore - dies kann als Reduzierung

der FRET-Effizienz detektiert wer-
den. (B) Zwei SUV-Populationen, ei-

* +“ N ¢ +“ =N ne mit dem Donor und eine mit dem
Akzeptor eines FRET-Paars mar-

r, L2 kiert, werden miteinander gemischt.
Da die Fluorophore auf unterschied-
lichen SUVs separiert sind, findet

\ | 1 kein Energietransfer statt. Werden
/) durch die Anwesenheit membranak-
tiver Substanzen Fusionsereignisse
zwischen den SUVs induziert, so ist
ein Anstieg der FRET-Effizienz zu
verzeichnen, da die Separation der
Fluorophore aufgelost wird.

I
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< »

Das erste Protokoll diente der Untersuchung der Interkalation von VapA in Lipidlipo-
somen. Findet ein Einbau von Proteinen in mit beiden Fluorophoren eines FRET-Paars
markierten Liposomen statt, so vergréflert sich der mittlere Abstand zwischen Donor-
und Akzeptorfarbstoffen. Da hierdurch die FRET-Effizienz abnimmt, kann qualitativ
ein Anstieg der Donorfluoreszenz bei niedrigerer Akzeptorfluoreszenz registriert werden
[Gutsmann et al., 2000].

1960 pl einer mit jeweils 0,5% rh-DHPE und NBD-PE markierten SUV-Losung
(10 pg/ml) wurden in eine Quarzglaskivette (Hellma GmbH & Co. KG, Miillheim,
Deutschland, 101-QS, 3,5 ml) gegeben und in der Probenkammer des Spektrometers
positioniert. Die Kammer wurde durchgehend auf 37 °C erwdrmt und die Lésung mit
einem Magnetriihrer kontinuierlich geriihrt, um eine gleichméfige Verteilung der Vesikel zu
gewihrleisten. Uber die Bandpassfilter wurden die Intensititen von Donor- und Akzeptor-
fluoresz auf ein Verhéltnis von etwa 1 eingestellt. Nach dem Starten der Messwertaufnahme
wurde zunéchst die Grundlinie aufgenommen. Nach 50 s wurde die Messung moglichst kurz

66



4.8 Messungen an der Filmwaage

fiir eine Injektion von 40 ul VapA (0,5 mg/ml) unterbrochen, sodass ein Gewichtsverhéltnis
von 1:1 (Lipid zu Protein) gegeben war. Der Donor NBD wurde wihrend der Messung
mit einer Wellenldnge von 470 nm angeregt und die Fluoreszenzintensititen bei 531 nm
(NBD) und 593 nm (Rhodamin) detektiert. Die Steuerung von Fluoreszenzspektrometer
und Messverlauf geschah mit der in Origin 8.1 implementierten Software FluorEssence
V3.5 (HORIBA Jobin Yvon, Edison, NJ, USA).

Das zweite Protokoll wurde fiir die Detektion von Fusionsereignissen zwischen SUVs
verwendet. Sind die beiden Fluorophore zu Beginn der Messung auf unterschiedlichen
Liposomen separiert, so kann eine durch membranaktive Molekiile vermittelte Fusion
der Vesikel detektiert werden. Aufgrund der Durchmischung der Membranlipide der
fusionierenden SUVs verringert sich der Abstand der Fluoreszenzfarbstoffe des FRET-
Paars. Bei geeigneter Wahl der Fluorophorkonzentrationen kommt es zum Energietibertrag
und damit zum Anstieg der Akzeptorfluoreszenz bei Reduzierung der Donorfluoreszenz.
Ein alternatives Versuchsdesign zur Detektion von Vesikelfusionen wurde von Struck et al.
[1981] erldutert.

Fiir dieses Protokoll wurden 980 pl einer mit 0,5% rh-DHPE markierten SUV-Losung
mit 980 pl einer mit 0,5% NBD-PE markierten SUV-Losung (jeweils 10 pg/ml) mit
ansonsten identischer Lipidzusammensetzung in einer Quarzglaskiivette vermischt. Im
Weiteren entsprach der Versuchsablauf dem Protokoll zur Interkalationsdetektion.

Die Verarbeitung und grafische Darstellung der Messdaten erfolgte mit der Software
Origin® 9.0G. Dargestellt wurde der Quotient aus Donor- und Akzeptorintensitét.

4.8 Messungen an der Filmwaage

Fine weitere Methode zur Untersuchung des Einbaus von VapA in Lipidsysteme ist die
Filmwaage, auch Langmuir-Trog genannt. Das zugrunde liegende Prinzip dieser Methode
geht auf Langmuir [1917] zuriick, der entdeckte, dass Fettsduren an der Grenzfliche
zwischen wassrigem Medium und Luft eine einmolekulare Schicht bilden. Dabei richten
sich die hydrophoben Fettsduren zur Luft aus (Vergleich Abschnitt 2.1). Dieses Phinomen
kann unter anderem fiir die Bestimmung der pro Molekiil benétigten Fliche genutzt
werden [Jones, 1950; Meader und Criddle, 1953]. Mit Hilfe einer Filmwaage, bestehend aus
Fliissigkeitstrog, automatisch beweglicher Barriere zur Kompression der Oberfliche und
Kraftabnehmer, lassen sich so beispielsweise Kraft-Fléchen-Kurven (Isothermen) generieren
[Brady, 1949; Meader und Criddle, 1953], welche Infomationen iiber das Phasenverhalten
von Lipiden geben [Blume, 1979]. Auch eignen sich die Oberfliichenfilme zum Ubertrag auf
ein Substrat - dieser Aspekt wurde in Abschnitt 4.5.4 erldutert. Schliefflich ist das System
geeignet, die Wechselwirkung von membranaktiven Substanzen mit dem zweidimensionalen
Lipidfilm und insbesondere deren Interkalation zu analysieren. Der Informationsgewinn
kann durch Kombination mit Fluoreszenz- oder Brewsterwinkelmikroskopie in einem Setup
noch erhéht werden [Lipp et al., 1997].

Wasser verfiigt aufgrund der fehlenden Bindungsenergie zu benachbarten Wassermolekii-
len an der Oberflidche iiber eine Oberflichenspannung I' von etwa 73 mN/m [Pasandideh-
Fard et al., 1996]. Die Oberflichenspannung kann als fiir eine Vergroflerung der Oberflache
bendtigte Energie verstanden werden. Werden Lipidmolekiile auf eine Fliissigkeitsober-
fliche aufgebracht, so bildet sich dort wegen des amphiphilen Charakters der Molekiile
ein Lipidmonolayer. Die Abstoflung zwischen den Lipidmolekiilen verbunden mit der
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Abbildung 4.9
Allgemeiner Verlauf einer Druck-
Flachen-Isotherme fiir die Kompres-

* sion eines Lipidmonolayers. Vom
fest kondensiert gasahnlichen Zustand erfolgt bei

.)" steigendem Lateraldruck ein Pha-

M seniibergang zweiter Ordnung zum

§ fliissig kondensiert | fliissig expandierten Zustand, der
5 (Lg) _) der L,-Phase entspricht. Es folgt
g M fliissig expandiert " der Hauptubergang zum fliissig kon-
5 (L) _) dens'lert.en Zt.lstand. (Lg-Phase) und
gasihnlich schliellich ein weiterer Ubergang

L,+Lg M é , f g zweiter Ordnung zum fest konden-

sierten Zustand. Der Hauptiibergang

< ist durch eine Region der Koexistenz

v

von fliissig expandiertem und kon-
densiertem Zustand gekennzeichnet.
Modifiziert nach Eeman und Deleu
[2010].

mittlere Molekiilfliche

Hydratisierung der Kopfgruppen erzeugt einen Lateraldruck, der der Oberflichenspannung
des Mediums entgegenwirkt und diese reduziert [Marsh, 1996b]. Der Lateraldruck II,,, des
Monolayers

M, =T;—Tfy (4.8)

ist also als Differenz der Oberflichenspannung der Fliissigkeit ohne Lipidmolekiile Iy
und der Oberflichenspannung mit Lipidmolekiilen an der Grenzfliche I'y; gegeben und
eine Funktion der Molekiilfliche. Anders als bei Lipiddoppelschichten, deren Gesamtla-
teraldruck als Integral iiber das Lateraldruckprofil (sieche Abschnitt 2.4) gleich Null ist
[Evans und Waugh, 1977], muss die Integritit einer Monoschicht durch einen externen
Druck aufrechterhalten werden. Der bilayeraquivalente Lateraldruck von Monolayern wird
zwischen 20 und 35 mN/m angegeben [Marcelja, 1974; Demel et al., 1975; Marsh, 2007]
und liegt bei einer mit dem Bilayer vergleichbaren Molekiilfliche vor [Marsh, 1996b].
Nach der Wilhelmy-Methode ist der Lateraldruck durch Eintauchen eines Wilhelmy-
Plattchens orthogonal zur Grenzfliche zugénglich. Die am Pléattchen gemessene Kraft

Fyy = —2I" - cos (4.9)

wird durch die Oberflichenspannung I' und den Kontaktwinkel 6§ der Fliissigkeit am
Plattchen bestimmt [Rame, 1997].

An einer Filmwaage kann der Lateraldruck eines Lipidfilms als Funktion der mittleren
Molekiilfldche a bestimmt werden. Da diese Messungen {iiblicherweise bei konstanter
Temperatur durchgefithrt werden, spricht man von einer Druck-Flachen-Isotherme. Dabei
ist das Verhalten des Monolayers durch seine Fldchenkompressibilitat

1 da
_ 1 4.10
X= L an (4.10)

bestimmt [Eeman und Deleu, 2010]. Die durch die Steigung der Druck-Flachen-Isotherme
gegebene Kompressibilitat [Marsh, 1996b] weist in ihrem Verlauf mehrere typische Unstetig-
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T Substrat Wilhelmy-
/ PIattchen
Monolayer
WWWWW
7 4

N Q Puffer

Abbildung 4.10

Schematischer Aufbau einer Filmwaage. Auf den mit Puffer gefiillten und auf die Temperatur
T regulierten Trog konnen Lipide aufgetragen werden, die an der Grenzfliche einen Monolayer
ausbilden. Der Lateraldruck IT wird mit einem Wilhelmy-Plattchen iiber eine Kraftmessung
aufgenommen. Die Flidche A des Films und damit auch die mittlere Molekiilfliche werden tiiber
eine bewegliche Barriere eingestellt. Die Wechselwirkung von membranaktiven Substanzen (gelb)
mit dem Monolayer kann mit Hilfe verschiedener Versuchsdesigns untersucht werden. Dargestellt
ist auBerdem der in Kapitel 4.5.4 erliuterte LB-Ubertrag des Monolayers auf ein Substrat.

keiten auf, welche einen Ubergang zwischen unterschiedlichen Zustéinden'* des Monolayers
anzeigen. Dies ist an dem schematisch in Abbildung 4.9 dargestellten, typischen Verlauf
einer Isotherme abzulesen. Der Hauptiibergang findet, einen konstanten Lateraldruck
vorausgesetzt, bei einer kritischen Temperatur zwischen fliissig expandiertem und fliis-
sig kondensiertem Zustand statt [Albrecht et al., 1978], die ihre Entsprechung in den
Lipidphasen L, beziehungsweise Lg haben (sieche Abschnitt 2.7).

4.8.1 Messaufbau und Durchfiihrung der Filmwaagenmessungen

Der prinzipielle Aufbau der verwendeten Filmwaage (KSV Nima KN1002) geht aus Ab-
bildung 4.10 hervor. Wesentliche Komponenten sind ein Trog aus Polytetrafluorethylen
mit einer quaderférmigen Vertiefung zum LB-Ubertrag, ein zu diesem Zweck vorhandener
Tauchmechanismus, zwei bewegliche Barrieren, iber welche der Oberflichenfilm automa-
tisch komprimiert oder expandiert werden kann und ein Druckabnehmer mit wechselbarem
Wilhelmy-Pléttchen. Der Trog hat eine Breite von 50 mm und eine Gesamtfliche von
7750 mm?. Mit der Software KSV NIMA LB 2.1.1 (Biolin Scientific AB, Stockholm,
Schweden) werden die Gerite iiber eine Schnittstelleneinheit (KSV NIMA LayerBuilder ")
angesteuert.

Fiir die in dieser Arbeit vorgestellten Messungen diente ein rechteckiges Filterpapier mit
einem Umfang von 20,6 mm als Wilhelmy-Plittchen. Uber eine Wasserbadtemperierung
wurde das System auf konstanten 21 °C gehalten. Der mit Ethanol griindlich gereinigte
Trog wurde mit 60 ml Puffer (Abschnitt 4.1) befiillt und die Sauberkeit des Systems iiber-
priift. Zu diesem Zweck wurde die Oberflache iiber die Barrieren komprimiert - befanden
sich oberflichenaktive Substanzen im System, so dnderte sich wihrend der Kompression

7Zur Abgrenzung von den in Kapitel 2.7 diskutierten Lipidphasen von Doppelschichtmembranen wird
in diesem Abschnitt in Anlehnung an Eeman und Deleu [2010] von Zustdnden eines Monolayers
gesprochen. Dies soll aber nicht dartiber hinwegtduschen, dass die Phasen von Bilayern eng mit den
Monolayerzustdnden verkniipft sind.
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der Wert der Oberflaichenspannung und es musste gegebenenfalls erneut gereinigt wer-
den. Anschlielend konnte die Oberflichenspannung auf den Wert Null gesetzt werden,
um im Folgenden den Lateraldruck aufzunehmen. Das vorsichtige Auftropfen von 7 ul
chloroformisch gelosten Lipiden (Abschnitt 4.5.1) mit exakter Konzentration von 1 mg/ml
auf die Pufferoberfliche geschah bei vollstdndig getffneten Barrieren, da die Lipide sich
zu Beginn der Messung im gasédhnlichen Zustand befinden miissen. Ist dies gegeben, resul-
tiert keine Anderung des Lateraldrucks. Nach dem Abdampfen des Losungsmittels iiber
mindestens fiinf Minuten wurde der Monolayer mit konstanter Barrierengeschwindigkeit
von 10 mm/min auf einen Lateraldruck von 10 oder 20 mN/m komprimiert. Anschlieflend
wurde der Lateraldruck iiber eine Nachregulierung der Barrieren konstant gehalten. Nach
einer Equilibrierungszeit von 20 Minuten wurde VapA mit einer finalen Konzentration
von 1 ug/ml unter den Monolayer in den Puffer injiziert und die Anderung der Filmfliche
bei konstantem Lateraldruck fiir drei Stunden aufgezeichnet.

Die Messdaten lagen in den Dateiformaten "*.qrp’ und "*.abs’ vor und konnten als
* txt” Datei exportiert werden. Die Verarbeitung und grafische Darstellung erfolgte mit
der Software Origin® 9.0G. Aufgetragen wurde die mittlere Molekiilfliche iiber die Zeit.

4.9 Rasterkraftmikroskopie

Mit dem AFM wurden im Rahmen dieser Arbeit Aufnahmen der Oberflachentopologie
festkoérperunterstiitzter Membranen generiert. Es wurden sowohl Lipiddoppelschichten in
Fliissigkeit, deren Praparation in Abschnitt 4.5.3 beschrieben ist, als auch festkérperun-
terstiitzte Monolayer an Luft, welche in Abschnitt 4.5.4 eingefithrt wurden, untersucht.
Die beiden Systeme bieten unterschiedlichen Zugang zu der Wechselwirkung von VapA
mit den jeweiligen Lipidsystemen: Wahrend bei den Messungen in Fliissigkeit das Protein
wéahrend der Messung injiziert werden kann und damit von einer Position der Probe die
Zustédnde vor und nach der Zugabe aufgenommen werden konnen, ist es bei Messungen an
Luft méglich, sich durch die Abbildung vieler Positionen einen Gesamteindruck der Probe
zu verschaffen. Um die Membran mit und ohne Protein vergleichen zu kénnen, miissen
jedoch zwei unabhéingige LB-Filme prapariert werden.

Rastertunnelmikroskopie (STM) und AFM sind zwei physikalische Methoden, welche auf
dem Prinzip der Rastersondenmikroskopie beruhen. Im Gegensatz zur Lichtmikroskopie
wird die Bildinformation durch Wechselwirkung einer Sonde generiert, welche die Probe
systematisch abrastert. Fiir die Entwicklung des Rastertunnelmikroskops (STM) [Binnig
et al., 1982], das die Bildinformation iiber einen zwischen elektrisch leitender Sonde und
Probe flieBenden Tunnelstrom erzeugt, wurden Gerd Binnig und Heinrich Rohrer 1986
mit dem Physiknobelpreis geehrt. Im selben Jahr stellten Binnig et al. [1986] das AFM
vor, welchem die zwischen einer mikroskopischen Sondenspitze und der Probenoberfliche
wirkende Kraft als Regelgréfie dient. Es ist damit nicht mehr von elektrisch leitenden
Proben abhéingig, zudem kénnen Messungen an Luft oder in Fliissigkeit durchgefiihrt
werden. Daher 6ffnet sich fiir diese Methode das weite Feld der Anwendbarkeit fiir
biologische Proben. Beide Techniken erlauben eine Auflésung von unter 0,1 nm [Binnig
et al., 1986].

Héufig wird AFM in Kombination mit einem optischen Fluoreszenzmikroskop verwendet
oder direkt in einem Setup vereint, wodurch der Informationsgehalt der Aufnahmen
erginzt werden kann [Andre et al., 2011; Colom et al., 2013]. Besonders vielversprechend
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Abbildung 4.11
Prinzipielle Funktionsweise eines
Rasterkraftmikroskops mit Laserab-
lenkung. Die Oberfldche einer Probe
wird systematisch mit einem Canti-
lever abgerastert (x,y-Scanner), an
dessen Ende sich eine feine Spitze be-
findet. Krifte zwischen Spitze und
Probe fithren zur Auslenkung des
Cantilevers. Haufig kommt zur De-
tektion der Durchbiegung, die bei
homogenen Proben der Probenho-
Sollwert e entspricht, ein Laserstrahl zum
Einsatz, welcher vom Cantilever auf
einen Segment-Fotodetektor reflek-
tiert wird. Das Signal wird zusam-
men mit einstellbaren Parametern
x,y-Scanner (Sollwert) verarbeitet und sowohl als
Messwert als auch in Form einer
Feedbackschleife fiir die Regulierung
der z-Position des Cantilevers ver-
wendet.

Photodetektor

Cantilever

ist zudem die Untersuchung an lebenden Zellen beziehungsweise Bakterien, welche durch
eine Weiterentwicklung der Technik in den letzten Jahren ermdoglicht wurde [Miiller und
Dufréne, 2011; Andre et al., 2011; Taatjes et al., 2013; Colom et al., 2013]. Moderne Geréte
ermoglichen dabei die Studie sowohl von Einzelproteinen [Colom et al., 2013] als auch
von Lipidverteilungen [Andre et al., 2011], teilweise ebenfalls mit molekularer Auflésung
[Hansma und Hoh, 1994]. Eine wichtige Weiterentwicklung ist die Hochgeschwindigkeits-
AFM, die die Erforschung dynamischer Prozesse erlaubt [Ando, 2012; Colom et al., 2013].

Die Messsonde eines AFMs besteht in einer feinen Spitze aus Siliziumnitrit, Siliziumoxid
oder Silizium mit typischerweise 10 bis 30 nm Kriimmungsradius, welche am vorderen
Ende eines Federbalkens, der auch Cantilever genannt wird, positioniert ist [Meyer, 1992;
Taatjes et al., 2013]. Die Position der Spitze relativ zur Probenoberfliche wird iiber drei
piezoelektrische Transducer reguliert. Die Regulierung in der Probenebene (x,y-Ebene)
kann durch Manipulation entweder der Cantilever-Position oder der Probenposition
realisiert werden, die Regelung in z-Richtung erfolgt iiblicherweise am Cantilever. Wahrend
die Spitze einen systematischen Rasterscan in der x,y-Ebene durchfiihrt, verursachen die
zwischen Spitze und Probe wirkenden Kréfte eine Auslenkung des Federbalkens [Binnig
et al., 1986]. Diese kann auf verschiedene Weisen detektiert werden, wird aber in den
meisten Féllen fiir die Regulierung der Spitze in z-Richtung mit einer Feedbackschleife
in das System zuriickgekoppelt [Meyer, 1992]. Neben der Feedbackschleife wird das
Signal jeder x,y-Position der Probenoberfliche zur Generierung eines Datenpunktes einer
zweidimensionalen , Kraft-Topologie* genutzt, welche in einigen Féllen vereinfachend als
Hohenbild verstanden werden kann. Ob die generierten Informationen tatsédchlich der
Probenhohe entsprechen, hingt stark von der Interaktion zwischen Probe und Spitze
ab [Roes et al., 2005]. Das grundlegende Prinzip einer AFM-Messung, angepasst an das
Versuchsdesign der vorliegenden Arbeit, findet sich in Abbildung 4.11.

Zur Detektion der Federbalkenauslenkung kommen verschiedene Methoden infrage -
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die Sensorik befindet sich dabei stets auf der Riickseite des Cantilevers. Das von Binnig
et al. [1986] vorgestellte AFM nutzte als Sensorik ein STM. Dieses setzt aber spezielle
Bedingungen wie den Betrieb im Vakuum und eine sehr reine und glatte Oberfliche
des Cantilevers voraus [Meyer, 1992]. Eine weitere Technik ist die Verwendung eines
Interferometers, welches die optische Interferenz eines auf der Oberseite des Cantilevers
reflektierten Laserstrahls erméglicht [McClelland et al., 1987]. Diese Art der Detektion ist
gegeniiber dem STM wesentlich einfacher zu realisieren und zudem nicht auf eine vollig
glatte Cantilever-Oberfliche angewiesen [McClelland et al., 1987]. Die schrige Reflektion
eines Laserstrahls auf eine Zwei- oder Viersegment-Photodiode erlaubt die Detektion der
Federbalkenauslenkung iiber die Ablenkung des Laserstrahls [Meyer und Amer, 1988].
Diese Anordnung - dargestellt in Abbildung 4.11 - ist wegen der hohen Sensitivitat und
einfache Handhabung weit verbreitet und kommt auch in dem fiir die Messungen der
vorliegenden Arbeit verwendeten AFM zum FEinsatz. Die Auslenkung Az des Cantilevers
ist nach

I,— I, 6Az
IL,+1, -6

(4.11)

durch das Verhéltnis der Intensitdten I, und I, im oberen und unteren Segment der
Photodiode, die Lange I des Cantilevers sowie die Strahldivergenz 0 gegeben [Meyer, 1992].
Eine weitere, sehr kompakte Sensortechnik ist die Bestimmung der Kapazitit zwischen zwei
Leiterplatten, von denen eine auf der Riickseite des Cantilevers angebracht ist [Neubauer
et al., 1990].

AFMs koénnen in unterschiedlichen Messmodi betrieben werden. Im bisher beschriebenen
statischen Modus, auch als Kontaktmodus oder DC-Modus bezeichnet, kann zum einen
die Kraft durch Regulierung der Cantilever-Hohe konstant gehalten werden. Zum anderen
kann die Auslenkung ohne Regulierung der z-Position aufgezeichnet werden, was bei sehr
ebenen Proben héhere Scangeschwindigkeiten ermdglicht!® [Binnig et al., 1986; Meyer,
1992]. Die Messungen an LB-Filmen wurden im statischen Modus bei konstanter Kraft
durchgefiihrt.

Fiir den dynamischen Modus (AC-Modus) wird der Cantilever durch einen piezoelektri-
schen Transducer in Schwingungen nahe seiner Resonanzfrequenz versetzt [Martin et al.,
1987]. Die unmodifizierte Resonanzfrequenz fo o /c/m des Federbalkens wird durch
dessen Federkonstante ¢ und Masse m bestimmt. Durch einen in Probennidhe wirkenden
Kraftgradienten wird die Resonanzfrequenz nach

_oF
fom o || 2= (4.12)
m

modifiziert [Martin et al., 1987]. Durch attraktive Kréfte wird die Resonanzfrequenz
veringert, durch repulsive erh6ht, was in beiden Féllen zu einer Reduzierung der Schwin-
gungsamplitude fiihrt, wenn der Cantilever bei fy angeregt wird!® [Martin et al., 1987;
Garcia und Pérez, 2002]. Prinzipiell stehen im dynamischen Modus Amplitude, Frequenz
und Phasenverschiebung als FeedbackgroBen zur Verfiigung [Garcia und Pérez, 2002]. Da-
bei kann, wie im statischen Modus, entweder bei aktiver Feedbackschleife der Kraftgradient

15Tm statischen Modus werden Kréfte zwischen 107% und 1071° N registriert [Meyer, 1992].
18Tm dynamischen Modus werden bei einem Probenabstand von 10 nm Kréfte zwischen 10~ und 1073 N
registriert [Meyer, 1992].
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4.9 Rasterkraftmikroskopie

konstant gehalten werden oder ohne Feedbackschleife die Variation der Feedbackgrofie
direkt als Messgrofle aufgezeichnet werden [Martin et al., 1987; Meyer, 1992]. Dieser Mess-
modus ist vor allem fiir biologische Proben geeignet, da die Messung bertihrungsfrei ablauft
und damit zu einer geringeren Manipulation der Probe fithrt. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Messungen an Lipiddoppelschichten in fliissigem Medium im dynamischen
Modus mit Amplitudenfeedback bei konstantem Kraftgradienten durchgefiihrt.

Die Wahl eines geeigneten Cantilevers héngt sowohl von der Art der Probe als auch
vom verwendeten Messmodus ab. Die Resonanzfrequenz sollte in allen Fallen moglichst
hoch sein, um den Storeinfluss von akustischen- und Gebdudeschwingungen zu reduzieren
- typische Werte liegen zwischen 10 und 100 kHz [Meyer, 1992]. Fiir Messungen im
dynamischen Modus sollte die Federkonstante zwischen 1 und 10 N/m liegen um die
thermischen Schwingungen niedrig zu halten, im statischen Modus geniigen Werte zwischen
0,001 und 1 N/m [Meyer, 1992].

Die zwischen Spitze und Probenoberfliche auftretenden Kréfte, auf denen AFM-
Messungen beruhen, setzen sich bei den meisten biologischen Proben aus attraktiven
Van-der-Waals-Kréften, Adhésionskréften, elektrostatischen Kraften und durch die Pauli-
Abstofung verursachten kurzreichweitigen Kréaften zusammen [Hansma und Hoh, 1994;
Garcfa und Pérez, 2002; Meyer, 1992]. Im statischen Modus an Luft spielen zudem zwischen
Spitze und auf der Probe kondensierter Flissigkeit auftretende Kapillarkrafte eine Rolle
[Hansma und Hoh, 1994; Meyer, 1992].

4.9.1 Messaufbau und Durchfiihrung der rasterkraftmikroskopischen
Messungen an Monolayern

Das fiir die Messungen dieser Arbeit verwendete AFM (Asylum Research, Santa Barbara,
CA, USA, MFP-3D) setzt sich aus fiinf Komponenten zusammen, deren Zusammenspiel
in Abbildung 4.12 dargestellt ist. Die Probe befindet sich auf dem x,y-Scanner, der
mit Hilfe von gestapelten Piezoelementen die Bewegungen ausfithrt. Das Kopfteil, an
dessen Unterseite der Cantilever eingesetzt wird, enthélt die Anordnung aus Laser und
Photodetektor zur Detektion der Feedbackgrifle sowie die piezoelektrisch gesteuerte
Regulierung der z-Position des Cantilevers. Auflerdem findet hier die Schwingungsanregung
des Cantilevers fiir den dynamischen Modus statt. Die Reglereinheit realisiert iiber einen
Proportional-Integral-Differential- (PID) Regler die Riickkopplung der Feedbackgrée und
gibt entsprechende Signale an das Kopfteil weiter. Die Datenerfassung erfolgt mit der in
Igor Pro 6.34A implementierten Steuersoftware MFP3D 120804 + 1821 (Asylum Research,
Santa Barbara, CA, USA).

Fiir die Messungen an Luft wurden aus Silizium bestehende CSG11-Cantilever (NT-
MDT Co., Moskau, Russland) mit Goldbeschichtung ausgewihlt. Die Messungen in
Fliissigkeit wurden mit Siliziumnitrid Cantilevern mit Goldbeschichtung des Modells
OMCL-RC800 PSA (Olympus K.K., Shinjuku, Tokio, Japan) durchgefiihrt. Es handelt
sich jeweils um Chips mit zwei beziehungsweise vier unterschiedlichen Cantilevern, deren
Spezifikationen in Tabelle 4.4 zusammengestellt sind.

Vor den Messungen wurde der jeweilige Cantilever-Chip in den dafiir vorgesehenen
Halter eingesetzt, mit Ethanol gereinigt und am Kopfteil des AFM arretiert. Der Can-
tilever wurde so justiert, dass der an seiner Oberseite reflektierte Laserstrahl genau die
Mitte der Viersegment-Photodiode traf. Die Objekttrager mit den vorbereiteten Proben
(Abschnitt 4.5.4) wurden auf dem x,y-Scanner mit Hilfe von Magneten fixiert, das Kopfteil
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Abbildung 4.12
l Komponenten des verwendeten

Kopfteil AFM MFP-3D. Die Probe wird iiber

einen x,y-Scanner in der lateralen

Steuer- Ebene relativ zum Cantilever

Software bewegt. Dieser befindet sich an der
Unterseite des Kopfteils, welches die

X,y-Scanner Feedbackgrofie detektiert und, ver-
mittelt durch die PID-Riickkopplung

der Reglereinheit, die z-Position des

Cantilevers beziehungsweise dessen
Regler- NS Schwingungsanregung regt.ﬂiert. Die
Einheit Steuersoftizval.re erfasst die Daten
und ermoglicht deren grafische
Darstellung und Verarbeitung.
Cantilever Spitze
Bezeichnung LxBxH Resonanz- Federkonstante | Kriimmungs- Hohe
[pm] frequenz [kHz] [N/m] radius [nm]  [pm]
CSG11 A 250x35x1 20 0,1 10 10-15
CSG11 B 350x35x1 10 0,03 10 10-15
OMCL-RC800 | 100x20x0,8 69 0,39 20 3
PSA NS
OMCL-RC800 | 200x20x%0,8 18 0,05 20 3
PSA NL
OMCL-RC800 | 100x40x0,8 71 0,76 20 3
PSA WS
OMCL-RC800 | 200x40x0,8 19 0,10 20 3
PSA WL
Tabelle 4.4

FEigenschaften der verschiedenen Cantilever. Angegeben sind ungefihre Werte aus
den Quellen (http://www.ntmdt-tips.com/products/view/csgll) beziehungsweise
(http://www.asylumresearch.com/Probe/RC800PSA,Olympus).

aufgesetzt und mit Hilfe der Software die Resonanzfrequenz des Federbalkens bestimmt.
Anschlieend wurde das Kopfteil auf die Probe gesenkt. Dabei wurde darauf geachtet, dass
das Kopfteil moglichst parallel zum x,y-Scanner orientiert war. Die Messungen wurden im
Kontaktmodus mit Auslenkungsfeedback bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Um den PID-Regelkreis mit der Software zu optimieren, sind die Parameter Setpoint und
Integral Gain kritische Variablen. Der Setpoint bestimmt den Wert, den die Auslenkung
des Federbalkens annehmen muss, damit die z-Position nachreguliert wird - je hoher
der Wert gewéhlt wird, desto grofler wird die Kraft zwischen Spitze und Probe. Im
dynamischen Modus bestimmt der Setpoint den kritischen Wert der Amplitude der
Federbalkenschwingung. Daher ist hier die Kraft zwischen Spitze und Probe fiir niedrigere
Setpoint-Werte hoher. Uber den Integral Gain wird der Integralteil des PID-Regelkreises
festgelegt. Ist er zu niedrig, so ist die Riickkopplung langsam und das Hohenbild enthélt,
besonders an scharfen Kanten, einen nennenswerten Fehler. Ist der Integral Gain zu hoch,
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ist die Riickkopplung zu empfindlich und es kommt zu Uberschwingern beziehungsweise
Oszillationen des Signals. Der Setpoint wurde fiir die Messungen an LB-Filmen méoglichst
niedrig gewéhlt, der Integral Gain moglichst hoch.

Fiir jeden LB-Film wurden an mindestens fiinf unabhéngigen Positionen 50 ym x 50 pm
Ubersichtsbilder mit 1024 x 1024 Bildpunkten und einer Scanrate von 0,5 Hz (0,5 Linien
pro Minute) erstellt. Mit Hilfe der gewonnenen Informationen wurden reprisentative
Bereiche ausgewahlt und Detailaufnahmen von 10 pm x 10 pym, 5 gm x 5 ym und 2 pm x
2 um angefertigt. Haufig entstanden im Verlauf der Messung weitere Bilder niedrigerer
Auflésungen.

4.9.2 Durchfiihrung der rasterkraftmikroskopischen Messungen an Bilayern

Die Messungen an Bilayern in Fliissigkeit wurden im dynamischen Modus mit Amplitu-
denfeedback bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Petrischalen mit den vorbereiteten
Proben (Abschnitt 4.5.3) wurden in einem passenden Metallrahmen mit Magneten auf
dem x,y-Scanner fixiert und die Resonanzfrequenz des Federbalkens in Luft und in
Flissigkeit bestimmt. Im Anschluss wurde eine passende Anregungsfrequenz nahe der
Resonanzfrequenz ausgewéhlt. Fir Setpoint und Integral Gain wurden moglichst hohe
Werte eingestellt.

Nach der Auswahl einer geeigneten, moglichst repriasentativen Probenposition wurden
nacheinander mehrere 10 pym x 10 ym beziehungsweise 20 ym x 20 ym Bilder mit 512 x
512 Bildpunkten und Scanrate 0,5 Hz aufgenommen. Blieb das Bild iiber einen ldngeren
Zeitraum stabil, so wurden vorsichtig 150 ul VapA der entsprechenden Konzentration
in den Puffer injiziert. Durch Aufnahme weiterer zeitlich aufeinander folgender Bilder
wurde die fortschreitende Interaktion zwischen VapA und dem Bilayer dokumentiert. Die
Position auf der Probe sowie die Scanparameter wurden iiber den gesamten Zeitraum
der Messung beibehalten, gegebenenfalls mussten leichte Korrekturen an Setpoint und
Integral Gain vorgenommen werden.

4.10 Elektrophysiologie an freistehenden Bilayern

Elektrophysiologische Messungen wurden in der vorliegenden Arbeit eingesetzt, um tiber
den Stromfluss durch eine freistehende Membran Informationen iiber die Permeabilisierung
von Membransystemen durch VapA zu erhalten. Mit dieser Methode wurden dariiber
hinaus vergleichende Messungen mit dem prozessierten VapA-Fragment VapA pl2 sowie
mit VapB durchgefiihrt. Neben der Permeabilisierung wurden auflerdem ergénzende Daten
zur Bindung von VapA an freistehenden Membranen durch Untersuchung der Modifi-
zierung der Membrankapazitéit erzeugt. Das Messprinzip basiert auf der Strommessung
zwischen zwei lediglich durch ein kleines Loch (Apertur) verbundenen und mit Salzlosung
gefiillten Kompartimenten. Uber der Apertur wird aus unpolar gelésten Lipiden eine
freistehende Membran aufgebaut, welche, wie in Abschnitt 2.6 erldutert, sowohl iiber
einen hohen elektrischen Widerstand als auch iiber eine hohe Kapazitat verfiigt und somit
geeignet ist, die Salzlésungen der Kompartimente voneinander zu isolieren. Dass bei diesem
Verfahren Einzelereignisse betrachtet werden kénnen, stellt einen entscheidenden Vorteil
dar, allerdings ist es durch den hohen zeitlichen Aufwand fiir statistische Untersuchungen
nur bedingt geeignet.
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U Llipidlésunlg

l Abbildung 4.13
E E Schematische Darstellung der Rekonstitu-
tion freistehender, planarer Membranen
Rt e — - nach der Montal-Mueller Methode. An der
/ Grenzflache zwischen zwei mit Elektrolytlo-
sung gefuillten Kompartimenten befindet
sich ein hydrophobes Septum mit einer
Apertur. Letztere stellt die einzige Verbin-
dung der beiden Salzlgsungen dar. Auf den
Flissigkeitsoberflichen der Kompartimen-
te werden zwei Monolayer gebildet. Durch
E E Erhohung der Fliissigkeitsspiegel {iber die
Apertur bilden sich an der Apertur zwei
freistehende Monolayer, welche sich zu ei-
nem Bilayer organisieren. Uber zwei in die
* Salzlosungen getauchte Elektroden kann
an die Membran eine elektrische Spannung
angelegt werden. Werden membranaktive
Substanzen hinzugefiigt, so ldsst sich deren
Aktivitdt in Form eines Stromflusses tiber
l < die Membran oder iiber die Anderung der

Vs t Membrankapazitit verfolgen.

<4

Mueller et al. [1962] brachten zunéchst die gelosten Lipide direkt auf die Apertur auf.
Das Losungsmittel entwich und hinterliefl eine von beiden Seiten zugéngliche freistehen-
de Membran, welche aufgrund ihrer Reflektionseigenschaften schwarze Lipidmembran
genannt wird. Diese Mueller-Rudin-Methode war die erste Rekonstitutionstechnik fiir
die Untersuchung von kiinstlichen Doppellipidschichten in vitro. Eine Weiterentwicklung
dieser Technik wurde von Montal und Mueller [1972] vorgestellt. Bei diesem Ansatz, der
auch fiur die Messungen dieser Arbeit verwendet wurde, werden zwei Monolayer an der
Fliissigkeitsoberfliche der beiden Kompartimente gebildet. Wird der Flissigkeitsspiegel
der Kompartimente iiber die Apertur gehoben, so bildet sich spontan eine freistehende
Membran iiber der Apertur. Wesentliche Vorteile dieser Montal-Mueller Methode sind die
Moglichkeit, asymmetrische Bilayer zu erzeugen und das weitestgehende Entweichen des
Losungsmittels vor der Bilayerpréiparation. Die auf diese Weise hergestellten Membranen
weisen allerdings eine schlechtere Stabilitat als die schwarzen Lipidmembranen auf. Das
Prinzip der Membranrekonstitution nach Montal und Mueller wird schematisch in Abbil-
dung 4.13 verdeutlicht. Schindler [1980] stellte eine weitere Modifikation des Verfahrens
vor, bei welchem die beiden Monolayer aus Vesikeln hergestellt werden.

Besonders geeignet sind die freistehenden planaren Membranen fiir Untersuchungen an
integralen Membranproteinen wie Kanal- beziechungsweise Ionentransportproteinen [Guts-
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mann et al., 2015]. Neben Aussagen zur Porengrofie konnen auch funktionelle Eigenschaften
sowohl von integralen als auch von membranaktiven Proteinen ermittelt werden [Gutsmann
et al., 2015]. Dariiber hinaus ist es moglich, grundlegende Membraneigenschaften wie
das Membranpotential [Hagge et al., 2004] oder die laterale Mobilitat der Lipide [Weifl
und Enderlein, 2012] unter gut kontrollierbaren Umgebungsbedingungen zu bestimmen.
Selbstverstédndlich beschrinken sich die Einsatzgebiete nicht auf elektrische Messungen.
Die Kombination mit fortschrittlichen fluoreszenzmikroskopischen oder -spektroskopischen
Methoden [Weif} et al., 2013] sind ebenso méglich wie die strukturelle Aufklarung von
Membraneigenschaften mit Hilfe von Rontgenbeugungsexperimenten [Beerlink et al., 2008,
2009].

4.10.1 Versuchsaufbau und Durchfiihrung der elektrophysiologischen
Messungen

Vor Beginn der Messung wurde ein rundes Septum aus 25 ym dicker PTFE-Folie ( Good-
fellow Cambridge Ltd., Huntingdon, England) hergestellt, welches durch beidseitig auf-
geklebte Ringe aus Tesafilm® stabilisiert wurde. Durch einen dielektrischen Durchschlag
zwischen den Elektroden einer Funkentrecke (FElectro-Technic Products Inc., Chicago,
IL, USA, Hochfrequenzgenerator BD-10AV) wurde eine Apertur mit einem Durchmesser
zwischen 120 und 160 pm im Zentrum der PTFE-Folie erzeugt. Gereinigt wurden die
Septen mit Chloroform und unmittelbar vor der Messung mit Ethanol. Zur Erhohung
der Hydrophobizitiat wurde es kurzzeitig in eine Mischung aus n-Hexan (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland, Nr. 4368) und n-Hexadecan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA, Nr. H —0255) im Volumenverhéltnis 10 : 1 getaucht und anschlieflend ausgeschlagen.

Der Hauptteil des verwendeten mechanischen Messaufbaus, welcher aus Abbildung 4.14
hervorgeht, besteht in einem auf einer Heizplatte positionierten Messzylinder. Dessen
metallische Aulenwand dient als Abschirmung gegen elektrische Storeinfliisse. Wird der
obere Teil des Messzylinders abgenommen, kénnen in die Basis die beiden aus Teflon
gefertigten Kompartimente mit halbkreisférmiger Grundfliache eingesetzt werden. Zwischen
die planen Wéinde der Kompartimente wurde dabei das Septum geklemmt. Zur Abdichtung
des Septums mit den Wanden der Kompartimente wurde diinn aufgetragenes Silikonfett
verwendet. Die Kompartimente wurden anschliefend mit jeweils 1,9 ml Puffer befiillt
und in jedes eine elektrisch abgeschirmte und mit Ethanol und Reinstwasser gereinigte
Spritze zur Absenkung und Anhebung des Pufferspiegels eingefiihrt. Die Oberseite des
Messzylinders verfiigt iiber einen Vorverstéirker, der mit zwei unterseitig angebrachten
Elektrodenhalterungen verbunden ist. Die beiden Silber-Silberchlorid-Elektroden tauchen
beim Aufsetzen der Messzylinderoberseite in die beiden Kompartimente ein. Fir den
gesamten Messverlauf wurde die Probenkammer auf konstante 37 °C aufgeheizt.

Der Vorverstérker ist mit einem Patch-Clamp-Verstéarker (List-Medical, Darmstadt,
Deutschland, L/M-PCA) verbunden. Dieser dient einerseits als interne Spannungsquelle,
andererseits enthdlt er die Elektronik zur Signalerfassung und Steuerung. Hier wurden die
Stromsignale fiir alle gezeigten Messungen mit einem Faktor von 5 mV /pA verstérkt. Das
Ausgangssignal wird mit einem integrierten Bessel-Filter sechster Ordnung mit 10 kHz
tiefpass gefiltert. Ein BNC-Anschlussblock (National Instruments, Austin, TX, USA,
BNC-2110) verbindet den Verstirker mit der Eingangs-/Ausgangskarte (National Instru-
ments, Austin, TX, USA, PCI-6036E) des Messcomputers, welche eine zusétzliche externe
Spannungsquelle in das elektrische Design integriert. Interne und externe Spannungsquelle
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Abbildung 4.14
elektrische Versuchsaufbau fiir die Membranrekonsti-
. tution nach der Montal-Mueller Methode.
Abschlrmung Dargestellt ist die Schnittfliche parallel zur
Kontaktfliche der beiden Kompartimente.
Vorverstarker Die mit Puffer befiillten Kompartimente
befinden sich an der Unterseite eines mehr-
teiligen Messzylinders. Uber zwei Spritzen
lassen sich die Pufferspiegel der Komparti-
mente unabhingig regulieren. In jedes Kom-
partiment taucht eine Elektrode. Letztere
sind mit dem im oberen Teil des Messzylin-
ders befindlichen Vorverstéirker verbunden.
. Dieser ist wiederum an einen Patch-Clamp-
/’ Sprltzen Verstirker angeschlossen. Die bis auf zwei
kleine Sichtfenster und den Durchlass fiir
Kompartimente die Spritzen komplett geschlossene Aufien-
wand des Zylinders bildet eine elektrische
Elektroden Abschirmung. Die Temperaturregelung be-
findet sich in der Bodenplatte unter dem

Tem peratu r- Messzylinder.
regelung

stellen jeweils einen Spannungsbereich von —100 mV bis +100 mV zur Verfiigung, welche
an den Elektroden angelegt werden kénnen. Dabei wurde die Versuchsgeometrie so gewéhlt,
dass eine positive angelegte Spannung der Richtung der an der Phagosomenmembran
anliegenden Spannug entsprach. Die externe Spannung, die iiber die gruppenintern pro-
grammierte Software BBAS (LabVIEW 7.1, National Instruments, Austin, TX, USA)
geregelt wird, wurde am Patch-Clamp-Verstarker um den Faktor 100 reduziert.

Nachdem die Elektrodenspannung am Patch-Clamp-Verstéarker als Offset ausgeglichen
worden war, wurden zunéchst die Pufferspiegel unterhalb der Apertur eingestellt und
jeweils 15 bis 25 pl chloroformisch geloste Lipide (Abschnitt 4.5.1) der Konzentration
1 mg/ml auf die Flussigkeitsoberflichen der beiden Komparimente gegeben. Nach einer
Wartezeit von mindestens 10 Minuten hatte sich das Chloroform verfliichtigt und die
Lipide sich zu Monolayern an der Fliissigkeits-Luft-Grenzfliche organisiert. Durch aufein-
ander folgende Anhebungen der beiden Pufferspiegel iiber die Apertur wurde {iber der
Apertur eine freistehende Lipiddoppelschicht erzeugt. Es wurden fiir die vorliegende Arbeit
aussschliefilich symmetrische Membranen prépariert. Das Prinzip der Bilayerpraparation
wird in Abbildung 4.13 verdeutlicht.

Mit der Software BBAS wurde die Grundkapazitidt der Membran bestimmt, deren
Zusammenhang mit den Abmessungen der Membran durch Formel 2.9 gegeben ist. Dafiir
wurde die in Abbildung 4.15 veranschaulichte und von Gutsmann et al. [1999] und Alvarez
und Latorre [1978] beschriebene Spannungssprungmethode eingesetzt. Die Amplitude des
Lade- beziehungsweise Entladestroms des durch die Membran gebildeten Plattenkonden-
sators ist proportional zu dessen Kapazitdt. Eine aus 1000 einzelnen Spannungsstufen
zusammengesetzte Dreieckspannung der Amplitude 2,5 mV wird tiber die Elektroden an
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die Membran angelegt. Jede Spannungsstufe fithrt dabei zu einer aus Ladevorgang und
anschlieBender Relaxation bestehenden Stromantwort. Aus dem Integral des mit 1 kHz
tiefpassgefilterten Stromsignals ermittelt die Software die Membrankapazitéit mit einer
Rate von 1 Hz.

Abbildung 4.15
Stimulus Stromantwort Prinzip der Bestimmung der Mem-

” ” ” ﬂ ” ” brankapazitdt mit der Spannungs-

sprungmethode. Die an die Mem-
bran angelegte treppenférmige Drei-
eckspannung induziert als Stromant-
wort kleine, schnell relaxierende La-
destrome, deren Amplitude propor-
tional zur Membrankapazitét ist.

Spannung —
[
Strom —»

P———
P ——
P —
P———
P —
P —

Zeit — Zeit —

Die Stabilitdt der Membran wurde mit positiven und negativen angelegten Spannungen
bis 50 mV auf die Probe gestellt. Im Anschluss wurde das Protein vorsichtig in eines
der Kompartimente injiziert. Zu diesem Zeitpunkt wurde entweder eine fortlaufende
Messung der Membrankapazitit gewédhlt oder eine Strommessung mit einer Samplingrate
von 40000 Hz. Aus dem Stromsignal wird auflerdem ein erneut tiefpassgefilterter zweiter
Datensatz mit einer Abtastrate von 300 Hz erzeugt. Dieser Datensatz wurde fiir die
Weiterverarbeitung mit der Software Origin® 9.0G verwendet. Die Originaldaten lagen im
Dateiformat "*.dat’ vor.

Nach Benz et al. [1978] lasst sich aus der elektrischen Leitfahigkeit A einer einzelnen
Membranlasion ein Porendurchmesser dp bestimmen. Als Kehrwert des elektrischen
Widerstands kann die Leitfahigkeit als Quotient aus der Stromstérke und der angelegten
Spannung ermittelt werden. Unter der Annahme zylindrischer, mit einem Puffersystem
der spezifischen elektrischen Leitfdhigkeit o (siche Abschnitt 4.1) gefiillter Poren [Wiese
et al., 2003] und einer Membrandicke dj; von 6 nm liefert der Zusammenhang

dar - A

e

dp=2- (4.13)

eine grobe Abschitzung des Porendurchmessers'’. Dieser Parameter wurde fiir die Be-
stimmung des Durchmessers einzelner Lasionen verwendet. Da die Annahmen zur Poren-
geometrie mit groffer Wahrscheinlichkeit nicht der Realitdt entsprechen und insbesondere
fiir kleine Poren, deren Durchmesser in der Gréflenordnung der Pufferionen liegt, die
spezifische Leitfahigkeit des Porenvolumens nicht der des Puffersystems entspricht, ist der
Wert des Porendurchmessers von einer groflien Unsicherheit behaftet und eignet sich daher
in erster Linie zur Veranschaulichung der Gréflenverhéltnisse. Um einen von Annahmen
zur Porengeometrie unabhéingigen Vergleichswert zu erhalten, wurde fiir die Darstellung
der Messverlaufe zusétzlich die Leitfdhigkeit A\jes der gesamten erfolgten Permeabilisierung
einer Membran mit der spezifischen Leitfahigkeit des Mediums gewichtet und nach Todt
et al. [1992] als Gréflenparameter G = Ages/0 eingefiihrt.

17 Als Porendurchmesser wird die Querschnittsfliche einer Permeabilisierung an deren engster Position
bezeichnet.
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Kapitel 5
Ergebnisse

Bisher wurden in Kapitel 2 die grundlegenden Eigenschaften von Modellmembranen und
in Kapitel 3 der biologische Hintergrund zu der eingangs, in Kapitel 1 ausformulierten Fra-
gestellung nach der Interaktion zwischen VapA und der Phagosomenmembran abgehandelt.
In diesem Kapitel sollen die Ergebnisse der zu diesem Zweck durchgefithrten Experimente
vorgestellt werden. Dabei wird die in Kapitel 4 zur Beschreibung der einzelnen Techniken
gewihlte Reihenfolge beibehalten, die sich im Wesentlichen an den einzelnen Stufen des
Wirkmechanismus orientiert, welcher in Kapitel 6 herausgearbeitet wird.

Abschnitt 5.1 beginnt mit den am Biosensor durchgefithrten Messungen. Fiir die Un-
tersuchung der Bindung von VapA an festkorperunterstiitzte Membranen wurde hier
sowohl die Lipidzusammensetzung als auch der pH-Wert variiert. Die Ergebnisse der fluo-
reszenzspektroskopischen Experimente zur Proteininterkalation und Vesikelfusion finden
sich in Abschnitt 5.2. Anschlieflend wird in Abschnitt 5.3 die Interkalation von VapA in
Abhéngigkeit des Lateraldrucks an Monolayern an der Filmwaage untersucht.

Als bildgebende Methode erlaubt die in Abschnitt 5.4 behandelte Rasterkraftmikroskopie
an festkorperunterstiitzten Monolayern, Informationen zur Organisation von VapA an
Modellmembranen und zur Verdnderung der Doménenstruktur zu generieren. Neben
der Abhédngigkeit vom Lateraldruck wurden die Zeit- und Konzentrationsabhéngigkeit
untersucht und die Lipidzusammensetzung modifiziert. Zu zwei verschiedenen pH-Werten
werden in Abschnitt 5.5 die Ergebnisse von rasterkraftmikroskopischen Messungen an
Bilayern prasentiert.

Mit elektrophysiologischen Messungen an freistehenden Bilayern wurden Daten zum
Einfluss von VapA auf die Membrankapazitéit sowie zur Membranpermeabilisierung erzeugt,
welche in Abschnitt 5.6 vorgestellt werden. Neben der permeabilisierenden Wirkung von
VapA bei verschiedenen pH-Werten wurden vergleichende Untersuchungen mit VapA p12
und VapB durchgefiihrt.

Das hauptséichliche Versuchssystem bildete die Lipidmischung DOPC:SM:Chol beim
pH-Wert 6,5, welches mit allen Methoden untersucht wurde. Aufler bei Filmwaage und
AFM an LB-Filmen wurde zudem fiir allen Methoden der pH-Wert auf 4,5, fiir elektro-
physiologische Messungen auch auf 5,5 reduziert. Ebenfalls mit allen Methoden wurde die
Lipidmischung DOPC:SM:Chol:PS studiert, elektrophysiologische Messungen mit diesem
Lipidsystem wurden auflerdem bei den reduzierten pH-Werten 5,5 und 4,5 durchgefiihrt.
Die Filmwaagen- und elektrophysiologischen Messungen mit der PS-haltigen Lipidmi-
schung sind in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht enthalten. Wegen der schlechten
Immobilisierung von ungeladenen Membranen auf dem Biosensorchip wurden zusétzlich
Biosensormessungen mit den alternativen Lipidsystemen DOPC:PS und PS, jeweils bei
den pH-Werten 6,5 und 4,5, umgesetzt.
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5.1 Bindungsmessungen an festkorperunterstiitzten
Membranen mit dem Biosensor

Der Biosensor wurde in dieser Arbeit verwendet, um einerseits die Bindung von VapA an
Membranen verschiedener Lipidzusammensetzungen und andererseits die Beeinflussung
der Viskositdat der Membranen durch VapA zu untersuchen. Die Massenbelegung ~ auf
der sensitiven Fldche des Sensorchips hat, wie in Abschnitt 4.6 begriindet wurde, einen
Einfluss auf die Phasenverschiebung Ay der akustischen Welle. Dagegen beeinflusst eine
Anderung der Viskositit 1 sowohl die Phasenverschiebung als auch die Anderung der
Amplitude AA.

In das Flusssystem des Biosensors wurden zunédchst SUV-Losungen injiziert, die mit
der Funktionalisierung des Sensorchips wechselwirkten. Durch die elektrostatische Wech-
selwirkung mit den positiven Ladungen des PLL spreiten Vesikel, die negativ geladene
Lipide enthalten, bevorzugt auf der Oberfliche und fithren zu einer Massenbelegung
unter gleichzeitiger Fluidisierung des Gesamtsystems (siehe Abbildung 4.6). Ungeladene
Vesikel binden in den meisten Féllen sehr schlecht an die Chipoberfliche, sodass eine
Vergleichbarkeit der Daten nicht gegeben ist. Wie von Nehls [2011] diskutiert wurde, sind
Messungen mit dem Biosensor nur unter der Bedingung vergleichbar, dass die Chipfliache
groftenteils von einer Membran belegt ist. Dies ist bei allen in dieser Arbeit gezeigten
Messungen gegeben, sofern nicht anders angegeben. Alle Messungen wurden bei 22 °C
und einer Flussrate von 20 pl/min durchgefiihrt.

In den Abbildungen dieses Abschnitts werden Phasen- und Amplitudeninderung der auf
die Membranimmobilisierung folgenden VapA-Injektion dargestellt, auerdem als Kontrolle
die direkte Injektion von VapA auf die Funktionalisierung. In entsprechendem Verhéltnis
mit PBS gemischter Messpuffer interagierte in keinem Fall mit der festkérperunterstiitzten
Membran.

Da nicht garantiert werden kann, dass zwei durch die gleiche Prozedur funktionalisierte
Sensorchips exakt die gleichen Oberflicheneigenschaften aufweisen, werden zudem nur
Messungen, die mit dem selben Sensorchip durchgefiihrt wurden, vergleichend gegeniiber-
gestellt.

5.1.1 Bindung von VapA an neutrale und negativ geladene Membranen und
Einfluss auf deren Viskositat

Die in dieser Arbeit hauptsichlich verwendeten Lipidsysteme sind DOPC:SM:Chol (un-
geladen) und DOPC:SM:Chol:PS (mit negativer Nettoladung) (siehe Abschnitt 4.2). Da
die Bindung von ungeladenen Lipiden, wie oben begriindet, auf der gegebenen Funk-
tionalisierung problematisch ist, konnte nur ein vergleichbarer Datensatz mit diesen
Lipidmischungen generiert werden. Dieser ist in Abbildung 5.1 dargestellt.

Zunéachst soll hier vereinfachend die Phasenverschiebung als Folge einer Massenbele-
gung betrachtet werden. Der Einfluss der Viskositdt auf die Phasenverschiebung wird
im Anschluss diskutiert. Ein Anstieg des Phasensignals entspricht einer Zunahme der
Massenbelegung auf der Chipoberfliche. Wahrend VapA im Fall der ungeladenen Membran
ohne PS nur zu einer geringen zusétzlichen Massenbelegung fiihrte, konnte eine verstérkte
Bindung an die geladene Lipidmischung mit PS verzeichnet werden. Die durch VapA verur-
sachte Massenbelegung auf der Funktionalisierung ohne Bilayer iibertraf die Bindungen an
den beiden Membransystemen. Es ist dabei zu beachten, dass bei den dargestellten Kurven
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v T v Abbildung 5.1
A pH 6,5 Abhingigkeit des Effekts von VapA
auf immobilisierte Membranen vom
Ladungszustand der Lipide: Phasen-
(A) und Amplitudensignal (B) des
Effekts einer 100 ul VapA-Injektion
(100 pg/ml) auf zuvor immobilisierte
Membranen der Lipidzusammenset-
zung DOPC:SM:Chol (griin) bezie-
hungsweise DOPC:SM:Chol:PS (rot)
und auf die unbelegte Funktionali-
sierung (PLL, schwarz). Injektionen
. 1 . L . von 100 pl SUVs (300 pg/ml) fithr-
1,15 . I . I . ten zu einem Anstieg des Phasensi-
B gnals von 56° (ohne PS) bezichungs-
i 1 weise 47° (mit PS) und sind nicht
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eine anndhernd vollstédndige Bedeckung der Chipoberfliche mit gespreiteten Liposomen
gegeben war. Somit konnte nach Vesikelspreitung allenfalls ein Bruchteil der Chipflache
fiir eine Bindung an die PLL-Funktionalisierung zur Verfiigung stehen. Wahrend die
beobachtete schwichere Massenbelegung im Fall der ungeladenen Membran also nicht mit
Sicherheit auf eine Bindung an die Membran zuriickgefiihrt werden kann, muss - unter der
Annahme einer vergleichbaren Oberflichenbelegung durch die beiden Membranen - im
Fall der geladenen Membran ein wesentlicher Anteil der Massenbelegung einer direkten
Bindung an die Membran entsprechen. Die absolute Dissoziation des Phasensignals nach
VapA-Injektion war in allen drei betrachteten Fallen vergleichbar. Dies deutet auf einen
nicht spezifizierbaren Effekt des in Losung befindlichen Proteins auf das Gesamtsystem
hin, unabhéngig von der Anwesenheit einer Membran. Daher sollte nur die nach der
Dissoziation verbliebene Substanzmenge als tatséchlich gebunden betrachtet werden.
Die Amplitudenénderung ist unabhéngig von der auftretenden Massenbelegung, wird
also nur durch die Viskositdt des auf der Sensorchipoberfliche befindlichen Systems
bestimmt. Eine Verringerung des Amplitudensignals wird hier als Abnahme der Viskositéat
interpretiert, also als Fluidisierung'. Steigt dagegen das Phasensignal an, so wird dies
als Zunahme der Rigiditdt verstanden. Eine reine Zunahme der Massenbelegung ohne
zusétzlichen Effekt geht iiblicherweise mit einer Fluidisierung einher, da zusétzliche fluide

Die Fluiditét ist der Kehrwert der Viskositét.
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Masse an der Modifizierung der Welleneigenschaften beteiligt ist?. Obgleich Unterschiede
des Verhéltnisses Fluidisierung zu Massenbelegung durchaus eine aktive Wirkung auf
die Membran anzeigen konnen, ist eine solche mit Sicherheit gegeben, wenn es zu einer
Rigidisierung kommt. Dies war im Fall des Effekts von VapA auf die ungeladene Membran
mit einer ungewohnlich hohen Rigidisierung bei schwacher Massenbelegung gegeben. Mit
der negativ geladenen Membran trat keine derartige Wechselwirkung auf, die Bindung an
PLL wurde von einer sehr schwachen Fluidisierung begleitet.

Ein Anstieg der Viskositéit, der sich als Anstieg der Amplitude manifestiert, bewirkt
eine entsprechende Verringerung des Phasensignals und umgekehrt (siche Abschnitt 4.6).
Dies ist durch das entgegengesetzte Vorzeichen der Formeln 4.5 und 4.6 begriindet. Es
wurde in Abschnitt 4.6 diskutiert, dass der genaue Anteil der Viskositdt am Phasensignal
aufgrund eines fehlenden Formalismus fiir das komplexe Messsystem nicht ermittelbar ist.
Der Einfluss der Viskositét kann daher lediglich in qualitative Aussagen einbezogen werden.
Folglich muss davon ausgegangen werden, dass der Unterschied der Massenbelegungen
auf geladener und ungeladener Membran durch den Einfluss der Rigidisierung auf das
Phasensignal relativiert wird, in welchem Maf} dies der Fall ist bleibt indes Spekulation.

5.1.2 Bindung von VapA an Membranen und Einfluss auf deren Viskositat
bei verschiedenen pH-Werten

Um den Einfluss eines erniedrigten pH-Werts auf die Wirkung von VapA zu untersuchen,
wurden aufgrund der schlechten Bindung von ungeladenen Vesikeln an die Funktionali-
sierung abweichende Lipidzusammensetzungen gewahlt. Es wurde zwischen Vesikeln aus
purem PS und aus einer DOPC:PS-Mischung im molaren Verhéltnis 9:1 verglichen - die
Mischungen unterscheiden sich lediglich durch den Anteil negativ geladener PS-Molekiile.
Die Konzentrationen von SUV-Lésungen und VapA wurden fiir diese Untersuchungen
auf jeweils 200 pug/ml angepasst. Abbildung 5.2 zeigt die Interaktion von VapA mit
festkorperunterstiitzten Membranen dieser Zusammensetzungen fiir den pH-Wert 6,5,
Abbildung 5.3 fiir den pH-Wert 4,5.

Bei pH 6,5, der auch bei den in Abbildung 5.1 dargestellten Messungen vorlag, kam es zu
einer durch die héhere Proteinkonzentration bedingten, leicht verstédrkten Massenbelegung
auf DOPC:PS- und PS-Membranen durch die VapA-Injektion. Diese fiel wiederum geringer
aus als die Massenbelegung auf der Funktionalisierung, deren Zunahme durch die erhohte
Konzentration sogar etwas stérker war. Der Verlauf des Phasensignals ist mit den Kurven
fiir PLL und fiir die PS-haltige Membran in Abbildung 5.1 vergleichbar.

Bei der Viskositat fallt der Effekt auf die DOPC:PS-Mischung, dhnlich wie dies bei
der DOPC:SM:Chol:PS-Mischung der Fall war, sehr gering aus. Es ist anzunehmen, dass
die Fluidisierung durch eine Zunahme fluider Masse in Form gebundener VapA-Molekiile
auf dem Chip durch einen rigidisierenden Effekt auf die Membran teilweise kompensiert
wird. Der Zugewinn an Fluiditét bei der ausschliefSlich aus geladenen Lipiden bestehenden
PS-Membran durch VapA ist vergleichbar mit der durch Bindung von VapA auf die
Funktionalisierung auftretenden Fluidisierung. FEin hoherer Gehalt von negativ geladenen
Lipiden scheint die VapA-vermittelte Rigidisierung des Systems zu verringern.

Bei pH 4,5 (Abbildung 5.3) zeigte sich wiederum eine modifizierte Signalantwort. Dabei
ist anzumerken, dass die Immobilisierung der PS-Vesikel in diesem Fall um etwa die Hélfte

2Es sei zum Vergleich auf den in Abbildung 4.6 dargestellten Zusammenhang der Messvariablen bei
Immobilisierung der Membran verwiesen.
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v T v Abbildung 5.2
pH 6,5 Abhéngigkeit des Effekts von VapA
auf immobilisierte Membranen vom
—q pH-Wert (pH 6,5): Phasen- (A)
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fekts einer 100 ul VapA-Injektion
(200 pg/ml) auf zuvor immobili-
sierte Membranen der Lipidzusam-
mensetzung DOPC:PS (griin) be-
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reduziert war, gemessen an Phasen- und Amplitudensignal. Es kann also nicht von einer
vollstandig mit einer Membran bedeckten Chipoberfliche ausgegangen werden.

Die Massenbelegung fiel in allen drei Systemen geringer aus als bei pH 6,5. Im Fall
von DOPC:PS war die Zunahme des Phasensignals so gering, dass nach der Dissoziation
keine permanente Massenbelegung verzeichnet werden konnte. Auch das Phasensignal der
Kontrolle war gegeniiber pH 6,5 deutlich reduziert und es kam zu keiner Dissoziation. Bei
der ausschliellich aus PS bestehenden Membran tibertraf der Anstieg des Phasensignals
wéahrend der VapA-Injektion die Kontrolle deutlich, es kam allerdings zu einer starken
Dissoziation, sodass die finale Phasenverschiebung unterhalb der Kontrolle lag.

Fiir den sauren pH-Wert von 4,5 fithrte die Bindung von VapA an die Funktionalisierung -
im Gegensatz zu den bei pH 6,5 angestellten Beobachtungen - zu einer leichten Rigidisierung
des Systems mit anschliefender, scheinbar vollstdndiger Dissoziation. Dagegen kam es bei
beiden Membransystemen zu einer Fluidisierung, ebenfalls mit kompletter Dissoziation.

Trotz der unvollstindigen Bedeckung durch die PS-Vesikel ist hier also ein klarer
Unterschied zwischen der Kontrolle und der PS-Membran auszumachen. Insgesamt ist
die Wirkung von VapA auf die festkérperunterstiitzten Membranen bei pH 4,5 deutlich
reduziert.
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Abbildung 5.3

Abhéangigkeit des Effekts von VapA
auf immobilisierte Membranen vom
pH-Wert (pH 4,5): Phasen- (A)
und Amplitudensignal (B) des Ef-
fekts einer 100 pl VapA-Injektion
(200 pg/ml) auf zuvor immobili-
sierte Membranen der Lipidzusam-
mensetzung DOPC:PS (griin) be-
ziehungsweise PS (rot) und auf die
unbelegte Funktionalisierung (PLL,
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5.2 Fluoreszenzspektroskopische FRET-Messungen

Mit FRET-Experimenten wurde der Einfluss von VapA auf mit den Fluoreszenzfarbstoffen
Rhodamin und NDP markierte SUVs untersucht. Die Sammlung der Fluoreszenzintensi-
titen einer grofien Vesikelpopulation erlaubt qualitative Aussagen iiber Anderungen des
mittleren Abstands zwischen den zwei Farbstoffspezies iiber den Verlauf der Messung.

Um den Einbau von VapA zwischen die Lipidmolekiile der SUVs detektieren zu koénnen,
wurde eine mit beiden Fluorophoren markierte SUV-Losung hergestellt. Durch den Einbau
von Proteinen kam es zu einer Vergroflerung des mittleren Abstands der Fluorophore und
damit zu einem Anstieg des Quotienten aus Donor und Akzeptor, welcher als Messgrofie
diente.

Fir die Analyse von Vesikelfusionen wurden von zwei SUV-Préparationen eine mit NBD
und eine mit Rhodamin markiert - das weitere Protokoll entsprach dem der Interkalations-
untersuchungen. Wurden beide Praparationen gemischt, so blieben die Fluorophore auf
unterschiedlichen SUVs separiert, sodass kein FRET stattfinden konnte. Kam es allerdings
zu Fusionen unter den SUVs, so wurden die Lipide der beteiligten Vesikel und damit auch
gegebenenfalls die unterschiedlichen Fluorophore durchmischt. Damit sank der mittlere
Abstand der Fluorophore unter den kritischen Wert von ungefihr 10 nm und der Quotient
aus Donor und Akzeptor nahm ab.

Einerseits werden in den prasentierten Ergebnissen die Membransysteme DOPC:SM:Chol
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und DOPC:SM:Chol:PS vergleichend gegeniibergestellt, andererseits wurden die Experi-
mente sowohl bei pH 6,5 als auch bei pH 4,5 durchgefiihrt.

Um das Risiko einer Unterschétzung des Effekts durch langsame Reaktionskinetiken zu
reduzieren, wurden die Signale jeweils fiir 2300 s aufgezeichnet. Da sich aber zeigte, dass
fiir VapA zu spéateren Zeitpunkten keine Verdnderungen der Messsignale auftraten, werden
im Folgenden lediglich die ersten 300 s der Messungen dargestellt. Alle Messungen wurden
bei 37 °C unter sténdiger Durchmischung der Probenlésung durchgefithrt. Aufgrund der
geringen Effekte von VapA in diesem System wurden zusétzlich Messungen mit LL-32 als
Vergleichssubstanz durchgefiihrt. Als Kontrolle fiir die Messungen mit VapA diente eine
PBS-Injektion, fir LL-32 eine Injektion von 0,01% TFA.

5.2.1 Interkalation von VapA in kleine Vesikel

Abbildung 5.4
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1,2 |- - - sind die Quotienten von Donor-
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weise DOPC:SM:Chol:PS (C, D), je-
weils mit NBD-PE und rh-DHPE
markiert, aufgenommen. Bei t = 50 s
wurde die Messung fiir eine Injek-

- B - D tion von 40 pl VapA (A, C) oder

Donor / Akzeptor Intensitat
VapA

Kontrolle

Darstellung unterschiedliche Skalie-
rungen gewahlt. Daten fiir VapA
wurden iiber ein Fenster von 20 Da-
tenpunkten mit einem gleitenden
Durchschnitt geglattet.

it

% 2,5 LL-32 (B, D) unterbrochen. Das Ge-
& wichtsverhaltnis von Lipid zu Pro-
c 2,0 tein betrug 1:1. Als Kontrolle wur-
= ~ de der Probenpuffer von VapA und
‘g_ ® 1,5 LL-32 injiziert. Die Messungen er-
o - folgten bei den pH-Werten 6,5 (Pro-
< 1.0 tein: blau; Kontrolle: schwarz) und
< )

= pH 6,5: pH 4,5: 4,5 (Protein: rot; Kontrolle: grau).
2 05 | Protein Protein | Fiir VapA und LL-32 wurden in der
o ¥

o

Kontr;olle

0 100 200 0 100 200
Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 5.4 zeigt die Ergebnisse der Interkalationsexperimente mit VapA und LIL-32.
Da fiir VapA keine nennenswerten Signaldnderungen zu verzeichnen sind, ist ersichtlich,
dass VapA bei beiden untersuchten pH-Werten weder in die ungeladenen noch in die
geladenen Vesikel interkaliert. LL-32 dagegen zeigt insgesamt eine starke Interkalation.
Dieser Effekt ist in beiden Lipidsystemen beim pH-Wert 4,5 weniger stark ausgepragt
als bei pH 6,5. Durch die positive Nettoladung des Peptids erfolgt eine etwas stérkere
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Interaktion mit den negativ geladenen Vesikeln. Bei dem steilen Anstieg der Signale direkt
nach der Injektion handelt es sich um ein durch die Unterbrechung der Messwertaufnahme
verursachtes Artefakt.

Es wurde mit zusétzlichen Messungen mit GUV-Losungen iiberpriift, ob der schwache
Effekt von VapA durch die unnatiirlich starke Membrankriimmung der kleinen Vesikel
begriindet ist. Auch in diesem System war keine nennenswerte Signaldnderung durch eine
Interkalation nachzuweisen. Diese Daten werden hier nicht gezeigt.

5.2.2 Induktion von Vesikelfusionen durch VapA

.eM- e . Abbildung 5.5
1,10 D'OPIC.S!VI.CIhoI' D?P?'SM'C?OI'?S Vergleich der durch VapA und

A C LL-32 vermittelten Fusion von ge-

ladenen und ungeladenen Vesikeln
bei verschiedenen pH-Werten. Auf-
getragen sind die Quotienten von
Donor- und Akzeptorfluoreszenzin-
tensitiat. Fiir 50 s wurde das Grund-
signal von 1960 pul SUV-Losungen
(10 pg/ml) der Zusammensetzungen
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Zeit [s] Zeit [s]
Die Ergebnisse der vergleichenden Analyse der Fusion kleiner Vesikel durch die Wirkung
von VapA und LL-32 sind in Abbildung 5.5 dargestellt. In keinem der untersuchten Systeme
kam es zu ausgepragten Signaldnderungen. Die geringe Wirkung von VapA im Fall von
geladenen Vesikeln bei pH 6,5 kann nicht mit Sicherheit auf Fusionen zwischen den Vesikeln
zuriickgefiihrt werden, da einige Effekte, wie das bei zu hohen Farbstoffkonzentrationen
auftretende Selbst- Quenching, zu zusétzlichen Signaldnderungen fiihren kénnen. Hinzu
kommt, dass die Einzelsignale von Donor und Akzeptor durch die VapA-Injektion jeweils
leicht ansteigen, allerdings in unterschiedlichem Maf}, was den Signalsprung des Quotienten
verursacht.
Auch LL-32 fiihrte in diesem Protokoll nicht zu signifikanten Fusionsereignissen. Die
schwachen Signaldnderungen, die sich von den Kontrollen abheben, werden im Fall der
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ungeladenen Vesikel ausschliellich durch eine Verringerung des Akzeptorsignals verur-
sacht, bei den geladenen Vesikeln durch einen Anstieg des Donorsignals bei gleichzeitigem,
schwécheren Anstieg des Akzeptorsignals. Ursache fiir die kleinen Effekte konnen beispiels-
weise Anderungen von Membraneigenschaften, beispielsweise der Mobilitdt der markierten
Lipide oder der Doménenstruktur sein.

5.3 Messungen an der Filmwaage

Der Einbau von VapA in Monolayer an der Fliissigkeits-Luft-Grenzfliche wurde an der
Filmwaage untersucht. In diesem System ist der Lateraldruck als Messgrofle zuging-
lich und kann beliebig variiert werden, sodass die Wechselwirkung in Abhéngigkeit von
mechanischen Membraneigenschaften analysiert werden konnte.

Durch automatische Regulierung der beweglichen Barrieren der Filmwaage wurde der
Lateraldruck wéhrend der Einbaumessungen bei 10 mN/m beziehungsweise 20 mN/m
konstant gehalten, sodass bei Bildung eines Mischfilms durch Einbau von VapA zwischen
die Lipidmolekiile eine Erhohung der mittleren Molekiilfliche pro Lipid resultierte. Die
Temperatur wurde tiber den gesamten Messverlauf - drei Stunden nach Injektion von VapA
- auf 21 °C gehalten. Die verhéltnisméflig niedrige Messtemperatur wurde gewahlt, um
Verdunstungseffekte gering zu halten und die Integritdt der Membrandoménen wahrend
des LB-Ubertrags gewihrleisten zu konnen. Als Kontrolle wurde bei ansonsten identischem
Protokoll eine Injektion von PBS vorgenommen. Als Lipidmischung wurde DOPC:SM:Chol
verwendet, der pH-Wert betrug 6,5.

T T T T T T v Abbildung 5.6

Einbau von VapA in
150 | 20 mNiim (Iontrolie) T 4 DOPC:SM:Chol Monolayer in

——20 mN/m / Abhéngigkeit vom Lateraldruck.

=10 mMN/m

Aufgetragen ist die mittlere Fliache
pro Lipidmolekiil bei konstantem
Lateraldruck von 20 mN/m (ocker-
farben und schwarz) oder 10 mN/m
(grau) gegen die Zeit. Injektion von
VapA zu einer Endkonzentration
von 1 pg/ml (schwarz, grau) oder
PBS (ockerfarben) zum Zeitpunkt
0. Fehlerbalken geben zu 6 Zeit-
punkten die Standardabweichungen
der rechts angegebenen Anzahl
- unabhéngiger Messkurven an. Die
Messungen erfolgten in 150 mM
- 4 NaCl, 5 mM HEPES, pH 6,5 bei

Il l Il l Il l [
0 50 100 150 21°C.

Zeit [min]

100

50

Mittlere Molekiilfliche [A?]
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5.3.1 Einbau von VapA in Lipidmonolayer in Abhdngigkeit vom Lateraldruck

Die Ergebnisse der Messungen zum Einbau von VapA in Lipidmonolayer sind Abbildung
5.6 zu entnehmen. Die Kontrolle mit PBS zeigte liber die gesamte Dauer der Messung
keine signifikante Anderung der mittleren Molekiilfliche. Es kann also ein Einfluss des
Puffers, in dem VapA injiziert wurde, ausgeschlossen werden.

Bei einem Lateraldruck von 20 mN/m kam es entweder zu einer Reduzierung der mitt-
leren Molekiilflache oder das Signal blieb konstant, was zu einer leichten Reduzierung des
gemittelten Signals fithrt. Der Effekt trat zeitverzogert nach ungefdhr 70 Minuten ein und
verlief dann gleichméflig bis zum Ende der Messung. Es kann somit nicht auf eine Interka-
lation von VapA geschlossen werden. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung von
vier unabhéngigen Messungen an. Da der Grundwert der mittleren Molekiilfliche zwischen
den Messungen variierte, kam es zu einem erhéhten Wert der Standardabweichung.

Zu einem anderen Resultat fiihrten Messungen bei 10 mN/m. Es kam zu einem deutlichen
Anstieg der mittleren Fliache pro Lipidmolekiil, was auf eine Interkalation von VapA in
Lipidsysteme bei verringertem Lateraldruck schlieffen ldsst. Die Wirkung trat in diesem
Fall sofort nach Injektion von VapA ein, die Steigung der Kurve nahm tiber den Verlauf der
Messung zu. Nach knapp 50 Minuten kam es in beiden Messungen zu einer Verstirkung
des Effekts.

Zusétzliche Messungen mit DOPC:SM:Chol:PS, welche hier nicht gezeigt werden, zeigten
ein ahnliches Verhalten. Es kam bei 20 mN/m entweder zu einem sehr schwachen Anstieg
der mittleren Molekiilfliche oder das Signal blieb konstant. Bei 10 mN/m lief} sich ebenfalls
ein deutlicher Anstieg der Molekiilflache verzeichnen.

5.4 Rasterkraftmikroskopische Messungen an Monolayern

Durch LB-Ubertrag auf Micaplittchen priparierte Monolayer stellten in dieser Arbeit ein
Rekonstitutionssystem zur Untersuchung des Einflusses von VapA auf unterschiedliche
Membraneigenschaften dar. Einerseits konnen die erstellten Bilder Einblick in Bindung
beziehungsweise Interkalation und Aggregation der Proteine an der Membran liefern.
Da die Untersuchungen mit den doménenbildenden Lipidmischungen DOPC:SM:Chol
und DOPC:SM:Chol:PS durchgefiihrt wurden, erméglichten die Messungen zudem die
Unterscheidung der Wechselwirkungen mit cholesterolreichen und -armen Doménen (siehe
Abschnitt 2.7) sowie Zugang zur Beeinflussung der Doménenstruktur durch VapA. In
Anlehnung an Yuan et al. [2002] werden die hoheren Doménen als cholesterolreiche
Lo-Doménen, die niedrigeren Doménen als cholesterolarme L,-Doménen identifiziert.
Die Auflésug des verwendeten AFM betrug im Auslieferungszustand 2 nm in lateraler
Richtung und 0,3 nm in z-Richtung. Da die prédsentierten Bilder mit einer Auflésung
von 1024 x 1024 Bildpunkten aufgenommen wurden, betrigt die theoretische laterale
Auflésung etwa 10 nm fiir 10 gm x 10 pm Bilder, 5 nm fiir 5 gm x 5 pm Bilder und 2 nm
fiir 2 pm x 2 pm Bilder. Die erreichbare Auflésung héngt allerdings vom Durchmesser der
Spitze des Cantilevers, von den jeweiligen Messbedingungen und von der Oberflachenbe-
schaffenheit der Probe ab. Einfliisse wie elektrische Storsignale, Gebdudeschwingungen
und akustische Stérungen fithren zu einer Verringerung der Auflésung. Ebenso kénnen
Molekiile, insbesondere Probenmolekiile an die Cantilever-Spitze binden und zu einer
Modifizierung der Kréfte zwischen Cantilever und Probe fithren. Dies verdeutlicht, dass in
keinem Fall eine Beeinflussung der Probe durch den Messvorgang ausgeschlossen werden
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kann.

Die Praparation der LB-Filme erfolgte bei jeweils konstantem Lateraldruck. Bedingt
durch die groBe Fliache des Micapléittchens® weisen die Proben eine gewisse Heterogenitét
betreffend der Grofle und Verteilung der unterschiedlichen Doménen auf. Speziell bei LB-
Filmen, welche aus einem Lipid-Proteinfilm hergestellt wurden, betragt der Unterschied
der Inkubationsdauern von VapA zwischen den beiden Probenenden wegen der langsamen
Ubertragsgeschwindigkeit ungefihr 40 Minuten.

Durch den Vergleich mehrerer unabhingiger Positionen auf den Proben? wurden die im
Folgenden vorgestellten Ergebnisse im Rahmen der angesprochenen Einschrénkungen auf
eine robuste Basis gestellt. Die Messungen wurden bei Raumtemperatur im Kontaktmodus
an Luft durchgefiihrt.

Zur nachtréglichen Reduzierung von eindeutigen Messartefakten beziehungsweise zur
Herausarbeitung der in den Bildern enthaltenen Informationen wurden fiir die grafische
Darstellung in dieser Arbeit mit Hilfe der Software MFP3D 120804 + 1821 folgende
Bildbearbeitungen vorgenommen: Einzelne oder wenige benachbarte, defekte Linien der
Bilder, welche meistens durch kurzzeitige Aufschaukelung von Cantilever-Schwingungen
entstehen, wurden mit der Funktion Erase entfernt. Die Linie wird hierbei durch einen
Mittelwert der angrenzenden Linien ersetzt. Globale Kriimmungen der Bilder wurden
gegebenenfalls mit einem Planefit erster oder zweiter Ordnung ausgeglichen. Dabei wird
eine Polynomflache n-ter Ordnung an das Bild angefittet und dann von diesem subtrahiert.
Lokale, unregelmafige Krimmungen des Bildes, die hdufig an scharfen Kanten der Probe
wie Doménengrenzen oder in der Umgebung hoher Objekte auftreten, wurden mit der
Funktion Flatten nullter bis zweiter Ordnung ausgeglichen. Im Unterschied zum Planefit
wird jede Linie einzeln gefittet und auf denselben Offset-Wert gebracht. Letzterer kann
allerdings durch Masken auf bestimmte Regionen eingeschrankt werden. Insbesondere
bei Bildern mit groffen Doménen geschieht die Durchfithrung von Planefit oder Flatten
meistens zulasten einer der Doménentypen - der Vorrang wurde hier stets den niedrigeren
Doménen gegeben und eine moderate Streifenbildung auf den héheren Doménen in
Kauf genommen. Deutliche Uberlagerung eines Bildes durch Schwingungen (siehe als
Beispiel Abbildung 5.10B) konnten in einigen Féllen durch Entfernung der entspechenden
Frequenzbereiche aus der schnellen Fouriertransformation der Bildinformationen korrigiert
werden. Schlielich wurde iiber jedes Bild ein 3x3 Pixel Medianfilter gelegt, was héufig zur
Verbesserung der optischen Zugénglichkeit beitrug. Fiir einige Bilder wurde die Rauheit
als mittlere Abweichung R, bestimmt.

Fiir die ungeladene Lipidmischung wurden bei unterschiedlich hohem Lateraldruck
mit und ohne VapA-Injektion préaparierte Lipidfilme verglichen. Die Inkubationszeit von
VapA betrug normalerweise drei Stunden. Fiir die Untersuchung des Einflusses auf die
Doménenstruktur wurden zudem unterschiedliche Inkubationszeiten gewéhlt und auflerdem
die Konzentration von VapA reduziert. Dariiber hinaus wurde die geladene Lipidmischung
vergleichend mit der ungeladenen gegeniibergestellt. S&mtliche LB-Filme wurden bei einem
pH-Wert von 6,5 bei 21 °C prépariert.

3Bei kompletter Bedeckung eines 1,5 cm x 2,5 cm groBen Micaplattchens sind 150000 Ubersichtsbilder
der Grofle 50 pm x 50 pm notwendig, um die gesamte Probe abzubilden.
4Siehe dazu Abschnitt 4.9.1.
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5.4.1 Wechselwirkung von VapA mit Monolayern in Abhangigkeit vom
Lateraldruck

Abbildung 5.7 zeigt beispielhaft die Hohenbilder von aus DOPC:SM:Chol (45% : 45% :
10%) bei 10 mN/m praparierten Monolayern (A-C) sowie einen entsprechenden Monolayer,
welcher vor dem Ubertrag drei Stunden mit 1 pug/ml VapA inkubiert wurde (D-F). Es
wurden Positionen gewahlt, welche einen Eindruck sowohl der niedrigeren L,-Doménen
als auch der hoheren L,-Doménen vermitteln. Aus den 10 pym x 10 um grofien Bildern
wurden jeweils zwei Positionen fiir 2 um x 2 um grofle Detailbilder ausgewéhlt, die die
Unterstrukturen der jeweiligen Doméanen abbilden.

Wie aus Abbildung 5.7B ersichtlich ist, sind bei dem verwendeten Mischungsverhalt-
nis der Lipide Ly-Doménen die vorherrschenden Doménen, in welchen sich inselférmig
Lo,-Doménen ausbilden. Die L,-Doménen sind eben und verfiigen nur iiber wenige Un-
terstrukturen. Dagegen bestehen die L,-Doménen aus einem schwammartigen Netzwerk
hoherer Bereiche, in welchem sich niedrigere Bereiche unterschiedlicher Gréfie befinden.
Diese strukturelle Eigenart wurde, wie wir sehen werden, haufig beobachtet. Bei den
niedrigen Bereichen handelt es sich wahrscheinlich um L,-Doméanen. Neben der hier
gezeigten Groflenordnung von etwa 4 pum als Durchmesser der L,-Doménen wies die
Probe durchaus gréfilere Doménen mit bis zu 50 pm Durchmesser auf. Die Doménen sind
freistehend und die Rénder variieren von glatt bis ausgefranst. Bei den in der Abbildung
ersichtlichen winzigen, hoheren Bereichen, die im Folgenden als Mikrodomé&nen bezeichnet
werden sollen, konnte es sich teilweise um Defekte oder Verunreinigungen handeln - auf der
anderen Seite legt die vergleichbare Hohe nahe, dass es sich zumindest teilweise ebenfalls
um Ly,-Doménen handeln kénnte. Die etwas gréfleren, runden Bereiche kénnen aufgrund
der Hohe ebenfalls als L,-Doménen identifiziert werden. Der Hohenunterschied zwischen
L4- und L,-Bereichen betriagt ungefdhr 1,5 nm, dies gilt auch fiir die in den L,-Netzwerken
eingeschlossenen, niedrigen Bereiche (sieche Abbildung 5.7G).

Der ebenfalls bei 10 mN/m {ibertragene, drei Stunden mit VapA inkubierte Monolayer
(Abbildung 5.7E) zeigt L,-Doménen vergleichbarer Grofie wie in der Kontrolle. An anderen
Probenpositionen treten jedoch vereinzelt zu riesigen Netzwerken fusionierte L,-Doménen
auf (vergleiche Abbildung 5.10). Eine schwammartige Netzwerkstruktur ist ebenfalls zu
erkennen. Die niedrigeren Bereiche, in der Kontrolle sehr glatt, sind nun von sehr rauher
Struktur, mit runder bis wurmférmiger Granulierung. Dies kann eindeutig auf einen Effekt
von VapA zuriickgefiihrt werden, welches in diesem Fall offensichtlich bevorzugt mit den
Lo-Doménen interagiert. Die Mikrodoménen kénnen auch hier beobachtet werden, ferner
finden sich sowohl in den niedrigeren Bereichen als auch in den Zwischenrdumen der L,-
Netzwerke in unterschiedlich starker Auspriagung winzige, runde Strukturen, welche zum
Teil hoher als die L,-Doménen sind. Die Hohendifferenz zwischen L,- und L,-Bereichen
liegt hier ebenfalls bei 1,5 nm (siehe Abbildung 5.7H). Die kleinen und punktférmigen
Strukturen erreichen unterschiedliche Héhen von teilweise {iber 10 nm, entsprechen insofern
also nicht den in der Kontrolle beobachteten kleinen L,-Doménen.

Fiir die Vergréflerungen in Abbildung 5.7 wurden die Rauheit des gesamten 2 um x
2 pm grofien Ausschnitts bestimmt. Die Werte betragen fiir die Kontrolle 565 pm im
L,-Bereich (A) und 81 pm im L,-Bereich (C), fiir den Mischfilm dagegen 392 pm im
L,-Bereich (D) und 572 pm im L,-Bereich (F). Sehr deutlich ist die Erhéhung der Rauheit
durch die auftretende Granulierung in den niedrigen Bereichen.

Die in Abbildung 5.8 gezeigten Monolayer unterscheiden sich von denen in Abbildung 5.7
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Position Position

Abbildung 5.7

DOPC:SM:Chol-Monolayer (oben) und Effekt von VapA auf DOPC:SM:Chol-Monolayer (unten)
bei 10 mN/m. 10 um x 10 um Ubersichtsbilder zeigen cholesterolreiche (weiff) und -arme (grau)
Doménen eines DOPC:SM:Chol-LB-Films ohne (B) beziechungsweise mit VapA (E). Die Hohen-
profile G und H zeigen den Verlauf der z-Koordinate der Ubersichtsbilder B und E entlang der
roten Linie. 2 ym x 2 um Bilder geben Details der cholesterolreichen L,- (A, D) beziehungsweise
cholesterolarmen L,-Doménen (C, F). Blaue Quadrate geben die Positionen der Detailbilder rechts
und links der Ubersichtsbilder an. Der Skalierungsbalken ordnet den Graustufen fiir alle Bilder
entsprechende z-Koordinaten zu. Weile Balken entsprechen einer Lénge von 1 pym. LB-Filme
wurden in 150 mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 6,5 bei 22 °C préapariert. VapA wurde mit einer
Endkonzentration von 1 ug/ml injiziert. Die Inkubation vor Beginn des LB-Ubertrags betrug 180
Minuten. Die AFM-Messung erfolgte im Kontaktmodus bei Raumtemperatur.

93



Kapitel 5 Ergebnisse

einzig durch einen héheren Lateraldruck von 20 mN/m wihrend des LB-Ubertrags. Die
Kontrolle weist eine dhnliche Grofienverteilung der L,-Doménen auf wie der Monolayer mit
niedrigerem Lateraldruck. Um die verschiedenen Randstrukturen zu demonstrieren, wurde
fiir dieses Beispiel eine Doméne mit ausgefranstem Rand ausgewéhlt - diese Auspragung
trat jedoch gleichermafien fiir den LB-Film bei 10 mN/m auf. Die in das netzwerkartige
Geflecht der L,-Doménen eingeschlossenen, niedrigeren Bereiche (L,-Mikrodoménen)
gleichen denen des 10 mN/m-Monolayers - die L,-Netzwerke weisen unterschiedliche
Dichten auf. Ebenfalls sichtbar sind L,-Mikrodoménen, wobei die Vergroflerung des L-
Bereichs ein grofleres Exemplar enthélt. Bei den hier sichtbaren, winzigen Punkten mit
intermedidrer Hohe konnte es sich um Defekte oder Verunreinigungen handeln. Ansonsten
sind die L,-Bereiche wieder sehr glatt und weisen keine weitere Unterstruktur auf.

DOPC:SM:Chol

B =

nm

Abbildung 5.8

DOPC:SM:Chol-Monolayer (oben) und Effekt von VapA auf DOPC:SM:Chol-Monolayer (unten)
bei 20 mN/m. 10 ym x 10 um Ubersichtsbilder zeigen cholesterolreiche (weiff) und -arme (grau)
Doménen eines DOPC:SM:Chol-LB-Films ohne (B) beziehungsweise mit VapA (E). 2 pm x 2 ym
Bilder geben Details der cholesterolreichen (C, F) bezichungsweise -armen (A, D) Doménen.
Blaue Quadrate geben die Position der Detailbilder rechts und links der Ubersichtsbilder an. Der
Skalierungsbalken ordnet den Graustufen fiir alle Bilder entsprechende z-Koordinaten zu. Weifle
Balken entsprechen einer Lange von 1 pm. LB-Filme wurden in 150 mM NaCl, 5 mM HEPES,
pH 6,5 bei 22 °C prapariert. VapA wurde mit einer Endkonzentration von 1 pg/ml injiziert. Die
Inkubation vor Beginn des LB-Ubertrags betrug 180 Minuten. Die AFM-Messung erfolgte im
Kontaktmodus bei Raumtemperatur.
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Der Monolayer mit VapA (Abbildung 5.8D-F) enthélt, wie schon zuvor bei niedrigerem
Lateraldruck beobachtet, in die Zwischenrdume des L,-Netzwerks eingelassene Objekte
von runder bis wurmartiger Struktur, die teilweise hoher als die L,-Bereiche sind und
teilweise niedriger. Diese Objekte befinden sich deutlich innerhalb der niedrigen Bereiche
und sind nicht etwa mit den Réndern der L,-Doméanenstruktur assoziiert. Auch bei
Monolayern ohne VapA-Zugabe wurden diese Strukturen beobachtet, allerdings in weniger
starker Auspragung (vergleiche Abbildung 5.7). Die L,-Bereiche sind héufig sehr grof§
und teilweise auch miteinander verschmolzen. Die Struktur der niedrigen Bereiche weist
wieder die deutlichste Verdnderung gegeniiber der Kontrolle auf. Die Granulierung ist in
diesem Fall nicht mehr so homogen wie in Abbildung 5.7E und F, sondern besteht aus
mehreren, unterscheidbaren Unterstrukturen. Die kleinen L,-Doménen mit Durchmessern
bis zu 0,5 pm sind umgeben von punkt- bis wurmférmigen Strukturen intermediarer
Hohe, an deren Réndern sich wiederum punktformige, hohere Objekte befinden. Bei den
FEinschliissen in die L,-Netzwerke konnte es sich um die gleichen Strukturen handeln.
Wegen ihrer geringeren Hohe ist anzunehmen, dass es sich bei den wurmartigen Strukturen
nicht um L,-Doménen handelt, sondern entweder um auf die Lipide aufgesetzte Objekte
oder um eine zusétzliche Doménenform. Zu bedenken ist, dass VapA, wie in Abbildung
4.10 schematisch angedeutet wurde, mit der Kopfgruppenseite des Monolayers interagierte,
welche hier dem Mica zugewandt ist.

Zusammenfassend interagierte VapA bevorzugt mit den cholesterolarmen Bereichen der
Monolayer. Es kam zu der Bildung einer granulierten Unterstruktur in diesen Bereichen.
In den Zwischenrdumen der netzformigen Struktur der L,-Déménen traten unterschied-
lich hohe Formen von Aggregaten auf, welche teilweise der granulierten Unterstruktur
der L,-Doménen entsprechen kénnte, teilweise aber wesentlich hoher aus der Membran
hervortraten.

5.4.2 Zeit- und konzentrationsabhangige Wechselwirkung von VapA mit
Monolayern

Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden konnten schon einige Beobachtungen zur
Interaktion von VapA mit Monolayern und insbesondere auch zu deren Doménenstruktur
gemacht werden. Nun sollen bei 20 mN/m auch zwei Beispiele fiir kiirzere Inkubationszeiten
betrachtet werden. In Abbildung 5.9 werden eine Kontrolle ohne VapA-Injektion, jeweils
ein Bild einer Messung mit einer beziehungsweise zwei Stunden Inkubationszeit sowie zwei
Bilder mit drei Stunden Inkubationszeit gegeniibergestellt.

Die Kontrolle zeigt wieder eine L,-Doméne, deren Unterstrukturen in diesem Fall
sehr dicht vernetzt sind und hauptséchlich kleine, runde Zwischenrdume aufweisen. Zwei
zusétzliche allgemeine Beobachtungen lassen sich diesem Bild entnehmen. Erstens sparen
die L,-Mikrodoménen die Umgebung der grofien L,-Doménen aus, was héufig bei LB-
Filmen ohne VapA auftritt und auf Fusionen von Mikrodoménen in die grofen Doménen
zuriickzufithren sein konnte. Zweitens weist die L,-Domaéne eine polarisierte Randstruktur
auf. Auf der linken Seite ist der Rand stark ausgefranst, auf der rechten schwach. Dies
kann ein durch den Prozess des LB-Ubertrags verursachtes Artefakt sein.

Bei den aus zwei unabhéingigen LB-Ubertrigen stammenden Bildern mit drei Stunden
mit VapA inkubierten Monolayern erkennt man zwei unterschiedliche Erscheinungsformen
der in Abschnitt 5.4.1 beschriebenen Effekte. Die Granulierung im linken Bild (Abbildung
5.9D) ist recht feinkornig, trotzdem sind Unterstrukturen zu erkennen. Im rechten Bild
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DOPC:SM:Chol

3

+ VapA, 60 Min.

Abbildung 5.9

Effekt von VapA auf DOPC:SM:Chol-Monolayer bei unterschiedlichen Inkubationszeiten. 5 ym
x 5 pm Bilder von DOPC:SM:Chol-LB-Filmen ohne (A), mit 60 Minuten (B), mit 120 Minuten
(C) und mit 180 Minuten (D, E) Inkubationszeit mit jeweils 1 pug/ml VapA (Endkonzentration).
In Bild C kennzeichnen blaue Pfeile Strukturen héher als 10 nm. In Bild E wurde ein Ausschnitt
mit einer modifizierten Hohenskala eingefiigt (blaues Rechteck). Der Skalierungsbalken ordnet
den Graustufen der iibrigen Bilder entsprechende z-Koordinaten zu, fir den gekennzeichneten
Ausschnitt reicht die Skalierung von —20 nm bis 60 nm. Weifle Balken entsprechen einer Léange
von 1 pm. LB-Filme wurden in 150 mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 6,5 bei 22 °C und 20 mN/m
prapariert. Die AFM-Messung erfolgte im Kontaktmodus bei Raumtemperatur.
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(Abbildung 5.9E) sind die Unterstrukturen grofier und weniger dicht gepackt, auch scheinen
in diesem Fall die wurmartigen Strukturen intermediérer Hohe nicht anwesend oder nur
in Ansétzen ausgebildet zu sein. Die Ausfilllung der Zwischenrdume der L,-Netzwerke
ist in diesem Bild besonders deutlich erkennbar. Ein Ausschnitt aus Bild 5.9E wurde
mit einer Skalierung von —20 nm bis 60 nm dargestellt. Man erkennt hier auf den
Monolayer aufgesetzte grofie Aggregate von etwa 60 nm Héhe und einer Breite in derselben
GroBlenordnung. Die Objekte scheinen geordnet zu sein, es lasst sich eine sechseckige,
moglicherweise sogar kristalline Struktur vermuten. Ob es sich hierbei um Verunreinigungen
handelt oder diese Strukturen tatséchlich auf VapA zuriickzufiihren sind, ldsst sich nicht
endgiiltig klaren.

Die Monolayer mit kiirzerer VapA-Inkubationszeit (Abbildung 5.9B und C) gewah-
ren Einblick in unterschiedliche Stadien der Ausbildung wurmformiger Strukturen auf
den niedrigeren L,-Bereichen, welche in Abbildung 5.8D und E sowie Abbildung 5.9D
beobachtet wurden. Nach einstiindiger Inkubation sind erste Ansétze dieser Strukturen
erkennbar. Diese scheinen noch aus wenigen Molekiilen zu bestehen und sind teilweise
mit etwas hoheren Kornchenstrukturen assoziiert. Ein spéteres Stadium zeigt sich nach
zwei Stunden Inkubation. In diesem Fall haben sich die wurmformigen Strukturen bereits
zu einem Netzwerk zusammengeschlossen, welches an den Réndern von vielen Kérnchen-
strukturen besetzt ist. Es haben sich ferner groflere Aggregate gebildet, welche ebenfalls
mit den Réndern des Netzwerks in Kontakt stehen. Neben diesen Aggregaten sind sowohl
in niedrigen als auch in hohen Bereichen Objekte einer Hohe zwischen 20 und 60 nm
verteilt, welche auch im Fall von drei Stunden Inkubationszeit beobachtet wurden. Bei den
wurmartigen Strukturen und spéter den Netzwerken konnte es sich um eine weitere Form
von Doménen zu handeln, deren Bildung durch die Anwesenheit von VapA induziert wird.

Die Ausbildung dieses Netzwerks ist scheinbar bei dem zwei Stunden inkubierten
Monolayer weiter vorangeschritten als in dem in Abbildung 5.8E gezeigten Beispiel
mit drei Stunden Inkubationszeit. Dies mag darin begriindet sein, dass einige nicht
ausreichend kontrollierbare Bedingungen der unabhéngig durchgefithrten Experimente
zu einer Modifizierung der Kinetik der Interaktion fiihrten. Wie schon frither beobachtet,
héngt die Interaktion von VapA mit Membranen von den exakten Membraneigenschaften
und Umgebungsbedingungen ab.

In Abbildung 5.10 werden Hohenbilder eines drei Stunden mit einer reduzierten Kon-
zentration von 0,2 ug/ml VapA inkubierten Monolayers gezeigt. Enthalten sind ein 50 pum
x 50 pm Ubersichtsbild und ein 5 ym x 5 pm groBes Bild, welches an der markierten
Position des Ubersichtsbildes aufgenommen wurde.

Bei diesem Experiment kam es zu einer massiven Verschmelzung von ehemals runden
Lo-Doménen, wobei die Doménen nicht vollstdndig ineinander aufgingen, sondern héufig
durch Regionen geringerer Netzwerkdichte miteinander verbunden waren. Diese geringere
Netzwerkdichte, deren Struktur in der Vergréferung (Abbildung 5.10B) erkennbar ist,
tritt nicht ausschliefllich an den Kontaktstellen, sondern auch in weiteren Bereichen der
Lo-Doménen auf. Die bisher beobachteten, die L,-Bereiche bevolkernden, wurmartigen
Strukturen sind in diesem Fall etwas breiter und unregelméflig geformt, langlich und nur
teilweise miteinander verbunden. Die Ausfiillung der Zwischenrdume des L,-Netzwerks
mit kleinen Strukturen ist hier weniger ausgeprigt und auf die Bereiche dichterer L,-
Netzwerke konzentriert. Es tritt zusétzlich eine weitere Form von Doménen auf. Diese
sind von anndhernd kreisférmiger Form, etwa so hoch wie die wurmartigen Strukturen
oder etwas niedriger und meist in Zwischenrdumen der L,-Doménen lokalisiert (siehe
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Abbildung 5.10

Effekt von 0,2 pg/ml VapA auf DOPC:SM:Chol-Monolayer. 50 um x 50 pm Ubersichtsbild
(A) sowie 5 pm x 5 pm Detailbild einer Position der Probe (B). Ein blaues Quadrat auf dem
Ubersichtsbild gibt die Position des Detailbilds an. Der Skalierungsbalken ordnet den Graustufen
fiir beide Bilder entsprechende z-Koordinaten zu. Weifle Balken entsprechen einer Lénge von 2 um.
Der LB-Film wurde in 150 mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 6,5 bei 22 °C und 20 mN/m préipariert
und iiber drei Stunden mit 0,2 ug/ml VapA (Endkonzentration) inkubiert. Die AFM-Messung
erfolgte im Kontaktmodus bei Raumtemperatur.

Abbildung 5.10B mittig rechts). Sie haben eine 16chrige Struktur und einen deutlich
abgegrenzten Rand. Aufgrund der Hohe und Oberflichenstruktur besteht die Moglichkeit,
dass es sich um eine modifizierte Auspragung der von VapA verursachten, wurmartigen
Strukturen handelt.

5.4.3 Wechselwirkung von VapA mit negativ geladenen Monolayern

Nach der ausfiihrlichen Behandlung von DOPC:SM:Chol-Monolayern soll nun der Effekt
von VapA auf geladene DOPC:SM:Chol:PS-Monolayer (40,5% : 40,5% : 9% : 10%) betrach-
tet werden. Die Monolayer wurden wieder bei 20 mN/m préapariert und gegebenenfalls
drei Stunden mit 1 pug/ml VapA inkubiert. Fiir Kontrolle und Mischfilm zeigt Abbildung
5.11 jeweils ein 10 um x 10 um grofles Hohenbild sowie zwei Detailbilder von L,- und
L,-Bereichen.

Die PS-haltigen Monolayer weisen, dhnlich wie die ungeladenen, einzeln stehende L,-
Doménen mit netzartiger Unterstruktur auf. Die Doménen sind rund, teilweise auch
unregelméBiger geformt und haben unregelméiflig ausgefranste Rénder. Die Abbildung
zeigt eine Doméne mit engmaschigerem Netzwerk, es treten jedoch in anderen Regionen der
Probe durchaus Doménen mit gréfieren und unregelméfliigen Zwischenrdumen auf. Insofern
kann hier kein wesentlicher Unterschied zum ungeladenen Monolayer festgestellt werden.
Gleiches gilt auch fiir die ebenen L,-Bereiche. Diese sind allerdings relativ gleichméflig
mit kleineren Objekten bedeckt, wobei es sich aufgrund der vergleichbaren Hohe wieder
um L,-Mikrodoménen handeln kénnte. Die kleinen Objekte messen bis zu 20 nm im
Durchmesser und sind deutlich dichter und gleichméfiger tiber die gesamte Probe verteilt
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Abbildung 5.11

DOPC:SM:Chol:PS-Monolayer (oben) sowie Effekt von VapA auf DOPC:SM:Chol:PS-Monolayer
(unten) bei 20 mN/m. 10 gm x 10 um Ubersichtsbilder zeigen cholesterolreiche (weif) und -arme
(grau) Doménen eines DOPC:SM:Chol:PS-LB-Films ohne (B) beziehungsweise mit VapA (E).
2 pm x 2 pum Bilder geben Details der cholesterolreichen (C, F) beziehungsweise -armen (A, D)
Doménen. Blaue Quadrate geben die Position der Detailbilder rechts und links der Ubersichtsbilder
an. Der Skalierungsbalken ordnet den Graustufen fiir alle Bilder entsprechende z-Koordinaten
zu. Weile Balken entsprechen einer Lange von 1 um. LB-Filme wurden in 150 mM NaCl, 5 mM
HEPES, pH 6,5 bei 22 °C préapariert. VapA wurde bis zu einer Endkonzentration von 1 pg/ml
injiziert. Die Inkubation vor Beginn des LB-Ubertrags betrug 180 Minuten. Die AFM-Messung
erfolgte im Kontaktmodus bei Raumtemperatur.
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als beim DOPC:SM:Chol-Monolayer. Zudem sind weniger hohe, kleinere Objekte zu sehen,
bei welchen es sich durchaus um Verunreinigungen handeln kann. Sie umgeben aber auch
einige kleinere Exemplare der hoheren Mikrodoménen.

Nach Inkubation mit VapA sind bei der geladenen Lipidmischung einige vergleichbare
Beobachtungen anzustellen. Die Zwischenrdume der L,-Netzwerke sind in einigen Fallen
mit kleineren, einzelnen Objekten gefiillt. Die L,-Bereiche weisen wieder eine erhohte
Granulierung auf, wobei die niedrigeren, meist runden Strukturen die Ansétze der bei
ungeladenen Monolayern beobachteten, wurmartigen Doméanenstrukturen darstellen kénn-
ten (vergleiche Abbildung 5.8D und E). Es finden sich allerdings auch sehr unregelméflige
Gebilde in den L,-Bereichen, welche in der Hohe grofitenteils mit den L,-Doménen tiber-
einstimmen. Einzelne runde Objekte erreichen aber durchaus Héhen von bis zu 10 nm.
Viele der netzwerkartigen L,-Doménen verfiigen relativ zentral iiber eine unregelméfliig
begrenzte Struktur. Diese ist etwas niedriger als das L,-Netzwerk, in einigen Féllen auch
etwas hoher, und scheint ganz oder teilweise aus diesem hervorgegangen sein. Strukturell
handelt es sich um ein grobmaschigeres Netzwerk, dessen Strénge gegeniiber der umge-
benden L,-Doméne diinner geworden sind und damit eine geringere Integritdt aufweisen.
Im Gegensatz zu den in Abbildung 5.10 beobachteten runden Doménen sind die Strange
allerdings mit dem L,-Netzwerk verbunden.

5.5 Rasterkraftmikroskopische Messungen an Bilayern

Im Unterschied zu den Untersuchungen an LB-Filmen in Luft wurden die AFM-Experimen-
te an festkorperunterstiitzten Bilayern in Puffer durchgefiihrt. Dadurch ergibt sich der
Vorteil, den Effekt von VapA an einer konkreten Probenposition im Zeitverlauf betrachten
zu kénnen. Es entfillt allerdings die Moglichkeit, eine grolie Anzahl von Probenpositio-
nen zu vergleichen, da das System nach Proteinzugabe sehr empfindlich ist und sich im
Normalfall an einer neuen Position kein stabiles Bild mehr erzeugen lésst. Eine geeignete
Probenposition stellte fiir diese Messungen eine Position dar, an welcher sich sowohl
cholesterolreiche L,-Doménen als auch cholesterolarme L,-Domé&nen befanden und das
Bild iiber mehrere Aufnahmezyklen stabil blieb. Die Bilder wurden ohne Unterbrechung
aufeinander folgend aufgenommen, wobei die Aufnahmedauer von den gewdhlten Mess-
parametern abhingig war. VapA wurde sehr vorsichtig bei laufender Messung in den
im Petrischalendeckel befindlichen Puffer injiziert. Fir die Bilayerexperimente sind er-
fahrungsgeméfl hohere Proteinkonzentrationen notwendig als fiir Monolayerexperimente.
Abweichend von den tbrigen Messungen dieser Arbeit wurden die in diesem Abschnitt
vorgestellten Experimente mit DOPC:SM:Chol in einem molaren Mischungsverhéltnis von
40% : 40% : 20% durchgefiihrt, weil die resultierenden cholesterolreichen Doménen dabei
eine groflere Fldche einnehmen und damit besser abzubilden sind.

Die zur grafischen Aufarbeitung der Héhenbilder beziehungsweise Kraftkarten verwen-
deten Protokolle wurden in Abschnitt 5.4 aufgefiihrt und erlautert.

Es werden im Folgenden Ergebnisse der Interaktion von VapA mit der ungeladenen
Lipidmischung DOPC:SM:Chol prasentiert. Verglichen wird dabei zwischen Ergebnissen
bei den pH-Werten 6,5 und 4,5. Die Experimente wurden jeweils mindestens zweimal
unabhéngig durchgefithrt, dariiber hinaus wurden Messungen mit der Lipidmischung
DOPC:SM:Chol:PS im molaren Verhéaltnis 36% : 36% : 18% : 10% umgesetzt, auf deren
Ergebnisse in Abschnitt 5.5.2 eingegangen wird.
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5.5.1 Wechselwirkung von VapA mit ungeladenen Bilayern

Abbildung 5.12 zeigt die Ergebnisse einer Messung bei pH 6,5. Dargestellt sind 20 um
x 20 pm Hohenbilder einer Position der Probe unmittelbar vor der Injektion von VapA
sowie eine und zwei Stunden nach einer Injektion von VapA bis zu einer Endkonzentration
von 5 ug/ml.

Auf dem Bild vor VapA-Injektion (Abbildung 5.12A) sind deutlich die héheren L,-
Doménen (hellgrau) sowie die niedrigeren L,-Doménen zu erkennen. Die Hohenskalierung
ist im Folgenden immer so gewéahlt, dass die L,-Doménen eine Hohe von 0 nm haben, die
Lo-Doménen also eine negative Hohe aufweisen. Bei der vorliegenden Lipidmischung und
den Umgebungsbedingungen nehmen offensichtlich die L,-Doménen eine etwas grofiere
Fléache ein als die Lyo-Doménen. Dies wird auch durch das Histogramm bestéatigt, welches
dariiber hinaus eine mittlere Hohendifferenz der Doménen zwischen 2 nm und 3 nm
angibt. Eine bevorzugte Inselbildung ist nicht zu verzeichnen, vielmehr sind die Doménen
grofitenteils untereinander verbunden. Eine Unterstruktur der Doménen ist nicht zu
erkennen, aber die L,-Doménen sind an einigen Stellen, jedoch nicht gleichméfig iiber den
Bildausschnitt verteilt, von kleinen L,-Doménen durchsetzt. Die Messung im dynamischen
Modus in Fliissigkeit resultiert in einer verringerten Auflosung der Hohenbilder, daher ist
die von den LB-Filmen bekannte netzartige Struktur der L,-Doménen in der gezeigten
Vergroflerung nicht sichtbar. Eine vorliegendes Detailbild von 5x5 pm Grofle belegt, dass
auch hier die L,-Doménen eine Unterstruktur besitzen.

Eine Stunde nach Injektion von VapA (Abbildung 5.12B) hat sich das Bild bereits
gewandelt. Die Doménen haben sich zu gréfieren Doménen verbunden, dabei hat sich die
Gesamtlinge der Doménengrenzen im Bildausschnitt deutlich verringert. Der Hohenun-
terschied zwischen L,- und Ly-Doméanen betrigt in diesem Bild etwa 2 nm, was sowohl
aus dem entsprechenden Histogramm als auch aus dem Hoéhenprofil hervorgeht. Neben
dieser Umverteilung der Flachenverhéltnisse der beiden Doméanenpopulationen treten
innerhalb von L,-Doménen neue Bereich auf. Diese sind rund bis oval geformt und um
etwa 3 nm niedriger als die L,-Doménen. Aufgrund dieser Héhendifferenz kann nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich hier um freies Mica handelt, ebenso kann allerdings
nach wie vor ein Film aus Lipiden oder Proteinen oder ein Mischfilm vorliegen. Im Zen-
trum der neu gebildeten Doménen befindet sich ein sehr kleiner Bereich von der Hohe der
Ly-Doménen (vergleiche Hohenprofil, Abbildung 5.12D). Da sich im dynamischen Modus
im Puffermedium die zwischen Probe und Cantilever-Spitze wirkenden Kréfte von den im
Kontaktmodus an Luft wirkenden Kraften unterscheiden, lédsst sich allein auf Grundlage
der Hohenunterschiede keine Korrelation zwischen diesen neu gebildeten Doménen und
den an den LB-Filmen beobachteten Strukturen machen.

Nach einer weiteren Stunde (Abbildung 5.12C) sind die L,-Doménen nahezu vollstandig
verschwunden, die neu gebildeten Domanen haben sich weiter ausgebreitet. Dabei sind
die L,-Doménen zu einer Fldche verbunden, auf welcher die sehr niedrigen Bereiche
inselformige Doménen bilden. Der Hohenunterschied zwischen den L,-Bereichen und
den neu gebildeten Doménen betragt, iiber den gesamten Bildausschnitt gemittelt, etwa
5,5 nm. Innerhalb der neuen, VapA-induzierten Doménen befinden sich nach wie vor
die kleinen Erhebungen, welche sich am urspriinglichen Entstehungsort der Doménen
befinden, also eine Art Kondensationskern zu bilden scheinen. In den L,-Bereichen sind
noch vereinzelte, punktformige Vertiefungen verteilt, welche als Uberrest der ehemaligen
Lo-Doménen interpretiert werden kénnen. Insgesamt ist im Messverlauf keine Verdnderung
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Abbildung 5.12

Zeitverlauf des Effekts von VapA auf
DOPC:SM:Chol-Bilayer in Fliissig-
keit bei pH 6,5. 20 pm x 20 pm
Bilder derselben Probenposition un-
gefahr 20 Minuten vor Zugabe (A)
beziehungsweise 60 (B) und 120 Mi-
nuten (C) nach Zugabe von 5 pg/ml
VapA (Endkonzentration). Die Auf-
nahmedauer betrug fiir jedes Bild
16 Minuten. Weifle Balken entspre-
chen einer Linge von 2 pm. Der
Skalierungsbalken ordnet den Grau-
stufen fiir alle Bilder entsprechen-
de z-Koordinaten zu. Die Histogram-
me geben die Haufigkeitsverteilung
der unterschiedlichen z-Positionen
an. Das Hohenprofil (D) zeigt den
Verlauf der z-Koordinate des Bildes
B entlang der roten Linie. Die Mes-
sung erfolgte in 150 mM NaCl, 5 mM
HEPES, pH 6,5 bei Raumtempera-
tur. Aufnahmen im dynamischen Mo-
dus mit Amplitudenfeedback bei ei-
ner Bildauflosung von 512x512 Bild-
punkten und Scanrate 0,5 Hz. Die
angegebenen Zeiten sind auf volle 5
Minuten gerundet.



5.5 Rasterkraftmikroskopische Messungen an Bilayern

der Oberflachenrauheit der Doménen erkennbar. AbschlieSend sei noch angemerkt, dass
die Doménen in diesen Messungen ohne duflere Einfliisse weitestgehend ortsfest sind, also
sowohl ihre Form als auch ihre Position hochstens leicht verdndern.

5.5.2 Wechselwirkung von VapA mit ungeladenen Bilayern bei reduziertem
pH-Wert

Im Vergleich zu den Ergebnissen der Experimente bei pH 6,5 wird in Abbildung 5.13
exemplarisch eine Messung bei einem pH-Wert von 4,5 gezeigt. Die Bildausschnitte
entsprechen in diesem Fall einer Probenfliche von 10 pm x 10 um. Da bei der gleichen
Anzahl an Bildpunkten (512x512) mit der doppelten Scanrate von 1 Hz abgebildet
wurde, wurden diese Aufnahmen mit der gleichen Scangeschwindigkeit gemacht. Die
Endkonzentration von VapA betrug im Fall der prasentierten Messung 20 pg/ml.

Im gezeigten Ausschnitt vor Injektion von VapA (Abbildung 5.13A) ist die Fliache der
hoheren L,-Doménen mit Abstand gréfler als die der L,-Doménen, welche inselférmig
verteilt und mit maximalem Durchmesser von 1 pum relativ klein sind. Es ist moglich, dass
der Bildausschnitt in einer groflen L,-Doméne lokalisiert ist, in deren Umgebung sich auch
groflere L,-Doménen finden lieflen. Eine Unterstruktur einer der beiden Doménen lasst
sich auch in diesem Fall nicht erkennen.

Eine Stunde nach der VapA-Injektion (Abbildung 5.13B) treten in den niedrigeren L,-
Doménen Anzeichen hoherer Strukturen auf, durch welche die Rauheit in diesen Bereichen
erh6ht zu sein scheint. Haufig befinden sich diese héheren Strukturen zentral in den kleinen
Lo-Domaénen, deren Durchmesser teilweise leicht angestiegen ist. Die Hohe dieser neuen
Strukturen entspricht ungefdhr der Hohe der L,-Bereiche. Der Hohenunterschied zwischen
Lo- und Ly-Doménen betragt in diesem Beispiel ungefdhr 1 nm. Dass der Hohenunterschied
in diesem Experiment niedriger ist, als anhand der Monolayermessungen fiir zwischen den
Membranlayern symmetrische Doménen erwartet, kann ein Hinweis darauf sein, dass die
hier beobachteten Doménen nur in einem Monolayer ausgepriagt waren. Im Normalfall
wird allerdings angenommen, dass Membrandoménen symmetrisch vorliegen.

Nach einer weiteren Stunde (Abbildung 5.13C) haben sich, hauptséchlich in der oberen
Bildhélfte, in den L,-Doménen neuartige Doménen ausgebildet, welche etwa 1 nm hoéher
sind als die L,-Bereiche. Die Form und die Randstruktur dieser neuen, héheren Doménen
sind sehr unregelmafig ausgefranst. Sie sind vergleichbar mit der Form der in den L,-
Domiinen geladener Monolayer beobachteten Strukturen® (vergleiche Abbildung 5.11D). In
der unteren Bildhélfte sind die neuen, hoheren Doménen nicht vorherrschend, die meisten
Lo-Doménen haben hier im Vergleich zum vorherigen Bild weitestgehend ihre Form und
Grofle behalten. Die Strukturen innerhalb der L,-Doménen sind allerdings bereits etwas
hoher geworden. Bei den L,-Doménen ist es zu keinem erkennbaren Anstieg der Rauheit
gekommen.

Dies ist auch drei Stunden nach der VapA-Injektion (Abbildung 5.13D) nicht der
Fall. Die neuen, hoheren Doménen auf den L,-Bereichen haben auch auf diesem Bild
eine durchschnittliche Héhe von 1 nm iiber den L,-Doménen. Sie bedecken inzwischen
ungefihr die Hélfte der Flache des Bildausschnitts, dehnen sich allerdings nur innerhalb
der L,-Bereiche aus. Strukturen innerhalb der L,-Doménen haben ebenfalls etwas an

SWie in Abschnitt 5.4.3 erldutert, fanden sich bei dem LB-Film der geladenen Lipidmischung nach
VapA-Inkubation durchaus Strukturen dieser Art, deren Hohe grofler war als die der umgebenden
Lo-Domanen.
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Abbildung 5.13

Zeitverlauf des Effekts von VapA auf DOPC:SM:Chol-Bilayer in Fliissigkeit bei pH 4,5. 10 pm
x 10 pm Bilder derselben Probenposition ungefahr 10 Minuten vor Zugabe (A) beziehungsweise
60 (B), 120 (C) und 180 Minuten (C) nach Zugabe von 20 pg/ml VapA (Endkonzentration).
Die Aufnahmedauer betrug fiir jedes Bild 8 Minuten. Weifle Balken entsprechen einer Linge von
2 pm. Der Skalierungsbalken ordnet den Graustufen fiir alle Bilder entsprechende z-Koordinaten
zu. Die Histogramme geben die Haufigkeitsverteilung der unterschiedlichen z-Positionen an. Die
Hohenprofile E und F zeigen den Verlauf der z-Koordinaten der Bilder B und D entlang der
roten Linie. Die Messung erfolgte in 150 mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 4,5 bei Raumtemperatur.
Aufnahmen im dynamischen Modus mit Amplitudenfeedback bei einer Bildauflésung von 512x512
Bildpunkten und Scanrate 1 Hz. Die angegebenen Zeiten sind auf volle 5 Minuten gerundet.
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Ho6he und Ausdehnung gewonnen. Aufgrund der begrenzten Auflésung lassen sich keine
konkreten Verkniipfungen zu den an Monolayern beobachteten Effekten anstellen, es
kann aber vermutet werden, dass es sich um vergleichbare Objekte handelt. Bei der
Bewertung dieser Beobachtungen muss natiirlich die gegeniiber der Messung bei pH 6,5
hohere Proteinkonzentration einbezogen werden.

Die Bilayer mit PS-haltigen Lipidmischungen bei einem pH-Wert von 6,5 zeigten nach
VapA-Injektion dhnliche Auspréagungen. Es kam zu einer Auffiillung der cholesterolarmen
Doménen mit unebenen Strukturen und zur Bildung héherer Doménen, welche sich im
Verlauf der Messung ausbreiteten, auf den cholesterolreichen Bereichen.

5.6 Elektrophysiologische Untersuchung der Wechselwirkung
zwischen VapA und freistehenden Membranen

Um Informationen iiber die Permeabilisierung freistehender Membranen durch VapA
und zusétzlich ergéinzende Daten zu den Bindungseigenschaften zu gewinnen, wurden
elektrophysiologische Messungen durchgefiihrt. An die von beiden Seiten zugénglichen,
nach der Methode von Montal und Mueller [1972] préparierten Membranen wurde tiber zwei
Elektroden eine Spannung angelegt. Anderungen der Membrankapazitit im Zeitverlauf
geben dabei Aufschluss tiber Dicke und Zusammensetzung des Membransystems, wahrend
iiber den Stromfluss durch die Membran deren Permeabilitét verfolgt werden kann.

In diesem Abschnitt wird zunichst der Einfluss von VapA auf die Kapazitdt von
Membranen der molaren Lipidzusammensetzung DOPC:SM:Chol (45% : 45% : 10%)
diskutiert. Im Anschluss werden Ergebnisse zur Permeabilisierung dieser Membranen
durch VapA bei den pH-Werten 6,5, 5,5 und 4,5 vorgestellt. Dariiber hinaus werden die
Effekte von VapA, dessen prozessierter Form VapA pl2 und dem strukturell &hnlichen
Protein VapB vergleichend gegeniibergestellt. Der Salzgehalt des Puffersystems war in
allen Fallen 150 mM NaCl und 5 mM HEPES.

Bei konstanter Messtemperatur von 37 °C wurde zunéchst die Membran wie in Abschnitt
4.10 erlautert prapariert und einem anschliefenden Spannungstest unterzogen. Damit
wurde das Risiko eines spéteren praparationsbedingten Zusammenbruchs der Membran
verringert. In eines der mit 1,9 ml Puffer gefiillten Kompartimente wurden darauthin 10 ul
der in PBS gelosten Proteine injiziert. Die Endkonzentration der Proteine betrug dabei
5 pg/ml fiir VapA, 4,2 pg/ml fir VapA pl2 und 6,7 ug/ml fiir VapB.

Im Fall einer Kapazitdtsmessung wurde ohne weitere Einflussnahme der Kapazitétsver-
lauf aufgenommen, bis die Messung durch eine Membranruptur oder durch eine Stérung
des Messsystems beendet wurde. Wahrend die Bindung von Proteinen an die Membran
héufig zu einem Anstieg der Kapazitét fiihrt, stellt die Permeabilisierung einen hierzu ent-
gegenwirkenden Effekt dar, da hierdurch ihr Vermoégen, elektrische Ladungen voneinander
zu trennen, reduziert wird. Fiir eine Strommessung wurden nach der Injektion iiber die
beiden Elektroden Spannungen zwischen 20 mV und 120 mV an die Membran angelegt.

Unter Verwendung von Formel 4.13 wurde eine Abschitzung der Porengroien vorgenom-
men. Einerseits wurde die Stromspur der Messungen direkt in ein Porendurchmesseriqui-
valent umgerechnet. Andererseits wurden fiir einzelne Zeitabschnitte mit Hilfe von Histo-
grammen die Haufigkeitsverteilungen der Stromstirken diskreter Stromniveaus ermittelt
und mit Gauss-Normalverteilungen angefittet. Die daraus gewonnenen Erwartungswerte
wurden fiir die Berechnung der entsprechenden Porendurchmesser herangezogen.
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v T T T v T v T v Abbildung 5.14
Kapazitiatsinderung freistehender
DOPC:SM:Chol-Membranen durch
VapA bei pH 5,5. Dargestellt ist
der zeitliche Verlauf der durch den
Ausgangswert dividierten Kapazitét
zweier Messungen (grau und ocker).
Zum Zeitpunkt 0 Minuten wurden
5 pg/ml VapA (Endkonzentration)
injiziert. Die Messungen erfolgten
bei 37 °C in 150 mM NaCl, 5 mM
HEPES, pH 5,5. Fir die Kapazi-
tatsbestimmung kam die Spannungs-
sprungmethode zum Einsatz. Die
Daten wurden iiber ein Fenster von
20 Datenpunkten mit einem gleiten-
- 4 den Durchschnitt gegléttet.
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Im Fall einer qualitativen Beschreibung der anhand einer Strommessung beobachteten
Effekte muss selbstverstédndlich beriicksichtigt werden, dass die Amplitude von Ereignissen
durch unterschiedliche angelegte Spannungen modifiziert wird. Der in Teilabbildungen
aufgetragene Groflenparameter enthélt bereits die korrekte Gewichtung mit der angelegten
Spannung.

5.6.1 Einfluss von VapA auf die Kapazitat freistehender Membranen

Der Einfluss von VapA auf die Kapazitéat freistehender DOPC:SM:Chol Membranen ist in
Abbildung 5.14 anhand zwei unabhéngiger Messungen beim pH-Wert 5,5 gezeigt.

Direkt nach der Injektion von VapA begann ein Absinken des Kapazitatswerts. Wahrend
die Rate der Kapazitidtsabnahme zwischen den Messungen variierte, befindet sich das
Minimum der Kurve in beiden gezeigten Fallen zwischen 80% und 85% des Ausgangswerts.
Auch ein anschlieflender, leichter Anstieg der Membrankapazitit konnte in einem Fall
beobachtet werden.

5.6.2 Permeabilisierung freistehender Membranen durch VapA

Fiir die Charakterisierung der Membranpermeabilisierung durch VapA wird zunéchst auf
den Effekt beim pH-Wert 5,5 eingegangen. Dieser ist geeignet, sowohl den intermedidren Zu-
stand reifender Phagosomen darzustellen, bei welchem die Expression von VapA nach oben
reguliert wird (siehe Abschnitt 3.6), als auch den quasistationdren Zustand der REV (siehe
Abschnitt 3.5). Haufig bei Strommessungen an DOPC:SM:Chol-Membranen beobachtete
Effekte sind anhand einer représentativen Messung in Abbildung 5.15 dargestellt.

Uber den Zeitraum der Messung wurde die an die Membran angelegte Spannung
schrittweise von 0 mV bis 120 mV erhcht. Wahrend der ersten Phase der Messung ist wenig
bis keine Aktivitdt von VapA zu verzeichnen. Vereinzelt auftretende Unregelméfigkeiten
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Abbildung 5.15

Permeabilisierung einer DOPC:SM:Chol-Membran durch VapA beim pH-Wert 5,5. Aufgetragen
sind Stromstérke (schwarz) und angelegte Spannung (rot) fiir eine Ubersicht des Messverlaufs
(A) beziehungsweise eine vergroferte Ansicht (B). Fiir die Detailansichten (C-E) wurde der
GroBlenparameter gegen die Zeit aufgetragen. Blaue Rechtecke kennzeichnen die als Detailansichten
vergroferten Ausschnitte. Zum Zeitpunkt 0 s wurde VapA bis zu einer Endkonzentration von
5 pg/ml injiziert. Die Messung erfolgte in 150 mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 5,5 bei 37 °C.
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des Stromverlaufs kénnen nicht eindeutig auf den Einfluss von VapA zuriickgefithrt werden,
da durch duflere Einfliisse, beispielsweise Vibrationen, verursachte Messartefakte nicht
ausgeschlossen werden konnen. Ebenso sind die gelegentlich auftretenden Ausreisser des
Stromsignals in positive oder negative Richtung durch Artefakte des Messsystems zu
erkldaren, welche in allen Messungen beobachtet werden. Gelegentlich fiithren beispielsweise
die Schaltvorgénge der Temperierung zu solchen Stromspitzen.

Weniger als 15 s nach dem Umschalten auf 60 mV (735 s nach VapA-Injektion) kam
es zu einem in verschiedenen Messungen beobachteten Phénomen. Das Grundniveau des
Stromsignals stieg abrupt um mehrere Picoampere an und blieb anschliefend auf dem
erhohten Wert. Dieser Effekt unterscheidet sich aufgrund des abrupten Stromanstiegs und
der langen Lebensdauer grundlegend von den im Folgenden beschriebenen unterschiedlich
gearteten Membranpermeabilisierungen. Aufgrund der langen Lebensdauer der Strom-
erhohung kann in diesem Fall von einer ,teilpermanenten Lésion“ gesprochen werden -
erst nach fast 200 s kehrt das Stromsignal wieder auf ein niedrigeres Niveau zuriick. In
anderen Féllen ist diese Art der Permeabilisierung auch permanent.

Eine weitere, anders geartete Auspragung der Aktivitidt von VapA, welche noch wihrend
der Lebensdauer der stabilen Permeabilisierung auftrat, ist in Abbildung 5.15C gezeigt. Es
traten fluktuierende Stromspriinge zwischen zwei oder mehr verschiedenen Stromniveaus
auf. Diese kénnen als offene beziehungsweise geschlossene Zustdnde mehr oder weniger
definierter, transienter Léasionen oder Poren aufgefasst werden. Dabei kam es teilweise
vor, dass sich nach kurzer Zeit das héhere Stromniveau stabilisierte, was auch in dem in
Abbildung 5.15C gezeigten Beispiel der Fall war. Die Lebensdauern in den verschiedenen
Zustdnden variieren zwischen Bruchteilen einer Sekunde bis zu mehreren Sekunden.
Dabei sollte betont werden, dass Gréflenordnung und Verteilung der Lebensdauern dieser
ndefiniert-transienten Lésionen“ innerhalb eines begrenzten Zeitintervalls sich stark von
denen in anderen Zeitraumen unterscheiden konnen. Die Nahordnung der Kinetiken ist also
grofler als deren Fernordnung. Gleiches gilt auch fiir die Amplitude der Stromfluktuationen,
welche mit der Porengrdéfle korreliert werden kann. Letztere wird in Abschnitt 5.6.6
gesondert behandelt.

Neben den definiert-transienten Lésionen kam es zu undefinierten Stromfluktuationen,
welche in unterschiedlichen Intensitdten auftraten. Teilweise lagen die Amplituden in der
GroBlenordnung der definierten Poren, teilweise gingen sie weit dariiber hinaus, wie aus
Abbildung 5.15B ersichtlich ist. Diese ,,undefiniert-heterogenen Lésionen®“ konnten sich
teilweise zu héheren Amplituden aufschaukeln, ersichtlich an den Lé&sionen bei 1500 s
und 1610 s. Eine spezielle Eigenschaft ist auflerdem, dass sich die Lésionen anschlieend
wieder schliefen kénnen, der Strom also wieder auf das Ausgangsniveau abfillt (siehe
Abbildung 5.15D). Dieser Schliefivorgang kann ein Indiz fiir ein kollektives Verhalten von
VapA bei den betreffenden Lésionen sein. Eine sich aufschaukelnde, undefinierte Lésion
fiihrte in den meisten Féllen schliefllich zum Zusammenbruch der Membran und beendete
damit die Strommessung (siehe Abbildung 5.15E). Wie auch die definiert-transienten
Lésionen traten die undefiniert-heterogenen Lésionen nach einer Inkubationszeit in nahezu
jeder Strommessung mit VapA auf. Sowohl fortschreitende Zeit als auch héhere angelegte
Spannungen fiihrten dabei zu einer Intensivierung der Permeabilisierungsereignisse.

Der in den Detailansichten (Abbildung 5.15C-E) aufgetragene Groflenparameter stellt
einen Vergleichswert zwischen unterschiedlichen Permeabilisierungsereignissen mit der Fin-
heit eines Porenradius dar, welcher ohne nennenswerte Annahmen iiber die Porengeometrie
auskommt. Als Absolutwert entspricht er der momentanen (zeitabhéngigen) Gesamtper-
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Abbildung 5.16

Stufenformige Permeabilisierung einer DOPC:SM:Chol-Membran durch VapA beim pH-Wert 5,5.
Aufgetragen sind Stromstirke (schwarz) und angelegte Spannung (rot) fiir eine Ubersicht des
Messverlaufs (A). Fir die Detailansichten (B, C) wurde der Groéfilenparameter gegen die Zeit
aufgetragen. Blaue Rechtecke kennzeichnen die als Detailansichten vergrofierten Ausschnitte. Zum

Zeitpunkt 0 s wurde VapA bis zu einer Endkonzentration von 5 ug/ml injiziert. Die Messung
erfolgte in 150 mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 5,5 bei 37 °C.

meabilisierung der Membran. Es ist ersichtlich, dass die Werte der undefiniert-heterogenen
Léasionen um eine Groéflenordnung grofler sein kénnen als die der definiert-transienten
Lé&sionen.

Zum Zeipunkt 1605 s (Abbildung 5.15E) trat eine stufenférmige Permeabilisierung
auf. Diese kann von den oben beschriebenen definierten Lésionen unterschieden werden,
da sie weniger transient ist, was auf eine offensichtlich langsamere oder triagere Kinetik
zuriickzufiithren sein kann. Diese Form der Permeabilisierung trat ebenfalls in vielen
Messungen auf, in einigen Zeitabschnitten iberwog sie auch die bisher beschriebenen
Ereignisse - Abbildung 5.16 zeigt ein Beispiel fiir einen solchen Messverlauf.

In diesem Fall begann die Permeabilisierung der Membran direkt nach dem Anlegen
einer Spannung von 20 mV in Form von teilweise mehr, teilweise weniger klar definierten
stufenférmigen Stromanstiegen. Diese konnen als Offnungsvorgéinge stabilerer Lisionen
betrachtet werden. Wie an den Vergréflerungen dieses Effekts in Abbildung 5.16B und
C ersichtlich ist, kam es zudem vereinzelt zu entgegengerichteten Ereignissen, also dem
Schliefen einer Lision, wobei die Offnungsvorgéinge allerdings deutlich iiberwogen. Diese
Hstufenformig-stabilen Lasionen* traten in unterschiedlichen Gréfien auf, wobei sie haufig in
der Groflenordnung der definiert-transienten Lésionen lagen. Ob die stufenférmig-stabilen
Lésionen auf den gleichen Mechanismus zuriickzufithren sind wie der eingangs beschriebene
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Effekt der teilpermanenten Léasionen, kann nicht mit Sicherheit beantwortet werden.

Insgesamt lasst sich die Permeabilisierung von VapA also in vier verschiedene Effekte
einteilen, welchen moglicherweise unterschiedliche molekulare Mechanismen zugrundeliegen.
Definiert-transiente Poren kénnen von undefiniert-heterogenen Lésionen klar unterschieden
werden. Eine zusétzliche Auspriagung der definierten Poren sind die weniger transienten,
stufenformig-stabilen Léasionen. Schlieflich stellen die teilpermanenten Lésionen einen
weiteren, wenig transienten und stark definierten Effekt dar.

5.6.3 Permeabilisierung freistehender Membranen durch VapA bei
verschiedenen pH-Werten

Neben dem pH-Wert 5,5 wurde die Permeabilisierung durch VapA sowohl bei pH 6,5 als
auch bei pH 4,5 untersucht. Eine Messung beim pH-Wert 6,5, der einem frithen Stadium
der Phagosomenreifung entspricht, ist in Abbildung 5.17 dargestellt.

In der ersten Halfte dieser Messung traten vereinzelt stufenférmig-stabile Léasionen
auf, zusétzlich kam es zu undefinierten Ausschligen sowohl in positiver als auch in
negativer Richtung und einer anschliefenden Anndherung an das urspriinliche Niveau. Diese
undefiniertern Ausschlége sind als durch Stéreinfliisse verursachte Artefakte anzusehen,
da sie in der beschriebenen Form ausschliellich in dieser Messung auftraten. Im weiteren
Verlauf der Messung traten vermehrt stufenférmig-stabile Lésionen sowie undefiniert-
heterogene Léasionen auf. Abbildung 5.17C zeigt eine Kombination aus stufenférmiger
und undefinierter Permeabilisierung, in Abbildung 5.17D ist eine komplett undefinierte
Lésion zu sehen. 660 s nach der Injektion von VapA kam es zu einem abrupten Anstieg des
Stromniveaus, verbunden mit einer starken Zunahme undefinierter Stromfluktuationen.
Wie bei pH 5,5 kommt es auch in diesem Fall zu einer sich aufschaukelnden undefinierten
Permeabilisierung, die zum Zusammenbruch der Membran fiihrt.

Die bei pH 5,5 beobachteten typischen, definiert-transienten Lésionen konnten beim
pH-Wert 6,5 in diesem System wesentlich seltener und nur in Ansétzen beobachtet werden.
Die Verdnderungen des Groflienparameters entsprechen den kleineren beim pH-Wert 5,5
auftretenden Lésionen. Obwohl zum Ende der Messung ein Anstieg der Gréflenparameter
zu verzeichnen ist, erreichen die Lasionen insgesamt nicht dieselbe Intensitéit wie bei
niedrigerem pH-Wert.

Ein anderes Bild ergab sich bei einem verringerten pH-Wert von 4,5, wie aus der
exemplarisch in Abbildung 5.18 aufgezeigten Messung hervorgeht. Bereits 100 s nach
dem Anlegen einer Spannung von 20 mV an die Membran traten die ersten undefiniert-
heterogenen Lésionen auf, kurz darauf zudem definiert-transiente Lésionen (Abbildung
5.18D). Die Aktivitdt nahm im weiteren Verlauf zu, bis es etwa 800 s nach VapA-
Zugabe bei 60 mV zu einem sprunghaften Anstieg des Stromniveaus, verbunden mit
einer massiven Stomfluktuation, kam (siche Abbildung 5.18B). Diese bestand sowohl
aus definierten Fluktuationen zwischen zwei oder mehr Stromniveaus mit einer schnellen
Kinetik, also definiert-transienten Lésionen, als auch aus undefiniert-heterogenen Lésionen.
Erst nachdem die Spannung fir etwa 300 s auf 20 mV reduziert war, reduzierte sich die
Stromstérke der Fluktuationen wieder (1680 s nach Injektion). Nach einer Erhohung der
Spannung auf 40 mV stellten sich zunéchst stérkere undefiniert-heterogene Lésionen ein
und nach weiteren 150 s (1890 s nach Injektion) kam es erneut zu einem sprunghaften
Anstieg von Stomniveau und Fluktuationen (Abbildung 5.18C und F). Zum Ende der
Messung iiberwogen dann mehr und mehr die undefiniert-heterogenen Lésionen, welche
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Abbildung 5.17

Permeabilisierung einer DOPC:SM:Chol-Membran durch VapA beim pH-Wert 6,5. Aufgetragen
sind Stromstérke (schwarz) und angelegte Spannung (rot) fiir eine Ubersicht des Messverlaufs
(A) beziehungsweise eine vergroferte Ansicht (B). Fiir die Detailansichten (C-E) wurde der
GroBlenparameter gegen die Zeit aufgetragen. Blaue Rechtecke kennzeichnen die als Detailansichten
vergroferten Ausschnitte. Zum Zeitpunkt 0 s wurde VapA bis zu einer Endkonzentration von
5 pg/ml injiziert. Die Messung erfolgte in 150 mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 6,5 bei 37 °C.
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Abbildung 5.18

Permeabilisierung einer DOPC:SM:Chol-Membran durch VapA beim pH-Wert 4,5. Aufgetragen
sind Stromstérke (schwarz) und angelegte Spannung (rot) fiir eine Ubersicht des Messverlaufs
(A) beziehungsweise zwei vergroBerte Ansichten (B, C). Fiir die Detailansichten (D-F) wurde der
Groflenparameter gegen die Zeit aufgetragen. Blaue Rechtecke kennzeichnen die als Detailansichten

vergroferten Ausschnitte. Zum Zeitpunkt 0 s wurde VapA bis zu einer Endkonzentration von
5 pg/ml injiziert. Die Messung erfolgte in 150 mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 4,5 bei 37 °C.
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sich schlieflich bei 60 mV angelegter Spannung aufschaukelten und zum Zusammenbruch
der Membran fiihrten.

An den Groflenparametern lasst sich ablesen, dass die definiert-transienten Lésionen
bei pH 4,5 durchaus gréflere Durchmesser erreichen kénnen als bei pH 5,5. Im Gegensatz
zu den Messungen bei pH 5,5 und besonders bei pH 6,5 wurden also durch VapA stérkere
undefinierte und definierte Lasionen verursacht. Die Kinetiken der Fluktuationen der
definierten Lésionen waren bei pH 4,5 schneller als bei pH 5,5, wihrend bei pH 6,5 keine
derartigen Lésionen beobachtet wurden.

Zu einem durch die Aktivitidt von VapA verursachten Zusammenbruch der Membran kam
es in allen Féllen, wobei beziiglich der Lebensdauern der Membranen nach VapA-Injektion
keine Tendenz erkennbar ist.

Bei einer Betragsdnderung der angelegten Spannung, beispielsweise in Abbildung 5.18
ersichtlich, ldsst sich anhand des Groflienparameters beziehungsweise der Leitfahigkeit
beurteilen, ob die Léisionen ein asymmetrisches Verhalten aufweisen. Dies wire ein Hinweis
auf eine asymmetrische Porengeometrie, beispielsweise eine Trichterform. In den meisten
Féllen, so auch in der in Abbildung 5.18 gezeigten Messung, war eine symmetrische
Charakteristik gegeben - der Gréflenparameter entsprach also vor dem Vorzeichenwechsel
exakt dem Niveau nach dem Vorzeichenwechsel. Lediglich in Ausnahmeféllen traten kleine
Diskrepanzen zwischen den Werten auf, was sich allerdings nicht auf einen besimmten
pH-Wert oder eine andere Bedingung zuriickfiihren lief. Daher ist es wahrscheinlicher, dass
die abrupte Spannungsénderung als solche in einigen Fallen einen zusédtzlichen Einfluss
auf die Leitfahigkeit der Membran nehmen kann, beispielsweise durch die Induzierung des
Offnens oder Schliefens einer stabileren Lésion.

5.6.4 Permeabilisierung freistehender Membranen durch VapA p12

Die auf ein 12 kDa grofles Fragment des Ursprungsproteins prozessierte Variante VapA p12
wurde hinsichtlich ihrer permeabilisierenden Aktivitdt mit VapA verglichen. Die Ergebnisse
werden anhand von zwei exemplarischen Messungen bei pH 6,5 beziehungsweise pH 5,5
erldutert, welche in den Abbildungen 5.19 beziehungsweise 5.20 dargestellt sind.

Bei pH 6,5 kam es bei VapA pl2, wie auch bei VapA, zu keinen nennenswerten
definiert-transienten Porenbildungen. In der dargestellten Messung betrugen die Betrige
der angelegten Spannung 20 mV beziehungsweise 40 mV. Mehrere stufenférmig-stabile
Léasionen, welche in den meisten Féllen stabil blieben, sind {iber den Verlauf der Messung
zu erkennen (siehe Abbildung 5.19B). Zudem traten undefiniert-heterogene Lésionen auf
(Abbildung 5.19C), bei 40 mV mit einer deutlich hoheren Privalenz als bei niedrigerer
Spannung. Beziiglich des Groflenparameters lasst sich kein nennenswerter Unterschied zu
den Messungen mit VapA bei pH 6,5 feststellen.

Auch die Aktivitdt bei pH 5,5 war im Fall von VapA pl2 vergleichbar mit den fiir
VapA angestellten Beobachtungen. In der in Abbildung 5.20 gezeigten Messung wurden
Spannungen zwischen 10 mV und 100 mV an die Membran angelegt. Bereits bei 20 mV
kam es 235 s nach VapA pl2-Injektion zu einer teilpermanenten Lision und anschliefenden
undefiniert-heterogenen Lésionen. Bei 50 mV (Abbildung 5.20B) traten definiert-transiente
Lasionen auf (Abbildung 5.20D) sowie undefiniert-heterogene Lésionen und stufenférmig-
stabile Lésionen.

In der zweiten Hélfte der Messung, bei 100 mV beziehungsweise —100 mV, zeigten sich
wiederum definiert-transiente und undefiniert-heterogene Léasionen entsprechend hoherer
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Abbildung 5.19

Permeabilisierung einer DOPC:SM:Chol-Membran durch VapA p12 beim pH-Wert 6,5. Aufgetragen
sind Stromstirke (schwarz) und angelegte Spannung (rot) fiir eine Ubersicht des Messverlaufs (A).
Fir die Detailansichten (B, C) wurde der Grofenparameter gegen die Zeit aufgetragen. Blaue
Rechtecke kennzeichnen die als Detailansichten vergréfierten Ausschnitte. Zum Zeitpunkt 0 s wurde
VapA pl2 bis zu einer Endkonzentration von 4,2 ug/ml injiziert. Die Messung erfolgte in 150 mM
NaCl, 5 mM HEPES, pH 6,5 bei 37 °C.

Amplitude (Abbildung 5.20C, E, F). Nach dem Vorzeichenwechsel der Spannung 1013 s
nach der Injektion von VapA pl2 dominierten die undefinierten Permeabilisierungen, es
kam allerdings nicht zu dem héufig beobachteten Aufschaukeln zu héheren Amplituden.
Wieder war die Nahordnung von Amplitude und Lebensdauer der definiert-transienten
Lésionen grofler als deren Fernordnung, was auf eine heterogene Natur der Permeabilisie-
rungen schliefen lisst.

Insgesamt konnten in diesem System somit keine nennenswerten Unterschiede zwischen
den Effekten von VapA und VapA pl2 festgestellt werden.

5.6.5 Permeabilisierung freistehender Membranen durch VapB

Das zu VapA strukturell dhnliche Protein VapB, welches in fiir Schweine virulenten
R. equi Stdmmen auftritt, wurde als weiteres Vergleichsprotein zu VapA auf seine Per-
meabilisierungsaktivitdt hin untersucht. Wie fiir VapA pl2 werden Unterschiede und
Gemeinsamkeiten an jeweils einer repréasentativen Messung beim pH-Wert 6,5 (Abbildung
5.21) und 5,5 (Abbildung 5.22) diskutiert.

Im Unterschied zu VapA und VapA pl2 fiihrte VapB bereits bei einem pH-Wert von 6,5
zu definiert-transienten Lésionen, und zwar schon 120 s nach der Injektion, wie Abbildung
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pH 5,5 - DOPC:SM:Chol - VapA p12
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Abbildung 5.20

Permeabilisierung einer DOPC:SM:Chol-Membran durch VapA p12 beim pH-Wert 5,5. Aufgetragen
sind Stromstérke (schwarz) und angelegte Spannung (rot) fiir eine Ubersicht des Messverlaufs
(A) beziehungsweise zwei vergroBerte Ansichten (B, C). Fiir die Detailansichten (D-F) wurde der
GroBlenparameter gegen die Zeit aufgetragen. Blaue Rechtecke kennzeichnen die als Detailansichten
vergroflerten Ausschnitte. Zum Zeitpunkt 0 s wurde VapA pl2 bis zu einer Endkonzentration von
4,2 pg/ml injiziert. Die Messung erfolgte in 150 mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 5,5 bei 37 °C.
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Abbildung 5.21

Permeabilisierung einer DOPC:SM:Chol-Membran durch VapB beim pH-Wert 6,5. Aufgetragen
sind Stromstérke (schwarz) und angelegte Spannung (rot) fiir eine Ubersicht des Messverlaufs
(A) beziehungsweise zwei vergroBerte Ansichten (B, C). Fiir die Detailansichten (D-F) wurde der
Groflenparameter gegen die Zeit aufgetragen. Blaue Rechtecke kennzeichnen die als Detailansichten
vergroferten Ausschnitte. Zum Zeitpunkt 0 s wurde VapB bis zu einer Endkonzentration von
6,7 pg/ml injiziert. Die Messung erfolgte in 150 mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 6,5 bei 37 °C.
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Abbildung 5.22

Permeabilisierung einer DOPC:SM:Chol-Membran durch VapB beim pH-Wert 5,5. Aufgetragen
sind Stromstirke (schwarz) und angelegte Spannung (rot) fiir eine Ubersicht des Messverlaufs (A).
Fiir die Detailansichten (B, C) wurde der Grofilenparameter gegen die Zeit aufgetragen. Blaue
Rechtecke kennzeichnen die als Detailansichten vergroferten Ausschnitte. Zum Zeitpunkt 0 s wurde
VapB bis zu einer Endkonzentration von 6,7 ug/ml injiziert. Die Messung erfolgte in 150 mM
NaCl, 5 mM HEPES, pH 5,5 bei 37 °C.

5.21D zeigt. Daneben kam es in grofer Dichte zu undefiniert-heterogenen Lésionen, die in
der zweiten Halfte der Messung beziehungsweise nach Erhohung der angelegten Spannung
auf 40 mV das Niveau des Stromsignals sukzessiv erhéhten. Dies fiihrte letztendlich zu
einem Zusammenbruch der Membran.

Bei einem pH-Wert von 5,5 dagegen geniigte eine Spannung von 20 mV, um massive
Stromfluktuationen in Form definiert-transienter und undefiniert-heterogener Léasionen zu
induzieren (Abbildung 5.22B, C). Im Anschluss an eine intensive teilpermanente Lasion
kam es zum Zusammenbruch der Membran.

Der Groflenparameter impliziert einen etwas grofieren Porendurchmesser der Einzelereig-
nisse bei Injektion von VapB. In anderen Messungen kam es auch zu stufenférmig-stabilen
Léasionen, sodass insgesamt die Natur der Permeabilisierungen nicht von der Aktivitéit
von VapA und VapA pl2 zu unterscheiden war.

VapB zeigte somit in den Experimenten im Unterschied zu den zuvor untersuchten
Proteinen schon beim héherem pH-Wert 6,5 definiert-transiente Lésionen.
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5.6.6 Porendurchmesser definierter Lasionen

Aus den Stromspuren der gezeigten Experimente wurden an verschiedenen Positionen die
Porendurchmesser abgeschitzt. Das Verfahren wird fiir vier Positionen von Messungen
mit VapA in Abbildung 5.23 demonstriert.

Die iiber Hé&ufigkeitshistogramme konkretisierten, diskreten Stromniveaus definier-
ter Lésionen wurden mit Gauss-Normalverteilungen angefittet und die so ermittelten
Erwartungswerte mit Hilfe von Formel 4.13 zur Ermittlung des entsprechenden Einzel-
porendurchmessers verwendet. Voraussetzung fiir die richtige Interpretation der Werte
ist, dass es sich in allen Féllen um einzelne Permeabilisierungsereignisse handelt, was
nicht das kollektive Zusammenwirken mehrerer Proteine an derselben Lésion ausschlief3t.
Die Einschrankungen, denen die auf Formel 4.13 gestiitzte Berechnung unterworfen ist,
wurden in Abschnitt 4.10.1 erldutert.

Die in Abbildung 5.23A analysierte Position stammt aus Abbildung 5.15C, einer Mes-
sung bei pH 5,5. Es sind Fluktuationen zwischen insgesamt drei verschiedenen diskreten
Stromniveaus zu erkennen, bei dem niedrigsten handelt es sich um das urspriingliche
Grundniveau. Uber den abgebildeten Zeitausschnitt verschiebt sich die Privalenz vom
niedrigen zum mittleren Stromniveau, wihrend das hohe Niveau einen sehr geringen Anteil
an der Gesamthéufigkeit der Zustdnde ausmacht und mit kiirzerer Lebensdauer auftritt.
Die resultierenden Differenzen zwischen den Erwartungswerten betrugen 1,33 pA und
1,45 pA, was theoretischen Porendurchmessern von 0,33 nm beziehungsweise 0,35 nm
entspricht.

Das folgende Beispiel in Abbildung 5.23B enthélt eine drei verschiedene diskrete Strom-
niveaus umfassende, stufenférmige Permeabilisierung, ebenfalls bei pH 5,5. Es ergeben
sich Stromdifferenzen von 1,35 pA und 1,9 pA und entsprechende Porendurchmesser
von 0,58 nm beziehungsweise 0,69 nm. Fiir Abbildung 5.23C resultieren (bei pH 4,5)
Porendurchmesser von 0,82 nm und 1,12 nm; fiir Abbildung 5.23 (bei pH 6,5) betrug der
Wert 0,34 nm.

Fiir die Messungen mit VapA wurden Durchmesser definiert-transienter und stufenfor-
mig-stabiler Lasionen fiir alle drei pH-Werte ermittelt, fiir VapA p12 und VapB lediglich
fir pH 5,5, und in Abbildung 5.24A als Boxplot-Diagramm dargestelltS. Die undefiniert-
heterogenen Lésionen sowie die teilpermanenten Lisionen wurden in diese Auswertung
nicht eingeschlossen”. Es ist eine klare Tendenz erkennbar, dass die Porengréfe fiir VapA
mit niedrigerem pH-Wert ansteigt. Wahrend beim pH-Wert 6,5 die Durchmesser in einem
schmalen Gréflenbereich liegen, ist die Streuung bei pH 5,5 und 4,5 grofler. Insbesondere
bei pH 5,5 treten Ausreifler in positiver Richtung auf.

Im Fall von VapA p12 lagen Mittelwert und Median etwas niedriger als bei VapA bei dem
entsprechenden pH-Wert. Die Streuung war insgesamt geringer, die kleinere Ausdehnung
der Box kann aber durch die niedrigere Anzahl der einbezogenen ermittelten Werte
begriindet sein. Ein wesentlicher Unterschied zwischen VapA und VapA pl12 kann somit
nicht festgestellt werden. Dagegen zeigt das Protein VapB etwas groffere Porendurchmesser
bei pH 5,5, allerdings fillt der Unterschied weniger deutlich aus als beim Vergleich zwischen

5Die in Abbildung 5.24A angegebenen Werte fiir n beziehen sich auf einzelne, wie in Abbildung 5.23
gezeigt ermittelte Porendurchmesser und sind somit nicht als Einzelereignisse, sondern als jeweils iiber
einen gewissen endlichen Zeitraum beobachtete Lésionen zu verstehen.

"Da beim pH-Wert 6,5 die definiert-transienten Lésionen wesentlich seltener auftraten und weniger
definiert waren als bei niedrigeren pH-Werten, haben die fiir die Auswertung gewéhlten Lésionen hier
in Anteilen Charakteristika undefinierter Lasionen.
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pH 5,5 - DOPC:SM:Chol - VapA - 60 mV pH 5,5 - DOPC:SM:Chol - VapA - 20 mV
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Abbildung 5.23

Bestimmung der Porengréfien beispielhafter Permeabilisierungen durch VapA. Fiir représentative
Ausschnitte der Stromspuren (jeweils links) mit diskreten Stromniveaus als Indiz fiir definierte
Porenbildung wurden die Haufigkeitsverteilungen dargestellt (jeweils rechts). Die Histogramme
wurden mit mehreren Gauss-Normalverteilungen gefittet (rot), auflerdem ist die kumulativ ange-
passte Gesamtkurve dargestellt (rot). Zu den Gaussprofilen sind die jeweiligen Erwartungswerte
angegeben, deren Differenzen zur Berechnung von Einzelkanalleitf&dhigkeiten und Porengréfien ver-
wendet wurden (sieche Abbildung 5.24). Die gezeigten Stromspuren finden sich wieder in Abbildung
5.15C (A), Abbildung 5.16C (B), Abbildung 5.18E (C) beziehungsweise Abbildung 5.17D (D).
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Abbildung 5.24
Vergleich der Porengréfien fiir VapA
bei verschiedenen pH-Werten und
- fiir VapA p12 und VapB bei pH 5,5
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verschiedenen pH-Werten. In allen Fallen war die Entfernung des Maximalwerts von der
Box grofler als die Entfernung des Minimalwerts, es gibt also eine stdrkere Tendenz zu
vereinzelten grofferen Porendurchmessern als zu kleineren.

Durch Division der einzelnen Porendurchmesser durch den jeweiligen Gruppenmittelwert
(entsprechend den roten Quadraten in Abbildung 5.24A) wurden die Werte fiir VapA bei
den pH-Werten 6,5, 5,5 und 4,5 in eine gemeinsame Verteilung mit dem Mittelwert 1
zusammengefithrt. Die Werte der drei dabei erzeugten Verteilungen wurden in Abbildung
5.24B gemeinsam gegen die zwischen VapA-Injektion und Porenereignis verstrichene
Zeitspanne aufgetragen. Eine lineare Kurvenanpassung fithrte zu dem Zusammenhang

%, = (0,055 +0,016) - £ + (0,34 £ 0, 22) (5.1)

zwischen verrechnetem Porendurchmesser djp und Inkubationszeit t. Somit steigt mit
zunehmender Inkubationszeit der mittlere Durchmesser der durch VapA verursachten
definierten Lésionen leicht an.
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Die primére Funktion natiirlicher Membranen ist die Abgrenzung des innen Liegenden
gegen das aussen Liegende. Fiir die in dieser Arbeit betrachtete Thematik betrifft das
einerseits das Bakterium R. equi, dessen ,Innereien“ durch eine Membran umschlossen
und dadurch zu einem lebenden Organismus vereint werden und andererseits das Phago-
som, welches einen intrazelluldren und durch die umgebende Membran abgeschlossenen
Verdauungsapparat fiir unerwiinschte Einzeller bildet. Wie wir in Kapitel 2 gesehen haben,
gehen die Aufgaben von Membranen jedoch weit dariiber hinaus. Insbesondere fiir die
Phagosomenmembran besteht die Notwendigkeit, einen stdndigen Kontakt und Austausch
mit vesikuldren Strukturen aufrecht zu erhalten und damit den notwendigen Austausch von
Membran- und Lumenkomponenten zu gewahrleisten - und andererseits sich in geeignetem
Mafle vor Manipulationen zu schiitzen.

Um die Funktionalitdt einer Membran beeinflussen oder ausser Kraft setzen zu koénnen,
ist es notwendig, mit der Membran zu interagieren. Dies gilt sowohl fiir das Wechsel-
spiel des menschlichen Immunsystems mit Krankheitserreger umgebenden Membranen
als auch fiir die Manipulation von humanen Membranen durch Krankheitserreger. Das
Phagosom bildet diesbeziiglich ein bemerkenswertes Kompartiment, schliefflich kommt es
hier zwischen isolierten Krankheitserregern und dem Immunsystem zu einem fokussierten
Uberlebenskampf.

Anhand der Ergebnisse zur Wechselwirkung von VapA mit rekonstituierten Membranen
wird in diesem Kapitel ein moglicher Wirkmechansimus vorgeschlagen, welcher es VapA
ermoglicht, den Prozess der Phagosomenreifung mafigeblich zu modifizieren und damit
zum Uberleben des Bakteriums R. equi im Phagosom beizutragen. Die Reihenfolge der
diskutierten Ergebnisse ist an den in Abschnitt 6.5 ausformulierten Wirkmechanismus
angelehnt.

Abschnitt 6.1 behandelt die Bindung des Proteins an Modellmembranen anhand der
Ergebnisse der Biosensorexperimente und Kapazitédtsmessungen, zuséitzlich geht es um
die Beeinflussung der mechanischen Membraneigenschaften. Anschlieend werden die
mit Fluoreszenzspektroskopie und Filmwaage gesammelten Ergebnisse zur Interkalation
und einem méglichen Einfluss auf Membranfusionsereignisse in Abschnitt 6.2 diskutiert.
Die Organisation der Proteine an Modellmembranen und die Beeinflussung von deren
Doménenstruktur wird in Abschnitt 6.3 anhand der rasterkraftmikroskopischen Ergebnisse
besprochen. Schliefllich werden die elektrophysiologischen Daten zur Interpretation der
Permeabilisierung von Modellmembranen in Abschnitt 6.4 herangezogen. Abgeschlossen
wird die Diskussion durch eine Zusammenfassung der einzelnen Ergebnisse zu einem
moglichen Wirkmechanismus von VapA an Phagosomenmembranen oder anderen fiir die
Phagosomenreifung relevanten Membranen in Abschnitt 6.5.
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6.1 Die Bindung von VapA an Modellmembranen und deren
Rigidisierung

Die Voraussetzung oder der erste Schritt einer Interaktion besteht meist in der Anndhrung
der beiden Interaktionspartner. Es besteht allerdings die weitere Moglichkeit, dass die
Wechselwirkung zwischen Protein und Membran indirekt stattfindet, also prinzipiell
ohne die rdumliche Néhe der Interaktionspartner auskommt [Borner et al., 1994]. In
der vorliegenden Arbeit wurde ausschliellich der Fall betrachtet, dass das im Phagosom
freigesetzte, bakterielle Protein VapA durch Diffusion in die Ndhe der Wirtsmembran
gelangt.

Die folgende Bindung eines Proteins an der Membran kann unterschiedlicher Natur
sein, wie in Abbildung 6.1 veranschaulicht wird. Ein hdufiger Mechanismus, welcher auch
fiir viele AMPs beschrieben wird [Shai, 2002], ist die Bindung durch elektrostatische
Wechselwirkung. Daneben werden die {iber Lipidmodifikationen des Proteins vermittelte
Bindung, die spezifische Bindung an spezielle Membranlipide und die Bindung tiber hydro-
phobe Wechselwirkungen zwischen aromatischen oder hydrophoben Aminoséureresten des
Proteins und den Membranlipiden beschrieben [Anderluh und Lakey, 2008]. Dabei wird
der Begriff Bindung im Sinn einer peripheren Anlagerung an die Membran verstanden
und so von der Integration oder Interkalation der Proteine zwischen die Membranlipide
abgegrenzt. Bindende Proteine konnen anhand ihrer sich einstellenden Nahe zur Membran
nach Cho und Stahelin [2005] in die drei Klassen S-Typ-, I-Typ- und H-Typ-Proteine
unterteilt werden. Wahrend S-Typ-Proteine hauptséchlich mit den Kopfgruppen der Mem-
branlipide interagieren und sich auflerhalb der die Membran umgebenden Hydratschicht
befinden, dringen I-Typ-Proteine in die Hydratschicht, H-Typ-Proteine sogar zwischen die
Kopfgruppen der Lipide und interagieren sowohl mit den Kopfgruppen als auch mit der
Fettsaurekettenregion [Cho und Stahelin, 2005].

Mit dem Biosensor wurden zunéchst ungeladene und geladene Membransysteme bei
pH 6,5 verglichen (siehe Abbildung 5.1, Abschnitt 5.1.1). Der Zusammenhang der Mess-
variablen Phase und Amplitude wurde fiir diese Messungen in Abbildung 6.2 weiter
herausgearbeitet. Die dhnlich verlaufenden Lipidinjektionen fithren zu einer Kombination
aus Massenbelegung (Phase) und Fluidisierung (Amplitude). Im Fall der Kontrolle bleiben
wéahrend der Pufferinjektion beide Parameter konstant (in den Abbildungen nicht gezeigt),
die anschliefende Bindung von VapA an die Funktionalisierung zeigt relativ zur Massenbe-
legung eine geringere Fluidisierung. Der Effekt von VapA auf die Membranen unterscheidet

Abbildung 6.1

A B C D Bindung von Proteinen an der Mem-
branoberflache. Mogliche Mechanis-
men sind die elektrostatische Bin-
dung (A), die Bindung durch Li-
pidmodifikation des Proteins (B),
die spezifische Bindung an bestimm-
te Membranlipide (C) sowie die hy-
drophobe Wechselwirkung zwischen
Aminosédureresten des Proteins und
der Membran. Modifiziert nach An-
derluh und Lakey [2008].
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" VapA Injektion Abbildung 6.2
1,0 |- &7 ) Beziehung von Phasensignal und

Amplitudensignal fiir die Biosen-
sormessung aus Abbildung 5.1.
Die Anderung des Amplituden-
signals ist gegen die Anderung
des Phasensignals aufgetragen,
dafiir wurde jeweils der erste
Datenpunkt auf 0 beziehungsweise
1 verschoben. Dargestellt ist der
Verlauf von Liposomeninjektion
und VapA-Injektion (grofles Bild)
beziehungsweise der Verlauf der
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sich dagegen von dem typischen Verhalten einer reinen Erhéhung der fluiden Masse auf
dem Chip. Es findet eine Bindung an die Membranen statt, dariiber hinaus kommt es zu
einer Rigidisierung, welche bei der ungeladenen Membran sehr stark ausgeprégt ist. Auf
der geladenen Membran verhélt sich VapA &hnlich wie auf der reinen Funktionalisierung
des Sensorchips - sowohl Bindung als auch Fluidisierung sind etwas schwécher als bei der
Kontrolle. Dies deutet auf eine stirkere Bindung des Proteins an geladene Membranen
hin, wenngleich die unterschiedliche Ausprigung der Phasensignale teilweise auf einen
Beitrag der Rigidisierung zuriickzufiihren ist.

Die geméafigte Bindung von VapA an Membransysteme zeigt, dass generell eine Affinitat
des Proteins fir die Anlagerung an Membranen besteht. Es ist dariiber hinaus anzunehmen,
dass ein Aspekt des Wirkmechanismus, zumindest unter bestimmten Bedingungen, eine
deutliche Rigidisierung der intrazelluliren Membranen ist. Von diesem Effekt kénnen
prinzipiell verschiedene mechanische Eigenschaften der Phagosomenmembran betroffen
sein. Moglich sind unter anderem die Verringerung der Mobilitdt von Membranlipiden und
-proteinen sowie die Beeinflussung des Lateraldruckprofils. In der Konsequenz kénnte es
damit zu einer Beeintrichtigung der Fusionsfahigkeit der Membran kommen und zu einer
Beeinflussung der Kinetik fiir die Phagosomenreifung relevanter molekularer Prozesse.

Die Verdnderung des Effekts beziiglich Bindung und Rigidisierung bei Modifizierung
der Lipidzusammensetzung zeigt, dass die Wirkung von VapA abhéngig von der Zusam-
mensetzung der Membran ist. Einerseits dndert sich, wie wir in Abschnitt 3.3 gesehen
haben, wihrend der Phagosomenreifung die Zusammensetzung der Membran [Haas, 2007],
wobei bisher nur wenige Informationen iiber den genauen Verlauf dieses Prozesses bekannt
sind. Dies konnte einen an den Fortschritt der Phagosomenreifung angepassten Effekt
von VapA bedingen. Bezogen auf die verschiedenen intrazellulairen Membranen ist die
Lipidspezies PS in der Plasmamembran mit etwa 10% am stérksten vertreten (siehe
Abbildung 2.12), welche den Ursprung der Phagosomenmembran bildet. Nach einer Studie
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von Desjardins et al. [1994a] verfiigt auch die Phagosomenmembran iiber knapp 10%
PS mit im Laufe der Phagosomenreifung steigender Tendenz. Daher ist eine gewisse
Spezifitdt von VapA fiir die Phagosomenmembran denkbar. Da sich PS vornehmlich auf
der Innenseite der Plasmamembran befindet [Eeman und Deleu, 2010], wird es sich zu
Beginn der Phagosomenreifung eher im &dufleren Lipidlayer der Phagosomenmembran
befinden, kénnte allerdings beispielsweise durch Flippasen nach und nach in den inneren
Layer gelangen.

Die Messungen mit den Lipidmischungen DOPC:PS und PS beim pH-Wert 6,5 (Ab-
bildung 5.2, Abschnitt 5.1.2) zeigen, dass eine weitere Erhéhung des PS-Anteils iiber
10% des Gesamtlipids keine erkennbare Auswirkung auf die Bindung von VapA hat.
Durch die erhéhte VapA-Konzentration kam es sowohl auf der Funktionalisierung als
auch an den Membranen zu einer verstirkten Bindung, wobei die Bindungszunahme
auf der Funktionalisierung ausgeprigter war. Einen deutlichen Unterschied zwischen
den verschiedenen PS-Anteilen lésst die Verdnderung der Amplitudensignale erkennen.
Wihrend die Amplitude fir die 10% PS enthaltende Membran einer sehr schwachen
Fluidisierung entspricht, fithrte VapA im Fall der reinen PS-Membran zu einer stérkeren
Fluidisierung, vergleichbar mit der Kontrolle. Fiir die Bindung von VapA im Sinn einer
Immobilisierung auf der Membran, durch welche das Protein nachfolgend seine Wirkung
entfalten kann, tritt eine Abhéngigkeit vom PS-Gehalt offensichtlich eher bei niedrigen
PS-Konzentrationen auf. Andererseits scheint die Tendenz, eine niedrigere Fluidisierung
pro Massenbelegung zu verursachen beziehungsweise die Membran zu rigidisieren, fiir die
untersuchten Lipidmischungen mit zunehmendem Neutrallipidgehalt anzusteigen. Diese
Folgerungen sollten durch ergéinzente Messungen gestiitzt werden.

Die beiden Lipidmischungen mit 10% PS und 100% PS wurden ebenfalls bei pH 4,5
untersucht (Abbildung 5.3, Abschnitt 5.1.2). Die Beobachtungen waren ein durch VapA
vermittelter, mit dem Effekt bei pH 6,5 vergleichbarer Anstieg des Phasensignals bei
der PS-Membran, eine temporére Fluidisierung mit vollstandiger Dissoziation sowie ein
insgesamt geringerer Effekt von VapA auf die DOPC:PS-Membran. Die als Kontrolle
dienende VapA-Injektion auf die PLL-Funktionalisierung fithrte bei pH 4,5 zu einer
niedrigeren Massenbelegung und - im Gegensatz zu der Kontrolle bei pH 6,5 - zu einer
leichten und ebenfalls temporéren Rigidisierung. Da die Nettoladung von VapA His6 bei
neutralem pH-Wert —5 eg betragt und der isoelektrische Punkt bei 6,08 liegt, kommt es
zwischen den untersuchten pH-Werten 6,5 und 4,5 zu einem Ubergang von einer negativen
Nettoladung zu einer positiven Nettoladung der VapA-Molekiile (siche Tabelle 4.3). Die
Nettoladung von PS bleibt in dem betrachteten Bereich aber negativ [Abramson et al.,
1964]. Damit lasst sich eine modifizierte Wechselwirkung zwischen VapA und PS-haltigen
Membranen sowie eine stirkere Abhéngigkeit der Bindung von einem steigenden PS-Anteil
der Lipidmischung erkldren (vergleiche [Kéhler et al., 1997]). Ebenso wird aber klar, dass
die Bindung nicht allein auf elektrostatische Wechselwirkung zuriichgefiihrt werden kann,
ansonsten fiele die Bindung beim pH-Wert 6,5 geringer aus als bei pH 4,5. Im Kontext
der Phagosomenreifung spielt somit der abnehmende pH-Wert eine wichtige Rolle im
Sinn einer modifizierten Wechselwirkung zwischen VapA und der Phagosomenmembran.
Der Vergleich der Messbedingungen im Flusssystem des Biosensors mit der Situation
im Phagosom zeigt, dass die Dissoziation der Messsignale eine untergeordnete Rolle
spielt. Erstens ist eine starke Konzentrationsabnahme des Proteins in Lésung wenig
wahrscheinlich und zweitens werden die durch den Pufferfluss auf die auf dem Sensorchip
immobilisierten Proteine wirkenden Scherkréfte in diesem Ausmaf nicht auf die Proteine
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an der Phagosomenmembran wirken. Es ldsst sich aber an den Ergebnissen ablesen, dass
ein moglicherweise vom pH-Wert abhéngiger Anteil der gebundenen Proteine stabil gegen
entsprechende von auflen wirkende Kréfte ist.

Die Ergebnisse zur Beeinflussung der Kapazitat ungeladener Membranen (siehe Abbil-
dung 5.14, Abschnitt 5.6.1) unterstiitzen die Beobachtung einer deutlichen, aber nicht
starken Bindung von VapA. Wahrend eine der gezeigten Messkurven eine gleichméflige
Verringerung der Kapazitét zeigt, weist die zweite Kurve ein Mininmum des Kapazitats-
wertes auf, gefolgt von einem leichten Anstieg des Signals. Der pH-Wert des Mediums lag
mit 5,5 bei diesen Experimenten bereits unter dem isoelektrischen Punkt von VapA. Im
Unterschied zu den oben diskutierten Biosensormessungen lag hier das Protein wahrend
des gesamten Messverlaufs in der Losung vor und einmal gebundene Proteine waren
keinen durch Pufferstromungen verursachten, mechanischen Kraften ausgesetzt. Neben
der Dicke des freistehenden Bilayers ist die Kapazitiat abhéngig von Fliche und Zu-
sammensetzung der Membran (siche Formel 2.9) [Gutsmann et al., 2001a]. Bei einer
gleichméfiigen Bedeckung einer Membran mit Proteinen wiirde sich sowohl die Dicke
als auch die Zusdammensetzung des Systems dndern. Eine durch Proteine induzierte
Modifizierung von mechanischen Membraneigenschaften kénnte ebenso einen Einfluss auf
die Dicke der Membran und damit auf die Kapazitédt haben, und schliellich kann auch die
Anderung der Permeabilitit zu Kapazititsverdnderungen fithren. Da, wie in Abschnitt
6.4 diskutiert wird, die Permeabilisierung in diesem System in den meisten Féllen erst
verzogert einsetzte und sich intensivierte, ist eine alleinige Zuriickfiihrung der Reduzierung
der Kapazitiat auf eine Membranpermeabilisierung unwahrscheinlich. Somit kann auf einen
Anstieg der Dicke des Bilayers, verursacht durch die Bindung von VapA, in Kombination
mit einer Anderung der relativen Permittivitit der Membran geschlossen werden.

Es wurde schon argumentiert, dass elektrostatische Interaktionen zwar einen Anteil an
der Bindung von VapA an Membranen haben mogen, allerdings nicht ausschliefllich dafiir
verantwortlich gemacht werden kénnen. Weitere denkbare Mechanismen der Bindung
sind in Abbildung 6.1 gegeben. Da die kovalent an VapA gebundene Lipidmodifikationen
[Tan et al., 1995], wie in Abschnitt 3.6 ausgefiihrt, mit groer Wahrscheinlichkeit bei der
Prozessierung von VapA zu VapA pl2 abgespalten wird, konnte die Prozessierung einen
Einfluss auf den Bindungsprozess haben und damit die gesamte Interaktion beeinflussen.
Diese Vermutung kann mit ergdnzenden Bindungsmessungen mit der prozessierten Form
VapA pl2 untersucht werden. Der Einfluss auf die mechanischen Membraneigenschaften
spricht dafiir, dass VapA zu den I - oder H-Typ Proteinen gehort. Insbesondere die
Integration von Lipidmodifikationen oder Aminosédureresten des Proteins zwischen die
Membranlipide kann einen Einfluss auf die mechanischen Membraneigenschaften haben
und je nach Geometrie und Eigenschaften der eingebauten Region zu einer Rigidisierung
oder einer Fluidisierung fithren, wie Wiese et al. [2003] fiir AMPs ausfithren. Die bei einem
groflen Anteil ungeladener Lipide verstirkt auftretende Rigidisierung der Membran kann
demnach die Folge einer von der Lipidzusammensetzung abhéngigen unterschiedlichen
Anordnung der Proteine auf beziehungsweise in der Membran sein.

Inwieweit die Bindung von VapA mit einer Interkalation zwischen die Membranlipide
einhergeht oder diese nach sich zieht, wird im folgenden Abschnitt diskutiert.
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Abbildung 6.3

Wirkmechanismen antimikrobieller Peptide. Der erste Schritt (oben) der dargestellten Mechanismen
besteht in einer Bindung der Peptide (Zylinder) an die Membran. Beim Aggregat-Modell (A) wird
die Membran durch Bildung von Peptid-Lipid-Aggregaten destabilisiert, wobei die Orientierung
der Peptide variiert. Das Toroidal-Pore-Modell (B) beschreibt die Bildung einer Pore durch den
Einbau der Peptide senkrecht zur Membranoberfliche. Neben den Peptiden wird die Pore von
Membranlipiden ausgekleidet. Im Barrel-Stave-Modell (C) wird ebenfalls eine Pore gebildet, die
allerdings ausschliefflich von Peptiden ausgekleidet wird. Das Carpet-Modell (D) geht von der
Bedeckung der Membran durch einen Teppich aus Peptiden aus, welche bei Erreichen einer kritischen
Konzentration die Integritdt der Membran stéren und durch Aggregation mit Membranlipiden
Lésionen verursachen. Modifiziert nach Jenssen et al. [2006].

6.2 Die Interkalation von VapA in Modellmembranen

Fiir viele membranaktive Substanzen, allen voran AMPs, bildet die Interkalation einen
wichtigen Interaktionsschritt fiir eine nachfolgende Membranpermeabilisierung beziehungs-
weise eine Manipulation der Membranfunktion.

Die geldufigsten Wirkmechanismen von AMPs, welche sich in Abbildung 6.3 wiederfinden,
sind das Aggregat-Modell, das Toroidal-Pore-Modell (Ring-Poren-Modell), das Barrel-
Stave-Modell (Fassdauben-Modell) und das Carpet-Modell (Teppich-Modell) [Brogden,
2005; Jenssen et al., 2006]. In allen Féllen ist die in Abschnitt 6.1 thematisierte Bindung
an die Membran der erste Schritt der Interaktion, und in allen Féllen ist der finale
Zustand der einer permeabilisierten oder destrukturierten Membran. Zum Erreichen
dieses finalen Zustands ist flir das Toroidal-Pore-Modell und das Barrel-Stave-Modell
eindeutig die Interkalation der Peptide in die Membran zur Bildung einer definierten Pore
notwendig. Beim Aggregat-Modell bewirkt die Interkalation dagegen eine Destabilisierung
der Membran durch weniger definiert in die Membran eingebaute Peptide. Einzig das
Carpet-Modell macht keine konkrete Aussage zu einer Interkalation, obgleich beispielsweise
fiir das a-helikale Peptid LL-37 eine Interkalation parallel zur Membranoberfliche zwischen
die Kopfgruppen der Membran vorgeschlagen wurde [Henzler-Wildman et al., 2004].
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Sind die Wirkmechanismen von Proteinen auch sehr vielféltig, so konnte doch fiir viele
Proteine mit membranassoziierten Funktionen eine Membraninterkalation gezeigt werden
[Wiese et al., 1997; Gutsmann et al., 1999, 2001b]. Dass die Interkalation von VapA
sich nicht ohne Weiteres mit diesen Beispielen vergleichen lasst, wird sich im Folgenden
herausstellen.

Die in Abbildung 5.4 dargestellten Ergebnisse zur Interkalation von VapA in Membranen
der Zusammensetzungen DOPC:SM:Chol und DOPC:SM:Chol:PS bei den pH-Werten
6,5 und 4,5 (Abschnitt 5.2.1) zeigen, dass in keinem Fall eine detektierbare Interkalation
in SUVs stattfand. Im Vergleich interkalierte das Cathelicidin-Fragment LL-32 (siehe
Abschnitt 4.4) in allen Féllen in die Vesikel, wobei sowohl die Anwesenheit von PS als
auch die Absenkung des pH-Werts einen verstirkenden Einfluss auf die Interkalation hatte.
Dass negative Ladungen der Membran einen begiinstigenden Einfluss auf Bindung und
Interkalation von positiv geladenen, amphiphilen AMPs haben, was zu deren Spezifitéit
fiir die haufig negativ geladenen, dufleren Membranen von Bakterien fiihrt, ist hinreichend
bekannt [Shai, 2002]. Im Zusammenhang mit der Phagosomenreifung mag eine erhéhte
Aktivitdt der Peptide mit sinkendem pH-Wert durchaus ihre Daseinsberechtigung haben,
wobei angemerkt werden sollte, dass die primére Zielstruktur der kérpereigenen AMPs
im Phagosom die duflere Membran des eingeschlossenen Krankheitserregers ist. Eine
Funktion der Peptide an der Phagosomenmembran, welche mutmaflich dem Fortschreiten
der Phagosomenreifung dienlich sein konnte, kann dabei allerdings nicht ausgeschlossen
werden.

Die ausbleibende oder allenfalls sehr schwache Interkalation von VapA in die Vesikelmem-
branen, auch iiber den langen Zeitraum von iiber 30 Minuten, stellt vor dem Hintergrund
einer deutlichen Bindung und einer ausgepriagten Permeabilisierung und Beeinflussung der
Membran eine ungewohnliche Eigenschaft von VapA dar. Das Protein unterscheidet sich
dadurch von den bekannten Wirkmechanismen membranpermeabilisierender Substanzen,
insbesondere AMPs. Fiir das Protein BPI (Bactericidal Permeability-Increasing Protein)
konnte beispielsweise eine Interkalation in die Membran fiir eine Rigidisierung der Fett-
saureketten verantwortlich gemacht werden [Wiese et al., 1997]. Ein weiteres Beispiel
ist das Protein LBP, welches in Abhéngigkeit der negativen Ladung an rekonstituierte
Membranen bindet und in diese interkaliert [Gutsmann et al., 2001b].

Fiir die schwache Interkalation von VapA konnte die unnatiirlich starke Membrankriim-
mung der SUVs verantwortlich sein, allerdings fithrte auch die Verwendung von GUVs fiir
das FRET-Protokoll nicht zu einer detektierbaren Interkalation. Tatsache ist trotzdem,
dass die im Phagosom freigesetzten Proteine mit einer nach innen tendenziell negativ
gekriimmten Membran interagieren, die Vesikel in dem verwendeten Versuchsprotokoll
dagegen eine nach auflen positive Krimmung aufweisen.

Auch eine Induktion von Vesikelfusionen konnte fiir VapA nicht festgestellt werden
(Abschnitt 5.2.2). Die entsprechenden Messungen wurden in Abbildung 5.5 zusammen-
gefasst. Dies bedeutet, dass die mit der Bindung einhergehenden, im vorigen Abschnitt
diskutierten Anderungen der mechanischen Membraneigenschaften nicht zu einer Erho-
hung der Tendenz der Lipide fithren, Membranfusionen zu bilden. Vorstellbar ist auf der
anderen Seite aber eine durch VapA verursachte Verringerung dieser Tendenz, woriiber die
Ergebnisse keine Aussage zu treffen erlauben. Einen Hinweis auf ein solches Verhalten stellt
die beobachtete Rigidisierung dar (vergleiche [Cevc und Richardsen, 1999]). Fiir die Pha-
gosomenreifung kénnte die Konsequenz in einer Hemmung von Fusions- beziehungsweise
Kiss-and-run-Prozessen bestehen.
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Anders als bei der Interkalation zeigte auch LL-32 keine signifikante Induktion von
Fusionsereignissen zwischen den Vesikeln. Die beobachteten schwachen Signaldnderungen
sind wahrscheinlich nicht auf Fusionen zuriickzufiihren, sondern eine indirekte Folge
anderer durch VapA verursachter Membraneffekte, zu deren Untersuchung das verwendete
FRET-Protokoll nicht geeignet ist.

An der Filmwaage wurde die Verdnderung der mittleren Fliche pro Lipidmolekiil eines
DOPC:SM:Chol-Monolayers an der Grenzfliche zwischen Puffer und Luft nach einer
VapA-Injektion bei konstant gehaltenem Lateraldruck aufgenommen (siehe Abbildung 5.6,
Abschnitt 5.3). Der pH-Wert des Mediums betrug 6,5. Dabei wurde der Effekt von
VapA auf Membranen der Lateraldriicke 10 mN/m und 20 mN/m verglichen. Eine
Interkalation der Proteine zwischen die Molekiile der Monolayer wiirde in diesem System
zu einem Anstieg der mittleren Molekiilfliche pro Lipidmolekiil fithren. Bei 20 mN/m
konnte keine Interkalation verzeichnet werden, die mittlere Molekiilfliche nahm sogar
in einigen Féllen im Anschluss an die VapA-Injektion mit einer langsamen Kinetik ab.
Der Wert von 20 mN/m befindet sich in dem in der Literatur angegebenen Bereich
des bilayerdquivalenten Lateraldrucks (vergleiche Abschnitt 4.8), der Lateraldruck ist
ein Maf} fiir die Packungsdichte der Molekiile im Monolayer. Denkbare Mechanismen,
welche zu der beobachteten, leichten Reduzierung der Molekiilfliche fithren konnten,
sind die Verdnderung bestimmter mechanischer Eigenschaften beziehungsweise die zu
einer geringeren Beweglichkeit der Lipidmolekiile fithrende Beeinflussung der Lipidphase.
Fine weitere Moglichkeit ist die Entfernung von Lipidmolekiilen aus der Membran, was
beispielsweise fiir den Peptidwirkmechanismus nach dem Carpet-Modell beschrieben wird
(siehe oben, Abbildung 6.3).

Eine Verringerung des Lateraldrucks auf 10 mN/m und damit der Packungsdichte der
Lipide fithrte zu dem Auftreten einer deutlichen Interkalation von VapA in den Mono-
layer, welche im zeitlichen Verlauf der Messungen zunahm (Abbildung 5.6, graue Kurve).
Dies zeigt erstens, dass eine Interkalation stattfinden kann und zweitens, dass diese von
mechanischen Eigenschaften der Membran abhéngig ist - dies spricht auch fiir die ange-
sprochene Abhéngigkeit von der Membrankriimmung. Bezogen auf den Effekt von VapA
auf die Phagosomenmembran ist es moglich, dass die fiir eine Interkalation notwendigen
Voraussetzungen durch die gegebene Heterogenitit biologischer Membranen per se lokal
vorliegen oder durch andere Proteine oder Prozesse geschaffen werden. Dies kénnte den
Ubergang der an die Membranoberfliche gebundenen Proteine von einem passiven in
einen aktiven Zustand beziehungsweise in einen Zustand modifizierter Wechselwirkung mit
der Membran auslésen. Fiir AMPs wurde ein solcher Ubergang von einem gebundenen,
passiven Oberflaichenzustand zu einem aktiven, porenbildenden Zustand von Chen et al.
[2003] beschrieben, wobei als Ursache fiir den Ubergang das Erreichen einer kritischen
Peptidkonzentration verantwortlich gemacht wird [Huang, 2000; Chen et al., 2003]. Die
Strategie, abhéngig von unterschiedlichen Umgebungsbedingungen, wozu auch die eigene
Konzentration gezahlt werden kann, die Art der Interaktion mit der Membran anzupassen,
ist auch fiir VapA denkbar.

Da das wahrscheinlich durch Lipidmodifikationen in der Bakterienmembran verankerte
Protein VapA in das Phagosom freigesetzt wird und somit im Lumen des Phagosoms
l16slich sein muss, gehort es nicht zu den klassischen Membranproteinen. Letztere zeich-
nen sich durch eine Instabilitdt nach der Extraktion aus der Membran aus [Scott et al.,
2013], wonach im Umkehrschluss eine vollstandige, membrandurchspannende Interkala-
tion von VapA unwahrscheinlich erscheint. Die beobachtete Interkalation bei niedrigem
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Lateraldruck kann damit eher einer partiellen Einstiilpung beziehungsweise Integration
der Proteine in das Geflige der Membranlipide entsprechen. Ob fiir die Interkalation
die Lipidzusammensetzung der Membran eine Rolle spielt, lasst sich nicht abschliefend
beantworten, denn die Messungen mit DOPC:SM:Chol:PS-Membranen fithrten zu einem
mit den ungeladenen Monolayern vergleichbaren Ergebnis. Eine spezifische Beteiligung
weiterer Membranlipide kann in weiterfiihrenden Messungen untersucht werden. Die In-
terkalation des mykobakteriellen Membranlipids TDM in die Phagosomenmembran mit
dem Ziel der Einflussnahme auf den Verlauf der Phagosomenreifung findet beispielsweise
durch Vermittlung durch das Lipid PI statt [Almog und Mannella, 1996]. TDM braucht
allerdings fiir eine Beeinflussung der Phagosomenreifung nicht notwendigerweise in die
Membran interkalieren [Axelrod et al., 2008].

Die Diskussion der Anordnung und Organisation von VapA an der Phagosomenmembran
wird im folgenden Abschnitt anhand der rasterkraftmikroskopischen Messungen fortgesetzt.
Ein weiterer Aspekt ist die Beeinflussung der Struktur von Lipiddomé&nen durch VapA.

6.3 Die Organisation von VapA an Modellmembranen und die
Beeinflussung der Doma@nenstruktur

Wie wir in Abschnitt 2.7 gesehen haben, sind Doménen ein essentieller Bestandteil von
natiirlichen Membranen und deren Komplexitit sowie funktioneller Heterogenitét. Da den
meisten Proteinen eine Préiferenz fiir die Interaktion mit bestimmten Lipiddoménen eigen
ist, iiben mit Membranen interagierende Proteine im Allgemeinen eine Wirkung auf das
Phasenverhalten der Lipidmolekiile aus. Zudem kann durch Aggregation mit Lipidmolekii-
len, die Katalyse von Lipidmodifikationen [Zhao et al., 2007] oder selektive Vesikelbildung
[Mukherjee und Maxfield, 2004] die lokale Lipidzusammensetzung der Membran variiert
werden. Speziell ist auch ein Einfluss auf die Eigenschaften der Domé&nengrenzen moglich,
was sich sowohl auf die Doménenstruktur als auch auf Abschniirungs- und Fusionsprozesse
auswirken kann [Lipowsky, 2002].

Der bei 10 mN/m iibertragene LB-Film (Abbildung 5.7A-C, Abschnitt 5.4.1) zeigt einen
ausgedehnten L,-Bereich, in welchem sich relativ gleichméfig verteilt L,-Mikrodoménen
befinden. Auflerdem ist eine L,-Doméne mit 4 bis 5 pm Durchmesser sichtbar, die iiber
eine netzartige Unterstruktur verfiigt. Insgesamt machen die L,-Bereiche einen deutlich
grofleren Teil der Probenfliche aus als die L,-Doménen. Im Vergleich mit dem Verhéltnis
45% : 45% : 10% der eingesetzten Lipide DOPC, SM und Chol fillt auf, dass nicht
alle SM und Chol-Molekiile an der Bildung von L,-Doménen beteiligt sein kénnen. Da
das Cholesterol mit 10% einen deutlich geringeren Anteil der Lipidmischung ausmacht,
erscheint die Moglichkeit, dass SM und Chol in einem gilinstigen molaren Verhéltnis
Lo-Doménen ausbilden und das tberschiissige SM in der L,-Phase verbleibt. Das von
Kahya et al. [2003] erstellte Phasendiagramm fiir Dreikomponenten-Mischungen von
DOPC, SM und Chol bei 25 °C sagt fiir die verwendete Mischung die Koexistenz von
Lo~ und L,-Phasen voraus, dagegen bilden sich nach den Beobachtungen von De Almeida
et al. [2003] fiir die ahnliche Lipidmischung POPC:SM:Chol bei 23 °C zusétzlich Lg-
Doménen aus. Obwohl diese in den generierten Hohenbildern nicht zu erkennen sind,
kann die Existenz einer dritten Doménenform nicht vollstdndig ausgeschlossen werden.
Die vorliegende Lipidmischung kann ohne Zweifel iiber eine hier nicht quantifizierbare
Tendenz verfiigen, neben den bestehenden Lipidphasen L, und L, auch die Lg-Phase
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auszubilden, was moglicherweise schon bei kleinen Anderungen des Systems oder der
Umgebungsbedingungen wie einer Anhebung des Lateraldrucks oder einer modifizierten
Kopplung des LB-Films an die Micaoberfliche auftreten kann.

Die netzartige Unterstruktur der L,-Doménen, die teilweise nur bei einer hohen Auf-
16sung der AFM-Bilder zutage tritt, kann unterschiedliche Ursachen haben. Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass es sich dabei um ein Artefakt des LB-Ubertrags han-
delt. Da die Unterstrukturen allerdings sowohl in Messungen kurz nach dem Ubertrag
als auch in Messungen mit groflerer zeitlicher Verzogerung beobachtet wurden, ist eine
nachtrigliche ,, Austrocknung® der Doménen unwahrscheinlich. Es ist denkbar, dass unter
den gegebenen Bedingungen zwar ein Zusammenschluss der fiir natiirliche Membranen
diskutierten L,-Mikrodoménen [Damiani et al., 2004] erfolgt, aber die an den Domé-
nengrenzen vorherrschende Linienspannung beziehungsweise der energetische Zustand
nicht fiir einen flichendeckenden Zusammenschluss, sondern eine Fusion zu langgezogenen
oder verzweigten Netzwerken begiinstigt. In diesem Zusammenhang konnte sich die Un-
terscheidung zwischen inneren beziehungsweise gesamten Doménengrenzen und dufleren
Doménengrenzen als niitzlich erweisen, um sowohl die mikroskopischen als auch die makro-
skopischen Verhaltnisse beschreiben zu konnen. Bei den Zwischenrdumen des L,-Netzwerks
handelt es sich aller Wahrschinlichkeit nach wiederum um Ly-Doménen, begriindet in der
vergleichbaren Hohe. Die L,-Mikrodoménen liegen zusétzlich frei in den L,-Bereichen vor,
gegebenenfalls ldsst sich fir sie analog zu der Aggregation von Lipidmonomeren eine Art
CMC postulieren, welche natiirlich stark von den lokalen Membraneigenschaften abhéngig
ist. Weitere Hinweise auf eine Aggregation von Mikrodoménen liefert ein Vergleich mit
Abbildung 5.9A. Hier trat eine deutliche Distanz der Mikrodoménen zu der abgebildeten
Lo-Doméne auf, vermutlich waren die unmittelbar benachbarten Mikrodoménen bereits in
der groflen Doméne aufgegangen. Eine genauere Beschreibung dieses Vorgangs wiirde eine
Beobachtung der Dynamik auf dem noch nicht iibertragenen Monolayer voraussetzen.

Nach einer dreistiindigen Inkubation mit 1 pg/ml VapA (Abbildung 5.7D-F) wiesen
die L,-Bereiche eine Granulierung mit runden bis wurmférmigen Strukturen auf. Eine
Beeinflussung der Dichte oder Struktur der netzartigen Struktur der L,-Doménen kann an
dieser Stelle weder ausgeschlossen noch nachgewiesen werden, da es sich bei den Experi-
menten nicht um Vorher-Nachher-Aufnahmen derselben Probe, sondern um unabhéngige
Experimente handelt. Die auftretende Granulierung stellt einen Aspekt einer selektiven
Interaktion von VapA mit der L,-Phase dar. Einerseits kann diese direkt durch eine
grofifldchige Bindung von VapA an den Monolayer, genauer an die nun auf der Unterseite
befindlichen Kopfgruppen, verursacht werden beziehungsweise durch einen partiellen Ein-
bau zwischen die Kopfgruppen. Ebenso ist es moglich, dass die beobachtete Granulierung
durch die massive Beeinflussung struktureller oder mechanischer Membraneigenschaften
durch vereinzelt gebundene Proteine induziert wird. Beriicksichtigt man, dass bei dem
vorliegenden Lateraldruck von 10 mN/m bei den Filmwaagenmessungen ein deutlicher
Einbau verzeichnet wurde, erscheint es die plausiblere Erklarung zu sein, dass die Interak-
tion von VapA mit der Membran in Form von flichendeckender Bindung und partieller
Interkalation stattfindet.

Ein weiterer in Abbildung 5.7 beobachteter Effekt ist das vereinzelte Auftreten kleiner
anndhernd kreisférmiger Strukturen sowohl innerhalb der Zwischenrdume der L,-Doménen,
als auch auf der granulierten L,-Flédche, die sich aufgrund der Hohe klar von der L,-Phase
unterscheiden. Die Auspridgung wird durch die Inkubation mit VapA verstirkt - die
Objekte werden sowohl hoher als auch in lateraler Ebene grofler (vergleiche Abbildung
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5.7A-C und D-F). Es konnte sich hierbei entweder um aggregierte Proteine handeln oder
um durch die Anwesenheit von VapA induzierte, ausstiilpungsdhnliche Auspréagungen der
Membranlipide. Die Aggregation von Proteinen als Untereinheiten groflerer Strukturen
wurde beispielsweise fiir Amyloid-bildende Proteine gezeigt. Auf der Zellmembran kénnen
sich diese zu toxischen Aggregaten anordnen, welche dann die Membranintegritiat storen
beziehungsweise die Membran permeabilisieren konnen [Butterfield und Lashuel, 2010].
Eventuelle nichtlamellare Strukturen der Membranlipide wiirden einem lokalen Phasen-
iibergang von der lamellaren Phase zu einer hexagonalen oder kubischen Phase, verursacht
durch einen hohen Kriimmungsstress, entsprechen (siehe Abschnitt 2.4).

Bei einem Lateraldruck von 20 mN/m iibertragene DOPC:SM:Chol-LB-Filme ohne
vorherige VapA-Inkubation (Abschnitt 5.4.1, Abbildung 5.8A-C) wiesen keine nennenswer-
ten Unterschiede zu den bei niedrigerem Lateraldruck hergestellten Proben auf, obwohl
die Pachungsdichte der Lipidmolekiile deutlich erhéht wurde. Bei diesem Lateraldruck
kam es im Filmwaagenexperiment nicht zu einer Interkalation, sondern zu einer leichten
Verringerung der mittleren Molekiilflache der Lipide.

Durch die Inkubation mit VapA kam es, bis auf den unten diskutierten Zusammenschluss
einzelner Doménen zu grofleren Netzwerken, nicht zu einer strukturellen Modifizierung
der L,-Doménen (Abbildung 5.8D-F). Auch hier bestétigt sich also das Bild einer Pra-
ferenz von VapA, mit der L,-Phase zu interagieren. Dies kann eine Konsequenz des in
den Filmwaagenexperimenten beobachteten, fiir die Interkalation benotigten niedrigen
Lateraldrucks sein. Fir LL-37 wird von Henzler-Wildman et al. [2004] ein spezifischer
Einbau in die L,-Phase ebenfalls durch die dort vorhandene hohere Fluiditat erklart. Die
sich in den Lg-Bereichen ausbildende Unterstruktur ist im Gegensatz zu dem LB-Film
bei niedrigerem Lateraldruck in der Form deutlicher definiert, und zwar als wurmarti-
ge Strukturen von intermedidrer Hohe und daran assoziierten punktférmigen Objekten.
Beide Strukturen sind gleichméfBig iiber die L,-Fliache verteilt. Die zwei verschiedenen
Auspriagungen der L,-Unterstruktur bei unterschiedlichem Lateraldruck lassen sich mit
den im vorangegangenen Abschnitt vorgeschlagenen méglichen zwei Zustédnden gebunden
und partiell interkaliert korrelieren - im reinen Oberflichenzustand ist die Organisation
von VapA, welches sich zwischen Mica und Monolayer befindet, offensichtlich geordneter
beziehungsweise deutlicher abgegrenzt. Ob die wurmférmigen Strukturen direkt durch
VapA gebildet werden, oder eine durch VapA verursachte Ausprigung der Lipide dar-
stellt, lasst sich hier nicht abschlieSend kldren. Insbesondere die Natur der flankierenden,
punktférmigen Objekte (vergleiche Abbildung 5.8E und Abbildung 5.9C) kann in diesem
Zusammenhang eine Rolle spielen - es ist als nicht unwahrscheinlich anzusehen, dass es
sich dabei - zumindest teilweise - um einzelne VapA-Molekiile handelt. Eine alternative
Erklarung fir die wurmartigen Strukturen stellt auflerdem eine durch die Anwesenheit
von VapA induzierte Ausbildung einer Lg-Phase dar. Fiir den Phaseniibergang erster
Ordnung zwischen L,- und Lg-Phase beschreiben Xie et al. [2002] die Ausbildung von
Keimen, die sich anisotrop zu ldnglichen Bereichen ausdehnen (siehe Abschnitt 2.7). Somit
entspricht die Form der entstehenden Strukturen der fiir die Ausbildung der Lg-Phase
bekannten Ausprigung. Analog wurde fiir LL-37 beschrieben, dass eine elektrostatische
Wechselwirkung zwischen dem Peptid und den Kopfgruppen der Membranlipide zu einer
hoheren Packungsdichte der Lipide und damit zu einer Beeinflussung der Phaseniiber-
gangstemperatur fithrt [Henzler-Wildman et al., 2004]. Dabei muss allerdings bedacht
werden, dass die Hohe der L,-Phase, zumindest in lamellaren Systemen, zwischen den
Hohen von L,- und Lg-Phase liegen sollte. Es ist moglich, dass die Fettsaureketten der in
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der L,-Phase befindlichen Lipide wegen des relativ niedrigen Lateraldrucks relativ flach
auf der Oberflache ausgebreitet vorliegen, dies fiir die L,-Phase dagegen nicht gegeben
ist. In diesem Fall ist es denkbar, dass die Lg-Phase entgegen der in Bilayern geltenden
Hohenverhéltnisse eine intermedidre Hohe einnimmt.

Neben der Unterstruktur der L,-Bereiche treten wie bei niedrigerem Lateraldruck die in
den Zwischenrdumen des L,-Netzwerks lokalisierten Einschliisse unterschiedlicher Hohen
auf. Da ihre Erscheinung den Objekten, welche die wurmartigen Strukturen flankieren,
dhnelt, handelt es sich unter Umstdnden um die gleichen Strukturen.

In Abbildung 5.9 werden die Inkubationszeiten eine, zwei und drei Stunden der Mono-
layer mit VapA gegeniibergestellt (Abschnitt 5.4.2). Besonders augenscheinlich ist, dass die
Unterstrukturen der Ly-Doménen (vergleiche Abbildung 5.8E und Abbildung 5.9D und E)
in unterschiedlichen Auspriagungen auftreten kénnen. Dies findet sich auch in der verhélt-
nisméfig hohen Standardabweichung der Filmwaagenexperimente bei 20 mN/m wieder
(siehe Abbildung 5.6). Vermutlich fithrt sowohl die Heterogenitéit der Proben als auch
schwankende Umgebungsbedingungen zu einer stirkeren oder schwécheren Auspragung,
wobei die in Abbildung 5.9E dargestellte Probe eher einen Ausnahmefall bildet.

Bei einer Inkubationszeit von einer Stunde tritt ein frithes Stadium der sich in den
Lo-Bereichen bildenden Unterstrukturen auf, nach drei Stunden sind diese Strukturen
bereits zu einem Netzwerk verbunden. Die Haufung der flankierenden, punktférmigen
Strukturen lasst sich offensichtlich mit dem Fortschreiten der Ausbildung der wurmférmigen
Strukturen korrelieren. Dass sie nach 60-miniitiger Inkubation nur sehr vereinzelt auftreten,
verglichen mit einer flichendeckenden Bildung der wurmartigen Strukturen, spricht fiir
eine kausale Abhangigkeit der punktformigen Strukturen von den wurmartigen Strukturen.
Insofern ist dies ein Indiz, welches gegen die Vermutung, die punktférmigen Strukturen
seien einzelne VapA-Molekiile, spricht. Es ist derweil sehr wahrscheinlich, dass VapA
direkt an der Bildung der wurmartigen Strukturen beteiligt ist, also vermutlich mehr oder
minder mit ihnen kolokalisiert. In Abbildung 5.9C haben die wurmartigen Strukturen
ein Stadium erreicht, in welchem sie durchaus als Doménen bezeichnet werden koénnen,
wobei offen ist, ob es sich um Lipid-, Protein- oder Mischdoménen handelt. Dass die
Bildung dieser Doménen bei kiirzerer Inkubationszeit beobachtet werden konnte, ist klar,
dass diese Bereiche einen neuen Aspekt des LB-Filmes darstellen und nicht etwa die
Uberreste von ehemaligen L,-Bereichen sind. Aus diesen Griinden erscheint es sinnvoll,
sie als ,VapA-induzierte Doménen“ zu bezeichnen.

Ein interessantes Detail sind die in Abbildung 5.9C bis E ersichtlichen sehr hohen und
moglicherweise geordneten oder kristallinen Strukturen. Sofern es sich nicht um Artefakte
handelt, bieten sich zwei Erkldrungen an. Einerseits kann es sich um VapA-Aggregate
oder VapA-Lipid-Aggregate handeln. Huang und Feigenson [1999] beschreiben fiir die
Loslichkeit von Cholesterol bei Uberschreitung einer kritischen Cholesterolkonzentrati-
on das Auftreten von Cholesterol-Monohydrat-Kristallen. Unter der Annahme, dass die
Interaktion von VapA zu einer Tendenz fithren kann, dass ein gewisser Anteil von SM
aus den L,-Doménen in die L,-Phase {ibergeht, kénnte dies zu einem Anstieg des Choles-
terolanteils in den L,-Strukturen fithren, sodass die kritische Cholesterolkonzentration
lokal in den Doménen tiberschritten wird. Dies ist an dieser Stelle allerdings eine nicht
belegbare Spekulation. Es ist dagegen auch moglich, dass die hohen Strukturen lediglich
einem spéteren oder ausgepriagteren Stadium der kleinen Strukturen entsprechen, die die
wurmartigen Strukturen flankieren. In Analogie zu den VapA-induzierten Doménen sollen
diese beiden Strukturen im Folgenden als ,VapA-induzierte Aggregate“ bezeichnet werden.
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Auch eine auf 20% verringerte VapA-Konzentration von 0,2 ug/ml reichte aus, um
in signifikantem Mafl mit einem DOPC:SM:Chol-Monolayer zu interagieren (Abschnitt
5.4.2). Bei der in Abbildung 5.10 dargestellten Messung treten gleich mehrere neue Effekte
auf, die bei hoherer Konzentration nicht beobachtet wurden. Daher sind an dieser Stelle
weitere vertiefende Messungen notwendig, um die Relevanz der Beobachtungen eindeutig
beurteilen zu konnen. Es soll hier trotzdem der Versuch einer Interpretation angestellt
werden, deren Stellenwert mit der entsprechenden Einschriankung zu versehen ist.

Ein bereits bei hoherer VapA-Konzentration lokal aufgetretener Effekt ist die Fusio-
nierung der h&ufig kreisférmigen L,-Doménen zu grofleren Netzwerken. Bei niedriger
VapA-Konzentration trat dieses Phinomen global, also nahezu auf der kompletten Pro-
benfliche auf. Es deutet darauf hin, dass die Linienspannung an der dufleren Begrenzung
der Doménen durch den Einfluss von VapA modifiziert wird. Dies kann aufgrund einer
Beeinflussung der L,-Doménen, aber auch der L,-Doménen geschehen. Diese Modifika-
tion der Linienspannung wiirde in natiirlichen Membranen zu einer Beeinflussung von
Membrankritmmung beziehungsweise Membranfusionseigenschaften fithren!' und passt sich
somit in den bisher beschriebenen Wirkmechanismus von VapA ein. In dem auf die zwei
Dimensionen der Grenzfliche beschrankten Monolayer kommt es daher zu einer Kriim-
mungsfrustration. Fiir eine spezifische Interaktion von VapA mit den Doménengrenzen,
wie sie von Gutsmann et al. [2000] fiir CAP18 beobachtet wurde, gibt es allerdings keine
Hinweise.

Viele der die urspriinglich freiliegenden L,-Doménen verbindenden Bereiche, die mit
einer Fusionspore verglichen werden kénnen, weisen eine geringere Dichte des L,-Netzwerks
auf als die Doménen selbst. Dies ldsst die betreffenden Bereiche auf dem Ubersichtsbild
Abbildung 5.10A dunkler erscheinen, obwohl die Netzwerke an sich keine geringere Hohe
aufweisen. Auch einige der L,-Doménen sind dieser Dichtenreduzierung unterworfen, ins-
besondere an der linken Bildseite. Der in Abbildung 5.10B vergréflerte Ausschnitt erweckt
den Anschein, dass sich die betreffenden Doménen in den Randbereichen regelrecht auflo-
sen. Da nur eine Momentaufnahme des Monolayers vorliegt, kann iiber die Dynamik der
Prozesse selbstverstandlich nicht geurteilt werden. Die scheinbar in der Auflésung befindli-
chen L,-Doménen deuten darauf hin, dass in diesem Fall neben der Interaktion zwischen
VapA und den L,-Bereichen auch die L,-Doménen direkt oder indirekt beeinflusst werden.
Dass dies auf die geringere VapA-Konzentration zuriickzufiihren ist, ist unwahrscheinlich,
allerdings nicht auszuschlieflen.

Schlieflich kann an Abbildung 5.10 neben den in diesem Fall breiteren VapA-induzierten
Domaénen das Auftreten runder, meistens in die L,-Doménen eingelassener Doménen
festgestellt werden. Diese besitzen eine 16chrige Struktur und sind etwas niedriger als die
VapA-induzierten Doménen. Bezogen auf die Rolle von VapA kann es sich um eine Wirkung
handeln, die der Ursache der VapA-induzierten Doménen dhnlich ist, méglicherweise mit
dem Unterschied, dass sich die Interaktion hier mit den L,-Doménen vollzieht. Auch eine
von den VapA-induzierten Doménen unabhingige Wirkung ist moglich.

Fiir die Untersuchungen von LB-Filmen der Lipidmischung DOPC:SM:Chol ergeben
sich also die folgenden Hauptaussagen: VapA induziert innerhalb der L,-Bereiche die
Ausbildung VapA-induzierter Doménen, welche zuerst eine langgezogene beziehungsweise

Wie von Lipowsky [2002] ausgefiihrt, ist die Bildung von Abschniirungen fiir eine bestehende Doméne
energetisch giinstig, da dadurch die entlang der Doménengrenzen durch die unterschiedlichen Héhen
und Kriimmungsmodule verursachte Linienspannung sukzessiv reduziert wird.
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wurmartige und schlieBlich eine Netzwerkstruktur aufweisen. Diese Bereiche werden haufig
von punktartigen Strukturen, VapA-induzierten Aggregaten, flankiert und werden vermut-
lich durch eine grofiflichige Bindung von VapA an die Kopfgruppen der Membranlipide
induziert. Ob es sich um Lipid-, Protein- oder Mischdoménen handelt, ist nicht bekannt.
Es besteht die Méglichkeit, dass es sich bei diesen VapA-induzierten Doménen um eine
Ls-Phase handelt. Bei niedrigerem Lateraldruck erhalten die L,-Bereiche dagegen eine gra-
nulare Struktur, welche sich durch einen integrativeren Effekt von VapA erkléren ldsst. Die
Lo-Doménen werden durch VapA weniger beeinflusst, es gibt allerdings Hinweise auf einen
selektiven Effekt auf diese Doménen unter hier nicht spezifizierbaren Voraussetzungen.
Zudem bt VapA einen Einfluss auf die Linienspannung der Doménengrenzen aus, was
eine Rolle fiir Fusions- und Abschniirungsprozesse spielen kann. In vielen Fallen wird eine
Ausfiillung der vorhandenen Zwischenrdumen der L,-Doménen durch VapA-induzierte
Aggregate beobachtet, deren Zusammensetzung nicht geklért ist.

Die aus DOPC:SM:Chol:PS-Monolayern hergestellten LB-Filme (Abbildung 5.11, Ab-
schnitt 5.4.3) unterscheiden sich von denjenigen ohne PS hauptséchlich durch eine dichtere
Bedeckung der L,-Bereiche mit L,-Mikrodoménen. Ob sich das PS innerhalb der L,-
Bereiche oder der L,-Doménen oder in beiden befindet, ist bisher in der Literatur nicht
eindeutig gekldart worden. Die Anwesenheit von PS wird aber in jedem Fall zu einer
von ungeladenen Monolayern abweichenden Linienspannung an den Doménengrenzen
fihren, was auch einen Einfluss auf die vorgeschlagene, der CMC aquivalente, kritische
Mikrodoméanenkonzentration haben diirfte.

Nach drei Stunden Inkubation mit 1 ug/ml VapA bildeten sich wieder VapA-induzierte
Doménen, deren Ausprigung sich nicht signifikant von der Situation ohne PS unterschied.
Im Gegensatz zu den ungeladenen LB-Filmen lief sich allerdings an vielen L,-Doménen ein
Einfluss von VapA erkennen. Zentral in den L,-Doménen befanden sich vergleichbar mit den
fiir die niedrige VapA-Konzentration beschriebenen runden Doménen (Abbildung 5.10) teils
niedrigere, teils hohere und unregelméfig begrenzte Strukturen, welche jedoch in diesem
Fall mit dem L,-Netzwerk verbunden waren. Zudem fanden sich kleinere dieser Bereiche
iiber die L,-Doménen verteilt. Das Netzwerk der L,-Doménen ist in diesen Strukturen
ausgediinnt. Damit in Zusammenhang stehen kénnte die Ausfiillung von Zwischenrdumen
des L,-Netzwerks mit runden bis ovalen VapA-induzierten Aggregaten, welche dariiber
hinaus auch in den L,-Bereichen auftreten. Sie weisen unterschiedliche Gréfien auf, wobei
die in Durchmesser und Hohe grofleren Exemplare sich innerhalb der ausgediinnten
Regionen befinden. Die Bilder geben allerdings keinen Aufschluss iiber einen méglichen
kausalen Zusammenhang der beiden Erscheinungen. Wiederum kann als Erklarung dienen,
dass die VapA-induzierten Aggregate aus VapA-Molekiilen bestehen. Diese wiirden sich zu
grofleren Aggregaten zusammenschlielen und in diesem Zustand eine Aktivitit beziiglich
der L,-Doménen entfalten. Ebenso kann es sich bei den VapA-induzierten Aggregaten
um Lipid- oder Mischaggregate aus Lipiden und VapA handeln. In diesem Fall kénnte
auch die Ausdiinnung des L,-Netzwerks als Materialverlust zugunsten dieser Aggregate
erklart werden. Ein dhnliches Phédnomen wurde von Grandbois et al. [1998] fiir das
Protein Phospholipase As beobachtet. Hier konnte der Effekt durch eine Degradierung des
Phospholipidbilayers in Form einer chemischen Modifikation beziehungsweise Hydrolyse
der Lipide erklart werden.

Die unregelméfig induzierten Strukturen in den L,-Bereichen, die in der Héhe mit den
L,-Doménen iibereinstimmen oder etwas hoher sind, konnen entweder direkt als Uberrest
aggregierter L,-Mikrodoménen oder ebenfalls als Mischaggregate interpretiert werden,
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wobei es keinen Hinweis auf deren tatséchlichen Ursprung gibt.

Die Lokalisierung von VapA in den LB-Filmen kann nach den bisherigen Erkenntnissen
auf die VapA-induzierten Doménen und auf die VapA-induzierten Aggregate eingeschrénkt
werden.

Die Messungen an festkorperunterstiitzten Bilayern (Abschnitt 5.5) haben gegeniiber
den bisher diskutierten LB-Filmen den Vorteil, dass die Dynamik der Veranderungen
der Membranstruktur an einer festen Probenposition verfolgt werden kann. Dabei ist
anzumerken, dass sich dieses Modellsystem beziiglich mechanischer Membraneigenschaften,
Oberflachenkopplung, Lipidmobilitdt und Zugénglichkeit fiir die Proteininteraktion stark
von den Monolayern an der Fliissigkeits-Luft-Grenzflache unterscheidet, zumal durch die
Messung in Flissigkeit eine verringerte laterale Auflésung der Bilder resultiert.

Untersucht wurde zunéchst die Lipidmischung DOPC:SM:Chol im molaren Verhéltnis
40% : 40% : 20% beim pH-Wert 6,5 und einer VapA-Konzentration von 5 pg/ml (Abschnitt
5.5.1, Abbildung 5.12). Diese Messungen zeigten hauptsichlich zwei verschiedene Wir-
kungen von VapA. Innerhalb der L,-Doménen kam es zur Bildung niedrigerer Doménen,
welche etwa 3 nm niedriger waren als diese. Damit einher ging die Umstrukturierung der
Domaénenstruktur, was zu einer drastischen Verringerung der Gesamtlange der Doménen-
grenzen fiihrte. Hier findet sich ein weiterer Hinweis auf die Erhéhung der Linienspannung
zwischen den Doménen beziehungsweise auf stark modifizierte mechanische Eigenschaften
der neuen Doménen. Unter der Annahme, dass die L,-Doménen eine {ibliche Héhe von
ungefahr 6 nm aufweisen, sollte es sich hier nach wie vor um eine Membran mit modifizier-
ten Eigenschaften handeln. Der Héhenunterschied zwischen den neu gebildeten Doménen
und den L,-Doménen betridgt ungefihr 5 nm. Eine mogliche Erklarung liefert das von
Pokorny et al. [2002] eingefiihrte Sinking-Raft-Modell (sinkendes-FloB-Modell), welches
eine Abwandlung des bereits vorgestellten Carpet-Modells darstellt und in Abbildung 6.4
veranschaulicht wird. Demnach aggregieren an einer Membranseite gebundene Peptide
und bilden begrenzte Bereiche, die durch Wechselwirkung mit den Membranlipiden in
der Membran einsinken. Eine Asymmetrie von Masse, Ladung oder Oberflachenspannung
fihrt in der Folge zu einer lokalen Destabilisierung der Membran. Durch eine Lésion
kénnen die Peptide auf die gegeniiberliegende Seite der Membran gelangen, sodass schlief3-
lich die Asymmetrie der Verteilung aufgehoben ist und die Membran lokal restabilisiert
wird [Pokorny und Almeida, 2004; Rausch et al., 2007; Butterfield und Lashuel, 2010].
Urspriinglich fiir a-helikale Peptide konzipiert, wurde das Sinking-Raft-Modell von Rausch
et al. [2007] auch zur Erklarung der Wirkung von Peptiden mit S-Faltblatt-Struktur
herangezogen, die sich auf der Membran zu grofleren S-Faltblatt-Aggregaten organisieren.
Dieses Konzept absinkender Doménen lésst sich in Teilen moglicherweise auf die Wirkung
von VapA {ibertragen.

Das Zuriickbleiben einer erhéhten, meist punktférmigen Struktur im Zentrum der neuen
Doménen lésst sich in Bezug auf deren Entstehung als eine Art Kondensationskern interpre-
tieren. Es konnte hier ein Zusammenhang mit den in Abbildung 5.10 (und gegebenenfalls
in Abbildung 5.11) beobachteten pordsen, runden Bereichen bestehen, welche grofitenteils
ebenfalls eine erhchte Struktur aufweisen.

Das Auftreten einer gleichméfligen Bedeckung der L,-Doménen mit VapA-induzierten
Doménen konnte an der in Abbildung 5.12 dargestellten Messung nicht beobachtet werden.
Die urspriinglichen L,-Doménen sind zwei Stunden nach der VapA-Injektion nahezu
vollstdndig den L,-Doménen und den neu gebildeten, niedrigeren Doménen gewichen. Dies
muss auf die unterschiedlichen Figenschaften der verwendeten Rekonstitutionssysteme
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Abbildung 6.4
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zuriickgefiihrt werden. Unwahrscheinlich, aber denkbar ist zumindest, dass eventuell zu-
sétzlich auftretende, hohere Doménen sich im vorliegenden Fall nicht von den L,-Doménen
unterscheiden lassen. Gemessen an den integrierten Haufigkeiten der Histogramme aus
Abbildung 5.12A und C betriagt der Flachenanteil der L,-Doménen vor VapA-Zugabe
ungefihr 40%, zwei Stunden nach VapA-Zugabe machen die neu gebildeten niedrigen
Doménen 35% der Gesamtfliche aus. Geht man von einer Konvertierung ausschlielich
der L,-Doménen in niedrige Doménen aus, so lésst sich der geringere Flachenanteil durch
eine engere Packung der Lipide oder eine Verschiebung der entsprechenden Doménen
aus dem Bildausschnitt erkléren - somit besteht keine Notwendigkeit einer zusétzlichen
(vierten) Doménenform. Insofern kann auch nicht von einer Vergroferung der Flidche der
Lo-Doménen gesprochen werden.

Bei einem pH-Wert von 4,5 (Abbildung 5.13, Abschnitt 5.5.2) zeigte sich ein anderes
Gesamtbild. Eine Stunde nach Zugabe von VapA traten innerhalb der L,-Doménen neu
gebildete Strukturen auf, welche offensichtlich zu einer Erhohung der Rauheit in diesen
Bereichen fiithrten und deren Hohe maximal die Hohe der L,-Doménen erreichte. Es ist
zu vermuten, dass es sich hierbei um die bei LB-Filmen beobachteten VapA-induzierten
Doménen handelt. Dieses Phdnomen trat ebenfalls bei PS-haltigen Bilayern auf. Sowohl
eine Erniedrigung des pH-Werts als auch die Hinzunahme negativ geladener Lipide fithrt
in diesem System also zu einer Modifizierung des von VapA auf die Membran ausgeiibten
Effekts. Dass die VapA-induzierten Doménen beim pH-Wert 6,5 an Bilayern nicht beob-
achtet wurden, kann moglicherweise durch den Unterschied des Rekonstitutionssystems
erklart werden. Vor dem Hintergrund der Phagosomenreifung, durch welche mutmaf-
lich der Ubergang zwischen unterschiedlichen Interaktionsmustern von VapA reguliert
wird, kénnten die Festkorperunterstiitzung der Bilayer sowie die Kopplung zwischen den
beiden Lipidlayern die Dynamik in Richtung eines normalerweise im frithen Phagosom
stattfindenden Wirkmechanismus verschieben.

Eine weitere fiir ungeladene Bilayer beim pH-Wert 4,5 oder bei geladenen Bilayern statt-
findende Wechselwirkung betrifft die cholesterolreichen L,-Doménen. Hier entstanden neue
Doménen mit einer grofitenteils einheitlichen Hohe mindestens 1 nm {iber den L,-Doménen,
erst eine Stunde nach VapA-Injektion beginnend. Diese Bereiche, die eine unregelméfige
Randstruktur aufweisen, dehnten sich im weiteren Verlauf der Messung weiter aus und
bedeckten drei Stunden nach der VapA-Injektion bereits knapp die Hélfte der abgebildeten
Fléche. Diese Wechselwirkung mit den L,-Doménen ist ausgeprégter als die bei LB-Filmen
beobachteten Effekte an L,-Doménen. Sie besteht vermutlich in einer intensiven Bindung
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von VapA an diese Doménen, wobei die initiale Phase dieses Effekts eine gegeniiber der
Bildung der VapA-induzierten Doménen langsamere Dynamik aufweist beziehungsweise
eine ldngere Inkubationszeit mit VapA voraussetzt. Da bei dieser Messung im Vergleich
zu der Messung bei pH 6,5 die vierfache Proteinkonzentration verwendet wurde, besteht
die Moglichkeit, dass die verstidrkte Wechselwirkung von VapA mit den L,-Doménen
eine hohe Proteinkonzentration voraussetzt, was bei niedrigeren Konzentrationen eine
erh6hte Inkubationszeit bedeuten wiirde. Folglich kann diese Art der Wechselwirkung in
einigen Systemen nicht oder nur mit erhohten Versuchsléngen bezichungsweise Protein-
konzentrationen beobachtet werden, wobei sich die Inkubationszeiten nicht ohne Weiteres
zwischen verschiedenen Modellsystemen iibertragen lassen. Bei der Einbaumessung an der
Filmwaage (Abbildung 5.6) kam es bei 10 mN/m 130 Minuten nach Proteininjektion zu
einem Anstieg der Steigung der Kurve, welcher in diesem Zusammenhang moglicherweise
als zusitzliches Auftreten einer Interaktion mit den L,-Doménen erklart werden kann.
Speziell fiir die fluoreszenzspektroskopischen Messungen kénnen die hier beobachteten
langsamen Kinetiken durchaus zu einer limitierenden Einschrankung werden.

Ein deutlich unterschiedlicher Effekt einerseits zwischen ungeladenen und geladenen
Lipidsystemen und andererseits zwischen den beiden pH-Werten 6,5 und 4,5 wurde
auch fir die Biosensormessungen diskutiert. Dort wurde begriindet, dass sowohl eine
Erniedrigung des pH-Werts als auch die Hinzunahme von geladenen Lipiden den Stellenwert
der elektrostatischen Wechselwirkung bei der Interaktion von VapA mit der Membran
deutlich verschieben. In Bezug auf die Wechselwirkung mit verschiedenen Doménen ist
hinzuzufiigen, dass selbstverstdandlich auch als ungeladen bezeichnete Lipidspezies iiber
elektrische Ladungen verfiigen, welche sich zur Nettoladung Null kompensieren. Da die
Ladungsschwerpunkte allerdings gegeneinander verschoben sind, also das Dipolmoment
der Lipide ungleich Null ist, werden auch DOPC und SM unter bestimmten Bedingungen
eine gewisse Netto-Oberflaichenladung besitzen. Ob die elektrostatische Wechselwirkung
hier letztendlich ins Gewicht féllt, héngt von vielen Faktoren des Messystems ab. In
vielen Fallen wird diese vermutlich vollstdndig durch die Hydratschicht der Membran
abgeschirmt werden.

Die bisher diskutierten Aspekte des Wirkmechanismus von VapA sollen im Folgenden
Abschnitt um die Permeabilisierung der Phagosomenmembran erweitert werden, welche
vor dem Hintergrund der Phagosomenreifung sicherlich eine grofle Bedeutung fiir das
Uberleben von R. equi im Phagosom hat.

6.4 Die VapA vermittelte Permeabilisierung von
Modellmembranen

Die Permeabilisierung von Membranen stellt einen wichtigen Aspekt vieler Wirkmecha-
nismen dar, welche zur Beeintrichtigung der Barrierefunktion biologischer Membranen
konzipiert sind. Solche treten sowohl auf Seiten des Immunsystems auf, das beispielsweise
antimikrobielle Peptide zur Permeabilisierung von bakteriellen Membranen instrumen-
talisiert, als auch auf Seiten der Krankheitserreger, deren Proteine und Peptide mit den
Strukturen des Wirts und speziell mit dessen Immunsystem interagieren. Die Permea-
bilisierungsmechanismen dieser Molekiile lassen sich teilweise verallgemeinern, wie dies
in Abschnitt 6.2 fir AMPs erldutert wurde, da diese hdufig fiir weit verbreitete Ziel-
strukturen spezifisch sind. Fiir Proteine ist eine Verallgemeinerung haufig nicht moglich,
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da in vielen Féllen eine Wechselwirkung mit spezifischen Proteinen als Zielstrukturen
vorliegt. Dies ist beispielsweise fiir das virale Protein R des HI-Virus gegeben, welches
durch eine direkte Wechselwirkung mit einem Protein der Mitochondrienmembran grofie
Membrankanéle bildet und dadurch die &uflere Mitochondrienmembran permeabilisiert,
was héufig einen Zelltod zur Folge hat [Jacotot et al., 2001]. Gegen Pilze aktive Antibiotika,
die Polyene, weisen dagegen eine Spezifitat fir die Interaktion mit Ergosteroldoménen
auf, wodurch sie héufig in der Lage sind, die Zellmembranen zu permeabilisieren und
andererseits gerichtete Membrantransportprozesse zu unterbinden [te Welscher et al.,
2012]. Auf der anderen Seite konnen Proteine beziiglich der Membranpermeabilisierung
auch regulatorische Funktionen aufweisen. Filir die erwédhnte Permeabilisierung der du-
Beren Mitochondrienmembran, die einen zentralen Schritt im Apoptoseprozess darstellt,
erfiillen unterschiedliche BCL-2-Proteine solche regulatorischen Funktionen sowohl in
pro-apoptitischer als auch in anti-apoptotischer Richtung [Chipuk und Green, 2008; Lind-
ner et al., 2013]. Ein porenbildender Vertreter der BCL-2-Proteine ist das BAX-Protein,
welches durch die Bildung von Proteolipidporen zur Freisetzung von zwischen duflerer und
innerer Mitochondrienmembran lokalisierten Proteinen fithrt [Chipuk und Green, 2008].
Eine Inhibition von Permeabilisierungen der Lysosomenmembran, welche ihrerseits einen
Zelltod herbeifithren wiirde, wird beispielsweise vom mutmaflich membranassoziierten
Hitzeschockprotein 70 durch Stabilisierung der Membran erreicht [Nylandsted et al., 2004].

Insbesondere fiir die Uberlebensstrategien intrazellulirer Pathogene (siehe Abschnitt 3.4)
spielt die Permeabilisierung von Wirtsmembranen haufig eine wichtige Rolle. Die fakultativ
intrazellulire Hefe Cryptococcus neoformans beispielsweise setzt als wesentliche Uberle-
bensstrategie im Phagosom eine massive Permeabilisierung der Phagosomenmembran ein,
durch die der phagosomale pH-Wert an das umgebende Lumen angeglichen wird [Tucker
und Casadevall, 2002].

Die elektrophysiologischen Messungen, die in der vorliegenden Arbeit vorgestellt wurden
(Abschnitt 5.6), erlauben die Charakterisierung der grundlegenden Permeabilisierungs-
mechanismen, welche durch VapA an freistehenden Membranen verursacht werden. Im
Unterschied zu den iibrigen verwendeten Methoden beruhte die Messung auf dem Anlegen
einer Spannung an die Membran, was zum einen seine Entsprechung in der natiirlichen
Situation an der Phagosomenmembran findet, zum anderen aber eine wichtige Veréan-
derung der Umgebungsbedingungen darstellt, was bei der Interpretation beriicksichtigt
werden sollte. Insbesondere eine Interkalation in die Membran kann durch eine elektrische
Transmembranspannung begilinstigt werden. Dabei kann das Ansteigen der Transmem-
branspannung durchaus ein Bestandteil der Phagosomenreifung sein, zu welchem der
aktive Austausch von Lumenkomponenten und insbesondere von Ionen mit Endosomen
und Lysosomen beitragt. Die unterschiedlichen Effekte von VapA werden hier zunéchst
an den Ergebnissen fiir Membranen der Zusammensetzung DOPC:SM:Chol im molaren
Verhéltnis 45% : 45% : 10% bei pH 5,5 (Abschnitt 5.6.2) diskutiert.

Anhand der in Abbildung 5.15 dargestellten Messung wurden vier haufig auftretende
unterschiedliche Permeabilisierungsarten von VapA identifiziert. Die priasentesten Effekte
sind heterogene, transient-definierte Lésionen, welche als Stromfluktuationen zwischen
mindestens zwei verschiedenen Stromniveaus auftreten und theoretischen Porendurch-
messern von wenigen Nanometern entsprechen, sowie undefiniert-heterogene Lésionen
unterschiedlicher Grofien, die mehrere Nanometer erreichen kénnen. Daneben wurden zwei
unterschiedliche, stabilere Lisionsformen beobachtet, bei denen keine Fluktuation auftrat,
sondern das Stromniveau durch einen Anstieg oder einen Abfall ein fiir eine gewisse Dauer
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stabiles Niveau erreichte. Es kann dabei zwischen stufenférmig-stabilen Lésionen, deren
Stromniveaus Lebensdauern von ungefidhr 10 Sekunden besitzen, sowie teilpermanenten
Lésionen, welche mindestens fiir mehrere Minuten erhalten bleiben, unterschieden werden.

Unabhéngig von der Gréfenabschétzung der Lésionen, die spiter in diesem Abschnitt
behandelt wird, bedeutet allein die Detektion eines Permeabilisierungseffekts, dass eine
auftretende Lésion grofl genug ist, um die im Medium vorhandenen Ionen durch die
Membran passieren zu lassen - nur unter dieser Voraussetzung ist ein Anstieg des Strom-
signals zu erwarten. In jedem Fall sprechen wir also hier von Léasionen, deren Radius
grofler ist als der effektive hydratisierte Radius von kleinen, einwertigen Ionen und damit
selbstverstandlich auch von Protonen.

Die definiert-transienten Lésionen lassen auf einen definierten Wirkmechanismus schlie-
Ben - eine einfache Destabilisierung der Membran reicht als Erklarung nicht aus. Die
Lebensdauern in den einzelnen Zustanden sind unterschiedlich, aber wie im Ergebnisteil
beschrieben wurde ist ihre Nahordnung grofier als die Fernordnung. Einer zwischen offen-
und geschlossen-Zustand fluktuierenden Lésion kann héufig eine konkrete Porengrofie
zugeordnet werden, obwohl es ebenso vorkommt, dass die Porengrofie - also die Differenz
der Stromniveaus - wihrend der Lebensdauer der Pore variiert. Sobald eine Pore end-
giiltig offen oder geschlossen ist, weist eine spéater auftretende Pore eine andere Grofle
und Dynamik auf als die vorherige. Dabei nimmt das Stromniveau nach dem Ende der
definierten Fluktuationen den offen- oder den geschlossen-Zustand an. Auch ein Ubergang
einer bestehenden Lésion zwischen definiert-transientem und undefiniert-heterogenem
Verhalten kann nicht ausgeschlossen werden.

Fiir die Realisierung von Léasionen sind verschiedene Szenarien denkbar. Eine Lésion
koénnte durch genau ein VapA-Molekiil verursacht werden oder durch das Zusammenwirken
mehrerer Molekiile. Die Lésion kénnte direkt vermittelt werden, also den Charakter einer
Pore haben, an deren Bildung VapA direkt beteiligt ist oder indirekt, beispielsweise
durch eine lokale Verdnderung der Membraneigenschaften und eine damit einhergehende
Destabilisierung der Membran (Vergleich Carpet-Modell, Abbildung 6.3). Beispiele fiir eine
direkte Wirkung sind das Toroidal-Pore- und das Barrel-Stave-Modell (Abbildung 6.3B
und C), fiir eine indirekte Wirkung das Carpet-Modell (Abbildung 6.3D). Da die fiir
Peptide beschriebenen Wirkmechanismen standardisierte Modelle darstellen und zudem
teilweise nicht direkt auf Proteine iibertragbar sind, kommen fir das Aggregat-Modell
(Abbildung 6.3A) und das Sinking-Raft-Modell (Abbildung 6.4) sowohl eine indirekte als
auch eine direkte Wirkung infrage.

Die Eigenschaften der beobachteten definiert-transienten Lésionen, insbesondere die
Nahordnung von Lebensdauer und Porengréfle, sprechen fiir einen zugrundeliegenden
direkten Permeabilisierungsmechanismus. Anhand der vorliegenden Daten auf die Anzahl
der beteiligten Proteine zu schlieflen gestaltet sich allerdings beliebig schwierig. Da
bei unverdnderten Messparametern zu verschiedenen Zeiten Léasionen unterschiedlicher
Durchmesser auftreten, erscheint die Beteiligung mehrerer Proteine an einer Lésion die
wahrscheinlichere Alternative zu sein. Fiir das Poliovirus-Protein 2B wurde von Agirre et al.
[2002] ein analoger Permeabilisierungsmechanismus beschrieben. Die Bildung definierter
Poren erfolgt hier durch eine Oligomerisierung der an die Oberfldche negativ geladener
Membranen gebundenen Proteine. Die resultierenden Poren lassen kleinere Molekiile mit
Molekulergewichten unter 1000 durch die Membran passieren. Vergleichen lassen sich die
definiert-transienten Lésionen zudem mit der in Abbildung 6.5C dargestellten Stromspur
fiir das AMP Gramicidin S. Hancock und Rozek [2002] schlagen als Interpretation einen
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Wirkmechanismus nach dem Toroidal-Pore-Modell oder nach dem Aggregat-Modell vor.

Die zweite beobachtete Permeabilisierungsform, undefiniert-heterogene Lésionen, &du-
Bert sich in Stromfluktuationen ohne die Beteiligung feststellbarer fester Stromniveaus.
Das bedeutet, dass eine Lasion dieses Typs wéahrend des Bestehens keinen klaren Poren-
durchmesser besitzt, also nicht nur zwischen offen- und geschlossen-Zustand fluktuiert,
sondern auch oder ausschlielich in der Porengréfie. Da fiir die undefiniert-heterogenen
Léasionen unterschiedliche Auspriagungen beobachtet wurden, ist nicht eindeutig, ob den
verschiedenen Ausprégungen derselbe Mechanismus zugrunde liegt. Es soll im Folgenden
jedoch versucht werden, eine gemeinsame Interpretation zu finden. Zu den variablen
Ausprigungen zéhlt zundchst die Grofle der Léasionen. Einige dieser Lésionen besitzen
einen entsprechenden mittleren Durchmesser in der Gréenordnung der Porendurchmesser
der definiert-transienten Lésionen, andere iiberschreiten diese Grofie um ein Vielfaches. He-
terogenitat besteht dariiber hinaus beziiglich der Lebensdauer der undefinierten Lésionen.
Finige - zumeist die Exemplare geringerer Grofle - konnen iiber sehr lange Zeitspannen
aktiv bleiben, also ein dhnliches Mafl an Stromfluktuationen aufrechterhalten oder dieses
langsam erhohen, andere bleiben nur fiir wenige Sekunden aktiv. Eine ungew6hnliche
Figenschaft dieses Lésionstyps ist zudem, dass die Lésionen sich sehr abrupt vollsténdig
schlieflen konnen. Dass dieses Phédnomen zumeist fiir groflere undefinierte Lésionen be-
obachtet wurde, ist durch die deutlichere Sichtbarkeit von sehr abruptem Schlielen bei
groflen Lésionen zu erkldren, es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass das Schlieflen
einer kleinen Lésion derselben Dynamik folgen kann. Groflere Lasionen tendieren auch
haufig dazu, sich zu grofleren Porenduchmessern aufzuschaukeln, was moglicherweise mit
dem Verhalten der stufenférmigen Lésionen korreliert werden kann. In diesem Fall kann es
sich also nicht um mehrere, voneinander statistisch unabhiangige Poren handeln, wie vom
Markov-Modell beschrieben [Ball und Rice, 1992]. Somit kann das Verhalten entweder
mehreren statistisch voneinander abhingigen Poren oder Einzelporen mit variierendem
Porendurchmesser beziehungsweise mit variierender Leitfahigkeit zugeordnet werden. Die
letztere Erklarung scheint, begriindet durch das sehr abrupte Schlieflen, die plausiblere zu
sein.

Fiir die undefiniert-heterogenen Lésionen ist eine indirekte Vermittlung der Permeabili-
sierung durch VapA naheliegend. Die Anwesenheit von VapA-Molekiilen auf der Membran
und die damit verbundene Beeinflussung der Membraneigenschaften fithren also lokal zu
einer Destabilisierung der Membranintegritdt. Dadurch kommt es zu zeitlich und 6rtlich
begrenzten Zusammenbriichen der Membran - diese konnen ohne weitere Annahmen als
Unordnung in der Membran beschrieben werden. Dieser durch einige AMPs vermittelte
Mechanismus wird von Huang et al. [2004] auf die Verursachung von internem Stress
oder Membrankriimmung zuriickgefiihrt. In den Féllen kleinerer Lésionen ist die Unord-
nung scheinbar noch hinreichend begrenzt, sodass die umgebene intakte Membran nicht
maflgeblich destabilisiert und schliellich in der Lage ist, die Ordnung des destabilisierten
Bereichs wiederherzustellen, sich also selbst wieder zu schliefen. Das selbststandige Schlie-
Ben beziehungsweise Reparieren von Permeabilisierungen durch die Membran wurde von
Walev et al. [2001] fir durch das porenbildende Toxin Streptolysin-O gebildete Léasionen
beschrieben. Eine groflere undefiniert-heterogene Lésion resultiert vermutlich aus einer
hoheren lokalen Proteinkonzentration beziehungsweise aus einem grofieren zusammen-
hédngenden, von VapA bedeckten Bereich. Gegen eine Erkldrung durch das gleichzeitige
Entstehen vieler kleinerer Permeabilisierungen spricht das erwéhnte abrupte Schlieflen
einiger grofer Lasionen (siehe oben). Dies wiirde einen synchronisierten Vorgang an von-
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einander rdumlich getrennten Membranpositionen erfordern. Einen weiteren zusétzlichen
Erklarungsansatz fiir das Schlieen der groffen undefiniert-heterogenen Lésionen gibt das
Sinking-Raft-Modell (siche Abschnitt 6.3, Abbildung 6.4). Rausch et al. [2007] fiithren als
Erklarung fiir die Permeabilisierung eine Asymmetrie an der Membran von Masse, Ladung
oder Oberflachenspannung an. Unter der Annahme, dass die einzige treibende Kraft fiir
die Aufrechterhaltung der Permeabilisierung diese hypothetische Asymmetrie ist, stellt
das Schlieflen der Léasion beziehungsweise die Restabilisierung der Membran eine logische
Konsequenz dar, sobald die Lésion eine fiir den Durchtritt von Proteinen hinreichende
Ausdehnung erreicht hat und die Asymmetrie ausgeglichen werden kann. Anders formuliert
wiirden auf die gegentiberliegende Seite der Membran gelangte Proteine gerichtete Effekte
auf die Membran durch Verursachung entgegengesetzt gerichteter Effekte kompensieren
und die eine Konsequenz der unkompensierten Effekte darstellende Permeabilisierung
beenden. Die durch das oben angefiihrte Toxin Streptolysin-O verursachte Membranper-
meabilisierung nutzen Clostridium-Bakterien zur Einschleusung von bakteriellen Proteinen
in die Wirtszelle, wo diese in der Lage sind, das Zytoskelett zu zerstoren [Walev et al.,
2001]. Fiir AMPs sei iiberdies das Self-Promoted-Uptake-Modell angefiihrt, welches die
Durchquerung der Bakterienmembran zur Erreichung der eigentlichen Zielstruktur im
Inneren des Bakteriums als Hauptfunktion der Membranpermeabilisierung beschreibt.
Dies eroffnet eine weitere Moglichkeit der durch VapA verursachten Konsequenzen fiir die
Phagosomenreifung. Indem es sich selbst (oder anderen Proteinen) den Durchtritt durch
die Phagosomenmembran ermdoglicht, konnte es auflerhalb des Phagosoms weitere Wech-
selwirkungen mit zuvor unerreichbaren Zielstrukturen entfalten. Analoges zeigte sich fiir
in Phagosomen eingeschlossene M. tuberculosis Bakterien. Durch eine Permeabilisierung
der Phagosomenmembran sind sie in der Lage, iiber bakterielle Antigene Einfluss auf die
Antigenpréasentation durch MHC-Klasse-I-Komplexe zu nehmen [Teitelbaum et al., 1999].
Auf der anderen Seite fithren anhaltende undefiniert-heterogene Lésionen in vielen Fallen
zu einem allméhlichen Anstieg des Stromniveaus. Es muss also eine gewisse Stabilitét der
gedffneten Lésionen unterstellt werden. Eine Entsprechung der undefiniert-heterogenen
Lésionen findet sich in den in Abbildung 6.5B abgebildeten, von linearem Bactenecin
verursachten Stromfluktuationen. Zum Zusammenbruch werden die Membranen durch
eine sich zu hohen Stromwerten aufschaukelnde, undefiniert-heterogene Permeabilisierung
gebracht. Dies ist zwar nicht mit der Zerstorung des Phagosoms gleichzusetzen, zeigt aber,
dass die Léasionen durchaus Groflen annehmen kénnen, die grofie Herausforderungen an
die Integritdt der gesamten Phagosomenmembran stellen konnen. Der Zusammenbruch
des rekonstituierten Bilayers zeigt dabei lediglich, dass das Messsystem hier an seiner
Grenze angelangt ist.

Weniger hiufig als die beschriebenen transienten Permeabilisierungen traten stabilere
Léasionsoffnungen und -schlieBungen auf, wobei die stufenférmig-stabilen Lésionen in weni-
gen Fillen fiir begrenzte Zeitabschnitte die iibrigen Permeabilisierungstypen dominierten
(sieche Abbildung 5.16). Die entsprechenden theoretischen Porendurchmesser lagen zumeist
in der Grolenordnung der definiert-transienten Lésionen, sodass unter Umsténden ein
gemeinsamer zugrundeliegender Mechanismus angenommen werden kann, der im Fall der
stufenférmigen Lésionen um einen unbekannten Aspekt erweitert ist. Ob das Aufschaukeln
der grofleren, undefiniert-heterogenen Lésionen zu héheren Stromwerten eine analoge
Erweiterung der undefinierten Lésionen um einen gemeinsamen Aspekt darstellt, kann an
dieser Stelle nicht geklart werden. Fiir stabilere Lasionen treten in Abgrenzung von den
definiert-transienten Poren keine Fluktuationen zwischen offen- und geschlossen-Zustianden
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auf. Diese Diskrepanz zwischen den Stromverldufen kann entweder durch einen verénderten
Mechanismus von VapA erkliart werden, beispielsweise ein stabilerer Einbau oder eine
festere Bindung zwischen den VapA-Molekiilen zu hypothetischen Oligomeren, oder durch
verdanderte Eigenschaften des Interaktionspartners, also der Membranlipide. Die letztere
Alternative kdnnte zum Beispiel in der Wechselwirkung entweder mit cholesterolarmen oder
mit cholesterolreichen Doméanen bestehen. Auch kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen
werden, dass der Randbereich der Membran in unmittelbarer Ndhe der Aperturbegrenzung
von der restlichen freistehenden Membran abweichende Eigenschaften besitzt. Da sich
kein Beispiel fiir einen offensichtlichen simultanen Anstieg oder Abfall des Stromsignals
um mehrere Stufen finden lasst, ist in diesem Fall das Vorliegen von Einzelereignissen
wahrscheinlich. Jedoch tritt das Offnen und SchlieBen dieser Lésionen innerhalb einer
eingeschriankten Zeitspanne haufig wiederholt auf, woflir moglicherweise eine rdaumliche
Néihe der Ereignisse als Erklarung dienen kann. Nach Beendung der Bildungsaktivitét
der stufenférmig-stabilen Lésionen wird kein weiteres Schlielen definierter Lésionen beob-
achtet, das Stromniveau bleibt auf dem angehobenen Zustand. Somit sind die Lésionen
zeitlich stabil in der Membran verankert. Vergleichen lassen sich diese Léasionen mit
dem von Hancock und Rozek [2002] beschriebenen Effekt von Porinen auf freistehende
Membranen (siehe Abbildung 6.5A), wobei die von Porinen gebildeten Kanéle zu héheren
Stromanstiegen fithren und die von VapA induzierten stufenférmig-stabilen Lésionen in
begrenzten Zeitrdumen auftreten.

Der vierte der von VapA an den freistehenden Membranen vermittelte Permeabilisie-
rungstyp, teilpermanente Lésionen mit dem Charakteristikum eines sprunghaften Anstiegs
beziehungsweise Abfalls des Stromniveaus um mehrere Picoampere, trat ebenfalls in vielen
Messungen auf. Er stellte jedoch einen verhéltnisméfig seltenen Effekt dar, zumal die
Lebensdauer mehrere Minuten betrug, oder die Lésion bis zum Ende der Messung stabil
blieb. An teilpermanenten Lésionen zu einem frithen Zeitpunkt nach VapA-Injektion
zeigt sich, dass das Stromniveau iiber die gesamte Lebensdauer der Permeabilisierung
weitestgehend konstant blieb, da hier noch wenige weitere Permeabilisierungseffekte tiber-
lagert sind. Um diese Effekte zu verursachen, sind sehr stabile Konstrukte unter direkter
Beteiligung von VapA-Molekiilen notwendig. Eine weitere Abgrenzung von den bisher
diskutierten definierten Lésionstypen, die iiber die zu stufenférmigen Lasionen angefiithrten
Erklarungsmoglichkeiten hinausgeht, ist anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht moglich.
FEine Untersuchung der Proteinorientierung auf der Membran unter verschiedenen Vor-
aussetzungen beziehungsweise weiterfithrende Experimente zur molekularen Anordnung
von Proteinen und Lipiden kénnten Aufschluss iiber die Zuordnung der verschiedenen
Permeabilisierungsformen zu entsprechenden Mechanismen geben.

Eine allgemeine Beobachtung ist das abrupte Intensivieren der Fluktuationsintensitat
definiert-transienter und undefiniert-heterogener Léasionen. Dieses Phénomen tritt héufig
kurze Zeit nach einer Erhohung der angelegten Spannung auf. Dies kann durch eine zeitver-
zogerte Reaktion auf die Spannungserh6hung erklart werden. Beispielsweise konnte damit
eine weitere Interkalation, eine Umorientierung der Proteine oder eine Umstrukturierung
der Léasion verbunden sein, welche durch die héhere Spannung zwar ermdglicht, aber nicht
instantan eingeleitet werden.

Fir eine systematisch asymmetrische Form der Permeabilisierungen lief sich anhand des
Groflenparameters beziehungsweise der Leitfahigkeit bei Vorzeichenwechseln der angelegten
Spannung kein Hinweis finden. Wie in Abschnitt 5.6.3 erldutert blieb der Gréflenparameter
in den meisten Féllen konstant. Bei deutlich asymmetrischen Porensymmetrien wére
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Abbildung 6.5
Stromspuren unterschiedlicher Mechanismen der Mem-
branpermeabilisierung. (A) Der wiederholte Einbau von
B Porinen verursacht grofle definierte Kanéle mit relativ
einheitlicher Grofie und hoher zeitlicher Stabilitéat. (B)
Das AMP lineares Bactenecin fiihrt zu in Gréfle und
| Lebensdauer stark variierenden Stromfluktuationen. (C)
#l%&m Das AMP Gramicidin S bildet definierte Kanéle von ein-
\ { et heitlicher Gréfle, aber variabler Lebensdauer. Modifiziert
s nach Hancock und Rozek [2002].
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bei einem Vorzeichenwechsel eine systematische Verédnderung der Porenleitfahigkeit zu
erwarten.

Im Zuge der Prozesse der Phagozytose und der Phagosomenreifung kommt es zu einer
Ansiduerung des Phagosoms vom pH-Wert des extrazelluliren Mediums bis zu einem
bakteriziden pH-Wert von etwa 4,5 (siehe Abschnitt 3.3). Der Umbau des Phagosoms
zur REV fiihrt zu einer Unterbrechung der Phagosomenreifung und zu einem stationéren,
intermedidren pH-Wert zwischen 5 und 6 [von Bargen und Haas, 2009]. Die in diesem
Abschnitt beschriebenen Effekte wurden hauptséchlich anhand der bei pH 5,5 generierten
Daten beschrieben, jedoch unter Einbeziehung allgemeiner Beobachtungen, welche sich
auf die Gesamtheit der Daten beziehen. Der pH-Wert 5,5 wurde stellvertretend fiir
den Zustand des intermedidren Phagosoms gewahlt, dariiber hinaus entspricht er dem
stationdren Zustand der REV. Fir die Zustdnde des frithen beziehungsweise spéten
Phagosoms bei pH 6,5 und 4,5 spezifische Beobachtungen (Abschnitt 5.6.3) werden im
Folgenden diskutiert, wobei anzumerken ist, dass der Expressionsgrad von VapA bei einem
pH-Wert von etwa 5,0 sein Maximum erreicht [Benoit et al., 2001].

Bei einem pH-Wert von 6,5 (Abbildung 5.17) konnten gegentiber den Messungen bei
pH 5.5 zwei relevante Unterschiede festgestellt werden. Die definiert-transienten Lésionen
traten wesentlich seltener auf, waren weniger ausgeprigt und wiesen eine schwéchere
Definierung auf. Augenscheinlich ist zudem, dass die Groflenparameter der Permeabilisie-
rungen bei pH 6,5 sich auf relativ kleine Werte beschrankten. Ein verringerter pH-Wert
von 4,5 (Abbildung 5.18) fithrte dagegen zu grofleren Porendurchmessern und schnel-
leren Kinetiken der definiert-transienten Lésionen. Es ist also eine klare Tendenz von
VapA zu einer Intensivierung der Léasionsbildung mit sinkendem pH-Wert zu erkennen.
Besonders deutlich wird dies bei der in Abbildung 5.24A dargestellten Auswertung der
abgeschétzten Porengréfien (Abschnitt 5.6.6). Sowohl der Mittelwert als auch der Median
der Porendurchmesser nahm mit absinkendem pH-Wert zu.

Anhand dieser Ergebnisse ldsst sich eine Korrelation des Lésionsdurchmessers bezie-
hungsweise der Intensitdt der Membranpermeabilisierung mit dem Fortschreiten der
Phagosomenreifung annehmen. Dies macht insofern Sinn, als dass eine Anpassung der
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Aktivitat an den aktuellen pH-Wert des Phagosoms eine wesentlich effektivere Regulierung
auf einen stationdren pH-Wert ermoglicht als eine bei hohen und niedrigen pH-Werten
gleichbleibende Permeabilisierung. Bei Abweichungen von dem fiir R. equi mutmafllich
optimalen pH-Wert wiirde die Aktivitdt entweder erhoht oder reduziert, sodass der Ab-
weichung entgegengesteuert werden wiirde. Schlieflich wird eine Anderung des pH-Werts
maBgeblich durch die momentane Bilanz aus ein- und ausstrémenden Ionen und Protonen
festgelegt. Dieses Verhalten entspricht etwa einem Proportionalregler.

Die in Abbildung 5.23 dargestellte Ermittlung der theoretischen Porengréfien und
deren Auswertung in Abbildung 5.24 sind auf der Grundlage von Formel 4.13 erstellt
und unterliegen einer Reihe vereinfachender Annahmen. Die angenommene zylindrische
Geometrie der Léasion kann beispielsweise durch in die Léision weisende Aminoséurereste
deutlich eingeschrénkt werden, auch die Lénge der Pore muss nicht zwangslaufig der Dicke
der Membran entsprechen. Insbesondere fiir kleine Porendurchmesser ist dariiber hinaus
eine deutliche Uberschitzung der Leitfihigkeit des Mediums anzunehmen, da es hier zu
einem verlangsamten Durchtreten von Ionen kommen kann, deren hydratisierter Radius
sich in der Gréflenordnung der Lésion befindet. Wie Marrink et al. [2009] berichten, treten
Natrium- und Chlorionen nur langsam durch Poren mit einem Durchmesser kleiner als 3 nm.
In seiner Bachelorarbeit gibt Komorowski [2014, S. 68] fiir eine gleichzeitige Unterschétzung
der Porenlinge um den Faktor 2 und eine Uberschiitzung der spezifischen Leitfihigkeit
um den Faktor 5 eine resultierende Unterschéitzung des Porendurchmessers um einen
Faktor von 3,3 an. Angesichts der ermittelten Porendurchmesser in der Gréflenordnung
von 1 nm kann also von einer deutlichen Unterschitzung ausgegangen werden. Das
fir die Situation im Phagosom bedeutsame Durchtreten von Protonen sollte bei einem
Stokesradius® von 0,028 nm und einem effektiven hydratisierten Radius von 0,282 nm fiir
Protonen [Nightingale Jr, 1959] sogar fiir Lésionen méoglich sein, die mit dem verwendeten
Versuchsdesign nicht detektierbar sind.

Anhand der in Abbildung 5.24B gezeigten Auswertung konnte eine Korrelation zwischen
dem theoretischen Porendurchmesser und der Inkubationszeit mit VapA nachgewiesen
werden. Dies bestétigt den qualitativen Eindruck, dass sich die Gréflenparameter, aber
auch die Permeabilisierung insgesamt mit fortschreitender Zeit intensivieren. Als Erklarung
kann dienen, dass die Bildung von groleren Poren die Beteiligung einer grofieren Anzahl
von VapA-Molekiilen voraussetzt, was im Fall der undefinierten Lésionen zu einer grofieren
destabilisierten Fldche oder im Fall der definierten Lésionen zu einem grofleren definierten
Porenradius fithren wiirde. Da sdmtliche Ergebnisse fiir eine mit steigender Inkubati-
onszeit fortschreitende Interaktion sprechen, kann davon ausgegangen werden, dass zu
spateren Zeitpunkten eine hohere Dichte von VapA-Molekiilen auf der Membranoberfliche
vorhanden ist.

Als Vergleichssubstanzen wurden bei den pH-Werten 6,5 und 5,5 VapA pl12 und VapB
auf ihr Permeabilisierungsverhalten hin untersucht. Dass die prozessierte Form VapA p12
(Abschnitt 5.6.4) von VapA eine hohere oder niedrigere Permeabilisierungsaktivitit auf-
weist als die unprozessierte Form konnte dabei ebensowenig festgestellt werden wie ein
qualitativer Unterschied der Permeabilisierungen, welcher auf einen modifizierten Wirk-
meschanismus hindeuten wiirde. Wie aus Abbildung 5.24A hervorgeht, kam es zudem zu
keiner deutlichen Verédnderung der Porengréfie gegeniiber unprozessiertem VapA. Insofern
ist anzunehmen, dass die im Phagosom stattfindende Prozessierung von VapA nicht den

2Der Stokesradius ist der den Diffusionseigenschaften eines Partikels entsprechende Kugelradius.
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Zweck einer erhéhten Membranpermeabilisierung hat, andererseits auch nicht die Permea-
bilisierung einschrinkt. Durch die Prozessierung wird N-terminal ein Abschnitt von 76
Aminoséuren zuziiglich des gegebenenfalls von der rekombinanten Aufreinigung verbliebe-
nen His-Tags entfernt, und aller Wahrscheinlichkeit nach ebenfalls die Lipidmodifikation.

Fiir das fiir die Virulenz in Schweinen spezifische Protein VapB wurde anhand der in
Abschnitt 5.6.5 vorgestellten Ergebnisse bei pH 6,5 eine gegeniiber VapA deutlich erhohte
Bildung von definiert-transienten Lésionen nachgewiesen. Fiir den pH-Wert 5,5 zeigten sich
zudem leicht erhohte Werte des Porendurchmessers (Abschnitt 5.6.6). Dariiber hinaus lag
keine nachweisbare Verdnderung beziiglich der Lisionsmechanismen vor, sodass die Spezi-
fitat fiir Schweine(phagosomen) bisher nicht durch die Permeabilisierungseigenschaften
erklart werden kann.

Im nachfolgenden Abschnitt sollen die bisher gesammelten Informationen zu einem
Gesamtkonzept des Wirkmechanismus fiir VapA an der Phagosomenmembran zusammen-
gefithrt werden.
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6.5 Zusammenfassung und Ausblick: Der Wirkmechanismus von
VapA

»--- €s gibt wahrscheinlich so viele verschiedene phagosomale Kompartimente wie es
'phagosomale Pathogene’ gibt®. Dieser von Haas [2002, S. 247] geduferten Vermutung
liegt mafigeblich die Dynamik und die Fahigkeit der Phagosomenmembran zugrunde, sich
auf gegebene Situationen durch eine Vielzahl an Prozessen und moglichen Zustinden
anzupassen. Eines der erwdhnten phagosomalen Pathogene ist R. equi, welches in der
Lage ist, die Phagosomenreifung zu unterbrechen und sich im Inneren des Phagosoms
zu vermehren [Hondalus und Mosser, 1994; Fernandez-Mora et al., 2005]. Das Protein
VapA von R. equi ist essentiell fiir die Virulenz des Bakteriums [Giguere et al., 1999; Jain
et al., 2003]. Es ist zudem an der Modifizierung des Phagosoms zu einer REV und fiir die
Verhinderung der Ansduerung des Phagosoms notwendig [von Bargen und Haas, 2009;
von Bargen et al., 2009].

Die Expression und die Freisetzung von VapA in das phagosomale Lumen wird durch
verschiedene phagosomenspezifische Umgebungsbedingungen, insbesondere oxidativen
Stress, induziert [Benoit et al., 2002]. K. von Bargen [2010, S. 92 f., S. 112] beobachtete
die Ausbreitung von VapA nicht nur innerhalb des Phagosoms, sondern dariiber hinaus an-
gereichert in vesikuldren Strukturen der Wirtszelle, welche als Endosomen und Lysosomen
identifiziert wurden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Wirkmechanismus von VapA an Modellmem-
branen zu untersuchen um Hinweise auf dessen Funktion wéihrend der Phagosomenreifung
zu sammeln und damit einen Beitrag zu der Frage zu erbringen, wie es R. equi moglich
ist, im Phagosom zu tiberleben. Zu diesem Zweck wurde die Wechselwirkung von VapA
mit einer Reihe unterschiedlicher Membranrekonstitutionssysteme mit Hilfe verschiedener
biophysikalischer Methoden untersucht. Anhand der Ergebnisse ldsst sich das Bild eines
fiinfstufigen Wirkmechanismus von VapA mit Membranen zeichnen, welcher eine Reihe von
moglichen Verkniipfungspunkten mit der Beeinflussung der Phagosomenreifung aufweist.
Der fiir VapA vorgeschlagene Wirkmechanismus, der in Abbildung 6.6 zusammenfassend
dargestellt ist, setzt sich zusammen aus (1) der Bindung an die Phagosomenmembran, (2)
der partiellen Interkalation zwischen die Membranlipide, (3) der Aggregation und Organi-
sation auf oder in der Membran und der Einflussnahme auf die Lipiddoménenstruktur,
(4) der Permeabilisierung der Membran durch Bildung unterschiedlicher Lésionen und
schlieBlich (5) der Auflésung der Membranintegritét, was zu einer Zerstérung der Membran
fiihren kann. In der Reihenfolge der fiinf Interaktionsschritte wird der Wirkmechanismus
im Folgenden weiter spezifiziert.

Die Bindung von VapA an festkorperunterstiitzte Modellmembranen (Abbildung 6.6,
(1)) wurde mit Hilfe eines Biosensors analysiert. Dabei konnte eine deutliche Bindung
festgestellt werden. Die Bindung erhohte sich mit steigendem Anteil von negativ geladenem
PS von 0% auf 10% in der Membran, allerdings nicht bei einer weiteren Erhohung auf 100%
PS. Dies fithrt zur Vermutung einer gewissen Bindungsspezifitdt von VapA fiir die Phago-
somenmembran, da diese im Vergleich zu anderen intrazelluliren Membranen einen hohen
PS-Anteil von knapp 10% aufweist. Eine Reduzierung des pH-Werts, durch welche die Net-
toladung von VapA einen Vorzeichenwechsel erfahrt, fiihrte zu einer leichten Reduzierung
der Bindung. Eine Implikation fiir eine bevorzugte Bindung zu einem frithen Zeitpunkt der
Phagosomenreifung kann nicht ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus ermoglichten es die
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Abbildung 6.6
Fir die Wechselwirkung von VapA mit der Phagosomenmembran vorgeschlagener flinfstufiger

Wirkmechanismus. (1) In einem ersten Schritt bindet VapA an die Phagosomenmembran. Es kommt
zu einer Beeinflussung verschiedener mechanischer Membraneigenschaften. (2) Fir die Interkalation
zwischen die Membranlipide ist eine niedrige lokale Oberflichenspannung notwendig. (3) VapA
aggregiert auf beziehungsweise in der Membran oder organisiert sich in membranbedeckenden
Doménen. Dadurch nimmt es Einfluss auf die Déménenorganisation der Membranlipide. (4) Eine
Permeabilisierung der Phagosomenmembran durch definierte und undefinierte Lasionen ermoglicht
es Protonen und Ionen, die Membran zu passieren und wirkt damit der Ansduerung des Phagosoms
entgegen. (5) Schliefllich ist VapA in der Lage, die Stabilitat der Membran soweit zu reduzieren,
dass es zum lokalen oder globalen Zusammenbruch der Membran kommen kann.
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Biosensormessungen, eine Rigidisierung der Membran festzustellen, die sich offensichtlich
bei Erhohung der PS-Konzentration veringerte. Dies kann moglicherweise durch eine
starkere Wechselwirkung von VapA mit den Membranlipiden erklart werden, wodurch
iiber die Verdnderung des Strukturfaktors eine starke Kriimmungsfrustration und damit
eine Tendenz zu nichtlamellaren Lipidphasen induziert werden kann. Eine Konsequenz der
Rigidisierung ist die Beeinflussung verschiedener mechanischer Membraneigenschaften, was
letztendlich zu einer geringeren Fusionsfihigkeit der Phagosomenmembran mit Endosomen
oder Lysosomen fiithren kann oder zu einer Beeintréchtigung von relevanten Interaktionen,
Proteininterkalationen oder Signaltransduktionsprozessen an der Membran.

Eine partielle oder vollstandige Interkalation von VapA zwischen die Membranlipide (Ab-
bildung 6.6, (2)) wurde anhand von Filmwaagenexperimenten ausschliefilich im Fall eines
Lateraldrucks unterhalb des fiir natiirliche Membranen angenommenen Werts beobachtet.
Dies bedeutet, dass dieser Effekt vermutlich nur dort lokal auftreten kann, wo die Anfor-
derung einer geringen Lipidpackungsdichte an die mechanischen Membraneigenschaften
erfiillt ist. Da dies vermutlich nur fiir einen Teil der gebundenen VapA-Molekiile gegeben
ist, ist von der gleichzeitigen Présenz von interkalierten und gebundenen Proteinen auf
der Membran auszugehen, welche dadurch unterschiedliche Wirkungen entfalten kénnen.
Eine Verbindung zu den Aspekten Organisation und Permeabilisierung ist wahrscheinlich.
Als weitere mogliche Bedingung fiir das Erreichen eines interkalierten Zustands wurde
auf der Grundlage fluoreszenzspektroskopischer Experimente mit kleinen Lipidvesikeln
das Ausmaf} beziehungsweise das Vorzeichen der Membrankriimmung diskutiert. Fiir die
ebenfalls beobachtete Reduzierung der mittleren Lipidmolekiilfliche bei hoherem Late-
raldruck wurde die Modifikation mechanischer Membraneigenschaften oder eine aktive
Entfernung von Lipidmolekiilen aus der Membran vorgeschlagen. Dies hétte weitere Kon-
sequenzen fir mogliche Permeabilisierungsmechanismen. Dariiber hinaus konnte VapA
keine Fusionsereignisse zwischen Lipidvesikeln induzieren.

Rasterkraftmikroskopische Messungen an festkorperunterstiitzten Monolayern und
Bilayern wurden verwendet, um die Organisation von VapA an Modellmembranen auf-
zukldren (Abbildung 6.6, (3)). Fiir Monolayer zeigte sich die flichendeckende Bindung
von VapA an cholesterolarme Bereiche (L,) durch die Bildung VapA-induzierter Do-
maénen, die zunédchst eine wurmartige Struktur aufwiesen und sich im weiteren Verlauf
netzwerkartig organisierten. Diese Doméanen scheinen beziiglich der L,- und L,-Doménen
eine intermediidre Hohe zu besitzen und kénnten prinzipiell direkt aus VapA-Molekiilen
oder durch Induzierung eines zuséatzlichen Phasenzustands der Membranlipide gebildet
werden. Bei reduziertem Lateraldruck erhielten die L,-Bereiche eine granulare Struktu-
rierung anstelle einer aufgelagerten Doménenstruktur, was im Sinn des interkalierten
Zustands interpretiert werden kann. Zusétzlich traten innerhalb von L,-Bereichen und
innerhalb von Zwischenrdumen der Unterstruktur der L,-Doménen VapA-induzierte Ag-
gregate in unterschiedlichen Groflen auf, die entweder als reine Proteinaggregate, als
Lipid-Protein-Mischaggregate oder aufgrund einer induzierten nichtlamellaren Phase als
Lipidausstiilpungen erkléart werden kénnen und insbesondere die VapA-induzierten Do-
ménen flankierten. Es wurden zudem Hinweise gefunden, dass VapA die Zuordnung der
Membranlipide in Lo- und L,-Doménen modifizieren kénnte. Auf die L,-Doménen konnte
hauptséchlich fiir PS-haltige Membranen ein in einer lokalen Ausdiinnung und Héhen-
dnderung der Doménenunterstruktur bestehender Einfluss festgestellt werden, was eine
generelle Priferenz fiir die Lo-Phase zeigt. In Bilayerexperimenten wurde dariiber hinaus
die Bildung hoéherer Doménen auf den L,-Doménen sowohl fiir PS-haltige Membranen
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als auch fiir ungeladene Membranen bei reduziertem pH-Wert beobachtet. Dieses trat
allerdings erst nach einer lingeren Inkubationszeit auf und ist ein Anhaltspunkt fiir eine
sich zeitlich verdndernde und intensivierende Wirkung von VapA, was eine Ursache der
unterschiedlichen Permeabilisierungsarten darstellen kann. Die bei hoherem pH-Wert
an Bilayern beobachtete Bildung von niedrigeren Doménen in den L,-Doménen liefern
einen Hinweis auf die Beteiligung eines mit dem Sinking-Raft-Modell vergleichbaren Me-
chanismus. Die starke Reduzierung der Gesamtliange der Doménengrenzen bei diesem
Prozess lasst sich durch gegeniiber den L,-Doméanen wesentlich veranderte mechanische
Eigenschaften erklaren. SchliefSlich wurde das Zusammenschlieen von L,-Doménen zu
grofleren Netzwerken als Beeinflussung der Linienspannung zwischen L,- und L,-Doménen
interpretiert. Dadurch kann sich ein Einfluss auf Fusions- und Abschniirungsprozesse an
der Phagosomenmembran ergeben, was fiir VapA unter anderem einen moglichen Weg
darstellt, das Phagosom zu verlassen.

Durch die elektrophysiologische Analyse von freistehenden Membranen konnte eine
Membranpermeabilisierung festgestellt werden, welche geeignet ist, Protonen und Ionen
den Durchtritt durch die Membran zu ermoéglichen und damit dem Protonengradienten
an der Phagosomenmembran entgegenzuwirken (Abbildung 6.6, (4)). Es wurden vier
Léasionscharakteristika unterschieden. Definiert-transiente Lasionen zeichneten sich durch
unterschiedliche, kurze Lebensdauern und kleine Porendurchmesser im Bereich weniger
Nanometer aus. Als zugrundeliegenden Mechanismus erfordern sie eine direkte Beteiligung
mehrerer VapA-Molekiile. Die definiert-transienten Lésionen traten hauptséchlich bei
niedrigen pH-Werten auf. Hier kann méglicherweise eine Verbindung zu den bei niedrigem
pH-Wert auftretenden Doménen im System der festkorperunterstiitzten Bilayer herge-
stellt werden. Das aus schweinevirulenten R. equi-Bakterien stammende Protein VapB
fithrte dagegen auch bei hoherem pH-Wert zu diesen Lésionen. Den zweiten Permeabilisie-
rungstyp bilden undefiniert-heterogene Lésionen, deren Durchmesser mehrere Nanometer
erreichen konnte. Sie werden vermutlich durch eine Destabilisierung der Membran durch
VapA-Anreicherung auf der Membranoberfliche, also unter indirekter Beteiligung meh-
rerer VapA-Molekiile, gebildet. Die Lebensdauern der undefiniert-heterogenen Lésionen
variierten stark, und mindestens bei grofflen Lésionen kam es zu einem abrupten Schlieflen.
Als mogliche Erklédrung wurde eine durch den Membrandurchtritt von VapA vermittelte
Aufhebung der Asymmetrie als Ursache der Lésionsbildung diskutiert. Weitere beob-
achtete Léasionstypen sind stufenférmig-stabile Lasionen, deren Charakteristik mit der
Membranpermeabilisierung durch Porine vergleichbar ist, sowie teilpermanente Lésionen,
die sich durch einen abrupten Offnungsvorgang und eine hohe Stabilitit auszeichnen. Nach
einer Spannungserhohung verzogert auftretende Intensivierungen der Permeabilisierung
kénnten auf einem Einfluss der Transmembranspannung auf den Ubergang zwischen
dem gebundenen und interkalierten Zustand zuriickgefithrt werden. Die Verringerung des
pH-Werts fiihrte zu einem deutlichen Anstieg der Porengrofie und zu einer Intensivierung
der Léasionsbildung, was eine Regulierung der Aktivitdt von VapA durch die fortschreitende
Phagosomenreifung nahelegt. Dariiber hinaus war ein leichter Anstieg der Porengrofie
mit zunehmender Inkubationszeit zu verzeichnen, dies kann als weitere Bestatigung eines
kollektiven Wirkmechanismus gewertet werden. Im Vergleich mit der durch das prozessier-
te Protein VapA pl2 vermittelten Permeabilisierung konnte kein Unterschied gefunden
werden. Das C-terminale, konservierte Fragment von VapA ist also fiir den Prozess der
Léasionsbildung verantwortlich, die Prozessierung ist hierfiir allerdings nicht notwendig.

Der Zusammenbruch der Membranen, haufig durch eine massive undefiniert-heterogene
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Lésion, in sdmtlichen elektrophysiologischen Experimenten zeigt, dass der durch VapA
auf die Membran ausgeiibte Einfluss ausreichen kann, um die gesamte Integritdt der
Phagosomenmembran mafigeblich zu beeintrichtigen (Abbildung 6.6, (5)). Es ergaben sich
auflerdem Hinweise auf einen von der Konzentration und zusétzlich der Inkubationszeit
abhéngigen Permeabilisierungsmechanismus. Insgesamt eréffnet die lokale Zerstérung der
Membran einen weiteren Mechanismus, durch welchen VapA, andere bakterielle Molekiile
und schliellich auch R. equi selbst aus dem Phagosom gelangen kénnten.

Die wegen der hohen Sequenzhomologie zu VapB auch fiir VapA pl2 angenommene,
von Geerds et al. [2014] aufgekldrte Struktur von VapB pl2 besteht in einem aus zwei
Maéander-Motiven gebildeten, achtstrangigen §-Fass, welches von unten durch eine einzelne
a-Helix verschlossen wird. Die sich an der Unterseite befindenden polaren Seitenketten
[Geerds et al., 2014] kommen ebenso fiir eine Bindung an die Membran infrage wie die
a-Helix oder die von Geerds et al. [2014] spekulativ genannte, unter flexiblen Schleifen
auf der Oberseite verborgene Bindetasche. Trotz der zylindrischen Archtitektur kommt
eine Durchléssigkeit fiir Protonen im Zentrum des Molekiils nicht infrage. Insofern sind
die kollektiv vermittelte Destabilisierung auf der einen Seite und die definierte, durch
Oligimerisierung oder Lipid-Protein-Aggregation vermittelte Porenbildung auf der anderen
Seite plausible Mechanismen, die zur Permeabilisierung der Phagosomenmembran fiihren
koénnen.

VapA ist also in der Lage, an verschiedenen Punkten mit dem Prozess der Phagoso-
menreifung zu interagieren. Dies betrifft einerseits die Beeinflussung der mechanischen
Eigenschaften der Phagosomenmembran, wodurch es zur Inhibition unterschiedlicher
Prozesse bis hin zur Fusion mit Lysosomen und Endosomen kommen kann. Desweiteren
stellt die Permeabilisierung der Phagosomenmembran einen effektiven Regulierungsme-
chanismus zur Kontrolle des phagosomalen pH-Werts dar. Der Austritt von VapA aus
dem Phagosom, entweder durch grofle Lasionen oder innerhalb von vesikuldren Abschnii-
rungen, bildet eine Moglichkeit zur Beeinflussung weiterer Faktoren der Immunabwehr
von der Manipulation von Lysosomen und Endosomen bis hin zu einer Einflussnahme auf
die Antigenprasentation auf der Zellmembran [Teitelbaum et al., 1999]. Die potentielle
Wechselwirkung mit der Lysosomenmebran [von Bargen, 2010, S. 112] stellt einen fiir
die Wirtszelle kritischen Mechanismus dar, da eine Permeabilisierung von Lysosomen
zur Nekrose der Zelle fithren kann [Rodriguez-Muela et al., 2015]. Prinzipiell kann VapA
sogar in der Lage sein, auch die Zellmembran als Barriere zu iiberwinden und seinen
Einfluss so auf weitere Wirtszellen auszudehnen. Darauf deuten auch Beobachtungen von
Takai et al. [1991a] hin, die VapA auch im Kulturiiberstand identifizieren konnten. Die
Wechselwirkung von VapA mit der Phagosomenmembran stellt somit einen wichtigen,
wenn nicht sogar notwendigen Beitrag bei der Bildung der REV dar. Damit bestatigt
der in dieser Arbeit herausgearbeite Wirkmechanismus in weiten Teilen die von K. von
Bargen [2010, S. 115] vermutete Rolle von VapA wihrend der Phagosomenreifung.

Die verschiedenen und miteinander in Beziehung stehenden Aspekte des Wirkme-
chanismus, die in der vorliegenden Arbeit charakterisiert werden konnten, bieten viele
Ansatzpunkte fiir weitere zukiinftige Untersuchungen.

Beziiglich der Bindung kann die Abhéngigkeit vom PS-Anteil der Membran bei niedrigen
PS-Konzentrationen mit weiteren Biosensormessungen vertieft und verifiziert werden.
Dabei kann eine Spezifitat fur weitere Membranlipide einbezogen und gekldrt werden,
ob die beobachtete Spezifitit auch fiir andere negativ geladene Lipide auftritt. Es bietet
sich weiter an, die Abhingigkeit der Rigidisierung vom Anteil der Neutrallipide und

150



6.5 Zusammenfassung und Ausblick: Der Wirkmechanismus von VapA

von moglichen weiteren Membranlipiden des Phagosoms systematisch zu analysieren.
Um das Verstdndnis des genauen Bindungsmechanismus weiter zu verbessern, kann ein
moglicher Einfluss der Lipidmodifikation auf die Bindung durch zusétzliche Messungen
mit VapA pl2 analysiert werden. Dariiber hinaus sind weitere Untersuchungen mit dem
Protein VapA pl12 beziiglich der moglichen Konsequenzen der Prozessierung auf den
Wirkmechanismus vorgesehen.

Die Vermutung, dass die Membrankriimmung einen Einfluss auf die Interaktion von
VapA hat, kann an poreniiberspannenden Membranen iberpriift werden. Durch die
Verwendung unterschiedlicher Salzkonzentrationen kann nach Gleisner et al. [2014] ein
osmotischer Druck erzeugt werden, durch welchen sich unterschiedliche Membrankriim-
mungen einstellen lassen.

Einen weiteren Aspekt stellt die vermutete Inhibierung von Fusionsereignissen durch
VapA dar. Eine Inhibition kann beispielsweise an fluoreszenzspektroskopischen Messungen
mit einer zusdtzlichen Membranfusionen induzierenden Substanz gezeigt werden.

Fir die Aufklarung eines moglichen Einflusses auf die Linienspannung an den Grenzen
zwischen L,- und L,-Doménen bietet sich ein statistischer Vergleich zwischen Domé-
nenfliche und Doménengrenze. Hierfiir sind zusétzliche LB-Filme mit unterschiedlichen
VapA-Konzentrationen notwendig, die dariiber hinaus Aufschluss iiber die speziell bei
sehr hohen und niedrigen Konzentrationen auftretenden Effekte geben kénnen.

Von grofiem Interesse fiir die Beurteilung der an LB-Filmen gewonnenen Erkenntnisse
ist auBlerdem die Dynamik der Prozesse, die unter anderem zu VapA-induzierten Domé-
nen und Aggregaten fiihren. Hierflir bietet die Kombination der Filmwaage mit einem
Fluoreszenzmikroskop eine ausgezeichnete Moglichkeit, da die sich ausbildenden Struktu-
ren sowohl am fliissigkeitsgestiitzten als auch am festkorpergestiitzten Monolayer direkt
miteinander verglichen werden kénnen. Eine solche Untersuchung kénnte zudem weitere
Hinweise auf die genaue Lokalisierung von VapA und auf die nicht abschlielend geklarte
Beteiligung von Membranlipiden an den beobachteten Strukturen liefern. Auerdem kénnte
die Aussagekraft der AFM-Messungen an LB-Filmen durch zwei LB-Ubertrige desselben
Monolayers vor und nach der Injektion von VapA erhéht werden.

Fine weitere Methode zur Lokalisierung von VapA ist die Funktionalisierung des AFM-
Cantilevers mit VapA-Antikorpern. Andersherum kann die Kopplung von VapA an die
Cantilever-Spitze Aufschluss iiber die Bindungsaffinitdt von VapA fiir unterschiedliche
Membrandoménen geben. Schliefflich ist auch die quantitative Bestimmung mechanischer
Membraneigenschaften mit dem AFM moglich, sodass sich die Moglichkeit bietet, deren
Beeinflussung durch VapA unter verschiedenen Bedingungen zu analysieren.

Roéntgenkleinwinkelstreuung bietet sich als Methode an, um den Einfluss von VapA auf
die intrinsische Membrankriimmung und die mogliche Tendenz zur Bildung nichtlamellarer
Lipidphasen zu beleuchten.

Die elektrophysiologischen Messungen zur Membranpermeabilisierung kénnen um eine
Untersuchung des Einflusses von hohen und niedrigen Proteinkonzentrationen erweitert
werden. Zum FEinfluss negativ geladener Lipide auf die Permeabilisierung liegen bereits
Daten vor, die in Hinblick auf weitere fiir die Phagosomenmembran relevante Lipidspezi-
es erweitert werden kénnen. Der allgemeine Wirkmechanismus kann im Montal-Mueller
Aufbau zumindest theoretisch auf einen méglicherweise vorliegenden Self-Promoted-Uptake-
Mechanismus hin untersucht werden, indem durch die Membran getretene VapA-Molekiile
im Medium des zweiten Kompartiments nachgewiesen werden. Auch die Auslésung von
Lipid- oder Lipid-Protein-Aggregaten aus der Membran kénnte prinzipiell mit diesem
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Ansatz belegt werden. Alternativ ist dieser Nachweis auch mit Hilfe der Kernspinreso-
nanzspektroskopie moglich, wie Henzler Wildman et al. [2003] fiir den Mechanismus von
LL-32 demonstriert haben.

Es konnten bereits viele Hinweise auf unterschiedliche Orientierungen von VapA auf
Modellmembranen gesammelt werden, sei es der Ubergang vom gebundenen in den in-
terkalierten Zustand, die Bildung von Oligomeren oder von Lipid-Protein-Aggregaten.
Als néchster Schritt ist eine Untersuchung der Proteinorientierung mittels orientiertem
Zirkulardichroismus geplant, um die Bedingungen fiir einen solchen Ubergang herauszuar-
beiten. Erste vielversprechende Probemessungen wurden bereits in Zusammenarbeit mit
Dr. Jochen Biirck vom Karlsruher Institut fiir Technologie durchgefiihrt.

Mit Rontgenreflektivitdtsexperimenten an festkérperunterstiitzten Bilayern am Deut-
schen Elektronen-Synchrotron konnte in ersten Messungen keine Wirkung von VapA an
den Bilayern festgestellt werden. Durch eine Anpassung der Probenpraparation von Lipid-
multilayern ist es moglich, das Protein in teilhydratisierten Multilayern zu préparieren,
sodass eine Detektion von Verdinderungen der Membrandicke oder Abweichungen von der
lamellaren Struktur sensitiver detektiert werden kénnen und eine weitere Nutzung dieser
Methode wieder erfolgversprechend ist.

Um den Zusammenhang der am Modellsystem gesammelten Erkenntnisse mit der
Situation an der Phagosomenmembran herzustellen, sind Experimente mit aus Phagosomen
hergestellten Membranpatches oder mit intakten Phagosomen essentiell. Hier sind speziell
die Untersuchung der mechanischen Eigenschaften und der Organisation von VapA auf
der Membran mit rasterkraftmikroskopischen Messungen vielversprechende Ansétze. Dies
kénnte auch weitere Hinweise auf den Ubergang von VapA vom gebundenen in den
interkalierten Zustand geben. Eine grofie Herausforderung fiir zukiinftige Untersuchungen
ist die in diesem Zusammenhang notwendige Klassifizierung der Lipidzusammensetzung
von Phagosomen und REV zu verschiedenen Zeitpunkten der Phagosomenreifung, auch
im Hinblick auf unterschiedliche Wirte.
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6.6 Schlussbemerkung

Die Wirkung von VapA auf Lipidmembranen hat sich als hochkomplex herausgestellt. Es
besteht eine Sensitivitat fiir den Ladungszustand der Membran, fiir den Phasenzusand,
den Lateraldruck und nicht zuletzt fiir den pH-Wert. Zusammen mit der sehr dynamisch
regulierten und dem Prozess der Phagosomenreifung unterworfenen Phagosomenmembran
ergeben sich eine Vielzahl von Konsequenzen, aber mindestens ebenso viele ungeklarte
oder bisher nur ansatzweise geklarte Zusammenhénge, die den Gegenstand zukiinftiger
Untersuchungen bilden miissen. Wie in Kapitel 3 ausgefithrt wurde, bildet die in der vorlie-
genden Arbeit untersuchte Wechselwirkung zwischen VapA und der Phagosomenmembran
lediglich eine von mehreren Interaktionsmoglichkeiten fiir VapA und dieses nur ein Protein
eines mit allen Umgebungsbedingungen und Angriffsmechanismen des Phagosoms wechsel-
wirkenden Bakteriums und dieses wiederum nur einen einzelnen Krankheitserreger einer
regelrechten Armada von pathogenen Mikroorganismen und Umwelteinfliissen, denen sich
das Immunsystem des menschlichen Organismus unaufhorlich zur Wehr setzen muss. Trotz-
dem oder gerade deswegen ist es notwendig, sich mit dem Einzelnen auseinanderzusetzen,
um das Verstédndnis des komplexen Ganzen weiter auszubauen.
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antimikrobielles Peptid
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VapA His6 VapA mit N-terminalem His-Tag (sechs Histidine), analog fiir VapB
His6
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pl2
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Dichte
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intrinsisches Membranpotential
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Symbole und Konstanten

€0 Elementarladung, 1,602176487(40) - 1071 C

h Plancksches Wirkungsquantum, 6,626070040(81) - 10723 J-s
kp Boltzmann-Konstante, 1,3806488(13) - 10723 J/K

€0 elektrische Feldkonstante, 8, 85418781762...-107!? As/Vm

T Kreiszahl, 3, 1415926535 . . .
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